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Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2 [(Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2)] antijenlerine karsi olusan antikorlari saptamaya yonelik gelistirilen serolojik testler bagisikhk
diizeyinin gosterilmesinin yani sira, asi etkinliginin ve koruma stirelerinin belirlenmesi gibi alanlarda kul-
laniimakta ve testlerin degerlendirilmesi, sonugclarin yorumlanmasi halen arastiriimaktadir. Bu ¢alismada,
koronavirlis hastaligi 2019 (COVID-19) gecirmemis saglik calisanlarinda anti-spike 6lciim degerlerinin
karsilastinlmasi amaciyla, iki doz inaktif SARS-CoV-2 asisi ile asilama sonrasinda, ayni birimde sonug veren,
farkl yontem ile calisan iki ticari kantitatif antikor saptama testine ait sonuclar degerlendirilmistir. Calis-
maya dahil edilen 90 saglik calisanina ait serum 6rneklerinin Elecys anti-SARS-CoV-2 S (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Almanya) ve Aeskulisa anti-SARS-CoV-2 S1 (Aesku diagnostics, Wendelsheim, Almanya)
kitleri ile elde edilen sonuglari, her iki Uretici firmanin onerileri dogrultusunda kalitatif ve kantitatif ola-
rak degerlendirilmistir. Kantitatif degerler ayrica inite/mL (U/mL) olarak verilen Uretici firmalarin Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) anti-SARS-CoV-2 uluslararasi standardi ile gerceklestirdikleri calismalar neticesinde
saglanan cevrim faktorl ile baglayici antikor tnite (BAU)/mL'ye cevrilerek de degerlendirilmistir. Anti-
SARS-CoV-2 odlctimleri neticesinde; Elecsys kiti ile 86 (%95.6) ornekte pozitif, 4 (%4.4) ornekte negatif
sonug, Aeskulisa kiti ile yapilan dlctimlerde 55 (%61.1) pozitif, 20 (%22.2) negatif ve 15 (%16.7) 6rnekte
ara deger olacak sekilde sonuclar alinmistir. Her iki kit ile ortak olarak dort ornekte negatif, 55 drnekte
pozitif sonug elde edilmistir. Aeskulisa kiti ile ara degerdeki 15 6rnek disinda kalan 75 ornekte her iki kit
ile g6zlenen yilizde uyum 78.6 olarak bulunurken, istatistiksel olarak Cohen’s kappa degeri orta diizeye
yakin derecede uyumu gosterecek sekilde 0.26 olarak hesaplanmistir. Her iki kitin tim 6rneklerdeki 61-
ciimlerinin korelasyon analizinde ytiksek korelasyon gozlenmistir (r= 0.611). Her iki kit ile yapilan kantita-
tif Slclimlerin ortalamalarina karsi farklarinin sacilimi Bland-Altman analizi ile incelendiginde; Elecsys kiti
ile Aeskulisa kitinden daha yliksek olciimler yapilmis, ortalama fark 58.68 + 52.62 olarak bulunmustur.
Uretici firmalar tarafindan gerceklestirilen calismalar neticesinde cevrim faktérii ile U/mL degerleri BAU/
mL’ye cevrildiginde ortalama farkin 41.09 + 50.22’ye geriledigi g6zlenmistir. Butin 6rneklemde Elecsys
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kiti ile yapilan dlclimler Aeskulisa kitine gore ortalama 4.58 + 3.44 kat daha yiiksek bulunurken ol¢timler
BAU/mL degerlerinde tekrar hesaplandiginda 2.35 + 1.77 olarak bulunmustur. Calismamizda kullanilan
Elecsys kiti ile bulunan dlcim degerleri Aeskulisa kitine gore daha yiliksek bulunmus ve kalitatif olarak
Elecsys kiti ile Aeskulisa kitinden daha ¢ok pozitif sonug elde edilmistir. Bu calismada her iki kit ile uyumlu
sonug alinan 6rneklerde (n= 55) Elecsys kit olclimleri Aeskulisa kit 6lclimlerine gore ortalama 4.06 kat
daha yiiksek saptanmistir. Aeskulisa kiti ile ara degerde raporlanan 15 hasta ve negatif sonug verilen 16
hasta icin bu oranlarin sirasiyla 4.30 ve 7.72 degerlerine yiikselmesi diistik antikor degerlerinde Aeskulisa
kiti ile kantitasyon basarisinin azaldigini diisiindiirmistir. Anti-SARS-CoV-2 testlerinin birbirleri ile uyumu
heniiz saglanmadigi icin, bireysel bagisiklik izleminin ayni yontem kullanilarak yapilmasi ve BAU/mL’ye
cevrilerek verilen sonuglarin bile antijen alt birimine 6zgil olmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, antikor, kantitatif, spike.
ABSTRACT

Serological tests developed to detect antibodies against severe acute respiratory syndrome coronavi-
rus disease 2 (SARS-CoV-2) antigens are used to demonstrate immunity level, vaccine efficacy and durati-
on of protection. However, the evaluation of these tests and the interpretation of the results are still under
investigation. In this study, it was aimed to compare the anti-spike measurement values in healthcare
workers who have not experienced coronavirus 2019 (COVID-19) after vaccination with two doses of
inactivated SARS-CoV-2 vaccine with two commercial quantitative antibody detection tests which were
used to give results in the same unit and work with different methods. The results obtained with Elecys
Anti-SARS-CoV-2 S (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and Aeskulisa Anti-SARS-CoV-2 S1 (Aesku
diagnostics, Wendelsheim, Germany) kits of the serum samples of 90 healthcare workers were evaluated
qualitatively and quantitatively in line with the recommendations of both manufacturers. Quantitative
values given as units/ml (U/mL) were also evaluated by converting the binding antibody unit (BAU)/mL
with the conversion factor obtained as a result of the studies carried out by the manufacturers with the
World Health Organization (WHO) anti-SARS-CoV-2 international standard. Positive results were obtai-
ned in 86 (95.6%) samples and negative results in 4 (4.4%) samples with the Elecsys kit; 55 (61.1%)
positive, 20 (22.2%) negative and 15 (16.7%) intermediate results were obtained with the Aeskulisa kit.
In common with both kits, negative results were obtained in four samples, and positive results were ob-
tained in 55 samples. While the percent agreement observed with both kits was found to be 78.6 in 75
samples, excluding 15 samples in the intermediate with Aeskulisa kit, Cohen’s kappa value was calculated
as 0.26, indicating a close to moderate agreement, statistically. A high correlation was observed in the
correlation analysis of the measurements of both kits (r= 0.611). When the scattering of the differences
against the mean of the quantitative measurements made with both kits was examined by Bland-Altman
analysis; higher measurements were determined with the Elecsys kit than with the Aeskulisa kit and the
mean difference was found to be 58.68 + 52.62. As a result of the studies carried out by the manufactu-
rers, it was observed that the average difference decreased to 41.09 + 50.22 when the U/mL values were
converted to BAU/mL with the conversion factor. In the whole sampling, the measurements determined
with the Elecsys kit were found to be 4.58 + 3.44 times higher on average compared to the Aeskulisa
kit while the measurements were found to be 2.35 £ 1.77 when the BAU/mL values were recalculated.
The measurement values found with the Elecsys kit used in our study were found to be higher than that
of Aeskulisa kit and qualitatively more positive results were obtained with Elecsys kit than with the Aes-
kulisa kit. In this study, Elecsys kit measurements were on average 4.06 times higher than Aeskulisa kit
in samples (n= 55) with results compatible with both kits. The increase in these rates to 4.30 and 7.72
values, respectively, for 15 samples reported as intermediate and 16 as negative with the Aeskulisa kit,
suggested that the success of quantitation decreased with the Aeskulisa kit at low antibody values. Since
the harmonization of anti-SARS-CoV-2 tests has not yet been achieved, individual immune monitoring
should be performed using the same method and even the results converted to BAU/mL should be spe-
cific to the antigen subunit.

Keywords: SARS-CoV-2, antibody, quantitative, spike.
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GiRis

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2 [Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2)]'nin neden oldugu koronaviriis 2019 (COVID-19) pande-
misinin bltiin dlinyay: etkisi altina almasi ile birlikte taniya yonelik gelistirilen molekiler
testlerin yani sira, SARS-CoV-2 antijenlerine karsi olusan antikorlari kalitatif ve kantitatif
olarak saptamaya yonelik serolojik testler de gelistirilmistir. Bu amacla gelistirilen sero-
lojik testler esas olarak iki proteini hedef almistir'. Yapilan klinik calismalarda yapisal ve
yluksek oranda immuinojenik bir protein olan nikleokapsite (N) karsi olusan antikorlarin
erken sentezlendigi ve erken azaldigi &ne siiriilmiistiir®3. Etkenin konak hiicre girisine
aracilik eden spike (S) proteinine karsi olusan antikorlarin ise, N proteinine karsi olusan-
lardan genel olarak daha sonra ortaya ciktigi, notralizan 6zelliginin bulundugu ve ko-
ruyuculugunun daha uzun siireli oldugu belirtilmistir*. Ayni zamanda asilarin da hedef
bolgesi olan S proteinine karsi olusan antikorlarin kantitatif olarak 6lcimuni yapan farkl
ticari firmalara ait testler tlkemizde de bulunmaktadir. Bu testler bagisikhk diizeyinin
gosterilmesinin yani sira agi etkinliginin ve koruma strelerinin belirlenmesi gibi alanlar-
da kullanilmakla birlikte testlerin degerlendirilmesi ve sonuclarin yorumlanmasi halen
arastinlmaktadir. Ornegin farkl ticari firmalara ait antikor kitleri; “receptor binding do-
main (RBD)” motifi, ST alt birimi, S1/S2 formu ya da trimerik form gibi farkh S protein
alt hedef bolgelerini kullanabilmekte, toplam immiinoglobulin (Ig) ya da sadece I1gG gibi
farkh antikor tiplerini degerlendirebilmekte, farkli dlctim yontemlerini kullanabilmekte,
farkli birimlerle sonug verebilmekte ve dolayisiyla da klinik agidan farkli yorumlamalara
neden olabilmektedir’-.

Bu calismada, COVID-19 gecirmemis saglk calisanlarinda anti-S dlcim degerlerinin
karsilastinlmasi amaciyla, iki doz inaktif SARS-CoV-2 asisi ile asilama sonrasinda, ayni
birimde sonug veren, farkli yontem ile calisan iki ticari kantitatif antikor saptama testine
ait sonuclar degerlendirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu (Tarih:
14.4.2022 ve Karar No: 8-22) ve T.C. Saglik Bakanligi Saglik Hizmetleri Genel Mudurligu
(Tarih: 20.3.2022 ve Karar No: 2022-03-20T07-09-33) tarafindan onaylandi.

Hastanemizde gorev alan, COVID-19 gecirmemis, herhangi bir immun yetersizligi
bulunmayan saglk calisanlarindan ikinci doz CoronaVac uygulamasindan bir ay sonra
elde edilen 90 serum ornegindeki SARS-CoV-2 anti-S degerleri iki farkh ticari kit ile
calisilarak olculdi. Antikor testi olarak; Elecsys anti-SARS-CoV-2 S (Roche Diagnostics,
Mannheim, Almanya) ve Aeskulisa anti-SARS-CoV-2 S1 (Aesku diagnostics, Wendelsheim,
Almanya) kitleri kullanildi.

Elecsys, SARS-CoV-2 S proteininin S1 alt birimindeki RBD’e karsi olusan oncelikli
olarak 1gG ve ayni zamanda IgM ve IgA total antikorlarini kalitatif ve kantitatif olarak
saptayan, tek asamali cift antijen sandvi¢ yontemini kullanan electrochemiluminescence
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Tablo I. Anti-SARS-CoV-2 Kitlerinin Ozellikleri

Hedef Saptanan Cut-off Lineer  Cevrim
Kit antijen antikor  Yontem (Sinir deger) arahik  faktori
Elecys Anti-SARS-CoV-2  S1 (RBD)  Toplam ECLIA 0.8 0.4-250 1.0288
S antikor
Aeskulisa Anti-SARS- S1 [e]@ ELISA 8 (8-12 aradeger) 3-100 2

CoV-2 S1

ECLIA: Electrochemiluminescence immunoassay, ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay.

immunoassay (ECLIA) testidir. Calismalar retici firmanin onerileri dogrultusunda Cobas
E601 modiiler analizoriinde (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) yapildi. Aeskulisa,
SARS-CoV-2 S proteininin S1 alt birimine kargi olusan IgG antikorlarinin gosterilmesine
yonelik kalitatif ve kantitatif sonu¢ verebilen bir “enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA)” testidir. Bu kit ile yapilan calismalar uretici firmanin onerileri dogrultusunda
Triturus ELISA cihazinda (Grifols, Barcelona, ispanya) yapildi. Her iki ticari kantitatif
antikor saptama testinin teknik 6zellikleri Tablo I'de verildi.

Calismaya dahil edilen 90 saglk calisanina ait serum orneklerinin Elecsys ve Aeskulisa
kitleri ile elde edilen sonuglari, her iki Uretici firmanin onerileri dogrultusunda kalitatif
ve kantitatif olarak degerlendirildi. Unite/mL (U/mL) olarak verilen kantitatif degerler
uretici firmalarin Diinya Saglk Orgiitii (DSO) anti-SARS-CoV-2 uluslararasi standardi ile
gerceklestirdikleri calismalar neticesinde saglanan ¢evrim faktoru ile baglayici antikor
tinite (BAU)/mL’ye cevrilerek de degerlendirildi. Uretici firmalar tarafindan belirlenen
cevrim formuilleri Elecsys kiti icin U*1 0288= BAU, Aeskulisa kiti icin U*2= BAU olarak
kullanildi.

istatiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizinde SPSS Version 22.0 ve GraphPad Prism programlari
kullanildi. iki farkli kantitatif ticari antikor saptama testi ile her bir hasta icin elde edilen
kalitatif sonuclar kategorik degisken (pozitif, negatif, ara deger) olarak, kantitatif sonuclar
strekli degisken (ylizde, ortalama * standart sapma) olarak kaydedildi. Bu Kkalitatif
sonuglarin arasindaki uyum Cohen’s kappa degeri ve yiizde uyum hesaplanarak analiz
edildi; kappa degeri: < 0.20 zayf, 0.21-0.40 ortaya yakin, 0.41-0.60 orta diizeyde,
0.61-0.80 6nemli diizeyde ve 0.81-1.00 neredeyse mikemmel uyum olarak kategorize
edildi. Kantitatif sonuclar ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum
olarak belirtildi ve kantitatif sonuclarin normallik varsayimi Kolmogorov-Smirnov testi ile
gerceklestirildi. Normal dagiima uymama durumunda non-parametrik testler ile analize
devam edildi. iki bagimsiz grup arasinda ortalamalarin farki ile bu farkin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadigini test etmek icin Mann-Whitney U testi kullanilirken, iki bagimli
grup arasinda ortalama farkin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini test etmek icin
Wilcoxon Signed Rank test kullanildi. iki farkli test ile elde edilen sonuglarin korelasyonu
icin Spearman korelasyon analizi ile rho (r) dederi hesaplandi. ikiden fazla grubun
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kantitatif degerleri arasinda ortalama farkin istatistiksel olarak anlaml olup olmadigini
test etmek icin Kruskal-Wallis varyans analizi uygulandi. Her iki test ile yapilan kantitatif
Olctimlerin ortalamalarina karsi farklarinin sacilimi Bland-Altman analizi ile incelendi ve
ortalama fark hesaplandi. Tiim analizlerde istatistiksel olarak anlamlilik derecesi (p degeri)
0.05 olarak belirlendi.

BULGULAR

Calismaya dabhil edilen 90 saglik calisaninin 55 (%61.1)’i kadin, 35 (%38.9)’i erkek
olarak belirlenmis ve yas ortalamasi 45.89 (aralik= 24-63) olarak saptanmuistir.

Anti-SARS-CoV-2 olcimleri neticesinde; Elecsys kiti ile 86 (%95.6) ornek pozitif, 4
(%4.4) ornek negatif saptanmistir. Aeskulisa kiti ile yapilan dlctimlerde 55 (%61.1) or-
nek pozitif, 20 (%22.2) 6rnek negatif ve 15 (%16.7) 6rnek ara degerde belirlenmistir.
Her iki kit ile ortak olarak dort 6rnek negatif, 55 6rnek pozitif tespit edilmistir. Elecsys
kiti ile pozitif bulunan 86 ornek, Aeskulisa kiti ile 55 ornekte pozitif (%64), 15 6rnekte
ara deger (%17.4) ve 16 6rnek negatif (%718.6) olarak sonuclanmistir (Tablo II).

Aeskulisa kiti ile ara degerdeki 15 6rnek disinda kalan 75 6rnekte her iki kit ile gozle-
nen uyum %?78.6 olarak bulunurken, istatistiksel olarak Cohen’s kappa degeri orta du-
zeye yakin derecede uyumu gosterecek sekilde 0.26 olarak hesaplanmistir (p= 0.004).
Aeskulisa kiti ile ara degerde ¢ikan bu 15 6rnek pozitif olarak kabul edildiginde gozle-
nen uyum %82.2 olarak hesaplanmistir (Cohen’s kappa= 0.28, p= 0.002).

Elecsys ve Aeskulisa kitleri ile yapilan dlctimlerde saptanan kantitatif antikor diizeyle-
rinin ortalama degerleri sirasiyla; 78.53 £ 59.92, 19.84 + 14.58 olarak hesaplanmistir.
Aeskulisa kiti ile yapilan 6lctimlerde Elecsys kiti ile yapilan lciimlere gore ortalama an-
tikor degerleri istatistiksel olarak anlamli derecede daha duistik bulunmustur (p< 0.001)
(Tablo III).

Elecsys kiti ile yapilan 6lctimlerde kadinlarda ortalama antikor diizeyi 91.38 + 64.05
U/mL, erkeklerde 58.34 + 46.88 U/mL olarak hesaplanmistir. Aeskulisa kiti ile yapilan
Olciimlerde kadinlarda ortalama antikor diizeyi 22.30 + 14.18 U/mL, erkeklerde 15.98
+ 14.56 U/mL olarak hesaplanmistir. Kadin ve erkek bireyler arasindaki ortalama anti-
kor olcimleri arasindaki fark, her iki kit icin de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p= 0.006, p= 0.045). Bitun orneklemde Elecsys kiti ile yapilan olciimler Aeskulisa
kitine gore ortalama 4.58 * 3.44 kat daha yliksek bulunmustur. Kadin ve erkek bireyler

Tablo Il. Elecsys ve Aeskulisa ile Olciilen Kalitatif Sonuclar
Elecsys
Negatif, n (%) Pozitif, n (%) Toplam, n (%)
Negatif 4 (100) 16 (18.6) 20 (22.2)
Ara deger 0 (0) 15(17.4) 15(16.7)
Aeskulisa
Pozitif 0 (0) 55 (64) 55 (61.1)
Toplam 4 (100) 86 (100) 90 (100)
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Tablo IIl. Tiim Bireylerde Elecsys ve Aeskulisa Kitleri ile Olciilen Antikor Degerleri
Toplam (n= 90)

Elecsys kiti Aeskulisa kiti
Ortalama 78.53 19.84
Ortanca 62.52 15.40
Standart sapma 59.92 14.58
Minimum-Maksimum 0.46-230.20 3.15-68.90
Persentil 25 31.50 9.03
Persentil 50 62.52 15.40
Persentil 75 110.42 26.92

ayri ayri incelendiginde ise bu oran sirasiyla; 4.53 £ 2.95 ve 4.65 + 4.14 kat olacak
sekilde tim ornekler ile elde edilen oran ile benzer bulunmus, arada istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamistir (p= 0.54). Tim orneklerde her iki kitin lineer araliginda
sonug¢ alinmistir. Her iki kitin tim orneklerdeki 6lctimlerinin korelasyon analizinde r=
0.611 olarak hesaplanmis, ylksek korelasyon gozlenmistir (kadinlarda r= 0.628, erkek-
lerde r= 0.625).

Aeskulisa testi ile negatif (n=16) ve ara deder (n= 15) bulunup Elecsys testi ile pozi-
tif bulunan 6rneklerin Elecsys kiti 6lctimlerindeki kantitatif degerleri her iki yontem ile
pozitif cikan orneklere oranla daha dustik bulunmustur. (p= 0.002, p= 0.001) (Sekil 1)
(Tablo V).

Her iki kit ile pozitif bulunan 55 ornekte Elecsys kiti ile yapilan olclimler Aeskulisa
kitine gore ortalama 4.06 + 2.59 kat daha yiiksek bulunmustur. Elecsys kiti ile pozitif
Aeskulisa kiti ile ara degerde bulunan érneklerde bu oran 4.30 + 2.36 iken, Elecsys kiti ile

p=0,002
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Sekil 1. Aeskulisa kiti ile negatif (n=16), ara deger (n=
15), pozitif (n= 55) sonug alinan drneklerin Elecsys kiti
oOlctimlerindeki antikor degerlerinin karsilastiriimasi.
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Tablo IV, Aeskulisa kiti ile Negatif, Ara Deger ve Pozitif Sonug Alinan Orneklerin Elecsys Kiti ile Olciim
Sonuclar

1. grup n=16 2.grupn=15 3.grup n=55
Aeskulisa Elecsys Aeskulisa Elecsys Aeskulisa Elecsys
Negatif Pozitif ara deger Pozitif Pozitif Pozitif
Ortalama 6.26 48.93 10.37 44.55 27.44 102.07
Ortanca 6.71 33.87 10.70 40.48 24.00 83.31
Standart sapma 1.32 35.69 1.00 23.51 13.97 61.86
Minimum- 3.65-7.75 16.40-142.00 8.63-11.80 11.22-93.63 12.20-68.90 8.12-230.20

maksimum

pozitif Aeskulisa kiti ile negatif bulunan 6rneklerde bu oran 7.72 + 4.88 degerlerine kadar
yukselmistir (p< 0.00T).

Her iki kit ile yapilan kantitatif 6lciimlerin ortalamalarina karsi farklarinin sacilimi Bland-
Altman analizi ile incelendiginde; Elecsys kiti ile Aeskulisa kitinden daha ytiksek olclimler
yapilmis, ortalama fark 58.68 + 52.62 olarak bulunmustur. Uretici firmalar tarafindan
gerceklestirilen calismalar neticesinde c¢evrim faktori ile U/mL degerleri BAU/mL
degerlerine cevrildiginde ortalama farkin 41.09 + 50.22’e geriledigi gozlenmistir (Sekil
2). Cevrim faktori uygulandiktan sonra Elecsys kiti ile Olclilen ortalama antikor diizeyinin
78.53 + 59.92 U/mL'den 80.79 + 61.65 BAU/mL'ye, Aeskulisa kiti ile Olciilen ortalama
antikor dlizeyinin 19.84 + 14.58 U/mL'den 39.69 £ 29.17 BAU/mL'ye degistigi ve ortalama
antikor degerlerinin sayisal olarak birbirine yaklasmasina ragmen aralarindaki istatistiksel
olarak anlaml farkin devam ettigi, korelasyon katsayisinin degismedigi gozlenmistir (r=
0.611) (p< 0.001) (Sekil 3). Butiin orneklem icin Elecsys ile yapilan olctimler Aeskulisa
kitine gore ortalama 4.58 + 3.44 kat daha yiiksek iken bu oran BAU/mL degerlerinde
tekrar hesaplandiginda 2.35 + 1.77 olarak bulunmustur.
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Sekil 2. Her iki kit ile éiciilen kantitatif antikor degerlerinin U/mL ve BAU/mL olarak ortalamalarina karsi fark-
larinin sagihm grafigi (kesikli ¢cizgi ortalama farki géstermektedir).
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Sekil 3. U/mL ve BAU/mL cinsinden her iki kit icin antikor degerlerinin dagilim grafigi. Veriler en diisiik deger-
den en yiiksek degere dogru siralanmistir.

TARTISMA

Sunulan ¢alismada, iki doz inaktif SARS-CoV-2 agisi ile asilanmis saglik calisanlarinda
tlkemizde rutin olarak kullanilmakta olan iki ticari antikor saptama testi karsilastiriimistir.

Ciddi bir halk saghgr sorunu haline gelen SARS-CoV-2 pandemisinden korunmaya
yonelik olarak gelistirilen, DSO tarafindan kullanimi onaylanmis ve toplu asilama pro-
gramlari kapsaminda uygulanan farkli tiirde asilar bulunmustur. Bunlar baslica; Pfizer-Bi-
oNTech/BNT162b2 ve Moderna/1273 gibi mRNA asilarini, CoronaVac-Sinovac Life Sci-
ences ve Sinopharm gibi inaktive virs asilarini, SputnikV/rAd26-S/rAd5-S, Astra Zeneca/
AZD1222 ve Janssen-Johnson&Johnson/Ad26 gibi adenoviral vektor agilarini icermekte-
dir'®. inaktif SARS-CoV-2 asisi olan CoronaVac (Sinovac Life Sciences, Beijing, Cin) 14
Ocak 2021 tarihinden itibaren basta saglik calisanlari olmak tizere tlkemiz genelinde de
uygulanmaya baslanmistir'’. Bu calisma, mRNA agisi olan Pfizer-BioNTech/BNT162b2
asisinin heniz llkemizde kullanima girmedigi, saglik calisanlarina iki doz inaktif SARS-
CoV-2 asisinin uygulandigi donemde gerceklestirilmistir.

Asi sonrasi olusan antikorlarin saptanmasinda kullanilan virolojik referans yontem
plak rediiksiyon nétralizasyon ve mikrondétralizasyon olarak kabul edilmistir. Ancak, ozel
donanim gerektirmeyen, yiksek verimlilie sahip, daha kisa stirede sonug alinabilen
ve daha ucuz olan serolojik SARS-CoV-2 testleri, notralizan antikor varligini gostermek
amaciyla alternatif bir ydntem olarak kullanilmistir’. Her ne kadar serolojik antikor tes-
tlerinin asi yanitini izlemedeki kullanimi bilimsel olarak aydinlatiimamis olsa da, antikor
dizeylerini belirlemek klinik sonuglarin yorumlanmasina destek saglamaktadir. Bu du-
rum, kantitatif anti-SARS-CoV-2 testlerinin standardizasyon asamasindan sonra bir an-
tikor titresi ile koruma dizeyi korelasyonu belirlenmesi ile mimkiin olabilecektir. Yapilan
calismalarda kantitatif anti-S 6lcimu yapan ticari serolojik kitlerin her ne kadar notral-
izasyon testleri ile korelasyon gosterdigi bildirilse de bu kitlerin birbirleriyle de uyumlu ve
karsilastirilabilir olmasi gerekmektedir'2.
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Sunulan bu calismada her iki kitin Gretici firmalari tarafindan bildirilen “cut-off” degerleri
dogrultusunda sonuclar kalitatif olarak degerlendirilmis ve uyum arastirilmstir. Elecsys
kitinin kantitasyon araligi 0.4-250 U/mL ve pozitif sonug icin gereken konsantrasyon >
0.80 U/mL’dir13. Aeskulisa kitinin kantitasyon araligi ise 3-100 U/mL arasindadir. Negatif,
ara deger ve pozitif sonug icin gereken konsantrasyon degerleri sirasiyla < 8 U/mL, 8-12
U/mL ve > 12 U/mL’dir. Her iki kit ile toplam 59 ornekte (pozitif, n= 55 ve negatif, n= 4)
uyumlu sonug elde edilirken; Elecsys kiti ile pozitif saptanan 31 6rnegin 15’i Aeskulisa kiti
ile ara degerde, 16'si negatif olarak sonuclanmistir. Gézlenen ylizde uyum ytiksek bulunsa
da istatistiksel olarak olasiligin da eklendigi kappa degeri hesaplandiginda orta diizeyde
uyum bulunmustur.

Calismamizda kullanilan her iki kitin U/mL olarak belirledigi kantitatif antikor degerleri
karsilastinldiginda; ECLIA yontemi ile 6lcim yapan Elecsys kiti (hedef bolge: S1-RBD,
hedef antikor: total IgG) ve ELISA yontemi ile dlcim yapan Aeskulisa (hedef bolge: ST,
hedef antikor: IgG) kiti ile yapilan antikor 6l¢ctimleri arasinda yliksek korelasyon bulunmus-
tur (r= 0.611). infantino ve arkadaslarinin alti farkli anti-S élctimii yapan seroloji kitinin
DSO uluslararasi standardi ile uyumu ve birbirleriyle karsilastiriimasi amaciyla yaptiklari
calismalarinda, calismamiza benzer sekilde ECLIA yontemi ile 6lciim yapan Elecsys kiti ve
yine ELISA yontemi ile 6lclim yapan ancak farkh bir firma olan Euroimmun (hedef bdlge:
S1, hedef antikor: IgG) kitlerinin birbiri ile korelasyonu ytiksek bulunmustur (r= 0.689).
Ayni calismada en yuksek korelasyon (r= 0.942) Euroimmun ve Thermo Fisher (hedef
bolge: S1, hedef antikor: IgG) kitleri ile gozlenirken, en dustk korelasyon (r= 0.513)
Elecsys ve DiaSorin (hedef bolge: trimerik S, hedef antikor: IgG) kitleri arasinda bulun-
mustur'®,

Ulkemizden bildirilen Sadlik ve arkadaslarinin pediyatrik ve yetiskin hasta grubunda
COVID-19 enfeksiyonu sonrasi alti farkl ticari immunolojik kit ile yaptiklari karsilastirma
calismalarinda Roche Elecsys kitinin en iyi duyarlihiga, diger kitlerin de kabul edilebilir
performansa sahip oldugu gozlenmistir. Ayni arastirmada, kantitatif anti-S 6lcimi yapan
Elecsys ve Euroimmun kitlerinin benzer uyumda sonug verdigi fakat, kantitatif sonuclari
karsilastirirken alt ve Ust kantitasyon limitlerindeki farkliliklarin sonuclari etkileyebildigi
bildirilmistir'>.

Calismamizin sonuglarina gore, Elecsys kiti ile bulunan 6lcim degerleri Aeskulisa kitine
gore daha yuksek bulunmus ve kalitatif olarak Elecsys kiti ile Aeskulisa kitinden daha ¢ok
pozitif sonuc elde edilmistir. Olciimler cinsiyete gére degerlendirildiginde ise; her iki kit
ile benzer sekilde olmak Uzere kadinlarda saptanan degerler erkeklere gore daha yuksek
bulunmustur.

Bu calismada her iki kit ile uyumlu sonug alinan 6rneklerde (n= 55) Elecsys kiti 6l¢cim-
leri, Aeskulisa kiti 6lcimlerine gore ortalama 4.06 kat daha yiiksek bulunmustur. Aeskulisa
kiti ile ara degerde raporlanan 15 hasta (cut-off= 8-12) ve negatif sonug verilen 16 has-
ta (cut-off< 8) icin bu oranlarin sirasiyla istatistiksel olarak anlamli sekilde 4.30 ve 7.72
degerlerine ¢ikmasi dusuk antikor degerlerinde Aeskulisa kiti ile kantitasyon basarisinin

MiKROBiYOLOJi BULTENi 9




Anti-Spike Olciimiinde iki Farkl Kantitatif Testin Karsilastiriimasi

azaldigini distindirmustdr. Calismamiz yiiksek antikor diizeyi ile sonuclanmasi muhte-
mel immin kompetan, iki doz asili saghk calisanlar arasinda gerceklestirilmistir. Bu
nedenle Elecsys kiti ile pozitif saptanan 31 (%34.4) 6rnegin Aeskulisa kiti ile ara deger
ve negatif olarak sonuclanmis olmasi bu iki kitin karsilastirmasinda bizi Elecsys kitinin
hassasiyetinin daha yliksek oldugunu dusiinmeye sevk etmistir. Bu kaniy destekleyecek
sekilde, Elecsys kiti ile fonksiyonel SARS-CoV-2 nétralizan antikorlarinin tespiti arasindaki
korelasyonun incelendigi Uretici firma calismasi bulunmustur. Bu calismada, noétralizan
potansiyele iliskin en iyi tahmini saglamak icin vekil notralizasyon testi olarak Ameri-
ka Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi [Food and Drug Administration (FDA)] onayl
GenScript cPassTM SARS-CoV-2 nétralizan antikor tani kiti kullanilmistir'®. Numunedeki
notralizan antikor varligini tespit etmek icin cut-off noktasi %20 ve (izerinde inhibisyon
orani gozlenmesi olarak belirlenmistir. Elecsys kiti kantitatif sonuclari ile cPass vekil n6-
tralizasyon testindeki inhibisyon yani nétralizan antikor varligi anlamli 6lctide korelasyon
gostermistir (r= 0.807). GenScript cPass testinde (> %20 cut-off noktasinda) inhibisyon
gosteren 494 ornek arasindan 490’1 Elecsys testinde (> 0.80 U/mL cut-off noktasinda)
reaktif olarak belirlenmis ve %96.27’lik bir pozitif prediktif deger (PPD) elde edilmistir.

Farkli ticari firmalara ait antikor testleri kantitatif sonuglarini tinite (U), “relative unit”
(RU), “arbitrary unit” (AU) gibi farkh birimlerde verebilmektedir. Her ne kadar kantita-
tif olarak ayni birimde sonug veren kitlerin karsilastirilabilecegi dustinilse bile pratikte
bu mimkin olmamaktadir. Bu duruma neden olan degiskenlerin basinda kitler arasin-
da farkhlik gosterebilen alt saptama limiti, lineer aralik degerleri ve cut-off degerleri
gelmekte; kalibrasyon gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumun ortadan kaldiriimasi
ve karsilastinlabilirligin net bir sekilde saglanmasi agisindan ortak bir standart birim kul-
lanimi tercih edilmektedir. Bu acidan, DSO Aralik 2020’de anti-SARS-CoV-2 immiin-
globulin uluslararasi standardini (NIBSC Kodu 20/136) yayimlamis ve sonuclarin bu
birime gére kalibre edilerek ortak olarak BAU birimi seklinde raporlanmasini dnermistir'”.
Bunun Uzerine bircok uretici firma anti-SARS-CoV-2 uluslararasi standardi ile calismalar
gerceklestirmis ve BAU icin ¢evrim faktorlerini belirlemislerdir.

Elecsys kiti kullanilarak tiretici firma tarafindan bildirilen DSO uluslararasi standardinin
dilisyonlari ile yapilan calisma sonucu elde edilen degerlerin korelasyonu (r= 0.9996)
oldukca yuksek bulunmus ve Elecsys kiti icin cevrim formili U*1.0288= BAU olarak
hesaplanmistir. Aeskulisa kiti icin Uretici firma tarafindan gerceklestirilen calismada bu
kit ile belirlenen antikor aktivitesi, referans olarak uluslararasi standart preparasyonu
kullanilarak IU/mL olarak ifade edilen antikor aktivitesi ile karsilastirildiginda mikemmel
korelasyon gozlenmis (r= 0.9996) ve Aeskulisa kiti icin korelasyon faktori U*2= BAU
olarak hesaplanmistir.

Birbiri ile ayni birimlerde sonug veren kitler ile karsilastirma yaptigimiz caismamizda
U/mL birimleri BAU/mL’ye cevrildiginde Elecsys kiti lehine olan ortalama 4.58 + 3.44
kathk farkin 2.35 + 1.77'ye geriledigi ve her iki kitin 6lcim degerlerinin aralarindaki
ortalama 6lcum farkinin azalarak kantitatif sonuclarin biribirine yaklastigi gozlenmistir.
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Uretici firmanin Elecsys kiti ile nétralizan antikor varhgini saptama agisindan
gerceklestirdigi calismada %96.27 olan PPD’in optimizasyonu amaciyla receiver op-
erating curve (ROC) analizi de gerceklestirilmistir. Buna gore; %99.10’luk bir PPD ile
Elecsys testindeki 15 U/mL cut-off noktasi, cPass testi ile notralizan antikor varligi icin
uygun bir deger olarak tanimlanmistir'®. Buna dayanarak calismamizda Elecsys kiti ile
yapilan ol¢iimlere gore ROC analizi gerceklestirilmis, %100 duyarllikta antikor pozitifligi
saptamada Aeskulisa kitinin cut-off degeri 3.59 olarak hesaplanmistir. Bu sonug 1si§inda
Aeskulisa kitinin cut-off degerini daha distge cekmek uyumu arttirmakla birlikte dusiik
Olciim degerlerindeki kantitasyon sapmalarini degistirmeyecektir. Bu nedenle kitler icin
belirtilen 6lgciim birimi, hedef antijen, saptanan immdiinglobulin izotipi, cut-off degerinin
yani sira Ozellikle lineer aralik degerlerinin de karsilastirma calismalarinda dikkate alinmasi
gerekmektedir.

Calismamizda kullanilan kitlerin birinin total antikor, digerinin ise IgG antikorlarini
saptamasi calismamizin kisitlayici noktasi gibi goriinse de, orneklemi secerken hastalig
gecirmemis, asil bireyleri almamiz nedeniyle IgM yanitini beklemedigimiz bu grup igin
bu durum g6z ard edilebilir.

Sonug olarak, farkli antikor olciim kitlerinin kullanildi§i merkezlerde bireylerin yon-
lendirilmesi acisindan testlerin dogru yorumlanmasi ve raporlanmasi énem arz etmekte-
dir. Ote yandan, SARS-CoV-2 maruziyetine karsi daha az énlem almaya sebebiyet verme-
mesi acisindan antikor test sonuclari koruyucu bagisiklik diizeyinin kesin bir gostergesi
olarak yorumlanmamalidir'®. Anti-SARS-CoV-2 testlerinin birbiri ile uyumu heniiz saglan-
madidi icin, bireysel bagisiklik izleminin ayni yontem kullanilarak yapilmasi ve BAU/mL'ye
cevrilerek verilen sonuclarin bile antijen alt birimine 6zgul olmasi gerekmektedir. Bircok
serolojik testin kullanimda oldugu ve yenilerinin gelistiriimeye devam edildigi glinimiz
pandemi ortaminda kit karsilastirma calismalari halen 6nemini korumaktadir. Calismamiz
altin standart olarak noétralizasyon testlerinin de kullanildigi daha buytk 6rneklem gru-
plarinda yapilacak arastirmalarla desteklenmelidir.

ETiK KURUL ONAYI
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