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oz

2019 yilinin Aralik ayinda nedeni belirlenememis bir pnémoni vakas: Cinde Wuhan sehrinde
bildirilmistir ve ardindan bu hastalik COVID-19 olarak isimlendirilmistir. 2020 yilinin
Mart ayinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan COVID-19 hastalig1 pandemi olarak
ilan edilmigtir. DSO tarafindan asemptomatik ya da hafif semptomlu vakalarda polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) tekniginin tani koyma amaciyla uygulanabilecegi belirtilmistir.
Ulkemizde, SARS-CoV2 kesin tanisinin konmasi amaciyla gercek zamanl PCR (RT-PCR)
uygulamalari DSO'niin kilavuzunda belirttigi ve Saglik Bakanligrnin onayladigi sekilde
gerceklestirilmektedir. Bu derlemede, COVID-19 hastaligina neden olan SARS-COV-2
virtisiiniin RT-PCR ile tespitine iliskin siire¢ 6zetlenmektedir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, polimeraz zincir reaksiyonu, viriis tespiti

ABSTRACT

In December 2019, an undetermined cause of pneumonia was reported in the city of Wuhan
in China, and then this disease was named COVID-19. In March 2020, COVID-19 disease
was declared as a pandemic by the World Health Organization (WHO). It has been stated
by WHO that the polymerase chain reaction technique may be applied for diagnosis in
asymptomatic or mild symptomic cases. In our country, RT-PCR applications are carried
out in accordance with the WHO guideline and approved by the Ministry of Health in order
to make a exact diagnosis of SARS-CoV2. This review summarizes the process of detecting
SARS-COV-2 virus by RT-PCR, which causes COVID-19 disease.
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GIRIS

Alt ve iist solunum yollarini tutan ve ¢ocuklarda
klinik tabloya neden olan viriislerin anlatildig1 2005
senesinde yayimlanan bir derlemede, koronaviriis
ailesinin bir¢ok iiyesinin belirlendigi ve bunlarin cid-
di akut respiratuvar sendroma neden olduklar1 ve bu
aileye mensup bagka viriislerin de biiyiik olasilikla
cevremizde dolagmakta oldugu ancak simdilik belir-
lenmedikleri bildirilmistir (1). Yani koronaviriis ai-
lesinden olan viriislerin solunum yollar1 {izerinden
etki gosterdikleri ve ciddi klinik tablolara yol agikla-
r1 uzun siiredir bilinmektedir. Hatta bu aileye iiye
virtslerin kiiresel 6lgekte ciddi salginlara neden ola-
bildikleri de 2003 senesi Subat ayinda tanimlanan
Ciddi Akut Solunum Yolu Sendromu (SARS-Severe
Acute Respiratory Syndrome) ve 2012 senesi Eyliil
aymnda tanimlanan Orta Dogu Solunum Sendromu
(MERS-Middle East Respiratory Syndrome) 6rnekle-
rinden beri yine agik¢a bilinmektedir (2,3).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) raporuna gore SARS,
diinya genelinde 8098 kisiyi etkilemis ve 774 kisi
SARS tanist ile vefat etmistir (4). SARS, 21. yiizyilin
ilk pandemisidir ve ilk ortaya ¢ikis1 2002 senesi so-
nuna dogru Cin Halk Cumhuriyetinin Guangdong
bolgesinde atipik bir pndmoninin goriilmesiyle ta-
nimlanmistir (5). Hemen sonra giiniimiizde iilke
icinde ve tlkeler arasinda mobilitenin artan bir ivme
ile gelismesi neticesinde hastalik 2003 senesi $ubat
ve Mart aylarinda Hong Kong ve sonra Vietnam,
Singapur, Kanada ve bagka tilkelerde de tanimlan-
muistir (4,6). Ancak olumlu bir gelisme olarak, DSO
raporlarina gore 2004 senesi itibariyle SARS nede-
niyle 6liim bildirilmemistir (7).

Koronaviriis ailesinin bir bagka iiyesinin neden
oldugu MERS; 2012 Eyliil ayinda ilk olarak Suudi
Arabistanda goriilmiis (8) ve kisa siire sonra ilk ¢ik-
tig1 cografyadan bagka bolgelerde de tespit edilmistir
(9, 10). MERS-CoV viriisiiniin neden oldugu bu has-
talik dogrudan ya da dolayli yoldan develerden bu-
lasan bir zoonozdur (11). Tanimlandig: tarihten 31
Mayis 2019 tarihine kadar 2442 vaka bildirilmistir
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Sekil 1. Orf: Acik okuma cergevesi, S: spike protein, E: zarf pr

(Corman VM ve arkdan (29) degistirilerek alinmigtir)

ve diinya genelinde 842 6liim raporlanmistir (12). Bu
olumsuz 6zelliklerine ragmen MERS-CoV genellik-
le yaygin bir bulag agina sahip olmamigtir. SARS ve
MERS hastaliklar etiyopatogenezlerinde ayni viriis
ailesinin yer almasi nedeniyle bir¢ok arastirmada
birlikte incelenmislerdir (13-15).

Ayni aileye iiye olan ve bu yazinin konusunu olus-
turan yeni koronaviriis ile Diinya, ilk olarak 2019
senesi Aralik ayinin son giinii, nedeni belirlenememis
bir pnémoni vakasinin Cin'in Hubei eyaletinin bas-
kenti Wuhan sehrinde bildirilmesiyle tanist1 ve bu
hastaliga Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi
Koronaviriis Caligma Grubu tarafindan COVID-19
(Coronavirus Disease-2019) ismi verildi (16). 11 Mart
2020’ye gelindiginde ise DSO tarafindan COVID-19
hastalig1 pandemi olarak ilan edildi (17).

2012 senesinde yayimlanan ve SARS-CoV iizeri-
ne yazilan bir makalede viriisiin 6zelliklerinden bah-
sedilirken 30kb uzunlukta ve 14 a¢ik okuma cerge-
vesine (ORF-Open Reading Frame) sahip oldugu,
niikleokapsid (N), spike (S), membran (M) ve zarf
(E-Envelope) olarak isimlendirilen dort major yapisal
protein icerdigi bildirilmistir (18). 2019 sonunda
DSOniin pandemi duyurusu yapmasina neden olan
COVID-19 hastalig1 etkeni SARS-CoV2 viriisiiniin;
poli-A kuyrugu dahil olmak iizere 29903 baz ifti
uzunlukta oldugu bildirilmistir (GenBank erisim
numarast MN908947.3). Tipik olarak bes ORF bu-
lundurur ve bunlar ayni iplik izerindedir, tiim yapi-
da ORF1lab poliproteini (7096 aa), spike glikoprote-
ini (1273 aa), zarf proteini (75 aa), membrane
proteini (222 aa) ve niikleokapsid proteini (419 aa)
bulunmaktadir (Sekil 1). Genetik dizi analizleri so-
nucunda SARS-CoV?2 viral genomunun, yarasa
SL-CoVZC45 ve SARS-CoV Tor2 viriislerinin gene-
tik dizilerine benzerlik gosterdigi belirlenmistir (19).
Bu ozellikleriyle pandemik etkeni olan SARS-CoV2
viriisiiniin Betakoronaviriis ailesi {iyesi oldugu ke-
sinlik kazanmuigtir (20).

Bu viriislerin taksonomisine evrimsel agidan ba-
kildiginda dogada sirasiyla, Riboviria, Nidovirales
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oteini, M: membran proteini, N: niikleokapsid proteini
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(Primatlarda), Cornidovirineae, Coronaviridae (Ho-
minidlerde), Orthocoronavirinaea (Homininlerde),
Betakoronaviriis (Homolarda), Sarbecovirus,
SARS-iliskili koronaviriis (Homo Sapienslerde) ve
bireysel olarak insanda SARS-CoV, SARS-CoV2,
MERS-CoV vs. konumlandirildiklar: ve zarfli, art:
yonelimli, tek iplikli ve zoonotik orijinli RNA virtis-
leri olduklar1 bilinmektedir (16). RNA viriislerinden
olan CoV virisleri, dort ana sinifta degerlendirilir,
swrastyla o, B, y, 8 (21). Bu siniflarin arasinda 6zellik-
le a ve p memelileri enfekte edebilir, diger iki sinif
ise memelilerin yani sira kuslar1 da enfekte edebilir
(22). Bugiinkii bilgimize gére koronaviriislerden yedi
tanesi insanlar1 enfekte edip solunum yollar hasta-
liklarina neden olmaktadir ve bunlardan dort tanesi
iist solunum yollarin: tutar ve kendi kendilerini si-
nirlandirirlar, sirasiyla; HCoV-229E, HCoV-OC43,
HCoV-NL63 ve HCoV-HKU1 (23). HCoV-229E ve
HCoV-OC43 1960’lardan itibaren bilinmektedir.
Yukarida da kisaca deginilen SARS hastaliginin or-
taya ¢ikmasiyla bu virtisler daha fazla dikkat ¢eker
hale geldiler. HCoV-NL63 ve HCoV-HKU1 2004 ve
2005 senelerinde tanimlandilar (24). Bir diger tye
olan MERS-CoV ise 2012 senesinde izole edildi ve
tipkit SARS-CoV gibi alt solunum yollarini tutma
egilimi gosterdigi tespit edildi (25). Bu derlemenin
de konusu olan SARS-CoV ise insan hava yollarin-
daki epitel hiicrelerden izole edildi ve yeni nesil di-
zileme teknolojilerinin yardimiyla, yukarida da bah-
sedildigi haliyle yeni bir betakoronaviriis iiyesi olarak
adlandirildi (26). SARS-CoV2, tipkit MERS-CoV ve
SARS-CoV gibi alt solunum yollarini tutmaktadir ve
toplumun geneline yayilma potansiyeli daha fazla
olsa da, klinik seyri bu iki hastaliga kiyasla daha ha-
fiftir (27).

SARS-CoV2 Tespitinde Laboratuvar
Yontemleri

19 Mart 2020 tarihinde DSO, SARS-CoV?2 tespi-
tinde yararlanilacak laboratuvar tetkiklerine dair
genel bilgileri iceren ve daha 6nce goriilen ve yuka-
rida da deginilen MERS salginindaki deneyimlerden
elde edilen verilerden yararlanarak bir kilavuz ya-
yimlamistir (28). Bu kilavuzda DOS, asemptomatik
ya da hafif semptomlu vakalarda gercek zamanli PCR

S26

(Real Time Polymerase Chain Reaction/RT-PCR)
tekniginin tan1 koyma amaciyla uygulanabilecegini
belirtmistir. Ilave olarak serolojik testler, viral dizile-
me ve viral kiiltiir de olasi testler arasinda sayilmigtir
ancak yazimizin kapsami geregi bunlardan bahsedil-
meyecektir. Yine ayni raporda siipheli vakalarin da
bir niikleik asit amplifikasyon testi olan RT-PCR ile
degerlendirilmesi gerektigi yazilmigstir (28). Ulkemiz-
de gergeklestirilen, SARS-CoV2 kesin tanisinin kon-
masi amactyla RT-PCR ¢aligmalar1 DSO’niin kilavu-
zunda belirttigi ve Saglik Bakanligrnin onayladig:
sekilde gerceklestirilmektedir. Bu yazimizda bahse-
dilen genetik test yontemi ve siireg, deneyimlerimiz
15181nda agiklanmaya calisilacaktir.

Siipheli Vakalardan Biyolojik Numunelerin
Alinmasi Sonrasinda Laboratuvara Ulastirilmasi

Viriis tespiti icin numuneler alindiktan sonra
miimkiin olan en kisa siirede laboratuvara ulagtiril-
malidir. Bu durum tiim ¢alismanin devaminin diizgiin
bir sekilde gergeklestirilmesi i¢in en hayati siirecler-
den biridir zira varliginin tespit edilmesi istenen viriis
tek iplikli bir RNA viriisiidiir ve bilindigi tizere nu-
munenin fiziksel kosullardan, DNAnin aksine, azami
etkilendigi bilinen bir gercektir. Numuneler orofarin-
geal ya da nazofaringeal siirtintiilerdir. Bu stiriintii
numuneleri polyester bir pamuklu ¢ubuk yardimi ile
alinip iki farkl sekilde laboratuvara gonderilebilir:
Kuru pamuklu ¢ubuk halinde steril bir flakona konu-
larak ya da antifungal ve antibiyotik igeren viral
transport besiyeri bulunduran ve yine steril olan bir
flakon tiip igerisine konularak. Viral transport besi-
yeri yerine niikleaz icermeyen bir siv1 ortam da kul-
lanilabilir. Numuneyi teslim alan laboratuvar perso-
nelinin uygun ve optimum giivenlik 6nlemleri almis
olmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Laboratuvarda
calisacak olan personelin uygun giivenlik 6nlemleri-
ni almasi kisisel korunma agisindan ¢ok 6nemlidir.
Bu yiizden personel gozliik, maske, tulum ve eldiven
gibi gerekli tiim 6nlemleri alarak ¢alismaya baslama-
lidir. Teslim alinan numunelerin dis ytizeyleri %70’lik
etil alkol ile temizlenerek negatif basingli alana trans-
fer edilir. Gerekli kodlama islemlerinin gerceklestiril-
mesinin ardindan numuneler Biyogiivenlik Seviyesi

3 (BSL-3) olan laminar kabin icerisine alinir. Burada
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belirtilmesi gereken bir nokta, farkl sicaklik kosulla-
rina maruziyet ve/veya numunenin uygun sekilde
alinmamis olmasi, genetik materyalde hasara sebep
olmakta bu durum yanls negatif veya yanls pozitif
sonuglara sebep olmaktadir.

Numuneden RNA izolasyonu ve RT-PCR ile
SARS-CoV2 Viriisiiniin Tespiti

COVID-19 vakalarimin rutin dogrulamasi igin
hali hazirda yararlanilan laboratuvar tekniklerinden
RT-PCR en kesin yontem olarak kullanilmaktadir.
Bilindigi iizere RT-PCR yéntemine gegmeden dnce
viral RNA izolasyonu yapilmalidir (29). Bunun igin
numunelerden RNA izolasyonu manuel (yani gere-
ken ¢ozeltilerin laboratuvar personelince ham kim-
yasal malzemelerden hazirlanmalar1 ve uygun pH
kosullarina getirilip stoklanmalar1 esasina dayanan
uygulama) RNA izolasyonu veya ticari olarak satilan
kitler ile iki farkli sekilde gergeklestirilebilir. Bu is-
lemler i¢in ¢ok sayida firmanin bir¢ok farkl kiti pi-
yasadan temin edilebilmektedir. RNA izolasyonu
sirasinda en fazla dikkat edilmesi gereken kisim,
RNAnin dogas: geregi dis etkenlere ¢ok agik olmast
ve agir1 kirilgan yapisindan otiirii tiim izolasyon is-
lemlerinin buz tizerinde gerceklestirilmesi gerektigi-
dir. Sonrasinda RT-PCR ile viral genomun varlig
gosterilmeye ¢alisilir. Bu amagla tasarlanan RT-PCR
caligmast ile viriise ait olan ve hedeflenen (¢ogaltil-
masi planlanan) diziler; N (niikleokapsid proteini),
E (zarf proteini), S (spike proteini) ve RARP (RNA
bagimli RNA polimeraz) bolgeleridir. 2012'de Cor-
man VM ve ark. tarafindan yayimlanan bir ¢alisma-
da insan koronoviriisiiniin PCR ile yiiksek ¢oziiniir-
likte gosterilebildigi ve bunun igin bir assay
tasarlanmanin miimkiin oldugu bildirilmistir. Calis-
mada viriistin E proteinin upstream bolgesi (upE) ve
Orflb bolgeleri PCRile ¢ogaltilmistir (30). Ayni grup
tarafindan 2020'de yayimlanan bir bagka makalede
ise bu sefer viriisiin RARP, E ve N bolgelerinin ¢ogal-
tilmasiyla SARS-CoV2’nin RT-PCR ile gosterilecegi
bildirilmistir (29). Bu ¢alismanin en giizel yanlarin-
dan birisi ¢ogaltilmasi planlanan her gen i¢in ileri ve
geri primer dizilerinin konsantrasyonlart ile birlikte
verilmis olmasidir. Literatiire gére SARS-COV2'nin
belirlenmesi i¢in 6ncelikle viriisiin Orfb bolgesi ve/
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veya S bolgesi hedef alinarak dizileme yapilmis, daha
sonra yapilan karsilastirilmali galismalarda N bolge-
sinin hedeflenmesi ile hassasiyetin 10 kat arttig1 gos-
terilmistir. Ayrica viriisiin belirlenmesinde bazen N
bolgesine ek olarak koronaviriis ailesinde ortak olan
E bolgesi de ikinci bir PCR ile cogaltilmaktadir. Ul-
kemizde de testler 2 kanall1 (N bolgesi ve internal
kontrol olarak RNP geni) veya 3 kanall1 (N bolgesi,
E bolgesi ve internal kontrol) olacak sekilde yapul-
maktadir. Bugiin DSO’niin belirledigi referans labo-
ratuvarlarda da N bolgesi dizilenmektedir. Benzeri
¢ok sayida caligma (6zellikle 2020 senesinin ilk ayla-
rindan itibaren eksponansiyel bir artisla) literatiirde
mevcuttur. Belirtilen iki caligmadan sadece 6rnek
olmasi agisindan bahsetmeyi uygun bulduk. RNA
izolasyonu tamamlandiktan sonra; magnezyum klo-
riir, ANTP, Taq polimeraz ve oligoniikleotid i¢eren
karigima kalip RNA uygun miktarlarda eklenerek
RT-PCR reaksiyonu hazirlanir (30). Burada dikkat
edilmesi gereken bir diger durum tiim RT-PCR bile-
senlerinin bir araya getirilmesinin yukarida agiklanan
nedenlerden 6tiirii buz tizerinde gergeklestirilmesi-
dir. RT-PCR iglemi farkli laboratuvarlarda farkl: se-
killerde gergeklestirilme ihtimali igerse de tarafimiz-
dan gergeklestirilen haliyle; 10 uL magnezyum kloriir,
dNTP ve Taq polimeraz iceren karisima 5 uL uygun
bolge i¢in tasarlanan oligoniikleotid ve ardindan 5
uL kalip RNA eklenir. RT-PCR cihazinin farkliligina
bagli olarak reaksiyon 0,2 ml hacme sahip konvan-
siyonel PCR tiiplerinde ya da 96 kuyulu plakalarinda
hazirlanmalidir. Tasarlanan primerlere 6zgii belirle-
nen baglanma sicakliklar: dikkate alinarak 6n dena-
tiirasyon, denatiirasyon, baglanma ve uzama asama-
lar1 iceren RT-PCR dongiisii, dongii sayisinin
belirlenmesinden sonra cihaza kurulum saglanir
(Tablo 1). Tek tiip icerisinde ilk asamada ters trans-
kriptaz enzimi ile RNAdan cDNA sentezi ve ikinci
basamak reaksiyonda spesifik primerler ile ilgili bol-
genin amplifikasyonu gerceklestirilmektedir. RT-PCR

Tablo 1. RT-PCR dongiisii

42°C 20 dakika cDNA sentezi
95°C 30 saniye Bekleme
95°C 4 saniye 45 dongi
60°C 30 saniye
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islemi cihazda tamamlandiktan sonra analiz agama-
sina gegilir. RT-PCRde hedeflenen viral genin dizi-
sine 6zgl primerler ve problar kullanilir. Kullanilan
problar farkli sekilde floresan boyalarla isaretlenir.
Bunlarin en bilinenleri 535nm dalga boyunda 1s1ma
veren HEX, 575nm dalga boyunda 1s1ma veren ROX
ve 494nm dalga boyunda 1s1ma veren FAMdir. Bu-
rada HEX internal kontrol olarak ve FAM ise SARS-
CoV2 i¢in kullanilir. Ayni zamanda hedeflenen genin
haricinde kontrol olarak kullanilmak amaciyla bir
referans gene 6zgii niikleik asit dizileri de farkli bir
floresan boya ile isaretlenir (31). Internal kontroller
her numunenin bireysel olarak ¢alisip ¢aligmadig:
gosteren 6nemli kontrol ayraglaridir. Her bir ¢alis-
maya pozitif ve negatif 6rnekler dahil edilmelidir.
Tiim deneysel siireglerde oldugu gibi COVID-19
hastaligina neden olan SARS-CoV?2 viriisiiniin RT-
PCR ile tespiti calismasinin da belli basl kisitlilikla-
r1 bulunmaktadir. Ornegin; az miktarda hasta ma-
teryali iceren numune, numunenin vakanin enfekte
olmasindan ¢ok 6nce ya da ge¢ alinmis olmasi, nu-
munenin uygun sekilde laboratuvara gonderilememis
olmas, testin dogasinda bulunan PCR inhibisyonu
gibi problemler sayilabilir. Ayni zamanda COVID-19
enfeksiyonu stiphesi yiiksek olup negatif sonug elde
edilen hastalardan sadece iist solunum yolu numu-
neleri alindiysa miimkiinse alt solunum yolundan da
ek numuneler alinarak test tekrarlanmalidir (28).
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