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Sularda, Insan Enfeksiyonlari ile liskili Norovirus Genogruplarimin Real-
Time PCR Yontemi ile Saptanmasi
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Ozet: Insan noroviriisii (HNoV), ¢evresel etkenlere oldukga direncli bir RNA viriisiidiir ve akut viral gastroenteritin
nedeni olan ana etkenlerden birisidir. Hizli evrim yetenegi nedeniyle 7 genogrubu vardir ve bunlardan GI, GII ve GIV
insan enfeksiyonlari ile iligkilidir. Sular HNoV ig¢in salgin araci olarak tanimlamaktadir. Bu bilgiler 1s18inda, ¢alis-
mamizda, lokal kuyular ve derelerden alinan su numunelerinde 6zellikle insanlarda enfeksiyonlart ile iligkili HNoV
genogrup (G)I, GII ve GIV varliginin ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real-time PCR) ile tanimlanarak
molekiiler epidemiyolojik bir veri saglanmast amaglanmistir.

Calisma i¢in lokal kuyulardan ve derelerden, Ocak 2017 — Ocak 2018 doneminde toplanan 60 adet su numunesi ¢a-
lismamiza dahil edildi. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi sonrast HNoV GI, GII ve GIV spesifik primer problar ile
LightCycler 480 sisteminde real-time PCR yontemi ile ¢alisildi ve sonuglar degerlendirildi.

Caligmamiza dahil edilen 60 numunede, HNoV GII'nin %10 diizeyinde saptandigi, bunu sirastyla GI (%5) ve GIV
(%1.67) varligimin takip ettigi tespit edildi. 10 numunede (%16.67) HNoV GI, GII ve GIV pozitifligi bulundu. Lokal
kuyulardan 3 (%8.57) tanesinde ve derelerden alinan numunelerden de 7 (%28) tanesinde pozitiflik saptandi.

Sonug olarak, iilkemizde ilk defa kuyu sular1 ve derelerden alinan sularla yaptigimiz ¢aligmamizla, molekiiler epidemi-
yolojik olarak HNoV varligini saptadik. HNoV’lar arasinda GII'nin 6n planda tutulmasi gerektigini ama GI ve GIV’iin-
de bulundugunu tespit ettik. HNoV i¢in salginlarinda sular goz 6niinde bulundurulmali ve gelisen molekiiler tekniklerle,
sular gibi 6nemli enfeksiyon kaynaklarindan epidemiyolojik veriler saglanarak durum ortaya konabilir ve bu bilgiler ile
bolgesel as1 gelistirme ¢aligmalart iginde 6n veriler saglanabilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Su, real-time PCR, Noroviriis genogruplari

Determination of Norovirus Genogroups Associated with Human Infections in Water by
Real-Time PCR Method

Abstract: Human norovirus (HNoV) is a RNA virus that is highly resistant to environmental conditions and is one of
the main causes of acute viral gastroenteritis. It has 7 genogroups, due to ability of rapid evolution, and which genogrup
(G)1, GII and GIV are associated with human infections. The waters describe HNoV as an epidemic source. Aim of this
study was to provide molecular epidemiological data by using real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) of
HNoV GI, GII and GIV presence related to infections in water samples taken from local underground waters and creeks.

Sixty (60) water samples collected from local underground waters and creeks, between January 2017 and January 2018,
were included in our study. After RNA isolation and cDNA synthesis, HNoV GI, GII and GIV specific primary and
probes were used on LightCycler 480 system by real-time PCR method and the results were evaluated.

In the 60 samples included in our study, it was found that HNoV GII was detected at 10% level, followed by GI (5%)
and GIV (1.67%) respectively. HNoV GI, GII and GIV positivity were found in 10 samples (16.67%). 3 (8.57%) of the
local underground waters and 7 (28%) of the creeks water samples were found positive.

As a result, we determined the presence of HNoV by molecular epidemiology in our country for the first time in our
study with water taken from underground waters and creeks. We found that GII should be in the forefront of HNoVs,
but it was found in GI and GIV. For HNoV, water should be considered in outbreaks, and epidemiological data can be
obtained from important sources of infection, such as water, by developing molecular techniques, and we believe that
data in this study can be important epidemiologically and can be used for regional vaccine development studies.
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Giris

Insan noroviriisii (HNoV), Calicidiviridea ailesi
icinde bulunan pozitif polariteli bir RNA viriistidiir
ve akut viral gastroenteritin nedeni olan ana etken-
lerden birisidir [12]. Cevresel etkenlere oldukca
diren¢li olan HNoV, diinya capinda sporadik ve
epidemik bakteriyel olmayan (viral) gastroenterit-
lere neden olur (15). HNoV esas olarak fekal-oral
yoldan yayilir. Bulagsmasi, dogrudan (kisiden kisiye
gecisle), dolayli (kontamine iriinlere temas yoluy-
la) ve kontamine yiyecek veya sularin sindirimi yo-
luyla olabilir [17]. Hizli molekiiler evrim yetenegi
nedeniyle, viriisiin yeni genotipleri ve varyantlar
siklikla bildirilmektedir. Hatta niikleik asitinde bu
hizli degisim yetenegi nedeniyle fantastik bir cana-
vara (“sekil degistiren”) benzetilmektedir. Su ana
kadar viral protein genomu (VP1) aminoasit dizi-
sinin incelenmesi ile 7 genogrup ([G]I — GVII) ve
40’1in {izerinde noroviriis genotipi tanimlanmistir
[19]. Bunlardan tigii GI, GII ve GIV insanlarda has-
taliga neden olabilir [1]. GII genogrup, klinik vaka-
larda GI’den daha sik saptanirken, GIV’iin daha na-
dir vakalarda tespit edildigi bildirilmistir [10]. GIL.4
diinya ¢apinda en yaygin olan genotiptir ve 1990’la-
rin ortasindan beri molekiiler tan1 tekniklerinin, ak-
tif siirveyans i¢in kullaniminin baslamasindan beri,
pek cok kiiresel salginla iliskilendirilmigtir [19].
Noroviriis enfeksiyonlari, 12-48 saat inkiibasyon
stiresine sahiptir ve semptomlar tipik olarak bulanti,
kusma, ishal, karin agrisi1 ve atesi icerir. Noroviriis
enfeksiyonlart genellikle hafif ve orta semptomlarla
kendini simirlandirir, ancak immiin sistemi baski-
lanmis hastalarda ve yaglilarda ciddi enfeksiyonlar
goriilebilir. Semptomlar genellikle 1-3 giin siirer,
ancak genc, yash ve bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarda daha uzun siirebilir [5]. Ilk defa 1980
yilinda kiigiik bir kasabada su kaynakli norovirus
salgini oldugu rapor edilmistir [8] ve bu bilgi son-
rast epidemiyolojik veriler bu etkenin sulart salgin
arac1 olarak kullandigimi tanimlamistir. Ozellikle, su
kaynakli, biiyiik 6l¢ekli salginlarda noroviriis tiirleri
saptandiginda, igme sularinin, insan diski kaynagi
tarafindan kontaminasyonu da diislintilmelidir [6].
HNoV’un genotipik degiskenligi nedeniyle yapi-
lacak olan molekiiler epidemiyolojik c¢aligmalar,
salginlarda gozlemlenebilecek durumu agiklamasi
acisindan ve ayrica ast ¢alismalari i¢inde 6nemli

bir veri saglamaktadir [19]. Bunun yaninda bulagik
sullarin kullanilmas1 agir metal toksikasyonu ya da
bakteriyel kaynakli gastroinstistinal enfeksiyonlar
ile karigabildigi i¢in bu viriisiin durumunun ortaya
konmasi 6nemli hale gelmektedir. Tiim bu bilgiler
1s1ginda, calismamizda, lokal kuyular ve dereler-
den alman su numunelerinde 6zellikle insanlarda
enfeksiyonlar ile iligskili HNoV genogrup (G)I, GII
ve GIV varliginin ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (real-time PCR) ile tanimlanarak mole-
kiiler epidemiyolojik bir veri saglanmasi amaglan-
mistir.

Materyal ve Metot

Calisma i¢in Mardin, Gaziantep, Sanlurfa ve Kah-
ramanmaras il, ilge ve koylerinde bulunan lokal
kuyulardan ve derelerden, Ocak 2017 — Ocak 2018
doneminde 5 ml olarak steril plastik kaplara topla-
nan 60 adet su numunesi ¢alismamiza dahil edildi.
Numuneler soguk zincir kosullarinda hizlica labo-
ratuvara transfer edildi ve RNA izolasyonlar1 24
saat iginde tamamlandi. Schultz ve ark. [18], 2010
yilinda tanimladiklar1 protokol izlenerek, su numu-
nelerinden RNA izolasyonu i¢in ultrafilitrasyonla
numuneler isleme alindi. Ultrafilitrasyon sonrasi bu
numunelerin 200 mikrolitre miktarlar1 ile, QlAamp
Viral RNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kul-
lanilarak tiretici direktifleri dogrultusunda RNA izo-
lasyonlar1 gergeklestirildi. RNA’lar, komplementer
DNA (cDNA) sentezi islemlerine kadar -80°C’de
saklandi. cDNA’lar First Strand cDNA synthesis kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullani-
larak tiretici direktifleri dogrultusunda olusturuldu.
cDNA’lar real-time PCR asamasina kadar -20°C’de
saklandi. Insanlarda enfeksiyonlarla iligkili olan
HNoV GI, GII ve GIV genogruplarin1 saptayabil-
mek i¢in Tablo 1°de verilen spesifik primer ve prob-
lar kullanild1 [3, 16]. RNA izolasyonlariin dogru-
lugunu kontrol etmek icin calismada RNA process
control kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Alman-
ya) Uretici direktifleri dogrultusunda kullanildu.

cDNA’lar, primer ve probla birlikte, LightCyc-
ler 480 Probe Master kit (Roche Diagnostics, Man-
nheim, Almanya) tretici direktifleri dogrultusunda
kullanilarak, real-time PCR islemleri, LightCycler
480 sisteminde gerceklestirildi. Her bir reaksiyonda
5 ul ¢cDNA kullanildi ve PCR profili baglangi¢ akti-
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vasyon agsamasi olarak; 95°C’de 10 dakika, takiben
45 siklus, denaturasyon, uzama ve ¢ogaltma asama-

st olarak sirasiyla 95°C’de 10sn, 60°C’de 30 sn ve
72°C’de 1 sn seklinde gerceklestirildi.

Tablo 1: Genogrup I, GII ve GIV saptanmasi i¢in real-time PCR’da kullanilan primer dizileri

Genogrup Primer Ad1 Oligonukleotid dizisi (5° > 3°) Referans
GI QNIF4 CGCTGGATGCGNTTCCAT 11
NVILCR CCTTAGACGCCATCATCATTTAC 11
NVILCpr FAM- TGGACAGGAGAYCGCRATCT-TAMRA 11
GII QNIF2d ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA 11
COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA 11
QNIFS FAM- AGCACGTGGGAGGGGATCG-TAMRA 11
GIvV NIFG4F ATGTACAAGTGGATGCGRTTC 12
COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA 12
NIFG4P FAM-AGCACTTGGGAGGGGGATCG-TAMRA 12
Bulgular

Calismamiza dahil edilen 60 numunede saptanan
genogruplarin dagilimi1 Tablo 2’de verilmistir. 60
numuneden, 10 tanesinde (%16.67) HNoV GI, GII
ve GIV pozitifligi bulundu. Lokal kuyulardan 3

Tablo 2: Genogruplarin dagilimi

(%8.57) tanesinde ve derelerden alinan numuneler-
den de 7 (%28) tanesinde pozitiflik saptandi. HNoV
genogruplart incelendiginde, 6 (%10) numunede
GIL, 3 (%5) numunede GI ve 1 (%1.67) numunede
GIV oldugu saptanda.

Noroviriis Genogrup

GI
Lokal Kuyular n:35 1(2.86)
Dereler n:25 2 (8.00)
Toplam: 60 3 (5.00)

GII GIV Toplam
2(5.71) 0(0) 3(8.57)
4 (16.00) 1 (4.00) 7 (28.00)
6 (10.00) 1(1.67) 10 (16.67)

Derelerden alinan sularda 6zellikle GII %16
olarak en yliksek diizeyde saptanirken, derelerden
alman sularda GI, GII ve GIV pozitifligi %28 ora-
ninda bulundu. Lokal kuyularda ise GI %2.86 ve
GII %5.71 oraninda saptanirken, GIV pozitifligi bu-
lunmadi. GIV sadece 1 numunede derelerden alinan
numuneler arasindan saptandi. Derelerde, kuyular-
dan alinan numunelere gore daha yiiksek sayida
HNoV pozitifligi saptandigr tespit edildi.

Tiim numunelerde durum incelendiginde, Nu-
munelerde, HNoV GII’'nin %10 diizeyinde saptan-
dig1, bunu sirasiyla GI (%5) ve GIV (%1.67) varli-
ginin takip ettigi tespit edildi.

Pozitiflik saptanan sularda Noroviriis ve ge-
nogruplarin dagilimi incelendiginde, Ocak aylarin-
da en yiiksek pozitiflik saptandigi, bunu Subat ay1-
nin izledigi goriilmektedir (Tablo 3).
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Tablo 3: Noroviriis ve genogruplarinin mevsimsel dagi-
lim1

Ay Noroviriis
GIV

Q
2

Toplam
Ocak 17 2
Subat 17
Mart 17
Nisan 17
Mayis 17
Haziran 17
Temmuz 17
Agustos 17
Eylil 17
Ekim 17
Kasim 17
Aralik 17
Ocak 18

Toplam

LW O = O O O O O O © O O = =

AN = O == =0 OO0 OO0 O ==

—_——_ 0 O O OO O o O o o o o
N = = = = O O O O O O N

—_
S

Tartisma ve Sonug¢

Su kaynakl1 viriislerin saptanmasi, dzellikle igilebi-
lir suyun az oldugu yerlerde halk sagligi agisindan
onemlidir. Su kaynakli enfeksiyonlarda noroviriis
yaygin olarak bildirilmektedir. Dogas1 geregi, bu
kontaminasyon siklikla biyolojik atiklarla iligkilidir
[4]. Cevre kosullarinda uzun siire yagama sanst ol-
dugu i¢in bu Noroviriislerin 6nemini arttirmaktadir
[9]. Yenilenme yetenegi hizli olan ve farkli pek ¢ok
genogrup, genotip ve varyantlari bulunan norovi-
rlslerin molekiiler epidemiyolojik olarak sularda
incelenerek durumunun bilinmesi, hem epidemiyo-
lojik veri sunmasi, hem de ulusal as1 ¢calismalarinda
da kullanilabilmesi acisindan degerlidir [4].

Uluslararast calismalar incelendiginde; Ku-
yular gibi yer alti sularinda yapilan ¢alismalarda,
Joung ve ark, 2013 yilinda, Giiney Kore’de yer
alt1 sularinda sadece %0.5 oraninda GII pozitifligi
saptamislardir [7]. Lee ve ark, 2013 yilinda Giiney
Kore’de yaptiklar1 ¢alismada yer alt1 sularini incele-
diklerinde, HNoV i¢in %0.64 pozitiflik saptamislar
ve bu pozitif numunelerden sadece 1 tanesinde GI,
6 tanesinde GII oldugunu bildirmislerdir [13]. Biz-
de calismamizda kuyu numunelerimizden sadece 3
tanesinde pozitiflik saptadik, verilen oranlara ben-
zer sekilde kuyu numunelerinde dere gibi kontami-
nasyona daha ac¢ik numunelere gore daha diisiik se-

viyede HNoV varlig1 oldugu anlasilmaktadir. Tiim
calismalarda GII varliginin bizim ¢alismamizdaki-
ne benzer sekilde yliksek oldugu goriilmektedir.

Yine uluslararast c¢aligmalarda, derelerde-
ki durum incelendiginde, Aw ve ark, 2009 yilinda
Singapur’da derelerde yaptiklart ¢aligmalarinda
60 numuneden 4 tanesinde (%9.3) GI, 16 tanesin-
de (%37.2) GII ve 23 tanesinde (%53.5) GI ve GII
birlikteligi olmak {izere toplam 43 (%71.7) HNoV
pozitifligi bildirmiglerdir (2). Lodder ve ark, 2005
yilinda Hollanda’da yaptiklari ¢aligmalarinda dere-
lerde 7 pozitiflik saptamiglar ve bunlarin 2 tanesini
GI ve 5 tanesini GII olarak tespit etmislerdir [14].
Kim ve ark, 2016 yilinda Giiney Kore’de yaptikla-
11 ¢aligmalarinda, GI i¢in %13.3 ve GII i¢in %16.6
pozitiflik bildirmislerdir [11]. Vantarakis ve ark,
2011 yilinda Yunanistan’da yaptiklart ¢alismalarin-
da derelerden aldiklar1 su numunelerinde, %56.8
oraninda HNoV bildirmisler ve bunlarin tamami-
nin GII oldugunu rapor etmislerdir [21]. Dere gibi
biyolojik kontaminasyona kuyulara gore daha agik
sularda HNoV kontaminasyonunun daha yiiksek se-
viyelerde oldugu ve iilkeden iilkeye hatta bolgeden
bolgeye degisiklik gosterdigi goriilmektedir. Bizim
calismamizda saptadigimiz %28’lik pozitifligin bu
anlamda g¢aligmalarla benzerlik gosterdigini soyle-
yebiliriz. Ayrica ¢alismamizdakine benzer sekilde
GII varligi, diger genogruplara gore agirlik goster-
mektedir.

Ulkemizde yapilan galigmalar incelendiginde,
siklikla salginlarla iligkili olarak diski numunele-
rinden incelemeler yapildig1 ve literatiirde bizim
calismamiza benzer sekilde sular ile yapilmis bir
caligmaya rastlamadik. Her ne kadar ayni numune
tizerinden olmasada Timurkan ve ark [20], digk:
numunelerinde yaptiklar ¢alismalarinda, GII’yi en
yiiksek diizeyde saptadiklarini, 1’er numunede de
GI ve GIV varlig1 bulduklarim bildirmislerdir. Bu
veride, yine ¢aligmamiz verilerine benzer sekilde
GII varhigmin iilkemizde diger iilkelerdekine de
benzer sekilde yiiksek oldugunu ama GI ve GIV’iin-
de olabilecegini bize diistindliirmiistiir.

Noroviriis genotiplerinin mevsimsel dagilimi-
nin incelendigi ¢alismalara bakildiginda, Kim ve ark
[11], Gliney Kore’de sularda saptadiklar1 Noroviriis
pozitifliklerini bizim ¢aligmamizdakine benzer se-
kilde kis aylarinda arttigini bildirmislerdir. Delga-
do-Gardea ve ark [4] 2017 yilinda Meksika’da yap-
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tiklar1 ¢aligmada, sularda Ekim ayinda daha yiiksek
konsantrasyonda Noroviriis pozitifligi saptadikla-
rii bildirmislerdir. Jalava ve ark [6], 2014 yilinda
Finlandiya’daki salginlar sirasinda sular1 inceledik-
lerinde Temmuz ayinda sularda Noroviriis pozitifli-
gi saptamislardir. Ulkemiz ve Finlandiya arasinda
1s1 farklilig1 g6z ontine alindiginda, 1s1 farkliliginin
calismamiz sonuglarina gore fark yarattigini bize
diisiindtirmiistiir. Kauppinen ve Miettinen [9], 2017
yilinda yaptiklari ¢alismada bu diisiincemizi destek-
lemislerdir. 3°C, 21°C ve 36°C’da sularda Norovi-
ris kantitatif durumunu incelediklerinde 36°C’da
Noroviriis kantitatif miktarlarin en diisiik seviyede
oldugunu ve 1s1 artis1 ile diistis gosterdigini bildir-
mislerdir. Inceledigimiz calismalardaki Norovi-
riis’iin mevsimsel dagilimi sonuglari ¢alismalarimiz
sonuglari ile benzer saptanmustir.

Sonug olarak, tilkemizde ilk defa kuyu sular1 ve
derelerden alinan sularla yaptigimiz ¢alismamizla,
molekiiler epidemiyolojik olarak HNoV varligimin
sularimizda olabilecegini, derelerde, kuyu sulari-
na gore kirliligin daha fazla diizeyde olabilecegini
saptadik. HNoV’lar arasinda GII’nin 6n planda tu-
tulmas1 gerektigi ama GI ve GIV’iinde varligiin
oldugunu gézlemledik. Halk saglig1 problemi olus-
turmamasi agisindan, HNoV salginlarinda sular géz
onilinde bulundurulmali ve yeni molekiiler teknik-
lerle sular gibi énemli enfeksiyon kaynaklarindan
epidemiyolojik veriler elde edilerek durum ortaya
konabilir ve bu bilgiler ile bolgesel as1 gelistirme
calismalar i¢inde On veriler saglanabilecegi kana-
atindeyiz.
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