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COVID-19 Tanil Olgularda IgG Antikor Yanttini
Etkileyen Faktorlerin Incelenmesi
Investigation of Factors Affecting IgG Antibody Response in COVID-19 Cases
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OZET

Amag: COVID-19 gegiren hastalarda bir yil boyunca antikor titrelerini kantitatif olarak takip ederek SARS-CoV-
2’ye kars1 gelisen antikor titre diizeyine ve antikor pozitifligi stiresine etki eden faktorleri degerlendirmeyi amagladik.
Yontemler: Hastanemize Mart-Agustos 2020 tarihleri arasinda bagvuran ve COVID-19 tanisi alan erigkin kisiler ¢a-
ligmaya alind1. Hastalarin yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi (VKI), Charlson komorbidite indeksi (CCI) ve klinik agirlik
skorlar1 kaydedildi. Hastalar toplam dort kez degerlendirildi ve antikor titreleri 6lgtildii.

Bulgular: Calismaya alinan 177 hastanin 94 (%53.1)’ti erkekti ve yas medyan (IQR) degeri 47 (33.5-55) yil idi. Yetmis
hastanin (%39.5) en az bir ek hastalig1 vard1. Klinik agirlik derecesine gore hastalarin %33.3’ti hafif, %46.9’u orta, %19.8’i
agir olarak siniflandirildi. Vizitlerinin yapildigi medyan giin araliklar: sirasiyla; 56, 92, 193, 371 idi. Antikor pozitiflik
oranlari sirastyla %88.7, %80.8, %45.9 ve %21.4 saptand1. Medyan antikor titrelerinin 6zellikle Gigiincii vizitte 6nemli
derecede diistugi gorildi (p<0.0001). Anti-N IgG titreleri ile hastaligin agirlik skoru arasinda istatistiksel olarak an-
lamli diizeyde bir iligki mevcuttu. Cok degiskenli lojistik regresyon analizinde, hastaligin agirlik skoru arttik¢a birinci
ve tiglincti vizitlerde antikor pozitifligi olasilig1 yaklagik ti¢ ila alt1 kat artmaktaydi. Antikor pozitifligi tizerine etki eden
diger bagimsiz degiskenler yas ve CCI skoruydu.

Sonug: Calismamizda anti-N IgG antikor titresinde, 6zellikle altinci aydan sonra anlamli bir diisiis ve bir yil igerisinde
6nemli miktarda negatiflik gozlendi; antikor pozitifligi tizerine etkili en 6nemli bagimsiz faktorler hastaligin agirlik
skoru, yas ve CCI skoru olarak belirlendi. Ancak, SARS-CoV-2’ye kars1 gelisen antikorlarin kalicihik siiresinin yani
sira seropozitiflik ile re-infeksiyona kars1 koruyucu bagisiklik arasindaki iligkiyi aydinlatmak ve koruyucu antikor titre
diizeylerini belirleyebilmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, SARS-CoV-2 anti-N IgG, antikor yanitt

ABSTRACT

Objective: His study aimed to evaluate the factors influencing antibody titers and duration of antibody positivity against
SARS-CoV-2 in COVID-19 patients followed for a year.

Methods: Adult patients diagnosed with COVID-19 between March and August 2020 were included. Patient data,
including age, gender, body mass index (BMI), Charlson comorbidity index (CCI), and clinical severity scores, were
recorded. Patients were evaluated four times, and quantitative antibody titers were measured.

Results: 53.1% of 177 patients were male, with a median age of 47 (IQR=33.5-55). 39.5% had additional comorbidities.
Based on clinical severity, 33.3% were mild, 46.9% were moderate, and 19.8% were severe cases. The median intervals at
visits were 56. 92, 193, and 371 days. Antibody positivity rates decreased, with 88.7%, 80.8%, 45.9%, and 21.4% at each
visit. Median SARS-CoV-2 anti-N IgG titers decreased, particularly at the third visit (p<0.0001). Significant correla-
tions were found between anti-N IgG titers and disease severity. Multivariate analysis showed that as disease severity
increased, the probability of antibody positivity at the first and third visits increased approximately 3 to 6 times. Age
and CCI score were also independent variables affecting antibody positivity.

Conclusion: We observed a significant decrease in anti-N IgG antibody titers, especially after six months, and a con-
siderable decline within one year. Disease severity was the most significant factor affecting antibody positivity, fol-
lowed by age and CCI score. The study suggests further research to understand the duration of SARS-CoV-2-induced
antibodies, seropositivity, and protective immunity.
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Koronavirus hastalig1 2019 (COVID-19) gegiren kisilerde immiinglo-
bulin M (IgM) ve IgG antikor yanit1 olustugu bilinmektedir. Yapilan ¢a-
lismalarda akut infeksiyondan sonra IgM antikorlarinin ortalama 6-12
giinde saptanabildigi ve 12 haftaya kadar kalic1 olabildigi gosterilmistir.
IgG antikorlari ise infeksiyondan sonra en erken 10. giinde saptanabilir
diizeye erisirler; bir yila kadar da pozitif kaldiklar1 diigiiniilmektedir. Se-
rokonversiyon oranlari ise %91-99 arasindadir (1-4).

Asemptomatik veya hafif COVID-19 hastalarinda IgG titresinde iki ila
dort ay igerisinde hizl bir diisiis goriilmekle birlikte hastalarin ¢ogunda
infeksiyondan 13 ay sonrasina kadar SARS-CoV-2 antikor yaniti mevcut-
tur (5-8). Ozellikle siddetli COVID-19 gegiren hastalarda 6lgiilen antikor
titreleri hafif gegiren hastalara kiyasla daha ytiksek bulunmustur (9-12).

Serokonversiyonu degerlendirmek i¢in incelenen primer viral antijenler,
spike (S) ve niikleokapsid (N) proteinleridir. N proteini, niikleokapsidi
olusturan ve RNAya baglanma islevi goren bir proteindir. Virusu hiicre
i¢i savunma sistemlerine karsi korur ve viral RNAnin replikasyonunda
gorev alir. S proteini tip 1 membran glikoproteinidir; reseptor baglanma
alanini (receptor-binding domain - RBD) icerir ve virus ile hedef hiicre
membraninin fiizyonuna aracilik eder (13).

IgG antikor titrelerinin diigiis hizi antijene gore farklilik arz etmektedir. Anti-S
seviyeleri, gecirilmis infeksiyon sonrasi en az {i¢ ay stabil kalip 5-8 ay sonra
diisiis gosterirken, anti- RBD ve anti-N antikorlar1 daha hizli azalir (5,14-16).

Anti-S veya anti-N antikorlarinin en az alt1 ay kalic1 oldugu ve re-infeksi-
yon riskinin azalmasiyla iliskili oldugu bildirilmistir (17). Bu antikorlarin
notralizan antikor karakterinde oldugunu bildiren yayinlar da mevcuttur
(18). Ancak SARS-CoV-2’ye kars1 gelisen bu antikor yanitinin kalic1 olup
olmayacag bilinmemektedir. Re-infeksiyona karsi koruma i¢in nétralize
edici antikorlarin sinir seviyeleri heniiz agikliga kavusturulmamistir (19).

Caligmamizda COVID-19 gegiren olgularda IgG antikor yanitinin gelisip
gelismedigi incelendi ve antikor yanit:1 gelisen hastalarda toplam bir y1l
siire ile antikor diizeyleri kantitatif olarak takip edildi. Boylece SARS-CoV-
2’ye kars1 gelisen antikor yanitinin kalici olup olmayacags, antikor titre
diizeyi ve antikor pozitifligi siiresinin hangi degiskenlerden etkilendigi
sorularina yanit bulunmasi amaglandi.

11 Mart-11 Agustos 2020 tarihleri arasinda hastanemize bagvurmus ve
COVID-19 tanist almus olgular ¢aligmaya davet edildi. D4hil olma kriterleri;
18 yasindan bityiik olmak ve T.C. Saglik Bakanligi COVID-19 Rehberine
gore olasi veya kesin COVID-19 tanis1 almig olmak idi (20). Diglama kri-
terleri ise takip sirasinda semptomatik COVID-19 ge¢irme ve agilanmak-
t1. Ast olan olgular, ag1 yanitini gézlemlemek igin ayrica degerlendirildi.

Caligmaya katilmayi kabul eden hastalarin; SARS-CoV-2 ger¢ek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (real-time polymerase chain reaction- RT-
PCR) test sonuglari, toraks bilgisayarli tomografi (BT) bulgulari, gebelik
ve eslik eden hipertansiyon (HT), diabetes mellitus (DM), koroner arter
hastaligi (KAH), kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve kronik
bobrek yetmezligi (KBY) gibi kronik hastaliklar1 kaydedilerek Charlson
komorbidite indeksi (CCI) skorlar1 hesaplandi. COVID-19 ag¢isindan
klinik bulgulari ve tedavide kullandiklar: ilaglar (hidroksiklorokin, favi-
piravir, steroid, tocilizumab) kaydedildi. Hastalarin ilk vizitte alinan boy,
kilo bilgileri ile viicut kitle indeksi (VKI) hesaplandu.

Amerikan Ulusal Saglik Enstitiileri (The National Institutes of Health
- NIH)’nin COVID-19 Tedavi Rehberine gore hastalarin klinik agirlik
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skorlar1 belirlendi (21). Caliymamizda asemptomatik infeksiyonu olan
olgu yoktu; kritik hastaliga sahip olan ise sadece yedi olgu vard1. Kritik
hasta grubunun sayica az olmasi nedeniyle bu hastalar istatistiksel he-
saplamalarda agir hasta grubu iginde degerlendirildi. Hastalar agirlik
skoruna gore “hafif”, “orta” ve “agir” seklinde ii¢ grup olarak siniflandi-
rildi. Antikor titre takibi i¢in bir yillik takip stirecinde dort vizit yapilmasi
planlandu. Vizitler arasinda re-infeksiyon agisindan hastalarin semptom-
lar1 sorguland1. Her vizitte, hastalardan SARS-CoV-2 anti-N IgG titresi-
nin 6l¢iilmesi amaciyla kan numunesi alindi. Toplam 584 serum 6rnegi,
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Gida ve Ila¢ Dairesi (U.S. Food and
Drug Administration - FDA) onayli, kemiliminesans mikropartikiil
immiinoanaliz (chemiluminescent microparticle immunoassay - CMIA)
yontemini kullanan SARS-CoV-2 IgG Quant testi (Abbott Laboratories,
ABD) ile {ireticinin talimatlarina uygun olarak Abbott Architect i1000sr
(Abbott, ABD) cihazinda SARS-CoV-2 niikleokapsid proteinine karst
IgG antikorlarini 6l¢mek i¢in kullanildi. Testin pozitif esik degeri, tireti-
ci firma tarafindan sinyal/esik deger indeksi (signal/cut-off index — S/C)
>1.4 olarak belirlenmisti.

Diinya Tabipler Birligi Helsinki Bildirgesine uygun olarak yiriitiilen ¢a-
lisma i¢in hastalarin onami ve Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi
Ilag Dis1 Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan 22 Haziran 2020 tarihinde
7208 karar numarastyla onay alindi.

Calisma sonunda vizitlerdeki SARS-CoV-2 anti-N IgG pozitiflik oranlar,
titreleri ve bunlari etkileyen faktorler (demografik ézellikler, VKI, CCI,
COVID-19 agirlik skorlari, kullanilan tedaviler, immiinsiipresif ilaglar,
vb.) istatistiksel analizlerle incelendi. Verilerin analizi, SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) versiyon 26.0 programi (IBM Corp.,
Armonk, NY, ABD) ile yapildi. Tanimlayici analizlerde kategorik degis-
kenler i¢in frekans (n) ve yiizde (%), siirekli degiskenler i¢in ortalama ve
standart sapma, medyan ve ¢eyrekler aciklig: (interquartile ranges — IQR)
kullanildi. Gruplar arasi kargilastirmalar, stirekli degiskenler igin t-test,
Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis, Friedman, Wilcoxon testleri ve var-
yans analizi; kategorik degiskenler i¢in Pearson x2 ve Fisher kesin testleri
kullanilarak yapildi. “Post hoc” analizlerde Dunn ve Bonferroni kullanil-
di. Degiskenler arasindaki korelasyonu degerlendirmek i¢in Spearman
korelasyon analizi kullanildi. Cok degiskenli lojistik regresyon analizleri
i¢in “forward LR” metodu kullanildi. Tiim testler iki yonliydi ve p<0.05
degerleri istatistiksel olarak anlamli diizey kabul edildi.

Calismaya davet edilen ve onam alinan toplam 177 hasta olup ii¢iincii
vizite katilmayan 29, dérdiincii vizite katilmayan 106 hasta vardi. Son vi-
zitte serum Ornegi alinmis olan 71 hastanin 29 (%40.8)’'u SARS-CoV-2’ye
kars1 asilanmiglardy; as1 olan hastalar analize alinmadi (Sekil 1). Vizitler
arasinda semptomatik re-infeksiyona rastlanmadi.

Hastalarin 164 (%92.7)’ti PCR pozitifti; bu hastalar kesin COVID-19
hastasi olarak degerlendirildi. Kalan 13 olgu olas1 COVID-19 tanisi almig
hastalar olup ilk vizitteki 6l¢iimlerinde antikor yaniti gelistigi i¢in bu has-
talar da kesin COVID-19 olgusu olarak kabul edildiler.

Vizitlerin yapilma zamanu, tan: tarihinden sonra medyan (IQR) giin olarak
sirastyla; birinci vizit 56 (42-64), ikinci vizit 92 (90-96), tigtincii vizit 193

(183-199), dordiincii vizit 371 (366-405) idi. Klinik agirlik skoruna gore

hastalarin %33.3’{i hafif, %46.9’u orta, %15.8’i agr, %4’ kritik gruptaydi.
Kritik hasta grubundaki yedi hasta, sayinin az olmasi nedeniyle istatis-
tiksel hesaplamalarda agir hasta grubuna dahil edildi.
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Kesin/olasi COVID-19 tanisi

almis olan eriskin hastalar

Dahil olma kriterleri saglayan
177 hasta 1. vizite katildi

v
177 hasta 2. vizite katildi

29 hasta kendi istegi ile
3. vizite katilmadi

106 hasta kendi istegi ile
4. vizite katiimadi

42 hasta asi olmamisti

| Sekil 1. Hasta Secimi ve Takip Vizitleri

**********

Hastalarin demografik zelliklerinin, VKI ve CCI skorlarinin agurlik sko-
runa gére dagilimi Tablo 1de verildi. Ikili analizlerde, erkek hastalarin
klinigi, anlamli diizeyde daha agir seyretti (p=0.009). Agir hastalarda;
HT, DM, KAH, KBY daha yiiksek oranda saptand (sirasiyla p=0.001,
p=0.028, p=0.005, p=0.03). Klinik agirlik skoru yiiksek olan hastalarda
yas, VKI ve CCI degeri anlaml diizeyde daha fazlayd: (sirastyla p<0.0001,
p=0.002, p<0.0001).

On iki aylik takip siiresince, dort vizitte alinan serum 6rneklerinde 61-
¢iilen antikor titrelerinin zaman igerisindeki degisimi degerlendirildi.
SARS-CoV-2 anti-N IgG titrelerinin medyan (IQR) giin degerleri birinci
vizitte 5.9 (3.45-7.66), ikinci vizitte 3.88 (2.08-6.44), iigiincii vizitte 1.36
(0.58-2.83) ve dordiincii vizitte 0.84 (0.38-1.22) olarak dl¢iildii. Antikor
titrelerinin hafif, orta ve agir hasta gruplarinda zaman igerisindeki de-
gisimi Sekil 2'de verildi.

Zaman igerisinde medyan antikor seviyesindeki diisiis istatistiksel olarak
anlamh diizeyde bulundu (p<0.0001). “Post hoc” analizde birinci ve ikinci
vizit arasinda anlaml diizeyde fark yoktu (p=0.068); bunun disindaki tiim
vizitler arasindaki ikili analizler istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla
p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001, p=0.003).

Vizitlerde 6l¢iilen medyan SARS-CoV-2 anti-N IgG titreleri, klinik agirlik
skoruna gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla

asisi ile asilanmistir

p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001, p=0.004).
“Post hoc” analizde, hafif hasta grubunda
antikor titreleri orta ve agir hasta grubu-
na gore anlamli diizeyde daha distkti
(p<0.0001) (Sekil 2).

Esik degerin istiinde antikor yanit1 olan
hastalarin orani birinci vizitte %88.7
(157/177), ikinci vizitte %80.8 (143/177),
tglincti vizitte %45.9 (73/159) ve dordiin-
cii vizitte %21.4 (9/42) saptandu. Pozitif
antikor testi sonucunun; klinik agirlik
skoru, yas, cinsiyet, VKI, CCI, hastane
yatisi, DM/HT varligy, steroid/tocilizu-
mab kullanimu ile iligkisi degerlendirildi.

Spearman korelasyon analizinde; yas
(r=0.346, p<0.0001), CCI skoru (r=0.262,
p=0.001) ve HT bykilsii (r=0.306, p<0.0001)
birinci vizitte antikor titre degeri ile orta
derecede pozitif korelasyon gosterdi.
Benzer sekilde hastaligin agirlik skoru
arttikea birinci vizitteki antikor titresi de
artmaktaydi (r =0.400, p<0.0001). Viicut
kitle indeksi ile birinci vizitteki antikor
titresi arasinda zayif pozitif korelasyon

goriildii (r=0.181, p=0.022).

22 hasta inaktif

tam virUs asisi ile
asilanmisti

Ugilincii vizitte yas (r=0.351, p<0.0001),
HT oykiisii (r=0.295, p=0.004) ve hasta-
Iigin agirhik skoru (r=0.447, p<0.0001)
antikor titresi ile orta derecede pozitif
yonde korelasyon gosterdi. Charlson
komorbidite indeksi (r=0.192, p=0.02)
ve VKI (r=0.177, p=0.036) degerleri ile
tgiincii vizitteki antikor titresi arasin-
da ise zayif pozitif korelasyon saptandi.

Yedi hasta mRNA

Dérdiincii vizitte 177 hastanin 71’inin
antikor titre dl¢timleri yapildi ve bunlarin %40.85 (29/71)’inde agilama
sonrast serum Ornegi alindi. Dordiincii vizitte ag1 olmamis olan hasta
grubunda (n=42) tek degiskenli analizler yapildi. Asilanmis olan has-
talar, daha sonra aginin antikor yanit1 {izerine etkisini gérmek amacryla
ayrica degerlendirildi. Dérdiincii vizitte antikor titresi ile pozitif yénde
korelasyon gosteren tek parametre hastaligin agirlik skoru idi (r=0.392,
p=0.01). Birinci, tiglincii ve dordiincii vizitlerde antikor testi pozitifligini
etkileyen faktorler Tablo 2'de verildi.

Birinci ve tiglincii vizitte antikor pozitifligi tizerine etkisini degerlendir-
mek amaciyla yas, VKI, CCI, HT ve agirlik skoru parametrelerinin dahil
edildigi lojistik regresyon modelinde, agirlik skorunda her bir birim artis,
birinci ve tiglincii vizitte antikor testinin pozitif olma oranini sirasiyla
6.453 ve 3.169 kat1 kadar artirmaktaydi. Charlson komorbidite indeksi
skorunda her bir birim artis, tigiinci vizitte antikor testinin pozitif olma
oranini 0.537 kati kadar azaltti. Yagin bir birim artmasi, ti¢lincii vizitte
antikor testinin pozitif olma oranini 1.078 kati kadar artirmusti (Tablo 3).

Dérdiincii vizite katilmis olan agili hastalarin 22’sine inaktif tam virus asisi
olan CoronaVac (Sinovac Life Sciences, Cin) ve yedisine mRNA asis1 olan
Comirnaty (BioNTech, Almanya-Pfizer, ABD) agis1 uygulanmigti. Asinin
ilk dozundan 6rnek alimina kadar gegen siire medyan (IQR) olarak 64
(25-84) giin idi; agt olan grupta antikor titresi ti¢lincii vizitte 2.57 (1.92-
4.31) ve dordiinct vizitte 3.81 (2.51-5.83) giin idi. As1 olmayan grupta
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Tablo 1. Hastalarin Demografik Ozelliklerinin Agirlik Skoruna Gére Dagilimi
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Agirhk Skoru Hafif (n=59) Orta (n=83) Agir (n=35) Toplam (N=177) p
Yas, medyan (IQR) 37 (27-49) 47 (36-55) 55 (48-60) 47 (33.5-55) <0.0001
Cinsiyet, n (%) 0.009
Kadin 27 (45.8) 47 (56.6) 9(25.7) 83 (46.9)
Erkek 32 (54.2) 36 (43.4) 24 (74.3) 94 (53.1)
U, s OR) (22:6429.8) (26.0651.12) 268321) (2457:50.89) 0.002
CCl, n (%) <0.0001
0 puan 42(71.2) 41 (49.4) 5(14.3) 88 (49.72) <0.0001
1-2 puan 12(20.3) 29(34.9) 18(51.4) 59(33.33) 0.023
>3 puan 5(8.5) 13(15.7) 12 (34.3) 30 (16.95) AD
Komorbiditeler, n(%)

HT 6(10.2) 18(21.7) 15(42.9) 39(22) 0.001

DM 5(8.5) 8(9.6) 9(25.7) 22(12.4) 0.028

KAH 2(3.4) 4(4.8) 8(22.9) 14.(7.9) 0.005

KOAH 2(3.4) 3(3.6) 1(2.9) 6(3.4) AD

KBY 0(0) 0(0) 2(5.7) 2(1.1) 0.03

VKi: Viicut kitle indeksi, IQR: “Interquartile range” (ceyrekler acikligr), CCl: Charlson komorbidite indeksi, HT: Hipertansiyon, DM: Diabetes
mellitus, KAH: Koroner arter hastalig, KOAH: Kronik obstriktif akciger hastaligi, KBY: Kronik bébrek yetmezligi, AD: Anlamli degil.
Tablo 2. vizitlerde Antikor Testi Pozitifligi Uzerine Etki Eden Faktérler
Birinci Vizit Ugiincii Vizit Dérdiincii Vizit
(n=157/177) P (n=73/159) P (n=9/42) P

Cinsiyet (kadin), n (%) 72 (45.9) AD 28 (38.4) AD 3(33.3) AD
Yas, medyan (min.-mak.) 48 (19-75) 0.016 51 (20-73) <0.0001 50 (36.5-57.5) AD
VKi, ortalama + SS 28.29+4.62 0.028 28.76 +3.61 AD 29.06 + 3.09 AD
CCl, n (%) 0.027 0.018 AD
0 puan 73 (46.5) <0.0001 26 (35.6) 0.006 4.(44.4) 0.046
1-2 puan 54 (34.4) <0.0001 32(43.8) AD 5(55.6) 0.016
>3 puan 30(19.1) - 15 (20.5) AD 0(0) -
Agirlik Skoru, n (%) <0.0001 <0.0001 0.025
Hafif 44 (28) <0.0001 10 (13.7) <0.0001 0(0) <0.0001
Orta 78 (49.7) AD 39 (53.4) AD 7 (77.8) AD
AgIr 35(22.3) 0.039 24(32.9) 0.001 2(22.2) 0.038
DM, n (%) 22 (14) AD 9(12.3) AD 1(11.1) AD
HT, n (%) 39 (24.8) 0.008 26 (35.6) <0.0001 1(11.1) AD

VKi: Vicut kitle indeksi, SS: Standart sapma, CCl: Charlson komorbidite indeksi, HT:

DM: Diabetes mellitus, AD: Anlamli degil.

ise antikor titresi tiglincii vizitte 2.30 (1.82-3.97) ve dordiincii vizitte
0.84 (0.38-1.22) giin saptandi. As1 olanlarda tigiincii ve dordiincii vizitler
arasinda antikor titrelerindeki artis, a1 olmayanlara kiyasla istatistiksel
olarak anlaml diizeyde bulundu (p=0.002).
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Hipertansiyon,

Anti-N IgG titresini yiikseltmesi beklenen CoronaVac asisini olan 22 hasta
i¢inde, agidan en az dokuz giin ve sonrasinda antikor titresi olgiilen 19
hastanin 17’sinde antikor titrelerinde artis oldugu goriildii. As1 sonrasi
ilk sekiz giinde 6rnek alinmis olan {i¢ hastada antikor titrelerinde yiik-
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selme gozlenmedi; ancak sonraki giin-
lerde tekrar dlgiim yapilmadu. Ilging bir
sekilde Comirnaty asis1 olan yedi hasta-
nin tigiinde anti-N IgG titrelerinde artis
oldu. Caligmamizda anti-S IgG titresi
ol¢iilmediginden spike mRNA igeren
Comirnaty agisina kars1 antikor yaniti
tam olarak degerlendirilemedi. Bu ne-
denle iki farkli ag1 grubu olusturduklari
antikor yanit1 agisindan kargilagtirilamadi.

IRDELEME

Caliyjmamizda, COVID-19 gegiren has-
talarda bir yillik siire zarfinda antikor
diizeylerini takip ederek, SARS-CoV-2’ye
kars1 gelisen antikor yanitinin seviyesini,
kalicilik siiresini ve antikor diizeyine etki
eden faktorleri degerlendirmeyi amagla-
dik. Ayrica, birinci yil 6l¢iimlerinde ag1
olan ve olmayan iki grubu karsilagtirarak,
agilama sonrasi gelisen antikor cevabini
degerlendirdik.

Dan ve arkadaglarinin (15) ABDde yap-
t181 ve COVID-19 sonrasi sekiz ay bo-
yunca antikor yanitlarim takip ettigi
calismada, hastalarin medyan yag1 40
olup %57’si kadin ve %901 hafif hastalik
derecesine sahipti. Gallais ve arkadasla-
rinin (8) Fransada yaptiklar: ¢aligmada
ise hasta popiilasyonunun medyan yas
39, %76.8’i kadin, VKI medyan (IQR)
degeri 23.6 (21.3-26.9) idi. Hastalarin
%4.1’inin hastaneye yatis gereksinimi
oldugu buna karsilik agir hastalik de-
recesinde olgu saptanmadig: bildiril-
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| Tablo 3. Birinci ve Ugiincii Vizitte Antikor Pozitifligine Etki Eden Faktérler

N B SE OR (%95 GA) p
mistir. Ulkemizde 135 hasta ile yapilan
caligmada ise hastalarin %42.2 si kadin, Yas 0.032 0.031 0.968 (0.911-1.029) AD
yas ortalamalar1 52.5+16.1, VKI medyan :
(IQR) degeri 27.7 (24.1-31.2) olup has- ® VKI 0.064 0.072 1.066 (0.925-1.229) AD
) - S
talik agirlik skorlamasina gore yaklasik S ccl 0.461 0.388 1.586 (0.741-3.395) AD
%]11’i agir hastalik olarak bildirilmistir £
(22). Cah$mamlzda da benzer §ekﬂde [ HT 18 628 5934.252 123 078 300.137 AD
hastalarimizin medyan yag1 47 (33.5-55) Agirlik skoru 1.865 0.567 6.453 (2.126-19.589) <0.0001
yil, %46.9u kadin ve VKI medyan1 27.74
(24.97-30.89) idi; %33.3'i1 hastalig hafif, Yas 0.075 0.023 1.078 (1.031-1.127) <0.0001
%46.9’u orta, %15.8’1 agir olarak gecir- 5 VKi 0.015 0.049 1.015 (0.922-1.118) AD
misti. Caliymamizin yas ve VKI deger- ?:
. " .. ] ccl -0.622 0.200 0.537 (0.363-0.795) 0.002
leri benzer ¢aligmalara gore daha yiiksek £
olmakla birlikte iilkemizin demografik = HT 0.882 0.573 2.415(0.786-7.418) AD
verileri le uyumludur. Ancak orta ve agir Agirlik skoru 1153 0.315 3.169 (1.710-5.873) <0.0001

kliniklere sahip hastalarin orani, diger
caligmalara gore daha yiiksek olup bu
grup hastalardaki antikor diizeyinin ve
antikor seviyesini etkileyen faktorlerin
ortaya konulmasi adina ¢aliymamizin

VKi: Viicut kitle indeksi, CCl: Charlson komorbidite indeksi, HT: Hipertansiyon,

DM: Diabetes mellitus, GA: Guiven araligl, OD: “Odds ratio”, AD: Anlamli degil, SE: “Standard error”.

degerli oldugunu diisiiniiyoruz.

Literatiire bakildiginda, SARS-CoV-2 infeksiyonundan sonra antikor ya-
nitlarmnin takibinde pozitiflik siiresi ve antikor titre degerleri degisken-
lik arz etmektedir. Calismalarda IgG titre 6l¢timil igin farkli antikorlar
(anti-N, anti-S) ve farkl: test kitleri kullanildigindan sonuglarin olduk¢a

farkli oldugu goriilmistiir. Fransada yapilan bir ¢alismada, 393 COVID-
19 hastast semptom baslangi¢ tarihinden bir ay, 3-6 ay, 7-9 ay ve 11-13
ay sonra Ornek alinarak takip edilmis olup ELISA ile dlgiilen anti-N
IgG pozitifligi oran1 birinci ayda %85 iken 11.-13. aylardaki 6l¢timlerde
%20.1°e geriledigi bildirilmistir. S6z konusu ¢aliymada, “lateral flow im-
munoassay” (LFIA) kullanilarak olgiilen anti-RBD IgG pozitiflik orani
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birinci ayda %83.7, 11-13. ayda ise %5.8; “carbonyl metallo immunoassay”
(CMIA) kullanilarak olgiilen anti-RBD IgG ise hem birinci ayda hem de
11.-13. aylarda hastalarin %97.1’inde pozitif saptanmistir (8). Dan ve ar-
kadaslarinin (15) 188 hasta ile yaptig1 calismada, sekiz aya kadar antikor
titreleri takip edilmis ve anti-S IgG seropozitiflik orani 20.-50. giinde %98
(54/55), 6.-8. ayda (=178 giin) %90 (36/40) olarak bildirilmistir.

Kayali ve arkadaglarinin (23), COVID-19 gegiren saglik ¢alisanlar ile
yaptiklar1 ¢alismada, altinci ayda anti-N IgG seropozitiflik orani %88.6
saptanmustir. Calismamizda CMIA yontemi ile anti-N IgG titreleri bir yil
boyunca takip edildi ve antikor pozitiflik oran: birinci vizitte (medyan
56 giin) %88.7, ikinci vizitte (medyan 92 giin) %80.8, igiincii vizitte
(medyan 193 giin) %45.9 ve dérdiincii vizitte (medyan 371 giin) %21.4
bulundu. Klinik agirlik skorundan bagimsiz sekilde, 6zellikle {igiincii
vizitte (medyan 193 giin) antikor titrelerinde gériilen diisiis, COVID-19
agilarinin hatirlatma dozlarmin alt1 ay sonrasinda yapilmast igin destek-
leyici bir veri olabilir.

Literatiirde COVID-19 hastalarinda antikor yanitlarinin ve pozitiflik
stirelerinin hastaligin agirlik skoruyla korele oldugunu gésteren pek
¢ok yayin mevcuttur. Ibarrondo ve arkadaslarinin (5) ¢alismasinda, 34
COVID-19 hastasi, yaklagik dort ay boyunca anti-S IgG titre takibi ile
degerlendirilmis ve hafif klinige sahip hasta grubunda hizli bir antikor
kayb1 bildirilmistir. Tan ve arkadaglarinin (9) 67 COVID-19 hastas: ile
yaptiklari ¢aligmada, hastaligin agirlik skoru arttik¢a antikor titresinde
de anlaml diizeyde artis oldugu gosterilmistir. Roltgen ve arkadaslarinin
(24) 254 COVID-19 hastasini, infeksiyon sonrasi yaklasik bes ay kadar
takip ettikleri ¢caligmada, hafif hastalarda daha diigiik antikor titreleri ve
antikor titrelerinde daha hizli distis gézlenmistir. Tiirkiyede yapilan ve
COVID-19 hastalarinda antikor yanitlarinin alti ay boyunca takip edildigi
¢alismada (25), akciger tutulumu olan olgularda antikor titreleri anlamli
diizeyde daha yiiksek bildirilmistir. Calijmamizda 177 hastanin antikor
titre degerleri bir yil boyunca dort kez degerlendirildi. Literatiire benzer
olarak, takiplerde ol¢iilen ortalama antikor titreleri klinigi hafif hastalarda,
orta ve agir hastalara gore anlamli diizeyde daha diisiik saptandi. Antikor
titresinin klinik agirlik skoru ile orta derecede korele oldugu gosterildi.
Cok degiskenli analizle degerlendirildiginde, hastaligin agirlik skoru art-
tik¢a birinci ve tiglincti vizitlerde antikor pozitifligi oraninin yaklagik ti¢
ila alt1 kat arttig1 gosterildi. Ugiincii vizit ve sonrasinda, dzellikle hastali-
&1 hafif geciren hastalarda, anlamli diizeyde titre diisiisti oldugu gorildi.
Caligmamizda, literatiire benzer sekilde hastaligin agirlik derecesi daha
yiiksek antikor titresi ve seropozitiflik orani ile iligkili bulundu.

Literatiirde antikor pozitifligi tizerine etki eden diger faktorleri aragtiran
pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Daha 6nce dogrulanmig SARS-CoV-2 infek-
siyonu olan 2547 hastada yapilan bir ¢aligmada, immiinsiipresif tedavi
alan olgularda seronegatiflik orani daha fazla iken VKIsi yiiksek, obez
hastalarda daha diigitk oranda bildirilmistir (26). Staines ve arkadaslari-
nin (27) calismasinda, yashlarda, HT éykiisii olanlarda ve VKI’si yiiksek
olanlarda serokonversiyon orani daha yiiksek bulunmustur. Gallais ve
arkadaglarinin (8) 393 COVID-19 hastasini 13 aya kadar takip ettigi ¢alis-
mada, ¢ok degiskenli analizle; yas, cinsiyet, VKIi, kan grubu, Rh durumu,
hastaneye yatis ve ilk alinan PCR testinin dongii esik degerinin (cycle
threshold - Ct) 3.-6. ay ile 7.-9. ay arasinda antikor titresindeki diisis
hiz1 tizerine etkisi aragtirilmigtir. Anti-RBD IgG antikorlarinin digiis
hiz1 erkeklerde ve Rh (-) hastalarda daha yiiksek; anti-N IgG antikor
diisiis hiz1 erkeklerde ve yashilarda daha yavas bulunmustur. Ulkemizde
yapilan benzer bir ¢aligmada, IgG antikor titreleri yasla pozitif kore-
lasyon gostermistir (28). Bizim ¢alismamizda tek degiskenli analizde;
yas, HT 6ykiisii, VKI ve CCI degerleri birinci vizitte antikor pozitifligi
tizerine etkili bulundu. Altinci ayda antikor pozitifligi tizerine etki eden
faktorler ise yas, HT oykiisii ve CCI skorunun yiiksek olmasidir. Birin-
ci ve Uigiincii vizitte, yas antikor pozitifligi ile orta derecede korelasyon
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gostermisken, CCI skoru birinci vizitte orta, ti¢lincii vizitte zayif kore-
lasyon gosterdi. Cok degiskenli analizde; ti¢lincii vizitte antikor testinin
pozitif olma olasilig1, yashilarda ve CCI skoru diisiik olan hastalarda daha
yiitksek bulundu. Charlson komorbidite indeksi skorunun hesaplanma-
sinda, 50 yasin altinda olan hastalar sifir puan alirken, sonraki her 10
yil i¢in bir puan eklenmektedir. Calismamizda hastalarin medyan yas1
47 (33.5-55) yil idi; 70 yasin tizerinde yalnizca iki olgu vardi. Bu neden-
le CCI skoru, hastalarimizin yaslarindan ziyade komorbiditelerini de-
gerlendirmis olabilir. Lojistik regresyon analizinde yas arttik¢a antikor
pozitifligi artarken; CCI skoru azaldik¢a antikor pozitifliginin artmasi
komorbiditesi fazla olan hastalarda antikor yanitinin daha zayif olabi-
lecegini diisiindiirdii. Ileri yasta hastaligin daha agir gegiriliyor olmasi
daha giiglii antikor yanit1 olugmasi ile iligkili olabilir. Ancak bu durumu
aciklamak icin daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir. Obez hastalarda ise
immiin yanitin daha zayif oldugu bilinmektedir. Ancak ¢aliymamizda,
ozellikle erken dénemde (ilk vizitte), yitksek VKI degeri antikor pozi-
tifligi ile iligkili bulundu. Bu durum VKIsi yiiksek hastalarin hastaliy
daha agir gegirmesi ve agir hastalarda antikor pozitifliginin daha yiiksek
olmasi nedeniyle agiklanabilir. Nitekim ilerleyen aylarda VKI degerinin
antikor pozitifligi tizerinde etkisi saptanmadi. Obez hastalarda antikor
yanitinin erken donemde hastaligin agirlig ile iliskili olarak daha yiiksek
oldugu ancak takip sirasinda diistiigii sdylenebilir. Ozetle, calismamizda
antikor pozitifligi tizerine etkili en 6nemli fakt6r hastaligin agirlik skoru
oldu. Giiglii antikor yanitini etkileyebilecek diger faktorler ise ileri yas,
diigiik CCI skoru, yiiksek VKI ve HT 6ykiisii idi. Sonuglarimiz genel
olarak literatiirle benzer olup cinsiyet ve DM 6ykiisiiniin antikor pozi-
tifligi tizerine anlamli bir etkisi bulunmadi.

Gegirilmis COVID-19 sonrasi antikor seviyelerinin takip edildigi ¢alis-
malarda kullanilan antikor tipi, analiz yontemi ve test kiti farkliliklari
nedeniyle heterojenite oldukea yiiksektir. Kullanimda olan antikor test-
lerinin pozitif esik degerleri de degiskenlik gostermektedir. Ayrica bizim
¢alismamizda oldugu gibi bu ¢aligmalarin birgogunda asemptomatik veya
semptomatik re-infeksiyonu tespit edebilmek i¢in objektif bir degerlen-
dirme (rutin rt-PCR testi gibi) yapilmamis sadece semptomlara dayali
tarama yapilmistir. COVID-19 nekahet doneminde anti-N ve anti-S IgG
titrelerinin uzun dénem takip edildigi ¢esitli calismalarda anti-N antikor-
larinin daha hizl azaldig1 gézlenmistir (14,15). Bizim ¢alismamizda anti-S
antikorlarina bakilmadi; bu nedenle antikor yanitinin kalicilik siiresi daha
kisa bulunmug olabilir. Ancak bulgularimiz literatiirde anti-N antikorla-
rinin degerlendirildigi caligmalarin sonuglart ile benzerdir. Iki antikor alt
tipinin birlikte 6l¢iilmemis olmasi ve re-infeksiyonun objektif bir gsekilde
degerlendirilmemis olmasi ¢alismamizin sinirliklaridir.

Sonug olarak; SARS-CoV-2’ye kars: gelisen antikorlarin kalicilik siiresi-
nin yan sira, seropozitiflik ile re-infeksiyona karsi koruyucu bagisiklik
arasindaki iliskiyi aydinlatmak ve koruyucu antikor titre diizeylerini be-
lirleyebilmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardur.



Klimik Dergisi 2024; 37(3): 154-60

Hasta Onami
Caligmaya katilan hastalardan onam alinmistir.

Etik Kurul Karari

Galigma, Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi flag Digt Klinik Arastir-
malar Etik Kurulu tarafindan 22 Haziran 2020 tarihinde 7208 karar numa-
rastyla onaylanmugtir.

Danigsman Degerlendirmesi
Bagimsiz dis danigman.

Yazar Katkilari

Fikir/Kavram - M.M.K_; Tasarim - M.M.K,, S.B.; Denetleme - M.M.K,, S.B.,
A.B.UE,; Kaynak ve Fon Saglama - M.M.K., A.B.U.E.; Malzemeler/Hasta-
lar — A.B.U.E.; Veri Toplama ve/veya Isleme - A.B.U.E., S.B.; Analiz ve/veya
Yorum - S.B., A.B.U.E., M.M.K,; Literatiir Taramas1 — S.B., A.B.U.E.; Makale
Yazimi - A.B.U.E,, S.B.; Elestirel Inceleme - S.B., M.M.K.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi bildirmemistir.

Finansal Destek
Yazar finansal destek beyan etmemistir.

Bilimsel Etkinlik

Calisma, 13-16 Mart 2023 tarihinde gergeklestirilen 23. Uluslararas: Tiirk
Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 Kongresinde bildiri olarak
sunulmugtur.

KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

13.

Boechat JL, Chora I, Morais A, Delgado L. The immune response to SARS-
CoV-2and COVID-19 immunopathology - Current perspectives. Pulmonology.
2021;27(5):423-37. [CrossRef
Wolfel R, Corman VM, Guggemos W, et al. Virological assessment of hospi-
talized patients with COVID-2019. Nature. 2020;581(7809):465-9. Erratum
in: Nature. 2020;588(7839):E35. [CrossRef
Okba NMA, Miiller MA, Li W, et al. Severe acute respiratory syndrome coro-
navirus 2-specific antibody responses in coronavirus disease patients. Emerg
Infect Dis. 2020;26(7):1478-88. [CrossRef
Guo L, Ren L, Yang S, et al. Profiling early humoral response to diagnose novel
coronavirus disease (COVID-19). Clin Infect Dis. 2020;71(15):778-85. [ CrossRef
Ibarrondo FJ, Fulcher JA, Goodman-Meza D, et al. Rapid decay of anti-
SARS-CoV-2 antibodies in persons with mild COVID-19. N Engl ] Med.
2020;383(11):1085-7. Erratum in: N Engl ] Med. 2020;383(11):e74. [CrossRef
Long QX, Liu BZ, Deng HJ, et al. Antibody responses to SARS-CoV-2 in patients
with COVID-19. Nat Med. 2020;26(6):845-8. [CrossRef
Yang C, Jiang M, Wang X, et al. Viral RNA level, serum antibody responses,
and transmission risk in recovered COVID-19 patients with recurrent positive
SARS-CoV-2 RNA test results: a population-based observational cohort study.
Emerg Microbes Infect. 2020;9(1):2368-78. [CrossRef
Gallais F, Gantner P, Bruel T, et al. Evolution of antibody responses up to 13
months after SARS-CoV-2 infection and risk of reinfection. EBioMedicine.
2021;71:103561. [CrossRef
Tan W, Lu Y, Zhang J, et al. Viral kinetics and antibody responses in patients
with COVID-19. medRxiv, 2020.03.24.20042382. [ CrossRef
Long QX, Tang X]J, Shi QL, et al. Clinical and immunological assessment of
asymptomatic SARS-CoV-2 infections. Nat Med. 2020;26(8):1200-4. [ CrossRef
Zhao J, Yuan Q, Wang H, et al. Antibody responses to SARS-CoV-2 in patients
with novel coronavirus disease 2019. Clin Infect Dis. 2020;71(16):2027-34.
CrossRef
Ren L, Zhang L, Chang D, et al. The kinetics of humoral response and its rela-
tionship with the disease severity in COVID-19. Commun Biol. 2020;3(1):780.
CrossRef
Hasoksitiz M, Kilig S, Sara¢ F. Coronaviruses and SARS-COV-2. Turk ] Med
Sci. 2020;50(SI-1):549-56. [CrossRef

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

2

—_

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Roltgen K, Boyd SD. Antibody and B cell responses to SARS-CoV-2 infection
and vaccination. Cell Host Microbe. 2021;29(7):1063-75. [ CrossRef

Dan JM, Mateus J, Kato Y, et al. Immunological memory to SARS-CoV-2 assessed
for up to 8 months after infection. Science. 2021;371(6529):eabf4063. [ CrossRef
Wajnberg A, Amanat F, Firpo A, et al. Robust neutralizing antibodies to SARS-
CoV-2 infection persist for months. Science. 2020;370(6521):1227-30. [ CrossRef
Lumley SE, O’Donnell D, Stoesser NE, et al; Oxford University Hospitals Staff
Testing Group. Antibody status and incidence of SARS-CoV-2 infection in
health care workers. N Engl ] Med. 2021;384(6):533-40. [ CrossRef

Ni L, Ye F, Cheng ML, et al. Detection of SARS-CoV-2-specific humoral
and cellular immunity in COVID-19 convalescent individuals. Immunity.
2020;52(6):971-7.e3. [CrossRef|

Ong DSY, Fragkou PC, Schweitzer VA, Chemaly RE, Moschopoulos CD, Ske-
vaki C; European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID) Study Group for Respiratory Viruses (ESGREV). How to interpret
and use COVID-19 serology and immunology tests. Clin Microbiol Infect.
2021;27(7):981-6. [CrossRef

COVID-19 Rehberi: Genel Bilgiler, Epidemiyoloji ve Tani [Internet]. Ankara:
T.C. Saglik Bakanhg:. [erisim 18 Ekim 2023]. https://covid19.saglik.gov.tr/
TR-66301/covid-19-rehberi.html

. Final NTH Coronavirus Disease (COVID-19) Treatment Guidelines (February

29,2024) [Internet]. Bethesda: US National Institutes of Health (NIH). [erisim
18 Ekim 2023]. https://www.covid19treatmentguidelines.nih.gov/

Bolukcu S, Ozmen ME, Eksi C, et al. Investigation the relationship between

body mass index and mortality in COVID-19 patients. Bezmialem Science.

2021;9(1):9-12. [CrossRef

Kayali GA, Durmaz S, Sahin IN, et al. COVID-19 infection, vaccination, and

antibody levels: Investigating correlations through a cohort study. Vaccines

(Basel). 2023;11(7):1258. [CrossRef]|

Réltgen K, Powell AE, Wirz OF, et al. Defining the features and duration of

antibody responses to SARS-CoV-2 infection associated with disease severity

and outcome. Sci Immunol. 2020;5(54):eabe0240. [CrossRef

Eray A, Murat K, Abdullah G, et al. Follow-up study of anti-SARS-CoV-2 IgG

antibody response in COVID-19 patients up to 6 months after infection. Future

Microbiol. 2022;17:1043-9. [CrossRef

Petersen LR, Sami S, Vuong N, et al. Lack of antibodies to severe acute respi-
ratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) in a large cohort of previously
infected persons. Clin Infect Dis. 2021;73(9):e3066-73. [CrossRef

Staines HM, Kirwan DE, Clark DJ, et al. IgG seroconversion and pathophys-
iology in severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 infection. Emerg

Infect Dis. 2021;27(1):85-91. [CrossRef

Uysal BB, Yavuzer S, Islamoglu MS, Cengiz M. Measurement of antibody

levels in patients with COVID-19 over time by immunofluorescence assay: a
longitudinal observational study. ] Int Med Res. 2022;50(1):3000605211069279.
CrossRef

160


https://doi.org/10.1016/j.pulmoe.2021.03.008
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2196-x
https://doi.org/10.3201/eid2607.200841
https://doi.org/10.1093/cid/ciaa310
https://doi.org/10.1056/NEJMc2025179
https://doi.org/10.1038/s41591-020-0897-1
https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1837018
https://doi.org/10.1016/j.ebiom.2021.103561
https://doi.org/10.1101/2020.03.24.20042382
https://doi.org/10.1038/s41591-020-0965-6
https://doi.org/10.1093/cid/ciaa344
https://doi.org/10.1038/s42003-020-01526-8
https://doi.org/10.3906/sag-2004-127
https://doi.org/10.1016/j.chom.2021.06.009
https://doi.org/10.1126/science.abf4063
https://doi.org/10.1126/science.abd7728
https://doi.org/10.1056/NEJMoa2034545
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2020.04.023
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2021.05.001
https://covid19.saglik.gov.tr/TR-66301/covid-19-rehberi.html
https://covid19.saglik.gov.tr/TR-66301/covid-19-rehberi.html
https://www.covid19treatmentguidelines.nih.gov/
https://doi.org/10.14235/bas.galenos.2020.5069
https://doi.org/10.3390/vaccines11071258
https://doi.org/10.1126/sciimmunol.abe0240
https://doi.org/10.2217/fmb-2022-0006
https://doi.org/10.1093/cid/ciaa1685
https://doi.org/10.3201/eid2701.203074
https://doi.org/10.1177/03000605211069279

	_Hlk105884547
	_Hlk109742718

