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Oz

Aralik 2019'da Cin'den baslayarak cok kisa bir sure
icerisinde tim dinyay! etkisi altina alan Coronavirus
Disease 2019 (COVID-19) pandemisi, bugliine kadar
gorilen en ciddi kiresel saghk sorunlarindan biri ha-
line gelmistir. Bu slrecgte, zamaninda ve dogru uy-
gulanan mikrobiyolojik tani testleri, salginin ve vaka
yonetiminin 6nemli bir parcasi olmustur. Pandeminin
baslangicindan itibaren solunum yolu &rneklerinde
“severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2)" RNA'sinI saptamaya yonelik olarak
gelistirilen gercek zamanli ters transkriptaz-polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR), en yaygin kullanilan tani
yontemidir. RT-PCR ile viriis RNA'sinin gdsterilmesi
COVID-19 hastaliginin kesin tanisini saglamakla bir-
likte negatif test sonucu enfeksiyon olasiligini disla-
maz. Klinik stipheli olgularda 24-48 saat arayla tek-
rarlayan 6rneklerin alinmasi ve ciddi akciger bulgulari
olan hastalarda tani icin alt solunum yolu érneklerinin
tercih edilmesi gereklidir. Dustk maliyetli, uygulanma-
si kolay ve hizl sonug alinabilen antijen testlerinin kul-
lanimi, viral yikin yiiksek oldugu hastaligin akut ev-
resi ile sinirhdir. Duyarlilik ve 6zgullik sorunlarindan
dolayi antijen testleriyle elde edilen sonuglarin RT-
PCR testleri ile dogrulanmasi gerekir. Antikor testleri,
virlis ile karsilasiimis oldugunu gosterir. Hastalarin
virlise karsi antikor yanitinin degisken ve gec olma-
sI nedeniyle antikor testleri, akut dénemde hastaligin
tanisinda tek basina kullanilmamalidir. Semptomlarin
baslangicindan 2-3 hafta sonra alinan kan dérneklerin-

de calisilan antikor testleri molekuiler taniya yardimci
ek test olarak kullanilabilir. Bu derlemede, glinimuiize
kadar elde edilen veriler dogrultusunda SARS-CoV-2
enfeksiyonunun mikrobiyolojik tanisinda kullanilan
yontemlerin dzellikleri, klinik agcidan sagladiklari avan-
tajlar ve kisitli yonleri tartisiimistir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, SARS-CoV-2, poli-
meraz zincir reaksiyonu, antijen testi, antikor testi

Abstract

The Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) pandem-
ic, which began in China in December 2019 and af-
fected the whole world in a very short time, has be-
come one of the most serious global health problems
to date. In this process, timely and correctly applied
microbiological diagnostic tests have been an im-
portant part of the epidemic and case management.
Since the beginning of the pandemic, real-time re-
verse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-
PCR), which has been developed to detect “severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2)” RNA in respiratory tract samples, is the most
widely used diagnostic method. The detection of the
virus RNA by RT-PCR provides the definitive diagno-
sis of COVID-19 disease, but a negative test result
does not exclude the possibility of infection. In clini-
cally suspicious cases, repeated samples should be
taken within 24-48 hours and lower respiratory tract
samples should be preferred for diagnosis in pa-
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tients with severe pulmonary signs. The use of low-
cost and easy-to-apply rapid antigen tests is limited
to the acute phase of the disease when viral load is
high. Due to sensitivity and specificity problems, the
antigen test results should be confirmed by RT-PCR
tests. Antibody tests indicate the exposure to the vi-
rus. Antibody tests should not be used alone in the
diagnosis of the disease in acute phase, because the
antibody response of the patients against the virus is
variable and late. Antibody tests, which are performed

Giris

Yirmi birinci yuzyilin Ggtinct buyuk koronavirls salgi-
ni, 2019 yili sonlarinda Cin’in Wuhan sehrinde nedeni
bilinmeyen pnémoni olgularinin bildiriimesi ile basla-
mis ve hizla tim diinyaya yayilmistir (1). Dinya Sag-
lik Orguti (DSO), hastaligi Coronavirus Disease 2019
(COVID-19) olarak tanimlamistir. Tim genom sekans
analizleri sonucunda hastaliga yol acan etkenin Sid-
detli Akut Solunum Sendromu (Severe Acute Respira-
tory Syndrome; SARS) ile iligkili koronavirus turleriyle
yakin benzerlik gosterdigi belirlenmis ve Uluslararasi
Viris Taksonomi Komitesi (International Committee
on Taxonomy of Viruses; ICTV) tarafindan etken viris
SARS coronavirus 2 (SARS-CoV-2) olarak adlandi-
nilmistir (2). Diinya Saglik Orgiiti, hizla yayihm gos-
teren bu viral hastalik icin Turkiye’de de ilk vakanin
gorildagi tarih olan 11 Mart 2020'de pandemi ilan et-
mistir (3). Devam eden sirecte tim diinyada oldugu
gibi Ulkemizde de vaka sayilarinda ciddi artislar go-
rilmis ve COVID-19 pandemisi insanlik tarihinin en
buyik kiresel sorunlarindan biri haline gelmistir. Bu
derlemede, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun mikrobiyo-
lojik tanisinda kullanilan laboratuvar testleri hakkinda
bugiine kadar elde edilen bilgilerin aktarilmasi ve tar-
tisilmasi amaclanmistir.

Viriisiin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Koronavirisler, Nidovirales takimi Coronaviridae ai-
lesi icerisinde yer alan, helikal simetrili, segmentsiz,
pozitif polariteli, tek zincirli RNA genomlari olan zarfli
virtslerdir. Filogenetik iliskileri ve sekans analizlerine
gore koronavirusler; alfakoronaviris, betakorona-
virlis, gamakoronaviriis ve deltakoronaviriis olmak
Uzere dort cinse ayrilmaktadir (4). Gunumuze kadar
memelileri ve kanathlari enfekte edebilen 40’a yakin
koronaviris tirt saptanmis olup bunlar arasinda en
son kesfedilen SARS-CoV-2 dahil yedi turiin insan-
larda hastalia yol actigi belirlenmistir (2). insanlarda
genellikle soguk alginhigr seklinde hafif seyirli solunum
yolu enfeksiyonlarina neden olan human coronavirus
(HCoV) 229E ve HCoV-NL63, alfakoronavirtis cinsi
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on the blood samples taken 2-3 weeks after the on-
set of symptoms, can be used as additional tests to
aid molecular diagnosis. In this review, the features,
clinical advantages and limitations of the methods
used in the microbiological diagnosis of SARS-CoV-2
infection are discussed in line with the obtained data
to date.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, polymerase
chain reaction, antigen test, antibody test

altinda yer alirken; yine solunum yolu enfeksiyonu
etkenleri olarak bilinen HCoV-OC43 ve HCoV-HKUL1,
2003 yilinda tanimlanan ve SARS salginina yol agan
SARS-CoV ve 2012 yilinda tanimlanan ve Orta Dogu
Solunum Sendromu (Middle East Respiratory Synd-
rome; MERS)'ndan sorumlu olan MERS-CoV betako-
ronavirs cinsinde yer almaktadir. Yeni tanimlanmis
olan SARS-CoV-2 ise Coronaviridae ailesinin tipik
ozelliklerine sahiptir ve betakoronaviriis cinsi igerisin-
de siniflandiriimigtir (4-7).

SARS-CoV-2'nin  konak hucrelerindeki replikasyo-
nu, spike (S) proteini araciligiyla, basta akciger ol-
mak Uzere kalp, bobrek ve ince bagirsak gibi bircok
doku ve organda bulunan anjiyotensin donusturtcu
enzim-2 (angiotensin-converting enzyme-2; ACE-2)
reseptoriine baglanmasiyla baslar (5,8). RNA virls-
lerinin gogunda oldugu gibi, tim replikasyon déngusi
enfekte edilen hicrelerin sitoplazmasinda gerceklesir.
Yaklasik 30 kilobaz boyutunda olan koronavirtis ge-
nomu, bilinen en uzun RNA genomu olma 6zelligini
tasir, pozitif polariteli olmasi ve RNA'ya bagimh RNA
polimeraz (RdRp) geni sayesinde konak genomuna
entegre olmadan kendi viral genomunu dogrudan ka-
hp olarak kullanarak replike olma yetenegine sahip-
tir (4,7). RNA virtslerinin replikasyonunda mutasyon
orani DNA virlslerine kiyasla daha yuksektir. Viral
genomun kopyalanmasi sirasindaki hatalardan dolayi
replikasyon sirasinda birgcok mutasyon meydana ge-
lebilir ve kopyalanan baz miktari arttikca hata yapma
olasiligl da artar. Olusan mutasyonlara bagli olarak
antijenik yapida ve patojenitede degisiklikler meyda-
na gelebilir. Koronavirtslerin nispeten biyik olan ge-
nomlarinda mutasyonlarin birikmesi ve olusan rekom-
binasyonlar sonucu, farkh hicre tiplerini ve dogada
yeni turleri enfekte etme yetenegi kazanan yeni virls
suslari ortaya ¢ikabilmektedir (4,9,10).

Replikasyon asamasinda, viral genomun yaklasik
ucte ikisini olusturan 5’ yonundeki agik okuma cerce-
veleri (Open Reading Frame; ORFla ve ORF1b) on
altl adet yapisal olmayan proteini (non-structural pro-
tein; NSP) kodlarken, genomun geri kalan tgte birlik



kismini olusturan 3’ yonuindeki diger ORF bdolgelerin-
den ise en az dort adet yapisal protein ile birlikte ak-
sesuar proteinler kodlanir (4,6). Viral transkripsiyon,
protein sentezi ve posttranslasyonel modifikasyon
asamalarinda rol oynayan helikaz, ekzoribonikleaz,
replikaz, RdRp gibi enzimler yapisal olmayan prote-
inlerdendir (11). Doért ana yapisal proteinden S pro-
teini, viral zarfin tUzerinde tag (corona) benzeri ¢ikin-
tilar seklinde olup ACE-2 reseptorlerine baglanarak
virlisiin konak hicreye tutunmasini saglar (8). Diger
yapisal proteinler olan membran (M), zarf (envelope;
E) ve nukleokapsid (N) proteinleri ise virionun (tam
viris partikilt) birlesmesi (assembly), salinmasi ve
konak hucre i¢i savunma sistemlerine kargi virus bu-
tunligunun devam ettirilmesinde rol oynarlar (4,6).
Gunumuizde asl, taniya yonelik test ve antiviral ilac
gelistirme calismalarinin ¢cogu bu hedeflere odaklan-
maktadir.

Tani

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun hizli ve dogru bir sekil-
de laboratuvar tanisinin konulmasi, enfekte bireylerin
erken tespiti, tedavisi ve izolasyonu, viris yaylliminin
sinirlandiriimasi, etkin stirveyans ve enfeksiyon kont-
rol stratejilerinin gelistiriimesi agisindan son derece
Onemlidir. Bununla birlikte, hastaliga karsi gelisen
immin yanitta bireysel farkhilklar gérilmesi, farkl
yas gruplarinda ve farkl komorbiditeleri olan bireyler-
de hastaligin farkli seyir gostermesi, 6rnegin alinma
zamanl, viris atilimi ve miktarinda dalgalanmalarin
gozlenmesi, mutant suglarin ortaya ¢ikmasi ve bunun
tani yontemleri Uzerine etkisi gibi bircok degiskenin
bulunmasi, SARS-CoV-2 enfeksiyonunda mikrobiyo-
lojik taninin konulmasini guglestirmektedir.

Genellikle viral enfeksiyonlarin tanisinda, virs kiltd-
ru, serolojik ve molekdler yontemler kullaniimaktadir.
Tanida altin standart olarak kabul edilen viris kulturi
ve izolasyonu, biyoguvenlik riski nedeniyle SARS-
CoV-2 enfeksiyonunun rutin mikrobiyolojik tanisinda
Onerilmemektedir (12). Kultur islemleri virlisiin 6zel-
liklerinin anlasiimasi, antiviral ajan ve asi gelistirme
calismalari amaciyla ancak uzman bir ekip tarafin-
dan biyoguvenlik seviyesi-3 (BSL-3) sartlarini sagla-
yan iyi donanimli laboratuvarlarda yapilabilmektedir.
COVID-19 hastahginin kesin tanisi, uygun klinik or-
neklerde gergek zamanli ters transkriptaz-polimeraz
zincir reaksiyonu (real-time reverse transcriptase-pol-
ymerase chain reaction; RT-PCR) yontemi kullanila-
rak viral RNA varliginin gosterilmesiyle konulmakta-
dir (3,12-14). Viral antijen varhigini arastiran testlerin
duyarlilik ve 6zgulltklerinin nukleik asit amplifikasyon
testlerine gore diusik olmasi nedeniyle rutin tanida
kullanilmasi 6nerilmemektedir. Kan dérneklerinde IgM,
IgA velveya IgG tipi spesifik antikorlarin serolojik yon-
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temlerle arastiriimasi, PCR negatif stpheli vakalar-
da taninin desteklenmesinde ve seroepidemiyolojik
arastirmalarda yarar saglayabilmektedir (3,12,15).

Klinik Orneklerin Alinmasi ve Tasinmasi

Dogru tant i¢in en dnemli husus, preanalitik asamada,
klinik 6rnegin dogru zamanda, dogru anatomik bolge-
den uygun teknik ve ekipmanlarla dogru sekilde alina-
rak uygun sartlarda laboratuvara iletiimesidir. SARS-
CoV-2 enfeksiyonunun RT-PCR veya viral antijen
testleri ile tanisi icin hastalardan oncelikle alinmasi
gereken ornekler solunum yolu érnekleridir. Viris en
yogun olarak solunum yolu 6rneklerinde bulunmakla
birlikte enfeksiyonun farkli evrelerinde alinan 6rnek-
lerde viral yukte farkliliklar gorulebilmektedir (16,17).
Ornek alimi igin en uygun zaman, semptomlarin bas-
lamasindan sonraki ilk 5-7 gindir. Yedinci giinden
sonra st solunum yollarindan alinan érneklerde so-
nucun pozitif ¢cikma olasihgr dismekte ve testin du-
yarliligr azalmaktadir. Hastaligin inkiibasyon suresi
ortalama 5.2 gun olmakla birlikte bireyler arasinda
farkliliklar (1-14 giin) oldugu, solunum yollarinda virts
atihminin klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasindan 1-2 giin
oncesinde basladigl ve agir olgularda veya immin-
suprese bireylerde 14-28 giin boyunca surebildigi bil-
dirilmektedir (Sekil 1) (17-21). Yapilan bir calismada,
semptomlarin baslamasindan sonraki ilk 7 guin iginde
alinan solunum yolu 6rneklerinde viral RNA pozitifli-
gi %66.7 olarak saptanirken, pozitiflik oraninin 8-14.
glnlerde %54’e ve 15-39. glinlerde ise %45.5'e kadar
dustugu gozlenmistir (22).

e
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C Antikor saptanabilir )
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’ e Solunum yollaninda virds izolasyonu

Sekil 1

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun seyri sirasinda RT-
PCR ile viral RNA saptanma olasihgi ve antikor
diizeylerindeki tahmini degisim (18 nolu kaynaktan
alinarak diizenlenmistir)

Dunya Saglik Orgiitii, ayaktan hastalarda nazofarin-
geal ve orofaringeal surtnti/yikama 6rneklerinin bir-
likte alinmasini énermektedir (12). ideal olan 6ncelikle
orofaringeal suriintl 6rnegi alinmasi, sonrasinda ayni
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ekiivyon kullanilarak nazofaringeal surintl 6rneginin
alinmasidir. Surtntl drnekleri icin govdesi kolayca
esneyebilen dzellikte, dacron veya polyester uglu 6zel
ektvyonlar kullaniimalidir. PCR Uzerine inhibitoér etki
gostermesinden dolay! tahta sapli, kalsiyum alginat
veya pamuk uclu ekivyonlarin kullaniimasi énerilme-
mektedir. Ornekler alindiktan sonra viral tasima besi-
yerine konulmalidir (3,12,23).

Ciddi alt solunum yolu enfeksiyonu bulgulari olan
vakalarda endotrakeal aspirat, bronkoalveolar lavaj
veya hasta cikarabiliyorsa balgam ornekleri tani icin
kullanilabilir. Alt solunum yolu drnekleri alinirken yuk-
sek aerosolizasyon riskinden dolay! islem sirasinda
enfeksiyon dnleme ve kontrol prosedurlerine kesin-
likle uyulmahdir. Yapilan ¢alismalar, alt solunum yolu
orneklerinde viral yukun ve virls izolasyon oraninin
st solunum yolu 6rneklerine kiyasla daha yiksek ol-
dugunu ortaya koymustur (17,22,23). Wang ve ark.
tarafindan yapilan arastirmada, RT-PCR pozitifligi
bronkoalveolar lavaj sivisinda %93, balgamda %72,
burun surintistnde %63, fibrobronkoskop firga bi-
yopsisinde %46 ve bogdaz surlntisinde %32 olarak
bildirilmistir (24).

Viral RNA varligi, solunum yolu érnekleri disinda ga-
ita, kan, tukurik ve idrar 6rneklerinde de arastirabilir
ancak bu ornekler icin RT-PCR testlerinin guvenilir-
liginin solunum yolu drneklerine gore oldukga dusik
oldugu bildirilmektedir (21,24-26). Gaita drneklerinde
viris RNA'sinin Klinik belirtiler dizeldikten sonra uzun
sureler tespit edildigini belirten yayinlar bulunmakta-
dir (Sekil 1) (18,26,27). Bununla birlikte, gaita, kan,
tukdruk ve idrar drneklerinde yapilan virus izolasyo-
nunun tanisal degerinin belirlenmesi ve viral yuk ki-
netiklerinin anlasilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismanin
yapilimasina ihtiyac vardir.

Antikor testleri i¢in de klinik érneklerin alindigi zaman
énemlidir. Iimmiin yanitin ve antikor olusumunun do-
gas! geregi semptomlar basladiktan en az bir hafta
sonra alinan kan drneklerinin uygun serolojik yontem-
lerle calisilmasi gereklidir. Virlise 6zgu antikorlarin
olusmasi icin belli bir siire gerektiginden dolay! anti-
kor testlerinin daha erken donemde yapilmasi dneril-
memektedir. Semptomlar basladiktan 2-3 hafta sonra
alinan drneklerde antikor varhginin arastiriimasinin
daha guvenilir sonuglar verdigini belirten calismalar
bulunmaktadir (22,28-30).

Klinik drneklerin dogru sekilde alinmamasi ve uygun
kosullarda laboratuvara ulastiriimamasi yanhs negatif
test sonuglarina yol acabilmektedir. Alinan solunum
yolu drnekleri 2-8°C’de saklanmali ve laboratuvara
muimkin olan en kisa slrede Uclu paketleme sistemi
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ile (hastane ici nakillerde iki kaph tasima sistemi kulla-
nilabilir) soguk zincir kurallarina uyularak ulastiriima-
lidir. Orneklerin naklinde bes giinden fazla gecikme
olmasi bekleniyorsa, 6rnekler -70°C’de dondurulma-
[l ve kuru buz Uzerinde nakledilmelidir. Tekrarlayan
dondurma ve ¢dzme islemlerinden kaginiimalidir. Nu-
munelerin alinmasi ve tasinmasi sirasinda, enfeksi-
yondan korunma ve kontrol prosedurlerine uyulmali
ve mutlaka kisisel koruyucu ekipmanlar (tibbi maske,
eldiven, onluk, gozlik veya siperlik) kullaniimaldir.
Ornek transferinde pnomatik tiip tasima sistemleri,
icerisindeki yiiksek basin¢tan dolayl numune kapak-
larinin agilmasi, sivi materyallerin sizmasi ve konta-
minasyon riskini arttirmasi nedeniyle kullaniimamali-
dir (3,12,31).

Nukleik Asit Amplifikasyon Testleri

Pandeminin baslangicindan itibaren stpheli CO-
VID-19 vakalarinda taninin dogrulanmasi amaciyla,
rutin klinik pratikte en siklikla bir nikleik asit ampli-
fikasyon yontemi olan RT-PCR testi kullaniimistir.
Bununla beraber, kesin tani almis hastalarin karan-
tinadan c¢ikarilmasi kararinin verilmesinde, yakin te-
masli olan asemptomatik bireylerin taranmasinda ve
solunum sistemi hastaligi bulgulari olan vakalarin
ayiricl tanisinda da bu yontem tercih edilmektedir.
COVID-19 olasi vaka tanimina uyan hastalarda, diger
solunum yolu patojenleri tespit edilse dahi koenfek-
siyonlarin olusabilecegi g6z 6nunde bulundurularak
hastadan alinan 6rnekler mutlaka RT-PCR testi ile
SARS-CoV-2 RNA varligi agisindan da analiz edilme-
lidir (3,12).

Pandemi surecinde dinyanin farkl Ulkelerinde gesitli
arastirma merkezleri ve sirketler tarafindan SARS-
CoV-2 RNA'sInin tespitine yonelik bir¢ok ticari RT-
PCR kiti gelistirilmistir. Uretilen kitler, test protokolleri
ve degerlendirme sonuglari DSO, Foundation for In-
novative New Diagnostics (FIND), Centers for Disea-
se Control and Prevention (CDC) ve Food and Drug
Administration (FDA) internet sayfalarinda yayimlan-
maktadir. Ulkemizde SARS-CoV-2 RT-PCR Kitleri,
Saglik Bakanhgi'nin katkilariyla tretim ve ariin gelis-
tirme acisindan gerekli kosullari saglayabilen ulusal
firmalardan saglanmakta ve yetkilendirilmis labora-
tuvarlarda COVID-19 mikrobiyolojik tani testi olarak
uygulanmaktadir. Bugline kadar farkli versiyonlari
gelistirilmis olan bu yerli Uretim tani kitleri ile ilgili ¢a-
lismalar, DSO'niin rehberlerinde belirttigi ve Saglik
Bakanlig'nin onayladigi sekilde gerceklestiriimekte-
dir. Ulusal firmalar tarafindan dretilen RT-PCR Kkitleri,
salgin sirecinde ortaya ¢ikan yeni mutant suslarin
(ingiltere, Giiney Afrika, Brezilya kokenli mutasyonlar
vb.) da tanimlanmasina yonelik olarak surekli giincel-
lenmektedir.



COVID-19'un erken tanisi igin gelistirilen gesitli RT-
PCR kitlerinin tespit ettikleri gen bolgeleri farklhihklar
gosterebilmektedir. Bir veya daha fazla gen bdlgesini
arastirmak Uzere planlanan cesitli kit tasarimlarinda
genellikle RdRp, ORF1la/b, S, N ve E genleri hedef-
lenmektedir. Bununla birlikte, diger koronaviruslerle
capraz reaksiyondan ve olasi SARS-CoV-2 genetik
kaymalarindan kaynaklanabilecek saptama sorunla-
rini engellemek icin RT-PCR test protokollerinde vi-
rus genomunda yer alan en az iki farkli bolgenin he-
deflenmesi onerilmektedir (32). Secilen viral genom
segmentlerinin yanisira, bu hedeflere yonelik 6zgtn
primer ve prob secimi, dongi sayisinin ve dogru bag-
lanma sicakliklarinin belirlenmesi de tanisal perfor-
mans acisindan énemlidir.

SARS-CoV-2 RNA'sInI saptamaya yonelik mevcut ti-
cari PCR kitlerinde, tek basamakta ters transkripsiyon
ve gergek zamanl PCR uygulanmaktadir. Gergek za-
manl PCR ydnteminin en énemli avantaji, ayni cihaz
icerisinde hedef nukleik asit amplifikasyon islemi ile
analiz isleminin es zamanl olarak yapilmasi ve amp-
lifikasyon Urinunin kontaminasyonuna bagli yanhs
pozitif sonuclari en aza indirmek igin kapali bir sistem
kullaniimasidir (32). RT-PCR testlerinde analiz sure-
si, kullanilan ticari kit ve ekstraksiyon yéntemine gore
degismekle birlikte genellikle 2-4 saattir. Deneyimli
personel, 6zel ekipman ve en az bhiyogivenlik sevi-
yesi-2 (BSL-2) sartlarina sahip donanimli laboratuvar
gerektirir. Laboratuvarda testi calisacak personelin
uygun kisisel koruyucu ekipmanlari kullanmasi ve bu
konuda egitim almis olmasi gereklidir.

Uygulamada 6ncelikle viral RNA klinik érnekten eks-
trakte edilmeli ve saflastiriimalidir. Viral RNA izolas-
yonu, konvansiyonel manuel yontemlerle veya ticari
olarak satilan kitlerle iki farkl sekilde gergeklestirile-
bilmektedir. PCR 0©ncesinde uygulanmasi gereken
nukleik asit izolasyon isleminin etkinligi, testin duyar-
ihgini 6nemli élgiide etkilemektedir. izolasyon islemi
manuel olarak konvansiyonel yontemlerle yapildigin-
da sonug¢ verme suresi uzayabilmektedir. Numunenin
dogrudan parcalayici sollsyon icine alinmasi, ilave
ekstraksiyon ve izolasyon basamagini ortadan kal-
dirarak daha hizli sonug¢ alinmasini ve biyoguvenligi
saglayabilir (19).

Tek PCR tupu icerisinde 6nce ters transkriptaz (RdRp
enzimi) ile saflastiriimis viral RNA'dan komplementer
DNA (cDNA) sentezi ve sonraki reaksiyonda PCR
ile spesifik primerler kullanilarak cDNA'daki ilgili gen
bdlgesinin amplifikasyonu ¢ adimda (denattrasyon,
baglanma ve uzama) gergeklestirilir (33). Ayni anda
farkh floresan boyalarla (FAM, HEX, ROX, Cy5 vb.)
isaretli 6zgun problar spesifik gen bdlgelerine bagla-
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nirlar ve amplifikasyon ile es zamanli olarak artis gos-
teren floresan sinyaller spesifik kanallar araciligiyla
PCR cihazi tarafindan algilanir. Olusan amplifikasyon
Urdnd miktari ile floresan yogunlugu arasinda dogru
bir oranti vardir. RT-PCR islemi tamamlandiktan son-
ra, hasta drneklerinin ve kontrollerin floresan 1sima ile
dogru orantili olan amplifikasyon egrileri degerlendiri-
lir. insan riboniikleaz P (RNase P) genini hedefleyen
internal kontrol kanalinda 1sima saptanmamasi, 6rne-
gin iyi alinmadigini gosterir ve yeni bir drnekle test
tekrar edilmelidir (21). Test sonuglari yorumlanirken
amplifikasyon egrileri nonspesifik 1simalar yéninden
incelenmeli ve sigmoidal bir egri olup olmadigdi deger-
lendirilmelidir. Testin pozitif olarak yorumlanmasi igin
sigmoidal bir amplifikasyon egrisinin olusmasi ve he-
def gene 6zgl esik dongl (sinyalin saptanmaya bas-
ladig1 dongl sayisi; cycle threshold; Ct) degerinin,
belirlenen cut-off Ct degerinden kiigtk (veya esit) ol-
masi gerekir. Viral yuk ile Ct degerleri ters orantili olup
disuk Ct degerleri yiksek diizeyde viral yik oldugunu
gosterir (18). Optimum tanisal performans agisindan
nukleik asit izolasyonundan baslamak tzere tim ana-
litik siire¢ boyunca i¢ kalite kontrol basamaklarinin
dogru uygulanmasi gerekmektedir.

Ust ve alt solunum yolu érneklerinde viriis RNA'sINI
saptamaya yonelik gelistirilen RT-PCR kitlerinin yuk-
sek analitik duyarlihga ve 6zgulluge sahip oldugu bil-
diriimekle birlikte, 6zellikle viral ytkin dusik oldugu
klinik orneklerde hem kitler hem de laboratuvarlar
aras! duyarhlik ve 6zgulltik farklar gorulebilmektedir.
Bununla birlikte, Klinik érneklerin uygunsuz veya ye-
tersiz miktarda alinmis olmasi, drnegin enfeksiyonun
¢cok erken veya cok ge¢ doneminde alinmis olmasi,
ornegin uygun kosullarda ve uygun surede laboratu-
vara gonderilmemis olmasi, érnekte PCR inhibitorleri-
nin varligi, test sonuglarinin yanlis yorumlanmasi gibi
preanalitik ve analitik strecte yapilan hatalar yalanci
negatif sonuclarin elde edilmesine yol agmaktadir.
Kullanilan kitin analitik performansinin yetersizligi, he-
def gen bdlgesinde ortaya ¢ikan mutasyonlar, testten
once antiviral ila¢ kullanimi da test sonuclarini etki-
lemektedir. Bu nedenle, semptomlari olan ve SARS-
CoV-2 enfeksiyonu siiphesi yuksek olan vakalarda bir
veya daha fazla sayida negatif RT-PCR sonucu taniyi
dislamamalidir. Bu tir vakalarda sadece Ust solunum
yolu numuneleri alindiysa, 24-48 saat sonra mimkun-
se alt solunum yolundan da ek numuneler alinarak
test tekrarlanmalidir (3,12,33,34) .

Yalanci pozitif sonuclar ise drnegin alinmasi sirasin-
da veya ¢ok sayida drnegin islenmesi sirasinda mey-
dana gelebilecek capraz kontaminasyonlar, spesifik
olmayan PCR baglanmalari ve testin 6zgullik soru-
nu nedeniyle ortaya ¢ikabilir (35,36). PCR pozitifligi,
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sadece viral RNA'nin varligini gosterir ve her zaman
canl (replike olan) virtisun varligini gdstermez (18).
Laboratuvar sonugclarinin klinik tabloyu destekleme-
mesi durumunda yeni 6rnekle test tekrar edilmelidir.
Tum bu olasi kisithhklara ragmen RT-PCR testi pan-
demi slrecinde COVID-19 hastaliginin kesin tanisi
icin en dogru ve en duyarl mikrobiyolojik tani yontemi
olarak kabul edilmektedir.

RT-PCR disinda, cesitli firmalar tarafindan COVID-19
tanisina yonelik ters transkripsiyon dongu aracili izo-
termal amplifikasyon (reverse transcription-loop me-
diated isothermal amplification; RT-LAMP) ydntemi,
duzenli aralklarla bolunmis kisa palindromik tekrar
kimeleri (Clustered Regularly Interspersed Short
Palindromic Repeats; CRISPR) sistemi gibi daha
kisa slrede sonu¢ veren, uygulanmasi nispeten ko-
lay, yuksek analitik duyarlihk ve 6zgullige sahip ol-
dugu bildirilen molekuler ydntemler gelistirilmistir
(33,37,38). Henuiz yaygin kullanim olanagd! bulama-
mis olan ancak Umit vadeden bu testlerin optimize
edilmesi ve performanslarinin arttirillmasi icin ek ca-
lismalara ihtiyag vardir.

Sekans Analizi

Sekans analizi, virus kaynaginin belirlenmesi, bulas-
ma dinamiklerinin anlasiimasi, viris genomundaki
degisikliklerin tanimlanmasi ve mutasyonlarin mo-
nitorizasyonu agisindan oldukca 6nemlidir. Ozellik-
le RT-PCR testlerinin performansini etkileyebilecek
primer ve prob baglanma bdlgelerinde ortaya cikabi-
lecek mutasyonlarin saptanmasi agisindan elde edi-
len orneklerden periyodik sekans analizi yapiimasi
Onerilmektedir. Ayrica RT-PCR sonucu suipheli pozitif
olan bir hastada COVID-19 tanisinin dogrulamasi i¢in
sekans analizinin yapilmasi dnerilmektedir. Ancak se-
kans analizi COVID-19 rutin tanisi i¢in kullanilabile-
cek pratik bir yontem degildir. Yiksek maliyetli olmasi,
deneyimli personel ve yogun is yuki gerektirmesin-
den dolayi iyi donanimli referans laboratuvarlarinda
uygulanabilen bir yontemdir. Dunya Saghk Orgiitd,
COVID-19 salginini daha iyi anlamak, yonetmek ve
onlemler gelistirmek icin laboratuvarlarin elde ettik-
leri sekans verilerini GenBank, GISAID, EMBL-EBI
gibi ilgili platformlarda paylasmalarini énermektedir
(3,12,32,33,35).

Antijen Testleri

Antijen testleri, solunum yolu 6rneklerinde dogrudan
SARS-CoV-2'ye 6zgl viral protein varhiginin imma-
nokromatografik yontemle saptanmasi esasina daya-
nir (39). Hizli antijen veya kart testleri olarak da isim-
lendirilen bu testlerde genellikle virtisiin N proteinine
karsi monoklonal antikorlar kullaniimaktadir (40,41).
Test surecinde viral antijenin isaretli (lateks, kolloidal
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partikuller veya florofor nanopartikiller ile isaretlen-
mis) 6zgll monoklonal antikor ile birlestikten sonra
nitroselliiloz membrandan olusan kati faz boyunca
akarak hareket etmesinden dolayi, bu teknik lateral
akim yontemleri (lateral flow immunoassay) olarak
da anilmaktadir. Sonuglar gézle gorundr koyu renkli
bantlarin olusmasi ile degerlendirilir. Testin gegerliligi
icin kontrol bandinin da gorulmesi gereklidir.

Dusuk maliyetli, kolayca uygulanabilen ve kisa sire-
de (15-20 dk) sonu¢ alinabilen bu testler ile ilgili en
onemli sorun yuksek duyarliiga ve 6zgullige ulasa-
mamalaridir (39). Bugiine kadar farkli Ureticiler tara-
findan bircok ticari kit gelistiriimis ve bir kismi FDA
onayl olmasina ragmen, hentiz global dlgekte tanisal
algoritmalara girebilecek duzeyde ve performansta
bir test bulunmamaktadir. Ulkemizde de antijen test-
leri COVID-19 vaka ydnetim algoritmasinda yer alma-
maktadir.

Antijen saptayan testler, PCR testine ulasilamayan
durumlarda, PCR test kapasitesinin yetersiz oldugu
veya zorlanildiyl durumlarda ya da hizli bir 6én de-
gerlendirme gerektiren durumlarda kullanilabilir. Kli-
nik 6rnegin alindigr hastalik evresi, viral yuk, drnek
kalitesi gibi cesitli faktorler testin performansini etki-
lemektedir (32). Bu testler ancak yiksek viral yike
sahip enfekte kisileri saptayabilmektedir. Bu nedenle
semptomlarin baslamasindan énceki 1-2 giin ve akut
donemde enfeksiyonun ilk yedi giint icerisinde kulla-
nilmasi uygundur (39,40). Viral ytkin disik olmasi
veya oOrnek kalitesinin yetersizligine bagli olarak yan-
hs negatif sonuclar gorulebilmektedir. Negatif sonug
alinan durumlarda klinik siphe varliginda (6zellikle
yiuksek prevalansli topluluklarda) mutlaka RT-PCR
testinin yapilmasi 6nerilmektedir. Bununla birlikte, di-
ger koronavirusler ile capraz reaksiyona bagli yalanci
pozitiflikler de gorulebilir. Pozitif sonuclar 24 saat igin-
de RT-PCR ile dogrulanmalidir. Bu sure i¢inde hasta
enfekte olarak kabul edilmeli ve izole edilmelidir (42).
Antijen testleri i¢in solunum yolu érneklerinin (nazal/
nazofaringeal suriintil) alinmasi gereklidir. Ornek
alma ve test islemleri, bu konuda egitimli ve deneyimli
saglik personeli tarafindan kisisel koruyucu ekipman
ve diger biyoguvenlik kurallarina uyularak gercekles-
tirilmelidir.

Antikor Testleri

Virise 0zgu antikorlarin saptanmasi, etkenle kar-
silasiimis oldugunu gosterir. Serolojik yontemler ile
serum veya plazma Orneklerinde SARS-CoV-2'ye
karsi gelismis olan IgM, IgA, 1gG tipi spesifik anti-
korlarin veya total antikorlarin varligr arastirilabilir.
Enfeksiyona karsi antikor yanitinin olusmasi, ko-
nakcl immunitesi ile dogrudan ilintili olup hastanin



yasl, hastaligin siddeti, immunsupresif ila¢ kullani-
mi, eslik eden hastaliklar gibi faktorlerden etkilene-
bilmektedir. Hastalarin ¢cogunda ilk antikor yanitinin
belirtilerin baslamasindan 7-11 giin sonra gelistigi
gosterilmekle birlikte bu sure degisebilmektedir (35).
Genellikle 2-3. haftadan sonra birgok olguda antikor-
larin pozitiflestigi belirtiimektedir (Sekil 1). IgM tipi
antikorlarin dnce olustugu ve siklikla yedinci hafta-
ya dogru kayboldugu, IgG tipi antikorlarin ise IgM ile
es zamanli veya IgM’yi takiben olusmaya basladigi
ve daha uzun sireler serumda saptanabildigi goste-
rilmistir. 1gA, ¢ogunlukla IgM ile birlikte yukselmeye
baslamakta ancak IgM’den daha uzun sire serum-
da tespit edilebilmektedir (43). Antikor yanitindaki
bu dogal gecikmenin bir sonucu olarak rutin klinik
pratikte akut enfeksiyon tanisinda antikor testlerinin
kullanimi 6nerilmemektedir (12,15). Antikor testlerin-
de akut evrede negatif sonuc elde edilmesi SARS-
CoV-2 enfeksiyonunu digslamaz. Akut enfeksiyon
stiphesi durumunda hastaligin ilk haftasinda sade-
ce PCR testlerinin veya belli kosullar altinda antijen
testlerinin kullanilmasi daha dogru bir yaklasimdir.
Bununla birlikte, dzellikle IgM testlerinde diger koro-
navirislerle olan ¢apraz reaksiyonlara, hastada ro-
matoid faktor veya otoantikorlarin varligina bagl ola-
rak yalanci pozitif sonuclar gorulebilmektedir. Ayrica
hastaligi gecirip iyilesen hastalarda veya asilanma
durumunda gelisen immunitenin (IgG yaniti) siresi
ve sonraki enfeksiyonlara karsi koruyuculugu da he-
nuz tam olarak bilinmemektedir (29,30,43).

Antikor testleri gelistirilirken kullanilan antijenin 6zel-
likleri 6Gnemlidir ve testlerin analitik duyarhhgi ile 6z-
gullagu secilen hedef antijenden biyik 6l¢ide etkile-
nir. Koronavirtslerin benzer genetik yapisi nedeniyle
capraz reaksiyon meydana gelmesi olasidir. Bu ytiz-
den standardizasyon ve guvenilirligin saglanmasi icgin
daha immunojenik ve daha spesifik antijenler (saf-
lastiriimis rekombinant antijenler) tercih edilmelidir
(21). Antikor testlerinde siklikla hedef olarak segilen
proteinler, viriise 6zgl yapisal proteinlerden olan S
ve N proteinleridir. S proteini, S1 ve S2 olmak Uzere
fonksiyonel olarak iki alt boltime ayrilir. S2 alt bdlgesi
membran flizyonunu gergeklestirirken, S1 alt bolgesi
ACE-2 reseptdr baglanma bolgesini (receptor binding
domain; RBD) igerir ve kuvvetli bir immunojendir. Bu
bolge ayni zamanda virlis nétralizasyonu icin de he-
def bolgedir. S proteinlerine karsi olusan antikorlarin
daha 6zgil, N proteinlerine karsi olusan antikorlarin
ise daha duyarl oldugunu bildiren ¢alismalar bulun-
maktadir (14,18,44,45). N proteinin, diger koronaviris
turleri ile homolojisinin yuksek olmasi nedeniyle, S
proteinine gére daha fazla capraz reaksiyona neden
olabilecegi belirtiimektedir.
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Pandemi surecinde SARS-CoV-2'ye spesifik antikor-
larin tespiti igin farkh firmalar tarafindan Enzyme-Ilin-
ked immunosorbent assay (ELISA), kemiliminesans
immunoassay (CLIA) ve immunokromatografik yon-
temleri iceren ¢ok sayida ticari kit gelistirilmistir. An-
tikor testlerinin molekiler yontemlere gore kullanim
kolayligi, daha kisa sirede sonug alinabilme, kolay
ulasilabilirlik ve yaygin kullanilabilme gibi birtakim
avantajlari bulunmaktadir. Ancak 6zellikle hastaligin
erken evresinde dogruluk, duyarlilik ve o6zgullukleri
molekduler yontemlere gore daha dusuktar. Hizla piya-
saya surilen bu antikor saptayan ticari kitlerin tanisal
performansini degerlendirmek igin birgok ¢alisma ya-
pilmistir (14,29,45-49). Bu ¢alismalarin ¢cogunda 1gG
tipi antikorlari saptayan testlerin IgM ve IgA testleri-
ne gore daha guvenilir oldugu, kantitatif analiz yapan
yontemlerin kalitatif yontemlere (imminokromatogra-
fik testler) tercih edilmesinin daha uygun olacagi ra-
porlanmistir. Ozellikle standardize edilmis prosediirler
ve otoanalizorler ile ¢alisilan serolojik yontemlerin kul-
laniimasi, daha dogru sonugclarin alinmasi agisindan
onemlidir. Hizli antikor veya kart testleri olarak da ad-
landirilan immuanokromatografik yontemlerin, ELISA
ve CLIA yontemlerine gore dogruluk, duyarlihk ve 6z-
gulliklerinin daha diustk oldugu bildirilmektedir. Test
formati ve tasarimindaki farkhliklar nedeni ile antikor
testlerinin rutin kullanima sunulmasindan dnce labo-
ratuvarlar tarafindan verifikasyon g¢alismasinin yapil-
masI gerekir. Ayrica sonuclar degerlendirilirken top-
lumda seroprevalansin hentiz dusuk olmasina bagh
olarak yanlis pozitiflik riskinin olabilecedi mutlaka g6z
ontnde bulundurulmahdir.

Mevcut kisithliklarina ragmen antikor testleri, hastalik
belirtileri basladiktan sonra dogru zamanda yaplilirsa,
molekuler tetkikleri destekleyici testler olarak kulla-
nilabilir. YUksek klinik stipheye ragmen RT-PCR so-
nuclar negatif ¢cikan vakalarda antikor testlerinin ¢a-
hisiimasi tantyl destekleyebilir. Bunun disinda antikor
testleri, seroepidemiyolojik ¢alismalarda toplumdaki
bagisiklik dizeylerinin belirlenmesinde, asi gelistirme
calismalari sirasinda verilen immdn yanitin deger-
lendirilmesinde, immin plazma vericilerinde antikor
duzeyinin belirlenmesinde ve c¢ocuklarda COVID-19
sonrasl gelisen multisistemik inflamatuvar sendromun
destekleyici tanisinda kullanilabilir (3,12,15). Ancak
antikor testi sonuglari enfeksiyon riskinin degerlendi-
rilmesi ya da izolasyon ve karantina ile ilgili kararlarin
alinmasi sureclerinde kullanilmamalidir. Ayrica, diger
kitlesel asilamalarda oldugu gibi, antikor testlerinin
asllama sonrasinda virise karsi bagisikhgin deger-
lendiriimesinde veya asilanmamis bir kiside asilama
ihtiyacinin degerlendirilmesi amaciyla kullaniimasi
onerilmemektedir.
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Sonug

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun rutin mikrobiyolojik ta-
nisinda altin standart solunum yolu 6rneklerinde RT-
PCR testi ile viral nukleik asitin gosterilmesidir. Testin
analitik performansinin yanisira preanalitik surecte
klinik 6rneklerin uygun zamanda ve dogru bir sekilde
alinmasi, sonugclarin guvenilirligi agisindan oldukga
Onemlidir ve multidisipliner ¢alismay! gerektirir. Anti-
kor testleri, akut enfeksiyon tanisinda 6zellikle erken
evrede tek basina kullanilmamalidir. RT-PCR testi
negatif bulunan stipheli COVID-19 vakalarinda enfek-
siyonun ilerleyen déneminde alinan kan drneklerinde
antikor testlerinin calisiimasi taniyr destekleyebilir.
Antijen testleri, viral yikin ylksek oldugu enfeksiyo-
nun ilk yedi ginu icerisinde kullanildig takdirde yarar
saglayabilirler. Ancak dusuk duyarliiga ve 6zgullu-
ge sahip olmalarindan dolay! antijen testleri ile elde
edilen sonuglarin RT-PCR testleriyle dogrulanmasi
gerekmektedir. SARS-CoV-2 enfeksiyonunun labo-
ratuvar tanisinda kullanilan testlerin kendine 6zgu
avantajlarinin yaninda birtakim kisithliklarinin da ol-
dugu g6z 6niinde bulundurulmahdir. Mikrobiyolojik ta-
nida kullanilacak ydntemlerin secilmesi, uygulanma-
sl, kalitenin saglanmasi ve sonugclarin yorumlanmasi,
hastaligin kesin tanisinin konulmasi ag¢isindan son
derecede 6nemlidir ve bu asamada sureg¢ kliniklerle
isbirligi icinde Tibbi Mikrobiyoloji uzmaninin kontro-
[inde yuratulmelidir.
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