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OZET

Insan Parvovirus B19 (HPVB19) immun sistemi baskilanmis hastalarda notropeni ve kronik anemilere, fetal dliimlere, hemo-
litik anemili hastalarda aplastik krizlere, yetiskinlerde kronik artrite, ayrica eritema infeksiyozumu da iceren bircok sendro-
ma sebep olmaktadir. Ozellikle immun sistemi baskilanmig hastalarda HPVB19 infeksiyonlarmnin hizli tanist ¢ok dnemlidir.
Son zamanlarda gelistirilen molekiiler biyoloji yontemleri ile tan1 kolaylagmigtir.
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SUMMARY
Molecular Biological Methods in Diagnosis of Human Parvovirus B19 Infections

Human parvovirus B19 (HPVB19) causes several syndromes, including erythema infectiosum, chronic arthritis in adults, ap-
lastic crisis in patient with hemolytic anemia fetal death and chronic anemia and neutropenia in immunosuppressed patients.
The rapid diagnosis of HPVB19 infections is important, especially in immunosuppressed patients. The diagnosis has became

easier by molecular biological methods which have been developed lately.
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GIRIS

Insan Parvovirus B19 (HPVB19) ilk kez 1975’te
ingiltere’de Cossart ve ark. (1) tarafindan tanimla-
nan kiictik bir DNA virusudur. Latince kiiciik an-
lamina gelen “parvus” kelimesinden tiiretilmistir.
Omurgasizlarda (boceklerde) infeksiyon yapan
Densovirus, omurgalilarda (kuglarda) infeksiyon
yapan Dependovirus’la birlikte Parvovirus adi al-
tinda Parvoviridae ailesine aittir. Parvovirus cin-
sine, insanlara infektif B19, kopeklere infektif Ca-
nine Parvovirus (CPV), kedilere infektif Feline
Panleukopenia Virus (FPV) dahildir. Insanlarda
patojen olan yalmizca HPVB19°dur.

Parvoviridae ailesine ait viruslar ikozahedral, kap-
siilli (32 kapsomerli), zarfsiz, yaklasik 20 nm ca-
pindadirlar. Bu viruslar alkol, eter, kloroform ve
56°C sicakliga 60 dk’dan daha fazla dayanabilir-
ler. Parvovirus genomu lineer, tek sarmalli, mole-
kiil agirligi 1.5-1.8x10¢ Dalton olan DNA mole-
kiilii icerir. Iki yapisal (VP1 ve VP2) ve bir yapi-
sal olmayan (NSP) proteini bulunmaktadir. VP1

ve VP2 proteinleri kapsid yapisinda yer almakta
olup, VP2 major komponenttir. Virus replikasyon
i¢in eritropoietik hiicreleri tercih eder. Parvovirus-
lar genelde boliinen hiicreler replike olurlar ve
eritroid progenitor hiicrelerde litik reaksiyonlara
yol acarlar (2,3).

HPVBI19 tiim diinyada yaygindir. En sik okul ¢cag1
cocuklarinda (5-15 yas) goriilse de tiim yas grup-
larinda goriilebilmektedir. Erigkinlerin %65°1
HPVBI19 infeksiyonu gecirmistir. HPVB19 genel-
likle solunum sistemi kaynakli sekresyonlarla bu-
lagsmaktadir. Ev ici temas ve okul salginlar1 yay-
gindir. Kan ve kan iirlinleri ile bulag ayrica pihti-
lagsma faktor konsantreleri de yiiksek bulas riski tasi-
maktadirlar. Bu nedenle hemofili hastalar1 sik infek-
te olabilmektedirler. Aplastik kriz nedeniyle hastane-
ye kabul edilen hemolitik anemili hastalar viremik
fazda olup, solunum yollar1 sekresyonlarinda B19
virusu tasirlar dolayisiyla bulastiricidirlar. Vertikal
bulag yoluyla hidrops fetalis goriilebilmektedir. Ge-
belerde temasla fetal infeksiyon riski %33, fetal
olim riski %9’dur. Virusla infekte olma durumunda
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en sik gozlenen klinik tablo, genellikle ¢ocuklarda,
bazen de eriskinlerde goriilen besinci hastalik diye
de adlandirilan eritema infeksiyozum tablosudur (4).

Eritema infeksiyozum (5. hastalik): Daha ¢ok cocuk-
larda goriiliir. 4-14 giinliik inkiibasyon dénemi son-
rasi ates, titreme. Halsizlik, kas agrilar ve kagint1 gi-
bi klinik belirtiler olusur. IgM saptandiktan yaklasik
bir hafta sonra IgG’ler olusur. infeksiyonun 17. gii-
niinden itibaren yanaklarda eritemli sanki tokatlan-
mig gibi goriinen dokiintiiler, ayn1 zamanda da viicu-
dun diger boliimlerinde de goriilebilir. Dokiintiiler 2-
3 giin sonra sekelsiz kaybolur. Virus eritema infeksi-
yozum yani sira; B19 artropatisi, gecici aplastik kriz,
bagisiklik yetmezligi olan hastalarda 6zellikle anemi
ve trombositopeni, gebelerde 6lii dogum, diisiik ve
hidrops fetalise yol acar.

Ast ile ilgili calismalar devam etmektedir, kiiltiirde
iiretilemez. Korunma 6nlemleri 6zellikle kronik he-
molitik anemisi olan, immun yetmezlikli hastalar ile
bagisik olmayan gebelere uygulanmalidir. Gebe sag-
lik personelinin bu hastalarla temasi1 6nlenmelidir.
Intraven6z immunglobulin kullanimiyla immun yet-
mezlikli hastalarda, viremide azalma ve kirmizi hiic-
re sayilarinda artig goriilmiistiir. Tam1 HPVB19 IgM
ya da viral DNA saptanmasiyla olmaktadir. HPVB19
IgG ve IgM antikorlarinin tespitinde ELISA ve RIA
teknikleri, viral DNA saptanmasinda ise molekiiler
biyoloji yontemlerinden siklikla yararlanilmaktadir.
PCR, hibridizasyon tekniklerinden daha duyarldir.
Elektron mikroskobisiyle serum ve dokulardaki B19
virusu (viremik fazda) saptanabilmektedir. HPVB19
infeksiyonu tanisinda kullanilan bir¢ok yontem var-
dir. Bu yontemler kullanilarak ya antijen antikor ta-
yini ya da viral DNA tayini yapilmaktadir (5-8).
Antijen ve Antikor Tayininde Kullanilan Yontem-
ler

Immunoelektronmikroskopi (IEM) teknigi tanida
kullanilmakta ancak maliyeti yiiksek aletler gerektir-
mektedir ve az sayida klinik 6rnegin taranmasina el-
veriglidir. Bu nedenle antijen ve antikor tayininde
siklikla ELISA ve RIA teknikleri kullanilmaktadir.
Bazen Dot-Blot Hibridizasyon yontemi de kullanil-
maktadir. HPVB19’a 6zgiil IgM antikorlari, viremi-
nin baglamasindan yaklagsik 3-5 giin sonra IgG ise bir
hafta sonra saptanabilir. HPVB19’a 6zgiil IgM anti-
korlar1 bir ay boyunca artmaya devam eder ve 1.5-3
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ay icinde kaybolur. IgG ise hayat boyu serumda bu-
lunur (5,6).

HPVB19 Tanisinda Kullanilan Molekiiler Biyolo-
ji Yontemleri

Molekiiler biyoloji yontemleri ile serumdan, parafin
preparatlardan, solunum sekresyonlarindan, kemik
iliginden, dalak, amniotik siv1 ve cesitli fetal organ-
lardan HPVB19 DNA’s1 saptanabilir. Molekiiler bi-
yoloji yontemlerinden Dot-Blot Hibridazasyon yon-
teminde, tayin limiti en fazla 104 kopyadir. Bu da
testin orta diizeyde viremi tayini yapabilecegini gos-
termektedir. Hibridizasyon ile saptama ELISA plak-
larinda yapilmakta ve bu yontemin Dot-Blot Hibridi-
zasyon testine gore daha spesifik oldugu bildirilmis-
tir. In Situ Hibridizasyon (ISH) teknigi ile B19 virus
lokalizasyon bolgeleri hiicrelerde gosterilebilir. Boy-
lelikle infekte hiicrelerde morfolojik yap1 ve molekii-
ler yap1 igbirligi saglanir. ISH ozellikle kemik iligi
hiicrelerine, amniotik siv1 hiicrelerine ve fetal doku
orneklerine yapilmaktadir. Bu nedenle her 6rnekte
HPVB19 DNA’s1 arastirilmasmma uygun degildir
(3,6,9).

Bu teknikler goz oniine alindiginda acikca PCR,
HPVB19 DNA tayininde en duyarli yontemdir. Her
tiirlii 6rnek kullanilabilmektedir. Tiim molekiiler bi-
yolojik yontemlerde, kontaminasyonun oOnlenmesi
icin test sirasinda uyulmasi gerekli kurallara (steril
alet ve ortamlarin kullanilmasi, laminer kabinlerin
kullanilmas: gibi rutin PCR laboratuvar onlemleri)
dikkat edilmelidir. Hibridizasyon yontemlerine gore
PCR ile viremi uzun siireli takip edilebilir. Ozellikle
persistan infeksiyonlar ve maternal infeksiyonlarin
tespitinde kullanilmaktadir. PCR ile kantitatif olarak
DNA miktar tayini de yapilabilmektedir. HPVB19
DNA miktar tayininde kullanilan degisik PCR ¢esit-
leri de bulunmaktadir. Bunlar; Single-Step PCR,
Nested PCR, PCR-ELISA ve Real-time PCR’dir.
Single-Step PCR, iki oligoniikleotid primer kullani-
larak tek asamada isaretli internal probla hibridize
olan hedef bolgenin cogaltilmasina dayanir. Nested
PCR’da, iki set “primer”da iki asamali PCR yapila-
rak daha spesifik bolgeler ¢cogaltilir, Nested PCR du-
yarlilig1 tek basamakli PCR’dan 10-100 kat fazladur.
PCR-ELISA’da ise hibridizasyon asamast ELISA
plaklarinda immunoenzimatik reaksiyonla gercek-
lestirilir. Hedef ve internal standartlar ayni set “pri-
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mer”’la amplifiye edilir (3,6,9).

Real-time PCR sistemlerinde bugiine kadar yapilan
calismalar HPVB19 DNA’sinin kantitatif tayininde
kullanilacak en duyarli ve 6zgiil test oldugunu gos-
termistir. Testte kullanilan ekzojen internal kontrol-
lerle olusabilecek yanlis negatif sonuclar engellen-
mig olur. Ayrica testte miktarlar bilinen standartlar
kullanilarak ve amplifikasyonun her dongiisii moni-
torde takip edilebilmektedir. Testte kontaminasyon
oran1 diger PCR’lara oranla ¢cok daha azdir. Ayrica
sistemde sicaklig1 hizla arttirip sogutma islemi, or-
tam havasinin 1sitilip sogutulmasiyla oldugu igin
dongiiler aras1 zaman ¢ok kisadir ve boylelikle test
sonuglari kisa siirede alinir. Testin degerlendirilmesi
strasinda olugmusg primer-dimer veya inhibisyonlarin
alette goriilebilmesi miimkiindiir. Ayrica PCR dongii
orani testin herhangi bir aninda arttirilabilir. Tiim
bunlar Real-time PCR avantajlarindandir. Hem fetal
hem maternal 6rnekler, kan ve kan {iiriinleri, plazma
konsantreleri gibi ¢coklu drneklerin taranmasina uy-
gun bir yontemdir. HPVB19 infeksiyonlarinin tani-
sinda kullanilan tiim bu molekiiler biyoloji testleri-
nin ozellikleri yani sira tanida en 6nemli etkenlerden
biri de hastanin immun durumudur. Eger saglikli ki-
si ise antikor yanit1 iyi olabileceginden serolojik test-
ler dahi tanida ¢ok onemlidir. Fakat immun yetmez-
likli hastalarda bu durum daha farklidir. Ozellikle bu
hasta gruplarinda énemli komplikasyonlar (aplastik
kriz, hemolotik anemi) olabildiginden ve hastalarin
antikor yanitlart giiclii olmadig: icin erken tani1 ama-
ctyla PCR kullanilmaktadir (3,6,9,10). HCV, HBV
ve HIV gibi viruslarin, kan ve plazma taramalarinda
tespit edilmesi icin gelistirilmigtir. Niikleik Asit
Amplifikasyon Teknigi (NAT) ile kan ve plazma ha-
vuzlarinda tarama yapilirsa pencere donemindeki
olas1t HCV, HBV ve HIV bulasma riski %45-72 ora-
ninda azalir. NAT ile diisiik viremiler saptanabilir.
Solvent deterjan yontemi, 1sitma ile virusun dekonta-
minasyonu HCV, HBV, HIV i¢in etkili, HPVB19 i¢in
etkisizdir. Clinkii HPVB19 1s1ya dayanikli ve zarfsiz
bir virustur. Pencere donemi yoktur, akut faz ¢ok ki-
sadir. Bu nedenle, HPVB19 i¢inde kan ve plazma or-
neklerinde NAT yapilmasi onerilmektedir (Immun
suprese hastalar, transfiizyon yapilanlar, v.b.).
HPVB19 DNA’s1 103 kopya/ml ise viremi gecebilir.
<103 kopya/ml ise bulastirict olmadig: bildirilmistir
(11,12).

HPVB19 Infeksiyonlar1 Tanisinda Kullanilan
Molekiiler Biyoloji Yontemleri ile Tlgili Yapilan
Calisma Ornekleri

HPVB19 infeksiyon siipheli hastalardan alinan 95
serum ornegi (anti-B19 IgM (+)) PCR ile test edilmis
%63 pozitiflik saptanmistir (13).

PCR ve Dot-Blot Hibridizasyon testleri karsilastiril-
mis B19 DNA tayininde PCR’1n 104 kez daha duyar-
It oldugu saptanmistir. PCR’da idrar, amniotik s1vi,
plevral sivi ornekleri kullanilmistir. Sonug olarak,
eger tek serum Orneginde PCR calisilacak ise serolo-
jik testlerle desteklenmesi gerekliligi vurgulanmigtir
(14).

HPVBI19 infeksiyonlu hasta serum ornekleri ve kan
mononiikleer hiicrelerinde Nested-PCR ile DNA ta-
yini yapilmistir. %70 6rnek pozitif bulunmugtur. In
Situ Hibridizasyon yontemiyle mononiikleer hiicre-
lerde B19 lokalizasyonlar tespit edilememistir (15).

Ozellikle immun yetmezlikli hastalarda hastaliga ait
semptomlar antikor iiretimi oncesinde goriile-bildi-
ginden, DNA tespitinin 6nemli oldugu vurgulanmak-
tadir. DNA tespitinin bu hastalarda immunglobulin
tedavisine baglanabilmesi acgisindan 6nemli oldugu
bildirilmistir (16).

Bir ¢aligmada kan ve kan iiriinleri ile plazma pulla-
rinda HPVB19 DNA’sinin arastirilmas: gerektigi ve
rutin tanm testleri arasimna girmesinin yararlarindan
bahsedilmistir. Boylelikle tiim kan ve faktor ekstre-
lerinin PCR ile taranmasmin gerekliligi vurgulan-
magtir (17).

Real-time PCR ile HPVB19 DNA tayini yapilan bir
diger calismada orneklerin IgM ve IgG’lerin negatif
olsa bile PCR ile DNA’lart tespit edilebilmisgtir.
PCR-ELISA testine gore Real-time PCR’1n beg kat
daha hizli sonug¢ verdigi, ayrica PCR ile 4-6 ay bo-
yunca DNA tayini yapilabilecegi ve Real-time PCR
tekniginin HPVB19 laboratuvar tanisindan kullani-
lacak en duyarli ve 6zgiil yontem oldugu vurgulan-
mastir (18).

HPVB19 DNA tayininde Real-time PCR kullanim1y-
la ilgili birgok calismada 6zellikle immun yetmezlik-
li hastalarda asilama ve transfiizyon ile immunglobu-
lin tedavilerinin uygulanabilmesi icin virusun
DNA’sinin olmadigmin tespitinin duyarli ve 6zgiil
testlerle yapilmasi gerektigi bildirilmistir (19).
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Bultmann ve ark. (10) hematolojik hastaliklarin bir-
cogundan sorumlu patojenlerden biri olarak
HPVB19’u bildirmis ve HPVB19 DNA tespitinde
molekiiler biyoloji yontemlerinin 6nemini vurgula-
muglardir.

Kan ve kan iiriinleri, kemik iligi, plazma ekstreleri
gibi orneklere yapilan rutin tarama testleri arasina,
HPVB19 DNA’sinin molekiiler biyoloji yontemle-
riyle aragtirilmasinin gerekliligi, ozellikle transfiiz-
yon yapilan immunsuprese hasta guruplarinda olusa-
bilecek reinfeksiyonlart onleme agisindan yararl
olacag1 goriilmektedir..
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