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Koronaviriis hastaligi-2019 [coronavirus diseases-2019 (COVID-19)] vakalarinin azaldig, tedbirlerin sos-
yal kisitlama seklinde degil bireysel diizeyde uygulanmaya baslandigi glinimiizde siddetli akut solunum
yolu sendromu koronaviriis-2 [severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2)], hala 6ne-
mini korumaktadir ve rutin kullanimda olan solunum yolu enfeksiyonlarina yonelik multipleks molekdler
test panellerinde arastirilan ajanlar arasinda ¢oktan yerini almistir. Bu ¢alismada, laboratuvarda pandeminin
farkll dénemlerinde SARS-CoV-2 gercek zamanli revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu [real-time
reverse transcription (rRT-PCR)] testi pozitif cikan rastgele secilmis 6rneklerden yeni nesil dizileme sistemleri
icin tasarlanmis, kullanimi kolay, ticari bir kitle tiim genom dizilerinin eldesi ve mutasyon analiziyle genomik
cesitliligin belirlenmesi amaclanmistir. Rutin tani amaciyla tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen ve
rRT-PCR ile SARS-CoV-2 RNA pozitif oldugu tespit edilen COVID-19 siipheli hastalardan toplam 84 nazofa-
reingeal/orofaringeal siirlintli 6rnegdi, yeni nesil dizi analizi icin farkl donemlerden rastgele secildi. Dizi ana-
lizinde kuttiphane hazirligi, ticari EasySeq SARS-CoV-2 RC PCR kiti (Nimagen, Hollanda) ile gerceklestirildi.
lllumina MiSeq (lllumina Inc, San Diego, CA, Amerika Birlesik Devletleri) ile tretilen veriler CLC Genomics
Workbench’te (CLC, Qiagen, Hilden, Almanya) analiz edildi. Nextstrain adlandirmasi temel alinarak elde
edilen sonuglar siklik sirasina gore; 21) (Delta) (%25, n=21), 21L (Omicron) (%23.8, n= 20), 20B (%19, n=
16), 20A (%15.5, n=13), 21K (Omicron) (%11.9, n=10), 19A (%3.6, n= 3) ve 22B (Omicron) (%1.2, n=1)
olarak saptanmistir. 22B (Omicron) olarak tanimlanan bir hasta érnegi haric, toplam 2829 farkli mutasyon
[2076 yanlis anlamli (missense), 551 sinonim, 192 delesyon ve 10 insersiyon] ortak olarak tespit edilmistir.
Kodlama yapilmayan 5’ “untranslated region” (UTR)'de 100 mutasyon goézlenmistir. Mutasyonlarin cogun-
lugu spike (S) gen boélgesinde (1120 mutasyon), ardindan ORF1a (624 mutasyon), N (315 mutasyon) ve
ORF1b (263 mutasyon) gen bolgelerinde yer almistir. Hastalarin 6rneklem tarihleri Mart 2020 (n= 1), Nisan
2020 (n=11), Mayis 2020 (n= 1), Haziran 2020 (n= 2), Temmuz 2020 (n= 3), Agustos 2020 (n= 1), Eylil
2020 (n=5), Kasim 2020 (n= 2), Aralik 2020 (n= 6), Aralik 2021 (n=19), Ocak 2022 (n= 11), Mart 2022
(n=16), Nisan 2022 (n= 3) ve Haziran 2022 (n= 3) seklinde olmustur. Sonug olarak, sunulan bu calismada
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Antalya, Tirkiye'den Elde Edilen SARS-CoV-2 izolatlarinin Sekans Analizi

Turkiye’nin Akdeniz Bolgesi, Antalya ilindeki SARS-CoV-2 varyantlari ve mutasyonlari ayrintili olarak analiz
edilmistir. Bulundugumuz ilde pandemi donemine ait herhangi bir SARS-CoV-2 genom analizi calismasi
ulasilabildigi kadariyla bildirilmemistir. GISAID Instant Audacity sistemine yiiklenen calismaya ait diziler ile
EpiCoV veri tabani metadatasindaki farkl tlkelerden elde edilen iligkili genomlar incelendiginde benzerlik
acisindan ilk iki sirada yer alan ve virlistin Tirkiye'ye ana giris yolu ile iligkilendirilebilecek tilkeler Almanya ve
Birlesik Krallik olmustur. COVID-19 pandemisini temel alarak olasi yeni pandemilere hazirlikli olmak icin ne-
ler yapilabileceginin tartisildigi ginimiiz diinyasinda, molekiiler stirveyans calismalarinda proaktif olmanin
onemi tartisilmazdir. Pandemi kontroliinde bilinen varyantlarin yani sira yeni varyantlarin da arastiriimasi
ve verilerin paylasilmasi acisindan gelismekte olan tlkeler desteklenmeli ve tesvik edilmelidir. Bu noktada
farkli cografi bolgelerden bildirilen gecmis pandemi verilerinin de dolasim aginin tahmininin olasi yeni bir
pandemide 6nlem alma agisindan degerli olacag distintilmektedir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2; tiim genom; mutasyon analizi; yeni nesil dizileme, Ttirkiye.

ABSTRACT

As the number of coronavirus diseases-2019 (COVID-19) cases have decreased and measures have
started to be implemented at an individual level rather than in the form of social restrictions, severe acute
respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) still maintains its importance and has already taken its
place in the spectrum of agents investigated in multiplex molecular test panels for respiratory tract infec-
tions in routine diagnostic use. In this study, we aimed to present mutation analysis and clade distribu-
tion of whole genome sequences from randomly selected samples that tested positive with SARS-CoV-2
specific real-time reverse transcription polymerase chain reaction (rRT-PCR) test at different periods of the
pandemic in our laboratory with a commercial easy-to-use kit designed for next-generation sequencing
systems. A total of 84 nasopharyngeal/oropharyngeal swab samples of COVID-19 suspected patients
which were sent for routine diagnosis to the medical microbiology laboratory and detected as SARS-
CoV-2 RNA positive with rRT-PCR were randomly selected from different periods for sequence analysis.
Library preparation for sequencing was performed with the commerical EasySeq SARS-CoV-2 RC PCR
kit (Nimagen, the Netherlands). The data generated from the lllumina MiSeq system (lllumina Inc, San
Diego, CA, USA) were analysed using CLC Genomics Workbench (CLC, Qiagen, Hilden, Germany). Next-
strain clades detected in order of frequency were 21] (Delta) (25%, n= 21), 21L (Omicron) (23.8%, n=
20), 20B (19%, n=16), 20A (15.5%, n=13), 21K (Omicron) (11.9%, n=10), 19A (3.6%, n= 3), and 22B
(Omicron) (1.2%, n=1). Excluding one patient sample which was identified as 22B (Omicron), a total
of 2829 common distinct mutations (2076 missense, 551 synonymous, 192 deletions and 10 insertions)
were detected. 100 mutations were observed in the non-coding 5’ untranslated region (UTR). The major-
ity of the mutations were located in the Spike gene region (1120 mutations), followed by the ORF1a (624
mutations), nucleocapside (315 mutations) and ORF1b (263 mutations) gene regions. Sampling times of
the patients were March 2020 (n= 1), April 2020 (n=11), May 2020 (n= 1), June 2020 (n= 2), July 2020
(n=3), August 2020 (n= 1), September 2020 (n=5), November 2020 (n= 2), December 2020 (n= 6), De-
cember 2021 (n=19), January 2022 (n=11), March 2022 (n=16), April 2022 (n= 3), and June 2022 (n=
3). As a result, in this study, SARS-CoV-2 variants and mutations in the Mediterranean Region of Tirkiye,
Antalya province were analyzed in detail. To the best of our knowledge, no SARS-CoV-2 genome analysis
study from the pandemic period has been reported in our province. When the sequences from our study
were uploaded to the GISAID Instant Audacity system and the related genomes obtained from different
countries in the EpiCoV database metadata were examined, the top two countries in terms of similarity
and which could be associated with the main entry route of the virus into Tirkiye were Germany and the
United Kingdom. In today’s world, where it is discussed what can be done to be prepared for possible
new pandemics based on the COVID-19 pandemic, the importance of being proactive in molecular sur-
veillance studies is indisputable. Developing countries should be supported and encouraged to research
new variants and share data in addition to known variants in pandemic control. At this point, we believe
that past pandemic data reported from different geographical regions will also be valuable in terms of
predicting the circulation network and taking precautions in a possible new pandemic.

Keywords: SARS-CoV-2; whole genome; mutation analysis; next-generation sequencing; Turkey.
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GiRiS

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis-2 [severe acute respiratory syndrome
coronavirus-2 (SARS-CoV-2)], koronaviriis hastaligi-2019 [coronavirus diseases-2019
(COVID-19)] adi verilen solunum hastaligina neden olan yeni bir virlstlr ve ilk olarak
Aralik 2019’da Cin’in Wuhan sehrinde bildirilmistir'. Diinya Saglk Orgiitii tarafindan
pandemi ilan edilmesinin ardindan Tiirkiye’de ilk olgu 11 Mart 2020’de belirlenmistir?.

SARS-CoV-2, stk mutasyonlar gelistiren bir RNA viriistidir. Yeni mutasyonlar daha bula-
sicl, tedaviye direncli ve olduriicu turlerin ortaya ¢cikma potansiyelini ortaya ¢cikarmaktadir.
Molekdiler karakterizasyon ile yeni suglarin kokenini, enfektivitesini ve patojenitesini etkile-
yen mutasyonlar belirlenebilmektedir. Ayrica bu veriler agi gelistirme calismalari icin degerli
bilgiler saglamistir>*. COVID-19 salgini sirasinda SARS-CoV-2'nin bircok genetik varyant
ortaya ¢ikmis ve diinya capinda yayilmistir. Bu varyantlarin tespiti ve bu dizilerin Global
Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID) sistemi araciligiyla paylasiimasi icin tim
viral genom dizilimi, SARS-CoV-2'nin molekiiler epidemiyolojisinin yakindan izlenmesini
saglamistir. Tirkiye'den ilk SARS-CoV-2 genom dizisi 25 Mart 2020’de GISAID aracihigiy-
la paylasilmistir (EPI_ISL-417413). Uciincii basamak bir devlet hastanesi biinyesinde yer
alan tibbi mikrobiyoloji laboratuvarimiz, 31 Mart 2020 tarihinde ilk pozitif vakanin tespit
edildigi Antalya ilinin tamamina pandeminin baslangicindan bu yana hizmet vermektedir.

Her ne kadar olgu sayilar azalmis, asilama yayginlasmis ve tedbirler sosyal kisitlama
seklinde degil bireysel dlizeyde uygulanmaya baslanmis olsa da COVID-19 glinimiiz do-
neminde hala 6nemini korumaktadir. Gelinen noktada SARS-CoV-2, rutin kullanimda olan
solunum yolu enfeksiyonlarina yonelik multipleks molekdler test panellerinde arastirilan
ajanlar arasinda ¢oktan yerini almis durumdadir.

Bu calismada, laboratuvarimizda pandeminin farkli donemlerinde SARS-CoV-2 gercek
zamanl revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu [real-time reverse transcription
(rRT-PCR)] testi pozitif ¢cikan rastgele secilmis 6rneklerden tam uzunlukta genom dizilerinin
elde edilmesi ve lg isimlendirme sistemine (Nextstrain adi, GISAID sinifi ve Pango soyu)
gore genomik cesitliligin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Saglik Bakanligi Saglhk Hizmetleri Genel Midurligu tarafindan 16.04.2022
tarih ve 2022-04-12T15_53_46 sayil karar ile onaylandi. Calisma, Antalya Egitim ve Aras-
tirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Tarih: 2.6.2022 ve
Karar no: 11/9).

Tim genom dizileme, ESCMID (European Society of Clinical Microbiology and Infec-
tious Diseases) Executive Committee tarafindan onaylanan ESCMID funded observership
(observership 1D: 1970) kapsaminda calismanin birinci yazan tarafindan bir aylik streg
icinde Hollanda’nin Groningen Universitesi Tip Merkezi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
Klinik Viroloji Bolimunde calismanin ikinci yazarinin destekleriyle gerceklestirildi.
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Viral RNA izolasyonu ve SARS-CoV-2 rRT-PCR

Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Klinigine COVID-19 siiphe-
li hastalardan rutin tani amaciyla gonderilen ve SARS-CoV-2'ye 6zgli rRT-PCR ile SARS-
CoV-2 RNA porzitif tespit edilen farkli donemlere ait rastgele secilen toplam 84 nazofa-
ringeal ve orofaringeal strliinti ornegi calismaya dahil edildi. Bu donemlerde COVID-19
on tanistyla gelen hastalardan SARS-CoV-2 rRT-PCR icin toplanan érneklerden elde edilen
pozitiflik sonucunda onam alindi ve numuneler rRT-PCR sonrasinda -20 °C’de saklandi.

Ornekler, pandemi déneminde sonug alma siiresini kisaltmasi ve ayri bir ekstraksiyon
asamasina ihtiyac duyulmamasi amaciyla 2 ml viral niikleik asit ekstraksiyon tamponu ice-
ren viral nikleik asit transfer tipu (vNAT) tiiplerinde (Bioeksen, Tirkiye ve Ayset, Turkiye)
toplandi.

SARS-CoV-2'ye 6zgl rRT-PCR, SARS-CoV-2 genomunun hem open reading frame Tab
(ORF1ab) hem de niikleokapsid (N) gen bdlgesini hedefleyen Coronex COVID-19 rRT-
gPCR tespit kiti (DS Bio and Nano Technology, Ankara, Tirkiye) kullanilarak Uretici tali-
matlari dogrultusunda gerceklestirildi.

Dizilemede daha net sonuclarin elde edilebilmesi ve VNAT tiplerinde ekstraksiyon
tamponundaki olasi nlkleik asit kaybi nedeniyle, dongu esik [cycle threshold (Ct)] degeri
25'in altinda olan viral ylku ylksek orneklerin dahil edilmesi planlandi.

Tim Genom Dizileme

Tiim genom dizileme ve analizi, Hollanda, University Medical Center Groningen, Tibbi
Mikrobiyoloji Departmani, Klinik Viroloji Bolimiinde gerceklestirildi. Numuneler, Interna-
tional Air Transport Association tarafindan belirlenen kurallara gore kuru buz iceren g
katmanli ambalajlarda paketlendi ve 24 saat icinde nakledildi.

Dizileme oOncesinde numunelerin ekstraksiyon islemleri, 190 pl numuneden 50
pl ekstrakt elde etmek Ulzere EasyMag ve eMAG sistemleri (bioMérieux, Fransa)
kullanilarak gerceklestirildi. Ayrica, SARS-CoV-2 genomunun RNA bagimli RNA polimeraz
(RdRp)=ORF1b, zarf (E) ve N gen bolgelerini hedef alan Corman protokoli ile SARS-CoV-
2'ye 6zgii rRT-PCR testi tekrar calisilarak kontrol edildi®.

Ekstraksiyon isleminden sonra komplementer DNA (cDNA) sentezi icin revers komple-
menter [reverse complement (RC)] PCR reaksiyonunda kullanilan HiFi polimeraz ile uyum-
lulugu nedeniyle LunaScript Reverse Transcription Supermix (New England BiolLabs, Ame-
rika Birlesik Devletleri) kullanildi.

Kitiphane hazirlama adimlari fragmantasyon, indeks etiketleme, adaptor ligasyonu
ve amplifikasyon asamalarindan olusmaktaydi. Dizileme icin kiitiiphane hazirhgi EasySeq
SARS-CoV-2 RC PCR kiti (Nimagen, Hollanda) ile gerceklestirildi. RC PCR adiminda, hede-
fe 6zgu RC problari indekslenmis PCR primerlerine transforme edildi ve ardindan hedef
bolgelerin multipleks amplifikasyonu gerceklestirildi. Her numune icin iki prob-polimeraz
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premiks (A ve B) hazirlandi ve bu iki premikse 6zdes indeks plaklara (A ve B) ayri ayri pipet-
lendi. Her numune icin cDNA, her iki plakanin ayni kuyucuk pozisyonuna ilave edildi. RC
PCR programinin sonunda numuneler cogaltiimis, numuneye 6zgu indeksler ve dizileme
adaptorleriyle etiketlenmis oldu.

Disuk (ytksek Ct) ve yiiksek (distk Ct) viral yiikli numuneler arasindaki okuma derin-
ligi farkhliklarini azaltmak i¢in havuzlanacak RC PCR hacminin her numunenin Ct degerine
gore hesaplandigi bir havuzlama stratejisi uygulandi. Havuz A ve B icerisinde olasi primer
dimerler, tuzlar ve benzeri artiklari ortadan kaldirmak icin AmpliClean-CleanUp kit (Nima-
gen, Hollanda) icerisindeki manyetik boncuklarla asamali saflastirma islemi gerceklestirildi.

Saflastinlmig kiitiphanenin kantitasyonu icin Qubit dsDNA HS (Invitrogen, Life Tech-
nologies, Amerika Birlesik Devletleri) kullanildi. Qubit dl¢timlerine gore her havuz, 2 nM’lik
50 pl'ye (low TrisEDTA ile) seyreltildi. Her iki havuz da birlestirildi ve toplam 1000 pl (20
pM) hacimde denatiire edildi. Kitiiphaneler Agilent 2200 TapeStation Sisteminde (Agilent
Technologies, Almanya) 298 baz ciftlik [base pair (bp)] SARS-CoV-2 genomik eklenti ile
435 bp'lik son kitliphane amplikon fragman boyutu olarak dogrulandi. Nihai kiitiphane,
20 pM Phix internal kontrolii ile 300 dongu (2 x 150 bp calisma) olmak Ulzere lllumina
MiSeq v2 (lllumina Inc, San Diego, CA, Amerika Birlesik Devletleri) cihazina ytklendi.

Sekans Verilerinin Analizi

lllumina MiSeq cihazindan elde edilen eslestirilmis FASTQ dosyalari, CLC Genomics
Workbench (CLC, Qiagen, Hilden, Almanya) programi kullanilarak analiz edildi. Harita-
lama icin referans olarak SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 izolati (Erisim No: NC 045512.2) ve
SARS-CoV-2 dizisini yeniden diizenlemek icin tasarlanan bir is akisi kullanild.

Nextclade kalite degerlendirmesine gore kalitesi koti (15/98) olan diziler calismanin
disinda tutuldu. 31.03.2020 ile 09.06.2022 tarihleri arasinda farkli zamanlardan elde
edilen 84 SARS-CoV-2 tim genomu, EPI_ISL_14050592 - 673, EPI-ISL-14051518, EPI-
ISL-14051570 erisim numaralariyla GISAID e sunuldu.

istatistiksel Analiz

Arastirmanin istatistiksel analizinde SPSS versiyon 22.0 (SPSS Inc., Chicago, Amerika
Birlesik Devletleri) programi kullanildi. Veriler sayi (n), ylizde (%), ortalama, standart sap-
ma olarak verildi. Yas gibi stirekli degiskenlerin normallik varsayimi Shapiro-Wilk testiyle
gerceklestirildi. iki bagimsiz grup arasindaki ortalamalarin farki ve bu farkin istatistiksel
olarak anlamli olup olmadigini test etmek icin independent sample T test kullanildi. Ka-
tegorik verilerin analizinde ki-kare testi kullanildi. istatistiksel olarak anlamli kabul edilen
p< 0.05 olarak belirlendi.

BULGULAR

Toplam 84 (42 kadin, 42 erkek) SARS-CoV-2 rRT-PCR pozitif hastanin sonucla-
ri degerlendirilmistir. Tum hastalarin yas ortalamasi 37.07 (aralik= 0-88), kadin ve erkek
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hastalarin yas ortalamasi sirasiyla 38.26 ve 35.88 olarak hesaplanmistir. Kadin ve erkek has-
talarin yaslar normal dagilim gostermis ve cinsiyetler arasinda yas ortalamalari acisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p= 0.56).

Nextstrain adlandirmasi temel alinarak elde edilen sonuclar siklik sirasina gore; 21)
(Delta) (%25, n=21), 21L (Omicron) (%23.8, n= 20), 20B (%19, n= 16), 20A (%15.5,
n=13), 21K (Omicron) (%11.9, n=10), 19A (%3.6, n= 3) ve 22B (Omicron) (%1.2, n=
1) olarak saptanmistir. Nextstrain adi, GISAID sinifi ve Pango soylarinin dagilimi Tablo
I'de verilmistir. Yillara ve haftalara gore Nextstrain adlandirmasina gore dagihmi Sekil
1’de sunulmustur.

En yaygin mutasyonlar (47'den fazla sekansta olmak Uzere), 5’ untranslated region
(UTR) kodlama yapilmayan bolgedeki C241T mutasyonu ve ORF1a gen bolgelerindeki
C3037T sinonim mutasyonlar ve ORF1b’deki P323L, ORFla’daki T3255I, S gen

Tablo I. Nextstrain Adi, GISAID Sinifi ve Pango Soylarinin Dagilimi

Nextstrain Adi GISAID Sinifi n (%) Pango Soyu n (%)
19A o 3(3.6) B.4 3(3.6)

20A G/GH 13 (15.5) B.1 7 (8.3)
B.1.9 4(4.8)

B.1.36 1(1.2)

B.1.258 1(1.2)

20B GR 16 (19) B.1.1 11.(13)
B.1.1.189 2(2.4)

B.1.1.521 1(1.2)

B.1.1.159 1(1.2)

B.1.1.317 1(1.2)

21) (Delta) GK 21 (25) AY.121 7 (8.3)
B.1.617.2 4 (4.8)

AY.122 3(3.6)

AY.46 3(3.6)

AY.4 2(2.4)

AY.4.6 1(1.2)

AY.36 1(1.2)

21K (Omicron) GRA 10 (11.9) BA.1.1 5(6)
BA.1 3(3.6)

BA.1.1.1 1(1.2)

BA.1.18 1(1.2)
21L (Omicron) GRA 20 (23.8) BA.2 18 (21.4)
BA.2.3 1(1.2)

BA.2.9 1(1.2)

22B (Omicron) GRA 1(1.2) BA.5 1(1.2)
Total 84 (100) 84 (100)
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Sekil 1. Nextstrain adlarinin yillara ve haftalara gére dagilimi.

bolgesindeki D614G, T478K, G142D, G339D ve N gen bdlgesindeki R203K, G204R
missense mutasyonlari olmustur (Tablo II).

22B (Omicron) olarak tanimlanan bir hasta ornegi harig, toplam 2829 farkli mutas-
yon [2076 yanlis anlamli (missense), 551 sinonim, 192 delesyon ve 10 insersiyon) ortak
olarak tespit edilmistir. Kodlama yapilmayan 5" UTR bdlgesinde 100 mutasyon gozlen-
mistir. Mutasyonlarin cogunlugu Spike (S) gen bdlgesinde (1120 mutasyon), ardindan
ORF1a (624 mutasyon), N (315 mutasyon) ve ORF1b (263 mutasyon) gen bdlgelerinde
yer almistir.

Yirmi bir ornek (21)) icin, S gen bodlgesinde 22029-22034 (R158G) nikleotit
pozisyonlarina sahip ve ORF8 gen bolgesinde 28248-28253 niikleotit pozisyonlarina
sahip olmak (zere iki delesyon bolgesi bulunmustur. On 6rnek (21K) icin, ORF1a gen

Tablo II. Siklik Sirasina Gére En Yaygin Mutasyonlar (47'den fazla sekansta olmak lizere)

Niikleotit Aminoasit
Pozisyonu ve Pozisyonu ve Ornek Sayisi

Protein Degisimi Degisimi Mutasyon Tipi (%)

5" UTR Q24T - Sinonim 81 (96)
ORF1a (NSP3) C3037T - Sinonim 81 (96)
ORF1b (NSP12: RdRp) C14408T P323L Missense 81 (96)
S A23403G D614G Missense 81 (96)
ORF1a (NSP4) C10029T T32551 Missense 52 (62)
S C22995A T478K Missense 52 (62)
S C21987A G142D Missense 52 (62)
S G22578A G339D Missense 48 (57)
N G28881A R203K Missense 47 (56)
N G28882A - Sinonim 47 (56)
N G28883C G204R Missense 47 (56)

ORF: Open reading frame, NSP: Yapisal olmayan protein, RdRp: RNA bagimli RNA polimeraz, S:
Spike, N: Nikleokapsit.
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bélgesinde 6513-6515 (52083-L20841), 11285-11293 (L3674-53675-G3676) niikleotit
konumlarina sahip, S gen bdlgesinde 21765-21770 (H69-H70), 21987-21995 (G142-
V143-Y144-Y145D), 22194-22196 (N211-L212I) niikleotit konumlarina sahip ve ORF9/N
gen bolgesinde 28362-28370 (E27-N28-A29-E31-R32-S33) niikleotit pozisyonlarina
sahip alti delesyon boélgesi bulunmustur. Yirmi ornek (21L) icin ORF1a gen bolgesinde
11288-11296 (S3675-G3676-F3677), S gen bolgesinde 21633-21641 (L24-P25-P26-
A27S) niikleotit pozisyonlarina sahip ve ORF9/N gen bdlgesinde 28362-28370 (E27-
N28-A29-E31-R32-533) niikleotit pozisyonlarina sahip t¢ delesyon bolgesi bulunmustur.
SARS-CoV-2 gen bodlgelerine gore mutasyonlar Tablo Ill'te gosterilmistir.

BA.1 ve BA.2 alt varyantlari, N-terminal alaninda (G142D), reseptor baglanma ala-
ninda (G339D, S373P, S375F, K417N, N440K, S477N, T478K, E484A, Q493R, Q498R,
N501Y, Y505H), S1/S2 bolinme bdlgesinin yakinindaki alt alanda (D614G, H655Y,

Tablo Ill. SARS-CoV-2 Gen Bélgelerine Gére Mutasyonlar
ORFla ORFIb S ORF3a E M ORF6 ORF7 ORF8 ORFOb N Toplam

Missense 6 - - - - - - - - - - 6
19A  Sinonim - - - - - - - - - - 3 3
(n=3) Delesyon - - - - - - . - - - -
insersiyon - - - - - - - - - - -
Missense - 13 13 - - - - - - - - 26
20A  Sinonim 13 - - - - - - - - - R 13
(n=13) Delesyon - - - - - - - - - - -
insersiyon - - - - - - - - i -
Missense - 16 16 - - - - - - - 32 64
20B  Sinonim 16 - - - - - - - - - 16 32
(n=16) Delesyon - - - - - - - - - - -
insersiyon - - - - - - - - - - -
Missense 126 84 160 19 - 19 - 57 - 21 84 570
21} Sinonim 63 - - - - - - - - - - 63
(n=21) Delesyon - - 21 - - - - - 21 - - 42
insersiyon - - - - - - - - - - -
Missense 50 20 280 - 10 30 - - - 10 30 430
21K Sinonim 30 10 10 0 - - 10 10 - - 20 100
(n=10) Delesyon 20 - 30 - - - - - - 10 10 70
insersiyon - - 10 - - - - - - - - 10
Missense 160 80 540 20 20 40 20 - - 20 80 980
21L  Sinonim 120 40 20 20 - 20 60 20 - 20 20 340
(n=20) Delesyon 20 - 20 - - - - - - 20 20 80
insersiyon - - - - - - - . . - _

Toplam 624 263 1120 69 30 109 90 87 21 101 315 2829

OREF: Open reading frame, S: Spike, E: Envelope, M: Matriks, N: Nukleokapsit.
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N679K ve P681H) ve S2 alaninda (N764K, D796Y, Q954H ve N969K) olmak (lizere S
aminoasit mutasyonlarina (n= 21) ortak olarak sahip bulunmustur. BA.1, BA.2 Omicron
alt varyantlari ve her ikisinin ortak Spike gen mutasyonlari Tablo 1V'te verilmistir.

Calismaya dahil edilen hastalarin 72 (%85.7)’si yatis yapilmadan taburcu edilmis, 10
(%11.9)’u hastanede yatarak tedavi gormis ve ikisi (%2.4) hayatini kaybetmistir. Haya-
tini kaybeden iki hasta ile hastaneye kaldirilan 10 hastadan dokuzunun numunelerinin
2020 yilina ait ornekler arasinda oldugu, hastaneye kaldirilan bir hastanin numunesinin
2022 yilina ait Omicron alt varyant BA.5 izolati oldugu gorilmustir. Calismaya dahil
edilen hasta 6rneklemlerinden 2020 yilina ait hastalarin %34.4 (32/11)'G, 2021 ve 2022
yillarina ait hastalarin ise %3 (52/1)’U hastaneye kaldirilmis veya 6lmis olup bu farklilk
istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p< 0.001).

Hastalarin 6rneklem tarihleri Mart 2020 (n= 1), Nisan2020 (n= 11), Mayis 2020 (n=
1), Haziran 2020 (n= 2), Temmuz 2020 (n= 3), Agustos 2020 (n= 1), Eylil 2020 (n=5),

Tablo IV. BA.1, BA.2 Omicron Alt Varyantlari ve Her lkisinde Gériilen Spike Gen Mutasyonlari

BA.1 BA.2 BA.1 ve BA.2
A67V T19I G142D (Delta varyant)
del69 (Alfa varyant) del24 G339D
del70 (Alfa varyant) del25 S373P
T951 (Mu varyant) del26 S375F
del143 A27S K417N (Beta, Gama varyant)
del144 (Alfa, Mu varyant) V213G N440K
del145 (Mu varyant) S371F S477N
ins214EPE T376A T478K (Delta varyant)
del211 D405N E484A (Beta, Gama, Mu varyant)
N212I R408S Q493R
S371L Q498R
G446S N501Y (Alfa, Beta, Gama, Mu varyant)
G496S Y505H
T547K D614G (Alfa, Beta, Gama, Delta varyant)
N856K H655Y (Gama varyant)
L981F N679K
P681H (Alfa, Mu, Delta varyant)
N764K
D796Y
Q954H
N969K
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Kasim 2020 (n= 2), Aralik 2020 (n= 6), Aralik 2021 (n=19), Ocak 2022 (n= 11), Mart
2022 (n= 16), Nisan 2022 (n= 3) ve Haziran 2022 (n= 3) seklinde olmustur. Turkiye,
SARS-CoV-2 salginina ait ilk dalgay Mart 2020’de, ikinci dalgay! Kasim-Aralik 2020’de,
Uguincl dalgayr Mart-Nisan 2021'de ve dordiinct dalgayi ise Ocak-Subat 2022’de de-
neyimlemistir’. Hastanemizdeki pozitif vaka sayilarinin dagiimi, 2021 yilindan (sade-
ce Aralik 2021 olmak Uzere) secilen 6rnek sayisinin sinirli olmasi nedeniyle Mart-Nisan
2021'deki ticlinct dalga diginda tlke verileriyle benzer bulunmustur.

Hastanemiz tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinin tlkemizdeki en biyik turizm bdlge-
sine hizmet vermesi, Eylil 2021'de yiiz ylize egitime gecilme karariyla tekrar vaka sayi-
larinin artisi ve laboratuvar imkanlarimizin kapasite agimi neticesinde kisitlanmasi nede-
niyle calismaya dahil edilmesi planlanmis olan 2021 yilina ait ornekler uygun kosullarda
saklanamamis, neticede 2021 yilinda sadece Aralik aymna ait ornekler calismaya dahil
edilebilmistir.

TARTISMA

Pandeminin baslangicindan bu yana SARS-CoV-2'nin bircok farkli varyanti tanimlan-
mustir. Bu varyantlar, bulasma diizeyleri ve neden olduklari bulasici hastaligin ciddiye-
ti gibi Ozelliklerle karakterize edilmektelerdir. Tum diinyada oldugu gibi Turkiye'de de
SARS-CoV-2'nin bes yaygin varyanti Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P.1), Delta
(B.1.617.2) ve Omicron (B.1.1.529) seklinde tanimlanmistir®®. Bu calismada, kullanim
kolayligi bulunan ticari EasySeq SARS-CoV-2 RC PCR kiti ile SARS-CoV-2 genomunun Illu-
mina MiSeq sisteminde tim genom dizilemesi ve CLC Genomics Workbench programin-
da analizi gerceklestirilmis ve Turkiye’nin Akdeniz Bolgesi Antalya ilindeki SARS-CoV-2
varyantlarina ait mutasyonlar ayrintili olarak incelenmistir.

Sunulan calismada GISAID isimlendirmesine gore sirasiyla GRA, GK, GR, G, GH ve
O siniflar tespit edilmistir. Sinif O ilk dalga sirasinda bulunurken, sinif L (referans diziyi
iceren) ve V (NSP6-L37F ve NS3-G251V) calisma grubunda tespit edilmemistir. ikinci
dalga sirasinda G, GH (Beta varyanti) ve GR siniflari bulunurken Ug¢lincti ve dérdinci
dalga sirasinda sirasiyla GK (Delta) ve GRA (Omicron) sinifi bulunmustur. 2021 yilindan
(yalnizca Aralik 2021) secilen 6rneklerin sinirli sayida olmasi nedeniyle ¢alisma grubunda
GRY (Alfa varyanti) sinifi tespit edilmemistir. Sonucglara gére SARS-CoV-2'nin 25 Pango
soyu tanimlanmig, en yaygin soy BA.2 olmus ve bunu B.1.1 izlemistir. Soylarin ¢cogu
ingiltere, Avrupa ve ABD kokenli olmasina ragmen bazilar (B.1.1.189, B.1.9, B.1.1.521,
AY.121, B.1.617.2, B.1, B.4, B.1.1, B.1.1.317 ve AY.4.6 soylar) Tirkiye’den de rapor
edilmistir'%-12,

Calismada saptanan mutasyonlarin %70’den fazlasi missense mutasyon, beste bir
kadari da sinonim mutasyon seklinde gozlenmistir. Literatlr verilerine benzer sekilde
calismada en yiiksek mutasyon orani Omicron (21K ve 21L) ve Delta (21]) varyantlarinda
gdzlenmistir'®. Gen bélgelerine gére mutasyonlar incelendiginde, &zellikle yapisal
proteinlerden S glikoprotein ve yapisal olmayan proteinlerden ORF1ab’deki aminoasit
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mutasyonlarinin pandeminin ilerleyen dénemlerinde arttigi goriilmiistiir'#. Bu calismada
da genel pandemi verilerine ve Turkiye verilerine benzer sekilde, S ve ORFlab gen
bolgeleri en yiiksek mutasyon oranlarina sahip bulunmus ve cogunlugu missense
mutasyonlar seklinde olmustur'>17. SARS-CoV-2 mutasyon calismalarinin cogunda
protein dizisinde bir degisiklige neden olan missense mutasyonlar gézlenmektedir. Ancak
mRNA translasyonundaki iligkili protein dizisini etkilemeden kodon degisikligine neden
olan sinonim mutasyonlarin da insan aminoasil-tRNA setini kullanma etkinligini arttirarak
viral parcaciklarin cevirisini daha verimli hale getirebilecegi 6ne surilmekle birlikte, bu
konuda sinirli klinik verinin varligi vurgulanmustir'8,

Calisma verilerine gore, genomun kodlama yapilmayan boélgesinde (C241T) ve OR-
Fla bolgesinde (C3037T) sinonim mutasyonlar ile G sinifi ve versiyonlarindan %96.4
(81/84) dizide S glikoproteininde D614G mutasyonu tespit edilmistir'®. ORF1b bdlge-
sindeki (NSP12/RdRp) P323L mutasyonu da bu orneklerde mevcut olup D614G mutas-
yonu ile neredeyse ayni anda ortaya cikmistir?®. Farkli cografik bélgeler ve iilkemiz mu-
tasyon verilerinin incelendigi Eskier ve arkadaslarinin calismalarinda tlkemizde Avrupa
ile benzer sekilde agirlikh olarak goriilen mutasyonlar ORF1ab, S, N, ORF3a, M, ORF7a
olmustur. ORF6 ve ORF7b mutasyonlarinin cogunlukla Giiney ve Kuzey Amerika’da, E ve
ORF7b’nin Asya’da, ORF8'in Kuzey Amerika’da, ORF10’un Afrika tilkelerinde daha yuksek
oranlarda oldugu bildirilmistir?'.

D614G (n= 81) mutasyonundan sonra T478K (n= 52), G142D (n= 52) ve G339D
(n= 48) mutasyonlari gorilmustir. Omicron varyantlarinin ve alt varyantlarinin ortaya
cikmasiyla birlikte farkh S gen mutasyonlari da gozlenmistir. GRA sinifina ait 31 hastanin
orneginde (10 6rnek 21K, 21 6rnek 21L) S477N mutasyonu gorilmustir. S477N, insan
notralize edici antikorlar tarafindan taninan, S proteininin RBD’sindeki bir epitopun par-
casidir. GK kanadindaki tim numunelerin (21 numune 21]) S proteininde T19R, 156del,
157del, R158G, L452R ve D950N aminoasit degisiklikleri bulunmustur. T19R ve L452R
mutasyonlarina sahip varyantlarin bazi nétralizan antikorlara direncli oldugu rapor edil-
mistir. Ozellikle L452R, S protein stabilitesini ve ACE-2 baglanma afinitesini arttirarak
viral replikasyonu desteklemektedir??. L452R, K417N, N501Y ve E484K asidan kacan
mutantlar olarak bilinmektedir?>. Dokuz yasinda bir hastada S proteininde enfektivitenin
artmasina neden oldugu rapor edilmis L5F mutasyonu gézlemlenmistir'>.

Turkiye’deki dordiinci dalganin ardindan Omicron’un BA.1, BA.2 ve BA.5 alt
varyantlari nedeniyle pikler gorilmustir. Omicron alt varyantlarinin, diger “variant of
concern” olarak tanimlanan varyantlarda birlikte bulunan ytksek sayida S mutasyonuna
sahip oldugu gozlenmistir. Omicron BA.T alt varyant mutasyonlari olan G142D, T478K,
D614G ve P681R'nin calisma grubumuzun Delta varyant orneklerinde de bulundugu
tespit edilmistir. Omicron BA.5 alt varyanti olan bir 6rnegin, Delta varyantinda da
bulunan L452R mutasyonuna sahip oldugu goriilmustir. BA.1 6rneklerinde tespit edilen S
glikoproteinindeki del69-70 (H69/V70), del144, N501Y, D614G ve P681H mutasyonlarinin,
Alfa varyantlarinda da birlikte bulunabildigi tespit edilmistir. Calismada Mu varyantlarinda
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bulunan R346K gibi yeni mutasyonlar, alti Omicron BA.1 alt varyantinda (BA.1.1)
bulunmustur. Omicron varyantlarinin bu yeni mutasyonlarinin, hayvan kokenlerinden
zoonotik aktarimdan (Q493R ve Q498R farelerde rapor edilmistir ancak insanlarda
nadirdir) ya da bagisikhigr olan poptilasyondaki secilen tiirlerden kaynaklanabilecegi ve
viral adaptasyonu arttirabilecegi diisiiniilmektedir?®. Tim Omicron BA.1 6rneklerinde
(n=10) S proteininin RBD bodlgesinde bagka bir mutasyon olan G446S gozlenmistir. Bu
mutasyon, asi nedenli T hiicrelerinin antiviral aktivitesini arttirmakta ve T hicrelerinin
yeni varyantlari tanimasini kolaylastirmaktadir?*.

Viral genomun en buiytik kismi olan ve ilk tgcte ikisinde yer alan ORF1ab, replikasyon
ve transkripsiyon kompleksini olusturan toplam 16 yapisal olmayan proteini (NSP) kodlar.
ORF1ab’deki SARS-CoV-2'nin 16 NSP’si (replikaz, proteaz, metiltransferaz ve transkripsiyon
faktorleri gibi enzimleri icerir) birbirinden farkh degildir ve viral replikasyon, translasyon,
post-translasyonel modifikasyon, birlesme, konak¢i immiunitesinden kaginma ve bu tiir
temel islevlere aracilik etmektedir. Bu NSP’ler arasinda NSP4 ve NSP6 gibi transmembran
proteinlerinden biri olan NSP3, konakcl immiin yanitini baskilayabildigi icin nemlidir?>.
Sunulan calismada gozlenen ORFlab mutasyonlarinin cogunlugu NSP3, NSP12 ve
NSP4’de bulunmustur. Bu calismada Avrupa’dan ve Tirkiye’den siklikla bildirilen NSP12
bolgesindeki P323L (C14408T) mutasyonu tim varyantlar icinde ortak olan ORF1ab
mutasyonu olarak tespit edilmistir®.

ORFlab gen bdlgesi icin daha 6nce, Omicron varyantlarinda (Alfa, Beta, Gama ve
Delta varyantlarinda bulunmayan) temsil edilen mutasyonlar ve Omicron’un her bir alt
varyantinda (BA.1, BA.2, BA.5) gozlenen mutasyonlar bu calismada da gozlemlenmis-
tir?5, NSP1, SARS-CoV-2'de korunmus bir bélgedir. NSP1’de en sik gériilen mutasyon
olan E87D, virlsun istikrarsizlagmasina etki etmektedir. Konak¢i mRNA translasyonu,
NSP1 boélgesindeki mutasyonlardan etkilenmektedir. NSP-1‘in konak¢i mRNA translasyo-
nundaki 6nemli rolli nedeniyle bu proteine karsi ila¢ tasariminin gelistiriimesinin tedavi
acisindan umut verici olabilecegi bildirilmistir?”. Farkli olarak bu calismada NSP1 E87D
mutasyonu saptanmamustir. Hossain ve arkadaslarinin calismalarinda® bildirilen S135R
NSP1 mutasyonu bu calismada da BA.2 ve BA.5 Omicron alt varyantlarinda gézlenmistir.

SARS-CoV-2 ORF3a, konakgidaki iyon kanali aktivitelerine miidahale eden en biyiik
aksesuar protein ve bir viroporindir. En fazla bulunan ORF3a missense mutasyonlari ara-
sinda Q57H ve G251V yer almaktadir. Bu ORF3a mutantlarinin S proteinine yaban tip
ORF3a’dan daha gicli baglandigi tahmin edilmektedir. Epsilon varyantinda Q57 mutas-
yonu, Beta varyantinda Q57H, S171L mutasyonlari, Delta varyantinda S26L mutasyonu,
BA.2 ve BA.3 Omicron varyantlarinda tek T2231 mutasyonu bulunmakta ve BA.1 Omic-
ron varyantinda ORF3a mutasyonu bulunmamaktadir. Bu calismada GH sinifinda bulu-
nan yedi 6rnekte Q57H mutasyonlari, GK sinifinin 19 6rneginde S26L mutasyonlari, 21L
sinifinin (BA.2) tim 6rneklerinde ve 22B sinifi olan (BA.5) bir 6rnekte T2231 mutasyonlari
tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada, Omicron varyantlarinda ORF3a mutasyonunun
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bulunmamasi veya T2231 mutasyonunun ortaya cikmasi ile viral bulasta azalma arasinda
bir iliski oldugu belirtilmistirZ8.

Bu calismadaki tim BA.1, BA.2 ve BA.5 soylarinda (n= 31) E geninde T9l mutasyo-
nu ve M geninde Q19E, A63T mutasyonlar tespit edilmistir. 21) (Delta) 6rneklerinin
19'unda M geninde 82T mutasyonu, 21K (BA.1) orneklerinin tamaminda M geninde
D3G mutasyonu gozlenmis ve D3N mutasyonu yalnizca 22B (BA.5) 6rneginde bulun-
mustur. Yeni Omicron alt varyantlarinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte birden fazla viral pro-
teinin patojenitede yer alabilecegi belirtiimis ve dolayisiyla E ve M mutasyonlarinin olasi
potansiyel patojenite belirtecleri oldugu éne siiriilmiistiir?®2,

Toplam 47 (%55.9) dizide G28881A, G28882A, G28883C pozisyonlarinda li¢ niikleotit
degisikligi bulunmustur. Bu degisiklikler N proteininde R203K ve G204R olmak tzere iki
amino asit degisikligine neden olmustur. GR (20B, n= 16) ve GRA (21K, n=10; 21L, n=
20; 22B, n= 1) numuneleri bu iki mutasyona sahip bulunmustur. Onceki calismalar, N
proteini Gzerinde birlikte ortaya cikan bu iki mutasyonun, COVID-19 hastalarinda artan
hastalik siddetiyle iliskili oldugunu bildirmistir. Ozellikle bu mutasyonlara sahip hastalarda
proenflamatuvar sitokinlerin asiri ekspresyonunun (sitokin firtinasi), stri bagisikliginin
olusmadigr pandeminin erken doénemlerindeki siddetli hastalik ve oliimleri acikladigi
bildirilmistir*®. Calisma verilerine gére de hastaneye yatis oranlarinin pandeminin erken
doénemlerinde daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Sonug olarak, sunulan bu calismada Tirkiye'nin Akdeniz Bolgesi, Antalya ilindeki
SARS-CoV-2 varyantlari ve mutasyonlari ayrintili olarak analiz edilmistir. Calisma, 27 aylk
stirecte ornek dagilimi acisindan dengeli olmamak ve siirveyans verisi yansitmamakla
birlikte, belli tarihler arasinda dolagan varyantlarin degisimi ve mutasyonlar hakkinda
bolgesel veri saglamaktadir. Bulundugumuz ilde pandemi donemine ait herhangi bir
SARS-CoV-2 genom analizi calismasi ulasilabildigi kadariyla bildirilmemistir. Yogun
turizm endustrisi ve seyahat destinasyonu olarak popdlerligi nedeniyle ilimiz verileri,
SARS-CoV-2'nin global evrimsel surecini bélgemizde de benzer sekilde yansitmaktadir.
GISAID Instant Audacity sistemine yiklenen calismaya ait sekanslar ile EpiCoV veri tabani
metadatasindaki farkli Glkelerden elde edilen iliskili genomlar incelendiginde benzerlik
acisindan ilk iki sirada yer alan ve virlisiin Turkiye’ye ana giris yolu ile iliskilendirilebilecek
ulkeler Almanya ve Birlesik Krallik olmustur. EpiCoV veri tabani gibi genomik veri tabanlari,
cesitli Ulkelerden elde edilen virlslerin genetik dizilerini takip etmekte ve bu sisteme
yuklenen sekanslarla elde edilecek bilgi, virtslerin diinya capindaki hareketini anlamaya
ve halk saghgr yetkililerinin salgin izlem ve yonetimine katki saglamaktadir. COVID-19
salginini temel alarak olasi yeni salginlara hazirlikli olmak icin neler yapilabileceginin
tartisildigr glinimuz dinyasinda, molekiiler siirveyans calismalarinda proaktif olmanin
onemi tartisiimazdir. Pandemi kontroliinde bilinen varyantlarin yani sira yeni varyantlarin
da arastiriimasi ve verilerin paylasiimasi acisindan gelismekte olan Ulkeler desteklenmeli
ve tesvik edilmelidir. Bu noktada farkli cografi bolgelerden bildirilen gegcmis pandemi
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verilerinin de dolagim aginin tahmin edilmesi ve olasi yeni bir pandemide 6nlem alinmasi
acisindan degerli olacagi distnilmektedir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma, Saglhk Bakanhgi Saglik Hizmetleri Genel Miidurligu tarafindan 16.04.2022
tarih ve 2022-04-12T15_53_46 sayih karar ile onaylanmistir. Calisma, Antalya Egitim
ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Tarih:
02.06.2022 ve Karar No: 11/9).

CIKAR CATISMASI

Bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirilmemistir.
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