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KOPSAVILKUMS

Dzilo elpcelu slimibas, ko var izraisit virusu infekcija, ir biezs c€lonis bérnu saslimsanai
pasaulé un Latvija. Cilvéka bokavirusa pirmais tips (HBoV1) ir viens no iesp&jamajiem
infekciozajiem agentiem, tomér ta loma slimibu izraisiSana joprojam ir neskaidra.

ST pétijuma mérkis bija noskaidrot HBoV1 iesaisti un sastopamibu dzila respiratora
trakta infekcijas gadijuma b€rniem, kuri hospitalizéti ar akitu dzila respiratora trakta
infekciju.

Lietojot polimerazes kédes reakciju (PKR), HBoV1 genoma sekvences klatbttne
konstateta 33,33% parbauditajiem pacientiem.

Secinajums: HBoV1 varétu bt patogéns elpcelu slimibu gadijuma, jo $1 virusa genoma
sekvences klatbiitne, ko pavada augsta virusa slodze bez koinfekcijas ar citiem patog€niem,

biezi konstat&ta berniem, kuri hospitalizeti ar aktitu dzila respiratora trakta infekciju.

Atslegvardi: HBoV1, dzila respiratora trakta infekcija, PKR, reala laika PKR, RT-PKR.



SUMMARY

Lower respiratory tract diseases, which can be caused by virus infection, is common
cause of children morbidity around the world and in Latvia. Human bocavirus type one
(HBoV1) is one of the possible infectious agents, though its role in causing the diseases is still
unclear.

The aim of this study was to determine the involvement and frequency of HBoV1 in
hospitalized children with acute lower respiratory tract infection.

Using polymerase chain reaction (PCR) HBoV1 genome sequence was found in 33.33%
of analysed patients.

Conclusion: HBoV1 could be as a pathogen in respiratory tract diseases, due to the
frequent detection of the virus genomic sequences, accompanied by a high viral load and
absence of co-infections with other pathogens in hospitalized children with acute lower

respiratory diseases.

Keywords: HBoV1, lower respiratory tract infection, PCR, real-time PCR, RT-PCR.



APZIMEJUMU SARAKSTS

ARTI — akdita respiratora trakta infekcija

ARVI — akiita respiratora virusa infekcija

B19 — cilveka parvoviruss B19

bp — bazu pari

BPV — liellopu parvoviruss

DNS — dezoksiribonukleinskabe (deoxyribonucleic acid — DNA)
dNTP — dezoksiribonukleotidfosfats

HBoV — cilvéka bokaviruss

HBoV1 — cilvéka bokavirusa pirmais tips

HBoV2 — cilvéka bokavirusa otrais tips

HBoV3 — cilvéka bokavirusa tresais tips

HBoV4 — cilveka bokavirusa ceturtais tips

hMPYV — cilvéka metapneumoviruss

HSV — herpes simpleksa viruss

kb — kilobaze

KDNS — komplementara dezoksiribonukleinskabe (complementary deoxyribonucleic acid —
cDNA)

MgCl, — magnija hlorids

MRNS — mesendzera ribonukleinskabe (messenger ribonucleic acid — mRNA)
MVC — sunu parvoviruss

MVM - pelu miniites viruss

NFA — nazoarengialais aspirats (nasopharyngeal aspirante — NPA)
nm — nanometrs

NP1 — kodola fosfoproteins 1

NS1 — nestrukturalais proteins 1

ORF — atvertas lasiSanas zonas (open reading frame)

PBMC — periféro asinu mononuklearas $iinas

PKR — polimerazes kédes reakcija (polymerase chain reaction — PCR)
PPV — ciiku parvoviruss

RNS - ribonukleinskabe (ribonucleic acid - RNA)

rRNS — ribosomala ribonukleinskabe (ribosomal ribonucleic acid — rRNA)



RSV — respiratori sincitialais viruss

RT-PKR - reversas transkripcijas polimerazes k&des reakcija (reverse transcription
polymerase chain reaction — RT-PCR)

SD - standartnovirze

SDS — natrija dodecilsulfats

sSDNS — vienpavediena dezoksiribonukleinskabe (single stranded deoxyribonucleic acid —
sSDNA)

VP1 — virusa proteins 1

VP2 — virusa proteins 2
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IEVADS

Dzilo elpcelu slimibas, ko biezi izraisa virusu infekcija, ir viens no galvenajiem
iemesliem b&rnu saslim$anai un mirstibai visa pasaulé. Amerikas Savienotajas Valstis katru
gadu aptuveni 30000 bérnu pirma dzives gada laika tiek hospitalizéti ar dzilo elpcelu virusu
infekciju. Jaunattistibas valstis katru gadu apméram 1,9 miljoni b&rnu mirst no akiitas
respiratora trakta infekcijas (ARTI) (Hustedt and Vazquez 2010), kas ir aktuala probléma ari
Latvijas bérnu populacija. Galvenie virusi, kurus saista ar dzilo elpcelu infekciju bérniem, ir
respiratori sincitialais viruss (RSV), paragripas viruss, adenoviruss un gripas viruss. Pieradits,
ka koronaviruss un rinoviruss, ko uzskata par aug$€jo elpcelu infekcijas izraisitajiem, ir
sastopami ar1 dzilo elpcelu infekcijas gadijuma. Turklat tagad par iesp&jamajiem dzilo elpcelu
infekcijas izraisitajiem berniem tiek uzskatiti arT nesen atklatie cilvéka metapneimoviruss
(hMPV) un cilvéka bokaviruss (HBoV) (Hustedt and Vazquez 2010).

HBoV ir jauns viruss, kas atklats 2005. gada Zviedrija koncentréta rikles aspirata
parauga, kas nemts no pacientiem ar akiitam elpcelu slimibam. Tas pieder pie Parvoviridae
dzimtas, Parvovirinae apaksdzimtas un Bocavirus gints. HBoV ir mazs viruss bez apvalka,
tam ir ikosaedriskas simetrijas kapsids ar ~5,3 kb garu vienpavediena DNS genomu, kas satur
tris atvertas lasiSanas zonas (ORF). Pirmas divas ORF kodg nestrukturalos proteinus NS1 un
NP1, bet tresa ORF kodg divus virusa kapsida proteinus VP1 un VP2 (Allander et al. 2005).

Ir izolétas Cetras dazadas HBoV sugas: HBoV1 primari infice elpcelu epitéliju un tiek
saistits ar elpcelu slimibam, bet HBoV2, HBoV3, HBoV4 primari inficé kunga-zarnu traktu
un galvenokart atrod feécu paraugos. HBoV2 un HBoV3 tiek saistiti ar gastroenteritu (Jartti et
al. 2012). Lidz Sim parliecinosi pieradijumi par HBoV asociaciju ar respiratora trakta
infekciju un akiitu gastroenteritu ir nepilnigi. HBoV meédz saistit ar dazadam kliniskam
izpausmém: drudzi, klepu, rinoreju, sék$anu, bronhiolitu, pneimoniju un gastroenteritu. S
virusa sastopamiba vidéji ir no 0,8 Iidz 25% cilvékiem populacija kopuma (Li et al. 2013;
Liisebrink et al. 2009; Lee et al. 2007).

Izmantojot PKR metodi, HBoV genoma sekvenci atrod dazados paraugos: elpcelu
uztriepju, fécu, seruma, mandelu, siekalu, urina, muguras smadzenu Skidruma un pat upju
tdenu un notekiidenu paraugos (Mori et al. 2013; Jartti et al. 2012). P&tijumos zino par HBoV
DNS konstatésanu nazofarengialo aspiratu (NFA), seruma, fé¢u un urina paraugos, kas nemti
no pacientiem ar novajinatu imunitati, un HBoV DNS sastopama pat asinu paraugos (Renaud
et al. 2011). Pret€ji HBoV1, HBoV2-4 galvenokart atrod cilvéka féces, bet retos gadijumos -
elpcelu sisteéma. Lai gan HBoV1 ir konstatéts visas vecuma grupas, tomér parsvara to atrod

bérniem ar elpcelu slimibam vecuma no seSiem lidz 24 méneSiem ziemas un pavasara
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ménesos. Asins paraugu analiz€Sana un sasniegumi serodiagnostika liecina, ka HBoV1 varétu
bt elpcelu patogéns (Jartti et al. 2012).

Kops$ pirma zinojuma par HBoV atradi, ta klatbiitni bérniem ar ARTI apraksta visa
pasaulé vairak neka 200 publikacijas. Lielakaja dala pétijumu analizé tikai HBoV izplatibu,
tadgjadi saistiba starp HBoV un elpcelu slimibam ir neskaidra. Daudzos pétijumos atklaj lielu
HBoV koinfekciju skaitu, kas HBoV asociaciju ar slimibam padara vél sarezgitaku (Schildgen
et al. 2008). Publicétie petijumi, kuros parada HBoV klatbttni ne tikai b&rniem ar dzila
respiratora trakta saslimS$anu vai akiitu gastroenteritu, bet ar1 asimptomatiskiem b&rniem, ari
rada neskaidribu par virusa patogenitati (Liisebrink et al. 2009). P&tijumi par HBoV un ta
¢etru sugu cirkulésanu Latvijas populacija lidz §im nav veikti, tade] Latvija §is pétijums ir
unikals un tam ir biitiska nozime.

ST pétijuma mérkis bija noskaidrot HBoV1 iesaisti un sastopamibu dzila respiratora
trakta infekcijas gadijuma bérniem, kuri hospitalizéti ar akiitu dzila respiratora trakta
infekciju.

Merka sasniegSanai izvirziti $adi uzdevumi:

1. Izolet DNS no NFA, pilnam asinTm un no $tnam brivas asins plazmas, ka art izolét
RNS no periféro asipu mononuklearajam $inam (PBMC) un sintezét kDNS
hospitalizétiem bérniem ar nezinamas izcelsmes akiitu dzila respiratora trakta infekciju
infekciju.

2. Noteikt HBoV1 genoma secibas klatbiitni izol€taja DNS un sintezétaja kKDNS bérniem
ar nezinamas izcelsmes akiitu dzila respiratora trakta infekciju.

3. Noteikt HBoV1 slodzi bérniem ar nezinamas izcelsmes akiitu dzila respiratora trakta
infekciju.

4. Noteikt HBoV1 infekcijas saistibu ar kliniskajam izpausmém bérniem ar nezinamas

izcelsmes aktitu dzila respiratora trakta infekciju.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Cilvéka bokavirusa atklasana

Zinatnieks Tobias Allanders ar kolégiem 2005. gada Zviedrija, Stokholma atklaja
cilveéka bokavirusu. HBoV atrasts Karolinskas Universitates laboratorija, rikles aspiratu
paraugos no pacientiem ar akitam elpcelu slimibam, kuri eksperimenta ieklauti pec
nejausibas principa. HBoV atklats izmantojot inovativu molekularo virusu skrininga metodi,
kas ieklauj piecus posmus: 1) enzimatiska un mehaniska saimniekorganisma DNS
samazinasana, lai palielinatu virusu nukleinskabes daudzumu, 2) iegiitas DNS amplifikacija ar
,random PCR”, 3) PKR produktu klon&Sana, 4) klonu sekvencéSana, 5) sekvencéSanas
rezultatu automatizéta redig€Sana un datubazu mekléSana. Tehnologija piemérota, lai
analizétu paraugus, kas iegiiti no cilvéka elpceliem. Eksperimenta atklaja septinas virusu
sugas, starp kuram bija ari parvoviruss, ko nosauca par HBoV1. Retrospektiva pétijuma
HBoV1 atklats 17 no 567 (3,1%) parbauditajos paraugos, no kuriem 14 paraugos citi virusi
netika atrasti, kas norada uz HBoV1 ka infekciozo agentu dzilo elpcelu slimibam b&rniem
(Allander et al. 2005).

Paris gadus vélak, izmantojot So pasu metodi, atklaja HBoV2-4. 2009. gada zinatnieks
J. L. Arthur ar kolégiem atklaja HBoV2 un HBoV3, savukart 2010. gada zinatnicks A.
Kapoor ar kolggiem atklaja HBoV4. Sis virusa sugas, atskiriba no HBoV]1, tika atrastas DNS,
kas izol&ta no fecu paraugiem (Arthur et al. 2009; Kapoor et al. 2010).

1.2. Cilvéka bokavirusa taksonomija

HBoV pieder pie Parvoviridae dzimtas, Parvovirinae apaksdzimtas un Bocavirus gints
(Schildgen et al. 2008). Balstoties uz HBoV genoma struktiiras un aminoskabju secibas
lidzibu ar liellopu parvovirusu (BPV) un sunu parvovirusu (MVC), kas ari pieder pie
Bocavirus gints, HBoV Kklasificé ka bokavirusu (Allander et al. 2005). Izskir ¢etrus HBoV
tipus: HBoV1, HBoV2, HBoV3 un HBoV4 (de Sousa et al. 2012). Pirms HBoV
identificésanas, cilvéka parvoviruss B19 (B19), kas pieder Parvoviridae dzimtai,
Parvovirinae apaksdzimtai, Erythrovirus gintij, bija vienigais zinamais cilvéka patogéns
parvovirusu dzimta. Bérniem B19 izraisa infekciozo erit€mu, bet pieaugusajiem B19 saista ar
spontano abortu, nedzimuS$a augla navi, akiitu simetrisko poliartrofiju un vairakam

autoimiinam slimibam (Liisebrink et al. 2009).



1.3. Cilveka bokavirusa struktiira un genoms

Elektronu mikroskopija parada, ka HBoV struktiira ir tipiska Parvoviridae gintij, kas ir
ikosaedriskas simetrijas bezapvalka kapsids ar diametru ~25 nm (1. att.). HBoV genoms kodg
nestrukturalo proteinu NS1 un, bokavirusiem unikalo, kodola fosfoproteinu NP1, ka ar1 divas
galvenas strukturalas olbaltumvielas VP1 un VP2 (Jartti et al. 2012). HBoV kapsids sastav no
60 strukturalo proteinu kopijam (Gurda et al. 2010).

HBoV1 ir vienpavediena DNS (ssDNS) genoms, kas sastav no 5543 nukleotidiem, ar
labas puses ,,matadatas” struktiru un kreisas puses ,,matadatas” strukturu (Tewary et al.
2013).

Pamatojoties uz pétijumiem par cilvéka parvovirusu B19, VP2 vienibas veido apméram
95% no kapsida (Ozawa et al. 1987). AtlikuSos ~5% no kapsida struktiiras veido nelieli
proteini, kuru veids ir atkarigs no virusu sugas. Visi satur nelielu daudzumu VP1 molekulu,
bet dazas sugas, piem&ram, pelu minites viruss (MVM) un ciiku parvoviruss (PPV), satur art
VP3, kas veidojas no VP2 proteolitiskas $kelSanas cela (Kerr 2006). Dazas HBoV1 VP2
molekulas, iesp&jams ari tiek saskeltas, lai veidotu VP3 (Cecchini et al. 2009). Izpétits, ka
asins seruma sastopamo HBoV1 antivielu mérka molekula ir virusa kapsida olbaltumviela
VP2 (Jartti et al. 2012).

Visi parvovirusi kod€ nestrukturalos proteinus NS1, kam ir batiska loma virusa
replikacija un virusa kapsida veidoSana. NS1 varétu biit ar1 citas funkcijas, piem&ram, Siinu
cikla apstadinasana, Stnu apoptoze€, DNS bojajumu atbildes reakcija, virusa un Stnu génu
ekspresijas transaktivacija un iedzimtas imunitates modulacija. HBoV1 NS1 proteins satur N-
terminalo DNS saistiSanas/endonukleazes doménu, centralo helikazes doménu un C-terminalo
cinka pirksta doménu (Tewary et al. 2013).

HBoV genoms, tapat ka paré&jiem Bocavirus gints locekliem, iever tris atvértas lasiSanas
zonas (ORF). Pirma ORF 5' gala kod€ nestrukturalo proteinu NS1. Nakama ORF, kas ir
unikala HBoV, kodg otro nestrukturalo protetnu NP1, kura funkcija nav zinama. Tresa ORF 3'
gala kode divus strukturalos virusa kapsida proteinus VP1 un VP2. HBoV virusa proteiniem ir
42% un 43% aminoskabju sekvencu identitate ar atbilstoSajiem lielopa parvovirusa un sunu
minites virusa virusa proteiniem. HBoV2 un HBoV3 genoma proteinu identitate ar HBoV1
proteiniem ir attiecigi: ~ 80 un 90% ar NS1, ~ 70 un 80% ar NP1, ~ 80 un 80% ar VP
proteiniem (Gurda et al. 2010).

Lipidu membranas trukums un vispargji vienkarsa struktiira padara parvovirusu kapsidu

arkartigi izturigu pret argjas vides izmainam (Brauniger et al. 2000).
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1. attéls. Parvovirusa struktura.

(http://viralzone.expasy.org/all_by species/567.html)

Figure 1. Structure of parvovirus.

(http://viralzone.expasy.org/all_by species/567.html)

1.4. Cilveéka bokavirusa epidemiologija

HBoV1 atklasana paraugos, kas nemti no bérniem ar elpcelu slimibam, strauji veicinaja
papildus pétijumu veiksanu, lai noteiktu virusa klatbiitni elpcelu paraugos. Ta ka parsvara
pétijumos paraugi tiek nemti no simptomatiskiem pacientiem, bet tikai retos gadijumos ar1 no
asimptomatiskiem individiem, tad lielaka dala p&tjjumu ir versti uz HBoV1 izplatibu (Jartti et
al. 2012).

HBoV1 izplatiba pasaulé vid&ji ir no diviem lidz 22% elpcelu uztriepju paraugos, kas
nemti NO pacientiem ar akitu elpcelu slimibu, kas jaunaki par diviem gadiem (Li et al. 2013).

Ir veikti pétijumi, kuros HBoV1 infekcija, salidzino$i augsta limeni, konstatéta
asimptomatiskiem bérniem. P&tjjuma, kas veikts ASV, HBoV1 infekcija konstatéta 20 no 45
(44%) deguna uztriepju paraugos, kas nemti no asimptomatiskiem pacientiem (Martin et al.
2010). J. Longtin ar kolégiem sava pétijuma konstate HBoV DNS 43 no 100 (43%) NFA, kas
nemti no bérniem, kuriem veikta planota kirurgiska operacija (galvenokart ausu, deguna un
rikles operacijas) un, slimnica stasanas bridi, pacientiem nav bijusi raksturigie elpcelu slimibu

simptomi vai drudzis (Longtin et al. 2008).
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HBoV1 klatbatni konstaté ari fe¢u un urina paraugos. F. Pozo ar kolégiem HBoV1 DNS
detekté urina paraugos, kas nemti no bérniem ar dzila respiratora trakta infekciju (Pozo et al.
2007). Kada pétijuma Spanija, HBoV1 DNS klatbiitni detekté fée¢u paraugos, kas nemti no
bérniem (jaunaki par tris gadiem) ar gastroenteritu, turklat Siem b&rniem nav bijusi elpcelu
infekciju simptomi (Vicente et al. 2007).

Izmantojot PKR metodi, HBoV genoma secibas klatbiitni detekte ne tikai paraugos, kas
nemti no elpceliem un fécu paraugos, bet ar1 seruma, mandelu un siekalu paraugos, ka art
upju tdenos un notekiidenos (Jartti et al. 2012). Ir veikts p&tijums, kura HBoV1 un HBoV2
genoma secibas atrod muguras smadzenu Skidruma paraugos, kas pemti no b&rniem ar
encefalitu (Mitu et al. 2012). V. Schildgen ar kolégiem HBoV1 DNS klatbiutni konstate
plausu audzgja un kolorektala audzgja audu paraugos (Schildgen et al. 2013).

Saskana ar lidzSin€jiem petijumiem, HBoV1 infekcija loti bieZi sastopama agra bérniba.
Vertikalas antivielu nodoSanas dél, HBoV seropozitivitate ir izplatita zidainiem, kuri jaunaki
par diviem méneSiem, bet pec tam ta samazinas. Atklats, ka zems antivielu l[imenis saglabajas
b&rniem no sesu [idz 12 meéneSu vecumam, p&c kura seropozitivitate palielinas lidz seSu gadu
vecumam, kad gandriz visiem bérniem ir HBoV1 antivielas. Lielakajai dalai pieauguso ir
atrodamas antivielas pret HBoV1, nemot véra, ka ta ir biezi izplatita infekcija (Jartti et al.
2012).

HBoV2, HBoV3, HBoV4 genoma secibu klatbiitni galvenokart atrod DNS, kas izoléta
no fécém. HBoV2 un, iespgjams, HBoV3 ir saistiti ar gastroenteritu. No $im sugam, HBoV2
ir visizplatitakais ar biezumu lidz 26% cilvékiem, kam seko HBoV3 (5%) un HBoV4 (2%).
HBoV picaugusajiem atrod retak neka berniem, attiecigi HBoV2 - 4%, HBoV3 - 1% un
HBoV4 - 1% (Jartti et al. 2012). Trijos pétijumos HBoV2-4 atrod ari DNS paraugos, kas
izol&ti no elpcelu uztriepém (Han et al. 2009; Song et al. 2010; Koseki et al. 2012).

Fécu paraugos HBoV3 konstaté retak neka HBoV2, bet HBoV3 bieZzums var parsniegt
HBoV1 biezumu. Somija veikta pétijuma, kura ieklauti apmeéram 900 bérni ar gastroenteritu,
HBoV1-3 konstaté attiecigi — 6%, 3% un 1% bérniem (Risku et al. 2012). V&l plasaka
pétijuma Lielbritanija, kura ieklauti 2256 pacienti ar gastroenteritu, HBoV1-3 konstaté

attiecigi — 3%, 22% un 7% gadijumos (Nawaz et al. 2012).
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1.5. Cilveka bokavirusa saistiba ar elpcelu slimitbam

HBoV1 definé ka vienu no iesp&jamajiem akitu elpcelu slimibu izraisoSiem agentiem
(Allander et al. 2005). Literatiiras dati liecina, ka HBoV1 genoma sekvences klatbttni
lielakoties konstaté paraugos, kas iegiti no bérniem. Liisebrink p&tnieku grupa apkopojusi
informaciju, ka biezakie kliniskie simptomi, ko saista ar HBoV1 ir s€kSana, drudzis,
bronhiolits un pneimonija. Ir dokumentéti arT gadijumi, kuros HBoV1 atrod bérniem bez
raksturigajiem simptomiem, tomér Sajos gadijumos HBoV1 koncentracija parauga ir
salidzinoSi zema. J. Liisebrink sava raksta min pieméru, ka 17% b&rniem ar ARTI, un 5%
asimptotiskiem b&rniem konstate HBoV1 DNS klatbttni parauga (Liisebrink et al. 2009).

X. Lu un lidzautori paudusi ideju, ka HBoV varétu but atrodams mandelu limfocitos un
vina pétijuma 32,2% limfocttu paraugos konstatéts HBoV (Lu et al. 2008).

Petijuma, kas veikts Japana, HBoV1 genoma secibu atrod 18 no 318 (5,7%) elpcelu
uztriepju paraugos, no pacientiem ar dzilo elpcelu infekciju. Petijuma ieklautajiem pacientiem
netika konstatets cilvéka respiratori sincitialais viruss, gripas viruss (A un B tips), ka arl
cilvéka metapneimoviruss. Pacientu vecums, kuru paraugos atrod HBoV1 genoma sekvenci,
ir no septiniem ménesiem lidz tris gadiem un autori pauz ideju, ka bérnus Iidz piecu ménesu
vecumam pret HBoV infekciju pasarga antivielas, ko iegiist no mates (Ma et al. 2006). Tomér
petijuma, kas veikts Satida Arabija, HBoV1 genoma secibu konstaté divos paraugos, kas
nemti no divus un Ceturus meneSus veciem b&rniem. Tas norada uz HBoVL1 infekcijas
iesp&jamibu arT bérniem, kas jaunaki par pieciem ménesiem (Abdel-Moneim et al. 2013).

Pasreizgjas zinasanas par HBoV1 infekcijas gadijumiem liecina, ka dazkart tas eksisté
ka pasazieris, bet dazkart ka patogéns ARTI gadijuma, turklat diagnozi nevar balstit tikai uz
kvalitativas PKR rezultatiem, kas iegiiti, izmantojot elpcelu uztriepju paraugus. Zinams, ka
daudzos pétijumos konstaté saistibu starp elpcelu slimibam un augstu HBoV1 DNS kopiju

skaitu, vai HBoV1 monoinfekciju paraugos (Debiaggi et al. 2012).

1.6. Cilveka bokavirusa saistiba ar gastroenteritu

Ir zinams, ka bocavirus gints virusi MVC un BPV izraisa kunga - zarnu trakta infekciju
supiem un teliem. Lai gan vairakos pétjjumos HBoV atrod fécu paraugos, kas iegiiti no
bérniem ar akiitam kunga - zarnu trakta slimibam, tomér ta infekcioza loma ir neskaidra

(Liisebrink et al. 2009).
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Kada pétijuma Vacija, HBoV genoma sekvenci atrod 14 no 307 (4,6%) DNS paraugos,
kas izoléti no féfu paraugiem, bérniem ar gastroenteritu (Campe et al. 2008). Vairakos
pétijumos zino par biezu HBoV koinfekcijas sastopamibu vienlaicigi ar citiem gastroenteritu
izraisoSiem virusiem, kas norada, ka HBOV nav vienigais gastroenterita c€lonis b&rniem
(Cheng et al. 2008). J. I. Lee un lidzautori 2007. gada zino par HBoV atradi astonos no 962
(0,8%) DNS paraugos, kas izoléti no fécém, b&rniem ar akiitu gastroenteritu. Pacientu
vecums, kuriem atrod HBoV infekciju varié no septiniem Iidz 22 ménesSiem. Visiem astoniem
pacientiem kopiga kliniska pazime ir caureja, pieciem pacientiem ir drudzis, trim vemsana un
diviem - rinoreja un klepus (Lee et al. 2007). Kada no jaunakajiem pé&tijumiem, kas veikts
Cile, HBoV detekte 89 no 462 (19,3%) fedu paraugos, kas ievakti no bémiem (vecums -
jaunaki par pieciem gadiem), kas hospitalizéti ar akiitu gastroenteritu. Klinisko izmeklgjumu
laika pacientiem netika konstateti respiratora trakta slimibu simptomi un pétijuma ieklava
paraugus, Kkuros netika konstatéta rotavirusa, kalicivirusa, adenovirusa un astrovirusa
klatbutne (Levican et al. 2013).

S. Nawaz pétnieku grupa apSauba HBoV ka infekciozo agentu gastroenterita gadijuma.
Vini sava pétijuma izolé DNS no 4380 fecu paraugiem (2256 paraugi no pacientiem ar
gastroenteritu un 2124 paraugi no asimptomatiskas kontroles grupas). HBoV DNS detekté
149 (6,6%) paraugos no pacientiem ar gastroenteritu un 175 (8,2%) kontroles grupas
paraugos. Tapat HBoV koinfekciju ar citiem patogéniem konstaté 59,1% pacientiem ar

gastroenteritu un 49,7% kontroles grupas individiem (Nawaz et al. 2012).

1.7. Cilvéka bokaviruss un koinfekcijas

Pacientu DNS paraugos, kas satur HBoV genoma sekvenci, biezi konstatéjama
koinfekcija ar citiem patogéniem. DNS paraugos, kas nemti no elpceliem koinfekciju biezums
var sasniegt 83% un DNS paraugos, kas nemti no féce€m Iidz pat 100% (Jartti et al. 2012).

M. Debiaggi apkopojusi informaciju, ka HBoV infekcija biezi médz veidot koinfekciju
ar citiem patogéniem, piemeram, rinovirusu (HRV), adenovirusu, respiratori sincitialo virusu
(RSV), ka arT ar baktérijam, pieméram, Streptococcus spp un Mycoplasma pneumoniae.
HBoV biezie koinfekciju gadijumi liek apsaubit HBoV ka patiesu patogénu (Debiaggi et al.
2012).

Kada petijjuma Kenija, HBoV1 genoma sekvence atrasta septinos no 384 (1,8%)
nazofarengialo uztriepju paraugos, kas nemti no bérniem ar augsejo elpcelu infekciju. DNS

paraugos, kuros atrod HBoV1 genoma sekvenci, konstatéta koinfekcija ar citiem patogéniem:
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ar paragripu 3, adenovirusu, enterovirusu un herpes simpleksa virusu (HSV) (Misigo et al.
2014).

Vicente et al. sava petijuma 25 no 40 (62,5%) NFA DNS paraugos, kas nemti no
bérniem ar akitu respiratora trakta infekciju, atrod HBoV genoma sekvenci un konstate
koinfekciju ar citiem virusiem: ar respiratori sincitialo virusu (13 paraugos), rinovirusu (trijos
paraugos), gripas A tipu (trijos paraugos), koronovirusu OC43 (divos paraugos), adenovirusu
(viena paraugd), gripas B tipu (viena parauga), respiratori sincitialo virusu un koronovirusu
OC43 (viena parauga), gripas A tipu un rinovirusu (viena parauga). Saja pa$a pétijuma 28 no
48 (58,3%) DNS paraugos, kas izoléti no fécém, kas nemtas no bérniem ar gastroenteritu,
konstaté koinfekciju ar citiem patogeniem: ar Salmonella enteritidis (viena parauga),
Campylobacter jejuni (piecos paraugos), rotavirusu (14 paraugos), noravirusu (septinos

paraugos), Campylobacter jejuni un norovirusu (viena parauga) (Vicente et al. 2007).

1.8. Cilvéka bokavirusa transmisija

Cilvéka bokavirusa transmisijas cel$ nav skaidri zinams, tomér infic€Sanas ar
parvovirusiem parasti notiek gaisa pilienu cela vai nonakot saskarsmé ar inficétam krépam,
fécém vai urinu. Iesp&jams, ka HBoV1 ar izplatas $ada veida, jo virusa DNS atrod dazada
biologiska materiala paraugos. Intrauterinas infic€Sanas iesp&jamiba ir maz ticama, topo$o

maminu augsta imunitates limena dél (Jartti et al. 2012).
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2. METODIKA

2.1. Pacienti un paraugi

Pétijums veikts atbilstosi droSibas standartiem, ar Rigas Stradina Universitates Etikas
komitejas atlauju, kas izsniegta 2013. gada 30. maija. Pirms izp&tes visu pacientu vecaki deva
rakstisku piekrisanu dalibai p&tijuma.

Pétijuma ieklauti 33 bérni [22 (66,6%) viriesi un 11 (33,3%) sievietes, vid&jais vecums
22 (SD £13) ménesi], kuri ievietoti VSIA Bérnu kliniskas universitates slimnicas Infekcijas
slimibu klinika ar neskaidras izcelsmes akiitu dzila respiratora trakta infekciju. P&tijjuma
iecklautajiem pacientiem noteiktas $adas kliniskas diagnozes: kreisas puses pneimonija, labas
puses pneimonija, abpus€ja pneimonija, akiits bronhits, akiits laringits, otits, neprecizéta akiita
elpcelu slimiba, akiita respiratora virusa infekcija (ARVI), konjunktivits, akiits obstruktivs
bronhits, rinofaringits un bronhiala astma uzliesmojuma perioda. Visiem pacientiem, paraugu
nemsanas bridi, bija drudzis (T > 38° C). Sertificéts medicinas personals, atbilstosi
standartiz€tam protokolam, no pacientiem pan€ma periféro asinu un nazofarengialo aspiratu

(NFA) paraugus un nogadaja tos laboratorija.

2.2. DNS sagatavoSana un parbaude

DNS izolésanai izmantoja 500 ul atkausétu pilno asinu un 200 pl no $tnam brivas asins
plazmas un 200 pul NFA paraugus. Lai liz&tu $iinas, asinu un NFA paraugiem pievienoja vienu
ml liz&joSo buferi. Paraugus samaisija un centrifugg€ja 10000 apgr./min. tris min., lai SGnas
nogulsnétu. Nocentrifugétajiem paraugiem nonéma supernatantu un nogulsném pievienoja
proteinazes K buferi proteinu skelSanai (80 ul asinim un NFA, 100 ul plazmai), 20% natrija
dodecilsulfata (SDS) (20 pl asinim, 25 ul plazmai un 35 ul NFA), proteinazes K fermentu (15
ul asinim un plazmai un 20 pl NFA) un 3x destilétu @ideni Iidz 0,5 ml atzimei. Paraugus

samaisija un inkubgja vismaz Cetras stundas 55°C temperatiira.
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2.3. DNS izolésana

DNS izolésanai izmantoja fenola — hloroforma metodi. Paraugam pievienoja 0,5 ml
fenola. DNS ekstragéSanai paraugu 10 min. viegli maisija, kam sekoja parauga centrifugéSana
10000 apgr./min. 10 min. P&c centrifug€Sanas supernatantu (idens/DNS fazi) parnesa jauna
stobrina, tam pievienoja 250 pl fenola un 250 ul hloroforma, ekstraggja 10 min. un
centrifuggja 10000 apgr./min. 10 min. Supernatantu parnesa jauna stobrina, kam pievienoja
0,5 ml hloroforma, paraugu ekstragéja un centrifug€ja tapat, ka minéts ieprieks. Supernatantu
parnesa jauna stobrina, NFA un plazmas paraugam pievienoja 0,5 ul glikogénu. DNS
izgulsnésanai pievienoja vienu ml ledusaukstu 96% etanolu un paraugu centrifugéja 14000
apgr./min. 15 min. +4°C temperatiird. P&c centrifug€Sanas no stobrina izlgja 96% etanolu,
pievienoja vienu ml 70% etanolu un centrifugéja 14000 apgr./min. 15 min. +4°C temperatiira.
Péc tam nolgja etanolu un paraugu Zav€ja istabas temperatiira. DNS $kidinaja, paraugam
pievienojot molekularas biologijas tiribas tideni. Paraugu Tslaicigi glabaja +4°C temperatiira,

bet ilgstosi -20°C temperatiira.

2.4. RNS izolésana

RNS izoléSanai no periféero asinu mononuklearajam $tnam (PBMC) izmantoja
atsaldétas PBMC, kam pievienoja 500 ul Tri - Reagenta $tinu liz€$anai. Paraugam pievienoja
200 pl hloroforma, maisija 15 s un inkub&a 15 min. istabas temperatiira. Tad paraugu
centrifuggja 12000 g 15 min. +4° C temperatiira, supernatantu parnesa jauna stobrind un
pievienoja 250 pl izopropanola. Paraugu samaisija un inkub&ja 10 min. istabas temperatiira,
centrifuggja 12000 g astopas min. +4° C temperattra, pievienoja vienu ml 75% etanola,
samaisija un centrifuggja 7500 g piecas min. +4° C temperatiira. Paraugam nol€ja etanolu un
zaveja tris lidz piecas min. istabas temperatiira, tad RNS $kidinaja, pievienojot 30 ul DEPC

udeni.
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2.5. DNS un RNS koncentracijas noteikSana

DNS un RNS daudzuma noteikSanai parauga izmantoja spektrofotometrijas metodi.
DNS un RNS koncentraciju mérija ar ,, NanoDrop” spektrofotometru, kas méra Skidruma
elektromagnétisko spraigumu. Lietojot programmu ND1000, noteica nukleinskabes
koncentraciju 260 nm vilpu garuma. legutos rezultatus izteica DNS un RNS ng/pl —
nanogrami mikrolitra. Iegiitas DNS un RNS tiribu parada attieciba 260/280, kura tirai DNS ir
aptuveni 1,8, bet RNS - aptuveni 2,0.

2.6. KDNS sintezésana

Komplementaro DNS (KDNS) sintezgja ar reversas transkriptazes polimerazes kédes
reakciju (RT-PKR), izmantojot komerciali pieejamu firmas Thermo Scientific KDNS sintézes
komplektu (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit). kDNS sintézi veica atbilstosi
razotaja protokolam. Sterilos, nukleazes brivos stobrinos, kas novietoti uz ledus, sekojosa
seciba iepildija:

¢ 0,1 ng — 5 pg no kopgjas RNS;
e 1 ul oligo (dT);g praimeri;
e nukleazes brivu tideni (lai kopgjais tilpums batu 12 pl).

Maistjumu viegli samaisija, centrifugg€ja un inkubgja 65°C temperatiira piecas min. P&c
inkubé&sanas atdzesgja uz ledus. Talak paraugam pievienoja reagentus sekojosa seciba:

e 4 ul Reakcijas buferis (5x Reaction Buffer);

¢ 1 ul RNazes inhibitors (RiboLock RNase Inhibitor (20 u/ul));

o2 ul ANTP maisijums (10 mM dNTP Mix);

e 1 ul Reversa transkriptaze (RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase (200
u/pl)).

Paraugu samaisija un centrifug€ja. Lai sintez€tu kDNS, paraugu inkubgja 42°C
temperattira 60 min. Sinté€zes reakciju apturéja paraugu karsgjot 70°C temperatiira piecas min.

Islaicigi paraugu glabaja -20°C temperatiira, bet ilgstosi glabaja -70°C temperatiira.
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2.7. DNS un kDNS kvalitates noteik§ana

kDNS parauga, kas izoléts no PBMC un DNS parauga, kas izol&ts no pilnam asinim vai
no $tinam brivas asins plazmas, vai NFA, kvalitati noteica ar PKR, nosakot B-globina géna
sekvences klatbutni taja. Par kvalitativu DNS, kas izoléta no pilnam asinim vai NFA,
uzskatija, ja PKR produkta konstatéta 3-globina géna sekvences klatbtitne ar izmé&ru 200 bp.
Par kvalitativu DNS, kas izoléta no asins plazmas, uzskatija, ja PKR produktd netika
konstatéta [-globina géna sekvences klatbiitne, kas norada uz to, ka nav notikusi
kontaminacija ar S§tnu piemaisijumiem. [B-globina géna sekvences klatbiitni noteica ar
praimeriem:
GS268 5>-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3°
GS269 5’-TGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG-3’
25 p PKR amplifikacijas maisijuma pagatavosanai vienam paraugam izmantoja:
¢ 2.5 ul 10x PKR buferi;
o2 ul 25 mM MgCly;
¢ (0,5 ul 10 mM dNTP;
¢ (0,1 ul 100 uM GS268 praimeri,
0,1 ul 100 uM GS269 praimeri;
¢ 0,1 pl 5U/pul Taq polimerazi;
¢ 17,7 ul molekularas biologijas tiribas tideni;
e 2 ul DNS parauga (300 ng/reakcija).
Reakcijas apstakli:
Sakotngja denaturacija — 3 min. 95°C;
Amplifikacija (40 cikli):
1. DNS denaturacija — 30 sek. 95°C;
2. Praimeru hibridizacija — 30 sek. 55°C;
3. DNS sintéze — 45 sek. 72°C;
Nosledzosa sinteze — 7 min. 72°C;

Uzglabasana — +4°C.
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2.8. HBoV genoma sekvences noteik§ana ar PKR

PKR izmantoja HBoV specifiskas virusa genoma sekvences noteikSanai DNS, kas
izol€ta no Siinam brivas asins plazmas, pilnam asinim, vai NFA, un kDNS, kas sintez&ta no
RNS, kas izoléta no PBMC. Lai izvairitos no iesp&jamas kontaminacijas, izmantoja tidens

kontroli p&c katriem pieciem paraugiem. HBoV PKR veica saskana ar T. P. Sloots et al. 2006.

HBoV NSI géna sekvences noteikSanu veica ar HBoV01.2. un HBoV02.2. praimeru
komplektu, kas komplementari NS1 génam, saskana ar T. P. Sloots et al. 2006.:
HBoV01.2. 5> - TATGGCCAAGGCAATCGTCCAAG - 3’
HBoV02.2. 5> - GCCGCGTGAACATGAGAAACAGA -3’
50 pl PKR amplifikacijas maisijuma pagatavosanai vienam paraugam izmantoja:
e 5 ul 10x PKR buferi;
o3 ul 25 mM MgCly;
¢ (0,5 ul 10 mM dNTP;
(0,2 ul 100 uM HBoVO01.2. praimeri;
(0,2 ul 100 uM HBoV02.2. praimeri;
¢ (0,2 ul 5U/pul Taq polimerazi;
¢ 38,9 ul molekularas biologijas tiribas tideni;
e 2 ul DNS parauga (50 ng/reakcija).
Reakecijas apstakli:
Sakotngja denaturacija — 15 min. 95°C;
Amplifikacija (45 cikli):
1. DNS denaturacija — 20 s 94°C;
2. Praimeru hibridizacija — 20 s 56°C;
3. DNS sintéze — 30 s 72°C;
Noslédzosa sintéze — 15 min. 72°C;

Uzglabasana — +4°C.
Par pozitivo kontroli PKR reakcijas izmantoja HBoV1 NS1 plazmidu (davinajums no

Prof. Hsin-Fu Liu) (Lin et. al. 2009). Amplifikacijas produktus analizg&ja elektroforétiski 1,7%
agarozes gela. Paredzamais PKR produkta izmérs bija 300 bp.
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2.10. Elektroforéze

Izoléto RNS un PKR amplifikacijas produktus analiz&ja agarozes gg&la, izmantojot
elektroforézes metodi, lai sadalitu un identificétu DNS un RNS fragmentu.
Iegiito RNS analiz&ja elektroforétiski 1% agarozes gela, kura pagatavosanai izmantoja:
¢ 1 g agarozes pulveri;
¢ 100 ml 1x Gly buferti;
¢ 5 ul etidija bromidu.
Vienam lidz tris ug RNS pievienojs 0,5 1idz tris reizes vairak Glyoxal Load Gye krasu
(atkariba no koncentracijas) un DEPC tdeni (lai kopgjais tilpums butu 10 ul), samaisija un

denaturgja 65°C 5 min. un vizualizgja gela.

PKR amplifikacijas produktus analizgja elektroforétiski 1,7% agarozes gela, kura
pagatavoSanai izmantoja:

e 1,7 g agarozes pulveri;
¢ 100 ml 1 x TAE buferi;
¢ 5 ul etidija bromidu.

Piecus pul parauga iekrasoja ar vienu ul 6x Loading dye krasu un ar mikropipeti uznesa
uz gela. Lai noteiktu amplifikacijas produkta izméru (bp), izmantoja markieri pUCI19
DNA/Mspl (Hpall) Marker 23.

legiitos rezultatus vizualizgja, izmantojot iekartu BioSpectrum MultiSpectral Imaging

System.

2.11. Reala laika PKR

Prezicai virusa daudzuma noteikSanai parauga, izmantoja reala laika PKR metodi,
lietojot firmas ,,Genesig” komerciali pieejamu komplektu, atbilstosi razotaja protokolam.
Reakcijas maisijuma pagatavosanai (15 pl) vienam paraugam izmantoja:

¢ 10 ul,,0asing” 2 x qPCR MasterMix, kuru pagatavoja atbildosi protokolam;
e 1 u HBoV praimera/zondes maisijums (HBoV Primer/Probe mix);
¢ 4 ul RNazes/DNazes brivs tidens (RNAse/DNAse free water).

Reakcijas maistjumam (15 pl) pievienoja piecus ul DNS parauga (25 ng/reakcija).
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Atbilstosi protokolam, p&c atSkaidijuma metodes, no pozitivas kontroles pagatavoja
seSus standartus:
e Standarts 1 (pozitiva kontrole) — 10 X 10° kopijas/reakcija;
e Standarts 2 — 10 x 10* kopijas/reakcija;
e Standarts 3— 10 x 10° kopijas/reakcija;
e Standarts 4 — 10 x 10° kopijas/reakcija;
e Standarts 5 — 100 kopijas/reakcija;
e Standarts 6 — 10 kopijas/reakcija.
Reakcijas apstakli:
Enzimu aktivacija — 15 min. 95°C;
Amplifikacija (50 cikli):
1. Denaturacija — 10 s 95°C;
2. Datu vakSana — 60 s 60°C.

2.12. Materiali

2.12.1. Reagenti

1. tabula
Reagenti.
Table 1
Reagents.
Reagents Receptiira Derigu ma Razotajs Razotajvalsts
termins
0,5ml 1M Tris B :
HCI, pH 7,6 Sigma ASV
Liz&josais buferis | 0,125 ml 2M B B B
(kopgjais tilpums MqgCl,
50 ml) 0,125 ml 4M B .
NaCl Sigma ASV
Destiléts H,O — — —
Proteinizes K 5,85 g NaCl - — _
roteinazes
buferis (kopgjais 23,98 ml 0,5M - Sigma ASV
. EDTA
tilpums 100 ml) —
Destiléts H,O - - -
Deoxyribonuclease Thermo _
! - - Scientific Lietuva
(DNase I)
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10x Taq buferis ar

Thermo

KCl - 09.2015. Scientific Lietuva
Thermo .
25mM MgCl, 09.2015. Scientific Lietuva
0,2mM dNTP - 06.2015. | hermo Lietuva
Scientific
5U/ul Taq
polimeraze DNA B Thermo .
Taq Polymerase 09.2015. Scientific Lietuva
(recombinant)
Agaroze — Top
Vision LE GQ - - The”T“? Lietuva
Agarose Scientific
10 ml 10x
NorthernMax®
1x Gly Gly Gel - Ambion ASV
elektroforézes Prep/Running
buferis (1L) Buffer
990 ml destiléts _ _ _
tdens
Etidija bromids — . _ .
1% JlO mg/ml - - Applichem Vacija
40 mM Tris
50x TAE 20 mM acetic
elektroforézes acid 08.2014. STherr!}c.) Lietuva
buferis 1 mM EDTA(20 clentific
ml 50x TAE, 980
ml destiléts H,0)
10 mM Tris —
HCI (pH 7,6)
0,03%
. Bromophenol +4°C — 12
gﬁtﬁiimg Dye blue meén. pec Thermo Lietuva
0,03% xylene atveérSanas Scientific
cyanol FF
60% glycerol 60
mM EDTA
1 pul
_ pUC19DNA/Msp
Elektroforezes | (Hpall)
markieris — 1 pl Marker, 23 B Thermo Lietuva
PUCIIDNA/Mspl 1l 6x Loading Scientific
(Hpall) Marker, 23 Dye Solution
4 ul destilets H,O
Proteinaze K Thermo .
ferments 11.2015. Scientific Lietuva
Glikogens — 20 Thermo .
— - L Lietuva
mg/mi Scientific
Fenols, pH 8,0 - 9men.pec | USB ASV
atvérSanas | Corporation
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3 gadus Fisher
Hloroforms - péc e Lielbritanija
o Scientific
atversanas
SDS skidums 20% — - BIORAD ASV
Integreted
Praimeri - - DNA ASV
Technologies
DEPC — Treated B B Ambion ASV
Water
B B Sigma-
Izopropanols Aldrich ASV
Tri-Reagents — - Sigma Vacija
Gl_yoxal Load Dye B B Ambion ASV
krasa
Molekularas
biologijas tiribas - - Sigma Vacija
tdens
96% etanols — - Enola SIA Latvija

2.12.2 Aprikojums

Amplifikators: BIOMETRA, Thermocyclex, Vacija

Analitiskie svari: Kern, Vacija

Aparatiira rezultatu vizualiz€Sanai: BioSpectrum MultiSpectral Imaging System, UVP,
Lielbritanija

Centrifaga: Mikro 22r, Hettich, Vacija

Centrifuga: Mini Spin “Eppendorf”, Vacija

Elektroforézes tanks: Multi Sub Electrophoresis Systems, Cleaver Scientific Ltd, Lielbritanija
Gumijas cimdi, dazada veida stikla kolbas, petri plates, pincetes, Skéres, markieri

Inkubators: ,, MEMMERT?”, Vacija

Lidzstravas avots: Biometra Power Pack P25 T, Vacija

Maisitajs: Vortex Sankine 10897, Latvija

Mikrovilgu krasns: M1712R, SAMSUNG, Koreja

Pipetes: Finnpipette F2, Thermo Scientific, Somija

Reakciju stobrini 0,5 ml, 1,5 ml un 2 ml, uzgali ar filtru, uzgali bez filtra: Thermo
Labsystems, Somija

Reala laika PKR aparatiira: 7500 Real-Time PCR Systems, Applied Biosystems, ASV
Spektrofotometrs: NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, ASV

UV transiluminators: Biometra T12, Vacija
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3. REZULTATI
3.1. RNS elektroforétiska analize

Izoletas RNS kvalitati analizéja elektroforétiski 1% agarozes gela. 2. attéla redzama

mesendzera RNS (mRNS) un ribosomala RNS (rRNS).

2. att€ls. Izoletas RNS elektroforétiska analize 1% agarozes gela. 1. — 5. mRNS un rRNS

joslas no kopgjas RNS paraugiem.

Figure 2. Isolated RNA electrophoretic alanysis in 1% agarose gel. 1. — 5. mRNA and rRNA
bands from total RNA samples.

3.2. DNS un kDNS kvalitates parbaude

Izoletas DNS paraugu kvalitati parbaudija ar PKR, nosakot B-globina géna sekvences
klatbiitni no NFA, pilnam asinim un no §tinam brivas asins plazmas izol&tajos DNS paraugos.
ArT no PBMC iegiitas kDNS paraugu kvalitati parbaudija ar PKR, nosakot B-globina géna
sekvences klatbiitni. 3. att€la redzams, ka pozitivas kontroles un iegiita amplifikacijas
produkta izmérs ir 200 bp.

No pilnam asinim un NFA izolétaja DNS un no PBMC iegiitaja kDNS konstatgja p-
globina géna sekvences klatbitni, bet no stinam brivas asins plazmas izolétaja DNS B-globina
géna sekvenci neatrada, kas liecina par to, ka izoléta DNS un kDNS ir kvalitativa un lietojama

talakiem pétjjumiem.
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3. attels. B - globina géna amplifikacijas produkta elektroforétiska analize 1,7% agarozes géla.
1. Markieris [pUC19DNA/Mspl (Hpall)]; 2.,3.,5. NFA DNS paraugi, kas satur 3-globina géna
sekvenci; 4. Reagentu tdens kontrole; 6.,8.,9. Pilnu asinu DNS paraugi, kas satur 3-globina
géna sekvenci; 7.,10.,12.,13. No §tnam brivas asins plazmas DNS paraugi, kas nesatur f3-
globina géna sekvenci; 11.,14. KDNS paraugi, kas satur B-globina géna sekvenci; 15. Pozitiva

kontrole; 16. Negativa kontrole.

Figure 3. Electrophoretic analysis of B-globin gene amplification product in 1.7% agarose gel.
1. Marker [pUC19DNA/Mspl (Hpall)]; 2.,3.5. NPA DNA samples with B-globin gene
sequence; 4. Reagent water control; 6.,8.,9. Whole blood DNA samples with B-globin gene
sequence; 7.,10.,12.,13. From cells free blood plasma DNA samples without B-globin gene
sequence; 11.,14. ¢cDNA samples with B-globin gene sequence; 15. Positive control; 16.

Negative control.

3.3. HBoV1 genoma sekvences sastopamiba

Izmantojot praimeru komplektu HBoV01.02. un HBoV02.02., NS1 géna sekvences

klatbttni noteica DNS paraugos, kas izoléti no NFA, pilnam asinim un no §iinam brivas asins

plazmas, ka ari KDNS paraugos, kas sintez&ti no RNS, kas izoléta no PBMC. 5. attéla

redzams, ka pozitivas kontroles un iegtita amplifikacijas produkta izmérs ir 300 bp.

10 11 12 13 14 15
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5. att€ls. HBoV specifiska NS1 géna sekvences amplifikacijas produkta elektroforétiska
analize 1,7% agarozes ggla. 1.,16. Markieris [pUC19DNA/Mspll(Hpall)]; 2. NFA DNS
paraugs, kas nesatur NS1 géna sekvenci; 3.,7.,9. NFA DNS paraugi, kas satur NS1 géna
sekvenci; 4. Pilnu asinu DNS paraugs, kas nesatur NS1 géna sekvenci; 5. No $inam brivas
asins plazmas DNS paraugs, kas nesatur NS1 géna sekvenci; 6.,11. Pilnu asinu DNS paraugi,
kas satur NS1 géna sekvenci; 8. Reagentu tidens kontrole; 10.,13. kDNS paraugi, kas satur
NS1 géna sekvenci; 12. kKDNS paraugs, kas nesatur NS1 gena sekvenci; 14. Negativa

kontrole; 15. Pozitiva kontrole.

Figure 5. Electrophoretic analysis of HBoV specific NS1 gene sequence amplification product
in 1.7% agarose gel. 1.,16. Marker [pUC19DNA/Mspli(Hpall)]; 2. NPA DNA sample
without NS1 gene sequence; 3.,7.,9. NPA DNA samples with NS1 gene sequence; 4. Whole
blood DNA sample without NS1 gene sequence; 5. From cells free blood plasma DNA
sample without NS1 gene sequence; 6.,11. Whole blood DNA samples with NS1 gene
sequence; 8. Reagent water control; 10.,13. cDNA samples with NS1 gene sequence; 12.

cDNA sample without NS1 gene sequence; 14. Negative control; 15. Positive control.

HBoV1 genoma sekvences klatbiitni konstatgja 11 no 33 (33,33%) pacientiem ar akiitu
dzila respiratora trakta infekciju, no tiem piecam (45,45%) sievietém un seSiem (54,54%)
viriedsiem. Cetriem no 11 pacientiem HBoV1 genoma sekvences klatbiitni konstatgja DNS,
kas izoléta no NFA paraugiem, bet vienam no 11 pacientam - no pilnam asinim izoléta DNS.
Diviem no 11 pacientiem HBoV1 genoma sekvenci konstatéja KDNS paraugos, kas sintezéti
no PBMC izolétas RNS. Diviem no 11 pacientiem HBoV1 genoma sekvences klatbatni
detekt&ja gan no NFA izoléta DNS parauga, gan KDNS parauga un diviem HBoV1 genoma
sekvences klatbutni detekt&ja gan no pilnam asinim izolétaja DNS, gan kDNS parauga (6.
att.). Nevienam no pacientiem HBoV1 genoma sekvences klatbiitni neatrada DNS paraugos,
kas izol&ti no $tinam brivas asins plazmas.

Sekvencgjot ieglitos PKR produktus, noteica piederibu HBoV1 celmam AR2010 2436
ar numuru KC544965.1.
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6. att€ls. HBoV1 genoma sekvences klatbuitne pacientiem ar akiitu dzila respiratora trakta

infekciju.

Figure 6. Presence of HBoV1 genomic sequences in patients with acute lower respiratory tract

infection.

3.5. HBoV slodze pacientiem ar akiitu dzila respiratora trakta infekciju

DNS paraugos, kuros konstateéja HBoV1 genoma sekvences klatbiitni, noteica virusa
slodzi, izmantojot reala laika PKR metodi. Par to, ka reala laika PKR notikusi veiksmigi un
legiitie rezultati ir izmantojami analiz€Sanai, liecina standartlikne un ideala gadijuma tas
koeficients R2 ir tuvu 1,0.

Grafika (7. att.) redzams standartliknes piemérs, kura standartiem nav butiskas nobides
no taisnes, kas liecina, ka reakcija veikta precizi. Vidéja HBoV slodze paraugos bija
264415,62 kopijas/miljons §tinas (no 4,27 lidz 3254718.133 kopijas/miljons $iinas).
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DNS paraugos, kas izoléti no NFA, virusa slodze bija no <10 Iidz 3254718,1
kopijam/miljons §tnas, bet no pilnam asinim izoléta DNS, virusa slodze bija no <10 lidz
277,03 kopijam/miljons Stnas. Turklat, KDNS paraugos, kas iegiti no PBMC, virusa slodze

bija no 4,27 lidz 20,55 kopijam/miljons $tnas.

Standard Curve

40 Detector. [HBaY =]
Slope: -3.544840

Intercept: 39780651

A2 0999415

Ct
=

Log CO

7. att€ls. Reala laika PKR standartlikne.

Figure 7. Real — time PCR standard curve.

3.6. Kliniskais raksturojums pacientiem ar HBoV1 infekciju

Vienam pacientam, kuram konstatéta RSV Kklatbilitne organisma, HBoV1 genoma
sekvences klatbiitne DNS parauga netika detektéta. Visiem 11 (100%) pacientiem, kuriem
konstateja HBoV1 genoma sekvences klatbtitni DNS paraugos bija klepus, ¢etriem (36,36%)

pacientiem bija iesnas, vienam pacientam bija sapes ausis, diviem pacientiem bija apgriitinata
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elpoSana, pieciem (45,45%) bija s€kSana, Cetriem (36,36%) pacientiem bija troksni un vienam
pacientam — febrila temperatiira. Viens no pacientiem, kuram konstatéja HBoV1 genoma
sekvences klatbiitni bija vecuma lidz 10 méneSiem, tris pacienti — vecuma no 11 lidz 20
meénesiem, pieci pacienti — no 21 1idz 30 ménesiem un divi pacienti — vecaki par 31 ménesi.
Tris pacientiem, kuriem konstatéja HBoV1 genoma sekvences klatbatni DNS paraugos, bija
noteikta kliniska diagnoze — kreisas puses pneimonija, pieciem — labas puses pneimonija,
diviem — abpusgja pneimonija un vienam — bronhiala astma uzliesmojuma perioda kopa ar

ARVI un rinofaringitu.
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4. DISKUSIJA

Lai gan HBoV1 atklaja tikai 2005. gada Zviedrija (Allander et. al. 2005), Iidz $im
pasaulé jau ir veikti daudzi pétijumi par $1 virusa sastopamibu bérniem ar akitu respiratora
trakta infekciju (Abdel-Moneim et al. 2013; Corral et al. 2011; Ghietto et al. 2012; Misigo et
al. 2014; Zaghloul 2011).

Saja pétijuma, izmantojot PKR, noteikta HBoV1 NSI géna sekvences klatbatne DNS,
kas izoléta no NFA, pilnam asinim, no $tinam brivas asins plazmas un kDNS, kas iegtita no
PBMC bérniem ar akiitu dzila respiratora trakta infekciju. P&tijuma ieklauti pacienti vecuma
no diviem lidz 50 ménesiem ar nezinamas izcelsmes dzila respiratora trakta infekciju.

Vairums pétijumos HBoV1 genoma sekvences klatbiitni konstaté no dieviem lidz 22%
bérniem lidz divu gadu vecumam ar respiratora trakta infekciju (Li et al. 2013). Sadu rezultatu
sava petijuma iegust, pieméram, zinatniece M. Z. Zaghloul, kura 2011. gada HBoV1 genoma
sekvences klatbiitni konstaté 22 no 100 (22%) b&rniem ar elpcelu infekciju (Zaghoul 2011).
Tapat arT citos pétijumos HBoV1 genoma sekvences klatbutni atrod no diviem Iidz 22%
berniem ar respiratora trakta infekciju (Ghietto et al. 2011; Haidopoulou et al. 2010; Manning
et al. 2006).

Saja petijuma HBoV1 genoma sekvences klatbiitni bérniem ar akaitu dzila respiratora
trakta infekciju konstaté 11 no 33 (33,33%) gadijumos, kas ir biezak neka vidgji pasaulé. Tas,
iesp&jams, skaidrojams ar faktu, ka vairuma pétijumos HBoV1 genoma sekvences klatbuitni
meklé DNS, kas izoléta tikai no NFA, tomér Saja pétjjuma ieklauta HBoV1 genoma
sekvences noteikSana ari DNS, kas izoléta no pilnam asinim un no $tnam brivas asins
plazmas, un kDNS, kas iegiita no PBMC. Tacu ir publicéti ar1 zinojumi, kuru rezultati sakrit
ar §1 pétjjuma rezultatiem. Viena no tiem HBoV1 genoma sekvenci salidzinosi bieZi atrod
bérniem ar elpcelu slimibam - 106 no 318 (33%) DNS paraugiem, kas izoléti no deguna
uztriepém (Martin et al. 2010).

Atrodami literatiiras avoti, kuros autori pauz ideju, ka beérnus lidz piecu ménesu
vecumam no HBoV infekcijas pasarga antivielas, kuras iegiitas no mates (Ma et al. 2006),
taCu cita petijuma HBoV1 genoma sekvences klatbiitni konstaté art bérniem, kas jaunaki par
pieciem méneSiem (Abdel-Moneim et al. 2013). Ar1 Saja petijuma, HBoV1 genoma sekvenci
atrod divus méneSus vecam b&rnam, kas liek apSaubit So hipotezi par antivielu pret HBoV

parnesi no mates griitniecibas laika.
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Veiktaja pétijuma bija ieklauta HBoV1 genoma sekvences noteikSana ari kDNS, kas
citos pétfjumos ir veikta reti. Saja pétijuma sesiem no 33 (18,18%) pacientiem, HBoV1
genoma sekvences klatbuitni atrod kDNS paraugos, kas sintezéti no RNS, kas izoléta no
PBMC. Tas norada uz agrinu virusa replikaciju organisma, jo, DNS viruss veido mRNS, lai
varétu replic€ties saimniekorganisma Stinas (http://pathmicro.med.sc.edu/mhunt/dnal.htm).
Pieciem no Siem pacientiem bija labas puses, kreisas puses vai abpus€ja pneimonija.W. Zhou,
balstoties uz sava pétijuma rezultatiem, pauz ideju, ka HBoV varétu bt viens no pneimoniju
izraiso§iem agentiem b&rniem Kina (Zhou et al. 2013). Saja pétijuma cetriem no 33 (12,12%)
pacientiem, HBoV1 genoma sekvenci atrod tikai DNS, kas izoléta no NFA paraugiem. A.
Christensen izsaka varbiitibu, ka, gadijumos, kad HBoV1 genoma sekvences klatbiitni
konstateé DNS paraugos, kas izoléti no NFA, bet nekonstateé RNS transkripciju, HBoV1
infekcija varétu but parciesta un organisma saglabajusies virusa DNS, ka ari, ka $ada
gadijuma HBoV1 infekcija ir latenta (A. Christensen et al. 2013).

Virusa klatbiitne DNS paraugos, kas izoléti no §tnam brivas asins plazmas, liecina par
aktivu virusa infekciju vai virémiju, tacu Saja pétijuma HBoV1 genoma sekvenci neatrod
DNS paraugos, kas izol€ti no §inam brivas asins plazmas.

Saja pétijuma ieklautajiem pacientiem, kuriem konstatt HBoV1 genoma sekvences
klatbutni, noteiktie kltniskie simptomi sakrit ar citos p&tijumos miné&tajiem. Piem&ram, Kina
veikta petijuma, berniem, kuriem konstateé HBoV1 genoma sekvences klatbiitni, ar1 izpauzas
sekojosi kliniskie simptomi: klepus, seékSana un drudzis (Hao et al. 2013).

Ar reala laika PKR noteica HBoV1 slodzi DNS un kDNS paraugos, kuros konstatéta
HBoV1 genoma sekvences klatbiitne. Bérniem ar akiitu dzila respiratora trakta infekciju
HBoV slodze ir no 4,27 lidz 3254718,1 kopijam/miljons §tnas. Izteikti augstu §1 virusa slodzi
detekteé DNS, kas izoléta no NFA paraugiem - 181900,95 kopijas/miljons $tinas un 3254718,1
kopijas/miljons Stinas. Vienam no Siem pacientiem noteikta kliniska diagnoze — kreisas puses
pneimonija un otram — labas puses pneimonija. Augsta virusa slodze DNS parauga arT liecina
par aktivu virusa infekciju organisma. Veikti pétijumi, kuros ari zino par augstu HBoV1
slodzi pacientiem ar elpcelu slimibam. Y. Deng ar kolégiem sava pétijuma detekte vidgji 9912
kopijas/ mL NFA (<500 lidz 1 x 10° kopijas/mL NFA) virusa slodzi DNS no NFA paraugiem,
kas nemti no b&rniem ar akiitu elpcelu infekciju (Deng et al. 2012). Cita pétijuma augsta
HBoV1 slodze (vidg&ji 5,1 x 10° kopijas/mL) detektéta DNS paraugos, kas izoléti no NFA
stacionétiem pacientiem ar dzila respiratora trakta infekciju. Autori konstate, ka lielaka virusa
slodze ir HBoV1 monoinfekcijas gadijuma, neka koinfekcijas gadijuma, ka art lielaka HBoV1
slodze ir pacientiem ar respiratora trakta slimibu smagaka stadija (Zhao et al. 2013).
Zinatnieka B. Zhao iegitie rezultati ir pretruna ar Saja pétijuma iegutajiem datiem, jo vins
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sava pétijuma konstaté art HBoV 1 koinfekcijas gadijumus, savukart Saja pétijuma atrasti tikai
HBoV1 monoinfekcijas gadijumi. Fakts, ka $aja pétjjuma ieklautajiem b&rniem netiek
konstatéta koinfekcija ar citiem patog€niem, norada, ka HBoV1 var nebit kofaktors akatas

dzila respiratora trakta infekcijas gadijuma.
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5. SECINAJUMI

HBoV1 varétu but patogéns akiitas dzila respiratora trakta infekcijas gadijuma, jo §1
virusa genoma sekvences klatbiitne, ko pavada augsta virusa slodze bez koinfekcijas ar citiem
patogéniem, biezi konstatéta berniem, kuri hospitalizéti ar nezinamas izcelsmes akttu dzila
respiratora trakta infekciju. Tomeér, lai spriestu parliecinosi, nepiecieSams veikt plasSaku
petijumu, kura analiz€tu arT asimptomatisku bérnu grupu, lai noteiktu vai HBoV1 ir patogéns,
vai kofaktors akiita respiratora trakta slimibu gadijuma un spriestu par ta saistibu ar Sim

slimibam.
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