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Amag: Akut gastroenterit (AGE), erken ve dogru tedavi edilmediginde 6zellikle cocuklarda yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyredebilen ve tiim diinyada sik goriilen bir enfeksiyondur. Cocukluk déneminde en sik Rotaviriisler,
Adenoviriisler, Noroviriisler AGE’lere neden olmaktadir. Viral enfeksiyonlarin hizli tanisinda, immiinokromatografik
(ICT) veya ELISA temelli yontemler tercih edilmekte iken, son yillarda multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
testleri de laboratuvarlarda kullanilmaya baglanmistir. Bu ¢alismada Rotavirus, Adenovirus ve Norovirus tanisinda
immiinokromatografik yontem ve PZR yontemi ile elde edilen sonuglarin karsilastirilmas: amaglanmistir.

Gerec ve Yontemler: Calismaya AGE tanili hastalarin ICT yontemi ile Rotavirus ve/veya Adenovirus pozitif olarak
saptanan 67 gaita 6rnegi ve ICT yontemi ile viral, bakteriyel, paraziter etkenler acisindan negatif bulunan 17 gaita
ornegi dahil edildi. Bu orneklerde Rotavirus, Norovirus RNA’s1 ile Adenovirus DNA’st multipleks PZR kiti
kullanilarak arastirildi.

Bulgular: ICT yontemi ile drneklerin 62’sinde (%73,8) Rotavirus pozitif iken, ger¢ek zamanli PZR yontemi ile
49’unda (%58,5) Rotavirus pozitif bulundu. ICT yontemi ile 6rneklerin besinde (%5,9) Adenovirus pozitif bulunurken,
multipleks gergek zamanli PZR yéntemi ile 40’inda (%47,6) Adenovirus pozitif tespit edildi. Orneklerin 11’inde (%13)
Norovirus pozitif saptandi.

Sonug: En sik karsilasilan viral gastroenterit etkenleri olan Rotavirus ve Adenovirus tanisi igin ¢ok yaygin olarak ICT
kullanilmaktadir. Ancak ¢alismamizda da goriildiigi tizere; bu tiir olgularda Noroviriis gibi diger gastroenterit etkeni
virlislerin de klinik tablodan sorumlu olabilecegi g6z ardi edilmemelidir. Rotavirus ve Adenovirus tanimlamasinda ICT
ve PZR yontemleri arasinda anlamli ancak diisiik diizeyde korelasyon saptandi.

Anahtar Kelimeler: Gastroenterit; Rotavirus; Adenovirus; Norovirus; PZR.

Investigation of Viruses Causing Gastroenteritis by Immunochromatographic Tests

and Multiplex PZR Method
ABSTRACT
Aim: Acute gastroenteritis (AGE) is a common infection all over the world, which can progress with high morbidity
and mortality, especially in children, if not treated early and correctly. Rotaviruses, Adenoviruses, Noroviruses most
commonly cause AGEs in childhood. While immunochromatographic (ICT) or ELISA-based methods are preferred for
rapid diagnosis of viral infections, multiplex polymerase chain reaction (PCR) tests have also been used in laboratories
in recent years. In this study, it is aimed to compare the results obtained by immunochromatographic and real-time PCR
methods in the diagnosis of Rotavirus, Adenovirus and Norovirus.
Material and Methods: The study included 67 stool samples of a patient diagnosed with AGE who were positive for
Rotavirus and/or Adenovirus by the ICT method, and 17 stool samples that were found to be negative in terms of viral,
bacterial and parasitic agents by the ICT method. Rotavirus, Norovirus RNA and Adenovirus DNA were investigated in
all samples using multiplex real-time PCR Kit.
Results: At least one of Rota/Adeno was found to be positive in 67 of the stool samples of 84 patients included in the
study. While 62 (73.8%) of the samples were Rotavirus positive with the ICT method, 49 (58.5%) were positive with
the real-time PCR method. While 5 (5.9%) of the samples were found to be Adenovirus positive with the ICT method,
40 (47.6%) of them were found positive with the real-time PZR method. Norovirus was positive in 11 (13%) of the
samples.
Conclusion: ICT is widely used for the diagnosis of the most common viral gastroenteritis agents Rotavirus and
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Adenovirus. However, as can be seen in our study; In
such cases, it should not be ignored that other
gastroenteritis-causing viruses, such as other Norovirus,
may be responsible for the clinical picture. A significant
but low level correlation was found between ICT and
PCR methods in the identification of Rotavirus and
Adenovirus.

Keywords: Gastroenteritis;
Norovirus; PCR.

Rotavirus; Adenovirus;

GIRIS

Akut gastroenteritler (AGE), tiim diinyada olduk¢a sik
goriilen, erken ve dogru tedavi edilmediginde, 6zellikle
cocukluk ¢aginda yiiksek morbidite ve mortalite ile
seyredebilen enfeksiyonlardir. Bakteri, virlis ve parazit
gibi bir¢ok etken gastroenteritlere neden olmakla birlikte,
cocukluk c¢ag1 akut gastroenterit vakalarinin %70’den
fazlasinda viriislerin etken oldugu bilinmektedir (1-4).
Ozellikle Rotaviriisler, Adenoviriisler, Norwalk viriis,
Noroviriisler gocukluk ¢agi gastroenteritlerinden sorumlu
en sik viral etkenlerdir. Adenoviriisler ¢ocukluk ¢aginda
hafif veya orta siddette gastroenterite neden olurken
rotaviris ve norovirlis enfeksiyonlar, ¢ocuklarda
genellikle orta ve/veya siddetli gastroenteritlere neden
olmaktadir (5,6). Ishalli hastalarda altta yatan patojenin
hizli ve dogru teshisi, morbidite ve mortaliteyi azaltmada
biiyliik katki saglamaktadir. Viral etkenlerin tanisinda,
elektron mikroskopi, hiicre kiiltiirii, enzim-igaretli
immiinolojik yontemler, lateks agliitinasyon ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) gibi farkli  yontemler
kullanilmakla birlikte halen viriislerin tamisinda altin
standart hiicre kiiltiir yontemi olmaya devam etmektedir.
Ancak bu yontem zaman alict olmasi ve teknik zorluklar
nedeniyle rutin  olarak  uygulanmamaktadir (7).
Gliniimiizde bir¢ok laboratuvar gastroenterit etkeni
viriislerin tanisinda pratik ve diisiik maliyetli olmasi
nedeni ile immiinokromatografik (ICT) veya ELISA
temelli yontemleri tercih etmektedir (1). Ancak bu
yontemlerde, kullanilan ticari kitlere gore degisken
duyarlilik oranlar1 goriilebilmektedir (1). Buna karsin
son yillarda duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin yiiksek olmasi,
ayni anda birden fazla patojeni saptayabilmesi, hizli
sonu¢ vermesi gibi avantajlar1 nedeniyle multipleks PZR
birgok laboratuvarda kullanilmaya baglamigtir (8-10).

Bu ¢alismada akut gastroenterit olan hastalardan toplanan
gaita Orneklerinde, Rotavirus, Adenovirus ve Norovirus
enfeksiyonunun tanisinda, immiinokromatografik ve
multipleks ger¢ek zamanli PZR yontemleri ile viral
etkenlerin saptanmasi ve elde edilen sonuglarin
karsilagtirilmas1 amaglanmustir.

GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda ishal ve kusma sikayetiyle hastanemize
bagvuran 0-15 yas arast c¢ocuklardan alinarak
laboratuvara gonderilen gaita ornekleri kullanilmustir.
Hastalara ait demografik bilgiler yedi sorudan olusan
anket formu ile elde edilmistir.

Ornekler, Rota/Adenovirus ICT test kiti (True Line
Rota/Adeno Kaset Test®, Biocare Diagnostic, Zhunzai,
Cin Halk Cumbhuriyeti) ile test edildi. Rotavirus ve/veya
Adenovirus  pozitif = saptanan 67  Orek ile
Rota/Adenovirus negatif ve bakteriyel/paraziter etken
saptanmayan 17 Ornek olmak iizere toplam 84 gaita

ornegi ¢aligmaya dahil edildi. Numuneler daha sonra PZR
calisilmak tizere -80°C de saklandi.

Orneklerin niikleik asit izolasyonu EZ1® Virus Mini Kit
v2.0 (Qiagen, Almanya) ile EZ1 Advanced otomatik
izolasyon cihazinda (Qiagen, Almanya) yapild1.
Multipleks real-time PZR kiti (MutaPLEX® GastroSys 1
real time RT-PZR kit, Bensheim, Germany) kullanilarak
Rotavirus ve Norovirus (Gl ve G2) RNA’st ile
Adenovirus DNA’s1 aragtirildi.

Bu ¢alisma icin Sakarya Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 22.01.2015 tarih ve 17
say1l1 etik kurul onay1 alind1.

Istatistiksel Analiz

Caligmamizda hastalara ait 6rneklerin PZR-ICT
sonuclarinin istatistiksel analizi, Pearson korelasyon
katsayis1 (r degeri), Receiver Opareting Characteristics
(ROC) analizi kullanilarak degerlendirildi. Pearson
korelasyon katsayisinda; r<0,2 ise ¢ok zayif iligki ya da
korelasyon yok, 0,2-0,4 arasinda ise zayif korelasyon,
0,4- 0,6 arasinda ise orta diizeyde korelasyon, 0,6-0,8
arasinda ise yiiksek korelasyon, r>0,8 ise ¢ok yiiksek
korelasyon  oldugunu  gdstermektedir.  Kategorik
degiskenlerin tamimlayici istatistikleri frekans ve yiizde
n(%) olarak verildi. ICT testinin PZR’a gore tanisal
performansint belirlemek igin ROC egrisi altindaki alan
(AUC), duyarlilik, 6zgiilliik ve pozitif ve negatif prediktif
degerler hesaplandi. Hesaplanan AUC degeri 1’e
yaklastik¢a testin referans yonteme uyumu agisindan
degerli kabul edildi. Calismalarda IBM SPSS 22.0
versiyonu (IBM Corp, Armonk, NY, ABD) kullanildi ve
p <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
BULGULAR

Calismaya 42’si kadin, 42’si erkek toplam 84 hasta dahil
edildi. Hastalarin 57’si (%67,9) 0-24 aylikti. Hastalarin
demografik verileri Tablo 1°de sunulmustur.

Tablo 1. Hastalara ait demografik ve diger veriler (n=84)

Demografik ozellikler n %
0-24 ay 57 67,9
Yas 25 ay-60 ay 16 19
60 ay lizeri 11 13,1
Erkek 42 50
Cinsiyet
Kiz 42 50
Poliklinik 34 40,5
Klinik Yatan 20 23,8
Acil 30 35,7
Kirsal 17 20,2
Yasadig1 yer
Kent 67 79,8
Sehir sebekesi | 60 71.4
Kuyu 2 2,4
Kullanilan su Sise/damacana | 11 13,1
Kaynatma 5 6
Aritma 6 7,1
Tarim hayvancihik Var 5 6
iligkisi Yok 79 94
Evet 1 1,2
Asl1
Hayir 83 98.8
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Seksen dort gaita Orneginin Rotavirus sonuglar; ICT
yontemi ile 62’si (%74) Rotaviriis pozitif, 22’si (%26)
negatif saptanirken; gergek zamanli PZR yontemi ile
49’unda (%58,5) Rotaviriis RNA’s1 saptandi. Rotavirus
icin ICT ve PZR sonuclar1 say1 ve yiizdeler seklinde
Tablo 2’de verilmistir. Rotavirus i¢in ICT ve PZR
sonuglart analiz edildiginde iki test arasinda anlamli ve
ancak orta diizeyde uyum oldugu gbzlenmistir (Rotavirus
ICT/Rotavirus PZR 1r=0,540, p<0,001). Ger¢ek zamanli

PZR referans yontem kabul edildiginde; Rotavirus ICT
duyarlilig, %93, ozgilligi; %54,3, pozitif prediktif
deger (PPD) %74, negatif prediktif deger (PPD) %76,4
olarak hesaplanmistir ( Tablo 2). ICT testi ile Rotavirus
icin ii¢ ornekte (%3,5) yanlis negatif, 16 drnekte (%19)
ise yanlis pozitif oldugu tespit edilmistir. Rotavirus
ICT/PZR ROC egrisi Sekil 1°de gosterilmistir (AUC
degeri=0,741).

Tablo 2. Rotaviriis ve Adenoviriis i¢in RT-PZR yontemine gore ICT yontemi analizi

AUC N . R Pozitif Negatif
Test (Egri aln | Sandart | %95 given |, puyarblik | Orgillik | pregikeif | prediktif
alan) P g deger % | deger %
Rotaviriis | 0,741 0,59 0,626/0,856 | <0,001 | 93 54,3 74 76.4
ICT
Adenovirii | 0,563 0,063 0,438/ 0,687 | 0,325 12,5 100 100 55,7
sICT
ROC Curve ROC Curve
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1 - Spesifite 1 - Spesifite
Rotaviris igin PZR yontemi referans alindiginda ICT yontemi ROC Edrisi Adenovirisigin PZR yantemi referans alindiginda ICT yantemi ROC Egrisi
Sekil 1. Rotaviriis ICT/PZR ROC egrisi. Sekil 2. Adenoviris ICT/PZR ROC egrisi.
Gaita orneklerinde Adenovirus sonuglart  Calismamizda Norovirlis sadece ger¢ek zamanli PZR

degerlendirildiginde; ICT yontemi ile 5’1 (%6) pozitif
iken, ger¢ek zamanli PZR yontemi ile 40 6rnekte (%48)
Adenovirus DNAs1 tespit edildi. Adenovirus i¢in ICT ve
PZR sonuglarinin say1 ve yiizdeler Tablo 4’te verilmistir.
Adenovirus i¢in ICT ve PZR sonuglar1 analiz edildiginde
iki test arasinda anlamli ve oldukc¢a zayif/diisiik diizeyde
uyum oldugu gozlenmistir (Adenovirus ICT/Adenovirus
PZR r=0,264, p=0,016). Ger¢cek zamanli PZR referans
yontem kabul edildiginde; Adenovirus ICT duyarliligy,
%12,5, ozgilligi; %100, PPD; %100, NPD; %55,7
olarak hesaplanmistir ( Tablo 2). ICT Adenovirus
sonuclarindan 35’inin (%42) yanlis negatif oldugu tespit
edilmistir. Adenoviriis ICT/PZR ROC egrisi Sekil 2° de
gosterilmistir (AUC degeri; 0,438).

PZR yontemiyle test edilen 6rneklerden 23’ Adenoviriis
ve Rotaviriis birlikte pozitif olarak tespit edilmistir.

yontemi ile arastirtlmis olup, orneklerin 11’inde (%13)
Norovirus pozitif saptanmistir.

Tablo 3. Rotaviriis igin RT-PZR ve ICT pozitif-negatif
say1 ve yiizdeleri

Rotaviriis RT-PZR

Pozitif Negatif [Toplam

n % n | %
Rotaviriis Pozitif 46 55 | 16 |19 | 62
ICT Negatif 3 35 | 19 [225| 22
Toplam 49 |585| 35 (415 84
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Tablo 4. Adenoviriis i¢in gergek zamanli PZR ve ICT
pozitif-negatif say1 ve yiizdeleri.

Adenoviriis RT-PZR

Pozitif Negatif |Toplam
n % n |%
" 5 6 0 |0 5
Adenoviriis Pozitif
ICT Negatif 35 42 44 |52 79
Toplam 40 48 44 |52| 84
TARTISMA

Diinyada yaygin bir morbidite ve mortalite nedeni olan
akut gastroenteritlerde, etkenin hizli ve dogru
tanimlanmasi, hizli ve dogru tedavi alternatiflerinin

secilmesini  saglayacak, ayni zamanda gereksiz
antibiyotik  kullanimin1  engelleyecektir (1). Viral
gastroenteritlerin tanisinda immunokromatografik

yontemler, kullanimi, yorumlanmasi kolay yontemler
olmasi nedeni ile bir¢ok labaratuvarda tani igin yaygin
kullanim alan1 bulmaktadir. Ancak bu testlerin molekiiler
testler ile karsilastirildiginda ¢apraz reaksiyonlar nedeni
ile yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglar gibi
dezavantajlart  bulunmaktadir (11). Son yillarda
gastroenterit etkeni enterik viriislerin tespiti igin
kullanima giren multipleks PZR testleri viriislerin hizl,
dogru ve eszamanl olarak birden fazla etkenin ayni1 anda
saptanmasini  saglamistir (11-13). Gaita Orneklerinde
Rotavirus, Adenovirus ve Norovirus saptanmasinda
immiinokromatografik yontem ve gergek zamanli PZR
yontemlerinin etkinligini karsilastirdigimiz bu ¢alismada
84 gaita orneginin ICT yontemi ile 62°si (%74) Rotavirus
pozitif iken gercek zamanli PZR yontemi ile 49’u
(%58,5) pozitif saptandi. ICT yontemi ile Orneklerin
besinde (%6) Adenovirus pozitif bulunurken gercek
zamanli PZR yontemi ile 40’1 (%48) pozitif tespit edildi.
Tirkiye’de yapilan ¢ok merkezli bir calismada ICT ile
Rotavirus antijeni pozitifligi saptanan &6rneklerin
%78,2'sinde ters transkripsiyon PZR ile Rotaviriis RNA's1
tespit edilmistir (14).

Yiiz elli cocuk hastanin gaita 6rnekleri ile yapilan bir
¢alismada, ICT yontemi ile %40’inda Rotavirus antijen
pozitifligi bulunurken, RT-PZR ile hastalarin %15,8’inde
Rotaviriis RNA's1 tespit edilmistir (15). Bizim
calismamizda ICT ile Rotavirus antijeni pozitifligi
saptanan 62 drnegin %55’inde PZR ile Rotavirus RNA’s1
tespit edildi. Kirdar ve ark’min g¢aligmasinda ise; ICT
yontemi ile Rota/Adenovirus pozitif bulunan 80 6rnek
PZR yontemi ile Rotavirus, Norovirus, Astrovirus,
Adenovirus ve Bocavirus etkenleri arastirilmistir. Bu
¢aligmada antijen testi ile arastirilan 80 digki 6rneginin
74’tinde (%92,5) Rotavirus ve 6’sinda (%7,5) Adenovirus
tespit etmigler, ayni 6rnekler Multipleks PZR yontemi ile
arastirlldiginda ise  %90’inda Rotavirus, 6 (%7,5)
Norovirus etkeni tespit etmisler, ancak Astrovirus ve
Adenovirus tespit edememislerdir (16). PZR yontemi ile
sadece iki 6rnekte Rotavirus RNA’s1 saptayamamislar ve
bunun nedenin &rneklerin derin dondurucuda saklanip
tekrar ¢ozerek calisilmasi nedeniyle olusabilecek niikleik
asit kayb1 ya da digki orneklerinde bulunan ve yalanci

negatif sonuclara neden olabilen fenolik bilesikler, yag,
glikojen ve seliiloz gibi inhibitorlerin etkisi ile olabilecegi
seklinde yorumlamislardir. Ancak oranlardaki bu farklilik
ICT yontemininin yanlis pozitif sonuclar1 nedeni ile de
olabilecegi ihtimali de oldukga yiiksektir.

Caligmamizda Adenovirus sonuglari degerlendirildiginde;
ICT yontemi ile hastalarin sadece %6’sinda pozitif
saptanirken ger¢cek zamanli PZR yontemi ile bu oran %48
olarak saptandi. Bu durum Adenovirus saptanmasinda
ICT ve PZR arasinda anlamli ve olduk¢a zayif/diisiik
diizeyde uyum oldugunu gostermektedir. Weitzel ve ark.
calismasinda; ICT sonuglarinin PZR sonuclarina kiyasla
duyarlilik ve 6zgiilliigiinii Rotavirus i¢in %75 ve %095,
Adenovirus icin %22 ve %85,5 arasinda degismektedir
(17). Oranlardaki bu farkliliklar piyasada cok farzla
sayida ticari ICT kitinin bulunmasi ile aciklanabilir.
Ticari olarak {iretilen Rotavirus/Adenovirus ICT
kitlerinin prospektiislerinde belirtilen duyarlilik ve
Ozgiillik oranlar1 genellikle %100’e yakin degerlerdir
(18). Bizim ¢alismamizda da kullandigimiz kit
prospektiisiinde test duyarliligi %95 olarak belirtilmistir.
Ancak bildirilen sonuglar degerlendirildiginde ticari bu
kitlerin daha fazla c¢alisma ile degerlendirilmesi
gerektigini gostermektedir. Digki 6rneklerinde Rotavirus
saptanmasi icin yedi ticari Rotavirus antijen testinin in
house PZR yontemiyle karsilastirildigi bir ¢alismada, test
duyarliliklar1 %80 ile %100 arasinda iken, ozgiilliikleri
bir ticari ICT kiti i¢in %54,3 ve diger analizler i¢in %99,4
ile %100 arasinda bulunmustur. Bu nedenle, bir ticari
ICT kiti disinda, digerleri Rotavirus tespiti i¢in genellikle
giivenilir olarak rapor edilmistir (19) .

Avrupa’da yapilan bazi galigmalarda, hastaneye yatis
gerektiren akut siddetli sporadik gastroenteritin ikinci en
stk nedeninin  Norovirus  enfeksiyonu  oldugu
bildirilmektedir. Tran ve ark. 0-2 yas arasi gocuklarda
goriilen gastroenteritlerinde Rotaviriis ardindan en sik
Noroviriisleri etken olarak saptamiglardir (20). Bizim
calismamizda da PZR yontemi ile hastalarin %13 iinde
Noroviriisler etken olarak saptanmugtir. Ancak burada
ICT yontemi ile Noroviriis antijenine bakamadigimiz i¢in
sonuglarimi PZR yontemi ile kiyaslanamamistir. Bu
durum calismamizin negatif yonii olarak
degerlendirilebir. En sik karsilasilan viral gastroenterit
etkenleri Rotavirus ve Adenovirus tanisi i¢in ¢ok yaygin
olarak ICT kullanilmaktadir. Ancak c¢alismamizda da
goriilecegi tizere; bu tiir olgularda diger Noroviriis gibi
diger gastroenterit etkeni viriislerin de klinik tablodan
sorumlu olabilecegi goz ardi edilmemelidir.

Sonug olarak; iilkemizde ve diinyada, viral gastroenterit
tan1 yontemlerinin karsilastirildigi az sayida c¢aligmanin
literatirde mevcut oldugu goriilmiistiir. ICT; ucuz, hizli
sonu¢ alinan, kullanigli, pratik, donanim gerektirmeyen,
kiiclik laboratuvarlara ve toplum taramalarina uygun bir
testtir. Ancak ICT ve PZR yontemleri arasinda her iki
degisken icin de anlamli olmakla beraber Rotavirus i¢in
orta ve Adenovirus icin diisiik diizeyde uyum oldugu
saptanmigtir. ICT yontemi ile Adenovirus igin %42
oraninda yanlis negatiflik, Rotavirus i¢in %19 oraninda
yanlis pozitiflik saptanmistir. ICT ile Rotavirus ve
Adenovirus igin negatif sonu¢ alindiginda diger
gastroenterit etkeni viriislerin de klinik tablodan sorumlu
olabilecegi goz ardi edilmemelidir. Her iki yontemde de
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yalanci pozitiflik ve yalanci negatiflik durumlar1 géz ardi
edilmemelidir.

Yazarlarin Katkilar: Fikir/Kavram: M.K.,.; Tasarim:
M.K; Veri Toplama ve/veya Isleme: M.T., B.E.; Analiz
ve/veya Yorum: M.K., M.T., Y.A. ; Literatiir Taramast:
MK., M.T., O.A. ; Makale Yazim:: O.A.; Elestirel
Inceleme: M.A.
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