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insan ve hayvanlarda solunum yolu ve intestinal sistemde enfeksiyonlara neden olan koronavirus
(CoV)'lar, zarfli, sferik, tek iplikli pozitif polariteli RNA viruslaridir. Yakin zamana kadar bilinen bes tip
insan koronavirusuna (HCoV-OC43, HCoV-HKU1, HCoV-NL63, HCoV-229E, SARS-CoV) ek olarak, MERS-
CoV (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus) 2012 yilinda Suudi Arabistan’da tanimlanmustir.
Coronaviridae ailesi, Coronavirinae alt ailesi, Betacoronavirus cinsi, C kokenine (clade) dahil edilen MERS-
CoV, akut solunum yolu enfeksiyonlarina neden olmakta ve insanlar arasinda solunum yolu ve yakin
temasla yayllmaktadir. Bu calismada, tlkemizde saptanan ilk MERS olgusunun molekdler olarak tanim-
lanmasi ve virusun filogenetik analiz sonuglarinin sunulmasi amaclanmistir. Cidde’de isci olarak calisan
42 yasinda bir Tirk vatandasi, 25-26 Ekim 2014 tarihinde ates ve halsizlik sikayetleri ile Cidde’de tibbi
bakim almis, ancak durumu kétilesince Turkiye’'ye donmdstiir. Hasta, 6 Ekim’de ates, halsizlik, solunum
yetmezIigi, terleme ve Oksuriik sikayetleri ile Hatay’da bir hastanenin yogun bakim tnitesine yatiriimis;
8 Ekim’de Universite hastanesine sevk edilmis ve 11 Ekim’de hayatini kaybetmistir. Olgunun 6limiinden
once alinan trakeal aspirat 6rnegi, Tlrkiye Halk Saghgi Kurumu, Referans Laboratuvarlari, Viroloji Bolimi
Laboratuvarina gonderilmistir. Viral RNA varligi, MERS-CoV protein E (upE), ORF1a ve ORF1b gen bdl-
gelerini hedefleyen bir ticari kit (hCoV-EMC Real-Time RT-PCR, Fast Track Diagnostics, Liikksemburg) ile
arastinlmis; dogrulama icin Diinya Saglk Orgiitii (DSO)'niin referans yéntemi (Superscript Il One Step
RT-PCR, Invitrogen, ABD) kullanilmistir. Calismada her iki yontem ile de MERS-CoV RNA porzitifligi sap-
tanmistir. Niikleokapsid (N) ve RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) gen boélgelerinin amplifikasyonu
ise hemi-nested PCR yontemiyle (Invitrogen, ABD) gerceklestirilmistir. Daha sonra N gen bdlgesinin 204
nikleotidlik kisminin dizi analizi yapilmis ve N geninin filogenetik agaci MEGA6 programi kullanilarak
olusturulmustur. Dizilenen bu bolge Londra’da tedavi edilen hastaya ait numune izolatinda iki aminoasit
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delesyonu icermektedir. Calismamizda tanimlanan ANK/1079/2014 izolatinda ise bu delesyon bulun-
mamaktadir. ANK/1079/2014 izolatinda kismi N geni dizisi, insan Betacoronavirus 2c EMC/2012 susu
ile karsilastirldiginda niikleotid ve aminoasit degisimi gozlenmemistir. MERS-CoV'un molekdler tanisi
icin calismamizda hedef olarak segilen gen bélgeleri (UpE, ORF1a, ORF1b, N ve RdRp), DSO tarafindan
onerilen, tani ve dogrulama icin yiiksek duyarlilik ve 6zgllliige sahip bolgelerdir. Yapilan calismalarda,
insan olgularinda ilk olarak tespit edilen viral genomlarin digerlerinden farkl oldugu ve “clade A" ice-
risinde yer aldidi; tek horglicli develerden ve insanlardan elde edilen diger viral genomlarin ise “clade
B” icerisinde oldugu bildiriimektedir. Bizim calismamizda, kismi N geni dizisinin filogenetik analizine
gore tanimladigimiz ANK/1079/2014 izolati “clade A”da yer almaktadir. Sonu¢ olarak MERS-CoV, Arap
Yarimadasi ve Orta Dogu bdlgesinde sinirli gibi goriinse de, bu bolgelere seyahat eden kisilerin virusu
kendi Ulkelerine tasinma riski oldugu ve diinyanin diger bolgelerinde otokton enfeksiyonlarin gériilebi-
lecedi akilda tutulmalidir.

Anahtar sozciikler: MERS-CoV; molekiiler tani; filogenetik analiz; Tiirkiye.

ABSTRACT

Coronaviruses (CoV) are enveloped, spherical, single-stranded positive-sense RNA viruses causing
mainly respiratory and intestinal infections in animals and humans. Until recently five types of human
coronaviruses (HCoV-OC43, HCoV-HKU1, HCoV-NL63, HCoV-229E, SARS-CoV) have been known,
however a novel CoV has been identified in 2012 in Saudi Arabia. This virus, namely MERS-CoV (Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus), was classified within Coronaviridae family, Coronavirinae sub-
family, Betacoronavirus genus, clade C. It causes acute respiratory infections in humans and transmits via
respiratory route and close contact between humans. The aim of this study was to present the first MERS
case from Turkey identified by molecular methods and the results of viral sequence analysis. A 42-year-
old male Turkish citizen who worked as an employee in Jeddah, Kingdom of Saudi Arabia, admitted to
hospital with the complaints of fever and malaise on 25-26 September 2014. Since his symptoms went
on and got worse, he returned to Turkey, and hospitalized in a hospital’s intensive care unit in Hatay
on 6" of October with the symptoms of fever, malaise, sweating, cough and respiratory distress. He
transferred to a university hospital on 8" of October and died on 11" October. The tracheal aspirate
sample obtained before he died was sent to Virology Unit of Reference Laboratories of the Turkish Public
Health Institution. Detection of viral RNA was performed by using a commercial real-time PCR kit (hCoV-
EMC Real-Time RT-PCR, Fast Track Diagnostics, Luxembourg) targeting the MERS-CoV E protein (upE),
ORF1a and ORF1b gene regions. The reference method Superscript Il One Step RT-PCR (Invitrogen,
USA) recommended by World Health Organization (WHO) was also applied for confirmation. Both of
the methods yielded positive results for MERS-CoV RNA. For the amplification of nucleocapsid (N) and
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) genes, hemi-nested PCR (Invitrogen, ABD) was conducted,
followed by sequence analysis of 204 nucleotide part of N gene. Phylogenetic tree of N gene was
obtained with the use of MEGA6 software. N gene was chosen as it comprised a two aminoacid deletion
in the corresponding published sequence from the patient treated in London, United Kingdom. There
was no nucleotide or aminoacid change in our isolate, namely ANK/1079/2014 when compared with
human Betacoronavirus 2c EMC/2012 reference strain found in Genbank database. The target gene
regions selected in our study (UpE, ORF1a, ORF1b, N and RdRp) which were also recommended by
WHO, shown to have high specificity and sensitivity for the diagnosis and confirmation of MERS-CoV,
and also recommended by WHO. The previous studies indicated that, the viral genomes detected in the
earliest cases of humans (clade A) are genetically distinct from the others (clade B) which were isolated
from dromedary camels and humans. In our study, according to phylogenetic analysis of partial N gene
segment, isolate ANK/1079/2014 has taken place within clade A. In conclusion, MERS-CoV appears
to have limited circulation in Arabian Peninsula and Middle-Eastern countries, it should be considered
in mind that travel-related cases may export the virus outside these regions leading autochtonous
infections in the other parts of the world.

Keywords: MERS-CoV; molecular diagnosis; phylogenetic analysis; Turkey.
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GiRiS

Coronaviridae ailesinde siniflandirilan koronaviruslar, insan ve hayvanlarda solunum
ve sindirim yolu enfeksiyonlarina neden olan zarfli, sferik, lineer tek iplikli pozitif polari-
teli RNA viruslandir'. Diinyada dért koronavirus (CoV) tipi (HCoV-OC43, HCoV-HKUT,
HCoV-NL63, HCoV-229E) insanlarda dolasimini strdirmektedir. SARS-CoV 2002-2003
déneminde sinirli bir siire icin dolagimda kalmis olan besinci tip insan koronavirusudur'.
Coronavirinae alt ailesi icinde Alphacoronavirus, Betacoronavirus ve Gammacoronavirus
olmak uzere g cins bulunur. Bilinen bes insan koronavirusu Alphacoronavirus (HCoV-
229E ve HCoV-NL63) ve Betacoronavirus (HCoV-OC43, HCoV-HKU1 ve SARS-CoV) cinsi
icerisindedir'. ilk kez 2012 yilinda Suudi Arabistan’da tanimlanan MERS-CoV (Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus) ise Betacoronavirus cinsi, C kokeni (clade) iceri-
sinde yer alan ilk insan koronavirusudur®*. Yakin akrabalari HKU4 ve HKU5, Tylonycteris
pachypus ve Pipistrellus abramus yarasa tiirlerinden izole edilmistir®.

MERS-CoV’un genomu 30.1 kb uzunlugunda olup, en az 10 ORF (Open Reading
Frame) bolgesi icermektedir. Bunlardan ORF 1a ve 1b, ylizey glikoproteini (S), kiiclik zarf
proteini (E), matriks proteini (M) ve niikleokapsid (N) proteini kodlar®®. Virusun hiicresel
reseptoru dipeptidil peptidaz 4 (DDP4; CD26) molekilidir ve bu molekil insanlarda
ozellikle akciger ve bobrek hiicrelerinde bulunmaktadir’. Virus, 20°C’de ve %40 nemli
ortamda 48 saat canli kalabilir; ancak virionlar s, lipid ¢ozuciiler, iyonik olmayan deter-
janlar ve ultraviole 1siga duyarhdir®®,

MERS-CoV’un insandan insana bulasinin solunum yolu ve yakin temas ile oldugu
diisiiniilmektedir®1°, Virus, 1-2 haftalik inkiibasyon déneminden sonra akut alt solunum
yolu enfeksiyonlarina (Severe Acute Respiratory Infections; SARI) neden olmaktadir.
MERS hastalarinda hafif ya da siddetli solunum yolu semptomlari gériilebilir. Oliimle
sonuclanan dogrulanmis olgularda en sik rastlanilan bulgular (%87-98) ates, 6kstrik ve
nefes darlig olarak tanimlanmistir®®. SARS ile kiyaslandiginda, MERS olgularinda solu-
num yetmezligi ve akut bobrek hasarinin daha hizli gelistigi ve MERS-CoV’un doku tro-
pizminin daha genis oldugu belirtiimektedir''. Bu calismada, Tiirkiye'de tespit edilen ilk
MERS olgusunun laboratuvar tanisi ve virusun filogenetik analiz sonuglari sunulmaktadir.

OLGU ve YONTEM

Kirk iki yaginda Cidde’de isci olarak calisan Tlrk vatandasi, 25-26 Eylll 2014'de ates ve
halsizlik sikayetleri ile Cidde’de tibbi bakim almis, ancak durumu kétilesince Tirkiye'ye
donmistl. Hatay’da 6 Ekim 2014 tarihinde, ates, halsizlik, solunum yetmezligi, terleme
ve Okslrik ile bir hastanenin yogun bakim Unitesine yatirilan hasta, 8 Ekim’de Universite
hastanesine sevk edilmis ve 11 Ekim’de hayatini kaybetmisti. Olgunun 6liminden once
alinan trakeal aspirat (TA) ornegi, Turkiye Halk Saghgr Kurumu, Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlari, Viroloji Bolimi, Ulusal Influenza ve Diger Solunum Yolu Viruslar
Laboratuvarina gonderildi.

Molekiiler Calismalar

Laboratuvarimizda TA 6rnedinden RNA izolasyonu, Qiagen EZ1 Virus Mini Kit v2.0
(Qiagen, Almanya) ile internal kontrol eklenerek ureticinin talimatlarina gore yapildi.
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Daha sonra viral nikleik asit amplifikasyonu, gercek zamanl multipleks ters transkripsi-
yonlu polimeraz zincir reaksiyonu (M-RT-PCR) (hCoV-EMC Real-Time RT PCR, Fast Track
Diagnostics, Liksemburg) ile ABI 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems, ABD) ciha-
zinda Ureticinin talimatlarina gére uygulandi.

MERS-CoV konfirmasyonu icin, Superscript Il One Step RT-PCR kiti (Invitrogen,
Life Technologies, ABD) kullanildi. 12.5 pl 2X reaksiyon tamponu (her dNTP’den
0.4 mM ve 3.2 mM magnezyum siilfat iceren), 1 pl Platinum Taq polimeraz, 0.4
pl magnezyum siilfat, primerler ve problar [upE gen bodlgesi icin 400 nM pri-
mer upE-Fwd (GCAACGCGCGATTCAGTT), upE-Rev (GCCTCTACACGGGACCCATA)
ve 200 nM upE-Prob (FAM-CTCTTCACATAATCGCCCCGAGCTCG-TAMRA); ORF1b
gen bolgesi icin 400 nM primer ORF1b-Fwd (TTCGATGTTGAGGGTGCTCAT),
ORF1b-Rev (TCACACCAGTTGAAAATCCTAATTG) ve 200 nM ORF1b-Prob (FAM-
CCCGTAATGCATGTGGCACCAATGT-TAMRA); ORF Ta gen bodlgesi icin 400 nM Orfla-
Fwd (CCACTACTCCCATTTCGTCAG), Orfla-Rev (CAGTATGTGTAGTGCGCATATAAGCA)
ve 200 nM Orfla-Prob (FAM-TTGCAAATTGGCTTGCCCCCACT-TAMRA)] kullanilarak Gi¢
ayri tipte ana karigim hazirlandi. Karisimlara 5 pul RNA eklenerek toplam 25 pl reaksiyon
hacminde Real-Time One Step RT-PCR uygulands®.

Dizi analizinde kullanilmak tzere, nlkleokapsid (N) ve RNA’ya bagimli RNA polimeraz
(RdRp) gen bélgeleri icin hemi-nested PCR calisildi'2. Birinci turda Superscript Il One
Step RT-PCR kiti kullanildi. 12.5 pl 2X reaksiyon tamponu (her dNTP’den 0.4 mM ve
3.2 mM magnezyum siilfat iceren), 1 pl Platinum Taq polimeraz, 0.4 pyl magnezyum
stilfat, RdRp gen bdlgesi icin 400 nM RdRpSeqg-Fwd (TGC TAT WAG TGC TAA GAA TAG
RGC; R=A/G, W=A/T) ve RdRpSeg-Rev (GCA TWG CNC WGT CAC ACT TAG G; W=A/T,
N=A/C/T/G); N gen bdlgesi icinse 400 nM NSeg-Fwd (CCT TCG GTA CAG TGG AGC
CA) ve NSeqg-Rev (GAT GGG GTT GCC AAA CAC AAA C) primerleri kullanilarak ana
karigim hazirlandi ve 5 pl RNA eklenerek toplam 25 pl hacimde calisildi. ikinci turda
ise RdRpSeqg-Rnest (CAC TTA GGR TAR TCC CAW CCC A) ve NSeg-Fnest (TGA CCC
AAA GAA TCC CAA CTA C) primerleri kullanilarak Platinum Taqg DNA Polymerase kiti
(Invitrogen) ile toplam 50 pl hacimde hemi-nested PCR Ureticinin talimatlarina gore
calisildi. Agaroz jel elektoroforezinde RdRp gen bdlgesi icin 1. turda 242 baz cifti (bg), 2.
turda 228 bg buyuklugiinde; N gen bolgesi icin 1. turda 306-312 bg, 2. turda 279-285
bg biyiikligiinde bant elde edildi'?.

DNA dizi analizi, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanilarak Greticinin
talimatlarina gore ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) sistemiyle ger-
ceklestirildi. Elde edilen dizilerin ve referans suslarin hizalamalar ClustalW programi ile
Mega Software Version.6 ile yapildi. N geninin filogenetik agaci, MEGA6’da “Neighbor-
joining method substitution model nucleotide p-distance, partial deletion for gap or
missing data treatment ve 1000 replicates of bootstrap probabilities” kullanilarak olus-
turuldu’3,

BULGULAR

Hastanin TA orneginde viral RNA, hem MERS-CoV’un E proteini (upE), ORFla ve
ORF1b bolgelerini hedefleyen ticari bir kit ile (hCoV-EMC Real-Time RT-PCR, Fast Track
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Diagnostics, Luxemburg), hem de Diinya Saglik Orgiitii’'niin referans yontemi ile calisil-
mis ve her ikisi ile de pozitif olarak bulunmustur.

N gen bdlgesinin dizilenen 204 niikleotidlik bélgesi, Londra’da tedavi edilen has-
taya ait numune izolatinda iki aminoasit delesyonu icermektedir'?. Bu bélgenin dizi-
lenmesi, aminoasit delesyonunun varliginin arastirnlmasi agisindan énem arz etmek-
tedir. Bizim izole ettigimiz ANK/1079/2014 susunda bu delesyon bulunmamaktadir.
ANK/1079/2014 izolatinin kismi N gen dizisi insan Betacoronavirus 2c EMC/2012 susu
ile karsilastinldiginda, niikleotid ve aminoasit degisimi gdzlenmemistir (Sekil 1). Kismi N
geni dizisinin filogenetik analizine gore ANK/1079/2014 izolati “clade A”da yer almak-
tadir (Sekil 2).

TARTISMA

Bu calismada, tlkemizde saptanan ilk ithal (importe) MERS olgusu ve molekiiler yon-
temlerle tanimlanan virusun filogenetik analiz sonuclari sunulmustur. Eylil 2012-Agustos
2014 tarihleri arasinda bildirilen, laboratuvar tarafindan dogrulanmis olgu sayisi 855,
olim sayisi ise 333 olup, bilinen olgularin hepsinin dogrudan ya da dolayl olarak Arap
Yarimadasi (lkeleri ile baglantisi bulunmaktadir'®. Nitekim diger iilkelerde de (ingiltere,
Almanya, Fransa, italya, Yunanistan, Hollanda, Tunus, Cezayir, Malezya, Filipinler
ve Amerika) otokton MERS-CoV enfeksiyonlari, sadece Orta Dogu (Suudi Arabistan,
Birlesik Arap Emirlikleri, Katar, Urdiin, Umman, Kuveyt, Yemen, Liibnan ve iran) ve Arap

Yarimadasina seyahat dykiisii olan kisilerde bildirilmistir®'%14,

MERS-CoV'un molekdler tanisinda, UpE gen bolgesinin, gercek zamanlh PCR icin uygun
hedef bolge oldugu; ORF1a ve Tb genlerinin ise dogrulama bolgesi olarak kullanildigi bil-
diriimektedir®. Bu gen bélgeleri icin kullanilan primerler, bilinen herhangi bir koronavirus
tipi ile capraz reaksiyon vermemektedir®. Diger taraftan, yiiksek oranda korunmus RdRp
gen bolgesi icin kullanilan primerler, hCoV-OC43 ve -HKU1 dahil olmak Uzere betakoro-
naviruslar; N gen bdlgesi icin kullanilan primerler ise Betacoronavirus “clade C” viruslarini
tespit etmektedir'2. Ayrica, N gen bolgesinin dizilenen 204 niikleotidlik kismi dizi analizi ile
dogrulama saglamaktadir'2. Bizim calismamizda da, Corman ve arkadaslari®'? tarafindan
son derece duyarli ve 6zgil oldugu bildirilen bu gen bolgeleri hedef olarak secilmistir.

Tek horguclu develerin MERS-CoV icin konak oldugu ve insanlara bulasta 6nemli
rol oynadigi gésterilmistir’>. Urdiin, Umman, Katar, Suudi Arabistan, Birlesik Arap
Emirlikleri, Misir, Etiyopya, Kenya, Nijerya ve Tunus’da tek horgicli develerde yapilan
serolojik calismalarda, MERS-CoV’na karsi yiiksek oranda antikor tespit edilmistir'¢'%.
MERS-CoV’un cografi olarak Afrika kitasinda bu hayvanlarda yaygin oldugu dustnil-
mektedir. Virus, tek horguiclii develerde nazal ve diski 6rneklerinden izole edilmis, ayrica
viral RNA deve siitiinde de tespit edilmistir?>2!. Tek horgiiclii develerdeki enfeksiyonun
asemptomatik veya hafif solunum yolu bulgulari ile seyrettigi bildiriimektedir'>17:18,

insanlarda MERS-CoV saptanma orani, alt solunum yollarinda (st solunum yollari-
na nispeten daha yuksektir ve saptanma suresi daha uzundur. Digki, idrar ve serum/
kan 6rneklerinde de virus tespit edilmistir. Insanlarda, hastaligin baslangicindan 13-30
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Human betacoronavirus 2c EMC/2012

ANK/1079/2014

Human betacoronavirus 2¢ Jordan-N3/2012 complete genome.

MERS isclate Qatar3
MERS isolate Madinah_1c_2013

MERS isolate Buraidah_1_2013

MERS isolate Taif_2b_2013

MERS isolate Tunisia-Qatar_2013

MERS isolate England/2/2013

MERS isolate Bisha_1_2012

MERS isolate Riyadh_1_2012

MERS isolate Al-Hasa_15_2013
MERS isolate Hafr-Al-Batin_1_2013

Betacoronavirus England 1

—’7 MERS isolate MERS-CoV-Jeddah-human-1
MERS isolate Riyadh_3_2013

i
0.0002

Sekil 2. ANK/1079/2014 izolatinin filogenetik agaci (p-distance, partial deletion for gap or missing data
treatment ve 1000 replicates of bootstrap).

gline kadar viral RNA saptanabilmektedir. Yapilan cesitli calismalarda, idrarda 30 guin,
oronazal strlinti 6rneklerinde 22 giin, trakeal aspirat 6rneklerinde 30 giin ve diskida 16
gline kadar viral RNA varligi gésterilmistir?25. Dolayisiyla tani icin hem (st hem de alt
solunum yolu 6rnekleri alinmali; ylksek viral yiik iceren bronkoalveoler lavaj, balgam ve
trakeal aspirat gibi alt solunum yolu 6rnekleri tercih edilmelidir. EGer imkan varsa viremi
sliresini ve viral yaylhmi tespit etmek icin digki ve idrar 6rnekleri de alinmali ve tekrarla-
nan 6rnekleme yapilmalidir?s,

Orta Dogu ve Avrupa’da virusun kisiden kisiye bulasinin, hastane, ev ve isyeri ortam-
larinda oldugu gdsterilmis; yakin temaslar diginda bulasin olmadigini bildirilmistir'®.
Ortadogu’dan Fransa, ingiltere, italya, Almanya ve Tunus’a seyahat eden olgularda
bulasin yakin temasla sinirli oldugu vurgulanmaktadir?’-?°, Yapilan calismalar, insan ve
develerden elde edilen viral genom dizilerinin cogunun birbirleriyle benzer oldugunu
gostermektedir. insan olgularinda ilk olarak tespit edilen viral genomlar digerlerinden
farkhdir ve “clade A”da (EMC/2012 ve Jordan-N3/2012) yer almaktadir. Tek horglcli
develerden ve insanlardan elde edilen diger viral genomlar ise “clade B” icerisinde-
dir’®3! Calismamizda tanimlanan ANK/1079/2014 izolatinda da, kismi N geni dizi
analizine gore aminoasit degisimi gozlenmemis ve diger referans suslarla benzer oldugu
anlasilmistir. Sonug olarak, viriilansinin SARS-CoV’den daha yiiksek oldugu anlasilan
MERS-CoV ile ilgili calismalar uluslararasi diizeyde devam etmekte ve hastaligin patoge-
nezi, klinik 6zellikleri ve epidemiyolojisi aydinlatiimaya calisiimaktadir.
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