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Amag: Akut gastroenteritler, diinya ¢apinda ¢ocukluk ¢agi morbidite ve mortalitesine neden olan ikinci en sik enfektif hastaliklardir. Rutin
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla rotaviriis ve adenoviriis antijen testleri hizli yontemlerle galisiimasina karsin, noroviriise yonelik
bir test yapilmamaktadir. Calismamizda gastroenterite bagli sikayetlerle basvuran ¢ocuk hastalarda rotavirilis, norovirus ve adenoviris viral
antijenlerinin saptanmasi ve rotavirus antijeni igin Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) test yontemi ile immunokromatografik test
yontem sonuglarinin karsilastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’na diskida viral antijen
arastirilmasi igin 1 Aralik 2017 — 1 Mart 2018 tarihleri arasinda gonderilen, gastroenterit tanili gocuklara ait 213 diski 6rnegi ¢alismamiza dahil
edilmistir. Ornekler, adenoviriis-rotaviriis antijeni igin hizli immiinokromatografik test (CerTest combo kart testi, Certest Biotec S.L.,ispanya)
ile calisiimistir. Ayni érnekler rotavirus antijeni icin ELISA kiti (DRG® Rotavirus Antigen (stool) ELISA, Weldon Biotech, ABD) ile calisilmis, her iki
yontemin sonuglari degerlendirilmistir. Noroviriis antijeni igin ise Gl ve Gll genotiplerini tayin eden ELISA kiti (RIDASCREEN, li¢lincli jenerasyon,
R-Biopharm, Darmstdt, Almanya) kullaniimistir.

Bulgular: Orneklerin %55,9'u erkek hastalara ait olup %44,1’i ise kadin hastalara aittir. Hastalarin %21’inde rotaviriis pozitifligi saptanirken,
%2,3’tinde norovirlis, %1,3’linde adenovirls antijeni pozitif olarak saptanmistir. Rotaviriis antijen tespitinde ELISA testi referans alindiginda
immunokromatografik yontemin duyarlilik ve 6zgtillig %100 bulunmustur.

Sonug: Calismamizda akut gastroenteritli cocuklarda rotavirlisten sonra en sik gorilen etkenin noroviriis oldugu belirlendi. Bu sonuglar halen rutin
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda arastirilmayan noroviris antijeninin taranmasi gerektigini gostermistir. Akut gastroenterite neden olan viral
etkenlerin hizl tespiti, gereksiz antibiyotik kullaniminin 6nlenmesi ve etkene uygun tedavinin saglanmasi agisindan kritik 5neme sahiptir.

Anahtar Kelimeler:Akut Gastroenterit, Rotavirts, Noroviriis , Adenoviris

ABSTRACT

Obijective: Acute gastroenteritis is the second-leading cause of childhood morbidity and mortality worldwide. In routine clinical microbiology
laboratories while rapid antigen tests for rotavirus and adenovirus are often performed, no test for norovirus is performed. In our study, it was
aimed to detect rotavirus, norovirus and adenovirus viral antigens in pediatric patients presenting gastroenteritis complaints and compare
the results of the immunochromatographic test method with Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) test method for rotavirus antigen.

Methods: A total of 213 stool samples from children with gastroenteritis, submitted to Marmara University Pendik Training and Research
Hospital Clinical Microbiology Laboratory for investigation of viral antigen in stool between 1 December 2017 and 1 March 2018, were included
in our study. Samples were studied with a rapid immunochromatographic test for rotavirus-adenovirus antigen (CerTest combo card test,
Certest Biotec S.L., Spain). The same samples were studied with an ELISA kit (DRG" Rotavirus Antigen (stool) ELISA, Weldon Biotech, USA))
for rotavirus antigen, and the results of both methods were evaluated. For norovirus antigen, an ELISA kit (RIDASCREEN, third generation,
R-Biopharm, Darmstdt, Germany) was used to determine Gl and Gl genotypes.

Results: Of these stool specimens 55.9% were from males and 44.1% were from female patients. While rotavirus positivity was detected in 21%
of the patients, norovirus and enteric adenovirus antigen were positive in 2.3% and 1.3% respectively. The sensitivity and specificity were found
to be 100% for immunochromatographic test method when compared with ELISA in the detection of rotavirus antigen.

Conclusion: In our study, norovirus was found to be the most common causative agent after rotavirus in children with acute gastroenteritis.
These results showed that norovirus antigen, which is not currently investigated in routine clinical microbiology laboratories, should be
screened. Rapid detection of viral agents that cause acute gastroenteritis is of critical importance in preventing unnecessary antibiotic use and
providing treatment appropriate to the agent.
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1. GIRIS

Akut gastroenteritler, diinyada bes yasin altindaki ¢ocuklarda
en sik karsilasilan enfeksiyon hastaliklarindan olup, 6nemli
bir morbidite ve mortalite nedenidir (Scmidt MA et al.,
2000, World Health., 2017). Akut gastroenteritlere virusler,
bakteriler, parazitler ya da ¢oklu ajanlar yol agabilir, ancak
%70-80’i viral kaynakhdir (Elliott, 2007). Viral etkenler
arasinda en sik; rotaviris, norovirls, adenovirls, calicivirlis
ve astrovirlsler gelmektedir (Guarino et al., 2008). Viral
gastroenterit olgularinin ise %50-80’ine rotavirisler neden
olmaktadir. Rotaviris, Reoviridae familyasindaki cift sarmalli
RNA virlslerindendir. Hem gelismis hem de gelismekte olan
Ulkeler icin rotavirlisler 6 ay — 4 yas arasi cocuklarda ishallerin
en yaygin nedenidir. ishal nedeniyle gelisen dehidratasyona
bagh hastaneye vyatislarin da ©6nemli sebeplerindendir
(Hallowell et al., 2022). Norovirlsler ise gocuklarda ve
yetiskinlerde akut gastroenteritin ikincil énemli sebebidir
(Liao et al., 2021, Payne et al.,, 2013). Norovirlsler (NoV),
Caliciviridae ailesine ait, zarfsiz tek sarmalli RNA virusleridir.
Norovirusler genetik olarak en az yedi farkli genogruba (Gl,
Gll, Glll, GIV, GV, GVI ve GVII) siniflandirilabilirler. insanlari
enfekte eden norovirislerin ¢cogu, Gl ve Gll genogruplarina
aittir (Vinjé et al., 2000). Cocukluk ¢aginda akut gastroenterite
bagh ishallerin diger énemli bir etkeni adenoviriisler olup,
bagirsak enfeksiyonlarina ¢ogunlukla adenovirls serotipleri
40 ve 41 (F turd) neden olur (Shieh, 2022).

Viral etkenler igin tani, akut dénemde alinan taze digki
ornekleriyle yapilabilmektedir. Rotavirlis ve adenovirus
icin Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) ve
immuinokromotografik testler sik kullanilan yontemlerdir. Bu
testlerin duyarlilik ve 6zgillikleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction — PCR) ile karsilastirildiginda
ELISA igcin sirasiyla %88-%100, imminokromotografik
testler icin ise %90-%100 arasinda degismektedir (lbrahim
S et al., 2015). Noroviris icin ise ELISA ya da PCR testleri
kullanilmaktadir. Son yillarda yayginlasmaya baslayan
molekiler bazl gastrointestinal paneller ise pek ¢ok viral,
bakteriyel ve paraziter etkeni saptayabilmesine karsin maliyet
pahaliligi sebebiyle kisith kullanilabilmektedir. Ulkemizde
rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla rotavirus
ve adenovirus igin hizl imminokromotografik bazli testler
kullaniimakta, noroviris igin antijen testi ¢calisiimamaktadir.

Bu calisma ile hastanemize akut gastroenterit sikayetleri ile
basvuran cocuk hastalarda rotaviriis ve enterik adenoviris
antijenlerinin yani sira norovirus GI, Gl genotiplerinin
saptanmasi amaglanmistir.

2. GEREC VE YONTEM

Calismamiza akut gastroenterit sikayetleriyle basvuran
cocuklardan viral antijen bakilmasi amaciyla gonderilen
diski 6rnekleri dahil edilmistir. Makroskobik olarak kanl,
mukuslu ve kati sekilli digkilar ile mikroskobik incelemesinde
|6kosit saptanan ornekler calisma disi birakilmistir. Bu
calisma, Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstittisii Etik

Kurulu tarafindan (09.01.2017 tarih ve 32 kayit numarasi)
onaylanmustir.

Digski ornekleri asagida aciklandigi sekilde rotavirlis ve
adenoviris i¢in imminokromotografik testle, rota virls igin
ayni érnekler ELISA ile ve norovisis i¢in ELISA ile ¢alisiimistir.

2.1. immiinokromatografik kaset test ile rotaviriis ve
adenoviriis antijen saptanmasi

Orneklerkalitatifimmiinokromatografik kaset testile rotaviriis
ve adenovirls antijen (CerTest combo kart testi, Certest Biotec
S.L.,ispanya) varligi arastirilmistir. Bu testin A bdlimiiniin test
cizgisi rotavirlse karsi monoklonal antikorlarla; B bélimiiniin
test cizgisi ise adenovirise karsi monoklonal antikorlarla kapl
nitroselliiloz membrandan olusur ve kirmizi renkli polistiren
ile konjugedir. Hasta 6rneginin rotavirlis ya da adenovirls
antijeni icermesi halinde konjugat kompleksiyle reaksiyona
girer ve kirmizi renkli bant olusturur.

2.2. ELISA testi ile rotaviriis antijen saptanmasi

Rotavirus antijenini tespit etmek icin mikroplaka ELISA kiti
(DRG" Rotavirus Antigen (stool) ELISA, Weldon Biotech, ABD)
kullanilmis olup Uretici firmanin onerileri dogrultusunda
cahsilmistir.  Mikroplaktaki kuyucuklarda olusan renk
degisikligi spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda
okutularak absorbans degerleri dl¢iilerek absorbans degerleri
0.15 ve lzeri olanlar reaktif yani rotaviris antijeni pozitif,
0,15’ten disuk degerler ise rotavirlis antijeni negatif olarak
kabul edilmistir.

2.3. ELISA testi ile noroviriis Gl ve Gll genotip saptanmasi

Noroviris antijenini tespit etmekiginise Gl ve Gll genotiplerini
tayin eden ELISA kiti (RIDASCREEN, Uglncl jenerasyon,
R-Biopharm, Darmstdt, Almanya) kullanilmis olup Uretici
firmanin oOnerileri dogrultusunda cahsilmistir. Plaklardaki
kuyucuklarda olusan renk degisikligi spektrofotometrede
450 nm dalga boyunda okutularak absorbans degerleri
oOlcllerek negatif kontrolin optik dansite (OD) degerinin
0,2’den daha dislik ve pozitif kontroliin OD degerinin 0,8’den
daha biyuk oldugu galismalar gegerli kabul edilmistir. Negatif
kontroliin 6lgllen OD degerinin lizerine 0.15 eklenerek “cut-
off” degeri belirlenerek rotaviriis ve norovirls antijen tespiti
icin kullanilan ELISA kitlerinin yikama ve okuma islemleri
icin PW40 mikroplak yikayici (Bio-Rad, Fransa) ve PR 4100
mikroplak okuyucu (Bio-Rad, Fransa) kullanilmistir.

Arastirmanin verilerinin degerlendiriimesinde SPSS 19.0
istatistik programi kullanilmistir. Tanimlayici istatistikler sayi
(n) ve ylzde (%) olarak belirtilmistir. Dort gozlu tablo ile
ozgullik, duyarhihk, pozitif prediktif degeri (PPD) ve negatif
prediktif degeri (NPD) hesaplanmistir.

3. BULGULAR

Calismamiza toplam 213 hastadan alinan diski 6rnegi dabhil
edilmistir. Bu orneklerin 119’u (%55,9) erkek hastalara
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ait olup 94'i (%44,1) ise kadin hastalara aittir. Hastalarin
yas araligl 0-18 yas araliginda dagilim gostermekle birlikte
hastalarin yas ortalamasi 3.5°tir. Akut gastroenterit etkeni
olarak en sik rotavirlis saptanmis, sirasiyla norovirlis ve
adenovirls takip etmistir (Sekill). Rotavirlis ELISA test kiti ile
orneklerin %21’i (45/213) pozitif, %79’u (168/213) negatif
bulunmustur. Yas gruplarina gore rotaviris antijen pozitiflik
dagilimi Tablo 1'de gosterilmis olup, rotavirls pozitifliginin
%82’si, norovirlis pozitifliginin ise %80’i 0-5 yas arasi ¢ocuk
hastalarda saptanmistir.

m Adenoviris pozitif m Norovirls pozitif m m Rotavirls pozitif

Sekil 1. Viral gastroenterit etkenlerinin dagilimi

Tablo 1. Yas gruplarina gére Rotavirlis, Noroviriis ve Adenovirus
sikhiginin dagihmi

Rotavirils Rotaviriis Noroviriis Norovirlis Adenovirus Adenovirus
Yas pozitif negatif pozitif negatif pozitif negatif

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
0-2 32(71.1) 113(67.3)  4(80)  141(67.8)  2(66.7)  119(56.7)
>2-5 5(11.1)  19(11.3) - 24(11.5) 48(22.8)
>5-18  8(17.8)  36(21.4) 1(20) 43(20.7) 1(33.3) 43(20.5)
Toplam 45(100) 168(100)  5(100)  208(100) 3(100) 210(100)

Noroviris Gl ve Gll genotip pozitifligi orneklerin %2,3’linde
(n:5) saptanmis olup, bunlarin ikisi erkek, G¢l kadin hastalara
aittir. Norovirus Gl ve GlI genotip pozitif saptanan hastalarin
dordu besyasaltinda, biriise dokuzyasindadir. Sekil 1'de aylara
gore dagilimlari goriilen viral gastroenterit etkenlerinden en
stk rotavirls, ikinci olarak norovirlis saptanmistir. Enterik
adenoviris yalnizca (¢ hastada tespit edilmistir. Calismamizda
miks enfeksiyon sayilabilecek tek oOrnekte iki etkene ait
pozitiflik bulunmamistir. Rotavirlis ve enterik adenovirls
birlikte saptayan immunkromatografik test sonuclari (Certest)
calismamizdaki 3 Generasyon Ridascreen rotavirlis ELISA
testi referans alinarak kiyaslandiginda ozgullik, duyarhlik,
pozitif prediktif degeri (PPD) ve negatif prediktif degeri (NPD)
%100 bulunmustur.

4. TARTISMA VE SONUC

capinda cocukluk cagi
bir nedeni olmaya

Akut gastroenteritler, dlnya
morbidite ve mortalitesinin 6nemli

devam etmektedir. Sorumlu mikrobiyolojik etkenlerin
hizla tanimlanmasi, tedavi ve prognoz agisindan onemlidir.
Enfeksiyoz ishallerin gogunlugunun virls kaynakh olmasindan
dolayi gereksiz antibiyotik kullaniminin 6nlemesi acisindan
da onemlidir. Gastroenterite yol agan baslica virusler;
rotavirds, norovirls, enterik adenovirusler ve astrovirlslerdir
(Banyai et al.,2018). Ulkemizde tani amaciyla rutin klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlari, siklikla bunlardan rotavirls
ve enterik adenovirlsleri saptayan testleri calismaktadir.
Noroviris antijeni saptamaya yonelik testler ise pekgok klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin olarak ¢alisiilmamaktadir.

Literatlre benzer sekilde calismamizda en sik etken olarak
rotaviriis saptanmistir. Ukemizde toplam 117.741 cocuk
ve 26.566 rotavirlis gastroenteriti iceren 99 calismanin
dahil edildigi bir meta analiz yayinlanmistir. Calismalarda
immunokromatografik test (%64,5), lateks agliitinasyon
(%13,3), ELISA (%16,7), ELISA ve lateks aglltinasyon (%2,2)
gibi farkli yontemler kullanilmistir. Cocuklarda rotavirus
pozitifliginin medyan degeri %31,8 olarak bildirilmistir.
Rotavirls saptama orani gesitli yas araliklarina gore farklilik
gostermis, 0-2 yas, 2-5 yas, >5 yas icin sirasiyla %25,9, %15,6
%10,9’bulunmustur (Tapisiz ve ark., 2019). Calismamizdaki
rotaviris pozitiflik oranimiz %21 olup, 0-5 yas arasinda
bu oran %82'dir. Ulkemiz verilerine benzer sekilde en
ylksek pozitiflik 0-5 yas arasi ¢ocuklarda gorialmustir.
Galismamizda rotavirus antijen saptama agisindan rutin
klinik laboratuvarda kullanilan immunkromatografik yontem
ELISA ile kiyaslandiginda duyarlilik ve 6zgilligu %100 olarak
saptanmistir. Bu bulgu, immunkromatografik ydntemin
duyarhhgini sirasiyla %95-%98 ve 0zgllligini %97-%100
saptayan calismalarin verileriyle uyumludur (Bagali et al.,
2023, Dhiman et al., 2015).

Rotavirlis asisindan o6nce, diinya capinda neredeyse 0-5
yas araligindaki tim cocuklar bir kez rotavirlis enfeksiyonu
gecirmekteydi. Bununla birlikte, asinin kullaniimasiyla
rotavirus enfeksiyonu orani dnemli 6lglide azalmistir. Meksika
ve Brezilya’da asilama sonrasi yapilan arastirmalarda, asinin
yilda 80.000 hastaneye yatis ve 1.300 ishalden 6limu 6nledigi
gosterilmistir (Patel et al., 2011). Diinya Saglik Orgiti
Rotavirus asilamasini, 6zellikle rotavirlis gastroenteritine
bagli mortalitenin ylksek oldugu llkelerde ulusal bagisiklama
programlarina dahil edilmesini tavsiye etmektedir (Loharikar
et al.,2016, World Health , 2023).

Noroviris gastroenteritleri tim dinyada c¢ocuk ve
eriskinlerde goriilmektedir (Banyai et al. 2018). Tani da hizli
testlerin fazla yer alamamasi sebebiyle saptanmasi daha
organize c¢alismalar gerektirdiginden yillardir dikkatlerden
kagmistir (Thornton et al.,, 2004). Ancak diger viral
etkenlerle karsilastirdigimizda insana bulas rezervuarinin
coklu olmasi ve kusma materyalinden hava yolu ile bulasin
olmasi, duslik enfektif doz (<100 viral partikil) (Parashar et
al.,, 2001) ve dondurma, isitma, deterjan bazli temizleme
yoluyla inaktivasyona karsi direncli olmasindan dolayi
norovirlis enfeksiyonlarinin tanimlanmasi, bulasi 6nleme
ve tedavi protokollerinin olusturulmasi icin 6nemlidir
(Timurkan ve ark., 2017). Ulkemizde, noroviriis antijeni klinik
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laboratuvarlarda rutin olarak calisiimamakla birlikte 2008
yilina kadar bildirilmis “norovirls salgin’” bulunmamaktadir.
2008 Yili, Mayis ayindan itibaren ilk dnce Aksaray ili olmak
Gzere, Ankara (Sereflikochisar), Kirsehir ve Adana sehirlerinde
“ishal ve bulanti-kusma” ile karakterize akut gastroenterit
olgulari bildirilmesi Gizerine bolgeden semptomatik hastalara
ait toplam 50 diski 6rnegi, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Baskanligi Viroloji Referans ve Arastirma Laboratuvari’nda
norovirlis acisindan incelenmistir. incelemeler sonucu
22 Mayis 2008 tarihinde ilk 6nce Aksaray’da gorilen
gastroenterit olgularinin “Tirkiye’deki ilk norovirus salgini
oldugunu” resmi olarak aciklamistir. Salgin sirasinda alinan
bu orneklerin %26’si ELISA ydntemiyle noroviriis antijen
varligi acisindan pozitif saptanmistir (Uyar Y ve ark ,
2008). Sistematik bir derlemeye gore, diinya capinda akut
gastroenteritlerin toplum veya polikliniklerdeki hastalarin
yaklasik %20-24’inden, yatan hastalarin ise %17’sinden
noroviriis sorumludur (Yoon et al., 2021). Ulkemizde ELISA
kullanilarak daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda noroviris
pozitiflik orani %9,7 ila %26 arasinda degismektedir (Altay
ve ark., 2013, Ozkul ve ark., 2011, Uyar ve ark., 2008). Bizim
¢alismamizda ise ELISA yontemiyle noroviris antijen pozitifligi
%2,1 olarak saptanmis olup bu oran, hem Ulkemizdeki diger
calismalarda hem de diinya literatiiriinde verilen oranlardan
disiktar. Bu durumun; literatlrdeki bazi galismalarin yatan
hastalarda ve salgin durumlarinda yuritalmis olmasindan
ya da kullanilan yoéntemlerin farklihgindan kaynaklanmis
olabilecegi dusltnllmektedir. Ayrica sporadik vakalarin
arastirlldigl  calismalarda salgin  durumunu raporlayan
¢alismalara kiyasla norovirlis sikhginin duisiik saptanmasi
beklenen bir durumdur.

Calismamizda Gglnci en sik etken olarak %1,3 ile enterik
adenovirlsler yer almistir. Farkli yayinlarda adenoviris
enfeksiyon oranlari, yurtigi calismalarda %1,4-16,2 ve yurtdisi
calismalarda %2,4-22,2 arasinda degismektedir (Aksoy-
Gokmen ve ark., 2018, Bayraktar ve ark., 2010).

Calismamizin 6nemli sonuglarindan biri; rotavirlis antijeni
icin hastanemiz rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
¢alisiimakta olan hizli imminokromatografik test sonuglari
ile ELISA sonuglari karsilastirildiginda yontemin birebir ayni
sonuc¢ verdigi gosterilmistir. Imminokromatografik testler,
kisa slirede sonug vermesi, 6zgllliigiintn yiksek olmasi, ¢cok
sayida ornekle galisilabilmesi, 6zel cihaz ihtiyaci olmaksizin
hasta basinda kullanilabilmesi gibi avantajlari nedeniyle
laboratuvarlarda tercih edilen antijen testleridir (Kumthip
ve ark., 2017). Bu testler basit, pratik, hizli ve glvenli tani
koymamizi saglayabilecektir.

Bir diger 6nemli sonug ise; rutin laboratuvarda tanimlamasini
yapmadigimiz norovirlsin, akut gastroenterit etkenleri
arasindarotavirtsten sonra ensik etken olarak saptamamizdir.
Rutin laboratuvarimizdaimmiinokromatografik testile antijen
tespiti yaptigimiz enterik adenovirisler, ayni donemde %1,3
pozitiflik orani ile noroviriis pozitiflik oranindan nispeten
daha dusiik saptanmistir. Bu durum o6zellikle 0-5 yas arasi
cocuklarda tani koyamadigimiz gastroenteritlere bagliishaller
acisinda _biuyik oénem tasimaktadir. Bu sonuclar, &zellikle

rotavirlis asilamasinin yayginlasmasindan sonra noroviriisiin,
cocukluk cagi enfeksiyoz ishallere bagh sebeplerde ilk siraya
ylkselebileceginden, viral antijen taramasinda yer almasi
gerektigini disiindirmektedir.

Akut gastroenterit etkenlerinin tanisinin hizli ve dogru
olarak yapilmasi; etkene yonelik uygun ve etkin tedavi
olanagi saglamak, viral kaynakli gastroenteritlerde gereksiz
antibiyotik kullanimini engellemek, antimikrobiyal tedavi
gerektiren durumlarda dogru antibiyotik secimi icin yol
gosterici olacaktir.
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