SARS-COV-2 RNA DETECTED IN BLOOD SAMPLES FROM PATIENTS WITH COVID-19 IS NOT
ASSOCIATED WITH INFECTIOUS VIRUS
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GiRiS

SARS-CoV-2 tanisinda solunum yolu drneklerinde virlisiin kendisi tespit edilemedigi igin
PCR ile viral RNA taranmaktadir. Baska ornek tiplerinde de SARS-CoV-2 RNA saptanmistir ancak
kan orneklerinde tespit edilmesinin klinik 6nemi tam anlasilamamistir. Saghk calisanlarini
korumak amaciyla 6rneklerde viriis ylikiin{ azaltan yontemler (kimyasal, 1si uygulamalari) siireci
uzatmakta ve tetkiklerin duyarlihgini distrmektedir. Alternatif olarak biyoglvenlik dizeyi 3
kabinler kullanilabilir ama bunlar masrafli ve 6zel egitim gerektirmektedir. Bu calismada vRNA
sikhgiyla klinik bulgular arasinda bir iliski saptamak amaciyla bir meta-analiz calismasi
yapitmistir. Ek olarak baska bir kohort calismasindaki kan ornekleri RT-PCR yOntemiyle

incelenmistir. Yine ayrica, vRNA pozitifliginin hiicre hasari ile iliskisini gostermek amaciyla da bir

hicre kiltliri calismasi yapilmistir.



GEREC VE YONTEM:

Meta Analizde; Kanda viral RNA varligini gosteren kanitlar ve buna bagh klinik
semptomlarin tespit edilmesi igin literatlir taranmistir. Kriterlere uygun 22 c¢alisma
belirlenmistir. Bu ¢alismalarda alinan kan, plazma ve serum &rneklerinde vVRNA prevelansina

bakilmis, vRNA sonuglarinin klinik ve laboratuar ile uyumu incelenmistir.

Kohort Calismasindaki érnekler toplam 384 kisiden alinan 429 &rnektir. Orneklerin
212’si Oxford Universite Hastanesinden, 217’si Ulusal Kan Hizmet Biriminden alinmistir. Oxford

Universite Hastanesi drneklerinin;

e N=139 6rnek, hastaneye vatirilmis 94 Covid-19 hastalarindan alinmistir. Ornekler
hastaneye veya yogun bakima yatistan 1-5 giin, semptomlarin ortaya cikisindan 1-37
glin icerisinde alinmistir.

e N=41 6rnek, Covid-19 gecirmis 41 saglk calisanindan alinmistir. Ornekler tani koyulup en
az 7 glin isten uzak durduktan sonra alinmistir.

e N=32 Ornek, Covid-19’u gecirmis 31 kisiden semptomlarin ortaya ¢ikisindan 31-62 giin

sonra alinmistir.
ingiliz Ulusal Kan Hizmet Biriminden alinan érneklerin;

e N=212 6rnek, 212 konvalesan plazma bagiscilarindan, belirtilerin kaybolmasindan en az
28 giin sonra alinmistir.

e N=50rnek, 5saglkli bagiscidan alinmistir.

Tum kohort ¢alisma 6rneklerinde RT-PCR yapilmis ancak protokoller hastane ve hasta

gruplarinda farkliliklar gostermistir. Yiilksek dongti esikleri (<37) anlamsiz kabul edilmistir.

Hiicre Kiiltiirti; Viral hicre kultlrd igin 20 6rnek rastgele segilmis, VCO1 ve VC-20 arasi
olarak kodlanmistir. VCO1 ile VC-16 arasi PCR pozitif akut ve iyilesmis COViD-19 hastalarindan
alinmis, VC17 ile VC20 arasi pandemi Oncesi hastalardan alinmis ve kontrol grubu olarak
degerlendirilmistir. Ornekler hiicre kiiltiiriine ekilmistir. Ayrica hasta dérnegi olmadan 2 drnege
kontrol amach 1 x 10® VRNA eklenmistir. 3 giin boyunca hiicre hasari takip edilmis, 3 giinin
sonunda gRT-PCR ile vVRNA elde edilmesi icin 6rnek alinmistir. 4. glinde hicreler pasajlanmis, bir

3 glin daha beklenip hiicre hasari tekrar degerlendirilmistir.



BULGULAR:

Meta-Analiz: RNA-emi sikligi ile klinik bulgular arasindaki iliskiyi saptamak amaciyla
yapilan literatlir taramasinda, calismalarda alinan 6rneklerin %0-76’sI gibi cok genis bir aralikta
RNA tespit edilmistir. Semptomatik enfeksiyonu takip eden 28 giinde kan 6rneklerinde vVRNA
prevelansi %10 bulunmustur. Bazi calismalarda, kanda viral RNA varligi ciddi enfeksiyon ile (akut
klinik kotlilesme, yogun bakim ihtiyaci) iliskili bulunmustur. Bir ¢calismada diger 6rneklere gore
daha dusiik RNA dizeyi saptanmis, diger calismalarda ise RNA dizeyleri arasinda bir farkhlik
gozlenmemistir. Kiglk bir grup calisma ise esik dongu degeri ylksek bulunmus ancak bu

¢alismalarin birbirinden farkli degerleri esik kabul ettikleri gértlmustar.

Kohort Calisma Orneklerinde vRNAemi Diizeyleri: Tim gruplardan alinan érnekler gz
online alindiginda ilk 13 giinde alinan 6rneklerin %17.6” sinda, 14-27. giinlerde alinan 6rneklerin
%10’unda VRNA tespit edilmis, 28 giinden sonra alinan orneklerde vRNA tespit edilmemistir.
Dolayisiyla ilk bulgunun ortaya cikisinin (zerinden gegen zaman arttikga VRNA pozitifligi
ihtimalinin distigd gordlmistir. RNA pozitifligi daha siddetli hastalik tablosuyla iliskili
bulunmustur. PCR testlerinde, pozitif vakalardaki esik dongi degeri yliksek bulunmus, bu durum

RNA kopyalanmasinin distik oldugu seklinde yorumlanmustir.

Kiltiirde Hiicre Hasari: Referans virisle yiksek konsantrasyonda (78 ve 7.8 pfu) inokile
edilen Vero hiicrelerin hepsi hiicre hasarlanmasi belirtileri gostermislerdir (yuvarlaklasma ve
yuzeyden/ diger hicrelerden ayrilma). VCO1 ile VC20 arasi VRNA pozitif hasta plazma
ornekleriyle ve disuk konsantrasyonda (0.078 pfu) referans virisle inokile edilen hiicrelerde 4.
glinde tipik hilicre hasarlanmasi gozlenmemekle birlikte farkli hicre anormallikleri ve jel
olusumu goézlenmistir. ikinci pasajda 7. giinde incelenen hiicrelerde herhangi bir hiicre hasari

bulgusu gézlenmemistir.

Kiiltiirde VRNA Pozitifligi: inokiilasyonun 3. giiniinde kiiltiir siipernatanlarinda vVRNA
degerleri incelenmistir. Referans virtsle yiksek konsantrasyonda (78 ve 7.8 pfu) inokiile edilen
hiicre grubunda 2 10°, referans virisle diisiik konsantrasyonda (0.078 pfu) inokiile edilen hiicre
grubunda duslik seviye VRNA tespit edilmistir. vVRNA tespiti icin 3 farkh test kullanilmis (CDC
NP1, CDC NP2 and HKU ORF1b), bu testlerden CDC NP1 ve CDC NP2’de tiim 6rneklerde <100
VRNA tespit ederken, HKU IRF1b’de hi¢ VRNA tespit edilememistir.



TARTISMA VE SONUC:

28. gline kadarki Covid-19 vakalarinda disik viral yikte RNA tespit edilmistir. Bu
pozitifliklerin ¢ogu da erken dénemde ve daha siddetli vakalardadir. vVRNA PCR pozitif olsa da

klinik 6rneklerin hepsi enfektif esigin altinda bulunmustur.

Hem literatiir hem de kohort galismasindan elde edilen Orneklerde dongl esiginin
yuksek olmasi virlisiin disik sayida kopyasi oldugunu goéstermektedir. Buradan yola cikilarak
klinikte kullanilan tetkiklerin pozitifliklerinde genom parcalarinin tespit edildigi veya ¢ogalabilen
bir virlse ait olsa bile bunlarin immun kompleks gibi bir mekanizmayla etkisizilestirildigi

distndlmdastar.

Solunum_ yolu o6rneklerinde viral yikin hastalik siddetiyle iliskili- oldugu zaten
bilinmektedir. Dolayisiyla ciddi vakalarda kan 6rneklerinde vRNA tespit edilmesi akcigerlerdeki
yuksek viral yikin kana tasmasi, akciger hiicrelerinin yikilmasiyla virisin kana salinmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Yiiksek dongu esigi degerleri nedeniyle su an igin kandaki virtsiin tespit

edilmesi spesifik bir deger tasimamaktadir.

Calismamiz COVID-19 hastalarinda orneklerin ¢cok azinda RNA tespit edilebildigini, tespit
edilenlerde de RNA miktarinin ¢ogu laboratuvarin esik degerinin altinda kalacak kadar az
oldugunu gostermistir. RNA pozitif olan 6rneklerde c¢ogalabilen virlis tespit edilememis,

dolayisiyla bu 6rneklerden bulas ihtimalinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu kanisina variimistir.



