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OZET

Paramyxoviridae ailesinde yer alan insan metapnémovirusu (human metapneumovirus; hMPV), 6zel-
likle cocuklarda alt solunum yolu enfeksiyonu (ASYE) etkeni olarak 2001 yilinda tanimlanmistir. Yapilan
calismalarda, ASYE olan olgularda hMPV prevalansinin %2-25 arasinda degistigi, hAMPV'nin ¢ocukluk ca-
g1 ASYE'lerinin %10’undan sorumlu oldugu ve solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle hastaneye yatirilan
¢ yasin altindaki ¢cocuklarin %6’sinda etken olarak saptandigi bildiriimektedir. Bu calismada, bolgemiz-
de ASYE olan c¢ocuklarda hMPV prevalansinin arastirilmasi amaclanmistir. Calismaya, Ocak 2009-Aralik
2009 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine basvuran ve klinik olarak ASYE tanisi ko-
nulan 0-10 yas arasi (medyan yas: 4.8), 59'u erkek olmak lzere 100 hastadan, semptomlarin ilk t¢ gi-
niinde alinan nazofarengeal siiriintli 6rnekleri dahil edilmistir. Orneklerde hMPV varligi, HEp-2 hiicre di-
zilerinin kullanildigi hizli (shell vial) hiicre kiltiirii yontemi ve gercek zamanli revers transkriptaz polime-
raz zincir reaksiyonu (rRT-PCR) ile arastirilmistir. Yontemler klinik 6rneklere es zamanli olarak uygulanmis
ve her iki ydntemde pozitif kontrol olarak, Erasmus Universitesinden saglanan standart hMPV suslari ve
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dis kalite kontrol amaciyla QCMD-2009 hMPV paneli kullaniimistir. Calismamizda hiicre kiltiri yonte-
miyle 11 6rnekte, rRT-PCR yontemiyle ise iki ornekte pozitiflik saptanmuistir. Hiicre kiltird ile pozitif bu-
lunan 11 6rnegin ikisi rRT-PCR yontemiyle de pozitif bulunmus; diger dokuz 6rnek sadece hiicre kilti-
riiyle pozitif sonug vermistir. Uyumsuz sonugclari gidermek amaciyla her iki yontem de tekrarlanmig ve ay-
ni sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan ticari rRT-PCR (RealAccurateTM, Pathofinder, Hollan-
da) testiyle QCMD-2009 panelinin bes standart 6rneginde uyumlu sonuglar bulunurken, pozitif olan bir
standart 6rnek (hMPV A genetik grubu, Ct degeri: 37.31) negatif olarak tespit edilmistir. Sonug olarak
calismamizda, ASYE olan pediatrik hasta grubunda hMPV prevalansi hiicre kiltlrd yontemiyle %11 ora-
ninda saptanmis; hMPV pozitif cocuklarin yaslarinin 6 ay-7 yas arasinda oldugu (medyan yas: 20 ay), has-
talarin genellikle kis aylarinda basvurdugu ve bronsiyolit tanisiyla izlendigi belirlenmistir. Ayrica bu calis-
mada kullanilan rRT-PCR testinin dislk viral yiike sahip hMPV A genetik grubunu iceren 6rneklerde viru-
su saptamada yetersiz kaldigi dustinilmustir. Dolayisiyla hMPV tanisinda kullanilacak yeni gelistirilen
molekiiler ydontemlerin standardizasyonu saglanincaya kadar, hiicre kiiltirl yontemiyle birlikte uygulan-
masinin yararl olacagi sonucuna variimistir.

Anahtar sézciikler: Alt solunum yolu enfeksiyonu; insan metapnémovirusu; prevalans; gercek zamanli
PCR; hticre kdilttird.

ABSTRACT

Human metapneumovirus (hMPV) which is classified in Paramyxoviridae family has been identified
in 2001 as the etiological agent of lower respiratory tract infection (LRTI) especially in children. Previous
studies indicated that hMPV prevalence in LRTI is between 2-25%, being resposible for 10% of childho-
od LRTIs and its isolation rate is approximately 6% in hospitalized patients under age three years. The
aim of this study was to investigate the hMPV prevalence in children with LRTI in our region. A total of
100 patients (41 female, 59 male) ages between 0-10 years old (median age: 4.8) and who were admit-
ted to Pediatric Clinics of Ege University Medical Faculty Hospital with the diagnosis of LRTI between Ja-
nuary-December 2009 were included in the study. Nasopharyngeal swab samples were taken from tho-
se patients during the first three days of their symptoms. The presence of hMPV in the samples were in-
vestigated by rapid (shell vial) cell culture method using HEp-2 cell line and by real-time reverse transc-
riptase polymerase chain reaction (rRT-PCR). The methods were performed to the clinical samples simul-
taneously. In both methods, a standard strain of hMPV provided by Erasmus University was used as po-
sitive control and QCMD-2009 hMPV panel was used as external quality control. In our study, 11 and 2
samples were found positive with cell culture and rRT-PCR methods, respectively. Two of rRT-PCR posi-
tive samples were also positive in cell culture, while the other nine were positive by only cell culture met-
hod. Both of the methods were performed twice due to inconsistent results, however, the same results
were obtained in both runs. Studies with QCMD-2009 panel yielded compatible results for five samp-
les, however a positive standard sample (hMPV A subtype, Ct value: 37.31) was found as negative by
rRT-PCR test used in this study (RealAccurateTM, Pathofinder, The Netherlands). Our data showed that
the prevalence of hMPV detected by rapid cell culture method was 11% in pediatric patients with LRTIs,
the age range of hMPV positive cases was 6 months to 7 years old (median age: 20 months), the majo-
rity of the admissions was in winter season and the main clinical picture was bronchiolitis. In addition,
rRT-PCR assay used in this study was thought to be insufficient to detect the viral RNA in the event of
low levels of hMPV A subtypes. Thereby the cell culture method should be used in addition to the new
developing molecular methods for the detection of hMPV until standardization is achieved.

Key words: Lower respiratory tract infection; human metapneumovirus; prevalence; real-time PCR; cell
culture.
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GiRis

Alt solunum yolu enfeksiyonlari (ASYE) tim diinyada enfeksiyon hastaliklarina bagh
mortalite ve morbiditenin en 6nemli nedeni olup, 6zellikle bes yas alti cocuklarda en
énemli 8lim nedenleri arasindadir'. Cocukluk caginda solunum yolu enfeksiyonlarina
neden olan etkenler siklikla viruslardir. Akut solunum yolu enfeksiyonu klinik tablosuyla
bagvuran hastalarin dnemli bir kisminda etkenin saptanmasi zordur?. Giiniimiizde yetis-
kinlerde toplum kokenli pnomonilerin %50sinin, pediatrik yas grubunda bronsiyolit ve
pnémonilerin %715-35'inin etkeni hala saptanamamaktadir®. Son yillarda solunum yolu
enfeksiyonu etkenlerinin saptanmasina yonelik calismalar yogunlasmis, influenza virusla-
ri ve solunum sinsityal virusu (RSV) gibi klasik solunum viruslarinin diginda yeni viral et-
kenler de arastirlmaya baslanmistir>#. ilk kez 2001 yilinda tanimlanan insan metapné-
movirusu (human metapneumovirus; hMPV), 6zellikle 10 yas alti cocuklarda ASYE'de et-
ken olarak saptanmaktadir>”’. Enfeksiyonlarin tanisinda gercek zamanli revers transkrip-
taz polimeraz zincir reaksiyonu (rRT-PCR) altin standart yontem olarak kabul edilmekle
birlikte, hiicre kultiiri yéntemi, direkt antijen testleri ve serolojik yontemler de klinik vi-
rolojik tanida siklikla kullanilmaktadir®”.

Bu calismada, rRT-PCR ve hiicre kiilttri yontemleri kullanilarak bolgemizde alt solu-
num yolu enfeksiyonu olan cocuklarda hMPV prevalansinin arastirilmasi ve hMPV enfek-
siyonlarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar ve Ornekler

Bu calisma Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu onayi ile gerceklesti-
rildi. Ocak 2009-Aralik 2009 tarihleri arasinda, ASYE (semptomlari ti¢ glindliir devam
eden, yandas hastaligi olmayan ve dnceden imminyetmezlik tanisi almayan hastalar)
yakinmastyla Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali ve
Cocuk Acil Servisine basgvuran 0-10 yas arasindaki (medyan: 4.8) 100 hastadan (41 kiz,
59 erkek) dakron ekiivyonla nazofarengeal siiriintii drnekleri alindi. Ornekler, viral tasi-
ma besiyeri (Universal transport medium kit, Copan Diagnostics, italya) icinde soguk
zincir kurallarina uyularak birkac saat icinde laboratuvara ulastirildi ve calisilincaya ka-
dar -80°C’de saklandi. Klinik 6rneklerin tiimiine, hizli (shell vial) hiicre kiltiri yontemi
ve rRT-PCR testi es zamanli olarak uygulandi.

“Shell Vial (SV)” Hiicre Kulturi Yontemi

hMPV izolasyonunda SV hiicre kultlri yontemi ve HEp-2 hiicre dizisi (German Collec-
tion of Microorganisms and Cell Cultures, DSMZ, Almanya) kullanildi. Her hasta icin bir
hicre kilturd tipa hazirlandi. Viral tasima besiyerinde gelen ornekler 30 saniye vorteks-
lendikten sonra icindeki eklivyon atildi ve tiipler 2000x g’de, +4°C’de 10 dakika santrifij
edildi. Stipernatandan alinan 6rnek, 0.45 pm por capinda filtreden gecirilerek 0.2 ml hac-
minde olacak sekilde SV’ler Uizerine inokiile edildi. SV tiipleri 1000x g'de, 25°C’de 60 da-
kika santriftij edildi ve sonra 37°C’de 1 saat virusun hicreye adsorbe olmasi icin bekletil-
di. Sure sonunda Ustteki sivi steril pastor pipetiyle alindi ve her tiipe 37°C’ye getirilmis 1
ml hMPV izolasyon besiyeri (100 ml MEM, 2 ml FCS, T ml HEPES, 1 ml penisilin/strepto-
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misin, 0.1 ml gentamisin 10 mg/ml, 0.4 ml amfoterisin B 0.25 mg/ml, 2 ml 200 mM L-
glutamine; BiochromAG, Leonorenstr, Aimanya) ilave edildi. Tipler, %5 CO,'li etivde,
37°C’de 120 saat inklbe edildi. Bes glinltik inkiibasyon suresi sonunda SV tuplerindeki la-
meller -20°C’de 10 dakika aseton ile fikse edildi. Daha sonra lameller tiiplerden cikarila-
rak biri isaretsiz, digeri floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaretli ardisik iki monoklonal an-
tikor ile (Mouse anti-hMPV monoclonal antibody, Goat anti-mouse IgG monoclonal an-
tibody) Uretici firmanin (hMPV Screening Set, Light Diagnostic, Chemicon International,
ABD) onerileri dogrultusunda boyandi. Monoklonal antikorlar 1/50 oraninda sulandirila-
rak kullanildi. Islemlerin timi ikinci diizey guivenlik kabinlerinde yapildi.

rRT-PCR Yontemi

Klinik 6rneklerden RNA ekstraksiyonu RTP DNA/RNA Virus Mini Kit (Invitek GmbH, Al-
manya) ile yapildi. Ekstraksiyon asamasinda 5.0 pl’lik internal kontrol RNA'si (Ensefalom-
yokardit virus RNA'si, Pathofinder, Hollanda) eklendi. hMPV RNA'sini saptamak amaciyla
rRT-PCR yontemi kit Ureticisinin (RealAccurateTM, Pathofinder, Hollanda) onerileri dog-
rultusunda uygulandi. Kitin icerigi; TagMan primer [niikleoprotein (N) genini hedef alan]
ve problar [5" ucunda 6-karboksifloresan (FAM; florofor), 3’ ucunda tetrametilrodamin
(TAMRA; quencher) ile isaretli], internal kontrol RNA'sI, pozitif kontrol RNA’sI ve negatif
kontrolden olusmaktaydi. Her 6rnek icin, 1.0 pl enzim (Qiagen One Step RT-PCR, ABD),
1.0 pl dNTP, 5.0 pl Qiagen One Step RT-PCR soltsyonu ve 5.5 ul dH,O karngimindan olu-
san toplam 12.5 pl hacminde “mastermix” hazirlandi. Plaklarda her 6rnek icin ayrilan ku-
yucuklara ve internal kontrol kuyucuguna; 12.5 pl “mastermix” soliisyonu, 7.5 pl primer
ve prob karisimi ve 5.0 pyl miktarinda 6rnekten ekstrakte edilen RNA ilave edildi (toplam
hacim: 25.0 pl). Pozitif kontrol RNA'si icin kit iceriginde bulunan hMPV hedef RNA's ve
standart pozitif kontroller, negatif kontrol olarak “RNase free” su kullanildi.

Amplikonlarin saptanmasinda ABI 7500 (Applied Biosystems, ABD) sistemiyle flore-
sans igimalar olciildu. Testte, FAM floresans sinyali elde edilen 6rnek sonuglar pozitif ola-
rak kabul edildi. Sinyalin dongtlere gore aciliminda, cycle treshold (Ct)” degeri 25-30
arasinda olan ornekler glicli pozitif, 30-35 arasinda olanlar pozitif, 35-40 arasinda olan-
lar diisiik pozitif, 40 ve lizerinde olanlar negatif olarak kabul edildi. Ornekte, FAM flore-
sans sinyali yokken sadece internal kontrolde floresans varsa, pozitif ve negatif kontrol-
ler dogru olarak sonuglandiysa, test negatif olarak kabul edildi (internal kontroliin Ct de-
geri: 29-31). Ornekte, internal kontrolde ve/veya pozitif kontrollerde (pozitif kontrolle-
rin Ct degeri: 33-35 arasinda) floresans yoksa test gecersiz kabul edildi ve tekrar edildi.

Standart hMPV Pozitif Kontroller ve Kalite Kontrolleri

Hiicre kiiltirii yonteminde kullanilan pozitif kontroller Erasmus Universitesi Viroloji
Bolumunden (Rotterdam, Hollanda) saglandi. Pozitif kontrol olarak kullanilan suslarin
¢t hMPV tip A, tcli hMPV tip B idi. Her calismada, biri A, digeri B olacak sekilde iki po-
zitif kontrol kullanildi.

ic kalite kontrolde, kit iceriginde bulunan etken RNA’si ve standart pozitif h(MPV sus-

lari kullanildi. Dig kalite kontrolde, “Quality Control for Molecular Diagnostics”den
(QCMD, Glasgow, Scotland) saglanan ornekler kullanildi.
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BULGULAR

ASYE olan 100 hastanin klinik 6rneklerinde hiicre kilttirli ydntemiyle 11 6rnek pozitif, 89
ornek negatif bulunurken, rRT-PCR ile iki 6rnek pozitif, 98 6rnek negatif saptanmistir (Sekil
1). Hucre kltdra ile pozitif bulunan 11 6rnegin ikisi rRT-PCR yontemiyle de pozitif sonug
vermistir. Diger dokuz ornek ise sadece hiicre kiltuirii ydntemiyle pozitif bulunmustur.

Her iki test arasinda dokuz 6rnekte saptanan uyumsuz sonuclari gidermek amaciyla hiic-
re kilttri yontemiyle pozitif bulunan 11 6rnege ikinci kez SV hiicre klttri yontemi ve or-
neklerin timiine (n= 100) tekrar rRT-PCR testi uygulanmis ve yine ilk calismadaki sonuclar
elde edilmistir. Orneklerin hicbirinde inhibitér madde saptanmamustir. Bu calismada kulla-
nilan rRT-PCR testi ile QCMD 2009 hMPV paneli test edilmis ve bes sonug (dort pozitif, bir
negatif) benzer, ancak pozitif olan bir 6rnek negatif bulunmustur (Tablo I, Sekil 2).

Calismaya alinan olgularin %61°i bronsiyolit, %20’si krup, %11'i astim alevlenmesi ve
%38'i pnomoni tanisiyla izlenen hastalardir. Pozitiflik saptanan hastalarin dordu kiz, yedi-
si erkek olup, ortanca yas 20 ay (yas araligi: 6 ay-7 yas) olarak belirlenmistir. On bir has-
tanin, biri pnémoni, 10’u bronsiyolit tanisiyla, ¢ hasta yatarak, sekiz hasta ayaktan iz-
lenmistir. Hastalarin eslik eden baska ek hastaliklari yoktur.

Klinik orneklerin 20’si hastalarin sikayetleri basladiktan sonra ilk giinde, 35’i ikinci
glinde, 45’'i t¢lincu glinde alinmistir. Pozitif bulunan 11 hastanin ise, 1 (%9)’inden bi-
rinci ginde, 5 (%45.5)'inden ikinci glinde ve 5 (%45.5)inden lcinci glinde alinan or-
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Sekil 1. rRT-PCR ile pozitif bulunan iki hastanin amplifikasyon egrileri.
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Tablo I. QCMD 2009 hMPV Paneli Sonuglari ile Bu Calismada Elde Edilen Sonuclarin Karsilastirimasi

B B Hedef Ct Bulunan Ct Hedef Bulunan
Ornek kodu Ornek icerigi degeri degeri sonug sonug
hMPV-RSV 09-02 hMPV-B2 33.80 34.48 Pozitif Pozitif
hMPV-RSV 09-03 hMPV-B2 38.43 37.70 Pozitif Pozitif
hMPV-RSV 09-05 hMPV-B2 36.18 34.14 Pozitif Pozitif
hMPV-RSV 09-06 hMPV-A1 31.22 33.34 Pozitif Pozitif
hMPV5-RSV 09-08 hMPV negatif - - Negatif Negatif
hMPV6-RSV 09-10 hMPV- A1 37.31 - Pozitif Negatif
QCMD: Quality Control for Molecular Diagnostics; hMPV-A1: Human metapneumovirus tip A; hMPV-B2: Human
metapneumovirus tip B.
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Sekil 2. QCMD “hMPV6-RSV09-10" no’lu érnedinin bu ¢calismada elde edilen amplifikasyon egrisi.

Lo
A

neklerde hMPV pozitifligi saptanmistir. Hastalarin cogunlugunun kis aylarinda basvurdu-
gu izlenmistir (Tablo II).

TARTISMA
Bu calismada, ASYE olan ¢ocuklarda hMPV prevalansinin saptanmasinda en dogru so-

nuca ulasmak icin klinik 6rneklere hem molekiler hem de hiicre kiltiirii yontemi es za-
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manli uygulanmustir. Yapilan calismalarda, klinik 6rnegin transportu, kullanilan hicre di-
zisi ve inklibasyon siiresine gore hMPV’nin hiicre kiiltiriinde saptanmasinda duyarhhk
oranlari degismektedir®®. Viral transport kosullari yerine getirildigi ve hMPV'yi izole ede-
bilen bir hiicre dizisi kullanildigi zaman SV huicre kdltird yonteminin duyarlihgi oldukca
yiiksektir’'2. Ancak viral iremenin yavas ve kisitl olmasi nedeniyle, direkt immiinflore-
sans (DFA) ve RT-PCR testlerine gore kiiltiir ydnteminin zaman alici (yaklasik bes giin) ve
zahmetli olmasi, degerlendirme ve saptama asamasinda uzman personele gereksinim ol-
masi gibi nedenlerle kullanimi sinirhidir®'2, Reina ve arkadaglarinin'' yaptigi bir calisma-
da, hMPV izolasyonunda degisik hticre dizileri kullaniimis ve saptama asamasinda hMPV
monoklonal antikoru ile indirekt immunfloresans yontemi uygulanmistir. Tim hiicre di-
zilerinde klinik 6rnekler (n=2029) bes glin boyunca inkiibe edilmis; etkenin izolasyonun-
da LLC-MK2, HEp-2, Vero, MDCK ve MRC-5 hiicre dizilerinin duyarlihg sirasiyla; %100,
%68.7, %28.1, %3.1 ve %0 olarak saptanmistir. inkiibasyon stiresi 72 saate indirildigin-
de tiim hiicre dizilerinin saptama duyarliliklarinin da distiigi gézlenmistir'!. Bizim calis-
mamizda, hMPV’nin izolasyonunda HEp-2 hiicre dizisi ile SV hiicre kiltirt yontemi uy-
gulanmistir. Inkiibasyon siiresi, calisma baslangicinda pozitif kontrol 6rneklerine iki giin
olacak sekilde denenmis, zayif floresan igimalarin gorilmesi nedeniyle bes giine uzatil-
mis ve tim orneklere bu inklibasyon suresi uygulanmistir.

Gunimizde, hMPV tanisinda altin standart yontem RT-PCR testidir; ancak ornekler-
de inhibitor maddelerin bulunmasi yanhs negatif sonuclara neden olabilir. Ayrica, nikle-
ik asit testlerinde etkene yonelik secilen primer ve prob bolgeleri de testin duyarliligini
etkilemektedir'3. Cote ve arkadaslar'* gen amplifikasyonunda N ve L genini hedef alan
niikleik asit testlerinin digerlerine gore daha duyarli oldugunu bildirmislerdir. Bir diger
calismada ise, 143 hasta 6rnegi degerlendirilmis ve en duyarli yontemin “nested” PCR
oldugu (13 hastada pozitiflik), rRT-PCR'nin (sekiz hastada pozitiflik) konvansiyonel RT-
PCR’ye (bes hastada pozitiflik) gére daha duyarli bulundugu rapor edilmistir'>. Bizim ca-
lismamizda, N gen bolgesinin cogaltildigr ve saptandigi rRT-PCR yontemi kullaniimis ve
orneklerin hicbirinde inhibitér madde varligina rastlanmamuistir.

Orneklerin, hastalarda klinik semptomlar ortaya ciktiktan sonra kaginci giinde alindi-
g1, hem hiicre kiiltiirii hem de rRT-PCR testinin duyarliigini etkilemektedir’'3, Duyarli-
hgin klinik semptomlarin baslamasindan itibaren dérdiinct glinden sonra alinan 6rnek-
lerde diistigi bildirilmistir'®. Sunulan bu calismada tim érnekler, klinik semptomlarin
baslangicindan itibaren ilk t¢ giinde alinmis, daha ge¢ basvuran hastalar cahisma disin-
da birakilmistir.

Tablo Il. Ocak 2009-Aralik 2009 Tarihleri Arasinda Alt Solunum Yolu Enfeksiyonu Olan ve hMPV Saptanan
Hastalarin Aylara Gére Dagilmlari

Aylar Toplam
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Pozitif 6rnek/  2/20 4/15 1/14 0/11 0/5 0/1 0/1 1/2 2/5 1/6 0/9 0/11 11/100
Toplam 6rnek
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Calismamizda rRT-PCR ile iki 6rnekte hMPV pozitifligi saptanmis; hiicre kiltird yon-
temiyle rRT-PCR ile pozitif bulunan bu 6rnekler disinda dokuz 6rnekte daha hMPV pozi-
tif olarak tespit edilmistir. Testler arasindaki uyumsuzlugu gidermek icin her iki yontem-
le de testler tekrarlanmis ve yine ayni sonuglar elde edilmistir. Ayrica, rRT-PCR testinin dis
kalite kontrolii amacityla QCMD’nin 2009 yilinda hMPV icin hazirladidi alti standart or-
nege de rRT-PCR testi uygulanmistir. Bes standart 6rnekte QCMD’nin ulastigi sonuclara
ulagilmis, ancak bir standart 6rnek (hnMPV A genetik grubu, Ct degeri: 37.31) QCMD so-
nuclarinda pozitif iken, bu calismada kullanilan rRT-PCR testi ile negatif bulunmustur. Ay-
rica QCMD’den elde edilen bilgilere gore, 11 rRT-PCR kiti ile bu susa yonelik uygulanan
testlerde, sadece 5 (%45.5) ticari kitin bu standart susu saptayabildigi gorilmustir (Tab-
lo 1). Bu ¢alismada hiicre kiltiri yontemiyle hMPV’nin A ve B genetik gruplari ayirt edi-
lememistir. Yapilan bir calismada, akut solunum yolu enfeksiyonu olan 322 pediatrik has-
tanin 46 (%14.3)’'sinda hMPV pozitif bulunmus ve suslarin %72'sinin A, %28’inin B ge-
netik grubunda oldugu saptanmistir'®. Bizim calismamizda hMPV'nin genetik gruplari
ayirt edilmemis olmasina karsin, hastalarinin timindn ¢ocuk olmasi, diger pozitif susla-
rin hicre kiltirdyle saptanmasi ve QCMD 2009 standart 6rneklerinde elde edilen so-
nuglar nedeniyle, calismada kullanilan testin distk viral yiike sahip hMPV A genetik gru-
bunu iceren klinik orneklerde, hMPV'yi saptamada yetersiz olabilecedi kanisina varilmis-
tir. Bu durum hMPV “primer-probe” diziliminden veya primerlerin molekiiler agirhigin-
dan kaynaklanmis olabilir. Ancak dizilim bilgilerine ulasilamadigi icin herhangi bir kargi-
lastirma yapilamamistir. Bu nedenle Uretici firma (Pathofinder, Hollanda) “Real Accura-
te” rRT-PCR testini, QCMD 2009 hMPV standart suglarina uygulamis ve firma yetkilisi
(Mr Guus Simons, guus.simons@pathofinder.com) ile yapilan kisisel gorismede, tim
standart orneklerde, bu calismada elde edilen sonugclarin aynisinin saptandigi anlasiimis-
tir. Literatiirde, bu calismada uygulanan testin kullanildigi baska bir kaynak bulunma-
maktadir. Ginimuzde hMPV'yi rRT-PCR yontemiyle saptayan diger kitlerin cogunlugu-
nun da viral yiku dusik hMPV A genetik grubunu iceren orneklerde etkeni saptamada
basarisiz olmasi, bu alanda kullanilan testlerde genel bir sorun oldugunu distindirmus-
tar.

hMPV, 6zellikle 0-10 yas arasi cocuklarda sik olarak st ve alt solunum yolu enfeksiyo-
nuna neden olur. Hastanede yatarak izlenen 668 cocukta hMPV’nin saptandigi hastala-
rin medyan yasi 11.5 ay olarak bildirilmistir'”. Yapilan diger aragtirmalarda da, hMPV en-
feksiyonlarinda medyan yas 6 aydan 24 aya kadar degismektedir>>'%'6, Bizim calisma-
mizda, hMPV pozitif saptanan hastalarin medyan yasi 20 ay olarak bulunmustur.

Akut solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda cesitli tilkelerden bildirilen hMPV pre-
valansi, Amerika Birlesik Devletleri'nde %6.4; Yunanistan, Cin ve Giiney Afrika’da %6;
italya’da %7; Finlandiya ve Japonya’da %9; ispanya’da %11 ve Kore’de %16 oranlarin-
dadir'®2¢. Ulkemizde Hatipoglu ve arkadaslari?’, akut ASYE tanisi alan hastanede yatan
147 hastada hMPV prevalansini %13 olarak bildirmislerdir. Altindis ve arkadaslari®® ise,
bronsit ve bronsiyolit 6n tanili 46 hastanin nazofarengeal 6rneklerinde hMPV prevalan-
sinl %10.8 oraninda tespit etmislerdir. Bizim calismamizda ASYE olan ¢ocuklarda sapta-
nan %711 oranindaki hMPV prevalansi tlkemiz verileriyle uyumludur.
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Calisma sirasinda mevsimsel donem izlenmemis, kriterlere uygun hastalar yil boyun-
ca kaydedilmis ve literatiirde yer alan “kis aylarinda basvuru sikhg” gézlenmistir®'218,
Etken, en fazla ocak ve subat aylarinda izole edilmis, bahar ve erken yaz aylarinda sap-
tanmamistir (Tablo Il). Daha sonra agustos sonu ile ekim basgi arasinda tekrar hMPV izo-
lasyonu yapilmis; ancak 2009 yili sonuna kadar, muhtemelen pandemik influenza A
H1N1v salgini nedeniyle bir daha tespit edilmemistir. Giinimiizde, hMPV’ye bagh en-
feksiyonlarin hangi mevsimde en sik goriildigi izerine hentiz bir fikir birligine varilma-
mistir. ileri dénemde yapilacak olan tim yila yayilan ¢alismalar bu konuda aydinlatici ola-
caktir.

Bu calisma, bolgemizde hMPV prevalansinin farkli iki yontemle arastinildig ilk calisma-
dir ve ASYE olan ¢ocuklarda hMPV prevalansi %11 olarak bulunmustur. h(MPV saptanan
hastalarin yas ortancasinin 20 ay oldugu, hastalarin genellikle kis aylarinda bagvurdugu
ve bronsiyolit tanisiyla izlendigi belirlenmistir. Mevsimsel 6zellikler g6z 6niine alindigin-
da, bu sonug¢ Akdeniz lkeleriyle uyumludur. Her ne kadar hMPV tanisinda niikleik asit
testlerinin hiicre kultiri yonteminden daha duyarli oldugu belirtiliyorsa da, bu virusa
yonelik gelistirilen molekuler tani testlerinin kullanimda daha ilk dekadina yeni girdigi

dikkate alinmalidir?.

Sonuc olarak, klinik viroloji laboratuvarlarinda hMPV'yi saptayan RT-PCR testlerinin so-
nuglari dogrulanincaya kadar hiicre kiltirt yontemiyle birlikte kullanilmasinin, ayrica i¢
ve dis kalite kontrolleriyle sonuglarin devamli test edilmesinin gerekli oldugu kanisina va-
riimugtir.
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