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OZET

Giil F. Akut Solunum Yolu Infeksiyonlarinda Human Coronavirus insidansi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2009.

Calismamizda, akut solunum yolu infeksiyonlu hastalarda, Human Coronavirus’
larin (HCoV) insidans1 arastirilmistir. HCoV’ larin solunum yolu infeksiyonuna yol
actig1 ve diinyanin degisik iilkelerinde yaygin oldugu bilinmekle birlikte, tilkemizdeki
goriilme siklig1r konusunda herhangi bir arastirma yapilmamistir. Bu amacla 1 Kasim
2007- 11 Mayis 2008 tarihleri arasinda Tiirkiye’ nin 11 ilinden Istanbul Tip Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvari’ na gelen,
tiim yas gruplarindaki akut solunum yolu infeksiyonlu hastalardan alinmis toplam 400
adet nazal siiriintii, farinks siiriintiisii, nazofaringeal siiriintii ve nazofaringeal aspirat
ornegi, HCoV agisindan RT-PCR yontemi ile incelenmistir. 1 6rnek (% 0,25), HCoV
pozitif olarak bulunmustur. HCoV’ larin diisiik insidansinin; arastirmanin virusun
epidemi yaptigi doneme rastlamamis olabileceginden, hastalardan alinan 6rnegin virus
sacilimi bittikten sonra alinmis olma ihtimalinden veya asemptomatik bireyleri
icerebilecek bir kontrol grubunun calismaya dahil edilmemis olmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla beraber, altta yatan hastalig1 olan ya da
immun sistemi baskilanmis durumdaki hastalarda, Human Coronavirus’ un daha virulan
oldugunu vurgulayan caligmalarla uyumlu olarak, caliyjmamizda pozitif bulunan
hastanin da immun sistemi baskilanmis durumda idi. Caligma sonucunda Human
Coronavirus’ larin immun sistemi baskilanmis hastalarda meydana gelen akut solunum
yolu infeksiyonlarinda, solunum patojenlerinden biri olarak gz Oniine alinmasi
gerektigi diisiiniilmiistiir. Ayrica bu viruslarin Tiirkiye’ de de yaygin olup olmadigini
anlayabilmek i¢in, epidemiyolojik ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler : Insan Coronavirusu, HCoV, Insidans, Akut Solunum Yolu
Infeksiyonu, RT-PCR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmigtir. Proje No: 1725
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ABSTRACT

Gul F. The Incidence of Human Coronaviruses in Acute Respiratory Tract Infections.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Microbiology and
Clinical Microbiology. Master Degree Thesis. Istanbul. 2009.

In our study, the incidence of Human Coronaviruses (HCoV) in patients with
acute respiratory tract infections was investigated. It is well known that HCoVs cause
respiratory tract infections and are common in different countries around the world, but
in our country there is no research available about their incidence. For this purpose,
between 1 November 2007- 11 May 2008, total of 400 nasal swab, pharynx swab,
nasopharyngeal swab and nasopharyngeal aspirate, taken from all age group patients
with acute respiratory tract infections from 11 provinces of Turkey, sent to Istanbul
Faculty of Medicine, Department of Microbiology and Clinical Microbiology, Virology
Laboratory were investigated for HCoV by use of RT-PCR method. 1 sample (0.25 %)
was positive for HCoV. The low incidence of HCoV may be due to the study period
when HCoVs were not circulating, the collection time of respiratory specimens from
patients or control group who would have been asymptomatic was not included in the
study. However, consistent with the studies that are underscoring the virulence of
HCoVs in immuncompromised patients or patients with underlying diseases, the HCoV
positive patient of our study was immuncompromised, too. As a result of the study,
HCoVs have to be considered as one of the possible respiratory patogens in
immuncompromised patients with acute respiratory tract infection. Furthermore,
epidemiologic studies need to be performed to understand whether HCoVs are common
in Turkey.

Key Words : Human Coronavirus, HCoV, Incidence, Acute Respiratory Tract Infection,
RT- PCR

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 1725



1. GIRiS VE AMAC

Coronavirus’ lar (CoV) memeli, kanatli hayvanlar ve insanlarda infeksiyona
neden olan genis bir virus ailesidir. 2002’ de meydana gelen 6liimciil SARS (Agir Akut
Solunum Yetmezligi Sendromu) salginindan sonra bu virus ailesi dikkat cekmis, bu
konuda yapilan arastirmalarla bu aileden yeni viruslar kesfedilmis ve son arastirmalara
gore sayilarinin 24 memeli, 10 kanath ve 5 insan virusuna ulastig1 belirlenmistir. Bu

sayinin, arastirmalar arttik¢a daha da artacagi tahmin edilmektedir (57, 110).

Human Coronavirus’ lar (HCoV), insanlarda genellikle solunum yolu
infeksiyonlarina sebep olurlar. Bugiine kadar kesfedilen HCoV serotipleri HCoV-229E,
HCoV-0C43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1 ve SARS-CoV olarak adlandirilmistir.
HCoV, soguk alginlig1 infeksiyonunun en sik karsilasilan ikinci 6nemli viral etkenidir.
Yapilan arastirmalara gore HCoV soguk alginligi infeksiyonundan baska farenjit,
larenjit, konjunktivit, otit, bronsit, bronsiolit, pndmoni, astim, asttm bronsiolit, krup,
asttm ya da KOAH gibi kronik solunum hastaliklarinin alevlenmesi, bazen de
gastroenterit ya da Kawasaki hastaliginin etkeni olarak bulunmustur (5, 7, 51, 76, 80,
93, 98, 99). Sporadik ya da kis - ilkbahar aylarinda epidemi seklinde goriilen HCoV
infeksiyonunda en sik goriilen semptomlar burun akintisi, ates, oksiiriik ve kirginliktir

(6,9, 23).

Tim yas gruplarinda da goriilebilen HCoV infeksiyonu, en c¢ok c¢ocuk ve
infantlarda goriiliir. Bunun yaninda yaslhilarda ve altta yatan hastaligi olan ya da immun
sistemi baskilanmis durumda olan ¢ocuk ve yetigkinlerde, virusun 6liimlere de sebep

oldugu daha siddetli infeksiyonlar da meydana gelmektedir (29-31).

Solunum sekresyonlarinin inhalasyonu veya mekanik yolla bulasan ve boyle
onemli infeksiyonlara sebep olabilen bu virusla ilgili olarak, iilkemizde heniiz akut
solunum yolu infeksiyonlarindaki insidanst konusunda yapilmis herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir (57).

Bu caligma, iilkemizdeki akut solunum yolu infeksiyonlarinda HCoV insidansini
saptamak amaciyla yapilmistir. Bu amacla 1 Kasim 2007- 11 Mayis 2008 tarihleri
arasinda Tiirkiye’ nin 11 ilinden Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvari’ na gelen, tiim yas gruplarindaki



akut solunum yolu infeksiyonlu hastalardan alinmis toplam 400 adet nazal siiriintii,
farinks siiriintiisii, nazofaringeal siiriintii ya da nazofaringeal aspirat 6rnegi, HCoV

varlig1 agisindan RT-PCR yoOntemi ile incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Coronavirus’ lar (CoV), dogada hayvanlar ve insanlar arasinda yaygin olarak
bulunur. Insan ve evcil hayvanlarda siklikla goriilen solunum ve enterik hastaliklara
sebep olurlar (43, 44). Yapilan caligmalara gore, insandaki soguk alginlig: infeksiyonun
en sik etkeni olan Rhinovirus’ dan sonra, CoV ikinci sirada yer almaktadir. CoV ile
ilgili ilk bilgiler 1937° de Beaudette ve Hudson tarafindan tavuklardan Infeksiyoz
Bronsit Virusu’ n (IBV); 1940’ larda Fare Hepatit Virusu’ n (MHV) ve domuzlardan
Transmissible Gastroenteritis Virus’ un (TGEV) izolasyonuna dayanmaktadir (8, 12,

20).

Basit soguk alginliginin major etiyolojik etkeni olan Rhinovirus’ larin kesfinden
sonra uzun bir siire, soguk alginliginin % 50’ sinden fazlasinin etiyolojik etkeni tespit
edilememistir. Tyrell ve Bynoe 1965 yilinda, soguk alginligina tutulmus kisilerden
alinan nazofaringeal yikanti sivilarini, insan embriyonu trakeal organ kiiltiirlerine
inokiile ederek IBV’ na benzeyen yeni bir tip virus iiretmis ve virusu “B814” olarak
adlandirmislardir (2). Boylece, ilk kez bir insan Coronavirusu (HCoV), in vitro
iretilmistir (62). Virusun doku kiiltiiriinde pasaji yapilamamis, ancak infeksiyoz oldugu,
organ Kkiiltiirii tist sivisinin, inokiile edildigi goniilliilerin 6nemli bir kisminda soguk
alginlig1 olusturmasiyla gosterilmistir (96). 1966 yilinda ABD’ de Hamre ve Procknow,
soguk alginligina yakalanmis tip 6grencilerinin solunum 6rneklerinden, “HCoV-229E”
olarak adlandirdiklar1 yeni bir virusu doku kiiltiirtinde iiretebilmislerdir (36). Daha sonra
Mclntosh ve ark. (71), Tyrell ve Bynoe’ ye benzer bir teknik kullanarak, insan solunum
yolundan bu viruslara benzer viruslar elde ederek bu viruslari, organ kiiltiiriinden izole
edildiklerine isaret eden “OC” ismiyle adlandirmislardir. Elektron mikroskobu
calismalariyla, saptanan bu viruslarin identik elektron mikroskobu goriintiisiine sahip
olduklar1 ve heniiz siniflandirilmalar1 yapilmamis olan IBV, MHV ve TGEV ile de
benzer olduklar1 belirlenmistir (70). Bu incelemelerde en goze carpan Ozellik, virusun
“tac” a benzeyen goriintiisii olup, bu yiizden bu virus grubuna, Latince’ de ta¢c anlamina
gelen “Coronavirus” ismi verilmistir. Daha sonra bu viruslarin benzer genom

organizasyonu ve replikasyon stratejilerine sahip olduklar1 gosterilmistir (57).



Daha sonra ¢ok sayida yeni CoV kesfedilmis ve pek c¢ok hayvan tiiriinde, ¢cok
cesitli hastaliklara sebep olduklar1 gosterilmistir. Bu viruslarin biiyiikbas hayvanlar,
kiimes hayvanlar1 ve domuzlarda 6nemli hastaliklara neden olup ekonomik kayba yol
actiklar1 ve kediler, kemiriciler, kopek ve tavsanlarda da ciddi hastaliklar meydana
getirdikleri bildirilmektedir (57). Ornegin tavuklarda infeksiyoz bronsit ve nefrite;
domuz yavrularinda gastroenterit ve ensefalite; hindi, kopek ve buzagilarda enterite;
farelerde hepatit ve ensefalite; sicanlarda pnomoni ve sialodakriyoadenite; kedilerde
infeksiyoz peritonite sebep olmaktadirlar. Infekte olan hayvan tiirlerinin cesitliligi ve
sebep oldugu hastaliklarin siddeti, CoV’ lar1 en Onemli veteriner patojenlerden biri
haline getirmistir (69, 70). 1970’ ler ve 1980 yilinin baglari, CoV’ larin virion
proteinleri ve RNA’ smn tanmimlandigi, biyosentezinin Orneklerle ve deneylerle
aciklandig1 yillar olmustur. Tlk kez 1983’ te, dort CoV cinsi klonlanmustir. Bu on senelik
calisma siirect CoV RNA’ smin replikasyonu, transkripsiyonu, konak hiicredeki
reseptorlerinin tanimlanmasi ve polimeraz geninin isleyisinin ac¢iklanabilmesi icin, ¢cok
biiyiik bir adim olmustur. 2002 yilinin Kasim ayinda 6liimciil ve ¢ok hizli yayilan bir
pnomoni tipi olan “SARS” 1n (Severe Acute Respiratory Syndrome; Agir Akut
Solunum Yetmezligi Sendromu) ani ortaya cikist ve etkenin bir CoV olusu, CoV’ lar
yeniden ilgi odagi haline getirmistir (21, 53, 54, 78). Bu salginda bir hayvan CoV’ nun
delesyon ve mutasyon yoluyla adaptasyon siireci gecirip tiir bariyerini gecerek, insan
popiilasyonuna yayildig1 goriilmiistiir; ortaya ¢ikan hastaligin klinik spektrumu kendine
hastir. Hayvan CoV’ lar1 hakkinda ge¢miste yapilmis pek cok calisma sonucunda elde
edilen genomik sekans verileri ve bu virusun doku kiiltiiriinde kolayca {iiremesi
sonucunda, genomu hizla sekanslanarak SARS etiyolojisi kisa zamanda tanimlanmus;
etiyolojik etken hizla identifiye ve klasifiye edilmis, sonugta epidemiyi Onlemede
rehberlik edebilecek etkeni saptama metodlar: gelistirilmigtir (47, 69). Salgindan sonra
dikkatler Coronavirus’ lara, sebep olduklar1 infeksiyonlara, tedavilerine ve alinabilecek
onlemlere cevrilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu, SARS salginindan sonra insan,
yarasa ve diger bazi yabani hayvanlardan yeni Coronavirus’ lar da identifiye edilmistir

(27, 38, 59, 64, 81, 101).

Bu salgindan sonra, iki yeni HCoV daha identifiye edilmistir: 2004 yilinda
Hollanda” dan van der Hoek ve ark. (101) 7 aylik bir bebekten, HCoV-NL63’ ii izole
etmislerdir. Daha sonra yapilan calismalarla, bu virusun tiim diinyada yaygin oldugu

gosterilmistir (5, 6, 22, 31, 37, 48, 56, 72, 75, 98, 102, 111, 115). Woo ve ark. (108)



2005 yilinda Hong Kong® da, 71 yasindaki ates ve prodiiktif Oksiirtiklii bir hastadan,
HCoV-HKU1’ i identifiye etmislerdir. Yapilan calismalarla bu virusun da baz
tilkelerde bulundugu bildirilmistir (23, 30, 55, 97, 110). Arastirmalarda elde edilen
verilere gore bu iki virus, alt ve {ist solunum yolu hastaliklariyla iligkilidir ve insanlarda
yaygin olarak bulunmaktadir. CoV’ larin mutasyon siklig1 ve buna bagh olarak tiirler
arasinda infeksiyon yapabilme yetenegi sebebiyle, bu virus iizerine bugiin de hala

arastirmalar devam etmektedir (47).

2.2. Smiflandirma

Giiniimiizde Coronavirus cinsindeki viruslar, insan ve hayvanlarda enterik
hastaliga sebep olan Torovirus cinsi ile beraber, Coronaviridae ailesini olusturmaktadir
(43, 57). Bu iki cinsin elektron mikroskobu goriintiileri ve replikasyon stratejileri
benzer; RNA genomu, yapisal proteinlerin boyutlar1 ve nukleokapsitlerinin morfolojisi
farklidir (70). Coronaviridae ailesi de, sadece hayvanlar1 infekte eden Arteriviridae
ailesi 1ile birlikte, Nidovirales (Latince Nidus = yuva, kiime) takimi icinde
bulunmaktadir (26). Coronaviridae ailesindeki CoV’ larin, insan ve hayvanlarda

infeksiyona neden olan baz tiirleri, Tablo 2-1° de gosterilmistir (57, 83).

Serolojik iligki ve dogal konak bilgilerine gore ii¢ antijenik gruba ayrilarak
incelenen CoV’ lar, daha sonra edinilen nukleotid sekansi bilgilerine gore “a” ve “b”
olarak alt gruplara ayrilmistir (44, 59, 81). Serogrup 1 ve 2 i¢ine memelilerden izole
edilen CoV’ lar, serogrup 3 i¢ine de kanatlilardan izole edilen CoV’ lar yerlestirilmistir.
Grup 1 i¢inde insan susu HCoV-229E, bir diger insan susu olan HCoV-NL63 ve hayvan
Coronavirus’ lar1 yer almaktadir. Grup 2 icinde 2a ve 2b olarak iki antijenik alt grup
bildirilmektedir. SARS-CoV 2b igerisinde, diger insan ve hayvan CoV’ lar1 ise 2a

icinde bulunmaktadir.
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Onceleri SARS-CoV, sekanslanmis diger tiim Coronavirus’ lardan farkli ve
dordiincii grup olarak bildirilmesine karsin, daha sonra yapilan ¢alismalarla elde edilen
bulgulara gore, 2. grubun icerisinde bir alt grup olarak kabul edilmektedir (Tablo 2-1).
Cogu Coronavirus dogal olarak sadece bir hayvan tiirlinii ya da simirh sayida yakin
iligkili hayvan tiirlerini infekte etmektedir. SARS-CoV, bu durum i¢in bir istisnadir;
clinkii insanlar, insan dis1 primatlar, Himalayal1 palmiye misk kedileri (civet cat),
rakunlar, kediler, kopekler ve kemiricilerin de dahil oldugu genis bir memeli grubunu
infekte ettigi gosterilmistir. Ayrica yarasadan da, SARS-CoV’ una ¢ok benzer CoV’ lar
(BatCoV) izole edilmistir (59, 81).

2.3. Virion Morfolojisi ve Yapisi

Coronavirus virionlar1 pleomorfik olmakla birlikte genelde yuvarlak bir yapiya
sahip, yaklasik 80-160 nm ¢apinda, zarfl partikiillerdir. Virion i¢inde tek zincirli, 27-32
kb biiyiikliiglinde, sarmal, segmentsiz, pozitif polariteli genomik RNA bulunur. Tiim
Coronavirus’ lar biiyiik bir RNA genomuna sahiptir ve tim RNA viruslari i¢cinde en
biiyiik genoma sahip virus cinsidir (57). Genomunda, tiirlere gore degismek iizere
yaklasik 27.000-31.500 nukleotid vardir (86). Molekiiler agirlig 6x10° dalton ve
sedimentasyon katsayis1 70S’ tir (2). RNA genomu nukleokapsit fosfoproteiniyle (N)
baglantihdir; birlikte wuzun, esnek, sarmal nukleokapsiti meydana getirirler.
Nukleokapsit virus partikiiliinden ayrildiginda, 14-16 nm capinda uzun tiibiiler zincir
olarak goriiliir. En az iki Coronavirus’ un (TGEV ve MHV) sarmal nukleokapsiti 65 nm
capinda, sferik ya da ikosahedral olabilen internal kor yapisi ile ¢cevrelenmistir (57). Bu

yap1t membran glikoproteini (M) tarafindan olusturulmaktadir (43).

Kor disindaki lipoprotein yapidaki zarfin, virusun hiicre i¢i membranlardan
tomurcuklanmasi esnasinda olustugu bilinmektedir (57). Lipit yapida oldugundan eter
gibi lipit ¢oziiciiler, 1yonik olmayan deterjanlar, formaldehit, oksitleyici ¢oziiciiler, asit,
1s1 ve UV-radyasyonuna duyarhdir (86). HCoV-229E suslariyla infekte WI-38
hiicrelerinin ince kesit preparatlarinin elektron mikroskobu incelemesinde; virionlarin 7-
8 nm kalinliginda bir zarf, orta kisminda 4-8 nm kalinliginda elektron-seffaf bir tabaka,
9-17 nm kalinliginda elektron-yogun bir kabuga sahip i¢ nukleokapsit ve degisik

yogunlukta amorf materyal bulunan bir merkezi zona sahip oldugu goriilmiistiir (2).



Sekil 2-1° de, negatif boyanmig HCoV-NL63’ iin elektron mikroskobu goriintiisii
goriilmektedir (100).

Sekil 2-1: Negatif boyanmugs HCoV-NL63’ iin elektron mikroskobu goriintiisii
(100).

CoV zarfinin yiizeyinde, bu virusa 0zgii uzun ve topuz (spike, petal) sekilli,
glikoprotein yapida peplomerler vardir ve bunlar iki tiptir: Spike glikoproteininden (S)
olusan uzun ¢ikintilarin boyu 20 nm, ug¢ kisminin genisligi yaklasik 10 nm’ dir ve tiim
CoV’ larda mevcuttur (2, 57). Bu glikoprotein, uzunlugundan dolay1 virionun en distaki
parcasidir. Hemaggliitinin-esteraz glikoproteininden (HE) olusan kisa c¢ikintilar ise,
sadece bazi CoV’ larda (HCoV-0OC43, BCoV) bulunmaktadir. CoV zarfinda bunlardan
baska yapisal proteinler de bulunmaktadir. Sekil 2-2° de, CoV’ larin sematik sekli
goriilmektedir (73).



S: Spike Glikoproteini E: Zarf Glikoproteini M: Membran Glikoproteini N: Nukleokapsit Fosfoproteini

Sekil 2-2: Coronavirus’ larin sematik goriiniimii (73).

2.3.1. Yapisal Proteinler

2.3.1.1. Spike Glikoproteini (S)

Onceleri “E2” olarak adlandirilan spike glikoproteini (S), virion yiizeyindeki
biiyiik, petal-sekilli ¢ikintilar1 (spike) olusturur. Bu cok glikozile protein, yaklasik 150-
180 kDa agirligindadir ve zarfta bol miktarda bulunmaktadir. Glikozilasyonun, virus
notralizasyonunda onemli bir unsur oldugu sanilmaktadir (86). S proteini, zarf disindaki
N-terminal ucundan, zarf icindeki C-terminal ucuna dogru, ii¢ yapisal bolgeye
ayrilabilir: Bunlar sirasiyla, S1 ve S2 olarak iki alt bolgeye ayrilabilen bir biiyiik dis
bolge, bir transmembran bolgesi ve kisa bir karboksiterminal sitoplazmik bolgeden
olusur. S1 alt bolgesi molekiiliin N-terminal kismini icerir ve spikelarin kiiresel kismini
olusturur. Uygun hiicrelerin yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanmadan sorumludur
(57). Farkl1 CoV’ larda, hatta bir CoV’un farkli suslarinda bulunan S1 glikoproteininin,
uzunluk ve nukleotid sekanslarinda 6nemli farkliliklar vardir. S1° deki bu farkliligin

muhtemelen mutasyon, CoV’ lar arasindaki rekombinasyon ve in vivo kuvvetli pozitif
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seleksiyondan kaynaklandig1 diistiniilmektedir (44). S1 sekanslar1 {iizerindeki
mutasyonlarin reseptdre baglanma, doku tropizmi ve fiizyon mekanizmasinda etkili
oldugu bildirilmektedir. SARS epidemisinde daha az siddetli infeksiyonlara neden olan
SARS-CoV ile, misk kedilerinden izole edilen SARS-CoV’ un S proteini {izerine
yapilan incelemelerde, daha az siddetli infeksiyon yapan viruslarin, misk kedilerindeki
ACE?2 (angiotensin-converting enzim) reseptoriine, insan ACE2 reseptoriine gore daha
etkili baglandigi; oysa epideminin siddetli donemindeki insan SARS-CoV’ lariin, her
iki reseptore de ayni sekilde baglandigi saptanmistir. Bu bilgi, S’ nin reseptore
baglanma bolgesindeki aminoasit mutasyonlarinin ne kadar etkili oldugunun, en 6nemli
gostergelerinden biridir (11). Aym sekilde Ziirafa Coronavirusu’ nun (GiCoV), Sigir
Coronavirusu’ na (BCoV) gore S proteininde 5 aminoasitin eksik oldugu, bu viruslarin
germ-free buzagilara inokiile edildiginde, BCoV’ undan daha siddetli infeksiyon
olusturduklar1 ve hiicre kiiltiiriinde infektivite titrelerinin ¢ok yliksek oldugu rapor
edilmistir (38). Bir bagka bulgu da, sigirlarin enterik CoV’ larmin S proteinindeki
aminoasit degisiklikleri sonucu, solunum sisteminde infeksiyon olusturmasidir (40). S1
sekansindaki biiylik delesyon ve insersiyonlarin siklikla meydana geldigi birka¢ cok
degisken bolgenin, spikelarin yapist icin elzem olmayan bolgeler olabilecegi; buna
karsilik S2 sekanslarinin daha korunmus olup spikelarin sap kismini olusturdugu

bildirilmektedir (44, 57).

Cogu MHV susu ve BCoV’ lardaki S proteini, olgunlasma sirasinda ya da
sonrasinda hiicresel bir proteaz tarafindan, S1 ve S2’ ye boliinmekte; SARS-CoV’ da ise
boliinme, hiicreye giris esnasinda olmaktadir. S’ nin boliinmesi, degisik Coronavirus’
larda farkli olup konak hiicre tipine de baghidir. Grup 1 Coronavirus’ larin S proteini
bolinmemesine ragmen, bazilar1 (FIPV) hiicre-hiicre fiizyonunu indiikleyebilir (57).
Grup 2 CoV’ larin S proteini, S1 ve S2 arasinda bir boliinme bolgesi igerir ve S’ nin
boliinmesi, reseptdre baglanmada aktif forma ulagsmak icin ¢ok dnemlidir (82). MHV’
un S proteininin boliinmesinin, onun hiicre-hiicre fiizyon aktivitesini artirdig1

diistiniilmekle beraber, bu boliinme virusun infektivitesi i¢in elzem degildir (18).

S glikoproteininin ¢esitli ©nemli biyolojik fonksiyonlar1 vardir. S’ nin
monoklonal antikorlari, virus infektivitesini notralize edebilir. Bu durum, S proteininin
hiicresel reseptorlere baglandigl goriisiinii desteklemektedir. S1 bolgesinin aminoasit

dizilimi, hayvanlardaki Coronavirus’ larin hedef hiicre 6zgiilliigli icin kritiktir. Bu
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durum, ozellikle SARS-CoV’ da 1y1 gosterilmistir: Virus yarasadan palmiye misk kedisi
ve insanlara gecerken, S glikoproteini, konak hiicre reseptoriindeki (ACE2) tiir-spesifik

farkliliklara adapte olmustur (57).

S proteini konak hiicredeki spesifik reseptore baglanarak, viral zarf ile konak
hiicre membraninin fiizyonunu; ayrica hiicre-hiicre fiizyonunu da indiiklemektedir.
Sadece S proteininin ekspresyonu, reseptor tasiyan hiicrelerin fiizyonunu indiikleyebilir.
Membran fiizyon aktivitesinden, muhtemelen S2 i¢indeki internal hidrofobik sekanslar
sorumludur. S proteininin dikkat ceken bir diger oOzelligi de, spesifik reseptor
yoklugunda da, hiicre-hiicre fiizyonunu indiikleyebilmesidir; bu yetenek, hayvanlardaki

artan virulans1 aciklamaktadir (57).

S glikoproteini, infekte konagin immun sisteminin virusu tanimasinda birincil
unsurdur. Infeksiyon esnasinda meydana gelen notralizan antikorlarin  bas
indiikleyicisidir (90). MHV ile infekte hiicrenin membranindaki S proteininin varligi,
hiicreyi B hiicre baglantili sitotoksisiteye duyarli kilmaktadir. Bazi Coronavirus’ larin
(MHYV, TGEV) S glikoproteini, IgG’ nin Fc fragmentine baglanabilme yetenegindedir.
Bu molekiiler mimikrinin, S proteinini antivirus antikorlarina karst koruyarak, viral
patogenezde rol oynadig disiiniilmektedir. BCoV ve HCoV-OC43’ iin S proteinleri
ayrica glikan ihtiva eden 9-O-asetil noraminik (sialik) aside baglanabilmektedir. Bu
baglanmanin, duyarli hiicrelerde  infeksiyonun  baslamasini  kolaylastirdig:
diistiniilmektedir. S proteini, hemaggliitinasyon aktivitesine de sahiptir. (57). IBV ve
MHV’ un spikesiz virionlari, infeksiy6z degildir (90). Sonu¢ olarak S proteini hiicre
tropizmi, konak se¢imi, notralizan antikor olusumu ve CoV infeksiyonlarinin patogenez
ve biyolojisinde o©nemli rol oynayan c¢ok fonksiyonlu bir protein olarak

degerlendirilmektedir (19, 57).

2.3.1.2. Hemaggliitinin-Esteraz Glikoproteini (HE)

Onceleri “gp65 glikopeptit” ya da “E3” olarak adlandirilan Hemaggliitinin-
Esteraz Glikoproteini (HE), baz1 Grup 2 CoV’lar (HEV, BCoV, MHV, HCoV-0C43)
ile Grup 3 Hindi Coronavirusu’ nda (TCoV) bol miktarda bulunmaktadir ve 65-70 kDa
agirhigindadir (57, 90). Bu glikozile protein, virion iizerinde kisa uzantilar olarak
goriilmektedir. Viral replikasyon i¢in elzem olmadigr diistiniilmektedir; cilinkii
bulundugu CoV’ lar arasinda bile varligr ya da yoklugu ¢ok degiskendir ve devamli

hiicre kiiltiirii pasajlarinda, yapisi1 siklikla mutasyona ya da tamamen delesyona
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ugramaktadir (57, 86). Yiiksek hemaggliitinasyon oOzelligi ve virus partikiillerinin
hiicreden salinmasinda rol oynayan esteraz aktivitesi vardir; hemadsorbsiyona sebep
olabilir (57, 79, 95). Bu ozellikler, virusun titresini 6l¢gmede ya da infekte organ kiiltiirti
hiicrelerini saptamada kullanilabilmektedir (44). Ayrica suslar arasindaki biyolojik
ozelliklerin ortaya konulmasinda hemaggliitinasyon, hemaggliitinasyon inhibisyon ve
reseptorii inhibe eden enzim aktivitelerinin (receptor-destroying enzyme activity)

titrelerinin hesaplanmasinda kullanilabilir (39).

CoV’ un HE proteininin, Influenza C virusun HE proteini ile yaklasik % 30
aminoasit sekans benzerligi vardir; bu proteinin, ge¢mise ait bir CoV’un genomik RNA’
st ile Influenza C virusun HE geninin mRNA’ smin rekombinasyonundan tiiremis
olabilecegi diisiiniilmektedir (10). BCoV ve HCoV-OC43’ iin S proteinleri gibi, ¢esitli
CoV’ larim HE proteini, 9-O-asetil ndraminik aside baglanabilir ve bu gruptan asetil
gruplarin1 ayiran asetilesteraz aktivitesi, hiicre yiizeyine yapisan virionlarin ayrilmasini
saglamaktadir (44). HE’ nin 9-O-asetil ndraminik aside baglanmasinin, konak hiicre
membraninda virusun yogunlagsmasini saglayarak, bu yolla S’ nin spesifik reseptoriine
baglanmasint kolaylastirdigi diisiiniilmektedir (86). Bu ozelliklerinden dolayi, hedef
hiicreye virusun baglanmasindan ya da infekte hiicreden virus salinnmindan sorumlu

oldugu diisiiniilmektedir (57).

HE, virusun konak hiicre membranlarina ilk adsorbsiyonuna araci olabilmekte;
fakat sonradan diger CoV’ larda goriillene benzer bir mekanizmayla, adsorbsiyon
muhtemelen S proteininin spesifik bir reseptorle etkilesimini gerektirmektedir. Bu
sonug, su bulgularla desteklenmistir: Virion yiizeyinde S proteininin yoklugunda HE’
nin varligi, doku Kkiiltiirii hiicrelerinin viral infeksiyonuna aracilik etmede yetersiz
kalmaktadir. Ayrica kemirici hiicrelerinin MHV’ un HE igeren bir susuyla infeksiyonu,
virionda HE proteini olmasina ragmen, hiicresel reseptor ya da viral S proteinine karsi

olusan monoklonal antikorlarla inhibe olmustur (57).

2.3.1.3. Membran Glikoproteini (M)

Onceleri “E1” olarak isimlendirilen bu glikozile protein, 25-35 kDa
agirhigindadir ve virusun zarfinda bol miktarda bulunmaktadir (57, 86). Diger CoV
glikoproteinlerinden farkli olarak, membran glikoproteininin (M) sadece kisa bir

aminoterminal bolgesi viral zarf disinda agikta kalmaktadir. Bu bolgeyi takiben zarfi ii¢
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kere gecen bir a-heliks bolgesi ve viral zarfin icinde biiyiik bir karboksiterminal bolge
bulunmaktadir. TGEV gibi bazi CoV’ larda M’ nin karboksiterminal kismi, virion
yiizeyinde acikta kalmaktadir (57). Yiiksek derecede hidrofobiktir (44). M’ nin dis
bolgesine karst olugsmus bazi monoklonal antikorlar, virus infektivitesini notralize
etmektedir. M proteini plazma membranina taginip orada goriilmez; hedefi golgi
aygitinin baslangic bolgesidir. M proteini, virus partikiillerinin birlestirilmesi ve
olgunlagmasinda anahtar bir role sahiptir (57). RNA’ ya afinitesi oldugu gosterilmistir
(92). Viral RNA paketleme sinyaliyle etkileserek, nukleokapsitlerde virus RNA’ sinin
paketlenmesinde de kritik role sahip oldugu diisiiniilmektedir. N ve S proteinlerinin
ikisiyle birden etkilesimdedir. N ile etkilesimde olmasi, nukleokapsitle iligkili oldugunu
diistindiirmektedir (57). Bu durum in vitro kosullarda MHV’ un M glikoproteininin,
izole edilmis nukleokapsite baglandiginin gosterilmesiyle de kanitlanmistir (44). TGEV
ve MHV’ da, nukleokapsit disindaki kabugu olusturur. Bazi CoV’ larin M proteini,

interferon-alfa olugsmasini indiiklemektedir (57).

2.3.1.4. Zarf Glikoproteini (E)

Onceleri “sM (small membran)” olarak adlandirilan bu protein, 9-12 kDa
agirhiginda, kiiciik ve viral zarfta az miktarda bulunan, glikozile olmayan bir proteindir
(57, 86). E proteini lipit membram iki kere gecer; proteinin iki ucu da virus
liimenindedir. Virion partikiillerinin birlestirilmesini tetikledigi diisiiniilmesine ragmen,
elzem degildir. Ciinkii E ekspresyonu yetersiz olan virusla infekte hiicrelerden, anormal
sekilli olmakla birlikte, yine de virionlar salinmaktadir. Infekte hiicre icinde
tomurcuklanma i¢in, M ve E glikoproteinlerinin ikisi de gereklidir. Kivrilarak lipit
tabakayr bozmasi, virus tomurcuklanmasindaki roliinii aciklar. Sadece E’ nin
ekspresyonu, hiicreden vesikiil salinimi i¢in yeterlidir (57). Ayrica E proteini ¢ok 1yi
anlagilamamigsa da SARS-CoV, HCoV-229E, MHV ve IBV’ da, soyunma ve olgun
virionlarin saliniminda gorevli bir iyon kanali gibi fonksiyon gordiigii gosterilmistir

(63). MHV ve SARS-CoV’ da apoptozu indiikledigi gosterilmistir (3, 112).

2.3.1.5. Nukleokapsit Fosfoproteini (N)

50-60 kDa agirhigindadir. Viral sarmal nukleokapsiti olusturmak i¢in, genomik
RNA’ ya baglanir ve RNA zincirinin dayanikliligin1 saglar (57, 95). N’ nin {i¢ yapisal
bolgesi vardir ve RNA, orta bolgeye baghdir (44). N proteini, M ile direk etkilesimdedir
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(106). Muhtemelen virusun tomurcuklanmasi esnasinda, M’ nin sitoplazmik bdlgesine
baglanir (44). Bu etkilesim, virus partikiillerinde nukleokapsidin kaynagsmasini saglar.
N’ ne kars1 olusan antikorun, in vitro CoV RNA polimeraz reaksiyonunu inhibe ettigini
gosteren bir ¢alismaya gore, N ayrica replikasyonda da rol oynamaktadir. Buna uyumlu
olarak N proteini, viral RNA’ nin iiretildigi ve toplandig1 bolgelerde lokalize olur. Bu
ozellikle muhtemelen, RNA replikasyon komplekslerinin olusumunu ve virus
partikiillerinin birlestirilmesini kolaylastirmaktadir. Ayrica hiicresel bagisikliga sebep

olur (57).

2.3.2. Viral Genom ve Yapisal Olmayan Proteinler

CoV genomik RNA’ lar1 “cap”li, poliadenillenmis ve mRNA gibi fonksiyon
gorebilen, pozitif polariteli RNA’ lardir yani virion icinde RNA-bagimli RNA
polimeraz enzimi (RdRp) yoktur ve purifiye genomik RNA infeksiyozdiir (44, 57).
Genomun 5’ ucundaki 65-98 nukleotidlik sekans, “lider RNA” olarak adlandirilir ve
ayni zamanda tiim subgenomik mRNA’ larin 5’ ucunda da bulunur. Bu lider sekansz,
200-400 nukleotidlik bir UTR (untranslated region) takip eder. Genomun 3’ ucunda,
200-500 nukleotidlik diger UTR vardir ve bunu da degisik uzunluklardaki poly (A)
takip eder. 3° ve 5  uctaki UTR sekanslarinin ikisi de, RNA replikasyonu ve
transkripsiyonunda 6nemlidir (57). Genomun kalan kisminda 7-14 ORF (open reading
frame) bulunur ve bunlar yapisal proteinleri kodlar (86). 5 uctaki Gen 1, genomun {icte
ikisini kapsar; yaklasik 20-22 kb uzunlugundadir ve iki ORF’ den (la ve 1b) olusur. Bu
ORF’ ler ribozomal cerceve kayma mekanizmasiyla, RNA-bagimli RNA polimeraz ve

proteazlarin prekiirsorii olan bir poliproteine doniisiir (57).

IBV ve SARS-CoV disindaki ¢ogu CoV, ORF 1a’ da iki papain-benzeri proteaz
kodlar. Tiim CoV’ lar ayrica M ya da 3CL"" olarak adlandirilan kemotripsin-benzeri
bir proteaz kodlar. Genom ayrica polimeraz ve ¢ok fonksiyonlu bir helikaz proteini ve
hemaggliitinin-esteraz kodlar. Bu proteinin helikaz aktivitesinin yaninda NTPaz,
dNTPaz ve 5’-trifosfataz aktivitesi vardir. CoV’ larin muhtemel bir 3’-5’-ekzonukleaz
(ExoN), uridilate-spesifik bir endoribonukleaz (NendoU) ve S-adenozilmetionin-
bagimli bir 2’-O-riboz metiltransferaz (2’-O-MT) kodladig tahmin edilmektedir.

Bunlardan birkaginin aktiviteleri, son zamanlarda dogrulanmistir (57, 66). ORF 1la ve
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Ib arasinda, ribozomal cerceve kayma mekanizmasi i¢in elzem olan 7 nukleotidlik bir

sekans vardir (44).

Tiim CoV’ larda bulunan dort yapisal proteini ve polimerazi (Pol) kodlayan
genlerin diizeni, 5’-Pol-S-E-M-N-3’ seklindedir (Sekil 2-3). Bu sira, tim CoV
genomlarinda korunmustur (45, 86). Genomun en korunmus boélgesi, polimeraz genidir
ve Pancorona primerleri bu bolgeden secilerek reverse transcription -Polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) ile genel CoV taramasi yapilir (41, 62). Bu genlerin aralarina,
yapisal olmayan proteinleri ve HE glikoproteinini kodlayan birkag ORF yerlesmistir.
Yapisal olmayan proteinler ve HE’ nin bulundugu CoV’ lar arasinda sayi, nukleotid
sekansi, gen diizeni ve ekspresyon metodu bakimindan belirgin farkliliklar vardir; fakat
ayni grup i¢inde korunmuslardir; bu ylizden bunlara “grup-spesifik proteinler” denir.
Yapisal olmayan proteinler virus replikasyonunda elzem degildir, fakat delesyonlar:
cogunlukla viral ateniiasyona sebep olur (57). In vivo virus patogenezinde rol oynayip
oynamadiklart kesin degildir. CoV genomunun degisik bolgelerine bu genler
muhtemelen, RNA rekombinasyonu araciligiyla yerlesmistir (44). Bu yapisal olmayan
proteinlerin sayica en fazlasina SARS-CoV sahiptir (57). Bazi1 CoV’ larin genomik

yapilari, Sekil 2-3” te gosterilmistir (45).
Coronaviruslarin genomik yapisi
> RdRp a3 E 3
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Sekil 2-3: Coronavirus’ larin genomik yapisi (45).
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2.4. Coronavirus Replikasyonu

CoV replikasyon semast Sekil 2-4° te goriillmektedir (57). Bu virusun
replikasyonu, infekte hiicrenin sadece sitoplazmasinda meydana gelir (44). Diger zarfli
viruslarla karsilastinldiginda, replikasyon yavastir: Ornegin Influenza virusunda
replikasyon siiresi 6-8 saatken, CoV’ da 24 saattir (62). Replikasyon dongiistiniin ilk
basamagi, virionlarin hedef hiicrelerin plazma membranina baglanmasidir. Viral
tropizmin ana belirteci olarak S proteini, hiicre ylizeyindeki bir spesifik reseptor
glikoproteine baglanir. Bazi CoV’ lar i¢in tamimlanmis reseptorler Tablo 2-2° de

goriilmektedir (57, 83).

. L+ LI
— " T Tt S\
endocytosis ﬁ,
Fusion \exncytosis
5 = Ly
- genomic RNA 7 Do
{'} ’ s.-rm_-wa.'m
CF vesicles
transcription
+ replication
(+) = -
Messssss= _}
P —'.
—
MBMNAS g =
»-— =
e =
Oﬂu cleus
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Sekil 2-4: Coronavirus replikasyon dongiisii (57).

Cogu CoV Kkesin tiir spesifitesi gostermesine ragmen, bu viruslar da diger RNA
viruslar1 gibi in vitro ya da in vivo pasajlar sirasinda mutasyona ugrarlar. Bu durum in
vitro gosterilmistir: Secici baskilanma altinda, S proteini mutasyonlu olan MHV

varyantlari, insan karsinoembriyonik antijen (CEA) reseptorlerini kullanabilmistir. Bu
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tiir bariyerini gecme yetenegi, SARS epidemisinin sebebini agiklamaktadir. Kedi APN’
si  (aminopeptidaz N), Kedi Coronavirus’ larina (FECoV, FIPV) reseptdr olmasinin

yaninda HCoV-229E, TGEV ve CCoV i¢in de reseptordiir (57).

HCoV-0C43 ve BCoV, hedef hiicrelerin ylizeyindeki 9-O-asetil sialik asiti
taniyabilen HE ya da S glikoproteini ile hedef hiicreye baglanir. Reseptor olarak sialik
asiti kullandiklarindan, in vitro ¢ok sayida tiiriin hiicrelerini infekte edebilmekte ve in
vivo fare infekte etmek icin tiir bariyerini gecebilmektedir. Virionlarin sialiklenmis
kisimlara baglanmasi, muhtemelen viral dayanmikliligi arttirip, gastroenterik kanalda

virus infeksiyonunu kolaylastirmaktadir (57).

Tablo 2-1: Coronavirus’ lar, infekte ettigi konaklar ve bilinen hiicre reseptorleri (57, 83)

Antijenik Grup Virus Konak Reseptor
1a HCoV-229E: Human Coronavirus-229E insan APN
1a TGEV: Transmissible Gastroenteritis Virus Domuz APN
1a PRCoV: Porcine Respiratory Coronavirus Domuz APN?
1a CCoV: Canine Coronavirus Kopek APN
la FECoV: Feline Enteric Coronavirus Kedi APN
1a FIPV: Feline Infectious Peritonitis Virus Kedi APN
1b HCoV-NL63: Human Coronavirus-NL63 insan ACE2
1b BatCoV: Bat Coronavirus Yarasa ?
2a HCoV-0C43: Human Coronavirus-OC43 insan 9-0-ASAC
2a HCoV-HKU1: Human Coronavirus-HKU1 insan ?
2a MHYV: Murine Hepatitis Virus Fare CEACAM1
2a SDAV: Sialodacryoadenitis Virus Sican ?
2a HEV: Hemagglutinating Encephalomyelitis Virus Domuz 9-0-ASAC
2a BCoV: Bovine Coronavirus Sigir 9-0-ASAC
2a GiCoV: Giraffe Coronavirus Ziurafa ?
2b SARS-CoV: Severe Acute Respiratory Syndrome-CoV insan ACE2
3 IBV: Avian Infectious Bronchitis Virus Tavuk ?

3 TCoV: Turkey Enteric Coronavirus Hindi ?

APN: Aminopeptidaz N, ACE2: angiotensin-converting enzyme 2, 9-O-ASAC: 9-O-acetylated sialic acids

(neuraminic acid), CEACAM1: human carcino-embryonic antigen cell adhesion molecule 1.
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SARS-CoV izole edildikten kisa bir siire sonra konak hiicre reseptoric ACE2
olarak tanimlanmistir. ACE2 diger dokular yaninda akciger, kalp, bobrek ve ince
bagirsakta da goriiliir. SARS-CoV da esas olarak akciger ve ince bagirsag: infekte eder;
bunun yaninda viral nukleik asit diger organlarda da saptanir. Palmiye misk kedileri ve
insanlardan izole edilen SARS-CoV’ lar genomik olarak birbirlerine yakin olmalarina

karsin, insan ACE2 reseptoriine baglanma yetenekleri farklidir (57).

Virusun spesifik reseptore baglanmasi sonucu S proteini, viral zarfla konak
hiicre membranmnin fiizyonunu indiikleyen konformasyonel bir degisiklik gecirir ve
virus bu yolla hiicrenin i¢ine girer. Deneysel tecriibeler, farkli CoV’ larin hiicrelere
farkli mekanizmalarla girdigini gostermektedir: Asidik pH’ ya baglh endositozla ya da
pH’ dan bagimsiz plazma membranina flizyon yoluyla konak hiicreye giren virus

soyunur (57).

Viral RNA sitoplazmaya salindiginda, biiylik bir poliproteini olusturmak i¢in
ribozomlara baglanir ve ribozomal cerceve kayma mekanizmasi (Ribozomlar, mRNA’
daki sinyallere karsilik olarak, farkli bir okuma penceresine hareket eder ve
translasyona bu yeni pencerede devam eder) ile translasyona ugrar (26, 44, 57). Bu
biiyilik poliprotein, translasyon esnasinda ya da sonrasinda, virusun kendi proteazlariyla
(papain-benzeri proteaz PLP°, kemotripsin-benzeri proteaz MP°) Kkesilerek, farkli
proteinlere doniismek iizere islenir: Yapisal olmayan polimeraz ve ATPaz helikazi;

yapisal proteinler olan HE, S, M, N’ ni olusturur (57, 70).

RNA-bagimli RNA polimeraz, (+) genomik RNA’y1, (-) template RNA
sentezlemek i¢in template olarak kullanir. Sonra polimeraz bu (-) template RNA’ yi,
yeni genomik (+) RNA ve subgenomik (+) mRNA’lar1 sentezlemek i¢in kullanacaktir.
Subgenomik mRNA'’larin sentezi i¢in One siiriilen kesintili transkripsiyon modeline
gore; genomik (+) RNA, (-) RNA sentezinde template olarak gorev yapar. Fakat (+)
genomik RNA’nin 3’ ucundan baslayan transkripsiyon, bir IS’ da (intergenik sekans)
durur ve sonra heniiz agiklanamayan bir mekanizmayla 5 ugtaki lider sekansa sigrar.
Transkripsiyonun sonlanmasi muhtemelen, lider RNA ile IS elementleri arasindaki
etkilesim sonucu meydana gelir. Bu sekilde, subgenomik (-) mRNA’lar sentezlenmis
olur. Sonra her subgenomik (-) mRNA, subgenomik (+) mRNA’ larin dogru ve
kesintisiz bir transkripsiyonu i¢in template olarak gorev yapar (44). Kesintili

transkripsiyonla olusan alt1 nested mRNA’ nin her biri, bir yapisal protein kodlar (26).
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Negatif zincirli RNA infeksiyon baslangicinda sentezlenir, fakat ilerleyen
evrelerde azalir. Buna karsilik pozitif zincirli RNA tiirleri infeksiyon boyunca, son
evrelere kadar sentezlenir (57). Infekte hiicrelerde (+) viral RNA, (-) viral RNA’ dan 10
ila 100 kat arasinda fazladir (44).

ORF 1la ve 1b proteinleri, viral RNA replikasyonu olan bolgeye tasinir. Bu
proteinler, yeni sentezlenmis viral RNA ve N proteiniyle, nukleokapsiti olusturmak i¢in,
perinukleer alan yakinindaki “rough endoplazmik retikulumun” liimenine

tomurcuklanirlar (44, 57).

S proteini translasyon sirasinda rough endoplazmik retikuluma girer ve glikozile
olur. Trimer haline geldikten sonra disar1 cikar; M ve E proteinleriyle etkilesime
girerek, virion partikiillerinin birlestirilme bolgesine go¢ eder. Golgi aygitina transportu
sirasinda  yliksek-mannozlu glikanlar1 diizenlenir ve olgun hale gelmis olur. S
proteininin bir kism1 plazma membranina taginir ve bu bolgede hiicre flizyonuna sebep
olur. Son olarak baz1 CoV’ larin (6zellikle Grup 2 ve Grup 3 CoV’ lar1) S proteini, S1

ve S2 alt iinitelerine boliiniir (57).

M proteini rough endoplazmik retikulum iizerinde sentezlenip endoplazmik
retikulum membranina girer ve glikozile edilir. M proteini ¢ogunlukla virusun
tomurcuklanma bolgesinde; az bir kismu da golgi aygitinda lokalize olur (57). Plazma
membranina tasinmaz (44). Buna karsilik E proteini, endoplazmik retikulum ve golgi
aygit1 arasindaki ERGIC’ de (endoplasmic reticulum-golgi intermediate compartment)

lokalize olur (57).

Bazi1 CoV’ larda bulunan HE proteini, translasyon esnasinda rough endoplazmik
retikulumda glikozile olur ve dimerler meydana getirir. Golgi aygitina tasinip burada
olgunlasir ve tomurcuklanan virus partikiillerinin zarfina dahil olur. Bir kisim HE
proteini de plazma membranina tasmip hiicre ylizeyine yerlesir ve burada

hemadsorbsiyona sebep olabilir (57).

Elektron mikroskobu incelemelerine gore virus tomurcuklanmasinin meydana
geldigi yer, ERGIC denen endoplazmik retikulum ve golgi aygiti arasindaki diiz duvarh
vesikiillerdir. Fakat infeksiyon ilerlerken rough endoplazmik retikulum da virus
olgunlagsma yeri olmaktadir. Her zaman, M ve E proteinleri arasindaki etkilesim, normal
virus tomurcuklanma siirecini tetiklemektedir. E proteini virionda c¢ok kiiciik

miktarlarda bulunur; bir E proteinine karsilik 100 M proteini olabilir. Buna gore E
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proteini belki de virion olusumunda yapisal bir role sahip degilse de, virion

morfogenezinde gereken membran degisimini baslatici olarak gorev yapmaktadir (44).

Tam bir virus partikiilii, N proteini ile viral RNA’ nin etkilesimi ile sekillenen
sarmal bir nukleokapsit icerir. Sonra nukleokapsit endoplazmik retikulumda M proteini
ile etkilesime girer ve boylece virus partikiiliinde paketlenir. Sasirtic1 olarak M, N
olmasa bile viral RNA ile direk etkilesime girebilir. S yoklugunda spikesiz virus
partikiillerinin olusabilmesi, S’ nin virus partikiillerinin birlestirilmesi icin elzem
olmadigin1 fakat infeksiyoz virus partikiillerinin olusumu i¢in gerekli oldugunu

gostermektedir (57).

Tomurcuklanmadan sonra virus partikiilleri golgi aygitina giderler, daha ileri
morfolojik degisimler gecirerek olgunlasirlar ve salgisal vesikiillere ulastiklarinda, siki
ve elektron-yogun kor kisimlariyla olgun bir virus partikiilii goériinlimii almis olurlar.
Virionlar biiyiik, diiz duvarh vesikiillerde birikir. Bu vesikiiller plazma membranina
ekzositozla yapisir ve ekstraseliiler alana viruslari salar (57). Ya da apoptozla hiicreden
salinirlar (82). Yani virionlar plazma membranindan tomurcuklanmazlar. Cok sayida

virion, infekte hiicrenin plazma membranina yapismis halde kalir (44).

Virus salinimi, virusa ve konak hiicre tipine baglh olarak, apikal ya da
bazolateral membranlardan, ya da her ikisinden olabilir. CoV’ la infekte olmus epitel
hiicreleri, birka¢ giin sonra oOliir ve epitelden dokiiliir. Apikal salinim, solunum ya da
enterik kanal hiicrelerine virusun yayiliminda etkiliyken; bazolateral salinimin, virusun
sistemik yayilimim kolaylastirdigi diisiiniilmektedir. In vitro kosullarda HCoV-229E’
nin, hAPN (insan aminopeptidaz N) sergileyen epitel hiicrelerinin hem apikal hem

bazolateral yiizeylerinden salinabildigi gosterilmistir (43).

2.5. Virus Infeksiyonunun Konak Hiicrelere Etkileri

Virus tipi ve konak hiicre tipine bagh olarak CoV infeksiyonu, degisik sitopatik
etkileri indiikler. Ornegin MHV, BCoV, IBV ya da SARS-CoV hiicre fiizyonuna sebep
olur (57). Fiizyon, S glikoproteini tarafindan meydana getirilir ve pH 6,5’in altinda
gerceklesmez (44). MHV, E proteini vasitasiyla apoptozu da indiikler. Ayrica bazi
SARS-CoV proteinleri, hiicre sinyal yol izlerini etkileyip hiicresel fonksiyonlarda

bozukluga ve artan sitokin ve kemokin ekspresyonuna neden olabilir (57).
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Hiicre oliimii ya da sitopatik etki olmaksizin haftalarca virus liretiminin oldugu
persistan CoV infeksiyonu, doku kiiltiirii hiicrelerinde kolayca meydana gelir. Genelde
sitosidal infeksiyondan sonra bir kisim hiicreler infeksiydz virus iiretir ve virus iiretimi
aylarca devam eder. HCoV-229E nin, insan oligodendrosit ve glial hiicre kiiltiirlerinde
persistan infeksiyon yaptig1 gosterilmistir. Persistan infekte kiiltiirdeki hiicreler, wild-tip
virusla siiperinfeksiyona direnclidir ve cesitli replikasyon-kusurlu mutantlar, siklikla bu

kiiltiirlerden izole edilir (57).

2.6. Virus Mutantlar

Cogu RNA virusu gibi CoV’ lar da, RNA polimerazin yiiksek hata frekansindan
dolayr yiiksek siklikta mutasyon gecirirler (57). CoV’ un genom uzunlugu ve diger
viruslardaki RNA polimerazin hesaplanmis hata siklig1 goz oniine alindiginda, CoV
genomik RNA’ s1 muhtemelen, her replikasyon dongiisii boyunca, birka¢ nokta
mutasyonu biriktirir (44). Yiiksek mutasyon hizi virusun 6zelliklerinde, konaklarinda ve

hastalik sekillerinde degisimler olmasina yol agar (66).

Cesitli tipte mutantlar izole edilmigtir. Istya duyarli (temperature-sensitive=ts)
olan MHV mutantlar1 en az yedi gruba ayrilmistir ve bunlardan besi, uygun olmayan 1s1
kosullarinda RNA sentezleyemez. Delesyon mutantlart da sik ortaya ¢ikar. Cogu dogal
MHV susu, S proteininin ¢ok degisken bir bolgesinde 200’ e varan aminoasit
delesyonuna sahiptir ve in vivo da degismis biyolojik Ozellikler gosterir. Delesyon
mutasyonunun biyolojik onemini gosteren en ilging 6rnek, TGEV’ dan PRCoV’ un
ortaya ¢ikmasidir. ki virusun nukleotid sekanslarinmn karsilagtiriimasi sonucu PRCoV’
un, TGEV’ un S proteininde biiylik bir delesyona ugramis hali oldugu anlasilmistir

(113).

2.7. RNA Rekombinasyonu

CoV genetiginin kendine has bir ozelligi, ozellikle MHV’ da olmak iizere,
yiiksek siklikta RNA rekombinasyonudur (57). Miks infeksiyon sirasinda, iki farkl
CoV’ un mRNA’ larinin lider sekanslar1 takas olabilir (67). Yeni tiplerin ortaya cikisi
da muhtemelen, mutasyon ve rekombinasyon yoluyla meydana gelmektedir (106).
Diger viruslardaki segmentsiz RNA genomlarinin ¢ogunda az ya da saptanamayacak
siklikta rekombinasyon meydana gelirken, tiim CoV genomunun rekombinasyon siklig1
%25’ e kadar hesaplanmistir. Bu yiiksek oran muhtemelen, CoV RNA sentezinin,

kesintili transkripsiyon ve polimeraz sicramasini iceren kendine has mekanizmasi
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sebebiyledir. Bugiine kadar RNA rekombinasyonu MHV, TGEV ve IBV icin hem doku

kiiltiirii hem de deneysel ve dogal hayvan infeksiyonlarinda gosterilmistir (44, 57).

CoV’ larin dogal evriminde, RNA rekombinasyonu 6nemli bir mekanizmadir
(57, 90). Ornegin kiimes hayvanlar1 toplulugu icindeki yeni IBV tipleri, farkli tarla ve
ag1 tipleri arasindaki dogal evrimin sonucudur (57). RNA rekombinasyonu, farkli CoV
tirlerinin evriminde de rol oynayabilir. Rekombinasyon, CoV’ lardaki HE geninin
Influenza C virusundan geldigi hipotezini aciklayabilir (10). Bazt FECoV biyotiplerinin,
FECoV ile CCoV arasindaki rekombinasyondan meydana gelmis oldugu
diistiniilmektedir (57). CoV’ larin farkli antijenik gruptan olan virusla rekombinasyona
ugramamast ve mMRNA’ larmin ayr1 ayri bulunmasi, viral genomlar arasinda
muhtemelen rekombinasyonu tegvik eder ve genetik cesitlilik artar (62, 73). Filogenetik
incelemelerde de SARS-CoV’ un, Grup 2 icindeki BCoV’ a daha yakin olmasi bunu
aciklayabilir (57).

2.8. Coronavirus Infeksiyonlarinda Patogenez

Cogu CoV once solunum ya da enterik kanalin epitel hiicrelerinde replike olur
(57). Insan solunum CoV’ lar1 nazofarinksin silli epitel hiicrelerinde replike olup;
muhtemelen silli hiicrelerin dejenerasyonuna, kemokin ve interlokin iiretimine sebep
olarak soguk alginligi semptomlarinin ortaya c¢ikmasina sebep olurlar (1). TGEV,
BCoV, HEV, CCoV, FECoV ve MHV’ u da kapsayan diger CoV’ lar, enterik kanalin
epitel hiicrelerini de infekte ederler. Bu viruslar gen¢ hayvanlarda siddetli ve bazen
Oluimciil olabilen diyareye sebep olurlar (105). Yetiskin hayvanlarda orta dereceli
infeksiyon olusturarak, popiilasyonda virusun devamlihgni saglarlar (17). Insan
embriyonu trake organ kiiltiiriinde iiretilen HCoV-OC43 virusu, siit emen bebek farelere
beyin i¢i veya periton ic¢i yolla verildiginde, bebek farelerde ensefalit sendromu
olusturur. Beyin i¢i yol daha etkilidir. Siitten kesilmis fareye yapilan inokiilasyonda,

benzer belirtiler goriilmez; asemptomatik infeksiyon olusabilir (2).

CoV’ lar zarfli oldugundan, dogada ve klinik 6rnekte, Rhinovirus gibi ¢cogu
zarfsiz virustan daha az dayaniklidir (57). Virionlarin infektivitesi, pH 6’ ya oldukca
dayaniklidir; fakat hafif alkalen pH’ da hizla inaktive olur (44). Bununla beraber SARS-
CoV dogal yiizeylerde sasirtict bicimde dayamiklidir. Bu zarfli viruslarin, enterik

kanaldaki safra ve proteolitik enzimlerin varligina ragmen infektivitesini nasil muhafaza
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ettigi heniiz agiklanamamistir. CoV zarf glikoproteinleri ¢ok glikozile oldugundan,

virionlarin konak hiicre proteazlariyla bozulmaya direncli oldugu diisiiniilmektedir (57).

[k olarak 1960 larda iist solunum yolu infeksiyonlu hastalardan izole edilen
insan CoV’lart (HCoV-229E ve HCoV-OC43) ile son yillardaki izolatlar
karsilastirlldiginda, genetik cesitlilik diizeylerinde 6nemli farklar oldugu goriilmiistiir.
Farkli cografi bolgelerden izole edilen HCoV-229E’ de bu cesitliligin az olmasina
karsin, Amerika ve Fransa’ dan izole edilen HCoV-OC43 sekanslar1 daha farklidir ve
aynm1 cografi bolgeden farkli yillarda izole edilmis olanlarda da ©Onemli sekans
degisiklikleri bildirilmistir. HCoV-OC43’ iin fare hiicrelerinde de iireme ve fare
beyninde iiremeye de kolayca adapte olma yetenegi, onun mutasyonlar: tolere etme

yetenegini gostermesine karsin, HCoV-229E fareleri infekte etmemektedir (57).

Orta dereceli solunum yolu hastaligi olan kisilerden izole edilen yeni CoV’
lardan HCoV-NL63, antijenik Grup 1 iiyesidir ve bu grubun diger iiyesi HCoV-229E ile
homoloji gosterir. Fakat onun kullandigit hAPN reseptoriinii kullanmaz; Grup 2 iiyesi
SARS-CoV’ un reseptorii olan ACE2’ yi kullanir. Ama SARS-CoV’ dan farkli olarak
ACE?2 reseptoriine sahip hiicreleri infekte etmek icin katepsin L kullanmaz ya da
endozomal asidifikasyona gereksinim duymaz; ayrica onun gibi siddetli solunum yolu

hastaligina da sebep olmaz (57).

Bazi ¢alismalarda, CoV-benzeri partikiiller multipl sklerozlu hastalarin merkezi
sinir sisteminde tespit edilmis ve ayrica fare ya da kemirici hiicre kiiltiiriinde pasajdan
sonra, hastalarin beyninden izole edilmistir. Yapilan bir ¢aligmaya gore HCoV-229E
RNA’ s1, test edilen 90 insan beyninden 40’ inda (yaklasik %44) saptanmistir; bu oran,
multipl skleroz hastalarinin beyinlerindeki orana ve diger norolojik hastaliklardan
Olenlerin oranina ya da normal kontrol kisilerin beyninde saptanan orana asagi yukari
esittir. HCoV-OC43 sekanslar1 da, test edilen 90 beyinden 21’ inde (yaklasik %23):
multipl sklerozlu hastalarin beyninde %36 insidansla ve kontrollerin %14’ iinde
saptanmugstir (4). RT-PCR c¢alismalari, HCoV-229E ve HCoV-OC43’ iin nukleokapsit
genlerindeki sekanslari, insan beyin dokusu ve beyin-omurilik sivisinda tanimlamistir.
Hem HCoV-229E hem de HCoV-OC43, in vitro insan fetal beyin hiicresinin primer
kiiltiiriinde persistan infeksiyona sebep olabilir. Bu sonuglar anlamli olsa da, HCoV’

larin  solunum yolu harici hastaliklardaki (0zellikle merkezi sinir sistemindeki
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hastaliklar) roliiniin daha 1yi anlagilmasi i¢in, daha ileri c¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir (43).

2.9. Insan ve Hayvan Coronaviruslari Arasindaki fliski

SARS’ 1 ani ortaya cikisi, CoV’ larin olasi hayvan rezervuarindan aniden
ortaya c¢ikip, insanlarda oliimciil hastaliklara sebep olabilme potansiyeline bir Ornektir.
SARS epidemisine kadar, CoV’ larin insanlarda ¢ogunlukla orta dereceli infeksiyon
meydana getirdigi diisiiniilmesine ragmen, veteriner Coronavirologlar bu viruslarin
hayvanlarda oliimciil solunum ve enterik infeksiyon meydana getirme potansiyelini;
ayrica yeni CoV suglarinin bilinmeyen rezervuarlardan aniden ortaya c¢ikarak, geng
hayvan popiilasyonlarinda o©liimciil hastaliklara sebep olabilecegini bildirmislerdir.
Ornegin domuz epidemik diyare CoV (PEDV) domuzlarda endemik olmadan once ilk
olarak, 1970 ve 1980’ lerde Avrupa ve Asya’ da bilinmeyen bir kaynaktan meydana
cikip, bebek domuzlarda siddetli diyare ve yaygin Oliimlere sebep olmustur. PEDV
Amerika’ daki domuzlarda goriilmemistir. Ilging olarak PEDV genetik bakimdan, diger
Grup 1 hayvan CoV’ larina degil; insan CoV olan HCoV-229E’ ye daha yakindir.
Ayrica diger Grup 1 CoV’ lardan farkli ve SARS-CoV’ a benzer olarak, Vero
hiicrelerinde iirer. Bunlar, bu virusun kokeni hakkinda cevaplanmamis ve merak
uyandiran sorulardir (83). SARS-CoV’ un vahsi hayvanlardan insanlara gecisi, hayvan
CoV’ larinin tiirler aras1 gecisi ve CoV’ larin dogal yasam rezervuarlar1 konusunda
yapilmis daha onceki calismalara gore, ilk degildir. PRCoV, TGEV, CCoV ve FECoV’
lar domuz, kopek ve kedileri, tiir engelini asarak infekte edip cesitli hastaliklara ve
carpraz-korumaya sebep olabilirler. Diger bir 6rnek olan BCoV’ larin da, memeli
konaklar1 infekte etmesinin yaninda, bircok tiirii (6rnegin bebek hindiler) deneysel
olarak infekte edip hastalifa sebep oldugu gosterilmistir. BCoV’ un genis konak
spektrumunun sebebi bilinmemektedir. Deneysel calismalarda SARS-CoV makak ve
gelincikleri infekte edip hastalik meydana getirmis; kedileri de asemptomatik olarak

infekte etmistir (113).

Baska bir secenek olarak, doku tropizmi ve virulansi farkli yeni CoV suslari,
belki de var olan suslardan ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin daha az virulan PRCoV, yiiksek
virulansh enterik CoV olan TGEV’ un S genindeki delesyon mutasyonuyla ortaya
cikmistir. Bu bolgedeki delesyon muhtemelen, enterik dokudan solunum dokusuna

degisen tropizmin ve PRCoV suglarinin azalmis virulansinin sebebini gosterir (83).
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Bunun disinda hayvan CoV’ lari, rekombinasyon yoluyla yeni genler elde
edebilirler. Buna 6rnek olarak CoV’ larda, Influenza C-benzeri bir hemaggliitininin
kazanilmasi gosterilebilir (10). CoV’ lar arasindaki rekombinasyon olay1r sonucunda,
degismis doku ya da konak tropizmli yeni suslar da meydana gelebilir. Ornegin kedi ve
fare CoV’ nun S proteini arasindaki hedeflenmis rekombinasyon, kedi CoV’ nun fareyi
infekte etmesini kolaylastirir (35). Son filogenetik analizlere gore SARS-CoV, memeli-
benzeri ve kanatli-benzeri ebeveyn suslarin S geni arasindaki genis bir rekombinasyon
olaymndan tiiremistir (91). Bu bilgilere gore SARS-CoV insanlarda bulunmaya devam
ederse, mutasyon ve rekombinasyon yoluyla, yeni doku tropizmi ve virulans kazanmaya

benzer olaylar, insan SARS-CoV’ larinda da meydana gelebilir (83).

SARS-benzeri CoV infeksiyonunun kaniti icin pek ¢ok dogal hayvan test
edilmesine ragmen, sadece bir yarasa tiiriinde (Horseshoe bat; R. sinicus), SARS-CoV
infeksiyonun dogal rezervuar1 olduguna uyumlu bir infeksiyon modeli bulunmustur.
Ayrica misk kedilerinin SARS-CoV’ un dogal rezervuari oldugunu diisiindiirecek

izolasyonlar yapilmis olsa da, bunun yanlis oldugunu gésteren bazi kanitlar vardir (57).

Cin’ deki iki grubun yaptig1 epidemiyolojik calismalara gore, Cin horseshoe
yarasalari, SARS-CoV’ un dogal rezervuaridir. Insan izolatlarinda olmayip, misk kedisi
izolatlarinda olan 29 nukleotidlik sekans, bu yarasalardan izole edilen virusta da
bulunmaktadir. Muhtemelen infekte yarasalar infeksiyonu, dogal hayvan pazarinda
beraber bulundugu hayvanlara (misk kedisi, rakun) bulastirmis, sonra da virus insanlara
bulagsmistir. Bagka bir secenek de, virusun insana yarasadan direk bulagsmasidir (59, 64).
Giineydogu Asya’ nin bazi1 bolgelerinde yarasa eti lezzetli bulunmakta ve ayrica bazi
Cin geleneksel tip uygulamalarinda, yarasa digkisi kullamlmaktadir. Yani yarasa ve
insanlar arasindaki temas, SARS-benzeri CoV’ larin bulasi icin muhtemel bir vasitadir.
Aym zamanda yarasalar kuduz, Lyssavirus, Hendra ve Nipah Viruslar gibi pek ¢ok
zoonotik etkenin Onemli bir rezervuari da oldugundan, insanlarin ya da baska
hayvanlarin yarasayla temasi, potansiyel bir tehlikedir (46). Son bilgilere gore SARS-
CoV muhtemelen yarasadan cikarak, zoonotik bir yolla (Cin’ de yiyecek olarak

kullanilan misk kedisi) insanlara ge¢mistir (59).

TGEV da SARS-CoV gibi enterik (villoz atrofi, malabsorbtif diyare, 6liimciil
gastroenterit) ve solunum infeksiyonlarina sebep olur. PRCoV da SARS-CoV gibi
damlacik infeksiyonuyla yayilir ve akcigere belirgin tropizmi vardir. SARS-CoV gibi
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akciger epitel hiicrelerinde replike olur ve subklinik infeksiyonlarda bile akciger
lezyonlar1 meydana getirir. Infeksiyonun klinik semptomlar;, SARS-CoV’ a benzer
olarak ates, dispne, polipne, anoreksi ve letarjidir; enterik infeksiyon da goriilebilir (84).
SARS-CoV da belki BCoV gibi pnomoenteriktir. BCoV’ un meydana getirdigi kis
dizanterisinde, SARS’ da oldugu gibi ¢ocuklarda, yetiskinlere gore daha hafif hastalik
goriilmektedir. BCoV’ larda da HCoV’ da oldugu gibi, dogal infeksiyondan sonra iist
solunum yolunda uzun siireli mukozal immunite saglanamamaktadir. Sigirlarin uzak
mesafelere nakli ve bu esnada farkl ¢iftliklerden olan hayvanlarla bir arada bulunmalari
fiziksel stres meydana getirerek, hayvanlarin savunma mekanizmalarini zayiflatmakta
ve bu esnada yakin temasla, daha 6nce maruz kalmadiklar1 yeni patojenler ya da
suslarla karsilagsmaktadirlar. Buna benzer durum, SARS epidemisi sirasinda da
yasanmistir: Uzun ugak yolculuklarinin meydana getirdigi fiziksel stres ve bu esnada
diinyanin degisik bolgelerinden bireylerle yakin temas, muhtemelen bireylerin SARS’ a
hassasiyetini  arttirmistir. PRCoV ya da SARS infeksiyonunda, bakteriyel
lipopolisakkaritlerin ~ yogun salimmmina sebep olacak antibiyotik tedavileri,
proinflamatuvar sitokinleri yogun olarak indiiklemekte ve bdylece akciger hasari
artmaktadir. Bu yilizden SARS infeksiyonunda, hastaligin siddetini belirleyen bu
lipopolisakkarit ve akciger sitokin seviyelerinin dl¢iimii yapilmalidir (83). Bir domuzun
once Domuz Influenza A virusuyla infekte edilip, sonradan PRCoV ile infekte edildigi
deneysel bir calismada, domuzun akcigerinde azalmis virus titresi ve artmis akciger
lezyonlar1 goriilmistiir. Calismacilar bu durumu, PRCoV tarafindan indiiklenen yiiksek
interferon-alfanin, Domuz Influenza A virusu replikasyonunu engelledigini ve akciger
lezyonlarinin artmasina da katkida bulundugunu diisiinmiislerdir (104). Bu durum
SARS-CoV’ un Influenza virusla koinfeksiyonu durumuna ve SARS’ 1n interferon-
alfayla tedavisi konusuna 151k tutabilir. PRCoV ile yapilan ¢aligmalara gore yiiksek doz
ve aerosollerle infekte olma durumunda, oronasal ya da yakin temasla infeksiyona gore,
daha fazla ve daha uzun siire CoV sacilimi olmaktadir (49). Bu durum SARS-CoV’ a
benzerlik gosterir: Hastane ortaminda meydana gelen aerosol ya da baslangicta yiiksek
dozlara maruz kalmak, SARS bulasin1 arttirabilir ya da daha siddetli solunum
hastaligina sebep olabilir. SARS hastalarinin kortikosteroidlerle tedavisi sonucunda
immun sistemin gegici olarak baskilanmasi, daha siddetli solunum hastaligina ya da
daha uzun siireli ve artmis CoV sacilimina sebep olabilir. Giincel bilgilere gore

kedilerde akut enterik infeksiyona sebep olan FECoV, kedilerin %5-10 kadarinda
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sistemik virulan FIPV’ a evrimleserek, bazi1 kedilerde persistan infeksiyon meydana
getirmektedir (42). Bu modele gore, SARS-CoV’ un virulansi artmis makrofaj-tropik
mutantlar1 ortaya cikarak, bazi hastalarda sistemik ya da immun sistem odakli persistan
infeksiyona sebep olabilir. IBV da SARS-CoV gibi aerosol ya da fekal-oral bulasla
yayilir ve diinyanin her yerinde mevcuttur; SARS-CoV gibi bobregi infekte eder (83).

SARS-CoV, tiim CoV’ lar arasinda en siddetli hastalia sebep olandir (105).
Hayvan CoV’ larinin meydana getirdigi enterik ya da solunum infeksiyonu modeli,
SARS hastalarinin klinik 6zelliklerine benzerlik gosterir: Cogunda solunum infeksiyonu
goriilmesine ragmen, bazi vakalarda enterik komplikasyonlar da goriiliir. SARS
infeksiyonuna benzer olarak, yetiskin hayvanlarda BCoV, TGEV ve PRCoV’ un
meydana getirdigi infeksiyonlarda, cesitli faktorler (altta yatan hastalik, yiiksek doza
maruz kalma, bulag yolu, solunum yolu koinfeksiyonlari, nakil ve farkli ciftlik
hayvanlariyla beraber kalmaya baglh stres, kortikosteroidlerle tedaviye bagli immun
sistemin baskilanmasi) varliginda daha siddetli hastalik goriiliir (52). SARS-CoV iist
solunum yolu ve alveolar epitel hiicrelerini beraber infekte ederek, akciger hasarina
sebep olur. Hastalik siirecinde odak noktas: akciger olmasina ragmen, virus ya da viral
iriinler bobrek, karaciger ve ince bagirsak gibi diger organlarda da saptanir. Buna
uygun olarak virus diskida da saptanir. Immunopatolojik mekanizmayla uyumlu olarak,
infeksiyoz virus miktar1 azalirken, hastaligin klinigi kétiilesir (70, 77). MHV ve FIPV
gibi SARS-CoV da, makrofaj ve dendritik hiicreleri infekte eder; ama bu iki hayvan
virusundan farkli olarak, SARS-CoV bu hiicrelerde abortif bir infeksiyona sebep olur.
Infekte hastalarda lenfopeni ve nétrofili saptanir. SARS-CoV, otopside dalak ve lenfoid
dokuda saptanir ve bir calismada virusun direk lenfositleri yikmasiyla uyumlu olarak, T
ve B hiicrelerinde virus saptanmistir (57). PCR calismalarina gore, hastaligin ikinci
haftasinda virus titresi en yiiksek seviyededir (77). Ayrica virus en uzun diski

materyalinde kalmaktadir (70).

SARS-CoV’ un goze ¢arpan bir 6zelligi de, diger HCoV’ lara gore, genomun 3’
ucundaki yapisal genler arasindaki, yapisal olmayan proteinleri kodlayan cok sayida
gene sahip olmasidir. Bu proteinlerin gorevi bilinmemektedir, fakat muhtemelen infekte
bireydeki siddetli hastaliga katkida bulunmaktadirlar. Bu genlerin yapisinin
bozulmasinin, doku Kkiiltiirii hiicrelerinde virusun iireme yetenegini etkilememesi,

bunlarin viral replikasyon i¢in elzem olmadigin1 géstermektedir (57).
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Coziilmemis 6nemli bir sorun, SARS-CoV’ un insanlarda boyle siddetli bir
hastaliga nasil sebep oldugudur. SARS-CoV fare, gelincik, hamster, kedi ve maymunu
da iceren cesitli hayvan tiirlerini infekte eder. Koch® un prensiplerini gercekleyen ilk
calismalarda, sinomolgus makaklarina virus inokiile edildikten sonra, insanda goriilene
benzer akciger hastaligi meydana geldigi goriilmiistiir. Bir caligmada, SARS-CoV’ la
infekte edilen geng farede asemptomatik infeksiyon meydana gelirken, daha yaslh farede
semptomatik infeksiyon meydana gelmistir. 2003 SARS epidemisinde de, 60 yasindan
biiyiiklerde hastalik daha siddetli goriilmiistiir (26, 47, 57, 70).

2.10. insan Coronavirus Infeksiyonlar

HCoV’ un etken oldugu soguk algmliginin en tipik belirtisi, burun akintis1 ve
kirginliktir (106). Yapilan ¢alismalara gore HCoV’ lar erigkinlerde soguk alginligi ve
farenjit gibi iist solunum yolu infeksiyonu etkeni; bazen de kii¢iik ¢cocuklar, yaslilar ve
immun sistemi baskilanmis bireylerde bronsit, bronsiolit, pndmoni ve astim alevlenmesi
gibi alt solunum yolu infeksiyonu etkeni olarak bildirilmektedirler (29, 94). Solunum
yolu infeksiyonu dis1 hastaliklardaki rolii, heniiz iyi anlagilamamistir. HCoV’ un bazen

ozellikle yenidoganlarda enterik hastaliklara sebep oldugu diisiiniilmektedir (32).

Dogal infeksiyon ve goniillii ¢caligmalari, HCoV’ larda reinfeksiyonun yaygin
oldugunu isaret etmektedir. HCoV-229E ile yapilan bir goniillii ¢aligmasinda, kisiler
inokiilasyondan once serolojik yontemle incelenmis ve %80’ den fazlasinda HCoV-
220FE’ ye karst eski infeksiyonlardan kaynaklanan notralizan antikorlar saptanmistir.
Seropozitif goniilliiler, bir y1l icinde HCoV-229E’ nin ayni tipiyle semptomatik olarak
reinfekte olabilmektedir. Bu veriler, infeksiyonun yiiksek diizeyde koruyucu bagisiklig
indiiklemedigini; diger viral iist solunum yolu hastaliklarinda oldugu gibi, ancak kismi
bir bagisikligin olustugunu gostermektedir. Infeksiyondan yaklagik bir hafta sonra
serumdaki antikor miktar1 artar; ikinci haftada pik yapar ve yaklasik 12-18 ay sonra,
diisiik miktarlara geriler (9). M ve N’ ne kars1 sentezlenmis spesifik immunglobulinlere

ragmen, serum antikor cevabi baglica S proteinine kars1 gelismektedir (86).

2.10.1. HCoV-229E infeksiyonlar:
HCoV-229E’ nin intranazal yoldan inokiile edildigi goniillii bireylerde gelisen

semptomlar ates, bas agrisi, kirginlik, tisime, burun akintis1 (Rhinovirus’ un sebep
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oldugu soguk alginligindaki burun akintisindan, belirgin sekilde fazla), bogaz agris1 ve
ortalama 3,3 giin siiren Oksiiriiktiir. Giinliik sarf edilen kagit mendil sayis1 8-105 olup,
ortalama 23’ tiir. Goniilliilerin yaklasik yarisinda hastalik gelismis; yaklasik %30’ u,
virus iist solunum yolunda saptanmasina ragmen, asemptomatik infeksiyon gecirmistir.
Ortalama 2 giinliik inkiibasyon siiresinden sonra, infeksiyon semptomlarinin goriilmesi
ve ayn1 anda meydana gelen virus sa¢ilimi, 3 giinden 18 giine kadar degismekle birlikte,
ortalama 7 giin stirmiistiir. Virus inokiilasyonundan sonra goniilliilerin %60’ 1nda, virus-
notralizan antikor titrelerinde anlaml artis (4 kat ya da daha fazla) goriilmiistiir. HCoV
inokiilasyonundan ©nce ve sonra, goniilliillerin interferon-alfa ile intranazal yoldan
tedavisi soguk alginligi gecirme insidansini diislirmiis, semptomlarin siddetini ve virus

sagma miktarini azaltmistir (9).

HCoV-229E’ nin arastirildigi daha giincel bir calismada ise, 2 aylik solunum
yolu infeksiyonlu ¢ocuklarda en fazla iist solunum yolu infeksiyonu ve akut otit olmakla
birlikte akut bronsit, akut konjunktivit, akut larenjit ve pndmoniye sebep oldugu
belirtilmistir (74). Yine cocuklarda HCoV-229E’ nin arastirildigi bir yayinda ates,
burun akintisi, oksiiriik, hirilti ve anormal gogiis filmi semptomlar: olan hastalarda akut
bronsiolit, asttm alevlenmesi ve altta yatan astimi olan hastalarda pnomoniye sebep
oldugu belirtilmistir (94). Simon ve ark. (88) ise, apne ataklariyla acil servise bagvuran
4 aylik kiz cocukta, etkeni HCoV-229E olan ALTE (akut life threatening event)
saptamislardir. 15 yas alti ¢ocuklarda yapilan bir incelemede virusun soguk alginligi,
farenjit, konjunktivit, akut otit, krup, hirilti, pndmoni ve gastrointestinal hastaliga sebep
oldugu bildirilmistir (24). Bir pediatri ve yenidogan yogun bakim servisinde meydana
gelen solunum salginlarindaki incelemede, 6zellikle premature bebeklerde HCoV-229E’

nin siddetli solunum yolu infeksiyonuna sebep oldugu anlasilmistir (29).

2.10.2. HCoV-0O(C43 infeksiyonlar:

HCoV-0OC43’ iin 2 aylik ¢ocuklarda arastirildigl bir ¢alismada, virusun en sik
tist solunum yolu infeksiyonu ve akut otit olmakla birlikte akut bronsit, akut larenjit ve
akut tonsilite sebep oldugu gosterilmistir (74). Tiim yas gruplarinda HCoV-OC43’ iin
arastirlldigr bir ¢alismada c¢ogunda ates, gastrointestinal bozukluk, rinit, bas agrisi,
anoreksi, miyalji, farenjit; az miktarda da otit ve larenjit semptomlart bulunan
hastalarda, virusun iist solunum yolu infeksiyonu ve bronsit, bronsiolit, altta yatan

hastalig1 olanlarda pnomoni gibi alt solunum yolu infeksiyonlarina sebep oldugu
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belirtilmistir (99). Collins ve ark. (16) 15 yasindaki erkek ¢ocukta, HCoV-OC43’ iin
etken oldugu bir akut dissemine ensefalomiyelit (ADEM) infeksiyonu tanimlamislardir.
Yash hastalar arasinda meydana gelen bir solunum salgininda yapilan incelemede,
etkenin HCoV-OC43 oldugu bulunmus; hastalarin ¢ogunda hafif infeksiyona sebep
olmakla birlikte, az bir kisminda pnomoniye de sebep oldugu belirtilmistir. Bu
hastalarda en sik goriilen semptomlar Oksiiriik, rinit ve ates olmustur (76). Cocuklarda
HCoV-0OC43’ iin arastirildig1 bir ¢aligmada ates, oksiiriik, solunum gii¢liigii ve anormal
gogiis filmi olan hastalarda etkenin HCoV-OC43 oldugu saptanmis, astim alevlenmesi
ve altta yatan astim problemi olan hastalarda pnomoniye sebep oldugu belirtilmistir
(94). Simon ve ark. (87), 5 yasindaki Down sendromlu ve akut lenfoblastik 16semili
erkek cocukta Oksiiriik, 39,8°C ates ve notropeni semptomlar: ile goriilen toplumdan
kazanilmis pnomoni infeksiyonunda, yaptiklart inceleme sonucunda etkenin HCoV-
OC43 oldugunu saptamislardir. Hastanede yatan solunum yolu infeksiyonlu ¢ocuklarda
yapilan bir HCoV-0OC43 incelemesinde ise virusun hastalarda larenjit, konjunktivit, otit;
gastroenterit; alt solunum yolu infeksiyonlarindan brongiolit, pndmoni ve astim

alevlenmesine sebep oldugu belirtilmistir (98).

2.10.3. HCoV-NL63 Infeksiyonlar:

Hollanda’ da rinit, konjunktivit ve ates sikayetiyle hastaneye gelip bronsiolit
tanis1 konulan 7 aylik bir ¢cocuktan alinan ornekte, ilk kez HCoV-NL63 tanimlanmistir
(101). 3 yas alt1 cocuklarda ayn1 etken incelendiginde etkenin krup, bronsit, bronsiolit
ve pnomoni gibi alt solunum yolu infeksiyonlarina sebep oldugu ve krup ile giiclii
iliskisi oldugu sonucuna varilmistir (102). Bastien ve ark.” min (7) 17 yas alt1 cocuklarda
HCoV-NL63 sikligin1 inceledigi bir calismada, pozitif kisilerin genel semptomlari
Oksiiriik, rinit ve ates olarak saptanmistir. Hastalarin c¢ogunda {iist solunum yolu
infeksiyonu goriilmekle birlikte bronsiolit, pndmoni, otit ve krup da meydana gelmistir.
Pozitiflerin yaridan fazlasinda, altta yatan tibbi problem varlig1 bildirilmistir. Bastien ve
ark.” nin (6) tiim yas gruplarinda yaptiklar1 diger bir ¢calismada etkenin iist solunum yolu
infeksiyonlar, lenfadenit, rinit ve bronsiolite sebep oldugu; en sik goriilen
semptomlarinsa ates, bogaz agrisi ve oksiiriik oldugu ifade edilmistir. Arden ve ark.” nin
(5) cogu cocuk olan tiim yas grubu hastalar1 iceren bir caligmasinda, HCoV-NL63’ iin
sebep oldugu infeksiyonlarda en sik goriilen belirtilerin Oksiiriikk, ates, dispne ve

rinit/kusma/hirilti oldugu belirtilmis; coguna astim, 6zellikle bronsiolit, pndmoni ya da
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krup gibi alt solunum yolu infeksiyonu tanilart kondugu belirtilmistir. Pozitif hastalarin
%25’ inde altta yatan bir hastalik varligi bildirilmistir. 2 yas alti ¢ocuklar arasinda
yapilan bir calismada, HCoV-NL63" iin bronsiolit ve krupa sebep oldugu ve
gozlemlenen semptomlarin hirilti, ortalama 39,6°C ates, Oksiiriik ve burun akintisi
oldugu belirtilmistir (22). Yine solunum yolu infeksiyonlu cocuklarda yapilan bir
arastirmada, HCoV-NL63 pozitif hastalarin %80’ ine {ist solunum yolu infeksiyonu ve
%20’ sine astim bronsiolit tanis1 konmustur. Pozitiflerin %40’ inda predispozan faktor
varligi ve gozlenen semptomlarin 38,5°C’ den fazla ates, burun akintisi, oksiiriik ve
hiriltt oldugu bildirilmistir (93). 16 yas alt ¢ocuklarda yapilan bagka bir c¢alismada
semptomlar1 Oksiiriik, ates, balgam ve dispne olan HCoV-NL63 ile infekte hastalarin en
coguna krup olmak iizere bronsiolit, asttm bronsiolit ve pndmoni tanist konuldugu ifade
edilmistir (37). Okul oncesi cocuklarda yapilan bir ¢alismada ise, HCoV-NL63’ iin
etken oldugu solunum yolu infeksiyonlarinda en sik goriilen semptomun ates oldugu
belirtilmistir (58). Wu ve ark.” nin (111) 15 yas alt1 ¢ocuklarda yaptig1 bir ¢calismada ise
semptomlart ¢ogunlukla Oksiiriik, anormal gogiis filmi, ates; daha az oranda rinit,
dispne, hirilt1 ve diyare olan hastalarda en sik goriilen infeksiyonun krup oldugu, bunun
yaninda az oranda pndmoni, tonsilit, bronsiolit ve akut gastroenterit infeksiyonlarinin da
goriildiigli belirtilmistir. Kistler ve ark.” nin (51) yaptig1 bir ¢calismada HCoV-NL63,
astim alevlenmesi olmus 3 yetiskinde saptanmistir. Vabret ve ark.” nin (98) hastanede
yatan solunum yolu infeksiyonlu ¢ocuklardaki HCoV-NL63 incelemesinde, virusun
hastalarda larenjit, konjunktivit ve otit; gastroenterit; alt solunum yolu
infeksiyonlarindan bronsiolit, pnomoni ve astim alevlenmesine sebep oldugu
belirtilmistir. Solunum yolu infeksiyonlu cocuklar arasinda yapilan bir caligmada,
HCoV-NL63 ile infekte bir c¢ocugun semptomlarinin, Kawasaki hastaligim

diisiindiirdiigii belirtilmistir (80).

2.10.4. HCoV-HKU]1 infeksiyonlar

Woo ve ark. (108) 2005 yilinda Hong Kong’ da, 71 yasindaki ates ve prodiiktif
oksiiriigii olan bir hastadan, HCoV-HKU1" 1 identifiye edip, pndmoni etkeni oldugunu
ifade etmislerdir. Ayn1 grubun, tiim yas gruplarini iceren ardisik calismasinda, HCoV-
HKUI1 pozitiflerin azinda iist solunum yolu infeksiyonu; ¢ogundaysa alt solunum yolu
infeksiyonu tespit edilmistir. %80’ inin altta yatan hastalig1 olan pozitif hastalarda en

stk goriilen semptomlar ates, prodiiktif Oksiiriik ve dispne; 1 kiside diyare olarak
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bildirilmistir (109). Esper ve ark.” min (23) 5 yas altt ¢ocuklarda yaptigi bir
incelemedeyse, infekte c¢ocuklarda siklikla goriilen semptomlarin burun akintisi,
oksiiriik, ates ve oskultasyonda anormal nefes sesleri oldugu belirtilmistir. Pozitif
hastalarin ¢ogunda iist solunum yolu infeksiyonu goriilmesine ragmen, altta yatan
hastalig1 olanlarda pnomoni ve bronsiolit goriildiigii belirtilmigtir. Kistler ve ark.” nin
(51) yaptig1 bir calismada HCoV-HKUI, astim alevlenmesi olmus bir yetiskinde
saptanmistir. Hastanede yatan solunum yolu infeksiyonlu ¢cocuklarda yapilan bir HCoV-
NL63 taramasinda virusun konjunktivit, pndmoni, astim alevlenmesi ve gastroenterite

sebep oldugu belirtilmistir (98).

2.10.5. SARS-CoV Infeksiyonlar:

HCoV infeksiyonunun ¢ogunlukla hafif hastalik meydana getirdigi diisiincesine
karsilik, insanlarda SARS-CoV infeksiyonlarinin neredeyse tamami hastaneye yatmayi
gerektiren (infeksiyonlarin yaklasik %20’ si; cogunlukla yogun bakim iinitesine) ciddi
bir alt solunum yolu hastalig: ile sonuclanmistir. Salginda mortalite yaklasik %10 1idi;
fakat altta yatan hastaligi olanlar ve yaslhilarda bu oran %50’ ye ulasmistir. SARS’ 1n
klinigi, diger viral solunum yolu infeksiyonlarinda goriilenlerden farkli olmustur: 4-6
giin, bazen 2 giin gibi kisa bir siire veya nadiren 10 giinden fazla siiren inkiibasyon
periyodundan sonra, semptomlar goriilmeye baslamustir. ilk belirtiler ates ile birlikte bag
agrisi, kirginlik ve kas agris1 gibi sistemik semptomlardir. Burun akintisi, bogaz agrisi
ve burun tikaniklig1 gibi iist solunum yolu semptomlar: ¢ogunlukla goriilmemis; ancak
hastalarin az bir grubunda goriilmiistiir. Sistemik semptomlarin baslamasindan birkag
giin sonra, ilk solunum yolu semptomlar1 (genelde kuru oksiiriik ve nefes darlig) baslar.
Hastalarin azinda baglangicta; %70 kadarinda da hastalik esnasinda diyare geligmistir.
Cogu hastada anormal karaciger fonksiyon testi (%70-90) ve hem CD4 hem de CD8 T
hiicrelerinde 6nemli bir azalmayla (%70-95) lenfopeni goriilmiistiir. Klinik seyri iyiye
gitmeyen hastalarda cogunlukla alveolar hasara bagh olarak, giderek artan solunum
bozuklugu (acute respiratory distress syndrome, ARDS) gelismis ve birka¢ haftada ya
da bazen birkag¢ ayda oliim goriilmiistiir (57, 62, 86). Hastaligin siddetli olmasi ilerleyen
yas, altta yatan kronik hastaliklar ve bazi laboratuvar test sonuglarina (karaciger
enzimlerinin yiikselmesi, lenfosit ve platelet miktarinin azalmasi, klinik drnekte ytiksek
miktarda virus ya da viral RNA bulunmasi) baglanmistir. Cocuklar, yetiskinlere gore

daha az siddetli hastalik gecirmislerdir. Asemptomatik ya da hafif hastalik nadirdir (57).
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Asemptomatik vakalarin, temas ettikleri kisilere virusu bulastirmadiklarina
inanilmaktadir (61). Hamilelik sirasindaki infeksiyon, hem anne hem de bebegi
oldiirecek kadar siddetli olabilmektedir (107). Diger infeksiyonlarda oldugu gibi, yash
ya da altta yatan kronik hastaligi olanlarda beklenen siddetli hastalik, bazi kisilerde ¢ok
hafif ge¢mis ya da hi¢ goriilmemistir (57).

Pulmoner fonksiyon anomalilerinin hafiflemesi aylar alsa da, SARS-CoV
infeksiyonundan hayatta kalanlarin cogu, tamamen iyilesmistir. Bununla beraber

bazilarinin pulmoner fonksiyonlarinda, persistan azalma olmustur (57).

2.11. insan Coronaviruslarmm Epidemiyolojisi

Erken yaslarda HCoV infeksiyonunun yiiksek orani ve salginlar esnasindaki
infeksiyon modeli, HCoV’ larin insan popiilasyonunda 1yi yayildigin1 gostermektedir:
Cocuklarin ¢ogu okul yasina varmadan once infekte olmakta ve kis infeksiyonlarina
defalarca yakalanmaktadir. Boylece aile i¢i yayilma da kolaylikla meydana gelmektedir
(57). Serolojik ¢alismalar da HCoV-229E ve HCoV-OC43 antikorlarinin, ¢ogunlukla
erken cocuklukta meydana gelip hayat boyunca tekrar ederek, yasla dogru orantili

olarak arttigin1 gostermektedir (85).

Dogal infeksiyon muhtemelen diger solunum viruslarina benzer sekilde, yani
infekte kisinin infeksiydz sekresyonlarinin inokiilasyonu ya da infeksiy6z damlaciklarin

inhalasyonu yoluyla edinilmektedir (57).

Degisik popiilasyonlarda solunum yolu hastaliklar1 konusunda yapilan
calismalar, CoV’ larin infeksiyona sebep olma oranimin %5-30 arasinda degistigini
gostermektedir. Bu caligmalarda pozitiflik orami kisilerin yasi, mevsim ve kullanilan
metoda gore cesitlilik gostermigtir. Ayrica infeksiyon sikliginda, yildan yila
degisiklikler de saptanmustir. Iliman iklimlerde HCoV-OC43 ve HCoV-229E en ¢ok
Aralik ve Mayis aylar1 arasinda saptanmaktadir; goriilme sikliklar: yildan yila degisiklik
gostermekte ve aktiviteleri 2-4 yilda bir pik yapmaktadir (57). Etkeni belirlenemeyen
solunum yolu infeksiyonlarinda, arastirnlmadigindan dolay:r saptanamayan HCoV’ un
onemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (72). Ayrica CoV-benzeri partikiillere
gastrointestinal hastalig1 olan yenidogan, infant ve AIDS’ 1i bireylerin diskilarinda sik

rastlanilmakla beraber, rolil heniiz iyi anlagilamamistir (32, 50).
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2.11.1. HCoV-229E Epidemiyolojisi

[Ik  tammlanan HCoV olan HCoV-229E° nin  Amerika’  daki
seroepidemiyolojisini inceleyen bir arastirmada cocuk ve geng yetigkinlerden alinan 243
serum Ornedi ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ile incelenmis ve 2 ay alt1
bebeklerde %57,1; yasamin ilk 2.-3. aymnda %38.9; 4.-5. ayinda %4,7; 6.-12. aymnda
%42,9-50; 1-20 yas arasinda %34,8-62,5 oranlarinda goriildiigii hesaplanmistir (85).
Chung ve ark. (13) Kore’ de, akut hirilti sikayetli 231 c¢ocuktan alinan solunum
orneklerini RT-PCR ile incelediklerinde, 2 (%0,9) pozitiflik bulmuslardir. Lau ve ark.’
nin (60) Hong Kong’ da solunum yolu infeksiyonlu 4181 cocuk ve yetiskinden aldiklar
nazofaringeal aspirat drnegini RT-PCR ile inceledikleri ¢calismadaysa, 4 (%0,1) pozitif
sonu¢ bulunmustur. Tayland’ da alt solunum yolu infeksiyonlu 226 c¢ocuktan alinmig
nazofaringeal aspiratlarin RT-PCR ile incelendigi bir calismada, 8 (%3,5) pozitiflik
bulunmustur (94). Finlandiya’ da 2 aylik cocuklardan alinmig 1866 nazofaringeal
aspirat ve orta kulak sivis1 6rnegi RT-PCR ile incelendiginde, Agustos-Mart aylari
arasinda alinmis 6rneklerde 22 (%1,2) pozitiflik bulunmustur (74). Ingiltere’ de 37 geng
yetiskinden 5 yil boyunca ardisik olarak alinan toplam 298 serumda ELISA ile yapilan
incelemede, 15 (%5) pozitiflik saptanmistir. Virusun en sik goriildiigi periyodlar
Haziran-Eyliil ve Aralik-Subat aylar1 olmustur (65). Belcika’ da siddetli solunum yolu
infeksiyonlu ¢ocuklardan alinmis 309 solunum 6rnegi RT-PCR ile incelenmis, Nisan
ayinda alinmis 1 (%0,3) pozitif 6rnek bulunmustur (72). Isvigre’ de solunum yolu
infeksiyonlu yetiskinlerden alinan 540 bronkoalveolar lavaj 6rnegi RT-PCR ile
incelenmis, 7 kisi (%1,3) pozitif bulunmustur. Altta yatan hastalig1 olan 1 kisi 6lmiistiir
(30). Fransa’ da bir pediatri ve yenidogan yogun bakim servisinde Subat, Agustos ve
Aralikta 3 kez meydana gelen nozokomiyal viral solunum yolu hastalig1 salginlarinda,
RT-PCR ile yapilan incelemede 152 yenidoganda 43 (%28,3), 92 cocukta 7 (%7,6)
pozitiflik tespit edilmis; 7 cocuk dlmiistiir (29). Ispanya’ da solunum yolu infeksiyonlu
cocuk ve yetigkinlerden alinmis 201 solunum O6rnegi multipleks RT- nested PCR ile
incelendiginde, 1 (%0,5) pozitiflik bulunmustur (15). Italya’ da solunum yolu
infeksiyonlu cocuk ve yetiskinlerden kis-ilkbahar sezonunda alinmis 823 solunum yolu

ornegi RT-PCR ile incelendiginde, 10 (%1,2) pozitif 6rnek bulunmustur (31).
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2.11.2. HCoV-0C43 Epidemiyolojisi

Amerika’ da solunum yolu infeksiyonlu yetigkinlerden alinan 82 solunum yolu
ornegi Virochip testiyle incelendiginde, sonbaharda alinmis 1 hasta (%1,2) 6rneginde
pozitiflik bulunmustur (51). Kolombiya’ da 2003 yazinda, 6liimlerin de goriildiigi bir
yash bakimevinde meydana gelen solunum yolu infeksiyonu salgininda solunum, digki
ve otopsi materyallerinden RT-PCR ile yapilan incelemede, 142 hastadan 95 i (%67)
ve 160 personelden 53’ iiniin (% 33) HCoV-0OC43 ile infekte oldugu bulunmus; 8 hasta
Olmiistiir (76). Chung ve ark. (13) Kore’ de, akut hirilti sikayetli 231 cocuktan alinan
solunum 6rneklerini RT-PCR ile incelediklerinde 3 (%1,3) pozitif 6rnek bulmuslardir.
Lau ve ark.” nin (60) Hong Kong’ da solunum yolu infeksiyonlu 4181 cocuk ve
yetiskinden aldiklar1 nazofaringeal aspirat o©rnegini RT-PCR ile inceledikleri
calismadaysa, genelde sonbahar-kis aylarinda alinmis 53 (%1,3) pozitif sonug
bulmuglardir. Tayland’” da alt solunum yolu infeksiyonlu 226 cocuktan alinmis
nazofaringeal aspiratin RT-PCR ile incelendigi bir calismada, 2 (%0,9) pozitiflik
bulunmustur (94). Finlandiya® da 2 aylik solunum yolu infeksiyonu ya da otitli
cocuklardan alinmis 1866 nazofaringeal aspirat ya da orta kulak sivisinin RT-PCR ile
incelenmesinde, Agustos-Mart aylar1 arasinda alinmis toplam 24 materyalin (%1,3)
pozitif oldugu saptanmustir (74). ingiltere’ de HCoV-OC43’ iin seroepidemiyolojisinin
arastirildigr bir calismada, 37 geng yetiskinden 5 yil boyunca ardisik olarak alinan
toplam 298 serumda ELISA ile yapilan incelemede, 15 (%5) pozitiflik saptanmustir. En
sik yiikselme saptanan iki periyod Haziran-Eyliil ve Aralik-Subat olarak bildirilmistir
(65). Belgika’ da siddetli solunum yolu infeksiyonlu ¢ocuklardan alinmis 309 solunum
ornegi RT-PCR ile incelenmis ve Ocak, Subat ve Nisan aylarinda alinmis 7 Ornek
(%2,3) pozitif bulunmustur (72). isvigre’ de solunum yolu infeksiyonlu yetiskinlerden
alman 540 bronkoalveolar lavaj ornegi RT-PCR ile incelenmis, 12 kiside (%2,2)
pozitiflik saptanmis; altta yatan hastaligi olan 2 kisi 6lmiistiir (30). Fransa’ da solunum
yolu infeksiyonlu ¢ocuk ve yetigkinlerden Subat-Mart aylarinda alinmis 501 solunum
ornegi RT-PCR ile incelenmis ve 30 (%6) pozitiflik bulunmustur. Sonuglara gore,
Fransa’ da bir HCoV-OC43 salgin1 meydana gelmistir (99). Italya’ da solunum yolu
infeksiyonlu cocuk ve yetiskinlerden kis-ilkbahar sezonunda alinmis 823 solunum
ornegi RT-PCR ile incelendiginde, 25 (%3) pozitif 6rnek bulunmus; koinfeksiyonu

bulunan 2 geng¢ hasta dlmiistiir (31).



36

2.11.3. HCoV-NL63 Epidemiyolojisi

Hollanda” da, HCoV-NL63 tanimlandiktan hemen sonra gercgeklestirilen
calismada, tim yaslardaki hastalardan alinan 614 materyalin RT-PCR ile incelenmesi
sonucu, 7 (%1,1) pozitiflik saptanmistir (101). Kanada’ da kis aylarinda solunum yolu
infeksiyonlu cesitli hastalardan alinmis 525 solunum orneginin RT-PCR ile yapilan
incelemesinde, Ocak-Mart aylarinda alinmis 19 o6rnekte (%3,6) pozitiflik saptanmistir
ve pik aktivitenin Mart ayinda meydana geldigi bildirilmigtir. Altta yatan solunum
hastalig1 olan bir bebek ve bir yash 2 kisi Olmiistiir (6). Virusun Amerika’ daki
seroepidemiyolojisini inceleyen bir arastirmada cocuk ve genc yetiskinlerden alinan 243
serum Orne8i ELISA ile incelenmis ve 2 ay alti bebeklerde %45,2; yasamin ilk 2.-3.
ayinda %11,1; 4.-5. ayinda %4,7; 6.-12. ayinda %?28,6-40; 1-20 yas arasinda %?25-70,3
oranlarinda goriildiigii hesaplanmistir (85). Japonya’ da 118 bronsiolitli cocuktan alinan
nazofaringeal siiriintii 6rnegi HCoV-NL63 acisindan RT-PCR ile incelenmis ve 3
(%2,5) pozitiflik bulunmustur (22). Kore’ de solunum yolu infeksiyonlu 827 ¢ocuktan
alinan nazofaringeal aspirat 6rnegi nested-PCR ile incelenmis ve 14 (%1,7) pozitiflik
bulunmustur; 6rneklerin en fazla saptandigr ay Kasimdir (37). Lau ve ark.” nin (60)
Hong Kong’ da solunum yolu infeksiyonlu 4181 cocuk ve yetiskinden aldiklar
nazofaringeal aspirat 6rnegini RT-PCR ile inceledikleri ¢alismadaysa, genelde yaz-
sonbahar mevsiminde alinmis 17 (%0,4) pozitif sonu¢ bulmuslardir. Wu ve ark. (111)
Tayvan’ da, solunum yolu infeksiyonlu 539 cocuktan aldiklar1 nazofaringeal aspirati
kantitatif RT-PCR ile incelemisler ve genelde sonbaharda alinmis 7 (%]1,3) pozitif
ornek saptamiglardir. Arden ve ark. (5) Avustralya’ da, solunum yolu infeksiyonlu
cocuk ve yetigkinlerden aldiklar1 840 nazofaringeal aspirati nested-RT-PCR ile
incelemisler ve 16 (%2) pozitif 6rnek bulmus; virusun pik aktivitesinin Temmuz ayinda
oldugunu bildirmislerdir. HCoV-NL63’ {in nozokomiyal bulastig1 62 yasindaki hasta
Olmiistiir. Almanya’ da alt solunum yolu infeksiyonlu 949 ¢ocuktan alinmis solunum
orneginde kantitatif real time PCR ile yapilan incelemede, 49 (%S5,2) pozitiflik
saptanmis ve infeksiyonun en sik Kasim-Mart aylar1 arasinda goriildiigi bildirilmigtir
(102). Belgika’ da siddetli solunum yolu infeksiyonlu ¢ocuklardan alinmis 309 solunum
ornegi RT-PCR ile incelenmis ve Ocak, Subat aylarinda alinmis 7 6rnek (%2,3) pozitif
bulunmustur (72). Isvicre’ de 82 alt solunum yolu infeksiyonlu yenidoganin solunum
orneklerinde RT-PCR ile yapilan incelemede, 6 (%7,3) pozitiflik bulunmustur (48).

Vabret ve ark. (98), Fransa’ da kig-ilkbahar aylarinda solunum yolu infeksiyonlu
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cocuklardan aldiklar1 1002 solunum materyalini multipleks RT-PCR yontemiyle
incelediklerinde, 33 (%3,3) pozitiflik saptamiglardir. Italya’ da solunum yolu
infeksiyonlu cocuk ve yetiskinlerden kis-ilkbahar sezonunda alinmis 823 solunum

ornegi RT-PCR ile incelendiginde ise, 9 (%1,3) pozitif 6rnek bulunmustur (31).

2.11.4. HCoV-HKU1 Epidemiyolojisi

Hong Kong’ da, HCoV-HKU1 tanimlandiktan sonra, toplumdan kazanilmis
pnomoni olgularindaki sikligini arastirmak tlizere gerceklestirilen calismada, geng ve
yaslt 418 pnomoni olgusunun nazofaringeal aspirati RT-PCR ile incelenmis, 10 (%2.,4)
pozitiflik saptanmistir. Altta yatan hastalig1 olan 66 ve 72 yaslarindaki 2 hasta 6lmiistiir
(108). Amerika’ da 851 solunum yolu infeksiyonlu ¢ocuktan alinan solunum ornekleri
HCoV-HKUI acgisindan RT-PCR yontemi ile incelendiginde, Aralik ve Subat aylarinda
alinmis 9 adet (%1) pozitif 6rnek saptanmistir (23). Yine Amerika’ da solunum yolu
infeksiyonlu yetiskinlerden alinan 82 solunum yolu o©rnedi Virochip testiyle
incelendiginde, sonbahar ve kis mevsiminde alinmis 3 hasta (%3,6) 0rneginde pozitiflik
bulunmustur (51). Isvigre’ de solunum yolu infeksiyonlu yetiskinlerden alinan 540
bronkoalveolar lavaj 6rnegi RT-PCR ile incelenmis, 4 kisi (%0,7) pozitif bulunmustur
(30). Fransa’ da Subat-Mart aylar1 arasinda solunum yolu infeksiyonlu ¢ogu cocuk olan
141 hastadan alinan solunum ve digski 6rneginin RT-PCR ile incelenmesi sonucu, 12
(%8,5) pozitiflik bulunmus ve virusun kis mevsiminde sirkiile oldugu diistiniilmiistiir

97).

2.11.5. SARS-CoV Epidemiyolojisi

SARS infeksiyonunun, ilk olarak Kasim 2002’ de Cin’ in Guangdong eyaletinde
goriildiigi anlasilmistir (114). 2003 Subat ayinda Hong Kong’da “infeksiydz atipik
pnomoni” olarak adlandirilmig, alti ay icinde Giineydogu Asya, Avrupa ve Kuzey
Amerika’ daki 30’ dan fazla iilkeye ugak yolculuklariyla yayilmig; 8098 kisi virusla
infekte olmus ve 774 kisi 6lmiistiir (33, 66).

Haziran 2003’ te SARS salgin1 kontrol altina alindiktan sonra, sadece 17 SARS
vakasi dogrulanmis ve 2004 Haziran ayindan beri de hi¢ olmamistir. Bu 17 vakadan 13’
i, laboratuvar maruziyeti sonucu meydana gelmistir. 4 tanesi de Giiney Cin’ de,
muhtemelen dogal hayvan pazarlarindaki SARS-CoV ile infekte hayvanlarla temas

sonucu meydana gelmistir (57).
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SARS salgininin halk sagligi ve diinya ekonomilerine ¢ok agir bir etkisi olmus
ve tiim diinyada tahminen 100 milyar Amerikan dolar1 kayba yol agcmistir. AIDS’ in
1980’ lerde ortaya c¢ikisindan bu yana SARS’ 1n, tibbi virolojinin en 6nemli olay1

oldugu soylenmektedir (66).

2.12. Tan1

Cogu HCoV infeksiyonunun klinik tanis1 konulamamaktadir; ciinkii iist solunum
yolu hastalig1 nispeten orta dereceli ve kisithdir, semptomatik rahatlamadan fazlasini
saglayacak ila¢ da mevcut degildir. Diger solunum viruslarinin infeksiyonlarindaki gibi,
bir CoV infeksiyonunun tanisi da klinik semptomlarla konulamamakta; laboratuvar
temelli tan1 gerektirmektedir. HCoV infeksiyonlarmmin tanisi, akut solunum yolu
infeksiyonlar1 konusunda yapilan klinik ya da epidemiyolojik caligmalarda ve
cogunlukla arastirma laboratuvarlarinda konulmaktadir. Hayvan ve insanlarda CoV
infeksiyonlarinin tespiti izolasyon, elektron mikroskobu, seroloji ve PCR temelli

yontemlerle yapilmaktadir (57).

Diger solunum viruslarina benzer olarak insan solunum CoV’ lar1 da, hastaligin
baslangicinda solunum sekresyonlarinda fazla miktarda bulunmakta; hastaligin

baslangicindan birkag giin sonra ise virus titresi azalmaya baslamaktadir (57).

2.12.1. izolasyon ve Elektron Mikroskobu Cahsmalar

Kanatlh ve diger pek ¢ok hayvan tiiriiniin CoV’ larinin infekte dokudan kolayca
izole edilebilmesine karsilik, infekte bireyden HCoV’ un izolasyonu i¢in yapilan ilk
calismalar, cogunlukla basarisiz olmustur. HCoV-229E ve diger Grup 1 CoV’ lar1 bazen
insan diploid hiicre kiiltiirlerinde izole edilebilmistir; fakat HCoV-OC43’ iin de dahil
oldugu diger insan CoV’ lari, izolasyon icin hiicre-organ kiiltiir sistemine ihtiyag
duymaktadir. Daha sonra yapilan caligmalarla insan Rabdomiyosarkom hiicre dizisi
(RD hiicreleri), hiicre kiiltiiriine adapte edilmis HCoV-229E ve HCoV-OC43’ iin
tiremesini desteklemistir. HCoV-229E ve HCoV-OC43’ iin laboratuvar pasajlari, cesitli
hiicrelerde (insan rektal tiimor hiicrelerinin HRT-18 dizisi, insan rabdomiyosarkom
hiicreleri, insan makrofajlari, primer insan fetal sinir hiicreleri, insan tip 2 pnomositleri,

insan sinir hiicre dizileri) replike olabilmistir (43). HCoV-NL63 iiciinciil maymun
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bobrek hiicreleri, LLC-MK2 hiicreleri ve Vero hiicrelerinde izole edilmistir. SARS-CoV

da fetal maymun bébrek hiicreleri ve Vero hiicrelerinde izole edilmistir (57).

HCoV’ larin izolasyonunda materyal olarak genellikle burun ve farinks
striintiisic i1le burun yikanti sivist kullanilmaktadir. Materyal, semptomlarin
baslangicindan sonraki 3 giin igerisinde alinmali ve alindiktan sonra 2-3 saat igerisinde
hiicre kiiltiiriine inokiile edilmelidir. Materyal alindiktan sonra inokiile edilinceye kadar
gecen 2-3 saatlik siirede, +4°C’ de muhafaza edilmelidir. Eger hemen inokiile

edilmeyecekse, -70°C’ de tutulmalidir (2).

Izole edilen materyalin elektron mikroskobu incelemeleri, ilk bulunan CoV ve
SARS da dahil, sonradan kesfedilen pek ¢ok CoV’ wun identifikasyon ve
karakterizasyonuna katkida bulunmustur. Elektron mikroskobu bazen klinik materyalde
CoV tespitinde de kullanilmistir; fakat klinik materyaldeki CoV gibi goriinebilen diger
partikiillerden dolayi, CoV-benzeri partikiillerin tespiti, infeksiyonu dogrulamaz. Bu
nedenle duyarlili§n artirmak ic¢in, immun-elektron mikroskopi yoOntemi tercih

edilmektedir (57).

2.12.2. Serolojik ve Molekiiler Yontemler

CoV infeksiyonlarinin tespitinde HE proteini olan CoV’ lar igin
hemaggliitinasyon inhibisyon, asetil esteraz testlert, hemadsorbsiyon;
hemaggliitinasyon, kompleman fiksasyonu, notralizasyon, ELISA, immunofloresan
testleri (IFA) ve western-blotting gibi cesitli serolojik testler kullanilmistir. Baslangicta
bu yontemlerde antijen olarak virus lizatlar1 ya da infeksiyoz viruslar kullanilmistir; son
zamanlarda ise protein klonlari, sentetik peptitler ve psddoviruslar kullanilmaktadir.
Antikor testlerinin farkli cesitleri, sonuglarin yorumlanmasinda farkli oneme sahiptir.
Ornegin kompleman fiksasyon testi akut infeksiyonun tespitinde iyi calisir; fakat
ilerleyen evrede duyarsiz sonuglar verebilmektedir. Notralizasyon ve hemaggliitinasyon

inhibisyon testleri ise, IFA ve ELISA’ dan daha duyarhidir (57, 86).

Giintimiizde RT-PCR testleri, insan ve hayvan CoV’ lar1 da dahil olmak iizere
pek cok viral infeksiyonun tespitinde standart olmustur. PCR primerleri, genel reaktif ya
da tip spesifik olarak tasarlanabilir. Giiniimiizde, reaksiyon karisiminda 5 kopyadan az

RNA’ y1 saptayan PCR yontemleri bile mevcuttur (57).
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Serolojik yontemler, HCoV infeksiyonunu tespit etmede bugiine kadar ki en
duyarli yontem olmustur. PCR yonteminin kullanimi serolojik yontemlerle
kiyaslandiginda, yeni bir yontemdir ve kismen Ornegin alimig zamam ve kalitesine

baghdir (57).

SARS’ da hastaligin tespiti ve dogrulanmasi icin, serolojik testler ve RT-PCR’
mm kombinasyonu kullanilmistir. RT-PCR erken tani i¢in en iyi imkam saglarken,
serolojik yontemler de infeksiyonun varligini dogrulama ya da inkar etmede en iyi
imkan1 saglamistir. Serum, hastaligin ilk haftasinda viral RNA’ nin tespiti i¢in en 1yi
materyalken; hastaligin ikinci haftasinda en iyi materyalin diski ve solunum ornekleri
oldugunu gosteren caligmalar yapilmistir (57). SARS-CoV antikorlari, diger HCoV
antikorlar1 ile ¢ok az capraz reaksiyon gosterir. Viral RNA, PCR ile plazma ve idrarda

da saptanabilir (86).

2.13. Tedavi

SARS harici HCoV’ lar, SARS-CoV ile karsilastirildiklarinda daha hafif
solunum infeksiyonuna sebep olur; fakat kiiciik cocuklar ve immun sistemi baskilanmig
yetiskinlerin %10-20 kadarinin hastaneye yatmasini gerektirecek siddette hastalifa
sebep oldugundan, basarili bir tedaviye ihtiya¢ vardir (82). Su anda, HCoV
infeksiyonlar1 icin spesifik antiviral bir ilac bulunmamaktadir. Infeksiyona karsi
semptomatik tedavi yapilmaktadir (57). Bununla beraber CoV infeksiyonunun
molekiiler biyolojisi, antiviral ilaglara potansiyel hedefler sunmaktadir (86). Virusun
hiicreye baglanmasini lektinler, monoklonal ve poliklonal antikorlar, kiiciik molekiiler
agirlikli inhibitorler ve hiicre reseptdr sayisinin azaltilmasi inhibe eder. Virus-hiicre
fizyonunu, vakuolar asidifikasyonu engelleyen maddeler ve S2 alt iinitelerine
baglanarak inhibe eden sentetik peptidler gelistirilmistir. Polimerazi inhibe eden
nukleozid analoglarindan, SARS-CoV ve HCoV-NL63 replikasyonunu in vitro inhibe
ederek timit veren ila¢ adaylari ise, f-D-N4-hidroksistidin ve 6-azuridindir. Adamantan
tirevli bananinler, SARS-CoV’ un helikaz aktivitesi ve replikasyonunun giicli
inhibitoriidiir. Small interfering RNA, intranazal inhalasyonla verildigi fare ve
maymunda, sekans-spesifik mRNA’ nin bozulmas: yoluyla diger solunum viruslar ve

SARS-CoV’ a karst uygulamasi kolay, hizli ve etkili bir antiviral olarak bulunmus,
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fakat bugiine kadar insana uygulanmamistir; benzer bir yaklasgimla fosforodiamidate
morfolino oligomerler ise, tamamlayici sekanslara baglanarak replikasyonu inhibe eder.
la ve 1b poliproteinini translasyon sonrasi isleyen proteazlarin inhibisyonu da, antiviral

bir yontemdir (82).

SARS salgini basinda Ribavirin, yiliksek doz steroidler ve cesitli mekanik
ventilasyon kiirleri, hastalarin tedavisi i¢in standart olmustur. Daha sonralar1 i1se SARS-
CoV replikasyonunu in vitro inhibe etme yeteneklerine dayanarak interferon alfa, SARS
konvelasan-faz immunglobulini ve Lopinavir+Ritonavir kullanilmistir. Salgindan sonra
cesitli antiviral ilaglar gelistirme ve virusun replikasyonunu in vitro inhibe etme

yeteneklerini 6l¢me ¢alismalari artmastir (57).

Hiicre kiiltiirii ve hayvan modellerinde, SARS-CoV ve diger HCoV’ larin, Tip 1
interferon ile tedaviye duyarli oldugu kanitlanmistir; bu yiizden Tip 1 interferon, SARS
tedavisi i¢in iimit verici bir ila¢ durumundadir (14, 34). SARS salginiyla tekrar
karsilasildiginda Tip 1 Interferon, steroid ve Lopinavir/Ritonavir, klinik ¢alismalardan

elde edilen verilere dayanarak, tedavide onerilmektedir (95).

2.14. Onlem

HCoV infeksiyonundan korunmak i¢cin mevcut bir as1 yoktur; fakat baz1 hayvan
CoV’lan i¢cin (IBV, BCoV, CCoV) asilar, gen¢ hayvanlarda ciddi hastaliklar1 dnlemek
icin rutin olarak uygulanmaktadir (57). SARS konusunda, en hizli ve muhtemelen en
giivenli olarak gelistirilebilecek asi, inaktive ya da subiinit asilardir. Bu asilar SARS
infeksiyonuna kars1 tamamen koruyucu olmasa bile, 6liimciil SARS pnomonisine karsi
biraz da olsa koruma saglayacaktir (62). Bununla beraber inaktive tam virus, eksprese
edilen proteinleri iceren asilar ve canli viruslarin vektor oldugu cesitli SARS asilar1 da
gelistirilmis ve notralizan antikorlar: in vitro indiikledikleri; hayvan modellerinde virus
replikasyonunu ve inflamasyonu azalttiklart gosterilmistir. Ayrica yeni gelistirilen bir
DNA asis1 ve bir inaktive edilmis tam virus asis1 i¢in, kiiglik capta giivenlik ve etkinlik
deneyleri baglamistir. Bu asilardan bazilar1 Kanada’da goniillii insanlarda denenmis ve

kismen basarili sonuglar alinmistir (68).



42

CoV infeksiyonlarina kars1 etkin as1 gelistirme fikrine karsilik, CoV’ larin
genetik, antijenik cesitliligi ve rekombinasyon yetenegi, etkin asiya karsi iki zorluk
cikarmaktadir:  Birincisi, a1 tim antijjenik varyantlara karst esit koruma
saglayamayabilir. ikincisi, rekombinasyon asinin koruma saglamay: hedefledigi virus

tip sayisini artirabilir (52, 57).

As1 ve antiviral ilag eksikligine ragmen CoV infeksiyonlarinin dnlenmesinde,
infeksiyon kontrol uygulamalarinin etkili oldugu goriilmiistiir. Bu durum, SARS-CoV
salgin1 esnasinda net bir bicimde gosterilmistir: Basarili hasta izolasyonu, infeksiyon
kontrol uygulamalari, bulasa maruz kalan insanlarin karantinasi, iilkeler aras1 yayilimin
onlenmesi i¢in yolculuk uyarilar ve danismanhigy ve iilkelere giris ¢ikislar: kontrol etme
konusundaki asir1 6zen, virusun insandan insana yayilimini, global yayilim basladiktan

sonra 4 ay i¢inde durdurmustur (57, 70).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Pozitif Kontroller

Hastalardan alinan klinik 6rnekleri HCoV agisindan taramak icin kullanilan RT-
PCR testinde pozitif kontrol olarak, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dali 6gretim iiyesi Do¢. Dr. Mustafa Hasoksiiz’den temin edilen Grup 2

BCoV-430 susu kullanilmustir.
3.1.2. Ornekler

1 Kasim 2007-11 Mayis 2008 tarihleri arasinda Istanbul Tip Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvari’ na
Tekirdag, Edirne, Istanbul, Bilecik, Bursa, {zmir, Antalya, Adana, Mersin, Antakya ve
Erzurum illerindeki akut solunum yolu infeksiyonlu ¢ocuk ve yetiskin hastalardan
toplam 400 adet; steril ekiivyonla (Virocult, MW&E, 08D30, Ingiltere) alinmis nazal
siiriintii, farinks siirlintiisii ve nazofaringeal siiriintii ya da steril sartlarda alinmis
nazofaringeal aspirat Ornegi, calismanin materyallerini olusturmaktadir (Tablo 3-1).
Virocult ornekleri oda 1s1s1 mevcut kosullarda; nazofaringeal aspirat ornekleri ise soguk
zincir altinda laboratuvara ulagmustir. Biyogiivenlik kabinindeki (Heraus Instruments,
HS59, Almanya) steril ortamda, gelen ornekler icerisine yaklasik 2 ml viral besiyeri
(MEM, Gibco Invitrogen, 31095, ABD) eklenip, 30 saniye kadar vorteksle

kanistirildiktan sonra, 2 ml’ lik steril tiiplere alinip, Human Coronavirus agisindan

incelenmek lizere, testler yapilana kadar -80° C’ de muhafaza edilmistir.

Tablo 3-1: Cahismada kullamilan 6rneklerin cesitleri, sayilari ve hasta yas gruplari

Hastalarin yas Farmks Nazal NaZ(')'fairin.geal Nazofa'ringeal Toplam
gruplari stiriintiisii stiriintii stiriintii aspirat
0-5 yas 31 29 46 36 142
6-15 yas 24 30 85 36 175
16 ve lizeri yas 1 54 23 5 83
Toplam 56 113 154 77 400




3.1.3. Viral RNA izolasyon Kiti
Solunum yolu orneklerinden RNA izolasyonu amaciyla, High Pure Viral RNA
Kiti (Roche, 11 858 882 001) kullanilmistir.

Kit icerigi
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1- Binding Buffer (4,5 M guanidine-HCI, 50 mM Tris-HCI, %30 Triton® X-100)
2- Poly (A)

3a- Inhibitor Removal Buffer (5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI)

3b- Wash Buffer (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI)
4- Elution Buffer

5- High Pure Filter Tubes

6- Collection Tubes

3.1.4. Primer Listesi

RT-PCR’ da HCoV RNA’ sin1 saptamak ve pozitif ¢ikan drneklerin hangi gruba

ait oldugunu bulmak i¢in kullanilan primerler, Tablo 3-2° de gosterilmistir (41).

Tablo 3-2: Primer listesi (41)

Primer ismi | Primer dizilimi Ezrliljlllllugu
Pancorona

IN2 (F) 5’- GGG DTG GGA YTA YCC HAA RTG YGA- 3 452 bp
IN4 (R) 5’- TAR CAV ACA ACISYR TCR TCA- 3’

Grup I

F 5’- GAD GGW GTY KTC TGG GTT GC- 3’

R1 5’- GTT YTC TTC CAG GTG TGT TTG- 3’ 420 bp
R2 5’- ATA GCC TGA CGC ATC AAC ACC- 3’

Grup II

F 5’- GAA GGC TCD GGA ARG TCT GC- 3’ 304 bp
R 5’-CCT CTY TTH CCA AAA CACTG- 3
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3.1.5. Amplifikasyon

Kullanilan cihaz ve malzemeler :

1- Hasta materyalinden elde edilen RNA 6rnegi

2- DMSO (Dimethyl sulfoxide) (Merck, 1.11609, Almanya)

3- ANTP (deoxy Nucleotide Triphosphates) 10 mMol (Metis, E121, Tiirkiye)

4- Pancorona Primerleri (IN-2, IN-4) 50 pmol (XXIDT, 21972606, ABD)

5- Grup 1 ve 2 Primerleri (GrlF, Gr1R1, Gr1R2, Gr2F, Gr2R) 50 pmol (XXIDT,
ABD)

6- AMV Reverse Transcriptase, 300 u (Promega, M5101, ABD)
200 mM potasyum fosfat, %0,2 Triton® X-100, 2 mM DTT, %50 gliserol

7- Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor, 2500 u (Promega, N2511, ABD)

20 mM HEPES-KOH, 50 mM KCI, 8 mM DTT, %50 (v/v) gliserol

8- GoTaq Flexi DNA Polymerase, 500 u (Promega, M8305, ABD)

9- 5X buffer flexi color (Promega, M891A, ABD)

10- MgCl, (Magnesium Chloride) 25 mM (Promega, A351B, ABD)

11- ddH,O (Double Distilled H,O; DEPC (Diethylpyrocarbonate) treated water),

DNAse RNAse free (Invitrogen, 750024, Fransa)

12- PCR cihaz1 (Sensoquest Labcycler, 1117230141, Almanya)

13- Mikrosantrifiij (Denville 260 D, CO260-18-230, ABD)

14- Vorteks (Biosan FVL-2400N, 560710026, Letonya)

3.1.6. Elektroforez
Kullanilan cihaz ve malzemeler:
1- Agarose Low EEO (Electroendosmosis) (Sigma, A5093, Almanya)
2- 10X TBE (Tris-borate-EDTA) Electrophoresis Buffer (Fermentas, 22734,
Litvanya)
3- EtBr (Ethidium Bromide) 0,1 mg/ul (Sigma, E7637, ABD)
4- 100 bp DNA ladder (Biobasic, MSM34, Kanada)
5- Elektroforez tanki (Bio 101, 5060-201, ABD)
6- Gii¢ Kaynag (Labnet, ABD)
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3.1.7. Goriintiileme

UV’ li goriintiileme sistemi (Kodak Gel Logic 200, 5721, ABD) kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Deneysel Calisma

RT-PCR testinde pozitif kontrol olarak kullanilan BCoV-430 susunun, DEPC’ Ih
saf su ile 10 kath diliisyonlar1 (1:5, 1:10, 1:50, 1:10* 1:10™ 1:10'4) hazirlanmustir. Her
diliisyondan, asagida agiklandig1 sekilde RNA izolasyonu ve Pancorona primerleri ile

RT-PCR yapilmistir.

3.2.2. Orneklerden Viral RNA’ nin izolasyonu

Solunum yolu 6rneklerinden viral RNA izolasyonu, Roche High Pure Viral RNA
Kitinde belirtilen yontemle gerceklestirilmistir:
1- -70°C’ de saklanan viral besiyeri (MEM) icerisindeki solunum yolu 6rnekleri, oda
1s1sina aliip ¢oziinmeleri saglanmistir.
2- 1,5 ml’ lik steril ependorf tiiplere her érnekten 200 ul konulmus ve iizerine, her 6rnek
icin 4 pl Poly A + 400 ul Binding Buffer karisimu koyulup, 10 saniye kadar vorteksle
karistirtlmastir.
3- Ependorf tiip i¢indeki bu karisim, oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe edilmistir.
4- Her bir karigim, toplama tiipii i¢ine yerlestirilmis olan kolonlara aktarilmigtir.
5- 8000 g’ de 15 saniye santrifiij edilmistir.
6- Santrifiijden sonra her tiipiin i¢ine 500 ul Inhibitor Removal Buffer koyulmustur.
7- 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edilmistir.
8- Santrifiijden ¢ikan kolonlar, yeni toplama tiipleri i¢ine yerlestirilip, her birine 450 pl
Wash buffer koyulmustur.
9- 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edilmistir.
10- Santrifiijden ¢ikan kolonlar, yeni toplama tiipleri icine yerlestirilip, her birine 450 ul
Wash buffer koyulmustur.
11- 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edilmistir.
12- Santrifiijden sonra, toplama tiipiiniin dibindeki s1v1 bosaltilmis; kolon tekrar toplama

tiipii icine yerlestirilmistir.
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13- 14000 rpm’ de 10 saniye santriij edilmistir.

14- Santrifiijden ¢ikan kolonlar, yeni 1,5 ml’ lik steril ependorf tiiplere konulmustur.

15- Her kolona 50 ul Elution buffer koyulup, 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edilmistir.
16- Kolonlar ¢ope atilip, icerisinde RNA 6rnegi bulunan 1,5 ml’ lik ependorf tiipler,

kullanilincaya kadar -20°C” de saklanmugtir.

3.2.3. Amplifikasyon

I- Master miks ve RNA iceren karisimlarin hazirlanma asamalari, biyogiivenlik kabini
ortaminda gerceklestirilmistir.

2- 0,2 mI’ lik PCR tiipiinde, solunum yolu drneginden izole edilmis 5 ul RNA ve 1 ul
DMSO karistirilmis ve PCR cihazinda 70°C’ de 10 dakika inkiibe edilmistir.

3- Bu esnada PCR master miksi, Tablo 3-3° te verilen miktarlar dogrultusunda
hazirlanmustir.

4- Her PCR tiipiine, hazirlanan master miks karistmindan 44 ul eklenmistir.

5- PCR tiipleri, asagida belirtilen PCR programina ayarlanmig PCR cihazina

yerlestirilmis ve amplifikasyona birakilmistir (41).

Tablo 3-3: Pancorona primerleri ile 6rneklerin HCoV acisindan taranmasi icin kullanilan
PCR master miksi: Tek bir 6rnek icin hazirlanan master miks karisgiminin icerigi
ve miktarlar: (41)

Reaktif Miktar
5X buffer flexi color S5ul
MgCl, 25 mM Sul
dNTP 1 ul
Primer IN2 (F) 50 pmol I ul
Primer IN4 (R) 50 pmol I ul
AMYV Reverse Transcriptase 0,5 ul
RNAsin Ribonuclease Inhibitor 0,5 ul
GoTaq DNA Polymerase 0,5 ul
DEPC H,O 29,5 ul
Ornek + DMSO 6 ul
Toplam PCR Reaksiyon Hacmi 50 pl
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42 °C’ de 60 dakika

94 °C’ de 5 dakika
94 °C’ de 30 saniye
50 °C’ de 30 saniye 35 dongii
72 °C’ de 1 dakika

72 °C’ de 7 dakika

Pancorona primerleri ile yapilan RT-PCR testinde pozitif 6rnek saptandiginda,
bu 6rnegin hangi CoV grubuna ait oldugunu belirlemek ic¢in, Grup spesifik primerler

kullanilarak uygulanan RT-PCR, asagidaki sekilde gerceklestirilmistir:

1- Master miks ve RNA iceren karisimin hazirlanma asamalari, biyogiivenlik kabini
ortaminda gergeklestirilmistir.

2- 0,2 ml’ lik PCR tiipiine, pozitif bulunmus RNA’ dan 5 pl ve 1 ul DMSO konulmus
ve PCR cihazinda 70°C’ de 10 dakika inkiibe edilmistir.

3- Bu esnada RT-PCR master miksi, Tablo 3-4’ te verilen miktarlar dogrultusunda
hazirlanmastir.

4- PCR tiipiine, hazirlanan master miks karisimindan 44 ul eklenmistir.

5- PCR tiipli, asagida belirtilen RT-PCR programimna ayarlanmig PCR cihazina

yerlestirilmis ve amplifikasyona birakilmistir (41).



Tablo 3-4: Pozitif 6rnegin grubunu belirlemede kullanilan PCR master miksi: Tek bir
ornek icin hazirlanan master miks karisiminin icerigi ve miktarlar: (41)
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Reaktif Miktar
5X buffer flexi color Sul
MgCl, 25 mM Sul
dNTP 1 ul
Primer GrlF ya da Gr2F (F) 50 pmol 1 ul
Primer GrlR1 ya da Gr1R1 ya da Gr2R (R) 50 pmol 1 ul
AMYV Reverse Transcriptase 0,5 ul
RNAsin Ribonuclease Inhibitor 0,5 ul
GoTaq DNA Polymerase 0,3 ul
DEPC H,O 29,7 ul
Ornek + DMSO 6 ul
Toplam PCR Reaksiyon Hacmi 50 pl

42 °C’ de 60 dakika

94 °C’ de 5 dakika
94 °C’ de 30 saniye
56 °C’ de 30 saniye 35 dongii
72 °C’ de 1 dakika

72 °C’ de 7 dakika
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3.2.4. Elektroforez

3.2.4.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

RT-PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in, %1,5° luk agaroz jel hazirlanmistir.
Buna gore 1,5 gr agaroz, 100 ml 1X TBE buffer ile karistirllmis ve mikrodalga firina
konulmus; zaman zaman calkalanarak, agaroz tamamen eriyene kadar bekletilmistir.
Agaroz tamamen eriyince 1sitma islemine son verilip, lizerine 8 pl etidyum bromid
eklenerek, homojenize olmasi icin iyice ¢alkalanmistir. Oda 1s1s1 mevcut kosullarda 40-
45°C’ ye soguyana kadar bekletildikten sonra, icine tarak yerlestirilmis jel kabina,
baloncuk olugsmamasina dikkat edilerek dokiilmiistiir. Jel formunu alincaya kadar oda
1sisinda  bekletilmis; sonra tarak dikkatlice cikarilip, orneklerin yiiklenmesi icin

elektroferez tankina nakledilmistir (41).

3.2.4.2. Elektroforez islemi

1- Elektrik akimi baglanabilen tanka hazirlanan agaroz jel yerlestirilip, iizerine 1X TBE
Buffer ilave edilmistir.

2- Jeldeki kuyucuklara 100 bp’ lik DNA ladder (Promega), pozitif kontrol, negatif
kontrol ve érneklerin RT-PCR f{iriinleri konulmustur.

3- Elektroforez islemi 100 Voltta yaklasik 30-40 dakika siireyle gerceklestirilmaistir.

4- Islem sonunda elektrik akimi kesilip, jel tanktan cikarilmustir.

5- Jeldeki DNA bantlarimin varligi, UV’ 1i goriintiileme sisteminde gozlemlenip

fotograflanmis; sonuclar bilgisayara kayit edilmistir (41).

3.2.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi
Agaroz jel elektroforetik seperasyonun sonucunda; Pancorona primerleri ile 452
bp uzunlugunda bandin, Grup 1 primerleri ile 420 bp ve Grup 2 primerleri ile 304 bp

uzunlugundaki bantlarin meydana gelmesi, pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

3.2.6. Istatistiksel Analiz
Arastirmada pozitiflik goézlenen say1 cok diisiik oldugundan, istatistiksel analiz

yapilamamistir. Sonuclar, tanimlayici istatistiklerle sunulmustur.
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4. BULGULAR

RT-PCR testinde kullanilan pozitif kontrol (BCoV-430) susunun farkh
diliisyonlarina Pancorona primerleri ile RT-PCR uygulanmasi sonucunda, bu test ile

10 diliisyona kadar CoV viral RNA’ sinin saptanabilecegi goriilmiistiir (Sekil 4-1).

Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Viroloji Laboratuvarina 1 Kasim 2007-11 Mayis 2008 tarihleri arasinda Tiirkiye’ nin 11
ilinden gonderilen 113 nazal siiriintii, 56 farinks siiriintiisii, 154 nazofaringeal siiriintii
ve 77 nazofaringeal aspirat olmak iizere toplam 400 klinik 6rnek toplanmis ve HCoV
varlig1 yoniinden incelenmistir. incelenen 400 klinik 6rnegin 1 tanesinde (%0,25) RT-
PCR ile HCoV tespit edilmistir (Tablo 4-1). Pozitif bulunan materyal, kemik iligi
transplantasyonu sonrasi akut solunum yolu infeksiyonu gelisen 12 yasindaki hastadan,
15 Aralik 2007 tarihinde alinmis bir nazofaringeal aspirat drnegidir (Sekil 4-2). Ornegin
hangi HCoV Grubuna ait oldugunu 6grenmek amaciyla yapilan Grup spesifik RT-PCR’
da, Grup 1 pozitif sonu¢ ¢ikmistir (Sekil 4-3). RT-PCR’ da kullanilan pozitif kontroliin
(BCoV 430), Grup 2 primerleri ile yapilan RT-PCR sonucu da Sekil 4-4° te

goriilmektedir.

Tablo 4-1: incelenen érneklere gore pozitiflik oram

Hastalarin yas Farlnks Nazal Naz?fe‘l}riqgeal Nazofa‘rin geal Toplam
gruplari siirtintiisti siirlintii siirlintii aspirat
0-5 yas 0/31 0/29 0/46 0/36 0/142
6-15 yas 0/24 0/30 0/85 1/36 1/175
16 ve iizeri yas 0/1 0/54 0/23 0/5 0/83
Toplam 0/56 0/113 0/154 1/77 1/400
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Istatistiksel Analiz

11 ilden gelen 400 6rnekte, 1 pozitif sonu¢ bulunmustur. Bulunan pozitiflik hizi,
17400 = 0,0025 yani 10.000 kiside 25 kisi olarak hesaplanmistir. Bulunan hiza gore, ana
yigindaki hastalik hizi tahmin edilmek istendiginde, bu oranin 10.000 kiside 1-138

arasinda, %95 Giiven Araliginda olacag: tahmin edilmektedir.
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500bp —>
P 452 bp

Sekil 4-1: RT-PCR’ da kullanilan pozitif kontroliin (BCoV-430) diliisyonlarinin,
Pancorona primerleri ile yapilan RT-PCR sonucu.

1- 100 bp DNA ladder (Promega) 4 ul

2- BCoV-430 (1:5) 7 ul
3- BCoV-430 (1:10) 7 ul
4- BCoV-430 (1:50) 7 ul
5- BCoV-430 (1:107) 7 ul
6- BCoV-430 (1:10™) 7 ul
7- BCoV-430 (1:10™ 7 ul

8- Negatif Kontrol (DEPC H,0) 7 ul
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500bp —*>

Sekil 4-2: RT-PCR ile pozitif bulunan 374 numarah 6rnek.

1- 100 bp DNA ladder (Promega) 4 ul
2- Negatif Kontrol (DEPC H,0) Sul
3- Pozitif Kontrol (BCoV-430) Sul

4- 374 numaral1 hasta 6rnegi 7 ul



55

500bp —*>

Sekil 4-3: Pozitif bulunmus 6rnegin, Grup 1 spesifik primerleri ile yapilan RT-
PCR sonucu (HCoV Grup 1 pozitif kontrol virus elimizde olmadigindan,
calismada kullamlamamustir).

1- 100 bp DNA ladder (Promega) 4 ul
2- Negatif Kontrol (DEPC H,0) Sul

3- 374 nolu hasta 6rnegi 10 pul



304 bp

Sekil 4-4: RT-PCR’ da kullanilan pozitif kontroliin (BCoV 430), Grup 2
primerleri ile yapilan RT-PCR sonucu.

1- 100 bp DNA ladder (Promega) 4 ul
2- Negatif Kontrol (DEPC H,0) 7 ul

3- Grup 2 Pozitif Kontrol (BCoV-430) 7 ul

56
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S. TARTISMA

Cogu tek zincirli RNA viruslarinda oldugu gibi CoV’ larda da, yiiksek siklikta
mutasyon goriilmektedir (57). Coronaviridae ailesi igerisinde 6zellikle 2000’ 1i yillarda
yeni kesfedilen CoV’ lar, bu mutasyonlar sonucunda ortaya ciktig1 kabul edilmektedir.
Insanlarda 2003’ te SARS-CoV, 2004’ te HCoV-NL63 ve 2005’te HCoV-HKU1
viruslaria bagh infeksiyonlarda, kesfedilen virusun ya diger insan Coronavirus’ larinin
ya da hayvanlardaki Coronavirus’ larin mutasyonu sonucunda insanlara adapte olmus
viruslar olduklart belirtilmektedir (59, 89, 101, 108, 114). CoV’ lar, hayvanlar ve
insanlar arasinda yaygin olarak bulunmaktadir (44, 65). 1950-1960° 11 yillardan beri
varlig1 bilinen HCoV tiirleri de, insanlarda hafif iist solunum yolu infeksiyonlarinin
yaninda; kii¢iik cocuklar, immun sistemi baskilanmig yetiskinler ve yashlarda ciddi alt

solunum yolu infeksiyonlarina da sebep olabilmektedir (29, 31, 94, 109).

HCoV infeksiyonlarinda en sik goriillen klinik bulgular burun akintisi, ates,
Oksiiriik ve kirginliktir (6, 9, 23, 58, 76, 93, 109). Calismamizda pozitif bulunan hastada

gozlenen ates, Oksiiriik ve burun akintis1 semptomlari, bu bilgilerle uyumludur.

SARS-CoV hari¢ diger HCoV’ larin hastanede yatan ya da yatmayan hastalarda
sebep oldugu infeksiyonlar siklikla soguk alginligi, farenjit, larenjit, konjunktivit ve otit
gibi iist solunum yolu infeksiyonlari; bronsit, bronsiolit, pnomoni, astim, astim
bronsiolit, krup ve kronik solunum hastalig1 alevlenmesi gibi alt solunum yolu
infeksiyonlaridir (5-7, 23, 51, 74, 76, 93, 98, 99, 101, 102, 108, 111). HCoV’ lar bazen
de gastroenterit ya da Kawasaki hastaliginin etkeni olarak bulunmustur (98, 111).
Hastanede yatan kisilerin immun sistemlerinin normalden gii¢siiz olmasinin yaninda,
immun sistemi baskilayici tedavi alanlar da vardir. HCoV’ un nozokomiyal bulagi ya da
immun sistemi baskilanmis durumdaki hastalarda meydana getirdigi infeksiyonlar, pek
cok calismada gosterilmistir (5, 23, 25, 30, 31, 56, 60, 87, 97, 99, 101, 103, 111).
Ozellikle van der Hoek ve ark. (101), Arden ve ark. (5), Kuypers ve ark. (56) ve Simon
ve ark.’” min (87) caligmalartyla uyumlu olarak, caliyjmamizda pozitif buldugumuz
olgunun da, kemik iligi transplantasyonu sonrasinda, immun sistemi baskilayan tedavi

gordiigii donemde HCoV infeksiyonu gecirdigi saptanmustir.

HCoV tiirleri arasinda klinik yOnden yapilan degerlendirmelerde, bazi

arastiricilar HCoV-229E’ nin hafif infeksiyona sebep oldugunu diisiiniirken (9, 75),
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bazilar1 siddetli infeksiyona sebep oldugunu belirtmislerdir (29). Aym sekilde HCoV-
OC43’ iin siddetli infeksiyona sebep oldugunu diisiinen arastiricilar yaninda (75, 80),
hafif infeksiyona sebep oldugunu diisiinenler de vardir (74). HCoV-NL63’ iin siddetli
infeksiyona sebep oldugunu belirten yayinlarin yaninda (48, 102), HCoV-229E ve
HCoV-0OC43’ ten daha yaygin ve daha virulan oldugunu diisiinen arastiricilar da vardir
(5, 51, 56). HCoV-HKU1" in ise daha ¢ok immun sistemi baskilanmis hastalarda ya da
yashlarda {iist solunum yolu infeksiyonuna sebep oldugunu belirten yayinlar

bulunmaktadir (97, 109).

Ayrica HCoV’ un nozokomiyal infeksiyona sebep oldugunu gosteren cesitli
calismalarla uyumlu olarak, calismamizda saptadigimiz pozitif olguya da, virusun
nozokomiyal bulastig1 diistiniilmektedir (5, 7, 29, 60, 87, 98). Calismamizda pozitif
sonug goriildiikten sonra hastane kayitlarina (ITF Cocuk Hematoloji/Onkoloji Birimi)
bakilarak ve hastanin babasi ile goriisiilerek, hastanin gecmisi hakkinda bilgi alinmistir:
07.11.2007 tarihinde ITF Cocuk Hematoloji/Onkoloji Birimi’ ne yatan hasta,
28.11.2007 tarihinde kemik iligi transplantasyonu gecirmis, 28.12.2007 tarihinde de
taburcu olmustur. 15.12.2007 tarthinde semptomlar1 goriilmeye baslanan HCoV
kaynakli solunum yolu infeksiyonu, virusun nozokomiyal bulastigini diisiindiirmiistiir.
Infeksiyon sirasinda (semptomlarin goériilmesiyle, hastaya ampirik antibiyotik tedavisi
baslanmig) hastadan alinan Orneklerle yapilan diski, bogaz, burun siiriintiisii, idrar,
kateter ucu kiiltiirler1 ve hemokiiltiir sonucunda bakteriyel bir tireme saptanmamuis; fakat
hastada ates, Oksiiriik ve burun akintist semptomlart devam etmistir. Viroloji
Laboratuvar’’ nda Influenza virusu arastirma amaciyla yapilan hiicre kiiltiirii ve
serolojik (ELISA) testlerde de negatif sonu¢ alinan Ornek, calismamizda HCoV

acisindan pozitif olarak saptanmustir.

Coronavirus antijenik Grup 1 igerisindeki HCoV-229E’ nin arastirildigi bazi
calismalarda; Kore’ de 231 cocugun 2’ sinde (%0,9), Hong Kong’ da 4181 cocuk ve
yetiskinin 4’ {inde (%0,1), Tayland’ da 226 ¢ocugun 8’ inde (%3.,5), Finlandiya’ da
1866 cocugun 22’ sinde (%1,2), Belgika’ da 309 ¢ocugun 1’ inde (%0,3), Isvigre’ de
540 yetigkinin 7’ sinde (%1,3), Fransa’ da 152 yenidoganin 43’ {inde (%28,3) ve 92
cocugun 7’ sinde (%7,6), Ispanya’ da 201 ¢ocuk ve yetiskinin 1’ inde (%0,5), Italya’
da 823 cocuk ve yetiskinin 10’ unda (%1,2) pozitiflik saptanmistir (13, 15, 29-31, 60,
72,74, 94).



59

Antijenik Grup 1 HCoV’ lara dahil olan HCoV-NL63’ iin arastirildigi bazi
calismalarda; Hollanda’ da her yastan 614 kisinin 7’ sinde (%1,1), Kanada’ da her
yastan 525 kisinin 19” unda (%3,6), Japonya’ da 118 ¢ocugun 3’ iinde (%?2,5), Kore’ de
827 cocugun 14’ iinde (%1,7), Hong Kong’ da 4181 cocuk ve yetiskinin 17’ sinde
(%0,4), Tayvan’ da 539 cocugun 7° sinde (%]1,3), Avustralya’ da 840 cocuk ve
yetiskinin 16’ sinda (%?2), Almanya’ da 949 ¢ocugun 49’ unda (%S5,2), Bel¢ika’ da 309
cocugun 7’ sinde (%2,3), Isvicre’ de 82 ¢ocugun 6’ sinda (%7,3), Fransa’ da 1002
cocugun 33’ iinde (%3,3), Italya’ da 227 ¢ocugun 1’ inde (%0,4) pozitiflik saptanmustir
(5, 6,22,37,48, 60, 72, 80, 98, 101, 102, 111).

Calismamizda 400 klinik Ornek arasindan saptanan 1 pozitif 6rnegin, Grup
spesifik primerler ile yapilan RT-PCR testi sonucunda antijenik Grup 1 HCoV’ lara
dahil oldugu bulunmus; elde edilen %0,25 pozitiflik oraninin Coiras ve ark. (15), Lau
ve ark. (60), Moes ve ark. (72) ve Pierangeli ve ark.” nin (80) sonuglar1 ile uyumlu
oldugu  bulunmustur. Arastirmacilar bu c¢alismalarinda, insanlardaki CoV

infeksiyonlarinin sikliginin, yillara gore degiskenlik gosterdigini diisiinmektedirler.

Coronavirus antijenik Grup 2 igerisindeki HCoV-OC43 iizerine yapilan
calismalarda Amerika’ da 82 yetigkinin 1’ inde (%]1,2), Kolombiya’ da bir yash
bakimevinde meydana gelen solunum salgininda 142 yaslinin 95’ inde (%67) ve 160
personelin 53’ iinde (%33), Kore’ de 231 cocugun 3’ iinde (%1,3), Hong Kong’ da
4181 cocuk ve yetiskinin 53’ iinde (%1,3), Tayland’ da 226 ¢ocugun 2’ sinde (%0,9),
Finlandiya’ da 1866 cocugun 24’ iinde (%1,3), Belcika’ da 309 cocugun 7° sinde
(%2,3), Isvigre’ de 540 yetiskinin 12’ sinde (%?2,2), Fransa’ da 501 ¢ocuk ve yetigkinin
30’ unda (%6), Italya’ da 823 cocuk ve yetiskinin 25" inde (%3) pozitiflik saptanmistir
(13, 30, 31, 51, 60, 72, 74, 76, 94, 99).

Antijenik Grup 2 HCoV’ lara dahil olan HCoV-HKUI1 iizerine yapilan
calismalarda Hong Kong’ da 418 gen¢ ve yashinin 10” unda (%2,4), Amerika’ da 851
cocugun 9’ unda (%1), Isvicre’ de 540 yetiskinin 4’ iinde (%0,7), Fransa’ da gesitli
yaslardan 141 kisinin 12’ sinde (%8,5) pozitiflik saptanmistir (23, 30, 97, 109).

Belirtilen caligmalarda goriildiigii tizere, infeksiyonlarda HCoV-229E ve HCoV-
OC43 daha yaygin olarak goriilmektedir. Genelde kis sezonunda epidemilerin

goriildiigli ¢calismalarla uyumlu olarak, calismamizda saptanan bir pozitif ornek de kis
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sezonunda alinmistir (31, 56, 97, 108). Calismamizda yapilan yas gruplamasinda pozitif

ornek sayisinin azligindan dolayi, yaslara baglh anlamli sonu¢ bulunamamistir.

HCoV ile infekte kisilerde gelisen dispne ve kalp yetmezligi sonucunda;
koinfeksiyon nedeniyle gelisen siddetli hastalikla ya da altta yatan agir kronik
rahatsizliklar sebebiyle, bazi vakalarda oliimler meydana gelmistir (5, 6, 29-31, 76,
109). Bu caligmada saptanan pozitif olguda da altta yatan kronik hastalik (16semi)

olmasiyla birlikte, infeksiyon agir gecmemistir.

HCoV’ u saptamak i¢in genelde serum, nazal siiriintii, nazofaringeal siiriintii,
farinks siiriitiisii ya da nazofaringeal aspirat materyalleri kullanilmakla birlikte, bazi
calismalarda beyin-omurilik sivisi, vajinal, gastrik, diski, akciger doku biyopsisi,
bronkoalveolar lavaj ve orta kulak sivisi materyallerinde de HCoV pozitifligi
saptanmustir (6, 15, 16, 22, 24, 28-30, 48, 58, 65, 74, 75, 85, 88, 97, 101). Bu calismada

pozitiflik saptanan bir materyal de, nazofaringeal aspirat olmustur.

Tiirkiye’ de HCoV’ un ELISA yontemi ile saptanmasina yonelik ticari kitler
mevcuttur; fakat bu kitler HCoV-229E ve HCoV-OC43’ e yonelik monoklonal
antikorlarla hazirlanmis oldugundan, HCoV-NL63 ve HCoV-HKU1’ in saptanmas1 pek
miimkiin goriilmemektedir ve bu iki yeni HCoV icin heniiz ticari bir kit
bulunmamaktadir. Bununla beraber iilkemizde HCoV’ un ELISA yoOntemi ile
arastirilmasi da pek yaygin degildir. Bu yiizden calismamizda, molekiiler yontemlerden
RT-PCR testi tercih edilmistir. Cogu calismada uygulanilmis olan RT-PCR testinde
HCoV’ un en korunmus bolgesi olan polimeraz genine uygun primerler
kullanildigindan, bu ¢alismada da o bolgeye uygun Pancorona primerleri kullanilmistir
(51, 60, 72). Bu primerlerin en az hangi orandaki pozitifligi saptadigini tespit etmek
amactyla yaptigimiz deneysel calismada, pozitif kontroliin 1/100 diliisyonuna kadar
pozitiflik saptanabilecegi tespit edilmistir. Pozitif bulunan hasta materyalindeki HCoV’
un hangi gruba ait oldugunu saptamak amaciyla yapilan RT-PCR calismasinda da, diger
calismalarla uyumlu olarak, 1yi sonuglar veren virusun nukleokapsit (N) geninden

uygun primerler kullanilmistir (7, 24, 74).

SARS-CoV dis1t HCoV infeksiyonlarindan korunmak icin mevcut bir as1 yoktur.
SARS-CoV ise, kitalar aras1 bulasa sebep olacak kadar yiiksek bulasicilik 6zelligine
sahip oldugundan, salgin esnasindaki karantina uygulamalari, infeksiyonun kontroliinde

cok etkili olmustur. Oliimciil SARS infeksiyonuna karst as1 ¢alismalar1 baslatilmustir.
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Bu asilardan bazilar1 Kanada’ da goniillii insanlarda denenmis ve kismen basarili

sonuclar alinmistir (68).

Calismamizda Kasim 2007- Mayis 2008 tarihleri arasinda Istanbul Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvar’’ na
Tiirkiye’ nin 11 ilinden gelen toplam 400 solunum yolu 6rnegi, HCoV arastirmak iizere
RT-PCR teknigi ile incelenmis ve sadece 1 Ornekte (% 0,25) HCoV pozitifligi
saptanmistir. Buldugumuz pozitiflik oran1 diisiik olmakla birlikte, diinyanin degisik
yerlerinde yapilan bazi1 calismalarla uyumludur (15, 60, 72, 80). Diisiik pozitiflik
saptamamizin nedenini, arastirma yaptiZimiz donemin HCoV’ un epidemi yaptigi
doneme rastlamamis olabilecegi seklinde yorumladik. Ciinkii bazi ¢calismalarda, HCoV
infeksiyonunun 2-4 yilda bir pik aktivite gosterdigi saptanmistir (37, 51, 72, 85, 93,
102). Ayrica baz1 arastirmacilar, orneklerin sadece ki mevsiminde toplanmasinin,
pozitiflik oranin1 arttirabilecegini bildirmektedirler (31, 56, 97, 108). Coronavirus’ larin
diger infeksiyon etkenleri ile birlikte bulunma sikligi diisiiniildiigiinde, duyarl bir test
olan RT-PCR testi ile her yas grubunda yapilan tarama, sadece cocuk grubunda ya da
immun sistemi baskilanmig hastalarda yapilmis olsaydi, daha yiiksek pozitiflik oraninin
saptanabilecegi rapor edilmektedir (7, 30, 31, 56, 58, 85, 87, 97, 99, 101, 103). Ayrica
Han ve ark. (37) tarafindan da vurgulandig:i gibi, hastalarda semptomlar bagladiktan
uzun siire sonra Ornegin alimi, virus sag¢iliminin bittigi déneme denk gelip, virusun
saptanamama ihtimali de bulunmaktadir. Ayrica Nokso-Koivisto ve ark.” nin (74)
bildirdigi  gibi, calismamizda semptomlar1 bulunmayan Kkontrol  grubunun
bulunmamasindan dolayi, asemptomatik bireylerdeki pozitifligin kacirilmis olmas: da

muhtemeldir.

HCoV’ larn izolasyon siireci gii¢ ve zahmetli oldugundan, rutin tanis1 serolojik
yontemler ve molekiiler yontemlerle yapilmaktadir. Ulkemizde ticari ELISA Kitleri
olmasina karsin rutin virus tanisi i¢in yaygin uygulama heniiz yeterli degildir. Ayrica
son yillarda solunum yolu viruslarini kapsayan, hibridizasyon yontemine dayali hazir
molekiiler tam kitleri de kullanilmaya baslanmistir. HCoV’ lar cogunlukla da soguk
alginligr ile ilgili olarak diisiiniildiigiinden, taniya gerek duyulmamakta ve dolayisiyla
insidans1 diisiik bulunmaktadir. Fakat bazi tilkelerde yapilan caligmalarda saptanmig
yiiksek pozitiflik orani, bu viruslarin da siklikla solunum yolu infeksiyonu etkeni

olabilecegini gostermektedir (103). Solunum viruslarmin siirveyansina dair Tiirkiye
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genelinde yapilan ¢aligmalara HCoV’ larin da katilmasi, tilkemizde bu virusun goriilme
sikligini, farkli yillarda epidemi yapip yapmadigini ve hangi popiilasyonda, hangi
infeksiyonlara sebep oldugunu anlayabilmek acisindan ©Onemlidir. Bu durumda,
tilkemizdeki etkeni belirlenemeyen solunum yolu infeksiyonlarinin bir kisminin daha

etkenleri tanmimlanmig olacaktir.

Ozellikle immun sistemi baskilanmis ¢ocuklarda meydana gelen solunum yolu
infeksiyonlarinda etken olarak HCoV’ larin da arastirilmasi, hem gereksiz antibiyotik
kullanimin1 Onleyecek hem de hastalarin diger kisilerle temasinda gerekli 6nlemlerin

alinmasinda yararl olacaktir.
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Yayinlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri
Sertifikalar

Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti tarafindan diizenlenen “Human Papilloma Virus
Infeksiyonlar1” konulu toplantiya katilim belgesi (03 Mayis 2007)

L.U. Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu ile Deney Hayvanlari
Aragtirma ve Uretim Laboratuvari tarafindan diizenlenen “Deney Hayvanlar1 Uygulama
ve Etik Kursu” katilim sertifikasi1 (21-22 Mart 2006)

L.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Genetik Kuliibii tarafindan diizenlenen  “3. Ulusal
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ogrenci Kis Okulu” katilim sertifikas1 (13-19 Mart
2006)

Katildig1 kongreler
33. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi (21-25 Ekim 2008)



