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KISALTMA VE SIMGELER

AGE: Akut Gastroenterit

C. difficile: Clostridium difficile

CFF: Cycloserine ve cefoxitin fructose agar
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IC: Immunokromatografi
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Kb: Kilobaz

mRNA: Mesajci riboniikleik asit

ORF: Open Reading Frame

PCR: Polymerase Chain Reaction- Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Real-time RT-PCR: Ger¢ek Zamanl Ters Transkripsiyonlu Polymerase Chain

Reaction- Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RIA: Radyo Immunoassay

RNA: Riboniikleik asit
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RSHM: Refik Saydam Hifzisthha Merkezi
sSRNA: single stranded RNA

VLP: Virus-like particle

Vpg: Viral protein Genom

VRE: Vankomisine Direncli Enterokok

Vii



SEKIL, RESIM ve TABLO LiSTESI

Sekil 1. C. difficile enfeksiyon basamaklart ...................oooeiiiiiiiiiiinn 9
Sekil 2. Norovirls proteinleri Ve genomu ...........coovviiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 16
Sekil 3. Noroviriis kapsid yapist .......c.ovuiiiiiiiiiiiii i 16
Sekil 4. Noroviriis biiyiik kapsid protein yapist ...........coooviviiiiiiiiiiiiiiiieennnn. A7
Sekil 5. Noroviriis filogenetik agag ...........coooeiiiiiiiii e 18
Sekil 6. Norovirls Genogrup -1l ... .35
Sekil 7. Hasta yas dagilim grafigi ..., 36
Sekil 8. Tiim hastalarin amplikasyon egrileri ..................oooiiiiiiiiiiiin 40
Sekil 9. Noroviriis pozitif sonug (56 no u 6rnek) ..o, 40
Sekil 10. Noroviriis negatif sonu¢ (8 no lu 6rnek) ...........cooooiiiiiiiiiii oo, 41
Resim 1. CerTest Clostridium difficile GDH + Toksin A+B Kiti .................coceeeenes 26
Resim 2. CerTest Clostridium difficile GDH + Toksin A + B karttest ....................... 26
Resim 3. CerTest Clostridium difficile GDH + Toksin A + B kart test sonug okuma ...... 27

Resim 4. 3 ™ Generation RIDASCREEN Noroviriis kiti (R-Biopharm, Darmstdt,
AIMANYE) . 28

ReSim 5. Spektrofotometre ..........oviniiiiii e 30

Resim 6. RIDA®GENE Norovirus | & I real-time PCR (R-Biopharm, Darmstdt, Almanya)

K o e 31
Resim 7. Corbett Research RG-6000 Real Time PCR (QIAGEN ) cihazi ........... 31
Resim 8. Norovirus elisa testinde gorilen pozitif ve negatif ornekler ................. 37
Tablo 1. RIDA®GENE Norovirus | & Il real-time PCR kit igerigi ................... 33

viii



Tablo 2. Master mix hazirlama tablosu ... 33
Tablo 3. Gergek zamanli RT-PCR profili ..................o 34
Tablo 4. Yas gruplarina gére ELISA sonuglarinin dagilimi ........................... 38

Tablo 5. Yas gruplarina gore gergek zamanli RT-PZR sonuglarinin dagilimu........ 39

Tablo 6. ELISA ve RT-PCR sonuglarinin karsilagtirilmast ............................ 41
Tablo 7. Duyarlilik/ Ozgiilliik tabloSu .............c.viveiieiiiiieiiie e, 43
Tablo 8. Norovirus pozitif hastalara ait klinik bilgiler .................................. 44



OZET

Clostridium difficile pozitif hastalarda noroviriis insidansinin elisa ve molekiiler
yontemlerle karsilastirilmasi

Hanife Sura Salc1, Zeynep Arzu ilki, Mikrobiyoloji Anabilim Dali

AMAGC: Yapilan bu calismadaki amag, Clostridium difficile toksin pozitif hasta
orneklerinde noroviris varligmi iki farkli yontemle, ELISA ve Molekiiler

yontemlerle saptamaktir.

GEREC VE YONTEM : Ocak 2019, Mart 2020 tarihleri arasinda, Clostridium
difficile toksin (CerTest, GDH + Toksin A+B (BIOTEC, Ispanya)) hizli tan1 kiti ile
pozitif bulunmus 82 hasta 6rnegi ¢alismaya dahil edildi. Bu 6rneklerde iki yontemle
norovirlis varligi aragtirllmistir. Calismanin ilk asamasinda ELISA (RIDASCREEN
Norovirls kiti (R-Biopharm, Darmstdt, Almanya)) ile noroviriis antijeni aranmistir.
Ikinci asamasinda ise ayni orneklerde gercek zamanli RT-PZR yontemi (Corbett
Rotor-Gene 6000 HRM ) kullanilarak niikleik asit aranmustir.

BULGULAR: Calismaya dahil edilen toplsm 82 ornekte ELISA ile norovirls
pozitifligi %3,7 (n:3) olarak bulunmustur. Ayn1 6rneklerin ger¢ek zamanli RT-PZR
sonucunda ise noroviriis pozitifligi %8, 5 (n:7) olarak degerlendirilmistir. RT-PZR
referans alindiginda, ELISA testinin duyarliligi %63,6, 6zgiilliigii %100 olarak tespit

edilmistir.

SONUC : Calismamizda C. difficile toksin pozitif hastalarda % 8,5 oraninda
noroviris ile koenfeksiyon goriilmiis, bu azimsanmayacak oran literatiirle uyumlu
g6zikmektedir. Klinisyenler 6zellikle uzun siireli yatis hikayesi, immun yetmezligi
olan C.difficile toksin pozitif hastalar1 i¢in olas1 norovirus enfeksiyonunu da akla
getirmelidir. Uzun siren, tedavi etmekte zorluk yasanan ishalli hastalarda,
enteropatojenler arasi etkilesimleri diistinmek, farkli tam1 arayiglarina girmek ve

tedaviyi buna gore yonlendirmek 6nemlidir.

ANAHTAR KELIMELER: Clostridium difficile, noroviriis, koenfensiyon, ELISA,
gercek zamanlt RT-PCR



SUMMARY

Comparison of norovirus incidence with elisa and molecular methods in

Clostridium difficile positive patients
Hanife Sura Salc1, Zeynep Arzu ilki, Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Objective: The aim of this study is to detect the presence of norovirus in Clostridium
difficile toxin positive patients with two different methods, ELISA and Molecular

methods.

Material and methods: Between January 2019 and March 2020, 82 patient samples
found positive with the Rapid Diagnostic Kit of Clostridium difficile toxin (CerTest,
GDH + Toxin A + B (BIOTEC, Spain)) were included. In these examples, norovirus
was investigated by two methods. The first stage of the study was to search for
norovirus antigen by ELISA (RIDASCREEN Norovirus kit (R-Biopharm,
Darmstadt, Germany)). In the second stage, nucleic acid was searched in the same
samples using the real-time RT-PCR method (Corbett Rotor-Gene 6000 HRM).

Results: Norovirus positivity was found as 3,7% (n: 3) by ELISA in a total of 82
samples included in the study. Norovirus positivity in real-time RT-PCR of the same
samples was evaluated as 8,5% (n: 7). When the RT-PCR is taken as reference, the
sensitivity of the ELISA test was 63,6% and the specificity was 100%.

Conclusion: In our study, co-infection with norovirus was observed with a rate of
8,5% in C. difficile toxin positive patients, and this rate is consistent with the
literature. Clinicians should consider possible norovirus infection, especially for
C.difficile toxin positive patients with immunodeficiency. It is important to consider
interactions between enteropathogens, to search for different diagnoses and to direct

treatment accordingly in patients with long-lasting diarrhea.

Keywords: Clostridium difficile, norovirus, coinfection, ELISA, real time RT-PCR



1.GIRIS VE AMAC

Gastroenterit, yas fark etmeksizin bireylerin giinlilk yasantisini etkileyen bir
bagirsak enfeksiyonudur. ishal, bulanti ve bazi zamanlarda ates en yaygin
belirtileridir. Bir giinde li¢c ve ya daha fazla digkilamaya akut gastroenterit denir.
Virusler, bakteriler ve parazitler hastaligin sebebi olmaktadir. Diinya genelinde
6lume neden olan hastaliklar arasinda ikinci sirada ¢ocuklarda ise ilk sirada yer
almaktadir. Diinya saglik orgiitiiniin (DSO) agiklamalarina ¢ocuklarda gore her yil
yaklagik 1,7 milyar vaka gortlmektedir (WHO, 2017).

Akut gastroenterit etkenleri virusler, bakteriler ve parazitler gibi mikrobiyal
patojenler olabilmektedir. Bunlarin arasinda en sik rastlanan etkenin viriisler oldugu
bilinmektedir (Elliott, 2007). Viral kaynakli gastroenteritin en 6nemli etkenleri
rotaviris ve norovirlis olarak gosterilmektedir. Noroviriis, 6zellikle cocuklarda,
erigkinlerde ve bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda olumsuz sonuglara yol
acmaktadir. Etkenler yasa gore degisebilmektedir, Ozellikle yaslilar (65 yas Ustl
Kisiler), hastanede yatis Oykiisii, antibiyotik kullanimi, immun yetmezligi olan

kisilerde Clostridioides difficile 6nem kazanmaktadir.

Clostridioides difficile (C. difficile) bagirsagi kolonize etmek igin normal bagirsak
mikrobiyotasinin bozulmasindan yararlanan, toksinleriyle hastalik semptomlarina
neden olan gram pozitif, spor olusturabilen anaerobik bir basildir. En 6nemli risk
faktorii antibiyotik kullanimidir. Florada dengesizlige neden olan antibiyotik sonrasi
cogalan C. difficile, sahip oldugu toksin A, toksin B ve binary toksin ile bagirsak
mukozasinin etkileyerek ishale neden olmaktadir. C. difficile kaynakli enfeksiyonun
tedavi adimlarindan ilki sebep olan antibiyotigin kesilmesidir. Semptomlar1 hala
devam eden vakalarda antimikrobiyal tedaviye baslanmaktadir. Onerilen tedavi

metronidazol ve vankomisindir (Morinville ve ark., 2005).

Norovirus, gastroenterite sebep olan, Caliciviridae ailesinden bir RNA virtsuddir.
Centre for Disease Control and Prevention (CDC) verilerine gore, noroviriis 685
milyon AGE vakasina neden olur, 5 yasin altindaki ¢ocuklar arasinda ise yaklasik

200 milyon vaka vardir (CDC, 2018). 7 farkli serogrupta siniflandirilmaktadir (GI-



VII). Diinya capinda noroviriis salginlarinin nedeni GIL.4 (genogrup II genotip 4)
suslaridir. Noroviriis enfeksiyonlarinda spesifik tedavi olmadigi i¢in destek tedaviden

yararlanilir.

Viral ve bakteriyal patojenler bagirsakta aym1i veya farkli bolgeleri
etkileyebilmektedir. Herhangi birinin varligi baska patojenlerin ¢ogalmasina ve
semptomlarinin siddetinde artisa neden olabilmektedir. Noroviriisiin bagirsak epitel
homeostazini etkileyerek C. difficile kolonizasyonuna ve toksin etkilerinde artiga

neden olabilecegi diistiniilmektedir (Lukkarinen ve ark., 2009).

Bu ¢alismada, gastroenterit bulgular1 olan, Marmara Universitesi Egitim Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilmis C. difficile toksin testi pozitif
hastalarin  orneklerinde noroviris varligimi Molekiiler ve ELISA yontemlerini

kullanarak saptamay1 amagladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Gastroenterit

Ishal oldukca 6nemli bir saglik sorunudur ve tiim diinyada enfeksiyona bagl
oliimler arasinda ilk ti¢ siralama igerisindedir (Kosek ve ark., 2003). Akut ishal bir
anda baglayip 14 giin icerisinde sonlanan, persistan ishal ise akut baslangicli fakat 14
gunden uzun suren ishaldir. Kronik ishal ise bir aydan daha uzun suredir devam eden
ishal ¢esididir (Black RE, 1993; Branski D ve ark., 1996).

Ishalle ilgili klinik durumlardan gastroenterit; midenin ve aym1 zamanda ince
barsagin etkilenmesi sonucu bulanti, ishal, kusma, karin agris1 belirtileri gosteren
klinik tablodur. Enterokolit ise ince ve kalin barsak mukozasinin etkilendigi kusma
ve bulantinin olmadigi ates, karin agrist ve ishalin bulundugu klinik durumdur

(Midilli, 1998; Celik ve Turna, 1998).

2.1.1. Patogenez

2.1.1.1 Gelisim mekanizmalari
Ishal 5 farkli mekanizma ile olusabilir (Celik ve Turna, 1998)

a) Osmotik ishaller

b) Sekretuar ishaller

¢) Inflamatuvar ishaller

d) Motilite bozukluguna bagli ishaller

e) Emilim yiizeyinin azalmazina bagl ishaller



2.1.2. Etyoloji

Akut gastroenteritin etkenleri viriisler, bakteriler ve parazitlerdir. Bunlarin arasinda

en sik rastlanan etkenin viriisler oldugu bilinmektedir (Elliott, 2007).

2.1.2.1. Viral gastroenterit

50 yil oncesine kadar ishalin etkenleri arasinda viriisler yoktu. Digkida elektron
mikroskopunun kullanilmasiyla virlisler saptanmaya bagladi. 1972’de Norwalk ve

1978’ de rotaviriis varlig1 kanitlandi (Zarakolu ve ark., 1999).

Sozen ve arkadaslarma gore viral etkene yonelik incelemelerin yapilmasi gereken
durumlar; atesin mevcut olmadig fakat kusma ve karin agrisinin bulundugu, diskida
yapilan incelemelerde 16kosit ve eritrositin goriilmedigi durumlardir (Sézen ve ark.,
2014).

Akut gastroenterite neden olan virlsler olarak rotaviris, adenovirlis, norovirus,
saproviriis sayilabilir. 2009’ da Tiirkiye’nin birgok ilinden Refik Saydam Hifzisthha
Merkezi (RSHM) Viroloji Merkez Laboratuvarina akut gastroenterit sebebi ile gelen
gaita orneklerinde %44,2 viral etken, %6,8 birden fazla viral etken saptanmistir. Bu
sonuclara gore Rotavirlis %16, Adenoviris %4, Norovirls (%57 Gll ve % 18 GI),
Astroviris %4 oranlarinda ve %15,4° i ise koenfeksiyon olarak bulunmustur
(Albayrak ve ark., 2011).

Viral gastroenteritin epidemiyolojisine baktigimizda hem endemik hem de
epidemik sekilde hastalifa neden olabilir. Noroviriis tim yil goriilebilir ama kisin
daha fazladir, adenoviriis ise tiim mevsimlerde goriilebilme 6zelligine sahiptir ( Bates
ve ark., 1993). Daha ¢ok kis aylarinda goriilen rotavirise bagl ishaller ise 6zellikle
gelismekte olan iilkelerde 2 yas altindaki cocuklarda oliimlere neden olabilir (

Kurugol ve Devrim, 2014).



2.1.2.2. Bakteriyel gastroenterit

Bakteriyel gastroenteritlere neden olan bircok bakteri mevcuttur. Bunlara 6rnek
olarak Salmonella, Shigella, E.coli vb. verilebilir (Wolf ve ark., 1993). Bakteriyel
gastroenteritler de kontamine olmus yiyecek ve sularin oral yolla viicuda girmesiyle

olusur.

2.1.2.3. Antibiyotige bagh ishaller

Antibiyotige bagl ishaller; kiginin antibiyotik kullanimi sonrasinda giinde dort ve
ya daha fazla kez diskilamasi olarak tanimlanir. Antibiyotikler barsak florasinda
bulunan mikroorganizma yogunlugunu degistirerek patojen olan
mikroorganizmalarin artisina neden olur. Bu patojenlerin barsak mukozasi tizerinde

yaptig1 toksik ve alerjik etki sonucu ishal meydana gelir (Hogenauer ve ark., 1998).

Antibiyotikle iliskili ishaller s6z konusu oldugunda akla ilk gelen etken olan
Clostridioides (Clostridium) difficile; semptomlar1 daha hafif ishalden, agir
psddomembrandz enterokolite kadar gidebilecek ishallere neden olabilir. Iki adet
ekzotoksini vardir ve bunlar aracilifi ile mukozada hasara neden olmaktadir

(Johnson ve Gerding, 1998; Dizer ve ark., 1998).

2.2. Clostridioides (Clostridium) difficile

2.2.1.Tarihge

Clostridioides (Clostridium) difficile (C.difficile) ilk olarak 1935 yilinda Hall ve

O’Toole araciliyla yeni dogmus bebeklerin diski 6rneklerinden izole edilmistir. Adi,



bakterinin kiiltiire edilmesi zor oldugu icin Ingilizce anlami ‘zor’ olan ‘difficult’
kelimesinden tiiretilmistir (Pothoulakis ve LaMont, 1993). 1978’den Once
Clostridium difficile’nin patojenitesi anlasilamamistir. Ik olarak Bartlett ve
arkadaglari, pseudomembran6z kolitli hasta gaitalarinda sitotoksinin C.difficile
kaynakli oldugunu tespit etmislerdir (Bartlett ve ark., 1978). Son yillarda C.difficile
kaynakli ishal vakalar1 diinya capinda artig gostermektedir. Avrupa ve Kuzey
Amerika’nin bazi iilkelerinde C.difficile NAP/BI/027 kokeni tespit edilmistir.
Viriilans1 yiiksek ve agir seyir eden enfeksiyonlara neden olan bu kbken dinya

iilkelerine karsi tehdit olusturmaktadir (Cornely ve ark., 2012).

2.2.2. Tanim

C.difficile sahip oldugu ekzotoksinler ile hastaliga neden olan, anaerob, spor
olusturabilen, gram pozitif bir basildir. Sahip oldugu flagella sayesinde hareket
yetenegine sahiptir. Sporlar kendisi i¢in uygun ortam kosullarin1 saglayan barsakta
vejetatif forma gecis yapar. Uygun iireme sicakhigi 37 °C dir. Bakterinin vejetatif
formu sporlarmin aksine alkol, 1s1, antibiyotik ve eter gibi etkenlere karsi
dayaniksizdir.  C.difficile  saglhik  kuruluglarinda uzun sure canliligim

koruyabilmektedir (Bauer ve Kuijper, 2015).

2.2.3.Epidemiyoloji

Antibiyotik kaynakli ishal ve kolitler, antibiyotik kullaniminin artmasi nedeniyle
Oonemli derecede artis gostermistir. C.difficile enfeksiyon insidansiyla beraber
hastaligin siddeti de giderek artmistir (Bartlett, 2002). Yapilan baz1 calismalar
sonucu 1996-2003 yillar1 arasinda Amerika’da C. difficile enfeksiyon insidansi ve

siddeti iki katina ¢itkmistir. Ayrica 1994-2004 yillar arasinda ise C.difficile kaynakli



enfeksiyon 6lim oraninin dort katina ¢iktigi goriilmiistiir (McDonald ve ark., 2006;
Redelings ve ark., 2007).

Avrupa C. difficile Calisma Grubu’nun 2005 yilinda sonuglandirdigi bir ¢alismada,
14 iilke ve 38 hastaneden alinan C. difficile toksin pozitif hasta 6rnekleri ¢alisiimis
ve 345 adet farkli toksin pozitif C. difficile izolati tanimlanmistir. Ayn1 zamanda 66
adet farkli ribotiple karsilasilmistir. Tiirkiye’ de 8 izolat bulunmus ve hepsinin

ribotip 001 oldugu goriilmiistiir (Barbut ve ark., 2007).
2.2.4.Patogenez ve Kklinik ozellikler

Saglikli bir insanin kolon mikrobiyotasinda 500’den fazla mikroorganizma ¢esidi
bulunmaktadir. Bunlar C. difficile’nin ¢ogalarak barsakta kolonize olmasini
engellemektedir. Antibiyotik kullanimi1 sonrasinda floradaki bakterilerin azalmasi
C.difficile sporlarinin vejetatif forma doniismesine ve ¢ogalmasina ortam hazirlar.
Bakterilerin barsakta kolonizasyonunun ardindan toksin iiretimi baglar ve Klinik
belirtiler goriiliir (Janoir, 2015) (Sekil 1).

Mikrobiyota
bariyer etkisinin
harabiyeti

Sporlarin vejetatif
formadoniismesi
Bagarsak Viriilans Faktorler:
kolonizasyonu / _  konakei savunmasinakarsi

direng faktorleri,

Sporlar

Antibiyotikler

Asemptomatik tasiyicilik - Adezmlgr .
- Proteolitikenzimler
- Toksinler
Klinik belirtiler

Sekil 1. C.difficile enfeksiyon basamaklari (Janoir, 2015)



Patojen olarak kabul edilen C. difficile suslari, patojenite lokusunda bulunan tcdA
ve tcdB genleri tarafindan kodlanan Toksin A ve Toksin B’ ye sahiptir. Patojenik
lokusu mevcut olmayan C. difficile suslari hastaliga neden olmaz. Toksin A

enterotoksin Toksin B ise sitotoksindir.

Bu toksinler, barsak epitel hiicrelerine baglandiktan sonra hiicreye girerek hiicre
iskeletindeki Ras ve Rho proteinlerinin aktivasyonunu glikolizasyon yoluyla
durdurur ve hiicre iskelet yapisinin yikimia yol agar. Neticede artan permeabilite

sonucu sekretuvar tipte ishal gérilmektedir (Poxton ve ark., 2001; Johnson, 2009).

Patojenite lokusunda bulunmayan cdtA ve cdtB genleri tarafindan kodlanan diger
bir toksin de ‘binary toksin’ dir. Bu toksin C. difficile’ nin bir hipervirilan endemik
susu BI/NAP1/027 (ribotip 027) tarafindan Uretilmektedir ve hastaligin siddetinde
artisa neden oldugu disiiniilmektedir (Carroll ve Bartlett, 2015).

C.difficile kaynakli enfeksiyonlarda, asemptomatik tasiyiciliktan 6lime kadar giden

bir klinik durum s6z konusudur.

Asemptomatik tasiyicilikta C.difficile kolonizasyonu mevcuttur fakat ishal
gorilmez. Yeni dogmus bebeklerde ve kiigiik yastaki ¢ocuklarda sik goriilen bir
klinik tablodur. Ayrica hastanede tedavi goren hasta grubunun %15 ‘inde bu duruma

rastlanir (Kuipers ve Surawicz, 2008).
C. difficile ishali, karin agris1 ve orta siddette, bol, sulu ishal seklinde goriiliir.

Pseudomembrandz kolitte ise atesle beraber uzun siireli kanli, mukuslu ve 16kositli
ishal gordlur. Ayni zamanda kalin bagirsakta pseudomembranlara rastlanir

(Vaishnavi, 2010).
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2.2.5.Risk faktorleri

C. difficile kaynakli enfeksiyona zemin hazirlayan birgok risk faktorii vardir.
Bunlardan en yaygin olani antibiyotik kullanimidir. Antibiyotikler, normal bagirsak
mikrobiyotasinit bozarak C. difficile’ nin artisina sebep olur. Kullanilan antibiyotik
gruplari arasinda klindamisin, penisilinler, sefalosporinler ve fluorokinolonlar en sik

rastlanan antibiyotik gruplaridir (Vecchio ve Zacur, 2012).

Risk faktori olusturan diger durumlar ise; ileri yas ( 65 > yas), uzun siire hastanede
yatts, mide asiditesini azaltan ilaglar, endoskopi, tip ile beslenme ve

immunsupresyondur (Mc Collum ve Rodriguez, 2012).

2.2.6.Tam

C. difficile kaynakli enfeksiyonun laboratuar teshisi, digskida toksin pozitif
C.difficile varliginin ve ya digkida toksinin bulunmasini temel alir (Rodriguez ve
ark., 2016). C. difficile varligin1 saptamak igin laboratuara gonderilen disk1 6rnekleri
sulu ve sekilsiz olmalidir. Aym1 giin igerisinde c¢alisilma imkani bulunmayan

orneklerin — 70 °C de muhafaza edilmesi gerekmektedir.

2.2.6.1.Kultar

Anaerobik ortamda digki kiltiirii: Bakterinin varligini kanitlamakta duyarlilig
yiiksek bir yontemdir. Fakat tek basina kullanilmas1 yeterli degildir (Napolitano ve
Edmiston, 2017). Bu yodntemin inklbasyon siiresi anaerobik ortamda 2 guni
bulmakta ve ayrica teshis edilen C. difficle susunun toksijenik olup olmadigini

belirlemek gerekmektedir.
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Bakterinin izolasyonunda 6zel bir besiyeri olan cycloserine-cefoxitin-fructose
(CFF) agar kullanilarak ekim yapilir ve anaerobik ortamda inkubasyona tabi tutulur.
Besiyerinde bulunan cycloserine ve cefoxitin C. difficile Gzerinde etkisizdir fakat

gram pozitif ve gram negatif bakterileri yok eder (Martinez-Melendaz ve ark., 2017).

Digki kiiltiiriinde anaerob kanli agar ve brucella agar da kullanilabilmektedir

(Geroling ve ark., 1995).

Hicre Kiltura: C. difficile’nin irettigi toksinlerin hicrelerde sitopatik etki
olusturmas1 temeline dayanir. Bu yontem daha ¢ok toksin B’ nin aktivitesini gosterir.

Kullanilan hiicre kiiltiirleri; HeLa, Hep2 ve Vero’ dur (Vaishnavi, 2010).

2.2.6.2.Seroloji

Glutamat dehidrogenaz (GDH); C. difficile tarafindan tiretilen ve digkiya salinan bir
enzimdir. Bu enzim C. difficile susunun toksijenik olup olmadigimni belirlemez.

Sadece diskida C. difficile taramasi i¢in kullanilmaktadir.

Toksijenik C. difficle nin trettigi toksin A ve toksin B nin saptanmasina yonelik
yapilan serolojik bir yontem olan enzym immunassay (EIA), antikorlar kullanilarak
uygulanan bir yontemdir. Hiicre kiiltiiriine kiyasla duyarliligi daha diistiktiir fakat
hizli sonug¢ vermesi nedeniyle sikga tercih edilmektedir (Rodriguez ve ark., 2016;
Eastwood ve ark., 2009).

2.2.6.3.Molekuler yontemler

PZR metotlart molekiiler temelli teshis yontemleridir ve ¢esitli Orneklerde
mikroorganizmanin varliginin saptanmasinda kullanilmaktadir. Bu yontemler kisa

slirede sonug verebilmektedir ve duyarlilik ve 6zgilliikleri oldukga yiiksektir.
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C. difficile tcdA ve tcdB genlerinin belirlenmesine yonelik yapilan PZR testleriyle
toksinin varlig1 ve tipi saptanabilmektedir. Daha kesin bir sonug i¢in C. difficile’ e
0zgu 16s rRNA, gluD genleri ve toksin saptayan molekiler yontemler tercih
edilmelidir (Barbut ve ark., 2007; Ycesoy ve ark., 2007).

2.2.7.Tedavi

Gastrointestinal sistemin sahip oldugu flora, canliyr zararli sayilabilecek

organizmalardan koruyabilmekte ve kolonize olmalarina mani olmaktadir (Usacheva

ve ark., 2016).

C. difficile kaynakli enfeksiyonun tedavi adimlarindan ilki sebep olan antibiyotigin

kesilmesidir (Morinville ve ark., 2005).

Hastaligin tedavisi i¢in kullanilan bir diger 6nemli uygulama ise destek tedavisidir.
Ishal sonucu kaybedilen siv1 ve elektrolitin yerine konulmas: gerekmektedir (Koo ve

ark., 2009).

Kullanilan antibiyotigin kesilmesinin ardindan semptomlart hala devam eden
vakalarda antimikrobiyal tedaviye baslanmaktadir. Onerilen tedavi metronidazol ve
vankomisindir. Etkinlikleri benzerdir fakat metronidazoliin daha ucuz olmasi ve
vankomisinin siirekli kullaniminda vankomisine direngli enterekoklarin (VRE) artma

ihtimalinin varligi metronidazolu ilk tercih haline getirmistir (Du Pont ve ark., 2008).

Yapilan bir ¢alismada makrolid grubu antibiyotiklerden fidaksomisin, C. difficile
bakterisi Uzerinde vankomisine kiyasla 8 kat daha etkili bulunmustur ( Napolitano,
2017).

Tedavi amach olsa dahi kullanilan antibiyotikler normal floraya da zarar vererek

stiper enfeksiyonlara yol acabilmektedir (Thielman ve Wilson, 2000).
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2.2.8. C. difficile ve gastroenterit etkeni virtslerin koenfeksiyonu

Gastrointestinal ~ sistemin ~ mikrobiyal ekolojisi,  takson  gesitliligini,
mikroorganizmalarin aktivitelerini, birbiriyle ve konaker ile iliskisini icermektedir
(sinerjik ve rekabetci etkilesimler) (Zoetendal ve ark., 2004). Viral enfeksiyonlarin
bir sonucu olarak, insan gastrointestinal sisteminin yerlesik mikrobiyotasi, insan
bagisikligini ve fizyolojisini etkileyebilecek belirgin degisiklikler gecirmektedir
(Ledder ve ark., 2007).

C. difficile bakteriyal yuki viral koenfeksiyonu olan hastalarda daha yiiksek
bulunmustur. Virislerin, C. difficile’ nin kolonizasyonu i¢in bagirsak mikrobitotasini
ve ya dogustan konak¢i savunmasini bozarak uygun ortam kosullari sagladig
distintilmektedir (El Feghaly ve ark., 2013). Virls- C. difficile koenfeksiyonunun

tespiti AGE i¢in yonetim belirlenmesi agisindan olduk¢a énemlidir.

Gastroenteritin ~ semptomlarindaki  siddeti  belirleyen  faktdrler arasinda
koenfeksiyonun etkisi bazi ¢alismalarda irdelenmistir. Valentini ve ark. yiiksek C.
difficile koenfeksiyonu oranina dikkat c¢ekmistir ve koenfeksiyonu olan grupta
monoenfeksiyonu olanlara kiyasla daha fazla dehidratasyonlu daha siddetli klinik
gozlemlemislerdir (Valentini ve ark., 2013). Bagka bir ¢alismada ise C. difficile ile
virlis koenfeksiyonu mevcut hasta klinigi ile, C. difficile tek basina enfeksiyon etkeni
olan hasta klinikleri olarak ayirt edilemezdi, ancak C. difficile’ nin bakteriyel yuku,
koenfeksiyonu olan vakalarda onemli Olglide daha yulksek tespit edilmistir (El
Feghaly ve ark., 2013).

Gocuklarda C. difficile saptanmasi sadece kolonizasyon olup baska bir
gastrointestinal patojen ile koenfeksiyonu hastaligin gercek nedeni olabilir. Ispanya’
da gastroenteritli ¢ocuklar ile yapilan bir ¢calismada koenfeksiyona sahip olanlarin

daha ciddi klinik tabloya sahip olduklar1 goriilmiistiir (Roman ve ark., 2003).

Yeni dogan ve bebeklerin bagirsak florasinda enfeksiyéz olmayan C. difficile

bulunabilmektedir. C. difficile toksin reseptorlerinin heniiz olgunlasmamis olmasi ve
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ya anne siitiiniin koruyuculugunun hastalik olusumuna engel oldugu 6ngdriilmektedir

(Cooperstock ve ark., 1983; Tullus ve ark., 1989).

2.3.Norovirus

2.3.1.Tarihce

Virls kaynakli akut gastroenteritten ilk defa 1929’ da bahsedilmistir ve hastalik igin
‘kis kusmas1’ tabiri kullanilmistir (Adler ve Zickl, 1969).

Noroviriis kaynakli akut gastroenterit, 1968 yilinda Amerika’ da Ohio eyaletinin
Norwalk kasabasinda bir ilkdgretim okulundaki salgin ile goriilmiistiir. Bu salgindaki
digki Orneklerinin birkag yil sonra elektron mikroskobu ile incelenmesi sonucu
noroviriis patikiilii kesfedilmis ve ‘Norwalk virus’ adim1 almistir (Kapikian ve ark.,
1972). Goriiniimiindeki diizglinliik sayesinde ‘kiigiik yuvarlak yapilt viriisler’ olarak
isimlendirilmistir. Neticede Uluslararas1 Viriis Taksonomisi 1999 yilinda bu viriislere

‘Noroviriis’ adin1 vermistir (Lew1s ve ark., 1988).

2.3.2.Viriisiin yapisi ve siniflandiriimasi

Caliciviridae ailesi, gastroenterite sebebiyet veren elektron mikroskobu (EM) ile
incelenebilen boyutlar kiigilik virtislerden olusur. Bunlar 5 grupta toplanir; vesiviriis,

norovirls, lagovirls, sapovirus ve neboviris (Green ve ark., 2000).

Noroviriisiin sahip oldugu genom 7.7-8.0 kb uzunlugunda hemen hemen 7500
niikleotid barmdiran tek iplikli pozitif polariteli RNA yapisindadir. Ug acik okunan
bolge (Open reading frame-ORF) diizeninde organize olmustur. ORF’ ler; yapisal

olmayan proteinleri kodlamakta olan ORF1, blylk kapsid proteinleri kodlamakta
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olan ORF?2 ve kiiciik kapsid proteinlerini kodlayan ORF3 seklinde siniflandirilabilir
( Sekil 2).

Yapisal olmayan poliprotein VP1 Kapsid VP2
HN-term NTPaz p20 VPg Pro Pol{  ORF2  [ORF3H

-
--
-
-
-
-
-

Shell domain P1 P2 alt domain P1
1 225 279 405 530

Sekil 2. Norovir(s proteinleri ve genomu (Pogan ve ark., 2018)

Norovirls kapsidi, biyik kapsid proteinlerinin 90 dimerinin olusturdugu 38 nm
boyutunda ikozahedral yapidadir. Her viriis partikiilii 180 kapsomerden olusur
(Asanaka ve ark., 2005). Bu tanimlama kriyoelektron mikroskobu ve X-ray

kristallografik ¢alismalar sonucunda yapilmistir ( Zheng ve ark., 2006) ( Sekil 3).

Sekil 3. Norovirus kapsid yapis1 (“Caliciviridae.” ViralZone. SIB SwissInstitute of
Biolnformatics, a.n.d. Web. 7 Feb.2015)
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Buylk kapsid proteinleri iki bolimden olusmaktadir. Bunlar S (kabuk) ve P
(¢ikint1) dir. P bolimi de kendi i¢inde P1 ve P2 olarak ikiye ayrilir. Noroviriisiin

reseptorlere tutunma antijenik 6zelligini belirleyen bolgesi P2’ dir (Sekil 4).

Noroviriis zarfsiz bir viriistiir. Bundan dolay1 dezenfektanlara ve 1siya nispeten
direnclidir. 60 °C de 30 dk’ ya kadar, PH 2-7 de 180 dk’ya kadar dayanmiklilik
gosterir (Donaldson ve ark., 2008).

Sekil 4. Noroviris biiyiik kapsid protein yapist (Donaldson ve ark., 2008)

Noroviriis i¢in tiplendirme calismalart 1970° 1i yillarda ekipman yetersizligi
sebebiyle giivenilir olarak gerceklestirilememistir. Fakat 1990° 11 yillara gelindiginde
gelisen teknolojiyle noroviriis i¢in uygun molekiiler yontemler kullanilmaya
baglanmisir (Jiang ve ark., 1993). Norovirls, viral kapsidlerinin filogenetik
analizlerine gore 7 birbirinden farkli genogruba ayrilmistir (GI, GII, GIII, GIV, GV,
GVI, GVII). Ayrica 41 genotipi mevcuttur (Vinjé, 2015) (Sekil 5).
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Genogrup VII
Kopek
Genogrup Il
l/ Sigir

Genogrup Il s

insan, domuz - —

=4 Genogrup |
. insan

Genogrup VI
Képek

Genogrup V

Genogrup IV
Fare

insan, kedi/kdpek

Sekil 5. Noroviriis filogenetik agag (Vinjé, 2015)

2.3.3.Norovirus replikasyonu

Noroviriis i¢in uygun bir invitro ortaminin eksikligi nedeniyle antiviral ilaglarin

gelisimi zaman almaktadir.

Noroviriiste replikasyon stoplazmada gercgeklesir. Viriisiin konak reseptoriine
yapigmasl, viriisiin klatrin proteininin bagimsiz endositozuna arac1 olur. Igeride viriis
soyulur ve viral genomik RNA konak hiicrenin stoplazmasinda salinir. Viral protein
genom (Vpg) viral RNA’dan uzaklastirilir ve genomik tek zincirli RNA (ssRNA)
(+)’ dan bir antigenomik RNA sentezlenir. Antigenomik RNA transkripsiyonu ve
replikasyonu gergeklesir. Boylece viral mRNA’lar/yeni ssSRNA(+) genomlar1 elde
edilir. Subgenomik RNA’ nin translasyonu ile kapsid proteini elde edilir. Yeni viris
partikiillerinin ~ paketlenerek  hiicreden  salinimiyla  replikasyon  dongiisii

tamamlanmaktadir ( Katayamave ark., 2006).
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2.3.4.immunoloji ve patogenez

Noroviriis oldukga bulagict bir viriistiir. Enfeksiyona neden olmasi igin viriis
partikiillerinden 10 kadarinin viicuda girmesi yeterlidir. Viriisiin bulas1 ise fekal-oral
yolla gerceklesmektedir. Daha c¢ok kontamine olmus yemeklerden, sudan veya
insandan insana dogrudan bulasabilir. Ayrica enfekte kisilerin kusmugundan da

damlacik yoluyla bulas gerceklesebilmektedir ( Ustagelebi ve ark., 2004).

Noroviriis, viicuda giriginin ardindan mideye gecis yapar. Fakat asite direncli olusu
sayesinde etkilenmeden ince bagirsaga ilerler. Replikasyonu mukoza epitelinde
gerceklesen virus buradaki hicrelere zarar vererek villusun diizlesmesine neden olur.
Hastaligin birinci giiniinde histopatolojik farklilasmalar goriiliir ve 2 hafta iginde
normale doniis baslar. Ishalin mekanizmasinda yag ve D-ksiloz emiliminde
bozukluk, gegici hastalik boyunca sivi sekresyonunda artis goriilmektedir (Patel ve
ark., 2008; Thornton ve ark., 2004).

Enterositlerinde histo-kan grubu antijeni (HBGA) barmdiran ve 0 kan grubuna
sahip insanlarin noroviriis kaynakli gastroenterite daha duyarli oldugu bulunmustur.
HBGA’ ler viriislere karsi ligand gorevi gorerek enterositlere baglanmasina neden
olur. HBGA’ lerini kodlayan fukoziltransferaz 2 (FUT) geni baskin olmayan
bireylerde duyarlilik daha diisiiktiir (Mattison ve ark., 2018).

Baz1 immiinolojik deneylerde bagirsakta olusan antikorlarin hiimoral veya hiicresel
yanitla bir savunma gelistirdigi gosterilmektedir (Parrino ve ark., 1977). Enfeksiyona
kars1 viicutta IgG, IgA ve IgM olusturulmaktadir. Ozgul ve uzun sireli olan IgG, kisa
sureli olanlar ise IgA ve IgM dir (Oztirk, 2008). Kisilerdeki kazanilmis bagisiklik
her sus i¢in 6zeldir. Noroviriisiin yarattigr genetik cesitlilik sebebiyle yasam boyu

tekrarlayan enfeksiyonlar gorilmektedir (Matty ve ark., 2003).
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2.3.5.Klinik 6zellikler

Noroviriis kaynakli gastroenterit, 2 gunlik inklibasyondan sonra ¢ogunlukla bulanti,

kusma ve kansiz sulu ishal seklinde goriilmektedir. Ayrica kramp, karin agrisi,
halsizlik, ates ve istahsizlikta karsilasilan belirtiler arasindadir. Enfeksiyonun
sonunda ¢ogunlukla tam iyilesme goriilse de bazen 6élimle sonuclanabilmektedir
(Minesh ve ShahAron, 2018).

Viriisle enfekte olmus kisi 8 hafta slresince c¢evresine virlis yaymaktadir.
Enfeksiyon %68 semptomatik %32 oraninda asemptomatik olarak gorulmektedir
(Graham ve ark., 1994). Eriskinlerde ve c¢ocuklarda goriilen belirtiler farklilik
gosterebilir. Ishale siklikla erigkinlerde kusmaya ise ¢ocuklarda rastlanmaktadir

(Gotz ve ark., 2001).

2.3.6 Tam

Noroviriis tanisinda hiicre kiiltiirii  kullanilamamaktadir. Bu sebeple farkl
yontemler gelistirilmistir; antijen testi, elektron mikroskobisi, antikor testi ve

molekdler yontemler (Shieh ve ark., 2000).

Virls partikillerinin taranacagi ornekler diski, serum, kusmuk olabilir. Eger bir
salgin durumu s6z konusu ise gidalarda ve suda da tarama yapilmaktadir.
Incelenecek &rnekler mutlaka +4°C sicaklikta muhafaza edilmeli ve olabildigince

kisa siirede incelenecek laboratuara gonderilmelidir (Morris ve Waite, 1980).
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2.3.6.1.Elektron mikroskobisi

Noroviriisiin tanisinda kullanilan ilk yontem elektron mikroskobu (EM) ile
incelemedir. Virlisiin sahip oldugu fincan goriinimiine benzer c¢entikler ile
mikroskobide tanimlama yapilir. Bu yontem kismen avantajli olsa da maliyetin

yiiksekligi ve duyarliligin diisiik olusu kullanim sikligin1 azaltmaktadir (Vinjé, 2015).

2.3.6.2.Antijen tarama

Antijen varhigmin saptanmasina yonelik uygulanan yontem Onceleri radyo
imminoassay (RIA) iken ilerleyen zamanlarda yerini enzim imminoassay (EIA)
almistir. Bu testler tipe ozgilidir ve aym1 veya benzer genotipteki kokenleri

saptayabilmektedir (Richards ve ark., 2003).

ELISA, rekombinant kapsid antijenlerine karst hiperimmiin antiserumlarinin
kullanimini temel alan bir yontemdir. Saptayabilme kriteri 1 ml diskida ~10° viral
partikiil varligidir (Kele ve ark.,, 2011). Piyasada ¢esitli ELISA testleri
bulunmaktadir. Bunlar farkli duyarlilikta ve 6zgiilliikle olabilmektedir. Yeni testler
gelistirmeye yonelik adimlarda antijen olarak virionlara benzerliginden dolay1 virtis
benzeri partikiiller (VLP) kullanilmaktadir (Shirato, 2011). Salgin durumunda fazla

miktarda digk1 6rneginin ¢alisilmasinda ELISA zamandan tasarruf saglayabilir.

Antijen taramaya yonelik bir diger yontem ise immunokromatografidir. Prensipte
enzim immunoassay’e benzer, kolay uygulanabilir, 15 dk gibi bir siirede sonug

verebilen ve 6zgilliigh yiiksek bir testtir (Ambert-Balay ve ark., 2013).
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2.3.6.3.Antikor tarama

Rekombinant VPL’ leri antijen gorevinde kullanarak antikor varligini saptayan
EIA’ lar IgM, IgA ve IgG yanitlarinin karakterizasyonu i¢in gelistirilmistir. Enfekte
olduktan 9-11 giin sonra 6zgiil IgA ve IgG antikorlarinda artis goriilmektedir. IgG
i¢in akut evre ve akut evre sonrasindaki titre 4 kat artis gostermektedir. Virtise 6zgl

IgM ise 14 gun i¢inde saptanabilmektedir (Thornton ve ark., 2004).

2.3.6.4.Molekiiler tanmi

Noroviriis genomu 1990 yilinda karakterize edilmis ve molekiiler tan1 yontemleri
kullanilmaya baglanmistir. Revers transkriptaz- PZR (RT-PZR) metodu ELISA ile
karsilastirildiginda daha az miktarda virlisii saptayabilmektedir (Atmar ve Estes,

2009).

Noroviriis kaynakli enfeksiyonun tanisinda kusmuk veya diskidan RT-PZR ydntemi
ile viral RNA saptanmasi altin standart olarak kabul edilmistir. Bu yontem pahali bir
yontemdir teknik ekipman ve tecriibeli eleman gerektirmektedir (Gantzer ve ark.,
1997). Ilk etapta kullanilan primerler noroviriisiin tiim genotiplerine hitap etmedigi
icin istenilen sonuglara ulasilamamistir. Bu sebeple ideal primer tanimlamaya
yonelik bir ¢ok ¢aligma mevcuttur (Jiang ve ark., 1999). Hali hazirda noroviriisiin
ORF1 ve ORF2 kesisim noktasi en korunmus genom bdlgesi olmasindan otiirii

primer olarak kullanilmaktadir (Vinjé, 2015).
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2.3.7.Tedavi ve korunma

Noroviriis kaynakli gastroenteritte tedavi, diger viral enfeksiyonlarda oldugu gibi su
ve elektrolit dengesini saglamaktir. Noroviriise 6zgii kesin bir tedavi bulunmamakla

beraber yapilan baz1 ¢calismalarda etkili olabilecek sonug¢lar mevcuttur.

Antiprotozoal olarak piyasada var olan nitazoksanid’ in antiviral 6zellikte oldugu
gorilmistir (Rossignol, 2014). Yanit alinan bir diger tedavi ise immunglobulin
tedavisidir (Chagla ve ark., 2013). Ayrica noroviriis ile enfekte olmus kisilerde
BRAT diyeti uygulanmasi onerilmektedir. Bahsi gecen diyetteki yiyecekler muz(B),
piring(R), elma sosu(A) ve tost/kraker(T)’ dir (William, 2013).

Glintimiizde noroviriiste etkili onaylanmig bir as1 heniiz mevcut degildir. Bu konuda
calismalar devam etmektedir (Bucardo-Rivera, 2008). Bireyler aras1 bulaginda fekal-
oral yolla yayilmasi dnlenmeli, el hijyenine ve kontamine olmus yiizeylere dikkat

edilmelidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan cihazlar ve aletler

Mikroplaka yikayici (Bio Rad- PW40)

Guvenlik Kabini (Heraeus-HERA safe, Turkiye)
Absorbans mikroplaka okuyucu (Bio Rad- PR 4100)
Mikrosantrifuj tupleri ISOLAB- P.P 1.5-P.P 2)
Steril plastik 6ze (10 ul)

Steril pipet ucu (0,5-10 pl, 1-200 pl, 0-1000 pl)
Derin Dondurucu (Arcelik, Turkiye) -80

Balon joje (250 ml, 500 ml, 1000 ml)

Meziir (100 ml, 500 ml, 1000 ml)

Otoklav (Nlve- OT 020)

Hassas Terazi (Scaltec)

Buzdolabi (Indesit) +4

Vortex (Heidolph, Almanya)

Distile su cihazi (Niive NS 108)

Mikropipet Seti (Axygen- AP 10- AP100- AP10000)
TDB-120 Dry block thermostat (bioSan, Latvia)

Corbett Research RG-6000 Real Time PCR (QIAGEN )
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3.1.2. Kullanilan ticari Kkitler

CerTest Clostridioides (Clostridium) difficile GDH + Toksin A+B kiti (BIOTEC,
Ispanya)

3 " Generation RIDASCREEN Noroviriis kiti (R-Biopharm, Darmstdt, Almanya)
HigherPurity™ Viral RNA Extraction Kiti ( Canvax, Meksika)

RIDA®GENE Norovirus | & Il real-time PCR (R-Biopharm, Darmstdt, Almanya)

3.2. Yontem

Calismamiza dahil edilen digki Orneklerinde noroviriis varligr iki yOntemle

saptanmistir.

1. ELISA
2. Real time RT-PZR

3.2.1. Diski orneklerinin toplanmasi

Marmara Universitesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarma Ocak 2019-
Mart 2020 tarihleri arasinda Clostridium difficile toksin taramasi istegi ile
gonderilmis ve test sonucu pozitif ¢ikmis 82 digki 6rnegi ¢alismaya dahil edilmistir.
Diskilar makroskobik ac¢idan degerlendirilip, sulu diskilar mikroskobik olarak
incelenmistir. Kayitlamada; ornegin sirasi, hastanenin atadig1 protokol numarasi, ad
ve soyad, cinsiyet, yine hastanenin belirledigi barkod numarasi, tarih, dogum tarihi

yer almigtir. Gaita 6rnekleri daha sonra -80 °C’de saklanmustir.
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3.2.2. Diskida hizh tani Kiti ile Clostridium difficile GDH ve toksin tayini

CerTest Clostridium difficile GDH + Toksin A + B kombo Kkart testi, diski
orneklerinde Clostridium difficile Glutamat Dehidrojenaz (GDH), Toksin A ve

Toksin B'nin eszamanli kalitatif tespiti i¢in kromatografik immunolojik bir testtir.

CLosTRIIRs SIrEne
oot + TOUIH AeB

Resim 1. CerTest Clostridium difficile GDH + Toksin A+B kiti

Diski toplama tlipiiniin kapagi ¢ikarildi ve yeterli numune alimi i¢in cubuk
kullanildi. Yaklagik 125 mg diski tlipe aktarildi. Seyreltici ve digki Orneginin
bulundugu tiip kapatilip salland1. CerTest Clostridium difficile GDH + Toksin A + B
kart test kullanmadan hemen o6nce kapali torbasindan ¢ikarildi. A, B, C harfleri ile
isaretlenmis dairesel pencerelere 4 er damla damlatilip sonuglari okuma igin 10 dk

beklendi.
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Clostridium

difficile
: 1

{¢—Control Line (C)

! | +—Test Line (T)

Sample (S) circular

L
E ’ g <*—windows (A/B/C)

GDH Toxin A Toxin B
Ciostridium
difficile

Resim 2. CerTest Clostridium difficile GDH + Toksin A + B kart test

Resim 3. CerTest Clostridium difficile GDH + Toksin A + B Kart test sonu¢ okuma

Kontrol ¢izgisi, yesil bir ¢izgi olarak goriiniir. Testin dogru uygulandigimi ve

performansini gosterir, testin gegerli olmasi ig¢in goriinmesi gerekir.

Yesil ¢izginin ve kirmizi ¢izginin bulunmasi pozitif bir sonucu belirtir, bu durum
Clostridium difficile GDH ve toksin A+B varligini ifade eder. Sadece yesil ¢izginin

bulunmasi olumsuz sonug olarak degerlendirildi.

3.2.3. ELISA Yontemiyle Noroviriis Antijeni Saptanmasi

Norovirlis antijenini tespit etmek icin GI ve GII genotiplerini tayin edebilen,
mikroplak ELISA kiti (RIDASCREEN, uguncl jenerasyon, R-Biopharm, Darmstdt,
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Almanya) kullanildi. Digki 6rnekleri oda sicakligina getirildikten sonra, ELISA kiti
icindeki sulandirma tamponu ile %10 oraninda sulandirildi, santrifiijlendi ve iretici
firmanin Onerileri dogrultusunda calisma prosediiriine gore diger islemler yapildi.
Sonuglar hesaplandiktan sonra calismalardan elde edilen pozitif ve negatif
kontrollerin sonuglarina gore hesaplanan siir degerler (cut-off) ile karsilastirilarak
pozitif ya da negatif olarak rapor edildi. Digki 6rneklerinde ELISA i¢in BioRad
PW40 yikayict ve BioRad PR 4100 okuyucu kullanildi. Santrifiij i¢cin Vortex (NM-

110) cihaz1 kullanilmstir.

Resim 4. 3 " Generation RIDASCREEN Norovirs Kiti

Norovirus ELISA Test Proseduri
1. Diski 6rnekleri ¢aligma Oncesi oda sicakligina getirildi.

2. Tim soliisyonlar ve mikroplateler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi (20

~25°C).

3. Distile su ile yikama tampon soliisyonu 1:10 oraninda diliie edildi.
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4. Ornek diltisyon tampon soliisyonu ile gaita 6rnekleri 1:11 oraninda diliie edildi
(Diluent 1).

5. 1lk kuyucuga 100 pl pozitif kontrol, ikinci kuyucuga negatif kontrol (Diliient 1),
diger kuyucuklara sirayla 100 pl 6rneklerden eklendi.

6. Her bir kuyucuga 100 ul konjugat 1 eklendi ve karistirildi.

7. Plaklar oda sicakliginda (20-25°C) 60 dakika bekletildi.

8. Her bir kuyucuk 300 ul yikama tampon soliisyonu ile 5 kez yikanda.
9. Her bir kuyucuga 100 pl konjugat 2 eklendi.

10. Plaklar oda sicakliginda (20-25°C) 30 dakika karanlikta bekletildi.
11. Her bir kuyucuk 300 pl yikama tampon soliisyonu ile 5 kez yikandi.
12. Her bir kuyucuga 100 pl substrat eklendi.

13. Plaklar oda sicakliginda (20-25°C) 15 dakika karanlikta bekletildi.

14. Her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu (siilfirik asit) eklenerek reaksiyon

durduruldu.

15. Plaktaki kuyucuklarda olusan renk degisikligi spektrofotometrede 450 nm dalga

boyunda okutularak absorbans degerleri 6lgiildii (Resim 5).

16. Negatif kontroliin dl¢iilen optik dansite (OD) degerinin iizerine 0.15 eklenerek

“cutoff” degeri belirlendi.

3.2.4. istatistiksel Analiz

Arastirmanin verilerinin degerlendirilmesinde SPSS 19. 0 istatistik programi
kullanilmistir. Veriler tanimlayici istatistiksel analizler kullanilarak siklik ve yiizde,
ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerler kullanilarak sunuldu.

Yas gruplar, cinsiyet gibi kategorik verilerin degiskenlerin karsilastirilmasinda ise
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Ki-kare testi kullamlmigstir. Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0,05

belirlenmistir.

LY ¥ micro Plate Okuyucu
o s

Resim 5. Spektrofotometre

3.2.5. Diskida RT-PZR Yontemi ile Noroviriis Aranmasi

Diskida PZR ile norovirls tespiti icin RIDA®GENE Norovirus | & 11 real-time
PZR (R-Biopharm, Darmstdt, Almanya) kiti kullanilmig olup, gercek zamanli PZR
teknolojisine dayali bir yontem kullanan in vitro tan1 amacl bir test kitidir. Norovirtis
genogrup I (GI) ve genogrup (GII) ait RNA’y1 kalitatif olarak tespit etmektedir.
Real-time PZR amplifikasyonun erken safhalarindan itibaren deteksiyon
yapabilmeye imkan saglar. Kit, olast RT-PZR inhibisyonunu belirlemek ve kit
soliisyonlariin bitiinligiinii dogrulamak igin, heterolog amplifikasyon sistemi (i¢
kontrol) icerir. RT-PZR teknolojisini temel alan test, RNA’y1 ¢cDNA’ya doniistiiren
revers-transkriptaz enzimi kullanarak amplifiye DNA tespiti i¢in hedef dizilerin
amplifikasyonu ve hedefe 6zgii problari kullanan PZR yontemidir. Gaitadan RNA
ekstraksiyonu icin HigherPurity™ Viral RNA Extraction Kiti ( Canvax, Meksika)
tireticinin agiklamalari dogrultusunda kullanilmigtir. PZR icin Corbett Research RG-
6000 Real Time PCR (QIAGEN ) cihazi kullanilmstir.
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Resim 6. RIDA®GENE Norovirus | & I real-time PCR (R-Biopharm, Darmstdt, Almanya)
Kiti

Resim 7. Corbett Research RG-6000 Real Time PCR (QIAGEN) cihazi

31



Diskidan RNA izolasyonu

10.

11.

12.

13.

14.

25 pl Proteinaz K temiz bir mikrosantrifuj tiipiine aktarildi.

Tupe 1/10 diliie edilmis numuneden 200 pl eklendi.

200 pl Buffer BLY (5.6 ug carrier RNA iceren) eklendi ve vortekslenerek 20
saniye karistirildu.

Sicak su banyosunda 56 °C de 20 dk inkibe edildi.

250 pl etanol (%96-100) eklendi 15 saniye vortekslendi.

5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Karisim minispin kolonuna aktarildi 10000 rpm de 1 dk santrifujlendi.
Kolondan gegen s1vi bosaltildi.

Minispin kolonu toplama tiipiine yerlestirildi ve 500 pl Buffer WB1 eklendi.
12000 rpm de 1 dk santrifiijlendi. Kolondan gegen siv1 bosaltildi.

Minispin kolonu toplama tiipiine yerlestirildi ve 500 pl Buffer WB2 eklendi.
12000 rpm de 3 dk santrifiijlendi. Kolondan gegen s1v1 bosaltildi.

Minispin kolonu toplama tiipline yerlestirildi ve 500 ul Buffer WB2 eklendi.
12000 rpm de 3 dk santrifiijlendi. Kolondan gegen s1v1 bosaltildi.

Spin kolonunu kurutmak i¢in, son hizda 3 dk ekstra santrifiijlendi.

Minispin kolonu yeni 1.5 ml lik yeni mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.
Filtrenin Gzerine 30-50 pl Elution Buffer ya da RNAse- free su eklendi.
Kapagi kapatilip 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Son hizda 1 dk santrifiij edildi. Filtreden gegen siv1 viral RNA i¢cermektedir.

Ekstrasyondan sonra tiip buzda bekletildi. PCR adimu1 i¢in -80 °C e saklandi.
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RT-PZR Test protokolu

Tablo 1: RIDA®GENE Norovirus | & Il real-time PCR kit igerigi

Kit Kodu Reaktif Miktar Kapak Rengi

1 Reaksiyon Mix 2X 1050 pl Sar1

2 Enzim Mix 1x 80 pl Kirmizi

R Internal Control 2x 1700 pl Kahverengi
RNA

N No Template 1x 450 pl Beyaz
Kontrol

P Pozitif Kontrol 1x 200 pl Mavi

1. Kontaminasyonu engellemek i¢in tiim islemler temiz bir PCR ortaminda ve
filtreli pipet ucu ile yapildi.

2. Tim reaktifler (Tablo 1.) ve 6rnekler kullanilmadan 6nce hafif vortekslendi.
Uygun sicaklikta tutuldu.

3. Eppendorf tiipte master miks hazirlandi. Kesin olmayan pipetlemeyi telafi

etmek i¢in% 10 ek hacim hesaplandi.

Tablo 2: Master mix hazirlama tablosu

Master-Mix bilesenleri ~ Reaksiyon basina hacim 10 reaksiyon (% 10 ekstra)

Reaksiyon Mix 12.5 pul 137.5 pul

Enzim Mix 0.7 ul 7.7 ul

Internal Control

RNA 1.0l 11 ul

Toplam 21.1 ul 232.1 ul
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4. Her reaksiyon sisesinde (tiip veya plaka) 20 pl Master-Mix pipetlendi.

5. Negatif kontrol: Onceden pipetlenen Master-Mix'e negatif kontrol olarak 5 pl
No Template Kontrol eklendi.

Pozitif kontrol: Onceden pipetlenen Master-Mix'e 5 ul Pozitif Kontrol
eklendi.

Ornek: Onceden pipetlenen Master-Mix'e 5 pl RNA-Extract eklendi.

6. Tuplerin kapaklar1 kapatildi. Real-time PCR cihazina yerlestirildi.

7. Hazirlanmis olan Ornekler ve kontroller calisilmasi i¢in Ger¢ek Zamanlh
Corbett Research RG-6000 PCR cihaz1 kullanildi.

8. Tablo 3. te verilen programa gore PCR protokolii uygulandi.

Tablo 3: Gergek Zamanli RT-PZR Profili

Ters Transkripsiyon 10 dk, 58 °C

[k Denatiirasyon 1dk, 95 °C

Donguleri 45 Doéngu

PCR Denatlirasyon 15 saniye, 95° C
Primer baglanmasi/Uzama 30 saniye, 55 ° C

Numunelerin analizi, iireticinin talimatlarina gore kullanilan ger¢ek zamanli PZR

cihazinin yazilimi tarafindan yapilmstir.

9. Ornek RNA ve i¢ kontrol RNA's1, tespit sisteminde bir amplifikasyon sinyali

gOsteriyorsa, noroviris tespit edilmistir.
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10. Omek RNA'min bir amplifikasyon sinyali gosterdigi, ancak tespit

sistemindeki i¢ kontrol RNA'st i¢in gdstermedigi durumda da noroviriis de

tespit edilirmistir.

11. Ornek RNA'nin bir amplifikasyon sinyali gostermedigi ancak sistemindeki i¢

kontrol RNA's1 sinyal gdsterdigi durumlarda noroviriis tespit edilmemistir.
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4. BULGULAR

4.1.Diskilarin toplanmasi ve degerlendirilmesi

Calismamiza C. difficile toksin testi (CerTest Clostridium difficile GDH + Toksin
A+B kiti (BIOTEC, Ispanya)) pozitif saptanan 82 drnekler dahil edildi.

Mevcut hastalarin yas ortalamast 27,6’dir. Bunlarin 21’1 (%25,6) 0-2 yas, 20’si
(%24,4) 3-16 yas, 27’si (%32,9) 17-64 yas ve 14’1 (%17,1) 65 yas ve lizeri yas
grubunda yer almaktaydi. Yas araligi ise 0-83 arasinda dagilim gostermektedir
(Sekil).

Hasta Sayisi
90

80
70
60
50
40

30

20
10
Yas
0
0-2 3-16

17-64 65< Toplam

Sekil 7. Hasta yas dagilim grafigi
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4.2 Diskida noroviriis antijeni ELISA sonuglari

Calismamiz sonucu Ocak 2019- Mart 2020 tarihleri arasinda toplanan hasta
numunelerinde elisa ile noroviriis pozitif 6rnek sayist 3 (%3,7), negatif 6rnek sayisi
79 (%96,3) olarak bulunmustur (Tablo 4).

N: Negatif Kontrol  P: Pozitif Kontrol

Resim 8. Noroviriis ELISA testinde gorulen pozitif ve negatif érnekler
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Tablo 4. Yas gruplarina gore ELISA sonuglarinin dagilimi

Yas ELISA(+) ELISA(-)  Toplam

0-2 0 21 21
3-16 2 18 20
17-64 0 27 27
65 < 1 13 14
Toplam 3 79 82
% 3,7% 96,3%

Calismamizda kullanilan ELISA kiti (RIDASCREEN, 3 rd generation, R-Biopharm,
Darmstdt, Almanya) kullanim kilavuzunda, sonuglarin dogru ve giivenli olabilmesi
icin 450 nm’ de negatif kontroliin optik yogunluk degerinin (OD) 0,2’den daha diisiik
ve pozitif kontroliin OD degerinin 0,8’den daha biiyiik olmasi gerektigi bildirilmistir.
Arastirmamizda negatif ve pozitif kontrol degerleri yukarida belirtilen simirlar

icerisinde bulunmaktadir.

Yapilan hesaplamalar sonucu cut-off degerimiz 0,239 olarak bulunmustur. Optik
yogunluk degerleri 3,007 2,877 ve 0,510 olan U¢ hasta sonucu pozitif olarak

degerlendirilmistir.

4.3. Diskida noroviriis gercek zamanh RT-PZR sonuclari

Calismamiz sonucu Ocak 2019- Mart 2020 tarihleri arasinda toplanan hasta

numunelerinde gercek zamanli RT-PZR sonucu 7 6rnek (%8, 5) noroviris pozitif
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olarak degerlendirilmistir. Tespit edilen negatif 6rnek sayisi ise 75 (% 91, 5) dir
(Tablo 5).

Tablo 5. Yas gruplarina gore gergek zamanli RT-PZR sonuglarinin dagilimi

Yas RT- RT- Toplam
PZR(+) PZR(-)

0-2 2 19 21
3-16 4 16 20
17-64 0 27 27
65 < 1 13 14

Toplam 7 75 82

% 8,5% 91,5%

Ger¢ek zamanli PZR cihazinin yazilimi tarafindan yapilan analiz sonucu yedi
hastanin amplifikasyon sinyali gosterdigi belirlenmis ve bu hasta 6rnekleri pozitif

olarak degerlendirilmistir (Sekil 8).
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Orneklerden 3’ii RT- PZR ve ELISA ile pozitif, RT- PZR ile pozitif bulunmus 4
ornek ise ELISA ile negatif olarak bulunmustur (Tablo 6).

Tablo 6. ELISA ve RT-PCR sonuglarinin karsilagtirilmasi

ELISA
ORNEK REAL-TIME PZR SONUCU SONUCU (0D)
1. Hasta POZITIF 3,007
2. Hasta NEGATIF <0,239
3. Hasta NEGATIF <0,239
4. Hasta NEGATIF <0,239
5. Hasta NEGATIF <0,239
6. Hasta NEGATIF <0,239
7. Hasta NEGATIF <0,239
8. Hasta NEGATIF <0,239
9. Hasta NEGATIF <0,239
10. Hasta NEGATIF <0,239
11. Hasta NEGATIF <0,239
12. Hasta NEGATIF <0,239
13. Hasta NEGATIF <0,239
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14. Hasta NEGATIF <0,239
15. Hasta NEGATIF <0,239
16. Hasta NEGATIF <0,239
17. Hasta NEGATIF <0,239
18. Hasta NEGATIF <0,239
19. Hasta NEGATIF <0,239
20. Hasta NEGATIF <0,239
21. Hasta NEGATIF <0,239
22. Hasta NEGATIF <0,239
23. Hasta POZITIF <0,239
24. Hasta NEGATIF <0,239
25. Hasta NEGATIF <0,239
26. Hasta NEGATIF <0,239
27. Hasta NEGATIF <0,239
28. Hasta NEGATIF <0,239
29. Hasta NEGATIF <0,239
30. Hasta NEGATIF <0,239
31. Hasta NEGATIF <0,239
32. Hasta NEGATIF <0,239
33. Hasta NEGATIF <0,239
34. Hasta NEGATIF <0,239
35. Hasta NEGATIF <0,239
36. Hasta NEGATIF <0,239
37. Hasta NEGATIF <0,239
38. Hasta NEGATIF <0,239
39. Hasta NEGATIF <0,239
40. Hasta NEGATIF <0,239
41. Hasta NEGATIF <0,239
42. Hasta NEGATIF <0,239
43. Hasta NEGATIF <0,239
44. Hasta NEGATIF <0,239
45. Hasta NEGATIF <0,239
46. Hasta NEGATIF <0,239
47. Hasta NEGATIF <0,239
48. Hasta NEGATIF <0,239
49. Hasta NEGATIF <0,239
50. Hasta NEGATIF <0,239
51. Hasta NEGATIF <0,239
52. Hasta NEGATIF <0,239
53. Hasta NEGATIF <0,239
54. Hasta POZITIF <0,239
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55. Hasta POZITIF <0,239
56. Hasta POZITIF 2,877
57. Hasta NEGATIF <0,239
58. Hasta NEGATIF <0,239
59. Hasta NEGATIF <0,239
60. Hasta NEGATIF <0,239
61. Hasta NEGATIF <0,239
62. Hasta NEGATIF <0,239
63. Hasta NEGATIF <0,239
64. Hasta NEGATIF <0,239
65. Hasta NEGATIF <0,239
66. Hasta NEGATIF <0,239
67. Hasta NEGATIF <0,239
68. Hasta NEGATIF <0,239
69. Hasta NEGATIF <0,239
70. Hasta NEGATIF <0,239
71. Hasta NEGATIF <0,239
72. Hasta NEGATIF <0,239
73. Hasta NEGATIF <0,239
74. Hasta NEGATIF <0,239
75. Hasta NEGATIF <0,239
76. Hasta POZITIF <0,239
77. Hasta POZITIF 0,510
78. Hasta NEGATIF <0,239
79. Hasta NEGATIF <0,239
80. Hasta NEGATIF <0,239
81. Hasta NEGATIF <0,239
82. Hasta NEGATIF <0,239

Tablo 7. Duyarlilik/ Ozgiilliik tablosu

RT-PZR Pozitif | RT-PCR Negatif Toplam
ELISA Pozitif 3 0 3
ELISA Negatif 4 75 79
Toplam 7 75 82

ELISA duyarlilik : 7/ 7+4 X100 = 63,6
ELISA ozgullik : 75/ 75+0 X100 = 100
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RT-PCR referans alindiginda, ELISA testinin duyarlilig1 % 63,6, 6zgiilligii % 100
olarak tespit edilmistir (Tablo 7).

Noroviris pozitif saptanan hastalarin klinik bilgileri tablo 8” da verilmistir.

Tablo 8. Norovirus pozitif hastalara ait klinik bilgiler

1. Hasta LHasta 3. Hasta 4 Hasta 5, Hasta 6, Hasta " Hasta

Yag ] 4 ] 1 ] 3 83
SP P S S S S S S

Ishal Var Var Var Var Var Var Var
Karmagris Yik Yok Yok Yok Yok Yik Yik
Ates Var Yok Yok Var Var Yok Yok
Bulanty/Kusma Yok Yok Yok Yok Var Yok Yok
Antibiyotik kullanim Yok Var Var Var Var Yok Var

Alttavatanhastahk ~ Febril konvillzyon Ventrikilit Crohnhastahdi Kanamadivatezi Immunvetmezlik Pseudohipoaldosteronizm Pnomoni

S: Servis P: Poliklinik
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5. TARTISMA- SONUC

Akut gastroenteritler tiim diinyada ve iilkemizde hem c¢ocukluk hem eriskin
donemde ciddi morbidite ve mortaliteye yol agabilen 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Diinyada yilda yaklasik 1 milyar 700 milyon, Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde 211-375 milyon akut ishal atagi gelistigi tahmin edilmektedir (Thielman,
2014).

Akut gastroenterit etkenleri arasinda virtisler ilk sirayr alirken bakteriler ve
parazitlerde etken olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Gelismis iilkelerde viral
gastroenteritlerde en sik karsimiza ¢ikan etken Noroviristur. AGE vakalarmin diinya
capinda %20’ si noroviriis temellidir. Zarfsiz, tek iplikli, pozitif polariteli RNA’ ya
sahip olan bu viriis ABD de ise her yil yaklagik 21 milyon vakaya neden olur
(Ahmed ve ark., 2014). Ulkemizde Norovirus tani testi klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda rutin olarak calisilan bir test degildir. Literatiire gore, ¢cocuklarda
norovirls gastroenteritleri, tim akut gastroenteritlerin ortalama %14’iinden
sorumludur. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde %14,6 (6/41) oraninda ¢ocuk
hastalarda noroviriis pozitifligi saptanmistir. Norovirlisun rutin tespiti hastanede
enfeksiyon kontroliinii ve toplumda salgin tespitini kolaylastirabilir (Said ve ark.,
2008). C.difficile gram pozitif, toksin iiretebilme yetenegine sahip, sporlu bir
bakteridir ve sebep oldugu enfeksiyonlarin siddeti ve goriilme sikligr son on yilda
giderek artmustir (Britton ve Young, 2014). Ozellikle ileri yash hastalarda C. difficile
‘ nin PCR ribotipleri 078 ve NAP1/B1/027 hiperviriilan suslarinin ortaya ¢ikmasi
mortalite agisindan 6nemlidir (O’Donoghue ve Kyne, 2011; Depestel ve Aronoff,
2013).

Viral gastroenteritin bagirsak mikroorganizma ¢esitliligini azaltmas: C. difficile
enfeksiyonu icin en 6nemli risk faktorl olan antibiyotik kullaniminda goriilene
benzer bir etkiye neden olmaktadir (El Feghaly ve ark., 2013). Lukkarinen ve ark.
noroviriisiin  bagirsak homeostazinda yarattigi degisiklik nedeniyle C difficile

tarafindan Tretilen toksinlerin etkilerinin siddetlenebilecegini One stirmiistiir

45



(Lukkarinen ve ark., 2009). Saglik agisindan Onemlerine ragmen C.difficile ve
norovirlis arasindaki iliski hakkinda ¢ok fazla sey bilinmemektedir. Bunlarin
koenfeksiyonlar1 bildirilmis olsa dahi kohort sayis1 oldukga sinirlidir (E1 Feghaly ve
ark., 2013; Stockmann ve ark., 2015).

ABD’ de koenfeksiyon insidansini belirlemeye yonelik uygulanan bir ¢alismada
Ocak-Aralik 2015 aylar1 arasinda 2257 diski incelenmistir. En sik rastlanan patojen
(275/2257) % 15,2 oraniyla C. difficile olmustur. Bunlarin iginde C. difficile ve
norovirus koenfeksiyonu 22 (% 8) vakada goriilmiistiir (Murphy ve ark., 2016). 1
Subat- 15 Mart 2012 aylar1 arasinda yapilan bir ¢alismada uzun sireli hasta
bakimevlerinde (LTCF) akut gastroenterit sikayeti bulunan 30 hasta Orneginde
patojen taramast yapilmis, 4 (%13,3) hastada C. difficile ve norovirus
koenfeksiyonuna rastlanmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gére bu iki patojen
arasinda antagonistik bir iliski mevcut oldugu ve birbirleriye yarisarak digerinin
patojenitesini  siirlandirdign  vurgulanmistir  (Ludwing ve ark., 2013). Bizim
calismamizda tespit ettigimiz noroviris ve C.difficile koenfeksiyon orani benzer

sekilde %8,5 (7/82) olarak bulunmustur.

ABD, Mighigon’ da C. difficile ve noroviriis ile ayn1 anda enfekte olmus hastalarin
klinik ozelliklerini incelemek ve prevelansini belirlemek amagh yapilan bir
calismada Ekim 2010- Agustos 2013 tarihleri aras1 18 yasindan biiyiik 384 hasta
numunesi toplanmis, (40/384) % 10,5 oraninda noroviris + C. difficile ile koenfekte
hastaya rastlanmistir. Ayn1 zamanda koenfenksiyon durumunda C. difficile’ ye 0zgu
semptonlarin (karin agrisi, gaz, bulanti) noroviriis kaynakli semptonlara baskin ve
siddetinde artis olabilecegi Ongorillmistiir (Stokely ve ark., 2016). Bizim
calismamizda, 18 yas istii hastalarda noroviriis ve C. difficile koenfeksiyonu mevcut
hasta oran1 %2,4 (1/41) olarak tespit edilmis ve kliniginde ates, karin agris1 ve

bulanti semptomlar1 gézlenmemistir. Hastalarin tiimiinde ishal sikayeti saptanmistir.

Yenidogan ve 2 yas alt1 gocuklarda C. difficile saptanmasi genellikle asemptomatik
kolonizasyon olarak degerlendirilmektedir. ~Cocuklarda C. difficile ve
koenfeksiyonlarini irdelemek amaciyla yapilan bir literatiir arastirmasinda 31 farkl
calisma incelenmistir. Cesitli tan1 yontemleri kullanilarak test edilmis 10,201

hastadan %16,1° sinda (n:1708) C. difficile toksin pozitif olarak sonuglanmis,
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bunlardan %9,6’ sinda C. difficile ile cesitli viral patojenler arasinda koenfeksiyon
saptanmistir. Koenfeksiyona yol agan viral patojenlerden %10’ u noroviriis pozitif
olarak bulunmustur (De Graaf ve ark., 2015). Hollanda’ da 2012-2014 yillar
arasinda okul Oncesi cocuklarda koenfeksiyon risk faktorlerini tanimlama amach
yapilan bir ¢alismada ise test edilen 822 6rnekten 290’ inda (%35,2) koenfeksiyon
saptanmustir. C. difficile ile enfekte hasta sayist 80 (%9,7) dir. C. difficile norovirs
birlikte enfeksiyon orani ise (13/80) % 16,2 olarak saptanmistir (Pijnacker ve ark.,
2018). ingiltere’ de 1 Ocak 2005- 31 Aralik 2009 tarihleri arasinda 0-16 yas aras1 75
C. difficile toksin pozitif hasta 6rnekleri analiz edilmistir. 51 olguda viroloji testleri
uygulanmis ve koenfeksiyona rastlanmistir. Calisma sonucu elde edilen norovirds ile
koenfeksiyon oran1 % 5,9’ dur. (Pai ve ark., 2012). Bizim ¢alismamizda ise 0-16 yas
arast ¢ocuk grubunda ise C.difficile toksin pozitif 41 hastanin 6 sinda (%14,6)
norovirlis ile koenfeksiyon tespit edilmistir. Calismamizda yer alan hastalarin yas
gruplart irdelendiginde en fazla oranin %14,6 ile ¢ocuk yas grubunda oldugu

saptanmaktadir.

Salgin durumlarinda patojenlerin koenfeksiyonlarinda artis goriilebilir. Ulkemizde
2008 yilina kadar ‘salgin seklinde’ noroviriis bildirilmemis, noroviriisiin neden
oldugu ilk salgin Aksaray, Sereflikochisar, Kirsehir ve Adana sehirlerinde Uyar ve
arkadaglar1 tarafindan bildirilen su kaynakli salgindir (Uyar ve ark., 2008).
Almanya’ da 2002-2012 yillar1 arasinda 44 noroviriis salgminin incelendigi bir
calisgmada 9 (%20) salginda farkli oranlarda C. difficile ve noroviriis
koenfeksiyonuna rastlanmistir (Mattner ve ark., 2015). Ingiltere’ de 2013- 2014
yillart arasinda 0-16 yas arasinda ¢ocuklarda gastrointestinal patojen paneli (GPP)
kullanilarak yapilan bir caligmada test edilen 59 6rnekte %36 oraninda norovirus
pozitifligi tespit edilmis, Norovirls/ C.difficile koenfeksiyonu ise % 43 (n:9) olarak
bulunmustur (Less ve ark., 2019). Teksas’ ta 2008 tarihinde 13 (%44,8) hasta 16
(%55,2) saglik c¢alisani toplam 29 diski 6rneginde gergeklestirilen tarama sonucunda
%24,1 (n:7) oraninda C. difficile toksin pozitifligi saptamistir. Bu hastalarin 5’ inde
noroviriis pozitifligi bulunmustur ( Koo ve ark., 2009). Bundan dolay1 enfeksiyon

kontroluna katki saglamak amaciyla konunun tizerinde durulmasi gerekmektedir.
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ABD’ de rutin olarak rotaviriis asisinin uygulanmaya baslanmasinin ardindan
noroviriis ¢ocuklarda AGE’ nin baskin nedeni olmustur (Chhabra ve ark., 2013).
ABD’ nin Tennessee eyaletinde yeni as1 gozetim aginin (NVSN) bir parcasi olarak 1
Ekim 2008- 30 Haziran 2011 tarihleri arasinda 6 yasindan kiigiik 216 hasta numunesi
toplanmistir, multiplex molekiiler test kullanilan ¢alisma sonucunda (35/216) % 16,2
C.difficile pozitif 6rnek saptanmigtir. Bu 6rneklerde noroviriis ile koenfeksiyon orani
%48,5 (n:17) olarak saptanmistir ( Nicholson ve ark., 2016). Benzer sekilde Kore’ de
rotaviriis asilamasinin baslamasindan 5-6 yil sonra Ocak 2012- Aralik 2013 tarihleri
arasinda gerceklestirilen bir ¢aligmada akut gastroenterit sikayeti ile bagvuruda
bulunan 4 yas alt1 415 gocuktan 38’ inde (%9,2) C. difficile tespit edilmistir. C.
difficile norovirls koenfeksiyon orani %34,2 (n: 13) olarak saptanmistir (Kim ve
ark., 2017). Bu calismalar bize rotaviriis asisinin kullanimindan sonra ¢ocuklarda
noroviriis ile koenfeksiyon oraninin rotaviriisiin Online gectigini ve viral antijen

taramasinda yer almasi gerektigini gostermektedir.

Immiin yetmezligi olan hastalar patojen ile enfekte olma durumunda belirgin
morbidite yasayabilmektedir (Green, 2014). Bu hastalarda koenfeksiyonlar daha
biiyiik risk tasimaktadir. Bunu gosteren son yillarda yapilmis bir ka¢ ¢alisma vardir.
Yapilan retrospektif bir calismada 1 Ekim 2015- 31 Mayis 2016 tarihleri arasinda
diski PZR’ 1 noroviriis pozitif olarak sonuglanmis Ornekler incelenmis, ¢alisma
populasyonu 0-110 yas aras1 ve her iki cinsiyeti igermektedir. 100’ i (%78) yetiskin
28’1 (%21,9) 18 yas alt1 olmak iizere mevcut 128 Ornekten 27’sinde (%21,1) C.
difficile saptanmigtir (Sacco ve ark., 2017). Cin’ de Nisan 2016- Nisan 2017 tarihleri
arasinda HIV (Human Immunodeficiency Virus) ile enfekte 81 hastanin diskilari
analiz edilmis, 55 (%68) hastada C. difficile tespit edilmis ve % 16,3’linde (n:9) C.
difficile ve noroviriis koenfeksiyonu saptanmistir (Siyuan ve ark., 2019). Bizim de

olgularimiz arasinda 2’ si immun yetmezlikli olgulardir.

Izmir’ de Goktas ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada Ocak 2015- Eylil 2016
tarthleri arasinda 471 hastadan alinan digski Ornekleri multipleks PZR testi
kullanilarak degerlendirilmis, % 48,8 inde (230/471) etken tespit edilmistir.
Noroviris ve C. difficile ortak enfeksiyona 2 (%0,8) drnekte rastlanmistir (Goktas ve
ark, 2017).
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Norovirus enfeksiyonlarinin en énemli klinik belirtisi ishal ve kusma olarak bilinir.
Ancak calismamizda koenfeksiyon saptanan hastalarin retrospektif olarak klinik
durumlar incelendiginde en 6nemli ortak nokta ishal sikayetleri olup, bulanti, kusma

gibi sikayetlerinin olmamas1 dikkat c¢ekicidir.

Rutin Klinik testlerin bir pargas1 olan norovirus saptamaya yonelik testler, 6zellikle
immun yetmezlikli, yagh, altta yatan hastalaligi olan hastalar i¢in enfeksiyonun
prognozu agisindan 6nem tasimaktadir. Dolayisiyla iilkemizde de norovirlis rutin

klinik testlerin 6zellikle bu grup hastalar i¢in ¢alisilmasi uygun olacaktir.

Kisa silirede yayilabilmesi ve hatta salginlara yol acabilmesi nedeniyle
gastroenteritlerin hizli laboratuvar tanis1 énem kazanmaktadir. Ulkemizde ELISA
kullanilarak yapilan ¢alismalarda norovirlis saptama orani %8,5 ile - %22,8 arasinda
degismektedir (Aksu, 2016; Altindis, 2016). Bolimiimiizden yapilan bir baska
calisgmada ELISA ile noroviriis antijeni siklig1 %2,1 olarak saptanmistir ( Mercan Y.
Cocuklarda viral gastroenterit etkeni olan rotaviriis ve noroviriislin aragtirilmasi.
M.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, 2018, Istanbul (Danisman:
Prof. Dr. A ilki). Literatiire baktigimizda, PZR y6ntemiyle noroviriis saptama orani
ise %8,1lile - %42,8 arasinda degistigi bildirilmistir. Ozkul ve ark. Istanbul’da
gastroenteritli hastalarda ELISA ile noroviriis pozitifligini %10, 5, ger¢ek zamanl

RT-PZR ile 15,1 oranlarinda belirlemislerdir (Ozkul, 2011).

Her iki testinde avantajlart ve dezavantajlart mevcuttur. RT-PZR duyarlilik ve
ozgilligi yiiksek ancak rutin laboratuar icin maliyeti yiksek ve deneyimli personel
gerektirmektedir. ELISA ise kolay uygulanabilen, kisa siirede yapilan ve fiyati daha
uygun 6zgilliigi yuksek bir testtir.

Bizim ¢alismamizda Ocak 2019- Mart 2020 tarihleri arasinda ELISA yontemiyle
tespit edilen noroviriis oran1 % 3,7, gercek zamanli RT-PCR ydntemiyle tespit edilen
noroviriis orani ise %8,5 tur. RT- PCR referans alindiginda, ELISA testinin
duyarliligi %63,6, 6zgilligi %100 olarak tespit edilmistir ve bu sonug literatiirle

uyumludur.

Calismamizda C. difficile toksin pozitif hastalarda % 8,5 oraninda noroviriis ile

koenfeksiyon goriilmiis, bu azzimsanmayacak oran literatiirle uyumlu goziikmektedir.
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Klinisyenler 6zellikle uzun siireli yatis hikayesi, immun yetmezligi olan C.difficile
toksin pozitif hastalar1 i¢in olas1 norovirus enfeksiyonunu da akla getirmelidir. Uzun
siren tedavi etmekte zorluk yasanan ishalli hastalarda, enteropatojenler arasi
etkilesimleri diistinmek, farkli tan1 arayiglarina girmek ve tedaviyi buna gore
yonlendirmek onemlidir. Bu konuda daha fazla c¢alismaya ihtiya¢ oldugunu

diisiinmekteyiz.
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