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I SUNUM PLANI

& \iral Gastroenterit etkenleri
& Rotavirus

& Norovirus
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I Viral Gastroenterit Etkenleri Nelerdir?

& Enterik adenovirus
& Astrovirus
@ Digerleri; Togavirus, Aichivirus,

Picobirnavirus



I Rotavirus |



Rotavirus

® Reoviridae allesinde

® |kozahedral yapida

® 70 nm buyuklugunde

® Cift tabakali protein
kapsidi

® Zarfsiz

® Lipid ¢cozuculere direng




Rotavirus Genom Yapisi

Genomu 11 segment
Cift iplikli RNA
RNA Polimeraz enzimi
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Patogenez

® Fekal-oral yolla bulasir.

#® Ince barsak villuslarinin ucunda bulunan
enterositleri enfekte ederler. Enterositlerin
sitoplazmasinda cogalirlar.

® Villus epiteli atrofi olur,
mikrovilluslar kisalir ve azalir.
Transport mekanizmasi bozulur.




Klinik Bulgular

® Yeni dogan ve ¢cocuklarda, ishalli hastaliklarin
buyuk bir kisminin etkenidir.

® Inkiibasyon periyodu 1-4 giin
® Tipik semptomlari; ates, karin agrisi, kusma ve
diyaredir.

M ishal, kusma ve ates ' ishal ve kusma ishal ve ates Kusma ve ates
M ishal W Kusma Ates



I Tani

® Digki suludur
® Lokosit ve eritrosit icermez

® Diski hastaligin akut devresinde alinmalidir
- Semptomlarin bagslamasindan itibaren 1-5 gun
icinde
® Ishalinin erken doneminde diskida 1010-11 /m|
kadar yuksek sayida virus taniyi kolaylastirir.



Ozgul Tani Teknikleri

® Mikroskoplainceleme
- IEM ve EM (A grubu disindakilerde goézlenebilir)

® Kultur
- !Vlaymun bobrek huicre dizisi MA104 A grubu rotaviruslar
- Insan kolon karsinoma huc. diz. CaCo-2

® Serolojik testler
- *Digkida Antijen Saptama
- ELISA ve Lateks aglutinasyon } Sadece grup A rotaviruslar
- *Diskida antikor saptama
- ELISA ve Lateks agliitinasyon testi => Diskida IgA ve IgM
® Molekiiler ydontemler 1-10 gun(+)
- RT-PZR
- SDS-PAGE ile elektroforetiplendirme ve Nikleik asit
hibridizasyon tk.



I Tani-ELISA

® Rotavirus varhgi ELISA (Rotaclone, Meridian
Diagnostics, U.S.A.) kiti kullanilarak
gosterilmistir.



I Tani-Electropherotyping

® dsRNA ekstraksiyonu: fenol-kloroform-
izoamilalkol yontemi ile yapiimistir.

® Elde edilen dsRNA’lara PAGE yontemi ile
elektroforetipleme yap|Im|§t|r

® Bes elektroforetip wo2s o,

- E1; uzun patern G9P[8]
- E2; uzun patern 1P[8]

- E3; uzun patern G1P[8]
- E4; kisa patern G9P[8]

- ES; kisa patern G9P[8]



Tani

SPDS-PAGE




I Tani-PCR

® VP7 ve VP4 gen amplifikasyonu icin once RT-
PCR (AccessQuick RT-PCR, Promega
Corporation, Madison, WI, USA), ardindan Beg9

ve End9 ile con-2 ve con-3 primerleri
kullanilarak PCR yapiimistir.

® G ve P spesifik genotip tayini icin PCR
(Promega) Gouvena ve Gunasena tipe spesifik
primerleri kullanilarak yapiimigtir.

Bozdayi G et al. Diversity of human rotavirus G9 among children
in Turkey. J Med Virol. 2008 Apr;80(4):733-40.



I Tani-PCR




I Tani-DNA DIzl ANALIZI

® VP7 ve VP4 genlerinin DNA dizi analizi BigDye
terminator v3.1 cycle sequencing kiti (Applied
Biosystems, Foster city, CA, USA) uretici
firmanin onerileri dogrultusunda ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
cihazinda calisiimistir.

® G9 olarak tiplendirdigimiz orneklerimizin
filogenetik analizleri GenBankasindan alinan
dizilerle beraber Mega 3.1 programi ile
“Neighbor-Joining Method” kullanilarak yapildi.



ani-Filogenetik analiz

Turk G9 turlerinin VP8

geni amino asit dizileri ile
yapilan filogenetik
analizde ise; lineage
I’deki grup ile %89-97
identik bulunmustur.

Bozdayi G et al. Diversity of human rotavirus G9

among children in Turkey. J Med Virol.
2008 Apr;80(4):733-40.
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I Norovirus |



Norovirus

@ Norwalk, Ohio - 1968 - gastroenterit salgini

@ Kapikian ve arkadaslari tarafindan, 1972°de
immun elektron mikroskopisinin
kullanilmaya bagslanmasiyla tanimlanmisgtir.

Clinical Virology, Ed. Richman, 2011



NOrovirus

Norwalk virusun klonlanmasindan once her
uyeye tanimlandigi bolgenin ismi verilmistir:

& Hawall virus

& Snow Mountain virus

@ Toronto virus

@ Bristol virus

& Montgomery county virus



I NOrovirus

@ Elektron mikroskobundaki yuvarlak
goruntusunden dolayi, gecmiste NVL'lar
“small round structered viruses” (SRSV)
olarak tanimlanmistir.

@ Uluslararasi Virus Taksonomisi Komitesi
tarafindan 1999 yilinda NoV (Norovirus) olarak
tekrar isimlendirilmistir.



I Norovirus

@ Yetigkinlerde ve cocuklarda yaygin bir sekilde
gastroenteritlere neden olan bir patojendir.

@ Ozellikle kis mevsimlerinde akut salginlara
sebep olmaktadir.

& Gelismis ulkelerde ozellikle kuicuk cocuklarda
hastane basvurularinin onde gelen
sebeplerinden birini olustururken, gelismekte
olan ulkelerde onemli bir mortalite sebebidir.

Desai R, et al. Susceptibility to winter vomiting disease: a sweet
matter. Rev Med Virol. 2011 Nov;21(6):370-82. doi:

10.1002/rmv.704.



Norovirus

@ Caliciviridae familyasinda

& Zarfsiz, 32 tane kupa seklinde
cokuntu

@ |lkozahedral yapih

& ~ 38 nm capinda
@ 7.6 kb tek zincirli RNA virusu




Genomik Organizasyonu

Non-structural polyprotein VP1 Capsid 3 VP2 |
| Nterm NTPase p20 VPg Pro Pol | ORF2  HORF3H

P1 P2 subdomain P1
1 225 279 4035 930

Genom yapisi ve kapsid domainleri

Yapisal olmayan poliprotein, 6 olgun proteine ayrilir: N-terminal protein
(p48), Nuikleozit trifosfataz (NTPaz), fonksiyonu bilinmeyen bir protein
(p20), genomun 5’ ucuna kovalent bagli olan VPg, 3C benzeri proteinaz

olan (Pro), RNA bagimli RNA polimeraz (pol)



Genotipleri

& NoV sekans benzerligine dayanarak 5 genogruba (G)
ayrilmaktadir.

& Genogruplar en az 30 genetik kumeye (genocluster)
ayrilirlar:

Norovirus Genogruplari

Gl.1, Gl.2, Gll.1, Gll.2, Glll.1, GIV.l GV.1
Gl.3, Gl.4, Gll.3, Gll.4, GllIl.2
Gl.5, Gl.6, Gll.5, Gll.6,
Gl.7, GI.8 Gll.7, GII.8,
GlIl.9, GII.10,
Gll.11, Gll.12,
GIl.13, Gll.14,
Gll.15, Gll.16,

Gll.17 Matthews JE, et al. The epidemiology of published norovirus outbreaks: a review
of risk factors associated with attack rate and genogroup. Epidemiol Infect. 2012

Jul;140(7):1161-72.



Genotipler!

@ Gl, Gllve GIV @ insan
® Gl & sigir
@ GV &) fare

Norovirus suslari, her genetik kimenin prototip
viruslari ile kiyaslanarak siniflandirilmaktadir. Bir
genetik kimenin norovirus suslari, referans sus olan
prototip virusun VP1 bolgesine ait aminoasit sirasi ile
en az %80 benzerlik gostermektedir.

Matthews JE, et al. The epidemiology of published norovirus
outbreaks: a review of risk factors associated with attack rate and
genogroup. Epidemiol Infect. 2012 Jul;140(7):1161-72.



I Genotipleri

@ Her i1zolat rutin olarak sus/yil/ulke
isimlendirmesini kullanmaktadir. NV/93/USA



Bulasma

Animal reservoir

Infected food-
handler

Person to person

] giew'of Noro s in Food Safety
“e___Research: Rationale for Considering Volunteer Studies. Food Environ

Virol. 2012 Mar;4(1):6-13.



I Bulasma

Noroviruslar son derecede bulasicidir ve salgin
olusturmasinda iki ozelligi rol oynamaktadir:

@ 10-100 virus partikulunden olugsan ¢ok az
miktardaki enfektif doz bile oldukca yuksek
derecede bulasici bir ajan

@ Donmaya, 60°C’ye kadar isitilmaya, klorla
dezenfekte edilmeye, asidik kosullara, sirkeye,
alkole, aseptik el solusyonlarina ve yuksek
seker konsantrasyonuna karsi direncli



I Immiinolojisi

& Zamanla bagisik cevap zayiflamakta, 3-4 yil
sonra aynli virusla reenfeksiyonlar
olabilmektedir.

@ Noroviruslarin genetik degisikligi de goz
onune alindiginda hayat boyu noroviruslaria
tekrar infeksiyonlar olabilir.



I Tani

NoV salginlarinda tani genellikle hastalarin
klinik tablosuna gore yapilmaktadir.

CDC’nin epidemiyolojik kriterleri:

@ Orneklerin bakteriyel ve paraziter acidan negatif
olmasi

& Hastalarda >%50 kusma olmasi

& Hastalik suresinin 12-60 saat, inkubasyon
suresinin 24-48 saat olmasi



Tani Yontemleri

Virusun klonlanmasindan once kullanilan tani
yontemleri

Mikroskopla inceleme

& Elektron mikroskobi

@ Immin elektron mikroskobi
Serolojik Testler

& Radyoimmunassay

@ Adherens hemaglutinasyon deneyi

& Western blot
@& Enzim bagh immunosorbent assay (ELISA)



Tani Yontemleri

Norovirusun klonlanmasi ve dizi analizinden
beri tani icin iki test kullaniimaktadir:

& RT-PCR (Reverse transkriptaz-PCR)
@ ELISA

Vashist S, et al. Development of a strand specific real-time RT-
gPCR assay for the detection and quantitation of murine
norovirus RNA. J Virol Methods. 2012 May 22.



Nukleik Asit Saptanmasi

Genom sekansinin bilinmesi, NoV genomunun
tespiti icin nukleik asit hibridizasyon
yontemlerinin dizayninin ve RT-PCR
yontemlerinin kullanilmasini saglamistir.

& En duyarh tani yontemi - RT-PCR

& Avantaji »> 100 partikul /ml’de virusu
saptayabilmesi

Vashist S, et al. Development of a strand specific real-time RT-gPCR
assay for the detection and quantitation of murine norovirus RNA. J
Virol Methods. 2012 May 22.



I Nukleik Asit Saptanmasi

@ Epidemik salgin arastirmalarinda ilk sirada
kullaniimaktadir.

@ RT-PCR ve ELISA NoV’lan tanimlamak i¢in
birlikte kullaniimaktadir.

Greig JD, et al. Areview of nosocomial norovirus outbreaks:
infection control interventions found effective. Epidemiol Infect.
2012 Jul;140(7):1151-60.



& NoV’lar icin gelistirilen ELISA testlerinin cogu
baculovirusta eksprese edilen viral kapsid antijenlerine
dayanmaktadir.

@ Kapsid antijenleri digki orneklerinde bulunan gercek
viruslara morfolojik ve antijenik olarak benzerdir.

ELISA

+ substrate
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I ELISA

@ Antijen tespiti icin kapsid antijenleri ile immunize
hayvanlardan elde edilen hiperimmun antikorlarin
kullanildigi sandvic formatindaki ELISA digki
orneklerinde viral antijenlerin tespiti icin
gelistirilmistir.

@ Genellikle yuksek titrede antikorlar elde
edildiginden klinik orneklerde 104-10° viral
partikul/ml saptanacak kadar duyarhdir.

@ ELISA ile NoV’un tum antijenik tipleri
saptanamamaktadir.

Okame M, et al. Anti-norovirus polyclonal antibody and its
potential for development of an antigen-ELISA. J Med Virol.
2007 Aug;79(8):1180-6.



I Turkiye’de Norovirus

Turkiye’de 2008 yilinda ortaya ¢ikan ilk
norovirus salgininin laboratuvar sonuclarinin
degerlendirilmesi

ELISA Poz. Sayi (%) Real time-PCR

13/50 (%26) 13/40 (%33)
Real-time PCR: 13 6rnegin 9'u GlI, 4’0 Gl



I Sonuc olarak;

@ Antjen testleri veya PCR testleri ile pozitif
sonuclar kesin taniyi gosterir.



Digki orneklerinin alinmasi igin yapilan igslemler

Ornek Tiirii Diski 6rnegi
Ornek alma
zamani Hastalik belirtilerinin baglamasindan sonra en kisa surede, ilk 48-72 saatte alinmalidir.
Ornek alma Sizdirmaz kapakli, spatulali, plastik kaba 2-4 g digki veya 10mL sulu digki 6rnegi alinmalidir
ozelligi Salginlarda en az 3 érnek alinmalidir (13).
Trasport - . o .
L Digki kaplari kilitli plastik posetlere konur ve buz paketleri ile birlikte en ge¢ 48 saat icinde
Ozellikleri +4°C’de laboratuvara génderilir.
Gecikme olursa -70°C’de kuru buzda génderillir.
Saklama Ornekler alindiktan sonar antijen testi yapilana dek bir kag giin +4°C’de saklanabilir.
kosullari PCR icin digki dérnekleri test edilene kadar -20°C veya -70°C’ye konulmalidir.
Antijen testleri igin diski ornegi kitdeki diluent ile protokole gore suspense edilmelidir.
Orneklerin ) . N -
hazil Molekuler testler icin digki rnegi %10 PBS (Phosphate buffered saline;fosfat tamponlu tuz
azirlahmast cozeltisi) ile diliie edilip 5 dk vortekslenir ve 10.000g'de 10 dakika (veya 8000 rpm’de 15
dakika) santrif(j edilir. Ustteki sividan viral RNA ekstraksiyonu yapilir (14).
Digki ornegine idrar karismamalidir, tuvalet kagidi pargasi icermemelidir.
Viroloji Kabtan sizma olmamalidir.
laboratuvari Hasta kablari etiketli olmalidir. Hasta adi, yasi ve ornek toplanma tarihi belirtiimelidir.

ornek kabul ve

red kriterleri

Laboratuvar istek formu olmalidir.
Trasportta soguk zincir kurallarina uyulmalidir.




UYARI:

@Rektal suruntu; ornekleri yetersiz miktarda virus
icerdiginden ilave ornek olarak alinabilir ve PCR testi
ile calisiimahidir.

- Ekuvyon anal sfinkterden 1-2 cm ilerletilir ve anal
kriptlerde rotasyon yaptirildiktan sonra geri ¢ekilir.

- Dakron, rayon veya “flocked” ekuvyon ile alinan ornek 3
mL PBS igine konur. (15, 16).

@Yeni dogan bebeklerden digki ornegi alinmasinda
digkinin beze absorbe olmamasi icin bebek bezi ters
baglanip plastik dig yuzeyinin i¢ kisma gelmesi
saglanir ve spatula ile ornek alinir



Test ve stiresi

Immuno-

kromatografik

test

(15-20 dk)

Norovirus

Rotavirus

Adenovirus

RIDA®QUICK
SD Bioline

RIDA®QUICK
CombiStrip (Coris)
Dipstick Eiken
ROTAstrip (Coris)

RIDA®QUICK

Testin
Duyarhhg:

(%)

61.4-83.3
54-62

88.8
76.5
95.8
99

28.6

ozgiilliigli

(%)

87.5-100
67-98.6

100
68
93.3
96

100



Test ve stiresi

ELISA

antijen testi

(1-3 saat)

Norovirus

Rotavirus

Astrovirus

Adenovirus

IDEIA Norovirus
RIDASCREEN
(R-Biopharm)

RIDASCREEN IDEIA
(Dako)

Premier Rotaclone
VIDAS (bioMerieux)
RIDASCREEN

Novitec

Testin
Duyarhhg:

(%)

58.9-78.9
40-78.3

82.1
96

98.1
76.8

100

85

ozgiilliigli

(%)

93.9-100
83.3-97

100
99
97.5
100

93-100



Test ve stiresi

Lateks
agglitinasyon
test

(2-5 dk)

Rotavirus

Adenovirus

Slidex (bioMerieux)
MUREX (Abbott)
Pastorex (Biorad)
Adenolex

Testin
Duyarhhg:

(%)

85.7
68
85.9
46

ozgiilliigli

(%)

100
L)
97.7
L)



Test ve stiresi

PCR testi
(1-2 gun)

Norovirus

Argene
Cepheid

Testin
Duyarhhgi o6zgillugii

(%) (%)

92.8 100
91.2 100



Test ve stiresi

Real-time PCR
testi
(1-2 gun)

Rotavirus
Adenovirus
Norovirus

Seeplex
Seeplex
Seeplex

Testin
Duyarhhg:

(%)

100
100
97

ozgiilliigti

(%)

100
100
99.4



—

ISHALSIZ MUTLU GUNLER
DILER,



