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OZET

COVID-19 TANILI HASTALARDA SARS-CoV-2 TAM GENOM ANALIZi VE
KLINIiK BULGULAR ILE iLISKISIi

Dr. Firuze SOYAK

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2’nin (SARS-CoV-2) neden
oldugu koronaviriis hastaligt (COVID-19), Aralik 2019’un sonlarinda Wuhan’da
ortaya ¢ikarak kisa silirede tiim diinyada etkisini gostermistir. Pandemiden kisa siire
sonra ortaya ¢ikan SARS-CoV-2 varyantlari, epidemiyolojik ve klinik bulgularda, as1
ve tedavi segeneklerinde degisikliklere neden olarak pandeminin seyrini degistirmistir.
SARS-CoV-2 viriisiiniin genomik dizilimini belirlemek igin kullanilan bir teknik olan
sekanslama, yeni varyantlarin ve mutasyonlarin tespiti ve karakterizasyonu i¢in
onemli bir aractir. RNA dizisindeki degisikliklerin belirlenmesi, viriisiin evrimi,
yayilimi, bulagiciligi, hastaligin klinik bulgular1 ve asilarin etkililigi gibi faktorlerin

anlasilmasina katki saglar ve salginin kontroliinde 6nemli bir rol oynar.

Bu calismada farkli donemlerde takip edilen belirli 6zelliklere sahip COVID-19
hastalarindan elde edilen SARS-CoV-2 orneklerinde tam genomik sekanslama
yapilarak viriisiin yapisal degisikliklerinin goriilme sikliklar1 ve hastaligin klinik

bulgularina etkisi analiz edilmistir.

2022 Ocak ve Kasim aylari arasinda Pamukkale Universitesi Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi’nde takipli 21 hasta ¢aligmaya
dahil edilmisti. COVID-19 hastalarmin nazofaringeal ve orofaringeal siiriintii
ornekleri alinarak viral RNA’lar1 ekstrakte edilmis ve tam genomik sekanslama analizi
gerceklestirilmistir. Hastalar klinik durumlarina goére hafif, orta ve ciddi klinik seyirli
olmak {lizere gruplandirilmig, klinik durumlar, laboratuvar sonuclari, radyolojik
bulgulart ve PCR pozitiflik siiresi ile gen analizi sonucglar1 arasindaki iligki

arastirilmistir,

Calismaya dahil edilen 21 hastanin 13’1 (%61,9) erkek ve yas ortalamalari
65,3+20,7 (26-97) idi. Toplamda 18 (%85,7) hastanin hastanede (servis veya yogun
bakim) takip ve tedavisi yapilirken, ti¢ (%14,3) hasta ayaktan takip edildi. Calismada
12 hastada Omicron BA.2, dort hastada Omicron BA.1, dort hastada Omicron BA.5

X1



alt varyantlar1 ve bir hastada Delta varyanti saptandi. Incelenen tiim izolatlarda
c.1841A>G (D614G), c.425G>A (G142D), c.9764C>T, NSP4 (T492I), c.14144C>T
(NSP12 P323L) mutasyonlar1 saptandi. Hastalardan izole edilen 6rneklerde tespit
edilen mutasyonlar ile bu mutasyonlarin tiim diinyada ayni sekansta goriilme sikliklari
Pearson korelasyon testi ile karsilagtirildiginda, bu degiskenler arasinda yiiksek
derecede pozitif bir korelasyon bulundu. (r(163)=0.81, p<0.001). Ek olarak
Tirkiye’den alinan Orneklerde ilk kez bulunan bazi missense mutasyonlar

gozlemlendi.

Agir klinik seyirli hastalarda obezite, hafif ve orta klinik seyirli hastalara gore
istatistiksel agidan anlamli olarak daha yiiksek oranda goriildii (p=0,042). Laboratuvar
bulgularina gore incelendiginde agir klinik seyirli hastalarda; basvuru anindaki C-
reaktif protein (p=0,014), aspartat aminotransferaz (AST) (p=0,001), BUN ve
(p=0,018) kreatinin yiiksekligi (p=0,003) ve hemoglobin (Hgb) degerlerinde diistikliik
(p=0,037) diger klinik formalara gore istatistiksel olarak anlamli olarak daha fazla

tespit edildi.

Uzamig PCR pozitifligi (dort haftanin iizerinde) immunsuprese hastalarda
(malignite (p=0,016), lenfoma (p=0,006)) daha sik saptandi. Ayn1 zamanda bu
hastalarin ¢cogunun orta ve agir klinik seyir gosterdigi saptandi (p=0,019).

Immun yetmezlik klinigi olan hastalarda istatistiksel agidan anlaml sekilde daha

fazla hastaneye yatis (p=0,026) ve daha agir hastalik tablosu gézlemlendi (p=0,018).

Calismaya alinan hastalarda saptanan mutasyonlar degerlendirildiginde ise
asilardan herhangi biriyle dort doz ve iizeri asilanan hastalarda Spike Q493R
mutasyonu daha yiiksek oranlarda saptandi (p=0,043).

Calismada nadir olarak goriilen mutasyonlara bakildiginda literatiirle uyumlu bir
sekilde Omicron BA.l subvaryanti saptanan olgularda Spike A67V, del2ll ve
ins214EPE mutasyonlar1 viral infektivitede artis ve bagisiklik yanitina direng ile
iliskilendirilmistir. Spike R346K ve Tiirkiye’den ilk kez bildirilen Spike A263T
mutasyonunun klinik etkisinin infektivite ve bulastiriciliktan ziyade sonuncusu son ii¢
ay i¢inde olan dort doz asilamaya ragmen hastamizda tespit edilmesi sebebiyle bu

varyantin antikor yanitindan kags ile iliskili olabilecegini diislindiirmiistiir. Omicron
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BA.2 subvaryanti hastamizda saptanan Spike R21T nin, literatiirle uyumlu olarak,
viriisiin insan ve bagirsak hiicrelerine gecisini artirarak agir klinik seyir ve
gastrointestinal (GIS) bulgulardan sorumlu olabilecegi (hastamizda GIS semptomlari
olmast nedeniyle) ve antikor nétralizasyonunda azalmaya (hastamizin dort doz

asilanma Oykiisii olmasi nedeniyle) neden olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Omicron BA.2 subvaryanti i¢in Spike L452M degisikliginin ORF3a’da tespit
edilen D155Y ile sinerjik etki gostererek asirt immiin yanit ve hiperinflamasyonu
tetikleyebilecegi (hastamizin inflamatuar parametlerinde belirgin artis olmasi
nedeniyle) diisliniilmiistiir. NSP1 H110Y mutasyonun konakg¢i gen ifadesini inhibe
ederek bu yolla bagisiklik sisteminden kagma etkisinin hastamizda da goriildigi
gbézlemlenmistir. Spike A222V, T3231 ve NS7a A106T degisiklikleri azalmis
infektivite, artmis bagisiklik yanitindan kagis ve konakgi-virlis baglanmasi
(hastamizda hafif klinik seyir, uzamigs PCR pozitifligi saptanmasi nedeniyle) ile
iligkilendirilmistir. NSP4 T114Dl’in literatlirle uyumlu olarak hastamizda da viral
replikasyonda artig/viral klerenste azalis ile uzamis PCR pozitifligine neden oldugu
goriilmustiir. Spike A27S, K417N, N440K, Q493R, T19I, G142D mutasyonlarinin
saptandig1 hastalarimizda da yine literatiirle uyumlu olarak, ortak etki olusturarak as1
ile olusan antikor yanitina dirence neden oldugu gozlemlenmistir. Spike G339D,
S373P, S375F, K417N, N440K, S477N, T478K, E484A, Q493R, Q498R, N501Y
mutasyonlarinin da dort doz asili ve yiiksek antikor titresine sahip hastamizda olmasi

nedeniyle bagisiklik yanitindan kagis etkisinin olabilecegi diistintilmiistiir.

Calisgmamizda Delta (B.1.617.2) varyanti saptanan bir olguda Spike protein
NTD spesifik E156G/del157-158 ve L452R kombinasyonunun artan enfektivite, asi
ile ortaya c¢ikan poliklonal antikorlara diren¢ ve artmis hiicreden hiicreye flizyon
etkisinin olgumuzda da gozlemlendigi diisiiniilmiistiir. Spike P681R saptanan
hastamizda oldugu gibi agir klinik seyir ve uzamis PCR pozitifligi ile iliskili

olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Omicron BA.5 varyanti igin NSP13 A389V, NSP14 M315I, NSP16 T1401I
mutasyonlarinin hastamizda hiperinflamasyon klinigi olmas1 nedeniyle literatiire
benzer sekilde abartili inflamatuar yanita ve akciger immiinopatolojisine neden

olabilecegini diisiindiirmiistiir. N E136D mutasyonu, hastamizda oldugu gibi daha agir
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ve uzun seyreden list solunum yolu bulgularina neden olabilecegini ve yurt dis1 seyahat
Oykiisii olan kisiyle temas Oykiisii olmas1 nedeniyle seyahat dykiisiiniin epidemiyolojik

ve varyantlarin dagilimindaki 6nemini olgumuzda gostermistir.

Tiirkiye’de ilk kez sekanslama sonuglarinin klinige yansimasi bu calismada
degerlendirilmistir. Ancak sinirl sayida hasta grubunda ve tek merkezde yapilan bu
calisma tiim iilke verilerini temsil etmemektedir. Daha biiyiik bir popiilasyonda, daha
fazla sayida merkezde, daha fazla sekanslama g¢alismalar1 ile bu sonuglarin klinik
yansimasinin arastirilmasina gereksinim vardir. Viriisiin yayiliminin ulusal ve global
seviyelerde takibi, viral genomlarin karsilastirilmasi ve molekiiler filogenetik
agaclarin olusturulmasiyla izlenebilir. Genetik degisikliklerin tespiti, varyantlarin
ortaya c¢ikmasi ve mutasyon oranlarinin anlagilmasi etkin tedavi ve asi

gelistirilmesinde olumlu bir etki yaratacaktir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, SARS-CoV-2, Tam Genomik Sekanslama,
Varyant
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ABSTRACT

RELATIONSHIP BETWEEN SARS-CoV-2 FULL GENOME ANALYSIS AND
CLINICAL FINDINGS IN PATIENTS DIAGNOSED WITH COVID-19

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), Coronavirus
Disease-2019 (COVID-19) caused by it, emerged in Wuhan at the end of December
2019 and quickly spread worldwide. SARS-CoV-2 variants that emerged shortly after
the pandemic began have changed the course of the pandemic by causing changes in
epidemiological and clinical findings, as well as in vaccination and treatment options.
Sequencing, a technique used to determine the genomic sequence of the SARS-CoV-
2 virus, is an important tool for the detection and characterization of new variants and
mutations. Determining changes in the RNA sequence contributes to understanding
factors such as the virus's evolution, spread, infectivity, clinical findings of the disease,

and effectiveness of vaccines, and plays an important role in controlling the epidemic.

In this study, genomic sequencing was performed on SARS-CoV-2 samples
obtained from COVID-19 patients with certain characteristics followed during
different periods, and the frequency of structural changes in the virus and their effects

on clinical findings of the disease were analyzed.

Between January and November 2022, 21 patients from the Department of
Infectious Diseases and Clinical Microbiology at Pamukkale University Hospital were
included in the study. Nasopharyngeal and oropharyngeal swab samples were obtained
from COVID-19 patients, and their viral RNA was extracted and subjected to whole-
genome sequencing analysis. The patients were grouped as having mild, moderate, or
severe clinical courses based on their clinical status, and the relationship between their
clinical status, laboratory results, radiological findings, PCR positivity duration, and

genetic analysis results was investigated.

Of the 21 patients included in the study, 13 (61.9%) were male, and their mean
age was 65.3+20.7 (26-97). Eighteen (85.7%) patients were hospitalized, and three
(14.3%) patients were followed up as outpatients. In the study, Omicron BA.2
subvariants were detected in 12 patients, Omicron BA.1 subvariants in four patients,

Omicron BA.S subvariants in four patients, and Delta variant in one patient. The
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mutations ¢.1841A>G (D614G), c.425G>A (G142D), ¢.9764C>T, NSP4 (T492I), and
c.14144C>T (NSP12 P323L) were detected in all isolates analyzed. When the
mutations detected in the samples taken from the patients were compared with the
frequencies of these mutations in other sequences worldwide, a high positive
correlation was found between these variables (r(163)=0.81, p<0.001). Additionally,
some missense mutations observed for the first time in samples from Turkey were

identified.

Obesity was statistically significantly more common in patients with severe
clinical courses than in those with mild or moderate clinical courses (p=0.042). When
the laboratory findings were examined, significantly higher levels of C-reactive
protein (p=0.014), aspartate aminotransferase (p=0.001), BUN and (p=0.018),
creatinine (p=0.003), and lower hemoglobin levels (p=0.037) were detected in patients

with severe clinical courses than in those with other clinical courses.

Prolonged PCR positivity (over four weeks) was detected more frequently in
immunosuppressed patients (malignancy (p=0.016), lymphoma (p=0.006)). At the
same time, it was found that most patients had a moderate to severe clinical course
(p=0.019). In patients with immunodeficiency, statistically significant increased
hospitalization rates (p=0.026) and more severe disease course were observed
(p=0.018). When the mutations detected in the patients included in the study were
evaluated, the Spike Q493R mutation was detected at higher rates in patients
vaccinated with any of the vaccines with 4 doses or more (p=0.043). Looking at the
rare mutations in our study, Spike A67V, del211, and ins214EPE mutations were found
in Omicron BA.1 subvariant cases in a manner consistent with the literature, associated
with increased viral infectivity and resistance to immune response. It was suggested
that the clinical effect of Spike R346K and the Spike A263T mutation, which was first
reported in Turkey and detected in our patient despite four doses of vaccination in the

last three months, could be related to escape from the antibody response of this variant.

It has been concluded that the Spike R21T mutation detected in our patient,
consistent with the literature, may be responsible for severe clinical course and
gastrointestinal symptoms by increasing the virus's entry into human and intestinal

cells, and may cause a decrease in antibody neutralization due to the patient's history
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of four doses of vaccination. It is thought that the Spike L452M mutation for the
Omicron BA.2 subvariant, in synergy with the D155Y detected in ORF3a, may trigger
excessive immune response and hyperinflammation, as there was a significant increase
in inflammatory parameters in our patient. The NSP1 H110Y mutation was observed
to escape the immune system by inhibiting host gene expression. The Spike A222V,
T3231, and NS7a A106T mutations were associated with decreased infectivity,
increased immune evasion, and host-virus binding, which could explain the mild
clinical course and prolonged PCR positivity detected in our patient. The NSP4 T1141
mutation was observed to cause prolonged PCR positivity in our patient, consistent
with the literature, by increasing viral replication or decreasing viral clearance. The
Spike A27S, K417N, N440K, Q493R, T191, and G142D mutations, detected in our
patients, were observed to have a common effect by causing resistance to the antibody
response generated by the vaccine, consistent with the literature. It has been suggested
that the presence of Spike mutations G339D, S373P, S375F, K417N, N440K, S477N,
T478K, E484A, Q493R, Q498R, and N501Y in our patient who has received four

doses of vaccine and has high antibody titers may lead to immune escape.

In a case with the Delta (B.1.617.2) variant detected in our study, it was thought
that the combination of Spike protein NTD-specific E156G/del157-158 and L452R
may have led to increased infectivity, resistance to polyclonal antibodies generated by
the vaccine, and increased cell-to-cell fusion effect, which was also observed in our
patient. The presence of Spike P681R in our patient was concluded to be associated

with severe clinical course and prolonged PCR positivity, as observed in our case.

For the Omicron BA.5 variant, the NSP13 A389V, NSP14 M3151, and NSP16
T140I mutations were considered to be able to cause exaggerated inflammatory
response and lung immunopathology, similar to the literature, due to the
hyperinflammatory clinical presentation in our patient. The N E136D mutation, as
observed in our patient with a travel history and contact history with a person who had
a travel history, demonstrated the importance of travel history in our case and its
contribution to the epidemiology and distribution of the variants, as it may cause more

severe and prolonged upper respiratory tract symptoms.

Xvil



This study evaluated the clinical impact of sequencing results for the first time
in Turkey. However, this study was limited to a small group of patients and a single
center, and therefore does not represent all country data. There is a need for further
investigation into the clinical impact of these results in a larger population, with more
centers and sequencing studies. The tracking of the virus's spread at national and global
levels, comparison of viral genomes, and creation of molecular phylogenetic trees can
help with this investigation. The detection of genetic changes, emergence of variants,
and understanding of mutation rates can have a positive impact on effective treatment

and vaccine development.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, Whole Genome Sequencing, Variant.
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GIRIS

Koronaviriisler (Coronaviridae ailesi), insan ve hayvanlarda sik goriilen patojen-
lerdir. Son yirmi yilda, ii¢ zoonotik koronaviriis (Siddetli Akut Solunum Sendromu
Koronaviriisii (SARS-CoV), Orta Dogu Solunum Sendromu Koronaviriisii (MERS-
CoV) ve Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronaviriis-2 (SARS-CoV-2) hayvan
rezervuarlarindan bulas sonrasinda insanlar1 enfekte etmistir. SARS-CoV, 2002 yilinda
Cin’de ortaya cikarak salgima neden olurken, MERS-CoV Orta Dogu’da aralikli
salginlara neden olmaktadir. Bu ii¢ viriis alt solunum yollarinda ¢ogalarak, 6liimciil

akut solunum sikintist sendromuna (ARDS) neden olabilmektedir [1].

Koronavirus hastaligina (COVID-19) neden olan SARS-CoV-2, Coronaviridae
ailesinden, Betacoronavirus cinsine ait olan, segmentsiz, pozitif sarmalli zarfli bir

RNA viriistidiir [2].

COVID-19’un etkeni olan SARS-CoV-2, ilk olarak 2019’un sonlarinda Cin’in
Wuhan kentinde tespit edildikten kisa bir siire sonra tiim kitalarda vakalar
bildirilmistir. Tiim diinyada 605 milyonun {iizerinde kisi SARS-CoV-2 ile enfekte
olurken 6,4 milyon kisi hastalik nedeniyle hayatin1 kaybetmistir [3]. Tiirkiye’de ise ilk
vakanin goriildiigii Subat 2020’den itibaren 17 milyona yakin kisi hastalikla
karsilasmig ve 100.000 {izerinde hasta hayatini kaybetmistir [4].

COVID-19’da siddetli hastalik tablosu, herhangi bir yastaki saglikli bireylerde
ortaya ¢ikabilir, ancak agirlikli olarak ileri yasta veya altta yatan tibbi komorbiditeleri
olan yetiskinlerde goriilmektedir [5]. Spesifik demografik 6zellikler ve laboratuvar

anormallikleri de ciddi hastalikla iliskilendirilmistir.

SARS-CoV-2 hizla yayillim gostermesine ragmen, virlisiin bulasabilirligi,
patojenitesi ve kimlerde daha agir klinige neden oldugu hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir [6]. Bu nedenle, viriisiin evrimini izlemek i¢in SARS-CoV-2’nin genetik
dizilerinin kapsamli bir sekilde arastirilmasi ve izlenmesi gereklidir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) endise verici SARS-CoV-2 varyantlarini, bulasicilikta, hastaneye yatis
veya 6liim oranlarinda artig veya bagisiklik tizerinde 6nemli bir etkiye sahip varyantlar

olarak tanimlamistir. Varyantlar, viriisiin reseptor baglama bdlgelerindeki



degisiklikler, onceki enfeksiyon nedeniyle veya asilama nedeniyle olusturulan
antikorlarin nétralizasyonda azalma, tedavilerin etkinliginde azalma, bulasicilik veya
hastalik siddetinde Ongoriilen artis nedeniyle siirekli izleme ve arastirma

gerektirmektedir [7].

Virilisiin yayitlimimin ulusal ve global seviyelerde takibi, viral genomlarin
karsilastirilmas1 ve molekiiler filogenetik agaclarin olusturulmasiyla izlenebilir.
Genetik degisikliklerin tespiti, varyantlarin ortaya ¢ikmasi ve mutasyon oranlarinin
anlasilmasi, etkin tedavi ve as1 gelistirmek i¢in kritiktir [8]. Bu ¢alismada COVID-19
tanil1 hastalardan izole edilen SARS-CoV-2 o6rneklerinde tam genomik sekanslama
yapilarak, yapisal degisikliklerin klinik bulgularla analiz edilmesi ve potansiyel

farkliliklarinin degerlendirilmesi amaglanmastir.



1. GENEL BIiLGILER
1.1. TARIHCE

Glinimiizde ~ SARS-CoV-2’nin  dokuzuncu alt tiir olarak tanimlandig1
Koronaviriislere ilk olarak 1965 yilinda Tyrrell ve Bynoe tarafindan soguk alginlig
olan bir ¢ocugun solunum yolunda rastlanmistir [9]. Virlisiin organ kiiltiirlerinden
alinan sivilarin elektron mikroskobu, tavuklarin enfeksiy6z bronsit virlisiine benzeyen
partikiilleri ortaya ¢ikarmistir [10]. Benzer zamanlarda Hamre ve Procknow, soguk
alginlig olan tip dgrencilerinden alinan 6rneklerin doku kiiltiiriinde sitopatik bir ajan
bulup prototip viriis 229E olarak adlandirmis ve elektron mikroskobunda benzer
morfolojiye sahip oldugunu gérmiistiir [11]. Tyrrell ve Bynoe ile benzer teknikleri
kullanan McIntosh ve arkadaslari insan solunum yolundan prototipi OC43 olarak
adlandirilan birkag enfeksiydz bronsit benzeri ajanin elde edildigini bildirmistir [12].
Kisa bir siire sonra, viriisiin yiizey cikintilarinin ta¢ benzeri goriiniimii belirtilerek

Koronaviriis ad1 se¢ilmistir [13].

Koronaviriislerin ¢esitliliginin artmas1 sonrast sekanslama ve antijenite
calismalari sonucu ile insan ve hayvan koronaviriisleri ilk olarak ii¢ gruba ayrilmistir.
Birinci grup HCoV-229E prototipini ve ¢ok sayida hayvan koronaviriisii igermektedir.
Grup 2 HCoV-0C43 ile birlikte bu susla yakindan iliskili sigir koronaviriisiinii ve fare
hepatit viriislinii igerir. Grup 3 ise sadece enfeksiydoz bronsit viriisii ile ilgili kus
viriislerinden olusur. Gliniimiizde ise taksonumi siniflandirmasi ile Coronavirinae alt
ailesini dort gruba ayrilmaktadir: Alphacoronavirus onceki grup 1°deki viriisleri
icermektedir; Betacoronavirus grup 2’de yer alan virtsleri, 6zellikle de SARS-CoV,
SARS-CoV-2 ve MERS-CoV’yi igerir; Gammacoronavirus, onceden grup 3’te
bulunan viriisleri icerir ve Deltacoronavirus yeni tanimlanmis birka¢ kus ve domuz
viriisiinii icerir.

SARS ilk olarak 2002 yilinin Kasim aymmda Cin Halk Cumhuriyeti’nin
Guangdong Eyaletinde, Orta Dogu Solunum Sendromu Korona Viriisiit (MERS-CoV)
2012 yiliin Haziran ayinda Suudi Arabistan’da akut pnémoni ile bagvuran bir hastada,
SARS-CoV-2 wviriisii ise 2019 yilinin Aralik ayinda Cin’in Wuhan sehrinde

tanimlanmastir.



1.2. VIRUS OZELLIKLERI
1.2.1. Smmiflandirma

Koronaviriisler, Nidovirales takiminin Cornidovirineae alt takimindaki
Coronaviridae familyasindan Orthocoronavirinae alt ailesi liyesidir ve bu alt aile dort
ayri smif igerir: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus ve
Deltacoronavirus [15]. 2003 yilindaki SARS salginindan sonra, eskiden
siiflandirilmamis, yiiksek genetik cesitlilige sahip ¢ok sayida CoV, kus ve memeli
konaklarinda tanimlanmistir. Nidovirales takiminin 8 alt takiminin tamami arasinda en
yaygin goriillen virlisleri, Cornidovirineae alt takimi barindirir. Su anda,
Cornidovirineae alt takimi tek viral aile olarak Coronaviridae familyasini
icermektedir ve bu aile ayrica Letovirinae ve Orthocoronavirinae olmak iizere iki alt
aileye ayrilir [16]. Orthocoronavirinae alt familyasinda bulunan Alphacoronavirus 14
alt cins ve 19 tiir, Betacoronavirus 5 alt cins ve 14 tiir, Deltacoronavirus 3 alt cins ve 7

tiir ve Gammacoronavirus 3 alt cins ve 5 tiir icerir (Sekil 1).

(Realm)

Orthocoronavirinae

(Sub-family)

(Genus)

HCoV-229E HCoV-0C43
HCoV-NL63 HCoV-HKU1
SARS-CoV

MERS-CoV

SARS-CoV-2

Sekil 1: Koronaviriis ailesinin siniflandirmasi [17]



Genetik analiz ¢alismalar1 ve tim genom dizilimi sonuglart SARS-CoV-2’nin
2003 salginindaki SARS-CoV ile genetik olarak iligkili oldugunu ortaya ¢gikarmistir
[15]. SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2 Coronaviridae ailesindeki
Betakoronaviriis genusuna aittir. Insanlarda hastalik yapma 6zelligine sahip
betakoronaviriisler olan OC43 ve HKU1 betakoranaviriisiin A soyundan, SARS CoV
ve SARS CoV-2 B soyundan, MERS CoV ise C soyundan gelmektedir 18, 19]. SARS-
CoV-2’nin filogenetik evrimi ve molekiiler epidemiyoloji daha yakindan analiz

edilmesi SARS-CoV-2 ile miicadele i¢im 6nemli rol oynamaktadir.

Mutasyonlar tiim viriislerin ortak 6zelligi olmakla birlikte; RNA viriislerinde,
DNA viriislerinden daha yiiksek mutasyon oranlari goriilmektedir. Genel olarak,
Nidoviriisler hari¢c RNA viriislerin RNA polimerazlarinda, ekzoniikleaz diizeltme
aktivitesinin olmamasi nedeniyle replikasyon dongiisiiniin her adiminda viriis
genomunda mutasyonlar birikim gosterir [20]. Koronaviriislerin de dahil oldugu
Nidoviriisler, RNA polimerazlar tarafindan eklenen hatali ve mutajenik niikleotitleri
kesip ¢ikarmak icin bir enzime sahiptir ve bu nedenle viriis replikasyonu ve

transkripsiyonu sonunda nispeten yiiksek bir dogruluk saglanir [21].

Genetik proof-reading mekanizmasi sayesinde SARS-CoV-2 yiiksek mutasyon
oranina sahip olmasa bile, kisa replikasyon siiresi ve enfeksiyonun popiilasyon boyutu
g6z oniinde bulunduruldugunda bu viriislin hizla evrimlesmesi ve bulagsma sirasinda

mutasyona ugramasi kolaylasmistir [22].

Mutasyonlarin biiylik bir kisminin viriilans, bulastiricilik ve dolayistyla
hastaligin seyri iizerinde kayda deger bir etkisi yoktur. Ancak artan mutasyonlarin
dogal sonucu olarak yeni varyantlar da giderek daha fazla gozlemlenmektedir. SARS-
CoV-2 viryonlarin genomlarinda gdzlemlenen mutasyonlar, patojenite, enfektivite,

bulasicilik gibi viriis biyolojisinin ¢esitli yonlerini degistirebilmektedir.

Birden fazla varyantin ortaya ¢ikmastiyla birlikte, Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi (CDC) ve DSO, SARS-CoV-2’nin ortaya ¢ikan varyantlarini endise olusturan
varyantlar (VOC) ve dikkate alinmasi gereken varyantlar (VOI) olarak bir
siniflandirma sistemi olusturmustur. VOI’ler, bulasicilik veya viriilansta artisa, dogal
enfeksiyon veya asilama yoluyla elde edilen antikorlar tarafindan nétralizasyonun

azalmasina, terapétik ilaglar veya asidan saklanma kabiliyetine sahip varyantlardir.



VOC ise bulasicilikta artig, daha ciddi hastalik tablosu (6rnegin, hastaneye yatiglarda
veya Oliimlerde artis), onceki enfeksiyon veya asilama sirasinda iiretilen antikorlar
tarafindan noétralizasyonda belirgin azalma, tedavilerin veya asilarin etkinliginin
azalmasi veya tanisal yontemlerin basarisizliklarinin kanitlandigi bir varyant olarak
tamimlanmustir [23, 24]. Pandeminin baslangicindan bu yana, DSO sekiz VOI
tanimlamistir: Epsilon (B.1.427 ve B.1.429); Zeta (S.2); Eta (B.1.525); Teta (S.3); lota
(B.1.526); Kappa (B.1.617.1); Lambda (C.37) ve Mu (B.1.621). Epidemiyolojik
giincellemeye gore pandeminin baslangicindan bu yana bes SARS-CoV-2 VOC tespit
edilmistir: Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2), Omicron
(B.1.1.529). Potansiyel olarak yeni biyolojik ozelliklere sahip varyantlarin
tanimlanmasi, pandeminin kontroliinde 6nemli olan genomik silirveyans ¢alismalart ile

miimkiindiir.
1.2.2. Yapisi

Betakoronaviriis ailesine ait olan SARS-CoV-2 zarfli, tek sarmalli bir RNA
viriistidiir. Virlisiin genomu, yaklasik 30 kb uzunlugunda, non-segmente biiyiik pozitif
polariteli bir RNA’dir ve 5’ ucunda sapka ve 3’ poli-A kuyruk yapist icerir [26]. Viral
genom 29 proteini kodlar, bunlardan 25’1 yapisal olmayan protein (NSP) ve yardimci
proteinler dordii ise yapisal proteindir. Yapisal olmayan proteinler viral RNA
replikasyonunda ve bagisiklik yanitindan kagmada rol alirken, yardimci proteinler
konakg1 hiicrede viral enfeksiyon klinigi olusturma, konak hiicrede hayatta kalma ve

bulastiricilik gibi diger islevleri ytiriitiir [27].

SARS-CoV-2 genomu, 14 agik okuma bolgesi (ORF) icerir. Genomun 3’ ucunda
yer alan dort ORF, niikleokapsid (N), spike (S), membran (M) ve zarf (E) proteini gibi
bir dizi yapisal proteini kodlar. Viral genom, niikleokapsid proteini tarafindan stabilize
edilir ve membran, spike ve zarf proteini igeren bir lipid yapis1 i¢inde sarilir [28]. Sekil
2’de gosterildigi tizere 5° 3” e dogru genlerin siralamasi, ORF1ab Replikaz, Spike (S),
Zarf (E), Membran (M) ve Niikleokapsit (N) seklindedir [26].
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Sekil 2: SARS-CoV-2 viriisiiniin kiiresel yapis1 ve proteinlerin dizilimi [25].

1.2.2.1.Spike (S) Proteini

SARS-CoV-2 Spike (S) proteini, bir proteaz aracilifiyla konak hiicrelere
baglanan ve membran fiizyonuna aracilik eden S1 ve S2 olmak iizere iki fonksiyonel
alt birime bollinebilen bir proteindir. S proteinin S1 iinitesine ait olan reseptor baglama
alan1 (RBD) ile konakg¢idaki Anjiotensin Converting Enzyme-2 (ACE2) reseptoriine
baglanir. S proteininin hayati islevlere sahip olmasi nedeniyle, notralize edici
antikorlar (nAbs) tarafindan inhibisyon i¢in dnemli bir hedeftir [28]. S proteinindeki
mutasyonlar, 6zellikle nAb baglanma epitoplarindakiler, nAb’lerin inhibisyon giiciinii
azaltabilmektedir. Nisan 2020’de siklig1 artan, S protein amino asit degisikligi ile
sonuglanan D614G mutasyonu, S proteininde en sik bildirilen mutasyondur ve SARS-

CoV-2 popiilasyonunda enfektivite ve morbiditeyi artirdigi gosterilmistir [29, 30].

Spike N501Y, mutasyon bdlgesi RBD-ACE2 arayiiziinde bulunan, RBD’nin
artmis ekspresyonu ve ACE-2 afinitesinde artigla sonuglanan ilk olarak Birlesik
Krallik, Brezilya ve Afrika’dan ortaya ¢ikmis olan bir mutasyon c¢esididir [27, 31].
Yine S proteininin E484, F490, Q493 veya S494°iinde meydana gelen mutasyonlar
viriistin monoklonal antikorlara veya konvelasan plazmaya diren¢ gdstermesinde rol

oynamaktadir [32].



1.2.2.2.Zarf (E) Proteini

Zarf (E) proteini, viriisiin yapisal proteinlerinin i¢ginde yapisal olarak en kiiglik
proteindir. Zarf olusumu, viral baglanma, tomurcuklanma ve patogenez ile iligkilidir
[33]. Bu protein fonksiyonlarint Membran proteini (M), konake1 hiicre proteinleri ve
diger yardimci proteinler -ORF3a, ORF7a- ile etkilesime girerek gergeklestirmektedir
[34].

Viriisiin konak hiicreye giris sonrasi, zarf proteini ile viral liziz ve ardindan
viral genomun salinimi gerceklesir. E proteini, endoplazmik retikulum (ER) ve Golgi
cisimciginin zarlarinda virlislin lokalize sekilde toplanma ve tomurcuklanmasinda
gorev alir [35]. E proteini ER’den kalsiyum saliniminda yer alir, bunun sonucunda
konak hiicrede inflamasyonu tetikleyerek hiicresel aktivasyona yol agar ve konak¢inin
antiviral yanitim1 tetikler. E proteininin niikleotid ve aminoasit mutasyonlar1 ile ilgili
literatiir verileri kisithidir. Spike, Membran ve Niikleopkapsit proteinlerinin mutant
suslarin oranlartyla karsilastirildiginda, E proteininde mutasyon gelisimi daha yavastir
[36]. Mutasyonlardan goreceli olarak korunan yapis1 nedeniyle COVID-19
pandemisinin kontroliinde, as1 ve terapotik ajanlar i¢in hedef olarak tercih edilmesinde

potansiyel bir protein olma 6zelligindedir [37].

Real time RT-PCR testi COVID-19 tanisi sirasinda, SARS-CoV-2 genomunun
korunmus zarf proteini gibi yapisal proteinleri hedef alinarak miimkiin oldugunca
hassas bir sekilde tasarlanmaya g¢alisilmaktadir. Ancak primer ve prob hedef bol-
gelerindeki mutasyonlar uyumsuzluklara neden olarak tani testlerinde olasi1 yanlis
negatif sonuglara yol agabilmektedir [38]. Calismalarda SARS-CoV-2’nin zarf
proteini genini baz alarak PCR tabanli test yontemleri sonucunu etkileyebilecek olan
primer problarin baglanma bdlgelerini hedef alan 74 niikleotidi kapsayan mutasyon
gosterilmistir [39]. Yine Zarf proteinin C-terminalinde tespit edilen mutasyonlar
Ser68Phe, Pro71Ser, Leu73Phe zarf proteinin yapisi iizerinde stabilize edici bir etki
sergilemektedir. SS5F (128), V62F (129) ve R69I (159) mutasyonlar1 E proteininin



konak epitel hiicresindeki tight-junction noktalarina baglanmasini degistirerek viriis

patogenezini etkileyebilecegi gosterilmistir [40].
1.2.2.3.Niikleokapsit (N) Proteini

Niikleokapsit proteini, viral yasam dongilisiiniin bir¢ok yerinde kritik bir rol
oynayan multi-domain RNA-binding proteindir. SARS-CoV-2 viriis partikiillerinin
merkezinde ve infekte hiicrelerde RNA sentez bdlgeleri olan replikasyon
transkripsiyon komplekslerinde (RTC) bulunur. N proteininin temel gorevi, viral
genom RNA’sin1 uzun bir sarmal riboniikleoprotein (RNP) kompleksi halinde
paketlemek ve viral genom ve membran proteini M ile etkilesimleri yoluyla virionun
montajia katilmaktir [41]. Bununla birlikte virlisiin yasam dongiisiinde interferon
(IFN) inhibisyonu ile diizenleyici bir rol oynar, RNA etkilesimi ve apoptoz gibi
rollerde konakg¢1 hiicresinde gorev aldigi gosterilmistir [42, 43].

R203K/G204R, N-proteininde goriilen ve sikligi hizla artan ve viriisiin
enfektivitesi ile potansiyel bir iliski gosteren mutasyonlardir [44]. R203K/G204R
mutasyonlarin, B.1.1.7°nin (Alfa varyanti) ortaya ¢ikisina eslik ettigi ve artan

bulastiricilik ile iligkili oldugunu gosterilmistir [45].

2021°de onceki tim varyantlardan daha viriilan olan, daha kisa inkiibasyon
stireli ve enfekte hastalarda daha yiiksek viral yiikk gosteren B.1.617.2 (Delta)
varyantinda N-proteini, sirasiyla D63G, R203M, D377Y ve farkli siniflardan ek olarak
R385K ve G215C mutasyonlarmi icermektedir. Bunlar arasinda R203M

mutasyonunun viral replikasyonu 6nemli 6l¢iide arttirdigr gosterilmistir [47].
1.2.2.4. Membran (M) Proteini

Membran proteini (M), en fazla bulunan viral yapisal proteindir ve viriis montaj1
ve morfogenezinde rol oynar. M proteini diger tiim yapisal proteinlere baglanabilir. M
proteini ile baglanma, N proteinlerinin stabilizasyonuna yardimci olur ve virion
igindeki N protein-RNA kompleksini stabilize ederek viral montajin tamamlanmasini

destekler [46].

M-proteini yapisinda birtakim genetik degisiklikler tespit edilmistir. Bazi
suslarda I82T ve V70L mutasyonlarinin prevalansinin arttigt ve muhtemelen artan

glikoz alimim1 kolaylastirarak viriis i¢in faydali oldugu disiliniilmektedir. M-



proteininin N-terminal bolgesinde meydana gelen mutasyonlarin konak-hiicre
etkilesiminde anahtar bir rol oynayabilecegini tahmin edilmektedir. N-terminal
alaninda tespit edilen yaygin mutasyonlar, viral etkinligi etkileyebilen V5F, ESD, V5I
ve Y2H'dir. Bu mutasyonlarin IgM yanit1 ve patojenite iizerindeki etkileri oldugu

distiniilmektedir [48].
1.2.3. Epidemiyoloji

SARS ilk olarak 2002 yilinin Kasim ayinda Cin Halk Cumhuriyeti’nin
Guangdong Eyaletinde tespit edilmis ve oradan Hong Kong’a ve ardindan tiim
diinyaya yayilmistir. DSO tarafindan salgm ilan edilmesi sonrasi Temmuz 2003’e
kadar tiim diinyada bulagsma durmustur. Bu ¢abalara ragmen, 29 {ilkede toplam 774
O6lim ve 8096 olasi vaka meydana gelmistir [49]. SARS hastalarindan alinan
orneklerden ayn1 anda ve bagimsiz bolgelerde yapilan laboratuvar testleri ve genom
calismalar1 sonucu daha O6ncesinde tespit edilen koronaviriis ailesi ile iliskili oldugu

tespit edilmis ve SARS-CoV olarak isimlendirilmistir [14].

2012 yilimin Haziran ayinda ise Suudi Arabistan’da ilk kez akut pnémoni ile
basvuran bir hastanin balgam 6rneginde Betacoranaviriis sinifindan ve daha onceki
yarasa koronaviriisleri olan HKU4 ve HKUS ile iliskili olan yeni bir koronaviriis
tanimlanmistir [50]. Orta Dogu’da ciddi bir solunum yolu hastaligi salginina neden
olan ve 2012’den beri Asya, Avrupa, Afrika ve Kuzey Amerika’da sekonder yayilim
gosteren bu viriis Orta Dogu Solunum Sendromu Korona Viriisii (MERS-CoV) olarak
isimlendirilmistir [51]. MERS, salginin baslangicinda "SARS benzeri" bir hastalik
olarak adlandirilmistir, ¢iinkii her ikisi de yiiksek vaka 6liim oranlar ile seyreden ciddi
alt solunum yolu enfeksiyonu gosteren insan Koronaviriis enfeksiyonlaridir [52].
Bununla birlikte erken sonlanan SARS salgininin aksine, MERS salgini azalma

gosterse de ara ara vaka tanimlamalar1 devam etmektedir.

Insan enfeksiyonlarma neden olan diger dért koronaviriis HCoV-OC43, HCoV-
229E, HCoV-HKU1 ve HCoV-NL63, cogunlukla soguk alginligi gibi hafif, kendi
kendini sinirlayan iist solunum yolu enfeksiyonlarima neden olmaktadir [52]. 2019
yilinin Aralik ayinda Cin’in Wuhan sehrinde oldukga bulastirici yeni bir koronaviriis
SARS-CoV-2 tanimlanmigtir. Metagenomik RNA dizilimi ve viriis izolasyonu yoluyla,

ortaya ¢ikan bu hastaligin etkeninin yeni bir Betakoronaviriis oldugu belirlenmistir
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[53]. Tiim genom igin yapilan filogenetik analiz sonucu, SARS-CoV-2’nin SARS ile
ilgili koronaviriislerle benzerligi goriilmiis olup, siniflamada Betacoronavirus alt cinsi
olarak yer almistir SARS-CoV-2’nin erken donemde bulasiciligi, Huanan Deniz
Uriinleri Toptan Satis Pazari ile baglantili olarak gériilmiis ve salginin kaynagi olarak
burasi belirlenmistir [54]. Daha sonra insandan insana bulas ile salgin tiim diinya
tizerinde yayilarak Ocak 2020’de COVID-19 pandemisi ilan edilmistir. SARS-CoV-
2’nin SARS-CoV ve MERS-CoV’dan daha bulasici oldugu kabul edilmektedir [55].

Virlisiin genom yapisindaki mutasyonlar sonrast bulastiricilikta, hastalik
siddetinde degisim yaratan ve antikorlardan kagma yetenegi kazanabilen, pandemik
yOnetim stratejilerini olumsuz etkileme potansiyeline sahip yeni varyantlar- Alfa, Beta,
Gama, Delta, Epsilon, Eta, lota, Kappa, N/A, Mu, Omicron, Zeta, Lambda ve Q-
tanimlandi. SARS- CoV-2 genomunda tespit edilen ilk mutasyon Subat 2020°de Spike
(S) proteininin D614G alt {initesinde saptanmistir. Artan bulastiricilikla iligkili olan
yeni B.1 varyantlari kisa siirede diinya ¢capinda en prevalan SARS-CoV-2 formu haline
gelmistir [56]. Daha 6nemli Ol¢ilide etkileri goriilen sonraki varyantlardan Birlesik
Krallik’ta Eylil 2020’de B.1.1.7 (Alfa), Aralik 2020°de Giiney Afrika’da Nelson
Mandela Korfezi cevresindeki yerlesim yerinde B.1.351 (Beta) ve Brezilya’nin
Alagoas Eyaletinde 16 Subat 2021°de P.1 (Gama) ortaya ¢ikmistir. B.1.617.2 (Delta)
varyant1 ise ilk olarak 2020 Aralik ayinda Maharashtra eyaletinde tanimlanmis ve
Hindistan’a yayilmistir. Kasim 2021°de ise Giiney Afrika Gauteng Eyaletinde vaka
sayilarinin hizla artis géstermesi sonrast yeni bir SARS-CoV-2 varyant1 B.1.1.529
(Omicron) belirlenmistir [57, 58, 59]. SARS-CoV-2 kiiresel olarak dolasirken, viral

genom bazilar1 yayginlagan yeni mutasyonlar edinmeye devam etmektedir [60].

2019’un sonunda bildirilen ilk COVID-19 vaka raporlarindan kisa siire sonra
tiim kitalarda vakalar bildirilmistir. Tiim diinyada 640 milyondan fazla dogrulanmis
COVID-19 vakasi, 6,5 milyondan fazla o6liim gerceklesmistir. Tiirkiye’de ise 17
milyondan fazla vaka ve 100 binden fazla 6liim goriilmiistiir [61]. Hastaligin insidans
ve mortalite oranlar1 iilkelere, bolgelere, yas, cinsiyet ve etnik faktorlerine gore
belirgin farkliliklar gostermektedir. Diinya genelinde hastaligin mortalite oran1 %1
iken, Tiirkiye’de ise %0.6 a yakin saptanmigtir [62]. Pandeminin erken donemlerinde

goriilen hastalarin Cin’de hayvan pazari ile temas oykiisii olmasi nedeniyle 6ncelikle
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zoonotik bir enfeksiyon olarak degerlendirilmistir. Ancak sonraki donemde hastaligin

oncelikle temas ve solunum damlaciklar ile bulastig1 gézlemlenmistir [63].

SARS-CoV-2, hasta bir kisinin 6ksiirmesi, hapsirmasi veya konusmasi sirasinda
solunum salgilar1 ile havaya salinan viriis partikiillerinin solunmasi1 veya mukoza
zarlariyla dogrudan temas etmesi halinde baska bir kisiye bulas olabilmektedir. SARS-
CoV-2 ayrica zaman ve mesafe i¢inde havada kalan pargaciklarin solunmasi ile hava

yoluyla da bulas gosterebilmektedir [64].

SARS-CoV-2’nin bazi varyantlari, infektivite 6zellikleri nedeniyle halk sagligi
acisindan belirgin 6nem tasimaktadir. Bunlar arasinda, Pango soyu B.1.1.7 altindaki
alfa varyant1 ilk olarak Eyliil 2020°de Birlesik Krallik’ta belgelenmistir [65]. Pango
soyu B.1.351 altindaki beta varyant1 ilk olarak Mayis 2020’de Giiney Afrika’da tespit
edilmistir. Ote yandan, P.1 soyu ve GR clade/501Y.V3 altindaki Gama Brezilya’da
izole edilmistir. Bir diger 6nemli VOC, Aralik 2020°de Hindistan’da ortaya ¢ikan ve
B.1.617.2 soyuna ait olan Delta’dir. Delta, Ekim 2021’e kadar GISAID’de sunulan
tiim viral dizilerin neredeyse ylizde 90’1na olusturmustur [66, 67, 68]. Su anda kiiresel
olarak dolasan baskin varyant olan Omicron Subat 2022°’den sonra GISAID’de
paylasilan viral dizilerin yiizde 98’ini olusturmaktadir [69].

Orijinal Omicron varyantt Omicron BA.1 ilk olarak Kasim 2021’in sonlarinda
tanimlanmis olup bir ay icerisinde baskin varyant haline gelmis ve Delta’y1 geride
birakmustir. Onceki varyantlara gore bulastiricihiginin daha yiiksek oldugu bilinmekle
birlikte, daha hafif enfeksiyon klinigi ile seyrettigi ve daha diisiik hastanede yatis
oranlarina sahip oldugu gosterilmistir [70]. Omicron ikinci alt varyant1t BA.2 ilk olarak

Mart 2022 tarihinde kuzeydogu ABD’de yayginlig1 artmaya baslamistir.

Omicron BA.2’nin bir {riinii olan BA.2.12.21 varyanti, Mayis 2022 tarihine
kadar kuzeydogu ABD’deki yeni vakalarin ¢ogundan sorumlu varyanttir. Omicron
BA.4 ve BA.5 ise Mayis 2022°de ABD’de ortaya ¢ikmis olup kisa siirede yayillim
gostermistir. Ocak 2023 itibariyle diinya genelinde en sik izole edilen ilk ii¢ varyant
BQ.1.1 (%28,2), BQ.1 (%14,1) ve XBB.1.5 (%11,5) ’dir. BQ.1.1 ve BQ.1, BA.5
soyundan gelen, XBB.1.5 ise BA.2 soyundan gelen subvaryantlardir. Cerberus olarak
da bilinen Omicron BA.5’in alt varyantlar1 olan B.Q.1 ve B.Q.1.1, bilim adamlar

tarafindan ilk olarak Eyliil 2022°nin baglarinda, ABD ve diger birkag iilkede tespit
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edilmistir [71]. BQ.1 ve BQ.1.1 subvaryantlarinda N460K mutasyonu sonucu ortaya
¢ikan giiclii bir notralizan antikor direnci gozlemlenmistir. BA.2.75.2 subvaryantinda
goriilen F486S mutasyonu da benzer sekilde viriisiin 6nemli bir notralizasyon direnci

gostermesinde neden olmustur [71].

BQ.1.1, kisa siirede diinya genelinde yaygin hale geldikten sonra ksia bir siirede
yerini yeni bir alt varyant olan XBB.1.5 ile degistirmistir. XBB soyu ilk olarak Hindis-
tan’da 2022 yilinin Agustos ayinda BA.2.10.1.1 ve BA.2.75 adli iki BA.2 soyu arasin-
daki bir rekombinasyon sonucunda kesfedilmistir [72]. Bu subvaryantin ortaya ¢ikisi,
R346T, G446S ve F486 dahil olmak tizere bagisiklik sisteminden kagma islevlerine
sahip Spike proteininde 66 mutasyonu bir arada bulundurdugu i¢in olduk¢a dikkat
cekmistir [73]. XBB varyant hem monovalan hem de bivalan asilamalarina,
monoklonal antikor tedavilere ve enfeksiyon tarafindan uyarilan bagisikliga karsi daha
az yanit vermektedir [72]. XBB.1.5’in ABD ve diinyanin diger bdlgelerinde
dolagimdaki hizli biiyiimesi g6z Oniine alindiginda, bunun mevcut halk saglig

Onlemleri lizerindeki etkisini anlamak ¢ok onemlidir.

B.1.617 tiiriiniin icerdigi alt tiirlerden biri olan Delta varyant1 orjinal susa gore
daha ytiksek bulasicilik ve daha yiiksek bir hastaneye yatis oranlar1 géstermistir. Delta
varyant1 i¢in RO katsayis1 (reproduktif number) 5,08 iken orjinal SARS-CoV-2 orjinal
susu icin 2,79 olarak bildirilmistir [74]. Bununla birlikte B.1.617.2 ve diger suslarla
enfekte hastalar arasinda ortanca yas ve hastalik siiresi agisindan fark gozlenmemistir
[75]. Mart ve Temmuz 2021 tarihleri arasinda pediatrik popiilasyonda endise yaratan
varyantlar arasinda ortaya c¢ikan P.1 (Gama varyant1) ve B.1.1.7 (Alfa varyanti)
oncekilerine gore artmis bulastiricilikla iligkilendirilmistir [76]. Kiiresel genomik
siirveyansin gelistirimesi ve varyantlarin epidemiyolojik verilerin analizi, artmis
bulastiricilik veya bagisiklik yanitindan kagis potansiyeli olan varyantlarin tespiti ve

COVID-19’un kontrolii i¢in 6nemli olacaktir.

SARS-CoV-2’nin siirekli evrimi ve varyantlarin etkilerine iligkin verilerdeki
stirekli gelismeler sonucunda, varyantlarin epidemiyolojik ve klinik 6zelliklerindeki

farkliliklar daha detayli ele alinabilmistir.
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1.2.4. Patogenez

COVID-19’un patogenezi, ilk ortaya ¢iktig1 Aralik 2019 tarihinden itibaren
karmasikligin1 korumakta olup enfeksiyon klinigi ii¢ ana patolojik siire¢ i¢in tipik
modelleme yapilarak kavramsal olarak agiklanabilmektedir. Klasik enflamasyonun
lokal belirtileri, akut sistemik enflamasyon ve diisiik yogunluklu kronik sistemik

enflamasyon patogenezin temelini olusturmaktadir [77].

SARS-CoV-2’ye 0zgli segici viriilans ve patojenite faktorleri hastalifin
Ozgulligiini belirler. Bu faktorler SARS-CoV-2’e bagli hastalik tablosu olustururken,
ilk olarak hiicresel reseptorlerin viriis tarafindan taninmasi, hiicreye girdikten sonra
hem enfekte olmus hedef hiicrelerden hem de konak¢i organizmanin bagisiklik
sisteminden kaynaklanan antiviral yanitin baskilanmasi ve viriisiin, bir otoimmiin ve
otoinflamatuar siireci tetikleyerek konak¢i dokularina karsi bagisiklik sistemi

saldirisin1 kigskirtma yetenegi ve bu yolla hayatta kalma stratejisidir [78].

Spike (S) glikoprotein, Zarf glikoproteini (E), Membran glikoproteini (M) ve
Niikleokapsid proteini (N) viral replikasyon ve yapilanmadan, viriisiin hiicresel resep-
torler (S) ile baglanmasindan ve ayrica virlislin patojenitesinden sorumludur [80].
SARS-CoV-2, S proteininin bir konak hiicre yiizey reseptorii olan ACE-2’ye
baglanmasi yoluyla konaker1 hiicreleri enfekte eder. TMPRSS2 konak proteaz enzimi
araciligiyla proteolitik bir bolinme meydana gelir, S proteini konformosyonel
degisiklige ugrar ve konakg1 hiicre zari ile virilis zar1 fiizyonu tetiklenir, sonrasinda

viriis niikleokapsiti sitoplazmaya salinir [81].

Viriis konakgr hiicreye girdikten sonra, iki ORFla ve ORFIb poliprotein
tiretmek lizere translasyona ugrar. Yapisal ve aksesuar proteinler, viral replikasyonu
yonlendiren Replikasyon Transkripsiyon Kompleksi (RTC) tarafindan iiretilir [82].
Viral genom replikasyonu sirasinda, RTC’deki pozitif yonelimli genomik RNA
(+gRNA), negatif yonelimli gRNA’lar (-gRNA) olusturmak i¢in bir sablon olarak
kullanilir. Olusturulan -gRNA yeniden +gRNA olusturmak icin kullanilarak tam

uzunlukta ve pozitif anlamda genomik RNA olusturulur [83].

Yapisal proteinlerin iiretimini takiben, niikleokapsidler sitoplazmada

toplanarak ER-Golgi ara bélmesinin liimenine tomurcuklanir. Yeni {iretilen virionlar,
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vezikiillerde olgunlagtirilir ve daha sonra ekzositoz yoluyla enfekte hiicreden salinir
(Sekil 3). SARS-CoV-2 S proteininin, TLR’ler, 6zellikle TLR4 dahil olmak iizere
membranda yer alan Patern Tanima Reseptoriine (PRR) baglanma yetenegi olduguna
dair kanitlar vardir. S proteininin TLR4’e baglandigi ve hiicre ylizeyinde ACE2
ekspresyonunu artirmak i¢in TLR4 sinyal yolagini aktiflestirdigi boylece SARS-CoV-
2’nin tip II alveolositlere penetrasyonunu kolaylastirdigi varsayilmaktadir [84]. Bu
durum hiicre yikimina, siirfaktan iiretiminin bozulmasina ve ARDS gelisimine katkida
bulunur. SARS-CoV-2 proteinlerinin tamamina yakini, ¢esitli antiviral bagisiklik
mekanizmalar tizerinde etkili olan patojenik faktdrlerdir. Bununla birlikte en yaygin
etkileri, IFN yanitinin baglatilmasi ve uygulanmasinin hemen hemen tiim agsamalarinin
bloke edilmesiyle iligkilidir [78]. Baskilanan IFN yanit1 hastaligin ilk doneminde
viriisiin deri dokularinin bariyer fonksiyonlarini asmasma ve siirecin sonraki
asamalarinda IFN- vy ile iliskili bagisiklik tepkisinin islev bozukluguna katkida

bulunmasina izin verir [85].

A -« Spike (S) protein
Nucleocapsid (N) protein
«—————Envelope (E) protein
e = = Membrane (M) protein
ssRNA
~——Lipid bilayer

SARS-CoV-2

1

SARS-CoV-2 binds to ACE2 and
its spike protein gets cleaved by a
transmembrane protease exposing

) the fusion peptide

r_ 47 8
Transmembrane :‘ g R ?, 2a SARS-CoV-2

protease ™~ - Membrane fusion and release
ACE2_ ;'; . RNA entry into host cell ﬁ‘
< .
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Sekil 3: SARS-CoV-2 viriisiiniin viral replikasyon dongiisii [79].
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SARS CoV-2’nin patojenite faktorlerinin bir diger 6zelligi ise oksidatif stres
olusumu, otofaji, proinflamatuar hiicresel stres gelisiminin ana siireclerinde yer alan
transkripsiyon faktorlerinin (NF-KB gibi) uyarimi, sitokin aglar1 ile baglantili
sekresyon fenotipi olusumu gibi ¢esitli hiicre tiirlerinde proinflamatuar hiicresel stres
gelisiminin hemen hemen tiim ana siireglerini yoOnetebilmesidir [86, 87]. Bu
mekanizmalar, ¢esitli konak¢1 hiicrelerinde ¢ogalma, bagisiklik yanitt bozuklugunu
indiikleme ve hiperinflamasyon modelleri olusturma gibi firsatlar saglamaktadir.
Sonugta siddetli bir COVID-19 kliniginde ARDS gelisimi ve plazmada IL-18, IL-6,
TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin ve CXCL10 (IP-10), CCL2 (MCP-1) ve CCL3
(MIP-1 a) gibi kemokinlerin artis1, hastaligin erken evrelerinde kanda diisiik IFN-I

seviyeleri ve geg¢ evrelerinde artmig IFN-I yanitinda artis gézlemlenmektedir.

SARS-CoV-2 yeni varyantlarinin ortaya ¢ikisi, artan bulastiricilik ve patojenite
konusunda kiiresel endiselere neden olmustur. S proteindeki D614G mutasyonu,
duyarli hiicrelerin viral enfektivitesini 8-10 kat artirarak virlise secici avantajlar
saglamistir [88]. 14 Aralik 2020’de Birlesik Krallik’ta ortaya cikan, yeni bir ko-
ronaviriis varyantt olan B.1.1.7 (Alfa) 'nin S proteinin RBD N501Y mutasyonu
viriisiin insan ACE2 reseptorlerine baglanma afinitesini arttirmigtir [89]. Alfa
varyantinin Furin boliinme bdlgesinin P681H mutasyonu patogenitesini, Spike
proteinde DH69/DV70 delesyonlar1 in vitro enfektivitesini etkilemistir [90]. Yine
DH69/DV70 delesyonu, tanisal testlerde S geninin tespit edilememesine neden
olmustur [91]. Tiim genom analizi ¢aligmalar1 sonucunda B.1.1.7 varyantinin orijinal
sustan %56 daha fazla bulasici oldugu ve efektif Reproduktif tireme sayisinin RO 1,4-
1,8 kat artt1g1 tespit edilmistir [92].

2020’nin sonunda Giliney Afrika’nin Eastern Cape Eyaletinde ortaya cikan
B.1.351 (Beta) varyantinin S proteinindeki 6nemli mutasyonlar D80A, D215G,
241del, 242del, 243del, D614G ve A701V iken ek olarak, RBD bolgesindeki
mutasyonlar K417N, E484K ve N501Y’dir. K417, RBD ile yeni koronaviriisiin ACE-
2’e baglanma afinitesini artirmaya yardimei etkilesimi olusturan bir rezidii dokudur ve
mutasyon sonucu reseptor baglanmasinda degisiklige neden olmustur. N501Y ve
E484K mutasyonlarmin artmis patojenite ile iliskili oldugu fare deneylerinde

gosterilmistir [93].
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B.1.1.28 soyundan evrimlesen N501Y.V3 olarak da bilinen P.1 (Gama), ilk
olarak 2 Ocak 2021°de Brezilya tespit edilmistir [94]. Genel olarak, P.1 Spike
proteininin yapisi, D614G e ek olarak RBD’de K417T, E484K ve N501Y; N terminal
alaninda (NTD) LI18F, T20N, P26S, D138Y ve R190S, furin bdliinme bolgesinin
yakininda ve H655Y dahil olmak tizere 10 farkli mutasyon igcermektedir. RBD’deki ii¢
mutasyon, N501Y, K417T ve E484K, B.1.1.7 ve B.1.351 varyantlarinda da yaygin
olarak goriilmiis olup artan bulastiricilik, immiin sistemden kagis ve artmis patojenite
ile iligkilidir [95, 96]. E484K mutasyonunun ise azalmis antikor nétralizasyon yaniti

ile sonuglandig diistiniilmektedir.

Ekim 2020°de Bati Hindistan’da ortaya c¢ikan ve Hindistan’in c¢esitli
bolgelerinde ve daha sonra diinyanin geri kalanina yayilim gosteren B.1.617 varyanti,
B.1 soyunun (D614G) ii¢ ana alt tiirlinii icermektedir: B.1.617.1, B.1.617.2 ve
B.1.617.3 [97]. D614G varyant: ile karsilastirildiginda, B.1.617.2 (Delta) varyantinin
Spike proteini, bes NTD mutasyonu (T19R, G142D, 6156, 6157, R158G), RBD’de iki
mutasyon (L452R, T478K), Furin boliinme bélgesine yakin bir mutasyon (P681R) ve
S2 bolgesinde bir mutasyon (D950N) dahil olmak {izere dokuz mutasyon icermektedir
[98]. RBD’deki mutasyonlar, Spike proteininin konakg¢1 hiicreye baglanma ve giris

yetenegini degistirebilmektedir.

Kasim 2021°de Giiney Afrika’dan Diinya Saglik Orgiitii’ne (DSO) bildirilen
B.1.1.529 (Omicron) varyant: yliksek bulastiricilik oranlar1 nedeniyle kisa siirede
dominant SARS-CoV-2 varyanti olarak Delta varyantinin yerini almistir [99].
Omicron varyanti orjinal SARS-CoV-2 susuna gore, Spike proteinindeki ¢ok sayida

mutasyon, 30 amino asitte yer degisikligi, ii¢ delesyon ve bir insersiyon icermektedir

[100].

Spike proteinin S2 bolgesinde alt1 6nemli mutasyon tagimaktadir. Yine furin
boliinme bolgesi bolgesindeki tic mutasyon (P681H, H655Y, N679K), patogenez ile
iliskili olarak S1/S2 boliinmesini, fiizojeniteyi ve sinsitya olusumunu ve varyantin
patojenitesini azaltmaktadir [101]. Q493R, Q489R ve S477N gibi ¢oklu amino asit
degisiklikleri Omicron’un S proteininde ACE2 baglanma afinitesinde artisa neden
olmaktadir. Omicron’un RBD, Wuhan-HU-1 ve Delta suslarina kiyasla ACE2 igin {i¢
kat daha yiiksek baglanma afinitesi gostermektedir [102].
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1.2.5. Risk Faktorleri

COVID-19 i¢in ileri yas (> 65 yas) ve kanser, diyabetes mellitus, kronik bobrek
yetmezligi, kardiyovaskiiler ve solunum yolu hastaliklar1 gibi altta yatan ek

komorbiditeler, siddetli hastalik gelisimi ile ilgili olarak risk olusturmaktadir [103].

Hastalik siddetinin en 6nemli belirleyicisi yas olup 65 yas iistii bireyler, yogun
bakim gereksinimi agisindan en biiyiik riske sahiptir ve yine erkek popiilasyon

kadinlardan daha duyarhidir [104].

Asilanma durumuna veya ciddi hastalik i¢in diger risk faktdrlerine bakilmaksizin >65

yas yetiskinler,

1. Orta veya siddetli immiin yetmezlik durumu olan her yastan eriskin hastalar
(solid organ tiimori ve hematolojik maligniteler i¢in aktif tedavi alanlar, solid
organ nakli dykiisii olan immiinsiipresif tedavi alanlar, ileri evre veya tedavi

edilmemis HIV enfeksiyonu olanlar),

2. Siddetli hastaliga ilerleme i¢in birden fazla risk faktorii olan her yastan
yetigkinler (kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve diger kronik akciger
hastaliklari, kanser, kronik bobrek yetersizligi (KBY), kronik karaciger
hastaligi, kardiyovaskiiler hastalik, hipertansiyon (HT), diabetes mellitus
(DM), demans, Alzheimer hastaligi, Down sendromu, orak hiicreli anemi,
talasemi, serebrovaskiiler hastalik, mental saglik sorunlar (sizofreni vb) gibi

komorbiditesi olanlar,
3. Obezite, sigara igiciligi ve madde bagimliligy,
4. Gebeler,

5. Risk faktorlerine bakilmaksizin asilanmamis veya gecirilmis enfeksiyon
Oykiisli olmayan > 50 yas yetiskinler ciddi hastalik gelisimi i¢in riskli grupta
bulunmaktadir. [105, 106, 107, 108].

Akut COVID-19 kliniginin aksine, "long COVID" gelisme ihtimali ise kadin
hastalarda daha yiiksektir [109].
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1.2.6. Klinik Bulgular

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun neden oldugu COVID-19, multisistemik bir
tutulum gostermektedir ve hastaligin siddeti asemptomatik enfeksiyondan, ARDS’ye
kadar degiskenlik gosterebilir. Ancak COVID-19 ile enfekte hastalarin %80’inde
cogunlukla asemptomatik klinik veya ates, oksiiriik, bogaz agrisi, halsizlik, bas agrisi,
kas agrisi, mide bulantisi, kusma, ishal, tat ve koku kaybi gibi hafif semptomlar

olmaktadir [110, 111, 112].

Agir klinikte olan hastalarda bir hafta sonrasinda belirginlesen nefes darligi,
ARDS tablosu, septik sok, metabolik asidoz ve koagiilopatiye egilim
goriilebilmektedir. Ayrica agir hastalarda bobrek, kalp ve diger organ hasarlar1 ve ¢coklu
organ yetmezliklerinin ortaya ¢ikma olasilig1 daha ytiksektir [113, 114]. Semptomatik
COVID-19 hastalar1 arasinda Oksiiriik, miyalji ve bas agris1 en sik bildirilen
semptomlardir. Ishal, bogaz agrisi, koku veya tat anormallikleri gibi diger semptomlar
da goriilebilmektedir. Hafif {ist solunum semptomlar1 (nazal konjesyon, hapsirma)

Delta ve Omicron varyantinda daha yaygin goriilmektedir [115].

Hastaligin inkiibasyon siiresi yaklasik 14 giin olup, ¢ogu vakada maruziyetten
yaklasik dort veya bes giin sonra bulgular ortaya ¢ikmaktadir [116]. Postenfeksiy6z-
hiperinflamatuar hastalik ise SARS-CoV-2 enfeksiyonu sonrasi ortaya ¢ikan ek bir

klinik sonug olarak tanimlanmistir.

P.1 (Gama) kaynakli suslarda re-enfeksiyonlarin daha yaygin ve sik oldugu, bu
durumun varyantin yaygin oldugu yerlerde salginlarda 6nemli bir rol oynayabilecegi
gosterilmistir [117]. Ust solunum yolu semptomlarin baslangicindan benzer zamanlar
sonrasinda alinan ve viral yiikii temsil eden real time RT-PCR siklus sayis1 (CT) P.1
pozitif ve P.1 negatif orneklerde karsilastirildiginda P.1 enfeksiyonlarinda RNA
seviyesinin Ozellikle yetiskinlerde (18-59 yas) P.1 dis1 grupta saptanan seviyeden
yaklasitk 10 kat daha yiiksek oldugu P.1 varyantinin daha bulastirici oldugu
gosterilmistir [118]. Amazon bolgesinde P.1 varyantinin ortaya ¢ikmasindan sonra,
kadin popiilasyonda ve 20-59 yas arasi popiilasyonda COVID-19’a bagli 6liim

oraninin arttigini, farkli yas gruplari ve cinsiyetler arasinda da mortalite, vaka 6lim
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oran1 ve hastane oliim oranlarinin degistigi gosterilmistir [119]. Bu durum P.1
varyantinin 0nceki suglara kiyasla erkekler ve kadinlar tizerinde farkl etkilere sahip
oldugunu ve farkli yas gruplar1 iizerinde patojenite ve viriilans spektrumunda

farkliliklar oldugunu gostermektedir.

B.1.617.2 (Delta) varyanti en bulasict varyantlardan biri olarak kabul
edilmektedir. Calismalar, dnceki varyantlarla karsilastirildiginda, Delta varyantinin
immiin sistemden kacgabilirligi yaninda ayni zamanda iyilesmis hastalardan alinan
nétralize edici antikorlara kars1 duyarliiginin daha az oldugunu gostermistir [120]. In
vitro ¢alismalarda B.1.617.2’nin, bireylerin serumundaki notralize edici antikorlara
duyarliligmin yaklagik alt1 kat daha diisiik oldugu ve asilanma sonucu olusmus
antikorlarn yaklasik sekiz kat daha az etkin oldugu gosterilmistir [121]. B.1.617.2’nin
onceki varyantlara gore, doku hasarina neden olma olasiligi daha yiiksektir. Yine
bagisikliktan yanitindan kagis, kolon ve akcigerdeki hiicrelere giris ve sinsityum

olusturma etkileri de 6nceki suslardan daha ytiksektir [122].

Omicron’un genel olarak diger SARS-CoV-2 suslarina gore daha diisiik siddetle
hastalik tablosu olusturdugunu, Omicron’un solunum yolunda replike olma giicliniin
Alfa varyantina kiyasla dnemli 6l¢iide zayifladigi, Omicron ile enfekte olmus farelerde
viriis replikasyonunun ve virlis kaynakli akciger hasarinin 6nemli 6l¢iide azaldig
deneysel ve klinik calismalarda gosterilmistir [123, 124]. Bununla birlikte Delta
varyantina gore 3,31 kat daha yiiksek bir bulastiriciliga ve antiviral bagisikliga karsi
artmis dirence sahiptir [125]. Omicron BA.2’ nin bir iiriinii olan BA.2.12.21 varyanti
onceki varyantlardan daha bulagici olup biiyiik 6l¢iide iist solunum yollarinda sinirh
bir enfeksiyon klinigi yaratmistir [126]. BA.4 ve BA.5’in, Omicron’in Onceki alt
tiplerinde gore daha iy1 bagisiklik sisteminden kagabilecegi ve ast olmus veya yakin
zamanda COVID-19’dan iyilesmis kisilerde bile yeniden enfeksiyonlara neden

olabilecegi One siiriilmektedir.

Varyantlarin bulagtiricilik, patojenite, duyarli popiilasyon verileri ve re-
enfeksiyon yapabilme gibi klinik 6zelliklerini vurgulamak arastirmacilarin, devam
eden COVID-19 salginini durdurmak i¢in uygun stratejiler formiile etmesine yardimci

olacaktir.
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1.2.7. Tam

COVID-19 pandeminin basindan itibaren giiclii bulastiricilik profili ve ciddi
sekilde halk sagligini tehdit etmesi nedeniyle erken teshis ve tedavi acisindan 6nem

arzetmistir.

Klinik olarak yeni baglayan ates yiiksekligi ve/veya solunum semptomlari,
koku veya tat alma bozukluklari, miyalji ve ishal sikayetleri olan veya baska bir
etkenle agiklanamayan ciddi alt solunum yolu hastaligi olan hastalarda COVID-19
diistiniilmelidir [127]. Tat kayb1 ve koku alma kaybinin, pozitif bir SARS-CoV-2
testiyle en cok korelasyon gosteren semptomlar oldugunu one siliren caligmalar
mevcuttur [128]. Ancak enfeksiyon siiphesi olan semptomatik hastalara
mikrobiyolojik testler yapilmadan kesin tam1 konulamamaktadir. Ozellikle
aciklanamayan solunum yolu bulgulari olan ve hastanede yatan kritik hastalar, saglik
calisanlar1 veya ilk miidahale ekipleri, toplu yasam ortamlarinda calisan veya ikamet
eden veya ciddi hastalik i¢in risk faktorlerine sahip semptomatik bireyler test

yapilmast i¢in 6ncelikli gruplardir [127].

SARS-CoV-2 enfeksiyonunda vaka tanimlanmasi ve yonetimi i¢in Saglk
Bakanlig1 tarafindan olasi ve kesin vaka kriterleri belirlenmistir. Bu kriterlere gore
ates, Oksiiriik, nefes darligi, bogaz agrisi, bas agrisi, kas agrilari, tat ve koku alma kayb1
veya ishal belirti ve bulgularindan en az biri ve bu klinik tablonun baska bir
neden/hastalik ile agiklanamamasi ve semptomlarin baslamasindan onceki 14 giin
igerisinde yiiksek riskli bolgede bulunma Oykiisii, veya bu belirtilerin en az biri ile
birlikte semptomlarin baslamasindan 6nceki 14 giin igerisinde dogrulanmig COVID-
19 vakasi ile yakin temas etme Oykiisii ya da ates ve agir akut solunum yolu
enfeksiyonu belirti ve bulgularindan en az biri (6ksiiriik ve solunum sikintisi),
hastanede yatig gerekliligi varligi ve bu klinik tablonun baska bir neden/hastalik ile
aciklanamamasi, bunlarin disinda klinik belirti ve bulgularindan en az ikisinin bir
arada olmasi ve bu durumun bagka bir neden/hastalik ile agiklanamamasi hali olas1
vaka olarak tanimlanmistir. Olas1 vaka tanimina uyan olgularda molekiiler yontemlerle

SARS-CoV-2 saptanmasi ile kesin vaka olarak tanimlanmaktadir [129].

SARS-CoV-2 i¢in, semptomun basladig1 zamana bakilmaksizin, test yapmaya

karar verildikten sonra numuneler mumkiin olan en kisa surede alinmalidir.

21



SARSCoV-2 tanist i¢in solunum yolu 6rneginin alinarak test edilmesi onerilmektedir.

Kabul edilen numune tiirleri:

e Nazofarengeal (NF) siiriintli 6rnegi (Saglik ¢alisanlari tarafindan alinan)
e Orofarengeal (OF) siiriintii 6rnegi (Saglik c¢alisanlari tarafindan alinan)
e Kombine stiriintli 6rnegi (NF + OF)

e Orta burun bolgesi numuneleri (saglik ¢alisanlari ya da kisinin kendisi)

e On burun ucu numuneleri (saglik calisan1 gdzetiminde kisinin kendisi
tarafindan alinabilir)

e Alt solunum yolu numuneleridir.

1.2.7.1.Niikleik Asit Amplifikasyon Testi (NAAT)

COVID-19 olgularinin  rutin  dogrulamas1 gercek zamanli reverse
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (rRT-PCR) gibi bir NAAT testi ile virus
RNA’smin 6zgiil dizilerinin saptanmasi ve gerekli oldugunda niikleik asit dizi analizi
yontemi ile dogrulanmasi temeline dayanmaktadir. SARS-CoV-2 enfeksiyonu tanisi
icin ya bir NAAT, yaygin olarak revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-

PCR) testi ya da bir antijen testi gibi bir viral test gerekmektedir.

Yiiksek duyarliliklart ve spesifiteleri, makul siirede yanit alinmasi nedeniyle
oncelikle laboratuvarda uygulanan NAAT testleri onerilmektedir. Bununla birlikte
COVID-19 siiphesi yiiksek olan bir hastadan negatif sonug elde edildiginde, 6zellikle
sadece st solunum yolu Ornekleri toplanmis ise miimkiinse alt solunum yolu

orneklerini i¢eren ek 6rnekler alinmali ve ¢alisilmalidir [129].
1.2.7.2.Viral Antijen Testleri

Viral antijen testleri, immiinofloresans yatay akim yontemi ile niikleokapsid
antijenini saptama yontemine dayanmaktadir [130]. Hizli antijen testi sadece virus
replikasyonu sirasinda akut enfeksiyonun tanisinda kullanilabilmektedir. NAAT tan
daha kolay erisilebilir, daha az maliyetli ve NAAT tan daha kisa geri doniis siiresine
sahip olmasi nedeniyle evlerde ve kritik bakim noktalarinda sik tercih edilmektedir
[131]. Ancak antijen testlerinin duyarliligin NAAT lerden daha diisiik oldugunun ve

negatif antijen testlerinin genellikle ek testlerle onaylanmasini gerektirdigi
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bilinmelidir. NAAT testlerine erisimin sinirli oldugu ortamlarda, hastalifin viral
yiikiiniin yiiksek oldugu erken dénemde ve semptom baglangicindan itibaren ilk 5-7

giin i¢inde tanida kullanilabilmektedir [132].
1.2.7.3.Antikor Testleri

SARS-CoV-2 niikleokapsid (N) veya S (S1, RBD) proteinine kars1 gelisen 6zgiil
antikorlarin (IgM, IgG, IgA) tespiti yontemine dayanan antikor testleri SARS-CoV-2
tanisinda kullanilmaktadir. Hizli immiinokromatografik antikor testlerine gore ELISA
ve CLIA testlerinin 6zgiillik ve duyarliligina daha ¢ok giivenilmektedir [130]. Ik
antikor yanit1 (IgM) 6-7 giinden sonra baslamakla birlikte hastalarin ¢cogunda antikor
pozitifligi belirtilerin baslamasindan 10 giin sonra gelismektedir. Tespit edilen
antikorlarin bagisiklik saglayip saglamadig1 ve ne kadar siireyle tespit edilebilecegi
bugiin i¢in kesin belli degildir. Ancak NAAT testlerinin negatif oldugu durumlarda tani
yontemi olarak ve atak hiz1 ve salginin siddetinin retrospektif olarak degerlendirilmesi

gerektiginde serolojik tan1 yontemi olarak kullanilmaktadir [129].
1.2.7.4.Viral Kiiltiir

Viral kiiltlir, aktif replikatif bir viriisiin tespiti ve bulastiricilik potansiyelinin
degerlendirilmesi i¢in altin standart tan1 yontemidir. Ancak biyogiivenlik seviyesi 3
tesisler, deneyimli personel ve RT-PCR’den daha uzun bir geri doniis siiresi
gerektirmesi nedeniyle rutin teshis algoritmalarinda kullanilmamaktadir [133]. Kiiltiir
yontemi, bulasiciliginin ve bulasicilik siiresinin anlagilmasini saglamada 6nemli bir rol
oynamasi nedeniyle enfeksiyon dnleme ve kontroliine yonelik ¢alismalarda, terapotik
ajanlarin ve asilarin gelistirilmesi ve molekiiler tan1 yontemlerinin duyarliliginin ve

ozgiilliiglinlin degerlendirilmesi i¢in gereklidir [134].
1.2.7.5.Genom Sekanslama

SARS-CoV-2 tanisi i¢in kullanilan rutin tanisal testler, enfeksiyona neden olan
spesifik SARS-CoV-2 varyantini belirleyememektedir. Bunun igin viral genom
sekanslama veya 6zel multipleks PCR genotip testleri gerekmektedir. Varyantlarin
saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in toplumdan temsili ornekler secilerek farklit SARS-

CoV-2 mutasyonlarinin dolagiminin degerlendirilmesi, virlis evriminin izlenmesi ve
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bunlarin sonucunda as1 igerigine karar verilmesi salgin yonetimi i¢in olduk¢a dnem

arzetmektedir [135].

Yeni nesil sekanslama teknolojisi ile SARS-CoV-2"nin tam genom analizi, yeni
varyantlarin izlenmesi ve tanimlanmasinda altin standart olup viriisiin tim genomu
sekanslanarak dolasimdaki diger suslarla genomdaki belirli mutasyonlar 6n bilgiye
ihtiya¢ duymadan karsilastirilabilmektedir [135, 136]. RT-PCR kullanimina dayali
olarak SARS-CoV-2’nin varyant tespiti teknigi ise genetik siirveyans uygulamasi i¢in
sekanslamaya gore iscilik ve finansal maliyetlerinin azaltilmasina ve analiz siiresini
onemli ol¢iide kisalmasina yardimer olmustur [137]. Ancak VOC/VOTI’lerdeki fark-
lilasma icin 6rneklerin dikkatli secimi gerekmektedir. Ozgiilliikleri, belirli SARS-
CoV-2 varyantlarini belirlemek i¢in yetersiz kalabilmektedir [138].

Sekanslama oOncelikle, birinci ve ikinci basamak merkezlerinde, degisen
Ozelliklere sahip ve yeni varyantlarin ortaya ¢iktigina dair Onemli sinyaller
saglayabilen uygun 6zellikli SARS CoV-2 pozitif numunelerde yapilmalidir. Varyant
analiz 6rnekleri SARS-CoV-2 icin agilanmis ancak asiya uygun bir bagisiklik yaniti
gostermesine ragmen daha sonra SARS-CoV 2 ile enfekte olan bireylerde; SARS-
CoV-2 enfeksiyonuna duyarli ¢ok sayida insan-hayvan etkilesiminin oldugu yerlerde,
ozellikle SARS CoV-2’ye kars1 antikor tedavisi alirken uzun siireli viral sagilimi1 olan,
bagisikligi  baskilanmis hastalarin  oldugu riskli ortamlarda, SARS-CoV-2
bulasabilirligi ve/veya viriilansinda beklenmeyen bir artis veya degisiklik oldugu
durumlarda, tanisal yontemlerin (antikor, antijen, molekiiler yontemler) veya
tedavilerin etkililiginde bir degisiklik siiphesi oldugunda; olagandis1 bir klinik ile
karsilasilan, vakalarin kiimelenme gosterdigi sekanslama ile bulas yollarinin
anlagilabildigi  ve/veya  enfeksiyon  kontrol  prosediirlerinin  etkinligini

degerlendirebildigi arastirmalar sirasinda yapilmalidir. [135, 139].

Varyant tipleme sonuglar1 Avrupa Siirveyans Sistemine (TESSy) bildirilmeli ve
SARS-CoV-2 sekanslama sonuglari, Global Tiim Influenza Verilerini Paylasma
Veritabanina (GISAID) kaydedilmelidir. Numunenin alindig1 yer dahil olmak {izere
epidemiyolojik veriler, numunenin temsili olarak m1 yoksa hedefli bir slirveyanstan m1
alindig1, vakanin yurtdis1 veya yerel olarak edinilmis oldugu ve/veya olas1 enfeksiyon

tilkesi verileri de bildirilmelidir [135].
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1.2.8. Tedavi

SARS-CoV-2’nin 2020 yilinin baglarinda tanimlanmasina ragmen COVID-19
icin giivenilirligi ve etkinligi kesin olarak kanitlanmis bir antiviral tedavi heniiz
bulunmamaktadir. COVID-19’dan siiphelenilen veya teyit edilen hastalar, ayaktan
takibin uygunlugu, semptomlarin ciddiyeti, ciddi hastaliga ilerleme riski, hipoksemi
durumu, ev ortammin gilivenligi, COVID-19’a 06zgli tedavilerin uygunlugunu
acisindan degerlendirilmelidir. Ayaktan tedavi planlanan hafif ile orta siddette
COVID-19’u olan (hipoksi bulunmayan) hastalarda ciddi hastalik gelisimi igin risk

faktorii mevcut ise yakindan takip onerilmektedir [140].
1.2.8.1.Antiviral Tedaviler

Tiirkiye’de Molnupiravir tedavisi, tanis1t PCR ile dogrulanmus, hafif-orta seyirli,
semptomlarinin ilk bes giintinde olan ve agir COVID-19’a ilerleme agisindan ytiksek
riskli belirtilen gruplarda yer alan eriskin (> 18 yag) COVID-19 hastalarinda, asilama
durumuna bakilmaksizin kullanilmasi1 6nerilmektedir [141]. Tiirkiye’de heniiz kul-
lanilmayan oral proteaz inhibitorlerinin bir kombinasyonu olan Nirmatrelvir-ritonavir,
siddetli hastaliga ilerleme riski olan, semptomatik, ayaktan tedavi goren hastalarda
COVID-19 tedavisi i¢in Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan
onaylanmistir. Hafif ile orta siddette COVID-19u olan ayaktan hastalarda hastaneye

yatis ve 0liim riskini 6nemli 6l¢lide azalttig1 gosterilmistir [142].

Hastanede yatan, siddetli hastaliga ilerleme riski yiiksek olan hafif-orta siddette,
oksijen tedavisine ihtiyact olmayan COVID-19 hastalarinda kullanim i¢in Remdesivir,
FDA tarafindan >12 yas ve >40 kg agirligindaki yetiskin ve pediatrik hastalarda
COVID- 19 tedavisi i¢in onay almistir [143].

1.2.8.2. Antiinflamatuar Tedaviler

Hastanede takip edilen ve takiplerinde oksijen destegine ihtiya¢ duyan
COVID-19 hastalar1 i¢in Remdesivir ile birlikte deksametazon kullanilmasi
Onerilmektedir. Deksametazon yoksa, esdeger dozda baska bir kortikosteroid
(prednizon, metilprednizon veya hidrokortizon) kullanilabilir [144]. Remdesivirin
temin edilemedigi durumlarda, oksijen ihtiyaci olan COVID-19 hastalarinda tek

basina deksametazon kullaniminin da mortaliteyi azalttig1 gosterilmistir [145].
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Calismalarda, kortikosteroidlerle birlikte veya tek basina interlokin (IL)-6
inhibitorlerinin (tosilizumab, sarilumab) veya Janus kinaz (JAK) inhibitorlerinin
(barisitinib, tofasitinib) 6zellikle hizli bir sekilde oksijen ihtiyaci gelisen ve/veya
inflamatuar belirte¢ seviyeleri hizl1 yiikselen hastalarda etkili oldugu gosterilmistir
[146, 147]. Barisitinib, tofasitinib, tosilizumab veya sarilumabin elde edilemedigi
durumlarda mekanik ventilasyon veya Ekstrakorporal Membran Oksijenizasyonu
(ECMO) gerektiren COVID-19 hastalarinin tedavisinde tek basina deksametazon

kullanilmas1 6nerilmektedir [148].
1.2.8.3.Konvelasan Plazma

COVID-19°dan iyilesen bireyler, SARS-CoV-2’ye kars1 notralize edici antikor-
lar gelistirir ancak bu bagisikligin ne kadar siirecegi belirsizdir. Bununla birlikte
COVID-19’u yonetmede bu nétralizan antikorlarin terapotik ajanlar olarak rolleri
klinik deneylerde kapsamli bir sekilde takip edilmektedir. COVID-19 tedavisi i¢in
yiiksek titreli konvelesan plazma tedavisinin kullanimi lehinde veya aleyhinde
tavsiyede bulunmasi i¢in yeterli kanit bulunmamaktadir. COVID-19 hastalar1 arasinda
ciddi semptomlart ve aktif SARS-CoV-2 replikasyonu belirtileri olan, mevcut
tedavilere yetersiz yanit veren, bagisikligi baskilanmis olanlarda, hastanin hastaligina
neden olan varyanta benzer bir SARS-CoV-2 varyantinin neden oldugu COVID-19
sonrast yakin zamanda iyilesen veya asilanmis bir dondrden yiiksek titreli konvelesan

plazma elde edilerek tedavi edilebilecegi yontinde oneriler vardir [149].
1.2.8.4.Monoklonal Antikorlar

SARS-CoV-2 Spike proteinini hedef alan monoklonal antikorlarin (mAb’ler),
SARS-CoV-2 enfeksiyonunun tedavisinde klinik faydalar1 oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte laboratuvar caligmalar1 anti-SARS-CoV-2 mAb’lerin spesifik
varyantlara ve alt varyantlara karsi aktivitesinin 6nemli 6l¢lide degisebilecegini
gostermistir. Bu nedenle bu iiriinlerin dolasimdaki varyantlarin ve alt varyantlarin
mAb’lere direngli oldugu alanlarda COVID-19 i¢in etkili tedaviler olmasi
beklenmemektedir. 16 Nisan 2021°de FDA, L452R ve E484K amino asit
degisikliklerini tasiyan varyantlarin (Iota, Epsilon) gosterdigi diren¢ nedeniyle

Bamlanivimabin acil kullanim iznini bu nedenle sonlandirmistir [150].
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Dort anti-SARS-CoV-2 mAb (bamlanivimab ve etesevimab, casirivimab ve
imdevimab, sotrovimab, bebtelovimab) hafif ile orta siddette COVID-19’Iu ayakta
tedavi goren hastalarin tedavisi icin FDA onay1 almakla birlikte dolasimdaki baskin
Omicron alt varyantlarinin bu tiriinlere duyarli olmamasi nedeniyle su anda ABD’de
kullanimlari i¢in izin verilmemistir [ 148]. Bu mAb’larin klinik ortamda BQ.1.1 veya

XBB’ye kars1 etkili olmayabilecegi ¢aligmalarda gosterilmistir [151].

Tiksagevimab ile silgavimab (Evushheld) kombinasyonu, temas Oncesi
profilakside kullanim i¢in yetkilendirilmis tek anti-SARS-CoV-2 mAb iirliniidiir. Bu
rekombinant insan mAb’leri, SARS-CoV-2’nin Spike protein reseptoriine baglanir.
ABD’de baskin Omicron alt varyantlar1 da dahil olmak {izere bir¢ok Omicron alt
varyantinin, tiksagevimab ile silgavimab’a kars1 in vitro duyarliliginin diisiik olmasi
nedeniyle tedavilerin etkinliginin azalabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle daha yakin
zamanda yayilan BA.4 ve BA.5 soylari, bugiine kadar herhangi bir VOC’nin en yiiksek
mAD kacirma seviyelerini gdstermektedir [150]. Tedavinin uygulanma karari, direngli
alt varyantlarin bolgesel prevalansina, hastanin bireysel risklerine ve lojistige dayali

olarak verilmelidir [152].
1.2.9. Komplikasyonlar

COVID-19’a ait hastalik sirasinda veya sonrasinda gelisebilen birden fazla
sistemi tutabilen komplikasyonlar tanimlanmistir. SARS-CoV-2’nin viicutta genis
kapsamli etkileri olabilse de COVID-19 agirlikli olarak bir solunum yolu hastalig
olmaya devam etmektedir [153]. ARDS, siddetli hastalig1 olan hastalardaki en 6nemli
komplikasyondur ve nefes darliginin baslamasindan kisa bir siire sonra ortaya
cikabilmektedir. ABD’deki biiylik calismalarda, hastanede yatan hastalarin %12 ile
24’1 mekanik ventilasyona ihtiyaci gelistigi gosterilmistir [154].

Miyokard infarktiisii, kalp yetmezligi, aritmi ve kardiyojenik sok gibi
kardiyolojik komplikasyonlar, derin ven trombozu, pulmoner emboli, serebrovaskiiler
emboliler dahil olmak iizere vendz tromboembolizm olaylari, ensefalopati, hareket
bozukluklari, motor ve duyu kusurlari, ataksi ve nobetler gibi norolojik hadiseler,
inatgt ates yiikseklikleri, yiiksek inflamatuar belirtecler (6rn., D-dimer, ferritin) ve
yiiksek proinflamatuar sitokinler ile abartili bir inflamatuar yanit ile kendini gosteren

inflamatuar komplikasyonlar ve sekonder enfeksiyon gelisimi COVID-19’a ait
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komplikasyonlardir [153, 155, 156, 157]. Uzun donemde ise yorgunluk, hafiza
sorunlar1, nefes darligi, gégiis agrisi, oksiiriik ve biligsel eksiklikleri igeren kalict
semptomlar goriilebilmektedir. Ayrica devam eden solunum bozuklugu problemleri ve

kardiyak sekel ile sonuglanan komplikasyonlar gosterilmistir [158, 159].
1.2.10. Asillama

SARS-CoV-2’e karst etkinligi ve giivenirligi kanitlanmig asilar, COVID-19
enfeksiyonlariyla savasmanin en iyi yolu olarak kabul edilmektedir. 21 Subat 2023
itibariyle DSO tarafindan klinik calismasi devam eden 180 aday asi, kullanimi
onaylanmis 50 as1 ve acil kullanim i¢in onay alan 11 as1 bulunmaktadir [160, 161].
Pfizer-BioNTech BNT162b2, Moderna mRNA-1273 Spikevax, Sinopharm’in inaktive
asist Covilo, Cin’in inaktive asis1 Sinovac:CoronaVac, Johnson and Johnson’in
adenoviriis serotip 26-vektor asist Ad26.COV2.S (Jeovden), Oxford AstraZeneca’nin
sempanze adenovirus serotip-Y25 viral vektor asis1t ChAdOx1 ve Covishield,
Hindistan’da tiretilen subunit protein asilar1 Novavax/Covovax ve Nuvaxovid(NVX-
CoV2373), Bharat Biotech’in inaktive viriis asis1t BBV 152 (Covaxin), Cin’in CanSino

Biotech-adenovirtis tip 5-vektor asis1 Convidecia acil kullanim onay1 alan asilardir.

Virlisiin kiiresel yayilimi nedeniyle, ¢ok sayida SARS-CoV-2 varyantinin
ortaya ¢ikis1 ve varyantlarda asinin hedef Spike bolgesinin mutasyonunun goriilmesi
nedeniyle asilarin etkililiginde degisiklikler olabilmektedir [162]. 2020 nin sonundan
bu yana Beta ve Delta varyantlar1 gibi bircok SARS-CoV-2 varyantinin insanlarda ve
hayvan modellerinde asilama sonrasi serumlara kars1 notralizasyon direnci gosterdigi
ve acil kullanim i¢in onaylanan birinci nesil COVID-19 agilar i¢in koruyucu
bagisikligin belirgin sekilde azaldigr goézlemlenmistir [163]. Yapilan bagska bir
aragtirmada Delta varyanti enfeksiyonlarina karsi as1 etkinliginin, asidan 4 ay sonra
%93’ten %53’e diistiigii gosterilmistir [164]. Yine baska bir calismada mRNA as1
etkinliginin Alfa varyantina kiyasla Delta’ya kars1 azaldig1 raporlanmistir [165].

Spike RBD’deki ¢ok sayida mutasyon nedeniyle artmis re-enfeksiyon ve
bulastiriciligt olan Omicron varyantinin mevcut COVID-19 asilarinin sagladigi
antikor nétralizasyonundan kagabilecegine dair bir endise duyulmustur. Ozellikle
inaktive as1 (Coronavac) alicilarinda Omikron varyanti izolatlarina kars1 saptanabilir

notralize edici antikorun olmadigt gézlemlenmistir [166].
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Omicron varyanti, hem Beta (K417N, N501Y) hem de Delta (T478K)
varyantlarinda bulunan 6nemli Spike proteini mutasyonlar: tagir. Bununla birlikte
Omicron varyanti, E484A mutasyonunu da igerir ve E484A’nin, antikor tarafindan
noétralizasyondan kagtigr gosterilmistir. Calismalarda E484K tasiyan RBD’lerin,
asilananlardan veya gecirilmis COVID-19’lu hastalardan alinan serumdaki

antikorlarla en diisiik baglanmaya sahip oldugu gosterilmistir [167].

COVID-19 asilar1 Spike proteini NTD ve S2 bolgesini hedefleyen nétralize
edici antikorlar1 da indiikleyebilmektedir. Omicron varyanti, bu bolgelerde icerdigi
mutasyonlar nedeniyle de asilarin nétralize edici aktivitelerden kagabilmektedir [168].
mRNA asis1 BNT162b2 (Pfizer/BioNTech)’nin de benzer sekilde, Omicron’a kars1
onceki bir SARS-CoV-2 susuna kiyasla daha az etkili oldugu ile ilgili ¢caligmalar
mevcut olup yeni jenerasyon asilarin iiretimine kadar booster dozlarla antikor

diizeyinin artirabilecegi diisiiniillmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. ARASTIRMANIN TiPi
Arastirma prospektif klinik aragtirmadir.
2.2. ARASTIRMANIN YERI
Pamukkale Universitesi Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik
Mikrobiyoloji Klinigi
2.3.ARASTIRMANIN ORNEKLEMI

Calismada belirlenen birey sayisi ¢alismanin biitgesi dogrultusunda 21 kisi

olarak belirlenmistir
2.4. ETiK KURUL ONAYI

25.5.2021 tarihinde 60116787-020/56297 say1 ile Pamukkale Universitesi Tip

Fakiiltesi Etik Kurulundan onay alinmistir.
Dabhil edilme kriterleri:

18 yas ve iizeri, calismaya katilmayr kabul eden/onami alman ve DSO
tarafindan geneomik sekanslama yapilmasi i¢in asagidaki kriterlerden herhangi birini

saglayan olgular ¢alismaya dahil edildi:

-Son 3 ay i¢cinde SARS-CoV-2 asisi ile asilanmasina ragmen SARS-CoV 2 ile

enfekte olanlar
- PCR ile uzun siire pozitiflik goriilen hastalar (dort hafta iizer1)
- Tekrarlayan COVID-19 6ykiisii olan olgular
- Iimmunsuprese olgular
2.5. HARIC TUTULMA KRITERLERI

-18 yas alt1 bireyler
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2.6. ARASTIRMANIN YERI VE KATILIMCI SAYISI

2022 Ocak ve Kasim aylarn arasinda Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji Klinigi’ne bagvuran 21 hasta ¢alismaya dahil edilmistir.

2.7. NUMUNE SECIMIi VE VIRAL RNA iZOLASYONU

COVID-19 siipheli hastalarin nazofaringeal ve orofaringeal siiriintii 6rnekleri
alinmistir. Genom analizi i¢in yiiksek viral yiiklii (Real-time PCR ile degerlendirilen)
21 SARS-CoV-2 pozitif numune seg¢ilmistir. Dogrulanmis COVID-19 vakalarinin viral
RNAlari, iireticinin 2020-07°deki talimatlarina gére QIAamp Viral RNA Mini kiti
(QIAGEN, Hilden, Almanya) kullanilarak gercek zamanli PCR ile Cq <20’nin

ekstrakte edilmistir.

Sekanslama kitapliklari, iireticinin talimatlar1 izlenerek CleanPlex® SARS-
CoV-2 Arastirma ve Gozetim Paneli (Paragon Genomics, San Francisco, CA, ABD)
kullanilarak hazirlanmistir. Kisaca, viral RNA o6rneklerinin miktar1 Qubit RNA HS
Assay kiti ile degerlendirilmistir. 50 ng ekstre edilmis viral RNA, her numune i¢in bir
girdi olarak kullanilmistir. ilk adim olarak RNAlar ters transkripsiyon icin bir sablon
olarak kullanilmis, daha sonra her 6rnegin genomu, medyan boyutu 149 bp olan Sars-
CoV-2’nin tiim genomunu kaplamak i¢in on dongli multipleks PCR ile iki primer
havuz protokolii (iki havuzda ayrilmis 343 primer cifti) kullanilarak amplifiye
edilmistir. Reaksiyon, 2 ul durdurma tamponu ilave edilerek sona erdirilmistir. PCR
iiriinleri daha sonra manyetik boncuklar eklenerek saflastirilmistir. indeksleme
primerleri yirmi bes dongii kullanilarak ikinci PCR ile eklenerek ardindan son boncuk
saflastirmasi gergeklestirilmistir. PCR iirlinlerinin, iireticilerin talimatlarina gére Qubit
4.0 Florometre (Thermo Fisher Scientific Inc.) iceren dsDNA HS Test Kitleri ve
Yiiksek Hassasiyetli DNA Cipleri (Agilent Technologies Inc.) igeren bir Agilent
Bioanalyzer 2100 ile kalitasyon ve kantitasyonlar1 yapilmistir. Son olarak, 50 kitaplik
esmolar konsantrasyonlarda pool olusturularak, NextSeq500 cihazinda orta ¢ikish

2x150 bp akis hiicreleri (Illumina) ile sekanslanmistir.
2.8.FILOGENETIK ANALIZ

21 SARS-CoV-2 tam genom dizisinin arasindaki molekiiler iliskiyi ve evrimleri

ortaya c¢ikarmak icin SARS-CoV-2 dizileri GISAID’de analiz edilmistir. Yirmi bir
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hastaya ait genom dizilerinin filogenetik aga¢ grafisi, mutasyon siklik grafisi ve Spike
protein 3D goriiniimleri GISAID web sitesi {izerinde arastirmact tarafindan
olusturulmustur. Mutasyonlarin Diinya’da ve Tiirkiye’de goriilme sikliklari yine

GISAID verileri lizerinden elde edilmistir.
2.9. HASTALARIN KLIiNiK OZELLIiKLERININ iNCELENMESI

2022 Ocak ve Kasim aylar1 arasinda Enfeksiyon Hastaliklart ve Klinik
Mikrobiyoloji Klinigi’nde takip edilen nazofarengeal swab Revers Transkriptaz-
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) pozitif sonucu olan, COVID-19 teshisi
konulan 21 hasta klinik durumlarina gore hafif, orta ve agir olmak iizere
gruplandirilmis olup klinik, laboratuvar, radyolojik verilerine gore gen analizi

sonugclar ile iligkileri arastirilmistir.

Hafif klinikteki vakalar, nefes darlig1 veya akciger tomografisinde tutulumu
olmayan ates, Oksliriikk, yorgunluk gibi genel semptomlar gosteren ayaktan veya
hastanede yatarak tedavi goren hastalari ifade ederken, orta klinik seyirdeki hastalar,
akciger grafisinde veya bilgisayarli tomografide pndmoni bulgulari, deniz seviyesinde
oda havasinda SpO2 %94 altinda, solunum hiz1 30 nefes / dakika iistiinde, PaO2 / Fi02
<300 mmHg hastalar olarak secilmistir. Agir klinik seyirli hastalar ise ciddi solunum
sikintist olan ve mekanik ventilasyon destegi alan veya sok, coklu organ yetmezligi
gelisen ve yogun bakim {nitesinde takip ihtiyaci gereken hastalar arasindan

belirlenmistir.

Hastalarin yas, cinsiyet gibi demografik bilgileri, ates, 0kstiriik, balgam, nefes
darlig1, bogaz agrisi, tat ve koku kaybi, bulanti, kusma, ishal, bas agris1 semptomlari,
ek hastaliklari, daha 6ncesinde COVID-19 gecirme durumlari, asilanma durumlar
(hangi as1 ile kag doz agilama ve en son ne zaman yapildig1) sorgulanmistir. Hastalarin
basvuru aninda tam kan sayimlari, biyokimya tetkikleri, sedimentasyon, C-Reaktif
Protein (CRP), prokalsitonin, ferritin, fibrinojen, D-dimer, Interlokin-6 (IL-6)
diizeyleri, SARS-CoV-2 antikor diizeyleri, COVID-19 pozitif kalma siireleri
incelenmistir. Akciger goriintiilemeleri hastalig1 tutulumu agisindan degerlendirilmis
olup, serviste ve yogun bakimda takip edilme siireleri, mekanik veya non-mekanik
ventilasyon durumlari, aldiklar1 antiviral ve antiinflamatuar tedaviler, destek tedavileri

ve mortalite durumlar1 incelenmistir.
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2.10. ISTATIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS 17.0 paket programiyla analiz edildi. Siirekli degiskenler ortalama
+ standart sapma ve kategorik degiskenler say1 ve ylizde olarak verildi. Bagimsiz grup
farkliliklarin karsilagtirilmasinda parametrik test varsayimlart saglanmadiginda Mann-
Whitney U testi kullanildi. Ayrica siirekli degiskenlerin arasindaki iliskiler Spearman
ya da Pearson korelasyon analizleriyle ve kategorik degiskenler arasindaki farkliliklar

ise Ki kare analizi ile incelendi. P degeri <0,05 istatiksel agidan anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

2022 Ocak ve Kasim aylar1 arasinda, Pamukkale Universitesi Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi’nde COVID-19 tanisi ile
takip edilen ve elde edilen SARS-CoV-2 izolatlarindan tam genomik sekanslama

yapilan 21 hasta caligmaya dahil edildi.

2022 yilinda calismaya alinan hastalardan yedisi (%33,3) Subat-Mart
aylarinda, sekizi (%38) Nisan-Mayis, dordii (%19) Haziran-Temmuz ve ikisi (%9,5)
Ekim ayinda takip edildi.

Calismaya dahil edilen 21 hastanin 13’14 (%61,9) erkekti. Hastalarin yas
ortalamast 65,3+20,7” di (min:26, max:97). Sekiz (%38) hasta 18-70 yas araliginda
iken, 13 (%62) hasta 70 yas ve iizerindeydi. Toplamda 18 (%85,7) hastanin hastanede
servis veya yogun bakim kosullarinda takip ve tedavisi yapilirken, ii¢ (%14,3) hasta

ayaktan takip edildi. Hastalarin demografik verileri Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1 : Hastalarin demografik 6zellikleri ve servis yatis durumlari

Demografik ozellikler (n, %)

Erkek/Kadin 13/8 (61,9/38,1)

Yas (ort, min-maks) 65,3+20,7 (26-97)

18-70 yas

70 yas ve tizeri 5153(3221129)
Hastanede takip 18 (85,7)
Ayaktan takip 3(14.3)

Hastalarin bagvuru semptomlarina bakildiginda 18’inde (%85,7) oksiirtik,
17°sinde (%81) nefes darligi, 16’sinda (%76,2) ates yiiksekligi, 12’sinde (%57,1)
balgam yakinmas1 vardi. Alt1 (%28,6) hastada bogaz agrisi, altisinda (%28,6) kusma,
bes (%23,8) hastada tat kaybu, iki (%9,5) hastada koku kaybu, ii¢ (%14,3) hastada karin
agrisi, iki (%9,5) hastada bas agris1 ve bir (%4,8) kiside ishal yakinmasi mevcuttu.

Ek komorbidite durumlar1 incelendiginde 10 (%47,6) hastada hipertansiyon,
yedisinde (%33,3) koroner arter hastaligi, yedisinde (%33,3) malignite (bes hastada
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lenfoma, bir hastada mesane kanseri, bir hastada prostat kanseri), besinde (%23,8)
diyabetes mellitus, besinde (%23,8) kronik bdbrek yetmezligi (iki hasta rutin
hemodiyaliz programinda), ligiinde (%14,3) obezite, bir (%4,8) hastada da kazanilmis
immiin yetmezlik tanis1 (CD4:126, HIV RNA:1347000 kopya/mL) mevcuttu.

Hastalarin COVID-19’ a kars1 asilanma durumlarina bakildiginda iki hasta, iki
doz Sinovac-CoronaVac ve ii¢ doz Pfizer-BioNTech BNT162b2 asisi ile, bir hasta dort
doz Sinovac- CoronaVac ve bir doz Pfizer-BioNTech BNT162b2 asis1 ile, bes hasta iki
doz Sinovac- CoronaVac ve iki doz Pfizer-BioNTech BNT162b2 ile, bes hasta dort
doz Sinovac-CoronaVac ile, bir hasta ii¢ doz Sinovac-CoronaVac ve bir doz Pfizer-
BioNTech BNT162b2, bir hasta ii¢ doz Sinovac-CoronaVac, bir hasta ii¢ doz Pfizer-
BioNTech BNT162b2 ile, bir hasta iki doz Sinovac-CoronaVac ve bir doz Pfizer-
BioNTech BNT162b2 ve iki hasta iki doz Sinovac- CoronaVac ile agilanma oykiisii
mevcuttur. Iki hastanin ise dncesinde COVID-19’a kars1 bagisiklama dykiisii yoktu

(Tablo 2).

Tablo 2: Hastalarin COVID-19’a kars1 bagisiklanma durumlari

Hasta no Asilanma Durumu

1 2 Sinovac-CoronaVac

2 2 Sinovac-CoronaVac

3 2 Sinovac-CoronaVac 2 Pfizer-BioNTech BNT162b2
4 2 Sinovac-CoronaVac 2 Pfizer-BioNTech BNT162h2
5 3 Sinovac-CoronaVac 1 Pfizer-BioNTech BNT162b2
6 2 Sinovac-CoronaVac 2 Pfizer-BioNTech BNT162h2
7 2 Sinovac-CoronaVac 3 Pfizer-BioNTech BNT162h2
8 2 Sinovac-CoronaVac 1 Pfizer-BioNTech BNT162b2
9 4 Sinovac-CoronaVac

10 4 Sinovac-CoronaVac

11 4 Sinovac-CoronaVac

12 2 Sinovac-CoronaVac 2 Pfizer-BioNTech BNT162h2
13 Asis1z

14 2 Sinovac-CoronaVac 2 Pfizer-BioNTech BNT162h2
15 3 Pfizer-BioNTech BNT162b2

16 4 Sinovac-CoronaVac

17 2 Sinovac-CoronaVac 2 Pfizer-BioNTech BNT162b2
18 3 Sinovac-CoronaVac

19 4 Sinovac-CoronaVac

20 4 Sinovac-CoronaVac 1 Pfizer-BioNTech BNT162bh2
21 Asis1z
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En az iki Sinovac-CoronaVac ve en az iki Pfizer-BioNTech BNT162b2 ile
minimum dort doz asili hastalar tam asili olarak kabul edilerek, etkin antikor
diizeylerine (ort: 15.480) ulasan alt1 (%28,5) hasta diger hastalarla klinik durum

acgisindan Tablo 3’te karsilastirilmistar.

Tablo 3: Tam asilanan ve asilanmayan hastalarin klinik seyirleri

Hafif Klinik Agir-Orta Klinik degeri
sayl ylizde(%) sayl yilizde(%) pdes
Olan 4 % 66.7 2 % 13.3 p=0.031
Tam Asilanma o o
Olmayan 2 % 33.3 13 % 86.7

En az dort doz asilanma dykiisii olan ve antikor yanit1 olusan hastalar, hafif ve
orta-agir hastalik gelisimi acisindan digerleri ile karsilastirildiginda as1 yaniti olusan
hastalarda daha c¢ok hafif klinik seyir gozlemlenmistir (p=0.031). Yine bu hasta
grubunda PCR pozitifligi siiresi daha kisadir (ort:6, ort:26,9 p=0,04) Basvuru
semptomlar1 ve demografik veriler, mortalite, mutasyon ve varyant analizi agisindan

ise farklilik gézlemlenmemistir.

COVID-19 i¢in medikal tedavi alan hastalardan 16’s1 (%76,2) oral
Molnupiravir tedavisi (bes giin boyunca giinde iki kez 800 mgr), 16’s1t (%76,2)
intravendz metilprednizolon tedavisi, bes (%23,8) hasta yogun bakim takibinde
vazopressOr destek olarak Noradrenalin ve bir hasta (%4,8) Interlokin-1 inhibitorii

(Anakinra) aldi.

Calismadaki hastalarin COVID-19’ a bagh akciger tutulumlari incelendiginde
alt1 hastada herhangi bir akciger tutulumu olmadig1 veya erken evre tek tarafli minimal
buzlu cam alanlar1 seklinde goriiniim oldugu, alt1 hastada ileri evre bilateral yaygin
konsolidasyon alanlar1 veya ARDS benzeri tutulum oldugu gozlendi. Kalan dokuz
hastanin ise radyolojik goriintiilemelerinde buzlu cam opasiteleri, konsolidasyon
alanlar1 ve crazy-paving goriiniimii ile karakterize tutulum gozlendi. Hastalik evresini

belirleme asamasinda akciger radyolojik goriintiileme bulgularindan yararlanildi.

Hastalarin altis1 (%28,6) hafif klinik bulgular gosterdi. Yedisi (%33,3) orta
dereceli klinik bulgulara ve sekizi (%38,1) ise agir klinik tabloya sahipti (Tablo 4). iki
hastanin daha 6ncesinde bir kez gegirilmis COVID-19 6ykiisii mevcuttu. Alt1 (%28,5)
hasta COVID-19 nedeniyle hayatin1 kaybetti.
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Tablo 4: Hastalarin demografik ve klinik verileri, nadir gériilen mutasyonlar

Hasta | Cinsiyet | Yas | Ek hastahiklar Klinik | Ilk kez izole edilen
no Seyir | mutasyonlar
1 Erkek 73 Lenfoma, HIV Orta -
2 Erkek 54 | Lenfoma Agir -
3 Kadin 79 KAH Hafif -
4 Erkek 73 Mesane kanseri, DM, | Agir -
KBY, obezite
5 Erkek 75 DM Orta -
6 Erkek 78 | DM, KAH, KBY Hafif -
7 Kadin 30 |- Hafif Spike A263T
8 Erkek 76 | Lenfoma Agir -
9 Erkek 75 DM, KBY, lenfoma | Orta -
10 Erkek 89 | HT Orta NSP2 L18lI
11 Kadin 66 | HT, KAH, KOAH, | Agir -
KBY, obezite
12 Erkek 85 | DM, HT, Prostat | Orta NSP2 V5991
kanseri, KBY
13 Kadin 97 | HT Orta NSP14 V40l
14 Erkek 32 |- Hafif -
15 Erkek 50 HT Hafif -
16 Erkek 70 | DM, KAH Agir -
17 Kadin 26 - Hafif -
18 Erkek 70 KAH, lenfoma Orta NSP2 F156L
19 Kadm 80 DM, HT Agir -
20 Kadn 67 HT, KAH, obezite Agir -
21 Kadm 28 | SLE Agir -

DM: Diyabetes Mellitus, HT: Hipertansiyon, KBY: Kronik Bobrek Yetmezligi,
KAH:Koroner Arter Hastaligi, KOAH: Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi, SLE:
Sistemik Lupus Eritamotozis

Agir klinik seyir gosteren hastalar (n=8) ile hafif-orta klinikteki hastalar
karsilastirildiginda cinsiyet (p=0.646) ve yas ortalamasi (p=0,425) acisindan iki grup
benzerdi. Semptomlardan ates yiiksekligi (p=0,111), okstrik (p=0,257), balgam
(p=0,367), bogaz agris1 (p=0,631), tat kayb1 (p=0,606), karin agris1 (p=0,531), ishal
(p=0,381) ve kusma (p=0,631) yakinmalar1 agisindan iki grup arasinda anlamli fark
saptanmadi (Tablo 5-6).
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Tablo 5: Hastalarin klinik durumlarina gére demografik verileri

Hafif — Orta Klinik | Agir Klinik
n % n % p degeri
Cinsiyet
Kadin 9 %69 4 %30,8 p=0,646
Erkek 4 %50 4 %50,0
Yas (ortalama) 66 64 p=0,425
Tablo 6: Hastalarin klinik seyirleri ve semptomlari
Hafif — Orta Klinik Agir Klinik
n % n % | p degeri
Olan 8 % 61,5 8 %100 p=0,111
Ates
Oksiiriik Olan 10 %769 |8 %100 | p=0,257
Olmayan | 3 %231 |0 0
Balgam Olan 6 % 46,2 6 % 75 p=0,367
Olmayan |7 %538 |2 % 25
Nefes darhig Olan 9 %692 |8 % 100 | p=0,131
Olmayan | 4 %308 |0 0
Bogaz agrisi Olan 3 %231 |3 % 37,5 | p=0,631
Olmayan | 10 %769 |5 % 62,5
Tat kayb1 Olan 4 % 30,8 1 % 12,5 | p=0,606
Olmayan | 9 %692 |7 % 87,5
Koku kayb Olan 2 % 15,4 0 0 p=0,505
Olmayan | 11 %846 |8 % 100
Karin agrisi Olan 1 % 7,7 2 %25 | p=0,531
Olmayan | 12 %923 |6 % 75
Kusma Olan 3 % 23,1 3 % 37,5 | p=0,631
Olmayan | 10 %769 |5 % 62,5
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Komorbit hastaliklara  bakildiginda,

diyabetes mellitus  (p=0,656),

hipertansiyon (p=0,387), koroner arter hastalig1 (p= 0,557), kronik obstruktik akciger

hastalig1 (p=0,381), malign hastalik oykiisii (p=0,557) ve kronik bobrek yetmezligi

(p=0,325), oncesinde gecirilmis COVID-19 0Oykiisii olmast (p=0,629) acisindan

farklilik gozlemlenmedi. Obezite, agir klinikteki hastalarda, istatistiksel acidan

anlamli olarak daha yiiksek oranda goriildii (p=0,042) (Tablo 7).

Tablo 7: Hafif-orta ve agir klinik seyirli hastalari komorbidite durumlar1

Ek komorbidite Hafif — Orta Klinik Agir Klinik
durumu say1 yiizde(%) say1 yiizde(%) p degeri
Olan 3 23,1 2 25 p=1,0
DM
Olmayan 10 76,9 6 75
HT Olan 5 38,5 5 62,5 | p=0,387
Olmayan 8 61,5 3 37,5
KAH Olan 4 30,8 3 37,5 p=1,0
Olmayan 9 69,2 5 62,5
KOAH Olan 0 0 1 12,5 | p=0,381
Olmayan 13 100 7 87,5
Malignite Olan 4 30,8 3 37,5 p=1,0
Olmayan 9 69,2 5 62,5
Lenfoma Olan 3 23,1 2 25 p=1,0
Olmayan 10 76,9 6 75
Obezite Olan 0 0 3 37,5 | p=0,042
Olmayan 13 100 5 62,5
KBY Olan 2 15,4 3 37,5 | p=0,325
Olmayan | 11 84,6 5 62,5
HIV Olan 1 7,7 0 0 p=1,0
Olmayan 12 92,3 3 100
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Laboratuvar degerlerine bakildiginda basvuru anindaki beyaz kiire sayisi
(p=0,469), yatis siiresince bakilan tetkiklerindeki maksimum beyaz kiire sayist
(p=0,148), baslangi¢c anindaki nétrofil sayis1 (p=0,562), lenfosit sayis1 (p=0,089),
platelet sayisi (p=0,169), total bilirubin degeri (p=0,772), alanin aminotransferaz
(ALT) (p=0,364), sedimentasyon degeri (p=0,875), ferritin (p=0,052), fibrinojen
(p=0,563) degerleri agisindan hafif-orta klinik seyir ile agir klinik seyirli hastalar

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.

Ortalama C-reaktif protein (CRP) degeri agir hasta grubunda daha yiiksek
saptand1 (p=0,014). Hemoglobin Ol¢limleri karsilastirildiginda ise hafif-orta klinik
seyirli hastalarda hemoglobin degerinin daha yiiksek oldugu gézlemlendi (p=0,037).
Aspartat aminotransferaz (AST) diizeyleri de yine agir klinik seyirli hastalarda daha
yiikksek saptandi (p=0,001). Diger laboratuvar tetkikleri incelendiginde D-dimer
yiiksekligi saptanmasi (p=0,177) agisindan iki grup arasinda fark yoktu (Tablo 8).

Tablo 8: Klinik bulgularina gore laboratuvar degerlerinin karsilastiriimasi

Hafif-Orta Klinik Agir Klinik o
p degeri
C- Reaktif Protein 48,6 136,1 p=0,014
(mg/L)
Beyaz kiire-Baslangi¢ 6740 5280 p=0,469
(K/uL)
Beyaz kiire -Maksimum 9530 17200 p=0,148
(K/uL)
Notrofil 5700 4200 p=0,562
(K/uL)
Lenfosit 1280 640 p=0,089
(K/uL)
Hemoglobin 11,7 8,9 p=0,037
(g/dL)
Trombosit sayisi 223.400 190.800 p=0,169
(K/uL)
AST 16,5 102 p=0,001
(1IU/L)
ALT 16 34 p=0,364
(1U/L)
Total bilirubin 0,43 1,94 p=0,772
(mg/dL)
Sedimentasyon 52 51 p=0,875
(mm/sa)
Prokalsitonin 2,6 2,5 p=0,024
(ng/mL)

AST: Aspartat Aminotransferaz, ALT: Alanin Aminotransferaz
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Klinik takiplerinde BUN (p=0,018) ve kreatinin yiiksekligi (p=0,003)
saptanmast agir klinik seyir gosteren hastalarda daha fazla goriildii. Non-invaziv
mekanik ventilasyon agisindan bakildiginda agir hastalarin daha fazla high-flow ve B-
PAP ihtiyacinin oldugu gézlemlendi (p=0,002). Yogun bakim takip ihtiyaci gelisimi
(p=0,018) agir hasta grubu i¢in daha yiiksek oranlarda saptandi. Molnupiravir tedavisi
alma (p=0,606), intravenéz metilpredniozolun kullanimi (p=0,111) agisindan

gruplarda farklilik saptanmadi.

Uzamis PCR pozitifligi (dort haftanin {izerinde) saptanan hastalar diger
hastalarla karsilagtirildiginda bu grupta daha fazla malign hastalik (p=0,016) ve
lenfoma dykiisii oldugu (p=0,006), PCR siiresi uzun siire pozitif kalan hastalarin daha
cok orta- agir hastalik grubunda yer aldig1 goriilmiistiir. Agir veya hafif klinik seyirli
hastalarda mutasyonlarin goriilme siklig1 agisindan anlamli bir farklilik saptanmadi.
Yine uzamig PCR pozitifligi olan hastalar diger hastalarla karsilastirildiginda goriilen

mutasyonlar ve sikliklar1 benzerdi.

Hastalar bagisiklama durumlarina gore karsilastirildiginda ise asilardan
herhangi biriyle dort doz ve iizeri asilanan hastalar ile digerleri arasinda dort dozun
tizerinde as1 olan hastalardaki suslarda Spike Q493R mutasyonunun daha yiiksek
oranlarda oldugu goriildii (p=0,043).

Calismada sekiz hasta, dort doz ve iizerinde asilanma 6ykiisii sonras1 COVID-
19 tanis1 almasi nedeniyle, yedi hasta iki doz ve Ustii asilamaya ragmen yogun bakim
takibi gerektiren agir klinik tabloya sahip olmasi nedeniyle, alt1 hasta dort haftanin
tizerinde COVID-19 PCR pozitifliginin devam etmesi nedeniyle, dokuz hasta
immunsupresyona neden olabilecek ek komorbiditelerinin olmasi nedeniyle (yedi
hasta malignite, bir hasta HIV, bir hasta organ nakli alicisi, bir hasta SLE) genomik

sekanslama icin ¢aligmaya dahil edildi.

21 numunenin okunan ham veri sayis1 20570027 okuma ¢ifti olarak elde edildi
ve tim numunelerden SARS CoV-2 genomlart (>%96 kapsama) elde edildi.
Calismada 12 hastada Omicron BA.2, dort hastada Omicron BA.1, dort hastada
Omicron BA.5 alt varyantlar1 ve bir hastada Delta varyanti saptandi. On iki BA.2
varyantt saptanan hastalarin dokuzunda BA.2, birinde BA.2.1, birinde BA.2.1.2 ve
birinde de BA.2.1.9 altvaryanti1 saptand1 (Tablo 9).
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Tablo 9: Calismaya alinan hastalarin demografik 6zellikleri ve varyant analiz sonuglari

Hasta | Cinsiyet | Yas | Varyant Subvaryant | PCR Saptandig1
no pozitiflik | psnem
suresi
(giin)
1 Erkek 73 | Omicron (BA.1-like) | BA.1.14 33 Subat 2022
2 Erkek 54 | Delta (B.1.617.2-like) | AY.121 64 Subat 2022
3 Kadin 79 | Omicron (BA.2-like) | BA.2.12 - Subat 2022
4 Erkek 73 | Omicron (BA.2-like) | BA.2 15 Mart 2022
5 Erkek 75 | Omicron (BA.2-like) | BA.2 - Mart 2022
6 Erkek 78 | Omicron (BA.1-like) | BA.1.18 - Subat 2022
7 Kadn 30 | Omicron (BA.1-like) | BA.1.1 - Mart 2022
8 Erkek 76 | Omicron (BA.1-like) | BA.1.1 45 Nisan 2022
9 Erkek 75 | Omicron (BA.2-like) | BA.2 134 Nisan 2022
10 Erkek 89 | Omicron (BA.2-like) | BA.2 - Nisan 2022
11 Kadn 66 | Omicron (BA.2-like) | BA.2.9 - Nisan 2022
12 Erkek 85 | Omicron (BA.2-like) | BA.2 11 Nisan 2022
13 Kadn 97 | Omicron (BA.2-like) | BA.2 29 Nisan 2022
14 Erkek 32 | Omicron (BA.5-like) | BE.1.1 - Temmuz
2022
15 Erkek 50 | Omicron (BA.5-like) | BA5.2 - Haziran
2022
16 Erkek 70 | Omicron (BA.2-like) | BA.2 - Haziran
2022
17 Kadn 26 | Omicron (BA.2-like) | BA.2 - Mayis 2022
18 Erkek 70 | Omicron (BA.2-like) | BA.2.1 93 Haziran
2022
19 Kadn 80 | Omicron (BA.2-like) | BA.2 - Mayis 2022
20 Kadm 67 | Omicron (BA.5-like) | BA5.6 14 Ekim 2022
21 Kadn 28 | Omicron (BA.5-like) | BA5.6 15 Ekim 2022

Dort BA.1 varyant1 saptanan hastalarin ikisi BA.1.1, biri BA.1.14 ve biri

BA.1.18°di. Toplamda dort hastada saptanan Omicron BA.5 varyantinin ise ikisi

BA.5.6, biri BA.5.2 ve biri BE.1.1” di. Delta saptanan hastanin ise genomik dizisi
AY.121°di.

Incelenen tiim izolatlarda c.1841A>G (D614G), c.425G>A (G142D),

c.9764C>T NSP4 (T4921), c.14144C>T (NSP12 P323L) mutasyonlar1 saptandi. En
yaygin tespit edilen varyantlar c.1841A>G (S), ¢.425G>A (S), ¢.9764C>T (ORF1ab),
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c.14144C > T (ORFlab), c.1-25C>T(5’UTR), c.1-3A>T (N), c.1963C>T (S),
¢.2037T>G (S), ¢.2042C>A (S) ve ¢.2386G>T (S) idi. Ek olarak, hastalarin her birinde
yalnizca bir kez saptanan 13 tane Spike, bir tane M, 66 N mutasyonu vardi. Toplamda
146 missense, 78 synonym alel elde edildi. Varyantlarin ¢ogu Surface Glikoprotein ve
ORF1lab’de tespit edildi (Sekil 4).
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Sekil 4: Genom degisikliklerinin goriilen bolgelere gore dagilimi

Hastalardan izole edilen Orneklerde tespit edilen mutasyonlar ile bu
mutasyonlarin tiim diinyada ayni sekansta goriilme sikliklar1 Pearson korelasyon testi
ile karsilagtirildiginda, bu degiskenler arasinda yiliksek derecede pozitif bir iliski
bulunmustur (r(163)=0.81, p<0.001) (GISAID/ map) [169].

BA.1, BA.2 ve BA.5 varyantlar1 arasinda hastalarin bagvuru semptomlari,

klinik bulgular ve laboratuvar degerleri agisindan anlamli bir farklilik saptanmada.

BA.1 varyant1 saptanan hastalarda (dort hasta) Spike A67V (p<0,001), Spike
G446S (p<0,001), Spike H69del (p=0,012), Spikeins214EPE (p<0,001), Spike L2121
(p<0,001), Spike L981F (p<0,001), Spike N2Ildel (p<0,001), Spike N856K
(p<0,001), Spike R346K (p=0,029), Spike S371L (p<0,001), Spike T547K (p<0,001),
Spike T95I (p<0,001), Spike V143del (p<0,001), Spike V70del (p=0,012), Spike
Y 144del (p=0,001) ve Spike Y145del (p<0,001), M D3G (p=0,001), NSP3 A1892T
(p<0,001), NSP3 K38R (p<0,001), NSP3 L1266I (p<0,001), NSP3 S1265del
(p<0,001), NSP6 1189V (p<0,001), NSP6 L105del (p<0,001) mutasyonlarnin daha
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fazla oldugu goriildii. Goriilme bolgelerine gore mutasyon sikliklart Heat-Map grafisi

ile Sekil 5’te gosterilmistir [ 169].
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Sekil 5: Mutasyonlarin goriilme yerleri dagilimina gére Heat-map grafigi

Calismada en sik saptanan BA.2 varyanti (12 hasta) ile diger varyantlar
arasinda mutasyon degisiklikleri incelendiginde baz1 mutasyonlarin BA.2 varyantinda
daha sik oldugu goriildii. Spike A27S (p=0,046),D405N (p=0,006),E484 A (p=0,046),
L24del (p=0,046), P25del (p=0,046), P26del (p=0,046), Q493R (p<0,001), R408S
(p=0,006), S371F (p=0,006), S477N (p=0,046), T19I( p=0,046), T376A (p=0,006),
V213G (p=0,046), NSP4 L264F (p=0,006), NSP4 L438F (p<0,001), NSP4 T3271
(p=0,046), NSP6 F108del (p=0,006), NSP13 R392C (p=0,006), NSP15 T112I
(p=0,006), N S413R (p=0,006), NS3 T2231I (p=0,046), NSP1 S135R (p=0,006), NSP3
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G489S (p=0,006), NSP3 T241 (p=0,006) mutasyonlart BA.2 varyanti suslarinda daha

stk gozlemlendi.

BA.5 varyanti saptanan olgularda Spike F486V (p<0,001), Spike L452R
(p=0,001), M D3N (p<0,001), NSP13 A389V (p=0,029), NSP14 M315I (p=0,029),
NSP16 T1401I (p=0,029) mutasyonlart daha sik saptandi. B1 calismada Tiirkiye’den

alinan 6rneklerde ilk kez bulunan bazi missense mutasyonlar da belirlendi [169].

Calismada sirasiyla BA.1, BA.2, Delta ve BA.5 varyanti saptanan olgularda o
varyanta Ozgii olarak goriilen veya nadir olarak sadece o varyantta saptanan

mutasyonlar ele alinmistir.

Omicron varyantinin BA.1 alt varyant1 saptanan dort hasta incelendiginde bir
hastada gortilen Spike A263T ve diger iki hastada goriilen Spike R346K mutasyonlari
haricinde dort hastadan izole edilen genomda tamamen ayn1 degisiklikler gzlemlendi.
Dort hastanin ikisinde agir klinik seyir ile beraber dort haftanin {izerinde PCR
pozitifligi rapor edilmis olup (33 ve 45 giin), iki olgu da mortal seyretti. Bu hastalar
ileri yasta olup (73 ve 76 yas) ikisinin de lenfoma tanist mevcuttu. Olgulardan biri ayn
zamanda AIDS ile takipli iken iki doz Sinovac ile asilanma GSykiisii mevcuttur. Diger
olgu ise ii¢ doz Sinovac ile asiliyd: ve diger olgulardan farkli olarak Spike R346K

mutasyonu saptandi.

Omicron varyantinin BA.1 alt varyanti goriilen ve hafif klinik seyirli olan diger
olgular sirastyla 30 ve 78 yaslarindaydi. Ik olgunun bilinen ek kronik rahatsizlig
mevcut olmayip, ayaktan takip edildi. iki doz Sinovac-CoronaVac ve ii¢ doz Pfizer-
BioNTech BNT162b2 ile asili olan yiiksek antikor diizeyine sahip (30024pg/ml) bu
hastada nadir goriilen (Spike dizisine sahip tiim numunelerin %0,01°1) daha 6nce
Tirkiye’den bildirimi yapilmayan Spike A263T mutasyonu saptandi. Diger hastanin
ise DM, KAH ve kronik bobrek yetmezligi tanilar1 mevcut olup kisa stireli (bes giin)
servis kosullarinda takibinin sonrasinda taburcu edildi. Hastanin iki doz Sinovac-
CoronaVac ve iki doz Pfizer-BioNTech BNT162b2 ile asilanma dykiisii mevcuttur. Tki
hastada da ates, Oksiiriik, bogaz agrisi, tat kayb1 ve miyalji gibi iist solunum yolu

bulgulart mevcut olup belirgin akciger tutulumu gézlemlenmedi.
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Calismada 12 hastada Omicron BA.2 subvaryant1 saptandi. Bunlardan ikisi

hafif, altis1 orta, dordii ise agir klinik seyir gdsterdi.

Agir klinik gdsteren hastalarin ikisi mortal seyretti. Bu iki olgudan birinde,
diger hastalardan farkli olarak varyant spesifik mutasyonlar disinda nadir goriilen
(Spike dizisine sahip tliim numunelerin %0,07’si) ve Tirkiye’de bir kez bildirimi
yapilan Spike R21T mutasyonu bildirilmistir. Dort Sinovac-Coronovac asilamasi
sonrast COVID-19 olan bu hastada, daha az siklikta goriilen NS3 H78Y(NS3 dizisine
sahip tiim numunelerin %1,8’1), NS3 W131C (NSP3 dizisine sahip tim numunelerin

%0,54’1i) mutasyonlar1 da saptanmustir.

Mortal seyreden diger olguda da diger hastalardan farkli olarak Tiirkiye’den iki
kez bildirimi yapilmis olan ve nadir goriilen (Spike dizisine sahip tim numunelerin
%0,21°’1) Spike L452M mutasyonu saptanmistir [169]. Bu olguda Spike proteini
disinda da diger olgulardan farkli olarak NS3 DI155Y(NS3 dizisine sahip tiim
numunelerin %0.74’s1), NSP3 A1215T (NSP3 dizisine sahip tiim numunelerin %0,03,
Tiirkiye’den bir olgu Ankara’dan), NSP3 A1803V (NSP3 dizisine sahip tiim
numunelerin %0,01°1, Tirkiye’ den Ankara’dan bir olgu), NSP3 L1244F( (NSP3
dizisine sahip tiim numunelerin %0,13°1li), NSP4 A472V (NSP4 dizisine sahip tiim
numunelerin %0,02°si, Ankara’dan yedi bildirim), NSP13 G54C (NSP13 dizisine
sahip tim numunelerin %0,01’1, Tirkiye’de Ankara’dan bir olgu) mutasyonlar
saptand1 [169]. Hasta ii¢ Sinovac-Coronovac ve bir kez Pfizer-BioNTech BNT162b2
ile asiliydi.

Omicron BA.2 subvaryanti ve agir klinik seyir gosteren diger iki hastaya
bakildiginda hastalardan biri mesane kanseri tanili 73 yas, erkek, iki kez Sinovac-
Coronovac ve iki kez Pfizer-BioNTech BNT162b2 asilamas1 sonrasi (antikor diizeyi
26580 pg/ml) COVID-19 olan ve uzun siire yogun bakim kosullarinda takip edilen (22
giin) bir hastadir. Ek bir mutasyon saptanmamistir. Diger agir klinik seyir ise 80
yasinda, kadin, dort doz Sinovac-Coronovac ile asili (antikor diizeyi 4750 pg/ml) non-
invaziv mekanik ventilasyon ihtiyaci1 gelisen hastada gézlemlendi. Hastada, NSP1
H110Y (NSPI dizisine sahip tiim numunelerin %0,33’ii) mutasyonu diger olgulardan

farkli olarak saptandi.
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Omicron BA.2 saptanan orta siddetli klinik seyir gosteren {i¢ hastada, dort
haftanin tizerinde devam eden PCR pozitifligi saptanmistir (134, 93 ve 29 giin).
Doksan {i¢ giin PCR pozitifligi saptanan ve lenfoma tanisi olan, inaktif as1 ile en son
bir sene Oncesinde asilanmis 70 yas erkek hastada diger hastalarda goriilen
mutasyonlara ek olarak Spike A222V, T3231 ve NS7a A106T degisiklikleri
goriilmistiir. Spike T3231 ve NS7a A106T mutasyonlar1 Tiirkiye’den daha 6ncesinde
bir kez bildirilmis olup ender goriilen mutasyonlardir. Yine ayni hastada saptanan
NSP2 F156L tiim diinyada toplamda 697 kez saptanmis olup (NSP2 dizisine sahip tim
numunelerin <%0,001) Tiirkiye’den ilk kez bildirilmistir [169].

134 giin uzamis PCR pozitifligi saptanan 75 yas, erkek, lenfoma tanili hastada
dort doz Sinovac-Coronavac as1 dykiisii mevcut olup, M D3G ve NSP4 T1141 (8337
kez (tim NSP4 sekanslarmin %0,06’s1, Tiirkiye’de bir kez Istanbul’dan bildirim)

mutasyonlar1 saptandi [169].

29 giin pozitiflik saptanan, asisiz, 97 yas kadin hastada sekiz nadir mutasyon
saptandi. NS3 L94F (10267 kez, NS3 sekanslarmin %0,07’si, Tiirkiye’den Istanbul ve
Ankara’da), NSP1 V60I (5356 kez, NSP1 seckanslarinin %0.04’1, Tirkiye’de
Ankara’dan iki olgu bildirimi), NSP2 I100T (2913 kez, NSP2 sekanslarinin %0.02’si,
Ankara’dan bir olgu bildirimi) NSP3 G1691S (1364 kez, NSP3 sekanslarinin %0.01°1,
Ankara’dan altt olgu) NSP3 V1388l (1255 kez, NSP3 sekanslarinin 9%0.01°1,
Ankara’dan iki olgu bildirimi) NSP4 M331 (NSP4 sekanslarinin %0.07’s1), NSP4
T1141 (8337 kez, (NSP4 sekanslarinin %0.06’s1, Istanbul’dan bir olgu), NSP13 S259L
(21195 kez (NSP13 sekanslariin 9%0.14°i, Tirkiye’de Ankara ve Antalya’dan
bildirim), NSP14 V40I, diinya genelinde toplamda 435 kez bildirilmis olup (NSP14
dizisine sahip tim numunelerin <%0,001°1) Tiirkiye’den ve komsu iilkelerden heniiz

bildirim yapilmamaistir [169].

Orta dereceli klinik gosteren hastalardan biri 89 yas erkek hasta olup dort
Sinovac- CoronaVac asilamasi sonrasit enfeksiyon klinigi gelismistir. Sadece bu
hastada bildirilen NSP2 L18I mutasyonu tiim diinyada toplamda 395 kez saptanmis
olup NSP2 dizisine sahip tiim numunelerin <%0,001) toplamda 48 iilkeden bildirim
yapilmigtir.  Tiirkiye’den ise olgumuz disinda daha Oncesinde bildirim

bulunmamaktadir [169].
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Yine Omicron BA.2 subvaryantt, orta seyirli klinik gosteren, 85 yasinda, erkek,
prostat kanseri tanil iki doz Sinovac-CoronaVac ve iki doz Pfizer-BioNTech asis1 olan,
as1 sonrasi yiiksek antikor titresine sahip (12757 Au/ml) olan diger hastada, ayirici
olarak NSP2 P129L (tiim diinyada 133607 kez (NSP2 dizisine sahip tiim orneklerin
%0,91°1)), NSP2 V599I (tiim diinyada 1163 kez Tiirkiye’de ilk kez saptanan ve tiim
diinyada NSP2 dizisine sahip tiim numunelerin %0,01’inde goriilen) ve NSP5 K90R

(NSP5 dizisine sahip tiim 6rneklerin %1,36°s1) mutasyonlar1 saptanmastir [169].

Omicron BA.2 subvaryanti izole edilen ve orta siddetli klinik bulgular gésteren
altinci hasta ise 75 yasinda erkek, DM tanili, ii¢ doz Sinovac-CoronaVac ve bir doz
Pfizer- BioNTech BNT162b2 ile asili yaygin akciger tutulumu olan (evre 4) servis
kosullarinda alt1 giin takibi sonrasinda taburcu edilen bir olgudur. Calismada sadece
bu olguda Spike proteininde T6781 mutasyonu saptanmistir. Diinya genelinde 10436
kez (Spike dizisine sahip tiim 6rneklerin %0,07’si) izole edilen mutasyon Tiirkiye’de

Ankara ve Denizli’den bildirilmistir [ 169].

Hafif seyirli klinik gosteren Omicron BA.1.4 varyanti olan iki hasta da iki doz
Sinovac- CoronaVac ve iki doz Pfizer-BioNTech ile asilanmigtir. Bu hastalardan
birinde varyant spesifik mutasyonlar disinda ek bir mutasyon saptanmamustir. Diger
hasta ise hafif klinik bulgular tagimasina ragmen semptomlar1 ates yiiksekligi, miyalji
semptomlar iki haftanin lizerinde devam etmistir. Bu hastada NS6 L29F ve NSP3
A1179V mutasyonlar1 diger hastalardan farkli olarak goriilmiis olup, iki mutasyon da

daha oncesinde Tiirkiye’den bir kez bildirilmistir [169].

3D structural visualization of the spike glycoprotein with aa changes identified in the query sequences shown as colored balls

Reseptdr Binding Domein alt perspektiften
goérunuim

-ACE-2 reseptor baglanma bolgesi
-T19R(20), T95I E156G
D178Y D950N

Sekil 6: Delta varyantinin Spike Protein 3D goriiniimii ve aa degisiklikleri
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Calismada bir olgu Delta B.1.617.2 varyant1 saptanmistir (Sekil 6). Hasta 54
yasinda, lenfoma tanisi ile takip edilen, ARDS benzeri akciger tutulumu olan, 30
giinlin lizerinde yogun bakim kosullarinda takip edilen ve 64 giin PCR pozitifligi
sonrasinda mortal seyreden bir olgudur. Hastada Spike D178Y, NS3 V202L, NSP3
L689F, NSP6 A79V, NSP6 Q208R, NSP6 Y85H, NSP10 T491 ve NSP15 A80V olmak
lizere toplamda 8 nadir goriilen mutasyon saptanmistir. NSP3 L689F, NSP6 A79V,
NSP6 Q208R, NSP6 Y85H, NSP10 T491 ve NSP15 A80V Tiirkiye’de ilk olarak
Denizli’de saptanan mutasyonlardir. NSP6 Y85H tiim diinyada 200 kez (27 iilkede,
NSP6 dizisine sahip tiim numunelerin <%0,001) bildirilirken, Tiirkiye’de daha

oncesinde sadece bir kez Denizli’den bildirilmistir [ 169].

Omicron BA.5 subvaryant1 saptanan dort hastanin ikisi hafif, ikisi agir klinik
seyir gosterdi. Agir klinik seyir gosteren hastalarin ikisi de romatizmal hastalik

nedeniyle immunsupresif tedavi almaktaydi. BA.5.6 alt grubu hastalardan izole edildi.

Hastalardan ilki 28 yasinda, Sistemik Lupus Eritamozise bagli kronik bobrek
yetmezligi nedeniyle hemodiyaliz destegi alan, daha 6nce COVID-19’a kars1 herhangi
bir agilanma Oykiisii olmayan ve yaygin akciger tutulumu olan bir hasta iken digeri ise
67 yasinda kadin, li¢ doz Sinovac-CoronaVac ve 2 doz Pfizer-BioNTech BNT162b2
ile asili, agir klinik seyir sonrasi mortal seyreden olgudur. iki hastada da ayni
mutasyonlar saptanmisti. NSP13 A389V, (NSP13 dizisine sahip tiim orneklerin
9%0,33°1), NSP14 M3151 (NSP14 dizisine sahip tim numunelerin %0,13°{i), NSP16
T140I (NSP16 dizisine sahip tiim numunelerin %0,50’si) hastalarda nadir saptanan

mutasyonlardir.

Omicron BA.5 subvaryanti saptanan diger iki hasta da hafif klinik seyir
gosterdi. Hastalardan ilki 32 yas erkek cinsiyette, iki doz Sinovac-CoronaVac ve iki
doz Pfizer-BioNTech BNT162b2 ile asili ve ayaktan takip edilen hastadir. Ek
komorbiditesi olmayan hastanin ates yliksekligi, miyalji ve oksiiriik semptomlar1 bir
haftay1 asan siirede devam etti. N E136D (535550 kez, N dizili tiim 6rneklerin
%3,64°1i, Tiirkiye’den Ankara, Istanbul’dan bildirim), NSP2 Q376K (548303 kez,
NSP2 dizisine sahip tiim Orneklerin %3,73’il, Tiirkiye’den Ankara, Adana,
Istanbul’dan bildirim), NSP6 L260F (534517 kez, NSP6 dizisine sahip tiim rneklerin
%3,64’1i, Tiirkiye’den Ankara, Adana, Istanbul’dan bildirim), NSP13 M2331 (510505

49



kez, NSP13 dizisine sahip tiim orneklerin %3,47°si) sadece bu hastadan izole

edilmistir [169].

Omicron BA.5 subvaryanti saptanan diger hasta ise 50 yasinda erkek, renal
transplanyon sonrasi takip edilen ii¢c doz Pfizer-BioNTech BNT162b2 ile asili olan
olguydu. Hastadan NSP12 P94S 3115 kez (NSP12 dizisine sahip tiim numunelerin
%0,02’s1, Ankara’da {i¢ kez), NSP13 T127N (396333 kez (NSP13 dizisine sahip tiim
numunelerin %2,70’i Tiirkiye’den Ankara, Adana, Istanbul’dan bildirim) mutasyonlar

hastadan izole edildi [169].

Sekil 7: Calismadaki orneklerin soylara gore filogenetik analiz grafigi
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Sekil 8: Calismadaki izolatlarin filogenetik agag yapisi
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Sekil 9: izlenen 15 olgudan elde edilen SARS-CoV-2 Spike proteinlerinin GISAID web
sitesi ilizerinden arastirmaci tarafindan olusturulmus 3D goriiniimii

52



4. TARTISMA

Literatiirdeki calismalar incelendiginde SARS-CoV-2’nin farkli varyantlarinin
klinik ile iliskisinin incelendigi 493 (Pubmed) ¢alisma bulunmustur. Bu ¢alismada
toplamda 21 hasta incelenmistir. Tiirkiye’de SARS-CoV-2 varyant analizi ve klinik

iligkisinin degerlendirildigi ¢aligma bulunmamaktadir.

Varyantlarin izole edikleri donem ile iligkisine bakildiginda, biiyiik oranda o
donemin baskin varyantlarimin elde edildigi goriilmiistiir [170]. Subat- Mart 2022
tarthinde Diinya genelinde, baskin varyant olan Delta’nin yerini, BA.1 ve BA.2
alirken, calismamizda da bu donemde alinan 6rneklerde bir hastadan Delta varyanti,
ic hastadan BA.1, ii¢c hastadan BA.2 varyantlari1 izole edilmistir. Nisan- Haziran 2022
tarihleri arasinda ise diinya genelinde baskin varyant BA.2 haline gelirken, Haziran-
Temmuz 2022 tarihlerinde BA.5 varyanti goriilmeye baslanmistir [171]. Bu ¢aligmada
da Nisan-Haziran 2022 tarihinde alinan 6rneklerin biiylik ¢ogunlugunda BA.2 izole
edilirken (10 hastanin 9’unda BA.2 ve bir hasta BA.1) Haziran ay1 sonu ve Temmuz
basinda alan iki 6rnekte BA.5 saptanmistir. Ekim 2022 de ise diinya genelinde
%77,1’lik bir oran ile BA.5 ve alt varyantlari dominant varyant olup, %1.4 XBB
goriilmeye basglanmustir [172]. Ekim 2022°de alinan iki olgumuzun SARS-CoV-2
ornegi Omicron BA.5 varyanti olarak tespit edilmistir. Bu caligmada farkli donemlerde

alinan ornekler biiyilik oranda o donemin baskin varyantini temsil etmektedir.

SARS-CoV-2’nin genetik analizi, hastalik siddetini olumsuz etkileme olasiligina
ilisgkin potansiyel degisiklikleri zamaninda belirlemek icin se¢ilmis Orneklerde
yapilmalidir [135]. Bu dogrultuda ¢alismamiza dahil edilen hastalarin %85°1 hastanede
yatirilarak izlenen hastalar olup, biiyiik cogunlugunu 65 yas tizeri (ort yas: 65,3 yil) ve
erkek hastalar (n=13 %61,9) olusturmaktaydi. Bu ¢alismayla benzer sekilde diger
literatiir calismalarinda da ozellikle 65 yas iistii olmanin ve erkek cinsiyet olmanin

COVID-19 hastaligi i¢in risk faktorii oldugu gosterilmistir [173, 174].

Bu c¢alismada saptanan en sik varyant Omicron varyantiydi. Omicron
varyantina karakterize semptomlar ates yliksekligi, oksiiriik, bogaz agris1 ve ses

kisiklig1 gibi daha ¢ok iist solunum yolu sistemine sinirlidir [175, 176]. Calismamizda
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literatiirle benzer sekilde en sik goriilen semptomlar ates yiiksekligi ve oksiiriik olup,
ileri evre olgularda nefes darlig1 goriilmiistiir. Omicron varyantinda, Delta ve diger ilk
varyantlara gore koku kayb1 goriilme sikligininda azalma oldugu ve yaklasik hastalarin
%11.7’inde goriildiigii caligmalarda gosterilmistir [177]. Bu ¢alismada da Omicron

vakalarmin %10’unun azinda koku almada kayip gézlemlenmistir.

Solunum sistemi sonrast en sik gastrointestinal sistem bulgular1 (%33)
gozlemlenmistir. COVID-19 enfeksiyonunda gastrointestinal bulgularin goriilme
orani %3 ile %61 arasinda degismekle birlikte, yapilan bir arastirmada ¢alismamizla
yakin oranlarda Omicron varyanti hastalarin %22.3’linde abdominal semptomlarin

oldugu belirtilmistir [179].

Bu ¢alismada Omicron BA.1, BA.2 ve BA.5 alt varyantlar1 arasinda bagvuru
semptomlari, klinik ve laboratuvar verileri agisindan anlamli farklilik bulunmamistir.
Literatiirde diger klinik ¢alismalarda da Omicron alt varyantlar1 arasinda hastaligin
ciddiyeti ile iligkili direk bir atfetme yapilamamaktadir [180] Delta varyantinda agir
hastalik gelisimi, hastane bagvurularinda artis, semptomatik hastalik gelisimi ve yogun
bakim ihtiyaci gelisiminin Omicron alt varyantlarina gore daha yiiksek oldugu
bilinmektedir [181]. Bu ¢aligmadaki Delta olgusu agir hastalik tablosu, yaygin akciger
tutulumu, uzun siire yogun bakimda yatis (30 giin), uzun siiren PCR pozitifligi (64
giin) sonrast mortal seyretmistir. Omicron varyanti, Delta’ya kiyasla daha az siddetli
klinikle iligkilendirilse de varyant bulastiriciligin artmasi, bagisiklik yanitindan
kagarak tekrarlayan enfeksiyonlara neden olma, yiiksek sayida hastane basvurulari
sonucunda saglik sisteminde aksamalar ve uzun siireli bakim veren tesislerde ciddi
hastalik vakalarinin ve Oliimlerin meydana gelmesi nedeniyle varyantlarin
epidemiyolojik dinamiklerini izlemeyi amaglayan siirveyans calismalari devam

etmelidir [182].

Calismada Omicron alt varyantlari izole edilen 20 hastanin 5’1 mortalite ile
sonuglanmis olup tekrarlayan enfeksiyonlar, uzamis PCR pozitifligi, as1 ile
bagisiklamaya ragmen Ozellikle immunsupresif hastalarda goriilen agir enfeksiyon

klinigi nedenleri ile bu hastalara genomik sekanslama yapilmistir.

Hastalarin ek komorbidite durumlar incelendiginde %85 inin (n=18) en az bir

kronik hastaliinin oldugu goriilmiistir. En sik saptanan ek hastalik ise
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hipertansiyondur (%47,6 n=10). Hipertansiyonu olan hastalar ile diger hastalar
karsilastirildiginda varyant analizi ve klinik bulgular agisindan anlamli bir farklilik

saptanmamuistir.

Calismada hafif ve agir hastalar arasinda ek hastaliklarin goriilme oranlarina
bakildiginda, obezitenin agir hasta grubunda anlamli olarak daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Onceki meta-analiz ve sistematik incelemelerde, obezitenin yogun bakim
tinitesi ihtiyaci ve COVID-19’da invaziv mekanik ventilasyon gereksinimi i¢in dnemli
bir risk faktorii oldugu ortaya konulmustur [183]. Bu nedenle hastalarin antropometrik
ve metabolit parametrelerinin dl¢iimleri COVID-19 risk degerlendirme kriterlerine
dahil edilmeli ve olumsuz klinik sonu¢lardan kaginmak i¢in bu hastalar yakin gézlem

altinda tutulmalidir.

Calismaya dahil edilen hastalarin 14’{inde (%66,6) malignite, DM, HIV, KBY,
SLE gibi nedenlerden otiirli dogal ve kazanilmis immunyetmezlik durumu mevcuttu.
Bu hastalarda istatistiksel agidan anlaml sekilde daha fazla hastaneye yatis ve daha
agir hastalik tablosu gozlemlendi. Onceki calismalarda da Omicron varyantinda
immunsupresyon kliniginin daha yiiksek oranlarda hospitalizasyon ve agir hastalik ile

iligkili oldugu gosterilmistir [184, 185].

COVID-19 da immiinsupresyonun viriisiin mutasyon gecirmesindeki rolii
hakkinda bilgi edinmek, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerin enfeksiyonu nasil ele
aldigmi anlamak acisindan 6nemlidir. Bir¢ok g¢alismada multi-mutasyonel SARS-
CoV-2 varyantlarinin persistant COVID-19 vakalarmin seyri sirasinda ortaya
cikabilecegi, kismi bagisiklik kontrolii ortaminda meydana gelebilecek ¢ok asamali
evrimsel sigramalarin goriilebilecegi belirtilmistir [186, 187, 188]. Calismada bu
hastalarin genetik degisiklikler i¢in rezerv olabilecegi diisiiniilerek immunsuprese

hastalarin dahil edilmesine dncelik verilmistir.

Calismada tam doz asil1 (dort doz ve {izeri) ve asilanma sonrasi antikor yaniti
olusan hastalarda daha ¢ok hafif klinik seyir ve PCR pozitifligi siiresinde kisalma
gbzlemlenmistir. Bu ¢alismayla benzer sekilde, Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada
COVID-19’a kars1 Pfizer-BioNTech asis1 olan 1.610 saglik ¢alisani bireylerin PCR
pozitifligi siiresinin kontrol grubuna goére daha kisa oldugu, asilanmis bireylerin

semptomlar1 daha hafif seyrettigi ve hastaneye yatirilma oranlarinin daha diisiik
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oldugu gosterilmistir [189]. Yine baska bir ¢alismada da asilanma ile asemptomatik
enfeksiyonun, bulastiriciligin  azaldigt ve NAAT pozitiflik siiresinin  kisaldigi
gosterilmistir [190]. COVID-19 ile miicadelede asilar ve antikor terapileri ile oldukca
basarili ilerleme kaydedilmistir. Ancak varyantlarin asi kaynakli bagisikliktan kagma
yeteneklerini gdzlemlemek icin, asilama sonrasinda goriilen asemptomatik ve
semptomatik enfeksiyonlarda noétralize edici antikor titrelerinin izlenmesi ve viral

RNA sekanslama ¢alismalar gereklidir [191].

Calismamizdakine benzer seklide COVID-19’ da hastaligin ciddiyeti ile iliskili
biyokimyasal belirteclerden biri olan CRP degerinin, agir klinik seyirli olgularda
keskin sekilde arttig1, hastalikla ilgili komplikasyonlarin gelisimi, erken miidahele ve
tedavinin etklinligi acisindan takipte kullanabilecegi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur
[192, 193]. Yine takip edilen agir klinik seyirli hastalarda, hastalik baglangicinda AST
degerlerinin hafif klinik seyirli hastalara gére anlamli olarak daha yiliksek oldugu
gbzlemlenmistir. Daha Onceki ¢aligmalarda COVID-19 hastalarinda hepatoseliiler
hasar ve agir klinik seyir gostergesi olarak AST’nin 6n planda oldugu laboratuvar
degisiklikleri benzer sekilde ele alinmistir [194]. Karaciger hasari, COVID-19
enfeksiyonunun tanimlanmig Onemli extra-pulmoner tutulumlarindan biridir. Bu
hastalar ciddi hastalik gelisimi, yakindan izlem ve yogun bakimda takip kararlari i¢in

g6z onilinde bulundurulmalidir [185].

Calismada agir klinik seyirli hastalarda Hgb degeri hafif-orta klinik seyirli
hastalara gore onceki ¢alismalara benzer sekilde daha diisiik saptanmistir. Agir hastalik
gelisimi agisindan risk faktorii olarak goriilen anemi, dokulara oksijen transportunun
bozulmasina ve hipoksi gelisimine neden olarak hastalifin progresyonunu
kolaylastirmaktadir [195]. Yine bu calismada hastaligin baslangicinda BUN ve
kreatinin yliksekligi saptanan hastalarda istatistiksel agidan anlamli olarak daha agir
klinik seyir gozlemlenmistir. Kritik COVID-19 hasta gruplarinda sitokin firtinasi dahil
olmak {izere multi-sistem inflamasyon sonucu BUN yeniden emilimini ve BUN/Cr
orani artabilmektedir. Bu nedenle bu oranin COVID-19 hastaliginin ciddiyetini ve
sagkalimmi degerlendirmede Onemli bir parametre oldugu c¢alismamizla benzer
sekilde diger calismalarda da goézlemlenmistir [196]. CRP, AST, Hgb, BUN ve
kreatinin tetkiklerinin maliyet etkin ve uygulamalarmin kolay olmasi nedeniyle

COVID-19’un ciddiyetini tahmin etmede kullanilmasi 6nerilir.
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Calismada uzamig PCR pozitifligi (dort haftanin iizerinde) saptanan hastalar
diger hastalarla karsilastirildiginda, bu grupta daha fazla malign hastalik ve lenfoma
Oykiisli oldugu, PCR siiresi uzun siire pozitif kalan hastalarin daha ¢ok orta- agir hasta
grubunda yer aldigi goriilmiistii. Malign hastaliklarin tedavisinde kullanilan
kemoterapotik  ajanlar, kortikosteroidler ~ ve hastaligin olusturdugu
immiindisregiilasyon COVID-19 hastalifina kars1 bagisiklik yanitin1 bozarak uzun
siire viral sacilima neden olabilmektedir [197, 198]. Uzun siiren bulastiricilik riski ve
bagisiklik yanitindan kacan mutasyonlar {iretebilen suslarin baskin hale gelmesi s6z
konusu oldugu icin bu hastalarin enfeksiyon kontrol dnlemlerine ve izolasyon
stirelerine uyulmasi konusuna 6nem verilmelidir. Bu ¢alismayla benzer sekilde uzun
stireli sagilimin ciddi hastalik gostergesi oldugu ve prognozu etkileyebilecegi ile

iligkili yaymlar mevcuttur [199].

Calismada dort doz ve tizeri agilama Oykiisii olan hastalar (n=14 %66) ile diger
hastalar arasinda mutasyon karsilagtirilmasi yapildiginda as1 olan hastalardaki suslarda
Spike Q493R mutasyonu anlamli olarak daha fazla elde edilmistir (p=0,043). Spike
Q493 mutasyonu, ACE-2 reseptdriine baglanma afinitesini artirmaktadir. Daha dnce
Italya’dan bildirilen bir olgu sunumunda bu mutasyonun Bamlanivimab ve
Etesevimab monoklonal antikor tedavisine direngle iliskili olabilecegi bildirilmistir
[200]. Psddoviral noétralizasyon testlerinde de Spike Q493R, bamlanivimab
duyarliligmi altt kat, etesevimab duyarliligini 232 kat ve her iki ilacin
kombinasyonunu 100 kat azalttig1 gosterilmistir [201]. Antikor tedavilerine direng ile
birlikte calismamizdaki veriler, as1 ile olugan bagisiklik yanitinin da bu varyant viriisiin
kontroliinde yetersiz kalabilecegini diisiindiirtmektedir. Bu nedenle asili bireylerdeki

breakthrough enfeksiyonlarun surveyansi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Calismada en sik goriilen mutasyonlara bakildiginda tiim hastalarda Spike
D614G, Spike G142D, NSP4 T492I, NSP12 P323L mutasyonlar1 saptanmustir.
GISAID 2023 verilerine gore Spike D614G ile NSP12 P232L mutasyonlari, diinya
genelinde de ¢alismamizla korele sekilde sirasiyla %99.2 ile %97.2’sinde goriilme
yiizdesi ile en prevalan mutasyonlardir. 2022 yilinda mutasyonlarin siklik analizi ile
ilgili yapilan global bir ¢calismada Asya, Afrika ve Amerika kitalarinda ve totalde en
sik saptanan Spike mutasyonu D614G olarak saptanmistir [202].
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D614G mutasyonunun evrimsel trendi Subat 2020’de baslamis olup viriisiin
ACE-2 baglanmasini artirmaktadir. Bununla birlikte D614G’nin ciddi hastalik ile
iliskilendiren bir etkisinin olmamasi, onu kiiresel olarak en yaygin Spike proteini
mutasyonu yapmaktadir. Yine Tiirkiye’de yapilan SARS-CoV-2 genom ¢alismasinda
da en sik saptanan Spike mutasyonu D614G olarak saptanmistir [203].

Tiim olgularda gordiigiimiiz diger Spike mutasyonu G142D ise Spike proteini
N-Terminal Domein bdélgesinin konformasyonuna neden olarak antikor baglayici
bolgede degisiklige neden olur ve nétralize edici antikorlarin baglanmasini zayiflatir
[181]. Artmis bulagtiricilik, as1 ile olusan bagisiklik yanitindan kagma ve breakthrough
enfeksiyonla iliskilendirilen bu etki, Spike T951 mutasyonunun varlig ile
siddetlenmektedir. Calismamizda bu verilerle uyumlu olarak iki mutasyonun birlikte
goriildiigii bes hastadan {igiinde, dort haftanin tizerinde devam eden PCR pozitifligi
(33 giin, 64 giin ve 45 giin) saptanmuis, diger iki hastada da dort doz ve lizeri asilamaya
ragmen (iki doz Sinovac-CoronaVac ve iki doz Pfizer-BioNTech BNT162b2, iki doz
Sinovac-CoronaVac ve li¢ doz Pfizer-BioNTech BNT162b2) COVID-19 ile hastalik

gelisimi gozlemlenmistir.

Calismada hafif, orta ve agir klinikteki tiim hastalardan izole edilen diger bir
mutasyon NSP4 T492I’dir. Bu mutasyonun artan goriilme siklig1 iizerine yapilan
calismalarda, pozitif seleksiyonunu ve artmis adaptasyonunu, monositik makrofajlarda
viral RNA iligkili kemokin iiretimini baskilayarak bagisiklik yanitindan kagmasinin
olusturdugu gbézlemlenmistir [204]. Mutasyonun tiim hastalarda goriilmesi, hastaligin

ciddiyetinden ziyade bulastiricilik {izerine etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismada Omicron BA.1 subvaryanti saptanan olgulardan ikisinin mortal
seyretmesi, diger iki olgunun ise son {i¢ ay i¢cinde dort doz as1 semasini tamamlamasi
ile birlikte enfeksiyon kliniginin gozlemlenmesi nedeniyle genetik sekanslama
yapilmistir. Hastalarin tlimiinde saptanan ve diger BA.1 dis1 Omicron varyantlarinda
gorilmeyen mutasyonlara bakildiginda Spike A67V, del211 ve ins214EPE
mutasyonlar1 Spike proteininde yapisal bir degisiklige neden olmaktadir [205]. A67V,
H69-V70 delesyonu ile ¢alisan ve antijenik bolgeyi degistirerek viral enfektiviteyi
etkileyen bir mutasyondur [206, 207]. Ayrica ins214EPE, Y145D ile birlikte
antikorlara kars1 direngte yedi kat artis ile iligkilidir. A67V mutasyonu da iyilesme ve

58



asilama sonrasi olugan serum nétralizasyonda azalma ile iligkilendirilmistir [208]. Bu
calismada varyantlarda goriilen bu {ic mutasyon, hastalardaki viral infektivitede artis

ve bagisiklik yanitina direng ile iligkilendirilmistir.

Calismada Omicron BA.1 subvaryantinda mortal seyreden hastalarda Spike
proteinin N-terminal bolgesinde yer alan G446S ve Spike N440K mutasyonlar1 ortak
olarak saptanmistir. Bu iki mutasyonla ilgili yapilan c¢alismalarda antijen
isleme/sunumunu olumlu olarak etkileyerek, T hiicrelerinin antiviral aktivitesini
giiclendirdigi ve viriisiin T hiicreleri tarafindan taninmasini sagladigi gosterilmistir
[209]. Ancak mortal seyir gosteren bu hastalarin AIDS ve lenfoma tanilar1 nedeniyle
varyantlara karst olusan T hiicre sayisinin ve aktivitesinin etkilenmis olabilecegi, bu
nedenle mutasyonlarin bu etkisinden farkli olarak agir hastalik seyri gosterdikleri

distiniilmistiir.

Omicron BA.l1 varyanti1 izole edilen toplam dort hastada nadir goriilen
mutasyonlar ele alinmistir. Bes doz asili (iki doz Sinonav-Coronavac +ii¢ doz Pfizer-
BioNTech BNT162b2) olan ve hafif klinik seyir gosteren ve ii¢ doz asili (iki doz
Sinonav-Coronavac + bir doz Pfizer-BioNTech BNT162b2) olan mortal seyreden iki
hastada Spike R346K mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyonun bagisiklik yanitindan
kacist ile ilgili olarak, 2022 de Japonya’ da Pfizer- BioNTech BNT162b2 asisinin
ikinci dozu sonrasi bireylerden alinan serumlar ile klinik calisma yiiriitilmiistir.
Calisma sonucunda bizim olgularimizla benzer sekilde Spike R346K mutasyonunun,
as1 bagisiklik yanitindan kagisi indiikleyebilecegi belirtilmistir [210]. Notralizasyon
antikorlarinin baglandigi, reseptor baglanma alanindaki mutasyonlar kadar N-terminal
alandaki mutasyonlar da as1 yanitindan kagista dikkate deger bir rol oynamaktadir. Bu
nedenle asili bireylerde goriilen enfeksiyonlarda kapsamli genomik siirveyans ve
fenotipik tarama, klinik 6neme sahip varyantlar1 zamaninda karakterize etmek ve

tanimlamak i¢in kritik dneme sahiptir.

Omicron BA.1 varyanti izole edilen hafif klinik seyirli bir hastada goriilen
diger bir nadir mutasyon Spike A263T’dir. Nadir goriilen (tim diinyada 1163 kez,
Spike dizisine sahip tiim numunelerin %0,01°1) bu mutasyonun daha 6nce Tiirkiye’den
ve Tirkiye’ye komsu iilkelerden bildirimi yapilmamistir [169]. Mutasyonun klinik

etkileri ile ilgili literatiirde calisma bulunmamaktadir. Calismada saptanan tek olgunun
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klinik 6zellikleri incelendiginde komorbiditesi olmayan, hafif klinik seyir ile ayaktan
takip edilen 30 yas kadin hastadir. iki doz Sinovac-CoronaVac ve ii¢ doz Pfizer-
BioNTech BNT162b2 ile bir ay oncesinde asilanma Oykiisii mevcut olup yiiksek
antikor diizeyine sahip (30024 Au/ml)’tir. Olgunun tek vaka olmasi, geng olmasi ve
komorbiditesinin olmamast ve Spike A263T mutasyonunun nadir goriilmesi
nedeniyle, klinik etkisinin infektivite ve bulastiriciliktan ¢ok, antikor yanitindan kagis

ile iliskili olabilecegini diislindiirmiistiir.

Calismada Omicron BA.2 subvaryant1 hastalar1 arasinda gegirilmis COVID-19
ve dort doz Sinovac-Coronovac asilamasi sonrasi yaygin akciger tutulumu ve
gastrointestinel bulgularla agir klinik seyir gosteren ve mortal seyreden hastada nadir
olarak goriilen Spike R21T mutasyonu saptanmistir. Baska bir ¢alisma, B.1.617.1°¢
(Kappa varyanti) eslik eden Spike R21T mutasyonunun, ¢alismamiza benzer sekilde
virlisiin insan ve bagirsak hiicrelerine gegisini artirdigini ve monoklonal antikor
Bamlanivimab’a direngli oldugunu gostermistir [211]. Spike R21T nin N-Terminal
Domein’de yer alan diger mutasyonlar gibi antikor ndtralizasyonunda azalmaya neden
olabilecegi diisiiniilmelidir. Ayn1 hastada saptanan diger bir nadir mutasyon NS3 H78Y
mutasyonu olup klinik etkisi ile ilgili ¢aligma bulunmamaktadir. Hasta 66 yas kadin
hasta olup ek olarak bilinen KBY, HT ve obezite tanilar1 mevcuttur. Gegirilmis
COVID-19 ve son li¢ ayda tamamlanmis dort doz asilanma Oykiisii, yaygin akciger
tutulumu ve mortal seyretmesi nedeniyle diger hastalardan farklilagmistir. Yakin
zamanda asilanmis hastada, SARS-CoV-2’nin Spike proteinindeki degisikliklerin agir

klinik seyirle iliskili oldugu diisiintilm{isttir.

Calismada Omicron BA.2 subvaryanti hastalari arasinda mortal seyreden diger
olguda ise farkli olarak Spike L.452M mutasyonu saptanmistir. Hasta bilinen DM ve
KAH disinda komorbiditesi olmayan hiperinflamatuar (IL-6:1355 Au/ml) klinik seyir
sonrasi, IL-1 blokorii (Anakinra) tedavisine yanit vermeyen bir olgudur. Spike L452M
mutasyonunun ACE-2-RBD baglanma afinitesini gelistirdigi, Spike glikoprotein
temelli asilarin  SARS-CoV-2’ye kars1 etkinligini olumsuz etkileyebilecek bir
mutasyon oldugu calismalarda belirtilmistir [212]. L452M mutantlarinin  hem
bagisiklik yanitindan kagis1t hem de giiclendirilmis viriis-hiicre baglanmasi, SARS-
CoV-2’nin bulasiciliginin ve/veya patojenitesinin artmasina yol agabilmektedir [213].

Mutasyonun RBD-ACE-2 arasinda artan etkilesimi ve virlislin asir1 ekspresyonunun
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olguda goriilen asir1 immiin yanit, hiperinflamasyon ve agir klinik seyir ile iliskili

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Hastaya spesifik diger mutasyonlara bakildiginda ORF3a’da tespit edilen
D155Y mutasyonu saptanmisti. ORF3a, NLRP3 inflamatuarint ve NFkB yolunu
aktive etme, fibrinojen sekresyonunun up regiilasyonu, IFN-Tip 1 uyariminin down
regiilasyonu ve ER stresini ve proapoptotik aktiviteyi indiikleme dahil olmak {izere
cok islevli rollere sahiptir [214, 215]. ORF3a’y1 tespit edebilen SARS-CoV ile enfekte
hastalardan izole edilen antiserumlar, bu viral proteinin olduk¢a immiinojenik oldugu
gostermistir [216]. Hastamizda goriilen yiiksek AST, ALT, fibrinojen, ferritin, CRP ve

prokalsitonin degerleri bu immiin sistem asir1 uyarimini géstermektedir.

Hastamizda agir klinik tabloya neden olabilecek diger mutasyonlara
bakildiginda NSP3’iin mutasyonlarin replikaz poliproteininin islenmesi gorevini
yiiriiterek replikasyonu etkiledigi, NSP4 mutasyonlarmin proinflamatuar mtDNA
salinimini indiikledigi, bunun da daha sonra proinflamatuar IL-1B ekspresyonunu ve
cevredeki hiicrelerde hiicre 6liimiinii indiikledigi, mitokondriyal hasara neden oldugu,
NSP13 helikaz aktivitesi ile replikasyonu diizenledigi bilinmektedir [217, 218, 219].
Proinflamatuar yanitin indiiklenmesi ve IL-1B asir1 ekspresyonunun IL-1 blokdr

tedavisine direncle iligkili olabilecegi diisiintilmiistir.

Calismada Omicron BA.2 varyanti hastalar1 arasinda diger agir klinik seyir ise
80 yasinda, kadin, DM ve HT tanili, dort ay 6nce dordiincii doz Sinovac-Coronovac
asisin1 tamamlamis, (antikor diizeyi 4750 Au/ml) non-invaziv mekanik ventilasyon
ithtiyact gelisen hastada gozlemlendi. Hastada, NSP1 HI110Y mutasyonu diger
hastalardan farkli olarak saptandi. NSP1 C-terminali, konak¢i ribozomun 40S alt
birimine baglanarak kompleks olusturur ve konakta mRNA’nin ribozomal giris
tiineline baglanmasini 6nler [220]. NSP1 HI110Y konak mRNA translasyonunu bloke
ederek konakg¢i gen ifadesini inhibe eder ve bu yolla bagisiklik sisteminden kagma
etkisine sahiptir [221]. Calismamizda mutasyon tespit edilen hastanin asilanma
duruma goz Oniinde bulunduruldugunda, NSP1’in konak mRNA translasyonu
tizerindeki 6nemli roliine gore, bu proteine karsi as1 ve ilag tasarimi gelistirmek,

COVID-19’un kontrolii i¢in umut verici olabilir.
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Omicron BA.2 varyanti saptanan hafif dereceli akciger tutulumu ile orta
siddetli klinik seyir gosteren, 93 giin PCR pozitifligi saptanan, lenfoma tanili, inaktif
as1 ile en son bir sene oncesinde asilanmis 70 yas erkek hastada diger hastalarda
goriilen mutasyonlara ek olarak Spike A222V, T3231 ve NS7a A106T degisiklikleri
goriilmistiir. Hastanin ii¢ doz Sinovac-Coronavac asilamasi, son dozu bir yil
oncesinde olmak lizere tamamlanmistir. Hastada saptanan Spike A222V mutasyonu,
RBD agik bolgesini artirarak, ACE-2 baglanmasinmi hafif¢ce artirmaktadir ve viriisiin
konakgi hiicrelere baglanmasini gili¢lendirir. Ancak serum antikorunun nétralizasyon
kapasitesini diisiirmeye neden olmamaktadir, bu da asi1 etkinligini etkilemedigini
disiindiirmektedir [222]. N-glikozilasyon bolgesini ortadan kaldiran RBD mutasyonu
Spike T3231, virlisiin enfektivitesinde azalma, plazma nétralizasyonundan yiiksek
kapasitede etkilenme sonucu viriilansin azalmasi ile iligkilidir [223]. Olguda lenfoma
tanisi, ileri yas, immiinsupresyon klinigi, inaktif asilarla eksik doz asilanma Oykiisii
olmakla birlikte hafif-orta dereceli klinik seyir, sinirli akciger tutulumu ve uzamis PCR
pozitifligi goriilmiistiir. Bu durum Spike protein mutasyonlarinin neden oldugu
azalmis infektivite, bagisiklik yanitindan kacis ve artmis konakgi-virilis baglanmasi ile
iligkilendirilmistir.

Hastada saptanan tiim diinyada toplamda 697 kez bildirilen olduk¢a nadir
(NSP2 dizisine sahip tiim numunelerin <%0,001) bir mutasyon olan NS7a A106T
mutasyonu ve Tiirkiye’den ilk kez bildirilen NSP2 F156L mutasyonu ile ilgili klinik
calisma bulunmamaktadir [169]. Bu mutasyonlarin diger mutasyonlarla birlikte
hastanin ileri yas ve eksik agilanma dykiisiine ragmen daha hafif seyirli klinigi ve uzun

stiren viral sa¢ilim1 sonucuna etki edebilecegini diisiindiirmiistir.

Calismada Omicron BA.2 varyanti izole edilen ve 134 giin uzamis PCR
pozitifligi saptanan, orta dereceli klinik seyir gosteren 75 yas, erkek, lenfoma tanili
hasta, iki ay oOncesinde dordiincli doz Sinovac-Coronavac asisini tamamlamistir.
Hastada M D3G ve NSP4 T114I (8337 kez, Tim NSP4 sekanslarinin %0.06’st1,
Tiirkiye’de bir kez Istanbul’dan bildirim) mutasyonlar1 saptanmistir [169]. M
glikoproteini, konak¢ida dogal bagisiklik yanitin negatif diizenleyicisi olup, viral RNA
tarafindan indiiklenen antiviral yanitin baskilanmasina neden olur [224]. NSP4 ise
SARS-CoV2’nin en biiyiik transmembran non-structral proteini ve Spike proteininden

sonra ikinci en biiyiik transmembran proteinidir ve viral replikasyona katilir [225].
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NSP4 T114] mutasyonunu toplamda c¢alismada iki hastada goriilmiis olup diger
hastanin da benzer sekilde uzamis PCR pozitifliginin goriilmesi (29 giin) nedeniyle
mutasyon sonucu viral replikasyonda artig/viral klerenste azalis olabilecegi

distinilmiistiir.

29 giin pozitiflik saptanan, asisiz, 97 yas bu kadin hastada NSP4 T114I disinda
7 nadir mutasyon saptanmistir. NS3 L94F, NSP1 V601, NSP2 I100T, NSP3 G1691S,
NSP3 V1388, NSP4 M33I, NSP4 TI114I, NSP13 S259L, NSP14 V40I
mutasyonlarinin klinik rolleri hakkinda veri bulunmamaktadir. NSP2 prohibitin 1 ve
prohibitin 2 adli iki konake¢1 proteine baglanarak hiicre migrasyonu, hiicre dongiisii
ilerlemesi, apoptoz, hiicresel farklilasma ve mitokondriyal biyogenezi yonetir. NSP3
papain benzeri bir proteazdir ve konak protein sentezini baskilayabilmektedir [226].
NSP3, replikasyon transkripsiyon kompleksinin temel bir bilesenidir. Diger
kofaktorlerle birlikte NSP3 ve NSP4, viral membranin yeniden diizenlenmesini saglar
viriis replikasyonu i¢in gereklidir. NSP13 helikaz ve NTPaz aktivitesi ile replikasyonu
diizenler. NSP14’1in ekzoniikleotik aktivitesi mevcuttur ve bu eksoniikleolitik aktivite,
diger RNA viriislerinde olmayan bir 06zellik olan Koronaviriis replikasyonun
proofreading aktivitesi i¢cin ¢ok Onemlidir [227]. NSP2, NSP3, NSP4, NSP13 VE
NSP14’1in viriisiin enfeksiyonu sirasinda replikasyonu ve ¢cogalmasi i¢in gerekli olup
bu proteinlerde goriilen genomik degisiklikler, viriisiin viral yiikiinii, replikasyon
hizin1 ve nihayetinde hastaligin siddetini etkileyebilmektedir. Bazi mutasyonlar,
viriisiin daha bulasici olmasina veya daha az bulasici hale gelmesine, ayrica bazi

mutasyonlar da agilarin etkililigini azaltabilmektedir [228].

Calismadaki bu olgu diger olgulara gore daha fazla NSP mutasyonlar1 igermesi
acisindan 6nemlidir. Hastanin asisiz olmasinin bu durum {izerinde etkisi olabilecegi
diistiniilmiistiir. Viriisiin agilanmamis kisilerde daha fazla replikasyona ugramasi
nedeniyle bu hastalarda mutasyonlarin olugsma olasilig1 artmaktadir. Delta ve Omicron
varyantlarinin ilk saptandigi asisiz ve immunsupresif hastalarda oldugu gibi, bu
kisilerde viriisiin daha hizli mutasyona ugradig1 ve yeni varyantlarin ortaya ¢ikma
olasiligimin daha yiiksek oldugu ile ilgili caligmalar mevcuttur [229]. Olgumuzun
klinik bulgular ile izole edilen ¢ok sayida NSP mutasyonlar1 arasinda direk bir iliski
kurulamamakla birlikte, bu hastalarda yapilan genom sekanslama analizlerine daha

fazla ihtiya¢ vardir.
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Calismada Omicron BA.2 varyanti izole edilen hafif-orta dereceli klinik seyir
gosteren ikisi de son iki ay icerisinde asilanmis iki hastadan biri 89 yas erkek hasta
olup dort doz Sinovac- CoronaVac ile diger ise 85 yas erkek iki doz Sinovac-
CoronaVac ve iki doz Pfizer-BioNTech ile asilidir. Klinik bulgular1 benzer olan bu iki
hastadan ortak izole edilen mutasyonlara bakildiginda Spike proteininde goriilen
A27S, K417N, N440K, Q493R, T191, G142D mutasyonlarinin ortak olarak RBD
etkiledigi ve antikorun nétralizasyon aktivitesini azalttifin1 gosteren caligmalar
mevcuttur [230]. Diger ortak goriilen Spike D405N mutasyonunun Spike-Integrin
baglantisint Onleyerek, daha hafif klinik seyir goriilmesine neden oldugu
diisiiniilmektedir [231]. iki ay oncesinde 4. doz asilamasimi tamamlayan, ileri yas
hastalarda ortaya ¢ikan hafif- orta klinik seyir ag¢isindan bu mutasyonlarin goriilmesi
aydinlatict olmaktadir. Sadece ilk hastada bildirilen NSP2 L18I mutasyonu nadir
goriilen bir mutasyon olup (tiim diinyada toplamda 395 kez saptanmis olup NSP2
dizisine sahip tiim numunelerin <%0,001) Tiirkiye’de ilk kez bu caligmada
saptanmigstir [169]. Diger hastada goriilen NSP2 P129L, NSP5 K90R, NSP2 V5991
mutasyonlar1 da nadir goriilmekte olup NSP2 V5991 Tiirkiye’de ilk kez bu ¢aligmada
saptanmugtir [169].

Klinik rolleri ile ilgili ¢alisma olmamakla birlikte NSP2 proteinin konakgi-
viriis etkilesimlerini etkileyebilecegi, viral biiyiime ve RNA sentezinde rol aldig
bilinmektedir [232]. Klinik éneminin yani sira SARS-CoV-2"nin NSP proteinindeki
bu missense mutasyonlar, SARS-CoV-2’nin heterojenitesini etkileyebilmektedir.
Viriisiin zaman igindeki patojenik dinamiklerinin yani sira viriilansinin anlagilmasinda
ve cografi dagilimi ile ilgili bilgi vermede nadir goriilen bu mutasyonlarin

arastirilmasinin 6nemi biytiktiir.

Omicron BA.2 subvaryanti izole edilen ve orta siddetli klinik bulgular gésteren
altinci hasta ise 75 yasinda erkek, DM tanili, i¢ doz Sinovac-CoronaVac ve bir doz
Pfizer- BioNTech BNT162b2 ile iki ay oncesinde agilanmis yaygin akciger tutulumu
olan (evre 4) servis kosullarinda alt1 giin takibi sonrasinda taburcu edilen bir olgudur.
Olguda izole edilen Spike T6781 mutasyonunun klinik sonuglari ile ilgili ¢aligma
bulunmamaktadir, ancak diger Spike proteinlerine benzer sekilde insan hiicrelerine
daha kolay baglanma, asilarin etkinliginde azalma, bulastiriciligin artmasi gibi

virlilans faktorlerine katkida bulunabilecegi diisiiniilmiistii. Mutasyonun daha
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onceden Tiirkiye’den ilk olarak Denizli’den bildirilmesi de bolgesel epidemiyolojik
ozellikler hakkinda bilgi saglamaktadir. Bu tiir mutasyonlarin izlenmesi, enfeksiyon

kontrolii ve asilama stratejilerinin belirlenmesi agisindan oldukca dnemlidir.

Calismada Omicron BA.2 subvaryanti izole edilen ve hafif klinik seyir
gosteren diger hasta ise 26 yasinda, iki doz Sinovac-CoronaVac ve iki doz Pfizer-
BioNTech ile li¢ ay dncesinde asilanmis ve yiiksek antikor titresine (104769 Au/ml)
sahip bir olgudur. Hafif klinik bulgular tasimasina ragmen ates yiiksekligi, miyalji
semptomlari iki haftanin {izerinde devam etmistir. Olguda goriilen toplam 11 mutasyon
ile ilgili yapilan bir ¢alismada Spike G339D, S373P, S375F, K417N, N440K, S477N,
T478K, E484A, Q493R, Q498R, N501Y bagisiklik yanitindan kaginma ve potansiyel
bulastiriciligin artisinda 6nemli dl¢iide katkida bulundugu gosterilmistir [233]. Daha
once Tiirkiye’den bir kez bildirilen, nadir gorilen NSP3 A1179V, NS6 L29F

mutasyonlari da ikinci kez bu olguda saptanmustir [169].

Calismada bir olguda Delta (B.1.617.2) varyant1 saptanmistir. Hastamiz 54
yasinda olup, lenfoma tanilt ARDS benzeri akciger tutulumu olan, iki doz Sinovac-
CoronaVac ile bir yil 6ncesinde asilanmis ve 64 giin PCR pozitifligi sonrasinda mortal
seyreden olgudur. Olgumuzla benzer sekilde Delta varyantinin Omicron varyantina
gore, Ozellikle agilama semasin1 tamamlamamis bireylerde daha agir klinik seyir
gosterdigi ve daha fazla hastaneye yatis ile iligkilendirildigi bir¢cok calismada
gosterilmistir [234, 235].

Delta varyantinda mutasyonlarin klinik etkisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada,
Spike protein NTD spesifik E156G/del157-158 ve L452R kombinasyonunu tasiyan
psodotipli viriisler, artan enfektivite, asi1 ile ortaya ¢ikan poliklonal antikorlara direng
ve artmis hiicreden hiicreye fiizyon gostermistir [236]. Bu ¢aligmada da sadece bu
olguda gordiigiimiiz E156G/del157-158 ve L452R kombinasyonunun sinerjik sekilde,
hastanin immunsupresyon klinigi ve eksik asilanma durumu ile agir klinik durumuna
neden olabilecegi diisliniilmiistiir. Yine sadece bu olgumuzda gordiigiimiiz Spike
T19R, P681R VE D950N mutasyonlarinin ACE-2 reseptdr baglanimi artirarak,
bulastiriciligi ve infektiviteyi artirdigi baska bir ¢calismada gosterilmistir [237].

Spike P681R degisikliginin, S1/S2 boliinmesini artirarak Delta varyant

replikasyonunu arttirmada anahtar bir mutasyon oldugu da gosterilmistir [238].
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Hastada saptanan ve nadir goriilen Spike D178Y mutasyonlari ile diger non-structral
protein mutasyonlar1 ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir. Bu mutasyonlarin,
digerleri ile birlikte hastanin agir klinik seyiri ve uzamis PCR pozitifligi (64 giin) ile

iliskili olabilecegi diistiniilm{istir.

Omicron BA.5 varyanti icin karakteristik olan Spike F486V, Spike L452R,
Spike H69del mutasyonlar1 bu ¢alismada da benzer sekilde BA.5 varyanti suglarda
saptanmustir [239]. Onceki ¢alismalarda, bu mutasyonlarin ACE-2 reseptdr afinitesini
artirarak bulastiriciligr artirdigr ve BA.S varyantinin bagisiklik yanitindan kagmasina

katkida bulundugu teorize edilmistir [240].

Calismada Omicron BA.5 subvaryanti saptanan agir klinik seyir gosteren,
ARDS benzeri akciger tutulumu olan 28 yasinda hastada COVID-19 enfeksiyonu
sirasinda hiperinflamasyon klinigi gorilmustiir (IL-6: 125 Au/ml). Sistemik Lupus
Eritamozise bagli kronik bobrek yetmezligi nedeniyle hemodiyaliz destegi alan asisiz
kadin hastada, NSP13 A389V, NSP14 M315I, NSP16 T140I mutasyonlar1 diger
hastalardan  farkli olarak saptanmistir. Mutasyonlarla ilgili klinik  veri
bulunmamaktadir. Ancak NSP13, NSP14, NSP15 proteinlerinin SARS-CoV’nin erken
enfeksiyon doneminde en giiglii viral interferon antagonistleri oldugu ile ilgili
calismalar mevcuttur [241]. Mutasyonlarin IFN {iretimini erken donemde etkili bir
sekilde baskiladigr ve sonrasinda gecikmis interferon sinyal {iretiminin, abartili
inflamatuar yanita ve ciddi akciger immiinopatolojisine katkida bulundugu
gosterilmistir [242]. Hastamizda KBY, SLE gibi komorbiditelerin bulunmasi ve asisiz
olmasinin yani sira bu varyant nedeniyle de hiperinflamasyon klinigi ve ARDS benzeri

akciger tutulumu gelistigi diistiniilm{stir.

Calismada Omicron BA.5 subvaryanti saptanan diger hafif klinik seyirli iki
hastanin da son alti ay iginde asilanma Oykiileri mevcut olup (iki doz Sinovac-
CoronaVac ve iki doz Pfizer- BioNTech BNT162b2, diger hasta ii¢ doz Pfizer-
BioNTech BNT162b2) N E136D, NSP2 Q376K, NSP6 L260F, NSP13 M2331
mutasyonlart ilk hastada, NSP12 P94 ve NSP13 T127N mutasyonlar: ikinci hastada
saptanmistir. N E136D mutasyonu, 2022 Temmuz- Agustos doneminde Almanya’dan
bir¢cok Avrupa lilkesine yayilan ve uzun siiren {ist solunum yolu semptomlar1 nedeniyle

"Weird Summer Cold" veya mutasyonun ilk harflerinin kisaltmasi olarak "Bad Ned"
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olarak da bilinen BA.5 alt varyantina aittir [243]. Temmuz 2022’de takip ettigimiz
olgumuz da Almanya’dan Tiirkiye’ye seyahat eden kisilerle temas Oykiisii olmasi1 ve
benzer sekilde iki haftaya yakin devam eden inatci iist solunum yolu semptomlari

olmas1 nedeniyle dikkat ¢ekmistir.

Olgumuzla benzer sekilde BA.5 varyantinin antikor yanitindan kagma ve
noétralizasyona direng gosterdigi, BA.1 ve BA.2 e gore daha agir ve uzun seyreden tist
solunum yolu bulgular ile seyrettigi gosterilmistir [244, 245]. Uluslararasi seyahat ve
hareketlilik viriisiin yayilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Yabanci lilkeden gelen
kisiler, farkli virlis tiirlerini tasiyarak yerel popiilasyonlar i¢in yeni bir enfeksiyon
kaynag1 olabilmektedir. Olgumuz bunlarin yaninda mutasyonun Tiirkiye’den ilk

bildirilen olgulardan biri olmasi nedeniyle de 6nem tagimaktadir [169].

NSP13 TI27N, olgumuzda da oldugu iizere BA.5.2’ye spesifik bir
mutasyondur, onun disinda diger NSP mutasyonlar1 ve klinik disa vurumlar ile ilgili
bilimsel ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak bu nadir mutasyonlarin goriilmesi genetik
siirveyansin ve epidemiyolojideki farkliliklarin anlasilmasi agisindan olduk¢a 6nem

arzetmektedir.
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5. SONUC

COVID-19 pandemisi ii¢lincii yilinda halen devam etmekte olup, bu siirecte yeni
viral varyantlarin ortaya ¢ikmasi Oncekiler gibi kac¢inilmazdir. SARS-CoV-2’nin
evrimini ve yayillimini izlemek ve takip etmek i¢in en 6nemli yontem olan genomik
sekanslama viriisiin bulastiriciligl, hastalikla iligkili semptomlar1 ve COVID-19
astlarinin etkililigini saptama islevlerinin yani sira bolgesel epidemiyolojik farkliliklar

ve farkli hastalik vakalarinin kaynaklarini belirlemede de oldukca énemlidir.

Calisma sonucu tespit edilen protein degisiklikleri ve bu degisikliklerin olas1
bagisiklik yanitindan kagma ve konak¢t mRNA etkileri goz onilinde bulundurularak,
bu proteinlere kars1 as1 ve ilag tasarimi gelistirmek, COVID-19’un kontrolii i¢cin umut
verici olabilir. Analiz sonunda viriisiin farkli varyantlari izlenmis olup genomik
degisiklikler takip edilerek, epidemiyolojik veriler elde edilmistir. Analiz, bir
poplilasyondaki virlis varyasyonlarinin tam bir resmini sunarak epidemiyolojik
modellerin gelistirilmesine yardimci olabilir. Ayrica, viriisiin kaynak iilkesi veya
bolgesi, bulagma yollar1 ve enfeksiyon paternleri gibi dnemli bilgileri de saglayabilir.
Tam genom analizleri agir klinik seyir, hiperinflamasyon, artmig gastrointestinal
semptomlar, uzamis PCR pozitifligi gibi farkli klinik antitelerin mutasyonlarla olasi
iligkisi anlamaya yardimci olmaktadir. Bu bilgi, COVID-19 hastalarinin tedavisinde

kullanilabilecek potansiyel terapdtik yaklasimlar: tanimlamak i¢in 6nemlidir.

Omicron varyant1 daha az siddetli klinik bulgularla seyretse de bulastiriciligin
artmasi, tekrarlayan enfeksiyonlara neden olma, artmis hastane bagvurulari sonucunda
saglik sisteminde aksamalar ve uzun siireli bakim veren tesislerde ciddi hastalik
vakalarinin ve oliimlerin meydana gelmesi nedeniyle varyantlarin epidemiyolojik

dinamiklerini izlemeyi amaclayan siirveyans ¢aligmalar1 devam etmelidir.

Tam genomik sekanslama, yiiksek maliyetli ve yiiksek veri hacmine sahip bir
teknik olmakla birlikte yeni varyantlarin etkilesimini anlamada, yeni paradigmalarin
tiretilmesinde, COVID-19’ a kars1 bagisiklamaya ve yiiksek antikor titresine sahip
hastalarda goriilen breakthrough enfeksiyonlarin anlasilmasinda, sonugta pandeminin

kontroliinde iilkelere yeni bir vizyon kazandiracaktir.
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