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OZET

SARS-COV-2 PCR POZITiF OLGULARDA VIRAL SUBGENOMIK
RNA'LARIN VE ANTIJEN VARLIGININ DEGERLENDIRILMESI

SARS-CoV-2'nin pandemi ilan edilmesiyle virusin hizl tani ve tedavisi dnem
kazandi. Laboratuvarlarda tani amaciyla yaygin olarak PCR ve antijen testleri
kullaniimaktadir. Tani testleri, virds genomuna yonelik tespit yapabilmektedir.
Bu nedenle virisun enfeksiydz olup olmadigi bilinemez. Hastalarda enfeksiy6z
virust gosterebilmek karantina suresine, tedaviye cgesitli saglik ve ekonomik
kazanimlar sunabilir. Replikatif viristn varligi hicre kultlrG ile gosterilebilse de
pandemi kosullarinda bunu rutin olarak gerceklestirmek mumkun degildir.
Sadece virusun replikasyon doneminde uretilen subgenomik RNA tespiti, aktif
viral enfeksiyonu tespit edebilir ve klinisyene fikir verebilir. Antijen testleri de
belli bir yik miktarindan itibaren virus tespiti yapabildigi icin enfeksiyozite

gOstergeci olabilecegi tartisiimaktadir.

Amag: Tezin amaci PCR yontemi kullanilarak genomik RNA yerine subgenomik
RNA tespiti edilebilecegini gostermek, bu tespitin klinik énemini irdelemektir.
Ayrica antijen testi de kullanilarak subgenomik RNA pozitifligi arasindaki iligkiyi
degerlendirmektir. Hlcre kualturi esasina dayanan sitopatolojiyi incelemek,
replikasyonu gostermek acisindan altin standart goérinse de surekli
uygulanabilir degildir. Arastiracagimiz bu yodntem viral bulasiciligi ve aktif
enfeksiyonu gostermede c¢ok farkli bir bakis agisi sunmaktadir. Ayrica PCR
yontemleriyle replikatif/replikatif olmayan mikroorganizma ayrimi
yapilamayacagl dusunudlmekte olup, viral antijen saptama testi de kullanilarak
hastada virUs replikasyonu olup olmadiginin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Antijen testinin de viral bulasiciligi gosterebilecegi icin bunun subgenomik RNA

ile birlikte degerlendirilmesi, antijen testinin 6nemi hakkinda fikir verebilecektir.

Yontem: Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvar’'na SARS-COV-2 PCR tespiti icin gonderilmis pozitif sonuglu -80



°C'de saklanmis 109 hasta numunesi ¢alismaya alindi. Bu orneklere PCR
pozitifligini dogrulama amaciyla E gen PCR gercgeklestirildi. Antijen testi, E ve N
SgRNA gPCR tespiti yapildi.

Bulgular: SARS-COV-2 PCR pozitif 109 numunenin 83’Unde (%76,14) antijen
testi, 88’inde (%80,73) E gen sgRNA, 96’sinda (%88,07) N gen sgRNA,
97’sinde (%89) en az bir sgRNA pozitif saptanmigtir. En az bir sSgRNA tespit
edildigi érneklerin %77,3’Unde, negatif olanlarin %66,7’sinde antijen testi pozitif
bulunmus olup bu fark istatistik olarak anlamli bulunmamistir (p=0,475). E
sgRNA ile antijen testi pozitifligi arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,023).
E sgRNA pozitif érneklerin %98,9’'unda, negatif orneklerin ise %42,9unda N
sgRNA pozitif bulunmus olup bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,0001).
Ct degeri <25 igin antijen testi pozitifligi orani %98,15 (53/54), Ct 25-30 igin
%57,14 (12/21), Ct 230 igin %52,94 (18/34) bulunmustur. E gRNA Ct degeri
<25 ve >25 icin en az bir sgRNA pozitifligi ile antijen testi pozitifligi ile arasinda

anlaml bir fark bulunmamigtir (p=1,0; p=0,112).

Sonug¢: E gRNA Ct degeri <25 ve >25, <29 ve >29, <30 ve 230 arasinda antijen
testi pozitifliginde bulunan fark istatistik olarak anlamli bulunmustur (p=0,0001).
Antijen testi pozitifligi, beklendidi gibi viral yuk ile iligkili saptanmigtir. Antijen
testi pozitifligi enfeksiyozite varliginin da bir yansimasi oldugu icin viral yuk ile
enfeksiydzite arasinda da iliski olabilecegi gosterilmistir. Ancak antijen testi ile
subgenomik RNA pozitifigi arasinda anlamli bir fark goértlmediginden antijen
testi de enfeksiyodzite tespitinde onemli bir gosterge¢ olabilir. Enfeksiydzite
gostergeci olarak sgRNA’larin kullanilabilecegini gostermek icin ileri ve genis
kapsamli galismalar (6rn. NGS, sonuglarin viral kiltirle desteklenmesi gibi)
gerekli gorinmektedir. Subgenomik RNA tabanli ileri ¢alismalar, hastanede
kalis ve sosyal izolasyon suresini kisaltabilecektir. Antijen testi ve sgRNA'larin
pozitiflik orani benzer gorulmektedir, bu agidan antijen testleri enfektiviteyi

degerlendirmeye elverigli olabilir.

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



ABSTRACT

EVALUATION OF VIRAL SUBGENOMIC RNA’S AND ANTIGEN PRESENCE
IN SARS-COV-2 PCR POSITIVE CASES

With the declaration of SARS-CoV-2 as a pandemic, importance of rapid
diagnosis and treatment of the virus increased. PCR and antigen tests are
widely used for diagnostic purposes in laboratories. Diagnostic tests could
detect the virus genome. Therefore, it is not known whether the virus is
infectious or not. Being able to indicate the infectious virus in patients could
provide various health and economic benefits to the quarantine period and
treatment. Although the presence of replicative virus could be demonstrated by
cell culture, it is not possible to apply this routinely under pandemic conditions.
Detection of subgenomic RNA which is produced only during the replication
period of the virus could detect active viral infection and provide insight to the
clinician. It is argued that the antigen tests could also be an indicator of

infectiousness, since they could detect viruses from a certain load amount.

Aim: The aim of the thesis is to show that subgenomic RNA can be detected
instead of genomic RNA using PCR method and to examine the clinical
importance of this detection. It is also to evaluate the relationship between
subgenomic RNA positivity by using antigen test. Examining cytopathology
based on cell culture seems to be the gold standard for demonstrating
replication, but it is not consistently applicable. This method, which we will
explore, offers a very different perspective in demonstrating viral contagion and
active infection. In addition, it is thought that it is not possible to distinguish
between replicative and non-replicative microorganisms by PCR methods, and
it is aimed to evaluate whether there is virus replication in the patient by using
the viral antigen detection test. Since antigen test can also show viral infectivity,
evaluating it together with subgenomic RNA will give an idea about the

importance of antigen test.
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Methods: 109 patient samples with positive results sent to Canakkale Onsekiz
Mart University Medical Microbiology Laboratory for SARS-COV-2 PCR
detection and stored at -80 °C were included in the study. E gene PCR was
performed on these samples to confirm their PCR positivity. Antigen testing, E

and N sgRNA gPCR detection were performed.

Findings: Of 109 SARS-COV-2 PCR positive samples, 83 (76.14%) antigen
testing, 88 (80.73%) E gene sgRNA, 96 (88.07%) N gene sgRNA, 97 (89%) at
least one sgRNA positive was detected. The antigen test was found to be
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 antigen test
positivity was significant (p=0.023). N sgRNA was positive in 98.9% of E sgRNA
positive samples and 42.9% of negative samples, and this difference was
statistically significant (p=0.0001). The antigen test positivity rate was found to
be 98.15% (53/54) for Ct value <25, 57.14% (12/21) for Ct 25-30, and 52.94%
(18/34) for Ct =230. There was no significant difference between at least one
sgRNA positivity and antigen test positivity for E gRNA Ct value <25 and >25
(p=1.0; p=0.112).

Result: The difference in antigen test positivity between E gRNA Ct value <25
and >25, <29 and >29, <30 and 230 was statistically significant (p=0.0001).
Antigen test positivity was found to be associated with viral load, as expected.
Since antigen test positivity is also a reflection of the presence of
infectiousness, it has been shown that there may be a relationship between viral
load and infectiousness. However, since there is no significant difference
between antigen test and subgenomic RNA positivity, antigen test may also be
an important indicator for detecting infectiousness. Further and large-scale
studies (eg NGS, supporting results with viral culture) seem necessary to
demonstrate that sgRNAs can be used as markers of infectiousness. Further

studies based on subgenomic RNA may shorten the length of hospital stay and
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social isolation. The positivity rate of antigen test and sgRNAs seems to be

similar, in this respect, antigen tests may be suitable for evaluating infectivity.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, PCR, subgenomic RNA, antigen test
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1. GIRIS VE AMAG

KoronavirUsler insanlarda ve hayvanlarda tespit edilebilen, soguk
alginligi gibi basit bir enfeksiyondan, agir solunum yetmezIigi, Siddetli Akut
Solunum Yolu Sendromu (Severe Acute Respiratory Syndrome; SARS), Orta
Dogu Solunum Sendromu (Middle East Respiratory Syndrome; MERS) gibi
ciddi hastaliklara yol agabilen bir virlis ailesidir. Diinya Saglik Orgitii (DSO;
WHO) 31 Aralik 2019'da Cin’in Wuhan sehrinde ates, Oksuruk, nefes darlidi,
bogaz agrisi, kas agrisi gibi bulgularla seyreden sebebi bilinmeyen pnémoni
vakalari bildirmig, 7 Ocak 2020’de ise insanlarda 6nceden tespit edilmemis yeni
bir koronaviris (2019-nCoV) oldugu belirlenerek hastaigin adi COVID-19
(koronaviriis hastali§i-19) kabul edilmistir (1). DSO tarafindan 30 Ocak 2020’de
COVID-19 salgini uluslararasi boyutta halk saghgr acil durumu ilan edilmis,
ardindan 113 uUlkede COVID-19 vakalarinin gorilmesiyle durumun ciddiyeti

Uzerine 11 Mart 2020’de pandemi ilan edilmistir (2, 3).

SARS-CoV-2'nin (COVID-19) 11 Mart 2020 tarihi itibariyla pandemi ilan
edilmesiyle birlikte 6zellikle polimeraz zincirleme tepkimesi (Polymerase chain
reaction; PCR) yodntemiyle SARS-CoV-2 tespiti 6nem kazandi ve hizla
yayginlasti. Mevcut PCR yontemleri ile virls tespiti sadece virisin RNA’sinin
varligini saptamakta olup enfeksiyon yapabilen tam bir virion varliginin ayrimi
yapilamamaktadir. PCR’de aranan viris genomik RNA’sI (gRNA) pozitif kigilerin
virds bulastiriciigi  agisindan fikir sahibi olunamamaktadir. Viruslerin
replikasyonlari sirasinda sentezlenen subgenomik RNA (sgRNA) tespiti
sayesinde, viruslin enfeksiyon yapabilme kapasitesi ile bulundugu dokudaki
replikatif durumu ve bulasicihgr hakkinda bilgi sahibi olunabilecegi
dusunulmektedir (4, 5)

Efektif olarak kullanilan SARS-CoV-2 tani testleri hasta kontroll ve salgin
yonetiminde onemlidir (6). Viral enfeksiyonlarin tanisinda genel olarak seroloji,
molekuler yontemler ve altin standart olarak virus kdlturd kullanilsa da

biyogUvenlik riskinden dolayr SARS-CoV-2 tanisinda virls  kulturQ



onerilmemektedir. DSO kilavuzunda SARS-CoV-2 tanisini  dogrulamada
spesifik bir gen dizisini gogaltan nukleik asit temelli PCR testi onerilmektedir (7).
Reverse transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) SARS-CoV-2

tanisinda referans standart test kabul edilmektedir (8).

Viral replikasyonu ve enfeksiyoziteyi belirlemede altin standart hicre
kaltara gibi goérulse de bunu rutin olarak gerceklestirmek laboratuvar imkanlari

dahilinde pratik ve uygulanabilir degildir (4).

Viral sgRNA’lar gesitli yapisal ve fonksiyonel proteinlerin sentezinden
sorumlu genom alti pargaciklardir. SARS-CoV-2 genomu ve ‘kanonikal’ (genel
olarak bilinip kabul edilen, otoritelerce dogrulanmis) dokuz subgenomik RNA'ya
ek olarak, fizyon, silme ve/veya cerceve kaydirma ile bilinmeyen agik okuma
cercevelerini (open reading frame; ORF) kodlayan ‘kanonikal olmayan’
transkriptler Uretir. Subgenomik RNA’lar virls genomundan surekli olmayan
transkripsiyon yoluyla sentezlenirler. Bu sayede gRNA'daki lider diziye
eklenerek gRNA’'dan daha kisa, lider dizi ile yakinlagmig, fonksiyonel sgRNA’lar
elde edilmis olur (5). Replikasyon ile gogaltilan SARS-CoV-2 genomik RNA’lari
bulunduklari hicrede paketlenerek diger hucreleri enfekte etmek Uzere hicre
disina c¢ikarken, sadece viral replikasyon surecinde ortaya ¢ikan ve Uretildigi
hicrede kalip diger hucrelere aktariimayan viral sgRNA bu sebepten oturu

bulasicilik gostergeci olabilecektir.

Subgenomik RNA tespitine dayali bir PCR yontemi kullanarak hem cesitli
sgRNA'larin ayni andaki tespitini kiyaslamak, hem de bu sgRNA’larin
pozitifliklerinde hastalarin klinik durumlarini géz 6nune alarak bir fikir sahibi
olmak mumkun olabilir. Subgenomik RNA tespitiyle karantina suresinden tedavi
surecine, hastanin olasi klinik gidisine varan éngoruler vermek mimkuan olabilir.
Farkh sgRNA’larin pozitiflik saptama oranlari arasinda farklihk olabilecedi,
bunun da eksprese edilen protein miktarindan, dolayisiyla degdisken sgRNA

miktarlarindan kaynaklanabilegi dusunulmektedir.



COVID-19 tanisinda mevcut referans yontem PCR testidir. Bu yontem ile
virdsun genomik RNA’si c¢ogaltilarak tespit edilebilir hale getirilir. Bdylece
SARS-CoV-2 varhdi belirlenmis olur. Bu tezin amaci PCR yontemi kullanilarak
genomik RNA yerine subgenomik RNA tespiti edilebilecegini gostermek, bu
tespitin  klinik o6nemini irdelemektir. Ayrica SARS-CoV-2 antijen testi de

kullanilarak sgRNA pozitifligi arasindaki iligki degerlendirilecektir.

Hucre kulturd esasina dayanan sitopatolojiyi incelemek, replikasyonu
gostermek agisindan altin standart gérinse de her hastada veya her merkezde
surekli uygulanabilir degildir. Arastiracagimiz bu yéntem viral bulasiciligi ve aktif
enfeksiyonu gostermede farkli bir bakis acisi sunmaktadir. Ayrica genom
tepitine yonelik PCR yodntemleriyle replikasyon yetenegi olan mikroorganizma
ayrimi yapilamayacag! dusunulmekte olup, viral antijen saptama testi de
kullanilarak hastada antijen proteinlerinin sentezlendigi virus replikasyonu olup
olmadiginin degerlendirilmesi amacglanmistir. Antijen testinin de viral bulasiciligi
gosterebilecegi icin bunun sgRNA ile birlikte degerlendirilmesi, antijen testinin

onemi hakkinda fikir verebilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Koronavirlsler

Koronavirusler, iki boyutlu transmisyon elektron mikroskobu altinda
incelendiginde viral partikullerin ta¢ seklinde gorulmesinden dolayi Latince “tag”
anlamina gelen “corona” adini almistir (9). Nidovirales takiminin Coronaviridae
ailesinde yer alan koronavirusler doért cins (Alfakoronaviris, Betakoronavirls,
Gamakoronaviris ve Deltakoronaviris) ve ¢ok sayida alt cins igeren
Orthocoronaviridae  alt  ailesindedir.  Bunlardan  alfakoronaviris  ve
betakoronavirlis cinsinin insanlari enfekte ettigi bilinir. Betakoronavirlis cinsi
kendi igerisinde 5 alt cinse ayrilir. SARS-CoV-2 tipik bir koronavirus ailesi Uyesi

olarak betakoronavirusler ile benzer genoma sahiptir (1).

KoronavirUsler tek sarmalli, pozitif zincirli, zarfli ve 26-32 kilobaz (kb)
arasinda degisen buyukltkleriyle (SARS-CoV-2 29891-29903 nukleotit
uzunlukta) RNA virtsleri i¢cinde bilinen en buylk genoma sahiptir. Genomlari
buylk oldugundan, replikasyon esnasinda konak hicreye bagimliliklari goérece
azdir (10).

Koronavirusler, insan disinda sigir, at, domuz, kedi, kopek, hindi, sigan
ve fare gibi pek ¢ok hayvanda da enfeksiyona neden olabilmektedir.
Coronaviridae ailesine ait ¢ogu virusun varhigi yaklasik 50 yildir bilinmektedir.
Gecmigte siklikla soguk alginhgiyla iliskilendirilmesine kargin 2002-2003 vyillari
arasinda SARS ile oncekilerden farkli bir koronavirusin ortaya c¢ikmasiyla
koronavirUslere ilgi artmis ve bu yondeki c¢aligmalar hizlanmistir.
KoronavirUslerin soguk alginhgi disinda ciddi hastaliklara neden olabilecegi
gorulmistar. SARS’e ek olarak 2012'de ortaya c¢ikan MERS ile birlikte
koronavirUslerinden hayvandan insana ve insandan insana gecgebildigi tespit
edilmistir (11).



KoronavirUslerin yapisinda bulunan lipid ¢ift tabakali zarf, zarf proteinleri
ve nukleokapsit, konak¢i hiucrenin disarisindayken virusu korur ve gevreler.
Membran (M), Zarf (E; envelope) ve ¢ikinti (S; spike) gibi g¢esitli yapisal
proteinler viris zarfiyla iligkilidir. S proteini konakg¢i hucrelerle etkilesimde
gorevliyken, E ve M proteini viral zarfi sekillendiren ve boyutunu koruyan
yapisal proteinlerdir (12-14). Ayrica bazi koronavirUslerde, o virise 0zgu
hemaglitinin esteraz (HE) proteini, 3 a/b proteini, 4 a/b proteini gibi ¢esitli

yapisal ve aksesuar proteinler kodlanir ( Sekil 2.1) (15).

Gevsek haliyle sarmal olarak bulunan ancak virls pargaciginda kiresel
goérunen bir nukleokapsit i¢cine kaplanmigs genomu, konakg¢idan kazanilan zar
cevreler. Viral RNA replikasyonu konakgi sitoplazmasinda, RNA polimerazin bir
lider diziye baglandigi ve sonra pekc¢ok yerde ayrilip tekrar baglandigi, ortak
uclara sahip i¢c ice bir mRNA moleklul kimesinin Uretilmesine izin veren bir

mekanizmayla gerceklesir (16).

2.1.1. Basglica Proteinler

Spike (S; c¢ikinti) proteini: Virls yuzeyinde, zarfin Ustinde bulunan,
virise “corona” adinin verilme sebebi olan c¢ikintilar olup yogun sekilde
glikolizehomotrimerler olustururlar (11). Glikoprotein yapida olup reseptore
baglanan S1 alt birimi ve S2 membran flzyon alt biriminden olugur. Reseptore
baglanma ve membran flzyonunda ilk ve en dnemli basamaktir. Doku tropizmi
ve konak segiminde de gorevli olan bu protein antiviral peptitlerin ve nétralizan
antikorlarin ana hedefidir (17, 18).

Membran (M) proteini: Viral zarfin gekillenmesinde onemlidir. Virus
pargaciklari Uzerinde en ¢ok bulunan yapisal proteindir. Virisin salinimini ve
diger yapisal proteinlerle olan iligkilerini yénetmede, hicre igi dengenin
saglanmasinda gorevlidir. Nukleokapsit proteinini stabilize ederek nukleokapsit-

RNA kompleksi olusumununda onemlidir. Konak hucrenin virls tarafindan



duyarli hale gelmesinde bu protein o6nemlidir, Toll-like reseptor bagimli

mekanizma ile Interferon beta (IFN-beta) yolaginin aktive edilmesini saglar (19).

Zarf (E; Envolope) proteini: Major yapisal proteinlerden en kuguk
olanidir. Replikasyon esnasinda enfekte hlcreden blylk miktarda ekprese
edilir ancak zarfa ¢ok az bir kismi katilir. Proteinin édnemli bir kismi hicre igi
kisimda olup, viris pargalarinin bir araya getiriimesi, matlrasyon ve
tomurcuklanarak hicreden ayrilmasinda rol alir. E proteininin eksik oldugu
rekombinantkoronaviruslerdeviral yukte dusuklik, maturasyon ve yeni virus

olusumunda yetersizlik gézlenmistir (19).

Niikleokapsit (N) proteini: Viral RNA transkripsiyonu ve
replikasyonunda gorevli bir RNA baglayici proteindir. Virusle enfekte hucrede
en fazla bulunan protein olup viris RNA’si paketlenirken sarmal
ribonlUkleoproteinlerin olusturulmasi, viral RNA sentezinin dizenlenmesi ve
enfekte hlcre metabolizmasinin dlizenlenmesinde 6nemli islevleri vardir. N
proteini yuksek duzeyde immunojeniktir ve enfeksiyon esnasinda ¢ok miktarda
sentezlenir. Ayrica viralreplikasyon sirasinda konak hucreden interferon (IFN)

sentez ve salinimi inhibe eder (20, 21).

Hemagliitinin Esteraz (HE) proteini: Zarf Gzerindedir, daha spesifik
olarak beta koronaviruslerde -dolayisiyla SARS-CoV-2'de de- bulunur. Virisun

sialik asit iceren reseptorlere tutunmasini saglar (11).



Cikinti Proteini (S)

Membran Proteini (M)

Hemagliitinin-Esteraz
Proteini (HE)

RNA ve N proteini
Zarf Proteini (E)

Sekil 2.1. Koronavirls yapisinin U¢ boyutlu temsili gorintisu.

Kaynak:https://commons.wikimedia.org/wiki/File:3D_medical_animation_corona
virus_structure.jpg.

2.2.SARS-CoV-2 (COVID-19 viriisii)

2.2.1.Patogenez

Virastn konakgi hucredeki dongusu baglanma, penetrasyon, biyosentez,
olgunlagma ve salinim olmak (zere bes adimdan olugur. Oncelikle SARS-CoV-
2 konakgi hicreye baglanir, ardindan proteazlar araciliiyla S proteinleri aktive
olur (22). Konak hucredeki Tip 2 transmembran serin proteaz (TMPRSS2),
anjiyotensin donusturict enzim 2 ( Angiotensin converting enzyme 2; ACE-2)
reseptorind yarip S proteinini aktiflestirerek virisin konak hicreye girisini
saglar (23). Sonraki biyosentez asamasinda virts replikasyon amaciyla konakgi
nikleusuna geger, viruis mRNA’sI (subgenomik RNA) cesitli proteinlerin sentezi
icin kullanilir (24).

Pek c¢ok solunum vyolu virisinde oldugu gibi SARS-CoV-2'de, T

lenfositleri enfekte ederek agir lenfopeni tablosu olusturabilir. Dogal ve



kazaniimig immun yanit araciligiyla lenfopoez bozulup lenfosit apoptozisi
artabilir (25, 26).

Enfeksiyon ilerleyip viris replikasyonu hizlandiginda, epitelyum-
endotelyal bariyer butunlugu tehdit altina girer. Epitel hucrelerine ek olarak
pulmoner kapiller endoteli hicrelerinin de enfekte olmasiyla inflamatuar yanit
tetiklenir ve monositler ile notrofillerin akigi uyarilir. interstisyel mononikleer
inflamatuar infiltrasyonlar, 6dem, endotel bariyer hasari, alveoler-kapiller oksijen

tanisimasinda bozukluk ve oksijen difizyon kapasitesinde azalma gelisir (27).

Akut solunum sikintisi sendromu (Acute respiratory distress syndrome;
ARDS); SARS-CoV-2, SARS-CoV ve MERS-CoV i¢in temel immunopatojenik
olaydir. Bagisiklik hucrelerinden salinan proinflamatuar sitokinlerin (IFN-alfa,
IFN-gama, IL-1beta, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF-alfa, TGF-beta gibi) ve
kemokinlerin (CCL2,CCL3, CCL5, CCL8, CCL9, CCL10 gibi) salinimiyla sitokin
firtinasi denilen dlumcul, kontrolsuz sistemik bir inflamatuar yanit durumu ortaya
¢ikabilir. Bunun sonucunda ARDS ve ¢oklu organ yetmezligine giden siddetli bir

surece girilir ve 6lum gerceklesebilir (28).

2.2.2. Viral Yiik ve Bulastiricilik

SARS-COV-2'nin bulastiricilik siuresi net olarak bilinmemekte ancak
semptomatik donemden 1-2 gun oOnce baglayip semptomlarin kaybolmasiyla
sona erdigi tahmin edilmektedir. Bulasta en ¢ok Uzerinde durulan konulardan
birisi viral yuktar. Bir calismada, semptom basladiktan hemen sonra
hastalardaki viral yukuan arttigi gosterilmistir. Asemptomatik hastalarda, viral yuk

¢ok nadir olarak semptomatik hastalarinkine benzemektedir (29).

Bogaz suruntulerindeviral yuk, semptomlarin ortaya ¢ikisiyla en yuksek
degere ulasip ilk 7 ginde hizla diser, bu durum ikinci haftaya da uzayabilir.

Posterior farinks Orneklerinde de benzer tablo goérilmekte, viris temizlenme



suresi semptom sonrasi ilk 10 gunde gergeklesirken, agir vakalarda uzamakta,
nazofaringeal suruntl ve diski érneklerinde ise bu sire uzamakta ve bir aydan
fazla bir sUreye ulasabilmektedir. Viral yUk, hastaligin siddeti ve prognoz
acisindan 6nemli bir parametredir. Adir olgularda hafif olgulara gére 60 kattan

fazla viral yuk oldugu gosterilmigtir (1).

2.2.3. Bagisiklik Yaniti ve immiinite

Viral antijenler ilk olarak antijen sunan hucreler (APC; antigen-presenting
cell) aracih@iyla sunulur. Major histokompatibilite kompleksi (MHC) veya
insanlarda insan I6kosit antijeni (Human Leucocyte Antigen; HLA) araciliiyla
sunulan antijenijk peptitler, viruse 6zgul sitotoksik T lenfositler tarafindan taninir.
Baslica MHC | molekiilleriyle olmak Gzere MHC |l de antijen sunumunda gorev
alir. Sonugta virise 6zgul himoral ve hucresel bagisikhk yaniti uyariimis olur
(30). Diger viris enfeksiyonlarindaki gibi SARS-COV-2’ye kargi IgM ve 1gG
yaniti olusur. IgM antikorlari enfeksiyonun 7-21. giniunde, IgG’de ise 14. gunde
tespit edilmeye basglanir. I1gG tipi antikorlar S ve N antijenlerine karsi olugsur ve

uzun sure sentezlendigi calismalarda gosterilmistir (31).

2.2.4. Genomik Ozellikler

SARS-CoV-2’nin tam genomik uzunlugu 29891-29903 nukleotiddir (Sekil
2.2). 5 ucunda ORF 1la/b ile kodlanan 16 adet yapisal olmayan protein
(nonstructural proteins; nsp) ve 3’ ucunda bagka ORF’lerden kodlanan dort adet
yapisal protein (S, M, N, E) kodlayan bdlge bulunur. Yapisal olmayan
proteinlerin buyuk bir kisminin viris replikasyonundaki gorevi tanimlanmigtir
(11, 32, 33).



SARS-CoV-2 Tiim Genom (29903 niikleotid)

orflab geni / g:ni / ::;3% /;ﬂe ni/ é%’;:"/{yé/ :enl :’:"Filo

Kodlayici
olmayan 21290 nt 3822 nt 828 nt 228ny/ 669 nt /1s6nt/ 366 nt A32n/1031n 908 nt hii olmayan
dizi dizi
265 nt 229nt

orflab Yozey ORF3a Zarf  |membran  |orFs | ORF7a ore7o| ORF8 | Niikleokapsid | orr10
Poliprotein Glikoprotein Protein  |protei P protain| protein  [preten] protein| Fosfoprotein | rotein

Sekil 2.2. SARS-CoV-2 genomik yapisi. Sekil Khailany ve ark.’ndan
alinmistir (42).

Esas olarak ORF 1a/b bdlgesi olarak adlandirilan viral 30 kb RNA
genomunun ilk UGgte ikisi, iki polipeptide (ppla ve pplab) donlslr ve yapisal
olmayan proteinlerin ¢ogunu kodlar. Virus genomunun geri kalan kisimlari da;
yardimci proteinleri ve spike (S), zarf (E), membran (M) ve nikleokapsit (N)
proteini de dahil olmak Uzere dort temel yapisal proteini kodlar. Koronavirus
enfeksiyonlarini tedavi etmek igin gelistirilen mevcut antiviral ilaglar dncelikle S
proteinini, 3C benzeri proteazi (3CLpro) ve papain benzeri proteazi (PLpro)
hedef alir. Fakat antiviral proteaz inhibitorleri, hlicresel homolog proteaz
Uzerinde spesifik olmayan bir sekilde etki ederek konakgi hiicre toksisitesine ve
ciddi yan etkilere neden olabilir. Ayrica S proteininde mutasyon olan virusler,
farkli konak hlcrereseptdor baglanma modelleriyle hedeflenen terapétikten
kagmaya egilimlidir. Bu nedenle, bu yeni koronaviris SARS-CoV-2'nin neden
oldugu akut solunum yolu enfeksiyonlariyla micadele etmek igin yeni antiviral
stratejiler gereklidir (20, 34).

Dort yapisal protein olan S, M, E ve N proteinleri; koronavirusun dig
yapisini olugturarak, icerdeki RNA'y1 korur. Ayrica viryonun paketlenmesi ve
koronavirisun enfeksiyonu baglatmasi igin gereklidirler. Viral replikasyonda
gbrev alan yapisal olmayan proteinlerin ise; konakgi proteinlerini post-

translasyonel modifikasyona ugratarak konagin bagisiklik  sisteminin
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baskilanmasi (nsp3), RNA bagimli RNA polimeraz aktivitesi (nspl2) ve

ekzoribonUkleaz aktivitesi (nsp14) gibi islevleri vardir (21).

2.2.5. Yasam Dongusu ve Replikasyon

SARS-CoV-2 esas olarak kirpikli brongial epitel hicrelerini ve tip Il
pnomositleri enfekte edip yuzey reseptori olan ACE-2'ye, kendi yuzeyinde
bulunan S glikoprotein ile baglanir. Ardindan viral zarfin konakgi hlicre zari ile
dogrudan flzyonu veya endozomlar yoluyla genomunu konakgi hiicreye enjekte
eder. Sonra viral gRNA kaplanmaz ve konakg! hicre sitoplazmasina salinir,
ardindan konaktaki ribozomlar tarafindan translasyon islemi gerceklestirilir (35-
36).

S glikoproteini S1 ve S2 olmak Uzere iki alt birimden olugur. S1, konakgi
Ozgulligunu ve hacresel tropizmi belirleyerek hedef hucrelere baglanmayi
kolaylastirir. S2, viral ve hucresel membranlarin flzyonuna aracilik ederek,
endositoz yoluyla viral girisi saglar. S glikoproteini ACE-2'ye baglandiginda,
hicre yuzeyiyle iligkili TMPRSS2 ve katepsin molekulleri, trimer S proteininin
bolinmesini baglatir (23). SARS-CoV-2'nin S glikoproteini ile ACE-2 baglanma
etkinligi arasindaki afinitenin SARS-CoV’dan 10-20 kat daha yuksek oldugunu

gOsteren bir calisma mevcuttur (37, 38).

Virasun S glikoproteinleri, ACE-2’ye baglandiktan sonra virus endozomal
yol ile hedef hlcrelere girer. Ardindan viral RNA sitoplazmada agiga cikar.
ORFla ve ORFlab, replikasyon-transkripsiyon kompleksinin (replication—
transcription complex; RTC) proteazlari tarafindan pargalanan ppla ve pplab
poliproteinlerini Uretmek icin translasyona katilir. Replikasyon sirasinda RTC,
genomun (-) iplikgikli RNA kopyalarini dretir ve bu kopyalar (+) iplikgikli RNA
genomlari i¢in kalip olarak kullanilir. Transkripsiyon sirasinda, surekli olmayan
bir transkripsiyon seklinde i¢ ice gecmis bir alt genomik RNA (sgRNA) seti
uretilir. Bu sgRNA'lar birkag¢ acik okuma c¢ergevesine (ORF'ler) sahip

olabilmesine ragmen, sadece en yakin ORF (5' ucuna) gevrilir. SARS-CoV-2
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yapisal proteinlerinin Uretimini takiben nukleokapsitler sitoplazmada toplanir ve
ardindan endoplazmik retikulum (ER) - golgi ara bdlmesinin lumenine
tomurcuklanir. Ardindan virionlar enfekte olmus hucreden ekzositoz yoluyla
salinir (Sekil 2.3) (39).

® SARS - CoV 2 spike (S) glikoproteininin {%
anjiyotensin domistiiriicii enzim 2'ye (ACE 2)
baglanmasi ve membran fiizvonu veva endositoz . &
voluyla viral giris @ Ekzositoz p A
\ iral genomun h
serbestlesmesl @ Matiir virionun 1 Golgi vezikilii ile
R.\ A genomu formasyonu kaph virds
Ribozom 1phkgk\

' @ Viral polimeraz \ -
proteininin translasyonu @ S, E; Mproteinlerinia Endoplaz -
l niikleokapsid ile birlesimi

3 DFJAQY.A.Y.A‘ s
@ RNA replikasyonu Genomik replikasyon AUEklanicia

W Vi ual genom
AN
Subgenomik
RN. _»\_ genoms @ ubgeno! transkripsiyon \
G2 ) Sitoplazmadalki N proteini
ANNNAN Niikl

98
Spike (S Y @ Viral yapisal prolemlerm f"f‘xﬂ.*q &

M:\\ 7 translaS\ onu
ANNANAN (M
Genomik v ER membramindaki S.E. M

subg 'nofmkR.\ N3 AL © &
= ipliks) -

Sekil 2.3. SARS-CoV-2'nin yagsam doéngusl, genomik ve subgenomik
RNA vyapilarinin ortaya cikigi, viral proteinlerin sentezi. Sekil Cascella ve

ark.’ndan alinmistir (39).

Yapisal ve yapisal olmayan proteinlerin kodlanacagi RNA eldesi, ORF’ler
arasina yerlesmis olan transkripsiyon duzenleyici sekanslardan saglanir. Tipik
bir koronaviriisiin genomu ve alt genomlari en az alti ORF icerir. ilk ORF’ler
(ORF 1a/b), tum genom uzunlugunun yaklagik olarak Ugcte ikisini olugturur ve 16
adet yapisal olmayan protein bu sekilde kodlanir (nsp1-16). ORF 1a ve ORF 1b
arasinda translasyon sonucu uretilen iki polipeptit olan ppla ve pplab; virusin

kodladigi kimotripsin benzeri proteaz (3CLpro) veya ana proteaz (Mpro)

tarafindan proteolizle yapisal olmayan proteinler olan nspl-16'ya donustaraltr.
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Diger faktorlerle beraber bazi nsp proteinleri (nsp2-16), enfekte olmus konakgi
hicre iginde RTC'yi olusturmak igin birlesir. nsp2-11 destekleyici rol oynarken
nspl2-16 RTC icinde viral genom replikasyonu/ transkripsiyonu igin enzimatik
rol alir. RNA (+) sarmali 6nce RNA (-) sarmalina replike olur ve daha sonra bu
negatif iplik, ya yeni viryonun olusturulmasi igcin RNA (+) sarmalinin
replikasyonunun yapilmasinda ya da sgRNA'larin transkripsiyonu igin kullanilir.
Genomun kalan Ggte birini olugturan diger ORF bdlgelerinden kodlanan
sgRNA'lar yapisal proteinlerden spike-¢ikinti (S), membran (M), envelope-zarf
(E) ve nukleokapsit (N) proteinleri olmak Uzere en az 4 proteine ve yardimci
proteinlere dondsturdlar. S, M ve E proteinleri endoplazmik retikuluma (ER)
girer ve N proteini, nikleoprotein kompleksi Gretmek igin genomik RNA (+)
sarmalina baglanir. NUkleoprotein kompleksi ve yapisal proteinler; viryonlarin
birlestirildigi, olgunlastigi ve kugluk vezikuller seklinde Golgi'den tomurcuklandigi
ER-Golgi ara bdlmesine (ERGIC) taginir. Ardindan bu vezikiller,
ekzositozyoluyla hucre digi bolgeye salindiklari konak hucre zarina giderler.
Salinan virusler, hastaligin ilerlemesine yol agcan yeni bir hicresetini enfekte
ederler (11, 40).

SARS-CoV-2 RNA genomu, 16 adet nsp’yi ve spike(S), zarf (E),
membran (M), ORF 6, ORF 3a, ORF 7a, ORF 7b, ORF 8, nukleokapsit (N) ve
ORF 10’u iceren en az 10 adet yapisal protein kodlamaktadir (41).

2.3. Replikasyon ve Transkripsiyonda Subgenomik RNA (sgRNA),

Lider Dizi Kavramlari ve Koronaviriislerdeki Yeri

SARS-CoV-2 genomu, kalip olarak kullanilarak viral poliproteinlerin
translasyonunda mRNA iglevi yurutur. Bdylece yapisal ve yapisal olmayan
proteinler kodlanir. Once genomik RNA’'dan ppla/pplab sentezi yapilir. Bu
proteinler de nsp’leri kodlayarak replikasyon transkripsiyon kompleksini (RTK)
olusturur. Sonra, i¢ ice gecmis bir dizi sgRNA, RTK tarafindan kesintili (aralikl)
transkripsiyon tarzinda sentezlenir (Sekil 2.4). Transkripsiyonun sonlandiriimasi

ve daha sonra yapisal proteinleri kodlayan RNA’nin eldesi, ORF’ler arasinda
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yer alan transkripsiyon duzenleyici sekanslarda meydana gelir. Bu negatif
iplikgikli sgRNA’lar, pozitif iplik¢ikli sgRNA’larin Gretimi igin kalip iglevi gorar.
Tim vyapisal ve vyardimci proteinler koronavirlslerin  sgRNA’larindan

translasyona ugrar (43).

Viral RNA replikasyonu, konakg! sitoplazmasinda, RNA polimerazin bir
lider sekansina baglandigi ve daha sonra bircok yerde ayrilip yeniden
baglandigi, ortak uglara sahip i¢ ice bir mMRNA molekulleri (SgRNA) kiimesinin

uretilmesine izin veren bir mekanizma ile gergeklesir (44).

1CIcy AATCTGT TAMCGAALTT ACTCATTCLTTIC | I TTTICTY LA [ I I | 1 | 1 I 1
SUTR LIRS £
| |
[1LALYSTYYT! TTTTATYIYINY WY, ( ARSI o s ahARs rpA - A
A\ A A I (1A A At N fada i\
,“..U'Jll‘.._...i.‘-‘f_t‘. ) /L!‘n_’x.‘.‘..)n}l SRR T AW ) VL W G N 0 il 01
COATCTCTTOTAGATCTGTTCTC TARACGAACTTATGTACTCATTCO TTTCAGAATAGACAGATACGTTARTAGT TAATAGCGTACTTCTTTTIC TTGLTTTCGT :
||
\ \ N R TTe o i)
i o0 A Ak A A AL A, AR A A [ NITRAEY L
AV Y A A A T AU L
ARTTARTAGT ATACTT T T T T G T T AT AT T T TARTTAC A TAR CATS T TTAC TR G TTCRATTRTATAMGTAM TR TR AATAT

Sekil 2.4. E gen subgenomik RNA’sinin dizi analizi. Lider dizi (mor),
putatif transkripsiyon dizenleyici diziler (TRS) (gri) ve E geninin 5'-proksimal
kismini kodlayan nukleotitler (sar1 kutu) gosterilmistir. Sekil Wolfel ve ark.’ndan

alinmigtir (45).

Koronavirusler, tim RNA virUs aileleri arasinda en buyuk genomlari (26-
32 kb) tasir. Her viral transkript, 5’ kepli bir yapiya ve 3’ poli(A) kuyruga sahiptir.
Hucre girisi Uzerine, genomik RNA, ORF1a ve ORF1b'den nsp’ler Uretmek
Uzere gevrilir. ORF1a, 11 nsp'ye bdlinen pp1a (440-500 kDa) uretir. ORF1b'nin
devamli translasyonuna izin veren ribozom gergeve kaymasi, ORFla durdurma
kodonunun hemen akisg yukarisinda meydana gelir. Bu da 15 nsp'ye ayrilan
blyUk bir polipeptit (pp1ab, 740-810 kDa) verir. Proteolitik bolinmeye, sirasiyla
papain benzeri bir proteaz bdlgesi ve 3C-benzeri bir proteaz boélgesi barindiran

viral proteazlar nsp3 ve nsp5 aracilik eder (46).

Viral genom ayrica, RNA bagimli RNA polimeraz (RdRP) aktivitesini

barindiran nsp12'nin aracilik ettigi replikasyon ve transkripsiyon igin kalip olarak
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kullanihr. Negatif iplikgikli RNA ara dranleri, pozitif iplikgikli gRNA ve sgRNA
sentezi i¢in kalip olarak hizmet etmek Uzere Uretilir. Viryonlari birlestirmek igin
gRNA vyapisal proteinler tarafindan paketlenir. Daha kisa sgRNA'lar, korunmus
yapisal proteinleri ve birkag yardimci proteini kodlar. SARS-CoV-2'nin mevcut
verilere gore en az alti yardimci proteine (3a, 6, 7a, 7b, 8 ve 10) sahip oldugu
bilinmektedir (GenBank: NC_045512.2). Bu kompakt genomdan hangi aksesuar

genlerin gercgekte ifade edildigi ginimuzde belirsizdir (46).

Her koronaviral RNA, genomun akis asagl (downstream) kismindan
“body” (gbévde) dizisine kaynasmis yaklasik 70 nukleotitlik (nt) ortak 5 “lider"
diziyi icerir. Kabul edilen modele gore, lider-govde fuzyonu, ORF'lerin hemen
bitisiginde yer alan transkripsiyon duzenleyici diziler (TRS'ler) olarak
adlandirilan kisa motiflerde negatif iplik sentezi sirasinda meydana gelir.
TRS'ler, degisken dizilerle ¢evrili, korunmus bir 6-7 nt'lik ¢cekirdek dizisi (CS)
icerir. Negatif iplik sentezi sirasinda, RdRP gdvdedeki bir TRS'yi (TRS-B)
gectiginde duraklar ve kalibi lider dizideki (TRS-L) TRS'ye gegirir, bu da kesintili
transkripsiyona yol acar. Birlestiriimis negatif zincirli ara Grlnlerden, pozitif
zincirli mRNA'lar (sgRNA’lar) kopyalanir (Sekil 2.5) (46).

Replikasyon ve transkripsiyon mekanizmasi diger koronavirlslerde
incelenmistir. Bununla birlikte, genel mekanizmanin SARS-CoV-2 igin de gegerli
olup olmadigi ve SARS-CoV-2 transkriptomunda bilinmeyen herhangi bir
bilesen olup olmadidi belirsizdir. Teshis ve tedavi araglarinin gelistirimesi ve bu
yeni virisin anlagiimasi igcin SARS-CoV-2 genomunun organizasyonunu

tanimlamak kritik 6Gneme sahiptir (46).

Diger pozitif iplikli RNA virUslerinde oldugu gibi, koronaviris genom
replikasyonu, soy viris genomlarinin tretimi igin kalip olarak tam uzunlukta bir

komplementer negatif iplikli RNA’y1 kullanan surekli bir sentez surecidir (47).
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Sekil 2.5. SARS-CoV-2 genom organizasyonunun, kanonik sgRNA'larin
ve virion yapisinin gsematik sunumu: Bir mMRNA olarak da hizmet eden tam
uzunluktaki genomik RNA'dan (29,903 nt) ORF1a ve ORF1b gevrilir. Genomik
RNA'ya ek olarak, dokuz sgRNA Uretilir. KigUk yardimci proteinleri temsil eden
kutularin boyutlari, daha iyi gorsellestirme i¢cin ORF'nin ger¢cek boyutundan
daha buyuk olarak ifade edilmistir. Siyah kutu lider dizisini gostermektedir. Sekil

Kim ve ark.’ndan alinmistir (46).

Replikasyonun aksine koronavirus transkripsiyonu, sgRNA'larin Uretimi
sirasinda surekli olmayan bir adim igerir. Bilinen RNA virusleri arasinda
benzersiz olan bu sureg, Nidovirales takiminin bir 6zelligidir ve nihayetinde virts
genomu ile 5’ ve 3’ ko-terminalli i¢ ice ge¢gmis bir sgRNA seti olusturur. Bu sg-
RNA'larin tumd 5' ucunda, farkli koronavirtslerde 65 ile 98 nt arasinda degisen
uzunlukta ortak bir lider dizi igerir. Bu ortak lider dizi, genomun 5' ucunda
yalnizca bir kez bulunur ki bu sgRNA'larin govde olarak adlandirilan bitigik
olmayan dizilerin, lider ve her mRNA kodlama dizisinin 5’'ucunun fuzyonuyla
sentezlendigi anlamina gelir (Sekil 2.7, Sekil 2.8). Koronaviruslerdeki
transkripsiyon mekanizmasi, dahili (internal) baslatma ve erken sonlandirma
gibi diger pozitif zincirli RNA viruslerindeki transkripsiyon mekanizmalariyla
karsilastirildiginda karmasik goérinmektedir. Aslinda, koronaviris ve arteriviris
sgRNA'larinin aksine, torovirUsler ve ronivirUsler gibi diger Nidovirales Uyelerinin
subgenomik transkriptleri ortak bir 5' lider diziye sahip degildir. Bu durum,
koronaviris sgRNA'larinda lider dizinin varliginin virise herhangi bir segici

avantaj sadlayip sadglamadigi sorusunu gundeme getirmektedir. 5' lider
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sekansin varliginin, SARS-CoV mRNA'larini, kapaklh mRNA'larin nspl ile
indUklenen endonukleolitik yariimasindan korudugu ve enfeksiyon sirasinda
viral mRNA'larin ve proteinlerin etkin bir akimulasyonu igin bir avantaj sagladigi
gOsterilmistir. Ayrica, lider dizinin tamamlayicisi pozitif iplikli RNA sentezinin
baslatiimasina katkida bulunur ve negatif iplikli sgRNA'lari, pozitif iplikli
sgRNA'larin daha fazla amplifikasyonu igin bir kalip haline getirir (47, 48).

Nidovirales takimindaki virUsler, pozitif polariteli gRNA igin kalip gorevi
géren negatif polariteli RNA ara Urlnlerinin ve negatif iplikli RNA'nin sentezi
sirasinda kesintili transkripsiyondan dretilen bir dizi sgRNA'nin transkripsiyonu
yoluyla ¢ogalir. 5' cevrilimeyen bolgede (untranslated region; UTR) lider dizinin
sonunda yer alan TRS'ler ve genomun distal Ugte birlik kismindaki c¢esgitli
genlerin akis yukarisinda (upstream) yer alan 'govde' TRS dizilerindeki kalip
degisimleri sayesinde 5' UTR lider dizisiyle 3' genlerden kdken alan govde dizisi
iceren sgRNA'lar olusmus olur (49-52). Cogu ORF (yani yapisal/aksesuar
ORF'ler) icin SARS-CoV-2 translasyonu ara Urdnleri olarak sgRNA'lar
aracihgiyla gercgeklestiginden, bu sgRNA'larin  kapsamli  bir sekilde
tanimlanmasi viral proteinlerin, replikasyon mekanizmasinin ve patojenite ile
ilgili konak-viral etkilesimlerin arastiriimasi icin bir gereklilik teskil etmektedir.
Genom ve proteinlerin Ugte ikisi ORF1a/b'den c¢evrildiginden, teknik olarak
sgRNA'lar viral proteinlerin azinligini olusturur. (47, 53). Subgenomik RNA'larin
konak hulcre translasyon sureglerini module ettigi gosteriimis ve subgenomik
transkripsiyonun, patogenezde yer alan viral yapisal proteinlerin ve proteinlerin
ekspresyonunda varyasyona izin verebilecegi One surulmustur (47, 54).
Subgenomik RNA'larin viral evrimde rol oynama ihtimali vardir, ¢unki kalip
degistirme, koronaviruslerde gozlemlendigi gibi yuksek oranda rekombinasyona
neden olabilir (Sekil 2.6, Sekil 2.7) (55, 56).
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Sekil 2.6. SARS-CoV-2 genom organizasyonunun ve kanonik
subgenomik RNA'larin sematik gdsterimi: Genom, toplam 16 yapisal olmayan
proteini (nsp1-nspl6) (birincil translasyon) kodlayan iki buyuk gen, ORF1a ve
ORF1b igerir. Yapisal proteinleri kodlayan yapisal genler arasinda sirasiyla
spike (S), envelope (E), membran (M) ve nikleokapsite (N) ek olarak birkag
kiigik yardimci proteini kodlayan genler bulunur (3a, 6, 7a, 7b, 8 ve 10). Sag
altta 10 kanonik subgenomik mRNA gdsterilmistir. Sekil Kim ve ark.’ndan

alinmigtir (46).

< Yeni (+) genomik RNA sentezi icin genom replikasyonu
3

i 1 ) | T ' o () genomik RNA
stf (ORF1a —IIIEE]III]I €+) genomik RNA
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o{C] [ OAFia. ORERH) | ‘ -] mlml-lg‘;')
= BUSRN|  |  | — | —
&SIs —
. "’ .’ Sentezlenen (-) sgRNA
(-) sgRNA

Sekil 2.7. SARS-CoV-2 replikasyonu ve kesintili transkripsiyonun sematik

gosterimi: Tam uzunluktaki (+) genomik RNA, genom replikasyonunu saglayan)
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(-) gRNA'nIn Uretilmesi igin bir sablon olarak hizmet etmenin yani sira, yapisal
ve yardimci proteinleri kodlayan (+) sgRNA'lari sentezleyen (-) sgRNA'lari
uretmek icin bir kalip gorevi gorur. Sentezlenen (-) sgRNA, bir govde
transkripsiyon dizenleyici dizisinden lider TRS'ye bir kalip degisimini (TRS-L,
genomun 5' ucuna vyaklasik 70 nuUkleotit yakinhkta) igerir. Lider-gdvde
fuzyonuna yol acan bu kesintili transkripsiyon iglemi, herhangi bir TRS-B'de
meydana gelebilir ve sonunda karakteristik bir i¢ ice gecmis (+) sgRNA
kimesinin sentezi ile sonuglanir. SARS-CoV-2 sgRNA'lari yapisal olarak
polisistroniktir, ancak iglevsel olarak monosistronik olduklari varsayilir, ¢inku
her sgRNA'da bir sonraki daha kiguk sgRNA'da bulunmayan yalnizca ilk ORF
cevrilir (57, 58). Sol altta ve orta altta tasvir edilen, lider ve vicut dizilerindeki
korunmus TRS motifidir (ACGAAC). Ek olarak, SARS-CoV-2'de, TRS-L ve anti-
TRS-B arasindaki korunmus motifin 6tesinde 7-12 ardisik baz ¢ifti ile kapsamli

baz eslesmesi gozlenmistir (52). Sekil Long S.’den alinmigtir (59).

— CS-B T —

TRS-L TRS-B

Sekil 2.8. Koronavirls transkripsiyonundaki énemli yapilar: Bir TRS,
genlerin her birinden (TRS-B) dnce gelir ve ¢ekirdek dizi (CS-B) ile degisken 5’
ve 3’ yan dizileri igerir. Cekirdek diziyi igeren liderin TRS'si (TRS-L), genomun 5
ucunda (TRS-L alanindaki turuncu kutu) bulunur. TRS-B'nin kopyasi TRS-L ile
hibritlestiginde, negatif iplikli RNA'nin (agik mavi) sentezi sirasinda kesintili
transkripsiyon meydana gelir. Noktali gizgiler, pozitif iplikli ve negatif iplikli RNA
dizileri arasindaki komplementerligi gosterir. Sekil Sola ve ark.’ndan alinmigtir
(47).
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Kim ve ark., tamamlayici DNA nanotop dizilimi (DNB-seq) ve nanopor
dogrudan RNA dizilimi (DRS; direct RNA sequencing) tekniklerini kullanarak
SARS-CoV-2 ile enfekte olmus Vero hucrelerinde birka¢ kanonik sgRNA
tanimladi; bunlar vyapisal proteinler S, E, M, N ve SARS-CoV-2
transkriptomunun ve epitranskriptomunun bir pargasi olarak yardimci proteinler
3a, 6, 7a, 7b, 8 ve 10 idi. Her kanonik baglanti noktasi, akis asagisinda ortak bir
ilk agiklamali genin akis yukarisina benzer, ancak farkli fizyon baglantilarina
sahip bir subgenom grubunu temsil eder (52). Ayrica, kesik fuzyonlarin
(truncated fusions), cerceve kaymasi (frameshift) olan ORF'lerin ve gdvdeden
gbvdeye baglanti noktalarinin (body-to-body fusions) bir sonucu olan, genom
boyunca yaygin bir baglanti modeli yaratan ve viral agik okuma g¢ergevelerinin
manzarasini degistirebilen karmagsik, surekli olmayan transkripsiyon olaylarini
gOsteren ¢ok sayida kanonik olmayan sgRNA da tanimlanmistir (Sekil 2.8, Sekil
2.9) (46, 51, 52, 60, 61, 62). Ek olarak Kim ve ark. ile Nomburg ve ark.,
ORF1a'nin 5' ucuna sahip kanonik olmayan sgRNA'larin, yapisal olmayan viral
proteinlerin miktarini modulle edebilecedi fikrini ortaya atmistir. Bunlar
gelecekteki ¢alismalar igin énemli konular olabilir. Ek olarak, kanonik olmayan
sgRNA'larin olusumunu kontrol eden faktorleri ve mekanizmalari anlamak

onemli veriler sunabilir (46, 62).

Potansiyel ilgi alanlarindan biri, kanonik olmayan sgRNA'lardir (58). Bu
cesitli fuzyon transkriptleri hem DRS hem de DNB-seq'de bulunmus ve
bazilarinin ifadesi qPCR ile dogrulanmistir. Birlestiriimis kanonik olmayan
sgRNA dizi okumalari, say! olarak aksesuar transkriptlerinkine benzer olabilir
(46). Onemli olarak, bu RNA'larin ¢odu kodlama potansiyeline sahiptir ve
artnleri bilinen yardimci proteinlerin veya bilinen viral proteinlerden farkli
proteinlerin kesilmis versiyonlari olabilir. Aslinda, Davidson ve ark., yakin
zamanda, bir kismi kanonik olmayan sgRNA kaynakli olabilen, onceden
bilinmeyen viral proteinlerin  saptandigini  goOsteren tandem  kutle
spektrometrisinden peptit haritalama kaniti saglamigtir (60). Kanonik olmayan
sgRNA'larda gozlemlenen benzersiz rekombinasyon dizilerine dayanarak,

bunlarin ayrica kusurlu RNA'lar (RNA virist ¢ogalma surecinde hataya acgik
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viral replikaz tarafindan Uretilen subviral RNA'lar) olarak islev gorebilecekleri

One surdlmustur (52).
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Sekil 2.9. SARS-CoV-2 sgRNA rekombinasyon alanlari: Ug tip
fuzyon/baglanti bdlgesi tasvir edilmistir (Yesil, turkuaz veya mor parantez
cizgileri, baglantilarin 5' ve 3' konumlarini temsil etmektedir). (A) Kanonik
sgRNA'lara yol acan TRS-L ve TRS-B'ye bagl kesintili transkripsiyon. Her
kanonik baglanti noktasinin, asagi akisinda ortak ancak yukari akisinda farkh
flizyon baglanti bdlgelerine sahip bir alt genom grubunu temsil ettigi dikkat
cekmektedir (52). (B) TRS-L ile gbvdedeki ORF veya UTR'lerin (yani kanonik
olmayan 3' bdlgelerin) ortasindaki beklenmedik 3’ bolgeleri arasindaki TRS-L'ye
baglh kanonik olmayan flizyonlar. (C) Lider diziye hi¢bir benzerlik géstermeyen
diziler arasinda TRS-L'den bagimsiz flizyon, fizyon proksimal alanlar arasinda
gerceklestiginde, esas olarak yapisal ve aksesuar genlerde uzun mesafeli
fuzyonlara ve daha kuguk delesyonlara neden olur. Yuzlerce kanonik olmayan
sgRNA tanimlanmistir ve (B,C)'de sadece birkag temsili fizyon modeli
gosterilmistir (46, 51, 52, 62). Sekil Long S.’ den alinmigtir (59).
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2.4. sgRNA’larin Sentezi ve Subselller Yerlesimi

Betakoronavirlslerde Konak hucrelerde virisin toplam hicresel protein
translasyon miktari, enfeksiyondan sonraki saatler iginde 20.000 kata kadar
yukselirken, viristn pozitif polariteli RNA miktari 200 kata kadar artar, bunlarin
¢ogu sgRNA'dir (63, 64). SARS-CoV-2 ile enfekte olmus hicrelerde hiicre igi
glikoz ve folattaki 6nemli azalma, viral sgRNA replikasyonu talebine yanit
vermek icin konakginin glikoz ve folat metabolizmasini ¢aldigini dasundurdr.
Buna, muhtemelen viral biyosentez i¢cin konakgi nukleotit beslemesini kanalize
etmek icin konak transkripsiyonunu kapatma yeteneginden dolayi, konak mRNA
miktarinda onemli bir azalma eslik eder. SARS-CoV-2'nin yeni enfekte olmus
hucrelerde transkripsiyon sonrasi glikoliz ve tek karbon metabolizmasini
indUkledigini gosteren bir modele gore; serin metabolizmasi 0Ozellikle konakgi
tek karbon metabolizmasinin sitozolik dalinda yer alan serin hidroksi
ltransferaz-1 tarafindan, de novo purin sentezi i¢in karbon birimleri Gretir, bluyuk

sgRNA ve yapisal olmayan protein Uretimi ve viral replikasyon saglar (64).

RNA-FISH ile SARS-CoV-2 ile enfekte hicre kulturlerinin, farelerin, ve
hasta otopsi orneklerindeki viral RNA'nin ¢ogunlukla sitoplazmada bulundugu
gosterilmistir (59). Wu ve ark SARS-CoV-2 sgRNA'larinin mitokondri ve
ntkleolusta yerlesiminin yogun oldugunu goéstermistir (65). Cortese ve ark.
mitokondriyal ATP sentaz alt birimi 5B'de siddetli bir azalma da dahil olmak
Uzere, mitokondriyal morfolojide (6rnegin, sismis krista ve matris yogunlagmasi)

ve enfekte hucrelerde iglevde guglu bir bozulma gézlemlemistir (66-69).

2.5. sgRNA’larin Ekspresyon ve Tespiti

sgRNA'lar erken semptomatik enfeksiyon sirasinda ve bazi durumlarda
semptomlar azaldiktan sonra saptanabilir. Tespit edilebildikleri sire semptom
baslangicindan 2 ile 162 gune kadar c¢esitli faktorlere gore degiskenlik

gosterebilir. Bunlar drnegin kendisi, alindigi yer ve alinma sekli, érnek alinma
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anindaki semptom siddeti, hastanin yagi, immunsUpresyon durumu, altta yatan

kosullari ve uygulanan tedavi gibi faktorlerdir (45, 70-79).

Cesitli calismalarla SARS-CoV-2 ile enfekte olmus hucre hatlarinda tek
tek kanonik sgRNA'larin 6lgimuU igin eksprese edilen RNA'yl spesifik olarak
saptayan yoéntemler kullaniimis ve incelenmistir. Ornegin Kim ve ark., N
sgRNA'nin en sik ekprese edilen kanonik sgRNA turi oldugunu ardindan
sirasiyla S, 7a, 3a, 8, M, E, 6 ve 7b'nin geldigini géstermigtir. Davidson ve ark.
N ORF’den sonra gelen ikinci yaygin sgRNA grubunun M ORF oldugunu
gostermistir kibu c¢alisma da sonuglariyla ve SARS-CoV'deki protein
seviyelerine iliskin daha 6nce yayinlanmis raporlarla buyuk élgiude uyumludur.
Telwatte ve ark., N sgRNA’ en ylksek ekspresyon seviyesini, ardindan M ve 3a,
en dusuk olarak ise E sgRNA’y1 bildirmiglerdir. Genel olarak, sgRNA miktari
muhtemelen sgRNA sentez surecindeki polariteden kaynaklanir, 6rnegin N
sgRNA miktari en fazla olandir ¢inkid onun TRS-B'si, negatif RNA dizisi

elongasyonu esnasinda nadiren atlanir (46, 59, 60, 80-83).

Nomberg ve ark., cesitli hicre kiltiri ve viral izolatlardan elde ettidi
verilere goére kanonik olmayan sgRNA'larin, toplam sgRNA’larin 1/3’Gn0
olusturdugunu gosterdi —ki bu genel olarak diger transktriptom analizleriyle
tutarlidir- ve bu durum enfeksiyon sirasinda zamanla artar. Ayrica kanonik
olmayan sgRNA okuma sayilarinin kanonik sgRNA transkript duzeyleriyle de
karsilastirilabilir oldugu bulgusuyla tutarli oldugu bildiriimektedir (46,62).
Kanonik sgRNA transkripsiyonunun replikasyon igin gerekli oldugu iyi
bilinmesine ragmen, kanonik olmayan sgRNA transkripsiyonunun dnemi henuz
belirlenmemistir. Kanonik olmayan sgRNA'larin gergekten c¢evrilip ¢cevrilmedigini
ve fonksiyonel UrlUnler Uretip Uretmedigini kesin olarak belirlemek ve negatif
polariteli RNA virUslerinde kusurlu genomlarin antiviral direnci, dendritik hiicre
matirasyonu ve interferon dretimi ile iligkili oldugunu g6z Onunde
bulunduruldugunda viral yagsam dongusunu ve konakg¢l bagisiklik tepkilerindeki
potansiyel rollerini incelemek 6nemli olacaktir. Kanonik ve kanonik olmayan

sgRNA’larin replikasyon, virisun hicre igindeki faaliyetleri ve patogenezde
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benzer 6nemde oldugu diistiniilmektedir. Ozgiin kanonik olmayan sgRNA tiirleri

dusuk seviyelerde ifade edilir ancak bu turlerin sayisi fazladir (84-87).

Analitik yonteme bagli olarak, gRNA'ya gore sgRNA miktarinin tespitiyle
ilgili 6nemli farkliklar mevcuttur. Deneysel sistemlerin (6rn. enfekte hucreler,
hasta drnekleri gibi numune tirleri dahil), gPCR (gercek zamanh RT-PCR) veya
dizileme gibi ayni kantitasyon yontemi kullanilsa bile érneklerin nasil toplandig,
hatta ayni kantitasyon yodnteminin, kanonik ve kanonik olmayan sgRNA'larin
yayginhgi ve/veya tespiti Uzerinde ©6nemli bir etkisi vardir. Ornegin
Coronaviridae ailesinin baska bir Uyesi olan transmissible gastroenteritis virus
(TGEV) ile yapilan hucre serilerindedaha onceki Northern blot ve ters
transkripsiyon PCR (RT-PCR) tabanli verilere gore sgRNA'larin toplam miktart,
gRNA'ninkini 6nemli dlglide asabildigi ve tek tek kanonik sgRNA miktari, gRNA
dlzeyine vyaklasabilecedi -bazi durumlarda daha yuksek olabilecegi-
gosterilmistir (50, 88). Buna karsilik, bir RT-ddPCR (droplet digital PCR) sgRNA
yontemi, akut olarak enfekte olmug bir SARS-CoV-2 hastasinda toplam kanonik
sgRNA turlerinin gRNA kopyalarinin ~%55'ini veya toplam viral RNA'nin
yaklagik %36'sini temsil ettigini tahmin etmigtir (82). Woalfel ve ark., real-time-
PCR (gercek zamanli PCR) tabanli yéntem kullanarak hastanede yatan
hastalarin 6érneklerinde sgRNA miktarinin SARS-CoV-2 gRNA'nin sadece
%0,4'0 oldugunu gostermigtir. SARS-CoV-2 ile enfekte olmus hucreler, pozitif
ve negatif polariteli genomik ve subgenomik RNA igerir. Ancak hlcre icermeyen
bir kaltur supernatani veya klinik bir ornek muhtemelen genomik RNA igin
zenginlestiriimistir. Wodlfel ve ark. RNA ekstraksiyonu ©Oncesinde balgam
orneklerini santriflj etmis, Telwatte ve ark. ise nazofaringeal suruntu orneklerini
bilerek pellet haline getirip RT-ddPCR c¢alismiglardir (45, 82). Klinik érneklerin
islenmesindeki bunun gibi farkliliklar, bu son iki ¢alismadaki %0,4'e karsi %55

gibi farkli sonuglari bayuk olgude agiklamaktadir.
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2.6. Klinik ve Arastirmalarda sgRNA’larin Yararlari

Hem hastalarda hem de hayvan modellerinde sgRNA'ya 6zgu qPCR
yontemleri, SARS-CoV-2'nin replikasyonunu olgmek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir (45, 72, 89, 90). Wadlfel ve ark.’nin galismasi, E sgRNA tespiti
ile hastanede yatan hastalarin bogazinda aktif viris replikasyonunu saptayan ilk
raporlar arasindaydi (45). Bu calismanin aktif enfeksiyon tespitiyle ilgili
calismalari ve SARS-CoV-2 tespitiyle ilgili farkh bakis agilari sunmaktadir. E
sgRNA’dan siklikla énemli miktarda fazlaca eksprese edilen N sgRNA da bu
arastirmalarda siklikla kullaniimaktadir. Nukleokapsit bolgesine 6zgu tasarlanan
primerler ¢cogu klinik qRT-PCR testinde kullanilir; sonug¢ olarak, nukleokapsit
sgRNA'nin tespiti, SARS-CoV-2 klinik testlerinin ve halk saghgdi ¢abalarinin
onemli bir yonu olmustur. Bu iki yontem de viral tropizmi ve hasta akcigerleri ile
hava yollarindaki replikasyonun hucresel hedeflerini saptamak ve vaskuiler
endotelyal hlcrelerde dogrudan viral enfeksiyonu géstermek igin kullaniimistir
(77). Ayrica enfekte oldugu dusunulen ancak Ust solunum yolu numuneleri
negatif sonu¢ veren yatan hastalarin digki drneklerinden ve uzamis persistan
SARS-CoV-2RT-PCR sinyalleriyle aktif viral replikasyonu gdstermede
gelistirimeye uygun oldugu da ¢alismalarda gosterilmigtir (79, 91).

SARS-CoV-2'nin bagisiklidi baskilanmis bireylerde kalici enfeksiyonu bir
endise kaynagi olusturur ¢unkd bu tur konakgilar mutasyon birikimi igin
rezervuar gorevi gorebilir ve enfeksiyon sirasinda veya asi tarafindan
indUklenen bagisiklik tepkilerden kagabilen yeni viral suglar olugabilir (74-76).
En azindan bir SARS-CoV-2 varyanti/soyu, 06zellikle yakindan iligkili viral
izolatlarin  yoklugunda, bagisikhgr baskilanmis bir konakta uzun sureli
replikasyondan kaynaklanmig olabilir (92). ilging olarak, tamamlayici dizileme
analizi, artan enfektivite, anti-spike protein 4a8 bloke edici/nétralize edici
monoklonal antikorun baglanmasinin ortadan kaldiriimasi, antikor kagiginin
saglanmasi, spike proteinin ACE-2 reseptorune baglanmasinin afinitesini
arttirilmasi ve Gulney Afrika S.501Y.V2 soyu ile ile iligkilendirilen spike geni

icindeki cesitli  bdlgelerde mutasyonlar goOstermistir  (93-95). Benzer
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mutasyonlarin (N440D, E484A ve E484K gibi) persistan olarak enfekte olmus
diger bagisikligi baskilanmis hastalarda bagimsiz olarak ortaya ¢ikmis olmasi
dikkat cekmektedir(75). Bu bulgular, bagisikhdi baskilanmis pediatrik ve geng
yetigkin populasyon ile bagigikligi baskilanmis hastalarin yonetimi ve bakiminda
genomik surveyansin ve enfeksiyon kontrol oOnlemlerinin uygulanmasinin

gerekliligini vurgulamaktadir (92).

SARS-CoV-2 patogenezi ve bulasma dinamiklerini anlamak ve asilarin
ve terapatiklerin etkinligini degerlendirmek icin birka¢g onemli calisma al yanakl
makaklar, sinomolgus maymunlari ve Afrika yesil maymunlari gibi klinik olarak
ilgili insan olmayan primat (non human primate; NHP) modellerinde yapilmigtir
(96-98). Bir solunum virisu olarak, SARS-CoV-2 bu hayvanlarda birtakim
sorunlara sebep olabilir, guinku, enfeksiyon izlemede ayni anatomik bolgelerden
ornekler kullanildigindan klinik dncesi ¢aligsmalar solunum yollarinda gesitli viral
guglikler yaratir. Bu tur calismalarda, toplam RNA veya viral gRNA hedefine
dayali testler, hem anatomik girise bagh klinik takip zorlugunu asabilir hem de
yeni ¢ogalan virusleri taniyabilir. Bazi onemli NHP asi ¢aligmalarinda (mRNA-
1273, ChAdOx1 nCoV-19 ve Ad26 asilarinin etkinligini test etme) ve NHP
modellerinde dogal bagisiklik ile monoklonal antikorlarin (mAb) koruyucu
etkisini degerlendirmede sgRNA tespiti ile replike olan virls yikinu saptamak
mumkln gosterilmigtir (97). Bu sonuglar, NHP modellerinde asilarin, mAb'lerin
ve antivirallerin profilaktik ve terapodtik etkinligini arastiran c¢alismalarda

sgRNA'nin fayda ve kullanilabilirligini vurgulamaktadir.

Truong ve ark., cgesitli viral ara maddelerin tespiti ile viral kaltur verileri
arasinda genel olarak iyi bir korelasyon bildirdi, bu da sgRNA'nin enfektivite
degerlendiriimesi i¢cin de uygun bir molekuler secenek olabilecedinin altini
cizmistir (76). Hatta Speranza ve ark., dokularda sgRNA'nin, doku kulturinde
virls izolasyonundan daha hassas bir saptama yontemi oldugunu, fakat bu
durumun viral kultir yontemlerindeki oOrnek Kkalitesinin sinirlanmasindan

kaynaklanabilecegini belirtmistir (96).
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Viral ara dranler olan sgRNA’larin yani mRNA’larin klinik tani ve takipte
kullanimina farkli bir bir 6rnek servikal kanserler verilebilir. Human papilloma
virus (HPV) kaynakli serviks kanserinin hastaliga 6zgu molekuler belirtegleri,
prekanseroz lezyonlari saptamak igin yuksek duyarlilik ve yuksek 6zgullugun bir
kombinasyonunu saglar. Bu belirteglerin ¢ogu, HPV ile iligkili karsinogenez
mekanizmasina dayali olarak tanimlanmigtir. HPV enfeksiyonunun onkojenik
potansiyeli, viral E6/E7 onkoproteinlerinin Uretimine baglidir. Bdylece, EG/E7
MRNA transkriptlerinin tespiti, kanser éncesi lezyonlari tespit etmek igin spesifik
bir test imkani saglar. Yalnizca enfeksiyonun varligi ve viral tipi hakkinda bilgi
saglayan DNA testinin aksine E6 ve E7 mRNA'nin tespiti, rahim agzi
kanserinde en sik bulunan HPV gencotiplerini (16, 18, 31, 33 ve 45) tanimlar ve
ayrica, bu virtslerin, dogrudan malign transformasyon ile iligkili olan onkoprotein
E6 ve E7'nin ekspresyonunun gostergesidir (99, 100). Viral mRNA’larin
saptandigi bu kullanim 6rnedi de SARS-CoV-2 izleminde bulastiriciigin bir
gOstergesi olarak hicre kultirt  yontemleri diginda bir yontem olup

olamayacagini dusundurmektedir.

2.7. sgRNA’larin Analiz Yontemleri

Subgenomik RNA'ylr tanimlamak igin her biri farkli avantaj ve
dezavantajlara sahip birkag yontem gdsterilmistir (Tablo 2.1). Ornegin, Northern
blotlama, sgRNA boyutu ve numune butunlugu hakkinda bilgi saglayabilir,
ancak zaman alicidir ve duyarhih@ dusuktir. Ek olarak, tium hibridizasyon
tabanli yaklagimlar gibi, Northern blot ¢apraz hibridizasyondan kaynaklanan
yuksek bir arka plan (backround) sunabilir ve bu, sinyallerin hem arka plani hem
de saturasyonu nedeniylesinirli bir dinamik algilama araligina katkida bulunur.
Ters transkriptaz PCR (RT-PCR), Northern blot'a gore daha hizli ve daha
hassas bir semi-kantitatif alternatiftir. Gergek zamanli PCR daha az zaman
yogunlugu ve teknik destege gereksinimi olan, genis bir dinamik araligi sunan,
tek-kopya sinyal tespit duyarliigina sahip, amplifikasyon sonrasi bir sureg
gerektirmeyen ve gorece yuksek verime sahip bir yontemdir. Bununla birlikte,

genomun farkli bdlgelerine karsi tasarlanan primer ciftlerinden Uretilen PCR
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arunlerinin sgRNA kantifikasyon sonuglarinin dikkatli bir sekilde yorumlanmasi
gerekir. Ek olarak, Northern blot, RT-PCR ve gergcek zamanli PCR, analiz
edilecek RNA molekulleri hakkinda 6énceden bilgi sahibi olmayi gerektirmeleri ve
dolayisiyla kesif potansiyelini sinirlandirmalari sebebiyle ayni 6nemli bir
sinirlamayi paylasmaktadir. Yeni nesil dizileme (Next-generation sequencing ;
NGS) yontemi, bilinen dizi bilgisi gerektirmeyen bir yaklasimdir. Yeni genleri ve
nadir varyantlari tespit etmek icin saptama ve transkriptleri yuksek verimle
kantitatif analiz imkani saglar. NGS prosedurleri, gergek zamanli PCR'den
onemli Olcide daha karmasiktir ve tekrarlanabilirlik, NGS deneylerinin
karmasikhdindan dolayi bir sorun teskil edebilir. NGS'nin énemli bir sinirlamasi,
dislUk kopyali kalplarin (dusuk miktarda sgRNA tdrleri dahil) kantifiye
edilememesidir. NGS'nin rastgele 6rnekleme dogasi nedeniyle, duyarhligini
Onemli Olgude dusuk seviyelerde ifade edilen transkriptlerin, okumalari
saglamak icin gerekli derinlige ulagmayabilecegi “sekanslama derinlig” belirler.
Dusuk kopyali transkriptler icin NGS ile gercek zamanli PCR arasindaki
korelasyonun nispeten zayif oldugu iyi bilinmektedir. Ayrica, NGS/RNA-seq'de
bazi bdlgelerin (GC agisindan zengin bolgeler gibi) islenmesi daha zor olabilir
ve daha sonra bu durum yetersiz kalabilir. Ek olarak, NGS/RNA-seq veri analizi
sirasinda, okuma egsleme algoritmalarindaki normallestirme varsayimlari ve
parametreleri de sonugclari ciddi olarak etkileyebilir. TUm bu durumlar nedeniyle
sikhikla, ilgilenilen molekulleri kesfetmek ve alani daraltmak igin NGS kullanilir
ve daha sonra, Ozellikle kalip kopya sayilari dusuk oldugunda, gen

ekspresyonunu dogrulamak igin qPCR ¢ahsilir (59, 101, 102).

Nazofaringeal surlintuler gibi numune alma prosedurlerinden sinirli hicre
veya sivi verimi ve klinik numunelerde kimyasal veya protein kontaminantlar gibi
potansiyel inhibitorlerin varligi gibi sebeplerden 6turi SARS-CoV-2 nukleik asit
analiziesnasinda PCR amplifikasyonu ve tespitinin son derece hassas ve
guvenilir olmasini gerektirir. Dijital PCR mutlak niceleme yetenegi, inhibitorlere
toleransi, dusuk analit kopya sayilarinda artan Kkesinligi ve yineleyen
calismalardaki tekrarlanabilirligi sebebiyle hem SARS-CoV-2gRNA hem de
sgRNA caligmalarinda onemli avantajlar goéstermistir (82, 103-107). Dijital
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PCR’In ek bir avantaji da dizi uyumsuzluklarina karsi daha dusuk duyarhligidir.
Fakat potansiyel olarak baskin olabilecek ortaya c¢ikan mutasyonlar, PCR
primer ve problarinin bulundugu bolgelerde gerceklesirse, gercek zamanh PCR
tabanh testlerin performansini etkileyebilecedinden 6zellikle dénemlidir (108).
Mesela Penarrubia ve ark., SARS-CoV-2 genomlarinin %34,4'e kadarinin,
yayinlanmis gercek zamanli PCR deneylerinde PCR primer baglanmasini

etkileyebilen mutasyon(lar) i¢cerdigini géstermistir (109).

Hicre dizilerinde ve hasta 6rneklerinde SARS-CoV-2 sgRNA'larin
spektrumunu kapsamli bir sekilde karakterize etmek icin cesitli dizileme
stratejileri (derin dizileme ve dogrudan RNA dizilimi dahil) ¢esitli yontemler
denenmistir (46). Yaygin olarak kullanilan tam genom hedefli dizileme
yontemleri, akis asagi dizilemesi i¢cin cDNA amplikonlari olugsturmak Uzere
primer ciftlerini kullanir. Bu yaklasim, primer konumlari ve amplikon sayilari
Uzerinde kisitlamalar getirir ve primer ciftleri tarafindan kusatilmamis RNA
baglantilarini ¢6zemez. Yakin zamanda tarif edilen bir Tiled-ClickSeq
yaklagsiminda cDNA'nin bir ucu, cDNA sentezini rastgele sonlandiran azido
nukleotidleri tarafindan Uretildiginden, eslestiriimis primerlere olan ihtiyaci
ortadan kaldirmak igin tek bir ters transkripsiyon reaksiyonuna dayali 6zel (tiled)
bir primer kullanmistir (110). Bu yaklagim, sgRNA'lari ve diger varyantlari ayni
anda karakterize etmek i¢in viris genomu boyunca yuzlerce primer kullanir ve
basit olarak tim RNA tlrlerini analiz eden saglam bir platform saglar. Ayrica
Doddapaneni ve ark., gRNA ve sgRNA'larin tek tip hedef kapsamini elde etmek
icin oligonukleotid yakalama zenginlestirmeyi ve ardindan derin kisa okuma
sekanslamayi (deep short-read sequencing) kullanmistir. Bu yontem ile
amplikon tabanh sekanslama yaklagimlarina kiyasla, degrade olmus materyal

iceren klinik 6rneklerle iyi performans aldiklarini ifade etmislerdir (59, 111).
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Tablo 2.1. Avantaj ve dezavantajlariyla sgRNA analiz yontemleri 6zeti (59).

Yontem Avantaj Dezavantaj
Northern -sgRNA 6lcust hakkinda bilgi saglama -Zaman alici
Blot -Ornek butinligi hakkinda bilgi saglama -Dusuk hassasiyet

-Sinirh dinamik algilama arahgi
-Farkh mikroorganizmalarin tespiti igin sinirli

potansiyel
Ters -Northern blota gére daha hizli -Sadece semi-kantitatif
transkripsiyon ve daha duyarli -Farkli mikroorganizmalarin tespiti igin
PCR (RT-PCR) sinirli potansiyel
-Genis dinamik aralik
-Tek kopya tespit hassasiyeti -Kantifikasyon sonuglarinin test tasarim
-Teknik olarak basit( amplifikasyon bolgesine gdre degisebilmesi
sonrasi siireg yoklugu) -Farkh mikroorganizmalarin tespiti igin
Gergek Zamanl -Gorece yiiksek verim sinirli potansiyel
PCR -Zaman kaybi az
-Yoéntem panellerinin ¢esitli lokuslarda
surekli olmayan transkripsiyon oranlarini ayirt edebilmesi
-Kesin kantitasyon yetenegi
-inhibitérlere tolerans
-Dlsuk analit kopya sayilarinda
Dijital PCR artirllmis hassasiyet -Farkli mikroorganizmalarin tespiti igin
-Calismalar arasi tekrarlanabilirlik sinirli potansiyel

-Sekans uyumsuzluklarina azalmis hassasiyet
-Tekli ydntemlere goére sgRNA tespitinde
daha yiksek duyarlilik

-Kamasik prosedur ve is akisi

-Transkript kantifikasyonunda -Tekrarlanabilirlik sorunu
yuksek verim -Dusuk miktardaki sgRNA tespitinde gugliuk
Yeni -Yeni tirleri kesfedebilme imkani -Bazi dizilerin diizensiz gdsterimi
Jenerasyon -Sonuglarin analiz parametrelerine bagli
Sekanslama (NGS) degigkenlik gostermesi

-Amplikon tabanli yaklasimlarin belirli
RNA baglantilarini gdzememesi
-Amplikon tabanl yaklagimlarin degrade
orneklerdeki sinirli performansi

Birden fazla hedefi es zamanli olarak dlgmek i¢in nispeten hizli ve ucuz
bir yontem olan PCR tabanli yontemler, enfeksiyon seyri boyunca goérinen
karmagsik viral transkripsiyon dinamiklerini degsifre etmek icin gereken bakisi
saglar. Birden fazla SARS-CoV-2 sgRNA'yl hedefleyen hassas, dijital PCR
tabanli bir analiz paneli agiklanmistir. Penarrubia ve ark., tek yontem analizinde

yeni genomik varyantlarla iligkili sinyal saptama kaybini azaltmak igin gercek
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zamanlh PCR yontemi kullandi (109). Cesitli PCR yontemleri, ¢esitli lokuslarda
surekli olmayan transkripsiyon oranlarinin Olgllmesini ve ayirt edilmesini
saglayabilir ve ayni numune igindeki farkli sgRNA'larin miktari arasinda ayrim
yapabilir (82, 104). Bu tir sonuglar, enfeksiyon seyri sirasinda SARS-CoV-2
transkripsiyon kinetigine ve duzenleyici mekanizmalara isik tutarak, sgRNA
seviyeleri ile hastalik siddeti ve viral enfeksiyon/sagilim gibi parametreler

arasindaki potansiyel korelasyonu degerlendirmek igin kullanilabilir.

Kisaca, kanonik ve kanonik olmayan transkriptleri agiklayan ¢aligmalarin
sonuglari, deneysel sistemlerden ve orneklerin nasil toplandigi, saklandigi gibi
sureglerden 6nemli odlglide etkilenebilir. Ornegin, Vero gibi enfekte hiicre
kaltarlerinde degerlendirilen viral RNA tdrlerinin, burun yikamalarindakilerden
farkh olmasi muhtemeldir. Benzer sekilde, numune tipi muhtemelen yukarida
aciklanan NHP modellerinde gergeklestirilenler gibi klinik oncesi ¢aligmalar
tzerinde de 6nemli bir etkiye sahip olabilir. Ornek vermek gerekirse sgRNA'lari
Olgerken bir nazal yikama o6rnegi ile akciger dokusu farkli sonuglar
verebilecektir. SARS-CoV-2 transkriptom veya epitranskriptomunun, bir
maymun bdbrek hicre hattinda (Vero) akcigerdeki epitel hicrelerinde hatta
kiltirdeki insan primer hava yolu epitel hicrelerinde farkh olup olmadigdi, Vero
hiicrelerindeki yUksek dizeyde replikasyon ile dogada nadir bulunan/hig
bulunmayan hassas ve guclu dizileme teknikleriyle tespit edilebilecek nadir
diziler meydana getirmesinin mumkun olup olmadigi sorulabilir. Ek olarak, farkh
hesaplama ydntemleri, ayni veri setini kullanarak RNAseq analizinde farkli
sonuglar verme potansiyeline sahiptir. Tum bu durumlardan o6tart, farkl
numune turleri arasinda kanonik olmayan sgRNA uyum verilerini yeniden

incelemek énem arz edebilir (46, 59-63).

2.8. SARS-CoV-2’de Antijen Testinin Yeri

Laboratuvar kapasitesindeki yetersizlikler, cok sayida RT-PCR'yi
zamaninda gerceklestirmeye izin vermeyebilir. Bu durum mevcut halk saghgi

kisitlama stratejilerinin dnemli bir sinirlamasidir. Bu nedenle, antikor testlerinin
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aksine, solunum orneklerinde virasun varligini tespit edebilen antijen tespiti gibi
alternatif testler icin ciddi bir talep vardir. SARS-CoV-2'ye 06zgu antijeni
saptayan testleri pandemi ilanindan kisa slre sonra gelistirimeye baslanmistir
ve ¢ogu artik ticari olarak mevcuttur. Ancak, bu testlerin gergekteki performansi
genel olarak belirsizdir ve bu nedenle validasyonlari yluksek oncelige sahiptir.
Diger secenekler arasinda anitkor saptamaya dayali testler yer alir, ancak erken
enfeksiyonlarda tanisal sinirlamalari nedeniyle bu testler su anda vaka tespiti
icin 6nerilmemektedir. Olasi test formatlari arasinda hizli tani testlerine (rapid
diagnostic tests; RDT) oncelik verilmelidir, ¢linkd bunlar uygun zamanda,

gerceklestirmesi kolay ve bakim hizmetlerinde de islevsel olabilir (111-114).

SARS-CoV-2 icin g¢ok sayida AgT cesitli Ulke pazarlarinda hem
profesyonel hem de kisisel kullanim amagli olarak mevcuttur. Hizli testler,
solunum yolu érneklerinde bulunan SARS-CoV-2 proteinlerine kargi antikorlar
kullanilan immunokromatografik kart test yontemine dayanir. Codu AgT, viral
nukleoproteini hedefler, yalnizca ¢gok az sayida yontem spike protein tespiti ile
cahsir. Endige verici viral varyantlar (Viral variants of concern; VOC) esas
olarak spike proteini kodlayan gendeki mutasyonlar igerir ve SARS-CoV-2
AgT'nin buylk c¢odunlugunu bu durumdan etkilenmez; ancak spike protein
tespitine dayali SARS-CoV-2 antijen testleri, potansiyel yetersizlikler igin dtzenli
araliklarla kontrol edilmelidir. PCR, virls tespiti icin hala altin standart olsa da,
solunum salgilarinin enfektivitesinin enfeksiyonun erken fazinda, dncesinde ve
semptom baslangicindan 0-10 gun sonrasinda mevcut olan yuksek viral yuk ile
iligkili oldugu gosteren kanitlar artmaktadir. AgT, daha karmagik ve zaman alici
PCR sistemlerine ek olarak, akut olarak enfekte olmus ve potansiyel olarak
enfeksiydz bireylerin hizli bir sekilde tanimlanmasina izin vererek virls
yaylhminin kontrol altina alinmasi, hasta bakimi, izolasyon ve temas takibi
konusunda hizli karar alinmasini saglayabilir. Ayrica Ag RDT, diger tani
ihtiyaglarina hizmet etmek igin daha hassas molekiler testlerin sinirh
reaktiflerinin  AgT reaktif sonuclarinin dogrulanmasi gibi uygun amagcla

kullaniimasina imkan saglayabilir (115-117).
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Giderek artan sayida antijen testi, akut COVID-19 teshisi icin acil
kullanim izni (EUA) almistir. Cogu zaman, bu testler burun surtntisu gibi bir Gst
solunum yolu 6érneginde SARS-CoV-2 nukleokapsit proteinini tespit etmek igin
tasarlanmigtir. Bu yontemler 15 dakika gibi kisa bir sirede sonug¢ verecek kadar
hizli ve merkezi laboratuvar testlerinden daha kolay gercgeklestirimesine
ragmen, duyarliliklarina iligkin endigeler genis dlgekli uygulamalari engellemigtir.
En az bir COVID-19 semptomu bildiren hastalar arasinda hizli antijen testleri
%64,2 ila %80,0 arasinda bir duyarllik goéstermistir. Ancak asemptomatik
populasyonda bir COVID-19 antijen testinin (BinaxNOW, Abbott Rapid
Diagnostics, Lake Forest, IL) duyarhliyi Arizona'daki bir arastirmada %35.8
olarak gosterilmistir. Benzer sekilde, Sofia SARS antijen floresan immunolojik
testi (FIA) (Quidel Corporation, San Diego, CA), Wisconsin'deki iki Universite
kampusunde toplum taramasi sirasinda asemptomatik bireyler arasinda
duyarlihdi %41,2 tespit edilmistir (118-120).

Molekuler testten daha dusuk duyarhliklarina ragmen, antijen testlerinin
viral enfektivitenin daha iyi bir gostergesi olabilecegi varsayillmistir. Baska bir
deyigle antijen testleri, enfekte bir kisi virisU baskalarina bulagtirma agisindan
esas riski gosterdigi yeterli yuksek miktarda SARS-CoV-2 sagabildiginde pozitif
sonuglanabilecektir. Bu noktaya kadar birgok ¢alismada artan antijen pozitifligi
ile daha disuk RT-PCR dongu esigi (cycle threshold; Ct) degerleri arasinda bir
iliski oldugunu gosterilmistir. Sofia SARS FIA'nin (fluorescent immunoassay) bir
degerlendirmesi sirasinda, hem antijen hem de gergcek zamanl RT-PCR ile
pozitif olan numuneler ortalama 23,7'lik bir Ct degerine sahipken, buna
kiyaslandiginda yalnizca gergek zamanh RT-PCR ile pozitif olan numunelerin
ortalama Ct degeri 32,3 bulunmustur (120). Bagka bir ¢calismada RT-PCR Ct
degeri <29 olan o6rneklerde antijen testinin (Sofia FIA) duyarlihdinin %96,3
oldugunu gostermistir (121). Bu tur veriler, antijen testlerinin performansinin
nispeten yuksek viral yUklerde arttigini gosterirken, diger veriler, negatif bir
antijien  sonucunun  SARS-CoV-2 bulasicihgini  ekarte etmek igin
kullanilamayacagini gostermektedir. COVID-19 antijen testinin (BinaxXNOW)

degerlendirildigi bir toplum taramasinda, bir antijen testi ile negatif, viral kultlr
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ile pozitif olan 11 numune tanimlamisgtir (119). Benzer sekilde, Pray ve ark.
antijen testi (Sofia FIA) sonucu negatif, ancak gercek zamanli RT-PCR pozitif
olan 18 6rnek arasinda, bu érneklerden ikisinden SARS CoV-2'nin viral kiltirde
uretilebildigini gézlemlemistir (120). Bu bulgular, viral kultdr ile tespit edilebilen
daha yUksek viral yuklerde bile hizli antijen testlerinin hala negatif olabilecegini

dusundirmektedir.

Farkli bir durum da yaygin kullanilan tek bir SARS-CoV-2 proteinini
hedefleyen antijen testlerinin viral mutasyonlar nedeniyle yanhs negatif sonug
vermeye daha duyarli olup olmadigidir. Bourassa ve ark., >200.000 SARS-
CoV-2 kopya/suruntl cubugu olan bir klinik numunenin, bir antijen testi (Sofia 2
SARS FIA) tarafindan defalarca negatif raporlamiglardir. Tam genom dizilimi ile
yapilan ileri arastirmalarda bu numunedeki virisin nukleokapsit geninde, bu
susun antijen testi tarafindan tespit edilmesini etkileyen iki kodlama mutasyonu
icerdigini ortaya c¢ikarmigtir. Antijen testi performansini etkileyen viral
mutasyonlarin insidansi bilinmemekle birlikte, bu drnekte verildigi Uzere negatif
antijen sonuglarinin  yorumlanmasini zorlastirabilecek ek bir sinirlamayi
vurgulamaktadir (118, 122).

2.9. SARS-CoV-2’de Gergek Zamanh RT-PCR’nin (qPCR) Yeri

Amplifikasyon ve analizin es zamanl olarak yapilmasi ve ortamin
amplifikasyon Urlnu ile kontaminasyonuna iliskin yanhs pozitif sonuglari en aza
indirmek igin kapali bir sistem kullaniimasi qPCR testlerinin avantajlarindandir.
COVID-19 semptomlari olan supheli vakalari dogrulamak ve yatan hastalarda
tan1 koymak, dogrulanmis COVID-19 hastalarinin karantinadan ¢ikariimasina
karar vermek, supheli/kesin COVID-19 hastasi ile temas etmis asemptomatik
bireyleri taramak ve diger hastaliklarla ayirici taniya gidebilmek, gPCR test

yapilmasi onerilen durumlardandir (123-124).

SARS-CoV-2'nin genomunda qPCR testlerinde kullanilan yapisal

proteinleri kodlayan genlere ek olarak, ture 6zgu viral replikasyon igin gerekli
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RNA’ya bagli RNA polimeraz (RdRp) ve ORF1a, ORF1b bdlgelerini kapsayan
aksesuar genler de mevcuttur (123). CDC hedef gen bodlgesi olarak gPCR
testinde, viral nukleokapsit proteinin iki gen bolgesini (N1 ve N2) ve RNA
ekstraksiyonu igin internal kontrol olarak insan RNAaz P genini, DSO ise ilk
tarama icin E ve ardindan dogrulama testi icin de RdRp gen bdlgesini hedef
olarak onermektedir. Her ikisinin de analitik duyarlihk ve 6zgullugu yuksektir.
Herhangi birinin kullaniimasinin, klinik tani testlerinde bir avantaj sagladigi
gosterilmemistir. Endemik koronavirtslerle ¢apraz reaksiyonu ve SARS-CoV-2
olasi mutasyonlarindan etkilenmemek igin testlerde en az iki molekiler hedef
Onerilmektedir (7, 123).

Kullanimdaki SARS-CoV-2 gPCR testlerinin tanisal dogrulugu, sanildigi
kadar yuksek olmayabilir. Bir galismada SARS-CoV-2 i¢in qPCR testi negatif,
bilgisayarli tomografisi pozitif olan hastalarda testler tekrarlandiginda hepsinin
kademeli olarak pozitiflestigi bildirilmistir. Ozgulligi >%95 olan gPCR testinin
duyarlihgindan (%70) yuksektir. Bu nedenle pozitif gPCR testi negatiften daha
anlamlidir (125-127). Semptomatik COVID-19 hastasinda, bir tek negatif gPCR
testi, taniyr diglamamalidir. Viral RNA testlerinin dogrulugu, ornegin alindigi
yere (viral yukidn miktarina) ve drnegin kalitesine, hastalidin evresine, virusun
cogalma derecesine veya klirensine gore degisir (Sekil 2.10). Duyarhlik gPCR
icin, BAL da %93, balgamda %72, burunsurintiusinde %63, fibrobronkoskop
firca biyopsisinde %46 ve bogaz suruntisunde %32 olarak rapor edilmistir.
Yapilanbir ¢galismada sekizinci gunden once toplanan solunum yoludrneklerinde
RNA pozitifligi %66,7 iken, 8-14. gunlerde %54 ve 15-39. gunlerde ise %45,5’e
dustugu gosterilmigstir (31, 128).
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Sekil 2.10. SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda viral yuk dagilimi, klinik

seyir ve qPCR testlerinin pozitifligi arasindaki iligki. Lippi ve ark.’ndan alinmigtir
(125).

Gergek zamanlhi gPCR testi ile tanimlanan viral yuk, COVID-19
hastaliginin siddetini veya terapotik cevabi izlemede kullanmak icin tek bagina
yeterli gorulmemektedir. Ancak yuksek viral ylklu goésteren Ct degerleri
bulasicilik goéstergesi olarak kullanilabilir. Tedavi sonucunu izlemede, rektal
surtintiden ardarda iki gPCR testi ile negatif sonu¢ almak yararli olabilir. Rektal
surintd o6rneginde gPCR ile pozitif sonu¢ alindiginda, bu o6rnekten hicre
kulturinde virus uretilmesi hastanin bulagtirici olduguna isaret eder. Ancak ayni
ornekten digskida gPCR pozitifligi ile canl virls izolasyonu arasinda iligki tam

olarak aragtirilmamistir (31, 114).

Klinik 6rnek kalitesinin yetersizligi, 6rnegin ¢ok erken ya da ¢ok geg
donemde alinmasi, uygun olmayan sekilde tasima ve saklama kosullari,
pipetleme ve igleme sirasindaki teknik hatalar, PCR inhibitorlerinin varligi, test
oncesi antiviral kullaniimasi gibi nedenlerden oturd gPCR testlerinde yanlig
negatiflikler gorulebilir (124, 126).
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2.10. SARS-CoV-2’de Diger Saptama Yontemlerinin Yeri

Klinik érneklerden SARS-CoV-2 ye kargi gelisen antikorlari (1gG, IgM ve
IgA) tespit eden serolojik testler, molekuler testlere gore uygulamasi daha
kolaydir. Hastalik belirtileri bagladiktan sonra dogru zamanda yapilirsa, aktif ve
pasif enfeksiyonu goOsterebilen, molekiler testleri destekleyici testler olarak
kullanilabilir. Surveyansta tek tani yontemi olarak qPCR kullaniimasi, gegirilmis

enfeksiyonlari saptayamamaktadir (31, 129, 130).

Bugin COVID-19 igin, ticari olarak hazirlanmis bir¢ok serolojik test
mevcuttur. Bu testlerde serum, plazma (EDTA veya sitratli)), tam kan veya
tikdrtk kullanilabilmektedir. Bu testlerin  FDA ve Acil Kullanim Onayi
(Emergency Use Authorization- EUA) vardir. Bazilar total immunglobulin
saptarken pek ¢ogu iki ayri test halinde IgM ve IgG’yi saptayabilmektedir. En
belirgin IA’lar (immunoassay), SARS-CoV-2 enfeksiyonu icin IgM ve 1gG
saptayabilen otomatize kemiluminesan IA (CLIA), manuel ELISA ve hizli sonug
veren Lateral Flow IA (LFIA)'dir. Bunun yaninda birka¢ damla kan ve basit cihaz
kullanimi ile 20 dakikadan daha kisa bir sirede yapilabilen Lateral flow IA esasl
hasta basi testler (POCT; point of care tests) de bulunmaktadir ve uygulamaya
girmistir. POC testlerinin kalitesi degiskenlik gostermekte, duyarliliklari %73-
100, Ozgullukleri %99-100 arasinda degismektedir. COVID-19 tanisinda
kullanilan ELISA temelli IgM ve IgG saptayan testlerin duyarhligi %77- 83,
dzgulligl >%95'dir. ilk pozitif PCR testinden 2 hafta sonra alinan serum érnegi
ile calisildiginda serolojik testlerin dogrulugu daha da artmaktadir (Sekil 2.10)
(123, 131-133).
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Sekil 2.11. Hastalik surecinde semptomlarin baglangic zamanina goére
SARS-CoV-2 tani testi sonuglarinin degisimi. Sethuraman ve ark.’ndan
alinmigtir (126).

SARS-CoV-2'nin varhgini dogrulamak igin viral kaltir materyalinin gPCR
veya immun boyama yontemi kullanilabili. SARS-CoV-2'nin viral kilturde
tespiti, COVID-19 pandemisi boyunca replike olan virisu tespit etmek igin
referans standart olarak hizmet etmistir. Ancak, bu yontemin yaygin olarak
kullaniimasini engelleyen birkac énemli sinirlama vardir. ilk olarak, viral kiltir
duyarlihdi digsuktir ve solunum yolu enfeksiyonlarinin teshisi igin buylk olgtide
yerini molekuller testler almistir. Bazi SARS-CoV-2 tespiti koér pasaj ile
basariimistir. Bu nedenle viral kiltirden negatif sonug ¢ikmasi replikasyona
yetkin virtisin olmadigi anlamina gelmez. ikincisi, 6zel altyapi ve uygun
uzmanliga sahip personel gereksinimleri nedeniyle birgok klinik laboratuvarda
rutin viral kultdr yaygin degildir. Son olarak, SARS-CoV-2'nin Okaryotik hucre
dizilerinde kdltivasyonu, virisln yayilmasi laboratuvar personeli igin dnemli bir
guvenlik riski olusturdugundan, biyoguvenlik duzey-3 onlemleri gerektirir. Bu
sinirlamalar nedeniyle, COVID-19 hastalarinin bulagici bir viris kaynagi olmaya
devam edip etmedigini belirlemek igin viral kultaran rutin kullanimi mumkdn

degildir. Bu nedenle, replikasyon yetkin SARS-CoV-2'nin varligini veya
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yoklugunu tahmin etmede bir yaklagsim olarak hizmet etme potansiyellerini

belirlemek icin farkli yontemler Gzerinde ¢alisiimistir (118, 134-136).

Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) PCR ilk defa 2000
yihnda kullaniimistir. Uygulama kolayligi sebebiyle c¢esitli viral hastaliklarin
tanisinda artan popiler bir metot haline gelmektedir. insan immiin yetmezlik
virisu (HIV), Japon Ensefalit virisu, Chikungunya virtsu, insan papillomavirusa,
Dengue virusl, Bati Nil virUsu ve Kabakulak virist, SARS virisi ve MERS
virdsunde tanisal olarak yeri vardir. YuUksek duyarlihga sahip olmasi,
konvansiyonel PCR’a gbére daha hizli olmasi ve maliyetinin daha az olmasiyla
dikkat cekmektedir. COVID-19 pandemisinde de oOzellikle gelismekte olan
ulkelerde ve sinirl kaynaklara sahip laboratuvarlarda uygulanabilecek bir
yontem olmasi yonuyle onem tasimaktadir. LAMP PCR metodunda temel
olarak 4-6 primer kullanilarak, izotermal sartlarda PCR reaksiyonu
gercekleglesir. Ayrica i1siya dayanikli bir ters transkriptaz enzimine de ihtiyag
vardir. Ornekler ve reaktifler tek bir reaksiyon tipine konup Isitilarak
gerceklestirilebilen bir yontemdir. LAMP testi yaklasik bir saat icinde
amplifikasyon yapabilir ve 60-65 °C'de geleneksel PCR'dan 100 kat daha fazla
kopya uretebilir. Ayrica hedef dizilerin amplifikasyonu, baglangi¢ miktarina bagl
olarak, reaksiyonun bir yan Urdnd olan magnezyum pirofosfatin beyaz
¢cokelmesinden kaynaklanan bulanikhd@in basit bir gorsel incelemesi ile
degerlendirilebilir. LAMP teknolojisindeki son gelismeler, COVID-19 gibi bir
pandemide buyuk bir hasta populasyonunun hizli tanisina yardimci olacak,
yuksek 6zgullik ve duyarlihga sahip hedef dizilerin tespitinde énemli ilerleme
kaydedildigini gostermektedir. Yine de birtakim kisitlamalari vardir. LAMP
tabanl yontemler tum reaksiyonun ayni sicaklikta gerceklesmesi kolayhgini
saglamasina ragmen primer tasarimlarinin yapilmasi oldukg¢a karmasiktir. Diger
bir kisittama da, 0Ozellikle otomatik bir platforma yukseltildiginde yanlis pozitif
sonuglar Uretebilmesidir. COVID-19 tanisinda RT-LAMP temelli POCT ler
uygulanabilirse modern tani imkanlarina erisimi olmayan buyudk nufuslar igin
uygun bir yontem olacaktir. Bunun yaninda gelismis Ulkelerin hastaligin

yayllmasini kontrol etme mucadelesine katki verebilecektir (137-138).
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Genig kitleleri ¢abuk, etkin ve duyarli bir sekilde taramak icin gelistirilecek
yeni SARS-CoV-2 testlerine olan gereksinim devam etmektedir. Duzenli
aralklarla boélinmus kisa palindromik tekrar kimeleri (CRISPR; Clustered
Regularly Interspaced Palindromic Repeats) sistemi, insan érneklerinde Dang
virisu, insan papilloma virisu ve Zika virUsunin tespiti icin molekuler tani
kitlerinin gelistiriimesinde kullaniimistir. Bununla birlikte, CRISPR-Cas/gRNA
kompleksinin nikleik asitleri hassas bir sekilde tespit etmek igin kullanimi son

yillarda yayginlagsmaktadir (139).

2.12. Subgenomik RNA Tespitinde Farkh Yaklagimlar

Subgenomik RNA’larin farkli yaklasimlarla tespitine yonelik yaklasimlar
da mevcuttur. Daha uzun bir RNA'nin 5'-kesikli versiyonlari olan ancak ayni 3'
ucunu paylasan RNA'lar, hicresel mRNA'larin transkripsiyonunda alternatif
promotodrler tarafindan veya RNA virUslerinin kopyalanmasiyla Uretilebilir. Bu
kesilmis RNA'lar, basit bir iki primerli RT-PCR ile daha uzun RNA'dan ayirt
edilemez ¢unkd primerler hem daha kiguk RNA'dan cDNA'ya baglanabilir hem
de daha uzun RNA’dan cDNA’ya baglanip amplifiye edilebilirler. Bu nedenle,
daha kisa RNA'lari daha uzun RNA'lardan ayirt etmek icin, Northern blot
hibridizasyonu gibi zahmetli yontemler kullanilir. Kanodia ve ark. bu kesilmis
RNA'larin hizli, disik maliyetli ve spesifik tespiti igin, PCR ile daha kiguk
koterminal RNA'nin tespitini (Detection of Smaller Co-terminal RNA; DeSCo-
PCR) tarif etmiglerdir. DeSCo-PCR uzatilamayan bir bloke edici primer (BP)
kullanir; bu primer daha uzun RNA’dan kdken alan cDNA’ya baglanmak igin ileri
primer (FP) ile yarigirken, ileri primer de daha kisa RNA kokenli cDNA’ya
baglanmak igin yarigir. BP, FP ve ters primer (RP) varliginda, her iki RNA'yi da
iceren tek bir reaksiyonda yalnizca daha kisa RNA'dan gelen cDNA amplifiye
edilir. Birgok pozitif iplikli RNA virasU, viral gen ekspresyonu ve patojenitede
anahtar rol oynayan sgRNA olarak adlandirilan, genomik RNA'nin (gRNA) 5'-
kesik formlarini Gretir. DeSCo-PCR'nin, her biri farkh miktarlarda sgRNA Ureten
viral suslarla enfekte olan, bitkilerden alinan kirmizi yonca nekrotik mozaik

virdsunun ve insan hucrelerinden izole edilen Zika virUsunun nispi miktarlarini
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secici olarak tespit etmek igin kolayca optimize edildigini gostermislerdir. Bu
teknigin, diger sgRNA Ureten viruslere ve herhangi bir kesilmis veya alternatif
olarak eklenmis RNA'nin kantitatif tespiti icin kolaylikla uyarlanabilir

olabilecegini belirtmiglerdir (140).

insanlar disinda da koronavirisler ciddi enfeksiyonlar yapabilmektedir ve
sgRNA’larin tespitine yodnelik yenilikgi yaklagimlar burada da c¢aligiimaktadir.
Ornegin kedi enfeksiyéz peritoniti, kedigillerin en oliimcil hastaliklarindan
biridir. Hem etken madde olan kedi koronavirisunin (FCoV) varligi hem de kedi
enfeksiydz peritonitinin tespiti i¢in hizli ve dogru teshis olduk¢a 6nemlidir.
Hornyak ve ark. ¢alismalarinda, FCoV'yi tespit edebilen ve ayni anda viral RNA
miktarini belirleyebilen yeni bir gPCR ydntemi tarif edilmektedir. Yeni yontem, M
SgRNA saptamasini ve FCoV'nin genom kopyalarinin nicelenmesini birlegtirir.
Potansiyel FCoV varyantlarinin en genis spektrumunu tespit etmek ve en dogru
sonuglari elde etmek igin yeni yontem, primer-prob enerji transferi (PriProET)
prensibini uygulamaktadir. Bu teknoloji, PriProET'in hedef bdlgedeki nukleotid
lkamelerini koruyabilecek kadar saglam olmasi nedeniyle secilmistir. Bu
nedenle, bu teknoloji hedef genomik bdlgeler buylk ol¢ekli varyasyonlar
gOsterse bile, virtslerin birgok varyantini ayni anda tespit edebilen kapsamli bir

sistem saglayabilir (141).

Saglikl geng kedilerin digki drnekleri, enfeksiydz peritoniti olan kedilerin
organlari ve I6kositleri de incelemeye tabi tutulmustur. FCoV'un 10 kadar dusuk
genom kopyasini bile tespit edebildiginden, P-sg-QPCR (Real-time Polymerase
Chain Reaction Based on Primer-Probe Energy Transfer) yonteminin duyarlihgi
yuksek bulunmustur. Kantitatif sgRNA saptama yontemi, normal, saghkli
kedilerin diskisinda bulunan enterik FCoV varyantlariyla karsilastirildiginda,
kedi enfeksiyoz peritonit vakalarinin organ materyallerinde M geni sgRNA'sinin
10-50.000 kattan fazla arttigini ortaya ¢ikarmistir. Bu sonuglar, yeni P-sg-QPCR
testinin FCoV'nin daha iyi saptanmasi, miktar tayini i¢in ve kedilerde ciddi

Olimlere neden olan bu Onemli Felidae hastaligi olan kedi enfeksiyoz
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peritonitinin daha iyi teshisi icin guglu ve yeni bir ara¢ olarak uygulanabilirligini
goOstermektedir (141).

Hucre hatlarindan SARS-CoV-2 sgRNA biyogenezi ile ilgili bulgularin,
fizyolojik kosullar altinda enfekte olmus birincil hicrelerde veya hasta doku
orneklerinde yeniden degerlendiriimesi ve biyoinformatik sonuglarin deneylerle
dogrulanmasi gerekir. SARS-CoV-2 sgRNA kodlama bodlgeleri, ribozom ayak
izlerini degerlendirmek ve alt genomlarin hangi bdlumlerinin c¢evrildigini
belirlemek i¢in polisom profili olusturma (6rnegdin kati hal nanoporlariyla) yoluyla
incelenebilir. Ek olarak, nanopore DRS'deki modifiye edilmemis sentetik kalip
ve viral transkriptler arasindaki iyonik akim farkliliklarina dayali olarak kapsamli
SARS-CoV-2 sgRNA modifikasyonlari tanimlanmistir. Bu modifikasyonlarin
kimyasal dogasini, duzenlenmesini ve biyolojik islevlerini incelemek ilgi ¢ekici
olacaktir (46, 118).

Cozulmemis onemli bir sorun, sgRNA'larin kalicihgina izin veren
mekanizma ile ilgilidir (75, 76). gRNA ve sgRNA'nin transkripsiyonu, enfekte
hiicrelerin sitoplazmasinda hilcresel ve viral materyaller iceren DMV'lerde
(double membrane vesicle; ¢ift zarli vezikuller) meydana gelir. gRNA'lar virionlar
halinde paketlenirken, sgRNA'larin dyle olmasi pek olasi géoruinmemektedir (70).
Bu nedenle, sgRNA, muhtemelen gRNA'dan daha hizli bozundudu igin aktif
enfeksiyon tespiti icin uygun bir belirte¢ olarak kabul edilir. Bununla birlikte,
sgRNA'larin en azindan bir boélumuandn, replikasyon durduktan sonra bile
DMV'lerde vel/veya hicre disi veziklllerde enkapsulasyon yoluyla nikleaz
bozunmasindan korunma olasiligi vardir (71). "Kalan" sgRNA'nin toplam
sgRNA sinyaline katkisinin tanimlanmasi, hastalarda uzun sdreli sgRNA
saptamasini gosteren cesitli raporlarin, 6rnegin enfektivite suresi gibi klinik
oneminin yorumlanmasina ve NHP hayvan asisi/kiyaslamasiyla ilgili etkinlik

degerleri Uzerinde onemli olabilecektir (74, 75, 76).

Diger koronaviruslerdeki sgRNA’larin; viral genomun 3' bdlgesinde

kodlanan ¢esitli yapisal ve yardimci proteinlerin Uretilmesindeki kritik rollerine ek
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olarak, sgRNA'larin koronavirtslerin yasam dongusu ve patojenitesindeki roll
gosterilmistir (142, 143). Subgenomik RNA'lar, pozitif zincir sentezinin dnemli
aracilari olarak islev gorebilir. Ek olarak, Nidovirales takiminin Uyelerinde
duzenleyici sekanslar mutasyona ugradiginda devam eden protein sentezini
tespit etme iglevi goren yuksek seviyelerde sgRNA miktar tespit edilmistir
(144). liging bir sekilde, sgRNA'larda tanimlanan AAGAA tipi modifikasyon
kiimeleri, viral sagkalimi destekleyebilir ve immun kagisi kolaylastirabilir (46).
Diger viruslerdeki sgRNA'larin viral replikasyon ve rekombinasyonda rol
oynamasli, SARS-CoV-2'de sgRNA'larin benzer rollerinin arastirilmasini
gerektigini gostermektedir (118). Li ve ark., yakin zamanda TRS motifinde bir
nspl5 (nidoviral RNA uridilat-spesifik endoriboniikleaz) bdélinme (cleavage)
bélgesinin varligini gézlemlemis ve sgRNA/gRNA oranini inceleyerek SARS-
CoV-2 transkripsiyonunu ve replikasyonunu duzenleyen olasi bir negatif geri

besleme mekanizmasina isaret etmigtir (28).

2.11. COVID-19 Erigkin Hasta Yonetiminde Tedavi Acisindan

Siniflama

T.C. Saglik Bakanhdi'nin COVID-19 Erigkin Hasta Tedavi Rehberi'ne
goére erigkin COVID-19 hasta yonetimi ve tedavisi agisindan olmak komplike
olmamis, hafif/orta ve agir seyirli, yogun bakim ihtiyaci olmak tzere WHQO’daki

gibi dort farkh gruba ayriimistir (145).

2.11.1. Komplike Olmamig Hasta

a. Ates, kas/eklem agrilari, 6ksurik ve bogaz agrisi gibi bulgulari olup
solunum sikintisi olmayan (dakika solunum sayisi %93 oda havasinda) ve

b. Akciger filmi ve/veya akciger tomografisi normal olan hastalar

Komplike olmamis hastalik tablosu olarak degerlendirilir.
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2.11.2. Hafif-orta seyirli pnomoni

a. Ates, kas/eklem agrilari, oksuruk ve bogaz agrisi gibi bulgulari olup,
solunum sayisi 90 Uzerinde olan ve

b. Akciger grafisinde veya tomografisinde hafif-orta pnémoni bulgusu
olan hastalar

Hafif seyirli pnémoni (agir pndémoni bulgusu olmayan) olarak

degerlendirilir.

2.11.3. Agir Pnomoni

a. Ates, kas/eklem agrilari, oksurik ve bogaz agrisi gibi belirtileri olup,
takipnesi mevcut (=30/dakika) ve oda havasinda SpO2 diizeyi <%90'In altinda
olan ve

b. Akciger grafisi veya tomografisinde bilateral yaygin pnémoni bulgusu
saptanan hastalar

Agir pnomoni olarak degerlendirilir ve yogun bakim Unitesine yatis

acisindan degerlendiriimek Uzere yogun bakim konsultasyonu istenir.

2.11.4. Yogun Bakim ihtiyaci Agisindan Degerlendiriimesi Gereken

Hastalar

a. Dispne ve solunum distresi olan

b. Solunum sayis1 230/dk

c. PaO2/FiO2 <300 olan

d. izZlemde oksijen ihtiyaci artis gdésteren

e. 5 L/dk oksijen tedavisine ragmen SpO2 <%90 veya PaO2 <70 mmHg
olan

f. Hipotansiyon (sistolik kan basinci <90 mmHg ve olagan SKB dan 40
mmHg dan fazla disus ve ortalama arter basinci <65 mmHg, tasikardi
>100/dk
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g.Akut bobrek hasari, akut karaciger fonksiyon testlerinde bozukluk,
konflzyon, akut kanama diyatezi gibi akut organ disfonksiyonu gelisimi
ve immunsupresyonu olan hastalar

h. Troponin yuksekligi ve aritmi

i. Laktat >2 mmol/L

j. Kapiller geri donus bozuklugu ve cutis marmaratus gibi cilt
bozukluklarinin varlig
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (COMU-BAP) tarafindan TTU- 2021- 3637 nolu proje kodu ile
desteklendi. COVID-19 igin T.C. Saglik Bakanlig’ndan bilimsel arastirma
calismalari basvuru onayi alindi. Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulundan 2011-KAEK-27/2021-E.2100041082 nolu proje ve
04-05 nolu kararinca ¢alisma igin etik kurul onay! alindi. Calismaya klinik tani
amaciyla laboratuara gonderilmis ve SARS-CoV-2 RNA pozitif saptanmis,
laboratuvarda -80 °C’de saklanmig ornekler ile etik kurul onayi alindiktan sonra
numune sahiplerinden aydinlatiimis onamlari alinmig ¢alismaya uygun ornekler

danhil edildi. Caligma 109 klinik numune Gzerinden yurutuldd.

Poliklinik ve kliniklerden solunum yolu oOrneklerinde viral nukleik asit
ampflikasyon testi yapmaya uygun ekuvyon cubugu alinmig ve VNAT Viral
Nukleik Asit Tamponu (Bioeksen, Istanbul, Turkiye) ile nakledilmis ornekler ile

caligmalar yaratulda.
3.1 Arastirmanin Uygulanisi

COVID-19 PCR testi pozitif, 18 yasindan buyuk, gerekli klinik bilgilerinin
hastane sisteminde mevcut ve PCR testi pozitif sonuglari olan ornekler
degerlendirmeye alindi. Onsekiz yasin altindaki hastalar, kontrol amagl
gerceklestirlen E gen COVID-19 PCR c¢alismasinda negatif sonucu olan,
laboratuvara gelip rutinde c¢alisildiginda Ct degeri 35 ve Uzeri olan PCR pozitif
numuneler, klinik verileri duzensiz veya yetersiz olan hasta numuneleri
calismaya alinmadi. Calisma igin 100 vaka 6rnegi hedeflenmis olup, bunlarin
yarisinin Ct degeri <25, diger yarisinin Ct >25 degerine sahip hastalardan
secilmesi planlandi. Calisilacak orneklere ekstraksiyon islemi vyapilarak
orneklerdeki nukleik asitler saflagtiriip ayrildi. Daha sonra Biorad CFX96

gercek zamanli PCR cihazi (CFX96; Bio-Rad, ABD) ile kontrol ve dogrulama
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amaciyla ikinci bir SARS-CoV-2 E gen RNA tespiti ile ayrica E ve N sgRNA
tespiti yapildi. Bunun igin gerekli master mix, reverse, forward diziler ve problar
ile termal doéngll cihazindaki program DSO/Charité Protokolli ve mastermiksin

kilavuzuna uygun olarak optimize edilip kullanildi.

Virls calismalari i¢in uygun bir ekstraksiyon kitiyle (High Pure Viral
Nucleic Acid Isolation Kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) viral gRNA
ve sgRNA’lar ayristirildi. Primer ve prob sentezi icin gerekli oligonukleotit
sentezi HPLC (YUksek performansli sivi kromatografisi; High Performance

Liquid Chromatography) ile saflastiriimis sekilde kullanildi (Microsynth, isvigre).

Gergeklestirilen gPCR testlerinde, forward diziler E ve N gen sgRNA igin
ortak olup lider spesifik primerin oligonukleotid sekansi sgLeadSARSCoV2-F
CGATCTCTTGTAGATCTGTTCTC seklindedir. E gen gRNA ve sgRNA igin
reverse primer sekansi sgE_SARS-CoV2_R 5-
ATATTGCAGCAGTACGCACACA-3’, prob sekansi ise sgE_ SARS-CoV2 P 5'-
FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ-3" seklindedir. N gen
sgRNA tespiti igcin reverse primer sekansi sgN1_SARS-CoV2 R 5'-
TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG-3, prob sekansi ise sgN1_SARS-CoV2_P
5-FAM ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC-BHQ1 seklindedir (Tablo 3.1,
Tablo 3.4)

Ayrica SARS-CoV-2 spesifik antijen tarama testi (Humasis COVID-19

Antijen Testi, Humasis, Guney Kore) kullanildi.

Hasta sonuglari, hastalarin klinikk ve radyolojik ozellikleri de
degerlendirilip T.C. Saglik Bakanhgi Eriskin Hasta Tedavi Rehberinde belirtildigi
uzere komplike olmayan-hafif/orta seyirli pnémonili- agir pnémonili ve yogun
bakim ihtiyaci gerektiren hasta seklinde kategorize edildi, 6zellikle semptom
baslangicindan itibaren kaginci gunde sgRNA pozitif olduklari belirlendi,

boylece hem yatan ve uzamis enfeksiyon belirtileri olan hastalarda, hem de
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ayaktan basvuran hastalarda COVID-19 bulagiciigi agisindan degerlendirme

yapmak amaglandi.

Hastalardan ek bir solunum yolu 6rnegi ve laboratuar tetkiki talep
edilmedi ancak klinik seyir esnasinda poliklinik ve kliniklerden tekrarlanan érnek
olursa sgRNA testleri yeni ornekte de ¢alisildi. Bunun disindaki durumlarda ilk

basvurudaki 6rnekler Gzerinden iglem yapildi.

3.2 izolasyon/Ekstraksiyon:

SARS-CoV-2 PCR pozitif nazo/orofaringeal surintl orneklerinden RNA
ve sgRNA ekstraksiyonu i¢in‘High Pure Viral Nucleic Acid Isolation Kit' (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanildi. Bunun igin kit kilavuzunda

belirtildigi gibi agsagidaki algoritma izlendi:

1- Nukleik asitlerin izolasyonu igin, elisyon tamponu +70°C'ye 6nceden
Isitildi.

2- Nukleaz icermeyen 1,5 ml’lik mikrosantrifdj tupine, 200 pl solunum
yolu sivi érnegdi, 200 pl taze hazirlanmis ¢alisma solisyonu, 50 pl Proteinaz K
solusyonu eklenip hemen karigtirildi. Ardindan +72°C de 10 dakika inkube
edildi.

3- 100 pl baglama tamponu eklenip iyice karistirildi.

4- Ornek uygun filtre thplne transfer edilip toplama tiipline yerlestirilerek
8,000 x g de 1 dakika santrifij edildi.

5- Santrifij sonrasi filtre tlpu, toplama tiplinden cgikarilarak koleksiyon
tupundeki sivi uzaklastirildi. Ardindan filtre tUpu yeni bir toplama tupuyle
birlestirildi.

6- Filtre tipune 500 pl inhibitér ¢cikarma tamponu eklenerek 8,000 x g de
1 dakika santrifuj edildi.

7- Besinci basamak tekrarlandi.

8- Inhibitérlerin gikarilmasi igin filtre tlipline 450 ul yikama tamponu
eklenip 8,000 x g de 1 dakika santriflj edilip sivi uzaklastirildi.
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9- Besinci basamak tekrarlandi. Filtre tUpune 450 pl yikama tamponu
eklenip 8,000 x gde 1 dakika santriflj edilip sivi uzaklastirildi. Ardindan yilkama
tamponu kalintilarini ¢ikarmak igin 10 saniyelik maksimum hizda (yaklagik
13,000 x g de) santrifuj yapildi.

10- Toplama tapl ¢ikarildi ve filtre tipu nukleaz icermeyen 1.5 mllik
mikrosantriflj tiptne yerlestirildi.

11- Viral nukleik asitleri ayristirmak amaciyla 50 pl elisyon tamponu filtre
tpune eklenip 8,000 x g de 1 dakika santriflj edildi.

12- Son olarak mikrosantriflj tlipunde bulunan pdurifiye edilmis viral
nukleik asitler RT-PCR’de kullaniimak tzere -80 °C’de saklamaya alindi.

3.3 Mastermiks:

Viral genomik RNA ve sgRNA’larin tespit edilebilmesi i¢in ‘Xpert One-
Step Fast Probe’ (Grisp, Porto, Portekiz) kullanildi.

Xpert One-Step Fast Probe RTaz karisimi ve Fast gPCR Mastermiks
(Probe) icermektedir. RTase karisimi, genetik olarak modifiye edilmis,
termostabil bir MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) ters transkriptaz ve
RNA bozulmasini engellemek icin gelismis bir RNaz inhibitort icerir. Cihazimiz

Bio-Rad CFX96 ROX boyasi gerektirmedigi icin mastermikse ROX eklenmedi.

Eksi 80°C’de saklanan drneklere, kontrol amaciyla tekrar SARS-CoV-2
genomik PCR islemi gercgeklestirildi. Bu esnada es zamanli olarak antijen testi
de uygulandi. SARS-CoV-2 E gen PCR islemi igin kullanilan, primer ve prob
dizileri asagidaki gibidir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. SARS-CoV-2 E gen PCR iglemi i¢in kullanilan protokol, primer

ve prob dizileri.

Hedef Oligonukleotit
(WHO/Charité)

Sekans (5’-3’) / Konsantrasyon/ Final Konsantrasyon

E_Sarbeco F
(forward primer)

E E_Sarbeco R
(genom) (reverse primer)

E_Sarbeco P1
(probe)

ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT /10uM /400nM

ATATTGCAGCAGTACGCACACA / 10uM /400nM

FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BHQ1
/10pM /200nM

DSO/Charité Protokolii esas alinarak gergeklestirilen SARS-CoV-2 E gen
PCR miks ve dongu bilgileri asagidadir (Tablo 3.2, Tablo 3.3)

Tablo 3.2. SARS-CoV-2 E gen PCR iglemi i¢in her bir gPCR reaksiyonu

bilesen bilgisi.

icerik Hacim
Fast gPCR Mastermix (Probe) 10 i
Charité Primer F(E i¢in ) 1.6 pl
Charité Primer R( E igin ) 1.6 pl
Charité Probu (E igin ) 0.8 ul
RTaz karigimi 1l
Kalip RNA 5yl

Tablo 3.3. SARS-CoV-2 E gen, E ve N sgRNA i¢cin gPCR ddngu bilgisi.

N° doénguleri Sicaklik Sire

1x (cDNA sentezi) 45°C 20 dakika

1x (Hot-start) 95°C 3 dakika

40x (gPCR) 95°C 5 saniye
58°C 30 saniye
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SARS-CoV-2 genomik PCR pozitif bulunan o6rnekler SARS-CoV-2
sgRNA PCR calismasina alindi. Bunun icin benzer ¢alismalarda uygulanan
protokoller esas alindi (45, 91). SARS-CoV-2 sgRNA PCR igin kullanilan
protokol, primer ve prob dizileri Tablo 3.4’teki gibidir.

Tablo 3.4. SARS-CoV-2 sgRNA PCR igin kullanilan primer ve prob

dizileri.
Hedef OligonUkleotit Sekans (5’-3’) / Konsantrasyon/ Final Konsantrasyon
E E_Sarbeco R ATATTGCAGCAGTACGCACACA /10uM /400nM

MRNA (reverse primer)

E_Sarbeco P1 FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BHQ1 /10uM /200nM
(probe)

2019-nCoV-N1 TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG /10uM /400nM
(reverse primer)
N mRNA

2019-nCoV-N1 FAM-ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC-BHQ1 /10uM /200nM
(probe)

E ve N sgLeadSARSCoV2 CGATCTCTTGTAGATCTGTTCTC /10uM /400nM
mRNA  (forward primer)

Ortak
lider dizi

Goruldugu Uzere, drnegin SARS-CoV-2 E geninin reverse dizisi ve probu
sgRNA’si ile aynidir. Saptamada kullanilan  fark lider diziden

kaynaklanmaktadir. Lider dizi de ayni sekilde genom Uzerinde mevcuttur. Yani
bu primerler genomik ve subgenomik RNA’'ya baglanabilir. Ancak, SARS-CoV-
2'nin RNA'ya bagimh RNA polimerazinin sirekli olmayan transkripsiyonu

nedeniyle, sgRNA ara Urlnleri Uretilirken sgRNA'larinda lider dizi ile i¢ primer
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arasindaki mesafe, karsilik gelen gRNA dizininden (26337 baz cifti 44
konumunda sgLeadSARSCoV2-F &' u¢ vyeri ve 26381 konumunda
E_Sarbeco R 5' u¢ yeri) daha kisadir (171 bg). 26381 baz ciftlik Grin bir
PCR'de elde edilemez (79).

Tablo 3.5. SARS-CoV-2 E ve N sgRNA icin her bir g°PCR reaksiyonu

bilesen bilgisi.

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
Fast gPCR Mastermix (10uM) 1X
(Probe)

Forward Primer (10uM) | 0.8 pl 400nM
Reverse Primer (10uM) | 0.8 pl 400nM
Prob (10uM) 0.4 pl 200nM
RTaz karisimi 0.2 ul

Kalip RNA 5ul

PCR-grade su (RNaz 2.8 pl

icermeyen)

Primer ve problarin Urin raporunda yazan miktarlarda DNaz/RNaz free
water ile sulandirilarak 100 mikromolarlik stoklari hazirlandi. Bu stoklardan 10
mikrolitre alinip 90 mikrolitre DNaz/RNaz free water eklenip vortekslenerek 10

mikromolarlik konsantrasyonda ¢aligsma solusyonlari hazirlandi.
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PCR veri analizlerinin incelendigi, E gen, E sgRNA ve N sgRNA ¢alisma
ornekleri Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te gosterilmigtir.

Amplification

12 Lo T

[+-]
I
T

RFU (10*3)
(=]
:

Cycles

Sekil 3.1. SARS-CoV-2 E gen PCR c¢aligmasi analiz ornegi

Amplification
4000 Lo " ......................... '/,,'
3000, oo SRR RS AR 1L
2 : : ; /
2000 o vvveeeene A
1000 oo S D S SR,
0_-_..E : :
e
0 10 20
Cycles

Sekil 3.2. SARS-CoV-2 E sgRNA PCR c¢alismasi analiz 6rnegi

53



Amplification

RFU

0 10 20 30 40

Sekil 3.3. SARS-CoV-2 N sgRNA PCR calismasi analiz érnegi

3.4. Antijen Testi

SARS-CoV-2 PCR pozitif nhumunelere sgRNA PCR tespiti ile birlikte
COVID-19 antijen testi (AgT) yapildi. Bunun igin Humasis COVID-19 Antijen
Testi (Humasis, Guney Kore) kullanildi. Humasis COVID-19 Ag Testi,
immunokromatografik yonteme dayali tek agsamali in vitro tani testidir. SUpheli
hastalarin nazofaringeal surintli érneginde SARS-CoV-2 antijenlerinin kalitatif

tespiti icin tasarlanmistir.

Kasetin icindeki nitroseluloz membran seridi, bir test hatti ve bir kontrol
hatti icerir. Test hatti, SARS-CoV-2antijenlerinin saptanmasi i¢in SARS-CoV-2
nukleokapsitine kars! anti-fare monoklonal antikoru ve spike proteininin reseptor
baglanma bodlgesi (receptor binding domain; RBD) ile kaplanmistir ve kontrol

hatti, kegi anti-fare IgG'si ile kaplanmistir.
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3.4.1. Prosediir ve Metod

1) Test kasedini iceren aluminyum poseti, ornek igeren tup ve filtre
kapagini hazirlandi.

2) Test kasedi aluminyum posetten cikarip bir yuzeye yerlestirildi.

3) Eksi 80°C’de saklanan ornek igeren tupler, dondurucudan cikarilarak
oda isisina gelmesi beklendi.

3) Sizdirmaz kapagl agmadan once ornek igceren tlp birkag kez sallandi
ve spin santriflj yapildi. EkGvyonun ucu test tupune yerlestirilerek ve yeterli
ornek ekstraksiyonu yapmak igin 10 kez gevirildi.

4) Cevirmeden sonra, ¢ikarilan siviyl sikmak i¢in ekivyon ucu test
tupunun duvarina bastirarak swabi ¢ikarildi.

5) Filtre kapagi test tipune takildi ve 6 damla 6rnek ekstraktini (190-
200uL) cihazin numune kuyucuguna dagitildi.

6) Ornegi uyguladiktan 15 dakika sonra sonuglar okundu. 15 dakikadan
sonra sonu¢ okumasi yapilimadi.

3.4.2 Sonuglarin yorumlanmasi:
COVID-19 Negatif: Kontrol ¢izgisinde (C) renkli ¢izgi gorullip test
cizgisinde (T) renkli ¢izgi gorunmuyorsa SARS-CoV-2 antijeni i¢in sonug

negatiftir (Sekil 3.4).

COVID-19 Pozitif: Hem kontrol gizgisinde (C) hem de test gizgisinde (T)
renkli ¢izgi gérunuyorsa SARS-CoV-2 antijeni igin sonug pozitiftir (Sekil 3.4).

-0

Sekil 3.4. Solda negatif, sagda pozitif COVID-19 antijen testi sonucu

by 61-Q000

i |
O ==
by 61-ON00
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Sonug; yalnizca her iki sonug¢ penceresinde de kontrol gizgisinde (C)
renkli ¢izgi gorundugunde gegerli kabul edildi. Kontrol hattindan herhangi biri
(C) her iki pencerede de yok ise test gegersiz kabul edildi (Sekil 3.5).

by 61-0M00
U

@ = § @ =

-0 -0

Sekil 3.5. Gegersiz COVID-19 antijen testi sonucu

Sekil 3.6'te galisma kapsamindaki 10 hasta 6rneginin degerlendiriimesi

gOsterilmistir.

Sekil 3.6. Calismaya alinan 10 hasta 06rneginin antijen testi

degerlendirmesi
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3.5. istatistiksel Analiz

Calismamizin verileri Excel programina girilmis ve buradan SPSS 20.0
istatistik programina aktarilarak veri kontroli ve analizi bu programda
yapilmistir. Tanimlayici verilerin gosterilmesinde ortalama, standart sapma,
ortanca, minimum, maksimum degerler ve yiizdelikler kullanilmistir. istatistiksel
degerlendirmede Ki-Kare testi kullanildi. Dort gozlu tablolarda beklenen degerin
5’in altinda oldugu durumlarda Fisher’in Kesin Duzeltmesi (Fisher's Exact Test)

kullaniimistir. Istatistiksel anlamlilikta p<0,05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza Subat 2021 tarihinden itibaren laboratuvarimizda SARS-
CoV-2 PCR calisilip pozitif gikan 99 hastadan alinan 109 solunum yolu 6rnegi
dahil edildi. Bes hastanin iki farkli zamanda alinan numunesi calisildi. Eksi 80
°C’de saklanan ornekler saklamadan ¢ikarilinca kontrol amach tekrar E gRNA
calisildi ve pozitifliklikleri dogrulandi. Ardindan 109 hasta 6rneginin, E ve N
sgRNA'sI ve antijen testi ¢alisildi.

Calisma kapsamindaki hastalar 18-88 (Medyan=43) yas araliginda ve
yas ortalamasi 45,41 + 16,29 (ortalama = SS) olup numunelerin 53’0 erkek,
56’sI kadin hastadan alinmistir. 109 numunenin 79’'u komplike olmamis, 15’i
hafif pnédmonili, Ggu agir pnémonili, Ugl yogun bakim ihtiyaci olan, dokuzu da
asemptomatik hastadan alinmigtir. 109 numunenin yedisi COVID-19 servisi, biri
yogun bakim servisi, 101’i polikliniklerden gonderilmistir. Semptomlarin varligi
acisindan 0. gun (semptomlarin basladigi ilk gun) - 14. gun araliginda dagiimig

hasta ornekleri mevcuttu.

SARS-COV-2 PCR pozitif 109 numunenin 83’Unde (%76,14) antijen testi
pozitif, 88’inde (%80,73) E gen sgRNA’si pozitif, 96'sinda (%88,07) N gen
SgRNA’sI pozitif, 97’sinde (%89) en az bir sgRNA bulunmustur (Tablo 4.1).
Toplam 109 numunenin 12’sinde hem E hem N sgRNA negatif, dokuzunda

sadece E sgRNA negatif, birinde sadece N sgRNA negatifligi saptanmistir.
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Tablo 4.1. SARS-CoV-2 PCR pozitif érneklerde arastirilan yontemlerin

pozitiflik sayl ve yuzdeleri (n=109)

YONTEM POZITIF SAYISI YUZDE
Antijen testi 83 %76,14
N sgRNA 96 %88,07
E sgRNA 88 %80,73

E sgRNA pozitif orneklerin  %98,9’unda, negatif O&rneklerin ise

%42,9'unda N sgRNA pozitif bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,0001) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. SARS-CoV-2 E ve N sgRNA pozitifliginin birbiriyle iligkisini

goOsteren 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 (%2100,0)
p* 0,0001

p*: Ki-Kare testi (Fisher’s Exact Test)
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E sgRNA pozitif orneklerin %80,7’sinde, negatif olanlarin %57,1’inde
antijen testi pozitif olarak bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,023). N sgRNA ve an az bir sgRNA poztifligi ile antijen testinin pozitif olma
durumu arasinda istatistiksel olarak anlamh fark saptanmamistir (p=0,295;
p=0,475) (Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5).

Tablo 4.3. SARS-CoV-2 antijen testi ve E sgRNA pozitifligini gdsteren

sayisal degerler

Antijen Testi
E sgRNA varhigi Pozitif Negatif TOPLAM
Var 71 (%80,7) 17 (%19,3) 88 (%100,0)
Yok 12 (%57,1) 9 (%42,9) 21 (%100,0)
TOPLAM 83 (%76,1) 26 (%23,9) 109 (%100,0)
p* 0,023

p*: Ki-Kare testi
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Tablo 4.4. SARS-CoV-2 antijen testi ve N sgRNA pozitifligini gosteren

sayisal degerler

Antijen Testi

N sgRNA varligi Pozitif Negatif TOPLAM
Var 75 (%78,1) 21 (21,9) 96 (%100,0)
Yok 8 (%61,5) 5 (%38,5) 13 (%100,0)
TOPLAM 83 (%76,1) 26 (%23,9) 109 (%100,0)
p* 0,295

p*: Ki-Kare testi (Fisher’s Exact Test)

Tablo 4.5. SARS-CoV-2 antijen testi ve en az bir sgRNA pozitifligini

gOsteren sayisal degerler

Antijen Testi

sgRNA varhgi (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)

E gRNA Ct degeri <25 ve >25 igin en az bir sgRNA pozitifligi ile antijen

testi pozitifligi ile arasinda anlamh bir fark bulunmamistir (p=1,0; p=0,112)

(Tablo 4.6, Tablo 4.7).

61




Tablo 4.6. E gRNA Ct degeri <25 igin SARS-CoV-2 antijen testi ve en az

bir sgRNA pozitifligini gosteren sayisal degerler

Antijen Testi

SgRNA varligi (E Pozitif Negatif TOPLAM
veya N)
Var 48 (%98,0) 1 (%2,0) 49 (%100,0)
Yok 5 (%100,0) 0 (%0,0) 5 (%100,0)
TOPLAM 53 (%98,1) 1 (%1,9) 54 (%100,0)
p* 1,0

p*: Ki-Kare Testi (Fisher's Exact Test)

Tablo 4.7. E gRNA Ct degeri >25 icin SARS-CoV-2 antijen testi ve en az

bir sgRNA pozitifligini gosteren sayisal degerler

Antijen Testi

sgRNA varhgi (E

Pozitif Negatif TOPLAM
veya N)
Var 24 (%50,0) 24 (%50,0) 48 (%100,0)
Yok 6 (%85,7) 1(%14,3) 7 (%100,0)
TOPLAM 30 (%54,5) 25 (%45,5) 55 (%100,0)
p* 0,112

p*. Ki-Kare testi (Fisher's Exact Test)
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E gRNA Ct degeri <25 ve >25 i¢cin E sgRNA ile antijen testi pozitifligi
arasinda anlamli fark bulunmamistir (p=1,0; p=0,303) (Tablo 4.8, Tablo 4.9).

E gRNA Ct degeri <25 ve >25 igin N sgRNA ile antijen testi pozitifligi
arasinda anlaml fark bulunmamistir (p=1,0; p=0,484) (Tablo 4.10, Tablo 4.11).

Tablo 4.8. E gRNA Ct degeri <25 icin SARS-CoV-2 antijen testi ve E

sgRNA pozitifligini gosteren sayisal degerler

Antijen Testi
E sgRNA varhgi Pozitif Negatif TOPLAM
Var 48 (%98,0) 1 (%2,0) 49 (%100,0)
Yok 5 (%100,0) 0 (%0,0) 5 (%100,0)
TOPLAM 53 (%98,1) 1 (%1,9) 54 (%100,0)
p* 1,0

p*: Ki-Kare Testi ( Fisher's Exact Test)

Tablo 4.9. E gRNA Ct degeri >25 igin SARS-CoV-2 antijen testi ve E

sgRNA pozitifligini gsteren sayisal degerler

Antijen Testi
E sgRNA varligi Pozitif Negatif TOPLAM
Var 23 (%59,0) 16 (%41,0) 49 (%100,0)
Yok 7 (%43,8) 9 (%56,3) 5 (%100,0)
TOPLAM 30 (%54,5) 25 (%45,5) 55 (%100,0)
p* 0,303

p*: Ki-Kare Testi

63



Tablo 4.10. E gRNA Ct degeri <25 igin SARS-CoV-2 antijen testi ve N

sgRNA pozitifligini gosteren sayisal degerler

Antijen Testi
N sgRNA varligi Pozitif Negatif TOPLAM
Var 49 (%98,0) 1 (%2,0) 50 (%100,0)
Yok 4 (%2100,0) 0 (%0,0) 4 (%2100,0)
TOPLAM 53 (%98,1) 1 (%1,9) 54 (%100,0)
p* 1,0

p*: Ki-Kare Testi ( Fisher's Exact Test)

Tablo 4.11. E gRNA Ct degeri >25 igin SARS-CoV-2 antijen testi ve N

SgRNA pozitifligini gosteren sayisal degerler

Antijen Testi
N sgRNA varligi Pozitif Negatif TOPLAM
Var 26 (%57,8) 19 (%42,2) 45 (%100,0)
Yok 4 (%40,0) 6 (%60,0) 10 (%100,0)
TOPLAM 30 (%54,5) 25 (%45,5) 55 (%100,0)
p* 0,484

p*: Ki-Kare Testi (Fisher's Exact Test)

Asemptomatik dokuz hastanin besinde her iki sSgRNA da pozitif, bu bes
hastanin sadece birinde antijen testi pozitif bulunmustur. Bu dokuz hastanin
sadece ikisinde antijen testi pozitif, uginde de her U¢ test de negatif

bulunmustur.

Semptomatik 100 hasta orneginin 81’inde antijen testi, 83'Unde E

sgRNA, 971’inde N sgRNA pozitif olup en az bir sgRNA’'nin pozitif oldugu 92
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numune tespit edilmistir. Semptomatik hasta orneklerinin ortalama semptom
suresi 2,99 + 2,83 gunddar.

Komplike olmamig 79 hasta numunesinden 67’sinde (%84,81) antijen
testi, 69'unda (%87,34) E sgRNA, 74’Unde (%93,67) N sgRNA, 75’inde
(%94,94) en az bir sgRNA pozitif bulunmustur.

Agir pnémonili U¢ hastanin antijen testi pozitif, ikisinde N sgRNA pozitif,

birinde E sgRNA pozitif tespit edilmigtir.

Hafif pndmonili 15 hasta numunesinin yedisinde (%46,67) sgRNA'lar ve
antijen testi pozitif, 11’'inde (%73,34) en az bir sgRNA pozitif, dérdinde
sgRNA’lar negatifken antijen testleri pozitif, birinde sadece N sgRNA pozitif,

ucunde sgRNA’lar pozitifken antijen testleri negatif bulunmustur.

Yogun bakim ihtiyaci olan U¢ hastadan ikisinin ornegi COVID-19
servisinde takipteyken alinmis olup, kliniklerinin bozulmasi ve ek hastaliklari
nedeniyle yodun bakima vyatisi beklenmekteydi. Uglincii 6érnek ise agir
pnémonili olarak siniflandirilan hastanin ikinci 6rnegiydi. Bu U¢ numunenin
ikisinde sgRNA’lar ve antijen testi pozitif, birinde sadece N sgRNA pozitif tespit

edilmistir.

E gRNA Ct degeri <25 ve >25, <29 ve >29, <30 ve 230 arasinda antijen
testi pozitifliginde bulunan fark istatistik olarak anlamh bulunmustur (p=0,0001)
(Tablo 4.12, Tablo 4.13, Tablo 4.14)
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Tablo 4.12. E gRNA Ct degeri <25 ve >25 arasinda antijen testi

pozitifligiyle iliskisini gosteren sayisal degerler

Antijen Testi

Ct degeri Pozitif Negatif TOPLAM
<25 53 (%98,1) 1 (%1,9) 54 (%100,0)
>25 30 (%54,5) 25 (%45,5) 55 (%100,0)

TOPLAM 83 (%76,1) 26 (%23,9) 109 (%100,0)

p* 0,0001

p*: Ki-Kare Testi

Tablo 4.13. E gRNA Ct degeri <29 ve >29 arasinda antijen testi

pozitifliiyle iligkisini gosteren sayisal degerler

Antijen Testi

Ct degeri Pozitif Negatif TOPLAM
<29 62 (%88,6) 8 (%11,4) 70 (%100,0)
>29 21 (%53,8) 18 (%46,2) 39(%100,0)

TOPLAM 83 (%76,1) 25 (%23,9) 109 (%100,0)

p* 0,0001

p*: Ki-Kare Testi
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Tablo 4.14. E gRNA Ct degeri <30 ve 230 arasinda antijen testi

pozitifligiyle iliskisini gosteren sayisal degerler

Antijen Testi
Ct degeri Pozitif Negatif TOPLAM
<30 65 (%86,7) 10 (%13,3) 75 (%100,0)
>30 18 (%52,9) 16 (%47,1) 34 (%100,0)
TOPLAM 83 (%76,1) 26 (%23,9) 109 (%100,0)
p* 0,0001

p*: Ki-Kare Testi

Antijen testi pozitif 83 o6rnegin 53’Unde (%63,85) Ct <25, 12’sinde
(%14,46) Ct 25-30, 18’inde (%21,69) Ct 230 bulunmustur. Antijen testi pozitifligi
Ct <29 igin %88,57 (62/70), Ct 229 icin %53,85 (21/39) bulunmustur. SARS-
CoV-2 E gRNA pozitif Ct degeri <25 igin antijen testi pozitifligi orani %98,15
(53/54), Ct 25-30 igin %57,14 (12/21), Ct =230 igin %52,94 (18/34) bulunmustur.

SARS-CoV-2 E gen PCR pozitif 109 6rnegin 54’unde (%49,54) Ct <25
olup, bunlarin 53’Unde (%98,15) antijen testi pozitif, 75’inde Ct <30 olup 65’inde
(%86,67) antijen testi pozitif, 55’inde Ct >25 olup 30’'unda (%54,55) antijen testi

pozitif bulunmustur.

Antijen testi pozitif tespit edilen 83 hasta 6rneginin E gRNA ortalama
Ct degeri 24,80 = 5,09; bunlarin 71 tanesi (%85,54) E sgRNA pozitif olup
ortalama Ct degeri 30,32 £ 3,36; 75 tanesi (%90,36) N sgRNA pozitif olup
ortalama Ct degeri 29,33 + 3,72 bulunmustur.

Antijen testi negatif tespit edilen 26 hasta 6rnedinin E gRNA ortalama Ct
degeri 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 drnedin 17’sinde
(%65,38) E sgRNA pozitif, 21’'inde (%80,77) N sgRNA pozitif saptanmistir.
Antijen testi negatif 26 Ornegin 22'sinde (%84,61) en az bir sgRNA pozitif

saptanmistir.
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Laboratuvarimiza numunesi gelip rutinde c¢alisilan 109 SARS-CoV-2
PCR 06rneginin ortalama Ct degeri 24,62 + 4,50, saklamadan c¢ikarildiktan
sonra dogrulama amagh E gRNA c¢alisilan orneklerin ortalama Ct degeri
26,53 + 5,78 (medyan Ct deger=5,3) bulunmustur. E sgRNA ortalama Ct
degeri 31,09 + 3,74, N sgRNA ortalama Ct degeri 30,33 + 4,27
bulunmustur. ACt (sgE-sgN)1,39 + 2,06, ACt (sgE-gE) 5,27 + 5,01
bulunmustur. Rutinde galisilan 109 gRNA 6rneginin 61 tanesinde Ct <25,48
tanesinde Ct >25 idi. Saklamadan ¢ikarildiktan sonra kontrol amagli ¢ahsilan E
gRNA’larin 54’0 Ct <25, 55'i Ct >25 idi. En kuguk ve en buyuk Ct degerleri E
gRNA icin 16,44 - 40,00; E sgRNA icin 23,06 - 40,00; N sgRNA igin 22,29 -
39,63 saptanmistir.

SARS-CoV-2 E gRNA’si pozitif Ct <29 olan 70 &rnegin 62’sinde
(%88,57), Ct =229 olan 39 6rnegin 21’inde ise (%53,85) antijen testinde pozitiflik
saptanmistir. Bu 70 drnekte E ve N sgRNA icin Ct <29’ da pozitiflik saptanma
sayilar sirasiyla 61 (%87,14) ve 63 (%90), Ct 229 icin sirasiyla 27 (%69,23) ve
33 (%84,62) bulunmustur.

Subgenomik RNA pozitifliginin semptom baglangicindan en az 10 gun
sonra tespit edilebildigi calismamizda gdsterilmistir. Semptom siresi 10 gin
olan alti hasta ve 14 gun olan bir hasta galismamizda vardir. Semptomlari 10
gundur olan SARS-CoV-2 PCR pozitif alti hastanin ikisinde E sgRNA, dérdinde
N sgRNA, Ugunde antijen testi pozitifligi saptanmistir. Bu alti érnekte her G¢
testin de pozitif ve negatif oldugu birer hasta mevcuttu. Semptom suresi en
uzun sureli (14 gun) olan komplike olmamis hastada sgRNA’lar negatif, antijen
testi ise pozitif tespit edilmistir. Komplike olmamis hasta siniflamasinda yer alan
bu hasta yaygin kas agrisi, terleme, ses kisikligi mevcutken bu tabloya son lg¢

gundur 6ksuruk ve bas agrisi eklenmigtir.
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5. TARTISMA

SARS-CoV-2'nin dogru tespiti, hasta yonetimi ve enfeksiyon kontrolu igin
kritik 6neme sahiptir (146). Molekuler taninin duyarlihigi COVID-19'un akut
fazinda olduk¢a yuksektir. Ancak viral RNA, replike olan viris solunum
orneklerinden izole edilebildikten ¢ok sonra bile saptanabilir durumda kalir (70,
72, 73, 78). Antjen tespit yontemlerinin duyarliiyi daha dusik olsa da,
enfektivitenin yluksek oldugu zamanlarda dogru tespit sagladigi ve bdylece
SARS-CoV-2 bulagtirma olasiligi yuksek olan kigileri belirledigi dugunulmektedir
(147). Uzun sureli SARS-CoV-2 RNA pozitifligi saptanabildiginden, aktif viral
replikasyon sirasinda uretilen sgRNA veya negatif iplikli RNA'yi tespit etmek igin
molekuler yontemler degerlendirilmigtir (70, 72, 73, 78). Subgenomik RNA
tespiti agirlikli  olarak COVID-19'u olan hastanede yatan vyetiskinlerde
calisiimistir (70, 73, 78).

Kesin olarak COVID-19 teshisi konmus bir hastada SARS-CoV-2 PCR
testinde pozitiflik saptamak, kisinin gergekte ne kadar bulasici oldugu hakkinda
net bilgi vermez. Her bir konakgidaki viral replikasyonun kinetigini aydinlatmak
ve bazi bireylerin neden ve nasil asemptomatik kaldigi ve digerlerinin ciddi bir
klinik tablo gosterdigini aydinlatabilmek onemlidir. Daha da Onemlisi viral
dinamikleri anlamak bireysel izolasyon suresinin optimize edilmesi, sosyal
mesafenin yani sira hastaneden taburcu olma kriterlerinin  temelini
olusturacagindan COVID-19'un ydOnetimi Uzerinde oOnemli bir etkiye sahip
olabilecektir (4).

SARS-CoV-2 kuresel bir salgina neden olarak kuresel sagligi ve dinya
ekonomisini etkilemektedir. SARS'ta da 2003 yilinda benzer bulgular goruldugu
gibi SARS-CoV-2 RNA'sI, klinik iyilesmeden haftalar sonra hastalarin izolasyon
suresini de belirleyen ters transkripsiyon PCR (RT-PCR) ile saptanabilir (148).
Bulasmanin buyuk bir kismi, hastaligin baglangicindan &énce ve hemen
sonrasinda meydana gelir (149). Bununla birlikte, klinik semptomlarin

baslangicindan sonraki bulasiciligin slUresi tam olarak anlasilamamistir. Bu
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sire, hastalarin hastanelerdeki karantinadan taburcu edilmesine iliskin

politikanin belirlenmesiyle ilgilidir (72).

Nazofaringeal suruntiden calisilan RT-PCR sonuglari, hastaligin
baslangicindan glnler sonra bile, artik semptomlari olmamasina ragmen pozitif
kalan birgok vaka tarif edilmistir. Daha da ilginci, tekrar tekrar negatif RT-PCR
sonuglari ile taburcu edilen hastalarin rastgele kontrol suruntd orneklerinde
yeniden pozitif RT-PCR sonuglari gérulmesi rastlanabilen bir durumdur, bu da
solunum sisteminden “viral klirensi” olan kisilerden bulas riskten kacinmak icin
izolasyon onlemlerinin yeniden alinmasinin olasi ihtiyaci hakkinda endise

uyandirmaktadir (4).

Enfekte olmus hamsterler Gzerinde yapilan bir ¢alismada, temasin birinci
guininde hamsterlarda virls kultard sonuglarinin nazal ykamalarda pozitif
oldugu zaman etkin bir bulagin oldugu, ancak nazal yikamalarin kultur negatif
oldugu temas sonrasi altinci gunde RT-PCR ile belirlenen viral yukin hala
yuksek oldugu ancak etkin bir bulagin olmadigi gosterilmistir (>6 log10 RNA
kopya/mL) (150). Bu nedenle, viris kaltirl bulasicilik igin iyi bir gostergeg
olabilir (72).

SARS-CoV-2 enfektivitesinin, akut olarak enfekte olmus kisilerin solunum
orneklerindeki yuksek viral yukle dogrudan iligkili iligkili olabilecegini gosteren
calismalar mevcuttur. Bu nedenle birgok ulkede, klinik tani amacindan ziyade
potansiyel enfektiviteyi saptamak ve enfeksiyonun yayillmasini kontrol etmeye
yardimci olmak igin antijen testlerinin kullaniimasi onerilmigtir. Boylece AgT,
2020 sonbaharindan bu yana test stratejilerinin dnemli bir pargasi haline
gelmistir (115, 151).

Oldukga bulasici SARS-CoV-2 virisu ile enfekte olmus bireylerin
tanimlanmasi ve izolasyonu onemli bir halk saghg stratejisidir. Antijen testleri,
yerinde test igin zamaninda sonuglar ve fizibilite nedeniyle buyudk oOlcekli

taramalar igin umut verici araglardir. Bununla birlikte, antijen testlerinin bulagici
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bireyleri tespit etmedeki tanisal performansi henuz tam olarak belirlenmemigtir.
Antijen bazli testler hali hazirda mevcut, diuguk maliyetli ve hizli bir sekilde
sonug verdiklerinden COVID-19'a neden olan viris olan SARS-CoV-2'yi test
etmek igin giderek daha fazla kullaniimaktadir. Sonuglarin ¢abuk alinmasi,
bulasa neden olabilecek kigilerin hizl bir sekilde tanimlanmasini saglayabilir ve
verimli izolasyon ve temas takibini mimkun kilabilir. Bu nedenle antijen testleri,
Ozellikle toplu ortamlarda oldukgca faydali tarama testleridir. Ancak
asemptomatik bireylerde baz antijen testlerinin duyarlihdi, gPCR ile
karsilastirildiginda dusuk bulunmaktadir (120, 152-156).

Korenkov ve ark., Standard Q COVID-19 Ag testinin (SD Biosensor Inc.,
Guney Kore) SARS-CoV-2 ile enfekte ve muhtemelen bulastirici bireyleri tespit
etmedeki performansini  degerlendirmek ve kargilagtirmak icin 2028
nazo/orogaringeal surunta ornegi arastirmig, gPCR ve virUs kultlrG
calismisglardir. Numunelerin 210 tanesinde gPCR pozitif saptanmiglardir. Antijen
testi 92 (%4,54) numunede pozitif sonu¢ vermis ve sirasiyla %42,86 ve %99,89
genel duyarhlik ve 6zgullik bulmuslardir. Belirlenen Ct degerleri; <20 (n=14),
<25 (n=57) ve <30 (n=88) i¢in antijen testi sirasiyla %100, %98,25 ve %88.64
duyarhlikta saptamiglardir (156). Bizim ¢alismamizda pozitif SARS-CoV-2 PCR
sonuglu hastlarda antijen testi pozitifligi %76,14 saptanmistir. Calismamizda ise
pozitif PCR sonuglu hastalarda Ct <25 icin %98,15 (n=54), Ct <30 i¢in %86,67
(n=75) bulunmus olup Korenkov ve ark.’nin sonuglariyla benzer gérinmektedir.
Korenkov ve ark., kultir pozitif 29 6rnegin tamami AgT tarafindan tespit
edilmistir. Genel duyarhligin disik olmasina ragmen AgT’nin SARS-CoV-2
bulastirmasi muhtemel yuksek RNA yuklerine sahip bireylerin tespiti igin degerli

bir arag olabileceg@i gikariminda bulunmuslardir (156).

SARS-CoV-2 antijen testlerinin klinik duyarliigi genel olarak RT-PCR
testlerinden (%72,6-%97,6) daha dusuktur (157). Bizim c¢alismamizda, 109
pozitif numunede antijen testinin saptama orani %76,14 olup bu aralikta yer

almaktadir. Bagka bir antijen testini degerlendiren bir ¢calismada, 106 SARS-
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CoV-2 RT-PCR pozitif numune igin genel duyarlilik orani %30,2 bulunmustur
(158).

Porte ve ark., floresan imminokromatografik SARS-CoV-2 antijen testi ile
yaptiklar g¢alismada 127 hastadan 82’sinde RT-PCR pozitif, antijen testinin
genel duyarllik ve 6zgulliginu sirasiyla %93,9 ve %100 olarak saptamiglardir.
Yuksek viral yike sahip numunelerde duyarllik énemli Olgide daha yuksek
gozlemlemiglerdir. Porte ve ark., %64,57 antijen testi pozitifligi saptamisken bu
oran bizim calismamizda %76,14 olarak saptanmistir. Ayrica antijen testi pozitif
orneklerin %63,85’i nispeten ylksek viral yuku gosteren Ct <25 degerindedir ve
bu Porte ve ark.’nin sonucuyla uyumlu goérinmektedir. Antijen testi, 6zellikle
molekuler yontemlere sinirh erigsimin oldugu durumlarda SARS-CoV-2'nin erken
teshisi icin dnemli bir arag olma potansiyeline sahiptir. EK olarak Porte ve ark.,
degerlendirdikleri antijen bazli immunofloresan testlerinin, esas olarak COVID-
19'un ilk haftasinda basvuran hastalardan elde edilen solunum o&rneklerinde

yuksek bir duyarlilik ve 6zgulluk gosterdigini ifade etmislerdir (159).

Ford ve ark., antijen FIA (Fluorescent Immunoassay) duyarlihgi
semptomatik ve asemptomatik hastalar arasinda sirasiyla %78,9 ve %43,8
tespit etmiglerdir (160). Calismamizda ise pozitif saptama orani bu hastalar
arasinda sirasiyla %81 ve %44,45 bulunmustur ve Ford ve ark. ile oldukga
Ortismektedir. Ct degerleri <29 olan oOrneklerde antijen testi pozitifligi >%90
bulmuglardir. Bizim galismamizdaki Ct <29 igin bu oran %88,57 bulunmus olup
benzer sonug alinmistir. Pozitif viral kiltur i¢in antijen testinin pozitif prediktif
degerini (%57,7) gPCR'ye (%59,3) benzer gézlemlemislerdir (121).

Scheiblauer ve ark.nin, CE sertifikali 122 antijen testinin duyarlihgdini
degerlendikleri ¢calismada, SARS-CoV-2 AgT duyarlihgin olduk¢ca degistigini
belirtmiglerdir. Ct <25 degeri igcin %75'lik duyarlilik siniri, degerlendirilen 122
testin 96'si tarafindan karsilanmig; 26 test daha dusuk hassasiyet gostermis ve
bunlardan birkagi tamamen basarisiz olmustur. Bazi AgT ler yiuksek hassasiyet

sergilemigtir (6rn. Ct <30 i¢in %97,5). Degerlendirdikleri AgT'nin gogunu, yuksek
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viral yukle iligkili akut enfeksiyonlarin hizli tanimlanmasi i¢in uygun gormasler,
SARS-CoV-2 AgT'nin piyasaya erisimi, duyarlihk ve o6zgullik igin minimum
gereksinimlere dayanmasi gerektigini ifade etmislerdir. Scheiblauer ve ark., bu
calismada da kullandigimiz test olan Humasis COVID-19 antijen testinin
duyarhhigini Ct <25, Ct >25-30 arasi, Ct 230, Ct 17-36 arasi i¢in sirasiyla
%88,2, %21,7, %0, %40 olarak bulmuslardir. Caligsmamizda SARS-CoV-2 E
gen pozitif 109 érnegin 54’Gnde Ct <25, bunlarin 53’linde (%98,15) antijen testi
pozitif, 55’inde Ct >25 olup 30’unda (%54,55) antijen testi pozitif bulunmus olup
yuksek viral yuk ile antijen testi pozitifligi arasindaki iliskiyle uyumlu
gérinmektedir. ilging bir sekilde Scheiblauer ve ark.’nin 122 antijen testini
degerlendirdikleri calismada, Ct 230 esik degerinde Humasis antijen testi dabhil
105 antijen testinde hi¢ pozitiflik saptayamamislarken, bizim ¢aligsmamizdaki
antijen testinde ise 109 ornekten 18 tanesinde saptanmigtir. Avrupa’da mevcut
cogu Dogu-Asya mengeili testlerin neredeyse tamaminda, kullanma talimati
(instructions for use; IFU) duyarliik degerlerinin >%90 oldugunu belirtilmistir.
Bu tur ifadeler, Scheiblauer ve ark.’nin sonuglariyla ve diger bazi ¢aligmalarla
zithk gostermekte olup, dusuk Ct degerindeki PCR pozitifligi olan oérneklerin
Onceden segilmesi ve/veya az sayida 6rnek igeren ¢alismalarin verdigi yaniltici

sonuglar ile agiklanabilir (115,150).

Tarig ve ark.’nin 150 numunede yaptiklari arastirmada, SARS-CoV-2
gPCR pozitif numunelerinde (n=51) iki farkli antijen testinde duyarhliklar %74,5
ve %53,49, dzgullikleri %100 olarak saptamiglardir. Disuk analitik duyarlihga
ragmen, her iki AgT de hicre kiltlirt pozitif numunelerde (n=15) %100 pozitiflik
tespit etmigler ve enfeksiydz virisli sgRNA pozitif olanlardan ayirt etmede etkili
(10/15) bulmusglardir. Verilerinin, AgT'lerin kiltirde saptanabilir SARS-CoV-2'yi
guvenilir bir sekilde tespit ettigini; bu nedenle, potansiyel olarak bulastirici
bireylerin hizli tespiti icin dnemli bir ara¢ olarak hizmet edebilecegdi ¢ikariminda

bulunmuslardir (160).

Dinnes ve ark.’nin meta-analiz ¢alismasinda antijen testi agisindan 943

ornek uzerinde bes c¢alismayl degerlendirmigler ve duyarliigin calismalar
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arasinda onemli Olcude degistigini gostermiglerdir (%0°’dan %94’e). Ortalama
duyarlihk %56,2 ve ortalama 6zgulluk %99,5 olarak tespit etmiglerdir. Toplam
2255 o6rnek Uzerinde yapilan 11 galismada molekuller yontemleri inceledikleri
meta-analiz ¢calismasinda molekuler yontemlerin duyarlihgini antijen testlerine
kiyasla daha az degisiklik gosterdigini saptamislar (%68'den %100'e), ortalama
duyarlihdr %95,2 ve ortalama o6zgullugu %98,9 olarak bulmuglardir. Yuksek
dogruluga sahip hizli testlerin, RT PCR testi i¢in kisileri segme veya RT-PCR'nin
bulunmadigi yerlerde kullanilma potansiyeline sahip oldugunu, bununla birlikte
mevcut durumda kanitlarin yeterince gugli olmadigi igin bu testlerin pratikte
kullanilabilecek kadar iyi olup olmadigini sdyleyebilmek icin acilen daha fazla

¢alismaya ihtiya¢ oldugunu vurgulamislardir (161).

Calismamizda kullanilan Humasis antijen testi kitinin iceriinde hem N
hem de S proteinine 6zgu monoklonal antikorlarin olmasi, antijen testindeki
tespit oraninin yuksekligini (%76,14), E ve N sgRNA tespit oranina yaklasan
yuksekligini acgiklayabilir. Ancak antijen testi negatif 26 06rnegin 22’sinde

(%84,61) en az bir sgRNA pozitif saptanmasi dikkat ¢ekicidir.

Subgenomik RNA tespitine yonelik yaklasimlar yeni sayilmasa da bu
konudaki sinirli galisma mevcuttur. Viral kultir ve subgenomik RNA tespiti ile
belirlenen replikatif virisun, hafif hastalidi olan hastalarda semptomlarin
baglamasindan sekiz veya dokuz gun sonra bulunmadigi bildirilmigtir (45, 72).
Bununla birlikte, siddetli hastaligi olan hastalarda viral sagilma daha uzun sure
gozlenmigtir (162, 163). Van Kampen ve ark. orta-siddetli hastaligi olan
hastalarda semptom baslangicindan 22 gun sonrasina kadar kulturlenebilir
virds  saptamigtir  (70). Calismamizdaki  orneklerde, = semptomlarin
baglamasindan 10 gun sonrasindaki hastalarda da sgRNA ve antijen testi
pozitifligi saptanmistir. Semptom siresi en uzun sureli (14 gun) olan hastada
sgRNA’lar negatif, antijen testi ise pozitif tespit edilmistir. Bu durum PCR

testinin alt saptama limitinin altinda viral RNA miktari olmasi ile de agiklanabilir.
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Hasta orneklerinden kultirde virls tespitinin, aktif enfeksiyonu ve yuksek
bulastiricihgr gosterdigi varsayiimaktadir (164, 165). Bununla birlikte, dusuk
gPCR Ct degerlerine sahip ornekler igin bile viral kultirin duyarlihdi dusuktur
(135). Ayrica, kultirlenebilir viristin yoklugu, bulasici virisin bulunmadigini
gostermemekte olup ¢ogu tani veya tarama ortaminda viral kultir uygulanabilir
degildir (12). Daha dusuk Ct degerleri ve sgRNA saptanmasi, daha yuksek viral
yuk ve bir numuneden daha yuksek pozitif viral kilttr olasilig ile iligkiliyken bu
ek analizler tani amaciyla kullanilmamaktadir (45, 72, 134, 135, 166-169).
Calismamizdaki gibi PCR ile sgRNA tespiti ile replikasyon olarak aktif virtsu

tespit ederek bulagiciligi, dolayisiyla varhdi birlikte tespit edilebilir.

Sonugclar degiskenlik gosterse de, Ct degeri (ayni kiginin numunesindeki
bir RT-PCR testinde) dustk oldugunda (<25) antijen testlerinin pozitif olma
olasiligi daha yuksektir (24). RT-PCR testleri gibi nikleik asit amplifikasyon
testleri (NAAT), hasta orneklerinde bulasici olabilecek ¢ok kiguk miktarlarda
viral genomik materyali tespit edebilir. Her iki test tirinun de kisilerin en ylksek
viral yuke sahip olduklari COVID-19 semptomlarinin gelismesinden hemen
onceki veya hemen sonraki donemde pozitif olmasi muhtemeldir; ancak pozitif
antijen testlerinin viral kaltir sonuglariyla daha iyi korele oldugu ve dolayisiyla
bulasiciligi gostermede daha faydali olabilecegi bildirilmistir. Viral yukan
asemptomatik ve semptomatik enfeksiyonlar arasinda farkliik gdsterip

gostermedigi hentuz dogrulanmamistir (147, 170).

Kim ve ark., 20 COVID-19 hastasindan alinan toplam 189 numunede
genomik ve subgenomik RNA PCR’I ve virUs kultarlerini ¢aligmistir. Bu 189
ornegin 62'si (%33) pozitif kiltir sonucu, 93'U (%49) negatif, kalan 34'U (%18)
belirsiz sonug vermistir. Hucre kilturd sonuglariyla karsilastirildiginda, N ve S
genlerinin gRNA ve sgRNA'sinin duyarhliklari %100, ancak sgRNA'nin (N %65
ve S %68) ozgullugu, gRNA'ninkinden daha yuksek tespit etmislerdir (N, %23
ve S, %17). Pozitif kultir ve sgRNA'nin ortalama tespit edildigi streler semptom
baslangicindan sonra sirasiyla 11,39 £ 10,34 ve 13,75 + 11,22 gun iken,

gRNA'nin suresi semptom baglangicindan sonra 22,85 + 11,83 gunken, immun
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sistemi baskilanmis hastalar hari¢ tutuldugunda, pozitif kaltar, sgRNA ve
gRNA'nin ortalama sureleri 8,47 £ 3,93, 10,65 + 5,70 ve 20,35 + 8,44 olarak
saptamislardir. Sonug olarak Kim ve ark., ¢alismalarinda sgRNA'nin viral kaltar
negatife dondukten birka¢ giin sonra tespit edilebildigini, ancak sgRNA tespiti ile
degerlendirilen ortalama viral yayilim suresinin, gRNA’'ya gore orta/kritik seyirli
hastalarda virts kultirinunkine ¢ok daha benzer oldugunu goézlemlemiglerdir
(171). Galismamizda en uzun semptomatik slresi olan hasta 14 gun olup bu
hastada sgRNA’lar negatiftir, 10 glindir semptomu olan dérneklerde ise sgRNA
pozitifligi tespit edilmis olup bu durum Kim ve ark. ile uyumlu gérinmektedir. Ek
olarak calismamizda ilk semptomundan sonraki Uguncu ginde hastaneye
basvurup pozitif SARS-CoV-2 PCR sonucu olan bir hastada antijen testi ve
sgRNA'lar pozitif saptanmis olup, iyilestikten sonra tekrar verdigi ornek
incelendiginde (ilk semptomunda sonra 15 gun ge¢gmistir) gRNA pozitif, E ve N
sgRNA’larda hala pozitiflik edilmisken antijen testi negatif saptanmistir. Bu
durum antijen testinin duyarhligi kaynakh olabilir. Kim ve ark.’nin sonuglariyla
uyumlu olarak sgRNA’larin 14. ve 15. gunde de tespit edilebilecegi
calismamizda da gosterilmigtir. Kim ve ark., sgRNA saptamasinin, farkl
hastalik siddeti olan hastalardan alinan gesitli solunum o6rneklerini kullanarak
canl virisU vyansitip yansitmadigini kapsamli bir sekilde arastirmiglardir.
Subgenomik RNA tespitinin, slresi virls kuilturindekine benzer oldugu ve
semptom bagslangicindan itibaren en erken dénemde en yuksek pozitif orani
verebildidi icin, enfektif viral sagilma suresini dogru bir sekilde tahmin ettigini
gosterebilecegi ¢ikariminda bulunmusglardir.  Subgenomik RNA tespitini
semptom suresi ve SARS-CoV-2 kultur pozitifligi ile karsilagtirmalarinin, SARS-
CoV-2 genomik RNA tespitinin 6tesinde bulasiciliga dayali yaklagimda onemli
bir ilerleme saglayabilecegini ve daha iyi teshis stratejisinin geligtirimesine

yonelik daha fazla galisma yapilmasina dikkat gekmislerdir (171).

Bununla birlikte, membran yapilariyla siki bir sekilde iligkili SARS-CoV-2
sgRNA’sI, hucresel RNazlardan korunabilir, bu nedenle enfekte hastalardan
subgenomik RNA'larin tespiti her zaman aktif replike olan virlislin gostergesi

olmayabilir (71). Ek olarak, ayni numunedeki viral subgenomik RNA/viral
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genomik RNA'lara oraninin incelendigi bir calismada, COVID-19'un geg seyri
olan hastalarda bu oranin azaldigi gosterilmistir (45). Dolayisiyla, viral
sgRNA'larin viral gRNA'lara oraninin belirli bir esik degerinin (cut-off), canli viral
sacilimi daha kesin olarak yansitip yansitmadigini tespit etmede daha ileri

c¢alismalara ihtiya¢ oldugu dusunulmustar (171).

Immergluck ve ark., SARS-CoV-2 ile enfekte hiucrelerde en ¢ok bulunan
sgRNA olan nukleokapsit (N) sgRNA'nin qPCR saptamasini, SARS-CoV-2
enfeksiyonu olan semptomatik ayakta tedavi géren hastalarda N antijen tespiti
ile karsilastirmiglardir (73, 172). Semptomatik ayaktan hastalar arasinda, nazal
surlntd orneklerinden SARS-CoV-2'nin sgRNA tespiti antijen testi ile uyumlu
bulmuslar, ancak antijen testi negatif kisilerden alinan 16 nazofaringeal surintu
orneginin 13'Unde (%82,1) sgRNA saptamiglardir. SARS-CoV-2 sgRNA’sIni,
antijen pozitif hastalardan alinan tim numunelerde (toplam 28/28) tespit
etmislerdir. Ancak antijen testi negatif kisilerde sgRNA tespiti, SARS-CoV-2
RNA-pozitif nazal (0/4) ve nazofaringeal (13/16) surunti Ornekleri arasinda
degisiklik gostermistir. Bu durumun sadece nazofaringeal orneklerde daha
yuksek insan selller materyalinden kaynaklanmadigini, burun deligi civarinda
yetersiz viral replikasyona bagh dusuk dizeyde sgRNA ve nikleokapsit antijeni
uretimine bagh olabilecegini belirtmiglerdir. Nazal suruntd Orneklerindeki
sgRNA'nin, aktif virls replikasyonunu tanimlamak igin rutin teshis igin faydah
olabilece@i belirtmislerdir. Sonu¢ olarak, nazal surunti o6rneklerinde sgRNA
tespitinin, ndkleokapsit antijeni ile iligkili oldugunu ve enfektiviteyi
degerlendirmek igin molekuler bir test olarak uygulanabilecegini vurgulayarak
sgRNA, nukleokapsit antijeni ve toplam SARS-CoV-2 RNA arasindaki guglu
korelasyon géz dnune alindiginda, verilerinin aktif replikasyon belirtegleri olarak
antijen testinin kullanimini veya qPCR Ct esik degerlerinin olusturulmasini da
destekleyebilecegi ¢ikariminda bulunmuslardir (172). Calismamizda 100
semptomatik hasta 6rneginin 81’'inde antijen testi pozititken, 91'inde N sgRNA
pozitifligi tespit edilmistir. Antijen testi negatif tespit edilen 26 hasta 6rneginin
21’inde (%80,77) N sgRNA tespit edilmistir. Bu 26 6rnegin 17’sinde (%65,38) E
sgRNA pozitif, 22'sinde (%84,61) en az bir sgRNA pozitif saptanmistir.
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Immergluck ve ark.’nin antijen testi negatif drneklerdeki N sgRNA tespit oranlari

bizim ¢alismamizdaki oranlara benzer bulunmustur (172).

Perera ve ark., Hong Kong'da 32'si hafif seyirli olan 35 SARS-CoV-2
enfeksiyonu geciren hastalardan alinan 68 solunum o6rnedini arastirmislar,
SARS-CoV-2 N sgRNA'sinin, hastaligin baslangicindan sekiz gun sonra
nadiren saptanabildigini, bununla birlikte viris RNA'sinin, RT-PCR ile haftalarca
saptanabildigini belirtmiglerdir (72). Calismamizda semptom basglangicindan 10
gun sonraki orneklerde de sgRNA tespiti yapilabildigi gosterilmistir.
Calismamizda da hafif seyirli ve komplike olmamis hastalarda da 10 giin sonra
antijen testi pozitifligi gorulmis olmasi drnek sayisi artirildiginda sgRNA’larin
daha geg surelerde de tespit edilebilecedini disundirmektedir. Perera ve ark.,
viris kaltura ve sgRNA'sI galisilan 33 ornekte, her iki test pozitifligi 12 ornek
(%36,4), sgRNA pozitif ve kultir negatif 7 6rnek (%21,2), kultir pozitif ve
sgRNA negatif 2 6rnek (%6.1) tespit etmislerdir ki bu durum istatistik olarak
viras kultart ile sgRNA tespitini orta derecede uyumlu gostermistir (72). Dinya
Saglik Orgiti, Haziran 2020°de COVID-19 hastalarini izolasyondan ¢ikarmak
icin yonergelerini degistirmistir (yani, semptomlarin baslamasindan 10 gin
sonra ve semptomsuz >3 ek gun), ancak bu kilavuzlar hafif ve agir hasta
hastalar arasinda ayrim yapmamaktadir (10). Perera ve ark.’na gore, hafif veya
orta derecede hastaligi olan hastalarin semptomlarin baslamasindan sekiz gun
sonra daha az bulagici olabilecegini dugundurmektedir. Klinik olarak iyilesen ve
bagdisikhdr baskilanmayan hafif derecede hastalar, diger son derece hassas
kisilerin bulundugu ortamlara (6rnedin yash bakim evleri) taburcu edilmedikleri
surece semptomlarin baslamasindan >9 gunlik izolasyondan sonra taburcu
edilebilebilecegi 6nerisini sunmuglardir. Ek olarak agir seyirli ve bagisikligi
baskilanmig hastalarin enfeksiydoz virusu ¢ok daha uzun sireler boyunca
yayabilecegini ve bu sagiimanin kortikosteroid tedavisi ile de uzayabilecegini
belirtmislerdir (72).

COVID-19 gegirip iyilestikten sonra negatif SARS-CoV-2 PCR sonucu

olan bazi hastalarda, bu sonuctan sonra yeni enfeksiyonu disinddren herhangi
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bir semptomu olmayip tekrar alinan oérneklerde pozitif RT-PCR test sonuglari
olmustur (173, 174). Bu tur hastalarin bulasiciiginin olup olmadigi ve
karantinaya alinmasi gerekip gerekmedigi bilinmemektedir. RT- PCR viral
kaltaran aksine virisun canli ve bulagici olup olmadiginin belirlenmesine izin
vermez (45). Liotti ve ark., hastalardaki PCR pozitifliginin mutlak bir yansimasi
olmasa da viral tagiyiciligin gostergesi olarak, kultirde virls replikasyonu yerine
gegebilecek bir yontem olarak SARS-CoV-2 sgRNA’sini kullanmislardir. Bu
amagla, replikatif SARS-CoV-2 RNA varhidi igin énceden negatif sonuglari olan
COVID-19'u iyilesmis hastalardan RT-PCR yeniden test edilip pozitif bulunmus
176 hastada nazal/orofaringeal surunti (NOS) oOrneklerini arastirmiglar, 176
NOS 6rneginden 32'si (%18,2) toplam SARS-CoV-2 RNA igin pozitif, 1,6 x 10*-
1,3%x10* SARS-CoV-2 RNA kopya/ml arasinda degisen viral yik tespit
etmislerdir. COVID 19 teshisi sirasinda 32 hastadan alinan ornekler de test
edildiginde timudnde replikatif SARS CoV-2 RNA'si (sgRNA) saptamiglardir
(175). Diger raporlara benzer sekilde, kurumlarinda COVID-19 olan hastalarin
%18, klinik iyilesme ve onceki negatif sonuglarin ardindan SARS-CoV-2 RNA
icin RT-PCR pozitif tespit etmiglerdir (175, 176). Tekrar pozitif test edilen 32
hastadan sadece birinde (%3,1) (hipertansiyon, diyabet ve kardiyovaskuler
hastaligi olan daha yash bir yetiskinmis) sgRNA tespit etmislerdir ki bu da
tekrarlayan enfeksiyon veya reenfeksiyon oldugunu distundurmus ancak higbir
tam genom dizilimi ve filogenetik analiz yapilmadigi i¢cin bu ayrimin mimkin
olmadigini belirtmislerdir (175). Calismamizda ilk semptomundan ¢ gin sonra
COVID-19 tanisi konup bundan 12 gun sonra iyilesip 6rnek vererek tekrar
pozitif SARS-CoV-2 PCR sonucu ¢ikan bir hastada E ve N sgRNA'da hala
pozitiflik tespit edilmistir. lyilesip tekrar solunum yolu érnegi veren sadece bir
hasta numunesi ¢alismamizda mevcut olup COVID-19 gegirip iyilesmis hastalar

odakli calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Yuksek viral yuk ve erken dénemde bodazdan alinan suruntuler, Ust
solunum yollarinin dokularinda potansiyel virts replikasyonunu goéstermektedir.
Viral sgRNA, sadece enfekte olmus hucrelerde kopyalanir ve virionlara

paketlenmez ve bu nedenle numunelerde aktif olarak enfekte olmus hdcrelerin
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varhgini gosterdigi kabul edilmektedir. Bu nedenle Walfel ve ark. histopatolojinin
yoklugunda aktif virls replikasyonunun kanitini olarak viral sgRNA'larin tespiti
icin klinik 6rneklerden RT-PCR testleri gergeklestirmislerdir (45). Ust solunum
yolu dokularinda aktif viris replikasyonu kaniti saglayan dokuz COVID-19
vakasinin ayrintili bir virolojik analizini sunmuslardir. Bu analize gore faringeal
viris sagilimi semptomlarin ilk haftasinda ¢ok yuksek olup ve 4. ginde bogaz
sUriintiisii basina 7,11 x 10® RNA kopyasi ile zirve yapmistir. Enfeksiydz viriis,
yuksek konsantrasyonlarda virus RNA'sina ragmen, bogazdan veya akcigerden
alinan numunelerden kolaylikla izole edilmig, ancak diski numunelerinden izole
edilmemistir. Kan ve idrar orneklerinde virls saptanmamistir. Bogazdaki aktif
replikasyon, bogaz numunelerinde sgRNA mevcudiyeti ile desteklenmistir. Viral
RNA'nin balgamdan sacilimi, semptom bitisinden sonra da devam etmigtir.
Serokonversiyon, hastalarin %50'sinde (ve tum hastalarda 14. ginde) yedi gun
sonra meydana gelmis, ancak bunu viral yukte hizli bir disus takip etmemistir
(45).

Wolfel ve ark. viral sgRNA seviyelerini ayni numunedeki viral gRNA ile
karsilastirmislardir. Bogaz suruntulerinde, 5. gunden sonraki suruntilerde higbir
SgRNA saptamamislardir. Balgamdan alinan aktif replikasyonun oldugu 4. ve 9.
glin arasinda alinan numunelerde, genom basina sgRNA oranini yaklasik %0,4
olarak hesaplamiglardir. Bu durum bizim ve diger calismalarda oldugu gibi
sgRNA’larin daha yuksek Ct degerlerinde tespitini de nispeten agiklayabilir. Bu
verilere dayanarak, semptomlarin baglamasindan sonraki ilk bes gun boyunca
bogdazda SARS-CoV-2'nin aktif replikasyonunun oldugunu, digkida replikasyon
belirtisi bulamadiklarini belirtmiglerdir (45). Bulasiciigin solunum yollarindan
baska sekillerle de olabilecegini sgRNA'lar ile kapsamli olarak arastirmak

onemli veriler sunabilir.

Rodriguez-Grande ve ark., nazofaringeal orneklerden E gen sgRNA
analiz ettikleri ilk tanisal RT-PCR'den itibaren uzun sdureli viral SARS-CoV-2
sagilimi  (24-101 gun) olan 60 RT-PCR pozitif vakanin numunelerini
degerlendirmislerdir. COVID-19 klinikleri %40 hafif, %40 agdir, %20 orta seyirli
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olan persistan vakalarin 12/60''nda (%20) viral sgRNA, semptomlarin
baslamasindan 28 ila 79 gun sonra tespit etmislerdir. Uzun sureli SARS-CoV-2
PCR pozitif vakalarin bir kisminda, aktif olarak replike olan virisun varlidi
teshisin 6tesinde olabilecegini, uzun sdreli viral sagilimi olan COVID-19 vakalari
icin de bulasilicigin  s6z konusu olabildigini  vurgulamiglardir  (79).
Calismamizdaki 14 gundur semptomu olan tek hastada sgRNA’lar negatif, 10
glin olan alti hastanin ikisinde her iki sgRNA pozitif, ikisinde N sgRNA pozitif
bulunmustur. Dolayisiyla uzun sureli semptomatik vakalarda viral sgRNA’larin
da pozitif olabilece@i gosterilmis olup, bulasicilik agisindan bu durumun ayrica

irdelenmesi gerekmektedir.

Bazi yazarlar, hucre kulturindeki 6rneklerin analizine dayal olarak uzun
sureli RT-PCR pozitif sonuglari olan vakalarda canl virusun varhgini diglamigtir.
Pozitif RT-PCR sonuglari 21 gune kadar uzayan bir dizi vakada, baglangictan
sekiz ginden sonra alinan numunelerde hlcre kiltirinde tespit yapiimamistir.
Dokuz vaka ile sinirli bir galismada baslangigtan yedi gunden sonra higbir virts
hdcre kalturinde tespit edilmemis, persistan RT-PCR pozitif vakalardan alinan
108 ornekte semptom baglangicindan ortalama 44 gin sonra hicre kultirinden
viras tespit edilmemistir (45, 167, 176).

Hucre kulturd yontemlerinin duyarliligi sinirlidir ve replikasyonu veya
sitopatik bir etkinin saptanmasi i¢in numunelerde asgari bir viris yuku gereklidir.
RT-PCR pozitif numunenin Ct dederi >30 veya viral yiik <10° kopya/ml
oldugunda, numuneler aktif enfeksiyonu olan vakalardan olsa bile hucre
kaltarlerinden virls geri kazanimi olmayabilecegini gosteren calismalar da
vardir (45, 176). SARS-CoV-2'nin zirve viral yukl, semptomlarin baglangicina
yakin goérunur ve buradan ilerleyici bir dusus baglar (134, 167). Uzun sureli
pozitif RT-PCR sonuglari olan birgok vaka, kulturde replikatif virislerin tespitini
sinirlayan dugsuk viral yuke sahip olabilir (79). Dolayisiyla sgRNA’larin PCR
tespiti ve hucre kultiri kiyaslamalarinda bu duruma dikkat etmek gerekir.
Dusuk miktardaki sgRNA’lari PCR ile saptayabilmek, bu durumda hicre

kaltirine goére avantajli olabilir. O ylizden bu kiyaslamayi farkli Ct degerlerinde
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degerlendirmek bu durumu aydinlatici olabilir. Ayrica, farkl cihaz ve kitlerde Ct

degerinin degisebilecegi akilda tutulmalidir.

Moreira ve ark., S&o Paulo Universite Hastanesi'nde yatan
nazo/orofarengeal suruntu érnekleri SARS-CoV-2 PCR negatif olan 74 hastanin
digki orneklerini incelemigler, burada gRNA, E/N gen sgRNA incelemesi
yapmisglardir. Viral RNA, ortalama Ct degeri 27,4 + 6,0 (ortalama + SD) ile diski
orneklerinin %23’Unde (17/74) tespit etmislerdir. Bu pozitif numunelerde, N ve E
sgRNA'lari sirasiyla %94,11 (16/17) ve %58,82 (10/17) oraninda tespit
etmislerdir. E sgRNA ortalama Ct degeri 31,20 + 4,66, N sgRNA ortalama Ct
degeri 30,54 £ 6,17, E ve N sgRNA'lar arasindaki ortalama Ct farki (ACt)
degeri 4,43 + 0,61, E ve N sgRNA'lar ile gRNA Ct farki degerleri sirasiyla
ortalama 7,22 + 1,42 ve 2,93 + 1,83 bulmuslardir (91). Calismamizda diski
numunesi degil solunum yolu ornekleri kullaniimig olup; E gRNA c¢aligilan
orneklerin ortalama Ct degeri 26,53 £ 5,78 bulunmustur. E sgRNA ortalama
Ct degeri 31,09 £ 3,74, N sgRNA ortalama Ct degeri 30,33 %= 4,27
bulunmustur. ACt (sgE-sgN) 1,39 + 2,06, ACt (sgE-gE) 5,27 + 5,01
bulunmustur. Calismamizda N ve E sgRNA'lari sirasiyla %88,07 (96/109) ve
%80,73 (88/109) oraninda tespit edilmigtir. Ayrica, ¢alismamizda E sgRNA
pozitif orneklerin %98,9’unda, negatif orneklerin ise % 42,9unda N sgRNA
pozitif bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak anlamhdir (p=0,0001).
Dolayisiyla N sgRNA tespitinin, E’'ye kiyasla daha avantajli olabilecedi
dusunulmuastur. Bu iki calismaya gore N sgRNA, E sgRNA’ya gore daha erken
Ct degeri vermektedir ki bu durum, N sgRNA'nin viral replikasyon sirasinda en
cok eksprese edilen transkript olabilecegiyle agiklanabilir (177, 178). Wolfel ve
ark., yatan hastalarda digkida E gen sgRNA hi¢c saptayamamisken Moreira ve
ark. saptamiglardir (45, 91). Moreira ve ark., birden fazla sgRNA'nin tespiti, viral
replikasyonun bir belirteci olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Sonug olarak,
diskida viral tespit, 6zellikle enfekte oldugundan slphelenilen ancak USY
orneklerinde negatif sonu¢ veren hastalarda COVID-19 tanisina yardimci

olabileceg@ini vurgulamiglardir (91). Dolayisiyla bulagiciigi degerlendirmede
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sgRNA’lar1 solunum yolu ornekleri diginda da tespit etmek mumkundur ve bu

konuda ileri aragtirmalar gereklidir.

Santos Bravo ve ark., sgRNA ve viral kiultir sonuglarinda, 99/105 vakada
(%94) uyum gozlemlemigledir. sgRNA RT-PCR, replike olan virlsu tespit etmek
icin %97'lik bir duyarlihk ve %94'lUk bir pozitif prediktif deger gdstermis ve
sgRNA'nin SARS-CoV-2 enfektivitesinin bir belirteci olarak destekleyebilecegini
belirtmiglerdir (179). Calhsmamizda ise SARS-COV-2 PCR pozitif 109
numunenin 88’inde (%80,73) E gen sgRNA’sI pozitif, 96’sinda (%88,07) N gen
sgRNA’sI pozitif, 97’sinde (%89) en az bir sgRNA bulunmustur. Bu oranlar

Santos Bravo ve ark.’nin galigsmasiyla uyumlu gérinmektedir.

Davies ve ark., calismalarinda E sgRNA'larin E gRNA’larindan once
kayboldugunu, bazi kisilerin sgRNA pozitifliginin 68 glne kadar uzadigini,
potansiyel olarak aktif olan virGsun 10 gunlik bir strenin 6tesinde de varligini
surdurebilecegini, boylece potansiyel olarak ileri zamanlarda da bulagsma riski

olusturabilecegini yorumlamiglardir (180).

Deming ve ark., calismalarinda SARS-CoV-2'nin tanisal RT-PCR ile
tespiti viral RNA igin olduk¢ga hassas olsa da viral replikasyon drini olan
SgRNA tespitinin replikasyonu daha dogru bir sekilde tanimlayabilecegini
belirtmistir. Calismalarinda RT-PCR pozitif olan 1932 sdruntd o6rnegdinin
767’'sinde (%40) sgRNA tespit etmiglerdir. Tanisal PCR viral yuk esiginin 5,1
log10 kopya/mL'nin Uzerindeyken, orneklerin %96'sinin saptanabilir sgRNA'ya
sahip oldugunu belirtmiglerdir. Tanisal amaclh gergeklestirilen gRNA ile sgRNA
viral yuk egrisinde %80 ayni gun pik yaptiklarini ancak gRNA saptama suresinin
14 gunken sgRNA’nin sekiz gun oldugunu belirterek farkliliklar olabilecegini

goOstermiglerdir (181).

Persistan olarak asemptomatik kisiler igin, antijen testleri bulastiricihgin
oldugu zamani tespit edebilir, ancak asemptomatik kisiler icin test duyarhligi

tam olarak belirlenmemistir (120). Schulte ve ark. tarafindan yapilan kapsamli
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bir calismada, bir toplulukta SARS-CoV-2 tarama programina katilan 3419 Kkigi
icin bir antijen testi, RT-PCR ve viral kultur sonuglari kargilastinimigtir. Antijen
testi performansinin duyarliik ve 6zgullugu RT-PCR ile kiyaslandiginda
sirasiyla, semptomatik kisiler icin %64,2 ve %100, asemptomatik kisiler igin
%35,8 ve %99,8 olarak oOlgulmustur (182). Calismamizda SARS-CoV-2 PCR
pozitif hastalarda %76,14 (83/109) olarak, semptomatik hastalarda %81
(81/100), asemptomatik hastalarda %44,45 (4/9) antijen testi pozitifligi
saptanmistir. Viral kultur ile kiyaslandiginda antijen testinin duyarlihgi,
semptomatik kigiler icin %92,6 ve asemptomatik kisiler igin %78,6 saptanmigtir.
Dolayisiyla, semptomatik hastalikta ve kultirlenebilir viris varhidinda antijen
testi duyarhihginin RT-PCR’dan daha yuksek olup; 6zgulligin ise hem
semptomatik hem de asemptomatik kigiler icin ylksek oldugu c¢ikarimina

varmiglardir (119).

Antijen testi kullanimi, ¢alisan egitimi ve 6zellikle diger 6nleme ve kontrol
Onlemleri ile birlestiginde ve toplum yukinin orta veya ylksek oldugu
durumlarda, enfekte olmus ¢alisanlarin erkenden tespit edilerek SARS-CoV-2'yi
isyerinde yayma riskini azaltabilir. Tani amagl semptomatik veya maruz kalan
kisilerin tani testlerinin aksine; asemptomatik, maruz kalmayan c¢aliganlarin
tarama testlerinin amaci igyerinde viral bulagsmayi onlemektir. Bu tur testleri
baslatmak igin o6nemli bir durum, is gucunin ciddi anlamda azaldigi bir
toplulukta yliksek COVID-19 yikunun olmasidir. Diger durumlar arasinda is
glcunu olusturan bireyler arasinda bir salgin olmasi, ciddi COVID-19 hastaligi
riski yuksek caliganlarin olmasi veya igyerine gelen diger bireylerin guvenligini

saglama istegi yer alabilir (182).

Manzulli ve ark., nazofarengeal RT-PCR 06rnegi pozitif olan ancak klinik
olarak iyilesmis 84 hastada hicre kultart ¢alismasi yapmiglar ve 83’Unde kultir
negatif olarak bulmuglar, hdcre kudlturd sUpernatanlarini RT-PCR ile
calistiklarinda da negatif sonug¢ tespit etmislerdir. Klinik olarak iyilestikten ¢
gun sonra incelenen bu o6rneklerde hucre kulturindeki negatif sonuca bagl

olarak muhtemelen hastalarin bulastiriciliklari olmadigi sonucuna varmislardir.
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Calismalarinda, semptomlarin baslamasindan yaklasik 20 gun sonra iyilesen
COVID-19 hastalarinda bir takip kontroli sirasinda yapilan nazofaringeal
surintl  orneklerinde RT-PCR pozitifliginin, virGs kudltirld ile olusturulan
enfeksiy6z virisin varhdi ile 6rtismedigini gostermiglerdir. Bu bulgularin ana
anlami, RT-PCR ile saptanan rezidli viris bilesenlerinin varligina ragmen,
vakalarin >%98'inde klinik olarak iyilesen hastalarin artik bulagtirici olmadigidir
(4). Bullard ve ark., replikasyonu degerlendirme amaciyla SARS-CoV-2'nin
varligini incelemek icin 90 PCR pozitif 6rnegin viral kultirde incelendidi
retrospektif, kesitsel bir calisma gergeklestirmis, 90 RT-PCR pozitif numuneden
26'sinda (%28,9) viral kultirde SARS-CoV-2 Uremesini gostermiglerdir. RT-PCR
Ct degeri >24 olan ve sekiz guinden fazla siredir semptomu olan COVID-19
hastalarinin bulagici olma olasiliginin dusuk oldugu sonucuna varmislardir.
Ayrica Ct degerindeki her bir birim artisin pozitif kultdr olasiigini %32 azalttigini
belirtmiglerdir (167). Bullard ve ark.’nin 90 PCR pozitif numunesinde Ct medyan
degeri 23, bizim ¢galismamizda ise 25,3 bulunmustur. Enfeksiyoziteyi sgRNA ile
degerlendirdigimiz ¢alismamizda SARS-CoV-2 pozitif 109 numunenin 97’sinde
(%89) en az bir sgRNA pozitif tespit edilmis olup Bullard ve ark.’nin hucre
kiltirine dayall sonucuna goére farklihk gostermektedir (167). Bu durum hicre
kaltdrde replikatif virGslerin tespitini sinirlayan duastk viral yuke sahip olabilir.
Hasta grubu net olarak belirtimese de, semptom baslangicindan 21 gline kadar
olan SARS-CoV-2 PCR pozitif hastalarin bir kisminda uzamis sagilima bagli
virds dusukligunden dolayr hdcre kulturinde goérece dusUk bir tespit orani
saptanmis olabilir. Calismamizda semptom baglangicindan 14 gune kadar
degisen aralik da replikatif virls tespiti agcisindan Bullard ve ark.’na goére ylksek

saptama degerini agiklayabilir.

La Scola ve ark., Ct degerleri ile virisU in vitro izole etme olasilig
arasinda korelasyon oldugunun belirtmigler; ¢alismalarinda 183 numunelik bir
gruptan, virus izolasyonu her zaman (%100) Ct'si 13 ile 17 arasinda olan
surlntilerde meydana gelmis ve Ct >34’te viral kiultirde Ureme gozlenmemigtir
(134). Ancak, Singanayagam ve ark.’nin Ct degeri >35 olan orneklerde dusuk

oranda (%8,3) kultur pozitifligi gdzlemledikleri bulgularinin aksine, Ct degeri 234
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olan orneklerde virus saptamamislardir (134, 183). Bu durum farkh icerik ve
hedeflerle hazirlanmis olan SARS-CoV-2 PCR Kkitlerindeki Ct sonuglarinin
birbirleri ile uyumlu ve kiyaslanabilir olmadidinin goéstergesi olabilir. Kantitatif
PCR testlerinde Ct degerlerinden o6te, drneklerle birlikte galigilan yuki bilinen
referans materyalle kiyaslanarak elde edilen kantitatif sonuglar kullaniimaktadir.

Farkh testlerin Ct degerlerinin birbirleri ile uyumu zayif olabilecektir.

Van Kampen ve ark., siddetli/kritik COVID-19’u olan 129 hastadan alinan
numunelerle yaptiklari ¢alismalarinda, hafif ve orta dereceli vakalara kiyasla
olasi daha uzun bir enfeksiydz viral bulasma oldugunu goéstermistir. Viral yuk ile
virisu in vitro izole etme olasiligi arasinda bir korelasyon gozlemlemislerdir. 10
kopyadan az viral yuklerde veya semptomlarin baslamasindan 15,2 gin sonra
bu olasiligin %5'ten daha az bir azalma gézlemlemislerdir. Viral yik >7 log10
RNA kopya/ml oldugunda, kiltirde SARS-CoV-2'nin geri kazanimi ile gugla bir
sekilde iligkili oldugunu godstermislerdir. Ayrica, viral yuki <6,63 logl0 RNA
kopya/ml olan érneklerin sadece %35'i kulturlenebilir virus vermigtir (70). Wdlfel
ve ark., hastaneye yatirilan 9 COVID-19 hastasini degerlendirirken benzer bir
egilim gozlemlemistir. Hasta numuneleri kantitatif gPCR ve viral kultdr ile test
edilerek ve sonuglar viral geri kazanimin ve viral yuklerin semptomlarin ilk
haftasinda zirveye ulastigini géstermistir. Sekiz gunlik semptomlarin étesinde
toplanan higbir 6rnekte viral kiltur pozitif saptanmamis olup ve viral yiku <5,4
log10 RNA kopyasi/ml olan orneklerin <%5'inde replikatif virls saptanmistir
(46).

Singanayagam ve ark., RT-PCR Ct degerleri ile viral kiltirde SARS-
CoV-2'yi geri kazanma yetenegi arasindaki olasi iligkiyi arastirmiglardir. RT-
PCR ile pozitif olan ve ardindan Vero E6 hlcrelerine asilanan 324 st solunum
yolu Ornegini incelemislerdir. Toplam 324 6rnek arasinda medyan Ct degeri
31,2 tespit etmigler, asemptomatik, hafif-orta veya siddetli hastaligi olan
hastalar arasinda Ct degerlerinde istatistiksel bir fark gézlemlememislerdir. En
az 10 gun semptomlari olan hastalarin Ust solunum yolu &rneklerinden,
vakalarin sadece %6'sinda SARS-CoV-2 tespit etmislerdir. Ancak RT-PCR Ct
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degeri >35 olan 60 Ornegin besinde (%8,3) viral kultirde SARS-CoV-2
saptamislardir (183). Benzer bir calisgmada La Scola ve ark., viral kultirde
SARS-CoV-2'nin geri kazanimi ile RT-PCR Ct degerleri arasinda yakin bir iligki
oldugunu gostermistir. Toplam 183 RT-PCR pozitif numuneden, Ct degeri 13 ile
17 arasinda olan orneklerin  %100'Unde kulturlenebilir viras varligini
gostermislerdir. Artan Ct degerleriyle kultir pozitifligi oraninda kademeli bir
disUs goézlemislerdir. Ancak, Singanayagam ve ark.’nin Ct degeri >35 olan
orneklerde duslUk oranda (%8,3) kultur pozitifligi gézlemledikleri bulgularinin
aksine, Ct degeri 234 olan 6rneklerde viris saptamamiglardir (134, 183). Bu
durum farkli i¢cerik ve hedeflerle hazirlanmis olan SARS-CoV-2 PCR kitlerindeki
Ct sonuglarinin birbirleri ile uyumlu ve kiyaslanabilir olmadiginin gdstergesi
olabilir. Kantitatif PCR testlerinde Ct degerlerinden ote, Orneklerle birlikte
calisilan yuku bilinen referans materyalle kiyaslanarak elde edilen kantitatif
sonuglar kullanilmaktadir. Farkh testlerin Ct degerlerinin birbirleri ile uyumu

zay|If olabilecektir.

Solunum yolu ve digki ornekleri disinda da c¢esitli sgRNA arastirmalari
gerceklestiriimistir. Casagrande ve ark., SARS-CoV-2 RNA'yi retinal biyopsilerin
7/14’Gnde ve optik sinir biyopsilerinin 10/13’Unde tespit etmistir. SARS-CoV-2
spike proteininin immunohistokimyasi negatif ve virls izolasyonu basarisizken,
sgRNA saptayabilmiglerdir. Pozitif SARS-CoV-2 sonucglu orneklerde retinal
biyopsilerde 2/5 (%40); optik sinir biyopsilerinde 6/10 (%60) sgRNA tespit
etmislerdir. Calismamizda SARS-CoV-2 PCR pozitif solunum yolu érneklerinde
97/109 (%89) en az bir sgRNA pozitifligi saptanmistir. Replikasyon tipik olarak
solunum yollarinda tariflense de retinal sinir ve optik sinirdeki bu replikatif virls
pozitifligi dikkat gekicidir. Ancak Casagrande ve ark.’nin ¢alismasinda COVID-
19 nedeniyle 0lmus 14 hastadan alinan 14 goze otopsi yapilmistir. Dolayisiyla
bu ylkseklik olagan karsilanabilir. Subgenomik RNA varligi, néronal dokuda
SARS-CoV-2 enfeksiyonuna isaret edebilir, ancak viris izolasyonu basarisiz
oldugundan ve SARS-CoV-2 spike proteininin immunohistokimyasi negatif
oldugundan, aktif bir enfeksiyonu olasi gérmemislerdir (184). SARS-CoV-2 aktif
enfeksiyonun tespitinde, sgRNA tespitini bu calismada yapildigi gibi hucre
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kaltard ve immunohistokimya gibi ek bir yontem kullanmak, daha dogru bir

analiz saglayabilecektir.

Cesitli calismalarda sgRNA varliginin viras replikasyon/transkripsiyonu
ile korele oldugunu belirtmis ancak bu varsayim, koronavirius RNA'sinin zarla
iligkili dogast ve bunlarin konak hicre yanitindan ve RNazlarda
stabilitesi/korunmasi ile ilgili durumlar dikkate alindiginda dogru olmayabilir (45,
71). Tam olarak anlagsilmasa da, virusin hem replikasyon hem de
transkripsiyonun, enfekte olmus hucrelerin sitoplazmasindaki ¢ift zarh
vezikullerde  gerceklestigi  dusunulmektedir.  Alexandersen ve  ark.
calismalarinda, enfeksiyonun ilk tespitinden sonraki 17 gune kadar olan
numunelerde SARS-CoV-2 sgRNA'larinin tespitini ve sadece bu tir
numunelerin PCR pozitifligi icin degil, ayni zamanda farkli yayinlardaki PCR
yontemlerinin  sonuglarindaki tutarsizliklar igin de olasi bir agiklama
sunmusglardir. Genel olarak, subgenomik RNA'larin aktif koronavirls
replikasyonu/enfeksiyonunun bir goOstergesi olmayabilecegine, ancak virls
genomu RNA'sina benzer sekilde bu RNA'larin oldukga kararli olabilecegine,
hicre zarlari ile yakin iligkisi nedeniyle uzun bir sure igin saptanabilir olduguna
dair bulgular sunmuslardir. Aktif enfeksiyondan sonra sgRNA'larin dnemli bir
sure boyunca mevcut olabilecegini anlamanin  6nemli  oldugunu
vurgulamiglardir.  Alexandersen ve ark., c¢alismalarinda rutin tanisal
orofaringeal/nazofaringeal suruntulerde SARS-CoV-2 subgenomik RNA'larinin,
ilk tespitten sonraki NGS ve PCR ile sirasiyla 17. ve 11. glnde
saptayabilmislerdir (71).

Alexandersen ve ark.’nin g¢alismalarina uyumlu olarak hastanede yatan
hastalardan alinan sudrlnti o6rneklerinde van Kampen ve ark., Klinik
semptomlarin baslamasindan 22 gin sonrasina kadar E sgRNA saptamistir
(70, 71). Bu nedenle tanisal numunelerde SARS-CoV-2 sgRNA'larinin varliginin
ve dolayisiyla tespitinin olduk¢a uzun bir aralikta oldugu ve sonug olarak aktif
virus replikasyonu/transkripsiyon veya aktif/persistan enfeksiyon igin iyi bir

belirteg/gdsterge olmadidini ifade etmiglerdir (71). Yine de birtakim ¢alismada,
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aktif enfeksiyon gostergeci olarak sgRNA tespiti kullaniimaya devam etmigtir
(72, 89, 90). Alexandersen ve ark.’nin ¢alismalarindaki sonuglara gore, SARS-
CoV-2 genomik ve subgenomik RNA'larin teshis &rneklerinde geg
enfeksiyonda/aktif enfeksiyondan sonra bile bulundugunu desteklemektedir.
Virion RNA’sI gibi sgRNA'lar oldukga stabildir ve muhtemelen nukleazlardan
koronaviris RNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu destekledigi bilinen ¢ift
membranl veziklller hicresel membranlar tarafindan korunurlar (10, 47).
Wolfel ve ark. tarafindan yapilan c¢alismanin aksine, klinik semptomlarin
baslamasindan sonraki ilk glinden 22 gun sonrasina kadar solunum
surintulerinde PCR ile E geni sgRNA'sini saptayan van Kampen ve ark.
tarafindan agiklanan bulgularla tutarli olarak, Alexandersen ve ark. tarafindan
PCR ve NGS ile ge¢ enfeksiyonda sgRNA'larin saptanmasi ilk saptamadan
sonra sirasiyla 11 ve 17 gune kadar uzayabildigini gostermigstir. Bu iki calisma
ciddi semptomlari olan, yatan hastalara odaklansa da Alexandersen ve ark.
calismalarinda hafif semptomlari olan ayaktan hastalari incelemistir. Ancak
Alexandersen ve ark., tum sgRNA’larin tespitinde PCR ve NGS kullanirken
diger iki caisma sadece E sgRNA’sina PCR uygulanmigtir. Virion genomik
RNA'sindan daha dusuk seviyelerde sgRNA tespiti, NGS gibi bir yontem
kullaniilmadikga aktif enfeksiyonun dogrudan kaniti olamayabilecegi ¢ikarimina
variimistir (10, 47, 71).

Calismamizda cesitli kisitlamalar mevcuttur. Enfeksiyoziteyi
degerlendirmede hucre kultira gibi ek bir yontem kullaniimamigtir. Hastalarin
klinigi uzun sureli takip edilmemigtir. Antijen testlerindeki genis aralikta olan
duyarlihk farkindan dolayr tek bir antijen testi secilerek gergeklestirilen
kiyaslama ¢alismalari da degisken sonug verebilecektir. Viral yuk, semikantitatif

bir ydontem olan Ct esik degeri ile degerlendilmigtir.

Cogu yayinda sgRNA’larin direkt olarak enfeksiyozite gostergeci olarak
kabul edilip bunun Uzerinden ¢ikarim yapilmaya caligilsa da tek basina sgRNA
ile enfeksiyozite degerlerdirmesi yapmak kesin bir sonu¢ vermeyebilir.

Dolayisiyla hicre kaltura gibi bir ydontem eklenerek yapilan ¢alismalar ile
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bulasicihgl degerlendirmede sgRNA'nin roli ve enfektivite tespit imkani daha

cok aydinlatilabilir.
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6. SONUG VE ONERILER

SARS-CoV-2 sgRNA'larin klinik etkilerine iligkin sinirli veriler gdéz 6nune
alindiginda; patojenitede oynadiklari rolun, isledikleri mekanizmalarin ve
terapotik hedeflerin potansiyellerini ortaya g¢ikarmak igin Gzerinde c¢alisiimasi

gereken pek ¢cok konu mevcuttur.

SARS-COV-2 pozitif 109 numunenin 83’Unde (%76,14) antijen testi
pozitif (26 negatif), 88’'inde (%80,73) E gen sgRNA’si pozitif (21 negatif),
96’sinda (%88,07) N gen sgRNA’sI pozitif (13 negatif) bulunmustur. En az bir
sgRNA’nin pozitif oldugu érneklerin %77,3’Unde, negatif olanlarin %66,7’sinde
antijen testi pozitif bulunmus olup bu fark istatistik olarak anlamhl bulunmamistir
(p=0,475).

N sgRNA, E sgRNA’dan pozitiflik orani ve daha dusik Ct'de pozitiflik
vermesi acisindan daha onplanda goérulmektedir. Antijen testi ve sgRNA’larin
pozitiflik orani benzer gorulmektedir, bu agidan antijen testleri enfektiviteyi
degerlendirmeye elverisli olabilir. E sgRNA pozitif érneklerin %80,7’sinde, N
sgRNA pozitif érneklerin %78,1’inde antijen testi pozitif saptanmistir. E sgRNA
ile antijen testi pozitifligi arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,023). E
sgRNA pozitif orneklerin %98,9’unda, negatif orneklerin ise %42,9'unda N
sgRNA pozitif bulunmus olup bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,0001).

E gRNA Ct degeri <25 ve >25, <29 ve >29, <30 ve 230 arasinda antijen
testi pozitifliginde bulunan fark istatistik olarak anlamlidir (p=0,0001). Antijen
testinin yuksek Ct degerlerinde tespit oraninda Ug¢ deger igin de anlaml dugme

gOsterilmistir.

Antijen testi kitinin iceriginde hem N hem de S proteinine 06zgu
monoklonal antikorlarin olmasi, antijen testindeki tespit oraninin yuksekligini

aciklayabilir.
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Sadece etkeni degil; bulastiriciligi da tespit edebilmek pandemi gibi
kosullarda karantina suresini ve karantinaya kimin alinacagi gibi izolasyon
kapsamlarini, saglik politikalarini, tedavi protokollerini 6nemli odlgide
degistirebilir ve toplumlarin sosyo-ekonomik isleyisinin surdarulebilirligine katki
sunabilir. Daha kisa iyilesme suresi olan, hastanede yatis suresi nispeten daha
az olan hastalar iceren huicre kultiri ve sgRNA tabanli ileri c¢alismalar,

hastanede kalis suresini ve sosyal izolasyon suresini kisaltabilecektir.

Pek cok yayinda sgRNA’larin direkt olarak enfeksiyozite goéstergeci
olarak kabul edilip bunun Uzerinden yorum yapilmistir, ancak sgRNA’larin
enfeksiydzite gostergeci olarak kullanilabilecegini géstermek igin ileri ve genis
kapsamli calismalar (6rn. NGS, sonuglarin viral kdltirle desteklenmesi gibi)
gerekli gorunmektedir. Subgenomik RNA'larin oldukga degisken aralikta tespit
edilebilmesi enfeksiyonun akut mu yoksa uzamig, persistan veya tekrarlayan bir
enfeksiyon olup olmadiginin arastiriimasini gerekli kilmakta, bu konudaki
arastirmalara ihtiyag duyulmaktadir. Membran yapilariyla iligkili SARS-CoV-2
sgRNA’larinin  hucresel RNazlardan korunabildigi, bu nedenle enfekte
hastalardan sgRNA tespitinin her zaman aktif replike olan virisin gostergesi

olmayabilecegi akilda tutulmalidir.

Hucre kalturune dayali yontemler ile replike olabilen virusu gostermek
onemli bir gostergeg olsa da pandemi kosullarinda surekli uygulayabilir degildir.
COVID-19 tanisinda PCR yontemi yaygin olarak kullanildigindan, yine PCR’a
dayali enfeksiyozite tespit veya yorumu yapabilmek onemli olacaktir. Viral
yukln bir géstergeci olmasina ragmen Ct degerleri kullanilan kitler arasindaki
ve ayni kitle tekrarlanan ornekler arasindaki degiskenlik sebebi ile bu konuda da

kapsamli caligmalara ihtiya¢ vardir.
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