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ÖZ

Paramyxoviridae ailesi içinde sınıfl andırılan insan metapnömovirusu (HMPV)’nun, fi logenetik olarak 
A ve B olmak üzere iki ana grubu; A1, A2 (A2a ve A2b alt soylarını içerir) ve B1, B2 olmak üzere farklı 
soyları tanımlanmıştır. HMPV’nin fi logenetik analizleri diğer ülkelerde detaylı olarak değerlendirilmiş 
olmakla birlikte ülkemiz için bu konuda herhangi bir veri bulunmamaktadır. Bu çalışmada, ilk kez, iki 
ardışık epidemik sezonda Türkiye’de dolaşımda olan HMPV suşlarının fi logenetik çeşitliliğinin belirlenmesi 
amaçlanmıştır. Çalışma kapsamında, Ocak 2011-Aralık 2013 tarihleri arasında, solunum yolu şikayetleri 
olan 2900 hastaya ait üst solunum yolu örneği değerlendirilmiş, özel bir grup seçilmemiştir. Örneklerde 
solunum yolu viruslarının varlığı, gerçek zamanlı multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (FTD® Respiratory 
Pathogens 21 Multiplex RT-PCR, Fast Track Diagnostics, Lüksemburg) ile araştırılmış ve HMPV pozitif 
bulunan 76 (%2.6) örnek çalışmaya alınmıştır. Filogenetik analiz için HMPV’nin nükleokapsid (N) geni 
(nt: 454-878) ile füzyon (F) geni (nt: 3624-4130) seçilmiştir. Yapılan dizi analizi sonucunda, HMPV 
pozitif 76 örneğin 46’sının F ve N genlerinin dizileri elde edilebilmiştir. Elde edilen dizilerden %54.3’ü 
B2, %17.4’ü B1, %4.3’ü A1, %4.3’ü A2a ve %20’si A2b soylarına aittir. 2011 yılında A2b alt soyu bas-
kın genotip olarak görülmüştür. 2012 ve 2013 yıllarında B1 ile beraber B2 soyu baskın genotip olarak 
dolaşımda kalmıştır. A1 soyu sadece 2013 yılında gözlemlenmiştir. F geninin kısmi dizi analizlerine göre 
A ve B grupları arasındaki nükleotid benzerliği 0.138-0.168 iken aminoasit benzerliği 0.028-0.042’dir. N 
geninin A ve B grupları arasındaki nükleotid benzerliği ise 0.141-0.163 olup, aminoasit benzerliği 0.037-
0.050 olarak izlenmiştir. Çalışmamızda, nükleotid farklılığının aminoasit değişimi ile karşılaştırıldığında 
yüksek olduğu saptanmıştır. Bu durum, HMPV’nin F ve N genlerinin ani aminoasit değişimlerinden 
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korunduğunu göstermekte; F ve N genlerinin yüksek oranda korunmuş olması da HMPV’nin evriminin 
yavaş olduğunu düşündürmektedir. Mevsimsel pikler; 2011 yılında Nisan-Temmuz, 2012 yılında Ocak-
Haziran ve 2013 yılında Ocak-Mayıs ayları arasında gözlenmiştir. Ayrıca HMPV sıklığının 0-5 yaş arasında 
yüksek olduğu ve solunum sinsityal virusu, koronavirus, parainfl uenza virus 3, rinovirus ve enterovirus 
gibi diğer solunum yolu viruslarıyla koenfeksiyon oluşturduğu saptanmıştır. Sonuç olarak bu çalışma ile, 
Avrupa’da dolaşımda olan HMPV suşlarına benzer suşların ülkemizde dolaşımda olduğu gösterilmiştir.

Anahtar sözcükler: İnsan metapnömovirusu; fi logenetik analiz; N geni, F geni; Türkiye.

ABSTRACT

Human metapneumovirus (HMPV), classifi ed 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 
fi rst 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 A1 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, parainfl uenza 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.

GİRİŞ

Solunum yolu enfeksiyonları tüm dünyada morbidite ve mortalitenin önde gelen ne-
denlerindendir. İnsan metapnömovirusu (Human metapneumovirus; HMPV), bebekler, 
küçük çocuklar ve bağışıklık sistemi baskılanmış kişilerde, alt solunum yolu enfeksiyon-
larından önemli oranda sorumlu olan ve erken çocukluk dönemindeki bronşiyolitlerin, 
solunum sinsityal virusundan sonra ikinci sıklıkta rastlanan etkenidir1-3. 

İlk kez 2001 yılında Hollanda’da izole edilen HMPV, Paramyxoviridae ailesi, Pneumoviri-
nae alt ailesi, Metapneumovirus cinsine ait zarfl ı, tek iplikli negatif polariteli bir RNA virusu-
dur. HMPV genomu; nükleokapsid (N), fosfoprotein (P), glikozillenmemiş matriks proteini 
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(M), küçük hidrofobik yüzey proteini (SH), bağlanma proteini (G), büyük polimeraz prote-
ini (L) ve füzyon proteini (F) olmak üzere dokuz protein kodlamaktadır. F glikoproteini son 
derece korunmuş, tip 1 membran proteinidir. M2 geni ise, transkripsiyon uzatma faktörü 
(M2-1) ve RNA sentezini düzenleyici faktör (M2-2) olmak üzere iki açık okuma çerçevesi 
(open reading frame; ORF) taşır4-6. HMPV, genlerinin fi logenetik analizlerine göre A ve B 
olmak üzere iki ana gruba; her iki grup da sırasıyla A1, A2 ve B1, B2 olmak üzere farklı soy-
lara ayrılmaktadır. A2 soyu iki alt soydan; A2a ve A2b’den oluşmaktadır7,8.

HMPV’nin bütün genotipleri bir sezon boyunca dolaşımda olabilir. HMPV’nin epide-
miyolojik ve fi logenetik analizleri detaylı olarak diğer ülkelerde değerlendirilmiştir. Ancak 
Türkiye’de, HMPV ilgili sadece birkaç epidemiyolojik çalışma bulunmaktadır9-11. Bu ça-
lışmada, ilk kez, iki ardışık epidemik sezonda Türkiye’de dolaşımda olan HMPV suşlarının 
fi logenetik çeşitliliğinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Keçiören Eğitim ve Araştırma Hastanesi Klinik Araştırma Etik Kurulu 
(22.02.2012 tarih ve 18 karar no) onayı ile gerçekleştirildi. Çalışma kapsamında, Ocak 
2011-Aralık 2013 tarihleri arasında solunum yolu virusları istemiyle laboratuvarımıza ge-
len örnekler değerlendirildi, özel bir grup seçilmedi. Hastaların nazofarenks ve boğaz 
sürüntüleri, Virocult MW950 marka viral taşıma sistemiyle Türkiye Halk Sağlığı Kurumu, 
Viroloji Laboratuvarı, Ulusal İnfl uenza ve diğer solunum yolu virusları laboratuvarına gön-
derildi. Örnekler bekletilmeden, derhal çalışılmaya alındı. RNA izolasyonu Qiagen EZ1 
Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, Almanya) ile üreticinin talimatlarına göre yapıldı. 

Gerçek Zamanlı Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

2011-2012 ve 2012-2013 epidemik sezonlarına ait toplam 2900 örnek, Respiratory 
Pathogens 21 Multiplex RT-PCR (infl uenza virus A, H1pdm09, infl uenza virus B, rhi-
novirus, respiratory syncytial virus (RSV) A/B, parainfl uenza virus 1/2/3/4, coronavirus 
OC43/229E/NL63/HKU1, parechovirus, enterovirus, adenovirus, human bocavirus, hu-
man metapneumovirus) kiti ile üreticinin (Fast Track Diagnostics, Lüksemburg) talimatla-
rı doğrultusunda çalışıldı. HMPV pozitif olarak bulunan örnekler değerlendirmeye alındı.

Dizi Analizi

Çalışma için F geninin A ve B genotipleri arasında dört ve B1 ve B2 arasında bir özel 
aminoasit değişimi içeren 506 baz çift (bç)’lik ([nt] 3624-4130) bölgesi ile N geninin A 
ve B genotipleri arasında iki ve B1 ve B2 arasında iki aminoasit değişimi içeren 424 bç’lik 
([nt] 454-878) bölgeleri seçildi. Bu bölgeler, Qiagen One-step RT-PCR Kit (Qiagen, Al-
manya) ile amplifi ye edildi7. PCR ürünleri Qiaquick PCR safl aştırma kiti (Qiagen, Alman-
ya) ile safl aştırıldı. ABI 3130 genetik analizörde BigDye v3.1 (Applied Biosystems, ABD) 
kiti kullanılarak DNA dizi analizi yapıldı. 

Filogenetik Analiz

Özdeş diziler, DAMBE yazılımının 5.3.10 versiyonu ile belirlendi12. Çalışmamızda elde 
edilen diler ve referans dizilerin hizalanması, ClustalW programı ile Mega yazılımı ver-
siyon 6’da yapıldı13. Bu çalışmada elde edilen nükleotid dizileri GenBank’a KJ131430-
KJ131480 ve KJ152589-KJ152624 numaraları ile yüklendi. 
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BULGULAR

Çalışmamızda, 2011-2013 epidemik sezonlarında gönderilen solunum yolu örnekle-
rinin %2.6’sında (76/2900) multipleks RT-PCR ile HMPV pozitifl iği saptanmıştır. Yapılan 
dizi analizi sonucunda ise, HMPV pozitif 76 örneğin 46’sının (%60.5) F ve N genlerinin 
kısmi dizileri elde edilebilmiştir. Elde edilen dizilerden %54.3’ü B2, %17.4’ü B1, %4.3’ü 
A1, %4.3’ü A2a ve %20’si A2b soylarına aittir. 2011 yılında A2b alt soyu baskın genotip 
olarak görülmüştür. 2012 ve 2013 yıllarında B1 ile beraber B2 soyu baskın genotip olarak 
dolaşımda kalmıştır. A1 soyu sadece 2013 yılında gözlemlenmiştir (Şekil 1 ve 2).

F gen segmenti için, A ve B grupları arasındaki nükleotid benzerliği 0.138-0.168 ara-
lığındadır. A1-A2a, A1-A2b, A2a-A2b ve B1-B2 arasında ise sırasıyla 0.069, 0.096, 0.047 
ve 0.060’dır. HMPV suşları arasındaki aminoasit benzerliği 0.028-0.042 aralığında; B ge-
notipi içerisinde aminoasit benzerliği 0.018; A1-A2a, A1-A2b ve A2a-A2b arasındaki ami-
noasit benzerliği ise sırasıyla 0.010, 0.007 ve 0.004 olarak tespit edilmiştir. Genotip A ve 
B arasındaki aminoasit değişimleri N233Y, V286I, K296N, K296D, Q312K ve K348R’dir. 
B2 soyunda 233. (T233N) ve 280. (D280N) pozisyonda aminoasit değişimi bulunmak-
tadır (Şekil 3). 

N gen segmenti için, grup A ve B arasındaki nükleotid benzerliği 0.141-0.163; A1-
A2a, A1-A2b, A2a-A2b ve B1-B2 arasında ise sırasıyla 0.057, 0.048, 0.022 ve 0.064’tür. 
A ve B grupları arasındaki aminoasit benzerliği 0.037-0.050 aralığındadır. B genotipi 
içinde aminoasit benzerliği 0.002; A1-A2a ve A1-A2b arasında 0.011 olarak izlenmiştir. 
A2a ve A2b arasında aminoasit benzerliği bulunmamaktadır. A ve B grupları arasındaki 
aminoasit değişimleri M201V ve D212E iken, B1 ve B2 arasındaki aminoasit değişimleri 
M258L, A280S’dir (Şekil 4).

Mevsimsel pikler; 2011 yılında Nisan-Temmuz, 2012 yılında Ocak-Haziran ve 2013 
yılında Ocak-Mayıs ayları arasında gözlemlenmiştir (Şekil 5). HMPV her yaş grubunda 
görülmesine rağmen ağırlıklı olarak bronşit, bronşiyolit veya pnömoni tanısı konulmuş 1 
ay ila 5 yaş arasındaki çocuk hastalarda daha sık tespit edilmiştir. HMPV’nin; RSV, korona-
virus, parainfl uenza virus 3, rinovirus ve enterovirus gibi diğer solunum yolu virüsleri ile 
koenfeksiyon oluşturduğu belirlenmiştir.

TARTIŞMA

Ülkemizdeki HMPV suşlarının fi logenetik çeşitliliğinin araştırıldığı bu çalışmada, iki 
ardışık epidemik sezona ait toplam 2900 örnek çalışılmış ve 76’sı (%2.6) HMPV pozi-
tif olarak tespit edilmiştir. HMPV, özellikle yenidoğan ve çocuklarda üst ve alt solunum 
yolu enfeksiyonlarına neden olmaktadır. Bizim çalışmamızda da, HMPV pozitif örneklerin 
sıklıkla 0-5 yaş arası çocuklara ait olduğu görülmüştür. Yapılan çalışmalarda, beş yaşına 
kadar bütün çocukların HMPV ile enfekte olduğu belirtilmektedir14,15. Yaşam boyunca 
HMPV’nin farklı genotipleri ile yeniden enfekte olmak mümkündür16. 

Farklı bölgelerden farklı yıllarda tanımlanan HMPV suşları birbirlerine benzer olabilir ve 
toplumdan topluma farklılık gösterebilir. Aynı epidemik sezonda virusun tüm soyları ve 
alt soyları dolaşımda görülebilir17,18. 2005-2008 yılları arasında B2 genotipi Hırvatistan, 
İrlanda, Fransa ve Yunanistan’da baskın genotip olarak dolaşımda kalmıştır19-22. 2002-
2003 ve 2003-2004 sezonlarında A1, A2 ve B2 soyları İsrail’de gözlemlenmiştir23. Kuzey 
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Şekil 1. 2011-2013 yılları arasında ülkemizde dolaşımda olan HMPV suşlarının kısmi F geni dizilerine göre 
fi logenetik ağacı. Filogenetik ağaç, Mega 6’da substitüsyon modeli nükleotid ‘’Kimura-2 parameter model’’ 
ve ‘’bootstrap probabilities’’ 1000 kopya kullanılarak oluşturulmuştur. Referans suşlar ve diğer ülkelerde 
tanımlanan suşların nükleotid dizileri GenBank’dan elde edilmiştir (F ve N genleri için GenBank numaraları: 
KC731526, KJ627414, EU179267-EU179271, FJ168778, FJ168779, AY145278, AM056029, AM056031, 
EU179273-EU179277, AY145294-AY145296, GQ153651, KF192743, KF192802, AY626963, AY371337, 
AY304360, AY304362, AY525843).
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Şekil 2. 2011-2013 yılları arasında ülkemizde dolaşımda olan HMPV suşlarının kısmi N geni dizilerine göre 
fi logenetik ağacı. Filogenetik ağaç, Mega 6’da substitüsyon modeli nükleotid ‘’Kimura-2 parameter model’’ 
ve ‘’bootstrap probabilities’’ 1000 kopya kullanılarak oluşturulmuştur. Referans suşlar ve diğer ülkelerde 
tanımlanan suşların nükleotid dizileri GenBank’dan elde edilmiştir (F ve N genleri için GenBank numaraları: 
KC731526, KJ627414, EU179267-EU179271, FJ168778, FJ168779, AY145278, AM056029, AM056031, 
EU179273-EU179277, AY145294-AY145296, GQ153651, KF192743, KF192802, AY626963, AY371337, 
AY304360, AY304362, AY525843).
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İtalya’da yapılan çalışmada 5 ardışık epidemik sezonda (2005-2009) dört soyun birlikte 
dolaşımda olduğu belirtilmiştir21. Almanya’da yapılan 10 yıllık çalışmada HMPV’nin bü-
tün soy ve alt soylarının dolaşımda olduğu gösterilmiştir15. Ülkemizde ise, çalışmamızın 
verilerine göre, 2011 yılında sadece A2a ve A2b alt soyları; 2012’de A2b alt soyu ile B1 
ve B2 soyu; 2013’de de A1, B1 ve B2 soyları dolaşımda kalmıştır. Yapılan çalışmalarda, 
HMPV’nin dünya genelinde görüldüğü ve genellikle kış ve bahar aylarında dolaşımda 
olduğu belirtilmiştir15-18. Çalışmamızda mevsimsel pikler; 2011 yılında Nisan-Temmuz 
ayları, 2012 yılında Ocak-Haziran ayları ve 2013 yılında Ocak-Mayıs ayları arasında göz-
lemlenmiştir. Ayrıca, HMPV’nin diğer solunum virusları ile koenfeksiyon oluşturduğunu 
bildiren çalışmalara24 benzer olarak, bizim çalışmamızda da RSV, koronavirus, parainfl u-
enza virus 3, rinovirus ve enterovirus ile koenfeksiyonlar izlenmiştir.

F geninin kısmi dizi analizlerine göre, A ve B grupları arasındaki nükleotid benzerliği 
0.138-0.168 iken, aminoasit benzerliği 0.028-0.042 olarak saptanmıştır. N geninin ise A 
ve B grupları arasındaki nükleotid benzerliği 0.141-0.163; aminoasit benzerliği 0.037-
0.050’dir. Nükleotid farklılığının aminoasit değişimi ile karşılaştırıldığında yüksek olması, 
HMPV F ve N genlerinin ani aminoasit değişimlerinden korunduğunu göstermektedir. 
Ek olarak, F ve N genlerinin yüksek oranda korunmuş olması, HMPV’nin evriminin ya-
vaş olduğunu düşündürmektedir25,26. Çalışmamızdaki B2 suşları, 233. (T233N) ve 280. 
(D280N) pozisyonlarda ilave aminoasit değişimleri içermektedir. Bu aminoasit değişimle-
ri Almanya’da saptanan HMPV suşlarında da gözlenmiştir15. Sonuç olarak, bu çalışma ile, 
ülkemizdeki HMPV suşlarının fi logenetik çeşitliliği ilk defa ortaya konulmuş ve Avrupa’da 
dolaşımda olan suşlarla benzer oldukları gösterilmiştir. 
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