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Akut gastroenteritli cocuklarda Human Bocavirus DNA
varliginin arastirilmasi
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OZET

Amac: Akut gastroenteritler, cocuklarda alt

solunum vyolu enfeksiyonlarindan sonra en sik
morbidite ve mortalite nedenidir. Bes yasin altindaki
bir

ishale yakalanmakta ve yaklasik alt1 milyon cocuk

cocuklarda diinyada her yil milyar cocuk

ishal nedeni ile kaybedilmektedir. Gastroenterit
etkenlerinin bilinmesi, dogru tanive etkin tedavi firsati
saglamasinin yani sira antimikrobiyal tedavi gereken
durumlarda antibiyotik se¢imi icin de yol gosterici
olmaktadir. Bu calismada, hastanemize basvuran 0-5
yas arasi cocuklardaki akut gastroenteritlerde Human

Bocavirus varligi ve sikliginin arastirilmasi amaclandi.

Yontem: Calismaya, hastanemize basvuran akut
gastroenteritli 0-5 yas arasindaki 101 cocuktan (42
kiz, 59 erkek) alinan diski ornekleri dahil edilmistir.
Human Bocavirus (HBoV) DNA’st NP-1 gen bolgesine
uygun primer dizilerinin kullanildigi PCR yontemi ile

arastirilmistir.

incelenen 101 ornekten 7 (% 6,9)’si
HBoV pozitif

hastalarin yas ortalamasi 1,5 (1-2,5 yas) olup %71,4’(

Bulgular:
HBoV pozitif olarak saptanmistir.
iki yas altidir. 7 pozitif ornekten de ikisinde (%28,6)
birden fazla virus acisindan (HBoV ve Norovirus)
pozitiflik elde edilmis ve eszamanli enfeksiyon varligi

distnulmustur.

ABSTRACT

Objective:  Acute gastroenteritis is the second
frequent reason of morbidity and mortality after lower
respiratory tract infections. One billion children below the
age of five have diarrhea every year throughout the world,
and nearly six million children are lost due to diarrhea.
Knowing gastroenteritis factors enables physicians to
make accurate and efficient diagnoses, and guides them
to select the right antibiotic when the cases require
antimicrobial treatment. In this study, the purpose is to
examine the existence and frequency of Human Bocavirus
in acute gastroenteritis in children between 0-5 years of
age applying to our hospital.

Methods: Stool samples taken from 101 children
(42 female, 59 male) between the age of 0-5 with acute
gastroenteritis were included in the study. The DNA of the
Human Bocavirus (HBoV) was investigated with the PCR
Method in which proper primary series were used for NP-1

gen area.

Results: Seven (6,9%) of the 101 samples that were
examined in the scope of the study were determined to
be HBoV positive. The mean age of the patients who were
HBoV positive was 1,5 (1-2,5 years of age); and 71,4% were
below the age of two. In two of the 7 positive samples
(28,6%) positivity for more than more virus (HBoV and

Norovirus) was determined, and simultaneous infection
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HBoV’un

enfeksiyonlarindaki roliini arastirmak icin diizenlenen

Sonug: gastrointestinal  sistem
calismalar tedavi ve epidemiyolojik acidan onemlidir.
HBoV’un  akut

roliniin tam olarak belirlenebilmesi icin daha ileri

gastroenterit  enfeksiyonlarindaki

calismalar yapilmasi gerekmektedir. Calismamizin
ulkemizde bu konuda yapilan ilk arastirma olmasi
acgisindan, epidemiyolojik calismalara katkisi oldugu

kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: insan  Bocavirusu,

gastroenterit, cocuk, polimeraz zincir reaksiyonu,
diski

was considered.

Conclusion: Studies conducted to investigate the role of
HBoV in gastrointestinal system infections are importantfor
treatment and epidemiological purposes. Further studies
are required for the purpose of determining the role of
HBoV in acute gastroenteritis infections. We believe that the
present study of ours will contribute to the epidemiological

studies since it is the very first research in this field.

Key Words: Human Bocavirus, gastroenteritis, child,

polymerase chain reaction, stool

GIRIS

Tum dinyada yaygin akut
gastroenteritler ozellikle kicik yastaki cocuklarda
ciddi bir halk saghig
Giiniimiizde cocukluk caginda akut gastroenteritlere

olarak goriilen
sorunu olusturmaktadir.

sebep olan etkenlerin cogu virlislerdir. Bu viral

enfeksiyonlar, tum dinyadaki cocuk olumlerinin
onemli bir bolumunu teskil etmektedir. Son yillarda
molekiiler yontemlerdeki gelismelere bagli olarak
yeni tammlanan baz viruslerin gastroenteritle iliskili
olabilecegi ileri siriilmektedir (1, 2).

Human Bocaviriis (HBoV), ilk kez 2005 yilinda
Allander ve arkadaslan tarafindan isvec’te alt
solunum vyolu enfeksiyonu gozlenen cocuklarin
klinik
yontemleri

orneklerinden  nonspesifik amplifikasyon
kullamlarak tespit edilmistir. Yapilan
dizi ve filogenetik analizler sonucunda solunum
yolu orneklerinden soyutlanan bu viriis Parvoviridae
ailesi icinde siniflandirilmistir. Bovine parvoviris ve
Canine minute virlis ad1 verilen bu iki virlse yakin
benzerlikler gostermesi nedeniyle Bocavirls cinsine
alinarak “Human Bocavirus” adi verilmistir (3).

HBoV ile ilgili
calismalara bakildiginda c¢ogunlukla solunum yolu

yakin zamana kadar vyapilan

hastalarinin  solunum sekresyonlarindan yapildigi
gorulmektedir (4). Arnold ve arkadaslarinin (5) HBoV

pozitif olan hastalarin %16’sinda ishal oldugunu ilk kez
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bildirmesi ile birlikte benzer calismalar yapilmis ve
HBoV’un gastroenteritli cocuklarda etken olabilecegi
sonucuna varilmistir (6-10).

Bizde
hastanemize basvuran akut gastroenterit tanisi
cocuk diski
polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile HBoV DNA

yapmis oldugumuz bu calismayla,

konulan hastalarin orneklerinde
varliginin arastirilmasini amagcladik. Ayrica pozitif
saptadigimiz hasta orneklerinde viral koenfeksiyon
varligint arastirmak amaciyla diger sik karsilastigimiz
gastroenterit etkeni virusleri de (Rotaviriis, Norovirls,

Astroviris, Adenovirus serotip 40 ve 41) inceledik.

GEREC ve YONTEM

Orneklerin Toplanmasi

Ocak-Mayis 2009 tarihleri
bu calismada klinik olarak akut gastroenterit tanisi
konulan bes yas altinda, 59 (%58,4)’u erkek, 42
(%41,6)’si kiz olmak uzere toplam 101 cocuk hastaya

arasinda ydritilen

ait diski ornekleri toplandi. Calismamizda Tibbi Etik
Kurul Yonergesine gore hastalarin yasal temsilcilerinin
bilgilendirilmis onaylar alindi.

Diskilar; hastanin steril numune kabina direkt
diskilamas1 ya da altbezlerinin naylon olan ters
tarafindan baglatilarak sulu kismin kaba aktarilmasi



ile sagland1. Diskilamakta zorlanan hastalardan rektal
suruntl ornekleri alinarak tasima sivisina aktarild
ve en kisa siirede buz iizerinde laboratuvara iletildi.
Ornekler laboratuvara ulastiginda vortekslenerek PCR
yontemiyle virus genomu arastirilmak uzere - 80°C’de
sakland.

Orneklerden Niikleik Asit Eldesi ve PCR
islemi

Viral genom ekstraksiyonu High Pure Viral Nucleic
Acid kiti (Roche Diagnostics, Almanya) ile Uretici
firmanin Onerdigi talimatlara gore yapildi. HBoV
varligi ORF bolgesinden kodlanan NS-1 gen bdlgesine
uygun primer dizileri kullanilarak tespit edildi (11).

1. Asama 3’ —» 5 yoniinde;
Bovo 1-2 F TAT GGC CAA GGC AAT CGT CCAAG
Bovo 1-2 R GCC GCG TGA ACA TGA GAA ACA GA

Yukaridaki
cyclerda 94 °C’de 3 dakikalik baslangic siklusu sonrasi

primerler  kullanilarak  thermal
amplifikasyon icin 94 °C’de 60 saniye denatirasyon,
63 °C’de 60 saniye baglanma ve 72 °C’de 1,5 dakikalik
uzama olmak Uzere 45 siklus sonunda 72 “C’de 10
dakika ekstansiyon yaptirildi. Cogaltilan PCR drinleri
%1,5 oraninda hazirlanan agaroz jelde goruntulendi.
HBoV DNA’s1 saptadigimiz hasta 6rneklerinde viral
koenfeksiyon varligin1 arastirmak amaciyla diger sik
karsilastigirmz gastroenterit etkeni viriisler de nested-
PCR yontemiyle incelendi. ilk 6nce arastirilacak olan

RNA’l1 etkenlere (Rotaviruis, Noroviris ve Astrovirus)
komplementer DNA (cDNA) elde edilmesi icin revers
transkripsiyon islemleri gerceklestirildi. DNA viriisu
olan Adenovirls serotip 40 ve 41 icin ise bu islem
yapilmadi. Revers transkripsiyon PCR ve nested-
PCR deneylerinde ayni thermal cycler cihaz1 (PTC-
200, Peltier Thermal Cycler, MJ Research, A.B.D.)
kullanmldr.

Pozitif olarak saptadigimiz iki ornege (3. ve
5. hasta) ait ilgili bantlar jelden kesilip purifiye
edildikten sonra amplikonun 6zgiilliigiinii dogrulamak
icin DNA dizi analizine tabii tutuldu. Elde edilen
diziler BLAST analizi ile degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

HBoV pozitifliginin yaslara ve cinsiyetlere
gore dagilimi ki-kare testi ile degerlendirildi.
Degerlendirmelerde p<0,05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Tum analizler SPSS
21,0 (istanbul Universitesi’ne lisansli) kullanilarak

yapildi.

BULGULAR

incelenen 101 6rnekten 7 (%6,9)’si HBoV pozitif
olarak saptandi (Sekil 1). Pozitif saptanan orneklerin
ikisinde de Norovirlis pozitifligi eszamanli olarak
goruldu. HBoV pozitif hastalarin hicbirinde Rotaviris,
Astrovirls, Adenovirls serotip 40 ve 41 saptanmadi.

Sekil 1. HBoV pozitif PCR uriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintusu
(M: DNA Ladder (100 bp); PK: Pozitif kontrol; NK: Negatif kontrol; 1, 2, 3, 4, 5, 6,7; pozitif ornekler).
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Elde edilen DNA dizileri BLAST ile analiz edilerek
HBoV sekansi ile ortiisme saptandigi gozlendi.

HBoV pozitif hastalarin yas ortalamas1 1,5 (1-2,5
yas) olup %71,4’l 2 yas altindaydi. Erkek cocuklarin
4’0 (%57,1) kiz cocuklarin ise 3’U pozitif olarak
saptandi. Yas dagiimina ve cinsiyete gére yapilan
istatistiksel fark

bulunamamistir (Tablo 1) (p>0,05).

degerlendirmede anlamli  bir

Tablo 1. Demografik 6zelliklerine gore 101 hastanin dagilimi

HBoV pozitif HBoV negatif

n: 7 (%) n: 94 (%)
Cinsiyet (erkek) 4 (57,1) 55 (58,5)
Cinsiyet (kiz) 3 (42,9) 39 (41,5)
e i et 1,57 (0,73) 1,88 (1,21)

(Std. sapma)
Yaslarin dagilimi
0-2 yas 5 (71,4)

2 (28,6)

67 (71,3)

2-5 yas 27 (28,7)

HBoV izole edilen hastalarda en sik gozlenen
semptomlar sirasiyla; ishal, kusma, ates, bulanti,
burun akintisi, karin agrisi, balgam cikarma ve
Oksiriik idi. Pozitif buldugumuz yedi cocuk hastanin
hepsine klinik olarak akut gastroenterit, bir tanesine
ise ek olarak ust solunum yolu enfeksiyonu tanisi
konmustu (Tablo 2).

Tablo 2. Klinik 6zelliklerine gére 101 hastamin dagilim

HBoV pozitif HBoV negatif

n:7 (%) n:94 (%)
ishal 7 (100) 94 (100)
Kusma 6 (85,7) 83 (88,3)
Ates 5(71,4) 43 (45,7)
Bulanti 3 (42,9) 21 (22,3)
Burun akintisi 2 (28,6) 27 (28,7)
Balgam cikarma 1(14,3) 9 (9,6)
Karin agrisi 1(14,3) 12 (12,8)
Okstiriik 1(14,3) 31 (33)
Bogaz agrisi 0 4 (4,3)
Hinltr 0 11 (11,7)
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TARTISMA

Guniumuzde cocukluk caginda akut
gastroenteritlere sebep olan etkenlerin c¢ogu
virlslerdir. Bu viral enfeksiyonlar, tim dinyadaki
cocuk  olumlerinin ~ “onemli  bir  bolumunu
teskil etmektedir. Son yillarda molekiler tam

yontemlerindeki hizli gelismeler, geleneksel tam

yontemleri ile saptanamayan yeni viral etkenlerin
varligin bize gostermistir (1, 2).

HBoV, ilk kez 2005 yilinda alt solunum yolu
enfeksiyonu gozlenen cocuklarin klinik érneklerinden
izole edilmistir (3). 2007 yiindan bu yana yapilan
calismalarda gastrointestinal semptomlar gosteren
cocuklann diski orneklerinde yaygin olarak pozitiflik
saptanmasi, bu virlisiin gastroenterite yol actig
fikrinin ortaya atilmasin saglamistir.

Ulkemizden HBoV ile
enfeksiyonu olan olgularda arastirma yapan bircok
calisma ve postmortem bir olgu sunumu bulunmaktadir

ilgili, solunum yolu

(11-14). Arastirdigiiz  kadariyla Tirkiye’de akut
gastroenterit olgulanyla ilgili Mitui ve ark.’nin yapmis
oldugu bir calismaya rastlanilmistir (15).

Vicente ve ark.’nin ispanya’da yaptiklar calisma
sonucu ilk kez akut gastroenteritli cocuklarin diski
orneklerinde HBoV pozitifligi bildirilmistir ve 527
hastada 48 (%9,1) HBoV saptanmistir. Yapilan bu
calismada, pozitiflik oramnin yiksek bulunmasi
akut gastroenterit olgularinda etken olabilecegini
dustindlirmiistiir (6). Yapilan calismalara bakildiginda
HBoV enfeksiyonunun tiim diinyada saptandig

gorilmektedir (Tablo 3) (16-22).

Mitui ve ark. bes yas altindaki akut ishalli
cocuklarda yaptiklarn calismada, Banglades’ten 138
ve Turkiye’den 150 olmak uzere toplam 288 diski
ornegini incelemis; HBoV pozitifligini sirasiyla 87
(%63) ve 13 (%8,7) olarak bulmuslardir (15).

Cheng ve ark.’min Cin’de, akut gastroenteritli
397 ve saglikli
kontrollii calismada, semptomlari olan cocuklarin 14

115 cocuk uzerinde yaptiklan

(%3,5)’Unde, saglikli olan cocuklarin ise 4 (%3,5)’iinde
HBoV pozitifligi bildirilmistir (23).



Tablo 2. Diinyada HBoV’ye ait veriler

Calisan Kaynak no Yer
Albuquerque ve ark. 16 Brezilya
Lau ve ark. 9 Hong Kong
Lee ve ark. 17 Kore
Vicente ve ark. 6 ispanya
Campe ve ark. 18 Almanya
Szomor ve ark. 19 Macaristan
Khamrin ve ark. 20 Tayland
Romani ve ark. 21 iran
Mitui ve ark. 15 Turkiye
La Rosa ve ark. 22 Arnavutluk
Bu calismada Tiirkiye

Yaptigimiz bu calismada 101 c¢ocuk hastanin 7
(%6,9)’sini pozitif olarak saptadik. Bu oran diinya
verilerinin takribi bir ortalamasini yansitmaktadir.

Ulkemizde, klinik 6rneklerde HBoV DNA varligi ile
ilgili makaleler oldukga sinirli sayidadir. Arastirdigimiz
ilgili
bulunmamaktayiz.

kadanyla tiplendirilmesi ile herhangi bir

calismaya rastlamis Bizim
calismamizda da kullandigimiz primerler saptama igin
tasarlanmis olup, tiplendirme icin uygun degillerdi.
Bu nedenle pozitif olarak saptadigimiz iki Grnege
ait ilgili bantlar jelden kesilip purifiye edildikten

sonra amplikonun 6zgilligini dogrulamak icin DNA

Yayin tarihi Hasta sayisi Pozitiflik
2007 705 2%
2007 1435 2.1%
2007 962 0.8%
2007 527 9.1%
2008 307 4.6%
2009 61 3.3%
2011 222 7.7%
2013 294 9.18%
2014 150 8.7%
2015 142 9.1%

101 6.9%

dizi analizine tabii tutuldu. Elde edilen DNA dizileri
BLAST ile analiz edilerek HBoV sekansi ile ortusme
saptandig1 gozlendi. Boylelikle amplikonun 6zgullugi
dogrulanmis oldu.

HBoV enfeksiyonlarinin klinigi konusundaki veriler
hala oldukca swinirlidir. Lee ve ark.’min Kore’'de
bes yas altindaki cocuklarda yaptiklarnn calismada,
akut gastroenterit nedeniyle hastaneye yatirilan
962 hastanin (%0,8) HBoV pozitifligi

bulunmustur. HBoV pozitif sekiz hastanin tamaminda

sekizinde

ishal bulunurken, besinde ates, Uucunde kusma,

ikisinde oksuriik tespit edilmistir (17).
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Yu ve ark.’min yaptig1 calismada 67 HBoV pozitif
hastanin tamaminda ishal tespit edilmistir. Diger
semptomlar arasinda en sik kusma (%73) ve ates (%52)
gorulmektedir (24).

Cheng ve arkadaslarinin calismasinda bulunan
14 HBoV pozitif hastanin yedisinde ates, 11’inde de
kusma belirtileri tespit edilmistir (23).

Bizim calismamizda HBoV pozitif buldugumuz
7 cocuk hastanmin tamamina akut gastroenterit
enfeksiyonu, buna ek olarak bir hastada da Ust
solunum yolu enfeksiyonu tanist konmustur. HBoV
pozitif cocuklarda one cikan semptomlar sirasiyla;
ishal (%100), kusma (%85,7), ates (%71,4), bulanti
(%42,9), burun akintis1 (%28,6), karin agrisi (%14,3),

TESEKKUR

balgam cikarma (%14,3) ve oksurik (%14,3) olmustur.
Diinyada bildirilen verilere bakildiginda buna benzer
bilgilere rastlanmistir.

HBoV’un
enfeksiyonlarindaki rolune yonelik yapilan calismalar

gastrointestinal sistem
tedavi ve epidemiyolojik acidan cok onemlidir. Daha
once solunum yolu enfeksiyonu olan cocuklarda
saptanmis  bu gastrointestinal  sistem
enfeksiyonlarindaki yeri llkemizde bilinmemektedir.

virtsuin,

Bu nedenle yakin zamanda tanimlanan bu virisiin
ulkemizde cocukluk cagi gastroenteritlerindeki roliinii
belirlemek amaciyla ileriye donuk molekiiler, klinik
ve seroepidemiyolojik calismalara ihtiyac vardir.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje No:

3728). Bu calisma ilk yazarin, yiksek lisans tezinden yazilmis olup, Uluslararasi Katiimli 4. Ulusal Viroloji

Kongresi’nde (23-26 Haziran 2011, istanbul, Tiirkiye) poster olarak sunulmustur.
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