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0z

Paramyxoviridae ailesi icinde siniflandirilan insan metapnémovirusu (HMPV)'nun, filogenetik olarak
A ve B olmak lizere iki ana grubu; A1, A2 (A2a ve A2b alt soylarini icerir) ve B1, B2 olmak tizere farkli
soylari tanimlanmisti. HMPV'nin filogenetik analizleri diger (lkelerde detayl olarak degerlendirilmis
olmakla birlikte Glkemiz icin bu konuda herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu calismada, ilk kez, iki
ardisik epidemik sezonda Tiirkiye’de dolasimda olan HMPV suslarinin filogenetik cesitliliginin belirlenmesi
amaclanmistir. Calisma kapsaminda, Ocak 2011-Aralik 2013 tarihleri arasinda, solunum yolu sikayetleri
olan 2900 hastaya ait ist solunum yolu érnegi degerlendirilmis, &zel bir grup secilmemistir. Orneklerde
solunum yolu viruslarinin varhigi, gercek zamanli multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (FTD® Respiratory
Pathogens 21 Multiplex RT-PCR, Fast Track Diagnostics, Liksemburg) ile arastiriimis ve HMPV pozitif
bulunan 76 (%2.6) 6rnek calismaya alinmistir. Filogenetik analiz icin HMPV’nin niikleokapsid (N) geni
(nt: 454-878) ile flizyon (F) geni (nt: 3624-4130) secilmistir. Yapilan dizi analizi sonucunda, HMPV
pozitif 76 ornegin 46’sinin F ve N genlerinin dizileri elde edilebilmistir. Elde edilen dizilerden %54.3'l
B2, %17.4'G B1, %4.3'U A1, %4.3'0 A2a ve %20'si A2b soylarina aittir. 2011 yilinda A2b alt soyu bas-
kin genotip olarak gorilmustir. 2012 ve 2013 yillarinda B1 ile beraber B2 soyu baskin genotip olarak
dolasimda kalmistir. A1 soyu sadece 2013 yilinda gozlemlenmistir. F geninin kismi dizi analizlerine gore
A ve B gruplari arasindaki niikleotid benzerligi 0.138-0.168 iken aminoasit benzerligi 0.028-0.042'dir. N
geninin A ve B gruplar arasindaki niikleotid benzerligi ise 0.141-0.163 olup, aminoasit benzerligi 0.037-
0.050 olarak izlenmistir. Calismamizda, nikleotid farkhliginin aminoasit degisimi ile karsilastirildiginda
yiiksek oldugu saptanmistir. Bu durum, HMPV'nin F ve N genlerinin ani aminoasit degisimlerinden
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korundugunu gostermekte; F ve N genlerinin yiiksek oranda korunmus olmasi da HMPV'nin evriminin
yavas oldugunu dusiindiirmektedir. Mevsimsel pikler; 2011 yilinda Nisan-Temmuz, 2012 yilinda Ocak-
Haziran ve 2013 yiinda Ocak-Mayis aylari arasinda gozlenmistir. Ayrica HMPV sikhdinin 0-5 yas arasinda
yiiksek oldugu ve solunum sinsityal virusu, koronavirus, parainfluenza virus 3, rinovirus ve enterovirus
gibi diger solunum yolu viruslariyla koenfeksiyon olusturdugu saptanmistir. Sonug olarak bu calisma ile,
Avrupa’da dolagimda olan HMPV suslarina benzer suslarin {ilkemizde dolasimda oldugu gosterilmistir.

Anahtar sézciikler: insan metapnémovirusu; filogenetik analiz; N geni, F geni; Tiirkiye.

ABSTRACT

Human metapneumovirus (HMPV), classified in Paramyxoviridae family, phylogenetically consists of two
major groups namely A and B, with genetic lineages of A1, A2 (comprises of sublineages A2a and A2b)
and B1, B2. Although detailed evaluation on phylogenetic analysis of HMPV has been described in other
countries, there are no data from Turkey on this subject. The aim of this study was to demonstrate for the
first time, the phylogenetic diversity of HMPV strains circulating in Turkey during two consecutive epidemic
seasons. A total of 2900 upper respiratory tract samples collected from patients with respiratory illness were
evaluated between January 2011 and December 2013, without any special selection criteria. The presence
of respiratory viruses in the samples were detected by real-time multiplex polymerase chain reaction (FTD®
Respiratory Pathogens 21 Multiplex RT-PCR, Fast Track Diagnostics, Luxemburg), and 76 (2.6%) samples
positive for HMPV were included in the study. HPMV nucleocapsid (N) (nt: 454-878) and fusion (F) (nt:
3624-4130) genes were selected for phylogenetic analysis. In sequence analysis, F and N gene sequences
could only be obtained successfully from 46 out of 76 HMPV positive samples. According to sequences
obtained, 54.3% belonged to B2, 17.4% to B1, 4.3% to A1, 4.3% to A2a, and 20% to A2b. In 2011,
the A2b sublineage was predominant, while in 2012 and 2013, B2 lineages were predominant together
with the B1 lineage. The Al lineage was observed only in 2013. For the F gene fragment, nucleotide
distance between group A and B was in the range of 0.138-0.168, however aminoacid distance amongst
Turkish HMPV sequences were in the range of 0.028-0.042. For the N gene fragment, nucleotide distance
between group A and B was in the range of 0.141-0.163, but aminoacid distance between group A and
B was in the range of 0.037-0.050. Nucleotide diversity was higher than aminoacid diversity between and
within lineages found in this study. This result indicated that the functional constraints on F and N genes
prevent dramatic aminoacid changes, and indicated that the evolution of HMPV was slow. The seasonal
peaks were observed from April to July in 2011, from January to June in 2012 and from January to May in
2013. In addition, our data emphasized that the HMPV prevalence was high in children 0-5 years old, and
coinfections were common with the other respiratory viruses such as respiratory syncytial virus, coronavi-
rus, parainfluenza virus 3, rhinovirus and enterovirus. In conclusion, this study showed that HMPV strains
circulating in Turkey were similar to those circulating in Europe.

Keywords: Human metapneumovirus; phylogenetic analysis; N gene; F gene; Turkey.

GiRis

Solunum yolu enfeksiyonlari tim dinyada morbidite ve mortalitenin 6nde gelen ne-
denlerindendir. Insan metapnomovirusu (Human metapneumovirus; HMPV), bebekler,
kiiclik cocuklar ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde, alt solunum yolu enfeksiyon-

larindan 6nemli oranda sorumlu olan ve erken cocukluk donemindeki bronsiyolitlerin,
solunum sinsityal virusundan sonra ikinci siklikta rastlanan etkenidir'->.

ilk kez 2001 yilinda Hollanda’da izole edilen HMPV, Paramyxoviridae ailesi, Pneumoviri-
nae alt ailesi, Metapneumovirus cinsine ait zarfli, tek iplikli negatif polariteli bir RNA virusu-
dur. HMPV genomu; niikleokapsid (N), fosfoprotein (P), glikozillenmemis matriks proteini
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(M), kiictik hidrofobik ylizey proteini (SH), baglanma proteini (G), blyiik polimeraz prote-
ini (L) ve flizyon proteini (F) olmak tizere dokuz protein kodlamaktadir. F glikoproteini son
derece korunmus, tip T membran proteinidir. M2 geni ise, transkripsiyon uzatma faktoru
(M2-1) ve RNA sentezini diizenleyici faktor (M2-2) olmak uzere iki acik okuma cercevesi
(open reading frame; ORF) tasir*6. HMPV, genlerinin filogenetik analizlerine gére A ve B
olmak Uizere iki ana gruba; her iki grup da sirasiyla A1, A2 ve B1, B2 olmak uzere farkl soy-
lara ayrilmaktadir. A2 soyu iki alt soydan; A2a ve A2b’den olusmaktadir’-%.

HMPV’nin bitiin genotipleri bir sezon boyunca dolasimda olabilir. HMPV’nin epide-
miyolojik ve filogenetik analizleri detayl olarak diger (ilkelerde degerlendirilmistir. Ancak
Tiirkiye’de, HMPV ilgili sadece birkac epidemiyolojik calisma bulunmaktadir®'!. Bu ca-
lismada, ilk kez, iki ardisik epidemik sezonda Tiirkiye’de dolagimda olan HMPV suslarinin
filogenetik cesitliliginin belirlenmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Kecioren EgJitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirma Etik Kurulu
(22.02.2012 tarih ve 18 karar no) onayi ile gerceklestirildi. Calisma kapsaminda, Ocak
2011-Aralik 2013 tarihleri arasinda solunum yolu viruslari istemiyle laboratuvarimiza ge-
len ornekler degerlendirildi, 6zel bir grup secilmedi. Hastalarin nazofarenks ve bogaz
strtintuleri, Virocult MW950 marka viral tagima sistemiyle Tirkiye Halk Saghgr Kurumu,
Viroloji Laboratuvari, Ulusal influenza ve diger solunum yolu viruslari laboratuvarina gén-
derildi. Ornekler bekletilmeden, derhal calisilmaya alindi. RNA izolasyonu Qiagen EZ1
Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, Almanya) ile lreticinin talimatlarina gore yapildi.

Gercek Zamanh Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

2011-2012 ve 2012-2013 epidemik sezonlarina ait toplam 2900 6rnek, Respiratory
Pathogens 21 Multiplex RT-PCR (influenza virus A, H1pdmQ9, influenza virus B, rhi-
novirus, respiratory syncytial virus (RSV) A/B, parainfluenza virus 1/2/3/4, coronavirus
0C43/229E/NL63/HKU1, parechovirus, enterovirus, adenovirus, human bocavirus, hu-
man metapneumovirus) kiti ile Ureticinin (Fast Track Diagnostics, Liiksemburg) talimatla-
ri dogrultusunda calsildi. HMPV pozitif olarak bulunan 6rnekler degerlendirmeye alindi.

Dizi Analizi

Calisma icin F geninin A ve B genotipleri arasinda dort ve B1 ve B2 arasinda bir 6zel
aminoasit degisimi iceren 506 baz cift (b¢)’lik ([nt] 3624-4130) bolgesi ile N geninin A
ve B genotipleri arasinda iki ve B1 ve B2 arasinda iki aminoasit degisimi iceren 424 b¢'lik
([nt] 454-878) bolgeleri secildi. Bu bolgeler, Qiagen One-step RT-PCR Kit (Qiagen, Al-
manya) ile amplifiye edildi’. PCR {riinleri Qiaquick PCR saflastirma kiti (Qiagen, Alman-
ya) ile saflastirildi. ABI 3130 genetik analizorde BigDye v3.1 (Applied Biosystems, ABD)
kiti kullanilarak DNA dizi analizi yapildi.

Filogenetik Analiz

Ozdes diziler, DAMBE yaziliminin 5.3.10 versiyonu ile belirlendi'?. Calismamizda elde
edilen diler ve referans dizilerin hizalanmasi, ClustalW programi ile Mega yazilimi ver-
siyon 6’da yapildi'3. Bu calismada elde edilen niikleotid dizileri GenBank’a K|131430-
KJ131480 ve KJ152589-K]J152624 numaralari ile ylklendi.
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BULGULAR

Calismamizda, 2011-2013 epidemik sezonlarinda gonderilen solunum yolu 6rnekle-
rinin %2.6'sinda (76/2900) multipleks RT-PCR ile HMPV pozitifligi saptanmustir. Yapilan
dizi analizi sonucunda ise, HMPV pozitif 76 6rnegin 46'sinin (%60.5) F ve N genlerinin
kismi dizileri elde edilebilmistir. Elde edilen dizilerden %54.3'G B2, %17.4'4 B1, %4.3'U
A1, %4.3'l A2a ve %20’si A2b soylarina aittir. 2011 yilinda A2b alt soyu baskin genotip
olarak gorulmustir. 2012 ve 2013 yillarinda B1 ile beraber B2 soyu baskin genotip olarak
dolasimda kalmistir. AT soyu sadece 2013 yilinda gozlemlenmistir (Sekil 1 ve 2).

F gen segmenti icin, A ve B gruplan arasindaki niikleotid benzerligi 0.138-0.168 ara-
hgindadir. A1-A2a, A1-A2b, A2a-A2b ve B1-B2 arasinda ise sirasiyla 0.069, 0.096, 0.047
ve 0.060°dir. HMPV suslari arasindaki aminoasit benzerligi 0.028-0.042 araliginda; B ge-
notipi icerisinde aminoasit benzerligi 0.018; A1-A2a, A1-A2b ve A2a-A2b arasindaki ami-
noasit benzerligi ise sirasiyla 0.010, 0.007 ve 0.004 olarak tespit edilmistir. Genotip A ve
B arasindaki aminoasit degisimleri N233Y, V2861, K296N, K296D, Q312K ve K348R'dir.
B2 soyunda 233. (T233N) ve 280. (D280N) pozisyonda aminoasit degisimi bulunmak-
tadir (Sekil 3).

N gen segmenti icin, grup A ve B arasindaki niikleotid benzerligi 0.141-0.163; A1-
A2a, AT1-A2b, A2a-A2b ve B1-B2 arasinda ise sirasiyla 0.057, 0.048, 0.022 ve 0.064'tur.
A ve B gruplar arasindaki aminoasit benzerligi 0.037-0.050 araligindadir. B genotipi
icinde aminoasit benzerligi 0.002; A1-A2a ve A1-A2b arasinda 0.011 olarak izlenmistir.
A2a ve A2b arasinda aminoasit benzerligi bulunmamaktadir. A ve B gruplar arasindaki
aminoasit degisimleri M201V ve D212E iken, B1 ve B2 arasindaki aminoasit degisimleri
M258L, A280S’dir (Sekil 4).

Mevsimsel pikler; 2011 yilinda Nisan-Temmuz, 2012 yilinda Ocak-Haziran ve 2013
yihnda Ocak-Mayis aylari arasinda gozlemlenmistir (Sekil 5). HMPV her yas grubunda
gorulmesine ragmen agirlikli olarak bronsit, bronsiyolit veya pnomoni tanisi konulmus 1
ay ila 5 yas arasindaki cocuk hastalarda daha sik tespit edilmistir. HMPV’nin; RSV, korona-
virus, parainfluenza virus 3, rinovirus ve enterovirus gibi diger solunum yolu virGsleri ile
koenfeksiyon olusturdugu belirlenmistir.

TARTISMA

Ulkemizdeki HMPV suslarinin filogenetik cesitliliginin arastirldigi bu calismada, iki
ardisik epidemik sezona ait toplam 2900 6rnek calisilmig ve 76'si (%2.6) HMPV pozi-
tif olarak tespit edilmistir. HMPV, 6zellikle yenidogan ve cocuklarda st ve alt solunum
yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Bizim calismamizda da, HMPV pozitif orneklerin
siklikla 0-5 yas arasi ¢cocuklara ait oldugu gorilmustur. Yapilan calismalarda, bes yasina
kadar biitiin cocuklarin HMPV ile enfekte oldugu belirtilmektedir'*'%. Yasam boyunca
HMPV'nin farkli genotipleri ile yeniden enfekte olmak miimkiindiir'®.

Farkli bolgelerden farkli yillarda tanimlanan HMPV suslari birbirlerine benzer olabilir ve
toplumdan topluma farkhlik gosterebilir. Ayni epidemik sezonda virusun tiim soylari ve
alt soylari dolasimda gériilebilir'”-'®. 2005-2008 yillari arasinda B2 genotipi Hirvatistan,
irlanda, Fransa ve Yunanistan’da baskin genotip olarak dolasimda kalmistir'®-22, 2002-
2003 ve 2003-2004 sezonlarinda A1, A2 ve B2 soylari Israil'de g6zlemlenmistir?®. Kuzey
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Sekil 1. 2011-2013 yillari arasinda tlkemizde dolagimda olan HMPV suslarinin kismi F geni dizilerine gére
filogenetik adgaci. Filogenetik agag, Mega 6’da substitiisyon modeli niikleotid ’Kimura-2 parameter model”
ve “bootstrap probabilities”” 1000 kopya kullanilarak olusturulmustur. Referans sugslar ve diger (ilkelerde
tanimlanan suslarin niikleotid dizileri GenBank’dan elde edilmistir (F ve N genleri icin GenBank numaralari:
KC731526, K|627414, EU179267-EU179271, F]168778, F|168779, AY145278, AM056029, AM056031,

EU179273-EU179277, AY145294-AY145296, GQ153651, KF192743, KF192802, AY626963, AY371337,
AY304360, AY304362, AY525843).
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Sekil 2. 2011-2013 yillari arasinda llkemizde dolasimda olan HMPV suslarinin kismi N geni dizilerine gére
filogenetik agaci. Filogenetik agag, Mega 6’da substitiisyon modeli niikleotid ’Kimura-2 parameter model”
ve “bootstrap probabilities”” 1000 kopya kullanilarak olusturulmustur. Referans sugslar ve diger (ilkelerde
tanimlanan sugslarin niikleotid dizileri GenBank’dan elde edilmistir (F ve N genleri icin GenBank numaralari:
KC731526, K|627414, EU179267-EU179271, F]168778, F|168779, AY145278, AM056029, AM056031,
EUT179273-EU179277, AY145294-AY145296, GQ153651, KF192743, KF192802, AY626963, AY371337,
AY304360, AY304362, AY525843).
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(1] ] 2012 2013

Sekil 5. HMPV pozitif rneklerin 2011-2013 yillari arasinda aylara gére dagilimi.

italya’da yapilan calismada 5 ardigik epidemik sezonda (2005-2009) dért soyun birlikte
dolasimda oldugu belirtilmistir?'. Almanya’da yapilan 10 yillik calismada HMPV’nin bii-
tiin soy ve alt soylarinin dolagimda oldugu gésterilmistir'®. Ulkemizde ise, calismamizin
verilerine gore, 2011 yilinda sadece A2a ve A2b alt soylar;; 2012'de A2b alt soyu ile B1
ve B2 soyu; 2013'de de A1, B1 ve B2 soylar dolasimda kalmistir. Yapilan calismalarda,
HMPV'nin diinya genelinde gorildigi ve genellikle kis ve bahar aylarinda dolagimda
oldugu belirtilmistir'>-'®. Calismamizda mevsimsel pikler; 2011 yilinda Nisan-Temmuz
aylari, 2012 yilinda Ocak-Haziran aylari ve 2013 yilinda Ocak-Mayis aylari arasinda goz-
lemlenmistir. Ayrica, HMPV’nin diger solunum viruslar ile koenfeksiyon olusturdugunu
bildiren calismalara®* benzer olarak, bizim calismamizda da RSV, koronavirus, parainflu-
enza virus 3, rinovirus ve enterovirus ile koenfeksiyonlar izlenmistir.

F geninin kismi dizi analizlerine gore, A ve B gruplar arasindaki niikleotid benzerligi
0.138-0.168 iken, aminoasit benzerligi 0.028-0.042 olarak saptanmistir. N geninin ise A
ve B gruplar arasindaki nukleotid benzerligi 0.141-0.163; aminoasit benzerligi 0.037-
0.050dir. Nukleotid farklihginin aminoasit degisimi ile karsilastirildiginda yiiksek olmasi,
HMPV F ve N genlerinin ani aminoasit degisimlerinden korundugunu gostermektedir.
Ek olarak, F ve N genlerinin yiksek oranda korunmus olmasi, HMPV’nin evriminin ya-
vas oldugunu diisiindiirmektedir?>?6. Calismamizdaki B2 suslari, 233. (T233N) ve 280.
(D280N) pozisyonlarda ilave aminoasit degisimleri icermektedir. Bu aminoasit degisimle-
ri Almanya’da saptanan HMPV suslarinda da gézlenmistir'>. Sonuc olarak, bu calisma ile,
Ulkemizdeki HMPV suslarinin filogenetik cesitliligi ilk defa ortaya konulmus ve Avrupa’da
dolasimda olan suslarla benzer olduklari gosterilmistir.
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