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Amac: Solunum yolu enfeksiyonu sikayetleri ile hastaneye basvuran 2 yas alti cocuklarda insan bocaviriisiin (HBoV) sikliginin molekiler yéntemler
kullanilarak arastiriimasi amaclanmistir.

Gerec ve Yontem: Mart - Kasim 2009 tarihleri arasinda cocuk hastaliklari poliklinigi ve cocuk acil poliklinigine solunum yolu enfeksiyonu sikayetleriyle
basvuran 2 yas altindaki cocuklardan alinan nazofarengeal aspirat 6rnekleri -80 °C'de saklandiktan sonra Mart - Haziran 2010 tarihlerinde calismaya
alindi. HBoV DNA'si, primer dizayni sonrasinda "“in house" polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi kullanilarak incelendi. Calisma sirasinda yeni
tanimlanan bir viris oldugundan pozitif kontrol ile ¢alisiiamamis olup, pozitif oldugu disiinilen &rnekler sekans analizi ile tanimlandi. Gorildigu
gibi, bu calisma Tiirkiye'de 2 yas alti ¢cocuklarda yapilan ilk ¢alismadir. Calismamiz retrospektif, tanimlayici bir calismadir. Hastalara ait demografik
veriler (ylzdelikler, ortalama, minimum-maksimum degerleri) SPSS paket programiyla analiz edildi.

Bulgular: HBoV saptanmasi amaci ile 200 hasta calismaya dahil edildi. Bu hastalarin yas ortalamasi 7,4 (minimum: 30 giin, maksimum: 24 ay) aydi
ve %64l erkek cocuktu. Bu hastalardan alinan 200 nazofarengeal aspirat 6rnegdi incelendi. Nazofarengeal 6rneklerden 6'sinda (%3) HBoV DNA'si
pozitif bulundu. Pozitif cikan 6 6rnedin 5 tanesi erkek, 1 tanesi kiz hastalara aitti ve yaslari 4-24 ay araligindaydi.

Sonuc: Solunum yolu enfeksiyonu sikayetiyle basvuran 2 yas altindaki ¢cocuklarda PZR yontemi ile %3 oraninda HBoV DNA pozitifligi saptandi.
HBoV'nin patojenitesi ile ilgili kanitlar artmakla birlikte, HBoV'nin hastaliklarla iliskisi ve siddetiyle ilgili bilgilerin artmasi icin daha fazla arastirmaya
ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: insan Bocaviriis, Solunum Viriisleri, Cocukluk Cagi Enfeksiyonlari

Abstract

Objectives: To investigate the frequency of human bocavirus (HBoV) in children under the age of 2 years, who applied to the hospital with
respiratory tract infection complaints, by using molecular methods.

Materials and Methods: In November 2009, nasopharyngeal aspirate samples were collected from children under the age of 2 years, who applied
to the pediatric outpatient clinic and pediatric emergency outpatient clinics with the complaints of respiratory tract infections, and aspirate samples
were included in the study between March and June 2010 after being stored at -80 °C. HBoV DNA was analyzed using the "in house" polymerase
chain reaction (PCR) method after primer design. At that time, since it was a newly identified virus, it could not be studied with the positive control,
and the samples thought to be positive were identified by sequence analysis. As can be seen, the study is the first study conducted in Turkey with
children under the age of 2 years. The study is a retrospective descriptive study. Demographic data of the patients (percentages, mean, minimum-
maximum values) were analyzed with the SPSS package program.

Results: For the purpose of detecting HBoV, 200 patients were included in the study. The mean age of these patients was 7.4 (minimum: 30 days,
maximum: 24 months) months, and 64% were boys. Two-hundred nasopharyngeal aspirate samples taken from these patients were analyzed. HBoV
DNA was positive in 6 (3%) of the nasopharyngeal samples. Of the 6 positive samples, 5 belonged to male and 1 belonged to female gender and
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their ages were between 4 and 24 months.

Abstract

Conclusion: HBoV DNA was detected in 3% of children under the age of 2 years, who applied with the complaint of respiratory tract infection, by
using PCR method. Although the evidence about the pathogenicity of HBoV is increasing, more studies are needed to increase the knowledge about

the disease and severity of HBoV.

Key Words: Human Bocavirus, Respiratory Virus, Childhood Infections

Akut solunum yolu enfeksiyonlari ¢ocukluk cagr mortalite
ve morbiditesinin en ©&nemli nedenleri arasindadir. Hem
ayaktan tedavinin hem hastaneye yatislarin 6nemli bir
sebebidir. Virusler, solunum destegi gerektirebilecek cocukluk
cagl alt solunum yolu enfeksiyonlari ile de yakindan iliskilidir
(1). influenza viriisler, parainfluenza virlsler ve respiratuvar
sinsitiyal virus, solunum yolu enfeksiyonuna en sik sebep olan
virlisler olarak bilinse de, bu enfeksiyonlarin bir kisminda da
etken bulunamamaktadir. Son 10 yil icinde gelisen molekiiler
yontemler ve genomik amplifikasyon tekniklerindeki ilerlemeler
onderliginde insan metapndmoviriisii, insan koronavirisleri
HCoV-NL63, HCoV-HKU1, HCoV-0C43, HCoV-229E, siddetli
akut solunum sendromu-koronavirisii ve Orta Dogu solunum
sendromu koronavirlisii; Ki ve Wv polyomaviriisleri ve insan
bocaviriisti (HBoV) gibi ¢ok sayida yeni solunum yolu patojeni
tanimlanmistir. Gecmiste bilinen viriisler zaten azimsanmayacak
kadar sik solunum yolu hastaligina neden olurken, yeni saptanan
bu virlslerin de toplum kaynakh ve hastane kaynakli lst ve
alt solunum yolu hastaliklarinda rol aldigi gérilmektedir (2-
6). HBoV, ilk defa 2005 yilinda, pndmonili hastalarin solunum
yolu sekresyonlarindan izole edilen yeni bir parvoviristiir.
Kesfedildiginden beri tiim diinyada, cocuklarda ve eriskinlerde
st ve alt solunum yolu enfeksiyonu ve gastrointestinal
sistem hastaliklariyla iliskili oldugu goriilmustir. Semptomatik
olup hastaneye yatirilan cocuklardan alinan solunum yolu
orneklerinden HBoV sekansi elde edilenlerin orani %?1,5 ile %19
arasinda degismektedir (5,7-9). HBoV ile enfekte olan cocuklarin
cogu 24 aydan kuclktir, fakat 24 aydan buyiik cocuklari da
etkilemektedir. Hastaneye yatan ve hisirtili solunumu olan
cocuklarin ayaktan tedavi edilenlere gdre daha agir klinigi
oldugu gorilmustir (5,7,8). Eriskinlerde de klinik bulgusu olan
gruplar icin az sayida ¢alisma mevcuttur fakat yetiskinlerde
solunum yolu 6rneklerinden yapilan polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) analizlerinde ¢cok daha disiik prevalans saptanmistir (5-9).

Bu calismada amag, ozellikle 2 yas (0-24 ay) altindaki
cocuklarda alt solunum yolu hastaligi etkeni oldugu dusiintlen
HBoV varliginin  klinik uyumlu hastalarin solunum vyolu
orneklerinde arastirilmasi ve bu yeni virisiin sikliginin molekiiler
yontemler kullanilarak belirlenmesidir.
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Gereg ve Yontemler

Mart 2009 - Kasim 2009 tarihleri arasinda Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Hastaliklari ve Saghgi Poliklinigi'ne ve Cocuk
Acil Servisi'ne basvuran ve akut solunum yolu enfeksiyonu
tanisi konulan iki yas alti 200 ¢ocuk hastadan alinarak -80 °C'de
saklanan nazofarengeal aspirat 6rnekleri Mart 2010 - Haziran
2010 tarihleri arasinda "in-house" PZR analizi kullanilarak
calismaya alindi. Gestasyonel yasi 36 haftanin ve dogum agirhigi
2.500 gramin altinda olan bebekler, kronik akciger hastahgr ya
da konjenital kalp hastaligi olanlar ve daha dnce bronkodilatator
ya da steroid kullanan hastalar calismaya dahil edilmedi. Calisma
icin Ankara Universitesi Tibbi Etik Kurulu'ndan onay alinarak
hastalarin yasal temsilcilerinin bilgilendirilmis onamlarinin
alinmasini takiben, nazofarengeal aspirat 6rnekleri cocuk sagligi
ve hastaliklari hekimi tarafinca toplandi (karar no: 154-4966).

istatistiksel Analiz

Orneklerden viral genom ekstraksiyonu E.Z.N.A Tissue DNA
Kit (Omega Bio-Tek USA) kullanilarak Uretici firmanin onerdigi
talimata gore yapildi.

Primer secimi NP1 proteinine gore yapildi ve 354 bc'lik
gen bolgesinin amplifikasyonu icin 188F 5'-GAC CTC TGT AAG
TAC TAT TAC-3' ve 542R 5'-CTC TGT GIT GAC TGA ATA CAG-
3' primerleri kullanildi (10). PZR amplifikasyon sartlari, 94 °C'de
2 dakika baslangi¢ denatlirasyonunu takiben, 94 °C'de 45 sn.
denatiirasyon, 58 °C'de 45 sn. baglanma ve 72 °C'de 60 sn.
uzamayi iceren 40 siklus olacak sekilde gerceklestirildi. PZR
trlinleri %1,5'lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulduktan
sonra etidyum bromiir ile boyanarak UV transliminator
altinda incelendi. Beklenen baz cift buyikligiine (354 baz
¢ifti) uygun olan ve HBoV hedef gen bélgesi oldugu distinilen
amplikonlarin, Mo Bio. Ultra Clean Gel Spin DNA Purification
Kit ile jel ekstraksiyonu yapildiktan sonra sekans analizi yapildi.

Hastalara ait demografik verilerin (yiizdelikler, ortalama,
minimum-maksimum degerleri) analizinde SPSS paket programi
(versiyon 18.0) kullaniimistir.

Bulgular

HBoV saptanmasi amaci ile calismaya alinan 200 hastanin yas
ortalamasi 7,4 ay (1 ay-24 ay) idi. Hastalarin 113'linde (%56,5)
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Resim 1: HBoV PCR analizi. M: 100 b¢ molekiiler biyiikliik belirteci
(marka, tilke)

NK: Negatif Kontrol. 1-3, 5-8, 10 no'lu drnekler negatif, 4 ve 9 no'lu
ornekler pozitif

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, HBoV: insan bocaviriisii

retraksiyon, 61'inde (%30,5) 237,8 °C ates, 48'inde (%24) hisirtili
solunum tespit edildi. Hastalarin altisinin (%3) solunum yolu
orneklerinde HBoV pozitif bulundu (Resim 1). Pozitif bulunan
orneklerin dogru amplifikasyon {riinleri oldugunun ortaya
konmasi icin sekans analizi yapildi ve amplifiye edilen dizinin,
HBoV'ye ait beklenen amplikon oldugu dogruland.

HBoV pozitif bulunan hastalarin 5 tanesi erkek, 1 tanesi kiz
idi. Bebeklerin yaslar 4-24 ay arasinda degismekteydi. Dorder
hastada retraksiyon ve rinore, licer hastada ates ve oksiiriik ve
iki hastada hisirtili solunum tespit edildi. iki hastada retraksiyon
ve hisirtili solunum beraber gorildi.

Parvoviridae ailesinin insanlarda hastalik yapan tek tyesinin
parvovirus B19 oldugu kabul edilmisken 2005 yilinda Allander
ve ark. (5), insan nazofarengeal aspirat Grneklerinden daha
once bilinmeyen bir virlis kesfettiler. Kapsamli sekans ve
filogenetik analizler sonucu bu virlisun parvoviridae ailesinin
bir tiyesi oldugu bulundu. Cok kiiciik olan "bovine” ve “canine”
parvoviruslerle cok yakin iliskisi oldugu gz dniine alinarak bu
virise HBoV adi verildi. Sonraki ¢alismalarla bu virisle iliskili iki
viriis daha izole edildi ve gecici olarak HBoV-2 ve HBoV-3 olarak
isimlendirildi. Bu virls tanimlandiktan sonra, HBoV genomu tiim
diinyada nazofarengeal yikantilarda, serum ve diski 6rneklerinde
siklikla goriilmeye baslandi (5,11,12).

Allander ve ark'nin (5) ilk calismasinda cesitli kliniklerde yatan
266 cocuk ve 112 eriskin hastaya ait olan nazofarengeal aspirat
ornegi degerlendirilmistir. Kulturleri negatif ¢ikan bu 6rneklerin
yedisinde (%1,8) HBoV DNA'si bulunmus, HBoV pozitif bulunan
hepsinin de cocuklara ait oldugu tespit edilmistir. Takiben
retrospektif bir calisma daha planlayan ekip, hastanede yatan
540 cocuk hastadan bir yil boyunca topladiklari nazofarengeal
aspirat orneklerini incelemislerdir. Bunlarin 17'sinde (%3,1)

HBoV DNA's tespit edilmis ve HBoV'nin, agiklanamayan solunum
yolu enfeksiyonlarinin etkeni olabilecegi distinilmustir
(5,6). 2005'ten beri dért insan bocavirlisii tiirli (HBoV1-4)
tanimlanmis ve HBoV1'in solunum yolu 6rneklerinde yaygin
oldugunu belgelemistir. Pek cok asemptomatik tasiyici olabilse
de HBoV1'in semptomatik solunum yolu hastaliklarina neden
olabilecegi tartisiimaktadir (13).

Parvovirusler diinya capinda yaygindir ve in vitro olarak
uretilebilir, serolojik ve molekiler testlerle tespit edilebilirler.
Ancak, test sonuclarin dikkatli yorumlanmasi gerekir (14).
HBoV1'in neden oldugu akut solunum yolu enfeksiyonlarinda,
olgularda en sik saptanan semptom, hisirtili solunumdur (15).
HBoV2 (12), HBoV3 (11), HBoV4 (16) ise klinik 6nemi belirsiz
ancak insan hastaliklariyla iliskili olarak ortaya cikan viruslerdir.
Literatiirde yer alan calismalarda, HBoV1'in siddetli solunum
yolu hastaligiyla iliskili olabilecegi tartisiimaktadir. Raporlarda,
bu virlsiin hastaneye yatmis bronsiyolitli, astim atakli ve
hisirtili solunumu olan kisilerde gorildiigi bildirilmektedir. Bir
prospektif calismada, solunum yolu enfeksiyonu yaptigi bilinen
16 virlis karsilastinlmis, HBoV'nin tek ajan olarak saptandig
hastalarin %50'sinden fazlasinda higirtili solunum goriilmustiir.
(17) Diger yaygin bulgular, takipne, ates ve hipoksi olarak
saptanmistir. Hastaneye yatirilan ve HBoV pozitif oldugu tespit
edilen cocuklarin hastaneye yatis sebeplerinin cogunlukla
pnonomi oldugu go6zlenmistir (6,17,18). Calismamizda, sayisi
az olmakla birlikte, HBoV1 saptanan hastalarda, retraksiyon
(%66,7), rinore (%66,7), ates (%50), 6kstiriik (%50) ve hisirtili
solunum (%33,3), semptom ve bulgulari tespit edilmistir.

Kaplan ve ark!nin (18) Urdiin'de yaptiklari bir calismada, akut
solunum yolu hastahgi sebebiyle hastaneye yatirilan 312 ¢ocuk
hastanin %18,3'linde HBoV pozitif bulunmustur. Fry ve ark/nin
(8) Tayland'da yaptiklari calismada ise; HBoV'nin hastanede
yatan pnomonili hastalarda belirgin sekilde etken olabilecegi
bildirilmistir. Literatiirde yer alan calismalarda, HBoV'nin iki
veya daha fazla patojenle birlikteligi de gdze carpmaktadir.
Calismalarin bircogunda yiiksek ko-enfeksiyon orani bildirildigi
icin HBoV'nin enfekte hastalarda asil etken oldugunu séylemek
zordur. Buna ragmen, semptomatik hastalarda saglikli kontrollere
gore HBoV saptanma sikligi daha yiiksektir (8,19-22). HBoV,
akut solunum yolu enfeksiyonu ile hastaneye yatirilan cocuk
hastalardan alinan nazofaringeal aspiratlarin %7-18'inden izole
edilmistir (23).

Yalnizca nazofaringeal numunelerde virlisii saptamak icin
PZR tabanl yontemler kullanan calismalarin dahil edildigi ve
6751 olguyu degerlendiren bir calismada; tek etken olarak ve
diger virtslerle birlikte HBoV enfeksiyonlarinin oranlari sirasiyla
%4 ve %9 bulunmustur. Akut bronsiyolitli cocuklarin %13'tGinde
HBoV saptandigi gosterilmis ve bronsiyolitli cocuklarda solunum
yolu enfeksiyonlari icin tanisal test panelinin bir parcasi
olarak dustnilebilecegi bildirilmistir (24). Bizim calismamizda
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sadece HBoV varligi degerlendirilmis ve %3 HBoV pozitifligi
saptanmistir. Bu calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi'nde ve
Ulkemizde solunum yolu 6rneklerinde HBoV varhgini arastiran ilk
calismadir. HBoV, 2011 yilindan itibaren Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Molekiler Tani Laboratuvarlari'nda calisilan solunum
yolu enfeksiyon etkenlerini belirlemeye yonelik kullanilan
ticari multipleks tani panellerinde de yerini almistir. 2011-2020
yillari arasinda viral etken tespit edilen solunum yolu 6rnekleri
arasindaki tek basina veya diger etkenlerle birlikte goriilme
sikligi %1,97 (2017 yili) ile %7,84 (2012 yili) arasinda degismis,
ortalama sikligi %4,9 (547/11.239 pozitif 6rnek) olarak tespit
edilmistir (Prof. Dr. Z. Ceren KARAHAN, yayimlanmamis veri).
Bu veriler de gostermektedir ki, solunum yolu enfeksiyon etkeni
olarak énemi ortaya kondugu glinden beri HBoV solunum yolu
enfeksiyon etkenleri arasinda sahip oldugu pay! korumaktadir.

Bircok virlis respiratuvar vyolla bulasir fakat semptom
vermez. Hastalik icin belirli bir ajanin etken olarak kabul
edilmesi titizlikle degerlendirilmesi gereken bir siirectir. Bu
durum bir kiiltlr sistemi ya da hayvan modeli yoklugunda daha
da zorlasir. Buna ragmen, HCoV veya insan rinoviriis suslarinin
patojenitesi yeni tanimlandigi donemlerde dahi tartisma konusu
olmamis, tanimlanmis solunum yolu patojenleri ile genetik
benzerliklerine dayanarak etken olduklari kabul edilmistir.
HBoV'deki durum farkl ve cesitli nedenler yiiziinden karisiktir.
Birincisi, HBoV bilinen insan solunum vyolu patojenleri ile
iliskisizdir. ikincisi, HBoV belki de diger insan parvoviriisleri
gibi asemptomatik persistans gosteriyor olabilir. Uciinciisi,
HBoV siklikla, solunum yolu patojeni oldugu kanitlanmis diger
viriislerle birlikte solunum vyolu 6rneklerinde saptanmistir.
Tim bu degerlendirmeler, solunum yolu orneklerinde HBoV
saptanmasinin asemptomatik devamlilia ya da viral sagilima
bagh olabilecegini diisiindirmustir. Diger bir hipotez ise diger
solunum yolu ajanlarinin replikasyonu sirasinda HBoV ile gecici
asemptomatik enfeksiyonun tetiklenebildigidir (6,8,19,25-27).

Ulkemizde, bizim calismamizla yaklasik es zamanli olarak
yapilan ve sonuclari 2010 yilinda yayimlanan HBoV ile ilgili ilk
arastirma Midilli ve ark!nin (28) calismasidir. Bu ¢alismada 5 yas
alti 76 cocuk hastaya ait érnegin besinde (%6,5) ve 79 eriskin
hastaya ait 6rnegin ikisinde (%2,5) HBoV DNA'si saptanmustir.
Yine tilkemizden Uyar ve ark!nin (29) yaptigi bir diger calismaya
0-2 yas arasi akut bronsiyolit tanisi alan 62 cocuk ile kontrol
olarak poliklinige basvuran, dykusilinde bronsiyolit olmayan 33
cocuk dahil edilmistir. HBoV orani %4,8 (3/62) olarak bildirilmistir.
Yesilbas ve ark/nin (30) yayimladiklari bir olgu sunumunda, iki
guindiir devam eden ates, takipne, hipoksi ve solunum yetmezligi
sebebiyle cocuk yogun bakim (Unitesinde takibe alinan ve
yatisinin ikinci glintinde solunum sikintisi artan ¢ yasinda erkek
cocukta, cahsilan viral solunum panelinde sadece HBoV pozitif
olarak saptanmistir. Hastanin akciger grafisinde sag akcigerde
total pndmotoraks, pnémomediastinum, bilateral servikal
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boélgede ve sol gogus duvarinda subkiitan amfizem gorildiigi
ve solunum yetmezligi nedeniyle entiibe edilen hastaya mekanik
ventilatdr destedi baslandigr bildirilmektedir.

Calismamiz 2 yas alti cocuklarda solunum yolu enfeksiyon
etkeni olarak HBoV arastiran, Tiirkiye'de yapilan ilk cahsmadir ve
lkemizde yapilan arastirmamizi takip eden diger arastirmalarla
benzer sonuclar elde edilmistir. Enfeksiyon sikhiginin yillar iginde
degismemesi, etkenin endemik olarak ulkemizde goriilmeye
devam ettigini gostermektedir.

Sonug

Sonug olarak, HBoV'nin patojenitesi ile ilgili kanitlar artmakla
birlikte, HBoV'nin hastaliklarla iligkisi ve siddetiyle ilgili kesin
bilgilere erismek icin daha fazla calismaya ihtiyag vardir.
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