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1.GIRIS
1. 1. Giris ve Amag

Cin’ in Wuhan sehrinde 2019 Aralik ayinda ilk defa karsilasilan ve kisa bir
siirede salgina neden olan COVID-19, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 11 Mart
2020’ de kiiresel salgin olarak ilan edilmistir. 11 Mart 2020” de ise Ulkemizde ilk

COVID-19 vakasi goriilmiis sonrasinda vaka sayist hizla artmistir.

Koronavirusler pozitif polariteli tek sarmalli RNA virtsleridir ve genellikle Gst
solunum yolu hastaliklarina yol agarlar. Koronoviriisler, kiiresel olarak insanlarda ve
birgok farkli hayvan tiiriinde enfeksiyon yapabilirler. Orthocoronaviridae alt ailesinde
smiflandirilirlar ve alfa, beta, gama, delta olarak dort tipe ayrilir. Alfakoronavirisler
ve betakoronavirlsler siklikla memelileri enfekte ederken, gamakoronavirusler ve
deltakoronavirusler ise kuslar1 enfekte ederler. Koronaviral genom; spike, membran,
envelope ve nikleokapsit protein olmak Ulzere 4 yapisal protein kodlamaktadir. Zarf
baglantili spike proteini, virusun konak hiicrede Anjiyotensin doniistiiriicii enzim-2
(ACE-2) reseptoriine baglanarak hiicreye girisinden sorumludur. ACE-2 reseptorleri
tip 1 ve tip 2 pnomositlerde, ince barsaktaki enterositlerde, endotel hicrelerinde ve
arteryel diiz kas hiicrelerinde bulunmaktadir (Ludwig ve Zarbock 2020).

SARS-CoV-2 ile enfekte hastalar, hafifden siddetliye kadar degisen
semptomlar gosterebilirler ve hastalarin ¢ogunlugu asemptomatik tagiyicidir. Siklikla
bildirilen semptomlar ates, 0ksliriilk ve nefes darligidir. Pndmonili hastalarda, gégiis
rontgeni genellikle ¢coklu beneklenme ve buzlu cam opakligi gosterir. Koronaviriis
enfeksiyonunun ana hedefi akciger olsada, ACE2 reseptorlerinin birgok farkli viicut
bolgesinde bulunmasindan dolay: gastrointestinal, kardiyovaskiiler, karaciger, bobrek,
merkezi sinir sistemi ve okiiler hasara yol acabilir. Ishal, karin agris1 ve kusma gibi
gastrointestinal semptomlar, %2-10 COVID-19 hastalarininda tanimlanmistir (Ciotti
ve ark 2020).

Mikrobiyota, insan vicudunun farkli bolgelerinde bulunan ve organizma ile
simbiyotik bir iligski i¢inde olan bakteri, mantar ve virlis gibi mikroorganizmalara
denir. Insan mikrobiyotasinda bulunan mikroorganizmalarin sayisi, konak hiicre
sayisinin  yaklagitk 10 kati kadardir. TUm bu mikroorganizmalarin genomuna

mikrobiyom denir. Insan mikrobiyotasinin bilylik kism1 en fazla sindirim sisteminde



olmak Uzere, deri, solunum sistemi ve genitolriner sistemde bulunmaktadir. Son
donemde teknolojik gelismelerle birlikte ileri molekiiler teknikler sayesinde bakteri
kiiltiirtine ihtiya¢ kalmadan, mikroorganizma DNA fragmanlarinin tespit edilmesine
dayali yontemler gelistirilerek bu sekilde insan mikrobiyomlar1 daha rahat
tanimlanabilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasinin sindirim sistemi {izerinde metabolik
, koruyucu ve immunolojik etkileri vardir. Sindirim sisteminde; musin yapimi,
sindirim enzimleri, peristaltik hareketler, siki baglantili epitel bariyerinin yani sira
bagirsak mikrobiyotasi da mukozal bagisikligi olusturan sistemin vazgecilmez bir
uyesidir (ACARKAN ve ark 2020).

Mikrobiyotanin konumuna ve bolluguna bagli olarak, viriislerin de
mikrobiyota ile yakin etkilesimleri oldugu bilinmektedir. Cok sayida kanit,
kommensal mikrobiyotanin gesitli mekanizmalar yoluyla virtisleri istila ederek
diizenledigini ve dolayisiyla viral enfeksiyonlarda uyaric1 veya baskilayici rollere

sahip oldugunu gostermektedir (Li ve ark 2019).

Bu c¢alismada COVID-19 hastalarindan rutin mikrobiyolojik inceleme
amaciyla gonderilen diski 6rnekleri ve COVID-19 olmayan saglikli insanlardan alinan
digk1 6rneklerinin mikrobiyota analizleri yapilarak, saglikli popiilasyonlar ile hasta
gruplar1 kiyaslanacaktir. SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda mikrobiyotadaki
degisikliklerin analizi, bu hastaligin etkisinin tiim popiilasyonlarda ve bagisiklig
zayiflamig hastalarda en aza indirilebilmesini saglayacak mikrobiyota bazli tedavilerin

gelistirilmesine katki saglayacaktir.
1.2. COVID-19 Enfeksiyonu
1.2.1. Koronavirusler

Koronavirlsler, insanlarla birlikte bircok canliy1 enfekte edebilen bir viriis
ailesidir. Koronaviris ailesine ait viriisler toplumda yaygindir hatta son yillara kadar
rinovirslerden sonra soguk algimligimin ikinci en sik sebebi olarak bilinmekteydiler.
Viris, insanda disinda kopek, at, sigir, hindi, domuz, kedi, sigan ve fare gibi bircok

farkli hayvan turinu de enfekte edebilmektedir (Memikoglu ve Geng 2020).



‘Koronaviris’ terimi, elektron mikroskobu altinda gézlemlendiginde, viriis
zarindan ¢ikan sivri ¢ikintilarin bir tag sekline benzetilmesi ile Latince ta¢ anlaminda

gelen “corona” kelimesinden tiiretilmistir (Su ve ark 2016).

Koronavirlsler, Uluslararasi Viriis Taksonomi Komitesi (ICTV)’ nin yaptigi
siiflandirmaya gore, Nidovirales takiminda, Coronaviridae ailesi icerisindeki
Orthocoronavirinae alt ailesinde yer almaktadir. Orthocoronavirinae alt ailesi ise
Alfakoronavirus, Betakoronaviris, Gamakoronaviris ve Deltakoronaviris olmak
Uzere dort cinse ayrilmaktadir. Sekil 1.1.” de koronaviruslerin smiflandiriimasi

gosterilmistir (Fung, 2019 ).

Alt

Takim Familya . Cins Alt Cins Tur Alt Tir
Familya
Duvinacoro HCOV-229
Alphacoron navirus
avirus Setracoviru HCoV-
S NL63
HCoV-
Embecoviru HKU1
Coronavirid Orthocoron : Betacorona HCoV-
idovi virus 1 0C43
Nidovirales ae aviridae
Betacorona Merbecovir
virus us MERS-CoV
Deltacoron
? SARS-CoV
avirus Sarbecoviru
Gammacoro S SARS-CoV-
navirus 2

Sekil 1.1. Koronaviriislerin siiflandirilmasi

Yalnizca alfakoronaviriisler ve betakoronaviriislerin insanlar1 enfekte ettigi
bilinmektedir (Pal ve ark 2020). Cizelge 1.1.” de insanda hastalik yapan koronavirtisler

ve yaptigi belirtiler gosterilmistir (Liu ve ark 2020).

Cizelge 1.1. Insanda hastalik yapan koronaviriisler



Virus Cins Kesif yii Belirtiler

HCoV-229E a-koronaviris 1966 Hafif solunum yolu enfeksiyonu
HCoV-NL63 a-koronaviris 2004 Hafif solunum yolu enfeksiyonu
HCoV-0C43 B-koronaviris 1967 Hafif solunum yolu enfeksiyonu
HCoV-HKU1 B-koronaviris 2005 Pndémoni

SARS-CoV B-koronaviris 2003 Ciddi akut solunum sendromu
MERS-CoV B-koronaviris 2012 Ciddi akut solunum sendromu
SARS-CoV-2 B-koronaviris 2019 Ciddi akut solunum sendromu

Coronaviridae ailesine mensup bakteriler zarfli, biiyiik, tek sarmalli RNA
virtsleridir. Genomlar1 25 ila 32 kb arasinda degisir ve 118-136 nm ¢apindaki
virionlari ile bilinen en blyiik RNA virisleridir. Virionlar kiireseldir ve viriis zarfindan

16-21 nm uzanan buyuik spike (S) glikoproteini bulunur (Payne 2017).

Koronavirlslerin genomu ve subgenomlar1 en az alt1 adet ORF icermektedir.
Ik ORF’ ler (ORF1a/b), genomun tiim uzunlugunun neredeyse ucte ikisini kaplar ve
burada 16 tane yapisal olmayan protein kodlanir. Genomun diger Ugte birini olusturan
ORF’ lerden ise yapisal protein kodlanir, bunlar 4 adettir: spike-c¢ikinti (S), envelope-
zarf (E), membran (M) ve niikleokapsit (N) proteinleri. Tiim koronaviriislerde ayni
olmamak (izere bazi1 koronavirislerde bu yapisal proteinlerin ilaveten, o koronavirlse
0zgu 3a/b proteini, 4a/b protein, HE proteini gibi yapisal proteinler ve aksesuar
proteinler kodlanir. Farkli koronaviriislere ait genom dizilimleri analiz edildiginde,
yapisal proteinleri kodlayan bolgelerin genom dizilimleri arasinda %43, yapisal
olmayan proteinleri kodlayan bélgelerin genom dizilimleri arasinda %58 ve tim
genom diizeyinde ise %54 oraninda benzerlik bulunmustur (Memikoglu ve Geng
2020). Koronaviriis genomunda bulunan yapisal proteinler ve yapisal olmayan

proteinler asagida siralanmistir.
Yapisal proteinler

S (Spike) proteini: Yapisal proteinler viral genomun 3’ ucundan kodlanmaktadir.
virionun diginda S glikoproteinleri bulunur ve virionlarin tipik seklinden sorumludur.
S proteini, konak hiicreye ait proteaz enzimiyle Slalt birimi ve S2 alt birimi olmak
uzere iki farkli polipeptide bollndr. S1 alt birimi, reseptor baglanma alaninin biiyiik

cogunlugunu olusturur, S2 alt birimi ise S proteininin sap kismini temsil eder. S1 alt



birimi, reseptor baglanma alanindan (RBD), N-terminal alanindan (NTD) olusur. S1
proteininin temel gorevi virionun konak hiicre reseptoriine baglanmasini saglamaktir.
S1 proteininin konak hiicre reseptoriine baglanmasi, viral membranin konake1 hiicre
membranina flizyonunu tetikler. S proteinin S2 alt birimi, heptad tekrar 1 (HR1),
heptad tekrar 2 (HR2), flizyon peptidi (FP), merkezi sarmal (CH), baglayici alan (CD),
transmembran alani (TM) ve sitoplazmik kuyruk (CT) igerir. S2 alt birimi membran
flizyonundan sorumludur. S proteinleri virion zarina C-terminal transmembran
bolgeleri ile baglanirlar ve M proteinleri ile de iletisim halindedirler. Virionlar spike
proteinlerinin N-terminali vasitasiyla konak hiicreye ait plazma zarindaki spesifik
ylizey reseptorlerine baglanirlar ve SARS-CoV-2 icin bu reseptor ACE2 reseptorudur
(Tanriverdi ve ark 2020).

M (Membran) proteini: Koronavirtis M proteinin viriis olusumu ve salinimda 6nemli
rolii vardir. M glikoproteini U¢ adet transmembran bdlgesi igerir ve golgi aygitinda
glikolize edilirler. Membran proteini bu modifikasyonu sayesinde virionun hiicre igine
fiizyon yetenegi ve proteinin antijenik 6zellikte olma yetenegi kazanir. Nikleokapsit
proteini genomik RNA’ ya baglanir ve bir kompleks olusturur, ardindan membran
proteini de bu kompleks ile ERGIC ad1 verilen endoplazmik retikulum-Golgi aygiti
ara kompartmaninda (ERGIC) biraraya gelerek virionlarin olustusmasi saglanir. M
proteini viriis tarafindan konak hiicrenin duyarlanmasinda 6nem tasir. Interferon beta
(IFN-beta) yolagimnin aktivasyonunu, Toll-like reseptdr bagimli mekanizma ile saglar

(Arabaci ve ark 2020).

E (Zarf) Proteini: E proteini, molekiiler agirlig1 8,4-12 kDa olan 76 ila 109 aminoasit
kalintis1 igeren kiiglik bir integral membran polipeptididir. E proteini, koronaviris
replikasyon dongiisiiniin toplanma, tomurcuklanma, zarf olusumu ve patogenez gibi
cesitli asamalarida 6nemli roller oynar. Ilging bir sekilde, protein, enfekte olmus
hlcrelerin iginde yilksek oranda eksprese edilmesine ragmen, viral zarfa proteinin
sadece kiiciik bir kism1 dahil edilir. Ayrica E proteininin oligomerizasyonu, iyon kanali
olusumuna yol agar. E proteini, diger proteinlerle de etkilesime girerek protein

aktivasyonuna katki saglar (Artika ve ark 2020).

N (NUkleokapsid) Proteini: Koronaviris nlkleokapsidi (N) proteini, sarmal
niikleokapsidin bir bileseni olan 43-46 kDa’ lik yapisal bir fosfoproteindir. N

proteininin ana islevi, genomik RNA’ y1 korumak ve onun canli bir viriona dahil



edilmesi igin viral genomu bir ribonukleoprotein (RNP) partikili halinde
paketlemektir. Virion olusumu sirasinda viral membran proteini (M proteini) ile de
etkilesime girer ve viriis transkripsiyonu ve birlesmesinde 6nemli rol oynar. N proteini
sentezini takiben hizli fosforilasyona ugrar. N proteinlerinin ii¢ farkli ve yiiksek
oranda korunmus alana, yani N terminal alan1 (NTD), baglayici1 bolge (LKR) ve C-
terminal alam1 (CTD) na sahiptir. Ug alanin hepsi de viral RNA ile baglanir. C-
terminali araciligiyla niikleokapsitin temel yapi tasini olusturan bir dimer olusturur. N
proteinini kodlayan gen, koronaviriis molekiiler tespiti i¢in hedef genler arasindadir

(Masters 2006).

HE (Hemaglitinin Esteraz) Proteini: HE proteini zarf tzerinde bulunur. HE geni,
orflb ve S geni arasinda, A soyunun Betacoronaviriislerinin genomunda bulunur ve
kodlanmis HE proteini, viral zarin dordiincii protein bilesenini olusturur. HE, uzun S
protein sivri uglarmin altinda goriinen kiigiik sivri uglar olusturur. HE,
hemaglutinasyon ve asetilesteraz aktivitelerine sahiptir. Sialik asit iceren reseptorlere
virlistin tutunmasii saglar. HE ayrica, konak¢i hiicrelere viral baglanmayi

kolaylastiran S proteini i¢in bir kofaktor olarak islev goriir (Masters 2006).
Yapisal olmayan proteinler

Koronavirlslerin genomunda bulunan 16 adet yapisal olmayan protein (Nsp)
RNA’ nin transkripsiyonu, protein sentez ve modifikasyonu gibi bircok farkli noktada
gorev almaktadir. Bunlar arasinda PL-pro, 3CL-pro, RdRp ve helikaz, enzim aktif
bolgeleri ve fonksiyonel yapilari ile kii¢iik inhibitor molekiillerin geligimi igin 6nemli

hedeflerdir (Arabaci ve ark 2020).

Nspl: Tip 1 interferon sinyalini inhibe eder. Hiicresel mMRNA’ nin degredasyonuna

neden olur ve translasyonu inhibe eder.
Nsp2: Fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir

Nsp3: Koronaviriis genomunun kodladigi en biiyiik proteindir. Papain benzeri proteaz
aktivitesi gosterir ve polipeptitleri keser. Tip I interferon (IFN) Gretimi ve sinyal
inhibisyonu yapar, interl6kin-6 (IL-6) diizeyini artirir(Hartenian ve ark 2020). Diger
viral proteinleri keserek onlarin gorevlerini yerine getirmelerini saglar. Ayrica konakgi

proteinlerini posttranslasyonel modifikasyona ugratarak konagin immiin sistemini



baskilar. Koronavirilis yaslanmig proteinlerin yikimini engelleyerek, konakgidaki

protein dengesini degistirir ve konak¢inin viriisle savagsma kabiliyetini azaltir.

Nsp4: Diger proteinlerle birleserek, enfekte olmus hiicrelerin membraninda vezikiil
olusumuna neden olur. Bu vezikiillerin i¢inde virilisiin yeni kopyalar1 i¢in pargalar

bulunur (Tanriverdi ve ark 2020).

Nsp5: Kimotripsin benzeri proteaz (3CLpro), ana protease (Mpro) aktivitesi gosterir.

Tip | IFN sinyal inhibisyonu yapar ve konak¢1 immiin yanitint baskilar.

Nsp6: Konak¢t membraninda vezikiiller olusturur. Otofagozom biiyiimesini

sinirlandirr.

Nsp7: Nsp8 ile birlikte Nsp12’ nin RNA bagimli RNA polimeraz aktivitesine yardimci

olurlar.

Nsp8: Nsp7 ile birlikte Nsp12’ nin RNA bagimli RNA polimeraz aktivitesine yardimci

olurlar.

Nsp9: Tek zincirli niikleik asit baglayici protein olarak gorev yapar

Nsp10: Nspl4 ve Nspl6 ile birlikte viriisii, konak¢inin immiin yanitindan kagirir.
Nspll: Fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir

Nspl12: RNA bagimli RNA polimeraz aktivitesi vardir.

Nspl3: 3’ -5 RNA helikaz ve 5’ trifosfataz aktivitesi vardir

Nspl4: Hatali dizileri ekzoniikleaz aktivitesi ile keserek hatalar1 diizeltir. N-7-

metiltransferaz aktivitesi vardir
Nsp15: Endoriboniikleaz aktivitesi vardir. Artik viriis RNA’ larini pargalar.

Nspl6: 2’ -O-metiltransferaz aktivitesine sahiptir. Immiin sistemin viriisleri tespit
etmesinde gorevli ve dSRNA helikaz aktivitesine sahip olan melanoma differentiation-
associated protein-5 (MDA-5) reseptoriinden viriisiin kagigini saglar (Hartenian ve ark
2020).

1.2.2. Tarihge

Ilk koronavirisii 1937 de Beaudette ve Hudson tavuklarda solunum yolu

enfeksiyon etkeni olarak tamimladilar (Fabricant 1998). Ilk insan koronaviriisleri;



1960’ da Tyrell ve Bynoe tarafindan, insan embriyonik trakeal doku kiiltiirlerinde
B814 adi verilen bir viriisiin pasajlanarak elde edilmesiyle tanimlandi. Bu viriis
gonilllii  insanlara intranazal yolla wuygulandiginda, soguk alginligi benzeri
semptomlarin ortaya ¢iktigi goriildii (Berry ve ark 2015). Hamre ve Procknow ise
1966’ da soguk alginlig1 semptomlari1 gosteren deneklerden aldiklar1 6rneklerde doku
kalturunde Greyebilen bir virs izole ettiler. Bu virlis daha sonra insan koronavirGsi
229E (HCoV-229E) olarak adlandirildi (Hamre ve Procknow 1966).

Mclntosh ve arkadaglar1 ise 1967’ de insan solunum yollarindan izole edilip
doku kiiltiiriinde iireyebilen, etere duyarli farkli bir viriis grubu elde ettiler ve bu
viriislere doku kiiltiiriinde {trediklerini belirtmek amaciyla "OC (organ culture)
virlisleri” ismini verdiler (Mclntosh, 1967). Bu ajanlarin karakteristik morfolojisini
tamimlayan “Koronaviriis” terimi ise 1968 yilinda kabul edilmistir (Tyrrell ve ark
1968).

Insanlar igin patojen olan ancak hafif klinik semptomlarla ortaya ¢ikan ¢ok
sayida baska koronaviriis tespit edilmistir. Bununla birlikte, DSO’ niin Subat 2003’ de
alarma gegtigi Siddetli Akut Solunum Sendromu (SARS) etkeni olan SARS-CoV, son
20 yilda ortaya ¢ikan en yiiksek derecede patojenik koronaviriistiir. Ik salgin 2002
yilinda Cin’ in Guangdong eyaletindeki bir pazar kaynakli olarak
bildirilmistir. Toplamda, 29 iilkede 916 Gliimle sonuclanmis, 8.422 SARS vakasi
bildirilmistir. SARS i¢in tahmini mortalite orant %11 olarak bildirilmistir. 2004
yilindan itibaren ise bu viriise bagli yeni SARS vakasi bildirilmemistir (Park ve ark
2020). Bu salgindan sonra 2004 yilinda HCoV NL- 63 ve 2005 yi1linda HCoV HKU1

adli koronaviriisler tanimlanmistir (Arabaci ve ark 2020).

Bagka bir koronaviriis, Orta Dogu solunum sendromu (MERS)-CoV, Suudi
Arabistan’ da 2012 yilinda bobrek yetmezligi ve akut pndmonisi olan bir hastanin
solunum oOrneginden izole edilmistir. Orta Dogu Solunum Sendromu (MERS)
koronaviriisii, 2012 yilinda Orta Dogu’ da siddetli solunum yolu hastalig1 salgini
sebebi olmustur. 858 Oliimle sonuglanan 2.494 dogrulanmig vaka bildirilmistir ve
%34.,4 gibi yiiksek 6liim orant MERS’ i diger koronaviriislerden ayirmistir (Park ve
ark 2020).

Aralik 2019’ da Cinli saglik ¢alisanlari, ¢alismalarin1 Cin’ in Hubei Eyaleti,

Wuhan’ daki bir deniz tiriinleri ve hayvancilik pazarindaki insanlarda meydana gelen



atipik pndmonili hasta grubu iizerinde yogunlagtirmistir. Hastalarda en sik olarak ates,
okstiriik ve gdgiiste rahatsizlik ve solunum semptomlar: bildirilmistir. Akciger grafisi
ve bilgisayarli tomogrofi gibi radyolojik tani testleri ile hastalara ilk olarak pnémoni
tanis1 konulmustur. Hastalarin bronkoalveolar lavaj érneklerinin dizilenmesiyle yarasa
SARS viriisii benzeri koronavirtis ile yaklasik %80 dizi homolojisi gosteren degisken
bir betakoronaviriis (betaCoV) tanimlanmistir (Zhu ve ark 2020). 7 Ocak 2020’ de bu
virtsin ilk kez insanlarda tespit edilmis yeni bir koronaviriis (2019 nCoV) oldugu
bildirilmistir. Sonrasinda 2019-nCoV’ un adi COVID-19 olarak degistirilmis ve
diziliminin SARS-CoV’ e yakin benzerliginden Oturi SARS-CoV-2 olarak
isimlendirilmistir. DSO, COVID-19 salgmin1 30 Ocak 2020’ de “uluslararasi boyutta
halk saglig1 acil durumu” seklinde siniflandirmis, salginin bagladigi Cin disinda 113
lUlkede de yeni COVID-19 vakalarinin gériilmesi, viriisiin hizli yayilhimi ve siddeti
sebebiyle 11 Mart 2020" de kiiresel salgin olarak tanimlamistir. TUrkiye’ de ise
COVID-19 ile ilgili ¢alismalar 10 Ocak 2020’ de baslamis ve ilk COVID-19 vakasi 11
Mart’ ta gortilmustiir (Tlrkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi 2020a).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére 03 Ocak 2023 tarihi itibariyle dinya
genelinde toplam 651.918.402 COVID-19 vakasi ve 6.656.601 COVID-19” a bagh
olim bildirilmistir. Ayn1 tarih itibariyle Ulkemizde ise toplam 17.042.722 vaka ve
101.492 COVID-19’ a bagl 6liim bildirilmistir. Sekil 1.2” de DSO’ niin belirledigi
bolgelere gore dogrulanmis vaka sayilar1 gosterilmistir. Sekil 1.3” de ise DSO’ niin
belirledigi bolgelere gore COVID-19 bagli toplam 6liim sayilart gosterilmistir (WHO
2022a)
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1. 2. 3. Patogenez

Koronaviriis enfeksiyonu viriisiin konakg1 hiicreye tutunmasi ve S proteini ile
reseptoriiniin  etkilesimiyle baslar. SARS-CoV-2 reseptor olarak anjiyotensin

dontistiiriicii enzim 2’ yi kullanir. ACE2 reseptorleri insan viicudunda akciger, kalp,
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bagirsak, bobrek, endotel hiicreleri gibi bircok dokuda bulunmaktadir (MAVI ve
INKAYA 2020) .

Koronavirls, reseptor ile baglanmasini takiben, S proteininin konak tip Il
transmembran serin proteaz (TMPRRS2) ile boliinmesi sonucu konakgr hiicreye girer,
ardindan viral ve hiicresel zarlarin fiizyonu gergeklesir. viral genomik RNA viral
polimeraz proteinlerine gevrilmek Uzere sitoplazmaya salinir. Ciplak RNA, ppla ve
pplab isimli 2 poliprotein sentezler. Bu poliproteinler yapisal olmayan proteinleri
kodlar ve ¢ift membranli vezikiilde bir replikasyon transkripsiyon kompleksi (RTC)
olusturur. Replikasyon transkripsiyon kompleksi, yapisal proteinleri ve yardimci
proteinleri kodlayan alt genomik RNA’ lar1 ¢ogaltir. Negatif polariteli genomik RNA
sentezlenir ve bu RNA genomik pozitif polariteli RNA’ y1 olusturmak i¢in kalip gérevi
ustlenirler. Viral RNA ve niikleokapsit proteini sitoplazmada gogaltilir, kopyalanir
veya sentezlenirken, spike, membran ve zarf proteinleri endoplazmik retikulumda
(ER) transkripte edilir ve golgi aygitina iletilir. Tam bir virion olusturmak {izere, Viral
RNA-Nkleokapsit kompleksi, spike, membran ve zarf proteinleri ERGIC bélgesinde
birlestirilir. Bu birlesmeyle birlikte konak¢1 hiicreden ekstraseliiler alana ekzositoz

yoluyla salinirlar (Demirci ve ark 2020).

Viriis girisi sirasinda ACE2’ nin de hiicre i¢ine alinarak pargalanmasi renin-
anjiyotensin sistemini (RAS) aktive ederek, anjiyotensin-2 artisina yol agar. Endotel
hicresinin infeksiyonu ile meydana gelen endotelyozis, apoptozis ve renin-
anjiyotensin sistemi dengesindeki bu degisme; vicutta ki iskemi, 6dem,
hiperkoagiilabilite ve benzeri bircok durumdan sorumludur (MAVI ve INKAYA
2020).

Koronavir(s hastaligina karsi birgok yoldan immiin cevap olusmaktadir. Dogal
bagisiklik yanitinin olusumunda ilk tetikleyici faktor virlise ait protein, lipid ve nukleik
asit yapilarinin toll-benzeri reseptorler (TLR) tarafindan taninmasidir. Replikasyon
stirecinde olusan dSRNA’ nin TLR3, spike proteininin TLR4 ve ssSRNA’ nin TLR7/8
tarafindan taninabilecegi belirtilmistir. Ayrica TLR3 ve TLR4’ in IRF-3 (interferon
regulatory factor 3)’ i indiikleyerek ¢ekirdege yonlendirilmesi ve interferon (IFN)
sentezini baslatmasina sebep olmasi gibi rolleri vardir (MAVI ve INKAYA 2020). Bu
indlklenme antiviral etkili tip | / 111 interferonlarin yanisira, timdr nekroz faktorii alfa
(TNF-0) ve interlokin-1 (IL-1) gibi proinflamatuar sitokinlerin, 1L-6 ve IL-18" in
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uretimini de artirir. Kazanilmis bagisiklik, viriisle enfekte hicreleri yok eden aktif
CD8 sitotoksik T hiicreleri ve virlise 6zgul antijenlere karsi antikor iireten B hiicreleri
yoluyla SARS-CoV-2’ ye karst immiin yanitta 6nemli bir rol oynar (Demirci ve ark
2020).

Koronaviriis enfeksiyonu sirasinda; hastalarda periferik kan toplam lenfosit
sayisi, B lenfosit, CD4 ve CD8 T hiicreleri, ve Naturel Killer (NK) hiicre sayilarinda
azalma goralar. T helper hiicre ve T regiilator hiicre sayis1 da diistiktiir. Ek olarak
hastalig1 daha agir gecirenlerde; daha hafif gegirenlere gore toplam lenfosit, CD4 ve
CD8 T hiicre ve B lenfosit sayilarinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir (MAVI ve
INKAYA 2020).

Viriise bagli meydana gelen doku hasari, granilosit ve makrofajlarin asiri
aktivasyonu ve proenflamatuar sitokinlerin fazla Gretimi, makrofaj aktivasyon
sendromu veya sekonder hemofagositik lenfohistiyositoz olarak adlandirilan sitokin
firtinas1 ile sonuclanir ve doku hasarinin daha da artmasina yol acar. Yapilan
calismalar sitokin firtinas1 goriilen ciddi vakalarin siklikla Akut Solunum Distres
Sendromuna (ARDS) ilerledigini gostermistir. SARS-CoV-2 ile enfekte olmus
hastalarin incelenmesinde; IFN-y, IL-1p, IL-1RA, IL-7, IL-8, IL-10, timor nekroz
faktori-alfa (TNF-a), grandlosit koloni stimile edici faktor (G-CSF), monosit
kemoatraktan peptid (MCP)-1, makrofaj enflamatuar protein (MIP)-1A veMIP-1B’
nin plazmadaki seviyelerinin arttigi bildirilmistir (Tufan ve ark 2020).

1. 2. 4. Covid-19 Klinik Ozellikler

SARS-CoV-2 insandan insana damlacik yoluyla bulagir. Bunun yani sira hasta
kisilerin Oksiirmesi, hapsirmasi yoluyla ortama biraktiklari damlaciklara temas
edilmesi ve mukozalara surilmesiyle de dolayli olarak bulasabilmektedir. Hastalar
asemptomatik olsalar dahi solunum yolu salgilarinda viris bulundugu i¢in bunlar da
bulastiricidir. Temastan sonra hastaligin inkiibasyon siiresi 2 ila 14 giin arasindadir ve
yaklasik 4-5 gin iginde hastalik semptomlart goriillmeye baslar ki bu donemde

bulastiricilik devam etmektedir (Memikoglu ve Geng 2020).

Virusle karsilastiktan 3 ila 7 giin icinde ates ve solunum yolu belirtileri ortaya
cikar. Hastalarda en sik bulunan semptomlar ates, kuru oksiiriik ve yorgunluk iken,

burun tikanikligi, rinore, kas agrisi, yeni ortaya ¢ikmis tat-koku kaybi ve bogaz agrisi
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olabilir. Baz1 hastalarda klinik belirtiler ishal, bas agris1 gibi solunum dis1 belirtiler ile
de baslayabilir. Klinik seyir asemptomatik enfeksiyondan ciddi pnomoni, bobrek
yetmezligi, coklu organ yetmezligi ve hatta 6lime kadar degisken bir spektrumdadir.
Yasli ve ek hastaligi olan kisilerde hastaligin seyri daha kétiidir. Gebelerde COVID-
19 enfeksiyonunu seyri ayni yastaki kisilerle benzer bulunmustur. Cocuklarda
COVID-19 semptomlar1 daha hafiftir (Sevim ve Agacfidan 2020).

Klinik siniflandirma, hafif, orta, siddetli ve kritik olarak yapilir:
* Hafif olgu: semptomlar 1limlidir, goriintiilemede bulgu saptanmaz.

* Orta olgu: ates ve solunum yolu enfeksiyonu semptomlari goriiliir ve goriintiilemede

pnémoni bulgusu bulunabilir.

* Siddetli olgu: solunum sayis1 >30/dakika. veya oksijen satiirasyonu <%93 veya PaO2
/Fi02 <300 mmHg veya akciger goriintiilemelerinde lezyonlar 24-48 saat icinde yuzde
50’ den fazla ilerler.

» Kritik olgu: sok tablosu, mekanik ventilasyon gerektirecek kadar ciddi solunum
yetmezligi, yogun bakim takibi gerektiren diger organ yetmezlikleri bulunabilir.
(Liang 2020).

1. 2. 5. Laboratuvar Bulgulan

COVID-19 hastalarinda bakilan rutin testler tam kan sayimi, protrombin
zamani (PT), aktif parsiyel tromboplastin zaman1 (aPTT) ve D-dimer gibi testler ve
eritrosit sedimentasyon hizi, C reaktif protein (CRP), ferritin, prokalsitonin gibi
inflamasyonla ilgili parametrelerdir. Tam kan sayimi sonuglarina gore hastalarda
genellikle lenfopeni saptanirken bazi ¢aligmalarda nétrofil sayisinda artis olabilegi
belirtilmistir. Bir miktar trombositopeni ile birlikte lenfosit sayisinda azalma, COVID-
19 hastalarinda en sik karsilasilan bozulmus tam kan sayimi parametrelerindendir.
Ayrica baz1 COVID-19 hastalarinda a PTT ile birlikte PT’ nin arttig1 da bildirilmistir.
Bunlara ilaveten, D-dimer yiikselisi, koagiilopati olusumunu daha da destekler ve
hastaligin ilerlemesinin 6nemli bir gostergesidir. Enflamasyonla ilgili parametreler
erken donemde oldukca yuksek tespit edilmektedir. COVID-19 hastalarin
serumlarinda ESR, CRP ve prokalsitonin ve ferritin diizeyleri artmis olarak
bulunmaktadir. CRP’ nin tanisal degeri ve hastaligin ilerlemesini tahmin etmek i¢in

potansiyeli prokalsitoninden daha yiksektir. Biyokimyasal parametrelerden ise laktat
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dehidrojenaz (LDH), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST)
ve toplam bilirubin seviyelerinde artig ve albiimin seviyelerinde azalma COVID-19
hastalarinda sik rastlanan laboratuvar bulgular1 arasindadir (Pourbagheri-Sigaroodi ve
ark 2020).

1.2.6. COVID-19 Tanisi

Olas1 vaka ve kesin vaka tanimlar1 T.C Saglik Bakanlig1 Halk Sagligi Genel
Mudurligi tarafindan hazirlanan COVID-19 rehberinde asagidaki sekilde yapilmustir.

Olas1 Vaka; Ates, 0kstiriik, nefes darligi, bogaz agrisi, bas agrisi, kas agrilari,
tat ve koku alma kaybi veya ishal belirti ve bulgularindan en az biri ve klinik tablonun
baska bir neden/hastalik ile aciklanamamasi ve semptomlarin baslamasindan 6nceki
14 giin icerisinde kendisi veya yakin temaslisinin hastalik agisindan yiiksek riskli
bolgede bulunma dykisil veya ates, okstiriik, nefes darligi, bogaz agrisi, bas agrisi, kas
agrilari, tat ve koku alma kaybi veya ishal belirti ve bulgularindan en az biri ve
semptomlarin baglamasindan 6nceki 14 giin igerisinde dogrulanmis COVID-19 vakasi
ile yakin temas eden veya ates ve agir akut solunum yolu enfeksiyonu belirti ve
bulgularindan en az biri (6ksiiriik ve solunum sikintisi), ve hastanede yatis gerekliligi
varligr ve klinik tablonun baska bir neden/hastalik ile agiklanamamasi veya ates,
okstiriik, nefes darligi, bogaz agrisi, bas agrisi, kas agrilari, tat ve koku alma kayb1
veya ishal belirti ve bulgularindan en az ikisinin bir arada olmasi ve bu durumun baska

bir neden/hastalik ile agiklanamamasi.

Kesin Vaka; Olasi vaka tanimina uyan olgulardan molekiiler yontemlerle

SARS-CoV-2 saptanan olgular.

SARS CoV-2 enfeksiyonun tanisinda tiim genom sekanslanmasi, gercek
zamanli revers transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (rRT-PCR, Real-time RT-
PCR) ve seroloji olmak iizere temel olarak ii¢ yaklasim bulunmaktadir (Turkiye
Cumhuriyeti Saglik Bakanligi 2020a).

SARS-CoV-2 enfeksiyonu i¢in tanida altin standart, ilgili klinik 6rneklerde
viral RNA’ nin RT-PCR ile gosterilmesidir. COVID-19 enfeksiyonun klinik tanisi,
hastalarin semptomlar1 ile laboratuvar ve radyolojik bulgularinin birlikte ele
alinmasiyla konulabilse de, COVID-19 semptomlarinin ve radyolojik bulgularinin
nonspesifik olmasi sebebiyle, RT-PCR gibi niikleik asit amplifikasyon testleri ile
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taninin dogrulanmasi gereklidir. Olas1 vaka tanimina uyan hastalar, farkli bir solunum
yolu hastalik etkeninin bulunup bulunmamasina bakilmaksizin SARS-CoV-2 i¢in test
edilmelidir. Olas1 vaka tanimini karsilayan ve hastalik semptomlar1 devam eden
hastalardan alinan bir veya daha fazla RT-PCR testinin negatif olarak sonuglanmasi;
COVID-19 igin enfeksiyon siiphesini ortadan kaldirmaz. Bu hastalar igin klinik
semptomlar, radyolojik goriintileme ve laboratuvar bulgular1 degerlendirilerek uygun

vaka yonetimi yapilir (Memikoglu ve Geng 2020).

SARS-CoV-2’ nin neden oldugu viral pndmonilerin teshisinde en énemli ilk
adim, hastadan dogru zamanda dogru numunenin alinmasidir. Viral RNA izolasyonu
i¢cin orofarenks ve nazofarenks gibi {ist solunum yollar1 siiriintiileri kullanilabilecegi
gibi balgam ve bronkoalveolar lavaj gibi alt solunum yolu 6rnekleri de kullanilabilir.
Nazofarenks oOrneklerinin orofarenks Orneklerine gore daha iyi sonu¢ verdigi
gosterilmistir. Ancak en iyi sonug alt ve {ist solunum yollarin birlikte test edilmesiyle
elde edilmektedir. Hem nazofarenks hem orofarenks 6rneginin alinmasi durumunda,
orneklerin ortak bir tiipte birlestirilmesi dnerilmektedir. Ust solunum yolu érnekleri
semptomlar bagladiktan sonra ilk birkag¢ giin i¢inde alinmalidir. SARS-CoV, MERS-
CoV ve SARS-CoV-2’ nin en duyarl: tespiti igin Ust ve alt solunum yolu drneklerinin
(balgam, bronkoalveolar lavaj s1vis1) toplanmasi ve test edilmesi onerilir. Ozellikle
akciger semptomlar1 baskin bazi agir vakalarda viris yalnizca alt solunum yolu
orneklerinden izole edilebilmektedir. Ancak bronkoskopi yoluyla balgam ve 6zellikle
BAL toplanmasi, aerosol damlaciklari olugturarak saglik calisanlar i¢in biyogiivenlik
riskini artirir. Viral RNA, solunum 6rneklerinden daha az giivenilir olmakla birlikte

digki, idrar ve kan 6rneklerinden de saptanabilir (Loeffelholz ve Tang 2020).

Diski  orneklerinden yapilan PCR  testinin, solunum &rneklerin
pozitiflesmesinden 2-5 giin sonra pozitiflestigi tespit edilmistir. Hatta birgok hastada
respiratuvar 6rneklerin negatiflesmesinden sonra da fekal testlerin pozitifliginin 1-11

giin daha devam ettigi gosterilmistir (Loeffelholz ve Tang 2020).

Serum oOrnekleri, SARS-CoV-2’ nin tespiti i¢in bagka bir kaynaktir. Ancak,
pnémoni ile hastaneye yatirilan hastalarin sadece %15’ inde serumda viral RNA tespit
edilebilmistir (Huang ve ark 2020).

Diinya Saglik Orgiiti, COVID-19 siipheli hastalarda orofaringeal ve

nazofaringeal siiriintii 6rneklerinin birlikte alinmasini 6nermektedir. Solunum yolu
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numuneleri gerekli egitimler verilmis gorevli saglik personeli tarafindan kisisel
koruyucu ekipmanlar kullanilarak alinmalidir. Ust solunum yolu &rnekleri aliirken
kullanilacak olan ekiivyonlar plastik veya tel saftli sentetik elyaf 0zellikte olmalidir.
Tahta sapli ekiivyonlar veya kalsiyum aljinat ¢ubuklar bazi viriisleri inaktive
edebilecek maddeler igerebilecegi ve molekiiler testleri inhibe edebilecegi igin tercih
edilmemelidir. Once orofaringeal bélgeden strintii 6rnegi alinmali daha sonra ayni
ekivyon ile nazal bdlgeden surintl 6rnegi alinmalidir ve ayni viriis tasima ortaminda
en kisa silirede laboratuvara ulastirilmadir, bu siirede 6rnekler +4 derecede muhafaza
edilmelidir. Ornek kurum iginde tasmacaksa ikili tasima sistemi ile, kurum disina
nakledilecekse soguk zincir ilkelerine uyarak iiglii tasima sistemi ile gondermelidir
(Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi 2020a).

Sekanslama, niikleik asit amplifikasyon testleri gibi tanisal laboratuvar
calismalar1 yapilirken Biyoguvenlik Diizeyi 2 (BGD-2) prosediirleri uygulanir. Viriis
kalturd, izolasyon, nétralizasyon testleri gibi bulastirict testler ise Biyogiivenlik
Dlzeyi 3 laboratuvarlarda calisilmalidir (TUrkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi,
2020D).

Nukleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT)

Gergek zamanli RT-PCR testi ile nazofaringeal ve orofaringeal sdrintl
orneklerinde, balgamda, bronkoalveolar lavaj sivisinda ve alt solunum yolu
orneklerinde amplifiye edilmis SARS-CoV-2 genomu tespit edilmektedir. rRT-PCR
testlerinin en 6nemli avantaji amplifikasyon ve analizin birarada yapilabilmesi ve olas1
kontaminasyonu en aza indirecek kapali bir sistem kullanilmasidir. PCR testlerinde
hedef bolge olarak SARS-CoV-2 genomunda bulunan spike, zarf, membran ve
niikleokapsid proteini gibi yapisal proteinler kullanilir. Bunlarin disinda, aksesuar
genlerden rRNA’ ya baglh RNA polimeraz (RdRp), ORFla ve ORF1b genleride
kullanilmaktadir. PCR testleri icin hedef gen bolgesi seciminde CDC, viral
nikleokapsid proteinin iki gen bolgesini (N1 ve N2) ve internal kontrol olarak insan
RNAase P genini, DSO ise ilk tarama icin zarf proteinin ve sonrasinda dogrulama i¢in

RdRp gen bolgesinin kullanilmasini1 6nermektedir (Tang ve ark 2020).

Ulkemizde Turkiye Cumhuriyeti Saghik Bakanligi Halk Sagligi Genel
Midiirliigii Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarinca yetkilendirilmis laboratuvarlarda
bakanligin temin ettigi, hedef gen bolgesi olarak ¢ift viral gen bolgesi (RbRp ve N

16



geni), internal kontrol olarak da insan ribontikleaz P (RNase P) geni bdlgesini kullanan
gercek-zamanli reverse transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (rRT-PCR) testi
kullanilmaktadir ( TUrkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi 2020a).

Tipik bir ger¢ek zamanli RT-PCR yonteminde dncelikle 6rnekten viral RNA
izolasyonu yapilir. Daha sonta ters transkripsiyon yontemiyle viral RNA, cDNA’ ya
doniistirilir ve PCR ile gogaltilir. Amplifikasyon icin hedef gen bdlgesine 6zgi iki
adet primer, DNA polimeraz enzimi, tampon soliisyonu, dort farkli deoksiniikleozit
trifosfat (ANTP), floresan boyayla isaretli prob ve Ornekten elde edilen cDNA
gereklidir. Gergek zamanli PCR cihazlarinda 1s1 protokoliine uyularak amplifikasyon
islemi yapilir ve bu sirada sinyal toplanmasi ile reaksiyonun izlenir. Ortaya ¢ikan
floresan olctimler kontrol ve ornekler icin degerlendirilir. Olgiimiin esik degerin
tizerine ¢iktig1 PCR dongii sayisi “cycle treshold” (Ct) belirlenir. Cogunlukla Ct degeri
40’ dan kiiciik ise sonug pozitif olarak degerlendirilir (DINC ve ark).

Gergek zamnali PCR testinde bir veya birden ¢ok negatif sonu¢ almis olmak
COVID-19 ihtimalini diglamaz. Bir¢ok faktdr yanlis negatif sonuca sebep olabilir.
Bunlar hasta 6rneginin yetersiz alinmasi1 veya enfeksiyonun ¢ok erken ya da gec
evresinde alinmasi, 6rnegin prosediire uygun olarak islenmemesi, PCR inhibisyonu
veya virlis mutasyonu gibi teste ait teknik sebepler ve SARS-CoV-2 viral yikunin
semptomatik ve asemptomatik vakalarda dalgali bir seyrinin olmasi gibi nedenlerdir

(Turkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi 2020a).
Sekans analizi

Yeni nesil sekanslama yontemleri ile SARS-CoV-2 virlisunun tim genom dizi
analizi yapilmaktadir. Bu yontem molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar yapmak,
mutasyonlar1 aragtirmak, viriisiin ve siipheli rRT-PCR sonuglarin1 dogrulamak i¢in
kullanilabilir. Ancak, bu testler COVID-19 enfeksiyonunun tanisinda rutinde

kullanmak i¢in uygun degildir (Tang ve ark 2020).
Serolojik testler

Koronaviriis enfeksiyonun tanisinda kullanilan serolojik testler SARS-CoV-2’
¢ kars1 hasta tarafindan tiretilen antikorlarin ve SARS-CoV-2 proteinlerinin serumda
saptanmasi esasina dayanan testlerdir. COVID-19 tanisinda immiinoassay yontemlere

dayali testler ve hasta bag1 kromatografik testler olmak tzere iki tir serolojik tani testi
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kullanilmaktadir. SARS-CoV-2 enfeksiyonunda, yapilan calismalarda hastalarin
cogunda virlise maruz kaldiktan sonraki 7. giinden sonra serokonversiyon olustugu
gosterilmistir dolayisiyla serolojik testlerin akut hastaligin tanisinda yeri yoktur ancak

taniy1 dogrulamak i¢in kullanilabilir (Tang ve ark 2020).

Hasta basinda uygulanan kromatografik testlerde, klinik drnekteki virlse ait
antijenleri saptamak icin monoklonal antikorlar (mAb) veya viriise karsi olusmus
antikorlar1 saptamak i¢in klonlanmis viral antijenler kullanilir. “Lateral akim” test
tekniginde, kasete gdmuld, tzerinde nitroselliloz membrana sabitlenmis reaktif igeren
bir serit bulunur. Hastadan alinan numune serit {izerine damlatilir ve reaktif ile
reaksiyona girer. Bu testler icin hasta serumu, plazmasi veya tam kan ornekleri
kullanilabilir. Pozitif reaksiyon olustugunda serit lizerinde renkli bir cizgi belirir.
Ayrica test kasetinde bir kontrol bandi da bulunur. Sonuclar gozle okunur ve ¢ok kisa
sirede kalitatif olarak sonug alinir. Ulkemizde, Saglik Bakanlig: tarafindan temin
edilen antikor testlerinden bazilar1 IgM ve IgG’ yi ayri iki bant olarak verirken, bazi
testlerde ikisini birlikte (total antikor) tek bir bant olacak sekilde sonu¢ vermektedir
(Arabaci ve ark 2020).

Enzim immunoassay (EIA) testler daha kolaydir ve sonu¢ verme suresi daha
kisadir ancak molekiiler testlere kiyasla duyarlilik ve dzgiilliikleri daha diistiktiir. Akut
enfekte hastalar tespit edebilen niikleik asit amplifikasyonu testlerinden farkli olarak
bu testler, hi¢ semptom gostermemis hastanin bile 6nceden virusle enfekte olup
olmadigini belirleyebilir. Koronaviriis nilkleokapsid ve spike proteinlerinden sorumlu
antikorlarin (IgM ve IgG) konsantrasyonunun tespiti icin, Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) ve kemiliminesans yontemleri gelistirilmistir.
ELISA yontemi dogrudan veya dolayli sekilde 6rnekte ilgili antijen veya antikorun
tespit edilebildigi hassas bir tekniktir. Dogrudan ¢alisan yontemde, enzimle baglanmis
antikor direkt ornekteki antijeni tespit eder. Dolayli ¢alisan yontemde ise antijenle
kaplanmis kuyucuklara baglanmak i¢in bir antikor ve daha sonra bu antikoru saptamak
icin ikinci bir enzimle isaretli antikor kullanilir. SARS-CoV-2’ ye kars1 olusan IgM,
IgA ve IgG antikorlarini tespit etmek icin kaplama antijeni olarak saflastirilmig

rekombinant N proteinleri kullanilmaktadir (Tanriverdi ve ark).

Hucre kaltard
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Hicre kaltir( yontemiyle viriis izolasyonu, uzun zaman aldig1 ve c¢aligmasi
uzmanlik gerektirdigi i¢in rutin tan1 yontemleri arasinda ter almamaktadir. Bu yontem
virtsiin ozelliklerini belirlemek, teropatik ajanlar ve asi1 gelistirme ¢aligmalari

amaciyla biyogiivenlik diizeyi 3 laboratuvarlarda yapilabilir (Goldsmith ve ark 2003).
Radyolojik bulgular

Koronaviriis hastaligininda tanida altin standart gercek zamanli revers
transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) testi olmakla birlikte testin bazi
bolgelerde uygulanmasi ve erisiminde ki yetersizlikler ve erken donemde ortaya ¢ikan
yalanci negatiflikler nedeniyle radyolojik goriintiileme de siklikla kullanilmaktadir.
Koronaviriis enfeksiyonunun en ciddi tutulum yerinin akciger oldugu diisiiniildiiglinde
radyolojik olarak akciger tutulumunun gosterilmesi onemlidir. Bununla birlikte
COVID-19 tanisinda radyolojik yontemlerin tarama amagh degil; tan1 koyma ve
hastalik takibinde yardimci bir yontem olarak kullanilmasi gerekmektedir.
Goriintiilemede akciger grafisi, toraks bilgisayarli tomografisi (BT) ve bazi1 sinirh

kosullarda toraks ultrasonografisi (USG) bu amagla kullanilmaktadir (Ceylan ve Savas
2020).

Akciger Grafisi

COVID-19’ a bagl akciger bulgularinin goriintiilenmesinde, akciger grafisinin
tan1 degeri %30 ila 60 arasindadir. Akcigerde olusan buzlu cam gorinumi direkt
grafide gorilemeyebilir. Akciger grafisi tamamen normal de olabilir ki bu COVID-19
pnoémonisini diglamaz ¢ilinki akciger grafisinin tanida duyarlilig: distiktir. Ancak
akciger grafisinin avantaji, portabl cihazlarin kullanimi ile enfekte hastalarin
transportu ve gorintileme sirasinda bulas riski olmamasidir. Hasta basinda
kullanilabilir olusu, cihaz temizliginin kolay olmasi ve radyasyon maruziyetinin diisiik
olmas1 sebebiyle oOzellikle hastaligin ilerleyisinin takibinde akciger grafisi
kullanilabilir. Ayrica ¢ocuk ve geng yastaki hastalarda bilgisayarli tomografiden dnce
tercih edilmelidir. Direkt akciger grafisinde COVID-19 hastalrinda siklikla bilateral,
orta ve alt zonlarda, periferik yerlesimli ve sinirlar1 diizensiz, homojen olmayan
opasite artiglar1 goriiliir. Akciger grafisinde bu degisiklikler olmamis dahi olsa gerekli

hallerde bilgisayarli tomografi ¢cekilmelidir (Comert ve Kiral 2020).

Bilgisayarli Tomografi
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Toraks bilgisayarli tomografisi (BT), henliz PCR testinin pozitiflesmedigi
erken dénem igin duyarli bir tanisal testtir. Toraks bilgisayarli tomogragisi PCR testi
negatif olan hastalarin triyajini hizlandirmak igin kullanilmkatadir. Ancak COVID-19
PCR testi pozitif, klinik bulgulari agir olmayan ve hastaligin ilerlemesi igin risk
faktorleri bulunmayan hastalar ile COVID-19 PCR testi negatif ve klinik bulgularida
hafif olan hastalar icin bilgisayarli tomografi 6nerilmez. Bilgisayarli tomografinin,
hastanin ilerleyen bir klinigi varsa, COVID-19’ un ilerleyisini takip etmek, pulmoner
emboli, sekonder kardiyopulmoner anormallikler veya miyokard hasarina bagl
olusmus kalp yetmezligini degerlendirmek i¢in kullanilmasi 6nerilmektedir (Turkiye

Cumbhuriyeti Saglik Bakanlig1 2020a).

Bilgisayarli tomografi yiiksek ¢oziiniirliikte, ince kesit ve kontrastsiz sekilde
cekilmelidir. Ancak bilgisayarli tomografi diisiik doz olarak ¢ekilirse tipik buzlu cam
opasitelerinin atlanabilecegi unutulmamalidir. Hastaligin ilerleyisinin takibi i¢in
cekiliyorsa diisiik doz olarak ¢ekilmesi 6nerilmektedir. Normalde hastaligin tanisi igin
kontrastli BT g¢ekilmesine gerek olmamakla birlikte pulmoner emboli riski oldugu
diistiniilen hastalarda toraks BT-anjiyo yapilmasi gerekmektedir (Comert ve Kiral
2020).

Buzlu cam opasitesi, hastalarin %98 kadarinda goriilen en yaygin ve en erken
ortaya ¢ikan BT bulgusudur. Buzlu cam opasitesi alttaki damarlarin kapanmadig
puslu hiper-zayif bir alan olarak tanimlanir ve hava bosluklarinin kismen dolmasindan
veya interstisyel kalinlasmadan kaynaklanir. COVID-19 pndmonisinde tipik olarak

periferik ve subplevral dagilimli tek tarafli yada bilateral buzlu cam opasiteleri gorulir.

Konsolidasyon genellikle buzlu cam opasitelerinden sonra olusur ve hastalik
baslangicindan 10-12 glin sonra pik yapar. Konsolidasyon, alveolar hava bosluklarinin
tamamen dolmasindan kaynaklanan, alttaki damarlarin obstriiksiyonu ile birlikte
artmis yogunlukta alanlar olarak tanimlanir. COVID-19 pnomonisinde periferik ve
subplevral yerlesimli multifokal, yamali veya segmental tipte konsolidasyonlar

goraldr,

Buzlu cam gorinumu ve konsolidasyondan sonra en sik goriilen tiglincii BT
goruntist retikilasyondur. Retikllasyon, bilgisayarli tomografi de lineer opasite
seklinde goriinen kalinligi artmig interlobiler septalar ve intralobiler cizgiler olarak

tanimlanir. Buzlu cam opasiteleri ve konsolidasyon ile karsilastirildiginda, nispeten
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ge¢ bir bulgudur. Kaldirim tagi manzarasi buzlu cam opasitelerine eklenmis kalinligi
artmis interlobiiler ve intralobiiler septalar olarak tanimlanir. Bu goriinti siddetli akut
solunum sendromunda (SARS) da gorulen alveolar 6dem ve akut interstisyel
inflamasyonla iliskili olabilir. Bu lezyon COVID-19 pnémonisi olan hastalarin %5-
36’ sinda bildirilmistir. Ayrica Covid -19 pnémonisinde hava bronkogrami, nodiiller,
pulmoner vaskiiler genisleme, subplevral ve parankimal bantlar, fibrozis gibi diger

belirtilere de rastlanabilir (Gineyli ve ark 2020).
Ultrasonografi

COVID-19’ da siklikla kullanilan goriintiileme yontemleri direkt grafi ve bilgisayarh
tomografidir. Hastalik daha fazla akcigerin subplevral bdlgelerinde tutulum yaptigi
icin ultrasonografi de COVID-19 tanisinda kullanilabilmektedir. Ultrasonografi de
subplevral parankimde kalinlasan interlobiiler septumlar1 ifade eden B g¢izgileri ile
ayni seviyede kalinlagsmis plevra ¢izgisinin gorilmesi beklenir. Hastaliktan
etkilenmemis akciger parankiminde ise reverberasyon artefaktt olan A-gizgileri
gorilebilir. Hastalik yayilma riskini arttirmasi ile sinirli merkezde yapilmasi ve
deneyim gerektirmesi ultrasonografinin kullanimini sinirlamaktadir (Memikoglu ve

Geng 2020).

1.2.7. COVID-19 Varyantlan

SARS-CoV-2 gibi viriisler, genom replikasyonu sirasinda genetik kodda
olusan genetik mutasyonlar veya viral rekombinasyondan kaynaklanan degisiklikler
sonucunda siirekli olarak gelisir. Mutasyon, bir virtsun genetik kodunda ki tek bir
degisikligi ifade eder. Mutasyonlar siklikla gorilir, ancak yalnizca bazi durumlarda
virtse ait dzellikleri degistirir. Varyant ise bir veya daha fazla mutasyon igerebilen bir
viral genomdur (CDC, 2022). Siklikla SARS-CoV-2’ nin konak hlicreye baglanmasi
ve hiicre icine girmesinde rol alan spike proteininde mutasyonlara rastlanilmaktadir. S
proteinindeki énemli mutasyonlar receptér binding domain (RBD) bdlgesi, amino

terminal bolge (NTD) ve furin boliinme bolgesinde goriilmiistiir (Harvey ve ark 2021).

Varyantlar genel olarak dort sinifta incelenmektedir;

e izlenen varyantlar (VBM) : Alinan tibbi 6nlemleri asacak sekilde potansiyel
bir etki sinin oldugu gosterilmis veya daha ciddi hastalik veya artan bulasma

ile iligkilendirilmis ancak artik tespit edilmeyen veya cok diisiik seviyelerde
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dolasimda olan varyantlarlardir. Alfa (B.1.1.7 ve Q soylar1), Beta (B.1.351 ve
alt soylar), Gama (P.1 ve alt soylar), Delta (B.1.617.2 ve AY soylar1), Epsilon
(B.1.427 ve B.1.429), Eta (B.1.525), lota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1),
1.617.3, Mu (B.1.621, B.1.621.1), Zeta (S.2)

llgilenilen varyant (VOI): Reseptdr baglanmasindaki degisiklikler, dnceki
enfeksiyona veya asilamaya karsi olusturulan antikorlar tarafindan azaltilmig
noétralizasyon, tedavilerin etkinliginde azalma, bulasicilik veya hastalik
siddetinde Ongdriilen artig ile iligskilendirilmis spesifik genetik belirteglere
sahip varyantlardir. Mevcut durumda hi¢cbir SARS-CoV-2 varyant1 VOI olarak

tanimlanmamaistir

Endise edilen varyant (VOC) : Bulasabilirlikte artis, daha siddetli hastalik,
onceki enfeksiyon veya asilama sirasinda iiretilen antikorlarin etkinliginde
ciddi azalma, tedavi veya asilarin etkinliginde azalma, tanisal tespit
basarisizliklarinda kanit bulunan varyantlardir. Omicron (B.1.1.529, BA.1,
BA.1.1, BA.2, BA.3, BA.4 ve BA.5 soylan)

Sonucu agir olan varyant (VOHC) : Tami testi hedeflerinin kanitlanmis
basarisizligi, asilarin etkinliginde ciddi azalma, asili bireylerde yiksek
miktarda enfeksiyon veya siddetli hastaliga kars1 as1 kaynakli korumanin ¢ok
diisiik oldugunu gosteren kanitlar, onaylanmis terapétiklere karst 6nemli
azalmis duyarlilik, daha siddetli klinik hastalik ve hastaneye yatislarda artisla
kararakterize varyantlardir. Mevcut durumda higbir SARS-CoV-2 varyanti
VOHC olarak tanimlanmamistir (CDC, 2022).

Alfa (B.1.1.7) varyanti

Alfa varyanti, ilk tanimlanan varyanttir, ingiltere’ de Eylil 2020’ de

bildirilmistir. Alfa varyantinda 17 mutasyon bulunmustur ki bunlarin birgogu spike

protein ile iliskilidirler. Tespit edilen mutasyonlarin 14’ U nokta mutasyon, 3’i kisa

aminoasit zincir delesyonudur. COVID-19’ un bulasiciligini artirma ihtimali en
yuksek olan mutasyonlar N501Y, H69-VV70del ve P681H olarak bildirilmistir.

Beta (B.1.351) varyanti

Beta varyantinin ilk bildirimi EKim 2020’ de Giiney Afrika’ dan olmustur. Beta

varyantinda ki mutasyonlar spike proteinde 3 RBD mutasyonu (K417N, E484K ve
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N501Y) ve 5 NTD mutasyonu seklindedir. Yeniden enfekte etme riskinin yiiksek

oldugu ve azalmis as1 etkinligi ile iliskili olabilecegi bildirilmistir.
Gama (P.1) varyanti

2021 Ocak aymnda de Brezilya’ dan ilk bildirim yapilmistir. Bu varyant,
N501Y, E484K ve K417T RBD mutasyonlarini, ayrica bes NTD mutasyonu
icermektedir. Daha Onceki varyantlardan 3-4 kat daha yuksek virls seviyeleri ile
sonuglandigr ve tahmini 1,1 -1,8 kat daha yiiksek 6liim oranimnlarit oldugu tahmin

edilmektedir (Tao ve ark 2021).
Delta (B.1.617.2) varyanti

Delta varyant1 ilk olarak Ekim 2020 de Hindistan’ da kesfedilmistir. Daha
sonra 2021’ in ikinci yarisinda en az 185 lilkeye yayilarak kiiresel olarak baskin bir
varyant haline gelmistir. Spike proteininde L452R ve P681R mutasyonlarini tagir. Alfa
varyantindan %40-60 daha fazla bulasict oldugu ve orijinal Wuhan SARS-CoV-2
susundan kabaca iki kat daha fazla bulasici oladugu bildirilmistir (Rudan ve ark 2022).

Omicron (B.1.1.529) varyanti

Omicron varyanti, Giiney Afrika’ daki Gauteng eyaletinde artmaya basladiktan
sonra 26 Kasim 2021’ de DSO tarafindan bir endise verici varyant olarak ilan
edilmistir. Ardindan, Kasim 2021’ de ¢ok sayida iilkede hizla tespit edilmis ve Aralik
2021’ in baslarinda, tiim kitalarda diinya ¢apinda 22 yerde dogrulanmustir. Bilinen
N501Y, D614G, K417N ve T478K mutasyonlarini tasir, ancak etkileri hala belirsiz
olan daha fazla sayida bagka mutasyona da sahipoldugu diisiiniilmektedir. Su ana
kadarki en bulasic1 varyant oldugu ve ayrica bagisiklik tepkisinden kacabildigi, ancak
akcigerlere daha az afinitesi oldugu ve dolayisiyla daha az Oliimcil oldugu

diistiniilmektedir (Rudan ve ark 2022).

1. 2. 8. Tedavi

COVID-19 igin spesifik bir antiviral tedavi olmayip 6zellikle yatan hastalarda
destek tedavisi 6n plandadir. Bu nedenle oncelikle hastalarin ayaktan izlemine veya
yatisina karar vermek gerekmektedir. T.C. Halk Saglhigi COVID-19 Eriskin Hasta
Tedavi Rehberi’ ne gore COVID-19 olgu tanimina uyan hastalarin ilk degerlendirmesi

yapilir. Ates, 6ksirik, bogaz agrisi, kas/eklem agrilari gibi semptomlar1 olup solunum
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sikintis1 olmayan (dakika solunum sayisi< 24/dakika, SpO2> %93 oda havasinda) ve
Akciger filmi veya akciger bilgisayarli tomografisi normal olan hastalar komplike
olmamis hastalik olarak degerlendirilir ve ayaktan izleme alinir. Ates, kas/eklem
agrilar1, oksiiriik ve bogaz agrisi gibi semptomlar1 olup, solunum sayisi< 30/dakika
SpO2> 90 olan ve akciger grafisinde veya akciger bilgisayarli tomografisinde hafif-
orta pndmoni bulgusu olan hastalarda kotii prognostik dlgiitlere bakilarak yatig karar

verilir.

COVID-19 enfeksiyonu i¢in etkene karsi etkinligi ve tedavide glvenilirligi tam
olarak kanitlanmig bir ila¢ tedavisi henliz bulunmamaktadir. Pandeminin basladigi
donemde, hastaligin 6liimciil olabildigi ve etkili bir antiviral ilact olmadigi i¢in, bir¢ok
ulkede Onceden farkli enfeksiyonlarin tedavisi igin ruhsat almis, guvenli olarak
bildirilmis ve in vitro ¢alismalarda SARS-CoV-2’ ye kars1 etkinligi belirtilmis ya da
klinik olarak etkili olabilecegi diistintilen hidroksiklorokin, favipiravir, remdesivir,
lopinavir-ritonavir gibi ilaglarm yeniden konumlandirilarak tedavide kullanilmasi
onerilmistir. Devaminda bu ilaglarin COVID-19 hastalarinda kullanilmasiyla elde
edilen, genis capli hasta gruplarini igeren gozlemsel klinik arastirmalarin sonuglarinin
elde edilmesi ve COVID-19’ daki etkinligini analiz eden randomize kontrolli klinik
calismalarin sonuglanmasiyla tedavi stratejileri yenilenmistir. Hidroksiklorokin ve
lopinavir/ritonavirle ilgili randomize kontrollii ¢aligmalar salginin ilk dénemlerinde
sonuglanmis ve COVID-19 hastalig1 igin yeteri derecede etkili olmadiklar1 kanaatine
varilarak kullanimlar1 durdurulmustur. Ozellikle Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
ve Avrupa’ da tercih edilen remdesivir tzerinde yapilan ¢aligmalarda da bu ilacin agir
COVID-19 vakalarinda 6nemli bir etkisinin olmadigi gbzlemlenmis, fakat bu
ulkelerde mevcut antiviral ila¢ gereksinimi sebebiyle remdesivirin agir COVID-19
vakalarinda kullanimina devam edilmistir. Bir diger antiviral olan favipiravirle ilgili
o6nemli sonuclar veren calismalar ise daha geg bildirilmis ve bu sonuglar favipiravirin
COVID-19 hastaliginin tedavisindeki yerinin tekrar degerlendirilmesine neden
olmustur. Yapilmis randomize kontrollii ¢alismalarla, favipiravirin hastane yatis
acisindan ve COVID-19’ un sebep oldugu dliimleri azaltma agisindan mevcut tedaviye
gOre bir avantaj saglamadigi sonucuna varilmistir. Ancak favipiravirle ile alakali
yapilmig birka¢ klinik aragtirmada COVID-19 hastalariin semptom gosterme

srelerini kisaltabilecegi bildirilmistir bu yilizden, hasta degerlendirilerek hekiminin
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uygun gordiigii hallerde kullanilabilecegi diistintilmiistiir (Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik
Bakanlig1 2020c).

1. 2. 9. Korunma

COVID-19 infeksiyonundan korunmanin ana kurali ilk olarak infeksiyonu olan

kisilerle temastan Kkorunmaktir. DSO, COVID-19 bulagsmasmi 6nlemek ve
infeksiyondan korunmaya yonelik ¢esitli 6neriler yayinlamistir. Ulkemizde de salgin
yonetimi T.C. Saglik Bakanligi’ nin koordinasyonunda sektorler arasi is birligi ile
yonetilmektedir. Diger solunum yolu etkenlerinin bulas riskini azaltmak ig¢in
uygulanan temel kurallar COVID-19 enfeksiyonu icin de Onerilmektedir. Bunlar;
1. Ellerin temizligine 6nem verilmeli, eller en az 20 saniye siresince su ve sabunla
yikanmali, bunlar bulunmuyorsa alkol bazli el antiseptigi kullanilmalidir.
2. Eller temizlenmeden agiz, g0z, burun gibi mukozalarla temas ettirilmemelidir.
3. Hasta kisilerle temas edilmemeli, araya en az 1 metre mesafe konulmalidir.
4. Hasta kisilerle direk temas edilecekse eller sik sik  yikanmalidir
5. Hastalarla temas riski nedeniyle saglik merkezlerine gidilmemeli, gidilmesi mecburi
ise en az temasa 0zen gosterilmelidir.
6. Okslirme, hapsirma gibi damlacik sagilan durumlarda agiz ve burun tek kullanimlik
kagit mendil ile kapatilmali, kagit mendil yok ise dirsek i¢i kullanilmali, kalabalik
yerlerden uzak durulmali, girilecekse, tibbi maske ile agiz ve burun kapatilmalidir.
7. Cig veya az pismis hayvansal Urunler yenilmemeli, iyi pismis yiyecekler
tlketilmelidir.
8. Ciftlik, canli hayvan pazari ve hayvan kesim noktasi gibi enfeksiyon agisindan
yuksek risk barindiran yerlerde bulunulmamalidr.
9. Herhangi bir yere seyahatten sonra 14 giin igcinde herhangi bir solunum yolu bulgusu
gorulirse, tibbi maske kullanarak en yakin saglik kurulusuna bagvurulmalidir (Turkiye
Cumhuriyeti Saglik Bakanligi 2020d).

Diinya Saglik Orgiitii, akut solunum yolu infeksiyonu semptomlari ile saglik
kurulusuna bagvuran, COVID-19 olmasi olasi veya COVID-19 tanist konulmus
hastalar i¢in temas kurallarina, damlacik ve solunum yolu 6nlemlerine uyulmasini
onermektedir. COVID-19 siipheli veya kesin tanis1 konmus bir hastayla temas etmesi
gereken saglik calisanlari, eldiven, Onliik, N95/FFP2 veya N99/FFP3 maske, goz

korumasi veya yiiz korumasi kullanmalidir. Hastanin odasina girerken eldiven ve tek
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kullanimlik 6nliik giyilmeli, N95/FFP2 veya N99/FFP3 maske takilmali, muayene
bitiminde atik kutusuna atilmalidir. COVID-19 siipheli kisilerden alinan tiim 6rnekler
bulasic1 kabul edilmeli ve kisiler buna yonelik kisisel koruyucu ekipmanlari
kullanmalidir. Klinik 6rnekleri toplayan, isleyen veya tasiyan saglik personeli de

standart 6nlemlere ve biyogiivenlik uygulamalarina uymalidir (WHO 2021).

Asilamanin, bulasici hastaliklarin 6nlenmesi ve kontrol edilmesinde en etkili
ve en ekonomik yontem oldugu kanitlanmigtir (Rémy ve ark 2015). SARS-CoV-2’ ye
kars1 as1 gelistirme calismalar1 da heniiz salginin ilk aylarinda baslatilmistir. Diinya’
da ABD, Almanya, Rusya ve Cin basta olmak {izere bir¢ok lilkede SARS-CoV-2’ ye
kars1 as1 calismalar1 yapilmistir. COVID-19’ a kars1 farkli asi tiirleri gelistirilmektedir.
Bunlar canli atteniie ve inaktif viron asilari, niikleik asit bazlt DNA ve mRNA asilari,
viral vektdr asilart (replikatif ve nonreplikatif) ve rekombinant protein asilaridir (Kaur
ve Gupta 2020). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore 6 Haziran 2022 tarihi itibariyle
tiim diinya genelinde toplam 11.864.214.773 doz as1 yapilmistir. Tam asil1 kisi sayist
4.721.625.990 iken, en az bir doz as1 yaptirmis kisi sayis1 5.191.662.043 olarak
bildirilmistir (WHO 2022b).

Ulkemizde ise Saghk Bakanlhigi verilerine gére 14 Haziran 2022 tarihi
itibariyle toplam uygulanan as1 sayis1 147.789.589 dur. 1.doz as1 uygulanan kisi sayisi
57.852.170 iken, 2.doz as1 uygulanan kisi sayist 53.079.699 ve 3.doz as1 uygulanan
kisi sayis1 27.817.306 olarak bildirilmistir. 1.doz as1 uygulama oran1 %93,20 iken,
2.doz as1 uygulama orani %85,51 olarak belirtilmistir (Tlrkiye Cumhuriyeti Saglik
Bakanligi 2022). 12 Ocak 2022 itibariyle, tiim diinyada acil kullanim onay1 almis asilar
ve onay tarihleri Cizelge 1.2° de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Acil kullanim onay1 almis COVID-19 asilari

COVID-19 Agis1 As tiirii Onay Tarihi
Pfizer/BioNTech MRNA 31 Aralik 2020
AstraZeneca/AZD1222 Viral Vektor 16 Subat 2021
Janssen/Ad26.COV 2.S Viral Vektor 12 Mart 2021
Moderna MRNA 30 Nisan 2021
Sinopharm Viral vektor 7 Mayis 2021
Sinovac-CoronaVac Inaktif As1 1 Haziran 2021
Bharat Biotech BBV152 COVAXIN Inaktif As1 3 Kasim 2021
Covovax(NVX-CoV2373) Protein subunit 17 Aralik 2021
Nuvaxovid(NVX-CoV2373) Protein subunit 20 Aralik 2021
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(WHO 2022c)

Ulkemizde uygulanan asilardan olan Pfizer/BioNTech (BNT162b2) asisi
MRNA temelli bir agidir ve semptomatik COVID-19 enfeksiyonuna etkinligi %95’ tir.
3’er hafta arayla iki doz 0,3 ml intramiiskiiler yoldan uygulanmaktadir. Bu asinin
varyantlara etkinligini degerlendiren bir ¢alisma, iki doz as1 uygulamasinin alfa
varyant1 Uzerinde %93.7, delta varyant1 Uzerinde %88,0 etkinligi oldugunu
belirtmistir. Yan etkilerden nadir goriilen yaklasik bes milyonda bir anafilaksi ve 16
ila 39 yaslar1 arasinda milyonda onalt1 oraninda miyokardit/perikardit yer almaktadir.
Ulkemizde faz 3 klinik ¢alismalar1 yapilan Sinovac (CoronaVac) asisi ise inaktive
edilmis bir tam viriis asisidir. Bir aliiminyum hidroksit adjuvanina sahiptir. As1
uygulamasi 28 giin arayla iki doz seklinde intramiiskiiler yoldan yapilmaktadir (Dayan
2021). Yapilan bir ¢aligsmada ikinci dozdan 14 giin sonra asinin etkinligi %83,5 olarak
bildirilmistir. Asilanan grubta goriilen en sik yan etki ise %18,9 oraninda halsizlik

gibi basit semptomlardir (Tanriover ve ark 2021).

1. 3. Mikrobiyota

Insanlar ve diger ¢ok hiicreli organizmalar kendilerini ¢evreleyen mikroplarla
yakin iliski i¢inde yasarlar. Insan viicudunda ¢ok sayida bakteri, arkea, viriis ve tek
hiicreli o6karyot bulunur. Konaklariyla baris i¢inde bir arada yasayan bu
mikroorganizmalarin koleksiyonuna mikrobiyota, mikroflora veya normal flora denir.
Bu mikroorganizma toplulugunun genetik materyaline ise mikrobiyom denmektedir

(Sekirov ve ark 2010)

Insan viicudunun 10'% hiicreden olusurken, 10* mikroorganizma igerdigi
diistiniilmektedir ki bu insanin kendi hiicre sayisindan 10 kat fazla mikroorganizma
icerdigi anlamina gelmektedir. Mikrobiyomun ise insan genomundan en az 100 kat
fazla farkli gen barindirdig: bildirilmektedir (Qin ve ark 2010).

Insan genomu projesinin 2003 yilinda tamamlanmasindan sonra, insan
biyolojik yapisinin tam olarak anlasilmasi igin insanin genetik kodunun yeterli
olmadigi, insan viicudunda yasayan diger mikroorganizmalarin da insan sagligini
etkiledigi ve insan hiicreleri ile etkilesim i¢inde olabilecegi belirtilmistir. 2007 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’ nde NIH(National Institutes of Health)(ABD Ulusal
Saglik Enstitiisii) tarafindan ‘Insan Mikrobiyomu Projesi’ baslatilmistir (Gevers ve ark
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2012). Insan Mikrobiyomu Projesi kapsaminda ilk etapta 300 adet gonullii arasindan
secilen 242 kisinin (129 erkek, 113 kadmn) oral kavite, deri, burun, gastrointestinal
sistem ve tirogenital sistem Ornekleri toplanmis ve c¢alismadaki katilimeilarin 131’
inden degisik zamanlarda yeniden ornekler alinarak mikrobiyomun stabilitesi
degerlendirilmistir (Mitreva ve Consortium 2012). Bu proje ile insan viicudunda
bulunan tim mikroorganizmalar1 belirlemek, bireyler arasindaki mikrobiyom
farkliliklarini ortaya ¢ikarmak ve mikrobiyomda ki farkliliklarin hastaliklarla iliskisi

olup olmadigini anlamak amaglanmistir (Peterson ve ark 2009).

Insan mikrobiyotasinin cogunlugu, en fazla gastrointestinal sistem olmak tizere
solunum sistemi, deri ve genitouriner sistemde yerlesmistir. Gastrointestinal sistemin
genis ylizey alan1 ve mikroorganizmalar i¢in zengin besin Ogeleri i¢ermesiyle
kolonizasyon icin ideal bir alandir. Bu &zelligiyle kolon, insan vicudunda Ki
mikroorganizmalarin %70’ inden fazlasini barindirmaktadir (Yilmaz ve Altindis

2017).

2012 yilinda tamamlanan Avrupa birligi destekli MetaHIT (METAgenomics
of the Human Intestinal Tract) insan bagirsak sistemi metagenomu projesiyle de
bagirsak yolunun mikrobiyal gen katalogunun olusturulmasi amaglanmistir. Bu proje
ile 124 denegin diski 6rneklerinin tam metagenomik analizi ile toplam 3,3 milyon

mikrobiyal gen karakterize edilmistir (Qin ve ark 2010).

Son yillarda yapilan ¢alismalarla bilim diinyasinin  mikrobiyom ve
mikrobiyotaya olan ilgisi artmisg ve mikrobiyotanin saglikla ve bir¢ok farkli hastalikla

ilgili olabilecegi diislinlilmeye baglanmistir.
1. 3. 1. Mikrobiyotanin Gelisimi

Insan mikrobiyal kolonizasyonu dogumla baslar ve yaklasik 3 yil siiresince
mikrobiyota yetigkin benzeri hale gelene kadar gelismeye ve degismeye devam eder.
Daha sonra mikrobiyotada biiyiik 6l¢iide degisiklik olmazken, yaslilikta ise tekrar bir
miktar degisim yasanmaktadir (Arrieta ve ark 2014). Dogumdan yetiskinlige kadar
mikrobiyota, birka¢ biiyiikk bakteri grubunun hakim oldugu basit bir topluluktan,
konak¢iya hem fayda hem de zarar verebilen oldukga ¢esitli bir ekosisteme doniisiir
(Rogier ve ark 2014).
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Tarih boyunca, insan fetust mikrobiyolojik olarak steril olarak kabul
edilmistir, ilk mikrobiyal maruziyetin vajinal dogumda yenidoganin annenin vajinal
ve gastrointestinal mikrobiyotast ve c¢evresindeki ortam ile temasi yoluyla
gergeklestigi diisiiniilmekteydi. Bununla birlikte, son yillarda elde edilen bulgular,
gelismekte olan fetiis icin bakteriyel maruziyetin baslangici olarak hamileligi isaret
etmektedir. Enterococcus tirleri ve Lactobacillus tirleri gibi maternal gastrointestinal
ve/veya Urogenital bolgeden gelen bakteriler, gobek kordonu kaninda, amniyotik
stvida, mekonyumda, plasenta ve fetal membranlarda tespit edilmistir (Thum ve ark
2012).

Bu konuda yapilan g¢alismalarda mekonyum mikrobiyotasinin, plasenta ve
amniyotik sivinin mikrobiyotasina benzer oldugu bulunmustur (Ardissone ve ark

2014).

Edinilen bulgular 1siginda fetal mikrobiyotanin ilk gelisiminin maternal
ortamin kontroli altinda oldugu anlasilmaktadir. Annenin kan faktorlerinin fetlise
transplasental transferi, rahimde amniyotik sivinin fetal yutulmasi ve perinatal
donemde maternal mikrobiyota tarafindan neonatal gastrointestinal sistemin

kolonizasyonu ile fetal mikrobiyota i¢in ilk adimlar atilir (Thum ve ark 2012).

Bunun yani sira hamilelik sirasinda kullanilan ilaglar, beslenme, hastalik, stres
veya agir metal maruziyeti gibi dis faktorlerinde bebegin mikrobiyal kolonizasyonu
Uzerinde etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Konuyla ilgili yapilmis bir hayvan
deneyinde, gebelik sirasinda strese maruz kalan annelerden dogan bebek
maymunlarda, stresli ~ olmayan  annelerden dogan  kontrol  bebekleriyle
karsilastirildiginda Bifidobacterium ve Lactobacillus’ un ciddi sekilde daha az

miktarda oldugu belirtilmistir (Matamoros ve ark 2013).

Fetlsiin mikroorganizmalarla karsilagtigi ikinci asama dogum anidir.
Bebeklerde dogum sekli de mikrobiyotanin sekillenmesinde kritik bir basamaktir.
Fetiis dogum kanalindan gecerken c¢ok cesitli mikroorganizmalara maruz kalmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda vajinal olarak dogan bebeklerin mikrobiyotalarinin, sezaryan ile
dogan bebeklerden belirgin sekilde farkli oldugu belirtilmektedir. Fetiis, vajinal
dogum sirasinda vajen ve bagirsak mikrobiyatasina maruz kalirken, sezeryan ile
dogum sirasinda maternal deri mikrobiyotasina maruz kalmaktadir. Dolayisiyla vajinal

yolla diinyaya gelen bebeklerin kendi annelerinin vajinal mikrobiyotasina benzer
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sekilde Lactobacillus, Prevotella veya Sneathia gibi bakteri topluluklart edindigi
buna karsin sezaryen ile dogan bebeklerin ise annelerinin cilt floralarina benzer
sekilde Staphylococcus, Corynebacterium ve Propionibacterium  gibi  bakterilerce

kolonize olduklar tespit edilmistir (Dominguez-Bello ve ark 2010).

Dogumdan sonra da anne siitii aracilifiyla anneden bebege mikrobiyota
transferi devam etmektedir. Anne suti Bifidobacterium, Lactobacillus,
Staphylococcus, Bacteroides, Enterococus, Streptococcus ve Clostridium gibi farkli

bakteri cinslerini igerir (LaTuga ve ark 2014).

Dolayisiyla anne siitii, dogumdan sonraki birkag saat iginde bebek bagirsagina
giren erken bir bakteri ve besin kaynagidir. 107 saglikli anne-bebek ¢ifti (izerinde
yapilan bir calismada, anne siitilyle beslenen bebeklerin, yasamlarinin ilk aymda
bagirsak bakterilerinin %27,7° sini anne sltunden ve %10,4’ {inii meme basi
derisinden aldiklar1 sonucu elde edilmistir. Anne siitiinden ve meme basi1 derisinden
gelen bakteriler, bebeklerin bagirsaklarinda yasamin ilk ayinda en belirgin oldugu ve
anne siitli ile beslenen bebeklerde bagirsak bakterilerinin yaklasik %40’ mi1

olusturduklart tespit edilmistir (Pannaraj ve ark 2017).

Anne sutld, oligosakkaritler gibi prebiyotikleri ve Bifidobacterium,
Lactobacillus gibi probiyotikleri ayni anda iceren bir besindir. Anne sutlniln
igerigindeki laktoferrin, oligosakkaritler, lizozomlar, antikorlar ve sitokinler
bagirsaktaki Bifidobacterium sayisimi artirmaktadir (Ozdemir ve Demirel 2017).
Prebiyotik icerikli anne suti ile beslenen bebeklerde bifidobakteri ve laktobasil
proliferasyonu artarken formil mama ile beslenen bebeklerde daha fazla enterokok ve
enterobakteri tiirlerine rastlanilir (Forchielli ve Walker 2005). Daha sonra
mikrobiyota, yasamin ilk iki yilinda kolonizasyon, gelisme ve olgunlasma gibi farkl
asamalarla biiylik Olgiide degisir. Yukarida aciklanan faktorlerin  yami sira
antibiyotiklere maruz kalma, beslenme sekli, prebiyotik/probiyotik kullanimi, genetik
ve cevresel faktorler de mikrobiyal toplulugun degiskenliginde 6nemli rol oynar
(Kumar ve ark 2016).

1. 3. 2. Mikrobiyotay1 Etkileyen Faktorler

Genetik
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Konak genomu mikrobiyota profili Uzerine etki eden faktdrlerden biridir.
Ancak maternal genotipin fetal mikrobiyom tizerindeki etkilerini tanimlamak igin fetal
genetik etkiler ve cevresel faktorler kontrol altina alinmalidir (Romano-Keeler ve
Weitkamp 2015). Monozigotik ikizlerin bagirsak mikroniyotalarinin incelendigi bir
calismada diski bakteri profilleri arasindaki benzerlik, akraba olmayan bireylere gore

anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Zoetendal ve ark 2001).

Bir baska arastirmada da monozigotik ikizlerin bagirsak mikrobiyal gen
profillerinin dizigotik ikizlerlere gére daha benzer olduklari ortaya konulmustur (Xie
ve ark 2016).

Beslenme

Diyet aliskanliklari, bagirsak mikrobiyotasinin g¢esitliligine etki eden temel
faktorlerden biri olarak kabul edilir. Yapilan arastirmalarda farkli besin igeriklerinin
farkli bakteriyel topluluklarca kullanildig1 ve o toplulugun kolonizasyonunu sagladig;
bu sekilde dominant bakteri tiirlerinin olusmasinda beslenmenin etkisinin oldugu
ortaya konmustur. Degisik cografyalarda hayatlarimi siirdiiren insan topluluklarinin
mikrobiyotalarinin  karsilastirilmas:1 beslenme aligkanliklarinin - uzun ddnemde
mikrobiyota iizerindeki etkisinin degerlendirilmesini saglamistir. Bu baglamda, bati
tarz1 beslenme modeli ile ABD ve Avrupa Birligi iilkelerinde yasayanlar ile Afrika ve
Guney Amerika’ nin kirsal kesimlerinde yasayan kisilerin bagirsak mikrobiyotalarinda

belirgin degisiklikler gdzlenmistir (Ozdemir ve Demirel 2017).

Bitkisel kaynakli yuksek lif iceren diyetle beslenen Afrikali gocuklarin
bagirsak mikrobiyotasi, Avrupa da yasayan c¢ocuklarla Kkarsilastirildiginda,
mikrobiyotalarinda 6zellikle Prevotella ve Xylanibacter agisindan zengin olacak
sekilde Bacteroidetes’ te 6nemli bir artis ve Firmicutes igeriginde azalma tespit
edilmistir. Ayrica Afrikali cocuklarda anlamli olarak daha fazla kisa zincirli yag asidi
ve daha az Enterobacteriaceae ailesine ait bakteryal icerik tespit edilmistir. Bu
calismayla yiiksek lifli diyetle iliskili cesitli ¢evresel mikroplara maruz kalmanin
potansiyel olarak  faydali  bakteri genomlarin1  artirarak ~ mikrobiyomu
zenginlestirebilecegi bunun yani sira kiiresellesmenin ve besin agisindan zengin,
kirlenmemis gidalar1 yemenin ise mikrobiyal zenginligi azaltmak gibi istenmeyen bir

etkisinin olacagi belirtilmistir (De Filippo ve ark 2010).
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Beslenme ve bagirsak mikrobiyotasi arasindaki iliskiyi ortaya koymak igin
yapilan bir kontrolli beslenme arastirmasinda yagdan zengin liften fakir olan veya
yagdan fakir liften zengin olan bir diyetin baslatilmasindan sonra ilk 24 saat iginde
mikrobiyom bilesiminin saptanabilir sekilde degistigi, ancak enterotip ¢esitliliginin 10
gun boyunca ayni1 kaldigi belirtilmistir. Bu nedenle, enterotip diizeyindeki degisimler
ancak uzun siireli diyetle iliskilendirilmistir. Hayvansal proteinleri ve yaglan fazla
tilketenlerde bunlarin sindirimi icin Bacteroides enterotipi artarken, karbonhidrat ve
bitkisel proteinleri fazla tiketenlerde Prevotella enterotipinde artis goriillmektedir (Wu

ve ark).

Prebiyotik ve probiyotik kullanimi da mikrobiyotayr etkilemektedirler.
Prebiyotikler bagirsakta yasayan bir veya birka¢ bakteri toplulugunun buyimesini ve
aktivitesini secici sekilde artirararak konakery1 faydali yonde etkileyen sindirilemeyen
gida bileseni olarak tanimlanmiglardir. En ¢ok bilinen prebiyotikler
fruktooligosakkaritler, intilin, galaktooligosakkaritlerdir ve Bifidobacterium sayisinda
artisa neden olurlar. Probiyotik ise konaga ait yerli mikrofloray1 implantasyon veya
kolonizasyon yoluyla degistiren yeterli sayida canli, tanimlanmis mikroorganizma
iceren ve bu yolla konakta yararli saglik etkileri gosteren iirlin olarak tanimlanmuistir.
Probiyotik olarak en sik kullanilan bakteriler ise Bifidobacteria ve Lactobacillus tur.
Ayrica prebiyotik ve probiyotikleri birarada bulunduran iirtinlere de sinbiyotik adi

verilmistir (Schrezenmeir ve de Vrese 2001).
Antibiyotik kullanimi

Antibiyotikler sadece hedef bakterilere etki edecek secici toksisiteye sahip
olmadig1 i¢in mikrobiyota iizerinde de etki gosterirler. Antibiyotik uygulamasinin
bagirsak mikrobiyota disbiyozuna, yani bilesim ve islevinde bozulmaya neden
olabilecegi bildirilmistir. Genis spektrumlu antibiyotikler, bagirsak toplulugundaki
bakterilerin %30’ wunun bollugunu etkileyerek taksonomik zenginlik, cesitlilik ve
diizgiinliikte hizli ve Onemli disiislere neden olabilir. Antibiyotik tedavisi
durduruldugunda ise mikrobiyota, eski bilesimine benzer bir bilesime geri donebilir
ancak baslangic durumu genellikle tamamen geri kazanilmaz. Aslinda, antibiyotik
kaynakli mikrobiyota degisiklikleri, aylar hatta yillar sliren uzun zaman
periyotlarindan sonra da kalabilir (Francino 2016). Mikrobiyom bilesiminin degisimi,

kullanilan antibiyotik sinifina, dozuna ve ilaca maruz kalma siiresine gore degisir.
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Cocuk ve yetigkin hastalarda siklikla kullanilan bir antibiyotik olan makrolidler ile
ilgili yapilan bir c¢alismada cocuklarda makrolid kullaniminin bagirsak
mikrobiyotasinda Actinobacteria’ y1 azaltan ve Bacteroides ve Proteobacteria’ y1
artiran bir degisiklige yol agtigi gosterilmistir. Bagka bir ¢calismada ise Vankomisin in
Firmicutes de azalma ve Proteobacteria’ da artis ile fekal mikrobiyota ¢esitliliginde

biiyiik bir diisiis yaptig1 tespit edilmistir (lizumi ve ark 2017).

Idrar yolu enfeksiyonu tedavisinde kullanilan iki antibiyotik olan
nitrofurantoin ve siprofloksasin in mikrobiyotaya etkilerini arastiran bir caligmada ise
siprofloksasin kullanimima bagli Firmicutes ve Actinobacteria’ nin (6zellikle
Bifidobacterium ) azaldigi ve Bacteroides’ in arttigi, nitrofurantoin ¢ bagl ise kismi

bir degisiklik oldugu bildirilmistir (Stewardson ve ark 2015).

Antibiyotiklerin mikrobiyotaya uzun vadeli etkilerini arastiran bagka bir
calismada, goniillii deneklere yedi guin boyunca klindamisin verilip 2 yil siiresince belli
araliklarla mikrobiyota profilleri degerlendirilmis ve 6nemli degisiklikler oldugu
saptanmistir. 7. Gilinlin sonunda 6zellikle Bacteroides cinsinde ciddi bir azalma tespit
edilmis ve 2 yil sonra bile mikrobiyotanin baslangic kompozisyonuna dénemedigi
saptanmistir. Ayrica 7. giinde yapilan analizde klindamisin direngli bacteriodes
sayisinda artis bulunmus ve 2 yil sonra da artmis direncin devam ettigi belirtilmistir

(Jernberg ve ark 2007).
Yaslanma

Yapilan ¢aligmalar, insan sagliginin her yasta fiziksel ve zihinsel gelisim i¢in
yararli bir mikrobiyotaya ihtiya¢ duydugunu ve yaslanma siirecinde fizyolojik
islevlerdeki degisimin mikrobiyotadaki tiirlerin kompozisyonunu ve islevlerini
etkileyebilecegini ortaya koymustur. Yaslanmaya bagli bagisiklik sisteminin
islevselliginde bir azalma meydana gelir ki bu bagirsakta kronik bir inflamatuar
duruma neden olur. Bunun bir sonucu olarak yagli insanlarda bagirsak
mikrobiyotasinin bilesiminde ve yapisinda olumsuz degisiklikler meydana gelir. Yash
deneklerde yapilan bir ¢alismada 6zellikle Firmicutes filumunun ¢ok diisiik bolluk ve
diisiik cesitlilikte oldugu saptanmistir. Baska bir ¢alisma, gen¢ deneklere kiyasla
yaslilarda Bacteroidetes bollugunun 6énemli 6l¢iide daha yiiksek ve Clostridium kiime

IV bollugunun daha diisiik oldugunu bildirmistir.
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Bagirsak mikrobiyotasinin yasa bagli degisiminin ciddi etkilerinden biri
de, Enterobacteriaceae ve diger Gram negatif bakterilerin bollugundaki artistir. Bu
Gram-negatif bakteriler, endotoksin gibi davranarak bagirsakta iltihaplanmaya neden
olabilen lipopolisakkaritleri ~salgilama yetenegine sahiptir. Yasli insanlarin
bagirsaklarinda, 6zellikle asetat, biitirat ve propiyonat olmak iizere kisa zincirli yag
asidi (SCFA) seviyesinin geng deneklere kiyasla azaldigi belirlenmistir. Yaglilarin
bagirsak mikrobiyotas: tarafindan SCFA iiretiminde yasa bagh diisiis, bagisiklik
sistemini engelleyebilir ve bu da yasl insanlarda bagirsakla ilgili ¢esitli hastaliklara

neden olabilir (Kumar ve ark 2016).
Cevresel faktorler

Yasanilan cografya, kentsel veya kirsal yasam, mevsimler, hijyen kosullari,
sigara i¢cme, fiziksel aktivite, stres gibi bircok cevresel faktorde insan mikrobiyota

kompozisyonunu (zerine etki eder.

Cografya bagirsak mikrobiyal popiilasyonlarinin bilesimi iizerinde giiclii bir
etkiye sahiptir. Afrika’ nin kirsal kesimlerindeki ¢ocuklarda digki bakterilerinin
cesitliligi, Avrupa Birligindeki gelismis topluluklarin ¢ocuklarininkinden daha
fazladir. Yapilan bir ¢aligmada, diski bakterilerinin tipi ve fonksiyonel genlerinin
ABD’ deki, Venezuela ve Malavi’ nin kirsal bolgelerindeki bireyler arasinda farklilik

gosterdigi tespit edilmistir (Conlon ve Bird 2014).

Sigaranin bagirsak mikrobiyota bilesimi iizerinde etkisini arastiran bir

calismada, Crohn Hastalig1 olan bireylerde ve saglikli bireylerde sigara kullanmanin

Bacteroides-Prevotella’ yz artirdigi bulunmustur (Benjamin ve ark 2012).

Egzersizin mikrobiyota ile iliskisini arastiran bir ¢alismada da ise asir1 egzersiz
yapanlarin yiliksek bir bagirsak mikroorganizma cesitliligine sahip olduklar
bulunmustur ve asir1 egzersizin asir1 protein tiiketimiyle birlikte olabilecegi de ayrica

vurgulanmigtir (Clarke ve ark 2014).

Seyahat, vardiyali ¢calisma veya diger nedenlerle meydana gelen sirkadiyen
diizensizlik de bagirsak sagligini etkiler ve bagirsak mikrobiyal popiilasyonunu

degistirebilir (\Voigt ve ark 2014).
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1. 3. 3. Bagirsak Mikrobiyotasi

Insan gastrointestinal sistemi, 100 trilyondan fazla mikroorganizma iceren bol
ve cesitli bir mikrobiyal topluluk barmndirir. Ozofagustan distal rektuma dogru
gidildikce, bakteri cesitliligi ve sayisinda artis olur. Insan bagirsaginda ki bakteri
yogunlugunun 10'1-10'2/mL arasinda oldugu varsayilmaktadir ki bu kolonun bilinen

en yogun niifuslu mikrobiyal habitat oldugu anlamina gelir.

Son zamanlarda teknolojide ki yeni gelismelerle birlikte direkt diskidan izole
edilen niikleik asitlerin analiz edilerek bagirsak mikrobiyotasinin bilesenlerinin
filogenetik tanimlamasi1 ve miktar olarak ortaya konulmasi miimkiin hale gelmistir.
Bagirsak mikrobiyotasinin igeriginde bakteriler, mayalar ve virtsler dahil olmak tizere
cesitli mikroorganizmalar bulunur. Insan bagirsak mikrobiyotasinda baskin olarak
bulunan filumlar; Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria ve Verrucomicrobia filumlaridir. Bunlar arasinda da Firmicutes ve
Bacteroidetes filumlar1 yaklasitk %90 oraninda bulunur. Firmicutes filumu,
Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus ve Ruminicoccus gibi ¢ok sayida
farkl: tiirden olusur. Firmicutes filumunun %95’ ini Clostridium cinsi temsil eder. Bir
diger baskin filum olan Bacteroidetes filumunu ise Bacteroides ve Prevotella gibi
cinsler temsil eder. Actinobacteria filumunun bollugu ise digerlerine gore daha azdir

ve daha ¢ok Bifidobacterium cinsi bu filumu temsil eder (Rinninella ve ark 2019).

MetaHIT tarafindan onerilen bir diger siniflandirma ise, cografya ve cinsiyete
gore stabil olan, ancak beslenme ve ilaglara farkli cevap verebilen enterotip olarak
adlandirilan kimelerdir. Temel olarak (¢ farkli enterotip vardir: Yuksek oranda
Bacteroides iceren Enterotip 1; Prevotella bollugu yiiksek olan Enterotip 2; ve
Ruminococcus bolluguna sahip Enterotip 3. Enterotip 1 grubunda bulunan bakteriler,
proteazlar, galaktosidazlar ve heksoaminidazlar gibi enzimleri kodlayan genleri icerir.
Bu enzimatik potansiyel, bu organizmalarin enerjiyi diyet karbonhidratlarindan ve
proteinlerden elde ettigini diistindiiriir. Enterotip 2, agirlikli olarak bagirsak mukoza
tabakasin1 kaplayan miisin glikoproteinlerinin bir indirgeyicisi gibi gorev alir.
Enterotip 3 ise sekerlerin zardan transportunun yani sira miisin yikimiyla da iliskilidir.
Enterotipler bunlar disinda baska metabolik etkilere de sahiptir. Ornegin biotin,
pantotenat, riboflavin ve askorbat sentezi daha cok enterotip 1’ de gorullrken,

enterotip 2’ de folat ve tiamin sentezi daha fazla gorulir (Toscano ve ark 2017).
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1. 3. 4. Bagirsak Mikrobiyotasinn islevleri

Bagirsakta yasan mikroorganizmalar konagin bagirsak mukozasi ile simbiyotik
iliski icindedir ve Onemli metabolik, immiinolojik ve koruyucu islevleri
vardir. Besinlerini konake1 diyet bilesenlerinden ve dokiilen epitel hiicrelerinden elde
eden bagirsak mikrobiyotasi, kendi basina genis bir metabolik kapasiteye ve 6nemli

fonksiyonel gorevlere sahip bir organdir (Toscano ve ark 2017).

Metabolik islevler

Bagirsak mikrobiyotasi, besinlerini biiyiik 6l¢iide diyet karbonhidratlarindan
alir. Polisakkaritler, insanlarin proksimal bagirsaklarinda sindirilmez; bunun yerine,
distal bagirsaktaki bagirsak mikrobiyotasi tarafindan sekerler veya SCFA’ lar gibi
sindirilebilir bilesiklere dontstiiriiliirler. Bu enerji substratlari, 6zellikle kolonositler

ve genel olarak konakg1 tarafindan kullanilir (Boulangé ve ark 2016).

Bacteroides, Fecalibacterium, Roseburia, Bifidobacterium ve Enterobacteria
gibi bakteriler tarafindan, proksimal sindirimden kacan karbonhidratlar ve
sindirilemeyen oligosakkaritlerin fermantasyonu, konak i¢in zengin enerji kaynaklari
olan butirat, propiyonat ve asetat gibi kisa zincirli yag asitlerinin sentezi ile sonuglanir.
Karbonhidrat ~ metabolizmasina  etki  eden  baskin ~ mikroorganizmalar
olan Bacteroides cinsinin Gyeleri, bunu glikozil transferazlar, glikozit hidrolazlar ve
polisakkarit liyazlar gibi enzimleri eksprese ederek gerceklestirir. Bu bakteriler iginde
en 6nemlisi 260’ dan fazla hidrolazi1 kodlayabilen bir genoma sahip olan Bacteroides

thetaiotaomicron’ dur (Toscano ve ark 2017).

Diskida en fazla tespit edilen iic SCFA, asetat, propiyonat ve butirattir. Bu U¢
temel kisa zincirli yag asidi, insan vicudu icin 6nemli farkli roller Ustlenirler. Bitirat,
insan saghigi i¢in en 6nemli kisa zincirli yag asididir. Bitirat insan kolon hicreleri igin
temel bir enerji kaynagidir, ayn1 zamanda kolon kanseri hicrelerinin apoptozunu
indukler ve histon deasetilazi inhibe ederek gen ekspresyonunu diizenleme yoluyla
kanser onleyici aktivite gosterir. Biitiratin, glukoz ve enerji homeostazi iizerinde
yararl etkileri olan cAMP’ ye bagli bir mekanizma yoluyla bagirsak glukoneogenezini
aktive edebilecegine dair kanitlar da vardir. Propionat ise epitel hicreleri igin
potansiyel bir enerji kaynagidir, bunun yani sira glukoneogenezde de rol oynadigi

karacigere aktarilir. Propionatin intestinal glukoneogenezde glukoza donistiiriilmesi,
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karacigerde glukoz dretimini azaltarak enerji homeostazina katki saglar ve sonug
olarak adipoziteyi azaltir. Diger bir bol bulunan SCFA asetattir ve bakterilerin
buyiumesinde etkili bir kofaktordir. Insan viicudunda asetat, periferik dokulara tagimir
ve kolesterol metabolizmasinda ve lipogenezde kullanilir ve farelerde yapilan
calismalardan elde edilen bulgular, merkezi istah diizenlemesinde de onemli roli

oldugunu gostermistir.

Bakteriler, fumarat, siksinat ve laktat dahil olmak Uzere bircok ara
fermantasyon {riinleri iiretir, ancak bunlar, diger bakteriler tarafindan yaygin olarak
kullan1lmas1 nedeniyle normal olarak saglikli bireylerin diskilarinda diistik seviyelerde
tespit edilir. Ornegin, laktat tipik olarak diger bakteriler tarafindan ya propiyonata ya
da biitirata doniistiirtiliir ve bu nedenle yetiskin diskisinda ihmal edilebilir seviyelerde

bulunur (Rowland ve ark 2018).

Karbonhidrat fermantasyonu ve bakteri metabolizmasinin bir sonucu olarak
bagirsakta  sentezlenen  oksalat, Oxalobacter  formigenes, Lactobacillus
tirleri ve Bifidobacterium turleri gibi organizmalar tarafindan karsilanir boylece
bobrekte oksalat tagt olusum riski azaltilir (Sidhu ve ark 1998).

Bagirsak mikrobiyotasi lipid metabolizmasi izerinde ki etkilerini adipositlerde
Ki lipoprotein lipaz aktivitesinin inhibe edilmesini onleyerek
gosterir. Ayrica, Bacteroides thetaiotaomicron tirindn lipid sindirimi icin pankreatik
lipaz tarafindan gerekli olan bir kolipazin ekspresyonunu artirarak lipid hidrolizini

arttirdig1 gosterilmistir.

Bagirsak mikrobiyotasinin metabolik islevlerinden bir digeri ise K vitamini ve
B vitamininin birgok bileseninin sentezidir. Bacteroides cinsinin antidiyabetik,
antiaterojenik, antiobezojenik, hipolipidemik ve immunomodulator oldugu bilinen
konjuge linoleik asidi (CLA) sentezledigi gdsterilmistir. Bagirsak mikrobiyotasinda ki
bakteriler piruvik asit, fumarik asit, sitrik asit ve malik asit miktarlarin1 da artirir ki

bunlar yuksek enerji metabolizmasinin gostergeleridir (Toscano ve ark 2017).

Bagirsak mikrobiyotasi, metabolik strese (hipoksi, glukoz yoksunlugu,
egzersiz gibi) yanit olarak 6ncelikle iskelet kasi, beyin ve karacigerde eksprese edilen
adenosin monofosfatla aktive edilmis protein kinazin (AMPK) salinimim
baskilar. Bagirsak bakterileri tarafindan tesvik edilen AMPK inhibisyonu,

mitokondriyal yag asidi oksidasyonu, ketogenez, glukoz alimi ve insiilin
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sekresyonunun azalmasina ve lipogenez ile kolesterol ve trigliserit sentezinin artigina

yol agar (Boulangé ve ark 2016).

Meyve ve sebzelerden elde edilen polifenollerin ¢ogu, ince bagirsakta zayif bir
sekilde emilir ve kolona gecer. Mikropsuz ve insan mikrobiyotas: ile iliskili
hayvanlarda ve in vitro fekal inkiibasyonlarda yapilan g¢alismalar sonucunda, ana
polifenollerin, biyoaktivitelerini etkileyebilecek olan kolon mikrobiyotasi tarafindan
genis olgiide metabolize edildigi ortaya konmustur. Ozellikle Lachnospiraceae,
Bacteroides distasonis, Enterococcus casseliflavus, Bacteroides uniformis,
Bacteroides ovatus ve Eubacterium cellulosolvens CG19-1 ve Eubacterium ramulus

polifenol metabolizmasi ile iliskilendirilmis tiirlerdir (Rowland ve ark 2018).
Immiinolojik islevler

Bagirsak mikrobiyotast ve bagisiklik sistemi arasindaki etkilesim, dogum
sonrasi erken donemde immiin sisteminin olgunlagma siireciyle baslar ve tiim yasam
boyunca immiin sistemin modiilasyonu ve kendi antijenlerine yanit1 ile devam eder.
Bagirsak mikrobiyotasinin dogum sonrasi erken yasamda konakg¢1r bagisiklik
sisteminin gelisimi ve olgunlagmasindaki rolii, mikropsuz fare deney modeli ile ortaya
konmustur. Bagirsak mikrobiyotasinin yoklugunun lenfoid organlarin olusumunu
olumsuz etkiledigi, oOzellikle mikropsuz farelerin dalak ve mezenterik lenf
diigtimlerinin kusurlu olusuma sahip oldugu, bagirsak Peyer plaklarinin daha kiigiik

oldugu, azalmis sayida CD4+ T hiicresi ve azalmis IgA iiretimi tespit edilmistir.

Bagirsak mikrobiyotasi, bagisiklik hiicrelerini etkileyebilecek bagisiklik
duzenleyici ve anti-enflamatuar islevlere sahip molekiillerin tiretimi yoluyla bagisiklik
sistemini modile eder. Mikrobiyotanin, konakg1 iiriinleri modifiye ederek ve novo
sentez yoluyla sindirilmis gidalardan tirettigi, kisa zincirli yag asitleri enflamasyonun
ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde en yaygin olarak arastirilanlardir. Kisa
zincirli yag asitleri, serbest yag asidi reseptorleri (FFAR) olarak da adlandirilan G-
protein-bagl reseptorler araciligiyla birkag enteral olmayan hiicre tipine sinyal verir.
Bu reseptdrlerden biri olan GPR109A/HCAZ2, biitirat tarafindan bagisiklik sisteminde
aktive edilir ve bagirsak mikrobiyotasi ile bagisiklik sistemi arasindaki sinyal,
homeostazi diizenlemek ve ortak bakterilere kars1 bagisiklik toleransi ile patojenlere
kars1 bagisiklik arasindaki dengeyi korumak igin esastir. Biitirat ve GPR109A/HCA2’

nin etkilesimi, immiin tolerans olusumunda is birligi yapar ve ozellikle regiilatér T
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hlcre gelisimine aracilik eder. Butirat ve propiyonat gibi SCFA’ lar, Histon deasetilaz
inhibisyonu ve FFAR ile etkilesim yoluyla dendritik hiicrelerin gelisimini inhibe

ederek antijen sunumunu da module eder (D” Amelio ve Sassi 2018).

Yapilan bir ¢alismada Lactobacillus kefiri ile tedavi edilen farelerde IL-6 ve
Granulosit monosit koloni stimile edici faktor (GM-CSF) uretiminde 6nemli bir
diisiis oldugu bulunmustur, bu da Lactobacillus kefiri’ nin bagirsak inflamatuar
disbiyozunun 6nemli bir faktorii oldugunu gosterir. Bir tur simbiyotik bakteri olan
Bacteroides fragilis ise, IL-17 iiretimini inhibe ederek ve bagirsak Treglerinin
etkinligini artirarak anti-inflamatuar etkileri olan polisakkarit A Gretebilir (Shi ve ark
2017).

Bagirsak mukozal plazma hiicreleri dendritik hiicreler tarafindan indiiksiyon
tizerine salgisal IgA iretir. Bu fonksiyona lamina propria ve folikiler dendritik
hicrelerde ki My-D88 sinyallesmesinin aracilik ettigi tahmin edilmektedir. My-D88
sinyali, bagirsak mikrobiyotas: tarafindan aktive edilebilir. Ayrica, bagirsak
mikrobiyotasi, Peyer plaklarindaki dendritik hiicreleri TGF-B, CXCL13 ve B-hucresi
aktive edici proteini (BAFF) salgilamak i¢in uyarir, bu da IgA iiretimine yol agar

(Jandhyala ve ark 2015).

Yapilan bir ¢caligmada, prebiyotiklerle tedavi sonrast digkidaki IgA miktarinin
ciddi sekilde arttigr, mezenterik lenf diiglimlerinde ve peyer plaklarinda
proinflamatuar faktoriin ekspresyonunun onemli Ol¢iide azaldigi gosterilmistir. EK
olarak, IL-10, CXCL-1 ve Mucin-6 genlerinde artis, IFN -gamma, GM-CSF ve IL-
1beta genlerinde ise azalma tespit edilmistir (Shi ve ark 2017).

Bagirsak mikrobiyotasi, sindirilmis gidalardan 6nemli immiinomodiilator
islevi olan indol tiirevleri ve poliaminler gibi metabolitler dretir. Indol tiirevleri, anti-
mikrobiyal peptitlerin, miisinlerin {iretimini ve bagirsak goblet hiicrelerinin
cogalmasini uyararak enteral mukozanin biitiinliiglinii ve patojenlere karsi bariyer
savunmasini  destekler. Putresin, spermidin ve spermin gibi poliaminler, gen
ekspresyonu ve proliferasyonunda dnemli roller Ustlenirler ve bagirsak mukozasinin

ve yerlesik bagisiklik hiicrelerinin gelisimini artirirlar (D” Amelio ve Sassi 2018).

Koruyucu islevler

39



Yerli ve patojen mikroorganizmalar, mukozal yiizeylerin en distaki fiziksel
bariyerini olusturan bir mukus tabakasi ile epitel htcrelerinden fiziksel olarak
ayrilir. Mukus tabakasinin ana bileseni, miisin ad1 verilen glikoproteinlerdir. Misinler,
epitelin apikal tarafindan liimen igine salgilanir, ana bagirsak miisini, MUC2 * dir.
Yapilan ¢aligmalarda mikropsuz fareler MUC2 iiretiminde bir azalma gdsterdiginden
ve mukus tabakas1 SPF (spesifik-patojen icermeyen)
farelerde Bifidobacterium cinsine ait tiirler tarafindan korundugundan, miisin iiretimi
yerli mikrobiyotanin varligindan ve bilesiminden etkilendigi agiktir (Libertucci ve
Young 2019).

Kommensal mikrobiyota, bagirsak mukozasinin patojen istilasina engel
olusturan “bariyer etkisine” katkida bulunur. Yapilan ¢alismalar, prebiyotik ile diyet
takviyesi yoluyla bagirsak mikrobiyotasinin modiilasyonunun, siki baglanti
proteinlerinin  (ZO-1 ve okludin) ekspresyonunu artirarak epitelyal bariyer

biitiinliiglini arttirdigim gostermistir (Fava ve Danese 2011).

Bagirsak mikrobiyotasi ayrica lokal immiinoglobulinleri indiiklemek yoluyla
patojenik suslarin asirt bilyiimesinin 6niine gegmektedir. Bagirsak mikrobiyotasinin,
Ozellikle Bacteroides cinsi gibi gram negatif organizmalarin, bagirsak mukozasindaki
plazma hiicrelerini salgilayan IgA’ y1 (sIgA) eksprese etmesine neden olan bagirsak

dendritik hucrelerini (DC’ ler) aktive ettigi gosterilmistir (Jandhyala ve ark 2015).

1. 3. 5. Bagirsak Mikrobiyotasinin Iliskili Oldugu Hastahklar

Saglikli bagirsak mikrobiyal toplulugu, ekosistemin zenginligi, bozulmaya
yatkiligi ve bozulma 6ncesi duruma geri donme yeteneklerini tanimlayan ¢esitlilik,
kararlilik, direng ve esneklik gibi kavramlarla karakterizedir. Bircok cevresel ve
konakciya ait faktor tarafindan mikrobiyal ekosistemin direng ve esneklik
yeteneklerini asacak sekilde mikrobiyotada meydana gelen bilesimsel ve islevsel
degisiklikler disbiyozis olarak tanimlanmaktadir (Levy ve ark 2017). Saglikhi
mikrobiyotanin nasil olacagi halen tartisma konusu iken saglikli kontrollerle yapilan
caligmalarda hastalik varliginda olusan “sagliksiz” mikrobiyota i¢in “disbiyozis”,
saglikli mikrobiyotaya igin ise “6biyozis” terimleri siklikla kullanilmaktadir. intestinal
mikrobiyota; esas olarak gastrointestinal sistem hastaliklar1 {izerine bagirsak epiteli,
bagirsak peristaltizmi gibi pekcok ana faktorle etki ederken, ayni zamanda

inflamasyon, immin sistem, beslenme ve endokrin sistem Uzerinde ki etkileriyle de
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sindirim sistemi disinda bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynar (Yilmaz ve Altindis
2017). Birgok ¢alismada mikrobiyotada olusan disbiyozun hepatit, tip 2 diyabet, atopi,
astim, kanser, inflamatuvar bagirsak hastalifi gibi sindirim sistemi hastaliklari,
Alzheimer gibi norolojik hastaliklar, obezite ve ateroskleroz gibi metabolik
hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda bazi hastalik durumlarinda
bagirsak mikrobiyotasinda ki bakterilerin kompozisyonunda degisiklikler oldugu
tespit edilmis ve degisik hastaliklarda degisik bakteri tiirlerinin arttig1 veya azaldigi
belirlenmistir (Sever Kaya ve Saka). Ornegin tip 1 diyabette Clostridium, Bacteroides
ve Veillonella cinslerinde artma Firmicutes/Bacteroidetes oraninda azalma (Murri ve
ark 2013), tip 2 diyabette Firmicutes konsantrasyonlarinda, artma, obezitede
Firmicutes filumunda artma ve Bacteroidetes filumunda azalma (Muscogiuri ve ark
2019), inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda Firmicutes filumunda azalma
Bacteroidetes filumunda ve Enterobacteriaceae ailesinde artma (Carding ve ark
2015), romatoid artritte yeni tani1 almig hastalarda Bacteroides cinsinde azalma
Prevotella copri tlrlinde artma (Bodakikahe ve ark 2019) yapilan galigmalarla ortaya

konmus hastalik mikrobiyota iliskilerindendir.

Bagirsak mikrobiyotasi ve viral enfeksiyonlar

Mikrobiyotanin konumuna ve bolluguna bagli olarak, viriislerin de siiphesiz
mikrobiyota ile etkilesimleri vardir. Cok sayida kanit, kommensal mikrobiyotanin
cesitli mekanizmalar yoluyla viriisleri istila ederek diizenledigini ve dolayisiyla viral
enfeksiyonlarda uyarict veya baskilayici rollere sahip oldugunu gostermektedir.
Ayrica, ortak mikrobiyotanin biitiinliigliniin istilac1 virlisler tarafindan bozulmasi
konakta disbiyoza neden olur ve bu virls enfektivitesini daha da etkiler.
Mikrobiyotanin viral enfeksiyona katkis1 konakgi ve/veya viriis lizerinde dogrudan
veya dolayli etkiler yoluyla ortaya ¢ikabilir. Genetik rekombinasyonu kolaylastirmak,
virion stabilitesini artirmak, hedef hiicrelerin ¢ogalmasinin siirdiiriilmesini saglamak,
hiicrelere baglanmay1 uyarmak ve viral replikasyona katki saglamak gibi dogrudan
etkilerin yanisira bagisiklik diizenleyici mikro-ortami indiiklemek, antiviral bagigiklik
tepkilerini bastirmak gibi mekanizmalarla dolayli olarak da etki edebilir (Bodakikahe
ve ark 2019). Ornegin, mikrobiyota ve iiriinleri, enfektiviteyi veya tepkileri
degistirmek icin viral partikiillerle dogrudan etkilesime girebilir. Ayn1 zamanda
mikrobiyota, immun reaksiyonlari indiikleyerek viral enfeksiyonu dolayli olarak da

etkileyebilir. Aslinda, TLR sinyali yoluyla mikrobiyota aracili immun sistem
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aktivasyonunun, mikrobiyotadan olumsuz etkilenen tim virlsler icin gegerli oldugu
gorilmektedir. Mikrobiyotanin her viriisii birden fazla mekanizma ile etkilemesi

mUmkuanddr.

Ormnegin diinyada viral ishalin en énemli sebebi olan rotaviriis enfeksiyonunda
probiyotiklerin viral diyare siiresini azalttigt ve Lactobacillus rhamnosus
GG uygulamasinin rotaviriis yayilimini azalttigi gdosterilmistir. Ayni zamanda
kommensal bakterilerden kaynaklanan ¢ozinur faktorlerin, bagirsak epitelyal hiicre
yiizeyi glikanlarin1 degistirmek ve rotaviriis baglanmasini 6nlemek suretiyle intestinal

epitel hiicrelerinde rotaviris enfeksiyonunu bloke ettigi belirlenmistir.

Orthomyxoviridae ailesinden zarfli bir RNA viriisii olan influenza viris
patogenezi incelediginde ise mikropsuz farelerin, normal farelere kiyasla influenza A
virisiine daha duyarli oldugu ve normal farelere kiyasla antibiyotikle tedavi edilen
farelerde daha yiiksek pulmoner influenza virlsu titreleri goriildiigii belirlenmistir.
Antibiyotikle tedavi edilen farelerde artan viral replikasyon ve hastalik, viriise 6zgii
CD8+ T hucre tepkilerinin ve IgG ile IgM antikor seviyelerinin azalmasiyla
bagmtilidir, bu da mikrobiyotas: tiilkenmis farelerde bozulmus adaptif bagisiklik
tepkilerini dlsiindiirtir. Hem bagirsak hem de st solunum yollarindan gelen ortak
bakterilerin, bagisiklik sistemini kalibre eden sinyaller saglayarak influenza viriisii

enfeksiyonlarini sinirlamada 6nemli rolii oldugu bilinmektedir.

Fekal-oral yolla yayilan enterik bir viriis olmasina ragmen, nadiren insan
merkezi sinir sistemini istila ederek  felce neden olabilen
Picornaviridae ailesinden zarfsiz, tek sarmalli RNA viriisii Polioviris igin ise
antibiyotikle tedavi edilen farelerde virts replikasyonu ve patogenezinin azaldigi
gosterilmistir, bu da mikrobiyotanin polioviriis enfeksiyonunu destekledigini
diistindiirmektedir. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerden gelen bakteriyel
polisakkaritler, polioviriise baglanir ve erken RNA salinimimi 6nlemek igin virionu
stabilize eder. Peptidoglikan ve lipopolisakkarit (LPS) dahil N-asetilglukozamin
iceren bakteriyel polisakaritler, polioviriisii baglar ve termal inaktivasyonu sinirlar.
Ayrica LPS, polioviriis reseptoriine viral baglanmay1 gii¢lendirerek, polioviriisiin

konak hiicrelere baglanmasina yardime1 olur (Robinson ve Pfeiffer 2014).

Mikrobiyotanin viral enfeksiyonlar {izerinde ki etkileri arastirilmaya devam

ederken, 0te yandan viriisler tarafindan kommensal mikrobiyotanin modiilasyonu ile
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ilgili yapilan c¢alismalar da virlis enfeksiyonunun mikrobiyota disbiyozunu
indiiklemede 6nemli bir rolii oldugunu 6ne siirmektedir. Ornegin HIV ile enfekte
hastalarda, potansiyel patojenik bakteri ailelerinin zenginlesmesiyle kommensal
mikrobiyota bilesiminin bozuldugunu goriilmiistiir. HIV hastalarmin tiikiirtigiindeki
mikrobiyal  ¢esitliligin, potansiyel patojenik Megasphaera, Campylobacter,
Veillonella ve Prevotella tiirlerinin bollugunun artmasi ve kommensal Veillonella ve
Streptococcus tiirlerinin azalmasi ile birlikte 6nemli 6lclide degistigi gosterilmistir.
Diski1 orneklerinde ise genel mikrobiyota zenginliginde tutarli bir azalma,
ancak Firmicutes ve Proteobacteria’  nmn secici  zenginlesmesiyle  karakterize
degisiklikler saptanmistir. Ek olarak, fekal mikrobiyotadaki tiirlerin alfa ¢esitliligi,
hastalarda immin yetmezligin siddeti ile negatif iligkili olarak bulunmustur (Li ve ark
2019).

Influenza  enfeksiyonu olan  hastalarda  yapilan  calismada  ise
Ozellikle Prevotella spp. ve anaerob bakterilerin 6nemli 6l¢tide azaldigi, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Corynebacterium propinquum tiirlerinin ise arttigit bulunmustur
(Edouard ve ark 2018).

Hepatit B virist (HBV) ile enfekte hastalarda, barsak mikrobiyotasinin
bilesimindeki degisiklik, Oonemli Olciide zenginlesmis Actinomyces,
Megamonas, Lachnospiraceae,Bacteroides,Asaccharobacter,Parabacteroides,Butyri
cimonas,ClostridiumlV,Coriobacteriaceae,Escherichia/Shigella,Ruminococcus,
Clostridiales, Enterobacteriaceae, Ruminococcaceae ile iliskilendirilmistir. Tir
diizeyinde yapilmis bir caligmada ise firsat¢i patojenik yapiya sahip bakteri tiirlerinde
6nemli Olglide artig, HBV ile enfekte hastalarin diski 6rneklerinde potansiyel yararli
etkileri olan tiirlerde azalma tespit edilmistir. Hepatit C viriisu (HCV)’ de ise
Streptococcus ve Lactobacillus duizeninde artis ve Clostridiales’ te azalma ile bakteri
cesitliliginde azalma gozlenmistir. Ayrica HCV hastalariin digki 6rneklerinde daha
diisiik Firmicutes, Proteobacteria ve Actinobacteria bollugu ve daha
yuksek Bacteroidetes bollugu saptanmustir (Li ve ark 2019).

Noroviriis enfeksiyonunun bagirsak mikrobiyotasi lizerindeki etkisini arastiran
insan temelli bir caligmada enfekte olmus bireylerin cogunda digki mikrobiyotasinin,

enfekte olmayan kontrollerinkine benzer bir bilesim sergiledigi halde, bagirsak
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mikrobiyotasinda onemli bir ¢esitlilik ve zenginlik kaybi oldugunu bulmuslardir.
Proteobakteri sayisinda agik bir artis ve buna karsilik gelen Bacteroidetes’ te azalma

ile karakterize degisiklikler saptanmistir (Nelson ve ark 2012).
Bagirsak mikrobiyotas1 ve COVID-19 enfeksiyonu

SARS-CoV-2 hucrelere protein S’ nin Anjiyotensin Converting Enzim Il
(ACE2) reseptorlerine baglanmasi yoluyla girer. ACE2 reseptorleri, akcigerlerdeki
epitel hiicreleri, ince bagirsak ve kolon, bobregin tiibiiler hiicreleri, beyindeki néronal
ve glial hucreler, enterositler, diiz kas hucreleri, kardiyomiyositler ve vaskiler
endotelyal hicreler dahil olmak fiizere viral enfeksiyona duyarli gesitli insan
hicrelerinde eksprese edilir. SARS-CoV-2 ayrica enfekte hiicrelere giris icin ince
bagirsak epitel hiicrelerinde eksprese edilen bir enzim olan transmembran proteaz serin
2 (TMRPSS2) i¢in reseptorleri kullanir. SARS-CoV-2 aktivitesi, bagirsakta bagirsak
iltihab1 ve ishale duyarliligi artiran ACE2 modifikasyonlarina neden olabilir. ACE2
sadece bagirsak iltihabinda 6nemli bir rol oynamakla kalmaz, ayn1 zamanda bagirsak

mikrobiyotasinin bilesimi iizerinde de 6nemli bir etkiye sahiptir (Villapol 2020).

COVID-19’ un kotii klinik gidisat ve Oliimlerinin biiyiik ¢ogunlugunun,
sagliksiz mikrobiyom ile de karakterize edilen yaslanma ve bir veya daha fazla
komorbiditenin varlig1 gibi spesifik risk faktorlerine sahip kisilerde gelistigi
bilinmektedir (Donati Zeppa ve ark 2020).

COVID-19 hastalarinin %3.34- 11.4 “ unln, Ozellikle kritik hastalarin, kusma
ve ishal gibi gastrointestinal semptomlara sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, diski
orneklerinde viral RNA ve canl viriisler tespit edilmis ve bu da sindirim sisteminin
bir viral replikasyon ve aktivite bolgesi olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bununla
birlikte, COVID-19 ve bagirsak mikroorganizmalari arasindaki etkilesim tam olarak
anlasilamamistir (Gu ve ark 2020).

1. 3. 6. Mikrobiyota Analiz Ydntemleri

Bagirsak mikrobiyotasi, konake1 ile simbiyotik iliski i¢inde olan karmasik bir
ekosistemdir. Bagirsak mikrobiyotasi ile hastaliklar arasindaki iligki ilk olarak 20.
ylizyilin baglarinda 6ne siiriilmiistiir ve o tarihten bu yana bagirsak mikrobiyotasi
bilesimini karakterize etmek i¢in pek ¢ok teknik gelistirilmistir ve kullanilmistir. 1990’

11 yillara kadar kiiltiir temelli yotemler kullanilmis olsa da, bagirsak mikrobiyotasinin
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yalnizca tahmini olarak %30 kadarlik bir kisminin kiiltiirii yapilabilmistir. 1990’
lardan bu yana ise, kiiltirden bagimsiz tekniklerdeki gelismelerle birlikte bu
ekosistemin igerigine ve ¢esitliligine dair bilgi birikimi artmaya baslamistir (Fraher ve

ark 2012).

Bagirsak mikrobiyotasini incelemek kullanilan yontemler kulttr temelli,
molekiiler temelli ve kii¢iik metabolitlerin saptanmasina dayali yontemler olmak tizere
3 grupta incelenmektedir. Molekdler temelli yontemler ise sekansa temelli yontemler

ve sekans disi yontemler olmak iizere gruplandirilmistir ve asagida gosterilmistir

(Sarangi ve ark 2019)

A. Kiltire Temelli Yontemler

B. Molekuler Temelli Yontemler
a. Sekans temelli yontemler

1. 16S rRNA ve hiperdegisken bdlgelerin sekansi
2. Tiim genom sekansi1 (metagenom)

3. Tim RNA sekansi (meta-transkriptom)
b. Sekans dis1 yontemler

1. Floresan insitu hibridizasyon flow sitometri
2. Pulse field jel elektroforezi

3. Denatiirasyon gradient jel elektroforezi

4

Is1 gradient jel elekroforezi
c. Kii¢iik metabolitlerin saptanmasi temelli yontemler

1. Gaz koromotografisi, Kitle spektrometrisi

2. Kitle spektrometrisine eslenmis kapiller elektroforez
3. Nikleer ve proton manyetik rezonans spektrometrisi
4

Infrared spektrometri
Mikrobiyota ¢alismalari icin 0rnek alim ve saklama kosullar:
Bagirsak mikrobiyotasinin analiz edilecegi g¢aligmalarda kullanilabilecek

ornekler; gaita, fekal swab ornekleri, rektal swab 6rnekleri, doku érnekleri, mukoza

45



biyopsisi ve intestinal mukozal lavaj drnekleridir ve siklikla gaita dérnegi kullanilir.
Ancak, gastrointestinal sistemin farkli alanlarinda farkli bakteri popiilasyonlart
barindirabilecegi g0z Oniline alindiginda digki mikrobiyotasinin farkli bagirsak
kisimlarindaki mikrobiyota ile ayn1 olmayacagi unutulmamalidir. Ancak gerek non-
invaziv olusu, gerekse kolay ve ucuz bir islem olmasi sebebiyle bagirsak mikrobiyota
calismalarinda en sik kullanilan 6rnek digkidir. Digki 6rnegi saglik kurulusunda veya
evde alinabilir, tim genom sekanslanacak ise en az 1 gr gaita gereklidir. Alinan 6rnegi
anaerobik kosullarda +4°C’ de 24 saate kadar, anaerob/normal ortam kosullarinda ve
-20°C’ de birka¢ gun (maksimum 1 hafta), anaerob/aerob ortam kosullarinda -80°C’
de birka¢ aydan birkag yila kadar saklamak miimkiindiir. Uygun kosullarda alinmig
fekal 6rnegin hizlica -80°C’ de dondurulmasi referans yéntemdir. Bu yontemle ile taze
ornekten direkt DNA izolasyonu ile arasinda anlamli fark yoktur. Hizli dondurma
yontemiyle hicrenin biitiinligii korunur veya kismen bozulur. Kolon mukoza
biyopsileri ve kolon lavaj sivist da nadiren de olsa mikrobiyota calismalarinda
kullanilmaktadir. Digki 6rneklerinin mukozal biyopsi 6rneklerine gore dezavataji ise;
bagirsak liimen igeriginin gecici olusu, mukozal mikrobik ¢esitliligi yansitmayisi ve
diyetten kolaylikla etkileniyor olusudur. Mukozal mikrobiyota ise bagirsak epitel
yiizeyinde bulundugu ic¢in daha az degiskendir ve konak hiicreleri ile dogrudan
etkilesim gostermektedir. Ayrica daha fazla sayida mikroorganizma icerdigi de
diistiniilince mukozal biyopsi Orneklerin altin standart Ornekleme tipi olarak
gorulmektedir. Ancak kolonoskopik biyopsinin invaziv bir islem olusu, kolon hazirligi
ihtiyaci ve alinacak biyopsi materyalinin boyutunun da sonucu etkilemesi bu yontemin
dezavantajlar olarak kabul edilmektedir (KOROGLU 2017).

Kulture dayah yontemler

Mikrobiyota ile ilgili yapilan ilk calismalar geleneksel bakteri kalttrQ
tekniklerine ve kiiltiirii yapilan bakterilerin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
kullanilarak fenotiplendirmelerine dayanmaktaydi. Ancak bagirsaktaki bakterilerin
biiyiik bir kism1 zorunlu anaeroblardir ve gastrointestinal sistemden numune alma,
laboratuvara tasima ve depolama esnasinda genellikle hayatta kalamazlar. Ayrica,
insan bagirsaginda bulunan c¢esitli organizmalarin kiiltiirde biliylime egilimlerinde
farklilik gosterir. Bu nedenle, kiiltire dayali teknikler kullanilarak yapilan

calismalarda ortaya ¢ikan sonuglarin anaerobik bakterileri yok sayip in vitro kiiltiirde
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kolayca tireyen aerobik organizmalar lehine baskin olacagimi dikkate almak gerekir

(Sarangi ve ark 2019).

Kaltir temelli yontemler olduk¢a ucuz olmasma ragmen, zahmetlidir ve
bagirsak mikrobiyota profili hakkinda kismi bilgi saglar ki bugline kadar bagirsak
mikrobiyotasinda ki bakterilerin sadece <%30 kadarmin kiltlri yapilabilmistir. 1990
I1 yillardan itibaren kiiltiirden bagimsiz tekniklerin gelisimine paralel olarak, kiiltiire
dayal1 teknikler de gelisme gostermistir. Ornegin jel mikrodamlaciklari ve mikrobiyal
kiiltiir ¢ipleri gibi yeni yontemler gelistirilmistir. Bu teknikler yuksek verimlidir ve
daha Once kulturi yapilmamis organizmalarin kiiltiiriinii miimkiin kilar. Bununla
birlikte, baz1 bagirsak mikrobiyota elemanlariin birbirleriyle simbiyotik bir iligkisi
vardir, bu tiir organizmalar biiyiime i¢in diger organizmalarin metabolik aktivitesine
baglidir ki bu da yeni kiiltiir tekniklerinin kullanighiligint sinirlamistir (Fraher ve ark
2012).

Molekuler yontemler

21. yiizyilla dogru gidildikge mikrobiyolojide kiiltiire dayali tekniklerden
ziyade, 6zellikle 16S rRNA geninin dizilenmesi gibi yontemlerin ortaya konulmasiyla,
kiiltiirden bagimsiz yontemler 6n plana c¢ikmistir. Molekiiler yontemlerde
mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi, genetik bilginin saklandigi
DNA ve RNA’ nin tespiti ile gerceklestirilmektedir. Yiiksek 6zgiillik ve duyarliliga
sahip molekiiler yontemler, kiiltiirii yapilamayan mikroorganizmalar i¢in avantaj
saglar ve etkenler kiiltiir yontemlerinden ¢ok daha hizli sekilde tespit edilebilirler.
Kullanilan ilk DNA temelli yontemler, bakteri kiimesinden izole edilen DNA’ lar
icinde, ilgili genlere 6zel problarin kullanildigi hibridizasyon teknikleri ya da dizileme
teknikleri oncesinde hedeflenen genlerin PCR yontemiyle ¢ogaltilmasi1 yontemleridir.
Bu c¢alismalarla genis kapsamda bakteri gesitliligi tanimlanabilir veya biyokimyasal
fonksiyonlarin dair bilgiler edinilebilir. Genellikle ribozomal RNA’ nin kii¢iik
altbirimi olan 16S rRNA’ daki dizi farkliliklar1 iizerine calisan bu yontemlerle;
mikrobiyotadaki bekteriyal ¢esitlilik, mikrobiyal toplulugu olusturan bakterilerin
kalitatif ve kantitatif miktarlar1 ve hastaliklarla iliskili mikrobiyota profilindeki

degisimler arastirilabilir hale gelmistir (Giirsoy ve Barig 2017).

DNA izolasyonu
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Molekiiler yontemler kullanilirken, DNA dizilimi ortaya koymak i¢in DNA’
nin Orneklerden izole edilmesi gerekir. DNA izolasyonu igin farkli protokoller
gelistirilmistir. Bu yontemler, analiz i¢in kullanilan numunenin tirine gore
degismektedir. Ayrica elde edilen sonuglar da kullanilan yonteme gore farklilik
goOsterebilmektedir (Sarangi ve ark 2019). Fekal DNA ekstraksiyon igslemi genellikle
numuneyi homojenlestirme, hiicreyi parcalama, DNA olmayan maddelerin

uzaklastirilmasi ve DNA y1 saflastirma adimlarini igermektedir (Wu ve ark 2019).
Bakteriyel 16S ribozomal RNA

70S ribozomlar her bakteri hiicresinin sitoplazmasi boyunca dagilmistir ve
308, 50S olmak {izere iki alt birimden olusurlar. 50S alt birimi 5S ve 23S olarak iki
RNA molekulu igerir. 30S alt birimi veya kiigiik alt birim ise 16S ribozomal rRNA ad1
verilen bir RNA molekulu icerir. 16S rRNA’ nin islevi, protein sentezinin baslatilmasi

ve devam ettirilmesidir (Fraher ve ark 2012).

Bakteriyel 16S rRNA, tiirler arasinda bazi varyasyonlarla birlikte yaklasik
1500 niikleotit uzunlugundadir. Bu genin birka¢ uzantisi, tiim bakteri gruplarinda
yiiksek oranda korunmustur. Bu korunmus diziler, belirgin g¢esitlilik gosteren
hiperdegisken bolgeler arasina serpistirilmis sekilde yer alir. V1 ila V9 arasinda dokuz
hiperdegisken bolge tanimlanmistir. Bu hiperdegisken bdlgelerdeki nukleotid
dizilerindeki varyasyonlar, bakterilerin evrimsel farkliliklarin1 gostermekle birlikte,
bakteri tiirlerinin tanimlanmas1 ve filogenetik simiflandirmasi iginde yol
gostericidir. Baslangigta gelistirilen molekiiler teknikler, ¢esitli bakteri tiirleri boyunca
bu hiperdegisken bolgelerin yalnizca uzunluklarindaki ve niikleotid dizilerindeki
biiyiilk varyasyonlardaki farkliliklardan yararlanmaktaydi. Bununla birlikte, son
yillarda, niikleik asit dizileme teknolojisindeki hizla artan gelismeler, yiuksek verimli
bir¢ok paralel dizilemenin genis ¢apta erisilebilir olmasina yol agmistir ve boylece bu
teknikler bagirsak mikrobiyotasinin incelenmesi i¢in neredeyse altin standart haline

gelmistir (Sarangi ve ark 2019).
a. Sekans dis1 yontemler

Bu tekniklerde, dncelikle analiz edilecek numuneden bakteriyel nikleik asit
ekstrakte edilir, ardindan 16S rRNA geninin tamaminin veya se¢ilmis hiperdegisken
bolge igeren bir boliimiiniin amplifikasyonu yapilir. Bu, tim 16S rRNA genini veya

onun se¢ilmis hiperdegisken bolgelerini ¢evreleyen korunmus bolgelere karsilik gelen
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primerler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanilarak yapilabilir. Ornekte
bulunan tim bakterilerin 16S rRNA genlerinin veya hiperdegisken fragmanlarinin
amplifiye karigimi daha sonra birkag teknikten biri kullanilarak o6lgllebilir. Bu
teknikler, floresan insitu hibridizasyon flow sitometri, pulse field jel elektroforezi, 1s1
gradient jel elekroforezi ve denatiirasyon gradient jel elektroforezi yontemleridir. Bu
yontemlerin dezavantaji, yakin iligkili bakterilerin 16S rRNA gen dizilerinin ve
uzunluklarinin ~ biiylik  6l¢lide  benzer olmalart durumunda ayrimlarinin
giicligiidiir. Ayrica, diisiik miktarda bulunan bakteri gruplar1 da gézden kacabilir. Bu
nedenlerle, zamanla bu yontemlerin yerini yeni nesil dizileme teknikleri almistir
(Sarangi ve ark 2019).

b. Sekansa dayal yontemler

Kullanilan ilk ntikleik asit dizilimi yontemlerinden olan Sanger teknigi,
baslangi¢ materyali olarak saf DNA’ ya ihtiyag¢ duyar ve deney basina yalnizca bir dizi
olusturur. Bu nedenle, bu niikleik asit molekiillerinin her birini ayr1 vektorlere
klonlamak ve her bir klonu sekanslamak suretiyle bu teknigi kullanarak birgok nukleik
asit iceren bir numuneyi siralamak miimkiin degildir ayrica yiiksek maliyet ve emek
gerektirir. Mikrobiyota, ¢esitli genomik materyale sahip bir bakteri karisimi

icerdiginden, bunlar bu teknik kullanilarak dizilenemez.

Son yillarda gelistirilen yeni dizileme teknolojileri ile bir mikrobiyota
orneginden izole edilen DNA karisiminda bulunan her molekiiliin ayn1 anda
dizilenmesi miimkiin olmustur. Bu teknikler ile blytk miktarlarda veri tretilir ve her
bir numuneden gelen dizi sayisi genellikle birka¢ milyona ulagir. Gelistirilmis ¢esitli
hesaplama yazilim araglar1 ile ¢ok sayida niikleotid dizisi tek seferde buyik bir

veritabaniyla eslesir ve analiz edilebilir (Sarangi ve ark 2019).

Yeni nesil dizileme teknikleri sekans verilerini daha az maliyetle ve daha hizli
sekilde sunan teknolojilerdir. Ticari olarak 454 Pyrosequencing ® (Roche Diagnostics
GMBH Ltd, Mannheim, Almanya), Illumina ® (Illumina, San Diego, CA, ABD), lon
Torrent® (ThermoFisher, ABD) ve SOLiD™ (Life Technologies, Carlsbad, CA, ABD)
gibi ¢esitleri bulunmaktadir. Bu yontemler tipik olarak klonlanmis amplikonlara degil,

dogrudan amplikon DNA’ sina veya toplam topluluk DNA’ sina uygulanmaktadir.

16S rRNA gen amplikonlarina direkt sekans yonteminde ise ¢gok miktarda 16S

rRNA gen amplikonlarinin masif paralel dizilenmesinde, yani ayn1 zamanda ve ayni
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reaksiyon icinde dizilenebilmesi igin, slaytlar (lllumina®), boncuklar (454
Pyrosequencing®) ve kati yiizeyler (SOLiD ™) kullanilir. Pyrosequencing ile tek
seferde %99 dogrulukta 500 milyon baz dizilenebilmektedir. Bu da Sanger dizileme
yontemine kiyasla yaklasik iki bin kat daha fazla verim alinmasi demektir. Bu
yontemin diger avantajlari ise filogenetik identifikasyon, bilinmeyen bakterilerin

tespiti ve tanimlanmasi, kisa siirede kantitatif veriler sunabilmesidir.

lon Torrent yani iyon-yari iletkenli sekanslama yontemi 2007 yilinda kurulan
Jonathan Rothberg’ in sirketi tarafindan gelistirilmistir. Dizisi belirlenecek kalip
DNA’ y1 igeren kuyucuga, turt bilinen tek bir deoksiribonukleotit trifosfat (ANTP)
ilave edilir. Eklenen dNTP’ ler kuyucukta ki kalip DNA’ ya komplementer ise
kovalent bag kurulur ve pirofosfat ile H* iyonu aciga cikar. Hidrojen iyonu
kuyucuktaki pH’ 1 degistirir ve kuyucuklarin zemininde ki ISFET dedektori bu pH
degisikligini algilar. Ayrica butlin kuyucuklar CMOS (Butiinleyici Metal Oksit Yari
iletkeni) ile kaplidir. Kovalent bag olusumuyla ortaya ¢ikan hidrojen iyonu ISFET
dedektoriince algilanir ve CMOS devresine elektrik sinyali olarak gonderilir. Bu
yontemin diger yontemlere gore avantaji diisilk maliyetli, hizli bir yontem olmas1 ve
modifiye edilmis enzim ve niikleotitlerin kullanilmasina gerek olmamasidir (Rothberg

ve ark 2011).

Ik olarak 1998 de toprak mikrobiyotasinin arastirilmasi amaciyla kullanilan
metagenom teknigi ise belirli DNA pargalarini dizilemek yerine, tim DNA
fragmanlarinin dizilendigi bir yontemdir. insan mikrobiyom projesi de dahil bir¢ok

calismada metagenom teknigi kullanilmaktadir (Fraher ve ark 2012).

Metatranskriptomik teknigi ise, DNA yerine RNA’ nin ekstrakte edilmesi ve
dizilenmesi disinda metagenomik yontemlere benzerdir. DNA analizi, belirli bir
mikrobiyal toplulukta bulunan bakterilerde bulunan genomik materyalin islevsel
kapasitesini degerlendirmemizi saglar; ancak bu genlerin gercekten ifade edilip
edilmediginden emin olunamaz. RNA calismast ise, bakteri genomlarindaki cesitli
genlerin ekspresyonunu incelememize izin vererek, numunenin gercek hayattaki

fonksiyonel karakterizasyonuna hakkinda bilgi verir (Sarangi ve ark 2019).
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2. GEREC VE YONTEM
2. 1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismaya 1 Kasim 2020—1 Subat 2021 tarihleri arasinda Selguk Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi’ ne basvuran COVID-19 hastalarindan nonsevere ve severe
iki grup hasta dahil edildi. Nonsevere gruba COVID-19 semptomlart ilimli olup,
goriintiileme bulgusu olmayan hafif olgular ile ates ve solunum yolu enfeksiyonu
semptomlar1 bulunan ve goriintiilemede pnomoni bulgusu olan orta olgulardan 16
hasta dahil edildi. Severe gruba solunum sayis1 >30/dakika. veya oksijen satlirasyonu
<%93 veya PaO2 /Fi02 <300 mmHg veya akciger goriintiilemelerinde lezyonlar1 24-
48 saat icinde ylzde 50 den fazla ilerleyen siddetli olgular ile sok tablosu, mekanik
ventilasyon gerektirecek kadar ciddi solunum yetmezligi, yogun bakim takibi
gerektiren diger organ yetmezlikleri bulunan kritik olgulardan 16 hasta dahil edildi.
Ayrica kontrol grubu olarak COVID-19’ u olmayan 16 saglikli bireyden rutin tetkikler
amaciyla laboratuvara gonderilen digki orneklerinden arta kalan kisimlar ¢aligmaya
dahil edildi. Hasta ve saglikli kontrollerin ¢alismaya dahil edilme kriterleri; 18- 65 yas
araliginda olmasi, son 3 ay igerisinde antibiyotik kullanmamis olmasi, son 3 ay
icerisinde prebiyotik/probiyotik tedavisi almamis olmasi, kronik hastaligi ve

malignitesi olmamasi olarak belirlendi.

2. 2. Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calismaya dahil edilen bireylerin rutin tetkikler amaciyla alinan digki 6rnekleri
steril burgu kapakli digki tasima kabma konarak bekletilmeden mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderildi. Laboratuvara ulasan diski 6rneklerinin rutin tetkiklerinden
arta kalan kisimlar1 200 mg olacak sekilde tartilarak 2 mL’ lik 3 adet mikrosantrifij
tiiplerine aktarildi ve {izeri etiketlendi. DNA izolasyonu yapilincaya kadar —80°C’ de

saklandi.

2. 3. Diski1 Orneklerinden DNA izolasyonu

Calismamizda DNA izolasyonu igin gaitaya 6zel ekstraksiyon kiti olan
QIAmp® Fast DNA Stool Mini Kit (QIAgen, Hilden Germany) kullanildi ve Uretici
firma talimatlar1 dogrultusunda DNA izole edildi. DNA ekstraksiyonu asagida sirasi

ile belirtilen protokole gore gergeklestirildi.
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200 mg disk1 iceren ependorf tiipler buz iizerine alindu.

Her tipe 2 mL Tampon ASL eklendi. 1 dakika vortekslenerek digskinin iyice
homojenize olmasi saglandi.

1,6 mL supernatatat etiketli 2 mL’ lik mikrosantrifQj tiplerine pipetlendi.
Silspansiyon 70°C” de 5 dakika 1sitildi.

Tupler 15 saniye vortekslendi ve tam hizda 1 dakika boyunca santrifuj edildi.
1.2 mL sipernatant yeni bir 2 mL’ lik mikrosantrifiij tiptne pipetlendi ve pelet
atildu.

Her tipe 1 InhibitEX Tablet eklendi ve 1 dakika boyunca surekli
vortekslenerek tabletin tamamen erimesi saglandi. Siispansiyon 1 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

Tupler 3 dakika boyunca tam hizda santrifiij edildi.

Tum stpernatant yeni bir 1,5 mL’ lik mikrosantrif(j tipune pipetlendi ve peleti
atildi. Tiipler tam hizda 3 dakika santrifiij edildi.

Yeni bir 1,5 ml” lik mikrosantrifiij tiptne 15 pL proteinaz K pipetlendi.

200 pL supernatant proteinaz K iceren 1,5 mL’ lik mikrosantriflj tlplne
pipetlendi.

Tiplere 200 uL AL Tamponu eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

Tupler 70°C’ de 10 dakika inkibe edildi.

Lizata 200 pL etanol (%96-100) eklendi ve vortekslendi.

2 mL’ lik bir toplama tiipiine yerlestirilmis QIAamp spin kolonunun kapag:
etiketlendi ve tim lizat QlAamp spin Kolonuna aktarildi. Kapagi kapatilarak
tam hizda 1 dakika santrifiij edildi. QlAamp spin kolonu 2 mL’ lik yeni bir
toplama tiiptine yerlestirildi.

QlAamp spin kolonuna 500 pL Buffer AW1 eklendi ve tam hizda 1 dakika
santrifiij edildi. QlAamp spin kolonu 2 mL” lik yeni bir toplama tlipline alind1.
QlAamp spin kolonunu agilarak 500 pL Buffer AW2 eklendi ve tam hizda 3
dakika santrifuj edildi.

QlAamp spin kolonu 2 mL’ lik yeni bir toplama tupine alindi ve tam hizda 1
dakika santrifuj edildi.

QlAamp spin kolonu etiketlenmis yeni bir 1,5 mL’* lik mikrosantrif(yj ttiptne
aktarildi. QlAamp spin kolonuna 200 pL Buffer AE dogrudan membran
izerine pipetlendi ve oda sicaklikginda 1 dakika inkiibe edildi. Ardindan tam
hizda 1 dakika santrifiij edildi.
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20. Elde edilen ornekler calisilacagi giine kadar buzdolabinin -20°C’ lik

boliminde muhafaza edildi.

2. 4. Sekanslama

2.4. 1. 16S Hiperdegisken Bolgelerinin Amplifikasyonu

DNA izolasyonu yapilan tim ornekler +4°C’ ye getirildi ve buz Uzerinde

calisildi. Cizelge 2.1’ de belirtilen bilesenler ile her 6rnek icin 2 reaksiyon tipl

hazirland1. Ornekler Cizelge 2.2’ de belirtilen 1s11 dongiilere ayarlanmis SimpliAmp™
Thermal Cycler (ThermoFisher, ABD) PCR cihazina yiiklendi.( Sekil 2.1)

Cizelge 2.1. Reaksiyon tuptundeki bilesenler

PCR ICERIGI MIKTAR

2X Environmental Master Mix 7,5 uL

16S Primer Set (10X) (V2-4-8 veya V3-6,7-9) 1,5uL

DNA (2,5 ng/ul) 1,5uL

Su 4,5 uL

Toplam 15 pL

Cizelge 2.2. PCR dongiilerinin sicaklik ve siireleri

Evre Sicaklik Sire

1 déngu 95°C 10 dakika
95 °C 30 sn

25 dong 58 °C 30sn
72 °C 20 sn

1 déngii 72°C 7 dakika
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Sekil 2.1. SimpliAmp™ Thermal Cycler (ThermoFisher, ABD) PCR cihazi

2. 4. 2. Amplikonlarin Jelde Yuruttlmesi

PCR islemi ile amplifikasyonu yapilan 15 pL PCR drinlerinden, 3 pL alinip
%2 lik jelde 30 dakika yurutaldd (Sekil 2.2). 200-300 bp araliginda bir yerde parlak
veya hafif silik bantlarin varligi tespit edildi. Kalan 12 pL PCR urunleri ise saflagtirma

islemi i¢in tiipe alindi.
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Sekil 2.2. Amplikonlarin jelde yiiriitiilmesi

2. 4. 3. Uriinlerin Saflastirilmasi

Amplifiye PCR iiriinlerinin enzimatik temizligi i¢in ExoSAP-IT PCR Uriin
Temizleme Reaktifi (ThermoFisher, ABD) kullanildi. Ekzoniikleaz 1 ve alkalen
fosfotaz iceren 4 pL reaktif, PCR firiinlerine dogrudan eklenerek 37 °C de 30dakika,
80 °C de 15 dakika orjinal ExoSAP protokoliine uygun purifikasyon yapildi. Boylece

fazla primerler ve birlesik olmayan niikleotitler enzimatik olarak ¢ikarildu.

Daha sonra amplifikasyon drlinlerinin manyetik plate zerinde Clean NGS
(CleanNA, Hollanda) kullanilarak saflastirma islemi asagidaki protokole uygun olarak
yapildi (Sekil 2.3)

1. Her kuyucuga 6rnek hacminin 1.8 kati1 miktarda Clean NGS eklendi.
2. lyice Vorteks edilip homojen karisim saglandiktan sonra 5 dakika oda 1s1sinda

inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 700 rpm’ de 5 saniye Quick spin atild1.
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Plate manyetik plate tizerine yerlestirildi, 3 dakika inkibe (solusyon
berraklasana kadar) edildi.

Pellete dokunmadan sipernatant cekildi ve plate manyetik plate’ den
uzaklagtirilmadan 150 pL %70’ lik etanol eklendi. 10 defa sola ve saga 13
kuyucuk tizerinde hareket ettirilerek manyetik bead’ lerin yikanmasi saglandi
ve ayni islem bir kere daha tekrarland1
Plate Uzeri acik sekilde santrifuj edildi, tekrar magnetik plate tizerine konuldu
ve 1 dakika sonra pellete dokunmadan kalan etanol 10 uL’ lik ug ile ¢ekildi.

. Pelletin manyetik plate iizerinde oda 1sisinda 1-2 dakika kurumasi saglandi.

. Plate manyetik plateten alindi, pelletin Gzerine 25 pL niikleazsiz su eklendi ve
manyetik beadlar resiispense olana kadar iyice vorteks yapildi ve 1 dakika oda
sicakliginda inkubasyona birakildi.

700 rpm’ de 5 saniye Quick spin atildi. Plate manyetik plate iizerine konuldu
ve 1 dakika solusyon berrak hale gelene kadar bekletildikten sonra supernatant

pellete dokunulmadan 1.5 mL’ lik eppendorf tiiplere alindi.

Sekil 2.3. Saflastirma isleminde kullanilan manyetik plate

2. 4. 4. DNA Miktarlarmn Olgllmesi

Kiitiiphane hazirlanmasi i¢in amplifikasyon liriiniiniin icerdigi total niikleik asit

miktar1 florometrik yontem (Qubit 3, ThermoFisher, ABD) ile 6l¢iildu (Sekil 2.4.).
Her 6rnek igin bir Qubit® assay tiipli hazirlandi. 199 pl Quant-iT™ buffer ile 1 pL
Quant-iT™ dsDNA HS reagent karistirildi. Ornek tiiplerine 197 uL dagitildi. Uzerine

6l¢tim yapilacak DNA’ dan 3 uL eklendi ve 2-3 sn vorteks yapildi. Oda 1sisinda 2
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dakika inkiibasyondan sonra Qubit ile 6l¢limleri yapildi. Tum 6rnekler 350 ng/ mL

den yiiksek olarak 6lgiildii ve hepsi ¢aligmaya dahil edildi.

. Qubit 3

Fluorometer

Tafiroger [NEE
en [
g =

) dsDNA High sensitivity

=ad standards
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Sekil 2.4. DNA miktarinin Qubit 3 (ThermoFisher, ABD) ile 6l¢iilmesi

2. 4.5. DNA Fragmanlarimin U¢ Tamiri

Qubit ile 6l¢iimleri yapilan 6rneklerin DNA konsantrasyonlar1 50 ng (40 pL
iginde, 1.25 ng/uL) olacak sekilde seyreltmeleri yapildi. 40 puL ¢alisma 6rnegi, 10 pL
uc tamir buffer ve 0,5 puL u¢ tamir enzimi karistirildi ve plate oda 1sisinda 20 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra u¢ tamiri yapilan DNA fragmanlarinin manyetik plate

tizerinde saflastirilmasi islemi uygulanda.
2. 4. 6. Barkod ve Adaptor Reaksiyonu Kurma

Ug tamiri yapilan 6rneklere barkod ve adaptor eklemek iizere 1,5 ml lik

ependorf i¢cinde 5 L 10X Ligase Buffer, 1 uL Ion P1 Adapter, 1 pL dNTP Mix, 12
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pL niikleazsiz su, 1 pL DNA Ligase, 4 pL Nick Repair Polymerase, 1 pL lon Xpress
Barcode ve 25 uLL DNA karistirildi. Olusan 50 pl karisim 25°C de 15 dakika, 72°C de
5 dakika bekletildi.

Adaptor baglanmis ve ug¢ tamiri yapilmis DNA’ lara manyetik plate (izerinde

saflastirma iglemi uygulandi.

2. 4. 7. Kitiphane Olusturulmasi

Barkod ve adaptor reaksiyon eklenmis 6rneklere kiitliphane hazirlamak i¢in Ion
Plus Fragment Library kit (ThermoFisher, ABD) kullanildi. Kit igerisinde bulunan 45
pL Platinum™ PCR SuperMix HiFi ve 1,8 pL Library Amplification Primer Mix
karistirildi. Calisma Orneklerinin {izerine toplam hacim 45 pL olacak sekilde
hazirlanan karisim ilave edildi ve iyice vorteks yapilirak siispanse olmasi saglandi.
Manyetik rak Uzerinde 1 dakika inkibe edildi ve supernatantlar temiz kuyucuklara

aktarilip asagidaki dongii ayarlanarak PCR cihazina yiiklendi.

Cizelge 2.3. PCR dongiilerinin sicaklik ve stireleri

Evre Sicaklik Sire
1 dongu 98 °C 2 dakika
98 °C 15sn
5 déngu 64 °C 1 dakika
1 dongu 10°C

PCR islemi tamamlanan 6rneklere tekrar manyetik plate iizerinde saflagtirma

islemi uygulandi.

Hazirlanan kiitiiphane konsantrasyonu florometrik yontem (Qubit 3,
ThermoFisher, ABD) ile 6lciildii. Konsantrasyonu Qubit ile belirlenmis olan her
kituphane son dilusyon olarak 16ng/mL olacak sekilde diliie edilip hazirlandi. Tiim
16s drnekleri ayn1 hacimde alind1 ve tek bir ependorf tiipiinde karistirildi. Tyice vortex
yapildiktan sonra Ion Chef (ThermoFisher, ABD) kitiyle gelen 6rnek kartusundaki
ilgili tiipe aktarild1 ve Ion Chef cihazina yiiklendi.
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Sekil 2.5. Ton Chef (ThermoFisher, ABD) cihazi

Ion Chef (ThermoFisher, ABD) cihaz1 gece boyunca calisacak sekilde
baslatildi. Bu asamada ilk olarak kiitiiphanede bulunan DNA fragmanlar1 emiilsiyon
PCR yontemi ile 6zel boncuklar iizerindeki adaptor/primerlere baglanarak amplifiye
edilirler. Ardindan boncuklara bagli amplikonlar santrifiij islemi ile cipteki
kuyucuklara ¢oktartlurler.

2. 4. 8. Dizileme

16S geninin V2, V4, V8 ve V3-6, V7-9 hiperdegisken bolgelerini hedefleyen
primer ¢iftleri ile DNA o6rneklerinden PCR amplikonlari iiretildi. PCR firiinlerinin
eldesi i¢in Ion 16S™ Metagenomics Kit (A26216, Thermo Scientific) kullanildi. Elde
edilen amplikonlardan NGS Kiitiiphanelerin hazirlanmasinda ise lon Plus Fragment
Library kit (4471252, Thermo Scientific) kullanildi. Yeni nesil sekanslama cihazinda
yari iletken ¢ip teknolojisi ile tiim 6rnekler barkodlanarak dizilendi. Bu amagla, elde
edilen kiitiiphaneler kalip olusturulmast, ¢ipe yiiklenmesi ve zenginlestirilmesi i¢in Ion
Chef™ Instrument (4484177, lon Torrent™) cihazina yiiklendi. Her 48 6rnek igin
kullanilan Ion 530 Chip (A27764, ThermoFisher Scientific) ¢ipleri hazir halde Ion
Chef cihazindan alinarak Ion S5 sekanslama cihazina (A27212, Ion Torrent™) sirasi
ile yiiklendi. Dizileme islemi Ion Semi-conductor yontemi ile DNA dizisine PCR ile

niikleotid eklenmesi sirasinda aciga cikan Hidrojen iyonlarinin CMOS - ISFET
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sensorii tarafindan tespit edilmesiyle gergeklestirildi. Elde edilen veriler Torrent suite
(ThermoFisher, ABD) ve sonrasinda lon Reporter (ThermoFisher, ABD) programinda
islendi ve dizisi belirlenmis olan fragmanlar alt alta getirilerek tiim dizi ortaya

konuldu.

Sekil 2.6. lon S5 (ThermoFisher, ABD) sekans cihazi

2. 5. Biyoinformatik Analiz

Barkodlu ve adaptorliit NGS okumalari, bulut ortaminda galisan ve Ion Torrent
sistemi orijinal yazilimi olan Ion Reporter programina cihaz tarafindan kosum sonrasi
yuklendi. Her bir drnek icin ylksek kalitede (Q20) ortalama 200.000 okuma alind1 ve
tim bolgeler icin (V2, V4, V8, V3-6, V7-9) bolge basina minimum 15.000 okuma
derinligi elde edildi.

Analiz, lon Reporter programi veri tabaninda entegre olarak c¢alisan
GreenGene, Microseq ID ve Qiime?2 ile otomatik olarak gerceklestirilmistir. UBAM
dosyalar1 olarak olusturulan ve sonrasinda Ion Reporter programina aktarilan dizi
verileri, Ion Torrent Suite Programinda kalite kontrolleri (>Q20), adaptér ve barkod
uzaklastirmalari, adaptor dimer uzaklastirmalari ve 16S referans genom harici

sekanslarin uzaklastirilmalar1 otomatik olarak tamamlandi. Ion reporter programina
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entegre Qiime2 programi araciligiyla Phred puani diislik olan (<Q20) amplikon dizileri
ve kimerik amplikon dizileri tanimlanarak sistemden uzaklastirildi. Her taksonomik
seviyede Operasyonel taksonomik birim (OTU) sayilari belirlendi ve OTU seviyesinde

karsilagtirma yapildi.

Ve

165_GAITA_K14_vi1

Sekil 2.7. lon Reporter programindan bir mikrobiyota analiz sonucu

2. 6. Cesitliligin Hesaplanmasi

Calismamizda gaita Orneklerinde alfa g¢esitliligin - degerlendirilmesinde
Shannon, Simpson ve Chaol indeksleri kullanildi. Shannon indeksi asagidaki formiille

hesaplanmaktadir.

H==3[(pi)xlog(pi)]
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Bu formiilde H; biyolojik c¢esitlilik, s; tiir sayisi, pi; bir alandaki i tirinin

bollugunun tiim bolluk miktarina oranidir.

Simpson indeksi asagidaki formiille hesaplanmaktadir.

Zni(ni—l)

N(N-1)

Bu formiilde D; ¢esitlilik, nij; her tiire ait birey sayisi, N; toplam birey sayisidir.

Chao 1 indeksi asagidaki formiille hesaplanmaktadir.

a

Bu formulde Sobs; numunedeki tiirlerin sayisidir, F 1, tekillerin sayisidir yani,
numunede yalnizca bir kez goriilen tiirlerin sayis1 ve F2, ¢ift ton sayisidir yani 6rnekte

iki kez goriilen tiirlerin sayisidir.

2. 7. istatistiksel Analiz

Tum istatistiksel analizler R version 4.0.1 (The R Foundation for Statistical

Computing, Veienna, Austria; https://www.r-project.org ) programi yardimiyla
gerceklestirildi. Analizler 6ncesinde verilerin normalligi Shapiro-Wilk normallik testi
ile; grup varyanslarimin homojenligi ise Levene testi ile kontrol edildi. Sayisal
degiskenlere iligkin bulgular ortalama + standart sapma veya medyan (interquartile
range: IQR, 1.ceyreklik — 3.¢eyreklik) olarak, kategorik degiskenler ise siklik (n) ve
yiizdelik (%) olarak sunuldu. Saglikli kontroller, COVID-19 non-severe ve severe
hastalarina gore bireylerin yaslari, cinsiyet dagilimlar1 ve alfa gesitlilik indeksleri tek
yonlii varyans analizi devaminda Tukey HSD post-hoc etsti, pearson ki-kare, Welch F
testi devaminda Games-Howell post-hoc testi ile kiyas edilirken; saglikli kontroller ile
COVID-19 hastalar1 arasinda bagimsiz drneklem t-testi, Welch’ in t-testi ve Pearson
Ki-kare testi ile karsilagtirildi. Ayrica, filum diizeyinden tir dizeyine
mikroorganizmalarin nisbi bolluklart saglikli kontroller ile COVID-19 non-severe ve
severe hastalar1 arasinda Kruskal Wallis testi ile; saglikli kontroller ile COVID-19
hastalar1 arasinda ise Mann-Whitney U testi ile kiyas edildi. Anlamli fark tespit edilen
mikroorganizmalarda ikili karsilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmeli Dunn testi

kullanildi. Anlam diizeyi %5 alindi.
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https://www.r-project.org/

Etik Kurul Onay1

Calisma icin etik kurul onay1 Selcuk Universitesi T1p Fakiiltesi Dekanlig1 Yerel
Etik Kurulu tarafindan 25.11.2020 tarih ve 2020/23 sayil1 karari ile verilmistir.
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3. BULGULAR
3. 1. Demografik Bulgular

Calismaya 16 non-severe (8 kadin,8 erkek), 16 severe (8 kadin, 8 erkek)
COVID-19 olgusu ve 16 saglikli (9 kadin, 7 erkek) kontrol dahil edildi. Kontrol
grubunun yas ortalamasi 45.938 + 15.80, non-severe grubunun yas ortalamasi 47.563
+ 10.28 ve severe grubunun yas ortalamasi 49.125 + 11,70 yil idi. Calisma gruplar
arasinda yas ve cinsiyet agisindan anlamli bir farklilik yoktu (p=0.809).

Katilimcilarin demografik 6zellikleri Cizelge 3.1” de verilmistir.

Cizelge 3.1. Katilimcilarin demografik 6zellikleri

Calisma Gruplar

Saghkh (n=16) Non-severe (n=16) Severe (n=16) p-degeri
Yas (yil) 45.938 + 15.80 47.563 £ 10.28 49.125+£11.70 .809!
Cinsiyet (E/K) 719 8/8 8/8 .9202

3. 2. Calisma Gruplarimin Bagirsak Mikrobiyota Kompozisyonu

Calisilan gaita 6rneklerinde mikrobiyota kompozisyonunun alfa ¢esitliliklerini
ortaya ¢ikaran analizler yapilmistir. Calismamizda gaita 6rneklerinde alfa cesitliligin
degerlendirilmesinde Shannon, Simpson ve Chaol indeksleri kullanildi. Her {i¢ indeks
icin de gruplarin bagirsak mikrobiyal alfa cesitlilikleri arasinda anlamli farklilik
saptanmadi (sirasiyla p=.241, p=.503, p=.691). (Sekil 3.1.) Calisma gruplarinin alfa
cesitlilik analizi i¢in kullanilan Shannon, Simpson ve Chaol indeks verileri Cizelge

3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calisma gruplarmin bagirsak mikrobiyotalarinin alfa gesitliliklerinin

degerlendirilmesi
Calisma Gruplari
Saghikh (n=16) Non-severe (N=16) Severe (N=16) p-degeri
Shannon 3.10+0.52 3.19+1.08 3.05+1.02 .903%
Simpson 0.75+0.10 0.74 £0.17 0.75+0.20 .998°
Chao 52.43+7.78 51.75+19.30 45.25 +18.72 .3891
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A Welch Anova, F(2,26.66)=0.08,p =093, n =4t ®)  Welch Anova, F(2.27.61)=0.0017.p=1,n= © pnoa F(245)=096,p =039, 17 =004
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Simpson alfa gesitlilik indeksi
Chao-1 alfa gesitlilik indeksi
o

Shannon alfa gesitlilik indeksi

P
o

Saglkh  MNon-severe COVID Severe COVID Saglikh  Non-severe COVID Severe COVID Saglkh  Mon-severe COVID Severe COVID
Galisma Gruplarn Galisma Gruplari Calisma Gruplan
pwe: Games Howell, p.adjust Tukey pwec: Games Howell, p.adjust: Tukey pwe: Tukey HSD; p.adjust: Tukey

Sekil 3.1. Gaita 6rneklerinde A) Shannon indeksi B) Simpson indeksi C) Chao-1

indeksi ile alfa ¢esitlilik analizi

Bagirsak mikrobiyotasina ait 6rneklerde OTU’ larin taksonomik dagilimlari
filum diizeyinde incelendiginde her ii¢ grupta da mikrobiyotanin 4 temel filumdan
olustugu gorilmiistir. Bunlar; Firmicutes, Proteobacteria, Bacteriodetes ve
Actinobacteria filumlaridir. Nispi bollugun analizi gruplara goére; saglikli grupta
Bacteriodetes ortalama yiizde 44.43 = 12.53, Firmicutes ortalama ylzde 37.56 +
10.87, Proteobacteria ortalama ylzde 14.12 + 9.58, Actinobacteria ortalama yuzde
3.18 = 3.88 oranlarinda goriildii. Nonsevere COVID-19’ lu hasta grubunda Firmicutes
ortalama yizde 41.31+ 24.71, Bacteriodetes ortalama ylzde 38.81 + 23.93,
Proteobacteria ortalama ytizde 16.12 + 16.66, Actinobacteria ortalama yiizde 3.06 +
5.34 oranlarinda, severe COVID-19’ lu hasta grubunda Firmicutes ortalama yuzde
38.87 £ 28.65, Bacteriodetes ortalama yuzde 32.75 + 20.80, Proteobacteria ortalama
ylzde 25.37 + 19.30, Actinobacteria ortalama ylizde 2.50 + 6.24 oranlarinda tespit
edildi.

Severe ve non-severe COVID-19 hasta gruplarinda filum diizeyinde en fazla
oranda Firmicutes tespit edilmigken, konrol grubunda Bacteriodetes filumunun en
fazla oldugu tespit edildi. Hastalik siddetinin artis1 ile birlikte Bacteriodetes ve
Actinobacteria filumlarinin azalma egilimde oldugu, Proteobacteria filumunun ise

artma egiliminde oldugu bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
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(swrastyla p=.162, p=.403, p=.213). Ayrica calisma gruplarinin bagirsak
mikrobiyotalar1 arasinda Firmicutes / Bacteriodes oranlart incelendi, Firmicutes /
Bacteriodes oranmin hastalik siddeti arttikga azalma egiliminde oldugu goriildi
(p=.707). Calisma gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun filum

diizeyinde degerlendirme verileri Cizelge 3.3’ de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calisma gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun filum

duizeyinde incelenmesi

Calisma Gruplar
Saghkh (n=16) Non-severe (n=16) Severe (n=16) p-degeri
Firmicutes .804%
Ortalama+SD  37.56 + 10.87 41.31+ 24.71 38.87 £ 28.65
Medyan (IQR)  41.5 (28-45) 42.5 (20.5-52.5) 36 (16.25-49.25)
Bacteriodetes .1624
Ortalama = SD 44,43 + 12.53 38.81 £ 23.93 32.75 = 20.80
Medyan (IQR)  46.5 (40.75-53.75) 41 (24 — 50.5) 34.5(18.25— 44.5)
Proteobacteria 2134
Ortalama = SD 14.12 + 9.58 16.12 + 16.66 25.37 £19.30
Medyan (IQR) 12 (7.75-19.25) 11.5 (5.75-18.25) 22 (8.75-37.25)
Actinobacteria .403%
Ortalama = SD 3.18 + 3.88 3.06 £5.34 2.50+6.24
Medyan (IQR)  2(0-4.75) 0.5 (0-2.25) 0 (0-1.75)
Firmicutes/ 0.84 (0.49-1.05) 0.81 (0.20-1.47) 0.55(0.22-1.56)  .707*

Bacteriodes

FILUM DUZEYi

W Firmicutes M Bacteriodetes Actinobacteria  ® Proteobacteria

14,12

NISBIi BOLLUK (%)

37,56

SAGLIKLI KONTROL NON-SEVERE SEVERE

Sekil 3.2. Calisma gruplarmin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun filum

diizeyinde dagilimi
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Calisma gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonlar1 familya diizeyinde
incelendiginde Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae, Prevotellaceae,
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae familyalari en bol bulunan familyalar oldu.
(Cizelge 3.4.) Nispi bollugun analizi gruplara gore; saglikli grupta Bacteroidaceae
ortalama ylzde 19.06 = 18.42, Enterobacteriaceae ortalama yizde 4.68 + 6.60,
Prevotellaceae ortalama ylzde 21.75 = 22.16, Ruminococcaceae ortalama yuzde
10.43 + 5.07, Lachnospiraceae ortalama yiizde 11.12 + 6.68 oranlarinda goriildii.
Nonsevere COVID-19’ lu hasta grubunda Bacteroidaceae ortalama yizde 17.12 +
21.95, Enterobacteriaceae ortalama yiizde 11.81 + 24.11, Prevotellaceae ortalama
yuzdel5.87 + 19.96, Ruminococcaceae ortalama yiizde 9.81 + 7.00, Lachnospiraceae
ortalama yiizde 6.06 = 6.12 oranlarinda, severe COVID-19’ lu hasta grubunda
Bacteroidaceae ortalama yiizde 20.50 + 18.78, Enterobacteriaceae ortalama yiizde
17.56 £ 19.68, Prevotellaceae ortalama ylzde 7.62 = 12.14, Ruminococcaceae
ortalama yuzde 10.12 + 8.04, Lachnospiraceae ortalama 5.12 + 6.20 yiizde oranlarinda

goraldi

Lachnospiraceae familyasinin nispi bolluklar1 arasinda ¢aligma gruplarina
gore anlamli farklilik tespit edildi (p=.024). Yapilan ¢oklu karsilastirma sonucu severe
COVID-19 hasta grubunda Lachnospiraceae familyasinin saglikli kontrollere goére
anlamli derecede azalmis oldugu tespit edildi (0 [IQR, 0— 10.5] vs.9 [IQR, 6.5 — 16]
adj. p=.049)

Ayrica istatiksel olarak anlamli  seviyeye wulasamamis olsa da
Enterobacteriaceae familyas1 severe COVID-19 hasta grubunda, non-severe hasta
grubu ve kontrol grubuna gore yiksek oranda tespit edildi (p=.200). Buna karsin
Prevotellaceae familyasinin ise saglikli grupta, severe ve non-severe hasta gruplarina

gore yiiksek oranda oldugu goriildii (p=.146).

Calismaya katilan hasta gruplart ve kontrol grubunda familya diizeyinde
bakilan Bacteroidaceae ve Ruminococcaceae oranlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi (sirasiyla p=.713, p=.894). Calisma gruplarinin bagirsak
mikrobiyota kompozisyonunun familya diizeyinde degerlendirme verileri Cizelge 3.4’

de verilmistir.

Cizelge 3.4. Calisma gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun familya

duzeyinde incelenmesi
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Calisma Gruplar
Saghkl (n=16) Non-severe(n=16) Severe(n=16) pdegeri

Bacteroidaceae 7134
Ortalama = SD 19.06 + 18.42 17.12 £21.95 20.50 £ 18.78
Medyan (IQR) 13.5(4-31.75) 7.5 (0.75-29.75) 14 (3.75 -39)

Enterobacteriaceae .2004
Ortalama = SD 4.68 £ 6.60 11.81+£24.11 17.56 + 19.68
Medyan (IQR) 1.5(0-7) 0 (0-4.25) 11 (0- 30.75)

Prevotellaceae 1464
Ortalama = SD 21.75 £ 22.16 15.87 £ 19.96 7.62+12.14
Medyan (IQR) 20 (0-43) 12.5 (0.75-16) 0 (0-12.5)

Ruminococcaceae .8944
Ortalama = SD 10.43 £5.07 9.81+£7.00 10.12 £ 8.04
Medyan (IQR) 10.5 (6.75-14.25) 8.5 (7-12.25) 9 (3-14.75)

Lachnospiraceae .0244
Ortalama = SD 11.12 £ 6.68 6.06 £6.12 5.12 £6.20
Medyan (IQR) 9 (6.5-16) 4.5 (1.5-10.25) 0 (0-10.5)

FAMILYA DUZEYI

M Bacteroidaceae M Enterobacteriaceae M Prevotellaceae Ruminococcaceae M Lachnospiraceae

11,12 605 |

5,12

NISBi BOLLUK (%)

SAGLIKLI KONTROL NON-SEVERE SEVERE

Sekil 3.3. Calisma gruplarmin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun familya

diizeyinde dagilimi

Calismaya katilan gruplarin bagirsak mikrobiyotalarinda cins diizeyinde
Bacteroides, Prevotella, Faecalibacterium ve Gemmiger taksonlari incelendi. Nispi
bollugun analizi gruplara gore; saglikli grupta Bacteroides ortalama yiizde 18.25 *
18.38, Prevotella ortalama yiizde 20.50 + 21.59, Faecalibacterium ortalama yuzde
7.50 + 3.59, Gemmiger ortalama yizde 0.81 £+ 1.79 oranlarinda goriildii. Nonsevere
COVID-19’ lu hasta grubunda Bacteroides ortalama ytizde 17.37 + 20.91, Prevotella
ortalama ylzde 13.62 + 19.09, Faecalibacterium ortalama ylzde 5.87 + 3.53,
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Gemmiger ortalama ytzde 5.87 + 3.53 oranlarinda, severe COVID-19’ lu hasta
grubunda Bacteroides ortalama yiizde 18.37 £+ 18.72, Prevotella ortalama yiizde 6.56
+ 10.99, Faecalibacterium ortalama ylzde 6.75 = 5.41, Gemmiger ortalama ylzde

5.06 = 7.92 oranlarinda goriildii.

Bacteriodes ve Provetella cinsleri saglikli grupta, severe ve non-severe hasta
gruplarina gore yiiksek oranda bulundu ancak istatiksel anlamli fark saptanmadi

(sirasiyla p=.936, p=.169).

Gemmiger cinsinin nispi bolluklar1 arasinda ¢alisma gruplar1 arasinda anlamli
farklilik saptandi (p=.014). Yapilan ¢oklu karsilastirma sonucunda severe COVID-19
hasta grubunda Gemmiger cinsinin saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek
oldugu ve non severe hasta grubunda da Gemmiger cinsinin saglikli kontrollere gore
anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (sirasiyla 0 [IQR, 0- 0] vs.3 [IQR, 0 —
4.5] adj. p=.022, 0 [IQR, 0- 0] vs.2 [IQR, 0 — 4.5] adj. p=.025 ). Faecalibacterium
cinsi agisindan ise ¢alisma gruplari arasinda anlamli farklilik bulunmadi (p=.568).
Calisma gruplarinin  bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun cins diizeyinde

degerlendirme verileri Cizelge 3.5 de verilmistir.

Cizelge 3.5. Calisma gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun cins

duzeyinde incelenmesi

Calisma Gruplan
Saghkh (n=16) Non-severe (n=16) Severe (n=16) p-degeri

Bacteroides .9364
Ortalama+=SD  18.25+18.38 17.37 £20.91 18.37 £ 18.72
Medyan (IQR)  13(3.75-31.5) 8.5 (1-26.5) 8(1.5-37.75)
Prevotella 1694
Ortalama+SD  20.50% 21.59 13.62 £ 19.09 6.56 + 10.99
Medyan (IQR) 17 (0-38) 11.5 (0-14.5) 0 (0-8)
Faecalibacterium 5684
Ortalama = SD 7.50 £3.59 5.87+3.53 6.75+5.41
Medyan (IQR)  8.5(4.75-9.5) 6 (3-8) 6(1.75+12.25)
Gemmiger 0144
Ortalama = SD 0.81+1.79 5.87+3.53 5.06 £7.92
Medyan (IQR) 0 (0-0) 2 (0-4.5) 3 (0-4.5)
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CiNS DUZEYI

M Bacteroides M Prevotella m Faecalibacterium Gemmiger

NISBi BOLLUK (%)

SAGLIKLI KONTROL NON-SEVERE SEVERE

Sekil 3.4. Calisma gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun cins diizeyinde

dagilimi

Calisma  gruplarinin = bagirsak  mikrobiyotalarinda  tiir  diizeyinde
Faecalibacterium prausnitzii, Prevotella copri ve Gemmiger formicilis tirleri
incelendi. Nispi bollugun analizi gruplara gore; saglikli grupta F.prausnitzii ortalama
yuzde 6.31 + 3.97, P.copri ortalama ylzde 18.43 + 19.77, G.formicilis ortalama ylizde
0.81 + 1.79 oranlarinda goriildii. Nonsevere COVID-19” lu hasta grubunda
F.prausnitzii ortalama yuzde 5.12 + 3.26, P.copri ortalama yuzde 11.00 = 17.70,
G.formicilis ortalama yiizde 3.87 + 4.71oranlarinda, severe COVID-19’ lu hasta
grubunda F.prausnitzii ortalama yuzde 5.25 + 4.46, P.copri ortalama ylzde 6.00 £

10.44, G.formicilis ortalama ylzde 5.00 & 7.95 oranlarinda goriildii.

G.formicilis’ in hasta gruplarinda hastalik siddetiyle orantili olarak artma
egilimi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p=.014) Yapilan ¢oklu karsilastirma
sonucunda severe COVID-19 hasta grubunda G.formicilis tiiriiniin saglikli kontrollere
gore anlamli derecede yuksek oldugu ve non severe hasta grubunda da G.formicilis
tiiriniin sagliklt kontrollere goére anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi.
(swrasiyla 0 [IQR, 0— 0] vs.3 [IQR, 0 — 4.5] adj. p=.024, 0 [IQR, 0- 0] vs.2 [IQR, 0 —
4.5] adj. p=.025).

P.copri tiriiniin saglikli kontrollerden severe hasta grubuna dogru azalma

egiliminde oldugu goriildii ancak istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=.211).

70



Ayrica F.prausnitzii tirl agisindan ¢alisma gruplart arasinda anlamli farklilik
bulunamadi (p=.626). Calisma gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun

tiir diizeyinde degerlendirme verileri Cizelge 3.6° da verilmistir.

Cizelge 3.6. Calisma gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun  tiir

diizeyinde incelenmesi

Calisma Gruplar
Saghkl (n=16) Non-severe (n=16) Severe (N=16) p-degeri
Faecalibacterium prausnitzii 6264
Ortalama = SD 6.31 £ 3.97 512+ 3.26 5.25+4.46
Medyan (IQR) 7 (3.5-8.5) 5 (3-7.25) 4 (1-8)
Prevotella copri 2114
Ortalama = SD 18.43 £ 19.77 11.00 £ 17.70 6.00 £ 10.44
Medyan (IQR) 13(0-34) 9.5 (0-12.25) 0 (0-7.25)
Gemmiger formicilis 0144
Ortalama = SD 0.81+£1.79 3.87+4.71 5.00 £ 7.95
Medyan (IQR) 0 (0-0) 0 (0-4.5) 3(0-4.5)

TUR DUZEYI

B F.prausnitzii M P.copri m G.formicilis

NISBI BOLLUK (%)

SAGLIKLI KONTROL NON-SEVERE SEVERE
Sekil 3.5. Calisma gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun tiir diizeyinde
dagilimi

COVID-19 enfeksiyonunun hastalik siddetinden bagimsiz olarak bagirsak
mikrobiyotasini nasil etkiledigini degerlendirmek amaciyla katilimcilar, saglikli

kontroller ve COVID-19 hastalar1 olmak tizere iki grup olarak da degerlendirildi.
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Kontrol grubu ile COVID-19 hastalarinin demografik 6zellikleri Cizelge 3.7’
de verilmistir. COVID-19 hastalarinin yas ortalamasi ile saglikli kontrollerin yas
ortalamasi arasinda istatistiksel anlamli fark yoktu (p=.539). Cinsiyetler agisindan da

her iki grup arasinda anlamli farklilik yoktu (p=.919).
Cizelge 3.7. Kontrol grubu ve COVID-19 hastalarin demografik 6zellikleri

Calisma Gruplan
Saghkh (n=16) COVID-19 (n=32) p-degeri
Yas (yil) 45.93 + 15.80 48.34 +10.86 5391

Cinsiyet (E/K) 7/9 16/16 .9192

COVID-19 hastalar ile saglikli kontrollerin bagirsak mikrobiyotalarin alfa
cesitlilikleri arasinda Shannon, Simpson ve Chaol indeksleri ile degerlendirildi. Hasta
ve saglikli gruplar arasinda Shannon, Simpson ve Chaol indeksleri agisindan anlaml
farklilik saptanmadi (sirasiyla p=.998, p=.750, p=.942). Calisma gruplarinin alfa
cesitlilik analizi i¢in kullanilan Shannon, Simpson ve Chaol indeks verileri Cizelge

3.8” de verilmistir.

Cizelge 3.8. Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak mikrobiyotalarin alfa

cesitliliklerinin degerlendirilmesi

Calisma Gruplar

Saghkh (n=16)  COVID-19 (n=32)  p-degeri

Shannon 3.10+0.52 3.12+1.03 .928°
Simpson  0.75+0.10 0.75+0.19 .9908
Chao 5243 +7.78 48.50 + 18.99 3161
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Sekil 3.6. Kontrol ve COVID-19 hastalarinin A)Shannon indeksi, B)Simpson indeksi,
C) Chao-1 indeksi ile alfa gesitlilik analizi

Gruplar arasinda bagirsak mikrobiyota kompozisyonu filum diizeyinde
incelendiginde Nispi bollugun analizi gruplara gore; saglikli grupta Bacteriodetes
ortalama yuzde 44.43 + 12.53, Firmicutes ortalama yuzde 37.56 + 10.87,
Proteobacteria ortalama yuzde 14.12 + 9.58, Actinobacteria ortalama yiizde 3.18 +
3.88 oranlarinda goriildii. COVID-19 hasta grubunda ise Firmicutes ortalama ylzde
40.09 + 26.34 , Bacteriodetes ortalama yiizde 35.78 + 22.27, Proteobacteria ortalama
yuzde 20.75 + 18.35, Actinobacteria ortalama ylizde 2.78 + 5.72 oranlarinda tespit
edildi.

Gruplar arasinda bagirsak mikrobiyota kompozisyonu filum diizeyinde
karsilagtirildiginda COVID-19 hastalarinda Bacteriodetes ve Actinobacteria
filumlarinin nispi bollugu kontrol grubuna gore azalmis olarak, Proteobacteria filumu
ise COVID-19 hastalarinda kontrol grubuna gore artmis olarak bulundu ancak
istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi (sirasiyla p=.078, p=232 ve p=463).

Firmicutes filumunda ise gruplar arasinda harhangi bir farklilik gézlenmedi (p=956).

Ayrica ¢alisma gruplarinin bagirsak mikrobiyotalar1 arasinda Firmicutes /
Bacteriodes oranlar1 incelendi, Firmicutes / Bacteriodes oraninin COVID-19 hasta
grubunda saglikli kontrol grubuna gore azaldigi goriildii ancak istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p=.412). Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak mikrobiyota

kompozisyonunun filum diizeyinde degerlendirme verileri Cizelge 3.9” da verilmistir.
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Cizelge 3.9. Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun

filum diizeyinde degerlendirilmesi

Calisma Gruplar
Saghkh (n=16) COVID-19 (n=32) p-degeri
Firmicutes .9564
Ortalama = SD 37.56 £ 10.87 40.09 £ 26.34
Medyan (IQR) 41.5 (28-45) 41 (18.5 - 50.5)
Bacteriodetes .078*
Ortalama = SD 44,43 £ 12.53 35.78 £ 22.27
Medyan (IQR) 46.5(40.75-53.75)  37.5(20.25 — 49.25)
Proteobacteria 4634
Ortalama £ SD 14.12 + 9.58 20.75+18.35
Medyan (IQR) 12 (7.75- 19.25) 15 (6.75-32.5)
Actinobacteria 2324
Ortalama = SD 3.18 + 3.88 2.78 £ 5.72
Medyan (IQR) 2 (0-4.75) 0 (0-25)
Firmicutes/ 0.84 (0.49-1.05) 0.74 (0.21-1.47) 4124

Bacteriodes

FILUM DUZEYI

M Firmicutes M Bacteriodetes Actinobacteria  H Proteobacteria

14,12

NISBI BOLLUK (%)

SAGLIKLI KONTROL COViD-19

Sekil 3.7. Kontrol ve hasta gruplariin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun filum

diizeyinde dagilimi

Hasta ve kontrol gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonlarinda
familya  dizeyinde  Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae, Prevotellaceae,
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae familyalari incelendi. Familya diizeyinde
COVID-19 hastalarinda Lachnospiraceae’ nin nispi bollugu saglikli kontrollere gore
anlaml sekilde diisiik bulundu (3.5 [IQR, 0 — 10.25] vs. 9 [IQR, 6.5 — 16], p=.008).
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Bacteroidaceae, Prevotellaceae ve Ruminococcaceae ise COVID-19 hastalarinda

saglikli kontrollere gore daha az oranda bulunmasina ragmen istatistiksel acidan

anlamli degildi. (sirasiyla p=.669, p=.258, p=.645) Enterobacteriaceae’ nin nispi

bollugu ise COVID-19 hastalarinda kontrol grubuna gore yiiksek oranda bulundu

ancak istatistiksel anlamli farklilik géstermedi (p=.595). Kontrol ve hasta gruplarinin

bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun familya diizeyinde degerlendirme verileri

Cizelge 3.10’ da verilmistir.

Cizelge 3.10. Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun

familya diizeyinde degerlendirilmesi

Calisma Gruplari

Saghkh (n=16)
Bacteroidaceae

Ortalama = SD 19.06 + 18.42

Medyan (IQR) 13.5 (4-31.75)
Enterobacteriaceae

Ortalama = SD 4.68 + 6.60

Medyan (IQR) 1.5 (0-7)
Prevotellaceae

Ortalama = SD 21.75+22.16

Medyan (IQR) 20 (0-43)
Ruminococcaceae

Ortalama = SD 10.43 £ 5.07

Medyan (IQR) 10.5 (6.75-14.25)
Lachnospiraceae

Ortalama = SD 11.12 £ 6.68

Medyan (IQR) 9 (6.5-16)

COVID-19 (n=32)

18.81 + 20.17
9.5 (1- 31.75)

14.68 + 21.84
2 (0- 23.25)

11.75 + 16.78
5 (0-16)

9.96 + 7.42
8.5(3.75-14)

5.59 + 6.08
3.5 (0-10.25)

p-degeri

.669*

5954

2584

6454

.008*
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FAMILYA DUZEYi

M Bacteroidaceae M Enterobacteriaceae M Prevotellaceae B Ruminococcaceae M Lachnospiraceae

5,59
11,12

NISBi BOLLUK (%)

SAGLIKLI KONTROL COViD-19

Sekil 3.8. Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun

familya diizeyinde dagilimi

Hasta ve kontrol gruplarinin bagirsak mikrobiyotalarinda cins diizeyinde
Bacteroides, Prevotella, Faecalibacterium ve Gemmiger taksonlar1 incelendi.
Gemminger cinsinin nispi bolluklar1 arasinda g¢alisma gruplari arasinda anlamli
farklilik saptandi, Gemmiger cinsinin COVID-19 hastalarinda yiiksek oldugu bulundu
(p=.004). Yapilan ¢oklu karsilastirma sonucunda severe COVID-19 hasta grubunda
Gemmiger cinsinin saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugu ve non
severe hasta grubunda da Gemmiger cinsinin saglikli kontrollere gore anlamli
derecede yiiksek oldugu tespit edildi (0 [IQR, 0-0] vs.3 [IQR, 0 — 4.5] adj. p=.004)
Bacteroides, Prevotella ve Faecalibacterium cinsleri ise COVID-19 hasta grubunda
saglikli kontrollere gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (sirastyla p=.725, p=.186, p=.363). Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak
mikrobiyota kompozisyonunun cins diizeyinde degerlendirme verileri Cizelge 3.9° da

verilmistir.
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Cizelge 3.11. Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun

cins diizeyinde degerlendirilmesi

Calisma Gruplar
Saglikh (n=16) COVID-19 (n=32)  p-degeri
Bacteroides 7254
Ortalama £ SD 18.25 + 18.38 17.87 + 19.53
Medyan (IQR) 13 (3.75- 31.5) 8.5 (1-37.75)
Prevotella .186*
Ortalama £ SD 20.50 £ 21.59 10.09 + 15.74
Medyan (IQR) 17(0-38) 1.5 (0-14)
Faecalibacterium .3634
Ortalama = SD 7.50 + 3.59 6.31+4.51
Medyan (IQR) 8.5 (4.75-9.5) 6 (2.75-10)
Gemmiger .0044
Ortalama £ SD 0.81+1.79 446 +6.44
Medyan (IQR) 0 (0-0) 3 (0-4.5)

CiNS DUZEYI

M Bacteroides M Prevotella m Faecalibacterium Gemmiger

NISBI BOLLUK (%)

SAGLIKLI KONTROL CovVviD-19
Sekil 3.9. Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun cins
diizeyinde dagilimi

Hasta ve kontrol gruplarinin bagirsak mikrobiyotalarinda tiir diizeyinde
Faecalibacterium prausnitzii, Prevotella copri ve Gemmiger formicilis turleri

incelendi. G.formicilis’ in COVID-19 hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gére
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istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 tespit edildi (0 [IQR, 0— 0] vs.2.5 [IQR, 0 -

4.5] adj. p=.004). Ayrica F.prausnitzii ve P.copri turleri COVID-19 hasta grubunda

saglikli kontrollere gore azalmis bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunamadi1 (sirastyla p=.339 p=.168). Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak

mikrobiyota kompozisyonunun tiir diizeyinde degerlendirme verileri Cizelge 3.12° de

verilmigtir.

Cizelge 3.12. Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun tiir

duzeyinde degerlendirilmesi

Faecalibacterium
prausnitzii
Ortalama = SD
Medyan (IQR)
Prevotella copri
Ortalama = SD
Medyan (IQR)
Gemmiger formicilis
Ortalama = SD
Medyan (IQR)

NISBI BOLLUK (%)

Calisma Gruplar
Saghkh (n=16)

6.31 +3.97
7(3.5-8.5)

18.43+9.77
13 (0-34)

0.81+1.79
0 (0-0)

COVID-19

(n=32) p-degeri
3394
5.18 £ 3.84
4 (2.75- 8)
.168*
8.50 £ 14.52
1 (0-11.25)
.0044
443 +6.45
2.5(0-4.5)

TUR DUZEYI

M F.prausnitzii

SAGLIKLI KONTROL

M P.copri m G.formicilis

COViD-19

Sekil 3.10. Kontrol ve hasta gruplarinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun tiir

diizeyinde dagilimi

! Tek yénlii varyans analizi devaminda post-hoc igin Tukey HSD test
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2 Pearson ki-kare testi
% Welch F testi devaminda post-hoc igin Games-Howell testi

4 Kruskal-Wallis H testi devaminda post-hoc igin Dwass-Steel-Critchlow-Fligner
(DSCF) testi
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4. TARTISMA

29 Aralik 2019’ da Cin’ in Hubei Eyaleti, Wuhan’ da ortaya ¢ikan
tanimlanamayan pnomoni vakasi etkeni SARS-CoV-2 olarak adlandirilmig ve
sonrasinda Cin ve diger iilkelerde vakalar hizla artmistir. DSO 11 Mart 2020’ de tiim
Diinya’ da pandemi ilan etmistir ve giiniimiize kadar COVID-19’ un 540 milyondan
fazla insana bulastig1, alti milyondan fazla 6liime neden oldugu bilinmektedir (WHO
2022). SARS-CoV-2 enfeksiyonunun neden oldugu COVID-19, asemptomtomatik,
hafif veya kendi kendini sinirlayan solunum yolu hastaligindan siddetli pnémoni, akut
solunum sikintist sendromu ve olime kadar degisen bir yelpazede klinik olarak

cesitlilik gosterir (Moreira-Rosério ve ark 2021).

SARS-CoV-2’ nin ana bulas sekli hava yolu olsa da bulasabilecegi tek yer
solunum yolu degildir. Enterositler, SARS-CoV-2 enfeksiyonuna aracilik eden iki ana
hiicre ylzey molekill olarak tanimlanan ACE2 ve TMPRSS2’ yi yuksek duzeyde
eksprese ettiginden, bagirsak da onemli bir enfeksiyon bolgesi olabilir. Virdsin
bagirsakta ¢ogalabildigi yapilan ¢alismalar ile kanitlanmistir. Ayrica ates, yorgunluk
ve kuru Oksiiriik gibi solunum yolu semptomlarina ek olarak ishal, mide bulantisi,
kusma ve karin agrisi1 gibi gastrointestinal semptomlarda COVID-19 hastalarinda
siklikla gbzlenmektedir (Li ve ark 2022). COVID-19 hastalarinin yaklasik %50 sinde
anal siiriintiilerde ve digk1 6rneklerinde SARS-CoV-2 viriisii tespit edilmistir ki bu da
sindirim sisteminin virlis replikasyonu ve aktivitesi i¢in akciger dist bir bolge
olabilecegini gostermektedir (Zuo ve ark 2020). Bagisiklik sisteminin en biiyiik
bileseni olan mukozal ylizey, SARS-CoV-2 viral enfeksiyonunda mukozal yanitin
endiiktif ve efektor fazlarinda kilit rol oynar. SARS-CoV-2’ nin enfeksiyona neden
olan epitel hicreleri Gzerinde viral spike protein araciligiyla baglandigi ACE2
reseptorleri akcigerler, bagirsaklar ve bobrekler dahil olmak iizere birden fazla
organda bulunur ve ACE2’ nin aminoasit tasima islevinin gastrointestinal sistemde ki
bagirsak mikrobiyal ekolojisine bagli olduguna dayanan bulgular, COVID-19 ile
bagirsak mikrobiyotas1 arasindaki baglantiyi ortaya koymaktadir. COVID-19
hastalariin diski 6rneklerinde SARS-CoV-2 viral RNA’ smin tespiti de bunu
desteklemektedir (Khan ve ark 2021).

Insan viicudunun her yiizeyi, mikrobiyota adi verilen cesitli mikrobiyal

topluluklar tarafindan kolonize edilmistir ve mikrobiyotanin ¢ogunlugu
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gastrointestinal sistemde bulunur. Bagirsaktaki bakteriler, alt1 baskin filuma ait 1000’
den fazla turle temsil edilir: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria ve Verrucomicrobia. Bunlar arasinda Firmicutes ve
Bacteroidetes filumlarindan gelen bakteriler en yaygin olanlaridir ve bagirsak
mikrobiyotasinin %90’ 11 temsil eder. Saglikli bir bireyin bagirsak mikrobiyotasi,
gastrointestinal sistemin farkli boliimlerinde farklilik gdsterir ve yaslanma,
aligkanliklar, yasam tarzi ve antibiyotik tiiketimi gibi c¢evresel faktorler nedeniyle
zamanla degisir. Bu tiir varyasyonlar fizyolojik olarak kabul edilir ve saglikli
mikrobiyota ile tutarlidir. Bununla birlikte, mikrobiyota bilesimindeki degisiklikler
genellikle disbiyozlar olarak da adlandirilan hastaliklarla iliskilidir ancak degismis
mikrobiyota ile ¢esitli hastaliklar arasindaki nedensellik genellikle belirsizdir
(Stojanov ve ark 2020). Mikrobiyota, kolonizasyon alanlar1 ve kaynaklari i¢in
patojenlerle devamli rekabet halindedir. Ayrica mikrobiyota, bagisikligin
hazirlanmasi i¢in Onemli sinyaller saglar ve bu nedenle bagisiklik sisteminin
gelismesine yardimci olur. Mikrobiyota, baz1 viriislerin enfeksiyonunu engellerken
baz1 viriislerin enfeksiyonunu tesvik edebilir. Bu etkiler, konak¢i ve/veya viriis
iizerinde dogrudan ve/veya dolayli etkiler yoluyla ortaya ¢ikabilir. Onceki ¢alismalar,
bagirsak florasinin solunum yolu viriis enfeksiyonlari ile yakindan iliskili oldugunu ve
bagirsak-akciger ekseni yoluyla hastaliklarin  olusumunu ve gelisimini
etkileyebilecegini gdstermistir (Robinson ve Pfeiffer 2014). Ote yandan, viral
enfeksiyonlar genellikle kommensal mikrobiyotada 6nemli bozulmalarla sonuglanir ve
konakta disbiyoza neden olur, bu da viral enfektiviteyi daha fazla artiran bir unsur
olabilir (Li ve ark 2019). Ayrica karmasik bagirsak mikrobiyota ekosistemleri,
patojenik bakterilerin istilasin1 6nledigi gibi tersine, antibiyotik tedavisi ile bagirsak
mikrobiyotas1 zarar gordiigiinde, rekabet¢i patojenlerin diglanmasi zayiflar ve
antibiyotige direngli bakteri suglarinin potansiyel olarak tehlikeli gogalmalart meydana
gelebilir. Bagirsak disbiyozu ile COVID-19’ un siddeti arasindaki iligki farkli klinik
ortamlarda gozlemlenmis olsa da bagirsak mikrobiyotasinin COVID-19’ un siddeti
tizerindeki nedensel etkisi tam olarak aciklia kavusturulmamistir. Yapilan
calismalarda COVID-19° un neden oldugu bagirsak  disbiyozunun
mikroorganizmalarin bagirsaktan kana translokasyonuna yol agabilecegine dair veriler
elde edilmistir ve bu da bagirsak disbiyozunun COVID-19 sirasinda ikincil kan
dolasimi enfeksiyonlarini etkinlestirmede dogrudan bir rol oynadigini gostermistir.

COVID-19’ un ikincil kan dolasimi enfeksiyonu olusumuna katkisini arastiran bir
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calismada, 101 COVID-19 hastasinin diski 6rneklerine mikrobiyota analizi yapilmis
ve hayvan modelindeki sonuglara da paralel olarak bagirsak mikrobiyomundaki
disbiyozis ortaya konmustur. Ayrica hastanede yatan COVID-19 hastalarinda
antimikrobiyal direncli tiirler igerdigi bilinen firsat¢1 patojenik bakteri tiirlerinin
arttigini bulmuslardir. Bu hastalardan elde edilen eslestirilmis mikrobiyom verileriyle
ikincil mikrobiyal kan dolasimi enfeksiyonlarini test eden kan kiiltiirii sonuglarinin
analizi, COVID-19 hastalarinda bakterilerin bagirsaktan sistemik dolagima yer
degistirdigini gostermektedir. Elde edilen bu sonuclar, COVID-19 sirasinda tehlikeli
ikincil enfeksiyonlara olanak saglamada bagirsak mikrobiyom disbiyozunun dogrudan
rolinu gostermektedir (Venzon ve ark). Buglne kadar yapilan bir¢cok calismada,
solunum yolu enfeksiyonlarinin bagirsak mikrobiyotasinin bilesiminde degisikliklere
sebep oldugunu gosterilmistir. COVID-19’ un ciddi Klinik belirtilerinden biri 6zellikle
yasgl, bagisikligi baskilanmis hastalarda pnémoni ve akut solunum sikintisi
sendromuna (ARDS) ilerlemesidir. Cok sayida deneysel ve Kklinik aragtirmada,
bagirsak mikrobiyotasinin sepsis ve ARDS patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. ilerleyen yas ile birlikte bagirsak mikrobiyotasinda cesitliliginin
azaldig1 goz Oniine alindiginda COVID-19” un yash ve bagisikligi baskilanmis
hastalarda daha ciddi klinik sonuclara ilerlemesi, akciger ve bagirsak mikrobiyotasi

arasinda karsilikli bir iletisimin oldugunu diistiindiirmektedir (Dhar ve Mohanty 2020).

Gastrointestinal komplikasyonlart  olan ~ COVID-19  hastalarinin,
gastrointestinal tutulumu olmayan hastalara kiyasla daha fazla solunum sikintisi
yasadiklar1 tespit edilmistir (Chhibber-Goel ve ark 2021). Bununla birlikte,
gastrointestinal kanalda SARS-CoV-2’ nin varligi her zaman gastrointestinal
semptomlara yol agmayabilir. Ornegin, Singapur’ da yapilan bir ¢alismada, incelenen
COVID-19 hastalarinin  %50° sinin diskilarinda saptanabilir diizeyde viriis
bulunmustur, ancak bunlarin yalnizca yarisinin ishal gibi gastrointestinal semptomlar
gosterdigi bildirilmistir. Buradan yola ¢ikarak SARS-CoV-2, gastrointestinal
semptomlarin varligindan bagimsiz olarak gastrointestinal kanalda yaygin olarak
bulunabileceginden, enfeksiyon aninda mevcut bagirsak mikrobiyota kompozisyonu

semptomlarin gelisimi igin kritik Gneme sahip olabilir (Kim 2021).

Proteobakteriler, insan bagirsak mikrobiyotasinda en bol bulunan filumlardan
biridir ve dahasi bakteri alaninda ki en biiyiik filumdur. Proteobacteria filumunda

birgok yaygin insan patojeni bulunur: Brucella, Rickettsia, Bordetella, Neisseria,
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Escherichia, Shigella, Salmonella, Yersinia, Helicobacter en ¢ok bilinen
patojenlerdendir. Yapilan ¢alismalarda Proteobacteria artis1 Tip 2 diyabet, obezite,
kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamatuar bagirsak hastaliklari, astim ve kronik
obstriiktif akciger hastaligi gibi bir¢cok hastalikla iligkili bulunmustur. Hastalik
sirasinda ve Ozellikle inflamasyon sirasinda Proteobacteria artisina yol acan kesin
mekanizmalar tam olarak bilinmemekle birlikte, bagirsak iltihabi sirasinda zorunlu
anaeroblarda bir azalma ve Proteobacteria filumundan Enterobacteriaceae gibi
fakiltatif anaeroblarda artis olmasi1 "oksijen hipotezi" nin ortaya atilmasina sebep
olmustur. Bu hipoteze gore, fizyolojik kosullar altinda, kolon epitel hiicrelerinin, beta-
oksidasyon suregleri yoluyla limendeki oksijeni tiikettigi ve bdylece anaerobik bir
ortam olusturdugu, ancak bagirsak enflamasyonu durumunda, epitel hiicreleri,
disbiyozu tesvik ettigi diisliniilen ve Proteobakterilerin ¢ogalmasiyla iliskili oldugu
diisiiniilen artan oksijen mevcudiyetinin bir sonucu olarak beta-oksidasyona maruz
kalma kapasitelerini azaltir. Bu da fakiiltatif anaerob bakterilerde artis ile sonuglanir.
Disbiyozun gelismesinde Proteobacteria’ nin gogalmasinda rol oynayabilecek bir
diger onemli faktor ise nitrattir. Aslinda, enflamatuar kosullar sirasinda konake1
savunmasi olarak tretilen nitratin, bu bakteriler tarafindan kullanilarak baskin hale
gelmelerine katki saglamig olabilecegi belirtilmistir (Rizzatti ve ark 2017). COVID-
19 ve bagirsak mikrobiyotasi arasindaki iliskiyi inceleyen Mazzarelli ve ark. 6 si
COVID-19’ lu yogun bakim hastasi, 9 u COVID-19’ lu servis hastasi ve 8’ i saglikli
kontrol olmak iizere toplam 23 6rnekte bagirsak mikrobiyotasi igin 16s rRNA gen
analizi yapmislardir. Ornekler arasinda ki alfa cesitliligi degerlendirmek i¢in Shannon
ve Chaol indekslerini kullanmiglardir. Chaol indeksine gore cesitliligin yogun
bakimda yatan COVID-19 hastalarinda, serviste yatan hasta grubu ve saglikli kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigini bulmuslardir. Benzer
sekilde, istatistiksel anlamliliga ulagmamis olsa da Shannon endeksi i¢in de azalma
gozlemlemislerdir. Bizim calismamizda da alfa gesitliligi degerlendirmek igin
Shannon, Simpson ve Chaol indeksleri kullanildi. Shannon ve Simpson indekslerinde
gruplar arasinda fark goriilmezken, Chaol indeksi kullanilanarak yapilan analizde, alfa
cesitliligin kontrol grubundan severe hasta grubuna dogru azalma egiliminde oldugu
bulundu ancak istatistiksel anlamliliga ulagmadi. Mazzarelli ve ark. yaptiklar
calismada filum dilizeyinde, servis hastalarinda kontrol grubuna kiyasla
Proteobacteria’ nin 6nemli Olcude artarken Spirochaetes ve Fusobacteria’ nin

azaldig@in1 tespit etmislerdir. Yogun bakim hastalar1 ve servis hastalarinin bagirsak
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mikrobiyotalar: karsilastirildiklarinda ise filum diizeyinde anlamli bir degisiklik
bulamamiglardir (Mazzarelli ve ark 2021). Cok merkezli bir ¢alismada VVenzon ve ark.
COVID-19’ lu 138 o6rnegin fekal bakteriyel mikrobiyom profilini ¢ikarmiglardir.
Yapilan analizlerde COVID-19 hastalarinda filum dlzeyinde Firmicutes ve
Bacteroidetes’ in en bol bulunan filumlar oldugu ve bunu Proteobacteria’ nin
izledigini tespit etmislerdir (Venzon ve ark). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde
severe ve non-severe COVID-19 hasta grubunda filum diizeyinde en bol Firmicutes
bulunmus ve bunu Bacteriodetes ve Proteobacteria filumlarmin takip ettigi
goriilmiistiir. Ayrica hastalik siddetinin artisiyla uyumlu Proteobacteria filumunda
artig dikkat ¢ekmistir. Daha 6nce yapilan diger ¢alismalarda da Firmicutes filumunun
COVID-19 hastalik siddetiyle anlamli sekilde iligkili oldugu bulunmustur. Yayinlanan
bir raporda farkli Firmicutes bakterilerinin murin bagirsaginda ACE2 ekspresyonunun
yukari veya asagi dogru diizenlenmesinde ¢esitli rollere sahip oldugunun gosterilmesi
ile Firmicutes filumunun COVID-19 hastaligi seyrine olan etkisi acikliga
kavusturulmustur (Zuo ve ark 2020). COVID-19° un yamsira diger viral
enfeksiyonlarda da bagirsak mikrobiyotasinda benzer degisiklikler gozlemlenmistir.
Qin ve ark. 26 H7N9 hastasinin bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini analiz etmisler
ve filum duzeyinde, tim gruplarda Bacteroidetes, Firmicutes ve Proteobacteria’ y1
baskin olarak bulmuslardir. Ayrica filum seviyesinde hastalarda Proteobacteria
sayisinin arttigini, Bacteroidetes sayisinin azaldigini bulmuslardir. Cins diizeyinde ise
tim hastalarda Bacteroides’ i baskin cins olarak tespit etmiglerdir (Qin ve ark 2015).
Filum diizeyinde Xu ve ark.” nin ¢ocuk hastalarda yaptiklari ¢alismada ise daha farkli
sonuglar elde edilmistir. Calismaya 9 COVID-19 lu ¢cocuk ve ayni1 yaslarda 14 saglikli
cocugu kontrol grubu olarak dahil etmislerdir. COVID-19’ lu ¢ocuklardan bogaz
stirlintiisii, burun siiriintiisii ve digki 6rnegi dahil olmak {izere toplam 103 6rnek
toplamiglardir. COVID-19’ lu ¢ocuklarin bogaz ve burun mikrobiyomunu saglikli
kontrollerden énemli dl¢iide daha az gesitlilikte, COVID-19’ lu ¢ocuklarin bagirsak
mikrobiyomunu ise saglikli kontrollerinkinden daha yiiksek zenginlikte tespit
etmislerdir. COVID-19’ lu gocuklarin bagirsaklarinda filum diizeyinde Bacteroidetes
ve Firmicutes onemli 6lgiide zenginlesirken, saglikli kontrollerin bagirsaklarinda
Proteobacteria artisi tespit etmislerdir. Bagirsaktan farkli olarak, iist solunum
yollarinda Bacteroidetes ve Firmicutes saglikli kontrollerde 6nemli o&lglide
zenginlesirken, COVID-19’ lu ¢ocuklarin tist solunum yollarinda Proteobakterilerin

zenginlestigini gormiislerdir. Yerlesik kommensallerin biiyiik ¢ogunlugunun, saglikli
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kontrollerin iist solunum yollarinda ve bagirsaklarinda COVID-19” lu gocuklara gore
onemli 6l¢iide daha fazla bolluk gosterdigi ve COVID-19’ lu grupta firsat¢1 patojenik

ve gevresel bakteri bollugunun arttigi gézlemlemislerdir (Xu ve ark 2021).

Literattrde Firmicutes/Bacteroidetes orani, bagirsak mikrobiyota disbiyozunu
degerlendirmek i¢in kullanilmistir; bu oranin artmasi veya azalmasi, disbiyozun ayirt
edici Ozelligidir. Artmas1 genellikle obezite ile, azalmasi ise inflamatuar bagirsak
hastaligiyla iliskilendirilmistir. Firmicutes bakterileri gram pozitiftir ve SCFA sentezi
yoluyla konagin beslenmesinde ve metabolizmasinda anahtar rol oynar. Firmicutes
bakterileri, metabolik {iirlinleri araciligiyla diger doku ve organlarla dolayli olarak
baglantilidir ve aglik ile toklugu diizenler. Aksine, Bacteroidetes bakterileri gram
negatiftir ve immiinomodiilasyon ile iliskilidir. Bilesenleri, lipopolisakkaritler ve
flagellin, hiicre reseptorleri ile etkilesime girer ve sitokin sentezi yoluyla bagisiklik
reaksiyonlarmi  arttirir  (Stojanov ve ark 2020). Bizim ¢alismamizda da
Firmicutes/Bacteroidetes orani degerlendirilmis ve saglikli kontrol grubundan, severe
Ve non-severe hasta grubuna dogru giderek azaldigi goriilmiistiir. Moreira-Rosario ve
ark.” nin yaptig1 ¢alismada ise klinik durumlarina gore hafif, orta ve siddetli olmak
tizere 3 gruba ayrilmis 111 COVID-19 hastasinin bagirsak mikrobiyota analizi
yapilmistir. Alfa ¢esitliligin Shannon indeksine gore degerlendirmesinde hafif gruptan
siddetli gruba dogru giderek azaldig1 goriilmiistiir. Bu azalma egilimi hafiften orta ila
siddetliye dogru Bifidobacteriaceae, Coriobacteriaceae ve Lachnospiraceae
familyalarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tersi yonde, Proteobacteria
filumuna ait bazi tiirlerin 1se, COVID-19 siddet skoru ile arttig1 goriilmiistiir. Ayni
hastalarin takip edildigi yere gore ayaktan, serviste ve yogun bakimda olmak iizere
yeniden gruplandirilip karsilastirmalart yapildiginda ise, Proteobacteria’ nin nispi
bollugunda ayaktan tedavi edilen hastalarda % 3, servis ve YBU hastalarinda sirasiyla
% 12 ve % 14’ e c¢ikan tutarhi bir artis egilimini ortaya cikarmiglardir. Ayrica
Firmicutes/Bacteroidetes oraninin sirayla ayaktan, servis ve yogun bakimda takip
edilen COVID-19 hastalarinda azaldig1 gosterilmistir. Shannon indeksi verilerine gore
yogun bakimda yatan COVID-19 hastalarinin, ayaktan ve serviste yatan COVID-19
hastalarina kiyasla daha diisiik alfa gesitliligine sahip olma egiliminde oldugu da

bildirmislerdir (Moreira-Rosario ve ark 2021).

Lachnospiraceae, Firmicutes filumuna ait bir familyadir. Lachnospiraceae

familyasinin bakteri iiyelerinin gastrointestinal sistem mikrobiyotasinin baskin
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bilesenleri olduklar1 bilinmektedir ve bitirik asit tretiminde rol oynarlar. Bltirat,
konakg1 epitel hiicreleri i¢in miikemmel bir enerji kaynagidir. Ayrica biitirat, periferik
diizenleyici T hiicrelerinin olusumundan kaynaklanan ve patojen kaynakli Niikleer
Faktor kB’ nin aktivasyonunu bloke edebilen anti-enflamatuar bir etki gosterir. EK
olarak, biitirat kanserli kolonik hiicrelerin biiylimesini inhibe eder. Yapilan
calismalarda inflamatuvar bagirsak hastaliklarindan  iilseratif  kolitte de
Lachnospiraceae famiyasinin azalmis oldugu bulunmustur (Sasaki ve ark 2019).
Ayrica Chao ve ark. yaptiklar1 calismada COVID-19 hastalarinda antibiyotik
kullanim1  siiresince de Lachnospiraceae famiyasinin giderek azaldigini
gostermislerdir (Cao ve ark 2021). Gu ve ark.” nin yaptigi ¢calismada 30 COVID-19
hastasi, 24 HINI hastas1 ve 30 saglikli kontroliin bagirsak mikrobiyota analizleri
yapilmistir. Alfa ¢esitlilik Shannon ve Chaol indeksleri ile degerlendirilmis ve
COVID-19 hastalarinda ile HIN1 hastalarinda saglikli kontrollere gore alfa cesitlilik
diisiik olarak degerlendirilmistir. Familya diizeyinde saglikli kontroller ile
karsilastirildiginda COVID-19 hastalarinda, Ruminococcaceae bollugunu ve
Lachnospiraceae familyasindan birkag cinsi 6nemli O6lclide azalmis olarak
bulmuslardir (Gu ve ark 2020). Gaibani ve ark. hastaneye yatan 69 COVID-19
hastasinin bagirsak mikrobiyotasini analiz etmigler ve saglikli kontrollere kiyasla
COVID-19 hastalarinda alfa ¢esitliligin 6nemli 6l¢lide azaldigin1 gozlemlemislerdir.
Familya dlzeyinde, COVID-19 hastalarinda Enterococcaceae, Coriobacteriaceae,
Lactobacillaceae, Veillonellaceae, Porphyromonadaceae ve Staphylococcaceae
taksonlarinda zenginlesme, Bacteroidaceae, Lachnospiraceae ve Ruminococcaceae’
nin yan1 sira Prevotellaceae ve Clostridiaceae’ de azalma ile karakterize edilmistir.
Aym ¢alismada yogun bakima yatan 16 hasta ile serviste takip edilen COVID-19
hastalarinin bagirsak mikrobiyota analizleri karsilastirilmis ve alfa gesitliligin yogun
bakim hastalarinda daha fazla azaldigi Streptococcus, Oscillospira, Blautia,
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae ve Clostridiales taksonlarinin yogun bakim
tinitesine girmemis hastalarda daha fazla oldugu bulunmustur (Gaibani ve ark 2021).
Mazzarelli ve ark. nin yaptigi c¢alismada familya diizeyinde, servis COVID-19
hastalarinda kontrol grubuna kiyasla Peptostreptococcaceae, Enterobacteriaceae,
Staphylococcaceae, Vibrionaceae, Aerococcaceae, Dermabacteraceae,
Actinobacteria artarken Nitrospiraceae, Propionibacteriaceae, Aeroaxmonadaceae,
Morcoplasmaaceae, Morcoplasmaaceae azalmis olarak tespit edilmistir. Yogun

bakim hastalarinda kontrol ile karsilastirildiginda servis hastalarinda artan bakterilere
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ek  olarak  Erysipelotrichaceae, Microbacteriaceae, Mycobacteriaceae,
Pseudonocardiaceae, Brevibacteriaceae 6nemli 6lciide artarken Carnobacteriaceae,
Coriobacteriaceae ve Mycoplasmataceae’ nin 6nemli Ol¢iide azaldigini tespit
etmislerdir (Mazzarelli ve ark 2021). Bizim ¢alismamizda da familya dlizeyinde tim
gruplarda Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae, Prevotellaceae, Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae familyalari en bol bulunan familyalar oldu. Enterobacteriaceae
familyasi, severe COVID-19 hasta grubunda, non-severe hasta grubu ve kontrol
grubuna gore yiiksek oranda tespit edildi. Buna karsin Prevotellaceae familyasinin ise
saglikli grupta, severe ve non-severe hasta gruplarina gore yiiksek oranda oldugu
gorildu. Severe COVID-19 hasta grubunda Lachnospiraceae familyasinin saglikli
kontrollere gore anlamli derecede azalmis oldugu tespit edildi. Bizim ¢alismamizla
benzer sekilde Khan ve ark.” da yaptiklar1 calismada Lachnospiracece ve
Ruminococcceae familyalarmi, COVID-19 hasta grubunda saglikli kontrol grubuna
gore azalmis olarak bulmuslardir. Lachnospiraceae bollugundaki azalmay1
asemptomatik COVID-19 hasta grubunda % 16, hafif derecede enfekte grupta % 28
ve ciddi sekilde enfekte grupta % 43 olarak belirtmislerdir (Khan ve ark 2021).

Cins diizeyinde degerlendirme yapildiginda ise italya’ da yapilan bir calismada
yogun bakimda yatan COVID-19 hastalarinda Bacteroides ve Provetella cinsinin ¢ok
azaldig1 goriilmiistiir (Gaibani ve ark 2021). Bizim ¢alismamizda da Bacteriodes ve
Provetella cinsleri saglikli grupta, severe ve non-severe hasta gruplarina gore yiiksek
oranda bulundu. Zuo ve ark.” nin yaptigi ¢alismada diski1 SARS-CoV-2 virls yiku ve
bagirsak bakteriyel bollugu arasindaki iliski degerlendirilmis ve birgok Bacteroides
cinsinin SARS-CoV-2 vyiikii ile ters korelasyon gosterdigi bulunmustur. Ayrica bu
Bacteroides turlerinin murin kolonunda ACE2 ekspresyonunun asagi regiilasyonu ile
iliskili oldugunu belirtmislerdir. Birlikte ele alindiginda bu veriler, Bacteroides
tirlerinin ACE2 yoluyla konakg1 girisini engelleyerek SARS-CoV-2 enfeksiyonuyla
miicadelede potansiyel bir koruyucu role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (Zuo
ve ark 2020). Prevotella insanlarda agiz boslugu, solunum yolu, vajina, deri ve
bagirsak gibi bircok farkli bolgeden izole edilmis kommensal oldugu diisiiniilen bir
tirdir. SARS-CoV-2 enfeksiyonu sadece konakgr hiicrede ¢ok fazla enerji tiketmekle
kalmaz, ayn1 zamanda ACE2 ekspresyonunu azaltarak bagirsak epitel hicrelerine
zararla bagirsak bariyerinin bozar ve amino asit agligina sebep olarak bagisik yanitta
dengesizlikler ve inflamatuar ortami artirici etkilerde bulunur. Dolayisiyla COVID-19,
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bagirsak mikrobiyotasi bilesimi lizerinde patojenlerin zenginlesmesi ve Prevotella gibi

kommensallerin tlikenmesi gibi sonuglara da sebebiyet verebilir.

Cin’ de yapilan benzer bir ¢alismada ise COVID-19 hasta grubunda cins
duzeyinde Bacteroides, Faecalibacterium ve Blautia 6nemli Ol¢iide azalirken,
Escherichia, Gemmiger cinslerinde ise yukar1 regiilasyon izlenmistir (Zhou ve ark
2021). Bizim ¢alismamizda da severe COVID-19 hasta grubunda Gemmiger cinsinin
saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugu ve non severe hasta grubunda

da Gemmiger cinsinin saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit
edildi.

Tiir diizeyinde yaptigimiz arastirmada ise Zhou ve ark.” nin yaptig1 calismada
saglikli kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, COVID-19 hasta grubunda Bacteroides
vulgatus, Prevotella copri, Clostridium leptum ve Alistipes putredinis’ in bollugu
azalirken Escherichia coli, Akkermansia muciniphila ve Gemmiger formicilis’ in
bollugunun arttig1 gériilmiistiir (Zhou ve ark 2021). Bizim ¢alismamizda da benzer
sekilde Gemmiger formicilis’ in hasta gruplarinda hastalik siddetiyle orantili olarak
artma egilimi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica Prevotella copri tiruntin
saglikli kontrollerden, severe hasta grubuna dogru azalma egiliminde oldugu
goriilmiistiir. Faecalibacterium prausnitzii tiirii ise saglikli grupta az bir farkla yiiksek
cikmistir. F. prausnitzii’ nin, anti-enflamatuar sitokin IL-10" u salgilayan insan
kolonik diizenleyici T hiicrelerinin hazirlanmasini indiikledigi gosterilmistir (Yeoh ve
ark 2021). F.Prausnitzii azalmasinin gastrointestinal sistem enflamasyonunun
mikrobiyolojik bir belirteci olarak kabul edilebilecegi belirtilmistir (Martin ve ark
2017). Cin’ de Zuo ve ark. yaptiklar1 ¢alismada 15 COVID-19 hastasinin, 6 toplum
kokenli pndmoni hastasinin ve 15 saglikli kontrol grubunun bagirsak mikrobiyota
profillerini  karsilastirmiglardir.  Antibiyotik kullanmig COVID-19 hastalarinda,
antibiyotik ~ kullanmamig COVID-19 hastalarna kiyasla Lachnospiraceae
ailesi, Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale, Ruminococcus
obeum ve Dorea formicigenerans dahil olmak iizere konak bagisikligina faydal
simbiyontlar olan coklu bakteri tiirlerinin daha fazla tiikendigini gostermislerdir.
Antibiyotik kullannomina bakilmaksizin, COVID-19 hastalarinda hastalik seyri
sirasinda yetersiz temsil edilen bakteri tiirlerini, SARS-CoV-2 virlsi negatiflestikten
sonra dahi tilkenmis veya c¢ok diisiik miktarlarda bulmuslardir. Ayni calismada
COVID-19 hastalarimi kliniklerine gore hafif, orta, siddetli olmak iizere {ic gruba
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aywrarak  bagirsak  mikrobiyomunun < COVID-19 un siddetine etkilerini
degerlendirmislerdir. En fazla farklihgi Firmicutes filumunda bulmuslardir.
Firmicutes  filumundan (¢  bakteri  Uyesi Coprobacillus cinsi, Clostridium
ramosum ve C. hathewayi tirleri, COVID-19 hastaliginin ciddiyeti ile pozitif olarak
en iligkili bakteriler olarak bulunmustur. Buna karsilik, iki faydali tiir olan Alistipes
onderdonkii ve Faecalibacterium prausnitzii’ nin, COVID-19’ un ciddiyeti ile negatif
korelasyon gosterdigini ortaya koymuslardir (Zuo ve ark 2020). Yeoh ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada 87 COVID-19 hastasi ile 78 saglikli konrol grubunun diski
mikrobiyota analizlerini karsilagtirmiglardir. Alfa ¢esitlilikte Shannon indeksine gore
anlaml farklilik bulunamamistir. Filum diizeyinde, Bacteroidetes tyelerini COVID-
19 hastalarinda, COVID-19 olmayan bireylere kiyasla daha fazla, Actinobacteria
filumunu ise COVID-19 olmayan kisilerde daha fazla olarak bulmuslardir. Tur
duzeyinde ise COVID-19 hastalarinda Ruminococcus gnavus, Ruminococcus
torks ve Bacteroides dorei tiirlerinin zenginlestigi ve Bifidobacterium adolesanis,
Faecalibacterium prausnitzii ve Eubacterium rectale’ nin tikkendigini  ortaya
koymuslardir. Ayrica COVID-19 hastalarinda Faecalibacterium prausnitzii ve
Bifidobacterium bifidum tiirlerinin hastalik siddeti ile negatif korelasyon gosterdigini
tespit etmislerdir. COVID-19’ dan iyilesmenin ardindan bagirsak mikrobiyota
kompozisyonunu degerlendirmek i¢in 27 hastadan RT-qPCR ile SARS-CoV-2 negatif
olarak test edildikten sonra digski ornekleri toplanmis ve COVID-19 olmayan
deneklerle karsilagtirildiginda, iyilesen 27 hastanin bagirsak mikrobiyota
kompozisyonunun, antibiyotik alip almadiklarina bakilmaksizin 6nemli dl¢iide farkli
kaldig1 belirlenmistir. Iyilesen hastalarin bagirsak mikrobiyotas1 Bifidobacterium
dentium ve Lactobacillus ~ ruminis  gibi  tdrler  agisindan  zenginlesmis
ve E.rectale, R.bromii, F.prausnitzii ve Bifidobacterium longum agisindan ise

tiikenmis olarak bulunmustur (Yeoh ve ark 2021).
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5. SONUC VE ONERILER

Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ ne 1 Kasim 2020 — 1 Subat 2021
tarihleri arasinda bagvuran COVID-19 hastalarindan ayaktan tedavi alan 16 hastanin,
hastanede yatarak tedavi alan 16 hastanin ve 16 saglikli kontrol grubunun gaita
orneklerine sekans analizi yapilarak, bagirsak mikrobiyota profilleri ortaya
cikartlmistir. Calismamizda Shannon, Simpson ve Chaol indeksleri kullanilarak
degerlendirilen alfa gesitlilik i¢in gruplar arasinda anlamli fark saptanmamustir.
Orneklerin bagirsak mikrobiyota profilleri filum, familya, cins ve tiir diizeyinde
incelenmistir. Filum diizeyinde severe ve non-severe COVID-19 hasta gruplarinda en
fazla oranda Firmicutes tespit edilmisken, konrol grubunda Bacteriodetes filumunun
en fazla oldugu tespit edilmistir. Firmicutes / Bacteriodes oraninin ise hastalik siddeti
artttkca azalma egiliminde oldugu goriilmiistiir. Calisma gruplarinin  bagirsak
mikrobiyota kompozisyonlar1 familya diizeyinde incelendiginde Bacteroidaceae,
Enterobacteriaceae, Prevotellaceae, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae familyalari
en bol bulunan familyalar olmustur. Lachnospiraceae familyasinin nispi bolluklari
arasinda calisma gruplarina gore anlamh farklilik tespit edilmistir. Yapilan c¢oklu
karsilagtirma sonucu severe COVID-19 hasta grubunda, Lachnospiraceae
familyasinin saglikli kontrollere gore anlamli derecede azalmis oldugu tespit
edilmistir. COVID-19 hasta gruplarinda Enterobacteriaceae familyas1 daha yiiksek,
kontrol grubunda ise Prevotellaceae familyas1 daha yiiksek oranda goriilmiis ancak
istatistiksel anlamliliga ulasamamistir. Cins diizeyinde ise Bacteroides, Prevotella,
Faecalibacterium ve Gemmiger taksonlari incelenmistir. Bacteriodes ve Provetella
cinsleri saglikli grupta, severe ve non-severe hasta gruplarina gore daha yiiksek oranda
bulundu ancak istatiksel anlamli fark saptanmamistir. Gemmiger cinsinin nispi
bolluklar: arasinda ¢alisma gruplar1 arasinda anlamli farklilik saptanmistir. Yapilan
¢oklu karsilastirma sonucunda severe COVID-19 hasta grubunda Gemmiger cinsinin
saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugu ve non-Severe hasta
grubunda da Gemmiger cinsinin saglikli kontrollere gére anlamli derecede yiiksek
oldugu tespit edilmistir. TUr dizeyinde F.prausnitzii, P.copri ve G.formicilis tirleri
incelenmistir. G.formicilis’ in hasta gruplarinda hastalik siddetiyle orantili olarak
artma egilimi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Yapilan ¢oklu karsilastirma
sonucunda severe COVID-19 hasta grubunda G.formicilis tiirtintin saglikli kontrollere

gore anlamli derecede yiiksek oldugu ve non severe hasta grubunda da G.formicilis
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tiirtiniin saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ayrica COVID-19 enfeksiyonunun hastalik siddetinden bagimsiz olarak bagirsak
mikrobiyotasini nasil etkiledigini degerlendirmek amaciyla katilimcilar, saglikli
kontroller ve COVID-19 hastalar1 olmak tizere iki grup olarak da degerlendirilmistir.
Bu degerlendirmede de iki grup arasinda alfa cesitlilik acisindan anlamli fark
bulunmamistir.  Filum diizeyinde incelendiginde COVID-19 hastalarinda
Bacteriodetes ve Actinobacteria filumlarinin nispi bollugu kontrol grubuna goére
azalmis olarak, Proteobacteria filumu ise COVID-19 hastalarinda kontrol grubuna
gore artmis olarak bulunmustur, ancak istatistiksel olarak anlamli diizeye
ulagmamuistir. Familya diizeyinde COVID-19 hastalarinda Lachnospiraceae’ nin nispi
bollugu saglikli kontrollere goére anlamli sekilde diisiik bulunmustur. Cins diizeyinde
Gemmiger cinsinin COVID-19 hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli sekilde
yiiksek oldugu bulunmustur. Tiir diizeyinde ise G.formicilis’ in COVID-19 hasta
grubunda saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 tespit

edilmistir.

COVID-19, bulasici hastalik anlayisimiz {izerinde etkileri olan SARS-CoV-2’
nin neden oldugu bugiin diinyanin karsi1 karsiya oldugu biiyiik bir pandemidir. SARS-
Cov-2, oncelikle alveolar epitel hucrelerinde bulunan ACE2 reseptérlerinin
baglanmasi yoluyla akciger enfeksiyonuna neden olmasina ragmen, yakin zamanda
enfekte hastalarin digkisinda SARS-CoV-2 RNA’ sinin bulundugu bildirildi. Bagirsak
mikrobiyotasinin akciger hastaliklarini etkilemedeki rolii iyi ifade edilmistir. Ayrica
solunum yolu viriisii enfeksiyonunun bagirsak mikrobiyotasinda bozulmalara neden
oldugu bilinmektedir. Yaslilikta bagirsak mikrobiyota ¢esitliligi azalir ve COVID-19’
un esas olarak yasli hastalarda 6liimciil olmasi, bagirsak mikrobiyotasinin bu hastalikta
oynayabilecegi role isaret eder. Bagisikligi iyilestirdigi bilinen kisisellestirilmis
beslenme ve takviye ile bagirsak mikrobiyota profilinin iyilestirilmesi, yaslh insanlarda
ve bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda bu hastaligin etkisinin en aza
indirilebilecegi profilaktik yollardan biri olabilir. Mevcut tedavilerle birlikte
prebiyotikler/probiyotikler de dahil olmak iizere kisisellestirilmis fonksiyonel gidanin
birlikte takviyesinin etkisini gérmek icin daha fazla ¢aligma yapilabilir. Ayrica tipik
olarak semptomatik COVID-19 gelistirme olasilig1 daha diisiik olan daha geng bireyler
arasinda bile, obezite veya diyabetli hastalar daha siddetli semptomlar gosterme

egilimindedir, bu da kronik durumlarin varliginin, geng¢ yastan daha gii¢lii bir etkiye

91



sahip oldugunu disiindiiriir. Dolayisiyla giliglendirilmis saglikli  bir barsak
mikrobiyotasi bu hastalarda koruyucu olacaktir. COVID-19 i¢in tedaviler ve asilar
gelistirmek birincil 6neme sahip olsa da, bagirsak mikrobiyotasini hastalik 6nleme ve

yonetimi i¢in kullanmak da akillica olacaktir.

Bagirsak mikrobiyota bilesimi, insan popiilasyonlar1 arasinda oldukca
heterojendir ve c¢alismamizda bildirilen degisiklikler, diger biyocografyalardan
COVID-19 hastalarina mutlaka uyum saglamayabilir. Ancak farkli popiilasyonlarda
mikrobiyota ve metabolik iirlinlerinin bilesimini COVID-19 baglaminda ortaya
cikarmak, hastaligin yeni biyobelirteclerinin belirlenmesine ve yeni terapdtik
hedeflerin belirlenmesine yardimc1 olacaktir. Mikrobiyomdaki degisiklikleri COVID-
19 i¢in giivenilir biyobelirtegler olarak agiklamak, hastalik yapbozunun gézden kagan

bir parcasini temsil eder ve daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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COVID-19 Hastalarinin Bagirsak Mikrobiyota Profillerinin Arastirilmasi

Hatice ERDEM
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Uzmanlik Tezi / Konya, 2023

ik defa 2019 Aralik ayinda Cin’ in Wuhan sehrinde gériilen ve kisa siirede bir salgina neden
olan COVID-19, 11 Mart 2020’ de Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan kiiresel salgin olarak ilan
edilmistir. Koronavirusler tek sarmalli pozitif polariteli RNA virsleridir, COVID-19’da en sik
bildirilen semptomlar ates, oksiiriik ve nefes darligidir. Kusma, ishal ve karin agrisi gibi gastrointestinal
semptomlar, COVID-19 hastalarmin %2-10" unda tanimlanmistir. Insan viicudunda ¢esitli bolgelerde
bulunan ve organizmayla simbiyotik iligki i¢inde olan bakteri, viriis, mantar gibi mikroorganizmalara
mikrobiyota denir. Cok sayida kanit, kommensal mikrobiyotanin ¢esitli mekanizmalar yoluyla viriisleri
istila ederek diizenledigini ve dolayisiyla viral enfeksiyonlarda uyarici veya baskilayici rollere sahip
oldugunu goéstermektedir. Bu ¢aligmada COVID-19 hastaligini sahip hastalar ile saglikli kontrollerin
bagirsak mikrobiyota profilleri analiz edilerek, COVID-19 ile bagirsak mikrobiyotasi arasindaki
iliskinin ortaya konmas1 amaglanmustir.

Calismaya 1 Kasim 2020—1 Subat 2021 tarihleri arasinda Selcuk Universitesi T1p Fakiiltesi
Hastanesi’ ne bagvuran COVID-19 hastalarindan ayaktan tedavi alan 16 hasta ve hastanede yatarak
tedavi alan 16 hasta dahil edildi. Ayrica kontrol grubu olarak COVID-19 hastasi olmayan 16 saglikli
birey calismaya dahil edildi. Oncelikle tiim érneklere QIAmMp® Fast DNA Stool Mini Kit (QlAgen,
Hilden Germany) kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapildi. Yeni nesil sekanslama cihazi Ion S5
(A27212, lon Torrent™) sekans cihazi ile dizileme islemi yapildi.

Calismaya dahil edilen gaita orneklerinde alfa cesitliligin degerlendirilmesinde Shannon,
Simpson ve Chaol indeksleri kullanildi. Her {i¢ indeks i¢in de gruplarin bagirsak mikrobiyal alfa
cesitlilikleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi. Orneklerin bagirsak mikrobiyota profilleri filum,
familya, cins ve tiir diizeyinde incelenmistir. Filum diizeyinde severe ve non-severe COVID-19 hasta
gruplarinda en fazla oranda Firmicutes tespit edilmisken, konrol grubunda Bacteriodetes filumunun en
fazla oldugu tespit edilmistir. Firmicutes / Bacteriodes oraninin ise hastalik siddeti arttik¢a azalma
egiliminde oldugu goriilmiistiir. Caliyma gruplariin bagirsak mikrobiyota kompozisyonlar1 familya
diizeyinde incelendiginde Lachnospiraceae familyasinin COVID-19 hastalarinda saglikli kontrollere
gore anlaml derecede azalmis oldugu tespit edilmistir. COVID-19 hasta grubunda Gemmiger cinsinin
saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tiir diizeyinde G.formicilis’
in hasta gruplarinda hastalik siddetiyle orantili olarak artma egilimi istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur.

Bagirsak mikrobiyota bilesimi, insan popiilasyonlar1 arasinda olduk¢a heterojendir ve
calismamizda bildirilen degisiklikler, diger biyocografyalardan COVID-19 hastalarina mutlaka uyum
saglamayabilir. Ancak farkli popiilasyonlarda mikrobiyota ve metabolik iirlinlerinin bilesimini COVID-
19 baglaminda ortaya ¢ikarmak, hastalifin yeni biyobelirteglerinin belirlenmesine ve yeni terapdtik
hedeflerin belirlenmesine yardimer olacaktir. COVID-19 icin tedaviler ve asilar gelistirmek birincil
oneme sahip olsa da, bagirsak mikrobiyotasini hastalik 6nleme ve yonetimi i¢in kullanmak da akillica
olacaktir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, Mikrobiyota, Sekanslama
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COVID-19, which was first seen in Wuhan, China in December 2019 and caused an escrow in
a short time, was declared a global file by the World Health Organization (WHO) on March 11, 2020.
Coronaviruses are single-stranded positive-sense RNA viruses. The most commonly reported symptoms
are fever, cough, and shortness of breath. Gastrointestinal symptoms such as vomiting, diarrhea and
abdominal pain have been described in 2-10% of COVID-19 patients. Microorganisms such as bacteria,
viruses and fungi, which are found in various parts of the human body and are in symbiotic relationship
with the organism, are called microbiota. A large body of evidence indicates that the commensal
microbiota is regulated by invading viruses through a variety of mechanisms and thus has stimulatory
or suppressive roles in viral infections. In this study, it was aimed to reveal the relationship between
COVID-19 and gut microbiota by analyzing the gut microbiota profiles of patients with COVID-19
disease and healthy controls.

The study included 16 patients who received outpatient treatment and 16 patients who received
inpatient treatment from COVID-19 patients who applied to Selcuk University Medical Faculty
Hospital between 1 November 2020 and 1 February 2021. In addition, as the control group, 16 healthy
individuals without COVID-19 disease were included in the study. First, DNA extraction was performed
on all samples using the QIAmMp® Fast DNA Stool Mini Kit (QIAgen, Hilden Germany). Sequencing
was performed with the next generation sequencing device, lon S5 (A27212, lon Torrent™).

Shannon, Simpson and Chaol indices were used to evaluate alpha diversity in stool samples
included in the study. There was no significant difference between the intestinal microbial alpha
diversity of the groups for all three indices. The intestinal microbiota profiles of the samples were
examined at the level of phylum, family, genus and species. At the phylum level, Firmicutes was
detected at the highest rate in severe and non-severe COVID-19 patient groups, while Bacteriodetes
phylum was found to be the highest in the control group. It was observed that the Firmicutes /
Bacteriodes ratio tended to decrease as the severity of the disease increased. When the intestinal
microbiota compositions of the study groups were examined at the family level, the Lachnospiraceae
family is significantly reduced in COVID-19 patients compared to healthy controls. It was determined
that the Gemmiger genus was significantly higher in the COVID-19 patient group compared to the
healthy controls. At the species level, the tendency of G.formicilis to increase in patient groups in
proportion to the severity of the disease was found to be statistically significant.

The composition of the gut microbiota is highly heterogeneous among human populations, and the
changes reported in our study may not necessarily adapt to COVID-19 patients from other
biogeographies. However, revealing the composition of the microbiota and its metabolic products in
different populations in the context of COVID-19 will help identify new biomarkers of the disease and
identify new therapeutic targets. While developing treatments and vaccines for COVID-19 is of primary
importance, it is also wise to use the gut microbiota for disease prevention and management.

Keywords: COVID-19, Microbiota, Sequencing
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