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(074

Koronavirus hastaligi-2019 [Coronavirus disease-2019 (COVID-19)], 2019 yilinin son aylarinda ortaya
¢tkmis ve tim diinyayi etkileyerek pandemiye neden olmustur. COVID-19’un etkeni olan siddetli akut
solunum yolu sendromu koronavirlis-2 [severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2)]
ise ilk tanimlandidi glinden itibaren ugradig cesitli mutasyonlarla degiserek pandeminin devam etmesine
neden olmaktadir. COVID-19 icin genel risk faktorleri olan yas, erkek cinsiyet, obezite ve komorbidite
ayni zamanda uzamis PCR pozitifligine neden olabilmektedir. Bu raporda sunulan olgu, hastanemiz
COVID-19 molekiler tani laboratuvarinda calisan 37 yasindaki erkek saglhk personelidir. Tirkiye'de
yuritilen asilama programi kapsaminda ti¢ doz inaktif asi olan CoronaVac (Sinovac Biotech, Beijing, Cin)
ile asilanmistir. ilk SARS-CoV-2 kantitatif revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu [quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR)] pozitifligi son asi uygulamasindan dort ay
sonra, 01.12.2021 tarihinde saptanmis ve iki-lU¢ glinlik araliklarla yapilan testlerinde 39 giinlik bir
stire boyunca SARS-CoV-2 PCR pozitif saptanmaya devam etmistir. Hastanin 20 paket/yil sigara oykusu
mevcut olup COVID-19 gecirdigi donemdeki viicut kiitle indeksi [body mass index (BMI)] 29.8 kg/
m?dir. Sirt-bas agrisi, oksiiriik, ates (38.5°C), tat-koku kaybi seklindeki semptomlar ile klinik olarak hafif
siddette COVID-19 olarak tanimlanmis olan olgu hastalik stirecinde ek bir komplikasyon ya da solunum
sikintisi yasamamustir. Radyolojik incelemede akciger olagan saptanmistir. Hastaya tasidigi kardiyo-
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vaskdler risk nedeniyle profilaktik enoksaparin sodyum anti-xa 1U/0.6 ml baslanmis, bunun disinda ek
bir tedavi verilmemistir. Olgunun uzamig SARS-CoV-2 PCR pozitifligi nedeniyle virlisin zaman icinde
konakta ugradigi degisimi gorebilmek amaciyla, hastadan enfeksiyonun baslangi¢c ve 16. giliniinde
alinan nazofarengeal siriinti 6rneklerinden tim genom dizilemesi yapilmistir. Tim genom yeni nesil
dizileme (YND) icin kiitiiphane hazirhgi SARS-CoV-2 Panel, “Paragon CleanPlex” kiti (Paragon Genomics,
ABD) ile, kiitliphanenin indekslenmesiyse “Clean-Plex Dual-Indexed PCR Primers for lllumina Set B” kiti
(Paragon Genomics, ABD) ile yapilmistir. YND analizi lllumina Miniseq (lllumina, ABD) platformunda
gerceklestirilmistir. Biyoinformatik degerlendirme sonucunda her iki 6rnek de SARS-CoV-2 Delta varyanti
[Nextclade; 21] (Delta), Pango lineage; AY.43] olarak belirlenmistir. On bes giin arayla alinan iki 6rnekteki
SARS-CoV-2 dizilerinde dikkat ¢ekici olarak; S geninde D614G, ORF 1b gen bdlgesinde P323L, ayrica Nsp3
gen bolgesinde P1228L olmak Uzere cesitli ortak mutasyonlar saptanmistir. Bunun yani sira, ilk 6rnekle
karsilastinldiginda ikinci 6rnegin dizisinde, literatiirde klinik dnemleri heniiz belirlenememis, aminoasit
degisikligine yol acan ek tic mutasyon (P383L, P539S, L838I) oldugu gorilmdistir. Aminoasit ifadesini
degistiren bu mutasyonlarin da saptanan diger (ic mutasyon gibi viristin “fitness”inin iyilesmesine katki
saglayarak uzamis COVID-19 PCR pozitifliginden sorumlu faktorlerden olabilecekleri distinilmustir.
ileri epidemiyolojik dizileme calismalariyla elde edilecek ek veriler bu konuya isik tutacaktir.

Anahtar kelimeler: Uzamis PCR pozitifligi; SARS-CoV-2; P323L; P1228L; tiim genom dizileme.
ABSTRACT

Coronavirus disease-2019 (COVID-19) emerged in the last months of 2019 and caused a pandemic
effecting the whole world. Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2), the causative
agent of COVID-19 has changed by various mutations since the day it was first identified, causing the
pandemic to continue. Age, male gender, obesity, and comorbidity, which are general risk factors for
COVID-19, can also cause prolonged PCR positivity. In this report, a case of 37-year-old male who is
working in the hospital’s COVID-19 molecular diagnostics laboratory was presented. He was vaccinated
with three doses of inactivated vaccine, CoronaVac (Sinovac Biotech, Beijing-China), within the context of
the vaccination program carried out in Turkiye. His first SARS-CoV-2 positivity was detected on 12.01.2021,
four months after the last vaccination, and he continued to be detected positive for SARS-CoV-2
throughout a period of 39 days by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR)
tests performed with 2-3-day intervals. The patient has a 20-pack/year smoking history and his body mass
index (BMI) was 29.8 kg/m? at the time of his COVID-19. The case, which was clinically defined as mild
COVID-19 with symptoms including back and headache, cough, fever (38.5°C), and loss of taste-smell, and
without any additional complications or respiratory distress during the disease process. In the radiological
examination, the lung was found within normal ranges. Prophylactic enoxaparin sodium anti-xa 1U/0.6 ml
was administered to the patient due to his cardiovascular risk, and no additional treatment was given. Whole
genome sequencing was performed from nasopharyngeal swab samples of the patient at the beginning
and 16" day of the infection to investigate the the specific genomic features and mutation pattern of the
virus in the host over time, due to the prolonged SARS-CoV-2 PCR positivity. Library preparation for the
whole next-generation sequencing (NGS) was performed by the SARS-CoV-2 Panel, Paragon CleanPlex kit
(Paragon Genomics, USA), and indexing of the library was done by Clean-Plex Dual-Indexed PCR Primers
for lllumina Set B kit (Paragon Genomics, USA). NGS analysis was performed on the lllumina Miniseq
(Numina, USA) platform. As a result of the bioinformatics evaluation, both samples were determined as
SARS-CoV-2 Delta variant (Nextclade; 21)-Delta variant, Pango lineage; AY.43). Remarkably, the SARS-
CoV-2 sequences in the two samples taken 15 days apart; several identical mutations; such as D614G in the
S gene, P323L in the ORF 1b gene region, and P1228L in the Nsp3 gene region, were detected. Besides
that, when compared to the first sample, three additional mutations (P383L, P539S, L838I) were observed
in the sequence of the second sample, which led to three amino acid changes, the clinical significance of
which has not yet been determined in the literature. It is thought that; these mutations that change amino
acid expression, as well as the other three mutations detected, may contribute to the improvement of the
fitness of the virus and may be one of the factors responsible for the prolonged SARS-CoV-2 PCR positivity.
Additional data to be obtained by further epidemiological sequencing studies will shed light on this issue.

Keywords: Prolonged PCR positivity; SARS-CoV-2; P323L; P1228L; full-length genome sequence.
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GIRi$

Coronaviridae ailesi, Betacoronavirus cinsi tyesi olan siddetli akut solunum yolu send-
romu koronavirlis-2 [severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2)] tek
sarmalli, pozitif polariteli RNA virlistidiir. Genomu, ¢cogu RNA virlistintin aksine uzundur
ve yaklasik 30 bin bazdir. Genomu yapisal ve yapisal olmayan proteinler kodlar. Dort
yapisal proteini; spike (S), zarf (E), zar (M) ve niikleokapsid (N)'dir. Yapisal proteinlerin
aralarina serpistirilmis olarak birkac acik okuma cercevesi [open reading frame (ORF)]
bulunur ve bu ORF’lerden bazilari (ORF-3, ORF 6-10) aksesuar proteinleri kodlar. Yapisal
olmayan proteinleri kodlamak lGizere genomun ORF 1a ve ORF 1b kismindan iki buytk
poliprotein (pp 1a/1b) kodlanir. Bu poliproteinin proteazlarca kesilmesi sonucu 16 tane
yapisal olmayan protein (non-structural protein, Nsp) olusur. ORF 1a, Nsp 1-11 arasini;
ORF 1b, Nsp 12-16 arasini kodlar'-2,

Koronaviris hastaligi-2019 [Coronavirus disease-2019 (COVID-19), 2019 yilinin son
aylarindan itibaren neden oldugu pandemiyle tim diinya glindeminin merkezine yer-
lesmistir>. COVID-19un etkeni olan siddetli akut solunum yolu sendromu koronaviriis-2
[severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2)]'nin tim genom dizi
analiziyle genetik yapisi 2020 yilinin ilk ay1 icinde ortaya konmustur?, ancak viriis genetik
Ozellikleri nedeniyle tanimlandigi gtinden bugtine cesitli mutasyonlara ugramustir. Vira-
siin yiksek mutasyon hizina sahip olmasi nedeniyle bircok varyant ortaya ¢cikmis ve bu
varyantlar pandeminin yillar boyunca siirmesine neden olmustur®. Bu varyantlar (Alfa,
Beta, Gama, Delta ve son olarak Omicron varyanti gibi) tanimlandiklari bolgelerde ve
diinya geneline yayilimlariyla bircok dalgaya neden olmustur®. COVID-19’da yas, erkek
cinsiyet, viicut kitle indeksi ve bobrek, kalp ile norolojik hastaligi gibi ek hastaliklari olan
kisiler genellikle risk altindaki kisilerdir. Bu risk faktorleri ayni zamanda kisilerde uzamis
polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] pozitifligine neden olabil-
mektedir®. COVID-19’un PCR dinamigine bakildiginda en yiiksek SARS-CoV-2 viral yiik
seviyesinin genel olarak enfeksiyonun ilk yedi giiniinde oldugu gosterilmistir, bu nedenle
ilk yedi giinden sonra bulasmada azalma olmasi olasidir’. PCR porzitifligi genelde 10
gline kadar devam edebililir®. Uzamis SARS-CoV-2 PCR porzitifligiyse 4-6 haftaya kadar
siirmektedir®.

Bu olgu sunumunda, komorbidite olarak sadece sigara kullanimi mevcut olan has-
tanemiz saglik personelinin uzamis SARS-CoV-2 PCR pozitifligi ve bundan sorumlu ola-
bilecegi distinilen viral mutasyon birikimi irdelenerek literatlre katkida bulunulmasi
amaclanmistir.

OLGU SUNUMU

Bu calisma, iU-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (Tarih: 11.05.2020 ve Karar No: A-18).

Hastanenin COVID-19 molekiiler tani laboratuvarinda calisan 37 yasindaki erkek saghk
personeli Tirkiye'de yurutilen asilama programi kapsaminda li¢ doz inaktif asi-CoronaVac
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(Sinovac Biontech, Beijing, Cin) ile asilandi (dozlar, sirasiyla 18.01.2021, 15.02.2021 ve
31.08.2021 tarihlerinde uygulandh). ilk SARS-CoV-2 revers transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu [quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR)] po-
zitifligi son asi dozundan dort ay sonra, 01.12.2021 tarihinde saptandi ve iki-U¢ glinlik
araliklarla yapilan PCR testlerinde 39 gunliik bir stire boyunca SARS-CoV-2 pozitif bulundu.
ilk yapilan SARS-CoV-2 PCR testine gére Ct dederi 28, 39. giin ise 33 bulundu. Hastanin
20 paket/yil sigara oykiisi mevcut olup COVID-19 gecirdigi donemdeki viicut kiitle indeksi
[body mass index (BMI)] 29.8 kg/m? saptandi. Hastaligin olasi kaynaginin, olgunun yine
saglk calisani olan esi oldugu disinuldi. Sirt-bag agrisi, oksurik, ates (38.5°C), tat-koku
kaybi seklindeki semptomlar ile klinik olarak hafif siddette COVID-19 olarak tanimlanmis
olan olguda hastalik siirecinde ek bir komplikasyon ya da solunum sikintisi yasanmadi®'°.

Biyokimya laboratuvar sonuclarina gore; C-reaktif protein (CRP)’de artis (60.31 mg/L
referans deger: < 5), I6kositoz (beyaz kan hiicresi= 11.5 x 103/ul, referans deger= 4.3-
10.3; nétrofil= 9.1 x 10%/l, referans deger= 2.1-6.1; monosit= 1.1 x 103/ul, referans
deger= 0.3-0.9), lenfopeni (lenfosit= 1.2 x 10%/ul, referans deger= 1.3-3.5), koagiilasyon
belirteclerinde bozulma (fibrinojen= 641.09 mg/d|, referans deger= 180-350; D-dimer=
0.72 mg/L, referans deger= 0-0.5), karaciger fonksiyon testlerinde hafif yikseklik (alanin-
aminotransferaz= 63.8 IU/L, referans deger= < 41; aspartat-aminotransferaz= 45 1U/L,
referans deger= < 40) saptandi. Akcigerler radyolojik incelemede olagan olarak saptandi.
Hastaya olasi kardiyo-vaskdiler komplikasyonlar acisindan profilaktik enoksaparin sodyum
anti-xa IU/0.6 ml baslandi, bunun disinda ek bir tedavi verilmedi.

SARS-CoV-2 molekdler tanisinda “GeneMAP 2019-nCoV (SARS-CoV-2) Detection Kit
V.3 (Genmark Saglik Uriinleri, Tiirkiye)” kullanildi. Tim genom yeni nesil dizileme (YND)
is akisinda; kitiphane hazirhgr SARS-CoV-2 Panel, “’Paragon CleanPlex’ kiti (Paragon
Genomics, ABD) ile, kiitliphanenin indekslenmesi ise “Clean-Plex Dual-Indexed PCR Pri-
mers for Illumina Set B” kiti (Paragon Genomics, ABD) ile yapildi. YND analizi lllumi-
na Miniseq (lllumina, ABD) platformunda gerceklestirildi. Ham verinin degerlendirmesi
icin cevrim ici biyoinformatik araclar (https://www.genomedetective.com/) kullanildi
(Sekil 1). Ayni zamanda elde edilen niikleotit dizilerinin hizalanmig dosyasi hem Nexts-
train (https://clades.nextstrain.org/) hem de GISAID (https://www.gisaid.org/) veri ta-
banina eklendi (Sekil 2, 3).

CTF_1122021_445 Coverage Map CTF_16122021_M62/2021 Coverage Map
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Sekil 1. Yeni nesil dizileme kapsayicilik (coverage) verisi.
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Sekil 2. Nextstrain veri tabani analiz sonucu.
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Sekil 3. Nextstrain veri tabani sonucuna gére cizilen filogenetik agag.

Yapilan YND analizine gore her iki 6rnek de SARS-CoV-2 Delta varyanti (Nextclade;
21)-Delta, Pango lineage; AY.43) olarak belirlendi (Sekil 2). Olgudan alinan ilk nazofaren-
geal ornekteki SARS-CoV-2 dizi analizinde (hCoV-19/Turkey/CTF_1122021_445/2021
EPI_ISL_10434290 Ct degeri= 28.10) saptanan mutasyonlar; Spike A1020S, Spike
D614G, Spike D950N, Spike E156G, Spike F157del, Spike L452R, Spike N137S, Spike
P681R, Spike R158del, Spike S810L, Spike T19R, Spike T478K, Spike T11171, M 182T, N
D63G, ND377Y, N G215C, NL113P, NR203M, N Y112stop, NS3 Q57H, NS3 S26L, NS3
T271S, NS7a T120l, NS7a V82A, NS7b T401, NS8 P85H, NSP3 A488S, NSP3 H1841Y,
NSP3 P1228L, NSP3 P1469S, NSP4 T4921, NSP4 V167L, NSP6 A2V, NSP7 D77N, NSP12
G671S, NSP12 P323L, NSP13 P77L, NSP13 P529L, NSP14 A394V olarak siralandi. Olgu-
dan alinan ikinci nazofarengeal 6rnekteki SARS-CoV-2 dizi analizinde (ilk SARS-CoV-2 PCR
pozitifliginden 15 giin sonra alinan 6rnek) (hCoV-19/Turkey/CTF_16122021_M62/2021
EPI_ISL_10335273 Ct degeri= 29.89) saptanan mutasyonlar ise; Spike D614G, Spike
D950N, Spike E156G, Spike F157del, Spike L452R, Spike P681R, Spike R158del, Spi-
ke T19R, Spike T478K, M I82T, N D63G, N D377Y, N G215C, N P383L, N Q9L, N
R203M, NS3 S26L, NS7a T1201, NS7a V82A, NS7b T40l, NSP2 G339S, NSP3 A488S,
NSP3 P539S, NSP3 P841L, NSP3 P1228L, NSP3 P1469S, NSP4 T492l, NSP4 V167L,
NSP6 T77A, NSP12 G671S, NSP12 L838I, NSP12 P323L, NSP13 P77L, NSP14 A394V
olarak belirlendi.
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ilk ve ikinci dizileme sonucu karsilastirildiginda ikinci dizilemede (i¢c aminoasit degisik-
ligine neden olan ek tic mutasyon oldugu gorildi. Bu mutasyonlar sirasiyla; N: P383L,
ORF1a-Nsp3: P539S, ORF1b-RdRp: L838I seklinde tespit edildi. Yapilan YND'nin kalitesi-
nin gostergesi olan “coverage (kapsayicilik)” verileri $ekil 1'de sunulmustur.

TARTISMA

Bazi COVID-19 hastalarinda diger hastalardan farkli olarak SARS-CoV-2 PCR pozitiflik-
lerinin normalden daha uzun strdigi gorilmustir. PCR pozitifligi genelde 10 + 3 gline
kadar devam edebilmektedir. Bununla beraber Eser ve arkadaslarinin yaptigi calismada®,
14 giinden daha fazla PCR pozitifligi olan hastalar ile 14 glinden kisa PCR pozitifligi olan
hastalarda hastalik siddeti acisindan fark bulunmamustir. Bu olguda gRT-PCR pozitifligi
39 glin surmugstiir ve hastalik siddeti bakimindan hafif siddette enfeksiyon olup ciddi
komplikasyonlari olmamistir. Bu olguya benzer bir sonu¢ Motoc ve arkadaglarinin yaptigi
calismada®, hafif ve orta siddetli COVID-19 geciren hastalarda da bulunmustur. Ozellikle
erkek cinsiyet, artmis viicut kitle indeksi uzamig PCR pozitifliginde gorilebilmektedir.

Ayrica olgunun 39. giinde yapilan PCR sonucuna gore Ct degeri 33 bulunmugtur.
Kantitatif gercek zamanli PCR [quantitative real-time PCR (qRt-PCR)]'de Ct degeri ile viral
yuk ters orantili olarak degerlendirilir. Bu nedenle 16. glinden sonra alinan 6rneklerde
yuksek Ct (dustik viral yik) bulunmasi ve bu 6rneklerden dizileme icin guvenli veri elde
edilemeyebileceginden ileri giinlere ait dizi analizi yapilamamistir.

Yapilan dizi analizlerine bakildiginda SARS-CoV-2 tanimlandigi glinden guiniimuize
kadar bircok mutasyon gecirmistir ve viris, mutasyonlara ugrayarak varligini devam et-
tirmektedir. Ozellikle genomun S geninde D614G mutasyonu cok sik gorilmiistir ve
varyantlarda baskin hale gelmistir>''"'3. Bu degisimle birlikte sik goriilen baska bir mu-
tasyon da P323L'dir. Bu mutasyon viral RNA bagimli RNA polimerazin (RdRp) kodlandigi
Nsp12’de gérilir® 4.

Olguda yapilan iki YND analizine bakildiginda 16. glinde alinan ornekteki
SARS-CoV-2'de li¢ ek mutasyon (P383L, P539S, L838l) tespit edilmis ancak literatiirde
bu ¢ mutasyonun klinik 6nemi tzerine yapilmis herhangi bir calismaya rastlanmamis-
tir. Dikkat cekici bir bulguysa her iki dizi sonucunda da yukarida bahsedilen S geninde
D614G mutasyonu ile birlikte ORF Tb gen bdlgesinin 14408. niikleotit pozisyonundaki
C/T degisiminin neden oldugu P323L mutasyonudur. Dong ve arkadaslarinin calisma-
sinda'®, P323L mutasyonu, iki primat modelinde (sinomolgus-Macaca fascicularis ve
rhesus-Macaca mulatta makaklari kullanilmistir), hiicre kiltiiriinde daha biyik sitopatik
plak olusumuyla/fenotipiyle iliskili bulunmustur. Spike proteindeki D614G mutasyonuna
eslik eden P323L degisikliginin viriisiin “fitness”ina avantaj sagladigi gosterilmistir'> 15,
Baska bir calismada, P323L mutasyonunun, salginin erken donemlerinde Avrupa’daki
izolatlarda tespit edilen, artan nokta mutasyonlariyla iliskili oldugu gosterilmistir. Bu ne-
denle, RdRp’deki mutasyonlarin, ¢ok sayida SARS-CoV-2 varyantinin ortaya ¢ikmasina
neden olabilecek, “proof-reading” aktivite (SARS-CoV-2'de diger RNA virUslerinin aksine
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3'—5' ekzonukleaz aktivitesi vardir) distisi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir'®. Biswas
ve arkadaslari calismalarinda'?, D614G ve P323L mutasyonlarinin cok ciddi hastalik ile
iligkili oldugunu gostermislerdir. Bu iki mutasyon, COVID-19’dan hafif derecede etkile-
nen grupta < %46, ciddi sekilde etkilenen grupta > %82 bulunmus (p< 0.001), viral
“fitness”la ilgili bilgi verilmemistir. Omais ve arkadaslari calismalarinda'’, P323L mutas-
yonunun tespit edildigi iran, Irak, Suriye gibi sininmizdaki iilkelerin de icinde bulundugu
Dogu Akdeniz Bolgesinde, daha yiiksek vaka 6lim oranlari ile pozitif korelasyon goster-
digini bildirmistir.

Her iki dizide de gortilen bir baska mutasyon ise Nsp3 gen bolgesindeki P1228L de-
gisimidir. Nsp3 viral replikasyonda 6nemli gorevleri olan biyuk bir multidomain proteini
kodlar'8. Nsp3 proteini, olgunlagma icin Nsp1 ile 3'iin proteolitik ayrilmasindan sorumlu
‘papain-like cysteine protease’ gorevi gorur. Ayrica yapilan bir caismada Nsp3 prote-
ininin, IRF3 (interferon-regulatory factor 3) yolagini etkileyerek interferon yanitlarinin
baskilanmasinda gérev aldig gosterilmistir'®. P1228L mutasyonunun ise viral “fitness”in
iyilestiriimesinde énemli olabilecegi diistiniilmektedir'®.

Bu olguda, iki mutasyon disinda saptanmis olan, klinik Gnemi hentiz belirlenememis
mutasyonlarin da aminoasit dizisinde degisiklige neden olabilecegi ve bu aminoasit degi-
sikliklerinin de virlistin Urettigi proteinlerin g boyutlu yapisinda veya fonksiyonunda de-
gisiklige neden olabilecegi dusiinilmustir. Bunun sonucu olarak da virlistin “fitness”inin
iyilestirilmesine katki saglayarak uzamig SARS-CoV-2 PCR porzitifligine neden olabilecegi
disundlmdastdr. Yapilacak daha ileri epidemiyolojik amach dizileme calismalariyla elde
edilecek ek veriler, bu konunun aydinlatiimasina isik tutacaktir.

Aydinlatilmis Onam
Bu calisma icin hastadan aydinlatilmig onam belgesi alinmistir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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