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OZET

Sirekbasan S. Akut Gastroenteritli Cocuklarda Human Bocavirus DNA’sinin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2009.

Akut gastroenteritler, ¢cocuklarda alt solunum yolu infeksiyonlarindan sonra en
sik morbidite ve mortalite nedenidir. Bes yasin altindaki ¢cocuklarda diinyada her yil bir
milyar cocuk ishale yakalanmakta ve yaklasik alti milyon ¢ocuk ishal nedeni ile
kaybedilmektedir.

Gastroenterit etkenlerinin bilinmesi, dogru tan1 ve etkin tedavi firsati
saglamasinin yani sira antimikrobiyal tedavi gereken durumlarda antibiyotik se¢imi i¢in
de yol gosterici olmaktadir.

Ik kez 2005 yilinda Isvec'te alt solunum yolu infeksiyonu gozlenen cocuklarm
klinik 6rneklerinden izole edilen Human Bocavirus (HBoV); Parvoviridae ailesine bagh
Parvovirinae alt ailesinin igcerisinde bulunan, tek sarmalli lineer bir DNA genomu igceren
zarfsiz bir virustur. Onceleri HBoV'nin insan hastaliklarindaki roliiniin tam olarak
bilinmemesine ragmen bu konuda yapilan ¢aligmalar, bu virusun ozellikle 5 yasin
altindaki cocuklarin akut alt solunum yolu infeksiyonlarinda etken oldugunu
gostermistir. Yapilan c¢aligmalar HBoV'nin Isveg'ten sonra sirasiyla Avusturalya,
Japonya, Kanada, Fransa, Amerika'dan bildirilmesinin ardindan Tiirkiye'de de
rastlanabildigini gdstermektedir.

HBoV'un taksonomik olarak iligkilendirildigi Bocavirus cinsinde yer alan
Bovine parvovirus ile Canine minute virus'un hayvanlarda gastroenterit yapmalari
nedeniyle, solunum yollar1 disinda gastrointestinal sisteme de etkisinin olup olmadigi
arastirilmstir.

Calismamizda, akut gastroenteritli ¢ocuklarda Human Bocavirus DNA’sinin
arastiritlmasi amaclandi. 27 Ocak 2009 — 26 Mayis 2009 tarihleri arasinda yiiriitiilen bu
tezin ¢alisma grubunu, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk poliklinigi ve Cocuk Acil
polikliniginden, klinik olarak akut gastroenterit tanis1 konulan, 59’u (% 58,4) erkek,
42’51 (% 41,6) kiz olmak iizere toplam 101 ¢cocuk hasta olusturmustur.

HBoV DNA'’s1 NP-1 gen bolgesine uygun primer dizilerinin kullanildigi PCR
yontemi ile arastirilmastir.

Incelenen 101 6rnekten 7’si (% 6,9) HBoV pozitif olarak saptanmistir. HBoV
pozitif hastalarm yas ortalamasi 1.5 (1-2,5 yas) olup % 71,4’ui 2 yas altidir. 7 pozitif
ornekten de 2’sinde (% 28,6) birden fazla virus agisindan (HBoV ve Norovirus)
pozitiflik elde edilmis ve eszamanli infeksiyon varligi diisiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Insan Bocavirusu, gastroenterit, ¢ocuk, polimeraz zincir
reaksiyonu, diski

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 3728



ABSTRACT

Sirekbasan S. Investigation of Human Bocavirus DNA in children with acute
gastroenteritis. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Microbiology and Clinical Microbiology. Master of Sciense. Istanbul. 2009.

Following lower tract infections acute gastroenteritis is one of the mast common
causes of morbidity and mortality in children. Among children under 5 years of age, 1
billion children contract diarrhea each year and approximately 6 million of them die.

The identification of the causative agent of gastroenteritis gives an opportunity
for correct diagnosis and effective therapy and may be also helpful during the selection
appropriate antimicrobial, if necessary.

Human Bocavirus (HBoV) which is a nonenveloped DNA virus with a single
stranded lineer DNA genome and isolated for the first time in 2005 from clinical
specimens of Swedish children with lower respiratory tract infection belongs to the
Parvovirinae subfamily of Parviviridae virus family. Although the exact role of HBoV
in human diseases was unknown at the beginning, subsequent studies revealed that
HBoV is one the of causative agents of the lower respiratory tract infections, especially
in children under 5 years of age. Subsequent studies show that HBoV is present in
Sweden, Australia, Japan, Canada, France, USA, Turkey, etc.

Since Bovine parvovirus and Canine minute virus are taxonomically related with
HBoV which cause gastroenteritis in animals, the role of HBoV in gastroenteritis has
been also investigated.

In our study, children with acute gastroenteritis Human Bocavirus DNA aimed
to research. The study group of this study conducted between January, 27.2009-May, 26
2009 consisted of 101 children attending to Ambulatory and Emergency Pediatrics
Clinics of Cerrahpasa School of Medicine. 59 (58.4%) of children were male and 42
(41.6%) were female.

HBoV DNA was investigated by PCR using primers from NP-1 gene of the
virus.

Seven out of 101 specimens (6.9%) were found positive. The mean age of the
HBoV DNA positive children was 1.5 years (1-1.5years) and 71.4% of them were
younger then 2 years. In 2 (28.6%) of 7 positive samples we obtained positive results
also for other gastroenteritis viruses (in both Noroviruses) indicating, mixed infections.

Key Words: Human Bocavirus, gastroenteritis, child, polymerase chain reaction, stool

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 3728
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1. GIRIS VE AMAC

Akut gastroenteritler, 0zellikle ¢ocukluk caginda goriilmekle birlikte tiim yas
gruplarim etkileyen ve 6liim nedeni olarak iist siralarda yer alan 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore, akut gastroenteritler tiim diinyada
cocuklarda morbidite nedeni olarak akut solunum yolu infeksiyonlarindan sonra ikinci

siklikta, mortalite nedenlerinin ise basinda gelmektedir (1-3).

Gastroenteritin infeksiyoz etkenler disinda ¢esitli nedenleri vardir fakat 6zellikle
akut gastroenteritlerin biiylik bir kismmdan infeksiyoz etkenler sorumludur.
Gastroenterit etkeni viruslarin sikliklar1 yas ile degismekle birlikte en sik olarak
rotavirus karsimiza c¢ikmaktadir. Bunu sirasiyla norovirus, enterik adenoviruslar,

astrovirus, coronavirus, picabirnavirus, torovirus, enterovirus 22 izlemektedir (4, 5).

Gastroenterit etkenlerinin ¢ok cesitli olmasi ve giiniimiizde rutin olarak
uygulanan laboratuvar testlerin sinirli olmasi sebebiyle etken mikroorganizmalarin
bircogu saptanamamaktadir. Akut gastroenteritlerin tedavisinde antibiyotikler yaygin
olarak kullanildigindan, direngli bakteri kokenlerinin ortaya ¢ikmasi da kagiilmazdir.
Bu durum yeni bildirilen viral etkenlere yonelik testlerin de dahil edilmesi gerektigini

ortaya koymaktadir.

Cevre ve hijyen kosullarinin iyi olmadigi bolgelerde bir takim infeksiyoz
etkenler yaygin olarak toplum saghgimi ciddi 6l¢iide tehdit ederken, yeni tanimlanan
pekcok mikroorganizma da hem saglikli popiilasyonda hem de bagisiklik sistemi

baskilanmis olan kisilerde gastroenterit etkeni olabilmektedir.

2005 yilinda Allander ve arkadaslar1 ozellikle akut solunum yolu infeksiyonu
semptomlar1 gosteren bir grup cocuktan aldiklar1 nazofarengeal aspirat orneklerinde
yeni bir virusun varligmi ortaya koydular (6). Yapilan ileri genomik arastirmalar
sonucunda Bocavirus cinsinde yer alan Canine minute virus ve Bovine parvovirus adi
verilen bu viruslara ¢ok yakin benzerlikler gostermesi nedeniyle bu virus Bocavirus

cinsine almarak Human bocavirus (HBoV) olarak isimlendirildi (7, 8).



Bocavirus cinsinde yer alan bu iki hayvan patojeni virusun hayvanlarda
gastroenterit yapmasi nedeniyle, solunum yollar1 disinda gastrointestinal sistem
tizerinde de etkisinin olup olmadig: arastirilmustir. 2007 yilinda yapilan bir caligmada
akut gastroenteritli 527 ¢ocuk hastanin fekal Orneklerinin 48’inde PCR ile HBoV
pozitifligi saptanmistir. HBoV pozitif hastalarin 20’sinde tek basma etken iken, 28
hastada koinfeksiyon olarak degerlendirilmistir (9).

HBoV’un gastrointestinal sistem infeksiyonlarindaki roliine yonelik yapilan
caligmalar tedavi ve epidemiyolojik a¢idan ¢ok Onemlidir. Daha once solunum yollar1
infeksiyonu olan c¢ocuklarda saptanmis olan bu virusun, iilkemizde gastroenteritteki
roliine iligkin yapilmis herhangi bir caligma yoktur. Varligi ortaya yeni konulan bu

virusun gastrointestinal sistem infeksiyonlarindaki yeri iilkemizde bilinmemektedir.

Bu nedenle yeni tamimlanan bu virusun iilkemizde cocukluk c¢agi
gastroenteritlerindeki roliinii belirlemek amaciyla hastanemizin ¢ocuk poliklinigine
basvuran akut gastroenterit tanis1 konulan ¢cocuk hastalarm digkr 6rneklerinde polimeraz

zincir reaksiyonu yontemi ile HBoV DNA’sinm arastirilmasi1 amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Infeksiyon hastaliklarmin yaygmligy; iilkelerin iklim kosullarma, cografi
ozelliklerine, toplumun ekonomik, sosyal ve Kkiiltiirel gelisimine bagli olarak
degismektedir (10). Giiniimiizde tiim diinyadaki gelismelere ve aliman saglik
tedbirlerine karsin akut gastroenteritler en Onemli Oliim sebepleri arasinda yer

aldigindan 6nemini korumaya devam ettirmektedir (1).

Akut gastroenteritler, ¢cocuklarda alt solunum yolu infeksiyonlarindan sonra en
stk morbidite ve mortalite nedenidir (11). 1982 yilina dayanan ve 1950-1970 yillar1
arasindaki veriler gozden gecirilerek yapilan bir calismaya gore yilda 4,6 milyon
cocugun ishal nedeniyle 6ldiigii tahmin ediliyordu (12). 1992 yilinda yapilan baska bir
calisma da ise 1980’lerdeki veriler bu saymin 3,3 milyona indigini gostermekteydi (13).
2003 yilinda yapilan bir arastirmaya gore giiniimiizde 1,6-2,5 milyon cocuk ishal
nedeniyle O6lmektedir (14). Bu oOliimlerin ¢ogu gelismekte olan iilkelerde; besin
hijyenindeki eksiklik, kalabalik ev ortamu, fakirlik, hizli sehirlesme ve yetersiz egitim

sonucu meydana gelmektedir (15).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde yilda 25 milyon ishal olgusu goriildiigii
ve yaklasik % 20’sinin gastrointestinal sikayetlerle hekime basvurdugu tahmin
edilmektedir. Bunlar arasinda 6zellikle 5 yas alti ¢ocuklar ve yashlar olmak iizere

10.000’den fazla kisinin 6ldiigii bildirilmektedir (3, 16).

Niifus yogunlugunun fazla oldugu ve hijyen kosullarinin kotii oldugu bolgelerde
klasik olarak tanimlanabilecek etkenler gastrointestinal infeksiyonlara sebep olurken,
teknolojik gelismeler 151g1nda yeni tanimlanan bir¢cok mikroorganizmanin hem saglikli
bireylerde hem de immiinsiipresif hastalarda gastroenterit etkeni oldugu goriilmektedir

17).

2.1. ISHAL TANIMI

Ishal; giinde 3 kezden daha fazla sayida sulu diskilama ve giinliik diski
miktarmin 200 gramin iizerinde olmasi seklinde tamimlanabilir. Ishal akut ve kronik
olabilir. Akut ishaller 2 haftadan uzun siirmezken, kesintisiz veya aralikli olarak 2-3

haftadan uzun siirmesi durumunda kronik ishal olarak kabul edilir (5).



Ishal ile iliskili olarak sik kullanmilan klinik durumlarmn tanimlar1 asagida
verilmistir (5, 18):

Gastroenterit: Mide ve incebarsagin birlikte etkilendigi ve bu nedenle bulanti,
kusma, ishal ile karin agrist gibi gastrointestinal semptomlarin birarada oldugu klinik

tablodur.

Dizanteri: Kramp bicimi karmn agrisi, tenezm, kanli-mukuslu sik sik ve az
diskilama ile karsimiza cikan bu klinik tablo basta kolon olmak iizere barsaklarin

inflamasyonu ile karakterize edilir.

Enterokolit: Hem kalin hem de ince barsak mukozasinin inflamasyonu sonucu
genellikle bulant1 ve kusmanin eslik etmedigi, ates, karin agris1 ve de ishalin etkin

oldugu klinik tablodur.

Tenezm: Sik sik agrili digkilama ve diskilamaya ragmen bosalamadigini

hissedip rahatlayamama durumudur.

2.2. ISHAL EPIDEMIYOLOJiSi

Ishalli hastaliklar diinyanin her yerinde yaygin olarak goriilmekle beraber, az
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ishal 6zellikle kiiciik ¢ocuklar i¢cin son derece
onemli bir saglik sorunu ve 6liim nedenidir (19). 5 yasin altindaki ¢ocuklar gelismis
ilkelerde yilda 2-3 kez ishal gecirirken, gelismekte olan ya da az gelismis iilkelerde bu
yas grubundaki cocuklar 10-18 kez ishal olmaktadirlar. Bu cocuklarm % 15’1 3
yasindan Once ishal nedeniyle yitirilmektedir (2, 5). Yurdumuzda ise 5 yas alt1 cocuk
Oliimlerinin pndmoniden sonraki en sik nedeninin ishallere bagli oldugu bildirilmektedir

(20).

Suras1 bir gercektir ki, gelismis iilkeler i¢in de ishalli hastaliklar sorun teskil
etmeye devam etmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1,5 milyon cocukta klinik
tablo gosteren ishal doktora bagvuruya neden olmaktadir. Hastaneye yatis nedenlerinin

% 10’u ishalli hastaliklardan dolayidir (21).

Ishaller yurdumuzda tiim yil boyunca goriilmekte ve genellikle Nisan-Mayis
aylarinda artip, Temmuz-Agustos aylarinda en yiiksek seviyeye ulasir. Ekim ayinda ise

azalma egilimi gostermektedir (22, 23).



2.2.1. Ishalle iliskili risk faktorleri

Ishalle iliskili; fiziksel, kimyasal, immiinolojik, ¢evresel ve demografik olmak

izere bir¢ok risk faktorleri bulunmaktadir. Bunlarin bir kism1 maddeler halinde asagida

srralanmigtir (24).

Kisa siire once seyahat yapmis olanlar; infeksiyoz ishal yoniinden yiiksek

risk altindadir.

Giindiiz bakim evine (kres, ana okulu vb.) giden cocuklar ve bunlarin aile
bireyleri; ¢ocuklarin kisisel temizlik kavramlarinin tam olarak gelismemis

olmasindan dolay1 yakin temas halinde olmalar: yiiksek risk faktoriidiir.

Siirekli bakim evinde (huzur evi, akil hastanesi vb.) kalanlar; bagisiklik

sistemi problemleri ve diiskiin durumda olmalariyla risk altindadirlar.

AIDS hastalar1 ve escinseller; seksiiel gecisin sik oldugu bu ishallerde fekal-
oral yolla infeksiyoz ishal gelisme oraninin yiiksek olmasindan 6tiirii riski

yiiksek gruplar arasindadir.

[la¢ kullanan hastalar; son 4-6 hafta icerisinde genis spektrumlu antibiyotik

ve asir1 laksatif kullanimu biiyiik oranda ishale neden olur.

Sagliksiz yiyeceklerin tiiketilmesi; toplu halde iiretilen yiyeceklerin

hazirlanmasinda yapilan hatalar risk faktorleri arasinda yer alir.

2.3. iISHAL ETiYOLOJiSi

Giiniimiiz kosullarinda rutin laboratuvar tetkikleri ile tiim ishal etkenleri

bilinememekte ve bu durum amprik antibiyotik kullaniminda artisa yol agmaktadir (25,

26). Etiyolojinin bilinmesi, dogru tam ve etkin tedavi firsati saglamakla birlikte

epidemiyolojik acidan da Onem tasir. Ayrica antimikrobiyal maddelerin kullanilmasi

konusunda klinisyeni yOnlendirerek halk saghgi acisindan gerekli Onlemlerin

alinmasinda rehberlik eder (Tablo 2.1) (1, 3, 4, 27, 28).



Tablo 2.1 ishal nedenleri

Akut ishaller
¢ infeksiydz nedenler:
Bakteriler, virusler, parazitler ve mantarlar
e Toksik ishaller:
Bakteri toksinleri-Gida zehirlenmeleri: S. aureus, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, E. coli (ETEC), antibiyotikle iliskili ishal (C. difficile)
e Simik zehirler:
Arsenik, kursun, civa vb.
e Diger nedenler:
Gastrointestinal kanama, apendisit, divertikiilit, iskemik kolit
Kronik ishaller
¢ inflamatuvar bagirsak hastaliklari
Ulseratif kolit, Crohn hastalig
¢ infeksiyonlar:
Paraziter hastaliklar (E. histolytica, Giardia, Cryptosporidium)
Bagirsak tliberkilozu
e Bagirsak timorleri
e Endokrin hastaliklar
Hipertroidi, hipoparatiroidi, diabetes mellitus
e Kistik fibrozis
e  Kisa bagirsak sendromu
e Emilim bozukluklari

e Gida alerijisi

Infeksiyoz ishal etiyolojisinde basta viruslar, daha sonra bakteriler ve daha az
oranda da parazitler yer almaktadir (Tablo 2.2) (4, 29). Ancak bu oranlama genel olup
hastanin demografik o©zelliklerine, bolgenin mevsimsel kosullarina ve iklimsel
ozelliklerine bagli olarak degisiklikler gosterebilmektedir Ayrica ulagim olanaklarindaki
gelismeler goz Oniine alindiginda olagandist etkenlerle karsilasma potansiyeli

artmaktadir (30-33).




Tablo 2.2 Akut infeksiyoz ishal etiyolojisi

Bakteriler
¢ invazif
- Salmonella typhi
- typhi disi Salmonella
- Shigella sp.
- Campylobacter sp.

- Enteroinvazif E. coli (EIEC)

- C. perfringens

- Yersinia enterocolitica

- S. aureus (enterokolit)

- Plesiomonas shigelloides

- Aeromonas sp.

- Klebsiella pneumoniae

- Tropheryma whippelii

- Edwardsiella tarda

- Hafnia alvei

- Pseudomonas aeruginosa

- Citrobacter sp.

- Enterobacter sp.

- Bacterioides fragilis
Viruslar

- Rotavirus

- Norovirus

- Astrovirus

- Torovirus

- Cytomegalovirus

- Parechovirus

- Pestivirus

Parazitler
® Protozoon .
- E histolytica
- Giardia lamblia
- Cryptosporidium
- Cyclospora
- Isospora belli
- Sarcocystis hominis
- Blastocystis hominis
- Balantidium coli
- Dientomoeba fragilis
- Microsporidia
(Enterocytozoon, Encephalitozoon)

¢ Toksijenik

- Onceden yapilmis toksin:

B. cereus

S. aureus (enterotoksin)

C. perfringens

- Enterotoksin:

Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

Vibrio cholerae
Aeromonas sp.

- Sitotoksin:
C. difficile

Enterohemorojik E. coli (EHEC)

Adenovirus (tip 31, 40 ve 41)

Calicivirus
Enterovirus
Coronavirus
Picobirnavirus
Sapovirus

Human Bocavirus

Helmint

Trichuris trichiura
Hymenolepis nana
Taenia saginata

Taenia solium
Strongyloides stercoralis
Trichinella spiralis
Schistosoma mansoni
Capillaria philipiensis

e Mantar

— Candida albicans




2.4. ISHAL PATOGENEZI

Ishal patogenezinde farkli mekanizmalarm yol agtig1 degisik tipte ishaller yer
almaktadir. Viicut savunma sistemi ve mikroorganizma arasindaki etkilesim sonucu, ya
bagirsak sivi sekresyonunda artis (sekretuvar ishaller) ya da mukoza hasarlanmasi
sonucu (inflamatuar ishaller) ishal gelisir. Ishalin bir diger ana mekanizmasi sivi

emiliminde azalma (ozmotik ishaller, emilim yiizeyinin azalmasi) olmasidir (Tablo 2.3)

(4, 34-38).

Tablo 2.3 ishal tipleri

Sekretuvar ishaller:
Diski miktarinin ve su igeriginin fazla oldugu ishallerdir. Sivi ve elektrolit transportunda

bozukluk ve aktif anyon saliniminda artis gorilir.

Eksiidatif ishaller (inflamatuar ishaller):
inflamasyon sonucu barsak hiicrelerinin kaybi veya hasari ile ortaya cikar. Kolon

absorbsiyonunda bozulma ve sekresyonda artma gordlir.

Ozmotik ishaller:
Absorbe edilemeyen maddelerin barsak limeni icerisinde bulunmasi ile birlikte

kolonun normal ve kompansatuar geri emme kapasitesini asmasi sonucu ishal gorlir.

Motilite bozukluguna bagh ishaller:
Barsak motilitesinin arttigi durumlarda Iimendeki maddelerin emilim kapasitesine
sahip hiicreler ile temas sliresinde azalma meydana gelir ve bu durum malabsorbsiyonla

ishale neden olur.

Emilim yiizeyinin azalmasina bagli ishaller:
Barsak reaksiyonlari ve fistiiller; emilim ylizeyinin azalmasina, barsaktan gecis sliresinin

kisalmasina ve malabsorbsiyona yol acarak ishale neden olabilir.

Suni ishaller:

Hasta kendi istegi ile 6rnegin laksatif kullanimina bagli olarak ishal olusturur.




2.5. HUMAN BOCAVIRUS (HBoV)

DNA viruslari igerisinde yer alan Parvoviridae ailesine bagli Parvovirinae alt
ailesinde omurgali hayvanlarda ve insanlarda hastalik yapan Amdovirus, Bocavirus,
Dependovirus, Erythrovirus ve Parvovirus olarak adlandirilan 5 ayr1 virus cinsi
bulunmaktadir (Sekil 2.1). Bunlar 18-26 nm capinda, 4-6 kb uzunlugunda tek sarmalli
lineer bir DNA genomu igeren, izometrik (ikozahedral) kapsidli ve zarfsiz viruslardir

(Sekil 2.2) (7, 39).

Densovirus
Iteravirus
Brevidensovirus
Pefudensovirus

Densovirinae

Chicken parvovirus (ChPV)
Parvoviridae Feline panleukopenia virus (FPV)
HB parvevirus (HBPV)

. H-1 parvevirus (H-1PV)
Parvovirus Kilham rar virus (KRV)
Lapine parvovirus (LPV)
LudIT virus (LulllV)

Minute virus of mice (MVMI)
Mouse parvovirus I (MPV-1)
Porcine parvovirus (PPV)

RT parvovirus (RTPV)

Tumor virus X (TVX)

Parvovirinae

. Human parvovirus BI9

E F}fthUWFUS Pig-tailed macaque parvovirus (PMPV)
Rhesus macague parvovirus (RmPV)
Simian parvovirus (SPV)

DEPEHdDV#US | Adeno-associated virus (AAV)

Amdovirus | Aleutian mink disease virus (AMDV)

. Bovine parvovirus (BPV)
Bocavirus Canine minute virus (CnhV)
Human bocavirus (HBoV)

Sekil 2.1 Parvoviridae ailesine ait taksonomik simiflandirma



Bocavirus cinsinde daha onceleri Canine minute virus ve Bovine parvovirus adi
verilen ve hayvanlarda hastalik etkeni oldugu bilinen iki ayr1 virus yer almaktaydi.
Fakat 2005 yilinda Allander ve arkadaslar1 6zellikle akut solunum yolu infeksiyonu
semptomlar1 gosteren bir grup cocuktan aldiklar1 nazofarengeal aspirat orneklerinde
yeni bir virusun varligmi ortaya koydular (6). Yapilan ileri genomik arastirmalar
sonucunda solunum yolu orneklerinden soyutlanan bu virus, yukarida adi gecen iki
viruse ¢cok yakin benzerlikler gostermesi nedeniyle bu viruslerin bulundugu Bocavirus
cinsine almarak Human bocavirus (HBoV) olarak isimlendirildi (7, 8). “boca” ismi

Bovine ve canine sozciiklerinin ilk hecelerinin kombinasyonu olarak tiiretilmistir (40).

Bocavirus cinsinde yer alan bu iki hayvan patojeni enterik viruslardir. Bovine
parvovirus ishale sebep olurken, Canine minute virus yenidogan solunum yolu

hastaliklarina ve embriyopatiye sebep olmaktadir (40).

Sekil 2.2 HBoV’un izometrik kapsid yapisimin sematik goriiniimii

Yakin zamanlara kadar Parvovirinae alt ailesinde insanda hastalik yapan tek
virusun Parvovirus cinsi igerisinde yer alan 5. hastalik etkeni Parvovirus B19 oldugu
biliniyordu. HBoV’un cocuklarda alt solunum yollar1 infeksiyonu etkeni olarak

saptanmasiyla birlikte HBoV’de ikinci bir insan patojeni olarak bu aileye katilmistir (8).

Parvovirus’ler genellikle proliferasyona ugrayan hiicreleri infekte eder ve
sistemik infeksiyonlara neden olur. Dokularin iyilesmesi ile ilgili semptomlar uzun siire

devam edebilir (6).
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HBoV bircok 6zelligi bakimindan Parvovirus’la benzerlik gostermesinin
yaninda bazi 6zellikler agisindan bakildiginda bir takim farkliliklara rastlanmaktadir.
Ornegin; HBoV genomu 5,5 kb olmasma karsin parvoviruslarda genom 5,1 kb

uzunlugundadir (7).

Bovine parvovirus ve Canine minute virus’un genomik organizasyonu HBoV’un
genomuna yakin benzerlik gostermektedir (Sekil 2.3) (8). Parvovirinae alt ailesinin tiim
tiyelerinde 2 biiyiik protein kodlayan bolge (open reading frame-ORF); biri yapisal
olmayan protein (NS1) diger ikisi iki farkl kapsid proteini (VP1, VP2) olmak iizere 3
proteini kodlar. Ancak Bovine parvovirus ve Canine minute virus, HBoV’de oldugu gibi
bir iiciincii orta ORF bolgesine sahiptir. Bu ii¢ biiylik ORF bolgesi yapisal olmayan bir
protein (NS1) ile 3 farkl kapsid proteininden (VP1/VP2, NP-1) olusan toplam 4 biiyiik
proteini kodlar. ORF bolgesinden kodlanan yapisal olmayan NP-1 olarak adlandirilan
proteinin fonksiyonu bilinmemektedir (41, 42).

HBoV’de orta ORF’nin kodladig1 NP-1 ile Bovine parvovirus ve Canine minute
virus’un sahip oldugu NP-1 geninin amino asit diizeyi arasinda %47 oraninda benzerlik

bulunmaktadir ve bu da HBoV’un siiflandirmadaki yerini destekler niteliktedir (8).

HBoV genomunun tam uzunlukta dizi analizi yapildiktan sonra iki farkl izolati
bulunmustur. Bu izolatlar Stockholm 1 (ST1; 5,217 nukleotid) ve Stockholm 2 (ST2;
5,299 nukleotid) olarak isimlendirilmistir (8).
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HBoV’un ST1 izolat1 asagida gosterilen bolgelerden olusur;

1,920 nukleotid (183-2102)

NS1 < . .
639 amino asit

660 nukleotid (2340-2999)

NP-1 Y 219 amino asit

2,016 nukleotid (2986-5001)

VP1/VP2
219 amino asit

ST2 izolat1 ise ST1 izolatindan 26 nukleotid farklidir (Sekil 2.3) (8).

A

HBoV ST1: 5217 bp

NS NP-1 VPINP2
[ g [ -
[ T

I | | | | |
0 1 2 3 4 5 kb
B

I 11l l N R

Sekil 2.4 A; ST1 izolati, B; ST2 izolati
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HBoV icin bugiine kadar kullanilan tek tam1 yontemi PCR’dir. Klinik
arastirmalar i¢in kullanilan kantitatif PCR uygulamasinda ilerlemeler kaydedilmistir
fakat solunum yolu Ornekleri i¢cin heniiz standart bir prosediir yoktur. HBoV bazen
solunum yolu sekresyonlarinda 10" kopya/ml kadar yiiksek viral yiike ulasabilir, fakat
cogu calismada pozitif olarak saptanan orneklerin viral yiikii diisiiktiir. Bu nedenle

kantitatif degerler dikkatle yorumlanmalidir (6, 43-46).

HBoV hastalarda klinik olarak siklikla alt solunum yolu infeksiyonlarina daha
az olarak da iist solunum yolu infeksiyonlarina sebep olmaktadir (47). HBoV DNA’s1

semptomatik ¢cocuklarm periferik kanlarindan da saptanabilmektedir (6).

Yakin zamanda yapilan bir ¢caligmaya gore Kawasaki hastalig1 olan 16 hastada
PCR ile HBoV genomu arastirilmistir ve 5’inde (% 31,2) HBoV pozitifligi saptanmistir.
HBoV’un bazi Kawasaki hastaligi olgularinda patojenik rolii oldugu diisiiniilmiistiir

(48).

Hamza ve arkadaslar1 Almanya’da bir yillik periyotta yaptiklar1 caligmada,
nehirlerden topladiklar: 120 su 6rneginden 49 (% 40,8) HBoV pozitifligi bulmuslardir.
Bulunan yiiksek yayginlik orani nehir sularinin HBoV yayiliminda rol oynayabilecegini

diistindiirmiistiir (49).

HBoV in vitro ortamda ¢ogalmaz ve HBoV’da bir hayvan modeli simdiye kadar

bildirilmemistir (6).

2.5.1. HBoV epidemiyolojisi

HBoV ile ilgili yapilan c¢aligmalara bakildiginda tiim diinyada saptandigi
goriilmektedir (8, 44, 50-60). Neredeyse simdiye kadar tiim prevalans caligmalar1 akut
solunum yolu hastalariin solunum sekresyonlarindan yapilmistir. Bu caligmalarda
prevalans oranlar1 % 1,5 ile % 19 arasinda degiskenlik gostermektedir. Prevalans
farkliliklarina bakildiginda hasta populasyonlari, ornekleme teknikleri ve deneylerin

duyarliliklar1 g6z ardi1 edilmemelidir (6).

HBoV infeksiyonunun mevsimsel degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (44-47,
53, 55, 57-59). Fakat diizenli sabit bir mevsimselligi olup olmadigr heniiz

bilinmemektedir (6).
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HBoV’e genellikle 2 yas alt1 ¢cocuklarda rastlanmistir (8, 54, 56, 59, 62). Yapilan
bircok caligmada ise 6 aydan kiiciik cocuklar arasinda yaygmnhigin diisiik oldugu
bildirilmistir. Bunun bir 6lglide anneden gecen antikorlara bagli olduguna isaret

edilmektedir (44, 54, 59, 60, 62).

Filogenetik caligmalara bakildiginda HBoV’un genetik cesitliligi diisiiktiir.
Diinya capinda birbirinden az farkl iki izolat dolasmaktadir. Bu smirh dizi farkliliklar:
virusun epidemiyolojisinin izlenmesi ve prevalans calismalarinda faydal olabilir (46,

53, 63).

2.5.2. Human bocavirus ve gastroenterit

Hayvan bocavirusleri buzagi ve yavru kdpeklerde sadece solunum semptomlari
ile degil bunun yanisira gastroenteritle de iliskilendirilmistir (64, 65). Arnold ve
arkadaslar1 2006 yilinda ¢ocuk hastanesinde HBoV pozitif olan hastalarin % 16’sinda
ishal oldugunu ilk kez bildirildi (51).

Vicente ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar: bir calismada akut gastroenteritli
527 ¢ocuk hastanin digk1 orneklerinden PCR ile virus arastirmislar ve 48’inde (% 9,1)
HBoV pozitifligi saptamislardir. HBoV pozitif hastalarin 20’sinde tek basina etken
iken, 28 hastada koinfeksiyon s6z konusuydu (9).

Neske ve arkadaslar1 2007 yilinda solunum yollarinda HBoV pozitif olan
cocuklarm 31’inin fekal Orneklerini arastirmiglar, bunlarin 14°tnii (% 45) pozitif

bulmuslardir (46).

Yapilan bu ve benzer calismalar ile HBoV’un gastroenteritli ¢cocuklarda etken
olabilecegi sonucuna varilmistir. Digki Orneklerinde yaygin olarak HBoV genomuna
rastlansa da gastroenterite yol agtid1 kesin degildir. Ishalin, sistemik infeksiyonlarda

genel bir semptom olarak ortaya ¢iktig1 da unutulmamalidir (6, 66).

HBoV’un gastrointestinal sistem infeksiyonlarindaki yer, yas ve cinsiyet
dagilimi, mevsimsel 6zellik gosterip gostermedigi, koinfeksiyonlarm sikligr ve klinige
etkisi gibi konular hala tam olarak ac¢ikliga kavusturulamamustir. Ayrica saglikli
bireyler, immun yetmezlikli hastalar, ¢ocuk ve eriskinlerdeki infeksiyon sikligi ile ilgili
verilerde kisithdir. Bu nedenle HBoV’un gastrointestinal sistem infeksiyonlarindaki

roliiniin tam olarak belirlenebilmesi icin daha ileri caligmalar gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTALAR

27 Ocak 2009 — 26 Mayis 2009 tarihleri arasinda yiiriitiillen bu calismaya,
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Poliklinigi ve Cocuk Acil Poliklinigi’nden klinik
olarak akut gastroenterit tanis1 konulan, 59’u (% 58.,4) erkek, 42’si (% 41,6) kiz olmak
iizere toplam 101 cocuk hastaya ait diski ornekleri toplandi. Ornekler semptomlarin

baslanmasindan sonra ortalama 2. ve 5. giinler araliginda alindi.

Prospektif ¢alismamizda Istanbul Universitesi Tibbi Etik Kurul Yonergesi’ne
gore hastalarin yasal temsilcilerinin bilgilendirilmis onaylar1 alindi. Calismaya katilan
hastalarin demografik verileri, yattiklar1 servis ve yatis nedeni, altta yatan hastaliklar,
klinik semptomlar1 ve aldig1 tedavi protokolleri, aile ve servis doktorlarmin verdigi
bilgiler dogrultusunda hazirlanan formlara kaydedildi (Tablo 3.1). 101 ¢ocuk hastaya ait
genel bilgiler tablo 3.2’de verildi.

3.2. HASTA ORNEKLERININ TOPLANMASI

Digkilar; hastanin steril numune kabina direkt diskilamasi ya da altbezlerinin
naylon olan ters tarafindan baglatilarak sulu kismun kaba aktarilmas: ile saglandi.
Digkilamakta zorlanan hastalardan rektal siiriintii Ornekleri alinarak tasima sivisina
aktarild1 ve en kisa siirede buz iizerinde laboratuvara iletildi. Tasima sivisi olarak

Hanks’in dengeli tuz solusyonu kullanildi.

Ornekler laboratuvara ulastiginda vortekslenerek PCR yontemiyle virus genomu

arastirilmak iizere — 80 °C’de saklandh.

16



DMA'simin arastinilmasi

Alkut gastroenteritli ve solunum yolu infeksiyonlu cocuklarda Human Bocavirus

Kiz[ | ERKEK| |

Tarih: Lah. Mo:
Adi Soyadn: Yasi:
Cinsiyeti: Tel:

Takip eden klinik/ Doktor adi ve tel:

Klinik tani:

ASYE [ ] GASTROENTERIT [ ]

Usye [ ] DIGER wovvre e )
Klinik belirtilerin kacine glindi:
Cevresinde benzer hastalik belirtileri olan var mi?
Kronik hastalik/bagisiklik sorunu/anomali:
PCR Laboratuvari tel: | 55335
ATES ] BURUN AKINTISI [ 1 | BOGAZ AGRISI (] | POSTNAZAL AKINT )
OksUROK [—] BALGAM CIKARNMA [_] STRIDOR |:| DisPFME D
HIRILTI [_] GOZYASI ARTISI [_] isHAL [_] SES KISIKLIGI [—]
KARIN AGRISI M KUSMA M BULANTI (] ANTB. KULLANIM [ ]

Tablo 3.1 Hasta bilgi formu
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27.01.2009 1 ZM.D. 35yas | K AGE var var | var | var | var 8. giin
27.01.2009 2 AK. 10 aylik | E AGE var | var | var 3. giin
06.02.2009 3 S.Y. 12 ayhk | E | AGE,USYE | var | var var var | var var var Ventrikiler 4. giin

septal defekt

07.02.2009 4 F.K. 4 yas K AGE var var 1. giin
09.02.2009 5 S.U. 25yas | K AGE var var 1. giin
09.02.2009 6 L.O. 18 aylik | E AGE var var | var 1. glin
12.02.2009 7 N.T. 3,5yas | K | AGE,IYE var | var | var | var | var 3. giin
17.02.2009 8 E.K. 5 yas K AGE var var | var | var 3. giin
19.02.2009 9 M.S.S. | 1laylhk | E AGE var var var | var | var preterm var 7. glin
19.02.2009 10 H.U. 21 aylhk | K AGE var var var var | var 2. glin
23.02.2009 11 M.H.I. 2aylik | E AGE var | var | var var 1. glin
23.02.2009 | 12 O.K.D. 2 yas E | AGE,ASYE | var | var var var | var 2. giin
24.02.2009 13 B.C.C. 2 yas E AGE var | var var var 3. giin
25.02.2009 14 P.N.Y. 9aylk | K AGE var var Premature 3. giin
28.02.2009 15 F.M.B. 25yas | E AGE var var | var 2. glin
01.03.2009 16 B.Y. 45yas | E AGE var var var | var 2. glin
01.03.2009 17 E.T.K. 2 yas E AGE var var | var 2. glin
08.03.2009 18 Y.KY. Saylhk | K AGE var var 3. giin
09.03.2009 19 1.O. 12 ayhik | K AGE var var 3. giin
09.03.2009 | 20 E.T. 18 aylik | K AGE var var | var | var | var 3. giin
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11.03.2009 | 21 B.K. 12 aylik | E AGE var 3. giin
12.03.2009 | 22 B.C. 25yas | E AGE var | var var var | var | var | var | var 4. giin
12.03.2009 | 23 C.K. 4,5aylik | K AGE var var | var | var | var var var 4. giin
12.03.2009 | 24 D.D. 25yas | K AGE var 2. glin
13.03.2009 | 25 E.C. 3 yas E | AGE,USYE | var | var var var var 2. giin
13.03.2009 | 26 1.O.U. 25yas | K AGE var var | var 1. giin
13.03.2009 | 27 | E.GS.T | 22 aylhk | K AGE var var | var var 6. glin
13.03.2009 | 28 E.O. 11 ayhk | E AGE var var var 5. giin
13.03.2009 | 29 S.A. 8aylhk | E | AGE,USYE var var | var | var 2. glin
13.03.2009 | 30 M.G. 10 aylik | E AGE var var var | var var Menengit 3. giin
14.03.2009 | 31 E.G. 8aylik | K AGE var var var 2. glin
16.03.2009 | 32 E.K. 4 yas E | AGE,USYE | var | var var var var | var | var var 4. giin
16.03.2009 33 E.E. 25yas | K AGE,USYE | var | var var | var var var var 7. glin
16.03.2009 | 34 E.N. 8aylik | K | AGE,USYE | var | var var | var var var var 7. giin
16.03.2009 | 35 H.Y. 20 aylik | E | AGE,USYE | var | var var | var | var | var var var MSZI;ZI,[Iigklt’ 8. giin
16.03.2009 | 36 Y.O. 12 aylik | E | AGE,USYE | var var | var var var var 4. giin
16.03.2009 | 37 B.G. Saylik | E AGE var var var 4. giin
17.03.2009 | 38 B.Y.S. 5 yas K AGE var | var | var 4. giin
19.03.2009 | 39 H.T. 15aylik | E AGE var var 3. giin
19.03.2009 | 40 B.K. 22 aylhik | K AGE var var var | var | var 4. giin
19.03.2009 | 41 B.B. 45yas | K AGE var var | var | var 3. giin
19.03.2009 | 42 E.S. 5 yas E AGE var var var var 3. giin
19.03.2009 | 43 S.B. Saylhk | K AGE var var var 2. glin
20.03.2009 | 44 S.0. 8aylhk | K | AGE,USYE var var var var var 2. glin
20.03.2009 | 45 B.E. Saylk | E AGE var var 1. glin
21.03.2009 | 46 S.S. 2 yas E AGE var var | var 10. giin
21.03.2009 | 47 B.G. 45yas | K AGE var | var var var | var 1. glin
21.03.2009 | 48 E.G. Saylik | E AGE var var 15. giin
21.03.2009 | 49 E.I 12 aylik | E AGE var | var var var | var 3. giin
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21.03.2009 | 50 Y.T. 13 aylik | E AGE var var var 2. glin
21.03.2009 | 51 N.S. 4 yas K AGE var var | var 1. glin
21.03.2009 | 52 LLD. 3 yas K AGE var var | var 3. giin
21.03.2009 | 53 EY. 2 yas K AGE var var | var 7. glin
23.03.2009 | 54 T.T.S. 45yas | E AGE var | var var var | var | var var 5. glin
23.03.2009 | 55 B.O. 2 yas E AGE var var var | var 3. giin
26.03.2009 | 56 E.O. 4 yas E AGE var | var | var var | var | var Kalpv 2. giin
hastaligi
28.03.2009 | 57 D.A. 5 yas K AGE var var | var 3. giin
29.03.2009 | 58 B.GS. | 12aylhk | E AGE var 4. giin
29.03.2009 | 59 B.K. 3 yas E | AGE,USYE var | var var 1. giin
29.03.2009 | 60 Z.T. 2 yas K AGE var var var 3. giin
29.03.2009 | 61 E.D.D. 4aylk | E AGE var 2. giin
29.03.2009 | 62 H.K. 10 aylik | K | AGE,USYE | var var var | var | var var 2. glin
29.03.2009 | 63 F.B. 12 aylik | K | AGE,USYE | var | var var var var 3. giin
29.03.2009 | 64 E.C. 7aylik | E | AGE,USYE | var | var var var 2. giin
30.03.2009 | 65 M.SY. | 12aylik | E AGE var 2. giin
31.03.2009 | 66 iK. | 13aylk | E AGE var var | var var Mental 4. giin
retardasyon
01.04.2009 | 67 S.C. 3 yas K AGE var var | var 2. glin
01.04.2009 | 68 R.K. 10 aylik | K AGE var var var 1. glin
01.04.2009 | 69 MK.T. | 18aylk | E AGE var var var var 2. glin
01.04.2009 | 70 M.G. 11 ayhik | K AGE var var var var 3. giin
01.04.2009 | 71 0.G. 13 aylik | E AGE var var var 2. glin
01.04.2009 | 72 S.S. 16 ayhk | E AGE var var var 7. giin
01.04.2009 | 73 AKK. | 1l1ayhk | E | AGE,USYE | var | var var | var | var | var var var 3. giin
03.04.2009 | 74 Y.N.D. 2 yas K | AGE,USYE var var var var 3. giin
04.04.2009 | 75 N.D. 3 yas K AGE var var var 2. glin
06.04.2009 | 76 H.ZD. | 2l aylik | E | AGE,USYE | var | var var | var var var var 2. glin
06.04.2009 | 77 E.D. 2 yas E | AGE,USYE | var | var var var var 4. giin
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S.0.

06.04.2009 | 78 12 aylik | E AGE var var var 3. giin
06.04.2009 | 79 H.B. 14 ayhik | K AGE var var var 3. giin
06.04.2009 | 80 H.1.O. 2 yas E AGE var var var 6. glin
06.04.2009 | 81 C.E. 4aylk | E | AGE,ASYE | var var | var | var | var var var var 5. glin
06.04.2009 | 82 Y.S. 6ayhk | K | AGE,USYE var var var var var 3. giin
07.04.2009 | 83 O.B. 12 aylik | E | AGE,USYE | var var var var 3. giin
07.04.2009 | 84 Y.S.G. 25yas | E AGE var | var var var var 3. giin
07.04.2009 | 85 EDK. | 22aylik | E AGE var var var 3. glin
07.04.2009 | 86 E.C.L Saylik | E AGE var var | var var 3. giin
09.04.2009 | 87 S.N.K. 25yas | K AGE var var var 3. giin
09.04.2009 | 88 A.B. 15ayhk | E | AGE,USYE | var | var var | var var var var 3. giin
10.04.2009 | &9 LO. 12 ayhk | E AGE var var var 3. giin
10.04.2009 | 90 C.E. 25yas | E AGE var var var 2. glin
11.04.2009 | 91 KM.K. | 18aylik | E AGE var var 7. glin
13.04.2009 | 92 K.O. 22 aylik | E AGE var var var 2. glin
13.04.2009 | 93 D.G. 19 aylik | K AGE var var | var var var Astim 4. giin
14.04.2009 | 94 B.T. 12 aylik | E AGE var var 1. glin
15.04.2009 | 95 RN.C. | 18aylk | K AGE var var 1. glin
17.04.2009 | 96 LK. 11 aylik | E AGE var | var var var var 2. glin
20.04.2009 | 97 S.S. 18 aylik | E AGE var var | var | var 3. giin
05.05.2009 | 98 T.CC. | 1layhk | K AGE var var var var 7. giin
13.05.2009 | 99 N.A. 18 aylik | K | AGE,USYE | var var | var | var var var Bronsiolit 4. giin
18.05.2009 | 100 Y.D. 10 aylik | E AGE var var 2. glin
26.05.2009 | 101 E.G. 25yas | E AGE var var halgfal E & 5. giin

Tablo 3.2 Hastalara ait bilgiler
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3.3. VIRAL NUKLEIK ASITLERIN EKSTRAKSIYONU
Diskidan virus DNA’smin ekstraksiyonu icin asagidaki hazirlik islemleri
uyguland1.

1. 2 mI’lik bir PCR tiipii icine 1.1 ml PBS konuldu. Uzerine yaklasik 0,5 g

disk1 6rnegi konularak siispansiyon hazirlandi.
2. Hazirlanan bu siispansiyon 1 dk boyunca vortekslendi.

3. Biiyiik partikiillerin ¢okmesi i¢in 5 dakika bekletildikten sonra 1500
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

4. Ustteki kistm 1,5 mI’lik yeni bir PCR tiipii icine pipetle aktarild1.

5. Son olarak 53300 g’de 30 dakika santrifiijde cevrildi. Ustteki kisim
atilarak dipteki 200 pl’lik kisim PCR tiipiine aktarild1.

Viral genom ekstraksiyonu High Pure Viral Nucleic Acid kiti (Roch
Diagnostics, Almanya) ile iiretici firmanin 6nerdigi talimatlara gére yapildi. Her hasta
orneginden ekstraksiyon amaciyla 1,5 ml’lik PCR tiiptine 200 pl aktarildi ve
vortekslenerek homojen hale getirildi. Uzerine 400 ul binding buffer ve poly(A)
eklenerek vortekslendi. Toplama tiipleri i¢ine yerlestirilmis olan kolonlara aktarildi ve 2
dk 14000 RPM’de santrifiij edildi. DNA harici maddeleri uzaklastrmak i¢in 200 pl
yikama solusyonu eklenerek 11000 RPM’de santrifiij edildikten sonra alt sivi atildi.
Ardindan ayni sekilde yikama islemi bir kez daha tekrarlandi. Son santrifiijleme ve alt
stvi atimini takiben daha 6nceden 70 °C’de sitilmis elution bufferden 70 pl kolonun

ortasina pipetlenerek genomun membrandan ayrilmasi saglandi.
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3.4. VIRUS DNA’SININ AMPLIFIKASYONU

Calismamizda arastirilacak olan HBoV DNA’sinin amplifikasyonu icin tek
asamali PCR deneyi yapildi (Sekil 3.1). Deneyde thermal cycler cihazi olarak PTC- 200
(Peltier Thermal Cycler, MJ Research, A.B.D.) kullanildi.

PCR asamasi:

PCR karigmu Miktar Son konsantrasvon
DNaz-RNaz icermeven deivonize su 14375 -
10X PCR Buffer* 25 1X
MgCl; (25 mM)* 1.5 1.5 mM
dATP** ) 4 200 mM
dCTP== >_ Her bir dNTP"den 05 200 mM
dGTP** Homi ~ 200 mM
dTTP** D, - 200 mM
Primer F 05u 0.25 uM
Primer R 05 0.25 uM
Tag DNA polimeraz* (5 U/ ul) 0.125 ul 06250
Toplam 20wl

Hedef DNA Sl

TOPLAM REAKSIYON HACMI 25l

*MEBI Fermantas (Litvanva), 10X Buffer, 100 mM Tris-HCI (pH 8.8),
500 mM KC1, MgCl; 25 mM,

**MBI Fermantas (Litvanva)

Sekil 3.1 PCR i¢in gerekli reaktif karisinm
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3.5. HBoV ICIN KULLANILAN PRIMER DIiZILERI
OREF bolgesinden kodlanan NP-1 gen bdlgesine uygun primer dizileri kullanild.

1. Asama 3’— 5’ yOniinde;
Bovo 1-2 F TAT GGC CAA GGC AAT CGT CCA AG
Bovo 1-2R GCC GCG TGA ACA TGA GAA ACAGA

Yukaridaki primerler kullanilarak thermal cycler’da 94 °C’de 3 dakikalik
baslangic siklusu sonrast amplifikasyon i¢in 94 °C’de 60 saniye denaturasyon, 63 °C’de
60 saniye baglanma ve 72 °C’de 1,5 dakikalik uzama olmak iizere 45 siklus sonunda 72
°C’de 10 dakika ekstansiyon yaptirildi (Sekil 3.2). HBoV NP-1 gen bdlgesinden
cogaltilan PCR iiriinleri 291 bp’dir (49).

1. kademe:
denaturasyon

—

94 "C’de 3 dakika

2. kademe:
baglanma

-~

63 "C’de 60 zaniye

3" | 3
5 5 3. kademe:
| I |
= L1 L —
ll,r ~— WEZamo
e,
’ ~ Fa— 55 72 °C’de 1.5 dakika

5-

Sekil 3.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (3 kademeden olusan 45 siklus)
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3.6. KOINFEKSIYON VARLIGININ ARASTIRILMASI

Calismamizda HBoV DNA’s1 saptadigimiz hasta Orneklerinde koinfeksiyon
varligmi arastirmak amaciyla diger sik karsilastigimiz gastroenterit etkeni viruslari da
nested-PCR yontemiyle inceledik. Ik o©nce arastirilacak olan RNA’ll etkenlere
(Rotavirus, Norovirus ve Astrovirus) komplementer DNA (cDNA) elde edilmesi i¢in
asagida belirtildigi sekilde revers transkripsiyon islemleri gergeklestirildi. DNA virusu
olan Adenovirus serotip 40 ve 41 i¢in ise bu islem yapilmadi. Revers Transkripsiyon
PCR ve nested-PCR deneylerinde ayni thermal cycler cihazi (PTC- 200, Peltier Thermal
Cycler, MJ Research, A.B.D.) kullanildi.

3.6.1. Nested PCR Revers Transkripsiyon Asamasi
Revers transkripsiyon islemi icin ornekler, 25 °C’de 10 dakika, 42 °C’de 60
dakika ve 72 °C’de 10 dakika tutuldu. Daha sonra cDNA’ya ¢evrilen 6rnekler hemen

PCR islemine alind1.

PCE karisum Miktar Son konsantrasvon
DNaz-FNaz igermeven deivonize su 2 -

5X PCE. Buffer* 4l 1X
DTT (0.1 M)* 1wl 1.5mM
dATP** ) - 100 mM
dCTP=* >__ Her b:l'l-rud::l:’den < 1ul 100 mM
dGTPp** 100 mM
dTTP** . - 100 mM
Random primer hekzamerleri 1wl 025 pM
FNaz inhibitéri (40 U/ul) 05 ul 300
MulV ET= (200 U/ul) 05w 1300
Toplam 10 wl

Hedef RINA 10 pt

TOPLAM REAKSIYON HACMI 20t

*MBI Fermantas (Litvanwva), 53X Buffer, 100 mM Trnis-HCI1 (pH 8.8},
500 mM KCI, MgCl: 25 mM, MulV RT (rekombinant)

*=*MBI Fermantas (Litvanwva)

Sekil 3.3 Revers transkripsiyon icin gerekli reaktif karisim
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3.6.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Revers transkripsiyon sonrasinda Rotavirus, Norovirus ve Astrovirus’larin her
birinin amplifikasyonu i¢in bu karisimdan 5 pl, Adenovirus DNA’smin ¢ogaltilabilmesi
icin direkt ekstraksiyon orneklerinden 5 pl alinarak secilen 6zgiil primerlerle (Integrated
DNA Technologies Inc., A.B.D.) cogaltma islemleri yapildi. Rotavirus, Norovirus ve
Adenovirus genomunun c¢ogaltilmast icin nested-PCR uygulandi. Insan Astrovirus

RNA’sinm ¢ogaltilmasi i¢in iki farkli bolge secilerek RT-PCR uygulandi.

Tiim viruslarin ¢ogaltilmasinda belirtilen reaktif karisimi kullanildi (Sekil 3.4-

3.5).

PCF karigmm Miktar Son konsantrasyon
DNaz-RNaz igermeven deivonize su 14375l -
10X PCR Buffer*® 25 1X
MgClz (25 mM)* 15 1.5 mM
dATP** ) - 200 mM
dCTP** . Her b;rndrl:;:’den _< 05u 200 mM
dGTP** 200 mM
dUTP** . - 200 mM
Primer F 05u 0.25 uM
Primer R 05mu 0.25 uM
Taq DNA polimeraz* (5 U/ pl) 0.125 06250
Toplam 20

Hedef DNA S

TOPLAM REAKSIYON HACMI 25l

*MBI Fermantas (Litvanva), 10X Buffer, 100 mM Tris-HCI (pH £.8),
300 mM KCL, MgCl; 25 mM,

**MBI Fermantas (Litvanva)

Sekil 3.4 Nested PCR’1n 1. asamasi icin gerekli reaktif karisin
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PCR karigmi Miktar Son konsantrasvon
DNaz-ENaz icermeven deivonize su 17375 ul

10X PCR. Buffer* 25u 1X
MgCl; (25 mM)* 15 1.5 mM
dATP** h 200 mM
dCTP** . Her bir NTP"den 05u 200 mM
4GTP** Homi 200 mM
dTTP** ) 200 mM
Primer F 05u 0.25 uM
Primer R 05u 0.25 uM
Taq DNA polimeraz* (5 U/ pl) 0.125 ul 0625U
Toplam 23l

Hedef DNA 2ul

TOPLAM REAKSIYON HACMI 25

*MEI Fermantas (Litvanya), 10X Buffer, 100 mM Trns-HCI (pH 8.8).

500 mM KCI, MgCl; 25 mM,

**MBI Fermantas (Litvanva)

Sekil 3.5 Nested PCR’1n 2. asamasi icin gerekli reaktif karisin
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3.6.3. Kullanilan primer dizileri

3.6.3.1. Rotavirus primer dizileri
A grubu Rotavirus’un VP7 glikoproteinini kodlayan G9 bdlgesinden uygun

primer dizileri kullanild1.

1. asama:
RV9/1 5" GGC TTT AAA AGA GAG AAT T 3’ (1-19)
RV9/2 5 GGT CAC ATC ATA CAATTC T 3’ (1044-1062),

primerleri thermal cycler’da 94 °C’de 2 dakikalik denaturasyon sonrasi amplifikasyon
icin 94 °C’de 60 saniye, 45 °C’de 60 saniye ve 72 °C’de 3.5 dakikalik 45 siklus sonunda
72 °C’de 5 dakika sonlandirici yapilarak cogaltild (67).

2. asama:
RV9/3 F 5" TGG AAA ATC TAT TGG TAG GA 3’ (110-129)
RV9/4 R 5" ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC 3’ (868-887),

primerleri kullanilarak terhmal cycler’da 94 °C’de 2 dakikalik denaturasyon sonrasi
amplifikasyon i¢in 94 °C’de 60 saniye, 50 °C’de 60 saniye ve 72 °C’de 3 dakikalik 45
siklus sonunda 72 °C’de 5 dakika ekstansiyon yaptirilarak ¢ogaltildi. 1. asama PCR
tiriinleri 1043 bp (base pair=baz ¢ifti), nested asamas1 PCR {iriinleri 758 bp’dir (68).

3.6.3.2. Astrovirus primer dizileri
2 farkli bolgenin primerleri kullanilds;
OREF 1a bolgesinden:
MON 340 5’ CGT CAT TAT TTG TTG TCA TAC 3’ (1161-1182)
MON 348 5" ACA TGT GCT GCT GTT ACT ATG 3’ (1449-1470),

PCR icin yukarida belirtilen primerler kullanilarak terhmal cycler’da 94 °C’de 3
dakikalik denaturasyon sonrasi ¢ogaltma icin 94 °C’de 30 saniye, 50 °C’de 30 saniye ve
72 °C’de 1 dakikalik 45 siklus sonunda 72 °C’de 5 dakika ekstansiyon yaptirildi (69).
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ORF 1b bolgesinden:
MON 343 5 CCG GCT TAA CCC ACA T 3’ (3708-3724)
MON 344 5’ TAC AGA CAT GTG CAT GAC TGG 3’ (4018-4039),

primerleri kullanilarak terhmal cycler’da 94 °C’de 3 dakikalik denaturasyon sonrasi
cogaltma icin 94 °C’de 30 saniye, 42 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 1 dakikalik 45 siklus
sonunda 72 °C’de 5 dakika ekstansiyon yaptirildi. Astrovirus ORF la ve ORF 1b
bolgesinden cogaltilan PCR iiriinleri sirasiyla 289 bp ve 316 bp’dir (69).

3.6.3.3. Norovirus primer dizileri
OREF 1 bolgesinden:

NVla 5’ ATG AAT ATG AAT GAA GAT GG 3’
NV6 5’ TAC CAC TAT GAT GCA GATTA 3’
NV4 5’ GTT GAC ACA ATCTCATCATC3
NV7 5 ATT GGT CCT TCT GTT TTG TC 3’
ORF 3 bolgesinden:

NV4a 5" ACA AT(C/T) TCATCATCACCAT?3Z
NV6a 5’ TAT CAC TAT GAT GCT GACTA 3’
NV1 5’ ATA AAA GTT GGC ATG AACA ¥

Norovirus RT-PCR 1. agsamada kullanilan primerler; NV1a+NVI1+NV7’dir.
2. asamada kullanilan primerler; NV44+NV4a+NV6+NV6a’dir.

Bu primerler kullanilarak terhmal cycler’da 94 °C’de 3 dakikalik denaturasyon
sonrasi ¢ogaltma icin 94 °C’de 30 saniye, 42 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 45 saniyelik
45 siklus sonunda 72 °C’de 3 dakika ekstansiyon yaptirildi. ORF 1 bolgesinden
cogaltilan PCR fiiriinleri 338 bp, ORF 2 bdlgesinden ¢ogaltilan PCR iiriinleri 312 bp’dir
(70).
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3.6.3.4. Adenovirus 40-41 primer dizileri
Adenovirus’un hekzon genlerinin korunmus bolgesinden secilen dejenere

primerler kullanildi.

1. asama

AdV1 5’ GCC SCA RTG GKC WTA CAT GCA CAT 3’

AdV2 5’ CAG CAC SCCICG RAT GTC AAAA ¥

2. asama

AdV3 5’ GCC CGY GCM ACI GAI ACS TACTTC 3

AdV4 5’ CCY ACR GCC AGI GTR WAI CGM RCY TTGTA 3’

Her iki asama icin de ayni 1s1 sikluslari kullanildi. Bu primerler kullanilarak
terhmal cycler’da 94 °C’de 3 dakikalik denaturasyon sonrasi cogaltma icin 94 °C’de 30
saniye, 55 “C’de 30 saniye ve 72 °C’de 60 saniyelik 45 siklus sonunda 72 °C’de 5
dakika sonlandirict yapildi. 1. asama PCR iirtinleri 301 bp, 2. asama PCR iiriinleri ise
171 bp’dir (71).

3.7. CALISMADA KULLANILAN COZELTIiLER VE TAMPON SIVILARI

3.7.1. Elektroforez tamponu (10X TBE - Jel ve tanklar i¢cin tampon)

Trisbase......ccooevviiiiiinninn. 108 g
Borik asit...........cc.ooiiin. 55¢g
EDTA 0,5 M, pH 8.0............ 40 ml

1 litreye DEPC ile tamamlandi.

3.7.2. Etidyum bromiir (EB)

10 mg/ml olarak hazirlandi. Distile suda manyetik karistirici ile uzun siirede

¢oziinmesi saglandi. +4 °C’de 1siktan uzak muhafaza edildi.

3.7.3. Yiikleme tamponu (Loading Buffer)
Bromfenol mavisi............... % 0,25

Gliserol........cooevvviiiiiiiinn. % 30

Hazirlanan tampon +4 °C’de saklandu.
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3.7.4. Jelin hazirlanmasi ve PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi

Elektroforez tamponu 10 kat sulandirildi ve igerisine % 1,5 oraninda agaroz
karistirilip tampon eritildi. 40- 50 °C’ye soguduktan sonra i¢ine 1 pl etidium bromiir
ilave edildi. Jelin yiiksekligi 6,5 mm olacak sekilde gerekli hacimler ayarlandi. Taraklar
yerlestirildikten sonra jel dokiildii. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikartilip tampon ilave

edildi ve ornekler jele yiiklendi.

Cogaltilan PCR iiriinleri yatay agaroz jel elektroforezi ile incelendi. Uriinler
molekiiler agirlik belirteci (DNA 100bp ladder, Promega, A.B.D) ve laboratuvarimizda
daha Onceden her bir virus i¢in dizi analizi yapilarak pozitif oldugu bilinen 6rneklerle
beraber jele yiiklendikten sonra 100-150 V’da 20 dakika yiiriitiilmiistiir (Minnie the Gel
Cicle HE33, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco). Arastirilan her bir virusa
0zgii biiyiikliikteki bantlar kontrollerle karsilastirilarak UV transilluminatérde (Model
Tuv 20 Owl Scientific, A.B.D) degerlendirilerek pozitif orneklerin fotograflar1 ¢ekildi
(Kodak 1D 3.5).
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4. BULGULAR

Incelenen 101 &rnekten 7’si (% 6,9) HBoV pozitif olarak saptandi. Yedi pozitif
ornekten de 2’sinde (% 28,6) birden fazla virus agisindan (HBoV ve Norovirus)
pozitiflik elde edildi ve miks infeksiyon varlig1 diisiiniildii. Incelenen HBoV pozitif

hastalarin hi¢birinde Rotavirus, Astrovirus, Adenovirus serotip 40 ve 41 saptanamadi.

HBoV pozitif hastalarin yas ortalamasi 1,5 (1-2,5 yas) olup % 71,4’u 2 yas
altindaydi. Erkek cocuklarm 4’iinde (% 57,1) HBoV pozitif olarak saptandi. Infeksiyon
oraninin kiz cocuklara (% 42,9) gore daha yiiksek oldugu goriildii (Tablo 4.1). 7
hastanin hepsi poliklinik hastasiydu.

HBoV pozitif 7 hastanin aylara gore dagilimi Subat 1, Mart 5, Nisan ayinda 1
idi. Ocak ve Mayis ayinda pozitiflige rastlanmadi (Sekil 4.1).

HBoV izole edilen hastalarda en sik gozlenen semptomlar sirasiyla; ishal,
kusma, ates, bulanti, burun akintisi, karin agrisi, balgam c¢ikarma ve Oksiiriik idi

(Sekil 4.2, tablo 4.2).

HBoV pozitif HBoV negatif

n: 7 (%) n: 94 (%)
Cinsiyet (erkek) 4 (57,1) 55 (58.5)
Cinsiyet (kiz) 3(42,9) 39 (41,5)
Yas ortalamasi (min-max) 1,5 (1-2,5) 1,8 (0,16-5)
Yaslarin dagilimu
0-2 yas 5(71,4) 67 (71,3)
2-5 yas 2 (28,6) 27 (28,7)
Siire (giin) 2,7 3,4
Antibiyotik kullanim 1 (14,3) 16 (17)

Tablo 4.1 Demografik 6zelliklerine gore 101 hastamin dagihm
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/

Ocak Subat Mart Nisan Mayis

Sekil 4.1 HBoV pozitif hastalarin aylara gore dagihim

|I ishal @Kusma OAtes OBulanti BBurun akintisi @Karin agrisi BBalgam gikartma O Oksiiriik

Sekil 4.2 HBoV pozitif hastalarda semptomlarin goriilme sikhigi
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HBoV pozitif buldugumuz 7 c¢ocuk hastanin hepsine klinik olarak akut

gastroenterit, 1 tanesine ise ek olarak iist solunum yolu infeksiyonu tanis1 konmustur.

HBoV pozitif HBoV negatif
n: 7 (%) n: 94 (%)

Ates 5(71,4) 43 (45,7)
Burun akintisi 2(28,6) 27 (28,7)
Bogaz agrisi 0 4(4.3)

Oksiiriik 1(14,3) 31(33)

Balgam c¢ikarma 1 (14,3) 9 (9,6)

Hirilti 0 11(11,7)
ishal 7 (100) 94 (100)
Karin agrisi 1 (14,3) 12 (12,8)
Kusma 6 (85,7) 83 (88,3)
Bulanti 3(42,9) 21(22,3)

Tablo 4.2 Klinik 6zelliklerine gore 101 hastanin dagilimm
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AANS MINITI

3. glin

3. glin

2. giin

1. giin

4. giin

3. glin

3. glin

SI'TVLSVH YAZNA4
AANISTIATD

MI'TVLSVH
NVLVA VLLIV

ININVTINY
MILOAIGLINV

var

LINVING

var

var

var

VIS

var

var

var

var

var

var

ISIHDV NIV

var

TVHSI

var

var

var

var

var

var

var

LLITIIH

VINIVIL) INVO TV

var

MNANSYMO

var

ISIIDV ZVO0d

ISIINIMV NNdN4d

var

var

SHLV

var

var

var

var

var

INVL

AGE

AGE

AGE

AGE

AGE,USYE

AGE

AGE

LHAISNIO

E

K

K

K

E

E

E

SVA

2 yas

12 aylik

2,5 yas

2,5 yas

12 aylik

12 aylik

12 aylik

aviaos av

B.C.C.

1.O.

D.D.

LO.U.

Y.O.

E.L

L.O.

ON VLSVH

13

19

24

26

36

49

89

HIIV.L

24.02.2009

09.03.2009

12.03.2009

13.03.2009

16.03.2009

21.03.2009

10.04.2009

Tablo 4.3 HBoV pozitif hastalara ait bilgiler
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4.1. PCR sonuclar
Incelenen 101 ornekten 7’si (% 6,9) PCR ile HBoV pozitif olarak saptandi.

HBoV pozitif hasta Ornekleri jel elektroforezinde pozitif ve negatif kontroller ile

eszamanl yiiriitiildii. Jel UV transilluminatoriindeki fotografi gosterilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 HBoV porzitif hastalarin jel elektroforez sonucu
(SM: Size marker, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol)

**Bocavirus i¢in tek asamali PCR sonrasi; 291 bp’de bantlar izlendi.

Iki hastada HBoV yaninda Norovirus pozitifligi saptandi. Norovirus pozitif
hasta ornekleri jel elektroforezinde pozitif ve negatif kontroller ile eszamanl yiiriitiildii

ve 330 bp’de gosterildi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 HBoV pozitifligi yaninda norovirus pozitifligi bulunan hastalarin jel

elektroforez sonucu
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S. TARTISMA

Akut gastroenteritler tiim diinyada genellikle ¢ocuklarda goriilmekle birlikte
erigskinler arasinda da en sik goriilen infeksiyonlar i¢inde yer almaktadir. Cocuklarda alt
solunum yolu infeksiyonlarindan sonra en sik morbidite ve mortalite nedenidir. 5 yasin
altindaki cocuklarda diinyada her yil bir milyar ¢ocuk ishale yakalanmakta ve yaklasik

alt1 milyon cocuk ishal nedeni ile kaybedilmektedir.

Tani, viruslarin bircogu i¢in rutin olarak kullanilabilecek standart, hizli, kolay
uygulanabilir ve duyarli yontemlerin bulunmamasi nedeniyle cogunlukla laboratuvar
testlerine degil klinik bulgulara dayandirilmaktadir. Ayrica akut gastroenterit
infeksiyonlarinin genellikle kendiliginden iyilesmesi vak’alarin cogunda etiyolojinin

aydinlatilmamasi sonucunu dogurmaktadir.

Gastroenterit etkeni viruslarin sikliklar: yas ile degismekle birlikte en sik olarak
karsilasilan viruslar; rotavirus, norovirus, enterik adenoviruslar, astrovirus, coronavirus,

picabirnavirus, torovirus, enterovirus 22 olarak siralanmaktadir.

Gastroenterit infeksiyonlarinda rutin olarak kullanilan laboratuvar testleri ile
etken mikroorganizmalarin ancak bir kismi belirlenebilmektedir. Etkenin saptanamadigi
durumlarda molekiiler yontemlerle yeni viruslar arastirilmakta ve bulunmaktadir.
Bunlardan bir tanesi de 2005 yilinda Allender ve arkadaslari tarafindan tanimlanan

human bocavirustur (8).

HBoV caligmalarinda baslangigta randomize PCR kullamilirken, sonraki
caligmalarda spesifik primerlerin kullanildigi tek asamali veya nested PCR yontemi
tercih edilmistir. Ayrica kantitatif degerlendirmenin de yapilabildigi real time PCR
yonteminin kullanildigi calismalar da vardw. Biz calismamizda tek asamali PCR

yontemini kullandik.
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Yakin zamana kadar yapilan prevalans c¢alismalar1 akut solunum yolu hastaligi
olan c¢ocuklar ilizerinde yogunlagsmistir. Bunun nedeni, ozellikle akut solunum yolu
infeksiyonu semptomlar1 gosteren bir grup cocuktan alinan nazofarengeal aspirat
orneklerinde bu virusun varligmin ortaya konulmasidir. Tiim diinyada solunum yolu
hastalarinin solunum sekresyonlarindan yapilan bu ¢aligmalara bakildiginda siklik orani

% 1,5 ile % 19 arasinda degiskenlik gostermektedir (6).

Son yapilan calismalarda gastrointestinal semptomlar gosteren ¢ocuklarin digki
orneklerinde yaygin olarak HBoV pozitifliginin saptanmasi, bu virusun gastroenterite
yol actig1 fikrinin ortaya atilmasini saglamistir. Calismalarin bir kismi akut gastroenterit
infeksiyonlarinda HBoV’un etiyolojik rolii olup olmadigi, bir kism1 akut gastroenterit
infeksiyonlu cocuk hastalardaki yaygmnligi, diger bir kismu ise saglikli bireylerde
bulunup bulunmadig ile ilgilidir. Bunlara ek olarak bazi Kawasaki hastaligi olgularinda

HBoV’un patojenik rolii ile iligkili olabilecegi bildirilmistir (48).

Ulkemizden HBoV ile ilgili, Klimik 2007 XII. Tiirk Mikrobiyoloji ve Infeksiyon
Hastaliklar1 Kongresinde bir calisma sunulmustur. Kasim 2005- Subat 2006 tarihleri
arasinda yapilan bu ¢alismada solunum yolu infeksiyonu siiphesiyle bagvuran 5 yas alt1
76 hastanin 5 tanesinde (% 6,5) HBoV pozitif bulunmustur (72). Bunun disinda “Bahar
ve Yaz Mevsimlerinde Goriilen Cocukluk Cagi Akut Solunum Yolu infeksiyonlarinda
Bocavirus DNA’smin Saptanmast” isimli bir doktora tezi bulunmaktadir. Mart 2007
Agustos 2007 tarihleri arasinda yiiriitillen calismada, akut solunum yolu infeksiyonu
tanis1 konulan 15 yas alt1 119’u erkek, 84’ ii kiz toplam 203 hastanin bogaz siiriintii
Ornegi alinarak incelenmistir. 203 Ornekten 11°inde (% 5,4) HBoV pozitif olarak
saptanmustir (73). Arastirdigimiz kadariyla akut gastroenterit olgularinda HBoV’la

ilgili bir calismaya rastlanmamuigtir.

Biz yaptigimiz bu calismada 101 cocuk hastanin 7 tanesinde (% 6,9) HBoV
pozitif olarak saptadik. Bu oran diinya verilerinin takribi bir ortalamasini

yansitmaktadir.

Vicente ve arkadaslarinin Ispanya’da yaptiklar1 cahsma sonucu ilk kez akut
gastroenteritli ¢ocuklarin digki Orneklerinde HBoV pozitifligi bildirilmistir ve 527
hastada 48 (% 9,1) HBoV saptanmistir. Yapilan bu calismada, HBoV oraninin yiiksek

bulunmas: akut gastroenterit olgularinda etken olabilecegini diistindiirmiistiir (74).
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Szomor ve arkadaslarmin Macaristan’da 5 yasin altindaki cocuklarda yaptiklar:
calismada, solunum yolu infeksiyonlu 35 hastadan alinan bogaz siiriintii ornekleri ve
akut gastroenterit infeksiyonlu 61 hastadan alinan digki ornekleri HBoV yoniinden
incelenmistir. Bu ¢alismada, solunum yolu infeksiyonlu hastalardan alinan 6rneklerde
HBoV bulunmazken akut gastroenterit infeksiyonlu 2 (% 3,3) hastada virus genomu

saptanmustir. HBoV pozitif hastalar 3 ve 5 yasinda idi (75).

Karalar ve arkadaslarmin yaptiklar1 caligmada, Almanya’da infeksiyon
semptomlar1 olan ve yaslar1 1 ay-190 ay arasinda degisen toplam 297 ¢ocuk hasta ii¢
gruba ayrilmustir. 1. grupta yer alan hastalar solunum yolu infeksiyonu olan 156 kisiden
olusmaktadir. 2. grupta gastrointestinal semptomlar1 olan 64 hasta yer almaktadir. 3.
grupta ise solunum yolu infeksiyonu ve gastrointestinal semptomlar1 olmayan, genis bir
infeksiyon aralig1 gosteren (menenjit, ensefalit, iiriner sistem infeksiyonu vb.) 77 hasta
bulunmaktadir. Ayrica bunlarin digsinda infeksiyon hastaligi olmayan 60 cocugun yer
aldig kiiciik bir grup da mevcuttur. Solunum yolu infeksiyonu olan 156 hastanin 15’1
(% 9,6), gastroenterit infeksiyonu olan 64 hastanin 5’1 (% 7,8) HBoV pozitif
bulunmustur. 3. grupta yer alan 77 hastada ve infeksiyon hastaligi olmayan 60 kisilik
grupta HBoV saptanmamustir (76).

Tozer ve arkadaglarinin Avustralya’da 96 adet solunum, 375 adet digki ve 229
adet kan ornekleri olmak iizere 3 grupta yaptiklar: calismada sirasiyla 17 (% 18), 18 (%
4,8) ve 6 (% 2,6) HBoV pozitifligi bulunmustur (77).

Chieochansin ve arkadaglarimin Tayland’da 4 ay-4 yas arast 225 akut
gastroenterit hastast ve 2 ay-5 yas arasi kontrol grubu olarak 202 saglkli cocukta
yaptiklar1 ¢calismaya gore akut gastroenterit olgularinda 2 (% 0,9) HBoV pozitifligi
bulunmugtur. Saghkli cocuklarm yer aldig1 kontrol grubunda pozitiflik saptanmamaigtir.
Pozitif olarak bulunan 2 hastanin gastrointestinal semptomlar1 mevcut iken solunum

yolu hastaligma dair bir semptom goriilmemistir (78).

Campe ve arkadaslarnin Almanya’da gastroenterit salgmlarinda HBoV
infeksiyonlarinin roliinii aragtirmaya yonelik yaptiklari ¢calismada, 48 bagimsiz salginda
topladiklar1 307 adet diski 6rneginin 14’ii (% 4,6) HBoV pozitif olarak bulunmustur.
Pozitif Orneklerin 13’ii farkh salgmlarda tespit edildigi icin HBoV’un gastroenterit

salginlarinda etken rol oynamadig: diistiniilmiistiir (79).
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Lau ve arkadaslarmin Hong Kong’ta yaptiklar1 ¢alismada, 18 yas alti akut
gastroenteritli 1435 hastadan aldiklar1 digki orneklerinde 30 (% 2,1) HBoV pozitifligi
saptamiglardir (80).

Cheng ve arkadaslarinin Cin’de 397 akut gastroenteritli ve 115 saglikli cocukta
yaptiklar1 kontrollii calismada, semptomlar1 olan c¢ocuklarda 14 (% 3.,5), saglikli
cocuklarm yer aldig1 kontrol grubunda 4 (% 3,5) HBoV pozitif olarak bulmuslardir
(81).

Nakanishi ve arkadaslar1 Japonya’da yaptiklar1 ¢calismada, ¢ocuk poliklinigine
akut gastroenterit sikayetleri ile basvuran 877 hastadan aldiklar1 rektal siiriintii

orneklerinde 4 HBoV pozitifligi saptanmiglardir (82).

Albuquerque ve arkadaslarmin Brezilya’da 15 yasin altindaki 705 akut
gastroenteritli ¢ocuk {lizerinde yaptiklar1 calismada, 14 (% 2) HBoV pozitifligi
bulunmustur (83).

Yu ve arkadaslarmin Cin’de yaptiklar1 bir c¢alismada, akut gastroenterit
nedeniyle hastanede yatan ve yaslar1 1 ay-5 yas arasinda degisen 1216 ¢ocuk hastanin
67’sinde (% 5,5) HBoV pozitifligi saptanmis ve bu cocuklarin yas ortalamas: 11 ay
oldugu tespit edilmistir (84).

Bizim calismamizda yaslar1 4 ay-5 yas arasinda degisen ve akut gastroenterit
infeksiyonu nedeniyle ¢ocuk poliklinigine bagvuran 101 hastanm 7’sinde (% 6,9) HBoV
pozitif bulunmustur. Yas ortalamasi 1.5 (1-2,5 yas) olup, % 71,4’linii 2 yas alt1 cocuklar
olusturmaktadir. Diinya verilerinde oldugu gibi bizde de 2 yas alt1 6n plana ¢ikmaktadir.

HBoV infeksiyonlarinm klinigi konusundaki veriler hala oldukca smirhdir.

Lee ve arkadaslarinin Kore’de 5 yasin altindaki hastalar {izerinde yaptiklari
caligmada, akut gastroenterit nedeniyle hastaneye yatirilan 962 hastanin 8’inde (% 0,8)
HBoV pozitifligi bulunmustur. HBoV pozitif 8 hastanin 7-22 ay yas araliginda oldugu
belirlenmistir ve bu hastalarin tamaminda ishal bulunurken, 5’inde ates, 3’iinde kusma,

2’sinde rinore ve Oksiiriik tespit edilmistir (85).
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Lau ve arkadaslarinin caliymasinda, HBoV’un saptandigi 30 akut gastroenteritli
cocukta klinik bulgularin; kanli digkilama (4 hasta), mukuslu digkilama (2 hasta), kusma
(8 hasta), ates (17 hasta), burun akintist (14 hasta), akut bronsiolit (4 hasta) ve pndmoni
(3 hasta) oldugu bildirilmistir (80).

Yu ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada 67 HBoV pozitif hastanin tamaminda
ishal tespit edilmistir. Diger semptomlar arasinda en sik kusma (% 73) ve ates (% 52)
goriilmektedir (84).

Cheng ve arkadaslarinin calismasinda bulunan 14 HBoV pozitif hastanin 7’sinde
ates, 11’inde de kusma belirtileri tespit edilmistir ve giinliik diskilama sayis1 ortalama

6,5 kez oldugu tespit edilmistir (81).

Bizim calismamizda HBoV pozitif buldugumuz 7 ¢ocuk hastanin tamamina akut
gastroenterit infeksiyonu, buna ek olarak bir hastada da ek olarak iist solunum yolu
infeksiyonu tanis1 konmustur. HBoV pozitif cocuklarda 6ne ¢ikan semptomlar sirasiyla;
ishal, kusma, ates, bulanti, burun akintisi, karin agrisi, balgam c¢ikarma ve oksiiriik

olmustur. Diinyada bildirilen verilere bakildiginda buna benzer bilgilere rastlanmustir.

HBoV infeksiyonlarinin mevsimsel 6zelligi konusunda heniiz bir goriis birligine

varilmamustir.

Yu ve arkadaglarmin 2006 Ekim-2007 Temmuz aylar1 arasmi kapsayan
calismasinda HBoV olgular1 her ay goriilmekle birlikte kis aylarinda biraz yiiksek

oranda saptanmustir (84).

Cheng ve arkadaglarmin Temmuz 2006 ile Eyliil 2007 aylar1 aras1 yaptiklar1 bir
calismada HBoV pozitifliginin kis aylarinda yiikseldigi ve 2007 baharinda saptanmadigi
tespit edilmistir (81).

Bizim calismamiz Ocak-Mayis 2009 aylar1 arasinda yapilmistir. Toplanan 101
ornekte 7 HBoV tespit ettik ve pozitif 7 hastanin aylara gore dagilimi Subat 1, Mart 5,
Nisan aymda 1 idi. Ocak ve Mayis ayinda pozitiflige rastlanmadi. Yapilan caligmalara
bakildiginda HBoV infeksiyonunun mevsimsel degiskenlik gosterdigi ve kis aylarinda
artis oldugu bildirilmistir. Fakat bu bize diizenli bir mevsimsellik oldugunu

gostermemektedir.
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Gastroenterit etkeni virusler bir hastada ayni anda infeksiyon olusturabilirler.
Koinfeksiyon olarak tanimlanan bu durum yapilan c¢alismalarda HBoV ic¢in de

gosterilmistir.

Hamalainen ve arkadaslarinin Finlandiya’da 15 yasin altindaki 877 akut
gastroenteritli hastada yaptiklar1 calismada, 44 (% 5) HBoV pozitifligi bulmuslardir.
HBoV pozitif tespit ettikleri 44 hastanin 33 tanesinde (% 75) koinfeksiyon
saptamiglardir. Rotavirus birlikteligi % 36 olarak gozlenirken, % 30 Norovirus, % 7

Rotavirus ile Norovirus ve % 2 oraninda Sapovirus koinfeksiyonu tespit edilmistir (86).

Lee arkadaslar1t HBoV pozitifligi tespit ettikleri 8 hastanm 3’iinde Rotavirus,

1’inde Astrovirus ve 1’inde de Norovirus eszamanl olarak bulunmustur.

Szomor ve arkadaslar1 Ekim 2007-Mart 2008 tarihleri arasinda yaptiklari
calismada, 2 Rotavirus ve Adenovirus birlikte goriilmiistir. HBoV pozitif 2 olguda

koinfeksiyon saptanmamuigtir.

Bizim caliymamizda 7 pozitif ornekten 2’sinde (% 28,6) birden fazla virus
varlig1 agisindan (HBoV ve Norovirus) pozitiflik elde edildi ve eszamanli infeksiyon
varhig1 diisiiniildii. Incelenen HBoV pozitif hastalarm hicbirinde Rotavirus, Astrovirus,

Adenovirus serotip 40 ve 41 saptanamamustir.

HBoV’un akut gastroenterit infeksiyonlarindaki roliinlin tam olarak
belirlenebilmesi icin daha ileri caligmalar yapilmasi gerekmektedir. Calismamizin
tilkemizde bu konuda yapilan ilk arastirma olmas1 acisindan, HBoV’un epidemiyolojik

caligmalarina katkist oldugu kanisindayiz.
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