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OZET

insan bokavirusu (Human Bocavirus; HBoV) 2005 yilinda molekiiler ydntemlerle tanimlanan ve Par-
voviridae ailesinde siniflandirilan yeni bir virustur. Yapilan calismalar, HBoV’nin solunum yolu enfeksiyon-
larinda roll oldugunu isaret etmektedir. Bu calismada, akut solunum yolu hastaligi olan olgularin solu-
num yolu érneklerinde HBoV DNA'sinin arastirilmasi amaclanmistir. Calismaya, istanbul Universitesi Cer-
rahpasa Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalina basvuran ve akut solunum yo-
lu enfeksiyonu olan 76 cocuk ve 79 eriskin olmak lizere toplam 155 hastadan alinan bogaz siriintus
ve/veya bogaz yikanti 6rnekleri dahil edilmistir. HBoV DNA'sI prototip HBoV st1 susunun 1545-1835 niik-
leotitleri arasindaki NS1 geninin 290 baz ciftlik kismini cogaltan NS1 primerleri (5-"TATGGCCAAGGCA-
ATCGTCCAAG-3’, 5'-GCCGCGTGAACATGAGAAACAG-3’) kullanilarak tek asamali “in house” polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinlmistir. Calismamizda, cocuk hastalarin %6.5 (5/76)'inde ve eriskin has-
talarin %2.5 (2/79)'inde HBoV DNA'si saptanmistir. HBoV DNA’sinin elde edildigi orneklerden tgilinin
DNA dizi analizi yapilmis ve prototip virus DNA'lari ile %100 homoloji gosterdigi belirlenmistir. Istanbul
ilinde akut solunum yolu enfeksiyonu geciren cocuk ve eriskin hastalarda HBoV DNA'sinin varliginin ilk
kez gosterildigi bu calisma, tlkemizdeki ilk HBoV prevalans calismasidir. HBoV'nin solunum yolu hastalik-
lari ile iliskisinin aciklanabilmesi icin daha kapsamli ve prospektif olarak planlanmis klinik ve molekiiler ¢a-
hismalara gereksinim vardir.

Anahtar sézciikler: insan bokavirusu, HBoV, solunum yolu enfeksiyonu, polimeraz zincir reaksiyonu, Tiir-
kiye.

Gelis Tarihi: 08.01.2010 e Kabul Edilis Tarihi: 25.02.2010




Akut Solunum Yolu Enfeksiyonlu Cocuk ve Eriskinlerde insan

Bokavirus DNA’sinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Saptanmasi

ABSTRACT

Human bocavirus (HBoV) which was described in 2005 by molecular techniques, is a member of Par-
voviridae. The role of HBoV is being questioned in acute respiratory diseases (ARD) in many recent stu-
dies. The aim of this study was to determine the presence of HBoV DNA in the respiratory specimens of
patients with ARD. A total of 155 throat swab and/or washing specimens from 76 children and 79 adults
with ARD were examined. HBoV DNA was investigated by single step in-house polymerase chain reacti-
on (PCR) using NST primers (5-'TATGGCCAAGGCAATCGTCCAAG-3’, 5'-GCC GCGTGAACATGAGAAA-
CAG-3’) which amplify the 290 base pair region of NS1 gene located between nucleotides 1545-1835
of prototype HBoV st1 strain. HBoV DNA was detected in 5 (6.5%) of 76 children and 2 (2.5%) of 79
adults. Three sequenced samples showed 100% homology with the reference sequences. This study in
which HBoV DNA was detected in children and adults with ARD, is the first HBoV prevalence study in
Turkey. Larger scale prospective clinical and molecular studies are required to explain the association bet-
ween HBoV and respiratory disease.

Key words: Human bocavirus, HBoV, respiratory tract infections, polymerase chain reaction, Turkey.

GiRis

Akut solunum yolu enfeksiyonlari, tim diinyada 6zellikle 10 yasina kadar olan ¢ocuk-
larda gelisen enfeksiyonlar arasinda dnemli morbidite ve mortalite nedenidir. Solunum
yolu enfeksiyonlarinin da temel sorumlulari viruslar olup, bunlar arasinda en sik rhinovi-
ruslar (HRV), solunum sinsityal virusu (RSV), influenza ve parainfluenza (PIV) viruslar yer
almaktadir. Son yillarda, nukleik asit tekniklerinin, sebebi belirlenememis solunum yolu
enfeksiyonlarinda yaygin kullanimi ile birlikte, 2001 yilindan itibaren yeni viruslar tanim-
lanmis ve solunum yolu enfeksiyonlarinin %80’inin viruslar tarafindan olusturuldugu
gosterilmistir. Bunlar arasinda; insan metapndémovirusu (human metapneumovirus;
HMPV), yeni koronaviruslar (SARS-CoV, HCoV-NL63, HCoV-HKU1), insan bokavirusu
(Human bocavirus; HBoV), insan polyoma virus KI (KIV) ve WUV ile yeni rhinoviruslar
(HRV-QPM, NAT001, NAT045) bulunmaktadir'-16.

HBoV, isve¢’te akut solunum yolu enfeksiyonu geciren ¢ocuklarin havuzlanmis nazo-
farinks aspiratlarinda 2005 yilinda saptanmis yeni bir virustur'. HBoV, Parvoviridae ailesi,
Parvovirinae alt ailesi icinde siniflandirilan beg cinsten (Parvovirus, Erythrovirus, Depen-
dovirus, Amdovirus, Bocavirus) biri olan Bocavirus cinsine dahil edilmistir. Kiictiik (20-26
nm), ciplak ve ikozahedral yapili olan HBoV, 5217 niikleotidden olusan tek iplikli DNA
genomu icerir. Viral genom, iki yapisal protein (VP1 ve VP2), iki yapisal olmayan prote-
in (NS1 ve NS2), fosfolipaz A2 benzeri aktiviteye sahip PLA2 ve enfektivite ile ilgili VPTu
proteinini kodlayan bolgelerden olusmaktadir.

Bocavirus ismi, “bovine (bo) parvovirus” (BPV) ve “canine (ca) minute virus”tan ture-
tilmis olup, veterinerlikte 1960 yilindan beri bilinmektedir. BPV, ishalli buzagilarin gast-
rointestinal sisteminden izole edilmistir. Hayvan bokaviruslari solunum yolu ve gastroin-
testinal sistem hastaliklarina, Ureme bozukluklarina ve hidrops fotalise yol agmakta-
dir’>17-19- Yakin zamana kadar HBoV'nin saptanmasinda sadece niikleik asit teknikleri
kullanilmustir. Brieu ve arkadaslari?’®, HBoV DNA pozitif nazofaringeal aspiratlarin elekt-
ron mikroskobik incelemesinde parvovirus benzeri partikiller tanimlamuslardir. Ayrica in-
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sanlarda, HBoV yapisal proteinlerine karsi olusmus antikor tayini ile ilgili arastirmalar da
yapilmistir?9-23, HBoV enfeksiyonlari ve klinik bulgulari ile ilgili cok sayida calismaya kar-
sin, akut solunum yolu enfeksiyonlarinda HBoV’nin rolu halen tart|§|lmaktad|r1‘29. Bu ca-
lismada, akut solunum yolu enfeksiyonu olan ¢ocuk ve eriskin hastalarda HBoV DNA'sI-
nin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirlmasi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
Ornekler

Calismaya, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mik-
robiyoloji Anabilim Dalina akut solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle basvuran < 5 yas 76
cocuk hasta ile influenza benzeri sendromla basvuran 79 eriskin hastaya ait bodaz salgi-
s1 ve bogaz yikanti 6rnekleri dahil edildi. Orneklerin timii adenovirus, influenza A, B ve
RSV A, B viruslari agcisindan PCR yontemi ile daha 6nce negatif bulunmustu. Hastalarin
hicbirinde ishal mevcut degildi.

DNA Eldesi ve HBoV PCR

Orneklerden DNA eldesi icin ticari bir DNA saflastirma kiti (HighPure Viral Nucleic
Acid Kit, Roche Diagnostics, Almanya) kullanildi ve islem Ureticinin talimatlar dogrultu-
sunda yurutuldd.

Allender ve arkadaslarinin’ tanimladigr prototip HBoV st1 susunun 1545-1835 niikle-
otitleri arasindaki NS1 geninin 290 baz cift (b¢)’lik kismi, NST primerleri (5-'TATGGCCA-
AGGCAATCGTCCAAG-3’, 5'-GCCGCGTGAACATGAGAAACAG-3") kullanilarak tek asama-
Il PCR ile cogaltildi. 95°C’de 2 dakika baslangi¢ denatiirasyonunu takiben, 95°C’de 30 sa-
niye denaturasyon, 56°C’de 45 saniye birlesme ve 72°C’de 60 saniye uzamayi iceren 45
PCR siklusu uygulandi. Elde edilen Urlinler agaroz jel elektroforezinde yurituldu ve stan-
dart molekiler agirlik ile karsilastirilarak incelendi. Beklenen Uriin boyutu 290 bg idi.

Elde edilen ¢ 6rnek, amplikonun 6zgulliginu kanitlamak icin DNA dizi analizine ta-
bii tutuldu.

Dizi Analizi

PCR urinlerinde, ticari bir kit ile saflastirldiktan (HighPure PCR Product Purification
Kit, Roche Diagnostics, Almanya) sonra amplifikasyon isleminde kullanilan primerlerle
“cycle sequencing” islemi yapildi. Bu amacla, “big-dye terminator kit” kullanildi ve elde
edilen Urlnler, “sefadeks G-50 fine” kolonlarindan gecirilerek saflastirildiktan sonra dizi
analizi icin ABI-PRISM 310 Sequencer (Perkin-Elmer Applied Biosystems, ABD) cihazina
yuklendi. Elde edilen diziler DNASTAR, BioEdit, MEGA-2 software programlar kullanila-
rak kontrolden gecirildi ve dizeltildi. Hizalama islemi Bioedit paketi icinde yer alan Clus-
talWallis programi kullanilarak yapildi. Filogenetik agaclarin olusturulmasinda Treecon
yazilimi kullanildi.

Filogenetik analize dahil edilen suslara ait dizilerin Gen Bankasi erisim numaralari sun-
lardir: DQ000495 (st1), Sweden; EF203920 (CU6), Thailand; DQ340227 (KR-MN0484),
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DQ340228 (KR-MNO0885), DQ344454 (KR-MNO0202), Korea; EF560214 (MC-10), Bra-
zil; EF450727 (HK11), Hong Kong; EF450740 (HK24), Hong Kong; EF560207(MC-3),
Brazil; EF560210 (MC-6), Brazil, DQ340229 (KR-MNO0974), Korea; DQ471815
(CHSDS5), USA; EF450720 (HK4), Hong Kong; EF203922 (CU74), Thailand; EF450723
(HK?7), Hong Kong; EF450719 (HK3), Hong Kong; EF450733 (HK17) Hong Kong;
DQ672598 (ViPi-HC), Italy; EF203921 (Cu49), DQ471813 (CHSD2), USA; DQ499604
(HBoV/Thai/05/001), Thailand; DQ200648 (QPID04-0007), Australia; DQ471819
(CHSD9), USA; DQ988933 (BJ3064), China; DQ340225 (KR-MN1114), Korea;
DQ340570 (CRD2), USA; EF441262 (WLL-2), China; DQ340226 (KR-MN0046), Korea;
EF560212(MC-8).

BULGULAR

Calismamizda, 76 cocuk hastaya ait 6rnegin 5 (%6.5)'inde ve 79 eriskin hastaya ait
ornegin 2 (%2.5)'sinde HBoV DNA'si saptanmistir. Elde edilen t¢ 6rnedin DNA dizi ana-
lizi sonucu olusturulan filogenetik analiz sonucu Sekil 1’de goriilmektedir. Dizi analizi uy-
gulanan bu Ug¢ ornek referans dizilerle %100 homoloji gostermistir (Sekil 2).

TARTISMA

Son 10 yil icinde molekiiler yontemlerdeki hizli gelismeler, bircok enfeksiyonlar icin ol-
dugu gibi solunum yolu enfeksiyonlarinda da geleneksel yontemler (hicre kultirt, an-
tijen tespiti, seroloji) ile saptanamayan yeni viral etkenlerin tanimlanabilmesini olanakli
kilmistir'©. Ozellikle cocuklarda 6nemli bir solunum yolu patojeni olan HMPV'nin 2001
ytinda tanimlanmasini takiben, 2003 yilinda SARS-CoV, 2004 ve 2005 yillarinda diger
yeni koronaviruslar olan NL63 ve HKU1, yine 2005 yilinda HBoV ve 2007 yilinda polyo-
mavirus KI (KIV) ve WUV tanlmlanm|§t|r1 617 Yeni bir etken virus bulundugu zaman, bu
virusun patojen olarak potansiyelinin de ortaya cikarilmasi 6nem tasimaktadir. “Koch
postulatlari” bir patojen ve hastalik arasindaki iliskiyi ortaya koyma acisindan geleneksel
standardi saglamistir; ancak glinimuz sartlarinda bu postulatlarda da bazi modifikasyon-
larin yapilma geregi ortaya cikmistir>?. Buna gére bir mikroorganizma ile bir hastalik ara-
sinda iliski kurulabilmesi icin ti¢ kosul aranmaktadir: (a) mikroorganizmanin geninin has-
ta kisilerde kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek prevalansta saptanmis olma-
s, (b) mikroorganizmanin uygun hayvan modelinde ¢cogaltilmis olmasi ve o hasta hay-
vandan izole edilmis olmasi, (c) konakta yeni etkene karsi 6zgiil bagisik yanitin gosteril-
mis olmasi'®. Bu kosullara gore HMPV ve yeni koronoviruslarin insanlarda solunum yol-
lari hastaligr ile iliskisi kanitlanmistir; ancak polyoma viruslarin ve HBoV’nin hastalikla ilis-
kisi kanitlanmaya gaI|§|Imaktad|r11'16'20'21.

Yapilan calismalar, HBoV enfeksiyonunun hemen tim diinyada gorildigini vurgu-
lamaktadir. Bu calismalarda, nukleik asit teknikleri ile akut solunum yolu enfeksiyonu
olan hastalarda %0.5-18.3 arasinda degisen oranlarda HBoV DNA’sI saptanmistir. Baz
arastiricilar ise bu oranlarn %33-56 gibi yiksek oranlarda bildirmisler ve HBoV'nin diger
solunum yolu patojenleri ile birlikte oldugunu ifade etmislerdir'->°. Bu bulgular,
HBoV’nin akut solunum yolu enfeksiyonundaki roliiniin sorgulanmasina yol agcmistir. Bi-
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Sekil 1. Elde edilen tic HBoV dizilerinin, Gen Bankasindaki suslarin NST1 bélgelerine ait dizilerle filogenetik
analiz sonuglari.

zim calismamizda HBoV DNA'si 76 pediatrik 6rnegin 5 (%6.5)'inde ve 79 eriskin hasta-
ya ait ornegin 2 (%2.5)'sinde tespit edilmistir. Bu 6rneklerin timu adenovirus, influenza
A, B ve RSV A, B viruslari acisindan PCR yontemi ile negatif bulunan orneklerdir.

Ulasabildigimiz kadariyla Glkemizde HBoV'ye ait veriler sinirhdir. gjelebi’nin31 cahs-
masinda, Mart-Agustos 2007 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakultesi Cocuk ve Co-
cuk Acil Polikliniginde akut solunum yolu enfeksiyonu tanisi konulan 15 yas alti 119'u
erkek, 84’0 kiz toplam 203 hastanin bogaz suriinti 6érneginde HBoV DNA'si PCR y6n-
temi ile arastirilmig ve 11 (%5.4) 6rnekte HBoV pozitif olarak saptanmistir. Calismada
ayrica, HBoV pozitif hastalarin %72.6'sinin beg yasin altinda oldugu, en ¢ok pozitif 6r-
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Sekil 2. Gen Bankasindaki suslarin NS1 genlerinin 290 b¢'lik kisminin G¢ Tiirk susu ile hizalama sonuglari.
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nedin nisan ayinda saptandigi (n= 5) ve pozitiflik saptanan hastalardan birinde adeno-
virus pozitifliginin de oldugu bildirilmistir3°. Mevsimsel dagilim ve gercek insidans
hakkinda bilgilerin yetersiz olmasi, calismalarin diger viral solunum yolu enfeksiyonla-
ninin gorildiigi kis aylarinda toplanan 6rneklerden yapilmasina baglidir?®. Bizim ca-
lismamizdaki ornekler de kis ayinda toplanan orneklerdir. Sonucglarimiz, farkh cografi
bolgelerde yapilan calismalar ile uygunluk gostermektedir. Her ne kadar viral etkenle-
rin taranmasi, adenovirus, influenza A, B ve RSV A, B ile sinirli olsa da, calisma grubu-
muzda HBoV DNA varliginin saptanmis olmasi, virusun tlkemizde de akut solunum
yolu enfeksiyonlarinda rolii oldugunu disiindiirmektedir. Filogenetik analiz sonuclari,
daha oOnceki calismalarda bildirilen suslara benzer suslarin tlkemizde de enfeksiyon
olusturdugunu isaret etmektedir.

HBoV izolatlarinin ylksek diizeyde homoloji gosterdigi bildirilmistir?®. Genetik varyas-
yon ¢ogunlukla kapsid VP1/VP2 genlerinde ortaya cikar ve buna bagli olarak da ST1 ve
ST2 olarak adlandirilan iki genotipte siniflandirilir?’. Bizim calismamizda NS1 primerleri
ile cogaltilan bolgede dizi analizi uygulanan tg¢ 6rnek prototip sugla %100 homoloji gos-
termistir. Cogaltilan bolge farkhligr nedeniyle ST1/ST2 genotiplemesi acisindan bu calis-
ma kapsaminda siniflandirma yapilamamugtir.

HBoV'nin bulas yolu ile ilgili yeterli bir bilgi bulunmamasina ragmen, aerosol ve yakin
temasla diger solunum yolu viruslar gibi bulastigi tahmin edilmekte; virusun diskida da
bulunmasi fekal oral yolla da bulagin miimkiin oldugunu diisiindiirmektedir''. HBoV'nin
nazofarinks, serum, diski ve idrar orneklerinde arastinldigi cesitli calismalar mevcut-
tur'1:20.21.29 Baz arastiricilar, akut gastroenteritli olgularda viral DNA'nin 9%0.8-9.1 ora-
ninda saptandigini bildirmektedir?!-2%, Bizim calismamizda, hastalardan alinan bogaz
salgisi ve bogaz yikanti 6rnekleri kullaniimis, olgularimizin hicbirinde ishal yakinmasi ol-
madigindan digki 6érnekleri calismaya alinmamistir.

HBoV enfeksiyonu tanisi, viral genomun PCR ile tayinine dayanmaktadir. Kantitatif
olarak HBoV DNA'sinin arastirildigi bir calismada, nazofaringeal aspiratta 10° ge-
nom/ml’nin izerindeki degerlerin semptomatik enfeksiyonla iliskili oldugu, 10%in al-
tindaki dusuk viral yiikiin ise viral persistansa isaret edebilecegdi ifade edilmistir?’. Bu-
na karsin, viral yik ile hastahgin siddeti arasinda iliski saptayamayan calismalar da ya-
yinlanmistir?®. Yapilan serolojik calismalar ise, HBoV ile olusan solunum yolu enfeksi-
yonlarinda virusun sistemik yayilim gosterdigini, B hiicre yaniti olusturdugunu, 6zgil
IgM antikor varhginin nazofarinksteki ylksek viral yiik ve viremi ile korelasyon goster-
digini, buyuk ¢ocuk ve erigkinlerde seroprevalansin %95’in tizerinde oldugunu ortaya
koymaktad|r21'22'29.

Sonug olarak, yeni tanimlanan bir virus olmasina karsin HBoV ile ilgili epidemiyolojik
ve klinik veriler hizla birikmektedir. Ulkemizde de bu konuda yapilacak ileriye déniik se-
roepidemiyolojik, klinik ve molekiler calismalar, HBoV'nin akut solunum yolu enfeksi-
yonlarindaki roltine aciklik getirecektir.
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