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Klinik Olarak Parvovirus B19 Infeksiyonu On Tanili
Olgularin Virolojik Takibi

Nilgiin ISIK(*), Ebru SABAHOGLU(*), D.Murat ISIK(*¥), Sema ANAK(*%%),
Ali AGACFIDAN(*), Emel BOZKAYA (¥)

(*)Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalt,
Viroloji ve Temel Immiinoloji Bilim Dali, Istanbul.
(¥*)Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg ve Hastaliklart Anabilim Dali, Bursa.
(%) [stanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg ve Hastaliklart Anabilim Dali, Istanbul.

OZET

Human Parvovirus B19 (B19) tiim diinyada yaygin olarak goriilen, asemptomatik bir infeksiyon etkenidir. BI19 Eritema
Infeksiyozum tablosu ile birlikte, kronik hemolitik anemili hastalarda aplastik kriz, artropati, nétropeni, trombositopeni ve
fetal infeksiyonlara da yol agcabilmektedir.

Bu calismada 15 yas alti cocuklarda (s=126) ve 20 yas iistii eriskinlerde (s=44) B19 infeksiyonu tanist amaciyla B19 ozgiil
1gG ve IgM antikorlart oranlarimin belirlenmesi ve B19 ozgiil IgM antikorlart pozitif bulunan hastalarin Real-time PCR ile
B19 DNA’sumin olgiilmesi amaglannustir. Serum ornekleri Parvovirus B19 IgG/IgM kiti (Focus, USA) ile Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle taranmistir. DNA miktarlart ise LightCycler — Parvovirus B19 Quantification kiti
(Roche, Germany) ile Real-time PCR yontemiyle saptanmustir. B19 ozgiil IgM antikorlart 13 hastada pozitif bulunurken, bu
hastalarda B19 DNA, farkli oranlarda Real-time PCR ile pozitif bulunmustur.

B19 antikor oranlari; 15 yas alti cocuklarda IgG %26.9, IgM %9.5 ve 20 yas iistii erigkin grubunda IgG %54.5 ve IgM %2 .2
oraminda bulunmugstur. Seroprevalansla ilgili daha giivenilir sonuglar alinmast icin ¢ok sayida hasta ve degisik yas
gruplarinda ¢calismalar yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Insan Parvovirus B19, seroprevalans, ELISA, Real-time PCR
SUMMARY
Follow up of Patients Pre-Diagnosed as Parvovirus B19 Infection

Human Parvovirus B19 (B19) infection is common worldwide, but is often asymptomatic. B19 can cause, besides Erythema
Infectiosum, aplastic crisis in patients with chronic hemolytic anemia, arthropathy, neutropenia, thrombocytopenia, fetal
infections.

The aim of this study was to determine the rates of Parvovirus B19 specific IgG and IgM antibodies in children <15 years
of age (n=126) and >20 years of adults (n=44) and to determine B19 DNA amounts in B19 specific IgM antibody positive
patients by Real-time PCR. The sera were screened for the virus using Parvovirus B19 IgG/IgM kit (Focus, USA) with Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. B19 DNA amounts were determined using LightCycler - Parvovirus B19
Quantification kit (Roche, Germany) by Real-time PCR method. B19 specific IgM antibody were found positive in 13 patients
and different amounts of B19 DNA were found positive with Real-time PCR in these patients.

The B19 specific antibodies rates was 26.9% for 1gG and 9.5% for IgM in children <15 years of age and 54.5% for IgG, 2.2%
for IgM in >20 years of adults. For taking accurate results about seroprevalence it must be done more studies including much
more number of patients of different age groups.
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GIRIS sarmalli, molekiil agirligi 1.5-1.8 x10¢ dalton olan

Bilinen en kiiciik DNA virusu olan Human DNA molekiilii igerir. Iki yapisal (VP1 ve VP2), bir

Parvovirus B19 (B19), 18-26 nm gapmda, zarfsiz bir de yaplsal olmayan (NS-1) proteini bu genomea

mikroorganizmadir. Parvovirus genomu lineer, tek kodlanmaktadir.

fletisim  : Nilgiin Isik Virusla infekte olundugunda en sik goriilen klinik
e-posta nilis01@yahoo.com tablo “Eritema Infeksiyozum”dur. Ayrica gegici
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aplastik kriz, herediter hemolitik anemi, fetal
infeksiyonlar, notropeni, trombositopeni ve gecici
artrite de neden olabilir. Virus ozellikle eritroid
progenitdr hiicrelerde replikasyon yapar. Hastaligin
en yaygin bulasma yolu solunum sekresyonlar1 ve
yakin temasla olmaktadir. Ayrica kan ve kan
diriinlerinin transfiizyonu yoluyla da bulag soz
konusudur(1-4).

Parvovirus infeksiyonlarinin tanisi1 serumda B19
ozgiil IgG ve IgM antikorlarinin veya viral DNA nin
saptanmastyla konulmaktadir(5-7). Calismamizda 15
yag alti ¢cocuklar ve 20 yas iistii erigkinlerde B19
ozgiil IgG ve IgM antikorlart oranlarint ve IgM
pozitif oOrneklerde Real-time PCR ile DNA
miktarlarinin, belirli araliklarla takiplerinin yapilmasi
amaclanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Caligmaya, Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na Parvovirus
B19 infeksiyonu On tanist olan ve laboratuar
incelemesi igin gonderilen 15 yas alt1 126 ¢ocuk (50
kiz, 76 erkek) ile 20 yas iizeri 44 (27 kadin, 17 erkek)
olgu alinmustir. Olgularin her birinden alinan 3 ml kan
orneginden serumlar ayrilarak B19 6zgiil 1gG/IgM
antikorlart ELISA yontemiyle (Parvovirus B 19
I1gG/IgM kiti, Focus,USA) kit protokoliine uygun
olarak yapilmustir.

Ayrica B19 6zgiil IgM antikorlar1 pozitif bulunan
hastalarin serum Orneklerinden DNA izolasyonu
High Pure Viral Nucleic Acid kiti (Roche, Germany)
ile yapilmistir. Real-time PCR ile B19 miktar
tayinleri  Light  cycler-Parvovirus B 19
Quantification kiti (Roche, Germany ) ile yapilmustir.

B19 6zgiil IgM antikorlarini pozitif buldugumuz 13
hastadan (akut infeksiyonlu), IgM antikorlar
negatiflesene kadar 10 hafta siire ile alinan kan
orneklerinde IgM antikorlar1 ve Real-time PCR ile
DNA miktarlar dl¢iilmiistiir. Boylece, IgM antikor
titreleri negatiflesen hastalarda, DNA miktarlarinin
halen pozitif olup olmadig1 degerlendirilmistir.

DNA izolasyonu :

Kan orneklerinden ayrilan serumdan 200 ml alinarak
iizerine 200 ul Poly A iceren soliisyon ve 50 ul

proteinaz K ilave edilerek karigim 72°C’de 10 dk
inkiibe edilmistir ve cozelti kit (High Pure Viral
Nucleic Acid kiti,Roche, Germany) iginden c¢ikan
filtreli tiiplere bosaltilmistir. Tiipler 8000 xg’de 1 dk
santrifiij edilmigtir. Daha sonra inhibitor
uzaklastirma ¢ozeltisi ve yikama soliisyonlar1 ilave
edilerek tekrar ayni devirde santrifiij edilmistir. En
son filtreli tiipler iizerine 50 pl sulandirma ¢ozeltisi
ilave edilerek santrifiij edilmis ve ependorf
tiplerinde toplanan DNA’lar -80°C’de Real-time
PCR yapilana kadar saklanmustir.

Real-time PCR :

DNA miktar tayini Real-time PCR ile LightCycler —
Parvovirus B19 Quantification Kkiti (Roche,
Germany) kullanilarak yapilmistir. PCR’da B19
DNA’smna spesifik fluoresan boyali primerler
kullanimigtir. Bir probun 5° ucu LightCycler Red
640, diger probun 3’ ucu fluorescein ile isaretlidir.
Yontem, iki farkli fluoresan boya isaretli
oligoniikleotid ve amplifikasyon yapilacak iiriin
bulunan ortamda, oligoniikleotidler birbirine iyice
yaklasinca (1-5 bp) bir enerji yaymasina ve bu enerji
etkisiyle LightCycler Red 640’in fluorescein ile
birlesmesi aninda daha uzun dalga boylu bir 1sin
yayilmasi esasina dayanir. Bu 151n 640 nm’de ol¢iiliir
ve bu olaya Fluorescence Resonance Energy
Transfer (FRET) denir. Ayrica PCR’da kite spesifik
internal kontrolde kullanilmaktadir. Hasta sonuclari
kit standartlarinin  (102-10° kopya/reaksiyon)
olusturdugu grafikten yararlanilarak, kantitatif
olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 15 yas alti cocuklardan
(s=126) alinan serum Orneklerinin 34’{inde (%26.9)
IgG ve 12’sinde (%9.5) 1gM pozitif saptanmigtir. 20
yag Ustli erigkin grubu (s=44) serum oOrneklerinin
24’iinde (%54.5) 1gG ve birinde (%2.2) IgM pozitif
bulunmustur. Bu iki grup i¢inde IgM pozitif bulunan
13 hastanin B19 DNA miktarlar1 Real-time PCR ile
pozitif bulunmustur. Daha sonra IgM pozitif bulunan
bu 13 hastadan birer hafta araliklarla alman kan
orneklerinde ELISA ile IgM antikorlar1 ve Real-time
PCR ile DNA miktarlari, olgularda IgM antikorlari
negatif bulunana kadar aragtirtlmigtir. Sonugta dort
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hastada 5. haftada, alti hastada 7. haftada ve li¢
hastada 9. haftada IgM antikorlar1 negatif
bulunmustur. 10. haftada alinan kan Orneklerinde
hastalarin tiimiiniin IgM antikorlar1 negatif olmasina
ragmen Real-time PCR ile DNA miktarlar1 diisiik
titrede pozitif bulunmustur.

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg (2004) 34:62-66

Tablo 1°de B19 infeksiyonlu (s=13; IgM (+), IgG
(+), DNA (+)) olgulardan, birer hafta araliklarla (10
hafta siireyle) alinan kan Orneklerindeki IgM
antikorlar1 ve DNA sonuclar1 gosterilmigtir. Bu
hastalarda B19 6zgiil IgG antikorlar1 10 hafta siire ile
alman tiim 6rneklerde pozitif bulunmustur.

Tablo 1. B19 infeksiyonlu hastalarin belirli araliklarla alinan kan orneklerindeki B19 IgM antikorlar: ve DNA sonuclari

1. - 5. Hafta 6. Hafta 7. - 8. Hafta 9. - 10. Hafta
Sonuclar: Sonuclar: Sonuclar: Sonuclar:
B19 DNA B19 B19 DNA B19 B19 DNA B19 B19 DNA B19
Hasta No IegM IeM IegM IegM
1 + + + + + +
2 + + + + +
3 + + + +
4 + + + + + +
5 + + + + +
6 + + + + +
7 + + + +
8 + + + + + +
9 + + + +
10 + + + +
11 + + + + +
12 + + + + +
13 + + + + + -

Onii¢ hastanin ortalama DNA miktarlari; 1. — 3. haftalar aras1 100-105 kopya/reaksiyon, 4. — 5. haftalar aras
104-103 kopya/reaksiyon, 6. — 10. haftalar aras1 102-10! kopya/reaksiyon arasinda bulunmustur.

TARTISMA

B19 infeksiyonu en sik okul cagi ¢ocuklarda (5-15
yag) goriilse de tiim yas gruplarinda goriilebilir.
Erigkinlerin %65’i Infeksiyon gegirmistir (8). B19
prevalansi saglikli kadinlarda %57.8, gebe kadinlarda
ise %65 oldugu bildirilmigstir (9,10). Almanya’da
yapilan bir ¢calismada gebe kadinlarda B19 prevalansi
%29 bulunmugtur (11). Kuveyt’te yapilan bir
calismada gebe kadinlarda 3. trimestr’da parvovirus
B19 prevalans1 %16.5 oldugu, ayrica 1. ve 2. trimestr
gebeliklerde IgG prevalansinin 3. trimestr’a gore
yiiksek oldugu bildirilmistir (12). Sodja ve ark. (13)
tarafindan Cekoslavakya’da yapilan bir calismada
B19 IgG prevalans: 0-4 yas grubu ¢ocuklarda %9.8,
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5-14 yas grubu cocuklarda %?27-35.7 ve 15 yas
lizerinde ise %353.3-57.7 olarak bildirilmistir.
Danimarka’da yapilan bir calismada 1-5 yas grubu
cocuklarda prevalans %37 ve 50 yas lizeri grupta ise
%87 olarak saptanmustir (14).

Alsaeid ve ark. (15) Kuveyt’te yaptiklar1 ¢aligmada
IgG prevalans1 2-16 yas grubunda %17.4 olarak
saptamiglardir. Tayland’da B19 prevalansinin
¢ocuklarda ortalama %?20.1, Hindistan’da ise B19
prevalanst 1-5 yag grubu cocuklarda %8.9, 15 yas
iizeri grupta ise %70 olarak bildirilmistir (16,17).

Calismamizda B19 6zgiil IgG antikor oranlari, 15 yag
alt1 cocuklarda %26.9, 20 yas iistii grupta ise %54.5
olarak saptanmistir. Sonuglarimiz diger iilke
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sonuglart ile karsilastirildiginda, basta Cekoslovakya
olmak iizere elde edilen sonuglarm birbirine yakin
degerler oldugu goriilmiistiir. Prevalansin yagla
orantili olarak artti§1, risk gruplarmma gore ve
hastalarin  immun durumlarina gore degistigi
bilindiginden bu durumlara bagli olarak, detayli
duyulmaktadir(16). Bu
sebeplerden dolayi, lilkemizdeki B19 prevalansinin

caligmalara  ihtiyac

belirlenmesi i¢in ¢ok sayidaki Ornek ve
smiflandirilmis  yas gruplarinda daha detayl
caligmalarin  yapilmasinin belirleyici olacagini
diisiinmekteyiz.

B19 tamisinda, 6zgiil IgG ve IgM antikorlarinin
taranmasinin yant sira PCR sistemlerine dayali
yontemlerle B19 DNA miktar tayinleri de tani
koydurucudur. B19 tanisina yonelik yapilan
caligmalarda, ozellikle son yillarda Real-time PCR
ve diger PCR sistemlerine dayali yontemler
kullanilarak, hizli taniya gidilebilecegine iligkin
caligmalar bildirilmistir. Manaresi ve ark. (5)
yaptiklari bir calismada, Real-time PCR ile serumda
B19 DNA miktar tayininin, B19 infeksiyonunun hizli
tanisinda kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Real-
time PCR sistemi ile reinfeksiyon goriilen
immunsiiprese ¢ocuklarda vireminin kantitatif
olarak oOlciilmesinin tedavilerin planlanmasinda
yararli olacagi vurgulanmistir (7). Diger bir
calismada ise yanlis negatif sonuglarin alinmasini
engellemek icin, Real-time PCR yo6nteminin
kullanilabilecegi bildirilmistir (18). Aberhan ve ark.
(19) ozellikle kan ve plazma iiriinlerine Real-time
PCR ile B19 DNA miktar tayini yapilmasinin
gerekliligini bildirmislerdir.

Bu calismada, B19 ozgil IgG ve IgM antikor
titrelerini pozitif buldugumuz 13 hastanin serum
orneklerinde Real-time PCR ile DNA miktar tayini
yapilmig ve tamami yiiksek titrede pozitif
bulunmustur. Bu hastalarin birer hafta aralikla alinan
10 orneginde IgM antikorlar1 9. haftada negatif
bulunurken, DNA miktarlar1 10. haftada halen diisiik
titrede pozitif bulunmustur. Sonugta BI19
infeksiyonu tamistyla ilgili olarak, ozgil IgM
antikorlar1 negatif bulunsa dahi B19 6zgiil DNA
miktar sonuglart pozitif bulunabilmektedir. Bu
nedenle antikor yanitt yetersiz immun yetmezlikli

hastalarda DNA miktarlarinin Real-time PCR ile test
edilmesinin yararli olabilecegi diisiiniilmelidir.
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