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(074

Siddetli akut solunum yolu sendromu koronaviriis-2 [severe acute respiratory syndrome coronavirus-2
(SARS-CoV-2)]'nin tanisinda siklikla polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] ve antijen
testi (AgT) kullanilmaktadir. Viriis genomunu saptayan rutin PCR testleri virtisiin bulasici olup olmadigini
belirleyemez. Ancak replikasyon déneminde Uretilen subgenomik RNA (sgRNA) tespiti, aktif viral enfek-
siyonu gosterebilir. Aktif virlis tespiti izolasyon stiresinden tedaviye cesitli saglik ve ekonomik kazanimlar
sunabilir. Antijen testleri de belli bir yiik miktarindan itibaren viriis saptayabildiginden bulasicilik gostergeci
olarak distintilmektedir. Bu calismada, genomik RNA yerine iki farkli subgenomik RNA ve AgT kullanilarak
bulasicilik agisindan birbirleriyle ve klinik ile iligkisini irdelemek amaclanmistir. Bulasicilik gdstergeci olarak
antijen testinin de subgenomik RNA ile birlikte degerlendirilmesi, bu testin 5nemini gosterebilecektir. SARS-
CoV-2 PCR pozitif -80 °C’de saklanmig 109 nazo/orofarengeal surlintii numunesi calismaya alinmistir. Bu
orneklere PCR pozitifligini dogrulama amaciyla E gen PCR gerceklestirilerek AgT, E ve N sgRNA [kantitatif
gercek zamanli revers transkriptaz (RT-qPCR)] tespiti yapilmistir. SARS-CoV-2 PCR pozitif 109 numunenin
83 (%76.14)"linde antijen testi, 88 (%80.73)'inde E gen sgRNA, 96 (%88.07)'sinda N gen sgRNA, 97
(%89)’sinde en az bir sgRNA pozitifli§i saptanmustir. En az bir sgRNA tespit edilen 6rneklerin %77.3'tinde,
negatif olanlarin %66.7’sinde AgT pozitif bulunmus olup bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p= 0.475). E sgRNA ile AgT pozitifligi arasindaki fark anlamli saptanmustir (p= 0.023). E sgRNA pozitif or-
neklerin %98.9'unda, negatif 6rneklerin ise %42.9’unda N sgRNA pozitif bulunmus olup bu fark istatistiksel
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olarak anlamli bulunmustur (p= 0.0001). Déngui esik degeri [cycle threshold (Ct)] < 25 icin AgT pozitifligi
orani %98.15 (53/54), Ct 25-30 i¢in %57.14 (12/21), Ct > 30 igin %52.94 (18/34) bulunmustur. E gRNA
Ct degerinin < 25 ve > 25, < 29 ve > 29, < 30 ve > 30 olmasi durumunda antijen testi pozitifligindeki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0.0001). Antijen testi pozitifligi, beklendigi gibi viral yiik ve bu-
lasicilik ile iliskili gorinmektedir. Bu calismada semptom siresinden en az 10 glin sonrasinda da bulasicilik
gostergeci sgRNA'larin ve AgT’nin saptanabildigi gosterilmistir. Bu iki testin birlikte kullaniimasi, enfekte
bireyleri daha ytiksek bir dogrulukla saptayarak hastanede kalis ve izolasyon siiresini kisaltabilecektir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2; COVID-19; PCR; subgenomik RNA; antijen testi.

ABSTRACT

Polymerase chain reaction (PCR) and antigen test (AgT) are frequently used in the diagnosis of severe
acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2). Routine PCR tests that detect the virus genome
cannot determine whether the virus is infectious or not. However, detection of subgenomic RNA (sgRNA)
produced during the replication period may indicate active viral infection. Active virus detection can offer
various health and economic benefits from isolation time to treatment. Antigen tests are also considered
as indicators of infectiousness since they can detect viruses above a certain load amount. The aim of this
study was to use two different subgenomic RNAs and antigen test instead of genomic RNA to examine the
relationship with each other and the clinic in terms of infectiousness. Evaluating the antigen test together
with subgenomic RNA as an indicator of infectiousness may show the importance of this test. SARS-CoV-2
PCR positive 109 naso/oropharyngeal swab samples stored at -80 °C were included in the study. In order
to confirm the PCR positivity of these samples, E gene PCR was performed and AgT, and E and N sgRNA
quantitative real-time reverse transcription-PCR (RT-gPCR) detection was performed. Of the 109 SARS-
CoV-2 PCR positive samples, 83 (76.14%) had antigen test positivity, 88 (80.73%) had E gene sgRNA, 96
(88.07%) had N gene sgRNA and 97 (89%) had at least one sgRNA positivity. The antigen test was found
positive in 77.3% of the samples in which at least one sgRNA was detected and in 66.7% of the negative
samples and this difference was not statistically significant (p= 0.475). The difference between E sgRNA
and AgT positivity was significant (p= 0.023). N sgRNA was positive in 98.9% of E sgRNA positive samples
and 42.9% of the negative samples and this difference was statistically significant (p= 0.0001). The AgT
positivity rate was found to be 98.15% (53/54) for cycle threshold (Ct) value < 25, 57.14% (12/21) for Ct
25-30, and 52.94% (18/34) for Ct > 30. The difference in antigen test positivity between E gRNA Ct value
<25and> 25, <29 and > 29, <30 and > 30 was statistically significant (p= 0.0001). Antigen test positivity
appears to be associated with viral load and infectivity, as expected. In our study, it has been shown that
sgRNAs and AgT which are indicators of infectiousness can be detected at least 10 days after the symptom
period. Using these two tests together could detect infective individuals with higher accuracy and shorten
the duration of hospital stay and isolation.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; PCR; subgenomic RNA; antigen test.

GiRiS

Koronavirisler insanlarda ve hayvanlarda soguk alginhgindan agir solunum yet-
mezligi, siddetli akut solunum yolu sendromu koronavirlis-2 [severe acute respiratory
syndrome (SARS-CoV-2)], Orta Dogu solunum sendromu [Middle East respiratory
syndrome (MERS)] gibi ciddi hastaliklara yol acabilen bir viriis ailesidir. Diinya Saglik Or-
giitii (DSO) 31 Aralik 2019’da Cin’de sebebi bilinmeyen pnémoni vakalari bildirmis, 7
Ocak 2020’de ise bunun yeni bir koronavirtis (2019-nCoV) oldugu belirlenerek hastaligin
adi COVID-19 olarak kabul edilmistir’. Mevcut PCR ydntemleri sadece virtisiin RNA'sinin
varligini saptamakta olup viris genomik RNA (gRNA)'sI bulastiricilik agisindan fikir verme-
mektedir. Virls replikasyonu sirasinda sentezlenen subgenomik RNA (sgRNA) tespitinin,
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virlistin enfeksiyon yapabilme kapasitesiyle bulundugu dokudaki replikatif durumu ve bu-
lasicihg hakkinda bilgi verebilecedi diisiiniilmektedir®3. Viral replikasyonu ve bulasicilig
belirlemede altin standart hiicre kiltirt gibi gortilse de bunu rutinde calismak pratik ve
uygulanabilir degildir?. Her koronaviral RNA, genomun akis asag kismindan gévde dizi-
sine kaynasmis yaklasik 70 nukleotitlik ortak 5’ leader diziyi icerir. Viral sgRNA'lar, cesitli
yapisal ve fonksiyonel proteinlerin sentezinden sorumlu genom alti parcaciklardir ve virls
genomundan surekli olmayan (aralikh) transkripsiyon yoluyla sentezlenirler. Bu sayede
gRNA'daki leader diziye eklenerek ondan daha kisa, leader dizi ile yakinlagmis, fonksiyonel
sgRNA'lar elde edilmis olur®. Leader dizi ile sentezlenecek olan viriis proteinini kodlayan
RNA parcasinin flizyonu ile sgRNA olusturulmasi, sgRNA tespitiyle ilgili testlerin 6zgil-
[Gglinu saglar. Primer pozisyonlarinin seciminde forward diziler sgRNA tespiti stirecinde
leader dizi tizerinde 6zel olarak tasarlanirken, revers primerler ve problar genin kodlama
bolgesinde tasarlanmaktadir. Genomik RNA'da leader diziden sonra E ve N gen bolge-
leri dizisi arasindaki mesafe cok uzun oldugundan secilen primerlerle qPCR testinde bu
bolgenin cogaltiimasi ve tespit edilmesi mimkiin degildir. Ancak sgRNA, transkripsiyon
diizenleyici dizi [transcription-regulatory sequence (TRS)] aracili kalip donisimu tarafin-
dan olusturulan i¢ ice gecmis yapilar nedeniyle cogaltilabilir. Boylece 6zel primerler/prob
setleri kullanilarak amplifikasyon sirasinda yalnizca sgRNA tespitiyle aktif cogalan virtislerin
varligi tespit edilebilir. Bu primer prob setleriyle gRNA'nin varligina ragmen E ve N bol-
gelerinin cogaltilip saptanmalari qPCR ile miimkiin degildir*. Replikasyon ile cogaltilan
SARS-CoV-2 gRNA'lar bulunduklar hiicrede paketlenerek diger hiicreleri enfekte etmek
Uzere hiicre disina ¢ikarken, sadece viral replikasyon stirecinde ortaya ¢ikan ve uretildigi
hicrede kalip diger hiicrelere aktarilmayan viral sgRNA bu sebepten otirt aktif replike
olmakta olan virlistin konakta mevcut oldugunun belirteci olarak kullanilabilir.

Subgenomik RNA tespitine dayali bir PCR yontemi kullanarak hem cesitli sgRNA’larin
tespitini kiyaslamak hem de bu sgRNA'larin pozitifliklerinde hastalarin klinik durumlari-
ni degerlendirmek mimkin olabilir. Subgenomik RNA tespitiyle karantina siiresinden
tedavi slirecine, hastanin olasi klinik gidisine varan ongoriler vermek mimkin olabilir.
Ornegin insan papilloma viriisii [human papilloma virus (HPV)] kaynakl serviks prekan-
seroz lezyonlari saptamada malign transformasyonla iliskili onkoprotein olan E6 ve E7
mRNA'nin tespiti, rahim agzi kanserinde yuksek riskli lezyonlarin histolojik sonuglaryla
uyumlu bulunmustur®. Kullandigimiz sgRNA tespiti viral bulasiciligi ve aktif enfeksiyonu
gostermede farkli bir bakig acisi sunmaktadir. Antijen testi de viral bulagicihgi gosterebile-
cegi icin bunun iki farkli sgRNA ile birlikte degerlendirilmesi, antijen testinin nemi hak-
kinda fikir verebilecektir. Bu calismada, PCR yontemiyle gRNA yerine iki farkh viral sgRNA
ile tespit ederek hem bunlar birbiriyle hem de antijen testiyle kiyaslamak ve bu tespitin
klinik 6nemini irdelemek amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi (COMU) Klinik Arastirmalar Etik Ku-
rulundan 2020-04 karar numarasiyla 31.03.2021 tarihinde etik kurul onay alinarak ve
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COMU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TTU-2021-3637 proje
koduyla desteklenerek gerceklestirildi. Calismaya klinik tani amaciyla VNAT® viral niikleik
asit tamponu (Bioeksen, istanbul, Tiirkiye) ile laboratuvara génderilmis ve SARS-CoV-2
gRNA pozitif saptanip laboratuvarda -80 °C’de saklanmis 99 hastaya ait toplam 109
nazo/orofarengeal ornek dahil edildi. Calismaya alinan tim ornekler icin hastalardan
yazili aydinlatiimig onam alind.

Hasta Secimi ve Arastirmanin Planlanmasi

SARS-CoV-2 PCR testi pozitif, 18 yasindan buytuk, gerekli klinik bilgileri hastane siste-
minde mevcut ornekler calismaya alindi. On sekiz yasin altindaki hastalar, calisma oncesi
tekrar yapilan gRNA qPCR’da negatif sonucu olan, rutinde cahsilan ilk Ct degeri 35 ve
Uzeri olan qPCR pozitif, klinik verileri yetersiz olan ve onam vermeyen hasta ornekleri
calismaya alinmadi.

Eksi 80 °C’de saklanan orneklere SARS-CoV-2 E gRNA PCR islemi, DSO/Charité
Protokolii'ne gére gerceklestirildi®. Bu testin ardindan antijen testi (Humasis COVID-19
antijen testi, Gliney Kore) uygulandi. Caligilacak 6rnekler viral niikleik asit kiti (High Pure
Viral Nucleic Acid Isolation Kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) ile ekstrakte
edildi. Ardindan E ve N sgRNA tespiti yapildi. Bunun icin gerekli master karisimi (Xpert
OneStep Fast Probe, Grisp, Porto, Portekiz), forward ve revers primer ve problarla isi
dongu cihazindaki program uygun sekilde optimize edildi.

Hasta sonuclari, klinik ve radyolojik 6zellikleri de degerlendirilip T.C. Saglik Bakanhgi
Eriskin Hasta Tedavi Rehberi‘ndeki gibi komplike olmayan, hafif/orta seyirli pnémoni-
li, agir pndmonili ve yogun bakim ihtiyaci gerektiren hasta seklinde kategorize edildi,
semptom baslangicindan itibaren kacinci giinde sgRNA pozitif olduklar belirlendi'. Béy-
lece hem yatan ve uzamis enfeksiyon belirtileri olan hastalarda hem de ayaktan basvuran
hastalarda COVID-19 bulasicilidi agisindan degerlendirme yapmak amaclandi.

qPCR Reaksiyonlari

Forward diziler E ve N gen sgRNA icin ortak olup leader spesifik primerin oligontikle-
otit dizisi 5'-CGA TCT CTT GTA GAT CTG TTC TC-3’, E gen gRNA ve sgRNA icin revers
primer dizisi 5'-ATA TTG CAG CAG TAC GCA CAC A-3’, prob dizisi 5’-FAM-ACA CTA GCC
ATC CTT ACT GCG CTT CG-BHQ-3’, N gen sgRNA tespiti icin revers primer dizisi 5'-TCT
GGT TAC TGC CAG TTG AAT CTG-3’, prob dizisi 5’-FAM- ACC CCG CAT TAC GTT TGG
TGG ACC-BHQ1 seklinde belirlendi (Microsynth, isvicre).

sgRNA tespiti icin 10 pl reaksiyon hacmi hazirlandi: 2.8 pl niikleaz icermeyen su, pri-
merler 400 nM olacak, problar 200 nM olacak konsantrasyonlarda 2 pl sgRNA primer/
prob ¢ozeltisi, 0.2 ul Rtase karisimi ve 5 pl kalip RNA. Daha sonra cDNA sentezi, 45 °C’'de
20 dakika; baslangi¢ sicakhgi 95 °C’de 2 dakika; gRNA ve sgRNAlar icin qPCR 95 °C’'de
5 saniye ve 58 °C’de 30 saniye 40 dongu olacak sekilde gerceklestirildi.
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istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz icin SPSS 20.0 paket programi (SPSS Inc, Chicago, ABD) kullanildi.
Tanimlayici verilerin gosterilmesinde ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, mak-
simum degerler ve yiizdelikler kullanildi. istatistiksel degerlendirmede Ki-kare testi, dort
gozlu tablolarda beklenen degerin besin altinda oldugu durumlarda Fisher’s exact testi
kullanilmustir. istatistiksel olarak anlamlilik p< 0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calisma kapsamindaki hastalar 18-88 (medyan= 43) yas araliginda ve yas ortalama-
s1 45.41 + 16.29 (ortalama £ SS) olup numunelerin 53'U erkek, 56'si kadin hastadan
alinmistir. Yz dokuz numunenin 79’u komplike olmamis, 15°i hafif pnomonili, Gg¢l agir
pnomonili, t¢li yogun bakim ihtiyaci olan, dokuzu da asemptomatik hastaya ait olup
yedisi COVID-19 servisi, biri yogun bakim servisi, 101’i polikliniklerden gonderilmistir.
Calisma kapsaminda, semptomlarin varligi acisindan 0. giin (semptomlarin basladigi
ilk gin) - 14. giin araliginda hasta ornekleri kullaniimistir. SARS-CoV-2 PCR pozitif 109
numunenin 83 (%76.14)'iinde antijen testi pozitif, 88 (%80.73)'inde E gen sgRNA's|
pozitif, 96 (%88.07)’sinda N gen sgRNA'sI pozitif, 97 (%89)’sinde en az bir sgRNA bu-
lunmustur (Tablo I). Numunelerin 12’sinde hem E hem N sgRNA negatif, dokuzunda
sadece E sgRNA negatif, birinde sadece N sgRNA negatifligi saptanmugtir.

E sgRNA porzitif orneklerin %98.9’unda, negatif 6rneklerin ise %42.9'unda N sgRNA
pozitif bulunmustur (Tablo II). Bu fark istatistiksel olarak anlamhdir (p= 0.0001).

E sgRNA pozitif orneklerin %80.7’sinde, negatif olanlarin %57.1’inde antijen testi
pozitif olarak tespit edilmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p= 0.023).
N sgRNA ve en az bir sgRNA pozitifligi ile antijen testinin pozitif olma durumu arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (p= 0.295; p= 0.475) (Tablo III).

Tablo I. SARS-CoV-2 Pcr Pozitif Orneklerde Arastirilan Yéntemlerin Pozitiflik Sayi ve Yiizdeleri (n= 109)
Yéntem Pozitif Ornek Sayisi Yiizde n (%)

Antijen testi 83 %76.14

N sgRNA 96 %88.07

E sgRNA 88 %80.73

Tablo II. SARS-CoV-2 E ve N sgRNA Pozitifliginin Birbiriyle fliskisini Gosteren Sayisal Degerler

N sgRNA pozitif N sgRNA negatif Toplam
n (%) n (%) n (%)
E sgRNA pozitif 87 (%98.9) 1 (%1.1) 88 (%100.0)
E sgRNA negatif 9 (%42.9) 12 (%57.1) 21 (%100.0)
Toplam 96 (%88.1) 13 (%11.9) 109 (%100.0)
p* 0.0001
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Tablo Ill. SARS-CoV-2 E ve N sgRNA Pozitifliginin Birbiriyle lliskisini Gésteren Sayisal Degerler
Antijen Testi

sgRNA varlig (E veya N) Pozitif Negatif Toplam
Var 75 (%77.3) 22 (%22.7) 97 (%100.0)
Yok 8 (%66.7) 4 (%33.3) 12 (%100.0)
Toplam 83 (%76.1) 26 (%23.9) 109 (%100.0)
p* 0.475

p*: Ki-kare testi (Fisher’s exact test).

Ct degerleri ile diger testlerin pozitifligi kiyaslandiginda E gRNA Ct degeri < 25 ve
> 25 icin en az bir sgRNA pozitifligiyle antijen testi pozitifligi ile arasinda anlaml bir fark
bulunmamistir (p=1.0; p=0.112). E gRNA Ct degeri < 25 ve > 25 icin E sgRNA ile antijen
testi pozitifligi arasinda anlamli fark bulunmamistir (p= 1.0; p= 0.303). E gRNA Ct degeri
< 25 ve > 25 icin N sgRNA ile antijen testi pozitifligi arasinda anlamli fark bulunmamustir
(p=1.0; p= 0.484).

Asemptomatik dokuz hastanin besinde her iki sgRNA da pozitif, bu bes hastanin sa-
dece birinde antijen testi pozitif bulunmustur. Bu dokuz hastanin sadece ikisinde antijen
testi pozitif, Gclinde de her Ug¢ test de negatif bulunmustur. Semptomatik 100 hasta
orneginin 81’inde antijen testi, 83’'Uinde E sgRNA, 91'inde N sgRNA pozitif olup en az
bir sgRNA'nIn pozitif oldugu 92 numune tespit edilmistir. Semptomatik hasta ornekle-
rinin ortalama semptom siresi 2.99 * 2.83 glindir. Komplike olmamis 79 hastanin 67
(%84.81)'sinde antijen testi, 69 (%87.34)'unda E sgRNA, 74 (%93.67)’'linde N sgRNA,
75 (%94.94)'inde en az bir sgRNA pozitif bulunmustur. Agir pnémonili Gg¢ hastanin anti-
jen testi pozitif, ikisinde N sgRNA pozitif, birinde E sgRNA pozitif tespit edilmistir.

Hafif pnémonili 15 hasta 6rneginin yedisinde (%46.67) sgRNA'lar ve antijen testi
pozitif, 11 (%73.34)'inde en az bir sgRNA pozitif, dérdiinde sgRNA’lar negatifken antijen
testleri pozitif, birinde sadece N sgRNA pozitif, ticinde sgRNA'lar pozitifken antijen test-
leri negatif bulunmustur. Yogun bakim ihtiyaci olan ti¢ hasta 6rneginin ikisinde sgRNA'lar
ve antijen testi pozitif, birinde sadece N sgRNA pozitif tespit edilmistir.

Antijen testi pozitif tespit edilen 83 hasta 6rneginin E gRNA ortalama Ct degeri 24.80
1 5.09; bunlarin 71'i (%85.54) E sgRNA pozitif olup ortalama Ct degeri 30.32 + 3.36;
75’1 (%90.36) N sgRNA pozitif olup ortalama Ct degeri 29.33 + 3.72 bulunmustur.

Antijen testi negatif tespit edilen 26 hasta 6rneginin E gRNA ortalama Ct degeri 32.05
+ 4.24, E sgRNA ortalama Ct degeri 34.28 + 3.62, N sgRNA ortalama Ct degeri 33.89 %
4.27 bulunmustur. Bu 26 ornegin 17 (%65.38)’sinde E sgRNA pozitif, 21 (%80.77)'inde
N sgRNA pozitif saptanmistir. Antijen testi negatif 26 érnegin 22 (%84.61)'sinde en az
bir sgRNA pozitif saptanmustir.

Semptom suresi 10 giin olan alti hasta ve 14 giin olan bir hasta bu calismada yer
almistir. Semptomlari 10 glindiir olan SARS-CoV-2 PCR pozitif alti hastanin ikisinde

314 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Bulylkzengin KB, Akcall A, Alkan S, Akdur G.

E sgRNA, dordiinde N sgRNA, liclinde antijen testi pozitifligi saptanmistir. Bu alti 6rnekte
her Ui¢ testin de pozitif ve negatif oldugu birer hasta yer almistir. Semptom siiresi en uzun
stireli (14 glin) olan komplike olmamis hastada sgRNA’lar negatif, antijen testi ise pozitif
tespit edilmistir. Komplike olmamis hasta siniflamasinda yer alan bu hastada yaygin kas
agrisi, terleme, ses kisikligi mevcutken bu tabloya son lg¢ glindir 6ksirik ve bag agrisi
eklenmistir.

TARTISMA

Bu calismada SARS-CoV-2 PCR pozitif 109 numunenin 83 (%76.14)'Uinde antijen
testi, 88 (%80.73)'inde E gen sgRNA, 96 (%88.07)'sinda N gen sgRNA, 97 (%89)’sin-
de en az bir sgRNA pozitif saptanmistir. SARS-CoV-2 E gen PCR pozitif 109 6rnegin 54
(%49.54)"iinde Ct < 25 olup, bunlarin 53 (%98.15)’Ginde antijen testi pozitif, 75’'inde Ct
< 30 olup 65 (%86.67)'inde antijen testi pozitif, 55‘inde Ct > 25 olup 30 (%54.55)'unda
antijen testi pozitif bulunmustur.

Tuyji Tok ve arkadaslari®, SARS-COV-2 pozitif solunum yolu érneklerinde, 12 farkl
ticari kitle yaptiklari AgT duyarliliklarini %40.4-97.5 (ort= %54.8) gibi genis bir aralikta
saptamistir. Erman Daloglu ve arkadaslari’, SARS-CoV-2 PCR yéntemine gére N protein
saptayan bir AgT ile duyarlihgi %70 bulmuslardir. Ulkemizdeki bahsi gecen calismalar ile
bu calismadaki pozitif saptama orani uyumlu gorilmektedir. Yapilan literatlr taramasin-
da llkemizde sgRNA ile ilgili bir calisma saptanamamustir.

Korenkov ve arkadaslari®, AgT’nin SARS-CoV-2 ile enfekte ve muhtemelen bulastirici
bireyleri tespit etmede kullanimini degerlendirmek icin 2028 nazo/orofarengeal surinti
orneginde qPCR ve virls kiltirtind birlikte calismiglardir. Numunelerin 210°unda qPCR
pozitif, 92 (%4.54)'sinde AgT pozitif bulunurken, duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla %42.86
ve %99.89 saptanmistir. Belirlenen Ct degerleri; < 20 (n= 14), < 25 (n=57) ve < 30 (n=
88) icin antijen testini sirasiyla %100, %98.25 ve %88.64 duyarlilikta saptamglardir.
Bu calismada SARS-CoV-2 PCR pozitif hastalarda AgT pozitifligi %76.14, Ct < 25 icin
%98.15 (n= 54), Ct < 30 icin %86.67 (n= 75) bulunmus olup sonuclar benzerdir. Ge-
nel duyarliigin dislik olmasina ragmen AgT, SARS-CoV-2 bulastirmasi muhtemel yiiksek
RNA yiiklerine sahip bireylerin tespitinde degerli goriinmektedir.

Scheiblauer ve arkadaslarinin calismasinda® Ct < 25 degeri icin %75'lik duyarlilik sini-
r, degerlendirilen 122 AgT’nin 96’sinda saglanmistir. Kullandigimiz Humasis COVID-19
antijen testinin duyarliligi Ct < 25, Ct > 25-30 arasi, Ct > 30, Ct 17-36 arasi icin sirasiyla
%88.2, %21.7, %0, %40 olarak saptanmistir. Calismamizda SARS-CoV-2 E gen pozitif 109
ornegin 54’Unde Ct < 25, bunlarin 53 (%98.15)'linde AgT pozitif, 55‘inde Ct > 25 olup
bunlarin 30 (%54.55)'unda AgT pozitif bulunmus olmakla beraber yiiksek viral yiik ile
AgT porzitifligi arasindaki iligkiyle uyumlu goriinmektedir. Humasis antijen testi dahil 105
AgT’de Ct > 30 esik degerinde hig¢ pozitiflik saptanmamigken, calismadaki 109 ornekten
18’inde bu deger saptanmistir. Mevcut durum secilen hasta grubuna bagl viral ytik fark-
hliklari, degerlendirmedeki subjektivite ve transport kosullari gibi durumlarla aciklanabilir.
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Bu calismadaki Humasis antijen testi kitinde hem N hem de S proteinine 6zglii mo-
noklonal antikorlarin olmasi, antijen testindeki tespit oraninin yiiksekligini (%76.14), E ve
N sgRNA tespit oranina yaklasan yiiksekligini aciklayabilir. Ancak antijen testi negatif 26
ornegin 22 (%84.61)’sinde en az bir sgRNA pozitif saptanmasi dikkat ¢ekicidir. Negatif
sonuclu AgT sonugclarinin sgRNA’lar ile ylksek oranda tespit edilebilmesi, sgRNA’larin
belirtec olarak kullanilabilmesindeki 6nemi gosterebilir.

Viral kultir ve sgRNA ile tespit edilen replikatif virtistin, hafif hastaligi olan hastalar-
da semptomlarin baglamasindan sekiz veya dokuz glin sonra bulunmadigi gosterilmis-
tir' %11, Fakat siddetli hastaligi olan hastalarda viral sacilma daha uzun siire gozlenebi-
lir'>13, Van Kampen ve arkadaslarn'*, semptomlarin baslamasindan 22 giin sonrasina
kadar E sgRNA saptayarak SARS-CoV-2 sgRNA’larinin tespitinin genis bir aralikta oldugu
ve sonug olarak aktif virls replikasyonu/transkripsiyon veya aktif/persistan enfeksiyon
icin iyi bir gosterge olmadigini ifade etmistir. Bu calismada, semptom baslangicindan
10 giin sonra gelen hafif seyirli ve komplike olmamis hasta 6rneklerinde sgRNA ve an-
tijen testi pozitifligi saptanmistir. Semptom siresi en uzun streli (14 giin) olan hastada
sgRNA'lar negatif, antijen testi ise pozitif olarak tespit edilmistir. Bu durum alt saptama
limitinin altinda viral RNA varliginin olmasi ile aciklanabilir. Wélfel ve arkadaglarinin'?
besinci glinden sonra SARS-CoV-2 sgRNA’larini saptayamamasinin aksine Alexandersen
ve arkadaglan'?, ilk tespitten sonraki yeni nesil dizileme [next generation sequencing
(NGS)] ile 17. giinde ve PCR ile 11. glinde saptayarak gec/aktif enfeksiyondan sonra bile
bulunabilecegini gostermislerdir. Alexandersen ve arkadaslar tim sgRNA’larin tespitinde
PCR ve NGS kullanmis, diger iki calismada sadece E sgRNA PCR kullaniimistir. Bu calis-
mada COVID-19 pozitif hastayla temasindan itibaren 15. glinde sgRNA pozitifligi olan
asemptomatik bir hasta mevcuttur.

Kim ve arkadaslari'®, N ve S genlerinin gRNA ve sgRNA'sinin duyarliliklarini %100;
ancak sgRNA'nin (N %65 ve S %68) ozgllligini, gRNA'ninkinden daha yuksek bul-
muslardir (N, %23 ve S, %17). Ortalama sgRNA tespit suresini 13.75 + 11.22 gun olarak
saptamislardir. Rodriguez-Grande ve arkadaslari'” uzun sreli viral SARS-CoV-2 sacilimini
degerlendirmis, COVID-19 persistan vakalarin 12/60 (%20)'inda E sgRNA'y1, semptomla-
rin baslamasindan 28 ile 79 giin sonra tespit etmis ve uzun sireli SARS-CoV-2 PCR pozitif
persistan vakalarda da bulasiciliyin séz konusu olabilecegini vurgulamislardir. Bu ¢alisma-
da en uzun semptom siresi 14 gin olan tek hasta olup sgRNA'lar negatiftir. Semptom
stiresi 10 glin olan alti hasta 6rneginin dordiinde en az bir sgRNA pozitif, ikisinde her iki
sgRNA pozitif, ikisinde N sgRNA pozitif, ikisinde her iki sgRNA negatif bulunmus olup
sadece E sgRNA porzitifligi olan 6rnek saptanmamistir. Liotti ve arkadaslar'® iyilesmis 176
COVID-19’lu hastadan nazo/orofarengeal strlntl 6rneklerini yeniden RT-PCR ile arastir-
mis, 32 (%18.2)'sinde gRNA pozitif, bunlarin da sadece birinde (kronik hastaliklari bulu-
nan) (%3.1) sgRNA pozitif saptamislardir. Bu calismada semptomatik belirtilerinin t¢tnci
gliniinde hastaneye basvurup pozitif SARS-CoV-2 PCR sonucu olan bir hastada sgRNA’lar
ve AgT pozitif, iyilestikten 12 glin sonra tekrar verdigi 6rnekte gRNA, E ve N sgRNA
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pozitif, AgT negatif saptanmistir. Bu durum antijen testi pozitifliginin yiiksek viral yikle
iligkili olabilmesinden kaynaklanabilir. Uzun stireli semptomatik vakalarda viral sgRNA’larin
da pozitif olabilecegi gosterilmis olup bulasicilik agisindan bu durumun ayrica irdelenme-
si gerekmektedir.

Osborn ve arkadaslari'® SARS-CoV-2 poritif 75 pediyatrik yatan hastadan aldiklari 95
ornegin 27 (%28.4)'sinde E sgRNA pozitif saptamistir. Hastalarin 52 (%54.7)'si asemp-
tomatik olup semptomatik hastalardaki sgRNA pozitiflik orani %66.7'dir. Pozitif sQRNA
sonucunu hastaligin siddeti, semptomlari, servise yatis ve bagisiklik ile iliskili saptayip
tedavi ve izolasyona alinmada karar degisikligi saglayabilecegini gostermislerdir. Bu calis-
mada semptomatik 100 hasta 6rneginin 81‘inde antijen testi, 83’Uinde E sgRNA, 91’inde
N sgRNA pozitif olup en az bir sgRNA'nin pozitif oldugu 92 numune tespit edilmistir.

Immergluck ve arkadaslan?® COVID-19 hastalarinda N sgRNA'y1 N antijen tespitiyle
kiyaslamig ve uyumlu bulmustur ancak antijen testi negatif kisilerden alinan 16 6rnegin
13 (%82.1)'inde sgRNA saptamistir. N sgRNA’sini, AgT pozitif hastalardan alinan tim
numunelerde (28/28) tespit etmislerdir. Calismada 100 semptomatik hasta orneginin
81’inde antijen testi pozititken, 91'inde N sgRNA pozitifligi tespit edilmistir. Antijen testi
negatif tespit edilen 26 hasta orneginin 21 (%80.77)'inde N sgRNA tespit edilmistir.
Bu 26 6rnegin 17 (%65.38)'sinde E sgRNA pozitif, 22 (%84.61)'sinde en az bir sgRNA
pozitif saptanmistir. AgT negatif orneklerdeki N sgRNA tespit oranlar ¢calismamizdaki
oranlara benzer bulunmustur.

De Angelis ve arkadaslari? aktif viriis varigini 102 6rnekte E sgRNA ile tespit ederek
bunu (g farkh antijen testiyle kiyaslamislardir. E sgRNA pozitif 63 ornekten AgT pozitifligi
Ug testte 48 (%76.2), 56 (%88.9), 63 (%100); E sgRNA negatifliginde ise 39 6rnekten
AgT negatifligini 37 (%94.9), 29 (%74.4), 7 (%17.9) bulmuslardir. Bu calismada sadece
E sgRNA kullanilmis olup hastalarin %19.6’si COVID-19 semptomlari ile uyumsuzdur.
Calismamizda E sgRNA pozitif orneklerin %80.7'sinde, negatif olanlarin %57.1'inde an-
tijen testi pozitif olarak bulunmus olup bu fark istatistiksel olarak anlamhdir ancak N
sgRNA icin anlamh fark bulunmamistir. N ve E sgRNA icin diger AgT'ler ile daha fazla
kiyaslamali calismaya ihtiyac vardir. Dikkat ¢ceken bir durum da AgT’ler arasindaki yiiksek
degisken saptama oranidir. Degerlendiricinin yorumu, bu testlerdeki belirgin farkligin
sebebi olabilir.

Bullard ve arkadaslari?? SARS-CoV-2 RT-PCR pozitif 90 érnegin 26 (%28.9)’sinda viral
kilturde tGremeyi gostermislerdir. RT-PCR Ct degeri > 24 ve sekiz glinden uzun semp-
tomatik hastalarda bulagicilik olasiigini diistik bulmuslardir. Aktif replikasyonu sgRNA ile
degerlendirilen calismamizda SARS-CoV-2 pozitif 109 numunenin 97 (%89)'sinde en
az bir sgRNA pozitifligi mevcuttur. Bu durum viral kiltirde replikatif virUslerin tespitini
sinirlayan disuk viral yuk ile aciklanabilir. Hasta grubu net olarak belirtiimese de semp-
tom baslangicindan 21 giine kadar olan SARS-CoV-2 PCR pozitif hastalarin bir kisminda
uzamis sacilima bagli virts ylkindeki dustklikten dolayi hiicre kiltiiriinde gorece az bir
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tespit orani saptanmis olabilir. Calismamizda semptom baslangicindan 14 giine kadar
olan surec, replikatif virlis tespiti acisindan daha yiiksek saptama degerini agiklayabilir.

Corréa ve arkadaslari?®> SARS-CoV-2 qPCR pozitif ancak AgT negatif hasta 6rnekle-
rinde bulasici virlisin bulunma ihtimalini daha distik bulmuslar, dolayisiyla daha dustik
bir bulasici potansiyele sahip olabileceklerini viral kiltiir ve N sgRNA ile gostermislerdir.
Calismamizda AgT negatif 26 hastanin 21 (%80.77)’'inde N sgRNA, 17 (%65.38)’sinde E
sgRNA porzitif olarak tespit edilmistir, bu acidan AgT’'nin yalanci negatif sonug verebilece-
gi durumlarda sgRNA'nin 6nemli 6l¢tide bulagsici virlist saptayabilecegi dusunilmusgtdr.
Cesitli AgT’lerin pozitif sonug saptama araliklari arasinda 6nemli farkliliklar olabilecegi de
g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Scutari ve arkadaslar viral bulasiciigi degerlendirdikleri calismalarinda®* SARS-CoV-2
PCR pozitif 51 hasta orneginden 14 (%27.5)'Gnu kiltlr pozitif, E ve N sgRNA tespit
sayilarini da sirastyla 20 (%39.2) ve 19 (%37.3), 6zgulliklerini %84 ve %86, duyarlilikla-
rini %100 bulmuslardir. Hastaligin siddetine gore kategorizasyonuyla ilgili verilerin kisitl
oldugu bu calismada sgRNA’larin tespit oranindaki distklik, baslangicta asemptomatik
hasta oraninin yiksekligiyle aciklanabilir. Asemptomatik hasta sayisinin dokuz (%8.25)
oldugu calismamizda toplam 109 hastanin 88 (%80.73)’inde E sgRNA, 96 (%88.07)'sin-
da N sgRNA bulunmustur.

Calismamizda cesitli kisitlamalar mevcuttur. Bulasiciligi ve yalanci sgRNA negatifligini
degerlendirmede ek bir yontem kullanilmamistir. Sadece tek bir antijen testi kullaniimig
olup bu testlerdeki duyarlilk farkinin fazla olabildigi g6z éniinde bulundurulmalidir.

Bircok calismada sgRNA'larin direkt olarak bulasicilik gostergeci olarak kabul edilip
bunun Uzerinden ¢ikarim yapilmaya calisilsa da tek basina sgRNA ile bulasiciigi deger-
lendirmek kesin bir sonug vermeyebilir. Klinik ve epidemiyolojik takiplerin de eklendigi
cahismalar ile bulagiciliyi degerlendirmede sgRNA ve antijen testlerinin kullanimi deger-
lendirilmelidir.
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