T.C
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

AKUT GASTROENTERITLI COCUKLARDA ROTAVIRUS
ENFEKSIYON iNSIDANSI VE GENOTIPLERININ
ARASTIRILMASI

Gokhan OZTURK

TI1BBI MIKROBIYOLOJi YUKSEK LiSANS PROGRAMI
YUKSEK LISANS TEZi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Fligen YARKIN

ADANA-2018



T.C
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

AKUT GASTROENTERITLI COCUKLARDA ROTAVIRUS
ENFEKSIYON iNSIDANSI VE GENOTIPLERININ
ARASTIRILMASI

Gokhan OZTURK

TI1BBI MIKROBIYOLOJi YUKSEK LiSANS PROGRAMI
YUKSEK LISANS TEZi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Fligen YARKIN

Bu calisma Cukurova Universitesi Rektorliigii Arastirma Fonu TYL-2017-9143
numarah proje olarak desteklenmistir.

ADANA-2018



KABUL ve ONAY

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Progran Cergevesinde yiiriitiilmiis olan
“Akut Gastroenteritli Cocuklarda Rotavirus Enfeksiyon insidans:
Ve Genotiplerinin Aragtirilmas:”
adli gahsma, agagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tarihi: 247017 2018

TEZ SINAV JURISI

FT~

Prof. Dr.Fiigen Yarkin
Cukurova Universitesi

Baskan
T s
me.Dr.i’a_’!ﬂﬂ Ktiksal Prof. Dr. Mehmet Sami Serin
Cukurova Universitesi Mersin Universitesi
Uye Uye
Dr. Dr.
Universitesi Universitesi
LUye Uye
Yukandaki Tez, Yoénetim Kurulunun  /  / tarih ve say1li karan ile kabul
edilmistir.

Prof Dr. Behice Durgun
Saglik Bilimleri Enstitl Miidiiri



ETIK BEYANI

T.C. CUKUROVA UNIVERSITESI SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LISANS TEZ CALISMASI
ETIK BEYANI

Cukurova Universitesi Bilimsel Arastrma ve Yayin Etigi Yonergesini okudufumu ve
anladigimu ve Cukurova Universitesi Saplik Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kurallanina uygun
olaralk hazilladifun bu tez galigmasinda;

s Tez iginde sundufum wverileri, bilgileri ve dokilmanlan akademik we etk kurallar
pergevesinde elde elligiimi,

o Tim bilgi, belze, deferlendirme wve sonuglar bilimsel etilk kurallapna uygun olarak
qundufinmu,

o Ter gabgmasinda wararlandiim  eserlerin thmiine wvgun agfla bulunarak  kaynak
plisterdigimi,

e Kullamlan venlerde ve ortaya gikan sonuglarda herhang bir degisikhk vapmadigimm,

e Tez olarak sundugum bu galismanm degiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda bu koruda haklomda vaplacak tiim vasal 1slemlen ve alevhime

doizabilecek tiim hak kayiplanm kabullendigimi beyan ederim, .../ /200
IMZA
Adi Soyad:
Gokhan OZTURK
Kayith olunan Program : Tabbi Mikrobivoloji Yilksek Lisans Program
Tezin Konusu ¢ Aku Gastroenteritli Cocuklarda Rotavirus Enfeksivon Insidans

Ve Genotiplerinin Arastivilmas

Tezin Tiirii : Yiiksek Lisans: [ Doktora: [
Damsmamn Adi-Soyad : Prot. Dr. Fiigen YARKIN
Damgmamn Tletisim Bilgileri

Telefon : (15326849960

E-Posta : fugenyig@yvahoo.com

Ogrencinin lletisim Bilgileri

Telefon o 05456636081

E-Posta : gokhan jest@whotmail.com

Adresi : Osmangazi mah. 2023 sk,
Nosd D12

SaricamADANA



TESEKKUR

Yuksek lisans egitimim boyunca tez konumun belirlenmesinde ve
calismalarimda bana yol gosteren, yardim ve destegini esirgemeyen sevgili hocam Prof.
Dr. Flgen Yarkin’a sonsuz sayg: ve tesekkurlerimi sunarim. Yetismemde emegi gecen
Anabilim Dali Baskani degerli hocam Prof. Dr. Fatih Koksal’a ve diger Ogretim
uyelerine tesekkdrlerimi sunarim. Ayrica Cocuk Acil Bilim Dali baskani Prof. Dr. Hayri
Levent Yilmaz’a tez calismama katkilarindan dolay: tesekkur ederim.

Viroloji Bilim Dali laboratuvarinda tipki bir aile gibi samimi olan, birlikte
calistigim arkadaslarima tesekkur ederim.

Hayatimin her doneminde bana ellerinden gelenin fazlasiyla destek veren,
buglinlere gelmemi saglayan, evlatlari olmaktan onur duydugum sevgili anneme,

babama ve abime sonsuz tesekkdrlerimi sunuyorum...

Gokhan OZTURK



ICINDEKILER

Sayfa No:

KABUL VE ONAY ...ttt sttt sa et be st st ne it s ii
ETTK BEYANI ..ottt iii
TESEKKUR ..ottt iv
ICINDEKILER .......oooiiceeeete ettt ettt Y
SEKILLER DIZINI .......cooiiiicieieceeceeeee ettt viii
TABLOLAR DIZINT ... ix
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI.......cccoooviniininneeseecsssseees X
QZET .. oggmh e eeeeeeeaee e eeaeeee e EEEEET. e SRR e« e e R e« e« o e e e e eae eens Xii
ABSTRACT .ot b et b et e s e e bbb R ettt e ene e Xiii
(€3 (] TP 1
2. GENEL BILGILER ...ttt sttt 3
2.1, ROAVITUS (RV) ittt sttt e e e sba e nneentee s 3

p A A (VTS V7 o) £ USRS PRSP 4
2.3, SINIFIANGIIMA ..ot eneenrs 7
2.4, ROTAVITUS GENOIMU ...veviiieiieeeieste sttt sttt sttt sb ettt ens 8
2.4.1. Rotaviruslarin yapisal olmayan proteinleri..........c.ccoooovviniiiinncniinnns 9

2.4. 0.0 NSP3 ..ot 9

2.4.0.2. NSP2 ..ottt 11

24.1.3. NSPS ..o 13

2A LA NSPA ... 13

2.5. Rotavirus replikasyon dONQUSU..........ccueiieiiieiieiiee e 15
2.5.1. Virus partikGIGnGn tUTUNMAST ...cvveiieiiecce e 16

2.5.2 Virus partikilunin penetrasyonu ve kapsidin soyulmast ...........c.cc.cceeeee. 17

2.5.3. ENUOSITOZ ..ottt sttt e e nna e e s 18

2.5.4. Intraseluler VeZiKUIEr trafik...........ccoceveviveecereeeccece e 18

2.5.5. Katepsinlerin gereklligl .........ccooveiiiiiiiiciie e 20

2.5.6. Endozomal SiStemMaen GIKIS........ccooveiierieriereiesisiesieeee e 21

2.6. Pozitif polariteli MRNA SENTEZI........cccviiiiiieieee s 22
2.6.1. RV replikasyon ve transkripsiyonunun dizenlenmesi.........ccccccevvviveennnn. 22



2.6.1.1. POIIMEIAzZ @KEIVITESI.....cceeeeee e 22

2.6.1.2. VP1 yapiS1 VE ISIBVI .c..ccuviiiiiiiiec e 23

2.6.1.3. Replikasyonun dUzenlenmesSi ........ccccvevveeiieiieenie e 24

2.6.1.4. Transkripsiyonun dizenlenmesi ........cccccevveiiiieiiecieenie e 25

2.7. VIroplazma OlUSUMIU.......oviiiiiiiieiseeeee et 26
2.8. Pozitif polariteli RNA sentezi, RNA paketleme ve DLP olusumu..................... 27
2.9. Virus partikulintn (virion) olgunlasmasi ve salitnimi.........ccccceeveeieeiiiecine e, 28
2.10. Rotavirus enfekSiyonlari.........cccccove i 28
2.10.1. Toplum KOKenli FOtAVITUS. .......cceieieieiiesic e 28
2.10.2. Nozokomiyal rotavirus (nNRV) enfekSiyonu...........ccccoeveveniiennnnnnnn 29
2.10.3. RV ve ekstraintestinal enfeksiyonlar ..........ccccocevviiiiiiiiiiiciie i, 30
2.10.4. Kalic1 RV enfekSIYONU.........ccccivuiiiiiiiiiiiic e 32

2.11. Molekiiler patogenez ve patofizyoloji ........ccceveiiiiiiniiiiiiceee 32
212, IMMUN YANIE ..ottt 33
2.12.1. RV spesifik humoral ve hiicresel immun yanit............ccccoevieiieeinnn, 33
2.12.2. Dogal IMMUN YANIE ..cviiiiiiieiiiieieee e e 35
2.12.3. IgA ile korunma arasindaki Korelasyon ............cccoeovvviininciiencnnnnnn 37

2.12.4. Rotavirus gastroenteritene karsi probiyotik ve prebiyotik kullanim .... 37

2.13. KENIK DEIIFTHET ...t 40
2.14 LaDOratuVar TANIST ....ccveeiiiieieieic et ne s 40
2.15 TOUAVI .ttt b e nreene s 41
2.16. Molekdler epidemiyoloji ve evrim mekanizmasi .........ccoceveveienenenencncsene 42
2.17. Rotavirusun KUreSel SUMNVEYANST ........vvveirieiierienie e 44
2.18. Rotavirusun tlrler arasi yayilimi ve zoonotik potansiyeli............ccccccceevveiinnne, 45
2.19. RV ASHAIMN ... 46
2.19.1. TIK as1: S1ZIF FOAVIIUS ASIST ..v.vvvvvreveeeeeeeeeeeseeeeseesesesesssesesesssesesesesesesesens 47
2.19.2. Rhesus-human reassortant rotavirus @$1S1........coveruvevereeresreeseereeseenens 48
2.19.3. Insan rotavirus GIP[8] @SISI.......cevueveuererererererereieeeeeseseseresesesesesesesesesesens 49
2.19.4. S1g1r-insan reassortant rotaViruS SIS ......eeveveereeriereesieeniesee e neas 52
2.19.5. Rotavirus asisinin UygulanmasSt .......cceeerereniineneeieesesee e 53
2.19.6. Rotavirus asisinin SOFUNIAIT ......cccverveieiiere e 54
2.19.7. DIZEI ASIIA....ceiiiiiieie s 55

Vi



2.19.8. Asilama 6ncesi ve sonrast donemlerde insanlarda rotavirus suslarinin

AAGIIIMI L. s 56

3. GEREC VE YONTEM ..ottt 58
3.1. Ridascreen rotavirus (ELISA) test protokoll ..........cccevveiieiiiiiiiciic e, 58
3.1.1. Rotavirus ELISA calisma Prensibi ..o 59

3.1.2. Rotavirus ELISA testinin degerlendirilmesi..........cccovvviinenciieninnnnnn 59

3.2. Viral RNA eKStraKSIYONU.........ccviiiiiiiiiiieciie et 60
3.2.1. High Pure Viral RNA Kit protokoll............ccccovvviiiiiiiiiicc e, 60

3.3. Rotavirus RT-PCR Ve genotipleme .......c.coviiiiiiiiiiseieeeee e 61
3.3.1. Rotavirus G ve P tip CDNA SENEZI ......ccevviiiiiiniiiieieeee s 61

3.3.2. Rotavirus G Ve P tip RT-PCR ....ccccciiiiiicicciiec s 62

3.3.3. Rotavirus spesifik G ve P tip genotipleme..........cccocevvevieiiieciecce e, 64

3.4. AQaroz jel eleKtrofOreZi .........cocviiiiiiiicicieee e 66
O I 1 SR 68
5. TARTISMA L ettt bbbttt b et e s aen e 75
6. SONUGC Ve ONERILER ........c.ccooiiiiriciieeie ettt 104
KAYNAKLAR oottt e st e e e st e e e e s st e e e e nnbae e e e ennreneenns 106
(@4 €1 =(011Y/ ) £SO 117

vii



Sekil No:
Sekil 1.

Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.

SEKILLER DiziNi

Sayfa No:
ROTAVITUS VIFTON YAPIST ..veviviitiiteieie ittt sttt sttt bbbttt bbbt 5
ROLAVIFUS VPL VB WVP3 YAPIST.. vttt sttt sttt sttt st 6
Rotavirus NSP3 proteininin hucresel translasyonu inhibe etmesi..........ccocovvieiiniicicncnn, 10
Rotavirus replikasyon dONGUSU .......cc.eoererirerieieiee ettt s 16
VEZIKUIET TrAFTK ....ecvieec e 20
Rotavirus G tip RT-PCR POZItif.........cccoiiiiiiiiiieie e 63
Rotavirus P tip RT-PCR POZItiT .......ccccoiiiiiiiiiie e 64
Rotavirus G tip genotipleme (1. ve 19. kuyular 50 bp’lik marker; 3, 4, 5, 12, 13, 15, ve

18. kuyular 652 bp ile G2; 20, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 32, 34 ve 35. kuyular 749 bp
118 GL gBNOTIPE) +vvvieiieieee bbbt bbbttt
Rotavirus P tip genotipleme (1 ve 9. kuyu 50 bp’lik marker; 2, 6, 7, 10 ve 11. kuyular
483 bp ile P[4], 3 ve 4. kuyular 345 bp ile P[8]; 12. Kuyu 267 bp ile P[6] genotipi) ................
Rotavirus antijen negatif ve pozitif 6rneklerin 2017 yili boyunca aylara gére dagilhimi ............

Rotavirus G/P genotip kombinasyonlarinin dagilimi..........cc.ccooiiiiiiniiiiicece e

viii



TABLOLAR DIZINI

Tablo No: Sayfa No:
Tablo 1. Rotavirus G tip RT-PCR 181 AONQUSU .....cveiveieieriiieiiiieieeiesie st 62
Tablo 2. Rotavirus P tip RT-PCR 1S1 AONQUSUL.......ccevriiiieiiieiesiesie ettt 62
Tablo 3. Rotavirus G ve P tip RT-PCR ic¢in kullanilan konsensus primerler ..........c.ccoceoveiiniiiniennenn. 63
Tablo 4. Rotavirus G ve P tip genotipleme 151 dONGUSU ........cooiireriiiiiiee it 65
Tablo 5. RV antijen pozitif ve RV antijen negatif 6rneklerin yas gruplarina gore dagilima...................... 68
Tablo 6. Toplam 400 hastanin demografik 6zellikleri, klinik belirtileri ve tedavi rejimleri dagilimi ....... 70
Tablo 7. Rotavirus G ve P genotiplerin dagilimi.........ccccoiiiiiiiiiiiiii e 73



SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI

CDC Centers for Disease Control and Prevention
cDNA Complementary DNA
(Komplementer DNA)
CRM1 Chromosome region maintenance |
DFA Direct Fluorescent Antibody Test
(Direkt Floresan Antikor Testi)
DNA Deoksiribonikleik asit
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FDA Food and Drug Administration
HA Hemaglutinin
HIV Human Immunodeficiency Virus
Ig Immunoglobulin
IFN Interferon
kDa Kilodalton
LAMP Lysosomal-Associated Membrane Protein
LAMP Loop-Aracil izotermal Amplifikasyon
M Matriks
NA NoOraminidaz
NASBA Nukleik Asit Sekans Bazli Amplifikasyon
NGS Next-Generation Sequencing (Yeni nesil sekans)
nm Nanometre
NP Nikleoprotein
NSP-1 Non-structural Protein Type 1
(‘Yapisal olmayan protein tip 1)
NSP-2 Non-structural Protein Type 2
(Yapisal olmayan protein tip 2)
PA Polimeraz Asidik Protein
PBS Phosphate Buffered Saline
PB1 Polimeraz Bazik Protein- 1
PB1-F2 Polimeraz Bazik Protein 1- F2



PB2
PCR
PI3K
RIDTs

RNA
RNP
RT-PCR
SAMBA

TCIDs

VRNP

Polimeraz Bazik Protein- 2
Polymerase Chain Reaction
Phosphoinositide 3- kinase
Rapid Influenza Diagnostic Tests
(Hizl influenza tan testleri)
Ribonukleik asit
Ribonikleoprotein

Reverse Transcriptase PCR
Simple Amplification-based Assay
(Basit amplifikasyon temelli test)
Tissue Culture Infective Dose 50
(Doku kaltird infektif doz 50)
Viral Riboniikleoprotein

Xi



OZET

Akut Gastroenteritli Cocuklarda Rotavirus Enfeksiyon insidansi Ve
Genotiplerinin Arastiriimasi

Rotavirus bitin dinyada yenidogan ve kuguk c¢ocuklarda ciddi akut
gastroenteritin en yaygin sebebidir. Bu ¢calismanin amaci akut gastroenterit sebebi
ile hastaneye basvuran 5 yas ve altindaki cocuklarda rotavirus enfeksiyon
insidansin ve genotiplerini tespit etmektir.

Ocak-Arahk 2017 tarihleri arasinda akut gastroenteriti olan 400 gocuga ait
diski 6rnekleri toplanmistir. Rotavirus antijen varhg Ridascreen Rotavirus
ELISA (R-Biopharm AG, Germany) testi ile arastinlmistir. Rotavirus pozitif
orneklerden High Pure Viral RNA kiti (Roche Diagnostics, Germany) kullanilarak
viral RNA ekstraksiyonu yapilmistir. Rotavirus G ve P genotiplerinin tespiti igin
RT-PCR testi VP7 ve VP4 bolgesine spesifik konsensus primerler kullamlarak
gerceklestirilmistir. Daha sonra semi-nested multipleks PCR testi ile yedi rotavirus
spesifik G genotipi ( G1-4, G8-10) ve alt1 rotavirus spesifik P genotipi (P[4], P[6],
P[8]-[11]) arastinlmstir.

Rotavirus antijen pozitiflik oram %22.7 (91) olarak tespit edilmistir.
Rotavirus antijen pozitifligi 0-24 ay yas grubunda daha ylksek (%76.9)
bulunmustur. Rotavirus enfeksiyonu en fazla sonbahar mevsiminde, o6zellikle
Kasim ayinda (%038.5) gorulmustur. Rotavirus antijen pozitif 91 érnegin RT-PCR
testi ile 89’u (%22.2) pozitif bulunmustur. Toplam 89 diski 6rneginde rotavirus G1
genotipi en fazla tespit edilen (%50.5) G genotipi olup bunu sirasiyla G2 (%21.3),
G3 (%14.6) ve G9 (%3.4) takip etmistir. En baskin P genotipi ise P[8] (%36) olup
bunu sirasiyla P[6] (%022,5), P[4] (%19), P[9] (%04.5), P[10] (%3.4) ve P[11] (%1)
izlemistir. En yaygin goértlen G/P kombinasyonu %621.3 ile G1P[8] olup digerleri
G2P[4] %12.4, G1P[6] %6.7, G2P[8] %4.5 ve G3P[8] %3.4 oranlannda
gozlenmistir. Rotavirus miks enfeksiyon insidans: %7.9 (7) olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada tespit edilen rotavirus P ve G genotipleri mevcut
rotavirus asilarin genotipleri ile uyumlu bulunmustur. Boélgemizde rotavirus
genotiplerinin belirlenmesi ve her yil dizenli siirveyansi rotavirus as1 uygulamasin
yayginlastirmak, as1 etkinligini tespit etmek ve gelecekte alternatif rotavirus
asillarninin gelistirilebilmesi igcin dnemlidir.

Anahtar sozcukler: Akut gastroenterit, rotavirus, RT-PCR, semi-nested
multipleks PCR, genotipleme
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ABSTRACT

Investigation of Rotavirus Infection Incidence and Genotypes in Children with
Acute Gastroenteritis

Rotavirus is the most common cause of severe acute gastroenteritis in
newborns and young children worldwide. The aim of this study is to determine the
incidence and genotypes of rotavirus infection in children under and 5 years of age
who were admitted to hospital due to acute gastroenteritis.

Between January and December 2017, stool samples were collected from
400 children with acute gastroenteritis. The presence of rotavirus antigen was
investigated by the Ridascreen Rotavirus ELISA test (R-Biopharm AG, Germany).
Viral RNA extraction from rotavirus positive samples was performed using High
Pure Viral RNA kit (Roche Diagnostics, Germany). The RT-PCR test for
identification of rotavirus G and P genotypes was carried out using consensus
primers specific for the VP7 and VP4 regions. Then, seven rotavirus specific G
genotypes (G1-4, G8-10) and six rotavirus specific P genotypes (P[4], P[6], P[8]-
[11]) were detected by semi-nested multiplex PCR test.

The rate of rotavirus antigen positivity was 22.7% (91). Rotavirus antigen
positivity was higher (76.9%) in 0-24 months age group. Rotavirus infection was
most prevalent during the autumn, especially in November (38.5%). Out of 91
rotavirus antigen positive samples, 89 (22.2%) were found to be positive by RT-
PCR test. Rotavirus G1 genotype was the most common (50.5%) G genotype in 89
stool specimens, followed by G2 (21.3%), G3 (14.6%) and G9 (3.4%). The most
predominant P genotype was P[8] (36%), followed by P[6] (22.5%), P[4] (19%0),
P[9] (4.5%), P[10] (3.4%) and P[11] (1%). The most common G/P combination
was G1P[8] with 21.3%, followed by G2P[4] (12.4%), G1P[6] (6.7%), G2P[8]
(4.5%) and G3P[8] (3.3%). The incidence of mixed rotavirus infection was
detected in 7.9% (7).

As a result, the rotavirus P and G genotypes identified in this study were
found to be compatible with the genotypes of the existing rotavirus vaccines.
Identification and annual surveillance of rotavirus genotypes in our region are
important to widespread rotavirus vaccination, to determine vaccine efficacy and
to develop alternative rotavirus vaccines in the future.

Key Words: Acute gastroenteritis, rotavirus, RT-PCR, semi-nested multiplex
PCR, genotyping
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1. GIRIS

Rotaviruslar ilk olarak 1960’1 yillarda hayvanlarda kesfedilmis olup daha sonra

1973 yilinda Avusturalyada Ruth Bishop ve arkadaslar tarafindan ciddi gastroenteriti
olan cocuklarin duodenal biyopsi Orneklerinin elektron mikroskobisi ile incelenmesi
sonucunda insanlarda tanimlanmustir ve diski 6rnneklerinde de tespit edilmistir @.
Daha sonraki calismalarda rotavirusun Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) ve
Finlandiya'da akut gastroenterite sebep olan 6nemli bir etken oldugu belirlenmistir.
Gelismekte olan Ulkelerde epidemiyolojik calismalarin baslamasi ile rotavirusun biitiin
diinyada akut diarelerin dnemli bir etkeni oldugu ve yiksek mortalite ile iligkisi
gosterilmistir. Rotavirus kaynakl: enfeksiyon sebebi ile meydana gelen 6lim vakalar
icin 1980'lerde belirlenen rakam yilda 870.000 olgu iken yakin tarihteki rakamsal
verilere gore yillik 450.000 olgudur @ Bircok faktor ozellikle de oral rehidrasyon
terapisinin uygulanmasi diare kaynakli global mortaliteyi azaltmistir, ancak asilama ile
rotavirus gastroenteritinin  (RVGE) 0Onlenmesi ihtiyaci hala devam etmektedir.
Cocuklarda rotavirus gastroenteritinden kaynaklanan mortalite ve morbidite oran:
azalmasina ragmen rotavirus enfeksiyonu, enfeksiyon kaynakli siddetli diare ve
dehidrasyona bagl olarak ¢ocuklarda hastaneye yatma ve mortalitenin en yaygin sebebi
olmaya devam etmektedir ©.

Rotaviruslar Reoviridae familyasinin Rotavirus cinsine dahildir. Elektron
mikroskobisi ile virusun 70 nm'lik, zarfsiz, cift zincirli RNA genomunu igeren
ikozahedral kapside sahip oldugu belirlenmistir. Rotavirus genomik RNA's1 ti¢ katmanl
bir kapsid ile gevrelenmistir. Rotavirus genomu yapisal (viral protein; VP) VP1-VP4,
VP6, VP7 ve yapisal olmayan proteinler olan (non-structural protein; NSP) NSP1-
NSP6’y1 kodlayan 11 RNA segmentinden olusur. Grup spesifik antijenik determinant
olan VP6 proteini kapsidin orta katmanint olusturur. Rotavirus serotipleri major dis
kapsid yiizey proteinleri olan ve notralize edici antikorlar: uyaran antijen olarak gorev
yapan VP7 ve VP4 proteinleri tarafindan belirlenir. NSP4'te antijeniktir ve diareye
sebep olan bir enterotoksin olarak rol oynar. Rotaviruslar ayn1 zamanda eksprese edilen
belirli NSP4 proteinlerine gore farkli genotiplere ayrilmistir @9 \P7 ve VP4
translasyon sonrasi modifiye edilmektedir. VP7 glikozile edilirken VP4 proteini bir
proteaz tarafindan kesilir. Rotavirusun G ve P serotipleri sirasiyla VP7 ve VP4



tarafindan belirlenir. P serotiplerini virus notralizasyon testlerini igeren geleneksel
yontemlerle tamimlamak zordur. Bunun yerine "P serotipleri™ nin genotipini belirlemek
icin sekans analizine dayanan molekuiler yontemler kullanilmaktadir. G serotipleri ve
genotipleri ayn1 numara ile temsil edilirken P genotiplerinin numaras: parantez icinde
(6rnegin; P1[8]) gosterilir ve bu genotipler bilinen serotiplerle yakindan iliskilidir. VP7
ve VP4 proteinleri serotip spesifiktir ve bazi durumlarda akut gastroenterite kars: ¢apraz
reaktif koruma saglayan notralizan antikorlar icin hedeftirler. Bu sebeple as1 gelistirme
calismalarinda dikkate alinan temel yapilardir 7.

Insan rotaviruslarinin simdiye kadar G ve P proteinlerinin ayirim: ve birbirinden

bagimsiz cesitliligi sebebiyle farkli suslarin olusmasi ile en az 42 farkli G-P serotip
kombinasyonu tanimlanmistir. Neyse ki dinyada dolasan birgok rotavirus suslarinin
yalnizca az bir kismi insanlarda hastaliga sebep olmaktadir ®
Rotavirus baslica fekal-oral yolla bulasir, ancak damlacik yoluyla da bulag mumkunddr.
Ishal baslangicindan énce ve semptomlar koybulduktan haftalarca sonra bile digki ile
rotavirus atilimi gercgeklesebilir. Rotavirus kuru ylzeylerde 10 giinden fazla, elde ise
dort saatten fazla aktif kalabilir. Pediatri servisleri ve diger cocuk hizmet merkezleri
rotavirus icin énemli rezervuarlardir. Bu bolgelerde enfeksiyon ¢ocuklarin, ailelerin ve
saglik personelinin elleriyle veya enfekte kisilerin temasta bulundugu oyuncaklarla
yayilabilir. Nozokomiyal rotavirus gastroenteriti hastanede kalis slresini uzatir,
ekonomik ve sosyal yiikii arttirir €19,
Bes yasin altindaki cocuklarda rotavirus enfeksiyonuna bagli dlimlerin %85'inden
fazlast Asya ve Sahra alti Afrika Ulkelerinde gorilmektedir. Tirkiye'de gastroenteritli
cocuklarda rotavirus pozitifliginin %16-43 arasinda oldugu bildirilmistir. Ulkemizde
bes yas ve alti ¢cocuklarda mortalitenin %12'si diare ve diareli hastaliklarla iliskilidir
(11,12,13).

Bu calismanin amaci akut gastroenterit sebebi ile hastaneye basvuran 5 yas ve
alti pediatrik grupta rotavirus insidansini ve dolasimda olan rotavirus genotiplerini

belirlemektir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Rotavirus (RV)

Akut gastroenterit (AGE) cogunlukla 5 yasin altindaki ¢ocuklarda
gorilmektedir. Rotavirus (RV), norovirus (NoV), sapovirus (SaV), enterik adenovirus
(EAdV) 40 ve 41 serotipleri, astrovirus (AstV), insan parechovirus (HPeV), Aichivirus
(AiV) ve pikobirnavirsun (PBV) yam sira daha az oranda torovirus (ToVs) ve
coronavirus (CoVs) gibi bircok virus AGE'e sebep olabilir )

Bu viruslardan rotaviruslar 1973 yilinda c¢ocuklarda ve infantlarda akut
gastroenteritin (AGE) 6nemli bir etkeni olarak tanimlanmistir. Zaten daha dnce RV’ler
diareli farelerde, maymunlarda, sigirlarda daha sonrasinda yarasalari da iceren birgok
genc memeli tirinde ve ayrica kuslarda kesfedilmistir 1)

RV’ler gelismekte olan (lkelerdeki c¢ocuklar arasinda AGE vakalarinin
%6'sindan ve AGE'le iliskili 6limlerin %20'sinden sorumludur. Rotaviruslar Sahra Alti
Afrika, Asya ve Glney Amerika gibi gelismekte olan Ulkeler basta olmak Uzere dlinya
genelinde 6nemli agir bir hastalik ylkine(450.000-500.000 cocuk <5 yas/yil) sebep
olmaktadir ©,

Rotavirus yayilimi spesifik htcresel reseptorler araciligiyla savunmasiz bir
hlcreye enfeksiydz bir virus partikulinln (virion) adsorbsiyonu ile dogal olarak baslar,
bunu takiben viral replikasyon dongustnun basamaklari: penetrasyon, kapsidin
soyulmasi, transkripsiyon, translasyon, viral nlkleik asit replikasyonu, viral
komponentlerin birlesimi (morfogenez) ve virionlarin hiicre lizisiyle salinmas: seklinde

devam eder &7,

Son 30 yilda RV agis1 gelistirilmesi icin cok caba sarf edilmistir. Rotashield™,
(Wyeth Lederle Asilari, Philadelphia, PA), ilk lisansli RV asisidir, ancak asilanan
cocuklarda intussepsiyon ile epidemiyolojik olarak iligkili oldugu gerekcesiyle geri
cekilmistir. Yakin tarihte ciddi diareye kars: etkili koruma gosteren, canli atenue asi
olan RotaTeq ™ ve Rotarix ™ gelistirilmistir. Aday asilar arasinda virus benzeri
partikil (VLP) temelli yapilar veya inaktive virus partikilleri gibi non-replikatif RV

astlart umut vadeden sonuglar gostermistir 2.



2.2. Virus yapisi

Tam enfektif RV partikilu (virion) 3 protein tabakas: icerir ve triple-layered
particle (TLP) olarak adlandirilir. Elektron mikroskobunda tekerlege benzeyen TLP’ler,
genusun Rotavirus olarak isimlendirilmesine sebep olmustur. Cryo-elektron mikroskobu
ve goOruntd yapilandirma verileri ile ikozahedral simetrinin yapist tanimlanmis
durumdadir. Tek tabakali partikul (single layered particle; SLP=kor kabugu) 120 adet
viral protein 2 (VP2)’den olusur ve T=1 simetri biciminde 60 dimer olarak diizenlenir.
Yapisal olarak bes dimer, bes simetri ekseninin c¢evresinde bir dekamer olusturur, kor
protein tabakasi 12 dekamerden olusur ve bes simetrili eksen boyunca kiguk porlar
haricinde ayn: yapidadir %, Baslangicta bes simetrili eksen boyunca “Bes simetrili
tekerlek merkezinde” korun igine dogru olan cikintilarin VP2 N-terminal ucu ile
olustugu dustnilmustir, ancak sonrasinda bu yapi VP1 proteini olarak tanimlanmaistir.
VP1 ve VP3'U igeren replikasyon enzim kompleksi bes simetri ekseninde korun
icerisinde class 1 kanallar1 karsisinda konumlanir ve VP1 araciligiyla genomik dsRNA
segmenti ile yogun bir etkilesim icerisindedir. Kor partikilleri VVP2'den olusan ve
icerisinde 11 genomik dsRNA segmentini, RNA bagimli RNA polimerazi (RdRp, VP1)
ve cap enzimini (VP3) icermektedir. Korun icindeki bu bilesenlerin yapisi ayrintil
olarak incelenmistir ayrica RNA, VP3 ve VP2 ile kompleks olusturmus olan RdRp'nin

yapi-fonksiyon iliskileri arastirilmistir (Sekil 1) %2,
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Sekil 1. Rotavirus virion yapisi

Genomik RNA segmentlerinin replikasyon kompleksi ¢evresinde konik silindir
formunda bulundugu disuntlmektedir, fakat kor icerisindeki dsRNA yapisinin
ayrintilari tamamiyla belirlenememistir. Benzer dsRNA segment yapisi bluetongue
virusunun kor partikullerinde de goézlenmistir. Toplamda 11 adet RNA segmentinin 5’
ve 3’ terminal nikleotit (nt) sirasinin ¢ok kicuk bir kismi (5°-GGC.....ACC-3’) tam
anlamiyla korunmustur. RNA segmentlerindeki (+ polariteli) kodlanmayan bolgeler
(untranslated regions; UTR) 5’ ucunda 9-48 nt, 3° ucunda ise 17-182 nt gibi oldukca
kiglk bolgelerdir. RNA segmentinin 5’ ve 3’ uglarinin bir kismi tersine gevrilmis
komplementerlerdir ve “long range interactions” (LRI) icerisindedirler 2. Segmentin
3’ ucunun fonksiyonu RdRp sinyallerini tanimak NSP3 ile etkilesime girmek ve ayrica
translasyonu aktive etmektir. RARp yapist 2.9 A ayirimu ile belirlenmistir . VP1
proteini, merkezdeki katalitik bolgeye giden 4 kanali iceren kafes benzeri bir yapidan
olusur. Sirastyla bu kanallarin islevleri: (1.kanal) serbest niikleozit trifosfatlarin (NTPs)
girisini, (2. kanal) kalip ssSRNA’nin girisini, (3. kanal) (+) ssSRNA Grinlnin ¢ikisini ve
(4. kanal) (-) ssSRNA’nin (transkripsyon) ve dsRNA’nin (replikasyon asamasi) Gikisini

gerceklestirmektir. Kanal 3 VP2’nin igindeki class 1 kanalinin karsisinda



bulunmaktadir, sitoplazma icerisine (+) RNA’larin salinmasint saglar; kanal 4 yeni
replike olmus dsRNA’lar1 i¢ kora dogru yonlendirir (Sekil 2) ©%29. Farkli VP1-poliribo-
oligonikleotit komplekslerin analizleri ile RNA’nin 3’ ucundaki 5’-UGUG-3’ dizisinin
Ozellikle ssSRNA giris kanali tarafindan tanindig: tespit edilmistir. RV RdRp’sinin yapisi

bircok yonuyle orthoreovirus enzimine benzemektedir @3,

Kanal - Cap

— (*) RNA gikis
20OMT

NTPs

{-) RMNA girisi a n
— MN7MTase
N u , Glase

*{-} RMNA grkig
Sekil 2. Rotavirus VP1 ve VP3 yapisi

Viral kor 260 adet VVP6 trimeri ile cevrelenmistir ve bu kisim orta tabakay yani
cift tabakal partikilleri (double-layered particles; DLPs) olusturur. VP6'dan olusan orta
katman “kor” partikillerini elde etmek amaciyla yilksek konsantrasyonlarda CaCl,'nin
varhginda uzaklastirilabilir. VVP6 trimerleri i¢ kisimdaki kor tabakasi (VP2) ve dis
kissmdaki VP7, VP4 trimerleri ile etkilesim halindedir .

DLP’ler 260 adet VVP7 trimerinden olusan tabaka ve 60 adet VP4 trimerinden
olusan spike (180 molekl) ile kaphdir. Bu yap1 U¢ tabakali partikalleri (triple layered
particles; TLP) olusturur. TLP'lerden olusan virionlarin VP7 ve VP4l iceren dis
tabakalar1 hafif EDTA ile muamele edildiginde ayrisir ve iki tabakal partikiller
(DLP'ler) elde edilir. Virion bes simetrili (12 adet class 1 kanal), ti¢ simetrili (60 adet

class 2 kanal) ve iki simetrili (60 adet class 3 kanal) eksen boyunca toplam 132 kanal



icermektedir. RV virionunun ¢ boyutlu yapisi yaklasik 4.3 A’da tek partikiil
tomografisi ve kriyo-elektron mikroskobisi (cryoEM) ile belirlenmistir ©%. VP4
trimerinin VP6 (VP5’in tabaninin yarist igine gomultdar) ve VP7 trimerleri ile yogun
bir etkilesim igerisindedir. VP4’lin yapisi ve diger yapisal RV proteinleri ile etkilesimi
RV’nin giris mekanizmasinin tanimlanmasina olanak saglamistir. VP4 trimerlerinin
tripsin varliginda olgunlasan TLP’lerde cryo-EM ile g6zlemlenebildigi daha dnceden
gosterilmistir @7 Tripsin varliginda ya da yoklugunda olgunlasan RV’lerdeki VP4’in
stokiyometrisi benzer oldugu icin tripsin yoklugunda Greyen RV’nin VP4 cikintilarinin

konformasyonal olarak bozuldugu sonucuna varilmigtir 627,

2.3. Siniflandirma

Rotavirus cinsi yalnizca omurgali hayvanlarda (kuslar ve memeliler)
enfeksiyona sebep olmaktadir. Rotaviruslar Reovividae familyasindaki 15 cinsten biri
olan Rotavirus genusunu olustururlar. Reovividae familyast Sedoreovirinae
(Cardoreovirus, Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus, Seadornavirus
cinsleri) ve Spinareovirinae (Aquareovirus, Coltivirus, Cypovirus, Dinovernavirus,
Fijivirus, ldnoreovirus, Mycoreovirus, Orthoreovirus, Oryzavirus cinsleri)  sub-
familyas: olarak gruplara ayrilmistir 2.

Rotaviruslarin ortak bir antijeni vardir, bu orta kapsid tabakasini olusturan ve
grup antijeni olarak adlandirilan VP6 proteinidir. Rotavirus VP6 grup antijeni
araciligiyla Grup A rotavirus (RVA), Grup B rotavirus (RVB), Grup C rotavirus (RVC),
Grup D rotavirus (RVD) ve Grup E rotavirus E (RVE), Grup F rotavirus (RVF), Grup G
rotavirus (RVG) ve Grup H rotavirus(RVH) olmak tizere 8 grup tespit edilmistir. Son
zamanlarda kopeklerde yeni bir Grup | rotavirusu (RVI) tanimlanmistir. Grup A
rotavirus, RVB, RVC ve RVH, insanlarda ve hayvanlarda akut gastroenterit ile
iliskilidir. B grubu rotavirus insanlarda, sigirlarda, koyunlarda, domuzlarda, kdpeklerde
ve sicanlarda tespit edilmistir. Grup C rotavirus domuzlar, insanlar, sigirlar, képekler ve
gelincikleri enfekte etmektedir. Grup H rotavirusu (J19, B219 ve ADRV-N suslari)
insanlarda ilk olarak Cin'de ve Banglades'te tespit edilmistir, daha sonra Japonya'da
(SKA-1 susu) ve Brezilya'da (BR60, BR63 ve BR59 suslari)) domuzlarda tespit
edilmistir. D grubu rotavirus, RVE, RVF ve RVG sadece hayvanlarda saptanmustir.



RVD, RVF ve RVG yalnizca kuslarda enfeksiyona sebep olmaktadir. Grup E rotavirus
sadece domuzlarda tespit edilmistir ¢ 303132,

RVA icin olusturulan ikili siniflandirma sistemi, VP7 ve VP4 protein genlerinin
dizisine ve ayrica her biri bagimsiz olarak notralizan antikor tretimini sitimile eden
antijenik yapilarina gore olusturulmustur. Bu sebeple RVA suslari VP4 yani "P
genotipleri" ("P" proteaz duyarlilig: ifade eder) ve VP7 yani "G genotipleri" ("G"
glikoprotein anlamina gelir) olarak siniflandirilir. G tipleri icin serotip ve genotip
sinonimleri G1, G2 seklindedir. P tipleri icin P serotiplerinden daha fazla P genotipleri
P1A[8] P serotip 1A ve P genotip numaras: parantez igerisinde 8 seklinde tanimlanur.
RVA susunun en az 27 G (VP7’nin nt sekansina gore) tipi ve 37 P (VP4’Un nt sekansina
gore) tipi bulunmaktadir. RVA i¢in 2008 yilinda tam genomun nikleotid analizine
dayanan bir siniflandirma sistemi 6nerilmistir. Sistem 11 dSRNA segmentinin her birine
spesifik bir genotip atfedilerek ve RVA suslarinin VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-
NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 genleri icin GXx-P[x]-IX-Rx-Cx-Mx-Ax-NXx-Tx-Ex-
Hx ("x" 1'den baslayarak numaray:r temsil eder) kisaltmalari kullanilarak
olusturulmustur. Kisaltmalardan G; glikozillenmis, P; proteaz duyarli, I; i¢c kapsid, R;
RdRp, C; kor proteini, M; metiltransferaz, A; interferon antogonisti, N; NTPaz, T;
translasyon aktivatorti, E; enterotoksin, P; fosfoprotein anlamina gelmektedir 72933,

2.4. Rotavirus genomu

RVA genomu 6 adet yapisal, 6 adet yapisal olmayan protein kodlayan 11
dsRNA segmenti icerir ve yaklagik olarak 18.500 bp buyiklugiindedir. Genler iki
protein kodlayan 11. genom segmenti hari¢ monosistroniktir. Gen segmentlerinin
uzunlugu 667 ile 3302 bp arasindadir. Gen-protein ve protein-fonksiyon iliskileri birkag
RVA susunda gosterilmistir. Tanimlanmis olan 6 adet yapisal proteinin (VP1, VP2,
VP3, VP4, VP6, VP7) yaninda 5-6 adet yapisal olmayan protein (NSP1-NSP5/6)
uretilir. RVC suslart NSP6’y1 sentezleyemezler. Farkli RV suslarinda RNAlarin 3’ ucu
arasindaki  farklhiliklarin ~ hatali  gerceklesen reassortment sebebiyle olustugu
dusunulmektedir. influenza viruslarin  ve orbiviruslarin  RNA  segmentlerinin
paketlenmesinde rol alan sinyallerin komsu ORF ve UTR dizilerinin bir kismint icerdigi

kesfedilmistir 9.



Rotavirus genleri intra genetik rekombinasyonun 6zel formlar: ile olusturulan
RNA segmentlerinin kismi nt duplikasyonu ve delesyonu ile yeniden diizenlenebilir
(reassortment). Rotaviruslarin 3 geninde reassortment yapilarak yaklasik 1800 bp'lik ek
RNA'y1 yani genomunun yaklasik %10'unu paketledigi, bu kismin replikasyona uygun
oldugu ayrica fiziksel ve genetik olarak kararli oldugu tespit edilmisti. Genomdaki
reassortment yiksek MOI’deki (multiplicity of infection; MOI) hicre kilturiinde

RV’lerin seri pasajlanmasi ile deneysel olarak gosterilmistir 35)
2.4.1. Rotaviruslarin yapisal olmayan proteinleri

2.4.1.1. NSP3

Rotavirus susu olan SAll'de 7. segment tarafindan kodlanan 36.4 kDa'luk bazik
bir protein olan NSP3 rotaviral mMRNA transkriptlerinin translasyonunu kolaylastirir ve
poli A baglama proteininin (poly A binding protein; PABP) antagonisti olarak konagin
protein sentezini inhihe eder 38 Rotaviruslar genomlar tarafindan kodlanan viral
proteinleri Uretmek igin konagin translasyon mekanizmasini kullanirlar. Konak
hicrelerde sadece cap’lenmis ve poliadenillenmis mRNA etkili bir sekilde translate
edilir. Bu sure¢ elF4E tarafindan 5° cap'in (m7GpppN) ve PABP tarafindan poli-A
kuyrugunun taninmasint icerir. PABP hiicresel faktor olan elF4G'ye baglanir, fiziksel
olarak PABP ve elF4E'yi baglayan bir iskele islevi goren bu protein hiicre mRNA'sinin
sirkiler yapr olusturmasini Kkolaylastirmak ve etkili bir translasyon baslatmak icin
onemlidir 7,

Rotaviruslarin  transkriptleri  VP3 yapisal proteini tarafindan endojen
transkripsiyon sirasinda cap’li olmasina ragmen poliadenilli degildirler 38) Rotaviruslar
3' ucunda A grubu rotaviruslar i¢in bir konsensus dizisi (5’-GUGACC-3) kullanarak
mRNA'larindaki poli-A  kuyrugu eksikligini giderirler. Bu 0zelligiyle PABP'nin
fonksyonel bir benzeri olarak islev géren NSP3 ile baglanir (Sekil 3). NSP3'in N-
terminal bolgesi (NSP3-N) 3’ konsensus sekansinit baglarken C-terminal bolgesi (NSP3-
C) elF4G ile etkilesime girer ve viral mRNA'nin cap baglayici protein elF4E
araciligiyla dairesel hale gelmesini saglar. Viral enfeksiyon sirasinda NSP3 elF4G'ye,
PABP'dan daha fazla afinite ile baglanir. Bu PABP'nin elF4G'den ¢ikarildig1 ve boylece

viral transkriptlerin translasyonunu arttirdigr modeli desteklemektedir. Huicresel protein



sentezi hiicresel mRNA'dan NSP3'Un PABP't cikarmas: sonucu durabilir. NSP3
aktivitesinin yapisal temeli, konsensus 3° mMRNA dizisi ile kompleks i¢inde olan NSP3-

N'nin ve elF4G Uzerindeki baglanma alanina karsilik gelen bir peptide baglanan NSP3-

C'nin kristalografik galismalar: ile gosterilmistir 49,
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Sekil 3. Rotavirus NSP3 proteininin hiicresel translasyonu inhibe etmesi

NSP3-N, yapisal olarak benzer N-terminal fragmentlerden ve yapisal olarak
farkli C-terminal fragmentlerden olusan kapsamli bir dimerik arayuze sahip kalp
seklinde bir asimetrik dimer olusturur. Bu yapilar rotaviral 3* konsensus dizisinin
spesifik olarak taninmasi i¢in uygun bir bicimde tasarlanmis oldukca basit bir tiinel
olusturmak icin i¢ ice gecmis durumdadir. NSP3'in C-terminal bolgesi genellikle o
helikaldir ve elF4G baglanmas: icin iki hidrofobik cebe sahip simetrik bir dimer
olusturur. Termal denatiirasyon ve filtre baglama ¢alismalari apo-NSP3'in muhtemelen
yar1 kararl bir yapida oldugunu, konsensus dizisine baglandiginda oldukc¢a kararli bir
kompleks olusturdugunu gostermektedir. Boyle siki bir etkilesim yalnizca rotavirus
MRNA'sinin translasyonunu baslatmakla kalmaz, ayn1 zamanda hicresel nikleazlar ile

rotavirus mRNA'sinin denattirasyonunu énler (39)
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Bu gozlem replikasyon sirasinda VP1 ile negatif polariteli iplik sentezini
baslatmak i¢in viral RNA'min 3’ ucunun nasil serbest birakildig: ile ilgi bir soruyu
beraberinde getirmektedir. Bununla ilgili olarak VP1'in mRNA'nmin 3’ ucundaki ortlisen
bir diziye baglandigi ve NSP3'Un aynldigi dusunulmektedir. Replikasyonun sadece
viproplazmada gergeklesmesi sebebiyle daha olasi bir ihtimal ise translasyon ve
replikasyon icgin ayri transkript havuzlarinin kullanilmis olmasidir. NSP3'Un viral
translasyondaki roll i¢in olusturulan, viral mMRNA ve elF4G ile eszamanh etkilesimini
iceren model yaygin olarak kabul edilmesine ragmen yontem olarak uygun hiicre
hatlarinda NSP3 ve elF4G'nin selektif susturulmasini kullanan yeni c¢alismalar bu
modeli sorgulamistir. Bu ¢alismalar elFAG ile NSP3 etkilesiminin viral translasyon icin
zorunlu olmadigini, ancak hicresel protein sentezinin durdurulmas: igin gerekli
oldugunu, NSP3 ile 3’ konsensus bolgesi arasindaki siki etkilesimin viral mRNA'y1
dejenerasyondan  korudugu ve replikasyon havuzuna girmesini  onledigi

diistinilmektedir “?.

2.4.1.2. NSP2

NSP2'nin viroplazma olusumunda ve genom replikasyonu/kapsidasyonundaki
kritik rolleri eksiksiz bir bicimde belirlenmistir. NSP2'nin viroplazmanin olusumunda
NSP5 ile olan etkilesimine ek olarak NSP2’nin virionun i¢ kapsid tabakasini olusturan
VP2 ve VP1 viral polimeraz gibi viroplazmadaki diger yapisal proteinlerle dogrudan
veya dolayl: olarak etkilesime girdigi gortlmektedir 2.

NSP2 cok fonksiyonlu bir enzimdir: diziden bagimsiz ssSRNA'ya baglanmas: ve
nikleik asit helikal yapisini kararsizlastirmas: ile birlikte Mg
trifosfataz (NTPaz), RNA trifosfataz (RTPaz) ve nikleozid difosfat (NDP) kinaz

aktiviteleri gostermektedir. X-1is1m1  kristalografik ve cryo-EM calismalari  bu

e bagh nikleozid

aktivitelerin bazilar: icin yapisal bir temel ortaya koymustur “®. NSP2 niikleotid
baglanmasi ve g-fosfatin hidrolizi igin derin bir yarik ile ayrilmis iki domaine sahiptir.
Yarik icinde oldukca korunmus H225, gézlemlenen enzimatik aktiviteler icin katalitik
bir rezidi olarak islev gorir. Hem kristal yapida hem de ¢ozelti halinde NSP2 35 A °
genigliginde bir merkezi delik ve yan kisimlarinda agirlikli olarak temel rezidilerle
kapli dort oluklu simit seklinde bir oktamerden olusur. Cryo-EM calismalar: ile

11



gosterildigi tzere hem NSP5 (rezidii 66-188) hem de RNA, NSP2 oktamerinin
oluklarina baglanir 9.

Bu yapisal gozlem ile uyumlu olarak deneyler NSP5'in NSP2'ye baglanmak icgin
SSRNA ile rekabet ettigini gostermektedir. Bu g0zlemler NSP5'in islevlerinden birinin
genom replikasyonu sirasinda NSP2-RNA etkilesimini duzenlemek oldugunu ortaya
koymaktadir. Yakin zamanda tubulinin NSP2 ile dogrudan etkilesime girdigi, boylece
rotavirus enfeksiyonu sirasinda viroplazma olusumunun mikrotibil agi bozdugu ve
tibdlin grandllerinin  viroplazmayla birlikte lokalize oldugu in vitro ortamda
gosterilmistir. Cryo-EM calismalar: tabulinin NSP5 ve RNA'da oldugu gibi oktamer
uzerindeki ayni oluklara baglandigint ve tabdlinin, NSP5 ve RNA ile rekabet ettigini
gostermektedir “°.

Rotavirus enfeksiyonu sirasinda mikrotiibil depolimerizasyonunun roll tam
olarak anlasilamasa da bunun hiicresel fonksiyonlar1 virusun lehine ceviren bir
mekanizma oldugu distnulmektedir. NSP2'nin ssRNA'ya baglanmasi ve helikal-
destabilizasyon etkileri, muhtemelen dsRNA sentezine hazirlik sirasinda mRNA
kaliplarinin ayrilmasi icin gereklidir. Bununla birlikte NSP2'nin rotavirus replikasyonu
sirasinda gozlemlenen NTPaz, RTPaz ve NDP kinaz aktiviteleri igin Gstlendigi roller
tam olarak aciklanamamistir. Bu enzimatik aktivitelerin hepsi yiiksek oranda korunmus
tek bir H225 rezidisune baghdir. Komplementasyon testleri bir H225A mutasyonunun
genom replikasyon /capsidasyonunu ortadan kaldirdigini, ancak viroplazma olusumunu
etkilemedigini gostermistir. Bu da replikasyon i¢in bu enzimatik aktivitelerin dnemli bir
rolii oldugunu gostermektedir “°.

Baslangicta NSP2'nin helikaz benzeri bir molekiler motor olarak islev gordugi
ve genom replikasyon/encapsidasyonuna yardimci olmak icin NTP hidrolizinden
taretilen enerjiden faydalandigi dustnulmustir. Bununla birlikte NSP2'nin oktamerik
olarak kendi kendine toplanmasi, herhangi bir tanimlanabilir helikaz motifinin yoklugu,
niikleotid baglama ve hidroliz sirasinda belirgin konformasyonel degisikligin olmamasi,
histidinin katalitik bir kalint1 olarak kullanilmas: ve NTP hidrolizi sirasinda nispeten
stabil bir fosfohistidin ara maddesinin olusmas: gibi birka¢ 6zelligi NSP2'yi tipik
helikazlardan ayirmakta ve NTPaz aktivitesinin enerji transdiiksyonunda rol almadigini
gOstermektedir. Rotavirus genomunun olagandis: bir yonl negatif polariteli RNA'nin 5’

ucunda bir g-fosfat bulunmamasidir 38 RNA-trifosfatlar tarafindan uyarilan retinoik
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asit indlklenebilir gen | (retinoic acid inducible gene I; RIG-I) antiviral yolagina karsi
bir savunma olarak terminal fosfatin ¢gikarilmasi gereklidir ve NSP2, RTPaz aktivitesini
bu amac¢ icin kullanabilir. NSP2'nin NTPaz aktivitesine dayanan NDP Kkinaz
aktivitesinin rolu ise viroplazmadaki nikleotid havuzlarini, viral polimeraz tarafindan
genom transkripsiyonu ve replikasyonunu desteklemeye yeterli olacak sekilde

diizenlemek olabilir %,

2.4.1.3. NSP5

NSP5'e atfedilen bircok 0Ozelliklere ragmen bu protein igin net bir sekilde
belirlenen tek rol viroplazma olusumunda NSP2 ile baglanmasidir. NSP5 Ser ve Thr
reziduleri bakiminda zengin O-baglh glikozilasyona ugramis dimerik bir fosfoproteindir
@7 NSP5'in enfeksiyon sirasinda fosforile edildigi mekanizma (lar) bilinmemektedir.
Otokinaz aktivitesi yoluyla kendi fosforilasyonunu sagladigi, kazein kinaz | ve Il gibi
hlcresel kinazlar1 bagladig: ve viroplazma olusumunda rol aldig: dustiniimektedir (48)

Viroplazma olusumunda lipid damlaciklarin komponentleri gereklidir, fakat
viroplazma olusumunda yer alan bu damlaciklarin mekanizmas:1 ve proteinleri
aciklanmamustir. NSP2 ve NSP5'in tek basina eksprese edilerek viroplazma benzeri
yapilar olusturmas: kalsiyum tarafindan dizenlenir ve NSP5'ni C-terminal helikal
domaini tarafindan yonlendirilir “®. NSP2'ye ek olarak NSP5'in VP1, VP2 ve NSP6
gibi diger rotavirus proteinleri ile ve ayn1 zamanda diziden bagimsiz bir sekilde tek
zincirli ve cift zincirli RNA'larla etkilesime girdigi gosterilmistir G0 Bu calismalar
NSP5'in  viroplazmanin dinamikleri, dizenlenmesi ve ayrica viral genomun
replikasyonu ve kapsidasyonu sirasinda diger rotavirus proteinleriyle NSP2'nin cesitli
fonksiyonel 06zelliklerinin entegrasyonu gibi bircok islemde yer aldigint ortaya

koymaktadir ©V.

2.4.1.4. NSP4

NPS4 viral genomda bulunan 10. segment tarafindan kodlanan, 175 amino asit
iceren cok islevli bir proteindir ve NSP4 fonksiyonlarinin birgogu protein igindeki farkl
domainlerde gergeklesmektedir. NSP4 ER (endoplazmik retikulum) transmembran
glikoproteini olarak sentezlenir ve (¢ hidrofobik domain (H1-H3) igermektedir. H1
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domaini ER'nin luminal tarafina yonlendirilmis iki N-bagh yiksek mannoz
glikozilasyon bélgesine sahiptir ©2.

H2 transmembran domaini ER c¢ift tabakas: boyunca uzanir ve agilmamais sinyal
dizisi olarak islev gormektedir. Pozitif yukli rezidilerden olusan bir kiime, amfipatik
a-heliks tarafindan olusturulan bir viroporin domaini olan H3 ve bunu takiben saril1 bir
bobin bolgesi ile esnek bir C-ucu igeren genis sitoplazmik domainden olusur. H3
domaini son derece amfipatiktir ve yakin zamanda ER depolarindan kalsiyumun
viroporin  araciligtyla  salinimiyla  hicresel  kalsiyum  homeostazini  bozdugu
gosterilmistir ®®. Bir takim fonksiyonel islevler ve integrin I domainleri, kaveolin ve
VP4 iceren protein baglama alanlart NSP4’un sitoplazmik sarili bobin bdlgesi ile
bagdastirilmistir. integrin 1 domaini baglama bélgesi bulunan sekrete edilen bir
NSP4'in hucresel plazma membran integrin | domainleri ve diger reseptérler ile
etkilesimi diareye sebep olmaktadir. Fosfolipaz C'ye bagl: olarak hiicre ici kalsiyumda
bir artis ve bunun ardindan kalsiyum ile aktive klorlr kanali transmembran proteini 16A
(Transmembrane protein 16A; TMEM16A) klorir salinmas: sinyalini verir ®4 son
olarak NSP4'iin C-ucu esnek bolgesi mikrotibulleri baglar ve infeksiydz partikillerin
bir araya gelmesini kolaylastirmak adina DLP'ler igin bir hiicre ici reseptor gorevi gorur
(55)

NSP4'in fonksiyonel alanlarinin tam olarak tanimlanmadigi diger aktiviteleri
plazma membran butlnliginu bozmasi, epitel sodyum kanallart (epithelial sodium
channels; ENaC) ve sodyum glikoz tasiyici 1 (sodium glucose transporter 1; SGLT1) ile
sodyum absorpsiyonunun inhibisyonu ve hiicresel mikrotibul ve aktin aglarin yeniden
sekillendirilmesidir *®. NSP4'n RNAi (RNA interference; RNAI) araciligiyla islevini
yitirmesi NSP4'Un rotavirus replikasyonu, transkripsiyonu ve morfogenezi icin 6nemli
oldugunu gostermektedir ®7 " Calnexin, laminin-3, fibronektin, kaveolin, integrin |
domaini ve tubulin dahil NSP4'lin bircok viral ve hicresel proteinlerle degisik sekillerde
etkilesime girme kabiliyeti, NSP4'Un enfeksiyonun farkli asamalarinda cesitli hiicresel
kompartmanlara (ER, ER-Golgi ara bélmesi (ERGIC), viroplazmay: ¢evreleyen LC3-
pozitif otofagozomlar, mikrottbuller, membran yiginlari, plazma zarinin disa bakan

ylizeyi ve ekstraselliiler matriks) lokalizasyonu ile iliskilendirilir ¢7%®,
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2.5. Rotavirus replikasyon dongusu

Rotavirus girisi sirasinda virionun VP4-VP7'den olusmus olan dis kapsidinde
bozulma meydana gelir ve cift tabakali bir partikil (DLP) olusur. DLP VP1 ve VP3
bilesenlerinin aktivitesi ile 11 cap'li, poliadenadienilasyona ugramamis, (+) polariteli
RNA sentezler. Bu RNA'larin alti tane yapisal (VP1-VP4, VP6-VP7) ve alt1 tane yapsal
olmayan protein (NSP1-NSP6) olusturacak sekilde translasyonu gerceklesir. VP1, VP2,
VP3 kor proteinlerini ve orta kapsid tabakasinin proteini olan VPG6'y1 iceren
transkripsiyonel olarak aktif DLP'ler viroplazma olarak adlandirilan NSP2 ve NSP5
tarafindan olusturulan biyuk sitoplazmik viral inkliizyon igerisine gomulurler.
Viroplazma igindeki 11 pozitif polariteli viral RNA segmenti reassortment gegirir ve
toplanan progen kor ile etkilesime girer. Korun VP1 bilesenleri daha sonra dsRNA
olusturmak i¢in negatif polariteli zincir sentezine yonlenir. Viral dsRNA'min 11
segmentide esit mol seviyelerinde tretilmesine ragmen (+) RNA kopyalari esit degildir,
bu reassortmen'in tam ve RNA'ya spesifik oldugunu, dsRNA genomunun (+)
RNA'larin komplementeri tamamlandiktan sonra sentezlendigini ve progen kor icerisine
paketlendigini gosterir. VP6'nin progen kor ile iligkisi viroplazma ile iligskisinden dogar
ve bu sekilde DLP'ler olusur daha sonra virus pargaciklart TLP'lere olgunlastig
endoplazmik retikuluma goc ederler (Sekil 4) ®.
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Sadl 47?otavirus replikasyon déngusii

2.5.1. Virus partiktlinin tutunmasi

RV'nin hicreye tutunmasi ve girisi, hicresel glikanlart ve baglanma
sonrasindaki adimlarda birkag ko-reseptori iceren ¢ok basamakli bir srectir. Virus
ylzeyinde baglanma VP4’un alt (nitesi olan VP8 araciligiyla olur: VP8’in yiizeyinde
bulunan yuzeysel bir oluk hicresel glikanlar Gzerindeki sialik asit’ler (SA) ile
etkilesime girer. Reseptor terminal veya sub-terminal konumlanmis SA’lar icerir.
Rhesus RV VP4’G igin SA baglanma bolgesi yapisal olarak tanimlanmistir.
Norominidaz (NA) ile hucrelerin muamele edilmesi belli RV suslart igin (SA11)
enfeksiyonu ortadan kaldirir. Bu sebeple SA-duyarl suslar olarak adlandirilmistir. Bazi
hayvan RV suslarinin baglanmas: icin SA gerekirken diger hayvan RV'leri ile ¢cogu
insan RV suslari SA'ya direnclidir. Norominidaz ile islem gormus hicreleri enfekte
edebilen diger suslar (Wa ve DS-1) baslangigta ‘SA-direngli’ olarak isimlendirilmis,
ancak sonrasinda gangliosit GM1’i gibi nérominidaz islemine duyarsiz glikolipidlerin,
internal pozisyonundaki SA iceren reseptorlere baglandig: gosterilmistir ©% 359,

Buna ek olarak son zamanlarda bircok insan RV susunun insan doku-kan grup
antijenini bagladig: tespit edilmistir. Bazilar1 H tipine baglanma 6zgiinlugiine sahipken

digerlerinin A tipi glikanlar1 bagladigi gosterilmistir. Ayrica G10P[11] gibi RV
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suslarinin SA icermeyen histo-blood grup antijenlerine (histo-blood group antigens;
HBGA) Galpl-4GIcNAc motifi aracihgiyla baglandigi ve P[8] genotipinin HBGA
reseptoru ile etkilesiminin islevsel bir FUT2 enzimine bagh oldugu gosterilmistir.
Virusun hicre yuzeyi ile ilk etkilesimi VP4'lin VP8 domaini araciligiyla gerceklesirken
VP5 ve yizey glikoproteini VP7 ko-reseptorler ile etkilesime girer. Cesitli hucresel
yuzey molekdilleri ko-reseptor olarak davranabilir, 6rnegin birkag integral (a2p1, avp3,
axp2, o4pl) VPS5 ve VP7 lzerindeki integral ligand motifleri ile (VP5 lzerinde DGE
motifi, VP7 Uzerinde GRP ve CNP motifleri) veya insan 1s1 sok benzeri protein 70
(Hsc70) ile etkilesime girer. Simian RV susu RRV'nin (rhesus rotavirus) ozel
durumunda bu etkilesimlerin bir kismini sirayla gerceklestirdigi gosterilmistir 2 3%3)
Tim RV suslarinda integrinler baglanma icin gerekmezken test edilen suslarin
timuinde etkin bir hiicre enfeksiyonu i¢in hsc70’in gerekli oldugu gortlmustir. Tum ko-
reseptorler lipid yiginlari ile iligkilidir, yani hiicre plazma membran1 RV TLP’leri ile
etkilesimde bir platform gorevindedir. MA104 (epitelyal maymun bdbrek)
hicrelerindeki deterjana direncli membran alanlarinda Gangliosid GML1, integrin
altbirimleri a2, B3 ve hsc70 konumlanmistir ve bu alanlarin bitunligl RRV’nin hiicre
icerisine girisi icin temel unsurdur. Buna ek olarak son zamanlarda siki baglanma (tight-
junction) proteinleri olan JAM-A, okkludin ve ZO-1'in bazi1 RV suslarinin hiicre girisi
icin 6nemli oldugu bulunmustur. Ayrica gangliosidlerin virus girisi sirasinda baglanma
sonrasindaki bir adimda rol oynadig: bildirilmistir. Tanimlanan tim molekdllerin uyum
halinde calisip ¢alismadiklarini veya alternatif giris yollarin1 temsil edip etmediklerini
belirlemek oldukca 6nemlidir. Proteazlar, antikorlar, peptidler, seker analoglari, rekabet
eden proteinler veya small interferans RNA'lar (siRNA'lar) kullanilarak RV'nin
bildirilen reseptor ve ko-reseptorlerle etkilesiminin engellenmesiyle bulasiciligin 1

log'un altinda bir azalma gésterdigi bildirilmistir 257,

2.5.2 Virus partikulinidn penetrasyonu ve kapsidin soyulmasi

Tripsin ile islenmeden 6nce VP4 cikintilar: (spike) esnektir ve bu ylzden EM ile
gorilmez, buna karsin son zamanlarda tek parcacikli cryo-ET ile yap1 gercekci bir
sekilde belirlenebilmektedir. Hicresel reseptorler ile etkilesime giren RV TLP’lerin
VP4 cikintilar konformasyonel degisime ugrar ve bir sekilde normalde VP8’in altinda

sakli olan VP5’in lipofilik domaini yiizeyde “penetrasyon sonrasi semsiye”
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konformasyonuna dontstr. Tripsin ile muamele edilen RV partikullerinin bu sekilde
degisime ugradigi ve enfektif TLP’leri olusturdugu bilinmektedir. Kismen tripsin-
direncli RV mutantlarin hiicre igine girisinde bir gecikme oldugu, ancak sonrasinda yine

vahsi-tip (wild type; wt) virusta oldugu gibi replikasyonu gergeklestirdigi gosterilmistir
(19, 21)

2.5.3. Endositoz

RV'lerin baslangicta plazma membraninda dogrudan penetrasyon ile hicre
icerisine girdigi bildirilmistir. Bununla birlikte son bulgular virusun hiicrelere endositoz
ile girdigini ve farkli RV suslarimin farkli endositik yollar kullandigint gostermistir.
Insan (Wa, DS-1, WI69) ve hayvan (UK, YM, SA11-4S, nar3) suslar1 dahil olmak tizere
test edilen RV’lerin ¢cogu Klatrin aracili endositoz ile hicrelere girerler. Buna karsilik
simian RRV susu klatrin ve kaveolin bagimsiz, ancak hiicre yiizeyinde dynamin 2,
kiglik GTPaz RhoA ve Cdc42, aktinin-4 ve kolestrol varligina bagl bir endositik yol
izler (Sekil 5a). Madin-Darby canin bobrek hticrelerinde celiskili sonuclar bildirilmis
olsa da kolesterol ve dynamin, klatrin bagimli endositoz ile MA104 hicrelerine giris
yapan RV’ler icinde gereklidir. Ilging bir sekilde hiicre yiizeyine baglanmak icin RV’ler
tarafindan kullanilan glikan, kullanilan endositik yolu belirlemez, ¢tinkii hem kan grubu
antijenleri ile etkilesime giren RV’ler, hem de NA'ya direncli ve duyarl: suslar klatrin
aracili endositoz yoluyla hiicre icine girebilir. Son bulgular “spike” proteini olan VP4'lUn
kullanilan endositik yolu belirledigini gostermektedir. Bu baglamda VP8'deki tek bir
amino asitin yer degistirmesi (K187R) ile RRV'nin hiicre igine girisini klatrin bagimh
yoldan Klatrin bagimsiz yolla veya tam tersi sekilde degistirmesi olduk¢a &nemlidir.
Ayrica bu mutasyonu tasiyan ve nar3 olarak adlandirilan farkli RRV suslart NA'ya
duyarl bir fenotipten NA'ya direncli bir fenotipe ge¢cmektedir ve VVP5 ile integrin a2p1

arasindaki etkilesim araciligryla hiicre yiizeyine tutunurlar ®" %89,

2.5.4. Intraseliiler vezikiiler trafik

Hucreye giris icin kullanilan hicre yiizey reseptorin ve endositik yolun
niteligine bakilmaksizin tim RV suslarinin hiicre girisinde EE (early endosomes; EE)
(erken endozom) basamagi ortaktir ve dolayisiyla enfektiviteleri Rab5 ve EEAL'in

(endosomal antigen 1; EEA1) (erken endozomal antijen 1) aktivitesine baghdir (Sekil
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5b). Ayrica MA104'te ve kolon karsinomasi insan Caco-2 hiicrelerinde test edilen tim
RV'lerde dort ESCRT (endosomal sorting complex required for transport; ESCRT)
kompleksinin her bir bileseninin ekspresyonunun susturulmasi ile virus enfektivitesinin
azalmast islevsel bir ESCRT sisteminin varliginin gerekliligini ortaya koymakttadir.
ILV'lerin (intraluminal vesikdller) fuzyonunda gorev alan ESCRT ile iliskili ATPaz
olan VPS4Anin siRNA'lar tarafindan engellenmesi ayrica hicrelerin, 1LV
membranlarinda bulunan ve ILV olusumu i¢in dnemli olan fosfolipid lizobisofosfatidik
asidi (LBPA) bloke eden bir antikor ile inkiibasyonu, viral enfektiviteyi inhibe etmekte
bu da ILV'lerin virus girisi sirasinda 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir ©5 59,

ESCRT mekanizmasinin RV'nin hiicre girisine nasil katk: sagladigi ve ILV'lerin
olusumunun neden gerekli oldugu cevaplanmasi gereken 6nemli bir sorudur. Bunun igin
iki olas1 senaryo bulunmaktadir. Birincisi ILV'ler RV ko-reseptori bakimindan zengin
ve kiimelenmis bir alan olabilir ve bu kiimelenme EE membranin dejenerasyonunu
uyarmak amaciyla VP4'in konformasyonel degisimini baslatmak igin gerekli olabilir.
Ikinci senaryo ise ESCRT mekanizmas: ve ILV'lerin olusumunun gerekliligi, bir sinal
yolagini inhibe etme veya aktive etme ihtiyacindan kaynaklanabilir. Bir¢ok hucresel
sinyal olayinda ligandla aktive edilmis reseptorler endositoz ile iceri alinir. Fakat
reseptorler yine de erken sinyal endozomlarinda sinyal verebilirler. Bu durumda
endozomlardaki reseptor kompleksinin ILV'ler tarafindan tutulmasiyla sinyal iletimi
sona erer. Buna karsilik canonical WNT sinyal yolaginda ILV'ler i¢indeki sitozolde bir
enzimin tutulmasinin sinyal yolunu aktive ettigi bildirilmistir. Bu sebeple etkili bir virus
ILV olusumu gereklidir. RV suslart ME'lere (maturing endosomes; ME) (olgun
endozom) eristikten sonra sitoplazmaya girmek icin farkl: yollar: izler (Sekil 5c¢) (60)

RV suslart RRV ve SA11-4S ise muhtemelen ME'lerden ¢ikmaktadir, ¢lnki
infektivitelerinin Rab7'ye (GTPaz) bagh olmadig: bilinmektedir (Sekil 5d). Diger
taraftan nar3 de dahil olmak (zere test edilen diger tum RV suslarinin enfektivitesi bu
GTPazin ekspresyonuna baglhdir, bu da viruslarin LE'ye (late endosomes; LE) ulasmak
icin hucre icerisinde yolculuga devam ettigini distndirmektedir. Bu endozomal bdlme
Rab7'ye bagimli suslarin sitozole girmesi icin optimal bir ortam saglar. Bu sebeple RRV
ve SA11-4S simian RV suslarinin erken penetrasyon (E-P) viruslart oldugu

dustinilurken Rab7 bagimli RV’ler ge¢ penetrasyon (L-P) viruslari gibi hareket

19



etmektedir (Sekil 5e). Yukarida belirtildigi gibi endositik yolun belirlemesinde VP4'in
roli oldukga dnemlidir. RRV (E-P), UK ve nar3 (L-P)'lin endositik trafigi VP4 spike
proteini tarafindan belirlenir ve nar3'in VP4 proteininin RRV'ninkinden tek amino asit

ile farkli olmas: sadece kullanilan endositoz yolunu degil ayn1 zamanda bir L-P virusu
olarak davranmasina sebep olur (Sekil 5g) ¢ 9.
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2.5.5. Katepsinlerin gerekliligi
Yeni sentezlenmis lizozomal asit hidrolazlar manoz-6-fosfat reseptorleri
(mannose-6-phosphate receptors; MG6PRs) ile trans-Golgi agindan endozomlara

gonderilir ve M6PR'lerin Golgi agina geri donisi small GTPaz Rab9'a baglidir (Sekil
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5f). Trans-Golgi agindan endozom/lizozom’lara taginan hidrolozlar arasinda sistein
katepsinler bulunur. LE'lere ulasan RV suslarin hiicreyi enfekte edilmesi fonksiyonel bir
Rab9a GTPaz'in varligina baghdir ve nar3 haricinde suslarin hepsi katyon bagiml
M6PR'nin (CD-M6PR) aktivitesine gereksinim duyar (Sekil 5h). Bu viruslar sirasiyla
sistein katepsin B, L ve S'nin aktivitesine de ihtiyag duyarlar. Endozomal sistein
katepsinler reovirus, Ebola virusu, ciddi akut respiratuvar sendrom (Severe acute
respiratory syndrome; SARS) coronavirusu ve Nipah virusu gibi diger viruslarin kapsid
veya ylzey proteinlerinin islenmesi icin de gereklidir. Ayrica bu ayrilma viruslarin
bulasici olmasi i¢in zorunludur. Diger virus sistemlerinde katepsin proteazlarin roli
uzerine yapilan ¢alismalara dayanarak bu endozomal proteazlarin transkripsyonel olarak
aktif DLP’lerin sitoplazmaya cikisini kolaylastirmak amaciyla bir veya iki RV ylzey

proteinine etki ettigi soylenebilir ¢* Y.

2.5.6. Endozomal sistemden cikis

Vezikiiler trafik esnasinda viruslar luminal pH'da disis, kalsiyum konsantrasyonunda
azalma, membran bilesenlerinin degisimi, ekstra ILV'lerin ve lizozomal bilesenlerin
olusmasi gibi endozomal cevrede gerceklesen degisikliklere maruz kalirlar ve bu viral
genomun veya nikleokapsidin sitoplazmaya iletilmesini saglamak amaciyla viral
partikiilde konformasyonel degisikliklere sebep olur. RV’lerin endozomal sistemden
cikis mekanizmalar: hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir, ancak s6zu edilen faktérlerin
birkaginin bu surecte yer aldigi soylenebilir. NH4Cl ve diger zayif bazlarla endozomal
asidifikasyonun engellenmesinin RRV enfeksiyonunu inhibe etmedigi, ancak RV UK,
Wa ve TFR-41'in enfektivitesini azalttigi bildirilmistir ©”.

Bu bulgular RRV'nin aksine L-P RV’lerin hiicreye girmek ic¢in disik pH'li LE'lere
ihtiya¢c duydugunu dustindurmektedir. VP4'iin VP5 domaininin yapisal kriyo-elektron
mikroskobu ve kristalografi verilerine dayanarak endozomal sistemden ¢ikmak igin VP4
proteininin bilinmeyen bir faktor tarafindan tetiklenerek baslangicta konformasyonel bir
degisiklige ugradig: ileri strtlmustir. Kalsiyumdaki azalma VP4'Un, VPS5 alt birimine
ait hidrofobik bir domainin, endozomal zar ile etkilesime girmesini saglayan katlanir
konformasyona yeniden duzenlenmesine sebep oldugu disundlur ve bu sekilde
endozomdaki dizgin VP7 yiizey tabakasi serbest kalmaktadir. Bunu takiben virus

genomununun transkripsiyona baslamas: icin DLP’ler sitozole girmektedir. Bu sebeple
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farkli RV suslarinin vezikiler sistemden sitoplazmaya ¢ikist VP4'lin konformasyonel
degisimi icin gerekli spesifik luminal kosullarin saglamasi ile gerceklesmektedir (62)

2.6. Pozitif polariteli mRNA sentezi

RV partikdlleri viral RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) olan VP1’i ve viral
capping enzimi VP3’l (fosfodiesteraz, guanililtransferaz ve metilaz aktivitelerine sahip)
iceren kendi transkripsiyon komplekslerine (transcription complexes; TC'ler) sahiptir.
TC'ler bes simetri eksenlerinde VP2 (kor) tabakasinin i¢ yiizeyinde yani 11 veya 12
kosede lokalizedir. Her bir TC kendine 06zgu viral RNA segmentiyle kompleks
halindedir. Sitoplazmada bulunan rotavirus DLP’leri class | kanallari aracihigiyla
uretilen cap’li, poliadenillenmemis, (+) sSRNA transkriptleri (genomik RNA'nin negatif
ipliginden) ortama salarlar. Transkriptler ya virusun kodladig: proteinlerin
translasyonuna (replikasyon dongisiniin erken doneminde) veya RV progeninin
dsRNA genomlarini olusturmak igin replikasyonda kalip (replikasyon dongusuniin geg
déneminde) olarak hizmet ederler. Reoviridae ailesinin partikilleri maksimum 12 farkl
genomik segmentin (6rnegin Coltivirus cinsinde) mRNA'larini Uretebilir. Rotavirus (11
genomik RNA segmentli) ve Orthoreovirus (10 genomik RNA segmentli) cinsi igin 1-2
“ekstra” TC'lerin RNA igerip icermedigi veya “bos” olup olmadig: bilinmemektedir.
RV DLP'leri onculler ve yeterli miktarda enerji kaynag: (ATP) tedarik edildiginde
biylk miktarda (mg araliginda) mRNA Grettikleri hticresel sitoplazmada ve in vitro
ortamda “transkripsiyonel olarak” aktiftirler. Enfeksiyonun ge¢ doneminde ( >4 saat)
mMRNA (retiminde logaritmik bir artis olmas: yeni sentezlenen DLP'lerin transkripsiyon
icin aktif hale geldigini gostermektedir (ikincil transkripsiyon). DLP'lerden ¢ikarilan

rotavirus segmentine 6zgi mRNA'lar daha sonra sitoplazmada proteinlere donustaralir
(23, 63, 64)

2.6.1. RV replikasyon ve transkripsiyonunun dizenlenmesi

2.6.1.1. Polimeraz aktivitesi
RNA bagimli RNA polimeraz aktivitesi olan VP1 ile viral i¢ kapsid
proteinlerinin varlig: arasinda bir bag oldugunu kanitlamistir. Baz1 ¢alismalar rotavirus

replikasyonu ve transkriptaz aktivitesinin yalnizca VP1, VP2 veya VP1, VP2 ve VP6
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iceren izole edilmis subviral partikillerde saptanabildigi gostermistir. Ayrica sicakliga
duyarl: rotavirus mutantlart tsF ve tsG'nin analizi replikaz aktivitesi olan subviral
partikillerin olusumu icin VP2'nin (VP6 gerekli degil) gerekli oldugunu, transkriptaz
aktivitesi olan partikullerin olusumunun ise hem VP2’ye hem de VP6'ya bagli oldugunu
gostermektedir. Son zamanlarda rekombinant kor proteinleri ile yapilan in vitro
calismalar VP2 olmadiginda VP1'in replikaz aktivitesinden yoksun oldugunu ortaya
koymustur. Bu tir deneyler gercekten de optimum replikaz aktivitesi icin VP1 ve
VP2'nin 1:10'luk molar konsantrasyonda bulunmas: gerektigini gostermistir. DLP'lerden
VP6 tabakasi cikarildiginda kor yapisal olarak bozulmamasina ragmen transkriptaz
aktivitesini yitirir. Bu tur kor yapisi VPG6 ile yeniden olusturuldugunda transkriptaz
aktivitesi geri kazanilir; bu da VP6 ve DLP'nin batunluginin VP1'in bir transkriptaz
olarak islev gormesinde kritik bir role sahip oldugunu gostermektedir. VP6'ya olan bu
ihtiyag niikleotidlerin ve baslangictaki transkriptlerin korun igine ve disina taginmasina
yardimct  olan kanallarin  olusumuna ve islevine katkisindan kaynaklandigi

diistinulmektedir ©5 69

2.6.1.2. VP1 yapis1 ve islevi

Kisa viral RNA'lar ile kompleks halindeki VP1 icin atomik yapilart bildiren
calismalar VP2'nin rotavirus polimeraz aktivitesini etkiledigi mekanizmayla ilgili
o6nemli bilgiler saglamistir. Bu analizler VP1'in genis N-terminal ve C-terminal
domainleri arasinda sikismis merkezi bir polimeraz domainini iceren kapali kafes
benzeri bir yapiya sahip oldugunu ortaya koymustur. Polimeraz domaini parmaklar,
avuc ici ve bagparmak subdomainleri ve A-F kanonik polimeraz motifleri iceren klasik
"sag el" polimeraz mimarisine sahiptir. Bu dort kanal, polimerazin katalitik merkezine
dogru yonlenmektedir; biri RNA giris kanali digeri nikleotid/pirofosfat (NTP/PPi)
degisim kanali ve diger ikisi RNA ¢ikis kanallar1 olarak islev gormektedir. Replikasyon
sirasinda yalnizca bir RNA ¢ikis kanalimin gahistigi dustinilmektedir. Bu kanal C
terminal domaini boyunca uzanir ve korun i¢ kismina yeni sentezlenmis dsRNA'nin
salinim1 icin bir yol olusturur. Transkripsiyon sirasinda polimerazin iki RNA cikis
kanalinin da islev gordugl dustnilmektedir. Biri negatif polariteli kalip RNAnin
polimerazdan salimmi igin kullanilir ve replikasyon sirasinda dsRNA Grindnun

salinmas: icin kullanilan kanalla aynidir (dsSRNA/(-)RNA c¢ikis kanali). Digeri yeni
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uretilen (+) RNA'larin salinmast igin kullanilir ve ortaya cikan transkriptleri korun
disina yonlendiren bir olugu temsil eder. VP1'in RNA cap baglama bolgesini temsil
eden kahp giris tlneline yakin sig bir olugu bulunmaktadir. Bu alan replikasyon
sirasinda cap'li (+) RNA kaliplarin taminmasina yardimc: olabilir veya coklu
transkripsyon sirasinda viral genom segmentlerinin (+) RNA'stnin cap'li 5'-ucu igin

baglant: noktas: olusturabilir ©7.

2.6.1.3. Replikasyonun dizenlenmesi

Rotavirus VP1, VP2 mevcut degilken NTP'ler ve viral (+) RNA'lar ile inklbe
edildiginde bile polimeraz aktivitesinden yoksundur. Bununla birlikte VP1 tek basina
spesifik olarak VP1'in RNA girisi olugunu kaplayan rezidiler ile RNA'nin korunmus
olan 3'-terminal UGUGACC boélgesi arasinda olusan hidrojen baglari araciligiyla (+)
RNA'lar1 baglar. Polimeraz, UGUG rezidulerinin bazlari ve ACC reziddlerinin riboz-
fosfat omurgas: ile hidrojen bagi olusturur. UGUG etkilesimi polimerazin viral (+)
RNA'lart spesifik olarak tanimasina olanak saglar. Bununla birlikte VP1 ve bir
UGUGACC poliribonukleotidi tarafindan olusturulan komplekslerin analizi RNA'nin 3'
ucunun, niikleotit’lerin alindig1 yere ve dolayisiyla polimerazin katalitik baglanma (P)
alanina zit olmayan bir pozisyonda, VP1’i stabilize ettigini ortaya ¢ikarmistir ©7)

VP2'nin varliginin, polimeraz igindeki P alaniyla iligkili (+) RNA'nin 3 'ucunu
bir birim atlatacak sekilde yeniden konumlandiran konformasyonel degisikliklere sebep
oldugu dustnlilmektedir. Bu sekildeki yeniden konumlandirma dsRNA sentezinin, kalip
zincirin ilk rezidustinden baslayacagini garanti altina alhir. Rotavirus VP1, primer RNA
veya nukleotidillenmis bir proteinden bagimsiz bir yolla dsSRNA sentezini baslatabilir.
Yapisal olarak benzer reovirus RARP (A3) ile ilgili daha 6nceki ¢alismalara dayanarak
VP1 tarafindan dsRNA sentezinin baslatilmasi, bir primer halkas: olarak adlandirilan
Ozel esnek bir elemanin etkinligi tarafindan desteklenmektedir. Bu halka (10 aa)
parmaklarin ve avug i¢i subdomainlerinin birlesme yerinde konumlanmistir ve kabaca
polimerizasyon kafesinin tabanindan P bdlgesine dogru bir yonde uzanir. A3 igin
gosterildigi gibi primer halkasi, blizulmus ve genisletilmis formlar dahil olmak Uzere
cok cesitli konformasyonlarda bulunabilir. Genisletilmis formda primer halkas:
nikleotidi P bdlgesine sabitlemektedir. Blzulmius formda halka boyle bir islevi

desteklemek i¢in P alanindan cok uzakta kalir ve polimeraz katalitik olarak pasiftir.
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UGUGACC oligoribonukleotid ve NTP'ler ile islatilmig VP1 kristallerinin analizi hem
P hem de N alanlarinin bos oldugunu ortaya koymustur ¢ 59,

Bu gibi VP1-UGUGACC kompleksleri VP1 polimeraz aktivitesinin eksikligini
aciklayan buzilmus bir primer halkas: ile karakterizedir. Polimerazin VP2 varliginda
katalitik olarak aktif hale geldigi g6z Ontne alindiginda, kor kapsid proteininin P
bolgesindeki bir baglayict GTP'yi uyarmasi ile primer halkasinin uzamasini tetikledigi
ve boylece baska bir GTP'nin N alanini doldurmasina ve nihayetinde dsRNA Grunundn
ilk fosfodiester baginin olusmasina izin verdigi tamin edilmektedir. Ardindan primer
halka buzulerek uzayan dsRNA (rlnin polimerazdan ¢ikmasini saglar. DLP'lerin
yapisal analizine dayanarak Estrozi ve arkadaslari VP2 dekameriyle etkilesim halinde
olan VP1 yizey alaninin buzilen primer halkasina veya yakinina yerlesmis reziduler
icerdigini tespit ettiler. Bu sebeple VP1-VP2 baglantisi primer halkay: konformasyonel
olarak genisletilmis bir forma donustiren elektrostatik degisikliklere sebep olabilir.
Hicresiz replikasyon deneylerine dayanarak VP1 polimeraz aktivitesinin VP2
araciligiyla aktivasyonu yalmzca ayni rotavirus suslarinin VP1 ve VP2'si kombine
edildiginde mimkiin olan spesifik bir islemdir. Ornegin C grubu rotaviruslarin VP2
proteinleri A grubu rotaviruslarin VP1 polimerazini aktive edemez bu da A grubu ve C
grubu rotaviruslarin basarili bir sekilde reassortment olusturamadigini agiklar.
Mutasyon arastirmalart VP2'nin iskele ve zincir domainlerinin optimal polimeraz
aktivitesi icin gerekli oldugunu belirlemistir. Bununla birlikte bu tir calismalar VP2'ye
bagli polimeraz aktivasyonunda tir 6zgulligiunden sorumlu olanin zincir yapist degil

iskele domaini oldugunu gostermistir €% 9.

2.6.1.4. Transkripsiyonun dizenlenmesi

Yapisal analizler bilezik domaininin yizeyinden dsRNA/(-)RNA ¢ikis kanalina
uzanan VP1'in C-ucunda bir esnek elemanin (tikag) varligini ortaya ¢ikarmstir. Tikag
VPLl'in kristal yapilarindaki kanal igerisinde gozlemlenmesine ragmen C-terminal
polihistidin afinite etiketi kullanarak VVP1'in basarili bir sekilde purifikasyonu ile tikacin
tinelin disina da uzayabilecegi gosterilmistir. Delesyon mutagenezi, tikacin VP1
katalitik aktivitesi igin gerekli olmamasina ragmen dsRNA/(-)RNA ¢ikis kanalinin ¢api
uzerindeki etkisi sebebiyle bir replikaz veya transkriptaz olarak polimerazin islevini

duizenleyebilecegini gostermektedir. Ozellikle tikag kanaldan ciktiginda kanalin cap:
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dsRNA'y1 icine alabilecek kadar genistir. Bununla birlikte tika¢ var oldugunda kanalin
cap1 yalmizca tek sarmalli RNA'nin girebilecegi noktaya indirgenmis olur. Dolayisiyla
tikacin varligi transkripsiyon sirasinda negatif polariteli kalib ve olusmakta olan (+)
RNA tarafindan olusturulan dubleks Grinin ayrilmasina ve dolayisiyla polimerazin
farkli kanallarindan iki RNA'nin salinmasina sebep olabilir. Tikacin konumunun nasil
kontrol edildigi bilinmemektedir. Bununla birlikte VP1 ve VP3'lin tahmin edilen
heterodimerik kompleksi DLP icindeki VP2 dekamerlerinin i¢ yuzeyine bagh
oldugundan, VP3 tikacin dsRNA/(-)RNA c¢ikis kanalindan ¢ikisin1 Onleyerek VP1 ile
transkripsiyonu duzenliyor olabilir. VP3 olmadiginda veya VP1'e stabil olarak bagh
olmadiginda ortaya gikan dsRNA Urlini muhtemelen tikaci ¢ikis tiinelinin disina iter ve

boylece polimeraz bir replikaz olarak calisabilir 7).

2.7. Viroplazma olusumu

Rotavirus proteinleri ve RNA'lar “viroplazma” olarak adlandirilan sitoplazmik
inkliizyon cisimciklerinde 6zel olarak etkilesime girmektedir. Viroplazmalarin olusmasi
icin RV'nin yapisal olmayan iki proteini NSP2 ve NSP5'in varhigi gereklidir, ¢linku
enfekte olmamis hucrelerde NSP2 ve NSP5'in birlikte ekspresyonu viroplazma benzeri
yapilarin dretilmesine yol agmaktadir. Bu iki proteinin spesifik siRNA'lar, intra-
antikorlar ve sicakliga duyarli NSP2 veya NSP5'e 6zgii RV ts mutantlarin kullanimu ile
bloke edilmesi viroplazma olusumunu, RV morfogenezisini ve enfeksiy6z RV
progeninin Gretimini engeller. Son zamanlarda hipofosforile NSP5 ile etkilesim yoluyla
sitoplazmanin viroplazma haline doénusimi goézlemlenmektedir ve bunu her iki
molekilun fosforilasyonu izlemektedir. Otofajik yolagin fonksiyonel proteazomlar: ve
bilesenleri viroplazma olusumu ve RV replikasyonu ic¢in gereklidir. Bir transmembran
glikoproteini olan NSP4 esas olarak endoplazmik retikulumda (endoplasmic reticulum;
ER) lokalizedir ve birgok fonksiyona sahiptir: (1) VP6 ile etkilesime girerek DLP'ler
icin bir hucre ici reseptdr gorevi gordr. (2) Bir viroporin olarak hareket ederek hicre igi
depolardan Ca®* salimmini gerceklestirir, boylece TLP'lerin dig tabakasini stabilize
etmek icin gerekli olan hiicre ici Ca®* seviyelerini yikseltir. NSP4'in viroporin
fonksiyonunun hiicresel Ca?* sensér molekiilii olan STIM1 ile etkilesime girmesine
bagli oldugu bulunmustur. (3) NSP4 viroplazmada kapaklar olusturur ve otofaji proteini
LC3 ile birlikte lokalize olur. NSP4 ile tetiklenen Ca®** artigi otofajiye yol acan
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intraseldiler bir kinaz bagimli yolu aktive eder. (4) NSP4 plazma zarinin gegirgenligini
degistirir ve hicreler arasi baglantilarin dengesini bozar. (5) En 6nemli bulgu NSP4'in
bir viral enterotoksin gibi davrandiginin kesfedilmesidir 727,

NSP4 RV enfeksiyonundan sonra erken dénemde ya bir peptid parcas: veya
batin bir molekil olarak salgilanir ve enfekte edilmemis bagirsak hicrelerinin
bazolateral plazma membraninda konumlanmis integrin alpl ve a2Bl reseptorleri ile
etkilesime girer. Aktive edilmis integrin reseptorleri hiicre ici Ca®* salimimi ve diare ile
korelasyon gosteren hicre ici reaksiyon basamaklarini uyarir. NSP3 dogustan gelen
bagisiklik yanitinin kismi antagonistidir. NSP1 tim RV proteinlerinin en degiskenidir.
Muhtemelen konak dagiliminin sinirlanmasinda  gorevlidir. NSP1'in - 6nemli  bir
fonksiyonu dogustan gelen bagisiklik yanitinin bir antagonisti olarak hareket etme
kabiliyetidir. Viroplazma hucre icinde enerji deposu ve tasima aracglari olarak gorev
yapan hucresel lipid damlaciklarini (lipid droplets; LDs) kullanir. Viproplazma-LD
komplekslerinin lipidom analizi etkilesimlerini dogrulamistir. LD homeostazisine
mudahale ve notral yag parcalanmasinin engellenmesi viroplazma sayisini, boyutunu,

viral progeninin dretilmesini ve enfektivitesini azaltmaktadir @7

2.8. Pozitif polariteli RNA sentezi, RNA paketleme ve DLP olusumu

Uzunlugu 1130°A oldugu icin ciplak dsRNA'lar kor i¢inde paketlenemez. Bunun
yerine 11 farkli (+) ssSRNA segmenti yeniden dizenlenir, viral kor proteinleri ile
etkilesime girer, daha sonra paketlenir ve cogaltilir. VP1/VP3/ssRNA primer
replikasyon kompleksinin bir VP2 dekameri ile etkilesime girerek (muhtemelen NSP5
ve NSP2'yi igeren) kor partikullerinin olusumuna sebep oldugu dustnulmektedir. Bu
islem sirasinda RNA'nin negatif yuki iki degerlikli katyonlar veya bir hticresel g
degerlikli katyonik bilesik olan spermidin ile birlikte paketlenmesiyle nétralize
edilmelidir. VP2'nin N-terminal bdlgesi VP1'in (ve bagli sSSRNA'nin) capsidasyonu igin
gereklidir. VP2 ile kompleks olusumu VPLl'in RdRp aktivitesi ve VP1/VP2
kompleksinin in vitro ortamda minimal replikaz partikillerini olusturmas: igin
zorunludur. RV partikullerinin erken morfogenezinin molekuler detaylari, kor partikil
olusumu ve RNA replikasyonu tam anlamiyla anlasilamamistir. Ozellikle 11 RNA
segmentinin kontrolli bir sekilde partikul igine nasil paketlendigi belirsizdir. Kor
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partikulleri bir kez olustuktan sonra hizla VP6 ile transkapsidize olur ve bu DLP

sentezlenmesini saglar. Bu stireg in vitro olarak calisilmugtir @474,

2.9. Virus partiktlinn (virion) olgunlasmasi ve salinumi

RV DLP'leri viroplazmadan ayrildiktan sonra olgunlagmak icin ER araciligiyla
tomurcuklanirlar. Bu siiregte NSP4, VP6 ile etkilesime girerek bir hiicre ici reseptor
gorevi gordr. ER'den tomurcuklanan RV partikulleri gegici olarak sarihidir, ancak RV
partikilleri VP4 (60 trimer) ve VP7 (260 trimer)'den olusan dis tabakay: elde ettiginde
zarf kaybolur. Gegici zarfin kokeni, islevi ve kaybi1 anlasilamamustir. Bununla birlikte
virionun c¢ikintilarini olusturan VP4 trimerlerinin 6nce VP6 ile reaksiyona girdigi ve
daha sonra VP7 trimerlerinin olusturdugu katmana goémdaldigu tahmin edilmektedir.
Geleneksel hucre kaltird enfeksiyon deneylerindeki DLP'ler ve kor partiktlleri
enfeksiyoz degildir. Bununla birlikte in vitro'da kor partikillerine VP6, VP7 ve VP4'lin
ardisik eklenmesi (transkapsidasyon) ile enfektivitenin kismen yeniden olusturulmas: ve
in vitro transkapsidasyon sisteminin duzgin bir sekilde kantitasyonu saglandig:r zaman,
tam enfektivite tekrardan kazanilabilir. Yukarida anlatildigi gibi DLP'lerle etkilesen
NSP4 olgunlagma surecinde ¢ok 6nemli bir isleve sahiptir. NSP4 ekspresyonunun
SiRNA ile bloke edilmesi RV partikalinin hatali olgunlasmasina sebep olur. Ayrica
viroplazma ile etkilesen NSP4 fraksiyonunun RV RNA replikasyonunu da inhibe ettigi
dusunulmektedir. RV TLP'ler non-polarize hiicrelerden (MA104) lizis ile salinir, ancak
epitel hicrelerinden (6rn; Caco-2) salinimi hicreyi aniden 6ldirmeyen bir

tomurcuklanma islemi ile gerceklesir .

2.10. Rotavirus enfeksiyonlar

2.10.1. Toplum kokenli rotavirus

Avrupa'da as1 oncesi donemde toplum kdkenli rotavirusun CARV (community-
acquired RV-infection; CARV) icin hastaneye yatirilma oranlar1 Pediatrik ROTavirus
Avrupa Komitesi (PROTECT) calismalar1 tarafindan belirlenmistir.  Bu sistematik
calismada 2 yasindan kicuk cocuklar icin prevalanst % 60-80, 5 yasin altindaki
cocuklar icin yillik ortalama insidans oranint 3/1.000 (0.3-11.9/1000 araliginda) oldugu
vurgulanmaktadir. CARV icin hastanede kalis stiresi 2 ila 9.5 giin arasinda degismekle

birlikte ortalama 4.8 gln olarak belirlenmistir. Bu veriler birgok prospektif ve
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retrospektif calismayla dogrulanmigtir. En glivenilir sonuglar 7 Avrupa Ulkesinde
pediatrik AGE'nin prospektif, cok merkezli REVEAL calismasindan elde edilmistir. Bu
calismaya gore bashica 6-23 aylik cocuklar1 etkileyen RV ile iliskili gastroenterit
sebebiyle acil servise ve hastanenin diger bolimlerine yapilan basvurularin %50'sinde
birincil tan1 CARV'dir. Dahasi dogu ve bati lilkelerinde CARV'in farkl: epidemiyolojik
oOzellikleriyle iliskili olarak hastaneye yatirilma oranlarinda farklilik gézlemlenmekte ve
cocuklarin hastaneye erisiminde farkl: bir tutum bulunmaktadir /& 7.

As1 sonrast donemde CARYV sebebiyle hastaneye kaldirilma oraninda ve AS
basvurularinda azalma gozlemlenmistir. Giaquinto ve arkadaslan™ 2011 yilinda
hastaneye yatislarda ve acil servise basvurularinda yaklasik %94.5’lik bir azalma
gbzlemlemiglerdir.  Zlamy ve arkadaslar® 2013'te Avusturya'da hastanede yatis
oraninda %74'lik bir azalma oldugunu ve CARYV ic¢in ortalama hastanede kalis stiresinin
ast oncesi donem ile karsilagtirildiginda anlamli derecede daha disik oldugunu ve
maliyetlerin genel olarak %72.7 ile daha dislk oldugunu bildirmistir. RV asilamasini
duzenli olarak uygulayan Avrupa Ulkelerinde azalma yalnizca RV asihi yas gruplarinda
gorilmemistir. Bu ¢alismalarin sonuclari 6zellikle hafif vakalarla iliskili olarak insidans
ve hastaneye kaldirilma oranlarinin sirasiyla %41 ve %24 oranlarinda azalmas: ile

birlikte stirii bagisikliginin saglanmas ihtimalini ortaya koymaktadir 7,

2.10.2. Nozokomiyal rotavirus (nRV) enfeksiyonu

Nozokomiyal hastaliklarla ilgili yapilan genis c¢apli calismalarda genellikle
yetiskin populasyon odak noktasi oldugu igin gercek bir nRV tahmini elde etmek
zorlagmaktadir. Bununla birlikte viruslar enfeksiyonlarin %23 ile %34'tnu olusturmasi
sebebiyle pediatri servisinde nozokomiyal hastaligin en yaygin ajanlaridir. Tim
nozokomiyal diare vakalarinin 9%91-94'0 (pediatrik grubun %65-90'1) viruslardan
kaynaklanmaktadir. Tum bu nozokomiyal diarelerin %31-87’sinden rotavirusun
sorumlu olmasi sebebiyle nozokomiyal diarenin en sik goriilen etyolojik ajani olarak
dustnlilmektedir, ancak prevalans yildan yila ve cografi bolgeye bagli olarak
degismektedir. Alrifai ve ark.’® 5 yasin altindaki cocuklarda nozokomiyal diarenin
prevalansint ve etyolojisini saptamak amaciyla Irak'taki Tikrit egitim hastanesinde
gerceklestirdikleri ¢calismada nozokomiyal diarenin %218.5'inden rotavirusun sorumlu

oldugu tespit edilmistir. Sherchan ve ark.(’ Nepal'de rotavirus kaynakli nozokomiyal
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enfeksiyon prevalansinin %30.2 oldugunu bulmuslardir. Friihwirth ve ark.®” Avusturya,
Almanya ve Iisvicre'de nozokomiyal rotavirus enfeksiyonlarimin  &zelliklerini
karsilastirmis ve Avusturya, Almanya ve Isvigre'de nozokomiyal gastroenteritli
cocuklarin sirasiyla %57, %69 ve %49'unda rotavirus tespit etmislerdir. RV ile iliskili
AGE sebebiyle hastaneye yatirildiktan 48 saat sonrasi ile hastaneden taburcu olduktan
72 saat sonrasina kadar ortaya ¢ikan semptomlar nozokomiyal olarak tanimlanmaktadir.
Ozellikle bazi calismalar nRV vakalarinin %15-30'unun hastaneden taburcu olduktan
sonra ortaya Giktigint géstermistir. Bir ¢alismada 6rnek sayis1 134 ila 355.339 arasinda
degisen 23 adet secilmis bildiride, 0 ila 18 yas araligi ve 6zellikle 0-5 yas grubuna
odaklanilarak nRV insidans: hesaplanmigtir. Ortalama nozokomiyal hastaneye yatis
orani 29 (3-277 arasinda) nRV/1000 yats, 5 yas alti cocuklar i¢in bu oran 198 (30-1030
arasinda) nRV / 100,000 cocuk olup CARV’lerin nozokomiyal RV’lere oran1 0.32
(0.03-0.96 arasinda) nRV/CARYV, hastaneye yatis suresi ise 4.8 (0.46-13 arasinda) nRV
/1.000 gun olarak hesaplanmistir. Avusturya'da nRV insidansinin RV as1 6ncesi ve
sonrast donemi Karsilagtirildiginda nRV/CARV orant %11.5'ten %3.1'e anlamli bir

azalma gdstermistir €82

2.10.3. RV ve ekstraintestinal enfeksiyonlar

RV’ler baslangicta ince bagirsagin olgun ve farklilasmis enterositlerini enfekte
ederken bazi veriler RV’lerin gastrointestinal sistemi gecip sistemik hale gelebildigini
gostermektedir. Elde edilen bilgilere gore RV enfeksiyonunun ekstraintestinal yayilimi
ile ilgili raporlarin sayis1 artmaktadir. Baslangi¢ olarak kronik RV enfeksiyonu olan ug¢
immun yetmezligi olan hastanin serumunda RV antijeninin saptandigi bildirilmistir.
Gercekten RV enfeksiyonu olan imminkompetan cocuklarin serumlarinda RV
antijeninin veya RNA'sinin varhigr ilk olarak Blutt ve ark. tarafindan belgelenmistir. Bu
bulgular: desteklemek amaciyla deneysel hayvan modelleri Gzerine ¢alismalar yapilmis
ve RV'nin ekstraintestinal bolgelere ulastigi gosterilmistir. RV ile iliskili AGE'li
hastalarin serumunda RV antijen ve RNA'nin ortalama bulunma orani sirasiyla %63.2
(%33.3-%90 arasinda) ve %74.7 (%64.3-%93 arasinda) olarak bildirilmistir. Bununla
birlikte serum bazli yapilan bir calismada vakalarin sadece %5'inde RV RNA

saptanmustir ©2.
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Bu konu ile ilgili olarak 6rnek toplama Oncesi hastalik stiresindeki degisiklikler,
calisma populasyonlarinin gesitliligi ve yontemlerin duyarliliklarindaki farkliliklarin bu
gOzlemlenen tutarsizliklara sebep oldugu soylenebilir. Serumda RV antijeninin tespit
oraninin ve konsantrasyonunun akut fazda, konvelasan faza gére anlaml: derecede
yuksek oldugu gosterilmistir. Serumda RV antijeninin ve RNA'min varhg: yiiksek ates
ile iliskilendirilmistir, ancak ndbet ve konvilsiyon ac¢isindan anlamli bir fark
bulunamamistir. Ayrica RV antijenemisi olan c¢ocuklardan alinan serumun htcre
kalturunde pasajlanmasiyla enfeksiydz RV partikillerin varligint dogrulamistir. Diski
ve PBMC/serum 0Orneklerinde eslestirilen RV genotiplerinin daha yakindan
arastirilmasiyla, RV G tipinin antijenemi ile spesifik bir iligkisi bulunmadigi, fakat
nikleotid degisikligi ve genotip uyumsuzlugu gésterdigi bildirilmistir. Bu bulgular doku
tropizminde varolan degisiklikler sebebiyle RV replikasyonunun ekstraintestinal
bolgelerde gerceklesebilecegi spekiilasyonunu ortaya cikarmistir. BOS, kalp, testis,
bobrek, akciger, karaciger ve mesaneyi iceren farkli bolgelerden RV antijeni veya
RNA'sinin  saptanmasiyla, sistemik RV enfeksiyonunda virusun gastrointestinal
sistemden kagmasiyla ekstraintestinal bolgelere yayilmis olabilecegi dustnilmektedir
84 Buna karsihik ciddi hastahigin olusmasi icin ekstraintestinal virus yayilimindan
ziyade diger baska faktorlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Akut ensefalit, ensefalopati,
konvilsiyonlar ve nébet de dahil olmak tizere RV enfeksiyonu ile iligkili olarak cesitli
norolojik komplikasyonlar bildirilmistir. Bu baglamda RV gastroenteritli hastalarin
norolojik bulgularinin sikhigir yaklasik %2-%6 arasindadir. Ayrica birkag olguda
norolojik bulgulart olan hastalarin BOS'unda RV saptandigi bildirilmistir. Bununla
birlikte RV gen sekans analizi ile BOS ve digskidan alinan érnekler arasinda anlamli bir
farklihgin gozlemlenmedigi tespit edilmistir. RV ve MSS (Merkezi Sinir Sistemi)
bozukluklar: arasinda saglam bir iliski kurulamasa da RV gastroenteritli hastalarda MSS
komplikasyonlarimin sikhg: oldukga 6nemlidir. Ozetle enterik bir virus olarak kabul
edilmesine ragmen ekstraintestinal bdlgelerde RV enfeksiyonunun roli bilinmemekle
beraber, AGE'li c¢ocuklarda RV enfeksiyonunun doku tropizmi ve klinik

komplikasyonlar gosterebilecegi yeni yeni incelenmeye baslanmistir (85)
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2.10.4. Kahci RV enfeksiyonu
Hicre kultirinde ve bagisik sistemi baskilanmis konaklarda (insanlar ve diger
memeli tirleri) RV enfeksiyonu persitan hale gelebilir. Bu virus-konak iliskisinin

ayrintili molekiler mekanizmasi giiniimiizde tam olarak anlasilamamaistir (86)

2.11. Molekuler patogenez ve patofizyoloji

Rotavirus ince bagirsak villus hicre dizisinin apikal yuzeyine karsi tropizm
gosterir ve olgun enterositleri enfekte eder. Rotavirus enterositleri enfekte ederken
hicre dokulmesine sebep olur. Enterosit hicreleri yikima ugrar ve bu hicrelerin yerine
kriptlerden gelen sekretuar immatlr hdcrelerin villi'ye go¢li daha hizli gergeklesir,
bagirsagin absorbsiyon kapasitesi gecici olarak kaybedilir ve diare meydana gelir.
Rotavirusun olgun enterositlerdeki sitolitik replikasyonundan sonra salinan yeni viral
partikiller ince bagirsagin en uzak kisimlarina bulasabilir ve diski yoluyla atilabilir. Son
bulgular rotavirus enfeksiyonunun konak vicuduna yayilabilecegini ve sistemik
enfeksiyona sebep olabilecegini gostermektedir. RV'nin ekstraintestinal yayilim: serum
ve konagin diger vicut bolgelerinde RV dsRNA, RV antijeni ve bazen enfeksiydz
RV'nin saptanmas: ile kanitlanmis olarak sikhikla ortaya c¢iksa normal
(immunocompetent) konaklardaki patolojik bulgular icin bu go6zlemlerin 6nemi
tartismalidir. Aksine bagisikligi baskilanmis konaklardaki RV karaciger, safra sistemi
ve pankreasinda ¢ogalabilir ve safra atrezisi ve pankreatit ile iligkili olabilir. Rotavirus
enfeksiyonuyla ile iliskili olarak vakalarin yaklasik % 2 ila 5'inde benign ndbetlerden
6lumcil ensefalite kadar degisen norolojik belirtiler bildirilmistir. Bununla birlikte
rotavirusun aktif olarak ekstraintestinal bolgelerde cogalmaya devam edip etmedigi

veya virusun pasif olarak kan dolasimi yoluyla yayilip yayilmadig: hala net degildir (55,

87)

NSP4 proteini enterotoksin fonksiyonu ile diarenin gelisiminde ¢cok 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ince bagirsagin histopatolojik degisikliklerin olmadigi erken
dénemde diarenin baslamasi oldukca sasirtici bir bulgudur ve muhtemelen bu olay farkh
buyuklukteki oligomerleri olusturan NSP4'Un erken reaktivitesi ile gerceklesmektedir.
RV  enfeksiyon  patogenezi  konagin  yasina, virus-konak etkilesiminin
homolojisine/heterolojisine ve belirli viral gen trinlerine bagli olarak (VP3, VP4, VP7,
NSP2, NSP3, NSP4) multifaktoriyeldir. Fanc ve arkadaslari®® simian (RRV)-mouse
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(EW) RV reassortment’s kullanarak farenin VP4'Unii ve NSP1'ini kodlayan genlerin, st
farelerinde etkin bir replikasyon icin belirleyici oldugu sonucuna varmistir. Hastalik
mekanizmasinin faktorleri; epitelin yok olmasinin ardindan maladsorbsiyon, villus
iskemisi, viral enterotoksin olan NSP4'lin etkisi ve enterik sinir sisteminin aktivasyonu
seklinde tanimlanabilir. Son zamanlarda kusma semptomunun patogenezi, RV'nin
oOzellikle intestinal motilite ve sekreyonu regile eden bagirsaktaki enterokromaffin
hicreleri enfekte etmesi ile vagal afferent sinirleri harekete geciren ve kusmayi kontrol
eden beyin sapi1 yapilarini uyaran 5-hidroksitriptamin (serotonin) Uretimini
uyarabilmesinin  g6zlemlenmesi ile anlasilmistir.  Enterokromaffin  hicreler
ndrotransmitter (serotonin) ve diger peptitlerin sekresyonu ile enterik sinir sisteminde
ndron sinyalizasyonunu moddule eden kemosensorlerdir (15.89)

Biliyer atrezi yenidogan farelerde RV enfeksiyonu ile uyarilabilir, bu da
obstriiktif kolanjiopatiye sebep olur. Hastaligin siddeti konagin yasina ayrica dogal
immuin yamtin varligina ve potansiyeline baglidir. Bu modelde yenidogan fareler ya
RV-benzeri partikiller ile anneleri uyararak veya enfeksiyondan ©nce yavrulara
hiperimmiin serum enjekte edilerek olusan pasif immunizasyon ile biliyer atreziden
korunabilir. RV enfeksiyonunu anlamak igin gnotobiyotik domuz modeli kullanarak
olgun insan bagirsak viromunun analizi yapilmaya baslanmistir. RV enfeksiyonu ve
hastaliginda gnotobiyotik domuz modeli kullanarak dozu duzgiin sekilde ayarlanmis
probiyotik laktik asit bakterilerinin Thl ve Th2 sitokin yanitini artirabilecegi ve
bagirsak epitelindeki RV kaynakli hicre hasarint  kismen  6nleyebilecegi

gézlemlenmistir €9,

2.12. immiin yamt

2.12.1. RV spesifik humoral ve hiicresel immun yanit

RV enfeksiyonunu takiben hem virusa 6zgi proteinlere karsi antikor treten B
hicreleri hem de enfekte olmus hicrelerin yuzeyinde sunulan RV epitoplarint MHC
class I ve Il antijenleri ile taniyan T hticreleri ile immin yanit olusur. VP6 baslica ince
bagirsak mukozasinda IgA (Gretimini uyaran en imminojenik protein olarak bilinir.
Dogal RVA enfeksiyonu sonraki reenfeksiyon igin 6nemli bir klinik koruma saglar.
Meksika ve Gine-Bissau'da yapilan kohort arastirmalarinda tekrarlayan RVA

enfeksiyonlarinin ilk vakaya kiyasla daha hafif seyrettigi ve ikinci bir enfeksiyona kars1
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%77 ile %70 koruyucu etkinlik sagladigi gosterilmistir. Koruma uzun stirmemekle
beraber eksik ve yasa bagli olabilir. RVA'nin sebep oldugu primer ve sekonder
enfeksiyonlar, serum, tikrik ve intestinal sekresyonlarda IgG, IgM ve IgA sinifit antikor
uretimini uyarabilir. RV partikillerinin yizeyindeki VP7 ve VP4'e kars1 olusan bircok
antikor pasif transfer metodu ile fare ve gnotobiyotik domuz yavrulart kullanilarak
olusturulan hayvan modellerinde gosterildigi gibi in vitro ortamda noétralize edici, in
vivo ortamda ise koruyucudur ©.

RV'ye 0Ozgi CD8+ T hucrelerinin pasif transferinin de koruyucu oldugu
gosterilmistir. Hamilelik esnasinda plasental antikor transferi ile pasif bagisiklik olusur
ve emzirme yenidoganlari RVA enfeksiyonundan koruyabilir, fakat bu durum RV asisi
ile olusan immin yaniti olumsuz etkilemektedir. Cesitli knock-out mutant farelerin
varligi aragtirmacilarin, humoral ve hicresel immin yanitin koruma Gzerindeki etkisini
incelemesine olanak saglamistir. RV spesifik T hiicreleri primer enfeksiyon sonrasinda
RV'yi ortadan kaldirmaya yardimci olurken, RV-spesifik B hafiza hicreleri sonraki
enfeksiyona kars: koruma saglar ©?.

VVP7 ve VP4 proteinleri konaga genotip spesifik koruma (homotipik) saglayan
serum notralizan antikorlarin tretimini stimule eder. RVA'nin klasik immanolojik yaniti
homotipik olmasina ragmen birgok genotipler ile olan ¢apraz reaktif heterotipik yanit da
vardir. Tekrar eden enfeksiyondan sonra artan humoral antikorlar hem VP4 hem de VP7
molekdlleri Gzerindeki serotip-spesifik ve capraz-reaktif epitoplara yonelir ve boylece
heterotipik koruma saglanir. Plazmositoid dendritik hicrelerin, fare (in vivo) ve insan
hicrelerindeki (in vitro) RV enfeksiyonundan sonra B hiicre aktivasyonunu uyarmak
icin etkili ve gerekli oldugu tespit edilmistir. Kan dolasiminda bulunan RV-spesifik
CD4+ T hucreleri bagirsak “homing” reseptor a4p7'yi eksprese eder. Bununla birlikte
RV enfeksiyonundan korunma tamamen VP4 ve VP7'ye spesifik notralizan antikor
konsantrasyonu ile iligkili degildir. RV dogal enfeksiyonu veya RV asisi ile infantlar ve
cocuklarda da diger yapisal (VP6, VP2) ve yapisal olmayan (NSP4) proteinlere karsi
antikor gelisir. VVP6-spesifik antikorlar in vitro ortamda notralizan degildir, ancak IgA
sinift VVP6-spesifik antikorlar uygulandiginda in vivo ortamda koruyucu olduklar
gosterilmistir. VP6'ya spesifik IgA antikorlarin, bazolateral membrandan J protein
reseptorleri araciligiyla epitelyal bagirsak hiicreleri tarafindan alindig: ve viroplazmadan

salinan yeni DLP'ler ile kompleks olusturarak TLP'lere olgunlagsmasini “Hucre ici
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notralizasyon” ile onlendigi ileri surilmis ve son zamanlarda da kanitlanmistir.
Bununla birlikte 1gA eksikligi olan farelerin ve hastalarin IgG'nin koruyucu bagisiklig
sayesinde enfeksiyon sonrasi RV'yi ortadan kaldirdigi gosterilmistir. NSP4 antikorunun
pasif transferi farelerde bir miktar koruma saglamistir, ancak aktif olarak edinilen NSP4
antikoru gnotobiyotik domuz yavrularini RVA enfeksiyonundan korumamaktadir.
Kapsamli calismalar 1 veya 2 dogal RV enfeksiyonundan sonra cocuklarin cesitli
heterotipik RV’ler ile enfeksiyon sonrasi olusan siddetli hastaliklara karsi oldukca

korunmus oldugunu gostermistir @ 9.

2.12.2. Dogal immun yamt

RV enfeksiyonlar1 hizli bir sekilde cesitli dogal bagisiklik mekanizmalarin
tetikler (innate immune responses; IIR) bu ylzden primer enfeksiyondan sonra RV
spesifik kazanilmis immun yanit olusur. Cogu IIR, RV susuna ve hicre tipine 6zgi
ortaya ¢cikmaktadir. Gunimuzde cesitli RV enfeksiyon hastaliklarindan sonra IIR’nin ne
Olctde oldugu tamamen aciklanmamistir. Son zamanlarda RV'nin innate immin
yanitindan ve Ozellikle de interferon (IFN) yanitindan kagma yetenegini inceleyen bir
dizi calisma yayinlanmistir. Fare yavrularindan elde edilen intestinal epitelyal
hicrelerin saflastirilmamis preparatlar: kullanilarak RV enfeksiyonunun tip | (IFN-p) ve
tip 111 IFN (IFN-A) mRNA ekspresyonunu uyardig: tespit edilmistir. Dahas: farelerin
IFN-A ve daha az o6lclde tip | IFN ile tedavisi virusun replikasyonunu azaltmistir. Bu
bulgularla uyumlu olarak tip Il IFN ve daha disik seviyede tip | IFN reseptori
bulundurmayan farelerde, vahsi tipli farelere gore viral replikasyon seviyesi oldukca
yuksektir ve bu olgu viral replikasyonun modilasyonunda IFN sisteminin dnemini
gostermektedir. RV NSP1’in htcresel proteinlerle etkilesime girdigi gosterilmistir
sirasiyla: interferon (IFN) dlzenleyici faktor (interferon regulatory factor; IRF) 3, -
transdusin tekrar iceren protein (B-transducin repeat containing protein; B-TrCp0),
melanoma farklilasma ile ilgili gen 5 (Melanoma differentiation-associated gene-5;
MDAJS)/mitokondriyal antiviral sinyal proteini (mitochondrial antiviral signaling
protein, MAVS), tim0or baskilayici protein p53 ve TNF reseptorle iliskili faktér 2 (TNF
receptor associated factor 2, TRAF2) gibi proteinler ile etkilesimi proteozomal
degradasyona ve boylece interferon yanitinin erken olusumunu Onlemeye veya

azaltmaya sebep olur .
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RV NSP1 ayrica retinoik asit-uyarilabilir gen 1 (Retinoic acid inducible gene I;
RIG1)’i hedefler ve proteozom bagimsiz yol ile IRF5 ve IRF7°nin azalmasina sebep
olur. Rotavirus enfeksiyonu ayrica STATL1’in (Signal transducers and activators of
transcription; STAT) fosforilasyonunu, STAT1/STAT2’nin nikleusa tasinmasini ve
dolayisi ile “antiviral durumu” olusturan IFN cevabinin olusumunu inhibe eder. Ayrica
son zamanlarda RV cap enzimi VP3’Gn C-terminal domaininin bir fosfodiesteraz
Ozelligi gostererek 2°,5’-oligoadenilat: boldigl boylece RNase L’nin aktivasyonunu ve
konakta potansiyel bir IIR hticresel yanitin olusmasini 6nledigi gosterilmistir. RIG-1"in
transfer olmus DLP’lerden ¢ikan ssSRNA’lar icin bir sitoplazmik sensor olarak gorev
yaptig1 tespit edilmistir ©©.

Viral replikasyon RIG-I ve/veya MDA-5 ile taninir, bu IRF3 ve NF-¢B'yi
(Nuclear transcription factor; NF-xB) aktive eder. Daha sonra bu transkripsiyon
faktorleri tip 1 IFN ve IFN-stimile edici genlerin (Interferon-stimulated genes; 1SG)
ekspresyonunu uyarir. RV NSP1 IRF3'in yikimina ve NF-¢B aktivitesinin
inhibisyonuna sebep olur. NSP1, IRF3 proteininin dimerizasyon domainine baglanarak
etkilesime girer. Bu etkiler karmasiktir, viral susa ve hiicre tipine baghdir. Ornegin, bazi
hayvansal RV’lerin NSP1'leri IRF3, IRF5 ve IRF7'yi degrade ederken, insan RV’lerinin
NSP1'i agirlikli olarak IRF5 ve IRF7'yi degrede etmektedir. Bu sebeple IFN yanitin
daha az etkili bir sekilde engelleyebilmektedir. NSP1 pro-apoptotik hiicresel protein
p53’0 hedefler ve bu proteozomal yikima sebep olur bdylece RV replikasyonunun erken
asamasinda hicre limuna geciktirir ©7%).

Homolog RV ile enfekte bir faredeki saglikli ve RV ile enfekte intestinal epitel
hicre 1IR’sinin kombine flow sitometri ve tek hiicre multipleks RT-PCR yontemi ile
incelenmesi sonucu erken IIR’nin yikimi ve uyarilmasinin heterojenligi kesfedilmistir.
Rotavirus enfeksiyonu IFN yanit1 yetersiz olan farelerde ¢ok ciddi rahatsizliklara sebep
olur. interferon Uretimi RV ile enfekte olmus domuzlarda ve insanlarda baskin bir
[IR’dir. RV'nin ekstraintestinal yayilimimin ve replikasyon derecesinin en azindan
kismen RV susunun spesifik hicrelerdeki IFN sistemini inhibe etme yetenegine bagh
oldugu dusunulmektedir: Etkin bir IFN sinyal sistemi olmayan sut farelerinde bazi
heterolog RV suslart safra yollarinda ve pankreasta ¢ok etkin bir bigcimde gogalarak
safra atrezisi ve pankreas hastaligina sebep olurken homolog fare suslarinin béyle bir

etkisi yoktur. RV'nin fare safra sisteminde replikasyonu hem VP4 ile viral girise hem de
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NSP1 araciligi ile innate immiin yanittan kacisa baglidir. RV, IFN transkripsiyonunu
uyardiktan sonra sitokin salinimi PKR tarafindan modiile edilir. Otokrin modelde, IFN
tip I IFNR'yi (interferon receptor; IFNR) uyarir; IFNR daha sonra STAT1/STAT2/IRF9
kompleksleri araciligiyla sinyal gondererek IFN ve ISG ekspresyonunu ve boylece
antiviral durumu uyarir. Ayrica RV'nin STAT1 ve STAT2’nin iglevini bilinmeyen bir
mekanizma ile inhibe ettigi ve bu sebeple potansiyel olarak her turli IFN yanitini inhibe
edebildigi gosterilmistir.  RV'nin ayrica polarize Caco-2 hicrelerinde TGF-$
(Transforming growth factor beta) sekresyonunu uyardigi ve bu etki ile dendritik
hicrelerin Thl T hicrelerini aktive etme yetenegini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
mekanizmanin in vivo olusup olusmadigi bilinmemekle birlikte, eger dyleyse RV'ye
kars1 in vivo ortamda gorulen zayif T hicre yanitin1 potansiyel olarak aciklayabilir.
Virus tarafindan kodlanan yapisal olmayan ve RV ile enfekte olmus hicrelerden
salgilanan NSP4 proteininin fare makrofajlarinda pro-enflamatuvar proteinlerin
sentezine sebep oldugu gosterilmistir. RV-spesifik CD4+, CD8+ T hicreleri ve B

hiicreleri intestinal homing a4p7 reseptortinii sentezler & %,

2.12.3. 1gA ile korunma arasindaki korelasyon

Genelde intestinal sistemde belirli seviyelerdeki humoral RV-spesifik IgA
antikorlarin (copro IgA) varhig: (RV-spesifik copro IgA > 1:80; RV-spesifik serum IgA
>1:200; RV-spesifik serum IgG >1:800) ile korunma arasinda bir korelasyon vardir.
Korunma ile iligkili olarak RV-spesifik serum IgA antikor seviyelerinin énemli oldugu
sOylense de bu argliman tartismaya aciktir. As1 veya dogal RV enfeksiyon sonrasi diisuk
notralizan antikor titresi ile yuksek seviyede olusan koruyucu immunitenin arasinda
nispeten bir korelasyon eksikligi vardir. Bu sebeple koruyuculukta ek faktorlerin énemli
oldugu dustiniilmektedir. ilging bir sekilde mevcut iki lisansli RV asis1 1liman iklimli
ulkelerde oldukga etkili olmasina ragmen korunma ile iliskileri tam anlamyla

aciklanamamustir %%,

2.12.4. Rotavirus gastroenteritene kars1 probiyotik ve prebiyotik kullanima
RV kaynakl1 gastroenteritin tedavisinde kusma ve diare ile kaybedilen sivilari ve
elektrolitleri telafi etmek icin oral rehidrasyon (oral rehidrasyon solusyonlari, ORS)

uygulanir. Cinko takviyesi oral rehidrasyonu destekler ve akut gastroenteritli cocuklar
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icin DSO (Duinya Saghk Orgiitil) tarafindan 6nerilmektedir. ORS formiilasyonuna ilave
birgcok katki maddesi arastiriimaktadir; Bunlar laktoferrin ve lizozim gibi enzimler ile
glisin, alanin ve glutamin iceren cesitli amino asitlerdir. Ek olarak RV asilarinin
(Rotarix ve RotaTeq), RV kaynakli ciddi gastroenteritin dnlenmesinde guivenli ve etkili
oldugu gortlmustur. Buna karsilk, maliyeti, depolanma ve nakliye gereksinimleri (2-
8°C'de) ve gelismekte olan tlkelerde daha disiik korunma saglamasi sebebiyle kiresel
olarak uygulanmamaktadir. Ustelik RV kaynakl1 gastroenterit, anne siitli, probiyotik
veya prebiyotiklerin biyoaktif bilesenleri gibi besinlele modile edilebilir. Lactobacillus
ve Bifdobacterium tirleri ve Saccharomyces boulardii gibi probiyotiklerin kullanimi
RV kaynakli enfeksiyonun Onlenmesi, diare siresinin ve siddetinin azaltilmast,
enfeksiyonlarin gorilme sikliginin azaltilmas: ve bagisiklik tepkisinin ve virus
bulasmasinin modulasyonu ile iliskilendirilmistir 3 10%:102)

Bagirsak patojeni antagonisti potansiyeli gosterdigi bildirilen probiyotikler
arasinda, dinya genelinde yaygin olarak bildiren tirler Lactobacillus ve
Bifidobacterium tdrleridir. Fareler Uzerinde vyapilan RV odakli bir in vivo
degerlendirmede, Bifdobacterium breve’nin oral uygulanmasinin RV kaynakl: diareye
kars1 kuvvetli sekilde koruma sagladigi gorilmistur ve boylece tedavi edilen farenin
digski, meme bezi ve bagirsaginda anti-RV IgA duzeyinde bir artis gozlenmistir. Diger
murin (fare) modellerinde, patojensiz siganlar SA11 RV susu ile enfekte edilmis ve L.
casei ile oral yoldan tedavi uygulanmistir; ince bagirsak lezyonlari, RV enfeksiyon
seviyesi ve diare azalmistir. In vitro ve in vivo ¢alismalarda, RV enfeksiyonuna karsi
probiyotik mekanizmalarin bazilarinin; antimikrobiyal maddelerin (laktik asit, nitrik
oksit, H,O, ve bakteriyosinler) retimi, antimikrobiyal peptitlerin uyarilmasi, epitel
hicreleri tarafindan masin tretimi, lokal adaptif stimllasyon (spesifik IgA tepkisi) ve
dogal bagisiklik yanitin oldugu gorilmdistur. Ayrica, Lactobacillus ve Bifdobacterium
tarleri, bagirsak hicreleri tarafindan I1L25, I1L33, TGF; dogal bagisiklik hicreleri
tarafindan IL22 ve antijen sunucu hucreler tarafindan I1L12, 1L25, IL10 ve TGF
sitokinlerinin Gretiminin tetiklenmesiyle iliskilendirilmistir. Bu durumda bagirsak
bariyer fonksiyonunun gelismesi, efektor proteinlerin azalmasi ve duizenleyici bagisiklik
yanitin artmast gibi sonuclar ortaya ¢ikmustir %,

Ote yandan bakterilerin gelismesini arttiran sindirilemeyen karbonhidratlar olan

sialik asit iceren insan situ oligosakkaritleri (Human milk oligosaccharides; HMO) gibi
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prebiyotikler, in vitro RV enfektivitesi ve replikasyonunun azalmasiyla
iligkilendirilmistir. HMO ayni1 zamanda kolon mikrobiyotas: ve RV enfeksiyonuna karsi
bagisiklik yanitin dizenlenmesi (module edilmesi) yoluyla domuz yavrularinda RV
kaynakli diare suresinin azaltilmasi ile iliskilendirilmistir. Ek olarak kisa zincirli
galaktooligosakkaritler (short-chain galactooligosaccharides; scGOS), uzun zincirli
fruktooligosakkaritler (long-chain fructooligosaccharides; IcFOS) ve Bifdobacterium
breve'den olusan bir karisim, sut farelerinde RV enfeksiyonuna karst koruma
saglamistir. RV kaynakli akut gastroenteritli ¢ocuklarda, prebiyotik olarak
Bifidobacterium lactis B94 ve inulinin karisim: oral yoldan verildiginde, RV’nin sebep
oldugu sulu akut diarenin daha kisa strdigi gorulmustir. Diger taraftan sit farelerinde
RV kaynakh diare ile iligkili olarak scGOS, IcFOS gibi prebiyotiklerin, pektin tirevi
asidik oligosakkarit karistminin ve fermente st bilesenlerinde 1sil islem goérmis
probiyotiklerin virus atilim: ve klinik belirtilerin azalmast ile iliskilendirilmistir 2.
Probiyotiklerin ve prebiyotiklerin RV patogenezine Kkarsi aktivitesi,
probiyotiklerin (veya metabolitlerinin) ve prebiyotiklerin, enterositlere girisi 6nleyen ve
dolayisiyla RV replikasyonunu azaltan viral partikillerle etkilesime girmesi sebebiyle
virus bulasinin azalmasina baglanabilir. Ayrica Lactobacillus casei ve Bifidobacterium
adolescentis metabolitlerinin in vitro etkisi, RV kaynakli enterotoksin NSP4
ekspresyonunun ve Ca*? salinim seviyelerinin azalmastyla iliskilendirilmistir; bu durum
da hucrenin bu yolagindan kaynaklanan elektrolit dengesizligine erismeyecegini
gostermektedir. Ayrica probiyotikler ve prebiyotikler ile RV bagisiklik yanitin
modulasyonu, kalip tanima reseptor sinyali yoluyla ve IFN sinyal yolaginin dnemli
diizenleyicileri olan tip I IFN'lerin desteklenmesi yoluyla gerceklesen antiviral tepki ile
iliskilendirilmistir. Bifidobakteryum infantis MCC12 ve Bifidobakteryum breve
MCC1274 enfekte domuz bagirsak epitel hicrelerinde RV titrelerinin 6nemli derecede
azalmas: ile iligkilendirilmistir; her iki bifidobakterinin vyararli etkileri A20
ekspresyonunun azaltilmasi, IRF-3 aktivasyonu, IFN-B Gretimi, MxA (myxovirus-
resistance protein A; MxA) ve RNase L ekspresyonunu iyilestirmesi seklinde
tanimlanabilir. A20'nin azaltilmasi, NF-xB ile aktive edici kinaz/Traf ailesi Uyesi ile
iliskili NFxB etkinlestirici-baglayict kinaz 1 ve IKK-i /IKKe ile fiziksel olarak
etkilesime girerek, IFN stimilasyonu ve transkripsiyona baglh IFN duzenleyicisi ile
iliskilidir, ayrica TLR3'Un dsRNA ile etkilesimini takiben IRF-3'Un dimerizasyonunu
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inhibe eder. Bu baglamda MxA'nin ekspresyonunun artmasi yeni sentezlenmis viral
proteinleri ayirarak viruslar: inhibe eder ve RNase L daha dusiik RV replikasyonuyla
iliskilidir. Dolayisiyla probiyotikler ve prebiyotikler genellikle antiviral etki ve spesifik

anti-RV aktivitesi ile iliskilidir %% 14,

2.13. Klinik belirtiler

RV enfeksiyonlari asemptomatik kalabilir veya hafif ile ciddi diare, kusma,
cesitli derecelerde dehidratasyon ile seyreden akut gastroenterite (AGE) sebep olabilir.
Inkiibasyon stiresi genellikle 48 saattir. Diarenin klinik tablosu kisa sureli ve sulu hafif
diareden ates, kusma, dehidrasyon, elektrolit dengesizligi, sok ve 6limle sonuglanan
ciddi diareye kadar degisebilir. Ates genellikle vardir, ancak bazen orta dereceli
seyreder. Kusma diareden 6nce baslar ve kisa bir donem daha devam eder (3 ile 5 giin).
Genellikle ciddi dehidratasyon, agir elektrolit dengesizligine sebep olur. RV
enfeksiyonlarinda 6limin baslica sebebi ciddi dehidratasyon ve kardiyovaskiler
yetmezliktir. RV enfeksiyonlarinin tedavisinde genel olarak ozmotik ve elektrolit
dengesini korumak icin oral veya intraventz rehidrasyon terapisi uygulanmaktadir. RV
ile iligkili enfeksiyon sebebiyle oOlim rehidratasyon o6l¢iminin zamaninda
yapilmasindan dolay: gelismis ve gelismekte olan tilkelerde nadir gortilir 2.

RVA ile enfekte olan bagisiklik sistemi baskilanmis ¢cocuklarda ve yetiskinlerde
(konjenital immun yetmezligi veya organ transplantasyonu), uzun sureli diare
g6zlenebilir. Buna Kkarsilik Brezilya'da HIV ile enfekte olan veya olmayan ¢ocuklar
arasinda diarenin siddeti agisindan bir farklilik bulunmamustir. Dogal enfeksiyon, yanlis
asilama veya agir kombine immun yetmezlikli (severe combined immunodeficiency;
SCID) ¢ocuklarda kronik RV enfeksiyonu ve hastalig: gelisebilir. RV’ler kronik olarak
enfekte olan ¢ocuklarda genomun yeniden diizenlenmesine (reassortment) bagli olarak

alisiimadik RNA dagihim: gosterirler %%,

2.14 Laboratuvar tansi

Laboratuvar tanisi i¢in en yaygin kullanilan yontem dogrudan diski drneginde
RVA grup antijenini (VP6) tespit eden enzim immdinoassay (EIA veya ELISA)'dir.
Lateks aglutinasyon testleri genellikle hastanelerde dusiik maliyetli, hizli ve kullanimi

kolay oldugu igin tercih edilir, ancak duyarliliklar1 ve 6zgulligi EIA'lere kiyasla daha
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distktur. Revers transkripsiyon ardindan nested/multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) testi ile molekiler tant RVA'nin es zamanh olarak tiplendirme avantajina
sahiptir. Mikroarray gibi genetik sekans ve RT-PCR (RT-gPCR) ydntemleri ¢cok hassas
ve miks RVA enfeksiyonlarini ayirt etme kabiliyetine sahiptir. Kesfinden bu yana RT-
PCR tant igin altin standarttir. Nokta mutasyonlart sebebiyle devam eden genomik
drift’den dolay: genotipleme icin kullanilan primerler periyodik olarak degistirilmek
zorundadir. Hastalik sebeplerinin ayirici tanisi igin baslica dusunulebilecek viruslar
insan calicivirus (norovirus, sapovirus), astrovirus ve daha az olasilikla enterik
adenovirus ve aichivirus’dur. Bu viruslarin ¢ogu multipleks RT-RCR ile arastirilabilir.
Bagirsagi enfekte eden ve gogunlukla asemptomatik olarak kalan diger viruslar ise
farkl: enteroviruslar, immun sistemi zayif olanlarda picabirnavirus, cytomegalovirus ve
HIV’dir. Hindistan’da 2003-2004 vyillar1 arasinda Vellore’deki calismalarda 19
semptomatik ve 20 asemptomatik yeni dogandan izole edilmis G10P[11] genomuna
sahip RV izolatlar1 dideoksiniikleotit (Sanger) yontemiyle belirlenmis ve ileri nesil
sekanslama yontemi ile bu suslarin hemen hemen benzer olduklar1 bulunmustur. Bu
oldukca onemlidir, ¢lnkl asemptomatik veya semptomatik enfeksiyon arasinda iliski
kurabilecek niikleotit veya aminoa asit (aa) farkliliklari bulunamamistir. Sonug olarak
diger 6nemsiz goriilen faktorler klinik semptomlarin seklini belirleyebilir "+ 9109,

2.15 Tedavi

RVA enfeksiyonuna karsi spesifik bir antiviral ajan yoktur. Baslica tedavi
yontemi oral ya da intravendz rehidratasyondur. Oral rehidratasyon tuzlarinin (oral
rehydration solution; ORS) cesitli kombinasyonlar: gelistirilmis olup piring temelli
sollsyonular basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Loperamidinin, antikolinerjik
ilaclarin ve adsorbentlerin kullanim: tavsiye edilmez. RV enfeksiyonundan sonra
uyarilan enterik sinir sistemini baskilayan bir ensefalinaz inhibitorii olan rececadotril’in,
serotonin reseptoriine ve vazoaktif intestinal peptitlere karsi olan granisetron’un ciddi
akut diarenin azaltilmasinda faydali oldugu bildirilmistir. Yiksek konsantrasyonlarda
RV antikoru iceren oral solusyonlarin terap6tik ve koruyucu olarak faydal: oldugu tespit
edilmistir. Son zamanlarda RV VP6’ya 6zgu lamadan dretilen tek zincirli antikor
fragmentlerinin, in vitro ortamda genis Olclide capraz reaksiyona sebep oldugu ve

enfekte olmus farede virusun yayilimini azalttigi gosterilmistir. Bu antikorlarin
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gnotobiyotik domuzlarda RV replikasyonunu azaltmada etkili oldugu, insandaki RV
enfeksiyonlar: (zerine ise orta derecede yararli bir etkisi oldugu bildirilmistir. Bu
antikor fragmentleri yalmzca 15kDa buyikliglnde, saklandiginda uzun bir donem
boyunca aktif olarak kalabilen (>1 yil) ve 94°C sicakhga 90 dk dayanabilen
antikorlardir. Lama antikor fragmentleri transgenik piringler (MucoRice-ARP1) ile
yuksek miktarlarda eksprese edilmistir. Pilot ¢alismada antikorlar immun sistemi tam ve
immun sistemi zayif iki farede de viral yiku bastirmis ve aym zamanda RV
enfeksiyonundan korumustur 7 108)

Bu ve benzer sekilde hazirlanan antikorlar insanlarda proflaktik ve terapotik
olarak kullanim potansiyeline sahiptir. Gnotobiyotik domuzlarda yararlilig: ispatlanmis
probiyotikler ve genis spektrumlu antiviral nitazoksanid diger terapotik yaklasimlardir.
Rossignol ve arkadaslar nitazoksanid'in  (Brezilya'daki marka ismi Annita®)
yetiskinlerde viral gastroenterit kontroltinde 6nemli bir rol oynayabilecegini ve RVA'ya
karst iyi etkinlik gosterdigini belirlemislerdir. Kim ve arkadaslari®® triacsin C
analoglarinin RVA ile muicadelede guclu antiviraller olarak rol oynayabilecegini
bildirmislerdir.  Brezilya’da son zamanlarda medikal bitkiler in vitro olarak test
edilmektedir. Arastirilan tirler arasinda Byrsonima verbascifolia, Eugenia dysenterica,
Hymenaea courbaril ve Myracrodruon urundeuva RVA enfeksiyonuna karsi potansiyel

bir antiviral aktivite gostermistir 0109110

2.16. Molekuler epidemiyoloji ve evrim mekanizmasi

Rotavirus 5 yas alti ¢ocuklarda ve infantlarda AGE vakalarinin %5-10"undan
sorumludur. RV enfeksiyonlarinin %30°u igin hastanelerde ve saglik ocaklarinda ciddi
bir tedaviye gerek duyulmaz. Asidan dnce Amerika’da RV’ler yilda 3 milyon insanin
hastalanmasina, 500.000 hastanin bir doktor tarafindan muayene edilmesine ve 60.000
Kisinin hastaneye yatirilmasina sebep olmustur, ancak yalnmzca 20-40 kisi hayatin
kaybetmistir. Benzer rakamlarin Avrupa iginde gegerli oldugu gorulmis, yalmz farkh
olarak yaklasik 200 kisi kaybedilmistir. Afrika’da asagi Sahra’da ve benzer sekilde
guney Asya sehirlerinde RV enfeksiyonu yuksek mortalite ile iliskilidir. RV’lerin ¢ok
bulasict olmasinin sebepleri arasinda; az sayida (10 kadar) virus partikultnun
savunmasiz bireyde enfeksiyon olusturmak igin yeterli olmasi, rotavirus partiktllerinin

enfeksiyonun akut fazi esnasinda digki yoluyla (10*%/ml den fazla) yiiksek miktarlarda
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atilmas: ve viral partikillerin gevre kosullarina (sicaklik, pH) cok direngli olmasi
sayilabilir 2.

Temelde RV hastaligindan sorumlu olan grup A rotavirus enfeksiyonlari fomit
ve kontamine nesnelerle kisiden kisiye temas da dahil olmak (izere fekal-oral yolla
bulasir. Kontamine su veya gidalarin tiketilmesi yoluyla bulas bildirilsede nadiren
ortaya cikar. Idrar orneklerinde ve ist solunum yollarinda RVA tespit edilmesine
ragmen bu vucut sivilari genellikle RVA yayilimu ile iligkili degildir. Kreslere gidilmesi
semptomatik RV enfeksiyonu olusumunda risk faktoridir. Yash insanlar arasinda
(huzur evleri, geriartrik bolumler) kucuk ¢apta RV epidemileri gézlemlenmistir. Cin’de
gozlemlenmis olan AGE salginina B tipi RV’ler sebep olmustur, ayrica spordik B tipi
RV enfeksiyonlar1 Hindistan’da ve Banglades’te gorulmustir. RVC enfeksiyonlar
asemptomatiktir ve klinik olarak hafif seyreder, ancak yetiskinlerde diareye sebep
olabilir. RVD, RVF ve RVG enfeksiyonlar: baslica kuslarda gorulir. RVH enfeksiyonu
domuzlarda ve insanlarda tespit edilmistir. RV’lerin antijenik cesitlilikleri ve buyik bir
genomu olmasina ragmen gectigimiz 30 yil icinde kiresel capta az sayida rotavirus tipi
insanlar arasinda yayilmistir; G1P1A[8], G2P1B8[4], G4P1A[8] ve son zamanlarda
daha fazla GO9P1A[8], G12P1[8] siklikla izole edilmistir. Avustralya, Avrupa ve Kuzey
Amerika’daki tuim RV enfeksiyonlarinin %80-90’nindan bu tipler sorumludur. Aksine
Afrika, Asya ve Giney Amerika’da G5, G6 ve G8 gibi diger genotipler yaygindir. RT-
PCR ile RV genotiplerinin belirlenmesi RV’ler ile ilgili kapsamli molekiler
epidemiyolojik calismalara olanak saglamistir. Genotipleme insan, memeli ve
kuslardaki RV’lerin evriminin ve epidemiyolojik yollarinin degerlendirilmesinde buyik
bir 6neme sahiptir. RV’lerin evrimi cDNA sekanslama ile desteklenen tiim genomu
kapsayan RT-PCR genotipleme sayesinde aydinlatilmigtir 1112,

Temelde RVA iki ana mekanizma yoluyla farklilasir ve gelisir. Birincisi genetik
soylar1 ortaya gikaracak ve onceden var olan antikorlardan kacabilecek mutantlarin
ortaya cikmasina sebep olacak olan nokta mutasyonlarinin birikimidir. Ikinci
mekanizma “shift” olup tek bir hicrenin iki veya daha fazla farkli RVA tipi ile
enfeksiyonu sirasinda genetik  reassortment tarafindan  genetik  materyalin
degistirilmesidir. Hayvan ve insan RVA arasinda reassortment meydana gelebilir, bu da
her iki RVA'min genomik segmentlerini tasiyan kimerik viruslar meydana getirir.

RVA'nin tlrler aras1 bariyeri astigi sOylenir, ancak bunu yaparken virus yeni konagi
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etkili bir sekilde enfekte edemez ve yayilamaz. Bununla birlikte insan rotavirus
segmentleri kazanildig: zaman bu kimerik viruslarin insan populasyonu arasinda verimli
bir sekilde yayilma sansi artacaktir. Dolayisiyla hayvan ve insan RVA arasindaki
zoonotik yayilim ve gen segment reassortment't insanlara bulasan suslarin cesitliliginin
artmasina katkida bulunmaktadir. RVA reassortment olusumu igin 6nemli bir faktor
yuksek enfeksiyon sikhigidir. Gelismekte olan lkelerde ko-infeksiyon orani (yaklasik
%20) gelismis Ulkelere oranla (yaklasik %5) daha yuksektir. Bu durum atipik suslarin
saptanma sikhiginin gelismekte olan Ulkelerde neden daha yiksek oldugunu da
aciklayabilir. Dinyada yaygin olmayan G veya P tiplerinin epidemiyolojik olarak
onemli olabilecekleri konusundaki veriler artmaktadir. Buna karsilik hangi suslarin
kiresel olarak yayilabilecegini tahmin etmek oldukca zordur. GOP[8] susu bu tur
yayilimin yeni bir 6rnegidir, ¢cunki ilk tespit edildiginde nadir gorilirken bugin dinya
uzerinde sirkile olan suslar arasinda dominant bir konumdadir. Yakin ge¢miste bazi
raporlar G12 genotipinin tespitinde artis oldugunu goéstermistir, bu da muhtemelen
global olarak baskin hale gelecek siradaki susun G12 genotipi olacagini
dusundirmektedir. Filogenetik kanitlar bu iki susun - G9 ve G12 - muhtemelen domuz
kokenli oldugunu ve gen reassortment'ina dayali olarak insanlara bulasmaya basladigini
gostermektedir 2.

2.17. Rotavirusun ktresel stirveyansi

Biitun dinyada rotavirus asisinin kullanimi artmaya devam etmekte olup kuresel
rotavirus siirveyans calismalarida sturmektedir. Rotavirus siirveyansinin faydas: farkl
bolgelerdeki serotip dagiliminin izlenmesi ve yeni ortaya ¢ikan rotavirus suslarinin
tahmin edilebilmesidir. Rotavirus siirveyans programlarinin bir diger roli asilamanin
rotavirus enfeksiyon olusumu ve 6lumun azaltilmasi tizerindeki etkisini degerlendirmek,
ayrica rotavirus disindaki diare etkenlerini belirlemektir. Diinya Saglik Orgitii (DSO)
2008 yilindan itibaren akut diaresi olan ¢ocuklarda rotavirus enfeksiyonunun klinik
ozellikleri ve laboratuvar test verileri hakkinda bilgi toplanmaktadir. DSO 2013 yilinda
sirveyans aginin performansini degerlendirmis ve agi kullanan tiim DSO uyelerinin
diger asiyla Onlenebilir hastaliklar igin siirveyans olusturmak amaciyla sistemden
faydalanmasini tavsiye etmistir. Bu protokol ilk olarak Asya'da uygulanmis ve daha

sonra Latin Amerika, Akdeniz bolgesi, Avrupa ve Afrika da dahil olmak tzere bir¢cok
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ulke ve bolgeye genisletilmistir. Bu global sistemler tarafindan 2011 ve 2012 yillar
arasinda 37 ulkeden gelen veriler toplanmistir. Cesitli bolgesel siirveyans sistemlerinden
toplanan verilerin guvenilirligi arttirilarak ve gecerliligi saglanarak standart hale
getirilmistir. Ayrica bu modelin uygulanmasiyla rotavirus slrveyans sisteminin
strdurdlebilirligi  gelistirilmistir.  Rotavirus surveyansinin  bir  pargas: olarak
sirklilasyondaki rotavirus suslarina iligskin toplanan bilgiler as1 gelistirme, yeni viral
suslarin belirlenmesi ve as1 etkinliginin degerlendirilmesi icin degerli bir kaynaktir. Ek
olarak bu veriler asilama programinin uygulanmasindan sonra sirktilasyondaki rotavirus
suslarimin izlenmesi icin faydal olacaktir. Onceki cahismalar kiresel capta
sirkilasyonda olan en yaygin rotavirus VP7 serotiplerinin G1, G2, G3, G4 ve G9
oldugunu gostermektedir, en yaygin VP4 genotipleri ise (%70-90) P[8], P[4], P[6] dur.
Yine sirkilasyonda olan en yaygin G/P kombinasyonlari G1P[8], G2P[4], G3P[8],
G4P[8] ve G9P[8]’dir. Daha onceki calismalarin aksine Tayvan'da tanimlanan en
yaygin VP7 serotipleri G1 (%40) ve ardindan G3 (%27), G9 (%18) ve G2 (%8) dir. En
yuksek rotavirus cesitliligi Afrika ve Asya bolgelerinde bulunmaktadir. Bu yiksek
cesitliligin olas1 sebepleri arasinda coklu rotavirus suslart ile olusan miks
enfeksiyonlarin yayginlig: ve aktif virus yayiliminin oldugu evcil hayvanlarin yakininda
ikamet etmek yer almaktadir. Cografyanin farkliliklarina ek olarak dominant sirkle
olan suslarin genotipleri mevsime gore de farklilhik gosterebilir. Yeni G9 ve G12
rotavirus suslari son birka¢ yilda olusmus ve yayilmistir. Ayni dénem igerisinde
rotavirusun  farkli  serotiplerinin  ayn1t  bolgede sirkilasyonu — mimkundr.
Sirkilasyondaki rotavirus suslarinin kalici olarak izlenmesi rotavirus hastaliginin
molekiler 6zelliklerini ve rotavirus asisinin etkinligini belirlemek icin halen kritik bir

oneme sahiptir ‘4119,

2.18. Rotavirusun turler arasi yayihm ve zoonotik potansiyeli

Memeli tirleri arasinda RVA vyayillim kapasitesi 1980'lerde gosterilmistir.
Castrucci ve arkadaglari buzagilarin sigir RVA ile enfekte olmus tavsanlardan bulas ile
RVA enfeksiyonuna duyarli olduklarini géstermistir. Buzagilarin simian, domuz veya
leporid orijinli RVA enfeksiyonuna esit derecede duyarl oldugu belirlenmistir. Sigir
RVA atilimi kopekler ve kedilerde tespit edilmis ve memelilerden kuslara RVA

yayilimi belgelenmistir. Molekiler biyolojinin ortaya ¢ikisi diinyanin farkli bolgelerinde

45



insanlara bulasan hayvan RVA suslarinin identifiye edilmesine olanak saglamistir.
G3P[3] (R0o1845 ve HCR 3A) genotipine ait insan RVA suslarinin tam genoma ait dizi
analizi bu susun kopek (CU-1; K9 ve A79-10) ve kedi RVA's1 (Cat 97) ile yakindan
iliskili oldugunu ortaya koymustur. At RVA'nin insan ve domuz RVA ile ¢ok yakin
genetik iliski igerisinde oldugu bilinmektedir. G3 (kedilerde, kdpeklerde, domuzlarda ve
atlarda yaygin), G5 (domuzlarda ve atlarda yaygin), G6, G8, G10 (sigirlarda yaygin) ve
G9 (domuzlarda ve koyunda yaygin) RVA suslart dinyanin farkli bélgelerinde insan
populasyonlarinda tanimlanmistir. Domuz G4, G5, G6 ve G8 genotiplerinin insanlar,
buzagilar ve develer arasinda sirkiilasyonda oldugu bulunmustur. Bu veriler domuzlarin,
insanlar ve diger hayvanlar igin ortaya ¢ikan RVA suslarin kaynag: ve rezervuari
olabilecegini dusundirmektedir. Elde edilen bilgiler g6z 6nunde bulundurularak RVA
potansiyel zoonotik patojenler olarak distndlmelidir. Ana zoonotik transmisyon araci
insanlar ve hayvanlar arasindaki yakin temastir. Bu tir bulas enfekte hayvanlarin
digkilartyla su depolari veya gidalarin kontaminasyonu ile gergeklesir. Bununla birlikte
RVA zoonozlar tzerine yapilan calismalar 6nemli olgiide kisithdir. Insan ve hayvan
vakalar1 arasinda epidemiyolojik iliski bulunmamaktadir. Bu sebeple belirli bir RVA
susunun zoonotik yoénunun calisiimas: sadece filogenetik kanitlara ve belirli bir
konakdaki spesifik bir genotipin insidans: ile ilgili mevcut verilere dayanilarak teyit

edilir 19,

2.19. RV asilan

Rotavirus asisiniin  baslangictan itibaren gelistirilmesindeki hedef, global
mortalitenin ve gelismis (Ulkelerdeki yiiksek morbiditenin 6nlenmesidir. Hayvan
modelleri UGzerine yapilan arastirmalar ile RV hastaligina karsi korunmanin, RV'ye
spesifik immin yanit Grunlerinin (antikorlar, T hicreleri) pasif olarak aktarilmas: veya
asilama yoluyla gerceklestirilebilecegi belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Primer RV
enfeksiyonu ¢ogunlukla hayatin ilk yillarinda ortaya c¢ikar ve genellikle semptomatiktir.
RV ile reinfeksiyonlar 2-3 yaslarinda siktir, ancak nadiren AGE eslik eder (enfeksiyon
orijinal enfeksiyonunkinden farkli olan G/P genotipli RV’ler tarafindan meydana
geldiginde dahi). Tekrarlanan dogal enfeksiyonlardan sonra elde edilen koruma,
serumda ve daha da Onemlisi bagirsakta RV IgA antikorlarimin varligi ile

iliskilendirilmistir. Bu sebeple insanlarda RV enfeksiyonu siklikla as1 ile dnlenebilir
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olarak kabul edilir. Hucre kulttrinde Uretilen canli atenue bir rotavirusu oral as1 igin
kullanmak geleneksel bir yontemdir. Oral bir asinin bagirsaktaki vahsi tip rotavirus
enfeksiyonunun sebep oldugu dogal bagisikligi en iyi sekilde taklit ettigi
dustnilmektedir. Ciddi hastaliklardan korunma ile sonuglanan tekrarlayan dogal
enfeksiyonlarin taklitine uygun goziktigl icin baslangicta canli atenie asilar
gelistirilmistir.  Insan  rotaviruslar:  birka¢ yildan sonra doku  kiltirinde
uretilemediginden olas1 as1 adaylar olarak heterolog hayvan rotaviruslar: arastirilmastur.
Finlandiya'da canli-atentie sigir RV asis1 (RIT 4237 susu) ile ilgili baslangigtaki umut
verici sonuglar, gelismekte olan Ulkelerdeki uygulamalarda elde edilemedi ve bu as1
adayr Uzerine yapilan calisma durduruldu. Bir baska sigir RV olan WC3 susu ve bir
simian RV olan RRV susularinin monovalan formlar: benzer sekilde etkisiz bulunmus

veya degisken etkinlik gostermistir 409,

2.19.1. ilk as1: Sigir rotavirus agisi

Sigir rotavirusu NCDV (Nebraska Buzagi Ishal Virusu) 1971'de izole
edildimistir. Hicre kiltirine adapte edilmis ve 154'ncl pasaj seviyesinde median doku
kilturti enfektif dozu en az 10° (doz/mL) gibi yuksek bir titrede kiiltiirti yapilabilmistir.
Pasajdan sonra NCDV sus ismi RIT4237 olarak degistirilmistir. Insan rotaviruslarina
kars1 capraz koruma saglandigi gnotobiyotik domuzlarda yapilan calismalarda
gosterildikten sonra insan denemeleri baslatilmistir. Finlandiya'da 1982'den 1986'ya
kadar yetiskinlerde faz | calismalarindan baslayarak bebeklerde etkinlik denemelerine,
hizla ilerleyen birgok insan deneyleri gergeklestirilmistir. Analiz edildiginde RIT4237
asisinin tek oral dozunun kis mevsimindeki rotavirus sezondan kisa bir sire 6nce
verilmesinin etkin bir sekilde (%90) ciddi rotavirus gastroenteritini onledigi bununla
birlikte daha hafif vakalarin meydana geldigi ve toplam etkinliginin yaklasik %50'den
fazla oldugu sonucuna varilmstir. Asinin etkinlik 6lgituntn son noktasinin herhangi bir
RVGE'den (rotavirus gastroenteriti) ziyade ciddi gastroenterit olmasi gerektigi fikri
kademeli olarak kabul edilmistir, ancak ciddi RVGE'ye kars1 etkinlik su anda rotavirus
ast etkinliginin baslica gostergesidir. Bununla birlikte “ciddi” RVGE tanimi agik
degildir.  Finlandiya'daki  rotavirus asist  ¢alismalarinda RVGE  siddetini
degerlendirebilmek igin 1-20 puanlik bir sayisal skor gelistirilmistir. “Vesikari skoru”

olarak adlandirilan bu puanlama sistemi ¢ogunlukla klinik arastirmalarda rotavirus
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asisinin etkililigini 6lgmek icin uygulanmistir. Siddetli ile daha az siddetli veya hafif
arasinda kesin bir ayrim olmasa da siddetli RVGE'yi belirtmek igin siklikla 11/20 skoru
kullanilmigtir. Finlandiya'da sigir rotavirus asist RIT4237'nin baslangi¢ ¢alismalarinda
bircok farkli temel gozlem yapilmistir. Mide asiditesine kars: tamponlama gereksinimi,
anne siti veya beslenmeden kaynaklanan supresyonun eksikligi bunlar arasindadir.
Oral poliovirus asistmin kullamldigr italya ve Yugoslavya'daki calismalar poliovirus

asis1 ve oral rotavirus asis: arasinda olumsuz etkilesim oldugunu gostermistir 17 118).

2.19.2. Rhesus-human reassortant rotavirus asisi

RRV tabanli kuadrivalan insan reassortant asisi bir kag buyuk caph faz Il
calismasinda etkili olmustur. Bu sonucglara dayanilarak asi lisans almis ve 1998'de
RotaShield® (Wyeth Lederle Asilari) adi altinda Gretilmistir. ABD'de 1998-1999
arasinda 1 milyondan fazla cocuga evrensel asilama program: (universal mass
vaccination; UMV) uygulanmistir. Rhesus rotavirus (RRV) alternatif heterolog
rotavirus as1 aday: (blytikbas hayvan)olarak ortaya ¢ikarilmistir. RRV'nin avantaji insan
bagirsaginda etkili bir sekilde ¢ogalmas: ve gucli bir bagisiklik yaniti olusturmasidir.
Buna karsilik dezavantaj olarak sigir rotavirusu ki insanlara kars: zararsizdir ancak ¢gok
daha fazla reaktojeniktir; RRV yiiksek oranda febril reaksiyonlara sebep olur ve bu olay
as1 uygulandiktan 3-5 gun sonra viral ¢cogalmanin tepe noktas: ile gakisir. Rhesus
rotavirus tek basina Finlandiya veya ABD'de o6nemli bir koruyucu etkinlik
gostermemistir 2.

Ardindan RRV, G tiplerinden G1, G2 ve G4'U temsil eden insan rotavirus VP7
proteinleriyle birlestirilmistir. Zayiflatilmis RRV (G3P7[5]) susunu ve RRV susunun
diger 10 RNA segmentini genetik olarak arka planda birakip, insan G1, G2 ve G4
genotiplerinin VVP7 kodlayan genlerini bulunduran mono-reassortant'lari iceren bir
karisimindan olusan kuadrivalan asi gelistirilmistir.  RRV'nin 3 G-tipi ile (rhesus
olmasina ragmen) olusturulan kombinasyon "tetravalan (TV)" veya RRV-TV asisi
olarak adlandirilir. Ug dozda verilen RRV-TV daha sonra Wyeth, Pearl River, NY,
ABD'de RotaShield olarak lisans almistir ve ABD'de, Finlandiya'da ve ayrica
Venezuela'da siddetli RVGE'ne karst oldukca etkili oldugu saptanmistir. ABD'de
1998'de yapilan ¢alismalar RotaShield'in lisans almasina olanak tanimistir. RRV-TV'nin

etkinligi RRV ile karsilagtirildiginda genellikle insan G-tlriine 0zgl immunite ile
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iliskilidir. Buna karsilik bu agiklama ¢ogunlukla dogru gériinmemektedir, ¢linki t¢ doz
RRV-TV'den sonra genel immin yanit oran1 %100'e yakinken, G-tiplerinin her birine
kars1 notralize edici antikor yaniti genellikle distktir. RRV-TV ile ilgili daha makul bir
aciklama, monotipik RRV'nin aksine RRV-TV her bir doz aliminda farkl: G tiplerine
kars1 bir sans elde eldilmesini ve sonug olarak genel bagisikliga katkida bulunulmasin:
saglar. Rotavirus serum IgA tarafindan enzim immunoassay kullanilarak VP6 grup
antijenine kars1 olusan antikorlar ile olctldugunde ylksek duzeyde rotavirus IgA ile
koruyucu etkinlik arasinda anlamli bir korelasyon bulunmaktadir (119)

RotaShield lisansdan sonra bir yildan kisa bir stre iginde 1999 yilinda bagirsagin
bir béliminln takip eden bagirsak segmenti igine girmesi olan intussusepsiyon ile
baglantist sebebiyle geri cekilmistir. Sonraki arastirmalarda asinin intestinal
intussepsiyon sebebiyet riskinin yaklasik 1:2500 oldugu tahmin edilmistir. Bagirsakta
astya bagh intussepsiyon riskinin biyukligl Gzerine 6nemli bir tartisma baslamistir.
Intussusepsiyon lisans galismalar: éncesinde gozlemlenmistir, ancak bu gozlem ABD'de
yaklasik olarak bir milyon as1 uygulanmasina ve bunlarin icerisinde 100 olgu goriilene
kadar tam anlamiyla iliskilendirilememistir. Tipik olarak intussusepsiyon vakalarinin
cogu l.doz'dan 3-7 giin sonra ortaya ¢ikmakta olup, virusun ¢ogalmasinin ve febril
reaksiyonlarin pik yaptigi zaman ile cakismaktatir. Intussusepsiyon vakalarinn
cogunlugu ABD'de baglatilan "tarama" programinin bir pargas: olarak RRV-TV’nin ilk
dozu 3-9 ayhk bebeklere uygulandiginda ortaya cikmistir. Bu yas araliginda dogal
olarak meydana gelen intussusepsiyon indidansinin pik noktas: ile benzer oldugu tespit
edilmistir. Nitekim 3 aydan kiicik bebeklerde RotaShield'den sonra meydana gelen
intussusepsiyon riski disuk bulunmustur. Rhesus rotavirus-TV'nin ikinci bir sansi
olabilir. Intussepsiyonun bir risk faktorii olarak degerlendirilmesinde yasin Gnem
kazanmas: ile as1 kisa bir siire 6nce Gana'da 1-29 glini ve 30-59 gunu takiben iki doz
uygulanarak test edilmistir. Boyle bir programin ardindan elde edilen ilk veriler asinin

Afrika'da hem giivenli hem de etkili olabilecegini géstermektedir 18129,

2.19.3. insan rotavirus G1P[8] asis1
Insan rotavirusu G1P[8] asis1 Cincinnati'de hiicre kiltiiriinde Uretilen bir klinik
izolattan tiretilmistir. Hicre kultirinde seri pasajlama yoéntemi ile zayiflatiimis insan

RV izolat 89-12'den tiiretilen oral canl ateniie monovalent (G1P1A[8]) as1 adayidr. 11k
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as1 aday: olarak etkili olabilecegi gosterilmistir, ancak yine de biraz reaktojeniktir ve
duslk seviyede atese bazen de diyareye sebep olmustur. Glaxo Smith Kline Biologicals
(Rixensart, Belcika) tarafindan edinilen bilgilerden sonra as1 susu klonlanmis (iki plak
varyant: igerdigi gosterildi), Rixensart'ta 12 den fazla kez pasajlanarak R1X4414 olarak
isimlendirilmis ve 2005 yilinda infantlarin kiiresel 6l¢tide asilanmast igin Rotarix adiyla
ruhsatlandirilmig ve o tarihten bu yana dunyadaki pek ¢ok Ulkede kullaniimaktadir.
Glaxo Smith Kline tarafindan “Rotarix®” olarak dretilir ve RV1 olarak da adlandirilir.
Insan rotavirus G1P[8] susu ile olusturulan bu asinin mantig1 en yaygin insan G tipi ve
P tipi rotaviruslara kars: serotip spesifik bagisiklig1 indiklemektir. As1 2 doz halinde 2.
ve 4. aylarda oral olarak verilir. Asillanmaya 6-12 haftada baslanmas: ve ilk dozun en
ge¢ 15. haftaya kadar vyapilmas: oOnemlidir. Asilanma 24. haftaya kadar
tamamlanmalidir. Glvenlik acgisindan bakildiginda bu insan rotavirus asisinin
intussusepsiyona sebep olabilecegi dustintilmemistir, ¢linkd vahsi tip insan rotavirusu
intussusepsiyon ile iliskili bulunmamistir 2.

Hicre kalturine uyarlanmis R1X4414 susu dogal olarak diare olusturma
potansiyelini kaybetmesi sebebiyle vahsi tip G1 rotaviruse kiyasla daha iyi attenie
edilmistir, ancak insanlar igin yuksek enfektivite ozelligi korunmustur, asinin
intussepsiyon olusturma potansiyelinin gergekte vahsi ture ait olanlardan farkli olup
olmadigi bilinmemektedir. Finlandiya’li 2 aylik bebeklerde yapilan erken faz I-11
calismalarda RIX4414'min ilk dozu %88 oraninda rotavirus IgA antikoru yanitin
induklemis ve ikinci doz serokonversiyonu %096'ya ylkseltmistir. Bu arada titre
geometrik ortalamasi artmamstir. Bu sebeple ikinci doz antikor titresinde yukseltici bir
etki olusturmamistir, ancak etkin bir sekilde basarili olan birinci doz ikinci dozun
alinmasini 6nleyen bir bagisiklik yaniti olusturmustur. Yani 2. Dozun bu etkisi asiya
bagli serotip spesifik anti-G1 antikorlar1 tarafindan engellenmistir. RIX4414'(n
immiinojenik aktivitesi 10°-10° doz araliginda as: titresine baghdir. RIX4414'in Latin
Amerika ve Guney Afrika'daki kullanim oranlart Finlandiya’dan daha disik
bulunmustur, bunun sebebi muhtemelen asilama sirasinda anneden kazanilan yuksek
seviyedeki anti-G1 rotavirus antikorlaridir. Bu bolgelerdeki disuk immdinojeniteyi
gidermek icin Rotarix asisinin son titresi 105.3 PFU/mL'ye ayarlanmistir. RIX4414 as1
virusunun digki ile etkili bir sekilde atilmasi, virusun bagirsaklarda etkin bir bigimde

cogaldigini gostermektedir. 1lk dozdan sonra alicilanin yaklasitk %601 enzim
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immunoassay ile incelendiginde asi1 virusunu digki ile attiklart belirlenmistir, ancak
ikinci dozdan sonra hemen hemen hic atilma gerceklesmemektedir 2.

Virusun digki ile atihmi IgA eksikligi gibi immin yetersizlik durumlarinda
uzayabilir. Ast virusunun bulasmas: olabilir ancak bu nadir bir olaydir. Yuksek doz
alimindan beklendigi gibi Avrupa'daki klinik ¢alismalar Rotarix'in asilamadan sonraki
ilk yilda yiiksek derecede bir koruyucu etkiye sahip oldugunu, ikinci yilda biraz daha az
koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermistir. Asya'daki bir arastirmada da iki yil
boyunca devam eden bir etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Buna karsilik Gliney
Afrika ve Malawi'de oldugu gibi Vietnam ve Banglades'te de as1 etkinligi blytk oranda
asilandiktan sonraki ilk yil ile simrlandirilmistir. iki rotavirus mevsimi boyunca birkag
rotavirus tipi icin yapilan Avrupa etkinlik arastirmasinda bu "monovalent” asinin
serotipe spesifik koruma tzerindeki etkisi tanimlanmastir. Blylk captaki faz 111 klinik
arastirmasinda asi, homolog RV susunun sebep oldugu agir RV enfeksiyonlarina ve
ayrica G3P[8], G4P[8] gibi heterolog suslara kars: oldukca etkili oldugu daha az oranda
da heterolog G2P[4] susuna etki ettigi bulunmustur. Genel olarak ciddi RVGE'ye karsi
Rotarix tarafindan olusan korumanin rotavirus G tipleri arasinda benzer oldugu saptanir
iken en ylksek G1P[8] (%90) ve en disik G2P[4] (%58) olmak lizere RVGE'ne karsi
olusan korumada bir miktar farklilik tespit edilmistir 2.

Yapilan gozlemler homotipik as1 tarafindan uyarilan G1 spesifik bagisikligin
genel korumada yalnizca kiguk bir rol oynadigini dustindurmektedir. Ciddi RVGE'ye
kars1 olusan koruyucu etkinin ¢ogu Rotarix'in G ve P tiplerinden bagimsiz olmakla
birlikte burada hayati 6nemi olan antijen, rotavirusta en bol bulunan ve en immdanojenik
protein olan VP6 olabilir ve RVGE'ye karsi korunmay: saglayan serum IgA
antikorlarini indukliyor olabilir. Bu sebeple monovalan insan rotavirus asist yalnizca
Avrupa'da degil Afrikada da bircok serotipin sebep oldugu ciddi RVGE'nin
onlenmesinde son derece basarili olabilir. G2P[4] susu korunmada bir boslugu
gostermektedir. Bu sus sadece farkli G ve P serotipleri icermekten ziyade sirkiilasyonda
olan diger insan rotaviruslarindan biraz farkli olan VVP6 sub tipine sahiptir. Brezilya'da
ulusal immunizasyon programinda Rotarix'in yaygin sekilde kullaniimasina ragmen

korunmanin eksikligi G2P[4] rotaviruslarin strekli sirkiilasyonda olmast ile iligkilidir
(118)
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2.19.4. Sigir-insan reassortant rotavirus asisi

Sigir-insan reassortant pentavalan asinin (RV5, RotaTeq, Merck, Whitehouse
Station, NJ, ABD) yapisinda sigir rotavirus WC-3 susu kullanilir ve buzag:
rotavirusunun dustk pasaj seviyeli izolatt olup 1980'li yillarda aday as1 olarak
kullaniimistir. Insan rotavirus tip G1 den G4'e VPT7'yi ve insan tip P[8]'de VP4
kodlayan genleri tek tek tasiyan bes mono-reassortant icin RV WC3 susu (G6P7[5])
kullanilarak bir pentavalan oral canli atteniie asi gelistirilmistir (Merck tarafindan
'‘RotaTeq®' olarak wretilmistir, ayrica RV5 olarakda adlandirilir). Reassortment'in
orijinal fikri RRV-TV asis1 gibi ilgili rotavirus tiplerine kars1 koruma saglamak icin G
ve P serotipe spesifik notralize edici antikor yanitini uyarmaktir. Bununla birlikte
pratikte ve RRV-TV asisindan farkl: olarak serotipe spesifik nétralize edici antikor
yaniti disuktur ve bu sebeple asinin koruyucu etkisinin ¢ogundan sorumlu olmayabilir.
Bundan farkli olarak asidaki ¢oklu serotipler tekrarlanan dozlarin alimina ve saglam
capraz koruyucu bagisikhik olusturulmasina izin verebilir; bu muhtemelen VP6 grup
antijenine kars1 olusmus yuiksek seviyedeki serum IgA antikorlarnidir. Bu sebeple
monovalan asiya kiyasla RV5'in esas avantaji i¢ doz olarak basariyla verilmesi ve IgA
antikorlarinin seviyesinin arttirilmas: olasihigi olabilir. Rotateq asist 2, 4 ve 6 ayhk
bebeklere oral olarak uygulanir. Asimin ilk dozunun en ge¢ 15. haftaya kadar
uygulanmas: Onerilir ve asilama 32. haftaya kadar tamamlanmalidir. Farkli asi
kompozisyonlari karsilastirilan RV5'in 6n etkinligi ve doz ayarlama ¢alismalar: sadece
P[8] reassortanti iceren monotipik bir asinin, tetravalan ve pentavalan kompozisyonlara
gore daha dusik etkinliginin oldugunu gostermistir. Bunun sebebi tek tip iceren
reassortant asinin tekrarlanan dozlarin alinmasina izin vermemesi olabilir. Bu as1 da ¢ok
basarili bir faz 111 klinik arastirmas: gecirmistir ve 2006 yilindan itibaren diinya ¢apinda
bircok Ulkede ruhsatlandirilmigtir.  RotaTeq'in etkinligi, agirlikli olarak Avrupa'da
(cogunlukla Finlandiya'’da) ve ABD'de ydritilen Rotavirus Etkinlik ve Gulvenlik
Calismas: (Rotavirus Efficacy and Safety Trial; REST) adli biylk bir arastirmada
gosterilmistir 2.

Primer hedef bireylerin RVGE sebebiyle hastaneye kaldirilmasina veya acil
servis'e basvurulmasina kars: etkili olmasidir. Bu son kombinasyonun asi etkinligi %95
olarak bulunmus ve Finlandiya'da uzun stren bir gézlemle bu etkinligin 3.1 yila kadar

devam ettigi tespit edilmisdir. Daha yakindan izlenen bir alt grupta ciddi RVGE karsi
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%100 ve takipteki ilk yilda tum RVGE'ye kars1 %72 oraninda etkinlik tespit edilmistir;
Ikinci yilda ciddi RVGE'ye kars: etkinlik %94 oraninda devam ederken tiim RVGE'ye
kars1 olan etkinlik %58'e dusmdustlr. RotaTeq asisi1 arastirilan herhangi bir serotip ile
iliskili ciddi RVGE'ye karsi korumaktadir. Hastaneye yatislara ve acil servis
basvurularina karst kullanilan en son kombinasyonun asi etkinligi G1l'e karst (en
yuksek) %95, G2P[4]'e karst %82 (en duslik) arasinda oldugu tespit edilmisdir.
GIP[8]'e kars1 as1 etkinliginin yiksek (%94) olmasi dikkat cekmektedir, c¢linkd bu
serotip asiya dahil degildir. Afrika'da RotaTeq'in etkinligi degiskendir. Ciddi RVGE'ye
kars1 etkinlik 1 yillik g6zlem sonucunda Kenya'da %83, Gana'da %64 oraninda
bulunurken, Mali'de ise herhangi bir etkinlik bulunmamaktadir. ikinci yilda her yerde
ast etkinliginin distlgl tespit edilmistir. Vietnam'da 1 yilhik takip sonrasinda ciddi

RVGE'ye karsi as1 etkinligi %73; Banglades'te sadece %43 olarak bulunmustur (124)

2.19.5. Rotavirus asisinin uygulanmasi

Lisans sonrasindaki ilk 6 yil icerisinde rotavirusa karsi evrensel asilama istikrarl
bir sekilde ilerlemesine karsin 6nemli o6lglide bolgesel farkliliklar gostermektedir.
Asilama sonrasi ¢calismalarda iki asinin da (rotarix ve rotateq) gelismis Ulkelerde %70
ile >%90'hik koruma oranlari ile oldukca etkili oldugu, RV'ye bagli AGE vakalarinin
gortilme sikhigini, hospitalizasyonu 6nemli o6lglide azalttigit ve bazi durumlarda da
mortaliteyi distirdiigi tespit edilmistir. iki as1 arasinda etkinlik agisindan ciddi bir fark
yoktur. Sasirtici bir sekilde faydali sayilabilecek bir yan etki olarak asilanmamis
cocuklarda "surti bagisikligi” (“herd immunity”) gézlemlenmistir. Her iki as1 igin asi
kaynakli mevcut intussepsiyon riski yaklasik 1:50.000 veya daha disuktir ki bu risk
asilarin faydalar: ile tolere edilmektedir. Rotarix asis1 Latin Amerika'daki 18 tlkenin ve
bolgenin yan1 sira Glney Afrika, Avustralya, Belcika, Liksemburg, Avusturya,
Finlandiya ve Almanya gibi bir ¢ok tlkenin ulusal immunizasyon programlarina dahil
edilmistir. Latin Amerika'da Brezilya ve Meksika'da etkisi olduk¢a yiiksektir. Mart
2006'da evrensel rotavirus asilamasi yapan ilk tlke Brezilya olmustur. Tahmini alan
etkinligi %85-90 ve kapsama alanm1 %78 olarak tespit edilmisdir ve Rotavirus
gastroenteriti ile iligskilendirilen o6lumlerin yillik sayis1 850'den 210'a dusmdastir.
Meksika'da benzer oranda bir etkinlik tepit edilmistir ve gastroenteritten kaynaklanan

6lumler de dahil olmak (zere tim sebeplere bagh 6limler %41 oraninda azalmistir.
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Oltimlerin 6nlenmesinin dogrudan kaniti, diareye bagh mortalitenin halen yiiksek
oldugu bolgelerde rotavirus asisinin desteklenmesi agisindan son derece 6nemlidir.
Avrupa'da yiksek etkinlik Avusturya ve Belcika'da belgelendirilmistir. RotaTeq 2006
yilinda ABD'de evrensel asilama programina dahil edilmistir ve RVGE'ye bagh
hastaneye yatiglarda carpict bir dists gozlemlenmistir. ABD'de dolayl bir as1 etkisi
olarak bebeklerin evrensel olarak asilanmasindan bu yana bulylk ¢ocuklarda ve hatta
eriskinlerde RV sebebiyle hastaneye yatislarin azaldigi gozlemlenmistir. Finlandiya
2009'da RotaTeq'in 6zel kullanim: ile evrensel bir bagisiklama programi uygulamistir
ve ilk sonuglar tam (¢ dozluk asilamanin RVGE i¢in hastaneye kaldirilmaya kars1 %100
etkili oldugunu gostermektedir. Afrika'da genel olarak rotavirus asilarinin daha dusuk
etkinligine ragmen, Rotarix, RotaTeq veya diger asilar ile birlikte olan evrensel
rotavirus asis1 buyuk bir potansiyele sahip olacaktir, ¢inkd dislk etkinlikte bile

6nlenebilir 61um sayis1 dnemlidir 22,

2.19.6. Rotavirus asisimin sorunlar

Gelismis Ulkelerde RV asilamasinin yuksek etkinliginin aksine, Meksika,
Nikaragua, Malavi, Gliney Afrika, Kenya, Mali, Banglades ve Vietnam gibi bazi orta ve
dustik gelirli Ulkelerde as1 etkinligi ginimizde tam olarak anlasilamamis olan
sebeplerden dolay:r oldukga (%20-30) distk oldugu tespit edilmistir. Gnotobiyotik
domuz yavrularinda deneysel olarak arastirildig:r gibi vitamin A eksikligi bir faktor
olabilir. Dusuk gelirli tlkelerde RV ile iligkili AGE'den 6lim orani arttigindan beri
DSO, distik gelirli tilkelerde nispeten daha diisiik as1 etkinligini kabul etmekte ve 2009
yilindan beri tiim tilkelerde RV asilamasinin yapilmasini tesvik etmektedir 2.

Rotarix Mart 2010'da domuz circovirus 1 (porcine circovirus type 1; PCV-1)
DNA'sinin asida bulundugunun tespit edilmesi ile bir gerileme yasadi. Sonu¢ olarak
ABD Gida ve Ilag Idaresi gecici olarak ABD'de Rotarix kullanimina kars: tavsiyelerde
bulundu ve bu onerileri bazi Avrupa tlkelerinde dikkate aldi. Bu arada Avrupa Ilag
Ajanst ve DSO Rotarix'in kullanimini tavsiye etmeye devam etti. PCV-1'in insanlara
bulasinin bilinmemesine ve hastaliga sebep olmamasina ragmen asidaki varhig
kesinlikle istenmemektedir. Ana dretici virusda PCV-1 enfeksiyonu kesfedilmesi ile
Rotarix'in Gretim stirecindeki tum basamaklari gozden gegirmesi gerekti, ancak PCV-1-
free as1 yakin bir tarihte hazir olacaktir. RotaTeq'te 2010 yilinda PCV-1 ve PCV-2 DNA
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parcalar1 da kesfedildi, ancak bu kontaminasyon uretim surecinde kullanilan tripsin
serilerine kadar izlendi ve yok edildi. Monovalan RV1 asisi heterotipik G2P[4] RV’lere
karsi oldukca etkili olmasina ragmen, G2P[4] ile iliskili AGE orani asilanmig
cocuklarda, asilanmamis hastaneye yatirilan ¢ocuklara gore daha yiksek bulunmustur.
Belirli RV genotiplerinin prevalansinda, as1 kaynakli 6nemli bir degisiklik
bulunamamistir. Bu sorun hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in RV suslarinin ve
genotip prevalansinin asilama sonrasi gézlemleri devam etmektedir. Her iki RV asis1 da
canlt attenue virus igerdiginden, dogal dolasim esnasinda ortaya ¢ikan RV asisi suslar
ile as1 ve wt suslar1 arasinda RV as1 susu reassortantlarinin kesfedilmesi sasirtic
degildir. Hem Rotarix hem de RotaTeq i¢in 1.doz'dan sonraki 7 gun iginde asiyla iliskili
intussusepsiyon oraninin 1:51000 ile 1:68000 arasinda dustk oldugu bildirilmistir. Bu
RotaShield'in asiyla iliskili riskinden ¢ok daha azdir, ancak yakalama program: olarak
adlandirilan izleme Rota-Shield'in kullanimi sonrasinda gogu intussepsiyon vakasinin
90 glinden daha buyik bebeklerde meydana geldigini dikkate almamaktadir. Rotarix ve
RotaTeq'in onlisans calismalarinda bu yas araliginda calismaktan Onemli 6lgtde
kacinilmistir. Ayrica ABD'de asilama sonrasi stirveyansinda RotaTeq icin intussepsiyon
riski tespit edilmedigi ve ABD'de rotavirus asisinin ilk dozu igin yas sinirinin (%75
RotaTeq, %25 Rotarix) iyi bir sekilde uygulandigi dikkat cekicidir. Avrupa'da
Rotarix'in uygulanmas: icin olusturulan oOneride, 6 ila 24 hafta arasinda 4 hafta
araliklarla iki doz verilmesi uygun bulunmustur. Bu teorik olarak lisans 0Oncesi
calismalardan daha sonraki 20 haftalik infantlara ilk dozun verilmesini saglar.
Meksika'daki vakalarin cogunun bundan daha kicuk olan cocuklarda gorilmesine
ragmen Rotarix veya RotaTeq'le iliskili intussepsiyonda yasin roliiniin ne oldugu agik
degildir 2.

2.19.7. Diger asilar

Hindistan'da bir diger canl attenlie RV asis1 insan sigir dogal reassortant 116E
(Hindistan'da asemptomatik enfekte olan yenidoganlardan izole edilen G9P8[11] ) faz
I11 klinik arastirmasinda test edilmistir. Orta ve distk gelirli Glkelerdeki R1 ve R5 RV
asilar1 ile karsilastirilabilecek seviyede ciddi RV hastaligina karst %56'lik bir etkinlik
gosterdigi tespit edilmistir. RV as1 programlarinin yiiksek etkinliginden dolay: artik

AGE'li c¢ocuklarin hastaneye kaldirilmasinin  en  6nemli  sebebi norovirus
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enfeksiyonlaridir. Canli atenue asilarin alternatifleri olarak inaktive virus partikilleri,
virus benzeri partikiller (virus like particles; VLP’ler) baculovirus rekombinant: ile
infekte bocek hicrelerinde ya da mayalarda eksprese edilmektedir. DNA tabanl: asilar
arastirilmaktadir. Ayrica norovirus VLP'leri ile kombinasyon halinde olan Rotavirus
VP6 nanotubllleri yeni RV asilart icin aday olarak gosterilmektedir. Deneysel olarak
lamalarda tretilen VP6'ya 6zgii tek zincirli antikorlarin (sadece 15 kDa MW) in vitro ve

in vivo ortamda ¢apraz koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir (126)

2.19.8. Asillama 0Oncesi ve sonrast donemlerde insanlarda rotavirus

suslarimin dagihm

G ve P tiplerinin kombinasyonu ile belirlenen RVA suslarinin farklilasmasi
uzerine yapilan epidemiyolojik arastirmalar oldukca yaygindir ve genotipler 6zellikle
birka¢ hayvan turi arasinda dagilmistir. RVA genomunun segmentli olmas: sebebiyle
VP7 ve VP4'U kodlayan genler teorik olarak bagimsiz bir sekilde ayrilabilir ve bu
sekilde buyuk bir sus cesitliligi elde edilir. G1P[8], G2P[4], G3P[8] ve G4PI[8]
kombinasyonlar1 diinyada insanlar arasinda en yaygin oldugu kabul edilen suslardir.
Bununla birlikte son 10 yilda G9 suslar1 genellikle P[8] ile iliskili olarak siklikla tespit
edilmistir. Dolayisiyla G9P[8] su anda insanlardaki en yaygin genotipler arasinda
besinci sirada yer almaktadir. Son zamanlarda ortaya ¢ikan bir genotip ise G12P[8]'dir
ve tum dunyaya yayildigi dustintlmektedir. Gelismis tlkelerde RVA enfeksiyonlarinin
yaklasik %100'Unden G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] ve G9P[8] suslar1 sorumludur.
Gelismekte olan ulkelerde ise bu sik tespit edilen suslarin yanm sira, bir bélgeden
digerine genis varyasyon gosteren daha az siklikla goriilen RVA kombinasyonlar: tespit
edilmistir. DSO tarafindan 2010'da yapilan bir siirveyans programinda yagin olmayan
en dominant suslarin Guneydogu Asya'da G12P[8] ve G12P[6]; Sahra alt1 Afrika'da
G2P[6], G3P[6] ve G1P[6]; Bat1 Pasifik'te G1P[4] ve G2P[8]; ve Amerika'da GIP[4]
oldugu gosterilmistir. Cesitli aragtirmalar da insan populasyonundaki dominant RVA
genotiplerinin zaman igerisinde degistigini bildirilmistir. Belirli dominant bir sus bir
veya iki yil icerisinde yerini baska bir susa birakabilir. Diger bazi suslar 1980'lerde
Brezilya'da G5P[8], Afrika'da G8 susu gibi periyodik olarak veya lokal olarak énemini
koruyabilir. RVA suslarinin mevsimsel degisimi ile ilgili olarak virusun onceki

enfeksiyonlarda kazanilan immun yanittan kagmasi icin bir mekanizma olabilecegine ve
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dolayisiyla insan populasyonunda persistent kalabilecegine inanilmaktadir. Brezilya'da
2007'den itibaren G2P[4]'nin tespitinde bir artis g6zlemlenmistir. Baz1 arastirmacilar bu
prevalansin as1 etkisiyle iliskili olabilecegini ve bir monovalan G1P[8] asisinin
kullaniminin G2P[4] susunun duyarli konak enfeksiyonu icin rekabet ederken diger
suslar Gzerine (P[8] genotipini paylasan) avantaj elde etmesi icin uygun kosullar
olusturabilecegini 6ne siirmektedir. Bununla G1P[8], G3P[8] veya G9P[8] gibi birlikte
diger yaygin suslar Avustralya'daki RVA suslarinin stirveyansinda gozlemlendigi gibi
zaman icerisinde marjinal sekilde sirkiilasyona devam etmektedir. G2P[4]'nlin ortaya
cikis1 2007'de pentavalan as1 olan Rotateq®'i as1 takvimlerine dahil eden Avustralya,
Nikaragua gibi Ulkelerde ve asilanmamis populasyonlarda (Portekiz, Arjantin ve
Paraguay) rapor edilmistir.  RVA genotiplerinin sirkilasyondaki periyodikligi
belgelenmis bir gercektir. G12P[8] genotipinin dinya capinda epidemiyolojik agidan
onemli bir sus olarak ortaya ¢ikmasi bu G12 suslarina karsi heterotipik koruma
olusturmas: agisindan RVA'ya karsi asilarin gelistirilmesi ve izlenmesine iliskin yeni
sorunlara yol acmustir. iki lisansli RVA asisinin (Rotarix® ve RotaTeq®) etkinlik
testleri en yaygin G genotipleri (G1, G2, G3, G4 ve G9) ile gerceklestirilmistir, G12'ye
karsi etkinlik verileri ise oldukga sinirhdir. G12 suslarinda VP4 P[8] proteininin varhig
her iki asinin da ortaya ¢ikan G12P[8] suslarini etkin sekilde Onleyebilecegini
gostermektedir. Bu sebeple bitiin diinyada arastirma laboratuvarlari satilan veya aday
asilara dahil olmayan nadir veya yaygin olmayan G ve P suslarin: tespit etmek amaciyla
bir asinin uygulanmasindan sonra RVA suslarinin sirkilasyonunu izlemektedir. Yeni
RVA suslarinin ortaya ¢ikma ihtimaline ragmen Rotarix® ve RotaTeq® ile asilama

RVA'nin sebep oldugu aku gastroenterit goriilme sikligini 6nemli dlciide azaltmigtir 2
127)
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3. GEREC ve YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Acil Servisine ve Adana

Sehir Hastanesine Ocak-Aralik 2017 tarihleri arasinda akut gastroenterit sebebi ile

bagvuran 5 yas ve altindaki 400 yenidogan ve cocuk hastadan diski 6rnekleri

toplanmugtir. Ayrica her hastanin demografik verileri, hastalik bulgulari, ilag kullanima,

komplikasyonlar: ve tedavi bilgileri hazirlanan anketlere kaydedilmistir. Toplanan diski

ornekleri cahisilmak Gzere -80°C buzdolabina kaldirilmistir. Daha sonra bu diski

orneklerinde rotavirus antijen varlhiginin tespiti icin kullanilan Ridascreen Rotavirus

ELISA (C0901, R-Biopharm AG, Germany) testi Ureticinin Onerdigi test protokoliine

gore yapilmstir.

© o N o g &

3.1. Ridascreen rotavirus (ELISA) test protokoli

Plak ve reaktantlar oda sicakligina (20-25°C) getirildi.

Yikama soliisyonu (Wash) 1:10 oraninda distile su ile dilte edildi.

Onceden -80°C’de saklanan gaita 6rnekleri oda sicakhiginda coziilerek ependorf
tip icerisinde diliisyon buffer (Diluent 1) ile 1:11 oraninda dillie edildi, 2-3 dk
vortekslenir ve ardindan 4000 rpm’de 5 dk santriftj edildi.

Kuyulara 100 pl (+) kontrol, (-) kontrol ve érnekler eklendi.

Kuyulara 100 pl konjugat 1 (Conjugate 1) eklendi ve iyice karistirildi.

Oda sicakhiginda (20-25°C) 60 dk inkibe edildi.

Daha sonra 300 ul wash buffer ile 5 kere yikand.

Kuyulara 100 pl konjugat 2 (Conjugate 2) eklendi.

Oda sicakhiginda (20-25°C) 30 dk inkibe edildi.

. Kuyular 300 pl wash buffer ile 5 kere yikandi.
11.
12.
13.
14,

Ardindan 100 pl substrat (Substrate) eklendi.

Karanlik ortamda 15 dk oda sicakliginda (20-25°C) inkiibe edildi.
Kuyulara 50 ul stop reaktant: (Stop) eklendi.

Fotometrik 6l¢im 450 nm dalga boyunda yapildi.
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3.1.1. Rotavirus ELISA ¢alisma prensibi

Test calisma prensibi sandvig ELISA yontemine dayanmaktadir. Kit icerisinde
hazir olarak gelen strip kuyulart A grubu rotavirus VP6 viral kapsid proteinine karsi
olusan monoklonal antikorlarla kaplanmistir. Ornekler eklendiginde eger varsa pozitif
olanlardaki viral kapsid proteini bu monoklonal antikorlar ile birlesir. Daha sonra
antikor ile konjuge antijen haricindeki her sey Medispec ESW 300 cihaziyla yapilan
yikama islemi ile ortamdan uzaklastirildi. Yikama islemini takiben icerisinde biyotin ile
isaretlenmis monoklonal antikor bulunan konjugat 1 soliisyonu kuyulara eklendi ve
inklibasyona birakildh.

Bu islem sonrasinda tekrardan yikama yapilarak monoklonal antikorlar ile
sandvic gorunimi olusturmus VPG ile konjuge olmus antikorlar disindaki tim materyal
ortamdan uzaklastirildi. Sonraki adimda icerisinde streptavidin ile konjuge poli-
peroksidaz enzimi bulunan konjugat 2 sollisyonu kuyulara eklenerek inkiibasyona
birakildi. Daha Once eklenmis olan monoklonal antikorun biyotini ile streptavidin
arasinda siki bir baglanti olusur ve tekrardan yikama islemi ile artan materyal
kuyulardan uzaklastirildi. Sonraki asamada eklenen substrat (tetrametilbenzidin) ile
enzim reaksiyona girerek pozitif olan kuyularda mavi renk olusmasina sebep olur. Son
olarak eklenen stop solisyonu (sulfiirik asit) reaksiyonu durdurarak pozitif olan
kuyularin rengini sariya cevirir ve ardindan 450 nm dalga boyunda Denley Welscan

cihazi kullanilarak fotometrik 6l¢iim yapild:.

3.1.2. Rotavirus ELISA testinin degerlendirilmesi

Fotometrik 6l¢im yapilan drneklerin degerlendirilmesi yine Uretici tarafindan
olusturulmus protokole gore gerceklestirilmistir. Testin duzgin cahistigint belirlemek
amaciyla negatif kontrol icin OD (optik dansite) 0,2’den kiigtk, pozitif kontrol icinse
0,8’den buyik olmalidir. Yorumlama asamasinda ilk olarak negatif kontroluin OD
degerine 0,15 eklenerek “cut-off” degeri olusturulur. Ornekler icin 6lgiilen OD degeri
“cut-off” degerinin %10 (zerinde ise pozitif, %10’na yakin veya ¢ok az altinda ise

sinirda, %10’undan dusik ise negatif olarak degerlendirildi.
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3.2. Viral RNA ekstraksiyonu
Roche High Pure Viral RNA Kiti (Cat. No. 11 858 882 001, Germany)

kullanilarak ELISA testi pozitif olan diski Orneklerinden viral RNA ekstraksiyonu

yapilmastir.

10.
11.

3.2.1 High Pure Viral RNA kit protokol

Teste baslamadan 6nce kit i¢inde bulunan Poly A 0,4 ml Elution buffer icinde
¢Ozuldi, inhibitor Removal Buffer tizerine 20 ml ve Wash buffer iizerine 40 ml
saf etanol eklendi.

Steril bir falkon tip icerisinde 50 pl Poly A Gzerine 5ml Binding Buffer
eklenerek 12 reaksiyonluk ¢alisma soltisyonu hazirlandi.

Hazirlanan steril ependorf tiiplerine daha dncesinden ELISA icin dillie edilmis
digki 6rneklerinden 200 pl eklendi.

Ornek (izerine 400 pl Poly A-Binding Buffer karisimi eklenidi ve vortekslendi.
Karisim 10 dk oda 1s1sinda bekletildi.

Karisim filtre tupu ve toplama kabi i¢ ice gecmis spin kolonlara aktarilir ve 15
sn 8000g’de santrifj edildi. Toplama kab1 igerisindeki sivi ile atilarak filtre tlipi
yeni toplama kabina yerlestirildi.

Tuplerin Gzerine 500 pl inhibitér removal buffer eklenir ve 1 dk 8000g’de
santrifuj edildi. Toplama kab1 icerisindeki sivi ile atilarak filtre tipl yeni
toplama kabina yerlestirildi.

Tuplerin Uzerine 450 pl wash buffer eklendi ve 1 dk 8000g’de santrifuj edildi.
Toplama kabi, icerisindeki sivi ile atilarak filtre tipu yeni toplama kabina
yerlestirildi.

Taplerin Gzerine 450 pl wash buffer eklendi ve 1 dk 8000g’de santrifiij edildi.
Ardindan 10 sn 13.000g’de tekrar santrifiij edildi ve toplama kabi, igerisindeki
sivi ile atilarak filtre tlipu yeni steril 1.5 mI’lik ependorf tipe yerlestirildi.
Tuplerin Gzerine 50 pl Elution Buffer eklendi ve 1dk 8000g’de santriftj edildi.
Filtre tipleri atildi. Eger hemen cahsilacaksa ependorf tiipleri -20°C’ye hemen

calisiimayacaksa -80°C’ye kaldirild.
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3.3. Rotavirus RT-PCR ve genotipleme

Rotavirus RT-PCR (Reverse-Transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu)
amplifikasyon asamasi MJ Mini Thermal Cycler (Bio-Rad) cihazi kullanilarak yapildi.
Rotavirus RNA virusu oldugu icin RT-PCR igin 6nce cDNA asamasi (RT asamasi)
gerceklestirildi. ilk olarak G genotipi icin rotavirusun VP7 dis kapsid proteinini
kodlayan viral RNA genomunun 9. segmentinde 1062 bp uzunlugundaki bolgeyi hedef
alan Beg9 (forward; F) ve End9 (reverse; R) konsensus primerleri kullanilarak asagida
verilmis olan protokole gore cDNA eldesi gerceklestirildi. P genotipi icin ise viral
genomun 4. segmentinde 876 bp’lik bolgeyi hedef alan Con2 (reverse) ve Con3
(forward) konsensus primerleri kullanildi (Tablo.3) (lturriza-G omara ve ark., 2004)
(128) " Sonrasinda rotavirus G ve P tip icin elde edilen cDNA’lar kullanilarak RT-PCR
amplifikasyon asamasi gerceklestiridi. Rotavirusun G tipi icin RT-PCR sonucu elde
edilen amplikonlar kullanilarak rotavirusun VP7 bolgesine ait tip spesifik primerler (G1,
G2, G3, G4, G8, G9 ve G10; F) ve RVG9Y (R) konsensus primeri ile genotipleme igin
semi-nested multipleks PCR testi yapildi (Gouvea ve ark., 1990) (129 Rotavirusun P tipi
icin ise rotavirusun VP4 bolgesine ait tip spesifik primerler (P[4], P[6], P[8], P[9], P[10]
ve P[11]; R) ve Con3A (F) konsensus primeri ile genotipleme igin semi-nested
multipleks PCR testi gerceklestirildi (Gentsch ve ark., 1992) ®30).

3.3.1. Rotavirus G ve P tip cDNA sentezi

RT-PCR testinin reverse transkripsiyon asamasinda rotavirusun G genotipinin
tespiti icin 25 pmol Beg9 ve 25 pmol End9 primerleri, deiyonize RNase free distile su
ve 5 I RNA ekstrakti ile toplam 12.5 pl RT karisimi hazirlandi. Karisim MJ Mini
Termal Cycler cihazinda 95°C’de 5 dakika ardindan buz tizerinde 5 dakika bekletildi.
Daha sonra PCR tiplerine 4 pl 5 X RT-Buffer (100 mM Tris-HCI [pH 8.8], 200 mM
KCI), ImM dNTP (dNTP Set, Thermo Scientific, USA), 20U RNasin (RiboLock RNase
Inhibitor, Thermo Scientific, USA), 200U RT enzim (RevertAid Reverse Transcriptase,
Thermo Scientific, USA) ilave edilerek toplam 20 pl’lik karisim 42°C’de 60 dakika
tutularak cDNA sentezi gerceklestirildi ve enzim inaktivasyonu igin 70°C’de 10 dakika
bekletildi. Elde edilen cDNA’lar kullamlmak U(zere -20°C buzdolabina kaldirldi.
Rotavirusun P genotipinin tespiti icin ayn: prosedir Con2, Con3 primerleri kullanilarak
gerceklestirildi.
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3.3.2. Rotavirus G ve P tip RT-PCR

cDNA eldesinden sonra amplifikasyon asamasi i¢in PCR miks hazirlandi. Bunun
icin 5 pl 10x Taq buffer (100 mM Tris-HCI [pH 8.8], 500 mM KCI), 200uM dNTP,
1.5mM MgCl,, G tipi icin her bir primerden Beg9 ve End9 25 pmol, 2U Tag DNA
polimeraz enzimi (Taqg DNA Polymerase, Sigma-Aldrich, USA) ve distile su ile toplam
45 pl olacak sekilde PCR miks karisimi hazirlandi. P tipi igin ise ayni protokolde Con2
ve Con3 primerleri kullanildi. RT-PCR icin kullanilan primerler Tablo 3’te
gosterilmistir. Hazirlanan PCR miks karisimlarin Gzerine 5 pul cDNA eklendi. Total
hacmi 50 pl olan bu karisim amplifikasyon igin Termal Cycler cihazina yerlestirildi. G
ve P tip rotavirus RT-PCR icin kullanilan 1s1 dénguleri asagida verilmistir (Tablo 1 ve
2). PCR asamasindan sonra amplifikasyon Grtnleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile
yuritulerek G tipi icin 1062 bp (Sekil 6) ve P tipi icin 876 bp’lik (Sekil 7) bant olusumu

incelendi.

Tablo 1. Rotavirus G tip RT-PCR 1s1 déngisu

Sicakhik Sire Dongl
1. 94°C 3 dakika 1
2. 95°C 1 dakika
52°C 2 dakika 35
72°C 1 dakika
3. 72°C 10 dakika 1

Tablo 2. Rotavirus P tip RT-PCR 1s1 déngisi

Sicaklik Sire Dongu
1. 94°C 3 dakika 1
2. 95°C 1 dakika
50°C 2 dakika 35
72°C 1 dakika
3. 72°C 10 dakika 1
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Tablo 3. Rotavirus G ve P tip RT-PCR icin kullanilan konsensus primerler

Rotavirus G ve P Tip RT-PCR

Primer Baz Dizilimi Uzunlugu
Beg9 (F) | 5-GGG TTT AAAAGA GAGATT TTCCGT CTG G -3

Endd (R)| 5-GGT CAC ATC ATACAATTC TAATCT AAG -3 1062bp
Con2 (R) 5-ATT TCG GAC CAT TTATAACC -3
Con3 (F) 5-TGGCTT CGC CATTTT ATAGACA -3 876 0p

1062 bp

FEO T
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Sekil 6. Rotavirus G tip RT-PCR pozitif
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Sekil 7. Rotavirus P tip RT-PCR pozitif

3.3.3. Rotavirus spesifik G ve P tip genotipleme

RT-PCR asamasinda pozitifligi dogrulanan drneklerden semi-nested multipleks
PCR islemi ile rotavirus spesifik G ve P genotiplemesi yapildi. Rotavirus G genotipleme
asamasinda 5 pl 10X PCR Taq Buffer, 2mM MgCl,, 200uM dNTP, 2 U Tag DNA
Polimeraz, her bir primerden (G1, G2, G3, G4, G8, G9, G10 ve RVG9) 20 pmol ve
distile su ile toplam 48 pl’lik PCR karisimi hazirlandi. Bu hazirlanan karisimlarin
uzerine RT-PCR asamasinda elde edilen amplifikasyon rlnlerinden 2 pl eklendi. Daha
sonra toplam hacmi 50 pl olan bu karisitm Termal Cycler cihazina yerlestirildi.
Rotavirus P tip genotipleme icin ayn1 protokol P[4], P[6], P[8], P[9], P[10], P[11] ve
Con3A primerleri kullanilarak gerceklestirildi. Rotavirus G ve P tip genotipleme
asamasinda ayn 1s1 dongaleri kullanilmistir (Tablo 4). Semi-nested mutipleks PCR
islemi sonrasinda amplifikasyon drinleri  %2’lik agaroz jel elektroforezinde
goruntiilendi. Rotavirus G tip genotiplemede G1 icin 749 bp, G2 icin 652 bp, G3 igin
374 bp, G4 icin 583 bp, G8 i¢in 885 bp, G9 icin 306 bp ve G10 igin 397 bp’de bant
varhig: incelendi (Sekil 8). Rotavirus P tip genotiplemede ise P[4] igin 483 bp, P[6] icin
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267 bp, P[8] icin 345 bp, P[9] icin 391 bp, P[10] icin 583 bp, P[11] icin 312 bp’lik bant

olusumu goruntilendi (Sekil 9).

Tablo 4. Rotavirus G ve P tip genotipleme 1s1 déngusi

Sicaklik Sire Dongu
1. 94°C 3 dakika 1
2. 94°C 1 dakika
42°C 2 dakika 30
72°C 1 dakika
3. 72°C 10 dakika 1

3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18

B — e — — R —

—— —

: N

652 bp G2

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

o -— P . e — — e e e —
T — ——— il P P ey e e e T —

= ™\

749 bp G1

Sekil 8. Rotavirus G tip genotipleme (1. ve 19. kuyular 50 bp’lik marker; 3, 4, 5, 12, 13, 15, ve 18.
kuyular 652 bp ile G2; 20, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 32, 34 ve 35. kuyular 749 bp ile G1
genotipi)
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B S 483 bp P[4]

€~ 345 bp P[8]

=== 267 bp P[6]

Sekil 9. Rotavirus P tip genotipleme (1 ve 9. kuyu 50 bp’lik marker; 2, 6, 7, 10 ve 11. kuyular 483 bp ile
P[4], 3 ve 4. kuyular 345 bp ile P[8]; 12. Kuyu 267 bp ile P[6] genotipi)

3.4. Agaroz jel elektroforezi

Amplifikasyon drtnlerinin incelenmesinde etidyum bromdarli %2’lik agaroz jel
elektroforezi kullanildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve tampon ¢ozelti olarak TBE
(Tris Borat EDTA) buffer hazirlandi. Baslangigta 10X’lik stok TBE soliisyonu
hazirlanip ¢alisma icin gerektikce bu stok soliisyonundan sulandirilarak (1X) kullanildi.
10X’lik TBE hazirlamak igin tartilan 108 gr Tris base (tris(hidroksimetil)aminometan,
Sigma-Aldrich, USA), 55 gr borik asit (Sigma-Aldrich, USA) ve 7.5 gr EDTA
(etilendiamin tetraasetik asit, Sigma-Aldrich, USA) son hacim 1 It olacak sekilde distile

suda ¢Ozuldu. Elektoforez icin ugulunan protokol,

1. Agar hazirlamak ve elektroforez tankinda buffer olarak kullanmak igin 10X’lik
TBE stok soliisyonundan alinan 100 ml, 900 ml distile su ile dilte edildi (1X).

2. Agar hazirlamak amaciyla 1X’lik soltisyondan 100 ml erlene aktarildi, daha sonra
Uzerine hassas terazide (Chyo JL-200) tartilan 2 gr agaroz (A5093, Sigma-
Aldrich, USA) eklendi.
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10.
11.

Agarin erimesi i¢in erlen 30 saniyelik sure ile 3 defa mikrodalga firinda isitildi.
Agarin sicakhigr 60-65°C’ye distinceye kadar bekletildi ve tizerine 5 pl etidyum
bromid (20 mg/ml) eklendi.

Elektroforez tank tablasina uygun bir sekilde taraklar yerlestirilerek agar tabla
icerisine yavasca dokuldd.

Jelin katilasmasi ve oda sicakligina ulasmasi icin 10-15 dakika beklendi.

Jel soguduktan sonra taraklar tabladan yavasga cikarildi. Tabla tank igerisine
kuyular (-) kutba gelecek bicimde yerlestirildi ve tank 1X’lik TBE sollisyonu ile
dolduruldu.

Ependorf tiiplere 2 pl Loading (Thermo Scientific, USA) dye ve 10 pl 6rnek
eklendi, pipetaj yapilarak jel icerisindeki kuyulara dagitildi. Ik kuyuya 6 pl 50
bp’lik DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) yuklendi.

Tankin guc kaynagr ile 100 V’luk akim verildi.

Ornekler RT-PCR igin 45 dakika, genotipleme igin 90 dakika yurittilda.

Slre bitiminde tabla tank icerisinden cikarilarak jel gorintileme sisteminde
(MiniBiS, Bio-Imaging Systems) rotavirus pozitifligi ve genotiplendirme

yonunden incelendi.
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4. BULGULAR

Ocak-Aralik 2017 tarihleri arasinda Cukurova Universite Tip Fakiiltesi
Hastanesine ve Adana Sehir Hastanesine akut gastroenteriti olan 5 yas ve alti 400
cocuktan %54.5°1 (218) erkek, %45.5’i (182) kiz ¢ocuklardan olusmaktadir. Hastalarin
yaslart ortalamasi 20.4 ay (1 ay-60 ay) olup c¢alisma populasyonunun biyik
cogunlugunu (%61.8;247) 0-24 aylik yas grubu olusturmaktadir. Calismaya dahil edilen
cocuklarin yas gruplarina gore dagilimina bakildiginda %35.5’1 (142) 0-12 ay, %26.3’0
(105) 13-24 ay, %11.5°i (46) 25-36 ay, %11’i (44) 37-48 ay, %5.2’si (21) 49-60 ay ve
%10.5’i (42) 61-72 ay yas grubundadir. BOylece hasta populasyonunun %61.8’ini 0-24
ay yas grubu cocuklar olusturmaktadir. Ayrica ¢alisma popuilasyonunun %19.2°si (77) 6
aydan kicuktar.

Digki Orneginde rotavirus antijeni pozitif bulunan 91 hastanin %70.3’U (64)
erkeklerden, %29.6°s1 (27) kizlardan olusmaktadir. Bu cocuklarin yas gruplarina gore
dagilimina bakildiginda %35.5’i (142) 0-12 ay, %26.3’( (105) 13-24 ay, %6.6’s1 (6) 25-
36 ay, %6.6°s1 (6) 37-48 ay, %3.4°0 (3) 49-60 ay ve %6.6°s1 (6) 61-72 ay yas grubuna
dahildir. Cocuklarin yaslar1 ortalamas: 16.8 ay’dir (1 ay-60 ay). Tium pozitif hastalarin
%76.9’unu (70) 0-24 ay yas grubu olusturmustur. Ayrica pozitif populasyonun %13.2’si
(12) 6 aylik ve daha kii¢uk cocuklardir, 0-24 ay yas grubunda yas ilerledikce pozitiflik
orani artmaktadir (sirasiyla %13.2 0-6 ay, %29.7 7-12 ay, %34 13-24 ay) (Tablo 5).

Tablo 5. RV antijen pozitif ve RV antijen negatif 6rneklerin yas gruplarina gére dagilim

Yay Total (400) RV antijen Negatif (309) RV antijen Pozitif (91)
0-6 ay 9%19.2 (77) %21 (65) %13.2 (12)
7-12 ay 9%16.3 (65) %12,4 (38) %29.7 (27)
13-24 ay %26.3 (105) %23.9 (74) %34 (31)
25-36 ay %11.5 (46) 9613 (40) %06.6 (6)
37-48 ay %11 (44) %12,3 (38) %06.6 (6)
49-60 ay 9%65.2 (21) %5,8 (18) %3.3 (3)
61-72 ay %10.5 (42) %11,6 (36) %6.6 (6)
Yas Ort. 20.4 (ay) 28.8 (ay) 16.8 (ay)
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Tum hastalarin %66°s1 (264) cocuk poliklinigine, %34’ (136) acil servisine
basvurmustur. Toplam 84 (%21) ¢ocugun hastaneye yatis1 gerceklestirilmistir. Ortalama
yatis stiresi 4.3 giin (1-17 giin) olarak hesaplanmustir.

Hastalarin %81’inde (324) sulu, %16°sinda (64) mukuslu ve %3’linde (12) kanh
diski gorulmustir. Cocuklarda ortalama gunlik diare sayis1 4.2/2.8 (kez/gin) ve
ortalama gunluk kusma sayist 2.4/2 (kez/gln) olarak hesaplanmigtir. Cocuklarin
%63’inde (252) ise kusma belirtisi gorilmustir. Hastalarin %43.4’tGinde (174) ates,
%12’sinde (48) abdominal agri, %18.2’sinde (73) bulanti, %53’linde (212) halsizlik ve
%47.2’sinde (189) istahsizlik gozlenmistir. Ayrica hastalarin %31’inde (124) hafif,
%17.8’inde (71) orta ve %2.8’inde (11) ciddi dehidratasyon gozlenmis olup %48’inde
(192) ise herhangi bir siddette dehidratasyon gorulmemistir.

Cocuklarin %48.7°si (195) anne situ ile beslenmektedir. Hastalarin yalnizca
%3.2’sinin (13) rotavirus asis1 yaptirdigi tespit edilmistir. Calisma grubunun ¢ok az bir
kismi (%5.7; 23) enfeksiyon yayilma ihtimalini arttiran krese gitmistir. Rehidratasyon
tedavisinin %33.2°si (133) yalnizca oral, %9.5’i (38) yalnizca intraven6z uygulanmis
olup hastalarin %20.2’sinde (81) oral ve intraven0z tedavi birlikte uygulanmastir.
Hastalarin %30’una (120) rehidratasyon tedavisine ek olarak antibiyotik (%16; 64)
(flagyl %4.8 (19), metronidazol %3 (12), suprax %2.8 (11), bactrim %2.5 (10), diger
%2,9 (12)) ve probiyotik (%12.5; 50) (reflor,maflor) gibi destekleyici ilaclar verilmistir.
Hastalarin % 7’sine (28) ise herhangi bir tedavi uygulanmamustir.

Rotavirus antijen pozitif hastalarin %56’s1 (51) polikliniklere, %43.9’u (40) acil
servisine bagvurmus olup %42.8’inin (39) yatis1 gerceklestirilmistir ve ortalama yatis
stresi 5.8 gln (1-17 gun) olarak hesaplanmistir. Rotavirus antijen pozitif grubun
%46’sinda (42) ates, %10’nunda (9) abdominal agr, %33’tnde (30) bulants,
%60.4’0Unde (55) halsizlik ve %50.5’inde (46) istahsizlik gorilmus olup %19.8’inde
(18) herhangi bir bulgu kaydedilmemistir.

Ishalin karakteristik dzelliklerine bakildiginda hastalarin %80’ ninin (73) sulu ve
%20’sinin (18) mukuslu gaitaya sahip oldugu gorilmektedir. Ortalama gunlik diare
sayis1 6.14/2,39 (kez/glin) olup bu degerler kusma bulgusu igin 2.68/1.68 (kez/glin)’dir
ve hastalarin %16.5’inde (15) kusma bulgusu gdzlenmemistir. Bu hastalarin %23’inde
(21) herhangi bir seviyede dehidratasyon gortilmemekle birlikte %30’unda (27) hafif,
%43’Unde (39) orta ve %3’tnde (1) ciddi derecede dehidratasyon varlig: bildirilmistir.
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Rotavirus pozitif gruptaki bebekleri %601 (55) anne situ ile beslenmektedir.

Tedavi olarak 21 hastaya (%23) oral, 40 (%43,3) hastaya intravendz rehidratasyon

tedavisi uygulanmustir. Bu hastalarin 24’tUnde (%26) oral ve intraventz rehidratasyon

birlikte uygulanmis olup ayrica 6 hastaya (%7) probiyotik verilmistir. Sadece 2 hastada

antibiyotik kullanilmigtir (Tablo 6). Bu rotavirus pozitif gruptaki 5 hastada havale,

hipoglisemi (2), preder wili sendromu ve konjenital toxoplazmozis gibi hastaliklar

gorilmustdr.

Tablo 6. Toplam 400 hastanin demografik dzellikleri, klinik belirtileri ve tedavi rejimleri dagilim

Cinsiyet
Erkek
Kiz
Toplam
Basvuru
Acil
Poliklinik
Hastaneye yatis
Hastaneye yatis stiresi
(1-17 guin)
Klinik Bulgular
ishal
Ortalama (kez/guin)
Sulu
Mukuslu
Kanh

Kusma
Ortalama (kez/gun)

Ates
Abdominal Agr
Bulanti
Halsizlik
Istahsizhik

Total

%54.5 (218)
%45.5 (182)
400

%341 (136)
%661 (264)
%21 (84)

4.3 gln

4.2/2.8
%81 (324)
%16 (64)

%3 (12)

%63 (252)
2.4/2

%43.4 (174)
%12 (48)
%18.2 (73)
%53 (212)
%47.2 (189)

RV antijen Negatif

%49.8 (154)
9650.2 (155)
309

%31 (96)
%69 (213)
%14.5 (45)

3.6 gun

3.94/2.82
%81 (251)
%15 (46)
%4 (12)

%57 (176)
2.31/2.06

%642.7 (132)
%12.6 (39)
%14 (43)
%650.8 (157)
646.3 (143)

RV antijen Pozitif

%70.3 (64)
%29.7 (27)
91

%44 (40)
%56 (51)
%42.8 (39)

5.8 guin

6.14/2,39
%80 (73)
%20 (18)

%83.5 (76)
2.68/1.68

%46 (42)

%10 (9)

%33 (30)
%60.4 (55)
%50.5 (46)



Tablo 6. Toplam 400 hastanin demografik 6zellikleri (Devami)

Dehidratasyon %52 (208) %44.7 (138) %77 (70)
Hafif %31 (124) %31.4 (97) %30 (27)
Orta %17.8 (71) %10.3 (32) %43 (39)
Ciddi %2.8 (11) %03.3 (10) %3 (1)
Anne sutu ile beslenme %048.7 (195) %045.3 (140) %601 (55)
Rotavirus asisi %03.2 (13) %4.2 (13) -
Tedavi
Oral rehidratasyon %68.5 (274) %73.8 (228) %50 (46)
IV rehidratasyon %41 (164) %033.3 (103) %67 (61)
Propiyotik %14.5 (58) %17.1 (53) %16 (5)
Antibiyotik %16 (64) %20 (62) %2.2 (2)
Tedavi uygulanmayan %7 (28) %9 (28) -

Calisma suresince toplam 400 6rnegin aylara gore dagilim: incelendiginde 4’U
(%1) Ocak, 4’ (%1) Subat, 57’si (%14.2) Nisan, 44’0 (%11) Mayis, 20°si (%5)
Haziran, 35’1 (%9) Temmuz, 6’s1 (1.5) Agustos, 1’i (% 0.2) Eylul, 27’si (%6.7) Ekim,
121’1 (%30.2) Kasim ve 81’i (%20.2) Aralik ayina aittir. Mart ayinda hi¢ 6rnek alimi
olmamustir. Pozitif 6rneklerin yil icerisinde aylara gére dagilimina bakildiginda Subat
ayinda 1 (%1), Nisan ayinda 8 (%8.8), Mayis ayinda 6 (%6.6), Haziranda ayinda 1
(%1), Temmuz ayinda 3 (%3.3), Ekim ayinda 7 (%7.7), Kasim ayinda 35 (%38.5),
Aralik ayinda 30 (%33) hasta RV pozitif olup Ocak, Mart, Agustos ve Eylul aylarinda
pozitiflik tespit edilememistir. (Sekil 10)
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Sekil 10. Rotavirus antijen negatif ve pozitif 6rneklerin 2017 yili boyunca aylara gore dagilimi

Rotavirus ELISA testi ile toplam 400 hastanin 91’i (%22.7) rotavirus antijen
pozitif bulunmustur. Rotavirus antijen pozitif 91 6rnegin 89°u (%98) RT-PCR ile pozitif
bulunmus olup ylksek OD degerine sahip 2 6rnek ise RT-PCR ile negatif bulunmustur.

RT-PCR pozitif 89 (%22.2) hastada semi-nested multipleks PCR ile yapilan G tip
genotipleme (G1-4, G8-10) sonucunda orneklerin %50.5’inin (45) G1, %21.3’Unn
(19) G2, %14.6’stnin (13) G3 ve %3.4’unun (3) G9 tip oldugu tespit edilmistir.
Orneklerin %16.9°u (15) ise G tip icin non-typing (NT) olarak belirlenmistir. Yine aym
yontem ile yapilan P tip genotipleme (P[4], P[6], P[8]-[11]) sonucunda ise Grneklerin
%19°u (17) P[4], %22,5’i (20) P[6], %36°s1 (32) P[8], %4.5’i (4) P[9], %3.4’0 (3) P[10]
ve %1’i (1) P[11] bulunmustur. P tipi icin drneklerin %20.3’0 (18) non-typing olarak
belirlenmistir. Hem G tipi (G3G9 (3), G1G2 (2), G1G3 (1)) hem de P tipi icin (P[6][9]
(2), P[4][9] (1), P[4][6] (1), P[4]1[8] (1), P[6][8] (1)) 6 hastada (%6.7) ¢oklu tip tespit
edilmistir (Tablo 7).
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Tablo 7. Rotavirus G ve P genotiplerin dagilimi

RV RT-PCR (+) %22.2 (89)

G genotipleri G/P kombinasyon

Gl %50.5 (45) G1P[8] %21.3 (19)

G2 %21.3 (19) G2P[4] %12.4 (11)
G3 %14.6 (13) G1P[6] %6.7 (6)
G9 %3.4 (3) G2P[8] %4.5 (4)
P genotipleri G3P[8] %3.4 (3)
P[4] %219 (17) G1P[4] %1,1 (1)
P[6] %22,5 (20) G1P[10] %1,1 (1)
P[8] %36 (32) G1P[11] %1,1 (1)
P[9] %4.5 (4) G3P[6] %1,1 (1)
P[10] %3.4 (3) G3P[9] %1,1 (1)
P[11] %1 (1) G3P[10] %1,1 (1)

G genotiplendirilemeyen %16.9 (15) Miks G/P kombinasyon
GNTP[8] %4.6 (4) G1G2P[4] %1.1 (1)
GNTP[6] %9 (8) G1G2P[6] %1.1 (1)
GNTP[4]P[8] %1.1 (1) G1G3P[4] %1.1 (1)
GNTP[6]P[8] %1.1 (1) G2P[4]P[9] %1.1 (1)
GNTP[6]P[9] %1.1 (1) G2P[4]P[6] %1.1 (1)
P genotiplendirilemeyen %20.3 (18) G3G9P[10] %1.1 (1)
G1P[NT] %15.8 (14) G3G9P[6]P[9] %1.1 (1)
G3P[NT] %3.4 (6)
G3GIP[NT] %1.1 (1)

Semi-nested multipleks PCR sonucunda elde edilen en yaygin G/P kombinasyonu
%21.3 (19) ile G1P[8] olup sirasiyla %12.4 (11) ile G2P[4], %6.7 (6) ile G1P[6], %4.5
(4) ile G2P[8] ve %3.4 (3) ile G3P[8] takip etmektedir. Bu yaygin kombinasyonlar
disinda G1P[4], G1P[10], G1P[11], G3P[6], G3P[9] ve G3P[10] gibi G/P
kombinasyonlarimin her biri %21.1 (1) oraninda bulunmustur. Bunun yamsira G
genotiplendirilemeyen (GNT) %4.6 (4) GNTP[8] , %9 (8) GNTP[6] ve her biri %1.1 (1)
oraninda GNTP[4]P[8], GNTP[6]P[8] ve GNTP[6]P[9] olmak (izere toplam %16.9 (15)
GNT/P kombinasyonu tespit edilmistir. Ayrica P genotiplendirilemeyen (P[NT]) 18
(%20.3) 6rnegin %15.8%ini (14) GIP[NT], %3.4°tnii (6) G3P[NT] ve %1.1%ini (1)
G3GI9P[NT] olusturmaktadir (Sekil 11).
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m G1P[8]
G2P[4]
G1P[6]
G2P[8]
G3P[8]
Diger G/P

6.7% Miks tip

7.9% 150 GNT/P
%3.4%"
6,6% T G/P[NT]

20,3%

12,4%

16,9%

Sekil 11. Rotavirus G/P genotip kombinasyonlarinin dagilimi
Rotavirus miks enfeksiyon prevelansi %7.9 (7) bulunmus olup G/P multiple

kombinasyonlan G1G2P[4], G1G2P[6], G1G3P[4], G2P[4]P[6], G2P[4]P[q],
G3GOP[10] ve G3GOP[6]P[9] dur.
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5. TARTISMA

Diare gelismis olan ve gelismekte olan Glkelerde infant ve ¢cocuklarda gorilen en
yaygin hastaliklardan biridir. Afrika, Latin Amerika ve Asya (Ulkelerinde diare
vakalarinin bir milyarin Gzerinde oldugu ve bes yas alti ¢ocuklarda yillik yaklasik 3.3
milyon 6limin meydana geldigi tahmin edilmektedir. Cocuklarda diare genellikle
rotavirus, enterik adenovirus, astrovirus, Norwalk virus, calicivirus ve torovirus gibi
toplumda dolasan viral etkenlerden kaynaklanmaktadir.

Human rotavirus yenidogan ve ¢ocuklar arasinda akut gastroenterit'nin (AGE) en
yaygin sebeplerinden biridir. Reoviridae ailesine dahil ¢ift sarmalli RNA virusudur.
Dilnyadaki her c¢ocuk bes yasina kadar en az bir kez rotavirus enfeksiyonu
gecirmektedir. Bulas genel olarak fekal-oral yolla gerceklesmektedir. Rotavirus VP6
antijenine gore A, B, C, D, E, F ve G, H olarak sekiz gruba ayrilir ve son zamanlarda
dokuzuncu rotavirus grubu da (I) tammlanmistir. Grup A rotaviruslar infant ve
cocuklarda dehidrasyon ile seyreden gastroenteritin dnemli bir sebebi olarak bilinen en
yaygin gruptur. AGE hala Sahra alt1 Afrika'da 5 yasin altindaki ¢cocuklarda morbidite ve
mortalitenin 6nemli bir sebebidir ve AGE'li ¢ocuklarin yarisi %23-43 gibi yiksek
mortalite orani ile rotavirus acisindan pozitiflik gostermistir. Rotavirus asilari 2012
yilinda AGE ile iligkili mortalite ve morbiditenin artmas: sonucu uygulanmaya
baglanmigtir 2.

Virusun yapisal ve yapisal olmayan proteinleri bulunmaktadir. Yapisal olmayan
proteinlerin, virionda RNA sentezi ve paketlenmesi ile iliskili oldugu disuntlmektedir.
Yapisal proteinler alti adettir ve kisaca; Viral protein 1 (VP1) RNA polimeraz
enzimidir, VP2 virionun gekirdegini olusturur ve RNA genomunu baglar. VP3 virionun
i¢ cekirdeginin bir parcasidir ve guanilflransferaz enzimidir. Bu enzim mRNA'nin cap
islemi ve post-translasyonel modifikasyonlar icin énemlidir. VP4 virion yuzeyinde bir
spike olarak ¢ikintt yapar ve virulans icin dnemlidir. VP6 kapsidin biyik kismini
olusturan oldukga antijenik ve rotavirus gruplarini tanimlamak igin kullanilan yapisal
bir proteindir. Bu protein rotavirus A enfeksiyonlarini tanimlamak amaciyla rutin
laboratuvar testlerinde kullanilir.  VP7 virionun dis yizeyini olusturan bir
glikoproteindir. Yapisal islevleri olmakla birlikte susun G tipini belirlemektedir. Ayn
zamanda VP4 ile birlikte enfeksiyona karsi bagisiklik olusmasinda etkilidir.
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Rotaviruslar ¢ogunlukla intestinal sistemde replike olur ve ince bagirsagin
villuslarindaki enterositleri enfekte ederek epiteli yapisal ve fonksiyonel olarak dejenere
eder. Uclii protein tabakas: virusu midenin asidik pH'sina ve bagirsaktaki sindirim
enzimlerine kars1 direncli hale getirir. Virus reseptor aracili endositoz araciligiyla
hiicrelere girer ve bir endozom olarak bilinen vezikilu olusturur. Uglincii tabakadaki
VVP7 ve VP4 spike proteinler kalsiyum konsantrasyonunda fark olusturarak endozomun
membran yapisini bozar. Bu olay VP7 trimerlerinin tekli protein alt birimlerine
ayrilmasina ve viral dsRNA'nin etrafinda VP2 ve VP6 proteinlerinin kalmas: ile cift
tabakali bir partikiill (DLP) olusmasina sebep olur. ki protein katmaninin korumas:
altinda bulunan 11 dsRNA ipligi ve viral RNA bagimli RNA polimeraz, cift iplikli viral
genomun mRNA transkriptlerini olusturur. Kor icinde kalan viral RNA, cift iplikli RNA
varliginda uyarilan RNA interferans (RNAI) olarak adlandirilan immin yanittan kacar.
Rotavirus enfeksiyon sirasinda hem protein sentezi hem de gen replikasyonu igin
MRNA sentezler. Rotavirus proteinlerinin ¢ogu viroplazma igerisinde toplanir, RNA
burada replike olur ve DLP'ler olusturulur.

Virus enfeksiyonundan yaklasik iki saat sonra hicre cekirdeginin etrafinda
viroplazma olusur ve bu yap1 iki yapisal olmayan viral protein NSP5 ve NSP2
tarafindan meydana getirildigi dustnulen viral birimlerden olusur. RNA interferans ile
NSP5'in engellenmesi rotavirus replikasyonunda ani bir dlsis meydana getirir.
Enfeksiyon durumunda endoplazmik retikuluma gé¢ eden DLP'ler Uglncl dis
tabakalarin1 (VP7 ve VP4 tarafindan olusturulmus) kazanirlar. Yeni viruslar lizis
yoluyla hiicreden ayrilir 43V,

Rotavirus gastroenterit klinik tablosu hafif ile agir seyreden enfeksiyona kadar
genis bir yelpazede degisiklik gosterir. Semptomlar genellikle kusma, dort ila sekiz gin
boyunca sulu diare ve disuk dereceli ates ile karakterizedir. Belirtilerin ortaya
cikmasindan 6nce yaklasik iki gunlik bir inkiibasyon periyodu vardir. Dehidrasyon
genellikle meydana gelir ve gukur goz, artan deri sarkikhgi, biling bozuklugu ve
dolasim sokuyla karakterizedir. Rotavirus enfeksiyonunda dehidrasyon bakteriyel
patojenlerden  kaynaklanan enfeksiyonlardan daha yaygindir ve rotavirus
enfeksiyonunlarinda mortalite oran: daha yiiksektir. Hayat boyunca en az bir rotavirus
enfeksiyonu gecirilir, ilk enfeksiyon semptomatik seyrederken sonraki enfeksiyonlar

genellikle hafif veya asemptomatiktir. En ciddi semptomlar alt1 ay ile iki yas arasi
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cocuklarda, yaslilarda ve immin sistemi zayiflamis veya bulunmayan kisilerde goraldr.
Rotavirus ayrica nozokomiyal enfeksiyonlara da sebep olmaktadir. Nozokomiyal diare
gelismis Ulkelerde pediatrik hastane kaynakli enfeksiyonlarin %35'ini olusturmakta olup
cocuklarda morbidite ve mortalitenin 6énemli bir sebebidir. Rotavirus 0Ozellikle kis
aylarinda infantlarda nozokomiyal gastroenteritin en Onemli sebebi olarak kabul
edilmektedir Y,

Rotavirusla iliskili 6lumlerin cogunlugu ( > %80) giiney Asya ve Sahra alti
Afrika'da sinirli kaynaga sahip Ulkelerde bulunmaktadir. Cocukluk ¢agindaki rotavirus
enfeksiyonlarinin ¢ogu 5 yasina kadar ortaya ¢ikmaktadir ve toplumsal hijyen kosullari,
enfekte olmus ¢ocuklarin bulundugu boélge veya etkilenen ulkelerin sosyo-ekonomik
durumunun daha yiksek olmasi ile ilgisizdir. Bu sebeple su temini, sanitasyon, kisisel
beslenme, konutlasma ve halk saghg: egitiminde iyilestirmeler olsa bile rotavirus
enfeksiyonunun genel insidans: degismeyecektir. As1 rotavirus enfeksiyonlarina karsi
savunmak ve enfeksiyonu onlemek igin etkin ve kullanilabilir bir 6nlemdir. Akut
gastroenterit butin dinyada ¢ocuk olumlerinin 6nde gelen sebeplerinden biridir ve
cocuk Olimlerin yaklasik %15'inden sorumlu iken 2016 yilinda bu oran %8’e
dusmistar, ancak rotavirus onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Bu
olimlerin gogunu diisiik sosyoekonomik stattiye sahip tlkeler ile Afrika'nin ve Asya'nin
dezavantajli kirsal bolgelerinde yetersiz beslenen infantlar olusturur. Yuksek
sosyoekonomik statliye sahip endustrilesmis Ulkelerdeki ¢ocuklarda rotavirus kaynakli
mortalite nadir goriltrken rotavirus enfeksiyon insidansi hem yiiksek hem de dislk
sosyoekonomik seviyelerdeki tlkelerde benzerdir. Rotavirus asisi ruhsatlandirilmadan
once endustrilesmis Ulkelerde yillik rotavirus enfeksiyonu ve hastaligi sunucu 220.000
hastaneye yatirilma, 1.8 milyon poliklinige bagvuru ve 7.1 milyondan fazla ¢ocukta
rotavirusla iligkili gastroenterit vakasi oldugu tahmin edilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1990'1 yillardan 2000'lerin basina kadar her yil rotavirus enfeksiyonu
sebebiyle yaklasik 60 6lum, 410.000 poliklinik basvurusu, 272.000 acil servis
basvusuru ve 70.000 hastaneye yatis gerceklesmistir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki
cocuklarin yaklasik %1.2-1.5'nin rotavirus enfeksiyonu sebebiyle hastaneye kaldirildig:
bildirilmistir. Tayvan'da Ulusal Saglik Sigortasi Veri Bankasinin bilgileri kullanarak
rotavirus asis1 kullanilmadan dnce 2000 ile 2005 yillar: arasinda her yil en az 150.000

rotavirus gastroenterit vakasinin meydana geldigi tespit edilmistir. Bu vakalarin
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arasinda 106.000 ayakta hasta, 12.800 acil servis basvurusu, 15.000 hastaneye yatis ve
bu calisma siresi boyunca rotavirus enfeksiyonunun sebep oldugu yaklasik 7 6ltim yer
almaktadir. Rotavirus enfeksiyonu kaynakli toplumsal maliyetler farkl: tlkeler icin
hesaplanmistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde 2004 yilinda rotavirus enfeksiyonundan
kaynaklanan toplumsal maliyetin yillik 900 milyon ABD dolari oldugu tahmin
edilmektedir; Tayvan'da 2005 yilinda rotavirusle ilgili maliyetler yaklasik 21.5 milyon
dolardir; 2002'de Avrupa Birligi'nde toplumsal maliyetler yaklasik yilda 550 milyon
euro’ya ulasmistir ve gelismekte olan (Ulkelerde 2007'de rotavirusun toplumsal
maliyetinin 423 milyon dolar oldugu tahmin edilmektedir. Bu verilere gore rotavirus
gastroenteriti halk sagligi kaynaklarinin biiytik bir kismini kullanmaktadir %9,

Rotavirus icin 6n tani Ozellikle dustk gelirli merkezlerde akut diareli bes
yasindan kiciik herhangi bir cocuk olmas: durumudur. Bununla birlikte rotavirus A igin
kesin tam diski 6rneklerinde ELISA ile yapilir. Polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR,
G ve P genotipleme), poliakrilamid jel elektroforezi ve elektron mikroskobisi arastirma
icin kullanmilmaktadir. Tedavi icin semptomlarin siddetine gére DSO protokoliinde
Onerilen dehidratasyon derecesinin ciddiyetine gore oral rehidrasyon terapisi (ORS)
verilir. Gelismis sanitasyona ragmen rotaviral hastalik prevalansinin azalmadig: ve oral
rehidrasyon ilaglarinin kullanilmasina ragmen hastaneye yatis orani ylksek oldugundan
halk sagligi icin primer korunma icgin ast uygulanir. GlaxoSmithKline tarafindan
uretilen Rotarix ve Merck tarafindan gelistirilen RotaTeq rotavirus A enfeksiyonuna
kars1 ¢ocuklar icin guvenilir ve etkili olan iki asidir. Her ikisi de oral olarak kullanilan,
atenue, canli virus asilandir. Imminizasyon programi 2009 yilinda baslamistir.
Rotavirus enfeksiyonlarinin insidansi ve siddeti asilama yapan tlkelerde 6nemli 6l¢tide
azalmistir 432,

As1 Uygulamalari Danisma Komitesi (Advisory Committee on Immunization
Practices; ACIP) 1998'de Birlesik Devletlerindeki ¢ocuklarda RotaShield® (RRV-TV)
asisinin (Wyeth Lederle Asilari ve Pediatri, Marietta, Pensilvanya) kullanilmasini
tavsiye etmistir. Bu as1 insan G1, G2 ve G4 genotipleri (VP7 geni) ile iliskili 11 simian
geninden (RRV) olusmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri, Finlandiya ve Venezuela'da
yapilan klinik arastirmalarda RRV-TV'nin oldukga etkili oldugu ve vakalarin %80 ila
%100'inde RVA'nin sebep oldugu AGE'yi 6nemli o6lglde azalttigi gosterilmistir.

Bununla birlikte bu as1 1999 yilinda intussepsiyon vakalari ile iligkili oldugu
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gerekgesiyle uygulamadan geri ¢ekilmistir. Intestinal invajinasyon veya intussusepsiyon
bagirsagin bir segmentinin bitisiginde bulunan diger segment icerisine dogru girdigi
durumdur. Bu olumsuz olayin gercek insidansinin degerlendirilmesi zordur ve asilanmis
cocuklar igin 10 bin’de 1 risk tasidigir dustinilmektedir. Daha sonra bazi ¢alismalar
RotaShield® ile asilama sonucu olusan intussuspsiyon riskinin >90 gunlik cocuklarda
ilk dozun uygulanmasiyla iliskili oldugunu belirtmistir. Cocuklarda 3 ila 9. aylar
arasinda intussusepsiyona karsi dogal duyarlihigin arttigi bilinmektedir. Dolayisiyla
RRV-TV halen ABD'de lisanslidir ancak kullanimi durdurulmustur. RotaShield® son
zamanlarda asilama programinda degisiklikler yapildiktan sonra Afrika tlkelerinde
(Glney Afrika ve Gana) klinik arastirmalarda degerlendirilmistir. RotaShield® ile
yasanan deneyim Asi1 Guovenligi Kiresel Danisma Komitesini (Global Advisory
Committee on Vaccine Safety; GACVS) RVA'ya kars1 yeni asilarin gelistirilmesinde
intussusepsiyon riskinin degerlendirilmesine yonlendirmistir. Su anda DSO tarafindan
guvenli ve etkili oldugu kanitlanan lisansh ve tavsiye edilen iki as1 bulunmaktadir.
RotaTeg® (RV5) (Merck & Co. Inc., West Point, Pensilvanya) reassortment ile
birlestirilen bes insan ve sigir viral genotipi (G1 ila G4 + P [8]) iceren oral pentavalan
bir atenlie asidir. RotaTeq® 1 ila 8 aylik ¢ocuklara ti¢ doz seklinde uygulanmaktadir;
birinci doz 6-12 haftalik iken, ikinci doz birinci dozdan 4 ila 10 hafta sonra, tglincl doz
ikinci dozun ardindan 4 ila 10 hafta sonra uygulanir, bununla birlikte son doz en ¢ok 32.
haftada verilmelidir. Rotarix® (R1X4414) (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart,
Belcika) RVA'nin en yaygin insan genotipini temsil eden G1P1A [8] susundan olusan
oral monovalan atenie bir asidir. Rotarix® iki doz seklinde uygulanir, ilki 2. ayda ve
ikinci dozun da 4 aylikken uygulanmasi 6nerilir. Brezilya'da Rotarix® 2006 yilinda
Ulusal As1 Programi'na dahil edilmistir. RotaTeq®'te ayn1 zamanda tlkede ruhsathidir,
ancak yalmzca ¢zel asilama servislerinde bulunmaktadir. Cin 2000-2001 yillarinda
Ulusal As1 Programi'nda kuzudan izole edilmis RVA'dan tiretilmis olan oral as1 LLR'yi
(Lanzhou Lamp Rotavirus) (G10P'nin zayiflatilmis susu [12]) tanitmustir. Yeni bir oral
RVA asis1 olan Rotavac® 2014 yilinda Hindistan'da piyasaya sirtlmdis olup simdiye
kadar sadece o (Ulkede lisans almistir. Rotavac® Hindistan'da gelistirilmis ve
tretilmistir. Insan yenidogan susundan tlretilmis, sigir sus segmenti (dogal insan-sigir
rekombinanti) iceren G9P[11] (11E6) dogal olarak zayiflatilmis oral monovalan bir

asidir (133),
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Ulkemizde Rotavirus enfesksiyon insidans: ile ilgili yapilan calismalardan
34 Eylul 2014-Eylil 2015 tarihleri arasinda Diizce

Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’ne AGE 6n tamsi ile basvuran ¢ocuk

Kizilirmak ve arkadaslar

hastalardan alinan diski 6rnekleri incelemislerdir. Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
universitenin cocuk hastaliklart servisi, ¢ocuk hastaliklari poliklinigi ve acil gocuk
polikliniginden gonderilen 1080 gaita ©rnegi calismaya dahil edilmistir. Gaita
orneklerinin incelenmesinde, diskida 6zgul monoklonal antikorlar: kullanarak virus
antijeni saptamaya yonelik hizli ve kalitatif bir test olan Rotavirus Adenovirus antijen
test kiti (Rotavirus and Adenovirus Combo test Device, Bon Biopharm) kullanilmistr.
Calismaya dahil edilen 1080 ¢ocugun 650°si (%60,2) erkek, 430°u (%39,8) kiz olup yas
ortalamalar1 1.96/y1l olarak hesaplanmistir. Toplam 173 (%16) hastada rotavirus
pozitifligi saptanmistir. Rotavirus pozitiflik oranlari incelendiginde cinsiyete gore
farkliligin olmadigir gorilmustur. Hastalarin yaslarina gore (ay) rotavirus pozitiflik
oranlar1 incelendiginde 7-12 ay (%18.5), 13-24 ay (%21.1), 37-48 ay (%19.2), 49-60 ay
(%21.9) yas grubundaki rotavirus insidansinin 0-6 ay (%8.5) ve 25-36 ay (%12.3) yas
grubuna oranla daha yuksek oldugu tespit edilmistir. Rotavirusun kis ve ilkbahar
mevsimlerindeki gortlme sikliginin sonbahar ve yazdan belirgin sekilde yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Simsek ve arkadaslari®® Ocak 2004-Aralik 2005 tarihleri arasinda, Ankara
Egitim ve Arastirma Hastanesi’nin ¢ocuk poliklinigine AGE sebebi ile bagvuran 0-5 yas
grubu cocuklarda prospektif olarak rotavirus sikligi ve serotip 6zelliklerini
arastirmigladir. Olgularda ates, bulanti, kusma ve karin agrisimin eslik ettigi veya
etmedigi akut diare mevcuttur. Vakalarin hepsi Ruuska ve Vesikari’nin tamimladigi
rotavirus diare sayisal skorlama sistemine gore 0-20 puan arasi olacak sekilde
puanlanmistir. Hastalardan basvuru sirasinda alinan gaita érnekleri ELISA (Rotaclone
ELISA Kkiti) yontemi ile rotavirus pozitifligi acisindan incelenmistir. Gaitasinda
rotavirus antijeni pozitif saptanan hastalarin gaita 6rneklerinde reverse transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile rotavirus genotipleri arastirilmistir.

Calismaya 127 diareli olgu dahil edilmis olup bu olgularin 68’i (%53.5) erkektir.
Orneklerin 37’sinde (%29.1) rotavirus antijeni saptanmistir. Antijen pozitif olgularin
21°i (%55.8) erkektir. Orneklerin 49’u (%38.6) kis, 22’si (%17.3) ilkbahar, 19°u (%15)

yaz ve 37’°si (%29.1) sonbahar mevsiminde toplanmistir. Rotavirus pozitifligi en sik
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sonbaharda (n= 20, %54.1) gorilirken, kisin 7 (%18.9), ilkbaharda 2 (%5.4), ve yazin 8
(%21.6) olguda rotavirus pozitifligi saptanmigtir. Tim olgularin 81’i (%63.8), rotavirus
pozitifligi saptanan hastalarin 26’s1 (%70.3) 0-12 ay yas grubuna dahildir. Tim
hastalarin yaslarina gore dagilimina bakildiginda 13-24 ay arasinda 32 (%25.2), 25-36
ay arasinda 10 (%7.9), 37-48 ay arasinda 1 (%0.8), 49-60 ay arasinda 3 (%2.4) iken
rotavirus pozitif olgularin yas gruplarina gore dagilim: sirasiyla 6 (%16.2), 3 (%8.1), 0,
2 (%5.4) olarak saptanmustir. Rotavirus pozitif olgularda yapilan genotiplendirme
sonucunda 30 (%81) olguda G1-4 genotip pozitifligi belirlenmistir. En sik bulunan
genotip 26 (%86.0) olguyla G1 olmak uzere, G2 1 (%3.3), G3 1 (%3.3), G4 2 (%6.6)
olguda pozitif olarak saptanmistir. Olgularin 7’sinde (%18.9) genotip belirlenememistir.

Balkan ve arkadaslari®® Eylal 2010-Eylal 2011 tarihleri arasinda Erzurum’da
akut gastroenterit sebebi ile Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine basvuran 0-
5 yas grubu 340 cocuga ait diski 6rneginde rotavirus antijen varhigr arastirmiglardir.
Rotavirus antijenleri CerTest Rota-Adeno Card Test (CerTest, Biotec, Spain) kiti ile
tespit edilmistir.

Diski Orneklerinin 89°’u (%26.1) rotavirus pozitif olarak tespit edilmistir.
Rotavirus antijen pozitifligi en cok 5-24 ay yas grubunda ve kis mevsiminde
g0zlenmistir. Tum hastalarin %43.2°si (147), rotavirus pozitif hastalarin ise %9.4°( (32)
kizlardan olusmaktadir. Cocuklarin yas gruplarina gore dagilimi %19.7°si (67) 4 ay alti,
%52.4°0 (178) 5-24 ay, %27.9’u (95) 25-60 ay olup bu yas gruplarinda rotavirus
pozitiflik oranlar1 sirasiyla %2.7 (9), %17.6 (60) ve %5.8 (20)‘dir. RV(+) 6rneklerin
mevsimsel dagilim oranlar: ise ilkbaharda %4.4 (15), yazin %1.5 (5), sonbaharda %3.2
(11) ve kisin %17 (58)’dir.

Safak ve arkadaslar®” Eylil 2011-Mayis 2013 tarihleri arasinda Balikesir
Atatlirk Devlet Hastanesine diare sikayeti ile basvuran 0-6 yas arasindaki 568’i erkek,
418’i kiz cocuktan elde edilen 986 diski 6rnegi incelemistir. Orneklerde rotavirus
antijen varhigi kalitatif imminokromatografik test (Toyo Diagnostics Rota-Adeno
Combo Test, Gesan Production, ltaly) ile dretici firmanin onerileri dogrultusunda
arastiriimastir. incelenen 986 6rnekte rotavirus antijeni saptanma orani %12.8 (127/986)
olarak belirlenmistir. Rotavirus pozitifligi, 0-12 aylik ¢ocuklarda (35/350) %10, 13-24
aylik ¢ocuklarda (38/231) %16.4, 25-36 aylik cocuklarda (23/106) %21.7, 37-48 aylik
cocuklarda (11/55) %20, 49- 60 aylik ¢ocuklarda (6/46) %13 ve >60 aylik ¢cocuklarda
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(198) %6.6 olarak saptanmistir. Rotavirus antijeni pozitif olgu sayisinda kis (%15.65;
53/338) ve ilkbahar (%15.2; 56/369) basinda bir artis izlenmis ve pozitif olgulara en sik
Subat ve Mart ayinda rastlanmastir.

Tekin ve arkadaslar®®® 2011-2013 tarihleri arasinda Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi cocuk poliklinigi ve acil servisine akut diare
sebebiyle basvuran ve digki 6rnekleri incelenen 263 olgunun hastane kayit verilerini
geriye donlk olarak taramiglardir. Diski Ornekleri, kalitatif monoklonal antikorlarla
kaplanmis kromatografik immunoassay yontemi ile calisan ticari bir test (Rota-Adeno
Virus Combo Test Device, Ecotest, Cin) ile reticinin 6nerilerine gére incelenmistir.
Calismada toplam 263 hastanin dosyas: incelenmis ve hastalarin 139’nun (%52.9)
erkek, 124’nun (%47.1) kiz oldugu belirlenmistir. Olgularin %23.6’sinda (62) rotavirus
antijen pozitifligi saptanirken, 2 yas altt c¢ocuklarda siklik %34.5 (55) olarak
belirlenmistir. Erkeklerin 38’inde kizlarin 28’inde rotavirus pozitifligi saptanmis, ancak
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Rotavirus pozitifliginin
mevsimlere gore sikligi sirasiyla ilkbaharda %27.8, yazin %14.6, sonbaharda %26.3 ve
kisin %21.4 olarak belirlenmistir.

Atalay ve arkadaslari®*® Ocak 2009-Aralik 2012 tarihleri arasinda Kayseri’de
Erciyes Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvar1 Seroloji Unitesi’ne rotavirus
antijeni arastirilmas: icin gonderilen, 0-16 yas arasi ¢ocuklara ait 2636 taze diski
ornegini incelemiglerdir. Kanli oldugu ve parazit gorildigl rapor edilen diski
orneklerine ait veriler degerlendirme dis1 birakilmistir. Digki 6rneklerini incelemede,
kalitatif immiinokromotografik yontem prensibi ile calisan, duyarliligi ve 6zgulligu
sirasiyla %96 ve %98 olarak bildirilen ticari bir test (Rota/Adenovirus Rapid Test Card,
GenxBio, India) kullaniimastir.

Toplam 2636 hastaya ait taze diski Orneklerinden 1102’si (%41.8) kiz
cocuklarina, 1534’0 (%58.2) erkek cocuklarina aittir. Hasta orneklerinin 277’si kiz
cocuklarina, 386°s1 erkek cocuklarina ait olmak (izere toplam 663 hastada (%25.2)
rotavirus antijeni saptanmistir. Kiz ve erkek c¢ocuklarda rotavirus antijen pozitifligi
sirasiyla; %25.1 ve %25.2 olarak saptanmis ve cinsiyet ile rotavirus antijeni pozitifligi
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.

Yillara gore degerlendirildiginde rotavirus antijen pozitiflik oranlar1 2009
yilinda %31.8, 2010 yilinda %30.8, 2011 yilinda %28.2 ve 2012 yilinda %20.6 olarak

82



belirlenmistir. Yas gruplar agisindan degerlendirildiginde rotavirus antijen pozitifligi O-
6 ay, 7-24 ay ve 3-5 yas gruplarinda sirasiyla; 128 (%21.9), 368 (%32.8) ve 111
(%22.9) vakada bulunmustur. Rotavirus antijen pozitiflik oran1 bes yas grubunda %27.7
olup 7-24 ay yas grubunda diger yas gruplarina gore istatistiksel olarak anlamh
dizeyde yiksek bulunmustur. Rotavirus antijen pozitifligi mevsimsel olarak
degerlendirildiginde, pozitiflik en sik kis mevsiminde (%39.5), en az yaz mevsiminde
(%9.7) saptanmistir. Kis mevsimindeki rotavirus antijen pozitifligi diger mevsimlere
gore istatistiksel olarak anlamli dlzeyde yiksek bulunmustur. Rotavirus antijen
pozitifliginin en sik saptandig ilk Gg ay sirasiyla Ocak (%46.4), Aralik (%40) ve Kasim
(%32.3) olarak belirlenmistir.

Inan ve arkadaslan(“o) Ocak 2011-Aralik 2012 tarihleri arasinda Istanbul’da
akut gastroenterit 6n tanisi ile Gayrettepe Florence Nightingale Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na tanmi igin gonderilmis olan digski orneklerini rotavirus pozitifligi
acisindan arastirmistir. Digki Orneklerinde rotavirus tespiti igin immunokromatografik
yontem prensibi ile gelistirilmis olan (Vikia®-Rota-Adeno bioMérieux Diagnostic)
kaset test kullanilmistir. Akut gastroenterit 6n tanisi konan 5 yas alti toplam 260 hastada
rotavirus varligi arastirilmis ve %8.5 (22) oraninda rotavirus pozitif bulunmustur.
Hastalarin %48.3’0 kizlardan ve %51.7°si erkeklerden olusmaktadir. Rotavirus
pozitifligi en ¢ok kis (47.6) ve ilkbahar (30.9) mevsimlerinde gdzlenmistir.

Ozer ve arkadaslan™? Antakya’da Mustafa Kemal Universitesi Saglik
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina 1 Ocak 2010 ile 31
Aralik 2013 yillar1 arasinda akut gastroenterit 6n tanisi ile bagvuran hastalarin rotavirus
antijen testi (VIKIA® Rota-Adeno (BioMerieux, Fransa) ile incelenen digki
orneklerinin sonuclarini retrospektif olarak incelemislerdir. Bu dort yillik dénemde
rotavirus antijen arastiriimasi istenilen 64 diski 6rneginin 20 (%31.2) tanesinin rotavirus
pozitif oldugu tespit edilmistir. Kis ve sonbahar mevsimlerinde gonderilen diski
orneklerinde rotavirus antijen pozitifligi ise sirasiyla 12 (%60) ve 7 (%35) vakada
olmak (izere diger mevsimlerden daha fazla oldugu saptanmistir. Orneklerin %45.3’ii
(29) 0-2 yas, %21.9°u (14) 3-5 yas grubuna aittir. Rotavirus pozitif 20 hastanin 15’inin
(%75) 0-2 yas ve 3’0inlin (%15) 3-5 yas grubuna ait oldugu belirlenmistir.

(142)

Meral ve arkadaslar calismalarina Nisan 2009 ile Subat 2010 tarihleri

arasinda Gazi Universitesi T1ip Fakiiltesi Hastanesine gastroenterit sikayeti ile basvuran
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0-5 yas arasindaki 108'i (%43) kiz, 143'U (%57) erkek olmak Gzere toplam 251 ¢ocuk
hastay: dahil etmisglerdir. Olgulardan alinan diski 6rneklerinde rotavirus grup A antijen
pozitifligi, %10 oraninda sulandirilmisg Orneklerde ELISA yontemi ile (Rotaclone,
Meridian Diagnostics, Inc., USA) arastirilmistir. Rotavirus antijen pozitifligi saptanan
orneklerden viral ¢ift zincirli RNA izolasyonu, fenol-kloroform-izoamil-alkol yontemi
ile yapiimustir.

Rotavirus VP-7 amplifikasyonu Beg9 ve End9 primerleri kullanilarak, G
tiplendirme G1-G4 ve G9 icin 6zgu primerler kullanilarak gerceklestirilmistir. VP-4
amplifikasyonu con-2 ve con-3 primerleri kullanilarak yapilmis, P tipleri icin P[8], P[4],
P[6] ve P[9] primerleri kullanilmistir. VP4 ve VP7 gen amplifikasyonu igin
AccessQuick RT-PCR (Promega Corporation, Madison, WI), genotiplendirme icin de
PCR Mastermix (Promega, Madison, WI) kullaniimistir.

Calismaya alinan 251 olgunun 53'linde (%21.1) ELISA testi ile rotavirus antijeni
pozitif bulunmustur. Rotavirus antijen pozitifligi saptanan olgularin yaslar1 6 gin ile 54
ay arasinda degismektedir. Rotavirus enfeksiyonunun en sik 6-23 aylik cocuklarda
saptandigi ve 12-23 aylik ¢ocuklarda (%37.7) pik yaptigi g6zlenmistir. Ancak rotavirus
antijen pozitif ve negatif olan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. Rotavirus antijen pozitifligi saptanan olgularin 26's1 (%49.1) kiz, 27'si
(%50.9) erkek olup, cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir. Rotavirus enfeksiyonlarinin mevsimsel dagilimi incelendiginde 27'sinin
(%50.9) sonbahar, 13'Unin (%24.5) kis, 8'inin (%15.1) yaz ve 5'inin  (%9.4) ilkbahar
aylarinda tespit edildigi belirlenmistir. Antijen pozitifligi en sik Ekim ay:1 olmak tzere
sonbahar mevsiminde yogunlastigi gozlenmistir.

Tiplendirme sonucunda, rotavirus antijeni pozitif 53 6rnegin 31'inde (%58.5) G
tipi, 24'Unde (%45.3) ise P tipi saptanmistir. G tipi saptanan érneklerin 5'i (%16.1) G1,
4'0 (%12.9) G2, 12'si (%38.7) G3, 81 (%25.8) G4 ve 2'si (%6.5) G9 olarak
belirlenmistir. Saptanan P tiplerinin ise 1'i (%4.2) P[9], 2'si (%8.3) P[6] ve 21'i (%87.5)
P[8] olarak tammlanmistir. Orneklerin  18'inde  (%34) belirlenen G/P tip
kombinasyonlarina bakildiginda 7'sinin (%38.9) G3P[8], 3'Unun (%16.6) G2P[8],
3'lniin (%16.6) G4P[8], 2'sinin (%11.1) G1P[8] ve her bir 6rnekte (%5.6) ise GIP[8],
G4P[6] ve G1P[6] oldugu saptanmustir.
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Altindis  ve arkadaslari®®  Ocak-Aralik 2009 tarihleri  arasinda
Afyonkarahisar’da Afyon Kocatepe Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Pediatri Anabilim Dali tarafindan Mikrobiyoloji Laboratuvarina goénderilen gaita
ornekleri ile Afyonkarahisar Zubeyde Hanim Dogum ve Cocuk Hastanesi Yenidogan
servisine basvurup, yatirilarak tedavi edilen, 6 yas alt1 akut gastroenteritli cocuklara ait
toplam 150 gaita drnegini incelemislerdir. Calismaya alinan gaita drneklerinde rotavirus
varligi hizl ve kalitatif sonu¢ veren immunokromotografik test yontemi ile (VIKIA
Rota—Adeno, Biomerieux) arastinlmistir. Ayrica c¢alisma kapsaminda, Kklinik olarak
diareli olan 95 olgunun disk: 6rneklerinden reverse transkriptaz PCR (RT PCR) yontemi
ile rotavirus varhigi ve devaminda tiplendirmesi ¢ahisilmistir. Bu amagla rotavirus
RNA’sinin ekstraksiyonu (QIAGEN-QIAamp DNA stool mini Kkit) sonrasinda VP7 ve
VP4 konsensus primer dizileri kullanilarak RT-PCR calisilmistir. Rotaviruslarin VP7 ve
VP4 genotiplerinin belirlenmesinde iki asamali RT-PCR testi uygulanmistur.

Calismaya alinan 6 yas alti akut gastroenteritli cocuklara ait toplam 150 gaita
6rneginin 86°s1 (%57.3) erkek, 64’0 (%42.7) kiz ¢cocuklarina aittir.

Immunokromotografik kaset test yontemiyle tim diski orneklerinin 60’1 (%40)
rotavirus pozitif bulunmustur. Yine aymi gruptan, RT PCR ile c¢alisilan 95 diski
orneginin 15’ (%15.8) rotavirus pozitif olarak belirlenmistir. En yaygin G9 (%65)
bulunmus olup diger G genotipleri sirasi ile G1 (%22), G2 (%10), G4 (%1), G8 (%1) ve
G10 (%0.5) seklindedir. P genotipleri ise sirasiyla %81 P[8], %19 P[4] olarak
belirlenmistir. En sik gorilen G ve P kombinasyonlari; G9P[8] (%52), G1P[8] (%18),
G9P[4] (%13) olup, digerleri (%13) G1P[4], G2P[8], G4P[4], G4P[8], G2P[4],
G1G9P[4], G10P[8], G2G9P[8] dir

Arastirmada en ¢ok pozitifligin saptandig ilk ¢ ay Subat, Ocak ve Mart aylar
olup olgu sayilar: sirasiyla 18 (%12), 14 (%9.3) ve 7 (%4.7) olarak tespit edilmistir. Kis
mevsiminde artis gosteren olgu sayist Subat ayinda en yiiksek degerine ulasmis,
sonrasinda ise azalmaya baslayarak yaz aylarinda hicbir olguda rotavirus pozitifligi

tespit edilmemistir.
Coban ve arkadasi“*? Antalya’da Nisan 2008'den Mart 2013'e kadar Baskent

Universitesi Alanya Arastirma ve Tip Merkezi'nde, 16 yas ve alt: 3.106 ¢ocugun gaita
orneginde CerTest Rota Blister Testi (CerTest, Biotec, Ispanya) ve RIDA® Quick

85



Rotavirus/Adenovirus Combi (r-Biopharm, Almanya) testi kullanarak monoklonal
antikor yontemi ile rotavirus antijen varligint arastirmiglardir. Calismada yaklasik
olarak bes yil icerisinde 3.106 diski 6rnegi rotavirus antijen varhigini arastirmak
amaciyla test edilmis ve hastalarin %13.6'stnin  (422) rotavirus pozitif oldugu
belirlenmistir. Pozitif hastalarin %55.2'si (233) erkeklerden, %44.8'1 (189) kizlardan
olusmaktadir. Hastalarin yas ortalamasi 34.69 (3-157) ay olarak hesaplanmustir.
Hastalarin yarisinin (208/422, %49.3) 2 yas alti ve %77'sinin ise (325/422) 4 yas alt1
oldugu, 46 (%11) hastanin 10-12 ayhk, 34 (%8) hastanin 22-24 aylik oldugu
belirlenmistir.  RVGE'nin  mevsimsel dagilimina bakildiginda kis ve ilkbahar
baslangicinda daha yuksek bir insidans gosterdigi tespit edilmistir. Sirasiyla aylara gore
calisilan Ornek sayisi ve bu 6rneklerdeki pozitiflik orani; Ocak ayinda 332 0Ornegin
%18.9’u (63), Subat ayinda 284 o6rnegin %19.3’U (55), Mart ayinda 247 Ornegin
%18.6’s1 (46), Nisan ayinda 210 oOrnegin %19.0’u (40), Mayis ayinda 223 0Ornegin
%12.1°i (27), Haziran ayinda 231 6rnegin %8.6°s1 (20), Temmuz ayinda 340 o6rnegin
%0.3’0 (9), Agustos ayinda 282 6rnegin %0.4°0 (11), Eylil ayinda 212 6rnegin %12.7si
(27), EKim ayinda 254 6rnegin %14.1°i (36), Kasim ayinda 194 6rnegin %17.0°si (33),
Aralik ayinda 297 Ornegin %18.5’i (55) ve toplamda 3106 Ornegin %13.58’i (422)
pozitif bulunmustur. Rotavirus pozitiflik oran1 %19.3 ile en yuksek Subat ayinda , %0.3
ile en disuk Temmuz ayinda tespit edilmistir. Tim RVGE vakalarinin %40.9'u
(173.422) kis aylarinda tespit edilmis olup Temmuz ve Agustos aylarinda sadece 20
(%4.7) RVGE vakas goralmustr.

Kurugol ve arkadaslari™*® izmir’deki Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklart Anabilim Dali, Behget Uz Cocuk Hastanesi ve Sosyal Guvenlik
Tepecik Cocuk Hastanesi dahilinde prospektif bir arastirma gerceklestirmislerdir. Ocak
2000'den Ocak 2001'e kadar akut gastroenterit sebebiyle bu hastanelere basvuran bes
yasin altindaki 920 c¢ocuk degerlendirmeye alinmistir. Diski 6rneklerindeki rotavirus
antijen varhg ELISA kiti (IDEIATM rotavirus testi, Dako, United Kingdom)
kullanilarak tespit edilmistir. Rotavirus pozitif ornekler revers transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile genotiplendirilmistir.

Bir yillik ¢alisma suiresi boyunca degerlendirmeye alinan 920 ¢ocugun 366'sinda
(%39.8) rotavirus tespit edilmistir. Rotavirus enfeksiyonu olan c¢ocuklarin (yas

ortalamas: 15.3 + 12.4) rotavirus negatif olan hastalardan daha kuglk oldugu (yas
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ortalamasi 17.5 + 16.7) belirlenmistir. Rotavirus gastroenteriti olan hastalarin ¢gogunun
(295/366, %80.7) iki yasindan kicluk oldugu gorulmustir. Rotavirus enfeksiyon
insidans: 6-23 aylik cocuklarda en ylksek olup tum gastroenteriti olgularinin %46'sin
(237/515) olusturmaktadir. iki yasin Uzerindeki cocuklarda sadece %30.5 (71/233)
oraninda RV enfeksiyonu tespit edilmistir. Rotavirus enfeksiyonu olan ¢ocuklarin yas
gruplarina gore dagilhimina bakildiginda sirasiyla 0-5 aylik 58 (%15.8), 6-11 aylik 118
(%32.3), 12-23 ayhk 119 (%32.5) ve 24-60 aylik 71 (%19.4) cocukta rotavirus
enfeksiyonu tespit edilmistir. Yas gruplar kiyaslandiginda 6-23 ayhik yas grubu ile iki
yasindan buyik yas grubu arasinda anlamli bir farklilik g6zlenmistir. Rotavirus
gastroenteritinin  mevsimsel insidansinin  kis ve ilkbaharin erken ddnemlerinde
yukseldigi belirlenmistir. Rotavirus sezonu Ekim ayinda kademeli olarak baslayip
Ocak-Mart aylarinda yikselmis ve Mayis ayinda sonlanmistir. Kis aylarinda akut
gastroenterit olgularinin yaklasik %60-65'inde rotavirus tespit edilmis ve yaz aylarinda
rotavirus gastroenterit orant %20'den daha disik bulunmustur. Prematiire bebeklerde
rotavirus varhig: veya yoklugunun gastroenterit artist (Sirasiyla %7.1, %5.3) ile iligkisi
bulunmamistir. Rotavirus pozitif hastalarin cinsiyeti rotavirus negatif hastalarla hemen
hemen aynidir. Yasamin ilk altt ayinda sadece anne siitu ile beslenmeme ve rotavirus
diareli arasinda anlamli bir iligki tespit edilmistir. Sadece alti ay veya daha uzun sire
anne sutu ile beslenen cocuklarla karsilagtirildiginda, alti aydan daha kisa sire
emzirilenlerin cocuklarda iki kat daha fazla rotavirus enfeksiyonu tespit edilmistir.
Anne sutu ile beslenen infantlarda gastroenterit vakalarin %30.7'sinden (85/277)
rotavirus sorumlu olup emzirilmemis bebeklerde bu oran %49.5’tir.

Rotavirus gastroenteriti, gastroenterit etkeni rotavirus olmayan enfeksiyonlardan
anlaml: derecede daha ciddi (sirasiyla ortalama ciddiyet skoru 13 ve 9) bulunmustur.
Rotavirus gastroenteritli cocuklarin cogunlugu icin ciddiyet skoru (253/366, %69.1) >11
iken, non-rotavirus gastroenteritli ¢cocuklarin sadece %39.2'sinde (217/554) >11 skor
gOzlenmistir. Rotavirus gastroenteritli hastalarin yaklasik %45'inde dehidrasyon
gelisirken bu oran non-rotavirus gastroenteritli hastalarinkinden (%219) oldukca yiiksek
bulunmustur. Calisma grubundaki 920 c¢ocugun 193'Unun (%21) hastaneye yatisi
gerceklesmistir. Hastaneye yatis gerektiren vakalarin cogunlugu (113/193, %58.9)
rotavirus ile iligkilidir. Rotavirus gastroenteritinin ortalama hastanede kalis siiresi 5.5 +

5.1 gln iken non-rotavirus gastroenterit icin bu stre 3.3 £ 3.1 gln'dir. Rotavirus
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gastroenteritinin hastanede kalis stiresi non-rotavirus gastroenterit icin belirlenen siireye
oranla anlamli derecede daha uzundur.

Toplam 366 rotavirus pozitif diski Orneginden 324 RT-PCR ile
tiplendirilebilmistir. Bu o6rneklerin 295'u (%91.1) genotip G1, G2, G3 ve G4'ten
olusmaktadir. Tiplendirmede en sik G1 serotipi (%75.1) tespit edilmistir. Diger
genotipler ise sirasiyla G2 %0.8, G3 %3 ve G4 %6.3tur. Suslarin %8.9'u
tiplendirilememistir. Miks enfeksiyon oranin1 %5.9 olarak tespit etmislerdir.

Durmaz ve arkadaslarl(m) strveyans calismasinda evrensel rotavirus asilama
programinin baslangicindan once Tirkiye genelinde bulunan rotavirus G ve P
genotipleri icin temel veriler elde etmeyi amaclamiglardir. Bu surveyans calismasi
Agustos 2012'den Temmuz 2014'e kadar ulke genelinde 23 ilde 35 hastanede
gerceklestirilmistir. Bu illerin yedi cografik bolgeye gore dagilimi: Marmara bolgesinde
Istanbul ve Bursa; Ege Bolgesi'nde izmir ve Afyon; Orta Anadolu'da Ankara, Eskisehir,
Kayseri ve Konya; Akdeniz bolgesinde Antalya, Mersin, Isparta ve Adana; Guneydogu
Anadolu'da Gaziantep, Sanlurfa ve Diyarbakir; Dogu Anadolu'da Erzurum, Malatya ve
Van; Karadeniz bolgesinde Rize, Trabzon, Tokat, Samsun ve Karabik’tir. Katilan tim
hastanelerde akut gastroenterit sebebi ile basvuran 5 yasindan kiglk gocuklardan digki
ornekleri toplanmistir. Diski Ornekleri hastaneye kaldirildiktan sonraki ilk 48 saat
icerisinde toplanarak hastanelerin laboratuvarlarinda lateks agliitinasyon (Rotalex,
Orion Diagnostica), imminokromatografik test (Rota Uni-Strip, Coris BioConcept;
Vikia Rota- Adeno, BioMerieux) veya enzim immunoassay (Ridascreen rotavirus,
RBiopharm, Darmstadt, Germany) gibi ticari serolojik testlerle rotavirus antijeninin
varhig test edilmistir. Antijen pozitif diski Ornekleri daha sonra genotipleme igin
Turkiye Halk Sagligi Kurumu'na gonderilmistir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, 06rnek
toplanma tarihi, semptomlar, cografi konum ve calismaya katilan hastane formlara
kaydedilmistir. EZ1 virusu Mini Kiti (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) Ureticinin
talimatlarina uygun olarak RNA ekstraksiyonu igin kullanilmistir. TUm antijen pozitif
orneklerden konsensus primerleriyle RT-PCR yapilmis daha sonra G1, G2, G3, G4, G8,
G9 ve G10'a hedeflenen spesifik primerler ile G genotipleme ve ardindan P[4] , P[6] ,
P[8] , P[9], P[10] ve P[11] primerleri kullanilarak P genotipleme yapilmustir.

Antijen pozitif tim digki 6rnekleri (2102) yil boyunca Eylul ayindan Mayis

ayinin sonuna kadar siddetli akut gastroenterit geciren 5 yasindan kiciik ¢ocuklardan
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elde edilmistir. En yiksek ornek kabuli %17.1 (359/2102) oram ile Mart ayinda
gerceklesmistir ve bunu sirayla Ocak ay1 %14.4 (303/2102) ve Subat ayr %13.1
(276/2102) takip etmektedir. Geri kalan dokuz ayda rotavirus antijen pozitif vakalarin
orani %1'den %9.5'e kadar degismektedir. RT-PCR ile test edilen 6rneklerin 1644'linde
(%78.2) rotavirus RNA tespit edilmis ve geriye kalan 458 (%21.8) 6rnek konsensus RT-
PCR ve ticari real time RT-PCR ile negatif sonu¢ vermistir. Rotavirus RNA pozitif
orneklerin 396's1 (%24.1) Glneydogu Anadolu'dan, 394'0 (%24) i¢c Anadolu'dan, 318'i
(%19) Marmara bolgesinden, 194'U (%12) Karadeniz boélgesinden, 160’1 (%10) Ege
bolgesinden, 97°si (% 6) Akdeniz bdlgesinden ve 851 (%5) Dogu Anadolu‘dan
gelmistir.

Rotavirus RNA pozitif hastalarin yaslarina gore dagilimina bakildiginda % 8.4’
(138) 0-12 aylik yas grubuna, %38.7’si (637) 13-24 aylik yas grubuna, %28.3’l (466)
25-36 aylik yas grubuna , %10.7’si (176) 37-48 aylik yas grubuna ve %13.8’i (227) 49-
59 aylik yas grubuna dahildir. Rotavirus enfeksiyon prevalans: 13 ila 24 ay arasinda
diger yas gruplarina gore oldukca yiuksek oran bulunmustur. 1644 cocugun 721'i
(%43.9) kizlarda kalan 923'li (%56.1) erkeklerden olusmakta olup rotavirus pozitifligi
acisindan kizlar ve erkekler arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

Toplam 1638 6rnekte G ve P genotipleri tanimlanmigtir. Toplam sekiz farkli G
tipi, alti farkl: P tipi ve 42 farkli G-P kombinasyonu belirlenmistir. G genotipleri
arasinda G9 (%48.7), G1 (%25.9), G2 (%16.2), G3 (%4.3), G4 (%2.7), G8 (%0.9), G12
(%0.8) ve G10 (%0.4) bulunmaktadir. Turkiye'de G12 ilk kez tespit edilmistir.

Dominant P genotipi P[8] (79.4%) olup bunu sirasiyla P[4] (%19.5), P[9]
(%0.43), P[6] (%0.30) , P [11] (%0.12) ve P [10] (%0.06) takip etmektedir. Yaygin
olarak dort G tipi (G1, G2, G3 ve G9) ve iki P tipi (P[8], P[4]) suslarin sirasiyla %95.1
ve %98.8'ini olusturmaktadir.

Test edilen 6rneklerde en sik gériilen G ve P kombinasyonlari sirasiyla G9P[8]
(40.5%), G1P[8] (%21.6), G2P[8] (%9.3), G2P[4] (%6.5), G3P[8] (% 3.5) ve G4P[8]
(%3.4) 'dir. Bu alt1 yaygin genotip ¢alismada test edilen érneklerin 1377'sini (%83.7)
olusturmaktadir. Kalan 231 o6rnek (%14.1) sirasiyla G9P[4] (%7.2), G1P[4] (%3.3),
G8P[8], (%0.6) , G12P[8] (%0.4), G3P[4] (%0.5) veya G10P[8] (%0.3) gibi nadir
bulunan kombinasyonlardan olusmaktadir. Toplam 36 6rnekte (%2.2) G9P[4] P[8] (6,
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%0.4), G1P[4] P[8] (5, %0.3) ve G2G9P[8] (5, 0.3) gibi toplam 16 farkl: karisik genotip
tespit edilmistir.

Belirli bir yas grubu icgin cinsiyet veya yasta genotip sinirlamas: tespit
edilememistir. Farkli aylarda saptanan G ve P genotiplerinin oraninda da blyik bir
farklihik bulunamamistir. GOP[8], G1P[8] ve G2P[8] tiim aylarda saptanan (¢ yaygin
genotiptir. Her yas grubu i¢in tanmimlanan her bir genotipin orani neredeyse benzerdir.
Ornegin tim yas gruplarinda swrasiyla en cok GO9P[8] ve GI1P[8] genotipleri
gorilmektedir. Tim yaygin genotipler hem kadinlarda hem de erkeklerde benzer
sikhikta saptanmistir. Erkeklerde G9P[8], G1P[8], G2P[8] ve G2P[4] oranlar1 sirasiyla
%39, %22, %8 ve %6 iken bu degerler kizlar icin %43, %21, %11 ve %7'dir.

Umair ve arkadaslari®” 2014 yili boyunca Pakistan'da Rawalpindi'de akut
gastroenterit sebebiyle hastaneye yatirilan 5 yas alti cocuklardan 502 digki 6rnegini A
grubu rotavirus (RVA) varligin1 ve genotip cesitliligini arastirmak amaciyla toplamistir.
Enstitide tum digski 6rnekleri enzim imminoassay (ProSpecT Rotavirus Microplate
Assay, Oxoid Ltd, Birlesik Krallik) ile A grubu rotavirus varligi agisindan taranmis ve
molekdler analizleri yapilincaya kadar -20°C'de saklanmistir. ELISA ile test edilen
toplam 502 diski 6rneginden 147'si (%29.3) pozitif bulunmustur. Bununla birlikte erkek
ve kadinlar arasinda rotavirus pozitifligi ve negatifligi acisindan anlaml: bir fark
bulunamamistir. RV pozitif hastalarin yas1 RV negatif hastalar ile karsilastirildiginda
belirgin sekilde dustk oldugu (RV (+); 9.109 + 12.14 RV (-); 17.694 £ 24.20) ve
gastroenterit vakalarinda yaslar (ay) arasinda anlamli bir farklihik (p=0.001) oldugu
tespit edilmistir. Bununla birlikte klinik 6zelliklerden ates, kusma suresi ve sayis, diare
sliresi ve sayis1 bakimindan RV pozitif ve RV negatif olgular arasinda arasinda anlamli
bir fark (sirasiyla ates; 37.66, 37.56, kusma siiresi; 2.66, 2.75 (gun), kusma sayisi; 4.00,
4.55, diare soresi; 2.73, 2.93 (gun), diare sayisi; 15.54, 15.02) bulunamamistir.
Gastroenterit olgularinda hem RV (+) hemde RV (-) gruplarda ortalama atesin hemen
hemen aynmi oldugu tespit edilmistir. RV negatif hastalarda (ortalama; 4.55) pozitif
hastalara kiyasla (ortalama; 4.0) daha fazla kusma saysisi gorulmastir. RV negatif
gastroenterit olgularinin diare sdresinin (ortalama; 2.93 gun) RV pozitif olgulara
(ortalama; 2.73 giin) gore biraz uzun oldugu belirlenmistir. ELISA pozitif 6rneklerden
bir kism: RVA genotiplendirme icin se¢ilmis ve PCR ile 6rneklerin %89'unun (131/147)
RV RNA pozitif oldugu tespit edilmistir. Cocuklarda RVA enfeksiyonu yil boyunca
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Ocak-Mart ve Kasim-Aralik aylarinda iki pik noktasi olusturmustur. PCR pozitif
hastalarin yasi 1 ila 36 ay arasinda olup hastalarin cogunda (%91, 119/131) yasamin ilk
yilinda enfeksiyon ortaya c¢ikmistir. RVA pozitif hastalarin  cinsiyetleri
karsilastirnldiginda erkeklerin (n=79) kizlara (n=52) gbére daha fazla enfeksiyona
yakalandiklar: tespit edilmistir. En sik gortlen G tipi G1 %23.6 (31/131) 'dir ve bunu
G3 %22.9 (30/131), G12 %19.8 (26/131), G2 %19.08 (25/131) ve G9 %9.9 (13/131)
takip etmektedir. Toplam 6 ornekte (%4.58) G genotipe ait koenfeksiyon tespit
edilmistir. En yaygin P tipi P[8] %41.2 (54/131) olarak bulunmus ve bunu sirasiyla P[6]
%29 (38/113) ve P[4] %28.24 (37/131) izlemistir. Toplamda iki 6rnekte (%1.52) P tipi
koenfeksiyon gozlenmistir. Toplam 22 farkli G-P kombinasyonu bulunmustur. En
baskin olan genotip kombinasyonu %17.55 ile G3P[8] olup bunu %16.7 ile G12P[6]
(22/131), %15.2 ile G2P[4] (20/131) ve %14.5 ile G1P[8] (19/131) takip etmektedir.
Her bir kombinasyondan bir vakada bulunmak Uzere 6rneklerin %5.3'linde G1P[6]
(6/131) ve G9P[8] (7/131) bulunmustur. Rotavirus G-P koenfeksiyonu da 8 (%6.1)
Ornekte gozlenmistir. Saptanan genotip ¢esitliliginin aylara gore dagilimina bakildiginda
anlaml: bir farklilik bulunamamistir. Calisma suresi boyunca ¢ocuklarda enfeksiyona
sebep olan G-P Tip kombinasyonlari G3P[8] ve G12P[6]'dir. Cocuklarda 1-12 aylik yas
grubunda RVA enfeksiyonuna sebep olan genotiplerin ¢ogunlugu (%91) genellikle
G1P[8], G2P[4], G3P[8], G9P[8] genotipleri olup en az G12P[6] genotipi tespit
edilmistir. Miks enfeksiyon orani ise %6’dir

Mohanty ve arkadaslar*® Eylul 2013 ve Mayis 2015 yillart arasinda Dogu
Hindistan Odisha'daki 15 farkli hastaneye rota asis1 yapilmamis ve gastroenterit sebebi
ile bagvuran 5 yas alt1 652 ¢ocukta rotavirus enfeksiyon insidansi ile yaygin genotiplerin
klinik 6zellikleri, ciddiyeti ve mevsimsel dagilimi incelenmistir. Rotavirus igin ELISA
ile test edilen 652 diski 6rneginin 357'si pozitif (%54.75) bulunmustur. RV pozitif
cocuklarin %32.5'1 kizlardan, %67.5'i erkeklerden olugmaktadir. Hastaligin yaslara gore
dagilimina bakilacak olursa 1-6 ayhk 43 (%41.34), 7-12 ayhk 175 (%56.63),13-18
ayhik 96 (%62.34), 19-24 aylik 21 (%50) ve 24-59 aylik 22 (%50) toplam 357 (%54.75)
cocugun rotavirus ile enfekte oldugu tespit edilmistir. Rotavirus enfeksiyonu arastirilan
cocuklarda 3-18 aylik yas grubunda rotavirus pozitifligi (%62.4) diger yas gruplarina
gore (%41.34 -%56.63) daha yuksek bulunmustur. Fakat bu fark istatistiksel olarak

anlamli degildir. Tim rotavirus pozitif olgularda oral rehidrasyon tedavisi uygulanirken
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olgularin % 95'inde intravenéz tedavi de verilmistir. Olim tespit edilmemistir.
Rotavirus enfeksiyon sikliginin yaz mevsimine (%45.45) ve yagisli mevsimlere
(%45.32) kiyasla kisin (%66.9) daha yuksek oldugu bulunmustur. G1P[8] (46;%62.16)
gastroenteritin en yaygin sebebi olup bunu G1P[11] (7; %9.45), G3P[8] (6;%8.10),
GIP[8] (5;%6.75), G2P[4] (3; %4.05), G2P[6] (3;%4.05), GIP[4] (2;%2.70), GOP[11]
(1;%1.35) ve G1P[ 6] (1; %1.35) izlemistir. Tanimlanmis baskin G genotipleri G1
(%72.9), G9 (%10.81), G2 (%8.10) ve G3 (%8.10) 'tlr.

Yu ve arkadaslari®*® Ocak 2007'den Aralik 2016'ya kadar Tayvan’da Chang
Gung Cocuk Hastanesine (CGCH) yatirilan akut kanli olmayan sulu diare olarak
tanimlanan AGE'li 5 yasinadan kiiglik pediatrik grubu ¢alismaya dahil etmistir. Calisma
periyodunu etyoloji ve Klinik gbzetim icin as1 sonrasi erken ve asi sonrast Qge¢
periyotlara ayirmislardir. Viral niikleik asit ekstraksiyonu, Greticinin protokoliine gore
High Pure Viral Nikleik Asit kiti (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Rotavirus icin cDNA sentezi ve PCR (RT-PCR),
Super-Script 1l First-Strand Sentez Sistemi (Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD) ile
gerceklestirilmistir. Calisma silresi boyunca (Ocak 2007 - Aralik 2016) AGE olan 5
yasin altindaki 837 cocuktan diski Ornekleri enterik etkenleri tanimlamak amaciyla
incelemeye alinmistir. Bu hastalarin %3.2'sinin hastaneye yatis1 yapilmistir. Orneklerin
%66.5'inde enterik patojenler (557) tespit edilmistir. Bu enterik patojenlerin icinde
rotaviruslar %22.1 ile (185) en yiksek paya sahiptir. Asinin erken ve ge¢ dénemleri
arasindaki patojen prevelanslar: istatistiksel olarak karsilastirildiginda, rotavirus
enfeksiyonunda (%17.9) belirgin bir azalma meydana geldigi gézlenmistir. Rotavirus
genotip prevalans: igin 116 Ornekte rotavirus G genotiplendirme (as1 sonrasi erken
dénemde 54, as1 sonrasi ge¢ donemde 62) gerceklestirilmistir. G genotipi icin erken asi
sonras1 donemde gorulme oranlart G1 %50 (27), G2 %20.4 (11), G3 %22.2 (12) ve G9
%7.4 (4), gec as1 sonras1 donemde ise G1 %33.9 (21), G2 %25.8 (16), G3 %29 (18), G4
%1.6 (1), G8 %1.6 (1) ve G9 %11.2 (7)’dir. As1 sonras1 ge¢ donemde, as1 sonrasi erken
doneme kiyasla G1 oraninda 6nemli bir dusus bulunmustur. G4 ve G8 gibi nadir
genotipler 2012 ve 2015 yillarinda tespit edilmistir.

Dhital ve arkadaslari®” Nepal’de bélgesel gerceklestirdikleri calismaya Ocak-
Kasim 2014 tarihleri arasinda Kanti Cocuk Hastanesi ve Tribhuvan Universite Egitim

Hastanesi'ne (Kanti Children’s Hospital and Tribhuvan University Teaching Hospital)
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AGE sebebiyle basvuran 5 yasindan kigik cocuklari dahil etmislerdir. AGE olan,
g6zlem merkezine muracaat eden ve hastaneye 3 glinden fazla olmamak tizere bagvuran
717 cocuktan diski 6rnegi toplanmistir. Ornekler fosfat buffer salin kullamlarak %10-
20'lik slspansiyon halinde antijen testi ve genotiplendirme igin farkl: siselerde ve -
20°C'de saklanmistir. Ornekler ilk asamada A grubu rotavirus antijen tespiti icin
ProSpecT Rotavirus ELISA testi (Oxoid Ltd., Basingstoke Hants, UK) kullanilarak
calisilmis ve daha sonra rastgele 59 rotavirus pozitif numuneden QlAamp Viral RNA
Mini Kiti (QIAGEN Inc) kullanilarak RNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
Multipleks PCR ile G tip G1-G4, G8-G10 ve G12 ve P tip P[4], P[6], P[8], P[9], P[10]
ve P[11] tammlanmstir. En fazla hasta sayis1 0-12 ay yas grubunda olup (341) bunu 13-
24 ay yas grubu (202) izlemistir. Hasta populasyonunun 475'i (%66.2) erkek ve 242'si
(%33.8) kizdir. ELISA yontemi ile rotavirus antijen varligi arastirilmig ve izolatlarin
%22.9'unda (164) rotavirus pozitifligi tespit edilmistir. Rotavirus pozitiflik oraninin
yaslara gore dagilimina bakildiginda 0-12 aylik grub da %56.1 (92), 13-24 aylik grub da
%27.5 (45), 25-36 aylik grub da %8.5 (14), 37-48 aylik grub da %4.8 (8) ve 49-60 aylik
grub da %3.05 (5) olarak belirlenmistir. Tim Orneklerde aylik rotavirus enfeksiyon
orani en yuksek Ocak ayinda (30), ardindan Subat ayinda (26) gorilmdistur. Rotavirus
genotiplerinin molekiler analizi sonucu baskin G tipinin G12 (21, %36) oldugu bunu
G9 (18, %31), G1 (11, %21) ve G2 (5, %8.6) izledigi belirlenmistir. Test edilen tim G
tipleri arasinda G3 (4) %3.4 ile en az gbzlenen genotip olmustur, 6rneklerin %1.8' ise
tiplendirilememistir. Rotavirus genotiplerinin molekuler analizi sonucu baskin P tipinin
P[6] (19, %32.8) oldugu ve bunu P[8] (17, %31), P[10] (10, %14.8) ve P[4] 'Un (9,
%14.8) takip ettigi tespit edilmistir. Benzer sekilde izolatlarin  %6.6's1
tiplendirilememistir. En sik tespit edilen rotavirus susu olan G12P[6] (19, %35.1),
G1P[8] (8, %15.1), GOP[8] (8, %15.1), GOP[4] (5, %9.4) ve G2P[4] (4, %7.5) dahil
olmak uzere toplam yedi G/P tip kombinasyon tammlanmistir. Geriye kalan tipler ise
her tipten 2 adet olmak Ulzere G1P[10], G3P[10], G9P[10] ve G2P[10], G12P[10],
G12P[8] 'dir. Miks enfeksiyon orani1 %7.5°dir

Agutu ve arkadaslar™®? Ocak-Haziran 2012 tarihleri arasinda Kenya’da
Gertrude Cocuk Hastanesine gastroenterit sebebi ile basvuran 5 yasin altindaki 298
cocuktan topladiklart diski Orneklerinde rotavirus antijen varligint ELISA testi
(ProSpectTM Rotavirus Microplate Assay, Oxoid Ltd, United Kingdom) ile
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arastirmiglardir. Rotavirus pozitif 6rnekler (zerinde rotavirus dsRNA'dan revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) amplifikasyonu gerceklestirilmistir.
G tiplendirmesi icin VP7'ye ait alti insan serotip G1-G4, G8 ve G9'a 6zgi primer
karistmi kullanilmistir (aBTI, aCT2, aET3, aDT4, aAT8 ve AFT9). VP4 icin spesifik
bes insan P tipi P[4], P[6], P[8], P[9] ve P[10] (2T-l, 3T-I, IT-I, 4T-I, 5T-I)
primerlerinden olusan karisim ile genotipleme yapilmistir. PCR fragmentleri uygun
marker kullanilarak 80-90 volt'ta % 2'lik agaroz jel elektroforezi ile yurttulmastr.

Rotavirus prevalans: %31.5 (94/298) bulunmustur. Rotavirus enfeksiyonunun 2
yasin altindaki cocuklar arasinda daha sik oldugu belirlenmistir. Rotavirus pozitif
hastalarin %48.9'u erkeklerden (46), %51.1'i (48) kizlardan olusmaktadir, ayrica
annelerin %60.1'nin (57) hala emzirmekte oldugu belirlenmistir. Rotavirus pozitif
vakalardan 33'U (%35.1) mevcut rotavirus asilarindan biri ile asilanmistir. Hastalarin
yas gruplarina gore dagilimina bakildiginda RV (+) 94 hastanin %37.2’si (35) 0-12,
%39.4°U (37) 13-24, %6.4°L (6) 25-36, %8.5°i (8) 37-48, %8.5°i (8) 49-60 aylik
cocuklardan olusmaktadir. Diare suresinin 67 hastada 3 glinden az, 13 hastada 3-5 gun
arasi ve 14 hastada 5 giinden fazla oldugu tespit edilmistir. Toplam 68 hastanin diare
sikhigr 3’ten az iken 26 hasta icin diare sikliginin 4-7 arasinda oldugu belirlenmistir.
Kusma suresi sirasiyla 74 hastada 3 giinden az, 16 hastada 3-5 guin arasi ve 4 hastada 5
gunden fazla oldugu tespit edilmistir. Kusma siklig: ise 61 hastada 3’ten az, 23 hastada
3-7 aras1 ve 10 hastada 7’den fazla olarak bulunmustur. RV (+) hastalarin 52’si 3
gunden az, 37’si 4 veya 4 gunden fazla hastanede kalmislardir. RV pozitif 94 hastanin
7’sinde dehidratasyon gorilmez iken 83’Unde cesitli sekillerde 4’lnde ise agir
dehidratasyon gorulmustir. Tedavi olarak 5 hastaya oral ve 86 hastaya IV rehidratasyon
uygulanmastir.

Yeterli RNA ekstraktina sahip 83 drnekte cDNA eldesi gerceklestirilmis, PCR
ve G, P genotipleme islemleri yapilmistir. G genotip oranlart G9/3 (%5.3), G9 (%4.3),
G3 (%4.3), G12 (%2.1) ve karisik G1/3 (%1.1) olarak bulunmustur. P genotiplerinden
P[4] (%5.3) ve P[6] (%5.3) tespit edilmistir. Sonuclar genel olarak en sik goérilen
rotavirus suslarinin G3P[4] (%8.5), G12P[6] (%4.3), GIP[6] (%2.1) ve G3P[6] (%1.1)
oldugunu gostermistir. Karisik suslar olarak G9/3P[4] (%4.3), G9/3P[6] (%1.1) ve
G1/3P[4] (%1.1) gibi tespit edilen bircok sus bulunmaktadir. Kismi olarak tanimlanmis
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tipler (non-typing; NT) ise GOP[NT] (%9.6), G9/3 P[NT] (%6.4), G3P[NT] (%3.2),
G1P[NT] (%3.2), GNTP[4] (%2.1) ve GNTP[6] (%2.1) seklindedir.

Mchaile ve arkadaslari®®? Tanzanya’da Ocak-Mayis 2016 tarihleri arasinda
toplam dort calisma merkezinden diare sebebi ile basvuran 5 yas alt1 277 ¢ocuktan diski
ornekleri toplamislardir. Orneklerde rotavirus antijen varlig1 kat: faz sandvig tipi enzim
imminoassay yontemi ile (Rotavirus Antigen ELISA, EpitopDiagnostic Inc, Carroll
Road San Diego, USA) dreticinin talimatlarina goére arastinlmistir. Viral RNA
ekstraksiyonu QIlAamp Viral RNA Mini Kiti (Qiagen / Westburg, Leusden,
Netherlands) kullanilarak dreticinin talimatlarina gore gerceklestirilmistir. Rastgele
primerler kullanilarak cDNA asamasi gerceklestirilmis olup G tiplerinin belirlenmesi
icin konsensus ve semi-nested PCR yontemi kullanilmistir. Rotavirus genel prevalansi
2009'da %33.2 iken 2016'da %26.4'e (73/277) diusmustir. Ortalama yas 11 ay olarak
hesaplanmis ve hastalarin yarisindan fazlasini kizlar 143/277 (%51.6) olusturmaktadir.
Hastalarin 259’u (%93.5) rotavirus asisint yaptirmistir. Calismada genel rotavirus
prevalanst %26.4 (73/277) bulunmus olup yas gruplarina gore dagilim: sirasiyla; 12
aydan daha kuglk yastaki ¢cocuklar i¢in %39.7 (29/73), 13-24 aylik ¢ocuklar icin % 34.2
(25/73) ve 24 aydan blyuk cocuklar igin %21.9 (16/73) olarak belirlenmistir. ELISA ile
rotavirus pozitif 6rneklerin %56'sindan ( 41/73) susa 6zgu primerler kullanilarak G tip
konsensus PCR (VP7) yapilmistir. Rotavirus igin baskin G tipleri sirasyla G1 %53.8
(21/73), G8 %23.1 (9/73), G12 %12.8 (5/73), G9 %7.7 (3/73) ve G4 %2.6 (1/73) olarak
tespit edilmistir.

Rahajamanana ve arkadaslari®®® Madagaskar’da Ocak 2010'dan Aralik 2016'ya
kadar Center Hospitalier Universitaire Meére Enfant Tsaralalana'da (CHUMET)
hastanesine yatirilan 5 yas alt1 19.619 ¢ocuk arasinda gastroenterit sebebiyle hastaneye
kaldirma oranini tespit etmek amaciyla hastane kayitlari gézden gecirilmistir. Haziran
2013-Aralik 2016 yillari arasinda DSO'niin destegi ile CHUMET'te aktif rotavirus
enfeksiyon gozlemi gerceklestirilmistir ve sirkilasyondaki rotavirus genotiplerinin
dagilim: degerlendirilmistir. CHUMET'te 5 yasin altindaki uygun ¢ocuklardan toplanan
diski 6rneklerinden enzim immdunoassay (EIA) Rotavirus Kiti (ProSpecTM) kullanilarak
rotavirus antijen tespiti yapilmistir. Akut gastroenterit tanimina uyan 24 saat icinde en
az 7 gun siren sulu, kanli olmayan diaresi olan ¢ocuklar dahil edilmis ve gaita 48 saat

icinde toplamistir. Rotavirus siirveyans verileri Haziran 2013'ten Aralik 2016'ya kadar
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toplanmis; as1 Oncesi 11 aylik rotavirus sirveyans: (Haziran 2013-Nisan 2014) asi
sonrasindaki (Ocak 2015-Aralik 2016) 2 yillik veriler ile karsilagtirilmigtir. Rotavirus
antijeni gastroenterit sebebiyle hastaneye basvuran ¢ocuklarin digki 6rneginden EIA ile
tespit edilmis ve rotavirus pozitif 6rnekler Bolgesel Referans Laboratuvarinda RT-PCR
ile genotiplendirilmistir. RRL-SA'da (rotavirus regional reference laboratory in South
Africa; RRL-SA) rotavirus antijen pozitif drneklerde G ve P tiplerinin belirlenmesi igin
konsensus ve genotip spesifik primerler kullanilarak semi-nested multipleks PCR testi
gerceklestirilmistir

Test edilen diski Orneklerinin sayisi ve EIA rotavirus pozitiflik sonuglarinin
Haziran 2013 ile Aralik 2016 arasindaki aylara gore dagilimina bakildiginda 2013
Kasim, 2014 Ekim, 2015 ve 2016 Haziran'da RV pozitiflik oraninin pik yaptig
gorilmustir. Rotavirus slrveyans slresince rotavirus asi uygulamasindan 6nce 203
digki 6rnegi (tim diare bagvurularinin %30'u) ve as1 uygulamasindan sonra 449 diski
ornegi (tim diare basvurularinin %47'si) toplanmis ve analiz edilmistir. Haziran 2013 -
Nisan 2014 tarihleri arasinda 114 (%56) diski 6rneginde rotavirus tespit edilmis olup
asilama dénemi sonrasi i¢in 2015 yilinda rotavirus pozitif diski érneklerinin oran1 %13
(31) ve 2016'da %12 (25) bulunmus, boylece as1 6ncesi déneme gore %78'lik bir dlsus
tespit edilmistir. Asilama o©ncesi donem icgin diski Orneklerinde saptanan tim
rotaviruslarin %67'si 0-11 aylik, %32'si 12-23 aylik ve %1'i 24-59 aylik ¢ocuklara aittir.
Aksine asilama sonrasi diski 6rneklerinde saptanan tim rotaviruslarin % 48'i 0-11
ayhik,% 43U 12-23 ayhik ve %9'u 24-59 aylik cocuklara aittir. Toplam 195 (%69)
rotavirus pozitif 6rnek genotipleme igin referans laboratuvarina gonderilmistir, fakat
112 ornekte genotipleme yapilamamistir. As1 6ncesi donemde 80 Ornekte 7 farkli G/P
genotip kombinasyonlar: tespit edilmistir. En sik saptanan genotipler G3P[8] (n=53;
%66), G2P[4] (n=12; %15) ve GI1P[8] (n=11; %14) dir. As1 Oncesi donemindeki
genotiplendirilmis 6rneklerin %68'i 0-11 ayhk cocuklara aittir. Rotavirus asisinin
2014'te uygulanmasindan sonraki ilk sekiz ay boyunca, 73 drnekte 13 rotavirus genotipi
tespit edilmistir. En sik tespit edilen genotipler G3P[8] (n=20, %27), G9P[6] (n=9,
%12), G9P[8] (n=9 %12) ve GOP[4]P[8]’dir (n=9 %12). En yaygin genotip G2P[4]
(n=10,% 67) olup 26 6rnekte 9 ek genotip saptanmis ve 2015'te 15 drnekte 6 farkl
rotavirus genotipi bulunmustur. Geriye kalan G3P[8], GO9P[4]P[8], G1G3P[4],
G1G3P[NT], G3G12P[4]P[8] 5 tipin her biri bir drnekte tespit edilmistir. As1 Oncesi
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donemde tespit edilen genotiplere kiyasla 2015 yilinda G1P[8], G3P[NT], G4P[6],
G12P[6] ve GNTP[8] bulunmamistir. Yine 2015'te genotiplendirilmis 6rneklerin %60't
12-23 aylik ¢ocuklardan alinmistir.

Gasparinho ve arkadaslari®® Angola’da Eylil 2012 ve Aralik 2013 yillart
arasinda Bengo Merkez Hastanesi'nde (BGH) bes yasin altindaki ¢ocuklarda diarenin
(virGsler, parazitler ve bakteri) en sik goriilen etyolojik ajanlarint belirlemek amaciyla
bir calisma diizenlemislerdir. Stirveyans verileri tUlkede A grubu rotavirus (RVA) asi
uygulamasindan once toplanmistir. Calismaya cocuk acil servisine veya pediatri
poliklinigine akut gastroenterit (AGE) sebebiyle bagvuran 342 ¢ocuk dahil edilmistir ve
hastalar RVA enfeksiyon varligi agisindan test edilmistir.

Digski 6rnekleri klinik personel'i tarafindan temin edilen steril kaplarla
toplanmastir. Toplam 342 6rnek hizli kalitatif bir immunokromatografik test (Rotavirus
+ Adenovirus, CerTest Biotec S.L., Zaragoza, Spain) ile Greticinin talimatlarina gore
kullanilarak RVA ve adenovirus serotip 40/41 antijenlerinin mevcudiyeti arastirilmistir.
RVA pozitif diski 6rnekleri RNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar guanidin tiyosiyanat
sollisyonunda saklanmistir. Saklanan diski ornekleri RVA genotiplendirmesi igin
Portekiz Lizbon'daki Hijyen ve Tropikal Tip Enstitiisiine gonderilmistir. Ureticinin
talimatlarina gore innuPREP Virus RNA Kiti (Analytik Jena AG, Jena, Germany)
kullanilarak %210 (w/v) diski suspansiyonlarindan Viral RNA ekstraksiyonu yapilmistir.
PCR'da spesifik farkli genler icin sablon olarak kullanilacak cDNA'y1 Uretmek amaciyla
revers transkripsiyon (RT) asamasi rastgele hekzamerler kullanan ticari bir kit (NZY
Firststrand cDNA Sentez Kiti, NZYTech, Lizbon, Portugal) ile gergeklestirilmistir.
RVA G ve P genotipleme sekiz G tipini (G1-4, G8-11) ve alt1 P tipini (P[4], P[6], P[8]-
[11]) tespit etmek icin optimize edilmis semi-nested tip spesifik multipleks PCR
kullanilarak gerceklestirilmistir.

Calismaya dahil edilen 342 cocukta RVA enfeksiyon orant %25.1 (86/342)
olarak tespit edilmistir. Calismadaki 342 hastanin %53.5’i (183) erkek, %46.5’i (159)
kizdir. RV (+) hastalar icin bu oranlar sirasiyla %49 ve %37°dir. Hastalarin yaslarina
gore dagilimina bakildiginda %16.1°i (55) 0-6 ay, %38.6’s1 (132) 6-12 ay, %26.9°u
(92) 12-24 ay ve %18.4°1 (63) 25-59 ay grubuna dahildir. RV pozitif hastalar icin ise bu
oranlar sirasiyla %24.4 (21), %55.8 (48), %18.6 (16) ve %1.2 (1) dir . Hastalarin yaslari
ortalams: 15.5 ay olup RV (+) grup icin 9.2 ay’dir. RVA enfeksiyonundan en ¢ok

97



etkilenen yas grubunun 6 aydan kicuk c¢ocuklar oldugu belirlenmistir. RVA
enfeksiyonu olan ¢ocuklar icin yas ortalamasi belirgin olarak daha dustktr.

Calismaya dahil edilen 240 (%70.2) c¢ocugun (cocuklarin yalmzca 38'i
emzirilmis, 202'si tamamlayici anne sutl ile beslenmis) anne sutl ile beslendigi, 98
cocugun sutten kesildigi (%28.6) ve 4'Unun hi¢ anne sitliyle beslenmedigi (%1.2)
belirlenmistir. RV enfeksiyonu gorilme oraninin hastaneye basvuru sirasinda emzirilen
(82/240, %34.2) cocuklarda, hentiz slitten kesilmis veya emzirilmemis ¢ocuklara kiyasla
(4/102, % 3.9) daha ylksek oldugu bulunmustur.

Toplam 342 hastanin 175’inde (%51) kusma semptomu tespit edilmis olup bu
hastalarin 62’si (%72.1) RV pozitif, 113’0 (%44.1) ise RV negatiftir. Ayrica kusma
semptomu gozlenmeyen 24 hastanin (%27.9) RV pozitif oldugu tespit edilmistir.
Kusma semptomu RVA enfeksiyonu ile anlaml: derecede iliskili (%72.1) bulunmustur.
Hastalarin 255’inde (%74.5) ates tespit edilmistir ve bunlarin 69’u (%80.2) RV (+),
186’s1 (%72.7) RV (-) tir. RV (+) 17 hastada (%19.7) ise ates gozlenmemistir. RV (+)
85 hastanin 68’1 (%80) icin diare siresi (giin) 1-3 gin, 10 hasta icin (%11.8) 4-5 giin ve
7 hasta icin (%8.2) >6 gun olarak belirlenmistir. Toplam 342 hastanin %48’i (164)
poliklinige, 178’1 ise (%52) acil servisine basvurmustur. RV (+) 86 hastanin 29°u
poliklinige (%33.7) ve 57’si ise acil servisine (%66.3) basvurmustur, ayrica pozitif 74
hastanin 24’inlin (%32.4) hastaneye yatis1 gergceklesmistir. Tim cocuklardaki hastaneye
yatis orani ise %26.8 (81) olarak belirlenmis olup negatif hastalarda bu oran %25
(57)’tir.

Calisma siiresi boyunca Mayis-Ekim 2013 doneminde Mayis ayinda pik yaparak
(46 olgu) BGH'da gorilen diare vakalarinda dnemli bir artis oldugu belirlenmistir.
Calisma suresi boyunca RV enfeksiyonu tespit edilmis olup 2013 yilinin Subat ayinda
% 60.0, Mart ayinda % 40.0, Haziran'da % 40.0 ve Temmuz ayinda % 40.9 olmak uzere
daha yiiksek oranlarda RVA enfeksiyonu saptanmustir.

Hizli immunokromatografik test ile tespit edilen 86 RVA pozitif drnegin 76's1
(%88.4) molekuler tan1 metodu ile analiz edilmistir. Bunlardan dort 6rnegin PCR ile
negatif oldugu kanitlanmistir. Diger 72 (%83.7) 0©rnek igin G ve P genotipleme
yapilmis ve en yaygin genotip kombinasyonu GI1P[8] %47.2 (34/72) ardindan
ahisiimadik bir sekilde G1P[6] %29.2 (21/72) ve G2P[4] % 12.5 (9/72) olarak
belirlenmistir. G1 %83.3 (60/72) ve G2 %15.3 (11/72) olmak Uzere sadece iki G tipi
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bulunmus ve bir 6rnek icin G tipi tespit edilememistir. P genotipleri arasinda P[6]
%30.6 (22/72), P[8] %47.2 (34/72) ve P[4] %12.5 (9/72) ile en sik gorilen genotipler
olarak belirlenmistir. P tiplendirmesi sirasinda 7 6rnek icin sonu¢ alinamamistir (%9.7;
7172).

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Adana Sehir Hastanesine
Ocak-Aralik 2017 tarihleri arasinda akut gastroenterit sebebi ile basvuran 5 yas ve
altindaki 400 hastanin dahil oldugu calismamizda hastalarin %54.5 erkek ve %45.5%i
kizdir. Toplam 400 hastanin ¢ogu %61.8 oranla 0-24 aylik olup tim hastalarin yaslar
ortalamasi 20.4 aydir. Rotavirus enfeksiyon insidans: %22.7 olup, 0-6 ay %13.2, 7-12
ay %29.7 ve 13-24 ay %34 oranlart ile 2 yasina kadar gocuklarda RV antijen
pozitifliginde yas attikca yikselme gozlenmistir. Boylece diger yas gruplarina gore 0-12
aylik grupta %42.9 ve 0-24 aylik yas grubunda ise %76.9 oraninda daha yiksek RV
antijen pozitifligi bulunmustur. Buna karsilik sonraki yas gruplarinda ise %6.6 ve %3.3
gibi daha dusik oranlarda RV antijen pozitifligi tespit edilmistir. RV antijen pozitif
cocuklarin %70.3’0 erkek, %29.7’si kizdir. Yine RV diaresi olan hastalarin %42.8’i
hospitalize edilirken RV enfeksiyonu olmayanlarin ise %14.5’i hastaneye yatirilmastir.
Ortalama hastaneye yatis siiresi ise RV gastroenteriti olanlarda (5.5 giin) olmayanlara
gore (3.6 giin) daha uzun bulunmustur. RV diaresi olanlarda kusma (%83.5) RV ile
enfekte olmayanlara gore (%57) daha yiksek oranda gorilmistur. Dehidratasyon
belirtisi yine RV gastroenteriti olanlarda (%77) RV gastroenteriti olmayanlardan
(%44.7) daha yuksek oranda gozlendi. RV gastroenteriti olanlarda IV rehidratasyon
tedavisi %67 ile RV negatiflere uygulanan %33.3’lik orandan daha ylksektir. RV
antijen pozitifligi en cok sonbahar ve kis aylarinda (sirasiyla Kasim %38.5, Aralik %33)
gorilmustir. RT-PCR pozitif 89 hastada en yaygin G genotipi %50.5 ile G1 olup, %36
ile en yaygin P genotipi P[8] bulunmustur. En baskin G/P kombinasyonu ise %21.3 ile
G1P[8]’dir. Miks enfeksiyon oran1 %7.9 dur.

Arastirmamizda hasta grubundaki erkeklerin oran1 %54.5 olup Canakkale’de
Tekin ve ark. %52.9, istanbul’da Inan ve ark.’min %51.7 oranlarindan biraz yiiksek,
Ankara’da Simsek ve ark. %53.5 oranina benzer, Diizce’de Kizilirmak ve ark. %60.2,
Erzurum’da Balkan ve ark. %56.8, Balikesir’de Safak ve ark. %57.6, Kayseri’de Atalay
ve ark. %58.2, Ankara’da Meral ve ark. %57 ve Afyonkarahisar’da Altindis ve ark.

%57.3 oranlarindan disiktur. Yine benzer sekilde Tanzanya’da Mchaile ve ark. %48.4
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oranindan yiiksek, Angola’da Gasparinho ve ark. %53.5 oranina benzer, Nepal’de
Dhital ve ark.%66.2 oranindan diisuktr.

Hastalarin yaslar: ortalamas: 20.4 ay olup Diizce’de Kizilirmak ve ark. 23.5 ay
yas ortalamasindan disik, Tanzanya’da Mchaile ve ark. 11 ay ve Angola’da
Gasparinho ve ark.’nin 15.5 ay yas ortalamalarindan yiiksektir.

Calismamizdaki akut gastroenteriti olan 400 hastanin %61.8’ini 0-24 ayhlk
cocuklar olusturmakta olup bu oran Antakya’da Ozer ve ark. %45.3, Antalya’da Coban
ve ark.’min %49.3 oranlarindan yiksek, Erzurum’da Balkan ve ark.’min %72.1
oranindan ise dustliktlr. Ayrica ¢alismamizda 0-12 aylik yas grubu %35.5 oran1 ile en
yuksek paya sahipken yine Ankara’da Simsek ve ark. ¢alismasinda da %63.8 ile 0-12
ay, Nepal’de Dhital ve ark. calismasinda %47.5 ile 0-12 ay, Hindistan’da Mohanty ve
ark. calismasinda %47.4 ile 7-12 ay ve Angola’da Gasparinho ve ark. calismasinda
%38.6 ile 7-12 ay yas gruplar1 en yiiksek orana sahiptir.

Calismamizda rotavirus antijen pozitiflik oramt %22.7 olup Ulkemizdeki
calismalardan Diizce’de Kizilirmak ve ark. %16, Balikesir’de Safak ve ark. %12.8,
Istanbul’da Inan ve ark. %8.5, Antalya’da Coban ve ark. %13.6 ve Madagaskar’da
Rahajamanana ve ark. %13 (2015-2016) oranlarindan yuksek, Erzurum’da Balkan ve
ark. %26.1, Canakkale’de Tekin ve ark. %23.6, Ankara’da Meral ve ark. %21.1,
Tayvan’da Yu ve ark. %22.1, Nepal’de Dhital ve ark. %22.9, Tanzanya’da Mchaile ve
ark. %26.4 ve Angola’da Gasparinho ve ark. %25.1 oranlarina benzerdir. Ayrica
Ankara’da Simsek ve ark. %29.1, Kayseri’de Atalay ve ark. %27.7, Antakya’da Ozer ve
ark. %31.2, Afyonkarahisar’da Altindis ve ark. %40, izmirde Kurugél ve ark. %39.8,
Pakistan’da Umair ve ark. %29.3, Hindistan’da Monhanty ve ark. %54.7, Kenya’da
Agutu ve ark. %31.5 ve Madagaskar’da Rahajamanana ve ark.’nin %56 (2013-2014)
oranlarindan dusuktr.

Calisma grubumuzda RV antijen pozitif hastalarin yas gruplarina gore
dagilimina bakildiginda %42.9 ile en yuksek oran 0-12 ay yas grubuna ait olup bu oran
yurt icinde Ankara’da Simsek ve ark. calismasinda %70.3 ile 0-12 ay, Ankara’da Meral
ve ark. calismasinda %37.7 ile 12-23 ay, izmir’de Kurugdl ve ark. calismasinda %32.5
ile 12-23 ay, Turkiye genelinde Durmaz ve ark. ¢alismasinda %38.7 ile 13-24 ay,
Balikesir’de Safak ve ark. calismasinda %21.7 ile 25-36 ay ve Duzce’de Kizilirmak ve

ark. calismasinda %21.9 ile 49-60 ay yas gruplarina aittir. Yurt disinda Hindistan’da
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Monhanty ve ark. galigmasinda %49 ile 7-12 ay, Angola’da Gasparinho ve ark.
calismasinda %55.8 ile 6-12 ay, Nepal’de Dhital ve ark. calismasinda %56.1 ile 1-12
ay, Tanzanya’da Mchaile ve ark. calismasinda %39.7 ile 0-12 ay, Madagaskar’da
Rahajamanana ve ark. ¢calismasinda %67 ile 0-11 ay (2013-2014; %48 2015-2016) ve
Kenya’da Agutu ve ark. calismasinda %39.4 ile 13-24 ay yas gruplarindaki rotavirus
pozitiflik oran1 diger yas gruplarina gore yiiksek bulunmustur.

Calismamizda 0-24 ayhk cocuklar icin RV pozitiflik oran1 %76.9 olup
Canakkale’de Tekin ve ark. %34.5 oranindan yiiksek Erzurum’da Balkan ve ark. %77.5,
Antakya’da Ozer ve ark. %75 oranlarina yakin izmir’de Kurugél ve ark. %80.7
oranindan ise biraz disuktur.

RV antijen pozitif hastalarimizin yas ortalamasi1 16.8 ay olup Ankara’da Meral
ve ark. ve 1zmir’de Kurugol ve ark. calismasindaki ortalama degere (sirasiyla 16.8 ay,
15.5 ay) benzer, Angola’da Gasparinho ve ark. ¢alismasindaki ortalama degerden (9.6
ay) ise yuksektir.

Calismamiz suresince RV pozitifligi en yiksek sonbahar ve kis mevsiminde
gorilmus olup hem 6rnek kabull (sirasiyla %30.2, %20.2) hemde RV pozitiflik oran
(sirastyla %38.5, %33) Kasim ve Aralik aylarinda gortlmastur. Arastirmamiza benzer
olarak en yuksek pozitiflik oran1 Erzurum’da Balkan ve ark. (%64.7), Kayseri’de Atalay
ve ark. (%39.5), Istanbul’da inan ve ark. (%47.6), Antakya’da Ozer ve ark. (%60),
Afyonkarahisar’da Altindis ve ark. (Subat %12), Antalya’da Coban ve ark. (%40.9),
Izmir’de Kurugol ve ark. (%60-65), Hindistan’da Mohanty ve ark. (%66.9), Nepal’de
Dhital ve ark. (Ocak %18.3) ve Gasporino ve ark. (Subat %60) calismalarinda kis
mevsiminde tespit edilmistir. Yine ¢alismamizin sonuglarina uyumlu olarak Ankara’da
Meral ve ark. (%50.99) ve Pakistan’da Umair ve ark. (Kasim) sonbahar mevsiminde en
yuksek pozitiflik oranini tespit etmislerdir. Farkli olarak Balikesir’de Safak ve ark.
(Mart %15.6), Canakkale’de Tekin ve ark. (%27.8) ve Turkiye genelinde Durmaz ve
ark. (Mart) en yiksek pozitiflik oranini ilkbaharin erken déneminde tespit etmislerdir.

Arastirmamizda en fazla bulunan G genotipi G1 (%50.5) olup Ankara’da Simsek
ve ark. (%86), Izmir’de Kurugél ve ark. (%75.1), Pakistan’da Umair ve ark. (%23.6),
Hindistan’da Monhanty ve ark. (%72.9), Tayvan’da Yu ve ark. (%41), Tanzanya’da
Mchaile ve ark. (%53.8) ve Angola’da Gasparinho ve ark.’nin (%83.3) calismalarindaki
baskin tip yine G1’dir. Farklh olarak Ankara’da Meral ve ark. G3 (%38.7),
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Afyonkarahisar’da Altindis ve ark. G9 (%65), Turkiye genelinde Durmaz ve ark. G9
(%48.7) ve Nepal’de Dhital ve ark. G12 (%36) tiplerini en yaygin G genotipleri olarak
tespit etmislerdir. Ayrica ¢alismamizda %16.8 oraninda G tip icin tiplendirilememis
ornek bulunmakta olup bu oran1 Ankara’da Meral ve ark. %41.5, Ankara’da Simsek ve
ark. %18.9, Izmir’de Kurugol ve ark. %8.9, Nepal’de Dhital ve ark. %1.8 ve
Tanzanya’da Mchaile ve ark. %1.4 olarak bulmustur.

Bu calismada en fazla gozlenen (%36) P genotipi P[8] olup Ankara’da Meral ve
ark. (%87.5), Turkiye genelinde Durmaz ve ark. (%79.4), Pakistan’da Umair ve ark.
(%41.2), Nepal’de Dhital ve ark. (%31 ile 2. sirada) ve Angola’da Gasparinho ve
ark.’nin (%47.2) calismalarinin bulgular: ile benzerdir. Farkl: olarak Afyonkarahisar’da
Altindis ve ark. P[4] (%81) ve Nepal’de Dhital ve ark. P[6] (%32.8) genotiplerini
yaygin P tipleri olarak belirlemislerdir. Calismamizda 6rneklerin %20.3’U oraninda P
genotiplendirilememis olup bu oran1 Ankara’da Meral ve ark. %54.7, Nepal’de Dhital
ve ark. %6.6 ve Angola’da Gasparinho ve ark. %9.7 olarak tespit etmistir.

Calismamizda G1P[8] (%21.3) ve G2P[4] (%12.4) en cok tespit edilen G/P
kombinasyonlar: olup Ankara’da Meral ve ark. %38.9 ile G3P[8]’i (G1P[8] %11.1 ile 4.
sirada), Afyonkarahisar’da Altindis ve ark. %52 ile GOP[8]’i (G1P[8] %21.6 ile 2.
sirada), Turkiye genelinde Durmaz ve ark. %40.5 ile GOP[8]’i (G1P[8] %21.6 ile 2.
sirada) tespit etmislerdir. Pakistan’da Umair ve ark. G3P[8]’i %17.5 (G1P[8] %14.5 ile
4. sirada), Hindistan’da Monhanty ve ark. G1P[8]’i %62.2, Nepal’de Dhital ve ark.
G12P[6]’y1 %35.1 (G1P[8] ve G9P[8] %15.1 ile 2. sirada), Kenya’da Agutu ve ark.
G3P[4]’U, Madagaskar’da Rahajamanana ve ark. Haziran 2013-Nisan 2014 yillar
arasinda G3P[8]’i %66 (G2P[4] %15 ile 2. sirada) ve Ocak 2015-Aralik 2016 yillar:
arasinda ise G2P[4]’U %67 ve Angola’da Gasparinho ve ark. G1P[8]'i %47.2
oranlarinda en yaygin G/P kombinasyonlar: olarak belirlemislerdir.

Ayrica arastirmamizda %7.9 (7; G1G2P[4], G1G2P[6], G1G3P[4], G2P[4]P[9],
G2P[4]P[6], G3G9IP[10] ve G3G9P[6]P[9]) oraninda miks enfeksiyon tespit edilmistir.
Bu oran izmir’de Kurugél ve ark calismasindaki %5.9, Tirkiye genelinde yapilan
Durmaz ve ark. calismasindaki %2.2 (36; G9P[4]P[8], G1P[4]P[8], G2G9P][8]),
Kenya’da Agutu ve ark. calismasindaki %6.5 (5; G9G3P[4], G9G3P[6], G1G3P[4]) ve
Pakistam’da Umair ve ark. ¢alismasindaki %6 oranlarindan yuksek, Nepal’de Dhital ve

ark. calismasindaki %7.5 oranina benzer, Madagaskar’da Rahajamanana ve ark.
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calismasindaki %10.7 (12; G1G3P[4], GOP[4]P[8], G3G12P[4]P[8]) oranindan ise daha
dusuktdir.
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6. SONUC ve ONERILER

Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi ve Adana Sehir hastanesine
Ocak-Aralik 2017 tarihleri arasinda akut gastroenterit sebebi ile basvuran 5 yas ve alti
400 cocukta rotavirus enfeksiyon insidansinin ve genotiplerinin ELISA, RT-PCR ve

semi-nested multipleks PCR testleri ile arastirildigi calismamizin sonuglars;

1. Toplam 400 hastanin %54.5’i erkek ve %45.5°1i kizlardan olusmaktadir.
Calismaya dahil edilen ¢ocuklarin %61.8’i 0-24 ay yas grubuna dahil olup
ilerleyen yaslarda bu oran %11.5 (25-36 ay) ile %5.2 (49-60 ay) arasinda
degismektedir. Hastalarin yas ortalamas: 20.4 ay’dr.

2. Rotavirus ELISA testi ile toplam 400 hastanin %22.7’si (91) rotavirus antijen
pozitif bulunmus olup RT-PCR ile hastalarin %22.2’sinin (89) RV RNA pozitif
oldugu tespit edilmistir.

3. Rotavirus antijen pozitif olan hastanlarin %70.3’0 (64) erkeklerden, %29.6’s1
(27) kizlardan olugmaktadir. Bu cocuklarin yas gruplarina gore dagilimina
bakildiginda 2 yasina kadar ¢ocuklarda RV antijen pozitifliginde yas attikga
yikselme (0-6 aylik grupta %13.2, 7-12 aylik grupta %29.7 ve 13-24 aylik yas
grubunda %34) gozlenmistir. RV antijen pozitif cocuklarin yas ortalamas: 16.8
ay olarak hesaplanmstir.

4. RV antijen negatif hastalarin cogu (%69) pediatri polikliniklerine bagvurmus iken
bu oran RV antijen pozitiflerde (%56) daha diistik bulunmustur.

5. RV diaresi olan hastalarin %42.8’i hospitalize edilirken RV enfeksiyonu
olmayanlarin ise %14.5’i hastaneye yatirilmistir. Ortalama hastaneye yatis stresi
ise RV gastroenteriti olanlarda (5.5 gtin) olmayanlara gére (3.6 gun) daha uzun
bulunmustur.

6. RV diaresi olanlarda kusma (%83.5) RV ile enfekte olmayanlara gore (%57)
daha yuksek oranda gérilmastar.

7. Dehidratasyon belirtisi yine RV gastroenteriti olanlarda (%77) RV gastroenteriti

olmayanlardan (%44.7) daha yiiksek oranda gozlenmistir.
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8. RV gastroenteriti olanlarda IV rehidratasyon tedavisi %67 ile RV negatiflere
uygulanan %33.3’lik orandan daha yiksektir. RV negatif hastalarin ¢oguna
(%73.8) oral rehidratasyon tedavisi verilmistir.

9. RV antijen pozitif érneklerin yil icerisinde aylara gore dagilimina bakildiginda en
yuksek pozitiflik sonbahar mevsiminde, %38.5 (35) ile Kasim ayinda ve kis
mevsiminde, %33 (30) ile Aralik ayinda tespit edilmistir.

10. Semi-nested multipleks PCR ile yapilan G tip genotipleme (G1-4, G8-10)
sonucunda %50.5 (45) ile en yaygin G genotipi G1 olup bunu sirasiyla G2 %21.3
(19), G3 %14.6 (13) ve G9 %3.4 (3) takip etmistir.

11. P tip genotipleme (P[4], P[6], P[8]-[11]) sonucunda ise en yaygin P genotipi %36
(32) ile P[8] olup bunu sirasiyla P[6] %22,5 (20), P[4] %19 (17), P[9] %4.5 (4),
P[10] %3.4 (3) ve P[11] %1 (1) izlemektedir.

12. Tepit edilen en yaygin G/P kombinasyonu %21.3 (19) ile G1P[8] olup bunu
sirasiyla %12.4 (11) ile G[4], %6.7 (6) ile G1P[6], %4.5 (4) ile G2[P8] ve %3.4
(3) ile G3[P8] takip etmistir.

13. Rotavirus ko-enfeksiyon insidansi %7.9 olarak belirlenmistir.

Sonug¢ olarak calismamizda akut gastroenteriti olan hastalarda rotavirus
enfeksiyon insidanst %22.7 bulunmustur. Hastalarin ¢ok az bir kisminin (%3.2)
rotavirus asis1 yaptirdig:r belirlenmistir. Tespit edilen rotavirus P ve G genotipleri
mevcut rotavirus asilarinin genotipleri ile uyumlu bulunmustur. En yaygin G/P
kombinasyonunun %21.3 (19) ile G1P[8] oldugu belirlenmistir. Rotavirus asi
uygulamasini yayginlastirmak, asi1 etkinligini tespit etmek ve gelecekte alternatif asilar
uretebilmek igin rotavirus genotiplerinin belirlenmesi ve her yil dizenli olarak

strveyansi oldukca nemlidir.
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