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Akut gastroenteritler tiim diinyada ozellikle gocuk yas grubunda daha fazla olmak iizere morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedenlerinden biridir. Gastroenterit
etiyolojisinin ve epidemiyolojisinin bilinmesi, etkin tedavi uygulanmasmnin yani sira gereksiz antibiyotik kullanimmnin énlenmesini ve ayrica hastalik etkenleri ile
miicadeleyi saglamaktadir. Gastroenterite neden olan viral patojenler; rotavirus (RV), norovirus (NoV), sapovirus (SaV), adenovirus (AdV), astrovirus (AstV) ve
bokavirus (BoV)dur. Bu ¢aligmada Aydin ilinde akut gastroenteritli hastalarda insan BoV (HBoV) sikliginin ve tiplerinin molekiiler yéntem ile aragtirilmasi amagland.

Calismaya Eyliil 2013 ile Ekim 2014 tarihleri arasinda hastanemize bagvuran akut gastroenteritli 44 (%46)’ it kadin, 52 (% 54)’ si erkek olmak iizere toplam 96 hastaya
ait diski 6rnegi dahil edildi. insan BoV-DNA’s1 NS-1 gen bolgesine uygun primer dizilerinin kullanildig real-time (gergek zamanli) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemi ile aragtirildi. Bokavirus tiplendirilmesi tipe 6zgiil real-time (ger¢ek zamanl) PZR yontemi ile ve koenfeksiyon varhgi ise multipleks PZR ile belirlendi.

Calismada incelenen 96 diski 6rneginin 2'sinin (% 2) HBoV pozitif oldugu belirlendi. Pozitif iki drnek, tipe 6zgiil ger¢ek zamanli PZR ile HBoV tip 1 olarak bulundu.
Diger bokavirus tipleri saptanmadi. Insan BoV tip 1 pozitif hastalar erkek cinsiyetinde ve 0- 2 yas grubundayd. Tki hastada rotavirus ile koenfeksiyon gézlendi.

Bu ¢aligma ile akut gastroenteritli hastalarda etiyolojik ajan olarak bokavirusun da diger siklikla saptanan viruslar gibi gastroenterite neden olabilecegi belirlenmistir.
Gastroenteritlerde viral etkenlerin belirlenmesi, gereksiz antibiyotik kullaniminin 6nlenmesini hem hasta maliyetini hem de patojenlerin antibiyotiklere kars: direng
gelistirmesini azaltacaktir.
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Acute gastroenteritis is the most important causes of morbidity and mortality, especially in children worldwide. To know the factors that cause gastroenteritis enables effective treatment
as well as prevent the use of unnecessary antibiotics. Viral pathogens that cause gastroenteritis; rotavirus (HRV), norovirus (HNoV), sapovirus (HSaV), adenovirus (HAdV), astrovirus
(HAstV) and bocavirus (BoV). The aim of study was to investigate the frequency and types of HBOV in patients with gastroenteritis by molecular methods in Aydin province.

Between September 2013 and October 2014, a total 96 patients who were admitted to our hospital with stool samples were included. Forty four of patients were female and 52 were male.
BoV-DNA was investigated by real-time PCR appropriate to NS-1 gene region. The typing of HBoV was determined by type-specific PCR and the coinfection of the other viruses was
determined by multiplex PCR.

Two (2 %) of the 96 samples were determined to be HBoV positive. Two samples with positive were determined as HBoV type 1 by type specific real-time PCR. Other types of HBoV not
detected. The positive patients for HBoV type 1 were 0-2 years old and male gender. Mixed infection with RV were observed in 2 (100%) patients.

it was determined that bocavirus as an etiological agent in patients with acute gastroenteritis may cause gastroenteritis like other frequently detected viruses. The identification of viral
agents in gastroenteritis will reduce both the cost of preventing unnecessary antibiotic use and the devels of resistance to antibiotics in path
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GIRiS

Ishal tiim diinyada ¢ocuk yas grubunda morbidite ve mor-
talitenin en 6nemli nedenlerinden biridir. Ozellikle bes yas
alt1 cocuklarda ishal, gelismekte olan iilkeler ile Afrikada
mortalitenin {i¢lincii en bilyitkk nedenidir’. Akut gast-
roenteritin en énemli bulgularindan biri olan ishal akut
dehidratasyona, neden oldugu malnutrisyon ¢ocuklarda
bityiimenin etkilenmesine ve gereksiz antibiyotik kullani-
mina yol agmasi nedeni ile 6nem tasimaktadir®. Viruslar,
ozellikle ¢cocuk yas grubunda, gastroenteritin en 6nemli
nedeni olup rotavirus, norovirus, astrovirusus ve adenovi-
rus en sik saptanan viruslar olarak kabul edilmektedir. Son
zamanlarda insanlarda ishal ile iligkili viral ajanlarin sayist
giderek artmaktadirl. Gastroenterit ile iliskili yeni virus-
lardan biri olan insan bokaviriis (HBoV) ilk kez 2005 y1-
linda Allander ve arkadaslari tarafindan alt solunum yolu
enfeksiyonu goézlenen ¢ocuklarmn solunum yolu érnekle-
rinden belirlenmis® ve 2007 yilindan bu yana gastroente-
ritli cocuklarin diski 6rneklerinde etken olarak diinyanin
degisik bolgelerinden birgok ¢aligmada gosterilmistir **2

Filogenetik analiz ile bokaviruslarin HBoV1-4 olmak iize-
re 4 alt tipden olustugu bildirilmistir®. Insan BoV1 siklikla
¢ocuklarda solunum yolu hastaliklari ile iligkili olup, ayn1
zamanda gastrointestinal semptomlarla da iliskilidir>'.
Insan BoV2, BoV3 ve BoV4 siklikla diski érneklerinde
nadiren solunum yolunda gdriilmektedir”'*!. Insan bo-
kavirus tip 2 ilk kez Pakistanda gevsek paralizli hastalarin
diskt 6rneklerinden izole edilirken, Avustralyada HBoV2
yani sira HBoV3 izole edilmistir' . Bu ¢aliymada hastane-
mize akut gastroenterit tanisi ile bagvuran hastalarin digki
orneklerinde real time (ger¢ek zamanli) polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi ile HBoV varliginin ve genotiplerinin
aragtirilmasini amaglanmustir. Ayrica bokavirus pozitif bu-
lunan hasta 6rneklerinde viral koenfeksiyon varligi i¢in di-
ger sik karsilasilan gastroenterit etkeni viruslar multipleks

PZR yontemi ile arastirilmistir.

YONTEM
Eyliil 2013-Ekim 2014 tarihleri arasinda Adnan Mende-

res Universitesi Uygulama ve Aragtirma Hastanesi Cocuk

Hastaliklar1 Poliklinigi ve Acil Servisten Tibbi Mikrobiyo-
loji Anabilim Dali Laboratuvarina akut gastroenterit kus-
kusu ile gonderilen 44 (%46)’ @ kadin, 52 (% 54)’si erkek
olmak tizere toplam 96 hastaya ait digki 6rnegi calismaya
dahil edildi. Hastalardan alinan digki 6rnekleri digki kap-
lar1 icinde ¢aligilincaya kadar -80°C de sakland.

Hastalarin yas ortalamasi 4 yil (0-79) olarak belirlendi ve
%51’1 0-24 ay grubunda yer almaktaydi. Hastalarin yas da-
gilimi Tablol'de gosterilmistir. Hastalar rastgele secildi ve
caligma prospektif olarak yiiriitiildi. Calismada Tibbi Etik
Kurul Yonergesine gore hastalarin bilgilendirilmis onayla-
r1 alindi (ADU-Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulunun 11.09.2013 tarih ve 56989545/050.04-198

say1li etik kurul kararr).

Diski orneklerinden DNA izolasyonu QIAampR Fast
DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) ile tiretici
firmanin 6nerdigi talimatlaraa gore yapildi. HBoV varli-
&1 ORF bolgesinden kodlanan NS-1 gen bolgesine uygun
primer dizileri (Pan-HBoV-F; ATA AAG TTC CAA ACT
CAT TTC CTCTTG Pan-HBoV-R; AGT GCA GWA TCC
GTT TTC GTG (88 bp) kullanilarak belirlendi. Amplifi-
kasyon i¢in 200 pl'lik PZR tiplerine 0.6 pl distile su, 0.2
ul forward primer (0.4 pM) 0.2 pl (0.4 uM) revers primer
ve 5 pl enzim karigimi (2x)’indan olusan 6 ul PCR karisi-
mi ve 4 pul DNA eklendi. Amplifikasyon, LightCycler 480
(Roche, Almanya) cihazinda 95 °Cde 15 saniye denatii-
rasyon, 55°Cde 15 saniye baglanma ve 72 °C'de 10 saniye
uzama olmak tizere 40 siklus sonunda 60 °Cde 45 saniye
ekstansiyon agamalari ile gerceklestirildi8. Pozitif 6rnek-
lerin kantitatif sonuglar1 “absolute 25 quantitation second
derivative” analizi kullanilarak “ct” degerleri ile cihaz tara-
findan otomatik olarak hesaplandi. Dogrulama amaciyla
gogaltilan PZR {irtinleri %2 oraninda hazirlanan agaroz
jelde goriuintiilendi. Calismanin sinirh biitgesi nedeniyle
referans koken saglanamadi: i¢in pozitif kontrol olarak
solunum yolu 6rneklerinde HBoV pozitif bulunan ve vi-
ral yiikleri sirastyla 4.106 (PK1) ve 4.102 (PK2) kopya/ml.
olan iki klinik 6rnek kullanild.
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Bokavirus pozitif 6rneklerin genotiplendirilmesi i¢in 6z-
gl HBoV 1-4 primerleri [HBoV1: F; TCTCCGGCGA-
GTGAACATC ve RT1; CAT CCG GAT GAG GAG CGC
(226 bg); HBoV2:F;,TCTCCGGCGAGTGAACATCveRT-
2primerGCTCTTCCTCTTTCCAGTTTTC(149b¢);H-
BoV3:F;TCTCCGGCGAGTGAACATCveF;TCTCCGG-
CGAGTGAACATC;HBoV4:F;,TCTCCGGCGAGTGA-
ACATCveRT4;GCCAATTTCAGACTGGCAAAC (384
bp)] kullanilarak real time PZR yontemi ile gerceklestirildi

ve porzitif 6rnekler melting analizi ile degerlendirildi.

Koenfeksiyon varligi, diger sik karsilagilan gastroente-
rit etkeni viriisleri [enteric adenovirus (EAV), astrovirus
(AsV), rotavirus grup A (RV grup A) ve norovirus (NoV)
genogrup I ve II] belirleyebilen Seeplex® Diarrhea ACE
Detection multiplex PZR system (Seeplex system; Seege-
ne, Korea) kiti ile iiretici firmanin talimatlarina gore aras-

tirild.

BULGULAR
Insan BoV varliginin tiim tipleri belirleyen pan-primerleri
kullanilarak real time PZR y6ntemi ile yapilan bu ¢alisma-
da 2 (%2) diski 6rneginde pozitiflik saptanmustir. Insan
BoV saptanan &rneklere ait amplifikasyon egrileri sekil
I'de ve dogrulama amaciyla yapilan elektroforez sonucu
pozitif saptanan hastalara ait jel gortntiisti sekil 2" de gos-
terilmistir. Pozitif saptanan iki 6rnekte tipe 6zgiil real time
PZR yontemi ile HBoV tip 1 belirlenmistir. Bu iki 6rnegin
viral yiikleri birinci hastada 6.103 kopya/ml, ikinci hastada
4.102 kopya/ml olarak belirlenmistir. HBoV tip 1 pozitif
hastalar 0-2 yas grubunda ve erkek cinsindeydi (Tablo 1).
Hastalarin her ikisi de solunum yolu enfeksiyon bulgular:
olmaksizin ishal ve kusma yakinmalari ile hastaneye bas-

vurmustur.

Caligmada yer alan hasta 6rneklerinde viral koenfeksiyon
varlig1 multipleks PZR yontemi ile arastirilmis ve HBoV
tip 1 saptanan 2 hastada rotavirus ile miks enfeksiyon be-

lirlenmistir.

Tablo 1. insan Bokavirus saptanan hastalarin yas gruplarina
gore dagilimi
Hasta Yas Gruplar n(%) HBoV PCR HBoV Tip 1
Pozitif | Negatif Pozitif
saptanan
0-12ay, 17(17.7) 2% 15 2
2-12y,  16(167) 0 16 -
13-24y, 16(16.7) 0 16 -
25-60y, 36(37.5) 0 16 -
> 60 y ve istii, 11(11.4) 0 11 -
*Erkek cinsinde
§uan ki )/ / s
fum L
§ o // g Hast:/z/ g
* aen 4 B 4,/ PK2
267 e e
0ent e
== N B
5 0 15 Coolae 2 k-d Ed »

Sekil 1. HBoV pozitif saptanan hastalarin amplifikasyon
egrileri
PK1, PK2: pozitif kontroller

Sekil 2. Tipe ozgiil real-time PZR ile pozitif HBoV Tip 1

saptanan hastalarin agaroz jel goriintiisii. 316, B45: pozitif
kontroller; AS, 15: hastalar

TARTISMA
Akut gastroenterit gelismekte olan tilkelerde ¢ocuklarda
morbidite ve mortalite nedenlerinden biridir. Giiniimiiz-
de cocukluk ¢aginda akut gastroenteritlere neden olan
etkenlerin gogu viruslardirl5. Allender ve ark. tarafindan
HBoV’un tanimlanmasindan sonra, 2007 yilindan sonraki
caligmalarda gastrointestinal semptomlar gosteren ¢ocuk-

larin digki 6rneklerinde yaygin olarak pozitiflik saptanmuig
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ve bu virusun gastroenterite yol agtig1 fikrinin ortaya atil-
masini saglamistir. Vicente ve ark’nin Ispanyada yaptikla-
r1 ¢alisma ile, ilk kez akut gastroenteritli cocuklarin digk:
orneklerinde HBoV pozitifligi bildirilmis ve 527 hastanin
48’inde (%9,1) HBoV saptanmustir. Yapilan bu ¢alismada,
pozitiflik oraninin yiiksek bulunmasi akut gastroenterit ol-

gularinda etken olabilecegini diisiindtirmiistiir’.

Akut gastroenteritli hastalarin diski 6rneklerinde HBoV
prevalansi %0.8 ile %24 arasinda degismektedir*®* 111618,
HBoV prevalansinin %42 ve %46 gibi ¢ok yiiksek oran-
larda saptandigini bildiren ¢aligmalar da bulunmakta-
dir8,15. Bokavirus calismalarinda saptanma oranlarimin
bu degiskenligin nedeni bokavirusun saptanma yontem-
lerindeki farkliliga bagli olabilir. Hastanemize basvuran
akut gastroenterit tanili hastalara ait 92 digki 6rneginin
dahil edildigi ¢caligmamizda 2 (%2) 6rnek HBoV pozitif
olarak saptanmustir. Belirledigimiz bu oran Brezilya (%2),
HongKong (%2.1), ve Italya (%2)da yapilan calismalar-
daki 4,12,20 oranlar ile benzer, Kore (%0.18) ve Meksika
(%1.3)dan18,19 bildirilen oranlardan daha yiiksek, Arna-
vutluk (%9.1) ve Cin(%17.3)de bulunan oranlardan daha

distik bulunmugtur'®?',

Ulkemizde, HBoV ile ilgili solunum yolu enfeksiyonu
etkeni olarak gosterildigi calismalar yani sira akut gast-
roenterite neden oldugunu gosteren ¢alismalar da bulun-
maktadir9, 22-24. Gastroenterit ile iligkili iki ¢calismadan
birinde; Mitui ve ark. bes yas altindaki akut ishalli ¢o-
cuklarda yaptiklar1 ¢aliymada, Bangladeg'ten 138 ve Tiir-
kiyeden 150 olmak {izere toplam 288 digki érnegini in-
celemisler ve HBoV pozitifligini sirasiyla 87 (%63) ve 13
(%8,7) olarak bulmuglardir®. Sirekbasan ve ark. 0-5 yas
arast ¢ocuklardaki akut gastroenteritlerde HBoV varlig
ve sikliginin aragtirdiklari ¢alismalarinda 101 diski 6rne-
ginden 7( %6.9)sinde HBoV pozitifligi saptamiglardir®.
Caligmamizda belirledigimiz %2’lik oran bu iki ¢aligma-
ya gore daha diigiik olarak bulunmugtur. Bokavirusa baglh
akut gastroenteritler 6zellikle iki yas altinda olmak tizere

en fazla ¢ocuklarda gorilmesinin yaninda, eriskinlerde de

saptanabilir'. Calismamizda da HBoV pozitif saptanan 2
olgunun yaslar: iki yas altinda olup, ¢ocuklarda ozellikle
iki yas alt1 gocuklarda bokavirusun daha sik belirlendigi
caligmalara benzer bulunmugtur***. Calisgmada HBoV
tip-1 iki erkek hastada bulunmus ve HBoV’iin cinsiyet
ile iliskisinin degerlendirildigi diger ¢alismalarda erkek
hastalarda kadin hastalara oranla daha ytiksek oranlarda
goruldiagu bildirilmistir'>”. Tim diinyada semptomatik
hastalarda HBoV tiplerinin prevalansi, HBoV tip 1 i¢in
%1.5-94.81017182527 HBoV tip 2 icin %2.6-48 *'® arasinda
degisirken, HBoV tip 3 %1.6-2.6 '®* ve HBoV tip 4 i¢in
%3.2% olarak saptanmistir. Akut gastroenteritli hasta 6r-
neklerinde HBoV1’in diger tiplerden daha fazla oranlarda
gorilldagini bildiren ¢aligmalarin'®®* yanisira HBoV
2’nin diger tiplere oranla daha yiiksek oranlarda saptan-
dig1 caligmalar da bulunmaktadir *°. Calismamizda HBoV
pozitif bulunan iki 6rnegin tipe 6zgiil real-time PZR ile
tiplendirilmesi sonucunda ikisinin de HBoV tip 1 oldugu
belirlenmis ve Zhang ve ark’ nin Cin’ de, Lee ve ark Ko-
rede ve Netshikweta ve ark’nin Giiney Afrikada yaptiklari
caligmalar ile benzer bulunmustur?-***. Bununla birlikte
Proenca-Modena ve ark’lar1 HBoVtip1’in gastroenteritde-
ki roliiniin hala belirsiz oldugunu, HBoV tip1’in aslinda
solunum yolunda ¢ogaldigini ve yutulan nazofaringeal
sekresyonlarin diskida virusun kontaminasyon kaynagi

olabilecegini ileri siirmiislerdir?'.

Calismamizda viral koenfeksiyon varligi multipleks PZR
yontemi ile aragtirilmis ve HBoV saptanan 2 hastada rota-
virus ile miks enfeksiyon belirlenmistir. Bokavirusa bagli
gastroenteritlerde koenfeksiyon oranlar1 %60-%90 arasin-
da degistigi'* ve koenfeksiyonlarin arastirildig: caligmalar-
da, HBoV ile en fazla rotavirus olmak tizere norovirus ile
koenfeksiyon belirlendigi bildirilmistir'®'®*>?*, Caligma-
mizda Arnavutluk, Pakistan, Cin ve Brezilyada yapilan ¢a-
ligmalara benzer sekilde en fazla rotavirus ile koenfeksiyon

belirlenmistir'®'$27.

Gastroenterite neden olan HBoV enfeksiyonun mevsim-

lerle iliskisi tim diinyada farkliliklar gostermektedir ve
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en fazla sonbahar ve kis aylarinda daha ytiksek oranlarda
goriilmektedir''® Pakistanda yapilan bir ¢aliyjmada® kisin
ve ilkbaharin sonunda (6zellikle Ocak ve Mayis ayinda pik
yaptig1) ve Cinde yapilan bir ¢aliymada yaz ve ilkbaharin
basinda daha yitksek oranda saptandig: bildirilmigtir®.
Calismamizda HBoV saptanan hastalarin 6nceki ¢aligma-
lara benzer sekilde sonbaharda hastaneye bagvurduklar:
belirlenmistir'>'®. Sonug olarak, bu ¢alisma ile akut gast-
roenteritli hastalarda bokavirusun da rotavirus, norovirus,
adenovirus tip 40/41, astrovirus gibi gastroenterite neden
olabilecegi belirlenmistir. insan BoV’un akut gastroente-
ritlerdeki roliine yonelik yapilan ¢aligmalar tedavi ve epi-
demiyolojik agidan ¢ok 6nemlidir. Gliniimiizde daha ¢ok
solunum yolu enfeksiyonu olan ¢ocuklarda saptanmis olan
bu virusun gastrointestinal sistem enfeksiyonlarindaki
rolii ile iligkili ¢aligmalarin az sayida olmasi nedeniyle iil-
kemizdeki 6nemi bilinmemektedir. Bu nedenle bu virusun
cocukluk c¢ag1 gastroenteritlerindeki roliint belirlemek
amaciyla daha fazla molekiiler ve epidemiyolojik ¢alisma-
lara gereksinim vardir. Ayrica gastroenteritlerde diger vi-
ral etkenler gibi bokavirusun belirlenmesi de gereksiz an-
tibiyotik kullaniminin 6nlenmesini hem maliyeti hem de
patojenlerde antibiyotiklere kars: direng gelisimini azalta-
bilecektir. Bunun yaninda genotip belirleme gibi virolojik
ozelliklerinin ortaya konulmasi hastaliklarin patogenez,
klinik 6zellikleri ve tani stratejilerinin belirlenmesine yar-
dimcr olabilecektir. Bu ¢alisma, Fadime Kahyaoglunun
yiksek lisans tez yaymidir ve Aydin Adnan Menderes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii
tarafindan TPF-14042 proje numarasi ile desteklenmis ve
16-18 Kasim, 2017 tarihinde Bulgaristan (Sofya)da diizen-
lenen X. Balkan Kongresinde poster bildiri olarak sunul-

mustur, t¢tinctlik 6dili almistir.
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