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Anahtar Kelimeler:

Akut gastroenterit, tim dinyada oldukga sik gériilen dnemli bir halk saghg sorunudur. Ozellikle gocukluk caginda
gorulmekle birlikte tim yas gruplan etkilenebilmektedir. Akut gastroenterite en sik neden olan viral patojenler arasinda
rotavirus, kalisiviruslar (norovirus ve sapovirus), enterik adenoviruslar (adenovirus 40, 41) astrovirus ve bocavirus
bulunmaktadir. Bu calismada, akut gastroenteritli hastalarda imminokromatografik yontem ile rotavirus ve adenovirus
pozitif belirlenen diski érneklerde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile olasi viral etkenlerin aragtinlmasi amaglanmistir.

Bu calismaya Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi ve Kocaeli Derince Egjtim ve Aragtirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Ocak-Aralik 2013 doneminde akut gastroenterit 6n tanili hastalardan gonderilen ve Rota-
Adeno antijen testi (Laboquick, izmir, Tirkiye) galisilan toplam 502 diski 6rneginden rotavirus ve adenovirus poritif
bulunan 80 6rnek dahil edilmistir. Bu 80 &rnekte rotavirus, norovirs, astroviris ve adenoviriis Seeplex® Diarrhea
ACE Detection multiplex PZR system (Seeplex system; Seegene, Korea) kiti ile multipleks PZR ve bocavirusa 6zgil
primerlerin kullanildig) in-house PZR yontemleri ile arastinilmistir.

Bu calismada bir yillik sirede akut gastroenterit 6n tanisiyla gelen toplam 502 hastaya ait diski 6rneginin 80’inde
(15.9) antijen testi ile pozitiflik bulunmustur. Antijen testi ile pozitif 80 diski rneginin 74 (%92.5)" U rotavirus ve
6 (% 7.5)'si adenovirus pozitif diski drnekleriydi. Bu érneklerden multipleks PZR ile 72 (%90) rotavirus, 6 (%7.5)
norovirus belirlenmis, astrovirus ve adenovirus ise bulunmamistir. Bocavirusa 6zgiil PZR ile 2 (%2.5) érnekte bocavirus
belirlenmistir. Digki 6rneklerinin 6’sinda rotavirus ve norovirus birlikte, 2 Grnekte ise rotavirus ve bocavirus birlikte
porzitif bulunmustur.

Akut gastroenterit on tanisi ile gelen hastalarda rotavirus ve adenovirus tanisi icin antijen testinin uygun oldugu
dusuntlmektedir. Ancak epidemiyolojik veriler olusturmak icin  PZR ile diger viral etkenlerin de tanimlanmasi
gerekmektedir.
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Acute gastroenteritis is an important public health problem that is very common all over the world, affecting all age
groups, especially in childhood. Viral pathogens causing acute gastroenteritis include rotavirus, norovirus, sapovirus,
adenovirus, astrovirus. and bocavirus. In this study, it was aimed to investigate possible viral agents by polymerase
chain reaction (PCR) in stool specimens with positive rotavirus and adenovirus by immunochromatographic method in
patients with acute gastroenteritis.

Between January and December of 2013, a total 502 stool samples collected from patients diagnosed with acute
gastroenteritis were admitted in Research and Education Hospitals of Adnan Menderes University and Kocaeli Derince
were included and Only 80 samples were detected rotavirus ve adenovirus positive with Rota-Adeno antigen test (La-
boquick, izmir, Turkiye) were analyzed further. Rotavirus, norovirus, astrovirus and adenovirus were investigated using
the Seeplex® Diarrhea ACE Detection multiplex PCR system (Seeplex system; Seegene, Korea) and bocavirus presence
was determined using in-house PCR in 80 samples.

In this study, 80 (15.9) of stool specimens from a total of 502 patients who were diagnosed with acute gastroenteritis
for one year were found to be positive by antigen test. Of 80 samples were positive 74 (92.5%) rotavirus and 6 (7.5%)
adenovirus. In these samples, 72 (90%) rotavirus and 6 (7.5%) norovirus were detected by multiplex PZR and 2 (2.5%)
bocavirus by specific PZR, whereas no astrovirus and adenovirus were found. Rotavirus and norovirus were found
together in 6 of stool specimens and rotavirus and bocavirus were found together in 2 samples.

Antigen test for rotavirus and adenovirus diagnosis is considered appropriate in patients with acute gastroenteritis.
However, it is necessary to identify other viral agents with PCR to generate epidemiological data.
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Akut gastroenteritler bebek ve ¢ocukluk déneminde morbidite ve
mortalitenin alt solunum yolu enfeksiyonlarindan sonraki en sik
nedenidir'. Akut gastroenterit, her yas grubunda olmakla birlikte
ozellikle 5 yas altindaki cocuklarda daha sik goériillmekte, dehid-
ratasyona, malnutrisyona, uygunsuz ila¢ kullanimina ve 6limlere
neden olabilmektedir. Akut gastroenterit etkenlerinin ve sikhigin
bilinmesi etkin tedavi yaklasimi agisindan 6nemlidir?3.

Akut gastroenteritler ¢ogunlukla enfeksiydz ajanlarla olugsmakla
birlikte enfeksiyon disi sebepler de géz dniinde bulundurulmali-
dir. Enfeksiy6z akut gastroenteritler viral, bakteriyel veya paraziter
enteropatojenlere bagli olarak ortaya cikabilir. Gelismis Ulkelerde
enfeksiyoz ishallerin % 30-70’inden viruslar, % 10-20’sinden bak-
teriyel patojenler ve yaklasik % 5-10’undan parazitlerin sorumlu
oldugu bildirilmistirt.

Enfeksiydz diyareye en sik neden olan virislar arasinda rotavirus,
kalisiviruslar (norovirus ve sapovirus), enterik adenoviruslar (ade-
novirus 40, 41) ve astrovirus bulunmaktadir. Etiyolojik agidan
rolleri tam olarak bilinmeyen torovirus, koronavirus, aichi virus,
picobirnavirus, enterovirus, parechovirus diger gastroenterit etke-
ni olan virisleridir®. Bocavirus, Allender ve arkadaslan tarafindan
2005 yilinda solunum virusu olarak tanimlanmig, ancak gastroen-
terite de neden oldugu bircok ¢alisma ile gdsterilmis yeni bir gast-
roenterit etkeni virusdur®.

Viral gastroenteritlerde antiviral tedavinin olmamasi hem de gerek-
siz antibiyotik kullanimi nedeniyle, viral gastroenterit etkenlerinin
diskida saptanmasi gastroenteritlerin epidemiyolojisi ve gereksiz
antibiyotik kullamiminin 6niine gecilmesi  agisindan 6nemlidir.
Gastroenterite neden olan viruslarin tanisinda, hicre kdltird,
elektron mikroskopi (EM), lateks aglitinasyon (LA), immuinokro-
matografik ve enzim-isaretli immunolojik (EIA) yontemler gibi an-
tijen testleri ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler
yontemler kullaniimaktadir’. Hizli ve uygulanmalarinin pratik olmasi
nedeniyle antijen testleri gastroenteritin tanisinda bir¢cok merkez
tarafindan tercih edilmektedir®. Bu testler genellikle rotavirus ve
adenovirus son zamanlarda da noroviruse yonelik testlerdir. An-
cak akut gastroenteritlere bu virusler disinda norovirus, sapovi-
rus, astrovirus, bocavirus, torovirus, aichi virus, picobirnavirus,
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enterovirus, parechovirusun da neden oldugu bilinmektedir®. Bu
calismanin amaci, akut gastroenteritlerde imminokromatografik
yontem ile rotavirus ve adenovirus pozitif belirlenen diski drnek-
lerde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile olasi viral etkenlerin
arastirilmasidir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma prospektif, tanimlayici temelde gerceklestirilen epide-
miyolojik bir caismadir. Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip
Fakiltesi ve Kocaeli Derince Egjtim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’'na Ocak-Aralik 2013 déneminde akut
gastroenterit 6n tanisiyla gelen toplam 502 diski 6rneginde Ro-
ta-Adeno antijen testi (Laboquick, izmir, Tirkiye) ile rotavirus ve
adenovirus pozitif bulunan 80 6rnek calismaya dahil edilmistir.
Hastalarin 54 (%67.5)" U erkek, 26 (%32.5)" si kadin cinsinden
olusmaktadir. Yas ortalamasi 2.7+ 5.8 (yas aralig, 0-13 yas) yil
olarak belirlenmistir. Rotavirus ve adenovirus antijeni pozitif top-
lam 80 6rnekte PZR ydntemi ile rotavirus, norovir(s, astroviris,
adenovirls ve bocavirus arastinlmistir. Bu amagla rotavirus, noro-
virUs, astrovirls ve adenoviris icin ticari olarak Seeplex® Diarrhea
ACE Detection multiplex PZR system (Seeplex system; Seegene,
Korea) kiti ile Gretici firmanin dnerilerine gére multipleks PZR ve
bocaviris ise virusa 6zgul primerlerin kullanildig) in-house PZR ile
arastirilmistir.

Rotavirus, norovirus, astrovirus ve adenovirus icin, diski 6rnekle-
rinden RNA izolasyonu ve multipleks PZR “ Seeplex® Diarrhea
ACE Detection multiplex PCR system” (Seeplex system; Seegene,
Korea) Kkiti ile Gretici firmanin Gnerilerine gore caligilmigtir. PZR
rGnlerinin %1.5 agaroz jel elektroforezi sonrasinda 100-1000
baz ciftlik DNA belirteci yardimiyla astroviris igin 650 bg, enterik
adenovir(s icin 411 bg., grup A rotavir(s icin 541bc¢ ve norovirlis
gengrup | ve Il icin sirastyla 304 ve 214 b¢’de porzitif sonug veren
ornekler belirlenmistir’.

Bocavirus icin, PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, USA)
ile Gretici firmanin 6nerileri dogrultusunda diski drneklerinden
DNA izolasyonu sonrasinda GAPHD-F(5" TGA ACG GGA AGC
TCA CTG G-3’) ve GAPHD-R(5’ TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-
3’) primerleri kullanilarak PZR islemi gergeklestirilmistir. PZR 0riin-




lerinin %2 lik agaroz jelde elektroforez islemi sonrasinda 354 bg
bant olusturan pozitif 6rnekler belirlenmistir®.

istatiksel analiz icin SPSS18.0 software package (Chicago, IL, USA)
programi kullanilmistir. P <.05 istatistiksel olarak anlamli olarak
degerlendirilmistir.

Bulgular

Bu c¢alismaya alinan antijen testi ile pozitif 80 diski 6rneginin 74
(%92.5 )" U rotavirus ve 6 (% 7.5)’si adenovirus porzitif digki or-
nekleriydi. Bu 6rneklerden multipleks PZR ile 72 (%90) rotavirus,
6(%7.5) norovirus belirlenmis, astrovirus ve adenovirus ise bulun-
mamistir. Bocavirusa 6zgll PZR ile 2 (%2.5) 6rnekte bocavirus
belirlenmistir (Tablo 1). Diski 6rneklerinin 6’sinda rotavirus ve no-
rovirus birlikte, 2 drnekte ise rotavirus ve bocavirus birlikte pozitif
bulunmustur.

Calismaya alinan toplam 80 diski 6rneginde pozitif bulunan viral
etkenlerin hastalarin yas gruplarina gére dagilimi tablo1 de veril-
mektedir. Rotavirus poxzitifligi 12 aydan kicik cocuklarda diger
gruplara gore istatistiksel olarak anlamda oranda daha yiksek bu-
lunmustur (p<0.005). Diger yas gruplan ve diger viral etkenler
arasinda herhangi bir istatistiksel anlamli iligki bulunmamistir.

Tablo 1. Gastroenterit etkenleri Rotavirus, Norovirus ve Bocavirus’iin
yas araliklarina gore dagilimi
Virus
Yas Gruplari Rotavirus Norovirus Bocavirus
n % n % n %
<12 ay 18 25 |2 2.5
12-24 ay 30 42 | 2 251 1.25
25-60 ay 14 19 |2 251 1.25
>60 ay 10 14
Toplam 72 90 | 6 75 |2 1.25
Tartisma

Akut gastroenterit, tm diinyada oldukca sik gorilen dnemli bir
halk sagligi sorunudur. Ozellikle ¢ocukluk gaginda gorillmekle bir-
likte tim yas gruplarn etkilenebilmektedir'®. Enfeksiyoz diyarelerde
virislarin %50-70 oranda sorumlu olduklari gdsterilmistir. Yeni-
dogan ve kiicik cocuklardaki viral gastroenteritlerin en sik sebebi
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rotaviruslar olup, diger gastroenterit viruslar arasinda ise enterik
adenoviruslar, astroviruslar, noroviruslar ve sapoviruslar yer al-
maktadir™.

Bu ¢alismada bir yillik sGrede akut gastroenterit 6n tanisiyla ge-
len toplam 502 hastaya ait diski 6rneginin 80’inde (15.9) antijen
testi ile pozitiflik bulunmustur. Bu 6rneklerin 74 (%14.7)’0 rota-
virus, 6’st (%1.2) adenovirus olarak belirlenmistir. Bu 80 antijen
pozitif érnek PZR ile viral etken yoniinden tekrar arastinldigin-
da 72’(%90) 6rnekte rotavirus, 6 drnekte (% 7.5) norovirus ve
2 drnekte (%2.5) bocavirus belirlenmistir. Orneklerin hicbirinde
adenovirus ve astrovirus belirlenememistir. Antijen testi ile rota-
virus porzitif bulunan 74 &rnegin ikisinde PZR ile rotavirus buluna-
mamistir. PZR ydntemi antijen testi ile karsilastinldiginda duyarli-
g %97.3, 6zgllligh %100 olarak bulunmustur. Bunun nedenin
orneklerin derin dondurucuda saklanip tekrar ¢ozerek calisilmasi
nedeniyle olusabilecek niikleik asit kaybi ya da diski 6rneklerinde
bulunan ve yalanci negatif sonuclara neden olabilen fenolik bile-
sikler, yag, glikojen ve selliloz gibi inhibitorlerin etkisi ile oldugu
disunilmektedir'2. Ancak antijen testleri ile belirlenemeyen gast-
roenterit virusleri PZR ile belirlenebilmektedir. Bu ¢alismada rota-
virus pozitif bulunan diski 6rneklerinin 6’sinda norovirus, ikisinde
bocavirus ve toplam %710 oraninda pozitif bulunmustur. Bu virusler
icinde norovirus ticari antijen testi bulunurken bocavirus icin halen
antijen testi bilinmemektir. Noroviruslerin de 6nemli bir gastroene-
terit etkeni olmasi nedeniyle diskida antijen testlerinin kullanilabi-
lecegi dusiinilmektedir. Diger taraftan adenovirus pozitif bulunan
6 ornekte de PZR ile adenovirus saptanamamistir. Bu ¢alismada
kullandigimiz “Seeplex® Diarrhea ACE Detection multiplex PCR”
kiti enterik adenovirus 40 ve 41 tiplerini belirleyebilmektedir. Bu
nedenle calisilan diski drneklerinde var olan diger adenovirus
tipleri saptanamamis olabildigi gibi diskida bulunabilecek inhi-
bitdrlerin etkisi ile de PZR testi ile sonug alinamamis olabilir. Bu
durumda antijen testi ile diskida adenovirus arastirilmasinin tani-
da uygun oldugu disinilmektedir. PZR ile adenovirus tanisinda
gastroenterit etkeni adenovirus tiplerinin tamamini iceren iceren
kitlerle yapilmast ile yalanci negatifliklerin 6niine gecilebilecektir'.
Bu calismada rotavirus ve adenovirus negatif olan 6rneklere hem
maliyet hem de is yiki nedeniyle PZR yapilamamistir.
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Diskida antijen testleri, direk ve kolayca uygulanmalari, maliyet et-
kin olmalari, ek olarak bir ekipman gerektirmemeleri, kolayca de-
gerlendirilebilmeleri ve diskidaki inhibitorlerden etkilenmemeleri
nedeniyle tanida tercih edilebilmektedir's. Rotaviriis ve adenoviris
antijen testleri kolay olmalari, ayni anda birden cok etkeni tanim-
layabilmeleri, kisa sirede sonuc vermeleri gibi olumlu 6zellikleri-
nin yaninda ELISA testleriyle de uyumlu sonuglar veren ve yilksek
duyarliliga sahip testlerdir. Bu nedenlerle son yillarda immiinokro-
matografik yontemle calisan testler rutin hizmet laboratuvarlarinda
giderek daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Rotavirus ve ade-
novirusu saptayan hizli antijen testlerinin  duyarliigl %86.7-100,
0zgllligu ise %87.5-95 arasinda bulunmustur™. Calismamizda
kullanilan antijen testinin dretici firma tarafindan verilen duyarlilik
ve 6zgillukleri rotavirus antijen testi icin %98.4 ve %98.9, adeno-
virus icin %98.5 ve %99°dur.

Akut gastroenteritlerde en sik gorilen etken rotaviriis olup dl-
keden Ulkeye ve ayni ilke icinde bolgeler arasinda farkliik goste-
rebilmektedir'®. Diinyada yapilan calismalarda, cografik bdlgelere
gore farklilik gostermekle birlikte, akut gastroenteritli cocuklarda
RV poritifliginin %11-71 arasinda degistigi bildirilmektedir”. Dinya
Saglik Orgiitii (DSO)'niin verilerine gore rotavirus porzitifligi orta-
lama olarak Avrupa’da % 20-40, Amerika’da % 5-25, Asya'da %
30-50 ve Afrika'da ise % 10-65 arasinda degisen oranlarda bildiril-
mektedir”. Ulkemizin gesitli bolgelerinde yapilan calismalarda da,
ishalli cocuklarda immunokromatografik test ile rotavirus pozitiflik
oranlari %12.5 ile %53 arasinda bildirilmektedir2,11,18-22. Bu
calismada saptanan rotavirus pozitifligi %15 orani ile Glkemizde-
ki oranlar ile benzerlik gostermektedir. Rotavirus, bes yas altinda
oOzellikle 6-24 ay arasi gocuklarda daha sik goriliir ve bu olgularda
diyare daha agr seyirlidir8,17,23. Bu calismada PZR ile diskida vi-
ral gastroenterit etkeni tanimlanan hastalarin yas gruplarina gore
dagiimi incelendiginde yaklasik %66’sinin 2 yas altinda oldugu
beliflenmistir. Ulkemizde yapilan calismalarda da 2 yas altinda da
diskida rotavirus %58.1-% 66.2 oranlari ile benzer sekilde bildi-
rilmektedir?252¢, Hastalarin cinsiyet acisindan viral etken pozitif-
ligi degerlendirildiginde sadece2 yas altindaki erkek cocuklarda
rotavirus istatistiksel olarak anlamli seviyede daha fazla oranda
bulunmustur (p= 0.016). Buna karsin adenoviriis saptanan hasta-
lar arasinda cinsiyetler ve yas gruplar arasinda istatistiksel olarak
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anlamli bir farkliik bulunmamistir (p= 0.701). Bu durumun ade-
novirus saptanan ornek sayisinin az olmasi ile iliskili olabilecegi
disiintlmektedir.

Bu calismada PZR uygulanan toplam 80 6rnegin 8 (%10) inde
norovirus ve bocavirus bulunmustur. Norovirus, tim yas grup-
larinda sporadik vakalara ve en sik gida ve su kaynakli epidemik
gastroenteritlere neden olmaktadir?”. Son yillarda gida kaynakli
norovirus salginlarinin sayisinda artis oldugu, su kaynakli norovi-
rus salginlarinin ise daha nadir oldugu bildirilmektedir?®?. En sik
5 yas altinda olmakla birlikte tim yas gruplarinda norovirus %18
oraninda akut gastroenteritten sorumludur®. Ulkemizde ¢ocuk yas
grubunda norovirus iliskili gastroenterit epidemiyolojisini arastiran
cok fazla ¢alisma bulunmamakla birlikte akut gastroenteritli co-
cuklarda norovirus pozitifligi %5.2-% 22.8 olarak bildiriimektedir
233132 By calismada norovirus pozitifligi %7.5 orani ile literatirde
belirtilen oranlar ile alt sinira yakin olmakla birlikte uyumlu olarak
belirlenmistir.

Bocavirus (HBoV)’e bagli solunum yolu ve gastrointestinal enfek-
siyonlari tiim dinyada ¢ocuk ve eriskinlerde gorilebilmektedirss.
Dort grupta toplanan bocaviruslardan BoV1 solunum ve diski
orneklerinden, BoV2-BoV4 ise siklikla diski 6rneklerinden nadi-
ren solunum &rneklerinden izole edilebilmektedir®>3¢. Bocavirus
prevalansi %0.8-%20 arasinda degismektedir35. Calismamizda
2 (%2.5) hastada bocavirus pozitif bulunmustur. Banglades ve
tlkemizde bir merkezin birlikte yurittigi calismada akut diyare-
i cocuklarin diskilarinda bocavirus prevalansini sirasiyla %63 ve
%8.7 olarak, ayrica virusun neden oldugu mikst enfeksiyonlarda
yiksek oranlarda gorildigu belirtilmistir. Arastirmacilar sonug-
larimin diyareli enfeksiyonlarda bocavirusun etken olarak rolind
destekleyebilecegini bildirmektedirs®. Bocavirusun gastroenterit
etkeni olabilecegini destekleyen diger bir calismada akut gastro-
enteritli cocuklarin %9.1’inde bocavirus pozitif bulunurken, boca-
virus porzitif hastalarin 20’sinde tek basina etken iken, 28 hastada
koenfeksiyon gdzlenmistir®®.

Farkl Glkelerde yapilan calismalarda mikst viral gastroenterit vaka-

larinin %6.3 ile %42 arasinda degistigi gosterilmistir36. Bir calis-
mada mikst enfeksiyon oranini %5.3, bocavirus ve rotavirus koen-
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feksiyonu %2.6 ve bocavirus ile norovirus koenfeksiyonu %1.3,
diger bir calismada mikst enfeksiyon oranini %7.2, norovirus ve
rotavirus koenfeksiyonu %2.5, rotavirus ve BoV2 koenfeksiyonu
%0.5 olarak” 3. Calismamizda mikst enfeksiyon orani %7.5 olarak
bulunmustur.

Sonug olarak, akut gastroenterit dn tanisi ile gelen hastalarda rota-
virus ve adenovirus tanisi icin antijen testinin uygun oldugu disi-
nilmektedir. Ancak epidemiyolojik veriler olusturmak igin PZR ile
diger viral etkenlerin de tanimlanmasi gerekmektedir.
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