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ÖZ
Coronaviridae ailesinde yer alan koronaviruslar (CoV), vahşi ve evcil hayvanlarda farklı şiddette gastrointestinal, respiratuvar 
ve sistemik hastalıklara neden olurken, insanlarda bağışıklık durumuna göre soğuk algınlığından pnömoniye kadar farklı 
klinik tablolara yol açabilir. Günümüze dek insanlarda enfeksiyon etkeni olarak yedi koronavirus türü tanımlanmıştır; 
bunlardan HCoV 229E, HCoV NL63, HCoV HKU1 ve HCoV OC43, tipik olarak immünokompetan bireylerde soğuk 
algınlığı semptomlarına neden olurken, SARS-CoV (Ciddi Akut Solunum Sendromu Koronavirus), MERS-CoV (Orta 
Doğu Solunum Sendromu Koronavirus) zoonotiktir ve ciddi solunum yolu hastalıklarına ve ölümlere neden olur. Çin’in 
Hubei Eyaleti, Wuhan kentinde Aralık 2019’da başlayan ve kısa sürede pandemi olarak tanımlanan COVID -19’un etkeni 
SARS-CoV-2 insanlarda enfeksiyon etkeni olarak tanımlanan yedinci koronavirustur. Dünya Sağlık Örgütü(DSÖ)’nün 
SARS-CoV-2 kaynaklı COVID-19’u pandemi olarak tanımlaması ve dünya üzerinde her geçen gün vaka ve ölüm 
sayılarının artmasından dolayı, aşı çalışmaları için virusun yapısı ve salgını kontrol etmede en önemli basamak olan viral 
tanı yöntemlerinin kullanılması daha da önem kazanmıştır.
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ABSTRACT
Coronaviruses (CoV), which are in the Coronaviridae family, cause different severity of gastrointestinal, respiratory and 
systemic diseases in wild and domestic animals, and can lead to different clinical manifestations, ranging from colds 
to pneumonia, depending on immunity. To date, seven types of coronavirus have been identified as infectious agents 
in humans; of these, HCoV 229E, HCoV NL63, HCoV HKU1 and HCoV OC43 typically cause cold symptoms in 
immunocompetent individuals, while SARS-CoV (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus) and MERS-CoV 
(Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus) is zoonotic and cause severe respiratory diseases and deaths. SARS-
CoV-2, the causative agent of COVID-19, is the seventh coronavirus identified as an infection agent in humans, which 
started in December 2019 in Wuhan, Hubei Province of China and was identified as a pandemic in a short time. Since 
the World Health Organization (WHO) defines SARS-CoV-2-sourced COVID-19 as a pandemic, and because of the 
increasing number of cases and deaths worldwide, structure of the novel virus and viral diagnosis methods gained 
importance respectively for vaccine studies and for controlling the outbreak caused by the virus.
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seyrettiği, ileri yaş, erkek cinsiyet ve kronik hastalık varlığının 
kötü prognozda etkili kabul edildiği bir tablo ile sonuçlanmıştır 
(7,8).

İnsanlarda ortaya çıkan en son Koronovirus, Aralık 2019'da 
Çin'in Hubei Eyaleti, Wuhan Şehrinde ortaya çıkmış, hastalardan 
alınan solunum yolu örneklerinin incelenmesiyle virusun 
daha önceki SARS-CoV ile taksonomik olarak ilişkili olduğu 
anlaşılmıştır. Önceleri Novel Koronavirus (2019-nCoV), olarak 
adlandırılan virusa Uluslararası Virus Taksonomisi Komitesi’nde 
(ICTV) bir çalışma grubunun önerisiyle SARS-CoV-2, SARS-
CoV-2 kaynaklı enfeksiyonlara ise COVID-19 adı verilmiştir. 
Vakaların patlamasıyla süreç 11 Mart 2020’de DSÖ tarafından 
pandemi olarak ilan edilmiştir (9).

SARS-CoV-2; GENEL YAPISI VE REPLİKASYONU

Coronaviridae ailesi, zarflı, pozitif polariteli, tek iplikçikli RNA 
genomuna sahip viruslardan oluşmaktadır ve SARS-CoV-2’nin 
genel yapısı, Coronaviridae ailesindeki diğer viruslara benzer. 
SARS-CoV-2 yaklaşık 60-140 nm çapında, protein yapıda 
çıkıntıları olan, viral genom uzunluğu yaklaşık 30 kb olan, 
tek sarmallı pozitif polariteli zarflı bir virustur (10-12). Sekans 
analizleri sonrasında SARS-CoV-2’nin Betakoronavirus 2b 
soyunda yer aldığı, nükleotid dizisi olarak SARS-CoV ile %79.0, 
MERS-CoV ile %51.8 ve yarasa SARS benzeri Koronovirus 
izolatı (Bat-SL-CoVZC45) ile %87.6-%89 benzerlik gösterdiği 
saptanmıştır (11, 13, 14).

RNA viruslarının genelinde olduğu gibi enfekte ettiği hücrelerin 
sitoplazmasında replikasyonunu gerçekleştiren virus, pozitif 
polariteli olduğu için viral genomun, direkt kalıp olarak 
kullanılmasıyla çeşitli yapısal ve yapısal olmayan proteinler 
kodlar. Koronoviruslarda viral genomun değişken sayıda (6-
11 arasında) açık okuma çerçevesi (open reading frame, ORF) 
içerdiği gösterilmiştir. Viral RNA’nın üçte ikisini oluşturan ilk 
ORF’ler (ORF1a/b) 16 adet yapısal olmayan protein kodlarken,  
(nsp 1-16), genomun kalan üçte birini oluşturan diğer ORF 
bölgelerinden, en az dört adet yapısal protein; spike-çıkıntı (S) 
glikoprotein, envelope-zarf (E) proteini, matriks (M) proteini ve 
nükleokapsid (N) proteini ve konak immun cevabıyla etkileşen 
birkaç aksesuar protein kodlanır (15, 16).

SARS-CoV-2 proteinlerinin işlevleri daha önceden bilinen 
Coronovirusların proteinleri temel alınarak açıklanmaktadır. 
Yapısal olmayan proteinlerin çoğunun viral replikasyondaki 
görevi tanımlanmış olmakla birlikte, bazı yapısal olmayan 
proteinlerin görevi henüz netlik kazanmamıştır. Dört yapısal 
protein;

S proteini; virus yüzeyinde, viral zarfın üzerinde çıkıntılar şeklinde 
olup, virusun reseptöre bağlanma ve membran füzyonu ile 
konak hücreye tutunmasını sağlamaktadır. S proteini konak 
hücre tropizmini belirleyen önemli viral proteindir. S proteininin 
S1 ve S2 ilmekleri vardır; S1 temel olarak virusun konak hücre 
reseptörüne bağlanmasından, S2 ise membran füzyonundan 
sorumludur. SARS-CoV ve SARS-CoV-2 S1 proteini içerisinde 

GİRİŞ

Aralık 2019’da Çin’in Hubei Eyaleti Wuhan şehrinde etiyolojisi 
tespit edilmeyen vakaların Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’ne 
bildirilmesiyle başlayan çalışmalar daha sonraki dönemde 
pandemi olarak tanımlanacak olan süreci başlattı. DSÖ 12 
Ocak 2020’de etkeni 2019 yeni Koronavirus (novel Coronavirus, 
2019- nCoV), takiben 12 Şubat 2020’de etkenin neden 
olduğu hastalığı ise COVID-19 olarak adlandırdı. Daha sonra 
etken, Uluslararası Virus Taksonomisi Komitesi (International 
Committee of Taxonomy of Viruses, ICTV) tarafından SARS-
CoV-2 olarak isimlendirildi (1). Bu derlemede 22 Mayıs 2020 
tarihi itibariyle dünyada 216 ülkede, 4.962.707 konfirme edilmiş 
vaka ve 326.459 kişinin ölümüne yol açtığı bildirilen SARS-CoV-
2’nin mikrobiyolojik özellikleri ve tanı yöntemleri ele alınmıştır (2).

KORONAVİRUSLAR- GENEL BAKIŞ

Koronoviruslar Nidovirales takımında, Coronaviridae ailesinin 
Coronavirinae alt ailesinde yer alırlar. Sekans özellikleri ve 
filogenetik ilişkilerine göre Coronavirinae alt ailesi dört cinse ayrılır;   
Alfakoronaviruslar, Betakoronaviruslar, Gamakoronaviruslar 
ve Deltacoronaviruslar. Gammacoronaviruslar ve 
Deltakoronaviruslar bazı memeli türleri ve kuşları enfekte 
ederler ancak insanlarda hastalık oluşturmazlar (3). Ancak 
Alfakoronavirus ve Betakoronavirus cinsleri insanlarda solunum 
yolu enfeksiyonundan, bazı hayvan türlerinde de gastrointestinal 
sistem enfeksiyonlarından sorumludur. Aralık 2019 tarihine 
kadar insanlarda enfeksiyon etkeni olan (Human Coronavirus-
HCoV) altı Koronovirus cinsi tanımlanmıştır. Bunlar HCoV-
229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV ve 
MERS-CoV’dur. HCoV-229E ve HCoV-NL63 Alphacoronavirus 
cinsi içinde yer alırken, HCoV-OC43, HcoV-HKU1, SARS-CoV 
ve MERS-CoV Betakoronavirus cinsinde yer almaktadır (3).

2002 yılına kadar insanlarda enfeksiyona neden olan sadece 
iki tip HCoV biliniyordu; bunlar 1960’larda üst solunum yolu 
enfeksiyonu olan kişilere ait örneklerin hücre kültüründen izole 
edilmiş olan HCoV-229E ve HCoV-OC43’dü. Yaygın olarak 
dolaşımda olan diğer Koronoviruslar, HCoV-NL63 ve HCoV-
HKU1 ise 2000’li yılların başında bronşiolit ve pnömoni kliniği 
olan kişilerden izole edilmiştir (4).

2002 yılının sonlarında da güney Çin’in Guangdong eyaletinden 
yayılan, yarasa kaynaklı bir Betacoronavirus olan Ciddi 
Akut Solunum Sendromu ile İlişkili koronovirus, SARS-CoV 
tanımlanmıştır (5). SARS-CoV enfeksiyonu yaklaşık 30 ülkede 
görülmüş ve 8273 kişinin enfekte olması ve 774 kişinin ölümüyle 
sonuçlanmıştır (6).

2012 yılında yine bir Betakoronavirus tek hörgüçlü develerden 
Suudi Arabistan’da insanlara yayılmış ve Orta Doğu Solunum 
Sendromlu Koronavirus (MERS-CoV) adını alarak SARS 
ile benzer bir klinik sendroma neden olmuştur. MERS-CoV 
yaklaşık 27 ülkede, 2500 kişinin enfekte olması ve 858 ölümle 
sonuçlanan, 60 yaş üzeri popülasyonda mortalitenin yüksek 
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50 adet korunmuş proteine sahiptir. Bu veriler SARS-CoV-2‘nin 
de SARS-CoV’da olduğu gibi anjiyotensin dönüştürücü enzim 
2’yi (ACE 2) reseptör olarak kullanabileceğini düşündürmektedir  
(17-20). ACE 2, akciğerler, mide, ince bağırsak, kolon, cilt, 
lenf düğümleri, karaciğer safra kanalları, böbrek parietal epitel 
hücreleri ve beyindeki arteriyel ve venöz endotelyal hücrelerde 
ve arteriyel düz kas hücrelerinde bulunur, ayrıca akciğer alveoler 
epitel hücrelerinin yüzeyinde ve ince bağırsağın enterositlerinin 
yüzeyinde eksprese edilir (21).

S proteini koronavirüs enfeksiyon patogenezinde ve ilaç/aşı 
geliştirilmesi için hedef olabilmesi açısından önemli yere sahiptir.

M proteini; viral partikül oluşumu ve salınımda çok önemli rolü 
olan zarf proteinleridir. Üç adet transmembran bölümü vardır ve 
virionları (Virion=tam virus partikülü) şekillendirir ve nükleokapside 
bağlanır. Nükleokapsid proteininin stabilizasyonunu sağlar. 
Böylece nükleokapsid-RNA kompleksinin oluşumu ve devamını 
sağlar. Virus hücre içi dengesinin sağlanmasında önemli rol 
oynar. Konak hücrenin virüs tarafından duyarlı hale getirilmesinde 
bu protein önemli rol alır (22).

E proteini; viral parçaların bir araya getirilmesi (assembly), virus 
salınımı ve rolü tam olarak bilinmemekle birlikte patogenezde 
rol oynar. E proteini, virusun tomurcuklanarak hücreden 
ayrılmasında rol oynayan önemli bir virulans faktörüdür (23).

N proteini; M protein ile birlikte viral partikül oluşumu ve 
salınımda çok önemli rolü olan zarf proteinleridir. Viral RNA’nın 
replikasyon ve transkripsiyonunun düzenlenmesinde rol oynar. 
N proteini ayrıca, interferon antagonisti olarak davranır, böylece 
virusun immün sistem tarafından yok edilmeye çalışılması da 
inhibe edilmiş olur (24, 25).

SARS-CoV-2’nin konak hücrelerdeki replikasyonu, S proteini 
aracılığıyla hücresel anjiyotensin dönüştürücü enzim 2 (ACE 
2) reseptörüne bağlanmasıyla başlar. Virusun hücre içine 
girişiyle birlikte öncelikle genomik RNA kalıp olarak kullanılarak 
poliprotein 1a/1ab translasyonu gerçekleşir ki, buradan 
replikasyon-transkripsiyon kompleksini (RTK) oluşturmak üzere 
yapısal olmayan proteinler kodlanır. RTK yapısal proteinlerin 
replikasyonundan sorumludur. S, E ve M proteinleri endoplazmik 
retikulum (ER) ve Golgi aparatına girer ve N proteini, bir 
nükleoprotein kompleks oluşturmak için pozitif iplikçikli genomik 
RNA ile birleştirilir. Bu yapısal proteinler daha sonra ER’den 
Golgi aparatı yoluyla küçük veziküller aracılığıyla taşınacak olan 
virion öncüsü ile kaynaşırlar. Virionlar daha sonra enfekte olmuş 
hücreden ekzositoz yoluyla salınır ve enfekte ederek replike 
olmak için başka bir konakçı hücre arar (26).

TANI

SARS CoV-2 virusunun etkeni olduğu COVID-19 enfeksiyonlarının 
henüz kesin bir tedavisi ve etkili bir aşısı bulunmamaktadır. Bu 
nedenle hasta yönetiminin en doğru şekilde yapılabilmesi ve 

pandeminin kontrol altına alınabilmesi için doğru ve hızlı tanının 
yapılması çok önemlidir.

Doğru tanı için en önemli nokta ise, hasta örneğinin doğru 
zamanda, doğru yerden ve doğru şekilde uygun ekipmanla 
alınarak uygun koşullarda (süre, ısı) laboratuvara ulaştırılmasıdır.

SARS-CoV-2’nin moleküler mikrobiyolojik tanısında örnek alımı 
için en uygun zaman, semptomların başlamasından sonraki ilk 
5-7 gündür, zira yedinci günden sonra üst solunum yollarından 
alınan örneklerde sonucun pozitif çıkma olasılığı düşmekte, 
testin duyarlılığı azalmaktadır. Nükleik asit amplifikasyon 
testleri (NAAT) için alınabilecek üst solunum yolu örnekleri; 
nazofaringeal/orofaringeal sürüntü, nazofaringeal aspirat 
örnekleri, alt solunum yolu örnekleri ise; bronkoalveoler  lavaj  
(BAL), bronşiyal yıkama, balgam, trakeal aspirat, transbronşiyal 
akciğer biyopsi örnekleridir. Test duyarlılığı açısından 
bronkoalveoler örnekler uygun olmakla birlikte, örnek alan kişi 
için yüksek risk taşıdığından rutinde çok tercih edilmemektedir. 
İdeal olarak nazofaringeal ve orofaringeal sürüntünün birlikte 
alınarak aynı viral transport besiyeri (VTM) içine konulması ve bu 
şekilde laboratuvara gönderilmesi önerilmektedir. Nazofaringeal 
örnekler için NAAT çalışırken inhibisyona neden olduğundan 
kesinlikle pamuk uçlu eküvyonlar önerilmez. Rayon veya dakron 
uçlu eküvyonlarla örnek alınmalıdır. Tüm solunum yolu örnekleri 
için geçerli olmakla birlikte, özellikle alt solunum örnekleri 
alınırken kişisel koruyucu ekipmanların (KKE) kullanılması önem 
arz etmektedir. Örnekler alındıktan sonra üçlü biyolojik taşıma 
kapları içinde, en kısa sürede laboratuvara ulaştırılmalı; hemen 
laboratuvara gönderilemeyecek örnekler +4 oC’de bekletilerek 
(48 saaatte kadar) laboratuvara ulaştırılmalıdır (27).

Genel olarak enfeksiyon etkenlerinin mikrobiyolojik tanısında 
etkenin kendisi ya da bir antijenini saptayan direkt testler ve 
konağın etkene karşı geliştirdiği özgül antikor yanıtını gösteren 
indirekt testler kullanılır. Bugün için SARS-CoV-2 rutin tanısında 
Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) öncelikli olarak ‘real time reverse 
transcriptase polymerase chain reaction (rRT-PZR)’ yöntemini 
kullanan testleri önermekle birlikte, diğer yöntemleri esas alan 
farklı testler de geliştirilmeye devam etmektedir.

1. Hücre kültürü

İnsan Koronoviruslarının (HCoV) hücre kültüründen tanı amaçlı 
izolasyonu permisif hücre hatlarının yetersizliği, sonuçlanma 
süresinin uzunluğu, yoğun uğraş ve uzman ekip gerektirmesi ve 
kültürün doğrulanması için gerekli antiserumların eksikliğinden 
dolayı rutin olarak uygulanmamaktadır (28). SARS-CoV, MERS-
CoV ve SARS-CoV-2 primer maymun hücrelerinde ve Vero 
ve LLC-MK2 gibi hücre hatlarında üremekte fakat şüpheli 
olguların tanısında rutin tanı laboratuvarlarında biyogüvenlik 
şartları nedeniyle yapılması önerilmemektedir. Bununla birlikte 
elde edilen izolatların özelliklerinin tanımlanmasında ve aşı ve 
terapötik ajanların geliştirilmesinde virusun üretilmesi kritik önem 
taşımaktadır (29,30).
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Master miks bileşeni içinde nükleaz içermeyen su, iki adet 
primer (forward ve reverse), floresan özellikli bir probe ve 
enzim, magnezyum, nükleotidler gibi bileşenlerden oluşan bir 
reaksiyon içeriği bulunmaktadır. Master miks ve RNA bir ısı 
döngü cihazına yüklenir ve tanımlanan ısılarda ve sürelerde 
reaksiyon gerçekleştirilir. Test sürecinde bir örnekteki RNA’nın 
çoğalması eş zamanlı olarak floresan sinyalin görülmesi ile 
saptanır. Sonuçların doğru yorumlanması için her testte pozitif 
ve negatif kontrollerin kullanılması gereklidir. SARS CoV-2 için 
CDC, nCoVPC olarak isimlendirilen pozitif kontrol sağlamıştır 
(38).

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 2 Mart 2020 tarihinde yayımladığı 
geçici rehberde, COVID-19 salgınında tanı testlerinin farklı 
bulaş senaryolarında ne şekilde uygulanabileceğine dair bir 
algoritma belirlemiştir. Buna göre virusun dolaşımda olmadığı 
ülkelerde ilk olgunun tanısının doğrulanması için ilk aşamada 
virus genomunda en az iki farklı bölgeyi hedefleyen NAAT testi 
ile alınan pozitif sonucun ardından virusun kısmi ya da tüm 
genom dizilmesinin yapılması, SARS-CoV-2’nin yaygın olarak 
görüldüğü ülkelerde ise tek ayırt edici bir hedef bölge kullanarak 
RT-PZR ile tarama yapılması önerilmiştir. Ancak bir ya da daha 
fazla negatif sonuç enfeksiyon olasılığını dışlamayacaktır (39).

Gerçekte RT-PZR testleri, uzun sonuçlanma süreleri, yoğun 
uğraş-özel ekipman-tecrübeli personel gerektirmesi, pahalı 
olması ve kontaminasyon riski gibi çok sayıda kısıtlamalara 
sahiptir. Metodolojik nedenlerinin yanı sıra etken ve enfeksiyonun 
patogenezine bağlı olarak da negatif sonuçlar alınmaktadır. 
Örnekteki materyalin niteliği, enfeksiyonun erken ya da geç 
döneminde örnek alınması, örneğin uygunsuz transportu ya 
da testin doğasından kaynaklanan teknik nedenler (örn; virus 
mutasyonu, testte inhibisyon) testin sonucunu etkilemektedir 
(31). Alt solunum yolu enfeksiyonu ile izole edilen hastalarda 
başlangıçta negatif ya da zayıf pozitif bulunan PCR testleri ile, 
sonraki testlerde pozitif sonuç alındığı gösterilmiştir (40).

Çeşitli çalışmalarda asemptomatik hastaların virusu yayabileceği 
ve PZR testi ile pozitif sonuç alındığı gösterilmiştir. Ayrıca klinik 
semptom ve radyolojik bulguları olmayan, 2 negatif PCR test 
sonucu ile taburcu ya da karantinadan çıkarılan hastalarda 5-13 
gün sonra PZR testinde pozitiflik saptandığı rapor edilmiştir (41).

Küçük prospektif bir çalışmada, farklı örneklerde viral yük 
araştırmaları yapılmış, semptomatik ve asemptomatik hastalarda 
benzer düzeyde bulunmuştur (42). Başka bir çalışmada boğaz 
sürüntüsü ve balgam örneklerinde semptomlar başladıktan 
sonra 5-6. günlerde viral yükte 104–107 kopya/ml düzeylerinde 
pik gösterilmiş ve erken ve ilerleyici evrelerde iyileşme dönemine 
göre daha yüksek seyrettiği belirlenmiştir (43). Viral yükün 
hastalığın ciddiyeti ve prognozu açısından belirleyiciliği henüz 
net olmamakla birlikte yüksek viral yüke sahip hastaların 
bulaştırıcılık oranlarının da yüksek olacağı kuvvetle muhtemeldir.

SARS CoV-2 RNA için yüksek derecede spesifik ve diğer 
koronavirüslerle çapraz reaksiyon oluşturmayan bir RT-

2. Dizi analizi

Şüpheli pozitif sonuçların doğrulanmasında virus kaynağının 
belirlenmesi, yayılma yollarının izlenmesi, zaman içinde 
virusun uğradığı değişikliklerin tanımlanarak bulaşıcılık, 
reseptöre tutunma, virulans, tedavi seçenekleri gibi enfeksiyon 
parametrelerini etkileyebilecek mutasyonların belirlenmesini 
sağlayacağından, düzenli aralıklarla elde edilen örneklerden 
virus genetik diziliminin analizlerinin yapılması önerilmektedir 
(31,32). 

3. Nükleik asit amplifikasyon testleri (NAAT)

SARS CoV-2 virusu ile enfekte hastalarda gözlenen semtomlar 
nonspesifiktir ve bunların çoğu diğer solunum sistemi 
enfeksiyonlarında da izlenmektedir. Enfeksiyonun tanısında 
virusa yönelik olarak en yaygın yöntem moleküler testlerdir. 
Moleküler tekniklerin geliştirilmesi patojenin proteomik ve 
genomik kompozisyonunun ya da enfeksiyon sırasında 
ve sonrasında konaktaki protein/genlerin ifadelerindeki 
değişikliklerin anlaşılmasına bağlıdır (33). Virusun ilk sekans 
analizi metagenomik RNA dizileme yöntemi ile yapılmış ve 
bulgular resmi olarak açıklandıktan sonra dizileme 10 Ocak 2020 
tarihinde GenBank sekans bilgi havuzuna eklenmiştir. Dünya 
Sağlık Örgütü ve Çin’in ortak raporuna göre, Aralık 2019-Şubat 
2020 tarihleri arasında 104 suş izole edilmiş ve dizilemesi 
yapılmıştır. Genom dizileme, primer ve probe tasarlamada ve 
diğer nükleik asit testlerinin geliştirilmesinde araştırmacılar için 
en önemli ihtiyaçtır (34,35).

SARS CoV-2’yi genetik olarak saptayabilecek çok sayıda rRT-
PZR kiti tasarlanmaktadır. RT-PZR yöntemi ile viral RNA’dan ilk 
önce komplementer DNA (cDNA) elde edilmekte ve ardından 
cDNA’daki spesifik bölgelerin çoğaltılması sağlanmaktadır. Test 
tasarımı genellikle iki ana basamaktan oluşur. İlk olarak, genom 
dizisi hizalanır ve RNA’nın çoğaltılması için en uygun primer 
tasarımı yapılır. Ardından yöntem optimize edilir ve test geliştirilir 
(36). Corman ve ark. (37), etkeni saptamada kullanılabilecek 3 
adet en iyi korunan gen dizisini göstermiştir. Bunlar:

1. ORF1ab bölgesinde RdRp (RNA bağımlı RNA polimeraz) 
geni,

2. Zarf (E ‘Envelope’) protein geni
3. Nükleokapsid (N) protein geni.

İlk 2 gen etkeni saptamada daha yüksek analitik duyarlılık 
göstermiştir. Bundan sonraki aşamada yöntemin optimizasyonu 
(kullanılacak reaktifler, test inkübasyon zamanı ve ısı gibi) 
geliştirilmiştir (37).

Günümüzde çok sayıda nükleik asit ve antikor saptama kitleri 
tanıda kullanılmak üzere onay almış olmakla birlikte, RT-PZR 
solunum yolları örneklerinde etkenin saptanması için en yaygın 
kullanılanıdır. Hastalık Kontrol ve Önleme Merkezi (CDC), SARS 
CoV-2 varlığını saptamada tek basamaklı rRT-PZR yöntemini 
kullanmaktadır. Uygulamada viral RNA örnekten ekstrakte 
edilmekte ve ardından master miks bileşeni eklenmektedir. 
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Serolojik testler hali hazırda klinik araştırmalarda güvenilirliği 
kanıtlanmış ticari reaktiflerin yetersizliğinden dolayı insan 
koronoviruslarının rutin tanısında yer almamaktadır. Diğer yandan 
bu testlerin yeni ortaya çıkan koronovirusların epidemiyolojisini 
anlamamız açısından büyük önemi vardır (51, 52).

Enfekte hastalarda antikor cevabı konağa bağlıdır ve zaman 
alabilir. Serolojik testler ile IgM, IgA, IgG ya da total antikorlar 
(tipik olarak kan örneklerinde) gösterilmektedir. Hastaların 
çoğunda antikor cevabının virusla karşılaşma sonrası 7-11. 
günlerde geliştiği gösterilmekle birlikte bu süre daha da uzun 
olabilmektedir. Bu nedenle akut enfeksiyon tanısında antikor 
testleri faydalı olamamaktadır. Ayrıca iyileşen hastalarda gelişen 
immünitenin süresi ve sonraki enfeksiyonlara karşı koruyuculuğu 
da bilinmemektedir. Antikor testleri;

1. Temaslı izlenmesi durumunda (ki RNA saptayan testlerde 
bu durumda kullanılmaktadır),

2. Lokal, bölgesel, ulusal düzeyde surveyans amacıyla,
3. Virusla karşılaşmış ve eğer koruyucu immünite varsa 

bağışıklığın gösterilmesi amacıyla kullanılmaktadır.
Koruyucu immünitenin var olduğu düşünülürse serolojik bilgiler, 
özellikle sağlık çalışanları gibi etkenle tekrar karşılaşma olasılığı 
yüksek olan meslek gruplarında işe dönüş kararının verilmesinde 
önemli rol oynayacaktır. Serolojik testler aynı zamanda vaka 
ölüm oranının belirlenmesi gibi istatistiksel araştırmalarda, yeni 
geliştirilen PZR testlerinin duyarlılığının belirlenmesinde ve PZR 
negatif şüpheli hastaların tanısında kullanılabilir (31).  

Tanısal olarak antikor dinamikleri ile ilgili şu anki bilgilerimizin 
çoğu SARS-CoV ile yapılan daha önceki çalışmalara 
dayanmaktadır. Dolayısı ile antikor üretim sürecinin de benzer 
olacağı varsayılmaktadır (53).

SARS CoV salgını döneminde IFA, ELISA, Western Blot 
yöntemlerini içeren farklı serolojik testler geliştirilmiştir. IFA 
testinde virusla enfekte edilmiş Afrikan yeşil maymun böbrek 
hücreleri, ELISA yönteminde ise enfekte hücrelerin ekstrakt ya 
da süpernatantları kullanılmıştır. Her iki yöntem esaslı testler 
yüksek duyarlılık (%85-100) göstermekle birlikte özgüllükleri 
düşük kalmıştır. Diğer CoV enfeksiyonlarına bağlı çapraz 
reaksiyonlar ve otoantikorlar nedeni ile yalancı pozitif sonuçlar 
gözlenmiştir (54). Sonrasında geliştirilen rekombinant antijenler 
ile yöntem standardizasyonları sağlanmıştır (55). Virusun N 
proteininin tam sekans analizine göre SARS CoV N proteini 
alfa koronavirüsler ile %25-29, beta koronoviruslar ile %33-
47 benzerlik göstermektedir. Bu oranlar S proteini için sırasıyla 
%23-25 ve %29 olarak belirlenmiştir (56).

Walls ve ark. (56), SARS CoV tarafından türetilmiş poliklonal 
antikorların SARS CoV-2’nin hücre içine girişini önleyerek 
nötralizasyon oluşturduğunu göstermişlerdir. SARS CoV ve 
SARS CoV-2 S domainleri %75 aminoasit dizisi paylaşımlarından 
dolayı, SARS CoV antikorlarının yeni ortaya çıkan SARS CoV-2 
virusu üzerine olan etkilerinin değerlendirilmesinin faydalı olacağı 
düşünülmektedir.

PZR testi Ocak 2020 ikinci yarısında Tib-Molbiol tarafından 
geliştirilmiştir. Bu test virus RNA’sını E ve RdRp genleri aracılığı 
ile saptamaktadır. E geni ilk taramada kullanılırken RdRp geni 
doğrulamada kullanılmıştır (44). Diğer bir yaklaşımda virusun 
ORF1b ve N bölgeleri tek basamaklı RT-PZR yöntemi ile 1 saat 
15 dakikada saptanmaktadır. Bu yöntemde N geni taramada, 
ORF1b ise etkenin doğrulanmasında kullanılmıştır. Ancak bu 
test SARS CoV ve diğer yakın ilişkili viruslar ile de pozitif sonuç 
verebildiğinden araştırmacılar pozitif sonuçların dizi analizi ile 
ayırt edilmesi gerektiğini ifade etmişlerdir (45).

RT-PCR testinin dışında izotermal çoğaltma olarak isimlendirilen 
yöntemi kullanan nükleik asit testleri de geliştirilmektedir. 
Bunlardan en dikkat çekici olanlarından XpertÒ Xpress SARS 
CoV-2 (Cepheid,ABD), 45 dakikada sonuç verebilen tezgah 
üstü bir sistemdir. Hızlı ve otomatize hasta başı uygulanan 
bu moleküler test ile SARS CoV-2 virusu nazofarengeal 
sürüntü, yıkama ya da aspirat örneklerinde kalitatif olarak 
saptanabilmektedir (46). Diğer bir izotermal nükleik asit 
amplifikasyon teknolojisini kullanan moleküler hızlı tanı testi 
olan Abbott ID Now COVID-19 testi ile yalnızca 5 dakikada 
sonuç alınabilmektedir. Bu test hastane, klinik, muayenehane 
ya da salgın merkezleri gibi herhangi bir lokalizasyonda 
kullanılabilmektedir. Küçük bir tost makinesi büyüklüğünde 
taşınabilen bir sistem olan bu test ile RdRp geni boğaz, nazal, 
nazofarengeal ve orofarengeal örneklerde saptanmaktadır. Bu 
tekniği kullanan testler tek bir ısıda çalışır ve özel laboratuvar 
ekipmanlarına ihtiyaç duymadan PCR testlerine eşdeğer bir 
analitik duyarlılık sağlar (47).

4. Serolojik testler

Bu başlık altında hızlı antijen testleri ve antikor testleri 
değerlendirilmektedir. Hızlı antijen testleri teorikte hızlı sonuç 
verme ve düşük maliyet gibi avantajlara sahip olmakla birlikte, 
duyarlılık sorunu nedeniyle güven sorunu göstermektedir. 
SARS CoV-2 için lateral akım, antijen saptama geliştirme 
aşamasında olan bir hasta başı test yaklaşımıdır. Bir ticari lateral 
akım testinde kağıt benzeri bir membran şerit üzerinde iki ince 
şerit bulunmaktadır. Bunlardan biri altın nanopartikül-antikor 
konjugat, diğeri ise yakalayıcı antikorlar ile kaplanmıştır. Hasta 
örneği membran üzerindeki bölgeye aktarıldıktan sonra kapiller 
akımla hareket eder. Eğer örnekte spesifik antijen varsa ilk şerit 
üzerindeki konjugat antikor ile bağlanır ve membran üzerinde 
birlikte hareket ederler, ardından bu kompleks ikinci şerit 
üzerindeki yakalayıcı antikor tarafından tutulur ve renkli sonuç 
bandı oluşur. Bu testlerin duyarlılık ve özgüllüğü IgM için %57 
ve %69, IgG için %81 ve %100 olarak değerlendirilmiştir (48).

SARS CoV-2 için monoklonal antikorlar henüz hazırlık 
aşamasındadır. Bu yöntemlerin tanıda kullanılabilmesi için 
antijeni konsantre edebilecek ya da saptama fazını arttıracak 
yeni yaklaşımlara ihtiyaç vardır. Viral titrelerin en yüksek olduğu 
dönemlerde örnek alınması ile de hızlı antijen testlerinin tanısal 
duyarlılığında iyileşme sağlanabileceği düşünülmektedir (49, 
50).
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Amerika Mikrobiyoloji Topluluğu’nun 23 Mart 2020 tarihli 
uluslararası COVID-19 toplantı raporunda antikor testlerinin 
temaslı izlemi, yerel, bölgesel, ülke çapında serolojik sürveyans, 
virusla enfekte olup bağışıklık kazananları saptamada, tedavi 
veya profilaksi için kullanılabilecek nötralizan antikorların temin 
edilmesi için kaynakları belirlemede ve viral RNA testi negatif 
şüphelilerde tanı amacıyla kullanılabileceği ifade edilmiştir (31).

COVID-19 etkeninin global yayılımının önüne geçebilecek en 
önemli uygulama virusla enfekte kişilerin doğru tanısının erken 
dönemde yapılmasına dayanmaktadır. Bununla birlikte RT-PZR 
temelli testler hala bazı enfekte olguları kaçırabilmektedir. Ayrıca 
bu testlerin özel alt yapısı olan laboratuvarlarda uygulanması 
gereklidir. Hızlı ve otomatize testler RT-PZR testinin yanı sıra 
tamamlayıcı yöntemler olarak kullanılabilir (62). Ancak öncesinde 
bu testlerin klinik performansları ciddi olarak değerlendirilmelidir. 
Bu durumda bir an önce referans çalışmalar ve rehberler 
oluşturarak, devam eden bilimsel ve politik çatışmaların önüne 
geçilmesi hedef olmalıdır. Ayrıca toplum taraması, epidemiyolojik 
çalışmalar ve yeni salgınların izolasyonu için de kitlerin güvenilirlik 
kriterlerinin (duyarlılık, özgüllük, doğruluk, kesinlik) göz ardı 
edilmeden, örneğin; CE (Conformite Europeenne) sertifikasyonu 
gibi kalite şartlarının oluşturulması gereklidir.

SONUÇ

Aralık 2019 tarihinden bu yana hem ülkemiz hem de dünya 
gündemini yoğun bir şekilde meşgul eden ve ne kadar süreyle 
meşgul edeceği de bilinmeyen SARS-CoV-2’nin tedavisi ve aşı 
çalışmaları için viral genomun ve replikasyon aşamalarının tam 
olarak anlaşılması önem arz etmektedir. Yine tedavi sürecinde 
önemli bir belirteç olan mikrobiyolojik tanı yöntemlerinin duyarlılık 
ve özgüllüklerinin net olarak belirlenmesi ve hastalığın farklı 
evrelerinde farklı mikrobiyolojik tanı yöntemlerinin kullanılmasıyla 
ilgili çok sayıda çalışmaya ihtiyaç vardır.
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Okba ve ark.(57) RdRP, N ve S1 antijenlerini farklı in-house 
ve ticari testleri kullanarak değerlendirmişlerdir. Spike protein 
antijenleri arasında S1, SARS CoV-2 antikorlarını saptamada 
S’ ye göre daha özgül bulunurken, N proteini S1’ e göre daha 
yüksek duyarlılık göstermiştir. Gerçekte serolojik testlerde 
viral antijenlerle karşılaştırıldıklarında rekombinant proteinler 
standardizasyon sağlamaları ve daha düşük düzeyde çapraz 
reaktivite oluşturmaları nedeni ile tercih edilmektedir (57).

Zhao ve ark. (58), doğrulanmış SARS CoV-2 hastalarında 
serokonversiyonu total (IgA/IgG/IgM), IgM ve IgG antikorları ile 
sırasıyla %93.1, %82.7 ve %64.7 oranlarında ve 11, 12 ve 14. 
günlerde saptamışlardır. Diğer bir önemli bulgu olarak nükleik 
asit testleri ve serolojik testlerin birlikte kullanımının tanısal 
duyarlılıkta belirgin bir artış oluşturduğunu öne sürmüşlerdir .

Guo ve ark. (59), 82 doğrulanmış ve 58 muhtemel COVID-19 
olgusunu (RT-PZR negatif fakat tipik klinik belirtileri olan) erken 
humoral cevap yönünden ELISA yöntemi ile değerlendirdiklerinde, 
IgM ve IgA antikor düzeylerinin ikisinde de 8-14. günler arasında 
artış gösterilirken, IgG düzeyleri 8-14.günlerde artışa başlayıp 
15.güne kadar devam etmiş ve 21. günde plato oluşturmuştur. 
Araştırmacılar aynı zamanda IgM ile nükleik asit testini birlikte 
çalışıp tek RT-PZR testi ile karşılaştırdıklarında pozitif saptama 
oranında önemli düzeyde artış olduğunu rapor etmişlerdir.

Luo ve arkadaşları karşılaşma sonrası ve semptomlar başladıktan 
sonraki dönemlerde serokonversiyonu üç farklı yöntemle 
(ELISA, lateral akım immünoassay-‘LFIA’, kemiluminesan 
immünoassay ‘CLIA’) araştırmışlar; IgM ve IgG antikorları için 
ortalama serokonversiyon süresini karşılaşma sonrası 18-20.
günler, semptomlar başladıktan sonra ise 10-12.gün olarak 
göstermişlerdir. Antikor düzeyleri 6.gün sonrası hızla artarken 
beraberinde viral yükte azalma gözlemişlerdir (60).

SARS CoV-2 antikorlarının tanısal performansını değerlendiren 
önemli çalışmalar olmakla birlikte, bazı kısıtlamalar da söz 
konusudur. Örneğin, gerçekte hastanın ne zaman enfekte olduğu 
ya da örnek alımından ne kadar süre öncesinde semptomatik 
olduğu ile ilgili belirsizlikler görülmektedir. Bununla birlikte 
pandemi döneminde gerçek bulaş zamanının saptanmasının 
zorluğu da göz ardı edilmemelidir (53).
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