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ONSOZ

Akut gastroenterit (AGE), 24 saat i¢inde iigten fazla ya da anne siitii ile beslenen
bebeklerde her zamankinden daha sik ve sulu digkilamadir. Akut gastroenteritler, her yas
grubunda olmakla birlikte 6zellikle 5 yas altindaki cocuklarda daha sik goriilmekte ve
onemli bir 6liim sebebi olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Fekal oral yolla bulasan bu
infeksiyonlar; niifusun kalabalik, beslenmenin yetersiz ve dengesiz, hijyenik kosullarin

bozuk oldugu tilkelerde her y1l 10-15 milyon kisinin 6liimiine neden olmaktadir.

Diinya’da en sik akut diyare etkeni olarak Rotaviriis goriilmekte iken Caliciviriisler
(Noroviriisler, Sapoviriisler), Enterik adenoviriisler (Adenoviriis 40,41), Astroviriisler ve
Bocaviriis’ de AGE etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Etiyolojik agidan rolleri tam
olarak bilinmeyen Torovirlis, Coronavirlis, Aichi virlis, Picobirnaviriis, Enteroviriis,

Parechoviriis diger gastroenterit viriisleridir.

Bocaviriis 2005 yilinda Allender ve ark tarafindan solunum yolu enfeksiyonlu
hastalarin nazofaringeal aspirat 6rneklerinde saptanmis ve solunum yolu patojeni oldugu
diisiiniilmistlir. Bu hipotez diger solunum yolu viriislerinin belirlenemedigi hastalarda
sadece HBoV’ iin var olmasiyla desteklenmistir. Son zamanlarda ise diski ve kan
orneklerinde gosterilmis olup gastroenterit etkeni olup olmadigi arastirma konusu
olmustur. Ulkemizde diski 6rneklerinde HBoV varhig: ve tiplendirmesi konusunda Mitui
ve ark’ larmin arastimasi disinda ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle Adnan Menderes
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Cocuk Hastaliklar1 ve Acil Servis’e akut
gastroenterit sliphesi ile basvuran 96 hastaya ait diski 6rneginde HBoV varligi ve
tiplendirmesi real time PCR yontemiyle arastirilmistir. PCR sonuglari kantitatif olarak elde
edilmigtir. Miks enfeksiyon varligi revers transkriptaz (RT)- PCR ile ¢alisilarak

belirlenmistir.

Bu c¢alisma, ADU- Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
11.09.2013 tarih ve 56989545/050.04-198 sayili onayr ve Adnan Menderes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TPF-14042 No’ lu proje ile

desteklenmistir.
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1. GIRIS

1.1. Akut Gastroenterit

Akut gastroenterit (AGE), ani baslayan, bulanti, kusma, ishal ve karin agrisi gibi
yakinmalarla seyreden mide ve ince barsak inflamasyonu yapan klinik bir tablodur. Akut
gastroenteritler, tiim diinyada yaygin olarak goriilen enfeksiyon hastaliklar1 arasinda yer
almakta ve ciddi bir halk sagligi sorunu olusturmaktadir. Ozellikle cocuklar hastaliktan
etkilenen grupta yer alir. Cocukluk ¢ag1 gastroenteritleri, diinyada gortilme siklhigi ve 6liim
nedenleri arasinda alt solunum yolu infeksiyonlarindan sonra ikinci siklikta goriiliir.
Gelismekte olan {ilkelerde akut gastroenterit enfeksiyonlarr, solunum yollar

enfeksiyonlarindan sonra ¢cocuk morbititesinin ve saglik harcamalarinin 6nemli bir kismini

olusturmaktadir (Ozkan 2005, Albayrak ve ark 2011).

Akut gastroenterit, akut dehidratasyon ve oliime neden olma, malnutrisyon ve
biiyiimenin etkilenmesinin yanisira uygun olmayan ilag kullanimina da yol agmas1 nedeni
ile nem tagimaktadir (Ozkan 2005).

Akut gastroenterit her yas doneminde ortaya ¢ikabilir, ancak etiyolojik ajanlar ve
hastalik siddeti yasa ve cinsiyete gore degiskenlik gostermektedir. Akut gastroenterit
sporadik olgular veya epidemiler seklinde goriilebilir. Klinik olarak ¢ok hafif seyirden ileri
derecede sivi kaybina kadar degisen genis klinik spektruma sahiptir. Bulagsma siklikla
fekal-oral yolla olur. Infeksiyoz AGE viral, bakteriyel veya paraziter enteropatojenlere
bagli olarak ortaya ¢ikabilmektedir. En sik viriisler AGE nedeni olarak karsimiza

cikmaktadir (Timgor 2010, Alasehir ve ark 2014).

1940’11 yillardan beri etiyolojisi agiklanamayan gastroenterit nedeni olarak
virlislerden siiphelenilmistir. Viriislere bagh gastroenterit etkenleri ile ilgili ¢alismalar,
1970’lerin basinda elektron mikroskobunun kesfi ile birgok viriisiin ilk 6rneklerinin kesfi
baslamis, ancak bu patojenlerin ¢ogunun hiicre kiiltiiriinde {iretilememesi ve bir hayvan
modelinin bulunmamasi, ayni zamanda bu viriis tiirlerinin yiiksek oranda genetik ve

antijene bagl degiskenlik gostermeleri nedeniyle sinirli kalmistir (Ttiimgor 2010).

Infeksiydz diyareye neden olan viriisler Rotaviriisler, Caliciviriisler (Noroviriisler,
Sapoviriisler), Enterik adenoviriisler (Adenoviriis 40,41), Astroviriisler’ dir. Etiyolojik

acidan rolleri tam olarak bilinmeyen Toroviriis, Coronaviriis, Aichi viriis, Picobirnaviriis,
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Enteroviriis, Parechoviriis diger gastroenterit viriisleridir. Bocaviriis ise T. Allender ve
arkadaglar1 tarafindan 2005 yilinda tanimlanmis olan yeni bir gastroenterit etkeni viriistiir

(Kirdar 2014).

Akut gastroenteritlerde etkenler goz Oniine alindiginda viriisler %50-70 oranda
sorumludur. Akut gastroenterit olgularin diski 6rneklerinde HBoV prevalansi %0.5 ile %20
arasinda degismektedir (Kim 2014, Cheng ve ark 2008, Albuquerque ve ark 2007, Chow
ve ark 2010, Arthur ve ark 2009, Jin ve ark 2011, Wang ve ark 2011, Monavari ve ark
2013, Proenca ve ark 2014, Romani ve ark 2013, Risku ve ark 2012, Khamrin ve ark
2012). Akut cocukluk c¢agi gastroenteritlerinde ise bu oranlar RV %10-50, EAV %5-15,
AsV %2-10, NoV ise tiim yas guplarinda %4-30 arasindaki siklikta goriilmektedir. Gida
hijyeni eksikligi viral gastroenteritlerin en biiyiik etkenidir. Rotaviriisler <2 yas ¢ocuklarda
sik goriiliirken, NoV yas ilerledikge daha sik goriilmektedir (Kirdar 2014).

1.2. AGE Nedeni Olan Viriisler

1.2.1. Rotavirus

Rotaviriis, 1973 yilinda Bishop ve arkadaslar tarafindan Avustralya’da akut ishali
olan g¢ocuklarin duodenum biyopsilerinin elektron mikroskobu ile incelenmesiyle
kesfedilmistir. Elektron mikroskobunda tekerlek seklinde goriilmeleri nedeniyle 1978
yilinda Uluslararas1 Viriisleri Adlandirma Komitesi tarafindan Latincede tekerlek anlamina

gelen Rotaviriis ismi verilmistir (Oztiirk ve ark 2008).

Rotaviriis tiim diinyada bes yas alt1 cocuklarda goriilen akut gastroenteritlerin en
stk nedenidir. Rotaviriise bagli gastroenteritler gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ayni
siklikta goriilmektedir. Geligsmis iilkelerde hastaliga, gelismekte olan iilkelerde hem
hastaliga hem de 6liime yol agmaktadir. Rotaviriis ishalleri, diinya genelinde her yil 111
milyon ishal atagma neden olmakta ve 2 milyon c¢ocuk bu nedenle hastaneye
yatirtlmaktadir. Cogu gelismekte olan iilkelerde olmak iizere her yil 611.000 ¢ocuk
hayatini kaybetmektedir (Kurugél ve Salman 2008, Meral ve ark 2011).

Rotaviriis, Reoviridae ailesinde, ikozahedral yapida, 65-75 nm biiyiikliigiinde bir
RNA viriisiidiir. Cift tabakali kapsidli yapist vardir. Zarfsiz olmalarindan dolay: lipid
coziiciilere kars1 direng gosterirler. Genomu cift iplikli 11 segmentden olusur. Viris

endositozla hiicreye girer ve replikasyon sitoplazmada gerceklesir.



Genom, alt1 yapisal (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7) ve alt1 yapisal olmayan
(NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6) protein kodlar (Sekil 1.1). infektif RV partikiilii
ic tabakali (TLP: triple layered particle) olup dis kapsid, i¢ kapsid ve kor’dan meydana
gelir. Kor bolgesinden VP1, VP2 ve VP3 proteinleri olusur. I¢ kapsidde yer alan VP6,
serogruplarda 6nem tasir. VP6, antijenik determinant olup nétralizan olmayan antikor
yanitindan sorumludur. Dis kapsidde, VP4 ve VP7 proteinleri bulunur ve bu kapsid
proteinlerine gére G ve P serotiplerine ayrilir. VP4 ve VP7 proteinlerine karsi notralizan
antikorlar olusur. Bu proteinler hiicreye baglanma ve giristen sorumludur (Ustagelebi

1999, Nyugen ve ark 2006, Kirdar 2014).

Rotaviriislerin tiplendirmesinde kapsid proteinlerinin antijenik ozelligine gore
rotaviriisler grup, subgrup ve serotiplere ayrilirlar. VP6 proteini, grup ve subgruplamada
rol oynar. VP6 proteinindeki farkliliklara gore Rotaviriisler A,B,C,D,E,F,G’ ye kadar 7
gruba ayrilir. A,B,C gruplar1 insanlar ve hayvanlarda; D,E,F,G grubu ise hayvanlarda
bulunur. Ayrica VP6 proteinine gore I, 11, I+II ve non I, non II olmak iizere dort subgruba
ayrilir. Subgrup II digerlerinden daha sik goriilir. VP4 ve VP7 proteinleri
serotiplendirmede rol oynar. VP4 ile taninanlara P serotipleri, VP7 ile taninanlara G
serotipleri denir. Rotaviriis siniflandirilmasinda VP4 ve VP7 tipleri ikili sistem olarak
kullanilir. Alternatif olarak G ve P genotiplendirmesine (VP4 ve VP7 genom
segmentlerinin dizi analizi) bagvurulur. insanda rotaviriis infeksiyonlarinin %80-95’i G 1-4
serotipleriyle meydana gelir ve en yaygin olan tip G1 serotipidir (Ustagelebi 1999, Nyugen
ve ark 2006).

Tim diinyada grup A Rotavirtislerinde 23G genotipi (G1-G23), 31P genotipi
izlenir. insanlarda RV gastroenteriti ile iliskili en yaygm genotipler G1, 2, 3, 4 ve 9 ve P
genotipleri ise P8 ve 4’diir. Bes genotip kombinasyonu insanlarda RV infeksiyonlarinda en
sik (P1A8G1, P1A8G3, P1A8G4, P1B4G2 ve P1A8GY) goriilmektedir. Ulkemizde yapilan
RV genotiplendirme ¢alismalarinda en yaygin genotip ve serotipler G9P8’dir. Diinyada
Rotaviriis ishallerinde en sik goriilen serotipler; GI1P(8) (%54), G2P(4) (%12), G3P(8)
(%3),G4P(8) (%9) ve son zamanlarda 6nem kazanan G9P(8) veGIP(6) (%4) 'diir (Glir
2007, Kurugol ve Salman 2008, Kirdar 2014).
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Sekil 1.1. Rotaviriis genom yapisi (Bozday1 2014)

Iliman iklim kusaginda en ¢ok kis aylarinda ve 2 yas alt1 ¢ocuklarda goriilen RV
ishalleri; gelismekte olan iilkelerde, gelismis iilkelere oranla daha erken donemde ortaya
cikmakta, klinik olarak daha agir seyretmekte ve 6liim daha sik gériilmektedir. Ulkemizde
yilda ~ 3000 RV ishali kaynakli 6lim olmaktadir. Agir ishallerin ve ishal kaynakli
hastaneye yatiglarda ishalleri 6nemli Olgiide ekonomik yiik getirmektedir. Genellikle
endemiktir, fakat nadiren salginlardan sorumlu olabilir. 5 yas alt1 dzellikle 6-24 ay arasi
cocuklarda daha sik goriilir ve bu olgularda diyare daha agir seyirlidir. Nozokomiyal
infeksiyonlarin %20-60’1ndan ve seyahat diaresinin %20 sinden sorumludur. Insanlarda
etkin suslarin ¢cogu A, B ve C grubundan olup; A grubu ¢ocuklarda fazla, B grubu su
orijinli epidemilerde ve Cin’de, C grubu ise yiyecek orijinli olup Avrupa, Asya ve
Amerika’da siklikla gozlenmektedir (Giir 2007, Sirmatel 2013, Bozdayr 2014, Kirdar
2014).

Rotaviriis baglica fekal oral yolla bulagsmaktadir. Yakin temas ve ortak kullanilan
esyalarla bulagabilen etken kalabalik yasam kosullarinda salginlara yol agmaktadir. Ayrica
kontamine su, yiyecek ve az oranda da olsa damlacik yolu ile de bulastig1 gosterilmistir.

Kulugka donemi 12 saat ila 4 giin (1-3 giin) arasindadir. Kusma, ishal ve karin agris1 ile
4



karakterize klinik tablo 4-8 giin siirmektedir. Diski yolu ile viriis attlmi 10 giin,
semptomlarin diizelmesinden sonra 2-3 giin siirer (Giir 2007, Yasa ve ark 2009, Sirmatel
2013, Bozday1 2014, Kirdar 2014).

Rotaviriis gastroenteritinin patogenezinde, viriisiin gastrointestinal sisteme gegisi
ile ince bagirsak epitelyum yiizeyinde degisiklik, su absorbsiyonunda bozulma, su ve iyon
kaybt ile sulu diyare olugsmaktadir. Mekanizma multifaktéryel olup, enfeksiyon
incebarsagin proksimalinden baslar ve distale yayilir. Burada laktoz, glikoz ve sodyum
malabsorbsiyonu ile kisalmis ve kiintlesmis villuslar izlenir. Olgunlasmamis enterositlerde
disakkaridaz enzimlerinde azalmasi, sekerlerin liimende osmatik basingi arttirmasi ile sivi
kaybinda artig goriliir. Hiperplazik kriptlerinden klor salinnminda bu artis liimene
sekresyonu arttirir. Enterik sinir sisteminin uyarilmasi ile su ve elektrolit sekresyonunda
artiy olmaktadir. NSP4 (viral enterotoksin), ER’dan Ca iyon mobilizasyonu ile hiicre ici
Ca miktarinda artis ve klor sekresyonu uyarilir. Villusu kaplayan enterositler cogalmayan
olgun hiicreler olup sindirim ve emilimde rol oynarlar. Rotaviriis bu olgun hiicrelerin villus
uclarinda ¢ogalir villus epitelinde kuboidal degisim villuslarda kisalma ve kiintlesme

goriiliir (Oztiirk ve ark 2008, Ustagelebi 1999, Kirdar 2014, http://puader.org.tr).

Rotaviriis tanisi akut donemde alinan taze diski Orneklerinden enzyme-linked
immunosorbent assay” (ELISA), lateks agliitinasyon (LA), immiinokromatografi, elektron
mikroskopisi ve polimeraz zincir tepkimesi (PCR) gibi yontemlerle yapilabilmektedir.
ELISA yontemi (Grup A rotaviriis)’nin duyarliligt %94-97, 6zgilliigi ise %93-97" dir. LA
testi (Grup A rotaviriis)’nin duyarliligt %85-90, o6zgilligi %93-97° dir. Tripsin ile
muamele veya besiyerine diisiik diizeyde tripsin ilavesi ile hiicre kiiltliriinde tretilebilir.
Viriis izolasyonunda Maymun bobrek hiicre dizisi MA104 ve insan kolon karsinoma hiicre
dizisi CaCo-2 kullanilabilir (Berk ve Kayman 2011, Schildgen 2013, Alasehir ve ark 2014,
Kirdar 2014).

Akut dénemde diskida viral yiikiin yiiksek (10°*! viral partikiil sayisi/ml) olmast
nedeniyle hastaligin ilk 2-5 giininde disk1 Ornekleri alinmalidir. Semptomlarin
baslangicindan 8 giin sonra toplanan Ornekler nadiren viriis igerir. Epidemiyolojik
caligmalarda grup A rotaviriislerin G serotiplerinin belirlenmesi i¢in G1-G4 tip spesifik
monoklonal antikoruna dayanan ticari ELISA testleri, G5, G8, G9 ve G10 tiplerinin
belirlenmesi i¢in genotipleme testleri kullanilir. Grup A rotaviriis subgrup I ve Il i¢in, VP6

antijeni iizerindeki iki farkli epitopa spesifik monoklonal antikor ELISA testi

5
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gelistirilmistir. Rotaviriis enfeksiyonun tanisinda, dot blot hibridizasyon, RT-PCR,
Elektroforetipleme ve Grup A Rotaviriislerinin G ve P genotiplemesini igeren molekiiler
testler kullanilmaktadir. Serolojik tanisinda Rotaviriise karsi olusan spesifik antikorlarin;
kompleman fiksasyon testi, immunflorasan test, ndtralizasyon testi, hemagliitinasyon

inhibisyon testi ve ELISA testi ile belirlenmesi miimkiindiir (Kirdar 2014).

Rotavirlis enfeksiyonu i¢in antiviral tedaviye gerek yoktur. Hastalik genellikle
kendiliginden iyilesir. Dehidratasyon morbidite ve mortalitenin ana nedeni oldugundan sivi
elektrolit dengesinin saglanmasi O6nemlidir. Bu nedenle ishalle kaybedilen sivi ve
elektrolitler oral veya gerektiginde parenteral yolla saglanmalidir (Ozkasap ve ark 2004,

Kurugol ve Salman 2008).

1.2.2. Enterik Adenovirisler

Adenoviridae ailesinde yer alan zarfsiz, 70-90 nm, lineer ¢ift sarmalli DNA
viriisiidiir. En sik 0-2 yas grubu cocuklarda gézlenir. Adenoviriisler; solunum yolu
enfeksiyonlari, faringokonjunktival ates, epidemik keratokonjunktivit, hemorajik sistit ve
merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarina da yol agarlar. Yeni dogan ve kiiciikk ¢ocuklarda
diger virlisler gibi akut gastroenterit etkenidir. Hekzon (cinse 0zgiil antijen) ve fiber
(hemaglutinin) antijenlere sahiptir. Hemagliitinasyon 6zelliklerine goére Adenoviriis’ ler A-
F araliginda 6 gruba ayrilirlar. F grubu igindeki serotipler 0-3 yas grubu ¢ocuklarda akut ve
uzamis ishal nedeni olarak rotaviriislerden sonra ikinci sirada yer alirlar. Ik kez 1975
yilinda insan digki 6rneklerinde tanimlanmistir. Enterik adenoviriisler tip 40 ve 41, F
grubuna aittirler. A grubundan serotip 31, 12, 18; B grubundan serotip 3 ve 7; C grubundan
serotip 1, 2, 5 ve 6 daha az siklikta goriiliir (Sirmatel 2013, Kirdar 2014).

Adenoviriisler diinyanin biitiin cografi bolgelerinde epidemik, endemik ve sporadik
infeksiyonlara neden olurlar. Gastrointestinal sistem enfeksiyonlari en sik tip 40 ve 41 ile,
tim yil boyunca goriiliir. Siit ¢ocuklugu doénemindeki ishallerin rotaviriislerden sonra
ikinci en sik rastlanan etkenidirler. Goriilme siklig1 %5-15 arasinda degismektedir. Bulas

fekal-oral yolla olur (Baskin ve ark 1995, Boga ve ark 2004).

Adenoviriis enfeksiyonunun tanisinda, elektron mikroskobi, ELISA, nétralizasyon
testleri veya viriis izolasyonu igin hiicre kiltiirleri kullanilir. Elektron mikroskobisi ve
hiicre kiiltiiriinde virtis izolasyonu uygulamasi gii¢, emek isteyen, zahmetli, zaman alic1 ve

duyarliliginin disiik olmasi nedeniyle bu yontemlerin kullanimi sinirhidir. Tanida antijen
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belirleyen testler yaygin olarak kullanilmaktadir. Molekiiler tani testlerinden PCR ve

tiplendirmede sekans analizi kullanilabilir (Kirdar 2014).

Enterik adenoviriis enfeksiyonlarinin sikligi, gelismis iilkelerde %1 ile %8 gibi
goriiliirken, gelismekte olan iilkelerde %2 ile %31 arasinda degisebilmektedir. Enterik
adenoviriisler, bebekler ve cocuklarin akut ishal salginlari ile yakindan ilgilidir. Sporadik
enfeksiyonlarin yani sira hastane, bakimevi ve okullarda salginlar bildirilmistir (Cruz ve
ark 1990, Uhnoo ve ark 1990, Wilhelmi ve ark 2003, Carvalho-Costa ve ark 2006, Shimizu
ve ark 2007, Verma ve ark 2009).

Enterik adenoviriislere bagl ishallerde tedavi RV enfeksiyonundakine benzer
sekildedir (Stephen ve ark 2004, Cortese ve Parashar 2009, Oktem ve ark 2009).

1.2.3. Norovirius

[k defa 1969 yilinda Ohio, Norwalk sehrinde gastroenterit olgularinda saptanmus,
Norvalk Ajani adi verilmistir. Kapikian ve arkadaslari tarafindan, 1972°de immiin elektron
mikroskobisinin kullanilmaya baglanmasiyla tanmimlanmistir (Bishop ve ark 1973).
Yetiskinlerde ve g¢ocuklarda yaygin bir sekilde gastroenteritlere neden olur. Tim yas
gruplarinda epidemik gastroenteritlerin baslica nedenlerinden biridir. Ozellikle kis
mevsimlerinde akut salginlara sebep olmaktadir. Gelismis iilkelerde ozellikle kiigiik
cocuklarda hastane basvurularinin 6nde gelen sebeplerinden birini olustururken,
gelismekte olan tilkelerde onemli bir mortalite sebebidir. Noroviriis tiim gastroenteritlerin
ise yaklasik %50’sinin nedeni olarak bildirilmektedir. En ¢ok kontamine yiyecek ve su

kaynakl1 gastroenterite neden olur (Bozday1 2014, Kirdar 2014).

Noroviriis, Caliciviridae ailesinde bulunan 30-38 nm biiyiikligiinde, ~7,5 kb tek
iplikli RNA genomu igeren, zarfsiz, pozitif polariteli ve kiibik simetrili bir viristiir.
Viriisiin yiizeyinde 32 adet kupa(calix) seklinde ¢okiintiiler bulunur. Genomu ii¢ adet ORF
(Open reading frame) icerir. ORF1 yapisal olmayan proteinleri, ORF2 major kapsid
proteini VP1, ORF3 minor kapsid proteini VP2’ yi kodlar (Kirdar S 2014).

Noroviriisler VP1 gen analizi ile GI-V 5 genogruba ayrilir. GI ve GII ¢ogunlukla,
GIV ise nadiren insanlarda hastalik olusturur. Genogrupl en az 15, genogrup 2 en az 18
genotipten olusur. Akut gastroenterit salginlarindan en sik izole edilen noroviriis

genogrublart GI ve GII olmakla birlikte GII.4 genotipi diinyada ve iilkemizde noroviriis



salginlarindan ve akut gastroenteritli vakalardan tanimlanan en yaygim olan genotiptir

(Siebenga ve ark 2009, Ozkul ve ark 2011, Kirdar 2014).

Noroviriislerin tanisi ve epidemiyolojik ¢alismalar i¢in digki, kusmuk, serum, su ve
gidalar incelenebilmektedir. Orneklerin diyarenin baslangicindan itibaren yedi giin icinde

toplanmasi gerekmekte olup duyarlilik daha sonra diismektedir (Plantenga ve ark 2011).

Norovirlisler hiicre kiiltlirlinde {iretilemedigi ve deney hayvanlart modeli
gelistirilemedigi i¢in tanida elektron mikroskobisinin yaninda RT-PCR ve ELISA
yontemleri de kullanilmaktadir. Bu yontemlerden RT-PCR en duyarli tan1 yontemi olarak

kabul edilmektedir (Ando ve ark 1995, De Bruin ve ark 2006).

1.2.4. Astroviris

Astrovir(is, Astroviridae ailesinde yer alir ve 1993 yilinda tanimlanmustir.
Mamastroviriis ve AvastroviriiS olarak 2 cinsi vardir. Astroviriisler elektron
mikroskobunda kiigiik 28-30 nm biiyiikliikkte, 5 yada 6 koseli yildiz seklinde goriilen
viriislerdir. Ismi latince astron (yildiz) kelimesinden gelmektedir. Genellikle diizgiin 20
kenarl, ikozahedral yapidadir. Eger viriis yiiksek pH’a maruz birakilirsa tipik morfolojik

goriiniimii olan y1ldiz seklini alir (Guix ve ark 2002, Treanor ve ark 2004).

Insan astroviriisiiniin genomu, pozitif polariteli tek iplikli, zarfsiz RNA viriisiidiir. 3
acik okuma bolgesi (ORF)‘nden olusur. Viral proteazi kodlayan ORFla, RNA polimerazi
kodlayan ORF1b ve genomun 3' ucunda protein kapsidi kodlayan ORF2 mevcuttur (Guix
ve ark 2002, Treanor ve ark 2004, Guix ve ark 2005, Bhattacharya ve ark 2006).

Virlisin protein yapist tam olarak bilinmemekle birlikte, kapsit proteininin
prekiirsorii 87-kDa poliproteini, yapisal kapsit proteinleri VP32, VP29 ve VP26’y1
olusturmaktadir (Gaggero ve ark 1998, Wilhelmi ve ark 2003).

Astroviriisler, kapsit proteinlerinin  poliklonal ve monoklonal antikor
reaksiyonlarina gore serotiplerine ve niikleotid sekansindaki ORF2 bolgesindeki dizilimler
ile genotiplerine ayrilirlar. Bu genotipler, serotiplerle korelasyon gosterirler. Cogu
calismada serotip 1 baskin goriilmekte onu 2, 3, 4, 5 izlemekte ve 6, 7, 8 nadir

gozlenmektedir (Wilhelmi ve ark 2003, Guix ve ark 2005).



Kisin goriilen gastroenterit salgmlarmin bir diger sorumlusu astroviriislerdir.
Astrovirislerin tiim serotipleri biitiin diinyaya yayilmistir. Gelismekte olan iilkeler basta
olmak {izere tiim diinyada goriilme siklig1 %2 ile %8-9 arasinda oldugu belirtilmistir. Bazi
calismalarda goriilme sikliginin %16’lara ciktig1 bildirilmistir. Semptomatik astroviriis
enfeksiyonlart 2 yas alti ¢ocuklarda ve yaslilarda goriilebilmektedir (Bon ve ark 1999,
Treanor ve ark 2004).

Astroviriislerin - tanis1  igin; hiicre kiiltlirleri, immiin elektron mikroskop,
immiinfloresan yontemler ve ELISA teknikleri kullanilmaktadir. Grup antijen saptanmasi
epidemiyolojik c¢aligmalar i¢in kullanilmaktadir. Niikleik asit hibridizasyon ve PCR
caligmalar1 yapilabilmektedir, bunlar antijen saptama tekniklerinden daha duyarlidir (Bon

ve ark 1999, Treanor ve ark 2004).

1.2.5. Diger Gastroenterit Yapan Viriisler

Etyolojik olarak bu viriislerin enterit nedeni olup olmadig: kesinlik kazanmamustir.
Ancak bazi ¢aligmalar, hayvanlarda ishal olusturan Coronavirlis, Aichi viriis,
Pikobirnaviriis, Pestiviriis ve Torovirlis® iin aym1 zamanda insanlarda da viral
gastroenteritlerin nedeni olarak ortaya ciktigin1 gostermistir (Treanor ve ark 2004,
Wilhelmi ve ark 2003).

1.2.6. Bocaviriis

Human bocaviriis (HBoV) ilk kez 2005 yilinda Allender ve ark. tarafindan
tanimlanmistir. Human bocaviriis” iin ilk kez solunum yolu enfeksiyonlu hastalarin
nazofaringeal aspirat Orneklerinde saptanmasi ile solunum yolu patojeni oldugu
diigiiniilmistiir. Bu hipotez diger solunum yolu viriislerinin belirlenmedigi hastalarda
sadece HBoV’iin varlig1 ile desteklenmistir. Cok sayida calisma ile virlisiin varlig
solunum yolu Orneklerinde arastirilmis ve tim diinyada g¢ocuklarda yaygin olarak
goriildiigii  bildirilmistir. Son zamanlarda ise HBoV diski ve kan Orneklerinde de

gosterilmistir (Schildgen 2013).

1.2.6.1. Tarihge

Insanlarda hastalik etkeni olarak gosterilebilen tek Parvoviriis g¢ocuklarda ‘5.
Hastalik (eritema enfeksiyozum)’ etkeni olarak bilinen Parvoviriis B19” dur. HBoV,

Isveg’li arastirmacilar tarafindan randomize PCR yontemi ile solunum yolu drneklerinde



saptanmistir. Allender ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismada 540 nazofarengeal
aspirat 6rneginin 17’sinde (%3.1) PCR yontemiyle HBoV pozitifligi saptanmis ve bu 17
hastanin 14’iinde bilinen bagka bir viral etkenin bulunmamas: ile HBoV’ unun solunum

yolu infeksiyonlarinin olasi bir sebebi oldugu sonucuna varilmistir (Allander ve ark 2007).

Niikleotid diizeyinde bir benzerlik olmamasina karsilik aminoasit sekanslari,
Bovine parvoviriis ile Canine minute viriise anlamli derecede uymaktadir. Bocaviriis
cinsinden, daha once karakterize edilmemis ilk kez insanlarda infeksiyon etkeni olarak
saptanan bir viriis oldugu sonucuna varilarak Human bocaviriis (HBoV) adi verilmistir

(Allander ve ark 2005, Allander ve ark 2007).

Hayvan Parvovirisleri genellikle sistemik bir hastaliga neden olur. Hastalik
solunum ve gastrointestinal sistem ile iliskilidir. Bocaviriis cinsinde yer alan iki hayvan
patojeni olan enterik virlisler; Bovine parvoviriis, ishalli buzagilarin gastrointestinal
sisteminden izole edilmis olup diyareye sebep olurken, Canine minute viriiS yeni dogan
solunum yolu hastaliklar1 ve embriyopatiye neden olmaktadir. Bocaviriis bovine (bo)

parvoviriiS Ve canine (ca) minute viris’ {in ilk iki harfindan adim1 almaktadir (Demirci

2009, Lindner ve ark 2008).

HBoV’ iin 2005 yilinda kesfinden sonra, solunum yolu enfeksiyonu etkeni olarak
bilinirken son zamanlarda akut gastroenteritlerde diski 6rneklerinde saptanmistir. HBoV
tip 1” in tamimindan sonra, Human bocaviriis 2 (HBoV2) ve Human bocaviriis 3 (HBoV3)
klinik 6rneklerde belirlenmistir. Human bocaviriis 2 ilk kez Pakistan’da gevsek paralizli
hastalarin digk1 6rneklerinden izole edilirken Avustralya’da HBoV2 yani sira HBoV3 izole
edilmistir (Chow ve ark 2010, Abdel-Moneim ve ark 2013). HBoV tip 1, en sik solunum
yolunda olmak iizere diski orneklerinde, HBoV 2, HBoV 3 ve HBoV4 siklikla digki

orneklerinde nadiren solunum yolunda goriilmektedir (Schildgen 2013).

1.2.6.2. Smiflandirma

Human bocaviriis, genetik organizasyonu ve sekans homolojisi ile Parvoviridae
ailesi, Parvovirinae alt ailesi, Bocaviriis cinsinde siniflandirilmaktadir (Allander ve ark
2005). Omurgali hayvanlarda ve insanlarda hastalik yapan 5 ayri viriis cinsi Amdovirds,
Bocaviriis, Dependoviriis, Erythroviriis , Parvoviriis tanimlanmigtir. Son olarak altinci
viriis cinsi tanimlanmis ve Hokoviriis olarak adlandirilmistir. Bocaviriis cinsinde; Human

bocaviriis, Bovine parvoviriis, Canine minute viriis, Gorilla bocaviriis, Chimpanzee
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bocaviriis, Porcine bocaviriis yer almaktadir (Sekil 1.2) (Allander ve ark 2005, Allander ve
ark 2007).

Family

Sekil 1.2. Parvoviridae ailesinde yer alan cinsler

1.2.6.3. Morfolojik yap1

Human bocaviriis, kiigiik DNA (18-26 nm ¢apinda) viriisiidiir. Lineer tek sarmalli
genom ~5 kb uzunlugundadir. Ikozahedral kapsidli, zarfsiz bir viriistiir (Sekil 1.3)
(Demirci 2009, Lindner ve ark 2007, Allander ve ark 2008).

s 2010
Swiss instisute of Biosnformatcs

T=1

Sekil 1.3. HBoV un sematik goriiniimii

1.2.6.4. Genom ozellikleri

Human bocaviriis bir ¢cok 6zelligiyle Parvoviriise benzerlik gostermesine ragmen
baz1 6zellikler agisindan farkliliklara da rastlanmaktadir. Bu farkliliklardan birincisi HBoV

genomunun 5.5 kb uzunlugunda olmasma karsin Parvoviriislerde genomun 5.6 kb
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uzunlugunda olmasidir. ikincisi; Parvoviriis genomunda ayni sarmal {izerinde bulunan 2
biiyiik open reading frame (ORF) bolgesinin yapisal olmayan bir protein (NS1) ile 2 kapsid
proteini (VP1,VP2) olmak flizere 3 proteini bocaviriis genomunda yine ayni sarmal
tizerinde bulunan 3 biiyiik ORF bdélgesinin yapisal olmayan bir protein (NS1) ile 3 farkl
kapsid proteininden (VP1/VP2) olusan toplam 4 biiyiikk proteini kodlamasidir. Bovine
parvoviriis ve Canine minute virlisin ORF bdlgesinden kodlanan yapisal olmayan bir
proteinin fonksiyonu bilinmemektedir ve bu protein NP-1 olarak adlandirilir. HBoV’a ait
NP-1 geni de %47 aminoasit diizeyinde benzerlik gosterir (Sekil 1.4)
(Allander ve ark 2005, Lindner ve ark 2007, Allander ve ark 2008, Demirci 2009,
http://www.dpvweb.net).

I Bovine parvovirus 1 I
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Sekil 1.4. HBoV’ un ORF bdlgesinden kodlanan proteinleri

HBoV’ iin yapilan tiim genomik sekansi sonrasinda 2 farkli izolat: bulunmustur. Bu
izolatlar Stockholm 1 (ST1; 5,217 nukleotid) ve Stockholm 2 (ST2; 5,299 nukleotid)
olarak isimlendirilmislerdir. HBoV’ un ST1 izolati, NS1, 1,920 niikleotid (183-2102), 639
aminoasit; NP1, 660 niikleotid (2340-2999),219 aminoasit; VP1/VP2, 2,016 niikleotid
(2986- 5001), 671 aminoasit’den olusur. ST2 izolat1 ise ST1’den 26 nukleotid farklidir
(Sekil 1.5) (Demirci 2009).
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HBoV ST1: 5217 bp
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[ E : %
0 1 2 3 a 5 kb
B
r

Sekil 1.5. A; ST1 izolati, B; ST2 izolati

Human bocaviriisler, HBoV1, HBoV2 (2A ve 2B), HBoV3 ve HBoV4 olmak
tizere 4 grupta toplanir. Genomik analizlerde HBoV2, HBoV ile karsilastirildiginda %67 -
%80 oraninda niikleotid homolojisi gostermektedir. HBoV3 genomunda, HBoV’nun
yapisal olmayan NS1 ve NP-1 proteinlerinde niikleotid benzerligi %87 oraninda, HBoV2’
nin VP1/VP2 yapisal proteinleri arasindaki niikleotid benzerligi %77 dir. Bu da
HBoV3’in HBoV ve HBoV2 arasindaki rekombinasyondan ortaya ¢ikabilecegini
diisiindiirmektedir (Sekil 1.6).
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Human bocavirus 2 PK-5510 FJ170278
Human bocavirus 2 TU-C-114-08 GO506633

Human bocavinus 2 TU-A-77-07 GOS06634
Human bocavirus 2 TU-A-223-07 GOS06623
Human bocavirus 3 HEoVIB-TU-A-210-07 FJ973562
H[ Human bocavirus 3 TU-A-210-07 GQS0EE21
] Human bocavirus 4 NI-241 GQ506590
{ Human bocavirus 4 US-MN-964-056 GO506568
e Gorilla bocavirus /GBoV1/2009 NC014358

Human bocavirus 1 ST1 DQO00485
_{ Human bocavirus 1 ST2 DQO0049E

Baovine parvovirus 1 Abinanti DQ335247

" Porcing becavirus pigl8VIChina/2008 HMO53672
Porcine bocavirus 1 pig/ZJD/Ching/2006 HMO53893
Canine minute virus NC004442

0.2

Sekil 1.6. Filogenetik analiz

1.2.6.5. Replikasyon

HBoV’ iin replikasyonu hayvan parvoviriislerine benzer sekilde olup “rolling
hairpin” mekanizmas1 aracilifiyla gergeklesmektedir (Sekil 1.7). “Rolling hairpin”
mekanizmasi ile replike olan genomlar tek sarmalli DNA’dir. Ug kisimlarinda sag tokasi
(hairpin) yapilar bulunur. Enfeksiyonda 3’ hairpin, transkripsiyon ve replikasyon igin
konak enzimlerinin viral ssDNA’nin dsDNA’ya doniigiimiinde primer olarak islev goriir.
Siirekli hiicre kiilttirleri NuLi ve CuFi hiicreleri ile gelistirilen yeni hiicre kiiltiir sistemleri
ile HBoV’iin replikasyonu ile ilgili ¢aligmalar devam etmektedir. Zhao ve arkadaslar
HBoV 2’ nin genomunun sirkuler oldugunu gostermistir (Zhao ve ark 2012). Bu da sag

tokasi yapisinin HBoV tipleri arasinda neden farkli oldugu sorusuna yol agmustir (Schilgen
2013).
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Sekil 1.7: Human Bocaviriis replikasyonu

1.2.6.6. Patogenez

Uretilmeleri igin uygun hiicre kiiltiiriiniin ve hayvan modellerinin olmamasi
nedeniyle HBoV enfeksiyonunun patogenezi tam olarak bilinmemektedir. HBoV tip 1
solunum yolu epitel hiicre kiiltiirlerinde tretilebilmistir. Hiicre kiiltiirlinde tretilen ve
HBoV1 pozitif klinik 6rneklerin DNA’larinin  dizi analizi sonucunda, HBoV1’in
parvovirlislerden farkli bir replikasyon mekanizmasina sahip oldugu hipotezi ileri
sirilmistir. Ancak bu hipotezin daha fazla arastirilmasina ihtiyag duyulmaktadir

(Lisebrink ve ark 2011).

Cok sayida calisma ile HBoV1’ in temel olarak solunum patojeni oldugu ileri
stirilmektedir HBoV tip 1 enfeksiyonunun sistemik olarak olusabilecegi HBoV’iin

DNA’sinin serumda saptanmasi ile desteklenmektedir (Jartti ve ark 2011).

Human bocavirlis barsak epitelindeki replikasyonunun kaniti olmaksizin digki
orneklerinde saptanabilmistir. Ote yandan, HBoV1 DNA’smin diskida diisiik diizeylerde
bulunmasi nedeniyle diski 6rneklerinde HBoV1’{in solunum yolundan barsaga pasif gegisi
olabilecegi diislinlilmektedir. Gastrointestinal bulgular1 olan ya da bulunmayan bireyler
arasinda saptanma oranlar1 benzer bulunmustur. Ayrica HBoV, diger enterik viriisler ve

bakteriler ile birlikte yiiksek oranlarda saptanabilmektedir (Yu ve ark 2008, Campe ve ark
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2008, Arthur ve ark 2009, Kapoor ve ark 2010, Chow ve ark 2010, Kantola ve ark 2010,
Huang ve ark 2010, Lee ve ark 2007).

Son yillarda HBoV’iin 4 tipinin kesfi ile 6zellikle HBoV2’ nin HBoV1’ den daha
fazla oranda goriilmesi nedeniyle gergek enteropatojen olabilecegi ileri siiriilmektedir
(Jartti ve ark 2011). HBoV2’ nin degil de HBoV1’ in solunum yolundan gastrointestinal
sisteme yayilabilecegi, Arthur ve ark. semptomatik hastalar ile kontrol grubunun digki
orneklerinin karsilastirildigi ve sadece HBoV2’ nin saptanma oraninda farkliligin

goriildiigii calismalarinda ileri siiriilmektedir (Arthur ve ark 2009).

1.2.6.7. Epidemiyoloji

Diinyanin ¢esitli bolgelerinde HBoV’ iin varlig1 ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma
yapitlmistir. HBoV 1 ile olusan enfeksiyonun gercek prevalansi 2007-2008 yillarinda
serolojik testlerin gelistirilmesine kadar belirlenememistir. HBoV 1, {ist ya da alt solunum
yolu enfeksiyonlu hastalarin solunum yolu orneklerinde PCR yontemi ile %2-19
oranlarinda belirlenmistir. Prevalansin degisik oranlarda olmasinin nedenleri, ¢alisma

gruplarinin, 6rnek alma tekniklerinin ve kullanilan test yontemlerinin farkli olmasindan

kaynaklanmaktadir (Manning ve ark 2006, Allender ve ark 2008).

HBoV1 DNA ‘s1 6-24 aylik ¢ocuklarda yil boyunca ozellikle kis ve ilkbaharda
tanimlanabilmektedir. Eriskin hastalarda daha az oranlarda saptanir, yasli hastalarda
viriistin varligi ile ilgili bilgiler kisithidir. HBoV’ iin genetik degiskenligi diisiiktiir.
HBoV’ler arasinda yiiksek frekansta gelisen rekombinasyonlar nedeniyle yeni varyantlarin
daha sik meydana geldigi kabul edilmistir (Schildgen 2013). Human bocaviriisler, HBoV
tip 1, HBoV tip 2 (2A ve 2B), HBoV tip 3 ve HBoV tip 4 olmak iizere 4 grupta toplanir.
HBoV 2 ilk kez Pakistan’ da flask paralizili bir ¢ocuk hastanin digkisinda (Kapoor ve ark
2009), HBoV3 Avustralya’da (Arthur ve ark 2009), HBoV4 Nijerya, Tunus ve Amerika’da

tanimlanmustir (Kapoor ve ark 2010).

HBoV tip 1, en sik solunum yolunda olmak iizere diski 6rneklerinde, HBoV 2 ,
HBoV 3 ve HBoV4 siklikla diski 6rneklerinde nadiren solunum yolunda goriilmektedir..
Semptomatik hastalarda HBoV alt tiplerinin prevelansi, HBoV tip 1 i¢in %1,5-16, HBoV
tip 2 i¢in %21-26, HBoV tip 3 i¢in %1 ve HBoV tip 4 i¢in ise %0,6” dir. Seroprevalens
en disiik diizey ile HBoV4 (%0.8-5), bunu takiben HBoV3 (%10-38.7), HBoV2 (%34—
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49.3) ve HBoV1 (%66.9-96) seklinde goriilmektedir (Arnold ve ark 2006, Schildgen
2013).

Diger viriisler ile koenfeksiyon oran1 %60 ile 90 arasinda degistigi bir¢cok ¢alisma

ile gosterilmistir (Schildgen 2013).

Bocavirtisler diger parvoviriisler gibi 1s1 ve deterjanlara direnclidirler, bu nedenle
disk1 6rneklerinde uzun sure stabil kalirlar (Sauerbrei ve Wutzler 2009). Farkli ¢evresel
faktorlere ve deterjanlara karsi direncliligi nedeniyle fekal oral yoldan ve ayrica

aeresollerle bulagsmaktadir (Sauerbrei ve Wutzler 2009, Romani ve ark 2013).
1.2.6.8. Klinik

1.2.6.8.1 Solunum yolu hastahigi ve HBoV

Diger viriislerin aksine, su ana kadar yapilan ilk klinik ¢calismalar, HBoV’ un baska
solunum yolu viriislerine ek patojen olarak bulundugunu gostermistir (Arden ve ark 2006).
Hiicre kiiltiirii ve hayvan modelleri heniiz yoktur. Insandan insana HBoV’un gegiside
heniiz belgelenememistir. HBoV patogenezi hakkinda yeterli bilgi heniiz yoktur. HBoV
viremi ye neden olabilir. Bu viriis, solunum yolu ile girer, kana ulasir ve kan yoluyla
gastrointestinal sisteme girer. Agir enfeksiyonlar ve hastaneye yatis gerektiren
enfeksiyonlarda Oncelikle altta yatan bir hastaligi olan hastalarda meydana gelmesine
ragmen tim yas gruplarmin HBoV ile etkilenebilecegi goriiniir. Agir klinik durumlar
cocuklar, kanser hastalari ve diger risk gruplari ile yetiskinlerde tarif edilmistir (Schildgen
2013).

Bircok calismada, HBoV’iin solunum yolu bulgular1 olan hastalarda asemptomatik
bireylere gore daha sik olarak saptandigi rapor edilmistir (Kesebir ve ark 2006, Allander ve
ark 2007, Fry ve ark 2007, Maggi ve ark 2007).

Asemptomatik hastalarda nadiren HBoV saptanabilir. HBoV, siklikla diger
patojenlerle birlikte belirlenebilmektedir. (Allender ve ark 2008) HBoV DNA’sinin kanda
da belirlenebildigi ¢calismalarda gosterilmistir (Allander ve ark 2007).

HBoV, yiiksek oranlarda ko infeksiyona neden olur (Jartti ve ark 2011). Solunum
yolu enfeksiyonlart ile ilgili son klinik ¢aligmalar kullanilan yeni multipleks deneylerle tek
bir hastada alt1 farkli patojen ile ko infektif oldugunda daha siddetli bir hal aldig
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gostermistir. Koenfeksiyon oranlarinin %60 ila 90 arasinda degistigi ortak caligmalarla
gosterilmistir (Schildgen 2013).

1.2.6.8.2. Gastroenterit ve HBoV

Vicente ve ark. gastroenteritli ¢ocuklarin diski 6rneklerinde HBoV’ i PCR ile
aragtirmiglar ve % 9.1 oraninda pozitiflik saptamiglardir (Vicente ve ark 2007). Neske ve
ark. solunum yollarinda HBoV’iin pozitif bulunan ¢ocuklardan alinan 31 diski 6rneginin
14 (%45)’ tinde pozitiflik belirlemislerdir (Neske ve ark 2007). HBoV disk1 6rneklerin de
sik olarak saptanmasina ragmen viriisiin gastroenteritdeki rolu tam olarak anlasilamamistir
(Allender ve ark 2008).

1.2.6.8.3. Immiin yetmezlikli hastalarda HBoV

Immiin yetmezlikli hastalarda HBoV’ iin prevalansi ve patojenitesi tam olarak
bilinmemektedir. Cocuklardaki yiiksek prevalans oranlari ve koenfeksiyonlar viral
persistans olabilecegini desteklemektedir. Hem ¢ocuk hem de erigkin immiin yetmezlikli
hastalarda goriilebilmektedir. Eriskin immiin yetmezlikli hastalrda viriisiin varligi,
reenfeksiyon, reaktivasyon ya da persistans olarak agiklanabilir. Bu durumun agikliga
kavusturulabilmesi igin ileri arastirmalara gereksinim duyulmaktadir (Allender ve ark
2008).

1.2.6.9. Tam

Akut gastroenterite yol agan viral enterik patojenlerin laboratuvar tanisinda
elektron mikroskobisi, hiicre kiiltiirii, antijen ve antikor saptamaya yarayan serolojik
testler kullanilmaktadir (Ji Wang ve ark 2014). Ancak bu yontemlerin zaman alici ya da
duyarlilik ve o0zgilliiklerinin diisiik olmasi1 nedeniyle molekiiler yontemler tercih
edilmektedir. Ayrica Human bocaviriis’ tin hiicre kiiltiiriinde iiremesinin gii¢ olmas1 ve
herhangi bir hayvan modelinin olmamasi gibi nedenler ile HBoV enfeksiyonunun tanisinda
siklikla molekiiler tan1 yontemleri kullanilmaktadir (Allender ve ark 2008, Jartti ve ark
2011, Schildgen 2013, Ji Wang ve ark 2014). Molekiiler yontemler arasinda bulunan RT-
PCR ticari olarak enterik patojenlerin tanisinda yarar saglamaktadir. Son birkac yilda
multipleks RT-PCR farkli enterik patojenleri ayni anda belirlemede basarili olmaktadir.
Ancak bu yontemler, az sayida patojeni belirlemesi ya da pahali olmasi nedenleri ile ¢cok
sayidaki diski 6rneginin hizli bir sekilde taranmasini saglayamamaktadir (J1 Wang ve ark

2014). Bu nedenlerle multipleks RT PCR testleri ile akut gastroenterite neden olan viral ve
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bakteriyal patojenlerin diski 6rneklerinde ayni anda belirlenmesini saglayan PCR testleri
gelistirilmistir. Multipleks Lumineks testinde RV, NoV, AsV, EAV ve HBoV
saptanabilmektedir (Liu ve ark 2012).

Gliniimiizde bir¢ok laboratuarda in-house PCR, real time PCR ve multipleks RT-

PCR testleri ile HBoV genomu solunum yolu, serum, diski ve idrar orneklerinde
gosterilebilmektedir (Zaghloul 2011, Schildgen 2013).

Human bocaviriis’iin NP1, NS1 ve VPI, VP2 gibi viral genlerine yonelik
hazirlanmis farkli primer setlerinin kullanildigi ¢ok sayida farkli PCR teknikleri
bulunmaktadir (Zaghloul 2011).

HBoV infeksiyonunun solunum yolu ya da diski Orneklerindeki tanisinin
dogrulamasi, serum orneklerinde de HBoV DNA varliginin gosterilmesini gerektirir.
Ancak diisiik kopya sayilarindaki solunum ve gastrointestinal sistem orneklerinde uzamis
pozitiflikler ~ nedeniyle  asemptomatik  bireylerde @~ HBoV  yiiksek  oranlarda
saptanabilmektedir (Schildgen 2013).

Solunum yolu enfeksiyonunda solunum yolu 6rnekleri yani sira serum 6rneklerinde
HBoV 1 DNA belirlenir (Jartti ve ark 2011). Viremi sadece aktif enfeksiyon sirasinda
gozlendigi icin serumda HBoV DNA’sinin belirlenmesi viremiyi gostermesi agisindan
degerlidir (Shilgenden 2013). Ancak, Serum O6rneklerinde PCR yontemi ile HBoV
DNA’sinin saptanma duyarlilifit ve primer enfeksiyonda vireminin stiresi ile iligkili

caligmalar sinirhidir (Jartti ve ark 2011).

Hasta orneklerinde HBoV antijen ve 0zgiil antikor saptanmasi ile ilgili ¢aligma
sayis1 azdir (Jartti ve ark 2011). Son zamanlarda, serum Orneklerinde HBoV VP2
proteinine yonelik IgM ve IgG antikorlarinin varligi western blot (Kantola ve ark 2010) ya
da immiin fluoresan testleri ile g¢alisilabilmektedir (Mona Z Zaghloul 2011, Neske ve ark
2010). HBoV-spesifik antikorlarini kantitatif olarak belirleyebilen standardize bir ELISA
testi gelistirilmistir (Zaghloul 2011).

Hedman ve ark (2010), 6zgiil IgG avidite testinin HBoV enfeksiyonunun serolojik
tanisinda enfeksiyonun primer ya da sekonder oldugunu belirlemede kullanilabilecegini

bildirmislerdir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calismamizda diyareli diski orneklerinde HBoV’ un molekiiler yontemlerle
taranmas1 ve tiplendirilmesi amaglandi. Bu amagla Adnan Menderes Universitesi
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Cocuk Hastaliklart Poliklinigi ve Acil Servisten Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina Eyliil 2013 ile Ekim 2014 tarihleri arasinda
akut gastroenterit siiphesi ile gonderilen 96 diski 6rnegi calismaya dahil edildi. Hastalarin
¢ogunlugu cocuk yas grubundan olusmaktaydi. Hastalar rastgele se¢ildi ve calisma
prospektif olarak yiiriitiildii.

Calismaya baslamadan 6nce Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik kurulundan 11/09/2013 tarih ve 56989545/ 050.04- 198 sayili etik kurul karari ile

onay alindi.
2.1. Gereg

2.1.1. Hasta Orneklerinin Toplanmasi

Calismada akut gastroenterit siiphesi olan 96 hastaya ait diski ornegi yer aldi.
Hastalardan diski ornekleri kasikli diski kaplarina alinip ¢alisincaya kadar -80°C de
sakland1i. Hastalarin yaslari 0-79 yil arasinda degismekteydi. Calismaya dahil edilen
toplam 96 hastanin 44 (%46)’ U kadin, 52 (%54)’ si erkek cinsinden olusmaktaydi.
Hastalarin ¢ogunlugu cocuk yas grubundaydi ve yas ortalamasi 4 yil olarak belirlendi.
Hastalarin 17’ si (%17,7 ) 0-12 ay, 16’s1 (%16,7) 6-12 ay, 16’s1 (%16,7) 13-24 ay, 14’1
(9%14,6) 25-36 ay, 13’1 (%13,5) 37-48 ay, 9’u (%9,4) 49-60 ay, 7’si (%7,3) 61-72 ay, 4’ i
(%4,1) 73 ay ve Ustii yas grubunda yer almaktaydi. Vakalarin %51, 1” i (49 hasta) 0-24 ay
grubunda yer aldig: tespit edildi (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Calismaya dahil edilen olgularin yas gruplarinin dagilimi

Yas Gruplan Say1 (n) %
0 17 17,7
1 16 16,7
2 16 16,7
3 14 14,6
4 13 13,5
5 9 9,4
6 7 7,3
7 yas ve st 4 41

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim dali laboratuvarlarinda bulunan PCR kabini, Mikrodalga firin (Altes),
Elektroforez tanklar1 (Biorad) ve gii¢ kaynag: (Biorad), Lightcycler Nano Real Time PCR
(Roche) cihazi, analitik terazi (Denver Instrument), distile su cihazi (Niive), sogutmali
santrifiij (Niive), mini santrifij (VWR mini star silverline), manyetik karistirici (Velp
Scientifica), -80°C derin dondurucu (Nuaire),4’C buzdolab1 (Indesit), goriintiileme sistemi
(UVP EC3 Imaging System Chemi HR 410), DNA izolasyonu igin 1siticili blok, otomatik

pipetler ve ¢esitli cam malzemeler kullanildu.
2.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda kimyasal madde olarak; Glasiyel asetik asit (Merck,
K41429056), agaroz (Sigma, A5093), tris base (Sigma, T1503), DNA izolasyon Kiti viral
genom ekstraksiyonu QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN),RNA izolasyon kiti
cDNA sentez kiti Seeplex® Diarrhea ACE Detection multiplex PCR system (Seeplex
system; Seegene, Korea) ,PCR kiti (Fast Start Essential DNA Green Master kit, Roche,
version 2, 06402712 001), DNA Ladder 100bp (Invitrogen, 15628-019), 6x Loading Dye
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solution (Intron Biotechnology, 21161), SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, S33102)
kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Viral Genomun Ekstraksiyonu

Viral genom ekstraksiyonu, QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen) ile iiretici

firmanin 6nerdigi talimata gore yapildi.

Islem:

1-Her hasta 6rneginden ekstraksiyon amaciyla 2 pl’lik ependorfa 180-220 mg diski
ornegi plastik 6ze yardimiyla konuldu. Uzerine 1 ml ‘inhibit EX Buffer’ eklendi ve her

ornek homejenize olmasi i¢in yaklagik 1 dakika vortekslendi.

2-Ependorflar 70°C’de 5 dakika 1s1 blogunda bekletildi. Bu siirecte her 15 saniyede
bir vorteksleme islemi yapildi. Daha sonra 1 dk 14.000 rpm’ de santrifiij edildi.

3-Santrifiij sonunda elde edilen karisimin supernatantindan 200 pl’ si ile 15 pl
‘proteinaz K’ ayr1 bir ependorfta bir araya getirildi. Uzerine 200 ul ‘Buffer AL’ eklenip 15

sn vortekslendi.

4-Sonra 70°C” de 10 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 200 pl %96’ lik etil
alkol eklendi ve vortekslendi. Karisimim 600 pl’ si silika membranli kolona aktarildi ve 1

dk santrifiijiin sonunda kolon bagka bir tiibe aktarildi.

5- Uzerine 500 ul ‘AW1’ tampon eklendi, 1 dk santrifiij islemi yapildi. Kolon
baska bit tiibe aktarilip. 500 ul ‘AW?2’ tampon eklenip 3 dk santrifiij edildi. Kolon 2 m1’ lik

ependorfa alind1 ve 3 dk santrifiij islemi uygulandi.

6-Kolon yeni 1,5 ml’ lik ependorfa alind1 ve 200 ml ‘ATE tampon (elution buffer)’
eklendi ve 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

7-Inkiibasyon sonras1 ependorflar 1 dk santrifiij edilerek DNA’lar elde edildi.

8-Elde edilen ekstraksiyon iiriinleri -20°C” de sakland.
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2.2.2. Real-Time PCR

2.2.2.1. Primerler

Calismada HBoV varligin1 ortaya koymak i¢in pan primerler, genotiplendirme igin
tipe 6zgll HBoV Forward ve Reverse primerleri kullanildi. Primer dizileri Nawaz ve ark
(2012)’ nin c¢aligmasi baz alinarak dizayn edilmistir. Primer dizileri Cizelge 2.2’de

gosterilmistir.

Cizelge 2.2. HBoV primer dizileri (Nawaz ve ark 2012)

Pan-HBoV-F ATA AAG TTC CAAACT CATTTCCTCTTG

Pan-HBoV-R AGT GCA GWA TCC GTT TTC GTG (88 bp)

HbovTypeF; TCTCCGGCGAGTGAACATC

Hbov-RT1; CAT CCG GAT GAG GAG CGC (226 bp)

HbovTypeF; TCTCCGGCGAGTGAACATC

Hbov-RT2 primer GCTCTTCCTCTTTCCAGTTTTC (149 bp)

HbovTypeF; TCTCCGGCGAGTGAACATC

Hbov-RT3; ACACAGTTTCTCAGCTGGATCATG (213 bp)

HbovTypeF; TCTCCGGCGAGTGAACATC

Hbov-RT4; GCCAATTTCAGACTGGCAAAC (384 bp)

2.2.2.2. Amplifikasyon Islemi

Primer ana stoklarinin hazirlanmasi:
Oncelikle primerlere yaninda gelen kullanim klavuzlarinda yazan 100 uM igin gerekli su
miktart eklenerek 100 pM’a (yani 100pmol/ pl’ye) sulandirildi. Sonra her parametre i¢in

ara stoklar hazirlandi.

Amplifikasyon islemi:
HBoV Forward ve HBoVReverse primerler kullanilarak 20uM (100uM’lik ana
stoktan 20ul alinip {tizerine 80ul su eklenerek) ara stok hazirlandi. PCR karisimi

hazirlanmasinda asagidaki Cizelge 2.3’ te yer alan reaksiyon karisimi hazirlandi.
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LightCycler 480 (Roche, Almanya) cihazi ile Sekil 2.4’ te belirtilen dongii kosullarinda
calisild.

Cizelge 2.3. PCR karigimi igerigi

Bilesenler Tek reaksiyon (voliim)
PCR grade su 0.6 ul
Forward Primer stok (20uM) 0.2ul
Revers Primer stok (20uM) 0.2ul
Polimeraz (2x) enzimi Sul
DNA 4 ul
Total Hacim 10ul

Amplifikasyon i¢in 200 ul’lik bir PCR tiipiinde 0.6 pl distile su, 0.2 pl ‘forward’
primer (0.4 uM) 0.2 ul (0.4 uM) ‘revers’ primer ve 5 pl enzim karisimi (2x)’indan olusan
6 ul PCR karisimi ve 4 ul DNA eklendi ve 1s1 dongii cihazina amplifikasyon islemi i¢in
yerlestirildi (6 ul Mix + 4ul DNA = 10ul total reaksiyon hacmi).

Cizelge 2.4. Real Time PCR dongii kosullar

Denatiirasyon

95 4 600
95 5 20
60 4 20
72 4 10
65 4 60
95 0,1 1

Pan primerler ile gergeklestirilen PCR sonucunda HBoV varligi kalitatif olarak

pozitif ve negative olarak degerlendirildi. Pozitif 6rneklerin kantitatif sonuglar1 “absolute
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quantitation second derivative” analizi kullanilarak ct degerleri ile cihaz tarafindan
otomatik olarak hesaplandi. Genotiplendirme i¢in 6zgiill HBoV primerleri ile ¢aligilan real
time PCR islemi sonucunda melting analizi ile pozitif 6rneklerin verdigi melting pikleri

degerlendirildi.
2.2.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Dogrulamasi

Jel elektroforezi i¢in % 2’lik agaroz jeli hazirlandi. Bu amagla 1,5 gr agaroz ve 75
ml 1x Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu ile karistirilip olusan stispansiyon
mikrodalga firinda kaynatildi ve PCR iiriinlerine ait bandlarin goriintiillenmesi i¢in 1 pl
SYBR safe DNA jel boyas1 (10 mg/ml) agar soguduktan sonra eklendi. Jel boyasi eklenmis
agar, igerisine tarak yerlestirilmis olan jel tepsisine aktarildi. Agaroz tamamen donduktan
sonra tarak c¢ikarilarak Ornekler kuyucuklara eklendi. DNA isaretleyiciden 5 pL ilk
kuyucuga yiiklendi. Her bir 6rnege ait 8 pul PCR iiriintine 2 pl yiikleme boya soliisyonu
eklenerek kuyucuklara pipetlendi. Elektrik akimi 100V’da 90 dakika uygulandi. UV

goriintiileme sistemi kullanarak jel goriintiilendi.
10x TAE (tris-asetat-EDTA) Tampon Hazirlamsi:
24,2 g Tris base A

5,7 ml asetik asit 1 litre saf suda ¢oziiliir.

185gEDTA

2.2.4. Multipleks RT- PCR

Akut gastroenterit sliphesi ile ¢alismaya dahil edilen 96 hasta 6rneginde gastroenterit
etkeni viriislerin varligi Seeplex® Diarrhea ACE Detection multiplex PCR system
(Seeplex system; Seegene, Korea) kit ile arastirildi. Burada tanimlanabilecek olan diger
viral etkenler EAV, AsV, RV grup A ve NoV gengrup I ve II’ dir.

Islem:

1-Diski  orneklerinden RNA izolasyonu, Seeplex® Diarthea ACE Detection
multiplex PCR system (Seeplex system; Seegene, Korea) kiti i¢erisinde bulunan izolasyon

kiti ile iiretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi.
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2-Izole edilen RNA peleti 40 pl RNaz icermeyen su ile sulandirildi ve -70°C’de

saklandi.

3-Komplementer DNA, cDNA sentez kiti (Fermentas, ABD) kullanilarak elde edildi.
Toplam hacim 12 pl olacak sekilde 0.5 ug izole edilen RNA’ya 10 mM random hekzamer
primerinden 1 pl eklendi, 65°C’de 5 dakika bekletildikten sonra buza alindi. 4 pl 5X RT
tamponu, 2 ul 10 mM dNTP, 1 ul RNaz inhibitorii ve son olarak ters transkriptaz enzimi
eklendikten sonra 42°C’de 1 saat inkiibe edildi.

4- Komplementer DNA sonrasi son hacim 50 pul olacak sekilde PCR karisimi; 48 pl
PCR bilesenlerinin (5X tampondan 5 pl, 50 mM MgCl2’den 1 pl, 2.5 mM dNTP’den 1 pl,
10 pmol primer c¢iftlerinden 1’er pl, SU taq polimerazdan 0.5 pl) icine 2 ul cDNA’nin

eklenmesi ile hazirlandi.

5-Amplikasyon, 94°C’de 2 dakika 6n denatiirasyon sonunda, 30 déngii 94°C’de 45
saniye denatiirasyon, 58°C’de 45 saniye baglanma, 72°C’de uzama seklinde tekrarland1 ve

72°C’de 10 dakika bekledikten sonra reaksiyon tamamlandi.

6- PCR f{iriinleri ve AsV i¢in 650 b¢, EAV i¢in 411 bg., grup A RV i¢in 541b¢ ve NoV
gengrup I ve II igin sirastyla 304 ve 214 b¢’de pozitif sonug veren DNA belirtecleri %1.5
SYBR Safe igeren jelde yiiriitiildiikten sonra UV 1gikta goriintiilendi.

26



3. BULGULAR

Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Cocuk
Hastaliklar1  Poliklinigi ve Acil Servisten Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarina akut gastroenterit siiphesi ile gonderilen ¢ogunlugunu ¢ocuk yas grubunun
olusturdugu 96 digki 6rnegi bu c¢alismaya dahil edilerck HBoV varligi real time PCR

yontemi, miks enfeksiyon varligi ise multipleks RT- PCR ile arastirilmastir.

Pan primerler kullanilarak human bocaviriis varligimin arastirildigi bu ¢alismada 2
(%2) diski 6rneginde HBoV pozitif saptanmustir. Pozitiflik saptanan iki 6rnekte tipe 6zgiil
real time PCRyontemi ile HBoV tip 1 belirlenmistir. HBoV tip 1 saptanan orneklere ait
amplifikasyon egrileri Sekil 3.1 ve 3.2° de, melting egrileri 3.3’ de gosterilmistir.
Dogrulama amaciyla yapilan elektroforez sonucu HBoV pozitif saptanan hastalara ait jel
goriintiisti Sekil 3.4’ de ve HBoV Tip 1 saptanan hastalara ait jel goriintiisii ise 3.5’de

gosterilmistir.

HBoV tip 1 saptanan 2 hastanin yaklasik viral yiikleri birinci hastada 6.10°
kopya/ml, ikinci hastada 4.10* kopya/ml olarak belirlenmistir. Referans koken olmadigt
icin pozitif kontrol olarak viral yiikleri sirasiyla 4.10° (PK1) ve 4.10° (PK2) kopya/ml.

olan klinik 6rnekler kullanilmistir.

Caligmaya aliman 96 digki 6rneginde bulunabilecek diger viral patojenlerin
varligin1 saptamak amaciyla multipleks RT- PCR uygulanmistir. PCR sonrast 40 6rnekte
(%41.6) Rotaviriis, 6 (%6.2) ornekte Noroviriis saptanmistir. HBoV tip 1 saptanan 2
hastada Rotaviriis ile miks enfeksiyon belirlenmistir. Rotaviriis pozitif saptanan hastalara

ait jel goriintiisii Sekil 3.6 da dosterilmistir.
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Sekil 3.1. HBoV pozitif saptanan hastalarin amplifikasyon egrileri

Sekil 3.2. HBoV tip 1’e ait amplifikasyon egrileri
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Sekil 3.3. HBoV tip 1’e ve pozitif kontrole ait melting egrileri

Sekil 3.4. HBoV pozitif saptanan hastalara ait jel goriintiisii (AS, 15 Hasta; 316, B45 PK)
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Sekil 3.5. HBoV Tip 1 saptanan hastalara ait jel goriintiisii (AS,15 Hastalar; 316, B45 PK)

Kontrol

AsV
Grup ARV

EAV
NoV G-1
NoV G-2

Sekil 3.6. Multipleks RT-PCR pozitif Rotavirus 6rneklerin jel goriintiisii
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4. TARTISMA

Akut gastroenterit olgularinda hastaneye basvuru oranlari her yil kis aylarinda en
yiiksektir ve hastanelere yapilan tiim bagvurularin %15-22’sini olusturmaktadir. Hastaligin
en fazla goriilme devreleri siklikla anne siitinden kesilme, transplasental antikorlarin
azaldig1 ve koruyucu bagisikligin gelismesinden onceki 3-24 aylik donemdir (Simpson ve
ark 2003). Enfeksiyoz diyarelerde etkenler g6z Oniine alindiginda ise viriisler %50-70
oranda sorumludur. Akut viral diyareler 6zellikle yeni doganlarda ve ¢ocuklarda morbidite
ve mortalitenin dnemi nedenleri arasindadir. Mortalite 5 yas alti ¢ocuklarda her yil 2

milyon olup %85°1 gelismekte olan iilkelerdedir (Kirdar 2014).

Akut gastroenterite en sik neden olan virlisler arasinda RV, Caliciviriisler
(Noroviriis (NoV) ve Sapoviriis (SaV)), Enterik adenoviriisler (EAV, Adenoviriis 40,41),
Astroviriisler (AstV) bulunmaktadir. Etiyolojik agidan rolleri tam olarak bilinmeyen
Torovirlis, Coronaviriis, Aichi virlis, Picobirnaviriis, Enteroviriis, Parechovirlis diger
gastroenterit viriisleridir. Bocaviriis ise Allender ve ark. (2005) tarafindan tanimlanmis
olan yeni bir gastroenterit etkeni viriisiidiir (Kirdar 2014, Zhang ve ark 2014, Simpson ve
ark 2003, Levidiotou ve ark 2009, Tran ve ark 2010).

Bocavirtis ilk kez 2005 yilinda solunum yolu enfeksiyonlu ¢ocuklarin nazofaringeal
aspirat orneklerinde gosterilmistir Bocaviriisiin solunum yolu enfeksiyonlu hastalarin
nazofaringeal aspirat Orneklerinde saptanmasi ile solunum yolu patojeni oldugu
distintilmustiir. (Allander ve ark 2005). Ancak bir ¢ok ¢alismada HBoV, gastroenteritli
hastalarin digki 6rneklerinde de saptanmistir (Allander ve ark 2008, Yu ve ark 2008,
Chieochansin ve ark 2008, Han ve ark 2009, Huang ve ark 2010, Jartti ve ark 2011, Jin ve
ark 2011, Pham ve ark 2011, Wang ve ark 2014). HBoV diski 6rneklerinde sik olarak
saptanmasina ragmen viriisiin gastroenteritdeki rolu tam olarak anlagilamamistir.
Ulkemizde digki 6rneklerinde HBoV varligi ve tiplendirmesi konusunda Mitui ve ark’
larinin arastimas: disinda c¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle Adnan Menderes
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Cocuk Hastaliklar1 ve Acil Servis’e akut
gastroenterit sliphesi ile basvuran 96 hastaya ait diski 6rneginde HBoOV varligi ve

tiplendirmesi real time PCR yontemiyle arastirilmistir.
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Birgok c¢alisma ile iilkemizde akut gastroenteritlerde saptanan viral etkenler
arasinda RV, EAV, NoV ve AsV gosterilmistir (Altindis ve ark 2008, Inci ve ark 20009,
Balci ve ark 2010, Tekin 2010, Yiiksel ve ark 2011, Rad ve ark 2011, Yazici ve ark 2013,
Kirdar 2014). Ulkemizde ¢ocuk yas grubunda Altindis ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, RV
%12.5, AdV %4.5, RV- AdV birlikteligini %0.9 olarak belirtilmistir. Balc1 ve ark., RV
%26.5, AdV %4.3, ikisinin beraber goriilme oranini ise % 0.86 ve Tekin %16.7 RV, %1
AdV, RV- AdV birlikteligini %0.4 olarak bildirmislerdir. Goriildiigii gibi {ilkemizde
yapilan ¢alismalarda, RV sikligi %12.5 ile %27.8, AdV sikligi %l ile %4.5, RV- AdV
birlikteligi ise %0.4 ile %0.9 arasinda degismektedir (Bulut ve ark 2003, Altindis 2008,
Inci 2009, Tekin 2010, Balc1 2010, Berk 2011, Yiiksel 2011). Bu calismalardaki viral
etkenlerin sikliklarindaki degiskenlik calismalardaki yas arali§i, cografik bolge ve

mevsimsel farkliliklara baglidir.

HBoV’ iin solunum yolu patojeni olmasinin yani sira gastroenterit etkeni olma
hipotezi iilkemizde ve diinyada bir¢ok arastirmaya konu olmustur. Ulkemizde HBoV ile
ilgili arastirma sayist az olup calismamizin disinda Mitui ve ark’ larinin g¢alismasi
bulunmaktadir. Mitui ve ark., Bangaldes ve {lilkemizde akut gastroenteritli <5 yas
cocuklarda viral etkenlerin sikliginin ve molekiiler 6zelliklerinin aragtirmislardir. Bu
calismada iilkemizden 150 disk1 6rnegi degerlendirilmistir. Digki 6rneklerinin %79.3’iinde
tek viriis, %20, 7° sinde ¢oklu viriis belirlenmistir. Adenoviriis en sik olup onu HBoV
izlemigtir. HBoV tiplerinin dagiliminda HBoV1 %7.7, HBoV 2A %53.8, HBoV3 %30.8 ve
HBoV4 %7.7 bulunmustur. HBoV2A en yiiksek oranda saptanmistir (Mitui ve ark 2014).

Calismamizda akut gastroenterit siiphesi ile gelen 96 olguya ait diski 6rneginden
2’sinde (%2) HBoV pozitif bulunmustur. Caligmamizda akut gastroenterit siiphesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen 96 digk1 6rneginden 2’sinde (%2) HBoV pozitif
bulunmustur. HBoV tip 1 saptanan 2 hastanin yaklagik viral yiikleri birinci hastada 6.10°
kopya/ml, ikinci hastada 4.10% kopya/ml olarak belirlenmistir. Referans kéken olmadigi
icin pozitif kontrol olarak viral yiikleri sirastyla 4.10° (PK1) ve 4.10° (PK2) kopya/ml.

olan klinik 6rnekler kullanilmistir.

Akut gastroenterit olgularinda digki 6rneklerinde HBoV prevalanst %0.5 ile %20
arasinda degismektedir (Kim 2014, Cheng ve ark 2008, Albuquerque ve ark 2007, Chow
ve ark 2010, Arthur ve ark 2009, Jin ve ark 2011, Wang ve ark 2011, Monavari ve ark
2013, Proenca ve ark 2014, Romani ve ark 2013, Risku ve ark 2012, Khamrin ve ark
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2012). Calismamizda bulunan %?2’lik oran Albuquerque ve ark, Cheng ve ark ile Chow ve
ark’nin bulduklar1 oranlara benzer bulunmustur. Bazi ¢calismalarda HBoV prevalanst %20
‘den fazla oranlarda saptanabilmektedir (Nawaz ve ark 2012).

Diinyada yapilan ¢alismalarda tiplendirme ¢aligmalarinin ¢ogunda HBoV2 en fazla
oranda belirlenmistir (Arthur ve ark 2009, Chow ve ark 2010, Kapoor ve ark 2007,
Normasantos ve ark 2010, Wang ve ark 2011). Baz1 ¢alismalarda ise AGE orneklerinde
HBoV1 diger tiplerden daha fazla oranlarda saptandigi bildirilmektedir (Chow ve ark
2010, Kim 2014, Xiang ve ark 2014, Risku ve ark 2012). HBoV 3 ve HBoV 4, HBoV2 ve
HBoV1’den daha az oranlarda saptanmaktadir. Semptomatik hastalarda HBoV tiplerinin
prevalansi, HBoV tip 1 i¢in %1.5-16, HBoV tip 2 i¢in %21-26 arasinda degisirken, HBoV
tip 3 %1 ve HBoV tip 4 i¢in %0.6° dir ( Shilgenden 2013, Chow ve ark 2010, Wang ve ark
2011, Kapoor ve ark 2010, Kantole ve ark 2010, Kim 2014, Santos ve ark 2010).

Tipe 6zgiil real time PCR ile 2 HBoV pozitif 6rnek te HBoV tip 1 (%2) olarak
belirlenmistir. HBoV’iin diger ii¢ tipi saptanamamistir. Bu sonucumuz Chow ve ark’ nin
ABD?’ de ile Wang ve ark’ nin Cin’ de yaptiklar1 ¢caligmalar ile benzer bulunmustur (Chow
ve ark 2010, Wang ve ark 2011). HBoV tip 1, Chow ve ark’ nin yanisira Kim ve ark.
(%12.5), Khamrin ve ark (%5.6) ve Xiang ve ark (%26)’larinin yaptiklar1 ¢aligmalarda da
diger HBoV tiplerine gore en yiiksek oranlarda rapor edilmistir (Chow ve ark.2012, Kim
ve ark. 2014, Khamrin ve ark 2012, Xiang ve ark 2014).

HBoV tiplendirilmesi ile ilgili diinyada ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir. Han ve ark
(2009) 358 digki 6rneginde sadece HBoV2’yi %3.6 (13:358) oraninda pozitif olarak
bulmuslardir. Chow ve ark (2010) 479 diski 6rneginde; HBoV tip 1’1 %2.1, HBoV tip2’yi
%1.3 olarak belirlemislerdir ancak c¢alismada hi¢ HBoV tip 3 pozitif olguya
rastlanilmamustir. Kapoor ve ark (2009) Pakistan ve Ingiltere’de yaptiklari ¢aligmalarinda
Pakistan’da %S5, Ingiltere’de %0.4 oraninda HBoOV tip 2 saptamislardir. Yine aym
aragtirmacilar 2010 yilinda Nepal, Nijerya, Tunus ve ABD’den toplam 641 digk1 6rneginde
HBoV 2A’y1 4 6rnekte (%1), 2B’yi 76 ornekte (%12), tip 3’ 11 6rnekte (%2) ve tip 4’4 6
ornekte pozitif (%1) olarak belirlemislerdir. Chow ve ark ABD’de 2007 ile 2008 yillart
arasinda 479 diski 6rneginde HBoV tip 2’ yi 6 Ornekte pozitif (%1) saptamislardir.
Calismada HBoV tip 3’e rastlanilmamistir. Kantole ve ark (2010) Finlandiya’da yaptiklari
calismalarinda, 250 diski 6rneginde HBoV tip 2’yi %2 ve HBoV tip 3’i %0.4 oranlarinda
rapor etmislerdir. Giliney Kore’ de 2008- 2010 yillar1 arasinda yapilan bir ¢caligmada ise

320 digkr 6rneginden 40 6rnekte sadece HBoV tip 1 %12.5 oraninda belirlenmisdir (Kim
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2014). Wang ve ark (2011) Cin’de yapilan iki ayr1 ¢alismadan birincisinde, 366 AGE’ li
cocuk hastadan alinan digki 6rneklerinde HBoV tip 1 %2.5, HBoV tip 2 %9 ve HBoV tip 3
%0.5 oranlarinda bulunmustur (Wang ve ark 2011). ikinci calismada, 331 disk1 &rneginde
HBoV1 %7.8, HBoV2 %4.5, HBoV3 %2.1 ve HBoV4 %0.3 oranlarinda rapor edilmistir
(Xiang ve ark 2014).

Santos ve ark (2010) 807 diski 6rneginden olusan ¢alismalarinda HBoV3’i %0.6,
HBoV2’yi %20.8 olarak belirlemislerdir. Tip 3 pozitif saptanan olgulardan 3 hasta ve
HBoV tip 2 pozitif olgulardan ise 11 hasta AIDS’ tir. Bu ¢alismaya gére immiin sistemi
baskilanmis olan bireylerin HBoV ile enfekte olmasi yiiksek insidans gostermektedir.
Sousa ve ark (2012) yaptiklar1 ¢alismada 762 diski 6rneginde HBoV1 ve HBoV3’i
saptamiglardir. Risku ve ark (2012) arastirdiklar1 878 diski 6rneginden. HBoV1’i 49
(%5.6) ornekte, HBoV tip 2 29 (%3.3) ornekte, HBoV tip 3 ise 8 (%0.9) ornekte
gostermiglerdir. Khamrin ve ark (2012) Japonya’da 177 diski 6rneginde belirledikleri
HBoV’iin tiplendirilmesi sonucunda HBoV1 %3.9 ve HBoV2A’y1 %2.2 oranlarinda rapor
etmislerdir. Tiim bu calismalar degerlendirildiklerinde HBoV2’nin en fazla oranda
belirlendigi goriilmektedir.

Koenfeksiyon araliginin ise % 60 ile % 90 arasinda degistigi ortak ¢aligmalarla
gosterilmistir (Schildgen 2013). Koenfeksiyon varligini aragtirmak amaciyla 96 diski
orneginde Rotaviriis, Norovirlis, Astroviriis ve Enterik adenoviriis multipleks RT-PCR
teknigi ile calisilmis ve 40 (%41.6) ornekte Rotaviriis ve 6 (%6.2) drnekte Noroviriis
pozitif bulunmustur. Orneklerin hi¢ birinde Enterik adenoviriis ve Astroviriis
saptanmamistir. HBoV1 pozitif 2 6rnekte RV ile koenfeksiyon goriilmiistiir. Bu da diger
calismalar ile benzerlik gostermektedir.

Sousa ve ark (2012) yaptiklar1 caligmada 762 diski 6rneginde toplam 44 (%5.8) kisi
HBoV pozitifligi yaninda 14 (%31.8) olguda koenfeksiyon goriilmiistiir. Koenfeksiyon
goriilen hastalardan 9’unda RV ile 5 hastada Aichi viriis saptanmistir. Proenca ve ark
(2014) 349 diski 6rneginden 22’sinde sadece HBoV pozitif iken, 8 olguda RV ile 7 olguda
ise NoV ile koenfeksiyon goriilmiistiir. Xiang ve ark (2014) Cin’ de 331 diski 6rnegini
dahil ettikleri ¢aligmalarinda ko enfeksiyonlarda RV baskin viral ajan olarak gosterilmistir.
Albuquerque ve ark (2007) 705 diski 6rneginde HBoV pozitifligi yanisira RV, AdV ve
NoV ile koenfeksiyon gézlenmistir. Cheng ve ark (2008) 397 diski 6rneginden 14(%3.5)’
tinde HBoV pozitifligi saptamislardir. Bunlardan 7 olgu RV, 2 olgu Caliciviiris ile ko
enfeksiyon gostermektedir. Mitui ve ark (2014) 150 diskr 6rnegi degerlendirmis ve diski

orneklerinin %79.3’linde tek viriis, %20.7’sinde ¢oklu viriis belirlenmistir.
34



AGE vakalar ¢ocuk yas grubunda en fazla goriilmelerine ve hastaneye yatis
gerektiren enfeksiyonlarda oncelikle altta yatan bir hastaligi olan hastalarda ortaya
cikmalarina karsin HBoV ile tiim yas gruplariin etkilenebilecegi bildirilmektedir. Agir
Klinik tablo, ¢ocuklar, kanser hastalar1 ve diger risk gruplarindaki eriskinlerde
saptanabilmektedir (Schildgen 2013). Calismamizda pozitif saptanan 2 olgu, literatiirde yer
alan caligmalara benzer sekilde 0-24 ay grubunda bulunmaktaydi. Ayrica ¢alisma
grubumuzdaki olgularin %51.1° i (49 hasta) ¢ocuk yas grubunda yer almaktadir (Monavari
ve ark 2013, Xiang ve ark 2014, Han ve ark 2009, Mitui ve ark 2014, Jin ve ark 2011,
Arthur ve ark 2009).

HBoV enfeksiyonu, sonbahar ve kis mevsiminde daha yiiksek oranlarda
goriilmektedir (Romani ve ark 2013, Lau ve ark, 2007, Jin ve ark 2011, Kim 2014).
Ancak, mevsimsel bir profil olmadigini1 belirten ¢aligmalarda bulunmaktadir (Bastien ve
ark 2006, Nadji ve ark, 2010). Calismamizda HBoV tip 1 olarak saptanan olgular
sonbahar ayinda AGE siliphesi ile bagvurmuslardir. HBoV pozitif bulunan olgularin

mevsimsel profili diinyadaki diger ¢calismalar ile benzerlik géstermektedir.
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5. SONUC

Cocuk yas grubunda akut gastroenteritlerde en sik saptanan etkenler viriislerdir.
Viral gastroenteritlerin etkenleri arasinda en sik Rotaviriis, Noroviriis, Adenoviriis tip
40/41, Astroviriis ve Sapovirlis gibi viriislerin yani sira molekiiler yontemlerdeki
gelismelere bagli olarak son yillarda tanimlanan Bocaviriis’ de bir etken olarak karsimiza

¢ikmaktadir.

Bu c¢alismada Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Cocuk Hastaliklar1 ve Acil Servis’e akut gastroenterit siiphesi ile bagvuran 96 hastaya ait
diski 6rnekleri Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda ¢alisiimistir. Bu diski
orneklerinden DNA izolasyonu sonrasinda real time PCR yontemi ile HBoV varligi ve

HBoV tipleri tipe 6zgiil real time PCR ile arastirilmistir. Calismamizin sonucunda;

1-Rotavirlis, Noroviriis, Astroviris ve Enterik adenovirisiin  birlikte
belirlenebildigi multipleks RT-PCR ile 96 digski orneginden 40(%41.6)’ inda
Rotaviriis, 6(%6.2) &rnekte Noroviriis pozitif bulundu. Orneklerin hicbirinde

Enterik adenoviriis ve Astroviriis saptanmadi.
2- Real time PCR yontemi 2 (%2) 6rnekte HBoV varligi saptandi.

3- Tiplendirme sonucunda pozitif olgularin HBoV tip 1 oldugu belirlendi. HBoV
tip 2, 3 ve 4 saptanmadi.

4- Miks infeksiyon 2 (%100) vakada RV ile birlikte gortildii.

Bu calisma ile akut gastroenteritlerde etiyolojik ajan olarak Rotaviriis, Noroviriis,
Adenoviriis tip 40/41, Astroviriis ile birlikte Bocaviriis’ tin de gastroenterite neden
olabilecegi belirlenmistir. Gastroenteritlerde viral etkenlerin belirlenmesi, gereksiz
antibiyotik kullaniminin 6nlenmesini hem maliyeti hem de patojenlerde antibiyotiklere

kars1 direng gelisimini azaltacaktir.
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OZET

Gastroenteritli Hastalarin Diski Orneklerinde Human bocaviriis

(HBoV)’ iin Molekiiler Yontemle Arastirilmasi

Akut viral gastroenteritler, diinya ¢apinda insanlarda morbidite ve mortalitenin en
onemli bir nedeni olup, tiim yas gruplarinda goriilmektedir. Akut gastroenterite neden olan
viral patojenler Rotaviriis (RV), Noroviriis (NoV), Sapoviriis (SaV), Adenoviriis (HAdV),
Astroviriis (HAstV) ve Bocavirlis (BoV)’ tiir. Bu c¢alismanin amaci Aydin ilinde akut
gastroenteritli hastalarda HBoV’u varligini ve tiplerini real time PCR yontemini kullanarak

arastirilmasidir.

Calismaya Eylil 2013 ile Ekim 2014 tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Cocuk Hastaliklar1 Poliklinigi ve Acil
Servisten Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina akut gastroenterit tanisi ile
gonderilen 96 diski 6rnegi dahil edildi. Hastalardan alinan digki 6rneklerinde gastroenterit
etkeni viriisler multipleks PCR, HBoV’un varligi ve tiplendirilmesi tiplere 6zgiil real time

PCR yontemiyle belirlendi.

Multipleks RT-PCR ile 96 diski 6rneginden 40 (%41,6)’ inda Rotaviris, 6 (%6,2)
ornekte Noroviriis pozitif bulundu. Orneklerin hi¢birinde Enterik adenoviriis ve Astroviriis
saptanmadi. Real time PCR yontemi 2 (%2) ornekte HBoV varlig1 saptandi. Tiplendirme
sonucunda pozitif olgularin HBoV tip 1 oldugu belirlendi. HBoV 2,3 ve 4 saptanmadi.
Miks infeksiyon 2 (%100) vakada RV ile birlikte goriildii.

Sonug olarak, akut gastroenterit siiphesi ile gelen ¢gogunlugunu ¢ocuk yas grubunun
olusturdugu ¢alismamizda %2 oraninda HBoV tip 1 saptanmustir. Etiyolojik ajan olarak
tim digki Orneklerinde %41.6 oraninda Rotavirus, %6.2 oraninda Noroviriis pozitif
bulunmustur. Gastroenteritlerde viral etkenlerin belirlenmesi, gereksiz antibiyotik
kullaniminin 6nlenmesini  hem maliyeti hem de patojenlerde antibiyotiklere kars1 direng

gelisimini azaltacaktir.

Anahtar sozciikler: Gastroenterit, Rotaviriis, HBoV, HBoV tip, Real Time PCR
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SUMMARY

Molecular Detection of Human bocavirus (HBoV) in Stool Samples in

Patients with Acute Gastroenteritis

Acute viral gastroenteritis in human beings is the most important cause of
morbidity and mortality seen in all age groups in worldwide. Viral pathogens that cause
acute gastroenteritis are rotavirus (RV), norovirus (NoV), sapovirus (SaV), adenovirus
(HAdV), astrovirus (HastV) and bocavirus (HBoV). The purpose of this study is to
investigate the presence of HBoV and its types in patients acute gastroenteritis by using
real time PCR.

A total of 96 patients who were admitted to the Adnan Menderes University
Training and Research Hospital Pediatrics Clinic and Emergency Department of Medical
Microbiology Laboratory between November 2013 and October 2014 were included in the
study. Cause of gastroenteritis viruses in stool samples from patients with acute
gastroenteritis were examined using multipleks PCR. Determining presence of HBoV and

its types were examined using real time PCR.

It was detected that 40 (41.1%) and 6 (6.2%) samples were positive in all samples
rotavirus and norovirus, respectively by multiplex RT-PCR. Neither enteric adenovirus nor
astrovirus were detected in the examples. Presence of HBoV was detected in 2 (2%)
samples. According to results of typing HBoV, it was determined that positive cases were
HBoV type 1. HBoV 2, 3 and 4 were not detected. Mixed infections with RV were
observed in 2 (100%) patients.

As a result, in patients with acute gastroenteritis as child age mostly it was
determined that HBoV type 1 was 2% in our study. 41.6% and 6.2% of all stool samples
were Rotavirus pozitivity and Norovirus pozitivity, respectively as etiologic agents.
Determination of viral factor in gastroenteritis will reduce the cost of antibiotics by
preventing the usage of them unnecessarily and will reduce development of resistance to

antibiotics in pathogen.

Key words: Gastroenteritis, Rotavirus, HBoV, HBoV type, Real Time PCR
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Yiiksek lisans egitimim siiresince mesleki bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan
her tiirlii yardimi ve destegini esirgemeyen degerli hocam ADU Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Sevin KIRDAR’a, ADU Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal1 Ogretim Uyeleri Prof.Dr. Tolga TAN’a, Yrd. Dog. Dr.
Nural EROL’ a, tez savunmam sirasinda katkilarindan dolay1 Dog. Dr. Murat TELLI’ ye,
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tesekkiir ederim.

Ayrica her zaman yanimda olan ve beni destekleyen sevgili aileme ve

arkadaslarima bilhassa kardesim Merve CENGIZ’ e tesekkiirii bir borg bilirim.

50



