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Rotaviriis bebeklerde ve kiiclik ¢ocuklarda, diinya capinda en yaygin ishal nedenidir.
Gelismekte olan tilkelerde her yil yiliksek siklik ile bes yasin altindaki ¢ocuklar arasinda
yaklasik olarak 453.000 olime ve 2,4 milyon hastaneye yatisa neden olmaktadir.
Epidemiyolojik c¢alismalar sonucu, gelismekte olan {lilkelerdeki bebeklerde ve kiigiik
cocuklarda Rotaviriis genotiplerinin paterni ve dagilimi belirlenebilir ve bdylelikle
gelecekteki Rotaviriis asis1 gelistirme stratejileri gelistirilebilir. Bu ¢alismanin amaci,
bes yas alt1 ve siddetli gastroenterit gosteren ¢cocuklarda Rotavirlis suslarinin ne kadar
yaygin oldugunu tespit etmekti. Eyliil 2020'den Ocak 2021'e kadar bes yasin altindaki
cocuklardan elde edilen toplam 100 diski 6rnegi iizerinde ¢alisildi. Cocuklarin yaslari
bir ile altmis ay arasinda degismekteydi. Ornekleri degerlendirmek igin Enzime Bagl
Immiinosorbent Deneyi (ELISA) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanildi.
ELISA ve PCR bulgularimiz Orneklerin %41 oraninda pozitif oldugunu gosterdi.
Genotiplemeyi analiz etmek i¢in Yari-Yuvalanmig Multipleks PCR kullanildi. Genotip
kombinasyonu en yiiksek oranda G1P8 %34,14 ve bunu takiben G2P8 %14,63, G1P6
%12,19, G4P8 %7,31, G4P6 %2,43 olarak tespit edildi. Rotaviriis genotipleri, Rotaviriis
yiizdesi yiiksek oldugu icin kiigiik ¢ocuklarda ve bebeklerde viral gastroenterit i¢in ana
risk faktoridiir. Bu c¢alismanin bulgular, Irak'da ki mevcut Rotaviriis havuzunun
cesitliligine katkida bulunan Rotaviriis tiir ¢esitlili§inin 6nemli yonlerine igaret etmistir
ve bu, Rotaviriis dinamiklerine dayanan belirgin ekstra Rotaviriis tiir ¢esitliligini hesaba
katan bir ag1 gelistirmek icin gelecekteki deneylere yardimer olacaktir. Gelecekte, daha
ileri caligmalara ihtiya¢ duyulacaktir.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF GROUP A ROTAVIRUS STRAINS IN
CENTRAL IRAQ
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Around the globe, rotavirus is the most prevalent cause of diarrhea in infants and young
children. causes 453,000 deaths and 2.4 million hospitalizations among children under
the age of five years every year, with the highest frequency in developing countries. In
epidemiological studies, the pattern and distribution of rotavirus genotypes in infants
and young children in developing countries play a role, as well as giving a plan for
future Rotavirus vaccine development. The goal of this study was to find out how
prevalent Rotavirus strains are in children under the age of five, as well as what
influence they have on severe gastroenteritis. A total of 100 stool specimens were
studied, all of which were obtained from children under the age of five from September
2020 to January 2021. The children's ages ranged from one to sixty months. The
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and Polymerase Chain Reaction (PCR)
were used to evaluate the samples. Our ELISA and PCR findings showed that 41% of
the samples were positive. Hemi-Nested Multiplex PCR was used to analyzed the
genotyping. Genotype combination GIP8 was 34.14% followed by G2P8 14.63%,
GI1P6 12.19%, G4P8 7.31%, G4P6 2.43%. Rotavirus genotypes is a main risk factor of
viral gastroenteritis in young children and infant as the percentage of rotavirus was high.
The findings of this study point to important aspects of Rotavirus strain diversity in Iraq
that contribute to the diversity of the current virus pool, which will aid future
experiments to develop a vaccine that takes into account this apparent additional
rotavirus strain diversity based on dynamics of rotavirus strains. In the future, further
studies will be required.
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1. GIRIS

1.1 Genel Bilgiler

Ishalli hastaliklar, az gelismis iilkelerde bes yasin altindaki cocuklarda yiiksek oranda
morbidite ve mortalite ile iliskilendirilmis olup bes yasin altindaki ¢ocuklarda dliimlerin
%15 - 30'unu olusturmaktadir (Ojobor et al. 2020). ishal hala diinya ¢apinda ¢ocuklarda
onemli bir hastalik ve 6liim kaynagidir (Ulrich and Ziebert 2017). Ishal, 6zellikle
gelismekte olan iilkelerde bes yasin altindaki ¢cocuklarda 6nde gelen 6liim nedenidir.
Ancak rotaviriisler, bes yas alti ¢ocuklarda asi ile Onlenebilir hastalik 6liimlerinin
pnomokok pndmonisinden sonra ikinci en biiyiik nedenidir (Gtizel et al. 2020). Akut
gastroenterit, basta cocuklar olmak iizere diinya genelinde her yastan insani etkileyen en
sik goriilen bulasict hastaliklardan birisidir (Salami ef al. 2019). A Grubu Rotaviriisler,
diinya capinda yenidoganlarda ve kiigiikk ¢ocuklarda en sik goriilen ishal nedenidir
(Dhital et al. 2017). Insan rotaviriisii (RV), gelismekte olan iilkelerde en yiiksek siklikta
olmak tizere, her yil bes yasin altindaki ¢ocuklar arasinda 453.000 6liim ve 2,4 milyon
hastaneye yatis ile diinya capinda cocuklarda siddetli ishalin en yaygin nedenidir
(Shaheen 2017). Rotaviriis hastaliginin yaygin etkisi nedeniyle rotaviriis asilarinin
gelistirilmesi hizlanmistir. Bu nedenle, bir asinin popiilasyona uygulanmadan once
hazirlanmast i¢in Oncelikle bolgelerdeki rotaviriis prevalansinin  ve tiirlerinin

belirlenmesi gerekmektedir (Abood 2013).

Bircok infantil gastroenterit vakasinda etiyolojik ajan 1970'lerden  Once
bilinmemekteyken, 1973'te siddetli diyareli bebeklerden alinan duodenal biyopsi
orneklerinde ve akut diyareli ¢ocuklarin disk: 6rneklerinde viral partikiillerin bulundugu
kesfedilmistir (Crawford et al. 2018). Tekerlege benzer bu viriislerin adlandirilmasinda
kullanilan Rotaviriis kelimesi, "tekerlek" anlamina gelen Latince “Rota” kelimesinden
tiretilmistir. Bu viriisler c¢ift kabuklu olup diger viriisler gibi herhangi bir kilifla

ortilmemistir (Pant et al. 2017).



Rotaviriisler, reoviridae ailesinin bir tiyesidir, ikosahedral, zarfsiz ve alt1 yapisal proteini
(VP1-VP4, VP6 ve VP7) ve alt1 yapisal olmayan proteini (NSP1-NSP6) kodlayan 11
segmentli c¢ift sarmalli RNA'dan olusan bir ¢ekirdege sahip ii¢ esmerkezli protein
katmanindan olusur (Lorestani et al. 2019). VP4 ve VP7 proteinleri, viriisiin dis
kaplamasini olusturur. Ara katman, genotiplemeye yardimci olan korunmus bir alan
olan VP6'dan olusur. VP2, VP1 ve VP3 viriisiin i¢ katmanini olusturur; ayrica viris,
bagisikligr modiile eden NSP1, viral gen ekspresyonunu diizenleyen NSP3 ve enfekte
hiicrelerde ishali indiikleyen NSP4 gibi ¢esitli rolleri yerine getiren yapisal olmayan

proteinler igerir (Jasim 2019).

G (glikoprotein) ve P (proteaz duyarli) genotipleri, sirastyla VP7 ve VP4 proteinleri
tarafindan belirlenir ve bagimsiz olarak nétralize edici antikorlar1 ortaya ¢ikarir. VP7 ve
VP4 proteinlerinin kodlama alanlarinin molekiiler karakterizasyonu, yerel ve kiiresel A
Grubu Rotaviriislerin (RVA) molekiiler epidemiyolojisini arastirmak icin yaygin olarak
kullanilmaktadir ve virlisiin ikili genotip smiflandirmasinin temelidir (Owor et al.
2019). A Grubu Rotaviriisler, VP7 ve VP4 genlerinin dizi ¢esitliligine dayali olarak
coklu G ve P genotiplerine boliinebilir. Simdiye kadar 27 G genotipi ve 37 P genotipi
kesfedilmistir (Tian et al. 2018). Rotarix ve RotaTeq, 2006 yilinda onaylanan ve DSO
tarafindan tiim diinyada yeni doganlar i¢in ticari olarak temin edilebilen ve onerilen iki
canl oral agidir. Bu asilarin konak bagisikligini indiiklemek i¢in farkli mekanizmalari
vardir. Her iki agimin da Amerika ve Avrupa'da etkili iken, Asya ve Afrika'nin en fakir

tilkelerinde maliyetinden dolay1 daha az etkili oldugu gosterilmistir (Sadiq et al. 2019).

Dehidrasyon, rotaviriis enfeksiyonu vakalarinda diger bakteriyel patojen enfeksiyon
vakalarina gore daha fazladir ve RV enfeksiyonu ile iligkili 6liimlerin 6nde gelen
nedenidir (Dawood and Altameemi 2018). Rotaviriisiin kulugka siiresi yaklasik iki giin
stirer (Sadeq and Ali 2019). Enfeksiyonda; ates, sik karin agrisi ve 2 - 3 giin siiren
kusmanin ardindan 3-8 giin siiren soluk sulu veya gevsek, kansiz ishal takip eder
(Wandera 2017). Rotaviriis gastroenteritinin klinik semptomlar1 diger enfeksiyonlarin
neden oldugu gastroenteritlerin semptomlarina benzer oldugundan, rotaviriis
enfeksiyonunu sadece klinik ozellikler iizerinden teshis etmek miimkiin degildir.

Cocugun diskisindaki viriisii tespit etmek i¢in bir enzim immiin testi kullanilarak,



Rotavirilis enfeksiyonunun spesifik teshisine ulasilabilir. Arastirma laboratuvarlarinda,
antibiyotiklerin agir1 kullanimin1 6nlemek i¢in elektron mikroskobu ve PCR gibi diger
prosediirler kullanilmaktadir (Hussein ef al. 2015). Nokta mutasyonlari, genetik yeniden
siniflandirma ve hayvan viral suslarinin insanlara transferi, Rotaviriisiin muazzam
cesitliligine katkida bulunan faktorlerdir (Dhital et al. 2017). Sonug olarak, belli bir
bolgede sirkiile olan ¢esitli G ve P suslarinin prevalansini ve potansiyel degisikliklerini

izlemek icin rotaviriis slirveyansi gereklidir.

1.2 Calismanin Amaci

Bu calismanin amaci, Orta Irak'ta akut diyare olan bes yas altt cocuklarda RV
genotiplerinin varligini arastirmak, A grubu rotaviriis varligin1 belirlemek ve ayrica
yakin zamanda tespit edilen bu rotaviriislerin epidemiyolojik O6zelliklerini ve
dolasimdaki genotiplerini tanimlamaktir. Bu calismadan elde edilecek epidemiyolojik
veriler, gelecekte rotaviriis asi suslarinin se¢imindeki onerileri yonlendirmek i¢in ¢ok

Onemli olacaktir.

Bu calismanin sonuglari, Irak'taki rotaviriis susu c¢esitliliginin 6nemli yonlerini
vurgulayabilir ve bu durum, uygun bir as1 gelistirmek i¢in gelecekteki deneylerde
yardimct olacak mevcut viriis havuzunun g¢esitliligine katkida bulunabilir. Rotaviriis
suslarinin dinamiklerine dayali olarak, rotavirlis suslarinin cesitliligi bu belirgin

ilavesini hesaba katmalidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Rotaviriis Virolojisi

Bakteriler, viriisler ve protozoer parazitler bulasici ishale neden olan patojenler
arasindadir. Viral gastroenterit ¢ocuklarda daha sik goriilmesine ragmen, eriskinlerde
ishal vakalarinin ¢oguna bakteriyel hastaliklar neden olur. Rotaviriis, kiiresel olarak tiim
ishal 6liimlerinin %40'indan fazlasini olusturan ciddi ve 6liimciil ishalin hala en yaygin
nedenidir (Gikonyo et al. 2019). Minimum 10 virion enfeksiyoz dozu ile Rotaviriis

fekal-oral yolla veya enfekte su veya gida alim1 yoluyla bulasir (Leite et al. 2017).

2.2 Rotaviriisiin Kesfi

1950'lerde ve 1960'larda, elektron mikroskobu kullanilarak maymunlarin rektal
stiriintiilerinde ve farelerin bagirsak biyopsilerinde Rotaviriis (RV) tespit edilmistir
(Adams and Kraft 1963). RV, insanlarda ilk kez 1973 yilinda Bishop ve arkadaslar
tarafindan kesfedilmistir (Bishop et al. 1973).

Mayis 1973'te, akut gastroenteritli (AGE) ¢ocuklardan alinan duodenal mukozanin ultra
ince kesitlerini incelemek i¢in elektron mikroskobu (EM) kullanan Bishop ve
arkadaslari, daha 6nce hayvanlarda bildirilen RV'lere benzeyen iist villoz yiizeyin epitel
hiicre astarlarinda bol miktarda viral partikiil kesfettiklerini belirtmiglerdir (Lestari et al.
2020). Viriis, daha 6nce yeni dogan farelerde ve buzagilarda ishale neden olan virtislere
yakin benzerlik gosteren, reoviriis benzeri/ orbivirlis benzeri olarak tanimlanmistir
(Bishop 2009). ishalli digkida viriis, 70nm partikiiller olarak (negatif olarak boyanmus
disk1 numunelerinin elektron mikroskobu ile) kolayca tammlanan mililitre basma 10'°
partikiil sagmaktadir (Bishop et al. 1974). Kapikian ve arkadaslar1 (Kapikian et al.
1972), akut bakteriyel olmayan gastroenteritli yetiskinlerden digki filtratlar1 tiiketen
yetiskin goniillillerden alinan diski ekstraktlarinda 27 nm'lik kiiclik bir partikiil rapor
etmistir. Bu viriis daha sonra bir kalisiviriis (Norwalk viriisii) olarak tanimlanmis ve

kiiciik bebeklerde goriilen viriisten agikca farklilik gostermistir. Bebeklerden alinan



70nm virlisline baslangigta reovirlis benzeri, ikili virlis benzeri, orbivirlis benzeri,
infantil gastroenterit virlisii veya yeni bir virlis dahil olmak iizere bircok isim
verilmistir. Direkt ince tabaka elektron mikroskobu ve immiinolojik elektron
mikroskobu kullanilarak, daha sonra hastanede yatan cocuklarin digkilarinda 6nemli
seviyelerde Rotavirlis kesfedilmistir. Bu 70nm tekerlek benzeri pargaciga, elektron
mikroskobu altinda bakildiginda tekerlek benzeri goriinimii sergilemesi nedeniyle
Latince “rota” (tekerlek) kelimesinden sonra rotaviriis adi verilmistir (Sadiq et al.

2018).

2.3 Rotaviriisiin Yapisi

2.3.1 Genom

Rotaviriis genomu, 11 ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) genomu iceren zarfsiz bir viral
kapsiddir (Jasim 2019). RVA genomu yaklasik 18,5 kilobayt biiyiikliigiindedir ve
Cizelge 2.1'de gosterildigi gibi alt1 yapisal proteini (VP1-VP4, VP6 ve VP7) ve alti
yapisal olmayan proteini (NSP1-NSP6) kodlayan 11 segmentten olusur. Bisistronik olan
ve belirli RV suslarinda iki proteini (NSP5 ve NSP6) kodlayan gen segmenti 11 disinda,
gen segmentleri monosistroniktir ve uzunluklar1 667 ila 3302 bp arasinda degisir (Sadiq
et al. 2018). RVA kapsidi, dis katman1 VP7 (kapsid) ve VP4 (spike/ diken) proteinleri
olan ii¢ protein katmanindan olusur (laniro et al. 2019). Tripsin, VP4', virlisiin hiicreye
girmesi i¢in gerekli olan VP8 ve VPS5 olmak {izere iki alt birime ayirir (Sekil 2.1) (Arias
et al. 2015). Proteaza duyarli proteinler VP4 ve glikoprotein VP7, antijenleri ndtralize
eder ve sirasiyla P serotipi/genotipi ve G serotipi/genotipini belirler (Zeng et al. 2019).
Iki protein (VP7 ve VP4) dis kapsid katmanini, (VP6) ara katmani ve (VP2); VP1 (RNA
bagimli RNA polimeraz) ve VP3 (viral kapaklama enzimi) olmak tizere iki protein
iceren i¢ katmani olusturur (Sadiq et al. 2018). Rotavirilis genomik RNA's1 poliakrilamid
jel elektroforezi (PAGE) kullanilarak klinik orneklerden ekstrakte edilebilir ve
saflagtirilabilir. Uzun RNA desenli virlislerin genom segmentleri olan 10 ve 11, iki

birincil RNA gd¢ modeline gore kisa RNA desenli viriislerinkinden daha hizli seyahat



eder. Her rotaviriis susu, genetik epidemiyoloji ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan,
elektroferotip olarak bilinen farkli bir gé¢ paternine sahiptir (Hart and Cunliffe 2020).
Cizelge 2.1 Gen segmenti ve protein (Arias ef al. 2015)
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Sekil 2.1 Segmentli lineer dSRNA genomu 12 proteini kodlayan 11 segment igerir

2.3.2 Protein

Rotaviriis virionu 85nm capinda {i¢ katmanl bir partikiildiir (TLP). Bir VP2 ¢ekirdek
kabugundan, bir orta VP6 katmanindan ve (VP4) diken ek proteinleri ile gomiilii bir dig
(VP7) katmandan olusur (Sekil 2.2). VP1 polimerazin, VP3 RNA kapatma enzimi ile
bir kompleks olusturdugu ve VP1-VP3 heterodimerlerinin 12 ikosahedral bes katl
eksenin her birinin altinda VP2'ye bagh oldugu diisiiniilmektedir (Long and McDonald
2017).



DLP

TLP

Sekil 2.2 Rotaviriis mimarisine genel bakis (Jenni et al. 2019)

Tamamen bulasict bir virion olusturmak icin VP8 ve VP5'teki tripsin benzeri proteazlar
tarafindan proteolitik olarak bagirsak liimeninden veya hiicrelerin i¢inden islenmesi
gereken 3 kopya VP4'ten olusan viral diken vardir (Jiménez-Zaragoza et al. 2018).
Diger dsRNA viriisleri gibi rotaviriisler, par¢alanmig genomlarini kopyalamak i¢in
RNA' ya bagimli RNA polimerazlari (RdRps) igine alir. Ug es merkezli, ikosahedral
simetri protein kabugu, paketlenmis RNA'y1 "li¢ katmanli partikiil" (TLP) olarak bilinen
bulasic virionda sarar (Jenni et al. 2019). Ug kapsid katmanu, i¢ kapsid proteini VP2'nin
60 dimerinden ve 260 trimerden olusan orta katman proteini VP6'dan ve 780
monomerden olusan glikosile edilmis VP7 proteininden olusur. Proteaza duyarli VP4
proteininin 60 trimeri, virion ylizeyinden ¢ikinti yaparak sivri proteinler olusturur (Jodao
et al. 2018). Tim reovirideae viriislerinin kapsid organizasyonu, c¢oklu protein
katmanlar1 ile benzer goriinmektedir. Degisken sayida nirengi (T) ile bu katmanlar
cesitli ikosahedral simetrileri takip eder (Libersou et al. 2008). TLP'nin en dis tabakasi
(T=13), proteaza duyarli VP4'lin 60 trimeriyle gomiilii olan VP7 glikoproteini
tarafindan olusturulur (Boudreaux et al. 2015). Gen segmenti 4 tarafindan kodlanan
serotip P (proteaz duyarli proteinler VP4) ve susa bagl olarak gen segmentleri 7, 8 veya
9 tarafindan kodlanan G (glikoprotein VP7), iki dis kapsid proteini (VP4) ve (VP7)
tarafindan tanimlanir. Her iki protein de A Grubu rotaviriislerini P ve G serotipleri ve

genotiplerine siniflandirmak ve ayrica nétralize edici antikor yanitlarini indiiklemek igin



kullanilir (Sudhir and Delma 2018). En icteki T=1 ¢ekirdek kabugu tamamen VP2'den,
T=13 ara virion katmani ise tamamen VP6'dan yapilmistir (Boudreaux et al. 2013). I¢
katman, RNA'ya bagimli RNA-polimeraz VP1 (125 kDa) ve RNA-kaplama enzimi VP3
(88 kDa) ile pentamerik bolgelerde birlestirilen 11 dsRNA genomik segmentini
cevreleyen VP2 proteininin (102 kDa) 60 asimetrik dimerinden olusan bir T = 1
kapsiddir  (Estrozi et al. 2013, Periz et al. 2013). Viral DNA'y1 ¢ogaltmak ve
paketlemek i¢in kullanilan bir ara yap1 olan bu SLP, 260 VP6 armut bi¢imli trimerden
(45 kDa) olusan kalin bir T = 13 tabakasi ile yuvarlanir (Jiménez-Zaragoza et al. 2018).
VP2 kopyalart (120), simetrik olarak uyumsuz ¢ekirdek kabugu T = 1'i olusturur. VP2
(1-100) N-terminal kalintilari, viral polimeraz VP1 ve kapaklama enzimi VP3'i
birbirine baglayan bes katli kdse boyunca partikiiliin i¢ kismina dogru ¢ikinti yaptigi

varsayilan esnek bir alan olusturur (Hauser et al. 2019).
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Sekil 2.3 Rotaviriis genom yapist ve organizasyonu (Desselberger 2014)

Yapisal olmayan protein NSP1, Interferon diizenleyici faktor 3 ile dogrudan etkilesime
giren bir RNA baglayic1 proteindir (IRF-3). Viroplazmanin gelisiminde ve genom
replikasyonu ve paketlemesinde yapisal olmayan proteinler NSP5 ve NSP2 yer alir,
NSPS5'in islevi, replikasyon ve paketleme sirasinda RNA'nin NSP2 tarafindan
baglanmasini diizenlemektir. Yapisal olmayan protein NSP3'lin, rotaviral mRNA'larin

0zel olarak taninmasinda rol oynadig: diisliniilmektedir (Pesavento et al. 2006). NSP3,



viral mRNA'nin 3'ucuna baglanir, viral protein sentezini arttirir ve konak hiicre protein
tiretimini durdurur (Sekil 2.3). Enfeksiyon sirasinda NSP4, ishale neden olan viral bir
enterotoksindir. RNA baglayic1 protein NSP6, faz dis1 bir agik okuma ¢ercevesinden
gen 11 tarafindan kodlanir (Wandera 2017).

2.4 Rotaviriisiin Siniflandirilmasi

Rotaviriis, reovirideae ailesine ait zarfsiz bir RNA virlisiidiir. Reovirideae ailesinin diger
iiyeleri arasinda orthoreovirus, orbivirus, coltivirus, cypovirus, phytoreovirus,
aquareovirus, oryzavirus, seadornavirus, 1doreovirus ve mycoreovirus bulunmaktadir
(Motayo et al. 2018). Uluslararasi viriis taksonomisi komitesi (ICTV)'ne gore
rotavirusler, reoviridae ailesinin reovirideae cinsine aittir ve sedoreovirinae'nin alt
familyalarinda siniflandirilir (Guerra et al. 2016). VP6 proteinine gore yedi kategoriye
ayrilirlar (A-G) (Lekana-Douki et al. 2015). Bu protein, A Grubu rotaviriislerin alt
gruplara (SG) smiflandirilmasimi saglayan antijenik epitoplar igerir. Iki monoklonal
antikora kars1 reaktiviteye dayali olarak, SGI, SGII+ SGI ve II ve SG non-I ve non-II
tamimlanmustir (Motayo et al. 2018). Insanlar ve diger hayvanlar rotaviriisler tarafindan
enfekte olabilir. A-C Gruplarmin rotaviriisleri hem insanlarda hem de hayvanlarda
bulunabilir, ancak D-G Gruplarmin rotaviriisleri sadece hayvanlarda bulunur (Mansoor
and Mahmood 2018). D1s kapsid, ikili sistemde Rotaviriis siniflandirmast i¢in gerekli
olan VP7 (G tip1) ve VP4 (P tipi) proteinlerini icerir (Giri et al. 2019). VP7 ve VP4
genlerinin dizilimine dayanarak, G-genotiplerine (VP7, glikoprotein) ve P-genotiplerine
(VP4, proteaz duyarli) ayrilirlar (de Waure et al. 2020). Ikili G/P tipi siniflandirma
sistemi, on bir viral genin ikisi (VP7 ve VP4) disinda hepsini yok sayma sinirlamasina
sahiptir. Sonug¢ olarak, ikili sistem, ortak dolasimdaki RV'lerin genetik cesitliligini,
evrimsel dinamiklerini ve etkilesimlerini yeterince degerlendirmek i¢in gerekli verileri
sunamaz. Iki gelisme, bu smirlamanin kismen {istesinden gelmistir: (i) RV suslarmin
rutin tam genom dizilisine izin veren yiiksek verimli dizileme teknolojilerinin ilerlemesi
ve (ii) belirli bir genotipe atanacak her viriis genomu segmentinin rutin olarak tam
genom dizilimine izin veren eksiksiz dizi tabanli bir siniflandirma sisteminin
gelistirilmesi (Patton 2012). Bu siniflandirma sisteminde, VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-
VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 Rotaviriis suglarinin genlerini tanimlamak i¢in

10



Gx-P[x]-Ix- Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx kisaltmalar1 kullanilir (Matthijnssens et al.
2011). Bu smiflandirma, spesifik niikleotit kesme birim yiizdelerine ve 11 gen
segmentinin tiimiiniin filogenetik analizine dayanmaktadir (Motayo et al. 2018).
Suslarin ¢ogu ya Wa-benzeri (G1-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1), DS-1 (G2-
P[4]-12- R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2) veya AU-1 ile ilgili (G3-P[3]-13-R3-C3-M3-
A3/A12-N3-T3-E3-H3/H6) genotipleri gostermektedir (Lestari et al. 2020). Hem
hayvan hem de halk sagligi i¢in standart isimlendirme ihtiyaci, hayvan ve insan RV
suslarinin iliskisi konusundaki farkindaligimizi giiclendiren tam genom arastirmalariyla
vurgulanmigtir.  Diinyanin  her yerinden arastirmacilardan olusan Rotaviriis
Smiflandirma Calisma Grubu (RCWG), bu yaklasimi siirdiirmek, analiz etmek ve
gelistirmek icin kurulmustur (Matthijnssens et al. 2011).

Diinya capinda alt1 G tipi (G1, G2, G3, G4, G9 ve G12) ve ii¢ P tipi (P4, P6 ve P8)
hakim olmasina ragmen, 32 G genotipi ve 47 P genotipi tespit edilmistir. G1P8, G2P4,
G3P8, G4P8, G9P8 ve GI12PS8, diinya capinda dolasan A Grubu Rotaviriislerin

%90'indan fazlasini olusturan A Tipi Rotaviriisiin alt1 susudur (Crawford et al. 2018).

Cizelge 2.2 Rotaviriis siniflandiriimasi
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2.5 Rotaviriisiin Epidemiyolojisi

Insan rotaviriisii (RV), gelismekte olan iilkelerde en yiiksek siklikta olmak iizere, her yil
bes yasin altindaki ¢ocuklar arasinda 453.000 6liim ve 2,4 milyon hastaneye yatis ile
diinya capinda ¢ocuklarda siddetli ishalin en yaygin nedenidir (Shaheen 2017). Giiney
ve Glineydogu Asya ile Sahra Alt1 Afrika ve Hindistan’da her yil yaklagik 100.000 kisi
ve Afrika tilkelerinde 200.000'den fazla kisinin 6lmesi sonucu yliksek 6liim oranlarina
sahiptir (Arun et al. 2019). A Grubu Rotaviriis, 4 ila 36 aylik ¢ocuklarda en yiiksek
insidans ile diinya ¢apinda 3 yasindan kii¢lik ¢ocuklarda ishalin en yaygin nedenidir. Bu
cocuklar, Oncelikle dehidrasyon nedeniyle hastaneye yatislara daha duyarlidir ve
hastaligin ekonomik etkisi 6nemlidir (Luchs and Timenetsky 2016). Rotaviriisler
diinyada olduk¢a yaygindir ve hemen hemen her ¢ocugu 3-5 yasina kadar enfekte eder
(Crawford et al. 2017). Bulasici ishal, az gelismis tilkelerde gelismis tilkelere gore daha
yaygindir. Bulasict ishale; kotii hijyen, kirli su, enfekte gida ve uygunsuz digk: atilmasi
neden olur (Lekana-Douki er al. 2015). Rotaviriis enfeksiyonlar1 en ¢ok iliman
bolgelerde kis ve ilkbaharin baslarinda goriiliirken, diger donemlerde daha az vaka
meydana gelir. Rotaviriis enfeksiyonlar: tropik bolgelerde yilin herhangi bir zamaninda
ortaya cikabilirken, daha soguk ve kurak aylarda daha fazla vaka goriiliir (Hart and
Cunliffe 2020).

En yaygin G tipleri G1, G2, G3, G4, G9 ve G12 iken, P4, P6 ve P8 diinya capinda en
yaygin P genotipleridir (Dey et al. 2020). RV'lerin genis genetik ve antijenik
cesitliligine ragmen, son otuz yilda insanlarda sadece birka¢ RV tipi hakim olmustur:
GI1P1AS, G2P1B4, G3P1AS8, G4P1AS8 ve daha yakin zamanlarda GOP1A8 ve G12P1AS8
kuzey amerika, avrupa ve avustralya'daki tim RV enfeksiyonlarinin %80 - 90'mi1
olusturarak, yogun bir sekilde birlikte dolagima girmistir. G5, G6 ve G8 gibi diger
genotipler Afrika, Asya ve Gliney Amerika lilkelerinde daha yaygindir (Desselberger
2014). G1P8, G2P4, G3P8, G4P8, G9P8 ve G12P8, diinya genelinde yaygin olarak
bulunan RV A genotipleridir (Athiyyah ez al. 2019).
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Rotaviriis epidemiyolojisini aragtirmak i¢in diinya ¢apinda bir¢ok calisma yapilmistir.
Bunlardan bazilarinda; Latin Amerika’da %30, Avrupa’da %40, afrika ve orta dogu'da
%34 — 40% rotavirts ile iliskili hastalik oranlar1 tespit edilmis ve bildirilmistir (Nick et
al. 2019). Diinya saghk orgiitii (DSO) tarafindan iran, Irak, Suriye, Misir, Umman,
Urdiin, Yemen, Libya, Fas ve Tunus icin Rotaviriis ile iliskili gastroenterit oranmnin
yiizde 14 ila 45 arasinda oldugu belirtilmistir (Nick et al. 2019). Avustralya, banglades,
kanada, gine bissau, hindistan ve meksika'da, as1 Oncesi donemde rotaviriis
enfeksiyonlarinin dogal seyri iizerine yapilan arastirmalar, ¢ocuklarin yiizde 64 - 80'inin
bebeklik ve erken ¢cocukluk doneminde en az bir kez Rotaviriis enfeksiyonu gecirdigini

gostermistir (Burnett ez al. 2018).

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ishal insidanst benzer olmasina ragmen,
Rotaviriis ishali her birinde farkli 6zelliklere sahiptir. Gelismekte olan iilkelerde
hastaligin siddeti ve mortalitesi ¢ok yiiksektir, enfeksiyonun ayni anda bir¢ok susu
vardir ve hastalik ¢ocuklar kii¢iik yasta etkiler (Dhital et al. 2017). Birgok afrika ve
asya llkesinde, rotaviriis ishali sonucu hastaneye yatirilan ¢ocuklarin ortalama yas1 6 - 9
aydir ve %80'e kadar1 bir yasin altindadir. Gelismis tlkelerde ise ortalama enfeksiyon
yast 13-16 aydir ve en yiiksek vakalar yasamin ikinci yilinda meydana gelmektedir
(Hart and Cunliffe 2020). Rotaviriis asisinin uygulanmaya baslamasindan once,
cocuklarin ylizde 65'inden fazlasi bes yasindan once en az bir kez Rotaviriis ishal
hastalig1 gecirmistir ve diinya ¢apinda tiim nedenlere bagli ishallerin  %40'indan fazlasi
Rotaviriis kaynakli olmustur (Burnett et al. 2018). RV'ler asir1 derecede bulasicidir;
diisiik oranda (viriis partikiilii/ bulasic1 birim sayisi) az sayida Rotaviriis partikiilii,
duyarl bir bireyi enfekte etmek icin yeterlidir, enfeksiyonun akut asamasi sirasinda
veya enfekte olmus bagisiklig1 baskilanmis konaklar tarafindan uzun siireler boyunca
diskidaki viral partikiiller biiyiik oranda (10" partikiil/mL'ye kadar) sagilir ve RV
partikiilleri ¢cevresel faktorlere, sicaklik, pH, vb.'ne son derece direnglidir (Desselberger

2014).

RV enfeksiyonunun neden oldugu ishal ortalamadan daha siddetlidir; Rotaviriis
tarafindan TUretilen ishal ataklarmin orani, ayakta tedavi %15 — 20% veya hastane

bakimi (%30-50) gerektirenlere kiyasla sadece evde bakima %5 — 10% ihtiya¢ duyan
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toplum hastalarinda en disiiktiir. Rotaviriis agilarinin kullanilmaya baslanmasindan
once, diinya capinda c¢ok sayida iilkede yapilan siirveyans calismalarinda, bes yasin
altindaki ¢ocuklarda ishal nedeniyle hastaneye yatislarin %40'min Rotaviriis
enfeksiyonunu kaynakli oldugu tespit edilmistir. Asinin kullanima sunulmasinin
ardindan Rotaviriis epidemiyolojisindeki degisiklikleri takip etmek igin siirekli izleme
gerekmektedir. Genotiplemeye ek olarak, asmin uygulanmasindan 6nce ve sonra o
bolgede sirkiile olan Rotaviriis suslarinin tam genomik analizi, agilarin Rotaviriis genom
evrimini degistirip degistirmedigini belirlemeye yardimei olabilmektedir (Crawford et

al. 2018).

2.6 Patogenez

Rotaviriis, hem sanayilesmis hem de gelismekte olan iilkelerde 3-5 yas arasindaki
hemen hemen tiim cocuklar1 enfekte eder, yenidogan enfeksiyonlari meydana gelir,
ancak bunlar muhtemelen annenin antikor korumasina bagli olarak genellikle
asemptomatik veya hafiftir. Geligmis tilkelerdeki vaka kontrol ¢aligmalarinda; emzirme
eksikligi, erken dogum ve diisiik dogum agirliginin, Rotavirlis gastroenteritinde
hastaneye yatis riskinin artmasiyla baglantili oldugu bulunmustur (Prez et al. 2015).
Rotaviriis, gastroenteritli ¢ocuklarin digskisindan yiliksek konsantrasyonlarda (~1012
virus/g) atilir (Surendran 2008) ve duyarli bireylerde enfeksiyonu indiiklemek i¢in
sadece on enfeksiyoz partikiil yeterlidir (Sadiq et al. 2018). Etken 2-3 giinliikk bir
kulucka siiresine sahiptir (Kirkwood et al. 2019). RV'ler, memeli tiirlerinin ince
bagirsaklarinin villusunun {ist ucundaki olgun enterositleri enfekte eder, burada
vakuolizasyon ve ardindan kript hiperplazisi gozlemlenebilir. Serum ve diger konake1
viicut lokasyonlarinda RV dsRNA, RV antijjeni ve bazen enfeksiyoz RV'nin
tanimlanmasiyla gosterildigi gibi, RV'nin ekstraintestinal yayilimi yaygin olsa da,
RV'nin ekstraintestinal yayilimi nadirdir (Desselberger 2014). Salgin siiregleri, enterik
sinir sisteminin aracilik ettii siirecleri ve sonuncusuna hiicresel Cl kanallarinin
aktivasyonunun aracilik ettigi NSP4'{in etkisini igerir, bu da Cl'nin artmasina ve bunun
sonucunda su salgisinin artmasina neden olur. Rotaviriis enfeksiyonunun baglangicta
bagirsakla simirli oldugu varsayilmistir, ancak immiinokompetan yenidoganlarda ve

deneysel olarak enfekte olmus hayvanlarda Rotaviriis, enfeksiyonun akut fazi sirasinda
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en azindan kisa bir siire i¢in viremiye neden olur (Cunliffe et al. 2014). Rotaviriis
hastalig1 hafif, sulu ishalden kusma ve atesle birlikte siddetli ishale kadar dehidrasyon,
sok, elektrolit dengesizligi ve hatta 6liime yol agabilen siddetli ishal seklinde kendini
gosterebilir (Muendo et al. 2018). Rotaviriis A hastaliginin belirtileri 1-3 giin siiren
kusmayi, ardindan 4-8 giin siiren bol ishali icerir. Rotaviriis A, bagirsak villuslarinin
uclarint kaplayan olgun enterositlerin sitoplazmasinda ¢ogalir, besinlerin emilmesini
onler ve tedavi edilmezse oliimciil olabilen siddetli ishale neden olur. Baglangigtan iki
giin 6nce ve on giin sonra, Rotavirlis A digkida yliksek konsantrasyonda tutulur ve

fekal-oral yolla yayilir (Shrestha et al. 2019).

2.7 Rotaviriis Replikasyonu

Rotaviriis sadece ince bagirsagin olgun farklilasmis villoz enterositlerini enfekte eder
(Hart and Cunliffe 2020), bu tip hiicrelerin etkili enfeksiyon ve replikasyon i¢in gerekli
bilesenleri eksprese ettigini diislindiirir (Hagbom et al. 2011, Saxena et al. 2016). Dis
kapsid proteini VP4 (kendi VP8 alani1 araciligiyla) ve sialoglikanlar (gangliozidler GM 1
ve GD1a gibi) ve histo kan grubu antijenleri (HBGA'lar) gibi konak hiicre yiizeyindeki
baglayici ortaklar, rotaviriisiin konak hiicrelere baglanmasindan sorumludur (Arias et al.
2015). Yeni olusturulmus rotaviriis virionlar1 tamamen bulasici degildir; membran
penetrasyonu ic¢in, VP4 spike proteini, konak¢i gastrointestinal sistemdeki tripsin
benzeri proteazlar tarafindan VP8 (28 kDa) ve VP5 (60 kDa) olmak {izere iki pargaya
proteolitik olarak boliinmelidir (prime edilmelidir) (Frankenberg 2012). Enfeksiydz ii¢
katmanli partikiiliin dig tabakasi, baglanma ve penetrasyondan (TLP) sorumludur. Cift
katmanl partikiiliin (DLP) sitozole salinmasidir. Sekil 2.4, iki dis katman proteini olan
VP4 ve VP7'nin kaybiyla basarili penetrasyonun sonucudur (Salgado et al. 2017).
Rotaviriisiin replikasyon dongiisii sirasinda, reseptor aracili endositoz ve enfeksiyoz
partikiiliin kismi sindirimi, viral progen replikasyonunu baslatan transkripsiyonel olarak
aktif cift katmanl partikiillerin (DLP'ler) sitozole salinmasiyla sonuglanir (Gliick ef al.
2017). DLP'ler, kapsid tizerindeki deliklerden sitoplazmaya girer. DLP'ler sitoplazmada
transkripsiyonel olarak aktif molekiiller haline gelir (Salgado et al. 2017). Polimeraz
kompleksi (VP1 ve VP3), 11 ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) genomik segmentinin her
birinden baglikli pozitif anlamli RNA'y1 [(+)RNA'lar1] kopyalamak i¢in sitoplazmaya
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salman DLP'lerde aktive edilir (Suzuki 2019). Bes katli koselerdeki sinif I kanallarin
capi, transkripsiyonel olarak aktif DLP'lerde artar ve ss (+) RNA transkriptlerinin
sitoplazmaya salinmasina izin verir (Trask et al. 2012). Yeni olusturulan (+) RNA
iplikleri, birgok transkripsiyon turundan sonra DLP'lerden sitozole ekstriide edilir
(Libersou et al. 2008). Bir sablonun sitozole aktarilmasi i¢in iki model sunulmustur, her
kanal tek tip RV segmentinin taginmasinda uzmanlagmistir ve kanal uzmanlasma
konseptine dayali belirli bir transkripsiyonel komplekse baglanmistir. Kanal genelleme
modelinde viral kapsid {izerindeki gézeneklerden gen boliimlerinin ¢oklu transkriptleri
gerceklestirilebilir ve her seferinde bir boliim kapsidden disari ¢ikabilir (Sadiq et al.
2018). (+) sarmalli RNA'lar, sirasiyla dsSRNA boliimlerinin ve virlis kodlu proteinlerin
translasyonu ve replikasyonu i¢in bir sablon olarak kullanilabilir (Jr et al. 2017).
Yapisal olmayan protein NSP2, son DLP birlestirmesinden 6nce elimine edilmelidir,
DLP'ler viroplazmadan ¢ikar ve komsu endoplazmik retikulumda tomurcuklanir, burada
VP4 ve VP7 ilavesiyle TLP'lere déniistiiriiliir (Long and Mcdonald 2017). Izole
Rotaviriis diizenegi ara iirlinlerinin yapilarini, bilesimlerini ve aktivitelerini daha iyi bir
¢Oziiniirliikte anlamak ve bu potansiyel erken morfogenez modelini test etmek icin daha

fazla g¢aligmaya ihtiya¢ vardir.
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Sekil 2.4 Rotaviriis replikasyon dongiisii (Crawford ez al. 2018)

2.8 Bulasma

Rotaviriis, kisinin ellerini enfekte kisilerin diskisiyla kontamine ederek bulasir ve daha
sonra agiz veya solunum sistemine gider (Fattah er al. 2020). Nozokomiyal rotaviriis
enfeksiyonu, RV enfeksiyonunda artisa ve uzun siireli hastanede yatistan kaynaklanan
onemli mali kayiplara neden olan bir rezervuar islevi goriir (Frithwirth er al. 2001).
Gelismis tilkelerde, RV enfeksiyonlarinin yaklagik %11 ila %32'si hastanelerde bulasir,
bu da hastane enfeksiyonlarinin hastalik yiikiiniin 6nemli bir kismidan sorumlu
oldugunu gosterir (Sadiq et al. 2018). Rotaviriisler, elde edilen raporlara gore gram
basina 10'""den fazla partikiille diskida ¢ok sayida salgilanir (Kirkwood et al. 2019).
Hayvan modellerinde ve insanlarda rotaviriis patogenezinin mekanizmalari
aragtirtlmistir. Rotaviriisiin 100-1000 viral partikiilden olusan bulasic1 bir doza sahip
oldugu diistinlilmektedir. Rotaviriis c¢ogunlukla fekal-oral yolla bulasir, ancak

kontamine eller, ylizeyler ve ortamdaki nesneler ve nadir durumlarda yiyecek ve
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icecekler yoluyla da yayilabilir (Prez et al. 2015). Rotaviriisiin, bakicilarin ellerini
enfekte fomitler veya ylizeylerle kontamine ederek bir ¢ocuktan digerine bulastigi da
diisiiniilmektedir (Dennehy 2000). Rotaviriis diskida stabildir ve oda sicakliginda;
dogum {initeleri, hastane koguslar1 ve kiigiik ¢ocuklar icin kresler de dahil olmak iizere
cesitli ortamlarda kolayca yayilarak giinlerce hayatta kalabilir (Kirkwood et al. 2019).
Ayrica Rotaviriis kuru yiizeylerde on gilinden fazla ve insan ellerinde dort saate kadar
hayatta kalabilir (Chen et al. 2012). Aerosol iletimi de olast bir faktér olarak
belirtilmistir. Kisa kulugka siiresi (1-3 giin) ve rotaviriis gastroenteritinin siklikla
patlayic1 salginlarda ortaya ¢ikmasi, rotavirlis gastroenteritinin hava yoluyla
yayllmasinin ¢ogunlukla ikinci derece kanitidir. Smirhi sayida kiside solunum
salgilarinda rotaviriis tespit edilmistir ve zatlirre vakalar1 bildirilmistir. Ayrica, bazi
aragtirmalara gore, rotavirlisii olan bireylerin %50'sine kadarinda solunum yolu
semptomlar1 ve orta kulak iltihab1 gelisir. Rotaviriis enfeksiyonu olan hastanede yatan
cocuklarin odalarindan toplanan hava orneklerinden alinan RNA'dan elde edilen erken
verilere gore, hava yoluyla bulasma hastane ve kres ortamlarinda 6nemli bir bulagma

modu olabilir (Chen et al. 2012).

2.9 Belirtiler

Rotaviriis hastaliginin klinik spektrumu; sinirl siireli hafif, sulu ishalden dehidratasyon,
sok, elektrolit dengesizligi ve 6liime yol acabilen kusma ve atesle birlikte siddetli ishale
kadar uzanir (Vidya et al. 2015). Kulugka siiresi yaklasik 2 giindiir ve belirtiler arasinda
ates, kusma nobetleri ve mide agrisinin izleyebilecegi veya izleyemeyecegi sulu akut
ishal bulunur. Hastalik kendi kendini sinirlar ve gastrointestinal belirtiler normalde {i¢
ila yedi giin i¢cinde kaybolur (Betancourt 2019). Vakalarin iigte birinden fazlasinin atesi
39 °C ve tlizerindedir (Vidya et al. 2015). Rotaviriis enfeksiyonu, 3 ila 36 aylik
cocuklarda en yaygin ve siddetli olarak seyreder. Daha biiyiik ¢ocuklarda ve
yetiskinlerde kazanilmis bagisiklik genellikle gelecekteki nobetleri hafif veya
asemptomatik hale getirse de, yasam boyunca birden fazla enfeksiyon meydana gelebilir

(Chen et al. 2012). Rotavirtisler genellikle {ist ince bagirsakta olgun enterositleri enfekte
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etseler de, gastrointestinal sistemin digina yayilabilecegine ve atesli nobetler gibi nadir
goriilen ekstra bagirsak semptomlarina ve ensefalit gibi merkezi sinir sistemi
hastaliklarina neden olabilecegine dair artan kanitlar vardir (Justino et al. 2019).
Rotavirlis agirlikli olarak enterositleri enfekte eder ve emici enterositleri yok ederek
(malabsorbsiyonla sonuglanir), rotaviriis yapisal olmayan protein 4 aracilifiyla bagirsak
salgisin1 uyararak ve enterik sinir sistemini aktive ederek ishale neden olur. Ayrica,
rotaviriis enfeksiyonlar1 antijenemiye (daha siddetli akut gastroenterit semptomlari ile
baglantilidir) ve viremiye neden olabilir ve rotaviriis sistemik yerlerde cogalabilir

(Crawford et al. 2017).

2.10 Rotaviriisiin Teshisi

Diskida rotaviriis tespiti ¢esitli yontemler kullanilarak yapilabilir. Bu testler arasinda
viriis ¢ogaltma, elektron mikroskobu (EM), enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA),
lateks agliitinasyon testi (LAT), poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ve ters
transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yer almakta olup kendilerine gore
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir (Lorestani et al. 2019). Elektron mikroskobu, diger
olas1 viral enteropatojenleri tanimlayabilen kapsamli bir yontem oldugundan, halen
degerli bir tan1 aracidir (Hart and Cunliffe 2020). Rotaviriis mevsiminde bile rotaviriis
hastaliklarinin klinik ve epidemiyolojik belirtileri (siddetli ishal, kusma, dehidratasyon,
kiiciik cocuklarda ates ve tropikal olmayan yerlerde mevsimsellik) taniya izin verecek
kadar belirgin degildir. Bu nedenle, dogru bir teshis, viriisiin veya viral antijenin, virlise
0zgli bir serolojik reaksiyonun ve hatta virlis gen fragmanlarinin tanimlanmasini
gerektirir. Rotaviriis hastaliginin geleneksel epidemiyolojik belirtileri, hastaligin
teshisinde yardimeci olabilir, ancak rotavirlis enfeksiyonu dogrulamasi i¢in laboratuvar
teyiti gereklidir. Elektron mikroskobu, PAGE, antijen saptama testleri, RT-PCR ve viral
izolasyon gibi ¢esitli yontemler, gastroenteritli cocuklardan alinan digki 6rneklerinde
rotavirlisii tamimlamak i¢in kullanilabilir. Baslangicta RV, hem immiinolojik serum
agliitinasyonu olan hem de olmayan elektron mikroskobu ile teshis edilmistir (Prez et
al. 2015). Enfeksiyonun akut fazi sirasinda, biiyiik miktarlarda RV partikiilii (10''/g
diskiya kadar) disan atilir ve siddetli ishali olan ¢ocuklarin daha yiiksek miktarda viriis
atryor gibi goriinmektedir (Kang et al. 2004, Kirkwood et al. 2019). Cift sarmalli RNA
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genomunun 11 segmentinin elektroforetik gé¢ modeli, dolasimdaki suslarin iligkisinin
analizine izin verir. Dogrudan digki Orneklerinden ekstrakte edilen Rotavirlis RNA,
poliakrilamid jel elektroforezi ile tespit edilir. Rotaviriis testinin bulgular tedaviyi
etkilemedigi i¢in gastroenteritli ¢ocuklarda diizenli olarak yapilmaz. Ticari olarak
erisilebilen  enzim  baglantili  immiinosorbent  testleri ~ (ELISA'lar)  ve
immiinokromatografik testler gibi antijen saptama prosediirleri, test sirasinda siklikla
kullanilir. Bu testlerin ¢ogunun duyarhiligi ve 6zgilliigii olduk¢a iyidir (%90 - 95)
Aragtirma laboratuvarlarinda, viral genomlar1 tanimlamak i¢in siklikla RT-PCR
kullanilir. Rotaviriis suslarint G ve P tiirleri olarak siniflandirmak i¢in kullanilan VP7 ve
VP4 genotipleri hakkinda bilgi igerir (Prez et al. 2015). Diski orneklerinde viral
antijenlerin, Ozellikle VP6 glikoproteinin tanimlanmasi, serogrup A rotaviriis
enfeksiyonlarini teshis etmek i¢in kullanilir. Su anda diger serogruplardan rotaviriis
tespit etmek icin ticari olarak mevcut teknikler bulunmamaktadir. ELISA, membran
EIA, ICT ve lateks agliitinasyon dahil olmak iizere ¢ok sayida format mevcuttur
(Dusetty et al. 2013, Gautam et al. 2013, Khamrin et al. 2011). Az veya seyrek
numunesi olan hastaneler i¢cin membran EIA, ICT yaklasimlar1 ve lateks agliitinasyon
uygun prosediirlerdir. Bununla birlikte, geleneksel ELISA'lardan daha az hassastirlar.
RT-PCR, giderek daha hassas ve se¢ici molekiiler prosediirlerde kullanilmaktadir.
Pazarlanan sistemler, RT-PCR ile Grup A Rotaviriisiinii teshis etmek i¢cin NSP3 yapisal
olmayan proteini kodlayan genin belirli primerlerini kullanir. Bu yaklasim ayni
zamanda rotaviriisiin farkli serogruplarini da tanimlayabilir (Balsalobre-Arenas and

Alarcon-Cavero 2017).

2.10.1 Elektron mikroskobu

RVA'y1 teshis etmek icin yapilabilecek cesitli testler vardir. Elektron mikroskobu (EM)
eskiden tani laboratuvarlarinda viriisii tespit etmek i¢in standart yontem olmustur.
Ancak, mikroskobun yiiksek maliyeti ve bakiminin yani sira gerekli teknik beceriler
nedeniyle bu yaklasim gézden diismiistiir. Ayrica, EM duyarsiz olup tespit i¢cin 106 viral
partikiil/ml'ye ihtiya¢ duymaktadir (Soltan et al. 2016). Halk saglig1 laboratuvarlarinda,
enterik viriisler i¢in digki 6rneklerini taramak i¢in dogrudan EM kullanilabilir. Tepki

stiresi hizlidir (ayn1 giin numune gonderimi ve sonuglar alinabilir) ve EM'nin ¢ok ¢esitli
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enterik viral enfeksiyonlar i¢in bir tani ortaya koymak i¢in de faydalidir (Sidoti et al.
2015). Viriisler, dogrudan EM kullanilarak c¢esitli klinik 6rneklerde bulunmustur.
Yaklagimin secici olmayan dogas1 ve viriis aileleri arasindaki morfolojik farkliliklar
bunu akla yatkin hale getirmistir. Viriisler boyutlarina ve sekillerine gore {i¢ morfolojik
gruba ayrilir: (1) sarmal simetri, (2) kiibik veya ikosahedral simetri ve (3) diger veya
karmasik simetri. ELISA, PCR ve NAT ile karsilastirildiginda EM'in iki avantaji
vardir. Hizli ve kolay bir negatif boyamadan sonra, EM, test edilen numunede mevcut
olan ¢esitli enfeksiyoz ajanlarin hizli morfolojik tanimlamasi ve ayirici tanisi igin
kullanima hazirdir (Arientova 2010). Rotaviriis partikiillerinin morfolojik goriiniimii
belirgindir ve virlisin mikroskobik olarak tanimlanmasmna izin verir. Diger
enteropatojenlerden farkli morfolojik goériiniimii nedeniyle, diski drneklerinin elektron
mikroskobu (EM) ile dogrudan goriintiilenmesi yiiksek o6zgiillik avantajina sahiptir
(Greenberg and Estes 2009). Negatif olarak boyanmis digki numunelerinde EM, 70 nm
partikiiller gostermistir. Reovirlis benzeri, orbiviriis benzeri, duovirlis, infantil
gastroenterit viriisii veya "yeni" bir virlis ilk basta viral partikiile verilen isimler
olmustur. EM'de goriilen tekerlek benzeri yapiya, sonunda Rotaviriis (rota, Latincede
tekerlek anlamina gelir) adinin verilmesine yol agcmustir (Lestari et al. 2020). EM,
rotaviral hastaliklarin tanisinda onemli olmaya devam etmektedir ve siklikla diger
tekniklerden elde edilen sonuglardaki farkliliklar1 gidermek i¢in ve rotaviriisler igin
yalnizca birkag numunenin incelenmesi gerektiginde kullanilir. Bu yontem, ¢ok sayida
digk1 orneginde rotaviriislin rutin tespiti i¢in fazla emek gerektirmektedir. Ek olarak,
EM pahali bir ekipman ve yiiksek egitimli personel gerektirir ve farkli gruplara ait
rotaviriisler arasinda ayrim yapamaz c¢ilinkii farkli gruplardaki rotaviriisler elektron
mikroskobu altinda goriiniim agisindan benzersiz degildir (Lesta 2018). Elektron
mikroskobu bulgularinin temel faydasi, antijen veya niikleik asit tipi varligindan ziyade
morfolojiye dayali olmalaridir. Antijen veya niikleik asit tespiti, canli bulasic1 viriis
partikiillerinin varligimm mutlaka gostermeyebilir, ancak EM ile gozlenen tam
viryonlarin bulasict virlisii diisiindiirmesi muhtemeldir. Hem EM hazirlama hem de
degerlendirme otomatik olarak yapilamaz; deneyimli ve ozverili personele ihtiyag
duyar. Tanisal EM'nin diger bir siirlamasi, diger tani prosediirlerine kiyasla siirh

duyarliligidir (mL basia 105-106 partikiil). Ote yandan, klinik numuneler genellikle bu
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siir1 bir¢ok biiyiikliik sirast ile asan viral konsantrasyonlar igerir. Sonug¢ olarak,

olumsuz kanitlar kesin bir tan1 degildir (Arientova 2010).

2.10.2 Antijen tespiti

2.10.2.1 Enzim bagh immiinosorbent testi (ELISA)

Serogrup A Rotaviriis tanimlamasi igin, 6zellikle VP6 glikoprotein olmak iizere digki
orneklerinde viral antijenlerin tanimlanmasi yoluyla Rotavirlis enfeksiyonlarini teshis
etmek icin kullanilir (Balsalobre-Arenas and Alarcon-Cavero 2017). ELISA, l6kosit B
hiicreleri ve antijenler tarafindan iretilen antikorlar arasindaki kimyasal etkilesimi
gosteren antijen-antikor etkilesimleri kavramima baghdir. Bu 6zel bagisiklik tepkisi,
viicudu enfeksiyonlar ve toksinler gibi davetsiz misafirlerden korumada Onemlidir
(Sakamoto et al. 2018). Test antijeni i¢in genellikle bir mikroplakanin kuyularina
baglanan spesifik antikorlar kullanirlar. Klinik numunedeki antijen, kati faza bagh
antikor ile karistirilir ve antijenin varligi, bir enzime konjuge edilmis ikinci bir antikor
kullanilarak belirlenir. Peroksidaz ve alkalin fosfataz en sik kullanilan enzimlerdir.
Enzim substrat ile reaksiyona girdiginde, c¢iplak gozle goriilebilen veya 450 nm'ye
ayarlanmis bir spektrofotometre kullanilarak Sl¢tilebilen kolorimetrik bir sinyal {iretir.
Bu prosediirlerin duyarlilig1 ve 6zgiilliigii genel olarak miitkemmeldir. Ayn1 anda bir¢ok
numune partisinin islenmesini ve ayrica belirli durumlarda kesfedilen antijenin
miktarinin  belirlenmesini saglarlar. Bir¢cok reaktifin, yikama asamalarinin ve
inkiibasyon siirelerinin kullanilmasini gerektiren zaman alic1 prosediirlerdir. Bununla

birlikte, kolayca otomatiklestirilirler (Balsalobre-Arenas and Alarcon-Cavero 2017).

2.10.3 Molekiiler teknikler

Viral testler icin molekiiler tan1 yontemleri son yillarda hizla ilerlemis ve
laboratuvarlarin ¢ogu tarafindan viriisler gibi insan enfeksiyonlarmma sebep olan
etkenleri teshis etmek i¢in yeni bir yontem olarak benimsenmistir (Cobo 2012). Niikleik

aside dayali molekiiler tespit teknikleri, daha hizli, daha hassas ve ¢ok spesifik bir teshis

22



yoluyla virolojik teshiste devrim yaratmistir (Shen et al. 2020). Bu yontemler belirli
niikleer asit dizilerini tespit ettiginden, tespit i¢in insanlar1 etkileyen hemen hemen her
virlis i¢in niikleer asit {lizerinde teshis testleri yapilabilir (Cobo and Talavera 2006).
Viral genomik materyalin amplifikasyonunu iceren molekiiler teknikler son derece

hassas ve spesifiktir, hizli teshise olanak tanir ve ayn1 anda bir¢ok viriisii tespit edebilir.

Niikleik asit amplifikasyon teknikleri, izolasyonu zor olan viriisleri, yavas biiyliyen
kiltlir viriislerini ve antijenik varyantlar sergileyen viriisleri tespit etmek i¢in oldukca
faydalidir (Reta et al. 2020). Pediatrik hastalarda gastroenterite neden olan viral
ajanlarin tanimlanmasi ve akut gastroenterite neden olan ajanin ger¢ek varliginin bir
gostergesini sunmak icin digki 6rneklerinin taranmasi igin ¢esitli hassas ve hizli
molekiiler teknikler uygulanmistir (Lorestani ef al. 2019). PCR, tanitilmasindan bu yana
insan viral enfeksiyonlarini teshis etmek i¢in kullanilmistir ve genel klinik duyarlilig:
%77,8 ila %100 arasinda ve klinik 6zgilligi %89 ila %100 arasinda degismektedir
(Reta et al. 2020). Spesifik bir niikleik asit dizisi, PCR kullanilarak milyonlarca kopya
halinde sentezlenebilir. Bu kimyasal reaksiyon, bir DNA zincirini kopyalayabilen bir
DNA polimerazin etkisi nedeniyle gerceklesir. Hedef DNA, iki oligoniikleotit primeri,
bir DNA polimeraz, deoksiriboniikleotit trifosfatlarin (dANTP'ler), MgCl,, KCl ve Tris-
HCI tamponunun bir kombinasyonu, bir PCR karisiminda kullanilir. Programlanabilir
bir termal dongiileyicideki reaksiyon karisimi, ¢oklu dongiiler icin 1sitilir ve sogutulur
ve hedef dizi 2n kat biiyiitiilebilir. PCR prosediiriinii takiben, amplifiye edilmis sonug
cesitli yontemler (6rn. jel analizi, kolorimetrik saptama) kullanilarak saptanmalidir
(Cobo 2012). Viriis genotipleme ve RNA go¢ modellerini degerlendirmek igin ters
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu ve poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)

gibi molekiiler teknikler kullanilabilir (Dubal et al. 2015).

2.10.3.1 Ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR teknigi, RNA hedeflerini amplifiye etmek i¢in tasarlanmistir (Cobo and
Talavera 2006). Bu yontemde, viral RNA hedeflerini daha sonra standart PCR
kullanilarak amplifiye edilen tamamlayicti DNA'ya (cDNA) doniistiirmek icin ters
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transkriptaz kullanilir (Cobo and Talavera 2006, Dhital et al. 2017). Gelistirilmesinden
bu yana, RNA viriisleri tarafindan insan enfeksiyonunu teshis etmek icin ters
transkripsiyon-polimeraz ~ zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanilmigtir.  Viral
enfeksiyonun saptanmasinda, geleneksel RT-PCR, %73 ila %100 arasinda degisen
genel duyarlilik ve %99 ila %100 arasinda degisen 6zgiilliik ortaya ¢ikarmistir (Reta et
al. 2020).

RT-PCR testleri, daha yiiksek RVA algilama hassasiyeti elde etmek ic¢in bir veya iki
asamal1 ters transkript ve ardindan bir amplifikasyon teknigi kullanir ve tiimii, RT-PCR
karigimina eklenmeden 6nce dsRNA denatiirasyonu gerektirir (Mijatovic-Rustempasic
et al. 2013). Reaktin PCR'lerinin ¢ogu, Grup A rotavirlslerini tanimlamak igin
gelistirilmistir, ancak Grup B ve C tespiti i¢in PCR'ler de mevcuttur. RV'i saptamak
icin, Rotaviriisleri saptamaya yonelik primerler, VP6 genine yonlendirilirken,
genotipleme i¢in primerler, VP7 ve VP4 kodlayan genlere yoneliktir. RT-PCR,
rotaviriisleri karakterize etmek ic¢in de kullanilabilir (Jain 2017). Yar1 yuvalanmig RT-
PCR, viral RNA'nin ters kopyalandigi ve G veya P serotip genleri i¢in konsensiis
primerlerinin varliginda amplifiye edildigi genotipleme i¢in kullanilir (Lorestani et al.
2019). Primerler bir¢ok farkli stereotip i¢in tasarlanmistir ve rotaviriis suslarinin cogunu
cogaltabilir. Birinci tur PCR'den basvuran, genotipe bagli olarak cesitli boyutlarda
driinler iiretmek icin bir konsensiis primeri ve genotipe Ozgli primerlerin bir
kombinasyonunu kullanan ikinci tur PCR'de sablon olarak kullanilir (Jain 2017).
Genotipler, amplifiye edilen iirlinliin boyutuna dayali olarak agaroz jel elektroforezi
kullanilarak tanimlanabilir (Jasim 2019).

2.11 Bagisikhik Yamti

Rotaviriisler ilk olarak enterositlerde veya bagisiklik sistemi hiicrelerinde (makrofajlar,
dendritik hiicreler veya adaptif B hiicreleri ve T hiicreleri dahil) patern tanima
reseptorleri (PRR'ler) tarafindan tanimlanir (Crawford et al. 2018). Maternal antikorlar
yenidogana iki farkli yolla iletilir: (1) immiinoglobulin G'min (IgG) yenidoganin
dolasimina plasental transferi ve (2) esas olarak IgA'nin yenidoganin gastrointestinal
sistemine anne siitii ile gegisi (Otero et al. 2020). IgA'nin koruyucu islevi, Rotaviriis

hiimoral ve hiicre aracili bagisiklikta (CMI) antikorlart ve T hiicrelerini notralize etme
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islevi genis capta arastirilmistir ve bu rolleri destekleyen kanitlar kapsamlidir. Bununla
birlikte, bu immiinolojik bilesenlerin koruyucu etkisi hala bir ihtilaf ve tartisma
kaynagidir (Malm et al. 2019). Artan kanitlara gore, dogustan gelen bagisiklik tepkileri,
konakta Rotaviriis proliferasyonu ve hastaligina kars1 ilk savunma hatt1 olarak onemli
gorinmektedir. Ek olarak, dogustan gelen tepkiler, onceki konak-viriis modellerinde
gosterildigi gibi, adaptif tepkilerin yogunlugu ve uzun Omiirliiliigiinde rol oynayabilir
(Holloway and Coulson 2013). Hayvan modelleri ve insan arastirmalari, RV'ye 6zgii T
lenfositlerin, ornegin interferon-gama (IFN-y) saliniminin aracilik edebilecegi viral
klirenste bir rolii oldugunu gostermektedir. RV ile enfeksiyon hem CD4+ hem de CD8+
T hiicre yanitlarina neden olur, ancak bu seviye CMV gibi diger viriislerden ¢ok daha
diisiiktiir (Malm et al. 2019). Dogal (spesifik olmayan) ve adaptif (spesifik) bagisiklik,
rotavirlis enfeksiyonu veya asilama ile indiiklenir. Dogustan gelen bagisiklik sistemi,
RV enfeksiyonundan sonra hizla aktive olur ve bu da konak hiicrede RV replikasyonunu
baskilayan giiclii bir antiviral durumla sonuglanir (Sadiq et al. 2018). Viral enfeksiyona
yanit olarak makrofajlar, tip I ve tip III interferonlar (IFN'ler) ve diger sitokinleri iireten
dogustan gelen bagisiklik sistemine aracilik eder (Di Fiore et al. 2015). Dogustan gelen
bagisiklik, sonradan gelen adaptif bagisikligin diizgiin c¢alismasi igin gereklidir.
Hiimoral ve hiicre aracili bagisiklik tepkileri, antijen 6zgiilliigii ve hafiza ile tanimlanan

adaptif bagisiklik tarafindan uyarilir (Sadiq et al. 2018).

2.12 Asi

2009'dan beri Diinya Saglik Orgiitii (DSO), rotaviriis asisinin tiim ulusal as1 rejimlerine
dahil edilmesini tavsiye etmektedir (Napolitano et al. 2019). Bu asilarin, iilke 6liim
katmanlarina bagli olarak RV1 i¢in %57 ila %85 ve RVS5 i¢in %45 ila %90 arasinda
degisen as1 etkinligi ile diinya ¢apinda rotaviriis gastroenteritini ve hastaneye yatislart
onlemede etkili oldugu gosterilmistir ve cocukluk oOliimlerinin daha diisiik oldugu
iilkelerde daha yiiksek as1 etkinligi goriilmiistiir (Jonesteller et al. 2017). Monovalan
Rotarix (RV1; GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgika) ve besLI RotaTeq (RV5; Merck,
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West Point, PA, ABD) Rotaviriis asilar artik diinya ¢apinda kullanilmaktadir (Aliabadi
et al. 2019). RotaTeq, 2 aylik, 4 aylik ve 6 aylikken 3 doz oral doz seklinde verilir
(Roczo-Farkas et al. 2018). RVS5 asis1, insan VP4 veya VP7'yi eksprese eden rotaviriis
susu G1, G2, G3, G4 ve P1A[8] kaynakl1 beg sigir-insan reassortant rotaviriisiinden
olusan canli zayiflatilmis bir pentavalan asidir (Crawford et al. 2018). Rotarix, iki ve
dort aylikken iki doz oral rejimde verilen tek bir zayiflatilmis insan G1P[8] rotaviriis
susudur (Roczo-Farkas et al. 2018). 2 Aralik 2016 itibariyle, 82 iilke rotaviriis asilarini
ulusal as1 programlarina dahil etmis ve 6 lilke daha yerel diizeyde rotaviriis asilarini
uygulamaya koymustur. Rotaviriis asilari, diger bircok iilkede serbest piyasada da
mevcuttur (Jonesteller ef al. 2017). Rotavirlis gastroenterit yiikiinii giivenilir bir sekilde
O6lcmek ve asilarin etkisini degerlendirmek i¢in yiiksek kaliteli siirveyans verileri
gereklidir. DSO, alti DSO bolgesinin (Afrika Bolgesi, Amerika Bolgesi, Giineydogu
Asya Bolgesi, Avrupa Bolgesi, Dogu Akdeniz Bolgesi ve Bati Pasifik Bolgesi) her
birinden (Afrika Bolgesi, Amerika Bolgesi, Giineydogu Asya) mevcut sentinel hastane
Rotaviriis slirveyans platformlarini bir araya getirerek bu ihtiyaci karsilamak i¢in As1
Ittifak1 Gavi'nin finansmaniyla 2008 yilinda Kiiresel Rotaviriis Gézetim Agi'n1 (GRSN)
kurmustur (Aliabadi er al. 2019). Rotaviriis asilama programlarinin kiiresel olarak
eklenmesi ve etkinliklerinin kaniti, tarihin en hizlilarindan biri olmustur. Su anda 95
ilke, as1 satin almak i¢in Gavi Alliance fonunu kullanan 45 Gavi'ye uygun tilke de dahil
olmak iizere, ulusal ¢cocuk asilama programlarina rotaviriis asisini dahil etmistir (Sekil

2.5) (Steele et al. 2019).
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Sekil 2.5 Rotaviriis asilarinin kiiresel tanitimi (Steele et al. 2019)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Arac ve gerecler

Bu ¢alismanin prosediirlerinde kullanilan ekipman ve aletler, mensei tilkeleri ile birlikte

Cizelge 3.1°de listelenmistir.

Cizelge 3.1 Bu ¢alismanin prosediirlerinde kullanilan ekipman ve aletler

Derin dondurucu W
Biyogiivenlik kabini [Labconco/ USA LabNet ]
Yiksek Hizli Soguk santrifijj W
Mikropipetler0,5-10,10-100,100-1000uL [CYAN/Belgika 1]
Nano damla spektrofotometresi W
Eppendorf mikrosantrifiij W
Hassas elektron Terazisi W
Ultraviyole 151k transilliiminator _
Silindir tiip karistirict W
Termal manyetik karistirici w
Soguk raf tiipleri W

Tahta gubuklar Meheco /Cin

Diiz tiipler 10 mL-5 mL Plane / Urdiin
Buzdolabi Concord /Liibnan

Tek kullanimlik uglar (beyaz, sar1, mavi) m
Filtreli tek kullanimlik uglar M
Exispin girdap santrifiijii m
Tozsuz Tek Kullanimlik Eldivenler _

Eppendroff tiipleri (1,5) mL Bioneer/Kore

Cam sise 100 — 1000 mL Oxford/ ABD

Steril maske Cin

—
— [

—_
O

—_

Q
5
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3.1.2 Kimyasallar

Bu c¢alismanin prosediiriinde kullanilan kimyasallar ve kaynaklar1 Cizelge 3.2'de

verilmistir.

Cizelge 3.2 Bu ¢alismanin prosediirlerinde kullanilan kimyasallar

F e Tomovow

Sodyum kloriir ¢ozeltisi m
Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) W
Niikleaz icermeyen su m
I:I CAY tamponu Neb/ ingiltere

Agaroz jel Ronadisa/ Ispanya

3.1.3 Primerler

Rotaviriis suslarinin dogrudan tespiti i¢in kullanilan primerler (Cizelge 3.3 ve Cizelge

3.4) (DSO 2009), referanslarindan alinmistir ve Makrojen/ Kore tarafindan saglanmistir.
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Cizelge 3.3 VP7 genotipe 6zgii primerler

[k amplifikasyon konsensiis primerleri

[Moconi [TAG CTC CTT TTA ATG TAT GG |[VP7-F
[ ocon2 | GTA TAA AAT ACT TGC CAC CA !VP7—R 904 bp

Ikinci amplifikasyon genotipleme primerleri

IPrimer I Dizin (5’ - 3°) IG tipi I nt konumu l

[or-1 [ TCT TGT CAAAGC AAATAA TG |[GI [ is86p |
[or2 [GTT AGA AAT GATTCT CCA CT__JJG2_____ || 244bp |

I 9T-3 i GTC CAG TTG CAG TGT AGC i i 466 bp |I

I9T -4 i GGG TCG ATG GAA AAT TCT i i 403 bp |I

oT-9 | TAT AAA GTC CAT TGC AC |G9 110 bp

Cizelge 3.4 VP4 genotipine 6zgli primerler

|Primer Dizin (5’ - 3°)

| ilk amplifikasyon konsensiisii

‘ con3 TGG CTT CGC TCA TTT ATA GAC VP4 F
876 bp
c0n2 ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC VP4 R

Ikinci amplifikasyon

[ or
[ 5o
[ o
[ 5o

I ND2 || AGC GAA CTC ACC AAT CTG 122 bp

3.1.3 Kitler

Bu caligmada kullanilan kitler Cizelge 3.5'de listelenmistir.
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Cizelge 3.5 Bu ¢alismada kullanilan kitler

Geneaid -Tayvan

I T

Rnaz icermeyen su

. VB kolonu (100 kolon)

Toplama tiipii 2.0 mL

e O A A |

LRI

GoTaq® Yesil Master Mix Promega -ABD

TagDNA polimeraz, polimeraz, dNTP'ler,
MgCl,, reaksiyon tamponlari

Wibiosolution-Kore
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3.2 Yontem

Calisma yontemi agagidaki algoritmaya gore takip edilmistir (Bkz Sekil 3.1)

Cocuklardan numune
alinmasi (diski numunesi)

\ 4

9

Cikarilan RNA konsantra syonu Rotaviriis pozitif drneklerinden
ve safh@nm tahmini elistrakte edilen RNA

Sekil 3.1 Algoritma ¢aligma yontemini gosterir

3.2.1 Etik hususlar

Irak Saglik Bakanligi'ndan bu ¢alisma i¢in onay alindi. Numune alinan ¢ocuk hastalarin

isimleri kullanilmadi. Bunun yerine, gizliligi korumak i¢in numuneleri tanimlayici
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kodlar kullanildi. Numuneler toplanmadan Once, katilimcilarin ebeveynlerinin ve
velilerinin rizas1 alind1. ilgili hastanim iyi niyetiyle gizliligin paylasiimasina izin veren
bir klinik belirti olmadikg¢a, hastalardan toplanan bilgiler kesinlikle yalnizca akademik

kullanimla sinirlandirilmastir.

3.2.2 Numunelerin toplanmasi

Mevcut calisma, Kadin ve Cocuk Hastanesinde Eyliil 2020'den Ocak 2021'e kadar 5
aylik bir siire boyunca yapilmistir. Aragtirmaya, akut ishalden muzdarip bes yasindan
kiigiik 100 ¢ocuk dahil edildi. Tiim diski numuneleri bakteri, parazit, amip gibi diger
patojenlerin varlig1 acisindan kontrol edildi. Her hastadan kusma, ates, yas, cinsiyet,
emzirip emzirmeme, mama kullanip kullanmama gibi demografik veriler ve klinik
bilgiler, akut gastroenteritli her ¢ocuktan SmL diski toplandi. Numune daha sonra iki
kisma ayrildi, ilk kistm (2mL) diskinin dogrudan genel muayenesi amaciyla hemen test
icin kullanildi, ikinci kisma (3mL) 5 mL fosfat tamponlu salin soliisyonu eklendi ve pH
7,2’de, ELISA ve PCR testleri ile Rotaviriis tespitinde kullanilana kadar -20°C'de

saklandi.

3.2.3 Makroskopik diski inceleme testi

Diski 6rnegi, renk, kivam, mukus varligi veya yoklugu, briit kan, tenyalar ve diger

anormallikleri kontrol etmek i¢in gorsel olarak incelendi.

3.2.4 Mikroskobik diski inceleme testi

Mikroskobik olarak digkinin  incelemesi, bir 151k mikroskobu kullanilarak
Campylobacter, Salmonella, Shigella, Escherichia ve Yersinia gibi bakteriler ile
Entamoeba hystolytica, Giardia ve Kristosporidyum gibi parazit kistlerinin teshisi i¢in

yapilmistir.
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3.2.5 Rotaviriis tespiti icin immiinolojik testler

Rotaviriis tespiti i¢in enzim baglantili immiinosorbent testi (ELISA), kalitatif enzimler
icin bir immiinoassay teknigi olarak kullanilmaktadir. Bu kitteki mikrotitre plakasi,
Rotavirise 0zgii bir antikorla onceden kaplanmistir. Numuneler, antikor konjuge
Yabanturbu peroksidaz (HRP) ile ¢ukurcuklara pipetlenir. Orneklerdeki herhangi bir
Rotaviriis antijeni, Onceden kaplanmig 06zel antikora baglanir. Herhangi bir
baglanmamis reaktifi ¢ikarmak icin yikamadan sonra c¢ukurcuklara bir substrat
sollisyonu eklenir ve ilk asamada baglanan insan Rotaviriis antijeni miktariyla orantili
olarak renk gelisir. Daha sonra renk gelisimi durdurulur ve renk yogunlugu ol¢iiliir. Test

asagidaki basamaklara gore yapilir:

1. Tiim reaktifler ve numuneler belirtildigi sekilde hazirlanir.

2. Negatif ve Pozitif Kontrol ¢ukurcuklarinin yani sira bir bos ¢ukurcuk (¢ozeltisiz)
hazirlanir.

3. Bos g¢ukurcuk disinda her ¢ukurcuga 50uL Negatif Kontrol, Pozitif Kontrol veya
Numune eklenir. Daha sonra bos ¢cukurcuk hari¢ her ¢ukurcuga 50uL. HRP-konjugat
ilave edilir. Kit ile saglanan yapigkan serit kullanilarak alan kaplanir. 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilir.

4. Aspirasyon yapilir ve her bir ¢ukurcuk yikanir. Her cukurcuga 50uL Yikama
Tamponu eklenir.

5. Bir figkirtma sisesi, ¢cok kanalli pipet, diizenek dagiticis1 veya otomatik yikayict
kullanilarak her cukurcuk distile su ile doldurulur ve 30 saniye bekletilir. Son
yikamadan sonra aspire ederek veya bosaltarak kalan sivi kuyucuklardan
uzaklagtirilir. Plakayr temizlemek igin ters cevrilir ve temiz kagit havlularla
kurulanmasi. Toplam on yikama i¢in teknik on kez tekrar edilir.

6. Her ¢ukurcuga 50 pL Substrat A ve 50 pL Substrat B eklenilir. Oda sicakliginda 10
dakika inkiibe edilir.

7. Her ¢ukurcuga 50uLL Durdurma Soliisyonu eklenir ve iyice karigmasini saglamak icin
plaka hafifce sallanir.

8. Bos cukurcuk sifir olarak alinarak, 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu

kullanilir ve her bir ¢cukurcugun optik yogunlugu 10 dakika i¢inde belirlenir.
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Sonuglarin degerlendirilmesi su sekilde yapilir:

Numune g¢ukurcugu kontrol ile karsilastirarak insan Rotaviriis antijeninin degerinin
hesaplanmasi i¢in, Kesme Degeri = OD negatif + 0,10 ortalama degeri (OD -ve < 0,05

ise, 0,05) olarak hesaplanir.

1. (=) kontrol OD degeri 0,1'den kiiciik ve (+) kontrol OD degeri 0,8'den biiyiik
olmalidir.
2. Sonuglarin belirlenmesi:

OD numune >Kesme Degeri: (+) kontrol, - OD numune iken <Kesme Degeri: (-)
kontrol.

3.2.6 RT-PCR ile rotaviriisiin molekiiler tespiti

Yuvalanmis (Nested) RT-PCR'de, diskidan izole edilen viral RNA, G (gen 9) veya P
(gen 4) serotiplerini belirleyen rotaviriis genleri i¢in konsensiis primerlerinin varliginda
PCR ile ters kopyalanmis ve amplifiye edilmistir. Primerler, cesitli Rotaviriis
serotiplerinin suslarina homolog olacak sekilde secilmistir. Ilk amplifikasyon
dongiisiinden elde edilen DNA, orijinal konsensiis primerlerinden biri ve konsensiis
primerine zit polariteye sahip genotipe 6zgili primerlerin bir kombinasyonu kullanilarak
ikinci tur bir PCR'de sablon olarak kullanilmis ve her biri farkli boyutta bir iirlin
verecek sekilde tasarlanmistir. Agaroz jel elektroforezinden sonra sonucun biiyiikliigline

gore genotipler belirlenmistir.

3.2.6.1 Numunenin hazirlanmasi

Bu caligmada diski slispansiyonunun %20'si asagidaki adimlarla hazirlandi:
1. 4 mL salin soliisyonu ve 1 gr (1mL) disk1 miktar1 SmL tiipe aktarildi.
2. Karisim, homojen bir siispansiyon elde etmek icin vortekslendi ve 13.000 rpm'de 3

dakika santrifiijlendi.
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3. Siipernatant, bir sonraki adimda viral RNA'nmin ekstraksiyonu ig¢in kullanildi.
(Lorestani et al. 2019).
3.2.6.2 Viral niikleik asit ekstraksiyonu

Bu calismada Rotaviriis RNA's1, akut gastroenterit ile enfekte olmus c¢ocuklardan
toplanan digk1 orneklerinden ticari bir Viral Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti (Geneaid)
kullanilarak asagidaki protokole gore ekstrakte edildi:

. 200pL numune 1,5mL'lik bir mikrosantrifiij tiiptine aktarildi.
. Numuneye 400 pL VB Lysis eklenerek vorteks ile karistirildi.
. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

AW NN =

. Omek lizatina 450 pL AD tamponu eklendi ve karistirmak igin tiip kuvvetlice
calkalandi.

N

. 2 mL'lik toplama tiipiline bir VB kolonu yerlestirildi.

6. 600 pL lizat karisimi1 VB Siitununa aktarildi.

7. 1 dakika boyunca 14.000-16.000 rpm'de santrifiij edildi, slipernatant atildi ve
ardindan VB Kolonu 2 mL toplama tiipiine geri yerlestirildi.

8. Kalan karisim VB kolonuna aktarildi, 14.000-16.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

9. Siipernatanti iceren 2 mL toplama tiipii atildi.

10. VB kolonu yeni bir 2 mL toplama tiipiline aktarildi.

11. VB Kolonuna 400 uLL W1 Tamponu eklendi ve ardindan 30 saniye boyunca 14.000-
16.000 rpm'de santrifiij edildi.

12. Siipernatant uzaklastirildt ve ardindan VB kolonu 2mL toplama tiipiine geri
yerlestirildi.

13. VB Kolonuna 600uL yikama tamponu eklendi ve 30 saniye boyunca 14.000-16.000
rpm'de santrifiij edildi.

14. Siipernatant atildi ve kolon matrisini kurutmak i¢in VB Kolonu 2 mL toplama
tiiptine geri konularak 14.000-16.000 rpm'de 3 dakika santrifiij edildi.

15. Kurutulmus VB kolonu temiz bir 1,5 mL'lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.

16. VB kolon matrisinin merkezine 50 uL RNA’dan ari su eklendi.

17. RNasiz suyun matris tarafindan emildiginden emin olmak i¢in en az 3 dakika

bekletildi.
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18. Saflastirilmis niikleik asidi ayristirmak i¢in 14.000-16.000 rpm'de 1 dakika santrifiij
edildi.

Disk1 orneklerinden ekstrakte edilen RNA’lar, 260/280 nm absorbansta RNA

konsantrasyonu ve safligimi degerlendirmek i¢in kullanilan bir Nanodrop

spektrofotometresi ile dl¢iildii.
3.2.6.3 cDNA sentezi

Bu caligmada RNA’dan cDNA sentezi i¢in WizScriptt™™ RT FDmix (Hexamer)
kullanilmistir. Bu standart protokol, RT FDmix (Heksamer) tilipline yalnizca sablon

RNA ve suyun eklenmesini gerektirir. Bu amagcla:

1. RT FDmix (Hexamer) tiipii PCR tiip rafina yerlestirildi.
2. Reaksiyon bileseni RT FDmix (Hexamer) tiipiine Cizelge 3.6’da gosterilen bilesenler

eklendi.

3. Tipler, Cizelge 3.7°de gosterilen programlanmis bir 1si1sal dongii cihazina (termal
dongiileyiciye) yerlestirildi.

4. Sentezlenen cDNA, PCR ig¢in sablon olarak kullanilincaya kadar -20°C'de saklandi.

Cizelge 3.6 cDNA bileseni

RT FDmix (hekzamer) 1 ul

RNaz icermeyen su 9 uL

Total 20 uL

Sablon RNA 10 L
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Cizelge 3.7 cDNA sentezi i¢in termodongii kosullari

Sicakhik Siire Sicakhik Siire | Sicakhik | Siire | Dongii
°C) (dk) (0] (dk) (6)) (dk) sayisl
25 10 42 30 85 5 1

3.2.6.4 Rotaviriis genotiplemesi

Bu calismada Rotaviriis genotiplemesi i¢in Yari-Yuvalanmis (Semi-Nested) Multipleks
RT-PCR prosediirleri uygulandi. PCR'nin ilk turunda, G tipi i¢in 9conl ve 9con2
konsensus primerleri kullanildi. Bunu takiben 9conl primeri, PCR'de G1-G4 ve G9'a
0zgl 1ileri primerler ile birlestirildi. RT-PCR'de Con2-Con3 konsensus primerleri
kullanilarak P tiplemesi yapildi, ardindan P4, P6, P8, P9, P10 ve P11 igin tipe 0zgii
primerlerle birlikte Con3 primeri kullanilarak PCR yapildi. Birinci tur PCR'den gelen
amplikon, genotipe bagl olarak ¢esitli boyutlarda bir {iriin tiretmek i¢in bir konsensus
primeri ve genotipe 0zgli primerlerin bir kombinasyonunu kullanilarak ikinci tur

PCR'de sablon olarak kullanildi.

G genotiplemesinin ilk turunda, VP7 geninin bir bolgesi 9conl ve 9con2 primerleri
kullanilarak amplifiye edilirken, P genotiplemesinin ilk turunda VP4 geninin bir bdlgesi
con2 ve con3 primerleri kullanilarak amplifiye edildi (Cizelge 3.8) ve PCR 1s1sal dongii
kosullarinin ilk turu Cizelge 3.9’da gdsterildi.
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Cizelge 3.8 ilk tur PCR i¢in reaksiyon karisimi

Bilesen Reaksiyon
cDNA Sablonu S5ulL

10 uM Ileri Primer 2 uL.

10 uM Geri Primer 2 uL
GoTaq® Green Mater Mix, 2X 12,5 uL
Niikleaz icermeyen su 3,5 uL
Toplam 25 uL

Cizelge 3.9 ilk tur PCR icin 1511 dongii kosullar:

T Tc Ta Tk Tre
Sicaklik | Siire Sicaklik Siire Sicaklik Siire Sicaklik Siire Sicaklik Siire
§®) (dk) 0 () (°C) () (°O) (s) (°O) ()

94 5 94 30 42 30 72 60 72 7
1 siklus 35 siklus 1 siklus

TID = Ilk Denatiirasyon, TC = Déngiisel Denatiirasyon, TA = Baglanma Sicakligi, TE

= Dongiisel Uzama, TFE = Son Uzama

Birinci turun bitiminde iirlin, 9conl primeri ve G1, G2, G3, G4 ve G9 genotiplerine

0zgii bir primerler karisimi kullanilarak ikinci tur PCR'ye tabi tutulmustur. Cizelge

3.10°da PCR reaksiyon karisimina dahil edilen bilesenler ve Cizelge 3.11°de ikinci tur

PCR ig¢in 1s1l dongii kosullart verilmistir.
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Cizelge 3.10 G-genotipleri i¢in ikinci tur PCR i¢in reaksiyon karigimi

Bilesen Reaksiyon
[lk tur PCR fiiriinii 2,5uL
Ortak ileri primer (10 pmol/uL) 1 ul

10 uM Ters Primer (P-tip 6zel primerler) SuL
GoTaq® Green Master Mix, 2X 12,5 uL
Niikleaz icermeyen su 4 uL
Toplam 25 uL

Cizelge 3.11 G-genotipleme icin ikinci tur PCR i¢in 1s1l dongii kosullar

TID TC T A TE TFE

Sicaklik | Sire Sicaklik Siire Sicaklik | Siire Sicaklik Siire Sicaklik Siire

“O (dk) “O (s) ©) (s) ‘O (s) ‘O (s)

94 5 94 30 42 30 72 60 72 7

1 siklus 35 siklus 1 siklus

Rotaviriisiin P-genotiplemesi i¢in VP4'e 6zgii PCR'nin ilk tur iirlind, ileri primer olarak
con3 ve ters primerler olarak P4, P6, P8, P9, P10 ve PI1 spesifik primerler
kombinasyonu kullanilarak ikinci tur bir PCR'ye tabi tutuldu. Cizelge 3.12’de reaksiyon
karisimindaki bilesenler listesi ve Cizelge 3.13’de P-genotiplerinin ikinci tur PCR'1 i¢in

151l dongii kosullar1 gosterilmistir.
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Cizelge 3.12 P-genotipleri icin ikinci tur PCR i¢in reaksiyon karigimi

Bilesen Reaksiyon
[k tur PCR {irtini 2,5 uL
Ortak ileri primer (10 pmol/uL) 1 uL
Ortak ileri primer (10 pmol/uL) 6 uL
GoTaq® Green Master Mix, 2X 12,5 uL
Niikleaz icermeyen su 3uL
Toplam 25 uL

Cizelge 3.13 P-genotipleme i¢in ikinci tur PCR i¢in 1s1l dongii kosullar

T[D TC TA TE TFE
Sicaklik | Siire Sicaklik Siire Sicaklik Siire Sicaklik Siire Sicaklik Siire
°C) (dk) °C) () (°C) ) (°0) (s) (°O) ()
94 5 94 30 42 30 72 60 72 i
1 siklus 35 siklus 1 siklus

3.2.6.5 Agaroz jel elektroforezi

PCR'in amplifiye triinlerinin tiimii, bir agaroz jel ilizerinde elektroforeze tabi tutuldu.
%2'lik agaroz jel hazirlamak i¢in 100 ml 1X TAE tamponu i¢ine 2 g agaroz tozu
eklendi. Agaroz, tamponla karistirildi ve mikrodalgada 1 dakika 1sitildi. Cozelti, 1lik
olana kadar sogumaya birakild1 ve 0,5 g/mL'lik bir konsantrasyonda etidyum bromiir
(EtBr) ilave edildi. EtBr soliisyona nazik¢e karistirildi ve tarakla donatilmis bir jel
tepsisine konuldu. Yaklasik 15-20 dakika jelin sogumasi ve tepside sekil almasi
saglandi. Tarak dikkatlice ¢ikartildi ve jel, 1X TAE tamponu ile doldurulmus bir
elektroforez tankina yerlestirildi. Tk goze DNA markérii ve diger gozlere PCR iiriinleri

yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklendi. 100V'de 60 dakika boyunca elektroforez
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yapildi. Jel daha sonra bantlarin izlenmesi i¢in bir UV transilliiminator altina

yerlestirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Ornek Toplama

Rotavirlis belirti/bulgular1 gosteren ve ebeveynleri veya vasileri ¢calismaya katilmayi
kabul eden bes yasindan kiiglik ¢ocuklar, Eyliil 2020 ile Ocak 2021 tarihleri arasinda
Irak devaniye kadin ve ¢ocuk hastanesine alindi. Akut gastroenterit belirti ve bulgulari
gostererek hastaneye yatirilan ¢ocuklardan ishalli digki ornekleri alindi. Cocuklardan
toplam 100 diski 6rnegi toplandi ve bir ELISA kiti (Cusabio CSB-E05033h)
kullanilarak RVA antijenlerinin varlig1 icin test edildi. Incelenen 100 numuneden 41'i

RVA yoniinden pozitif ve kalan 59 numune RV A yo6niinden negatif tespit edildi.

4.2 ishal icin Pozitif ve Negatif Rotaviriis ELISA'nin Cinsiyete Gére Dagihm

ELISA testi ile analiz edilen 100 diski 6rneginden 41'1 Rotavirlis yoniinden pozitif
bulundu. Cizelge 4.1°de, Rotaviriis ile gastroenterit tanis1 konan bebek ve bes yas alti

cocuklarin dagilimi ve aralarindaki fark gosterilmistir.

Enfekte olan toplam erkek orani, test edilen toplam erkek numune vakalarinin
%50,94'inti  gosterirken, enfekte olan kadinlar test edilen toplam kadin numune
vakalarinin %29,78'ini olusturmustur. Bu farklilik, bu calismadaki numune alinan
erkeklerin kadinlara goére belirli bir diizeyde daha fazla saglik ve hastaneye yatis
ihtiyacina sahip olmalarina baglanabilir. Ancak erkeklerin Rotaviriis enfeksiyonuna

kadinlardan daha duyarli oldugunu gostermez.

Cizelge 4.1 Rotaviriis enfeksiyonunun cinsiyet gruplarina gére dagilimi

Degisken | Kategoriler | Toplam Pozitif % X |p degeri
Say1 Sayisi
Cinsiyet | Erkek 53 27 50,94 4,0 10,032 (S)
Kadin 47 14 29,78 6
Toplam 100 41 41

S: Anlamli fark (P<0,05); HS: Cok anlamli fark (P<0,01)
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Sekil 4.1 Rotaviriisiin farkli cinsiyet gruplarina gore dagilimi

4.3 ishal i¢in Pozitif ve Negatif Rotavirus ELISA'min Yas Gruplarmna Gore

Dagilhim

Mevcut calismamizin sonuglari, Rotaviriis ile en c¢ok enfekte olan vakalarin,
Rotavirlisten en ¢ok etkilenen yas gruplari olan 1-12 ay (Cizelge 4.2) arasindaki
cocuklarda ortaya c¢iktigini gostermistir. Cocuklarda Rotavirlis antijeni sirastyla 1-2
aylik yas grubunda %25, 3-5 aylik grupta %65,21, 6-8 aylik grupta %72,72, 9-11 aylik
grupta %14,28, 12-17 ayhk grupta %27,27, 18-23 aylhk grupta %12,5 olarak
bulunmustur. Rotaviriis enfeksiyonu biraz daha biiylik cocuklarda asemptomatik
seyredebilmektedir, ¢linkii bu bireyler muhtemelen daha Once bu ajanla enfekte
olduklar i¢in klinik hastaliga kars1 bir miktar korumaya sahiptirler. Gen¢ gruplardaki
potansiyel koruma ise anne siitinden veya plasenta yoluyla kazanilmig bagisikliktan

ileri gelebilir.
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Cizelge 4.2 Rotaviriis enfeksiyonunun yas gruplarina gore dagilimi

Toplam Pozitif 5
Degisken | Kategoriler %o X P degeri
Say1 Sayisi

0-2 16 4 25

3-5 23 15 65,21

6-8 22 16 72,72

9-11 14 2 14,28

12-17 11 3 27,27

Yas 28,26 | O(HS)

18-23 8 1 12,5
24-35 2 0 0
36-47 1 0 0
48-60 3 0 0
Toplam 100 41 41

HS: Cok anlaml: fark (P<0,01)

= = = =
[S) N S )

Yiizdelik delilim
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9-11

12-17
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18-23
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36-47

Sekil 4.2 Rotaviriis enfeksiyonunun farkli yas gruplarina gore dagilimi
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4.4 Hastalarin Beslenme Sekline Gore Dagilimi

Calismada ayrica Cizelge 4.3°de gosterildigi gibi emzirme, karma biberonla beslenen
Rotavirlis enfeksiyonu olan hastalarda enfeksiyon oranlar1 kaydedilmis ve Rotaviriis
enfeksiyonu ile enfekte g¢ocuklarin yiizdesi tespit edilmistir. Biberonla beslenen
cocuklarda enfeksiyon orant %55,55 iken, karma beslenme ile beslenen c¢ocuklarda
enfeksiyon yiizdesine gore orani %40 olmus ve en diisiik enfeksiyon yiizdesi %16 ile

emzirme yoluyla beslenen bireylerde bulunmustur.

Cizelge 4.3 Beslenme sekline gore Rotaviriis dagilimi

Degisken | Kategoriler | Toplam Pozitif %0 X* P degeri
Say1 Sayis1
Beslenme | Emzirme 25 4 16 10,41 | 0,005(HS)
sekli Biberon 45 25 55,55
Karisik 30 12 40
Toplam 100 41 41

HS: Cok anlaml1 fark (P<0,01)
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Sekil 4.3 Beslenme sekline gore Rotaviriis enfeksiyonu dagilim

4.5 Rotaviriis Enfeksiyonu ile Klinik Ozelliklerin Iliskisi

Rotaviriis pozitif ve rotavirlis negatif hastalarin klinik bulgular1 rotaviriis enfeksiyonu
ile kusma, ates ve dehidratasyon semptomlar1 arasinda bir baglant1 olup olmadigini
anlamak icin karsilagtinlmistir (Cizelge 4.4). Bu calisma kapsaminda, bes yasin
altindaki ¢ocuklarda, rotavirilis pozitif olan hastalarin %75,6's1 buna mukabil rotaviriisii
pozitif olmayan hastalarin %33,89'unun kusma sikayeti yasadigi belirlenmistir. Ayrica
Rotavirilis pozitif hastalarin %73,17'sinde ates goriiliirken, rotaviriis pozitif olmayan
hastalarin %52,54"tinde ates goriildiigli ve benzer sekilde Rotaviriis pozitif vakalarda,

Rotaviriis negatif vakalardan daha yiiksek dehidratasyon orani oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.4 Hastalarda rotaviriis pozitif ve rotaviriis negatif klinik 6zellikleri

Klinik Rotavirus Rotavirus X* P degeri
Isaretler positif negative

Toplam Toplam

say1=41 say1=59

No. % No. %
Ates 30 73,17 |31 52,54 4,32 0.038(S)
Kusma 31 75,6 |20 33,89 16,84 O(HS)
Dehidratasyon | 24 58,53 | 12 20,33 15,31 OHS)

S: Anlamli fark (P<0,05); HS: Cok anlaml1 fark (P<0,01)

yuzdelik dilim
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Sekil 4.4 Rotaviriis pozitif ve Rotaviriis negatif hastalarin klinik 6zellikler

4.6 Rotaviriis Genotipleri

Rotaviriis, hasta o6rneklerinden ELISA testi ile tespit edilmis, 41 Rotaviriis numunesi
pozitif ¢ikmis ve tiim pozitif numuneler Yar1 Yuvalanmis (Semi-Nested) RT-PCR ile G

ve P genotiplendirmesine tabi tutulmustur. Tek veya karma enfeksiyonda toplam dort
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farkl1 G genotipi ve iki P genotipi tanimlanmigtir. Bes G-tipi numunesi (%12,19) ve dort

P-tipi numunesi (%9,75) tiplendirilememistir.

4.6.1 VP7 (G) genotiplerinin dagilim

Bu calismada Rotavirus G-tipleri arasinda G1, %53,65 (22/41) pozitifligi ile baskin VP7
genotipi olmustur (Sekil 4.5). Yedi 6rnekte G2 gbzlenmis olup (7/41; %17,07) en ¢ok
saptanan ikinci genotip olmustur, bunu dort 6rnekte (4/41; %9,75) gozlenen G4 ve iki
ornekte gozlenen G3 (2/ 41; %4,87) takip etmistir (Cizelge 4.5). Bir 6rnekte G3/G4'iin
karisik enfeksiyonlar1 gbzlenmistir (1/41; %2,43). G tiplerinin bes numunesi (%12,19)
tiplendirilememistir. Calismada tanimlanan G genotiplerinin temsili jel goriintiileri Sekil

4.6'da gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 RT-PCR tiplemesi ile belirlenen RVA G tiplerinin siklig

Genotip Say1 /)
Gl 22 53,65
G2 7 17,07
G3 2 4,87
G4 4 9,75

G3 + G4 1 2,43

GNT 5 12,19

Toplam 41 100
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mGl1

mG2
G3

59 mG3

mG4
mG3+G4
B GNT

Sekil 4.5 G-genotiplerinin (%) frekans dagilimi

Sekil 4.6 Calismada tanimlanan G-tiplerinin temsili jel goriintiisii, M seridi 100bp DNA
merdivenini temsil etmektedir, N Seridi negatif kontrol olup. Serit 1, VP7 ilk

ur drinuadar

4.6.2 VP4 (P) genotiplerinin dagilim

Tanimlanan P-tipleri arasinda yirmi yedi numunede (27/41; %65,85) tespit edilen P8 en

sik tespit edilen tip olmus, bunu sekiz numunede (8/41; %19,51) gozlenen P6 izlemistir.
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Arastirmada tanimlanan P genotiplerinin temsili jel gorintileri Sekil 4.8'de
gosterilmektedir. Cizelge 4.6'da goriildiigii gibi orneklerin %4,87'sinde (2/41) P6 ve
P8'in karisik enfeksiyon goriilmiistiir. DOrt numune (4/41; %9,75) tiplendirilemez
bulunmustur (Sekil 4.7).

Cizelge 4.6 RT-PCR tiplemesi ile belirlenen RVA P tiplerinin siklig1

Genotip Say1 %0
P6 8 19,51
P8 27 65,85

P6PS 2 4,87
PNT 4 9,75
Toplam 41 100

mP6

m P8

m P6P8
PNT

Sekil 4.7 P-genotiplerinin (%) frekans dagilimi
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Sekil 4.8 Caligmada tanimlanan P-tiplerinin temsili jel goriintiisii, M seridi 100bp DNA
merdivenini temsil etmektedir, N Seridi negatif kontrol olup. Serit 1, VP4 ilk

tur Uriniadar

4.6.3 VP7/VP4 (G/P) genotiplerinin dagilimi

Bu c¢alismadan elde edilen RVA VP7/VP4 suslarini belirlemek i¢in 41 6rnege G/P
genotip kombinasyonlar1 atanmistir. G/P genotip terminolojisi, tek enfeksiyonlarda
(%70,73) ile 29/41 oOrnekte tanimlamistir: G1P8 (14/41;34,14), G2P8 (6/41;%14,63),
G1P6 (5/41;%12,19), G4P8 (3/41;%7,31), G4P6 (1/41;%2,43) ve 3/41(%7,31) karma
enfeksiyonlarda G1P6,8 (2/41; %4,87), G3G4P8 (1/41; %2,43) tespit edilmistir. G3PNT
iki Ornekte (2/41; %4,87), GIPNT bir ornekte 1/41(%2,43), G2PNT bir Ornekte
(%2,43), GNTP6 iki ornekte (%4,87) ve GNTPS {ii¢ 6rnekte (%7,31) tespit edilmistir
(Cizelge 4.7). Tanimlanan tiim suslarin genotip dagilimimnda G1P8, G2P8, G1P6 en
yaygin suslar olup 2020 ve 2021'de bes yas alti ¢ocuklarda tespit edilen RVA

vakalarinin sebebiyet vermistir (Sekil 4.9).
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Cizelge 4.7 Calismada tespit edilen rotaviriis suslarinin genotip karakterizasyonu

G1PNT
3%

Genotip P6 P8 P6PS PNT Total
No. % No. % No. % No.| % No. %
Gl 5 12,19 14 | 34,14 2 4,87 1 2,43 22 46,8
G2 0 0 6 14,63 0 0 1 2,43 7 17,07
G3 0 0 0 0 0 0 2 4,86 2 4,87
G4 1 2,43 3 7,31 0 0 0 0 4 9,75
G3+G4 0 0 1 2,43 0 0 0 0 1 2,43
GNT 2 4,86 3 7,31 0 0 0 0 5 12,19
Toplam 8 19,51 27 | 65,85 2 4,87 4 9,75 41 100
GNTP6
B G1P8
B G1P6
B G1P6P8
G4P6 ® GIPNT
2%
B G2P8
G3PNT
5% B G2PNT
B G3PNT
B G4P6
G2PNT
3% W G4P8
G3G4P8
B GNTP6
B GNTPS

Sekil 4.9 G/P kombinasyonlarinin (%) frekans dagilimi
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5. TARTISMA VE SONUC

Rotavirlis tim diinyada yaygin olup gelismekte olan iilkelerde yiiksek morbidite ve
olim oranlarma sebep olmaktadir (Hussein et al. 2015). Diinya capinda, Insan
Rotaviriisiit (HRV), her yil bes yasin altindaki ¢ocuklar arasinda yaklagsik 453.000 6liim
ve 2,4 milyon hastaneye yatis ile ¢ocuklarda siddetli ishalin en yaygin nedeni olup,

gelismekte olan tilkelerde en yiiksek sikliktadir (Shaheen 2017).

Bu caligsmada test edilen 100 numunenin %41'i ELISA testinde pozitif bulunmustur. Bu
sonug, viriisii %45 oraninda tespit eden Irak’ ta yapilan baska bir caligmanin
sonucundan daha diisliktiir (Fenjan et al. 2020). Bununla birlikte, mevcut ¢alismada
tespit edilen oran, Irak’in ii¢ sehrini kapsayan baska bir arastirmada bildirilen digki
numunelerinde tespit edilen %40 Rotaviriis tespit oranina yaklagmistir (Ahmed et al.
2013). Bu bulgular, Orta Irak' taki Rotaviriis prevalansinin 6nceki sonuglarindan
(%51,98) daha disiiktiir (Al-Kelaby 2008). Ayrica bu c¢alismada bulunan sonug,
Kuveyt'de daha dnceden tespit edilmis %43,6 oranindan daha diisiiktiir (Marmash et al.
2007). Yine, bu ¢alismanin viriisii tespit etme sonucu Umman'daki sonuglardan (%50)
daha diisiiktiir (Al Awaidy et al. 2009). Suriye'de de 6rneklerin %61'inde virlis tespit
edilmistir (Teleb 2008).

Komsu iilke Urdiin’de ise viriisiin prevalanst %39,9 olmustur (Nafi 2010). Tiirkiye'de
virlisin prevalansi yapilmis olan bir ¢alismada %33,1 bulunmustur (Aydin and Aktas
2017). Bu nedenle, pek ¢ok sebepten dolayr gelismekte olan tilkeler arasinda yer alan
Irak i¢in bu sonuglar sasirtict degildir. Bu sebeplerden bazilari; siyasi, finansal ve
giivenlik istikrarsizligi nedeniyle thmal edilen ve bozulan Irak saglik hizmetlerinin yani
sira diistik yasam standartlari, diisiik toplum hijyen standartlar1 ve yetersiz gida ve su
sanitasyonudur (Nasser et al. 2021). Toplumda rotaviriis enfeksiyon oraninin artmasina
sebebiyet vermis olabilecek bir diger faktdr, rotaviriisiin zoonotik gegisi gosterildigi
i¢in, Uiretken evcil hayvanlarin ev icinde yetistirilmesidir (Doan et al. 2013, Luchs et al.
2012). Ayrica, ozellikle diisiik gelirli iilkelerde, yiiksek derecede genetik benzerlik ve

dogrudan hayvandan insana gecen RV A suslarinin insan tiirleri ortaya ¢ikabilir (Nasser
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et al. 2021). Irak i¢in durum, kotii genel saglik kosullarindan muzdarip olan iilke i¢inde

yerinden edilmis ¢ok sayida miiltecinin varligiyla daha da kotiilesmektedir.

Mevcut ¢alismamizin sonuglari, Rotavirlis yoniinden en c¢ok pozitiflik tespit edilen
vakalarin bir yasindan kiigiik yas gruplarinda meydana geldigini, bir yasindan biiylik
cocuklarda ise daha diisiikk enfeksiyon oraninin oldugunu gostermistir. 0 - 12 aylik
bebeklerin hastaliga karsi daha savunmasiz olmasinin, bu bebeklerin kontamine
maddelere daha fazla maruz kalmasina bagli oldugu diisliniilmektedir. Bu yas
araligindaki ¢ocuklar her seyi agizlarina gotiirmeleri sebebi ve viriisiin oyuncaklar da
dahil olmak {izere yiizeylerde uzun siire yasayabilecegi diisiiniildiigiinde, potansiyel
olarak oldukga basit bir sekilde enfekte olabilmektedirler. Rotavirilis enfeksiyonlarinin
orani 24 aydan daha biiyiikk cocuklarda diistiigli icin, iki yasma gelen c¢ocuklarin
cogunun bir kez enfekte olmasi ve semptomatik olarak yeniden enfeksiyona karsi
bagisiklik sergilemesi miimkiindiir. Rotaviriis ile iligkili hastaliklarin, tiim ishalli
hastaneye yatislarin yiizde 20 ila 70'ine ve bes yasin altindaki c¢ocuklarda ishalden
kaynaklanan Oliimlerin yiizde 20'sine sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir. Cogu
arastirmanin  sonuclarina gore Rotavirlis, kiiciik c¢ocuklarda ve bebeklerde
gastroenteritin en yaygin nedenidir. Rotaviriis cogunlukla bes yasin altindaki ¢ocuklari
etkiler ve kiiciik cocuklarda Rotaviriis enfeksiyonlarinin yilizdesi daha biiylik yas
gruplarina gore daha fazladir (Fenjan er al. 2020). Daha biiyiik ¢ocuklarda Rotaviriis
enfeksiyonu, bu ajanla dnceki enfeksiyon nedeniyle klinik hastaliga kars1 bir dereceye
kadar koruma sebebiyle asemptomatik olabilir (Khafaji and Al-jiboury 2013). Ug
ayliktan kiiciik cocuklarda Rotaviriis enfeksiyonu daha az siklikta goriiliir, bunun nedeni
plasenta veya anne siitlii yoluyla gecen maternal antikorlarin yasamin ilk aylarinda RV
enfeksiyonuna kars1 pasif koruyucu etki saglamasi olabilir (Habash and Issa Habeeb
2018). Bu calismanin sonuglari, Rotaviriis enfeksiyonlarinin ¢ogunun bir yasindan
kiigiik yas gruplarinda oldugunu gosteren bir arastirmanin (Al-Tabtabai er al. 2020)
bulgular1 ile uyumludur. Calismamizda erkeklerde Rotaviriis enfeksiyonu insidansi
kadinlardan ¢ok daha fazla olmus ve Irak'n orta bolgelerinde yapilan daha onceki
calismalarda karsilastirilabilir bulgular rapor edilmistir (Al-Saidy 2019). Bu bulgu, daha
once Iran'da (Nasab er al. 2016) ve Urdiin'de (Alrwashdeh er al. 2020). Rotaviriis

enfeksiyonunun erkeklerde kadinlardan daha yiiksek oranda tespit edildigini gdsteren
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diger calismalarla Ortligmektedir. Ayrica beslenme Oriintiisii ile Rotaviriis insidansi
arasindaki iligkiyi inceleyen bir ¢alismada en yiiksek Rotaviriis enfeksiyonu %55,55 ile
biberonla beslenen cocuklarda tespit edilmistir, bunu sirasiyla %40 ile karma beslenme
ve %16 ile emzirme ile birlikte anne siitii alan ¢ocuklar gostermistir. Bu sonuglarin
varyasyonu istatistiksel olarak énemlidir (p < 0,01). Benzer baska bir yerel ¢alismada,
biberonla beslenen ¢ocuklarda Rotaviriis pozitiflik oran1 yine en yiiksek diizeyde tespit
edilmistir (Fenjan er al. 2020). Bu calismanin sonuclarinda da, biberonla beslenen
cocuklarda, karma beslenen ve anne siitii alan bebeklere kiyasla rotaviriis ile enfekte
olma oranmin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeni, kontamine
biberonlarda Rotaviriisiin daha kolay bulagabilmesi olabilir. Emzirme ayrica Rotaviriis
gastroenterit enfeksiyonu riskinin azalmasiyla da iligkilendirilmistir. Anne siitiinde
yiiksek antirotavirlis-IgA titreleri oldugu i¢in anne siitiiyle beslenen bebekler, diisiik
antirotaviriis-IgA titrelerine sahip olanlara gore rotaviriis enfeksiyonuna daha az
duyarlidir. Anne siitiindeki antimikrobiyal peptitlere ek olarak, anne siitii, dogustan
gelen bagisikligin gelistirilmesine yardimci olan laktaderin, laktoferrin, salgi IgA,
lenfositler, oligosakkaritler ve insan siitii glikanlar1 gibi biyoaktif bilesenleri
icermektedir. (Habash and Issa Habeeb 2018). Emzirilen yenidoganlarin Rotaviriis ile
enfekte olma durumunda daha az siddetli bulgular gosterdigi ve emzirme ile Rotaviriis
insidansin1 en aza indirebilecegi tespit edilmistir. Bebeklerde ve kiiciik cocuklarda,
rotavirlis enfeksiyonunun klinik belirtileri; kisa siireli hafif sulu ishalden, ates, kusma,
karm agris1 ve dehidratasyonla seyreden siddetli gastroenterit ishale kadar degisiklik
gosterebilir. Tiim ¢ocuklar hayatlarinin ilk bes yilinda en az bir kez Rotaviriis ile
enfekte olsalar da, Rotaviriis enfeksiyonunun neden oldugu siddetli ishale karsi en
savunmasiz olanlar 6 ila 24 aylik cocuklardir (Kargar et al. 2012). Rotaviriis
enfeksiyonu asemptomatik olabilir, bu da muhtemelen daha 6nce bu viriisle enfekte
olmalar1 nedeniyle bireylerin klinik hastalia karsi bir miktar korumaya sahip
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Transplasental bagisiklik ve anne siitii daha geng
gruplara koruma saglayabilir. Rotaviriis genotiplerinin ¢esitli cografi bolgelerde ve yilin
cesitli zamanlarinda tanimlanmasi, asilama rejimlerine rehberlik etmek agisindan kritik
bir noktadir (City et al. 2020). Rotaviriisiin diskidan toplanmasi, ishal sirasinda bagirsak
iltihab1 sonucunda yiiksek konsantrasyonlarda Rotavirlis partikiilii sacilimi olmasi

nedeniyle rotaviriisiin genotipik tespiti i¢in uygun bir yontem olmustur (Nakawesi et al.
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2010). Prevalans oranlarindaki varyasyon, tespit oranlarmi etkileyen farkli kosullarla
iliskili olabilir. Ornegin, incelenen drneklerin miktarinda, rnek toplama mevsiminde ve
farkli ¢calismalarda 6rnekleme yontemlerinde farkliliklar s6z konudur (Shaheen 2017).
Tespit yontemi olarak ELISA kullanilmasi iyi bir yontemdir, ayrica diisiik maliyetlidir
ve uygulanmasi basittir. Bununla birlikte, hastaligin tedavisini kolaylastirmak igin
viriistin tespiti i¢in hizli ve spesifik tan1 yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Jasim
2019). Rotaviriisiin farkli genetik tiplerini tespit etmek i¢in bir¢ok calisma yapilmistir.
Bu c¢alismada, viriisii tespit etmek i¢in ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu
teknigi kullanilmistir, ¢linkii bu test ile en yaygin genotipler tespit edilebilmektedir.
Kiiresel olarak G1-G4, G9 ve G12, P4, P6 ve P8 ile birlikte insanlarda en ¢ok saptanan
Rotaviriis genotipleridir (Maringa et al. 2020). Rotaviriis G1 genotipi diinyanin gesitli
bolgelerinde saptanan en yaygin genotiptir ve %36 ile %74 arasinda degisen siklikta
bildirilmektedir (Soares and Linhares 2010). Bu ¢alismada, karakterize edilen VP7 ve
VP4 gen segmentlerinden akut diyare sikayeti olan hastalarda RT-PCR ile rotaviriis
enfeksiyonu saptanmistir (Ahmed et al. 2013, Jasim 2019). Calismamizda Gl
genotipinin sikligi kiiresel egilimlere karsilik gelmektedir. G1 rotaviriis (%53,65) ile en
onde gelen G-tipi olup, bunu sirasiyla G2 (%17,07), G4 (%9,75), G3 (%4,87) ile takip
etmektedir. Bu sonug Iran (Lorestani et al. 2019), Tiirkiye (Aydin and Aktas 2017) ve
Misir (Shaheen 2017) gibi komsu {ilkelerde yapilan diger calismalarla benzerlik
gostermektedir. VP4'lin insanlarda en sik goriilen bi¢imleri ise P4, P6 ve P8'dir. P-
tipleme testleri sonrasinda P8 varlifi yaygin olarak (%65,85) tespit edilmistir. Bu
calismanin sonuglarinin, iran'da P8'in (%97,80) ile daha yaygin oldugunu bulan baska
bir calismada gozlemlenenlerle eslestigi gozlenmistir (Lorestani et al. 2019). Bu oran
Suudi Arabistan’da (%69,2) (Al-Ayed et al. 2017), Tirkiye’de (%72,5) (Aydin and
Aktas 2017), Tunus'ta (%81,9) (Bennour et al. 2019) olmustur. P tipi 8, diger P
tiplerinin en yaygin tiiriidiir. Bunu takiben, P 6, P 8'den sonra ikinci sirada yer almis
olup bu calismada yaygin olarak (%19,51) ortaya ¢cikmistir. P6 genotipi, sanayilesmis
iilkelerde nadir goriilen bir genotiptir ancak diinyanin Asya bolgelerinde yaygindir
(Arun et al. 2019). Bu calismada higbir vakada P4 bulunamamustir. P-tiplerinin bu
degisken c¢esitliligi, bolgede Onleyici miidahalelerin gelistirilmesi ve yiiriitiilmesi i¢in
cok onemlidir. Daha diisiik G-tipleme ve P-tipleme etkinligi, kismen bazi izolatlarda

RNA bozulmasina baglanabilir. Diinya ¢apinda yiirlitilen hemen hemen tiim
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epidemiyolojik aragtirmalarda tiplendirilemeyen RV bulunmustur. Tiplendirilemeyen
genotiplerin nedeni bilinmemektedir, ancak Rotavirlis genlerinin primer baglanma
bolgelerindeki bir nokta mutasyonu veya yeni ortaya ¢ikan Rotavirlis genotipleri ile

ilgili olabilecegi diistiniilmektedir (Azaran et al. 2018).

Genel olarak, GI1P8, G2P4, G3P8 ve G4P8 kiiresel olarak en yaygin dort baskin
genotiptir (Azaran et al. 2018). G1P8 suslari, diinya ¢apinda kesfedilen rotaviriis
suslarinin yaklasik %65'ini olusturmaktadir (Soares and Linhares 2010). Bu ¢alismada,
PCR teknigi ile ¢ocuklarin %41'inin Rotaviriis yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir.
Yine bu calismada G/P kombinasyonunun sonuglari, G1P8 genotipinin prevalansi
(%34,14) ile baskin oldugunu, bunu G2P8 (%14,63), G1P6 (%12,19), G4P8 (%7,31),
G4P6 (%2.,43), tiplendirlemeyen G (%12,19) ve tiplendirelemeyen P’nin (%9,75)
izledigini ortaya koymustur. Irak'da Rotaviriisiin genotiplendirilmesi konusunda sinirl
sayida ¢alisma yapilmistir. Mevcut sonuglar, RV'nin PCR ile saptanma oraninin %40,9
oldugunu bulan bir ¢alisma ile kismen uyumludur. En yaygin genotip G18 bulunmustur
(Nasser et al. 2021). Ayrica, mevcut sonuglar, Irak'da yapilan ve sonuglart G1P8
(%46,15) ve ardindan G3P8 (%15,38), G2P6 (%7,69), G4P8 (%7,69), GOPS (%7,69)
bulunan baska bir c¢alisma ile kismen uyumludur (Kareem and Hassan 2018). Buna
karsilik, mevcut c¢alismada incelenen hastalarda G1P8, G2P8, G4P8, G1P6 baskin
genotip olarak bulunmustur. Mevcut calismanin sonuglari, en yaygin olanin G2P6
oldugunu ve bunu GI1P8nin izledigini goésteren arastirmaci tarafindan yiiriitiilen
calismanin sonuglarindan farklilik gostermektedir (Ahmed et al. 2013). Bu ¢alisma, Iran
(Lorestani et al. 2019) ve Urdiin (Alrwashdeh et al. 2020) gibi komsu iilkelerde yapilan

diger arastirmalara benzerlik gostermektedir.

Mevcut calisma, 2006 - 2016 yillar1 arasinda 20 Afrika iilkesinde bes yas alt1 ¢ocuklar
arasinda yapilan 27 c¢aligmayr iceren ve en yaygin (%22,64) olan G1P8min en sik
izlenen ve sirasiyla G2P4 (%8,29), G9P8 (%6,95) ve G2P6 (%5,00) olan calisma ile
kismen uyumludur ve Kuzey Afrika'da yaygin olan dolasimdaki RV susglarmin (%65,70)
P8 genotipine sahiptir (Ouermi et al. 2017). Mevcut sonuglar G1P8’in en yaygin
genotip kombinasyonu oldugu (%42,2) ve bunu sirasiyla G9P8 (%21,1) ve G12P6
(%11,0)’nn izledigi Tiirkiye'dekilerle kismen tutarlidir (Aydin and Aktas 2017). Ayrica
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baska bir ¢alismada daha yaygin tespit edilen genotip G1P8 (%24,6) olmustur ve, bunu
G3P8 (%19,6), GOP8 (%12,2), G2P4 (%9,5), G2P8 (%6,5) ve G4P8 (%4.,8) takip
etmistir (Durmaz et al. 2018). Iran'da ise en yaygin G/P kombinasyonu G1P8 (%57,82)
olmustur ve, bunu sirastyla G2P8 (%16,98), G2P4 (%1,72), G3P8 (%4,69), G8P8
(%3,13), G4P8 (%3,13) ve G9P8 (%6,26) izlemistir (Lorestani et al. 2019). Mevcut
calisma; Iran, Tiirkiye, Suriye ve diger komsu iilkelerde meydana gelen RV genotipik
degisikliklerinin sik1 sekilde izlenmesi gerektigini dnermektedir. Baska bir ¢alisma ise,
belirli hayvan Rotaviriis suslarinin, belirli insan suslarina antijenik olarak benzerlikler
sergiledigini ortaya koymustur; bu durum, bir hayvanin insanlarda Rotaviriis
enfeksiyonu kaynagi olabilecegini gosterebilir (Geletu et al. 2021). Ayrica baska bir
calisma, yaygin Rotaviriis G1P8 genotipinin ¢ocuklarin yani sira buzagilar arasinda da
tespit edildigiNI bildirilmistir (Ammar et al. 2021). Klinik veya semptomsuz Rotaviriis
enfeksiyonunda digki ile Rotaviriis dokiilmesinin, maruziyetten sonra 10 giine kadar
devam ettigi gosterilmistir (Bartholomeusz and Locarnini 2006). Hayvan ve insan
diskilar1 tarimda hala giibre olarak kullanilmaktadir ve elbette bunlarin en tehlikelisi,
RV enfeksiyonu kaynagi olarak pisirilmeden taze tiiketilen sebzelerdir (Nasser et al.
2021). Farkli insan Rotaviriis suslarinin cografi dagilimi hakkinda epidemiyolojik
caligmalarin azlig, gelecekteki Rotavirlis asilar1 i¢in en onemli sorunlardan biridir.
Ayrica, gelecekte Rotaviriis salgmi kontrol stratejilerine yardimci olacak, DSO
tarafindan da tavsiye edildigi lizere, dolagimdaki yeni Rotaviriis suglarina karsi
korunmak i¢in polivalan bir Rotaviriis asis1 gelistirmenin gerekliligi nemli bir noktadir.
Mevcut ¢alisma, Irak agisindan Iran, Tiirkiye, Suriye ve diger komsu iilkelerde meydana

gelen RV genotipik degisikliklerine yogunlagmasi gerektigini gostermektedir.

5.1 Sonugclar

1. PCR teknigi Rotavirus genotiplerinin tespiti i¢in iyi bir yontemdir.

2. Molekiiler yontemler, su anda dolasan Rotaviriis suslarinin prevalansi hakkinda
faydal1 bilgiler saglayabilir ve bdylece viral prevalansin izlenmesine izin verebilir.

3. Mevcut arastirma, 6zellikle iki yasin altindaki ¢cocuklarda Rotaviriis gastroenteritinin
mevcut yiikiinii ve Irak ile komsu iilkelerde dolasan Rotaviriis suslarinin ¢esitliligini

dogrulamaktadir.
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4. Kiiciik ¢ocuklarda akut gastroenterite neden olan ve ge¢ vakalarda dehidratasyon ve

6lime yol agabilen ¢ok sayida Rotaviriis enfeksiyonu vardir.
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