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Anahtar
Kelimeler

Endemi diizeyinde kalan SARS-CoV (Severe Acute Respiratory syndrome- Coronavirus) ve MERS-CoV (Middle East respiratory syndrome- Coronavirus)'i takiben, SARS-
CoV-2 (Severe Acute Respiratory syndrome- Coronavirus-2), 2020 basinda, Cin Halk Cumhuriyeti'nin Wuhan eyaletinden yayilarak pandemiye sebep olmustur. Diger
insan koronaviriislerinden klinik ve laboratuvar farklihklar gosteren SARS-CoV-2'de tanisal islemlerin optimum zamanlamasi, tani yontemleri konularinda aragtirmalar
devam etmektedir. Hastahgin tanisinda ve takibinde PCR ve serolojik testler kullanilmaktadir. Bu derlemede COVID-19 (Coronavirus disease-19) pandemisinde
mikrobiyoloji laboratuvar tan1 yontemleri giincel literatiir ile 6zetlendi.
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Abstract

Keywords

Following SARS-CoV and MERS, which remained at the endemic level, SARS-CoV-2 spread from Wuhan province of the People’s Republic of China in early 2020, causing the pandemic.
Researches continue on the optimum timing of diagnostic procedures and diagnostic methods in SARS-CoV-2, which shows clinical and laboratory differences from other human coronaviru-
ses. PCR (polymerase chain reaction) and serological tests are used in the diagnosis and follow-up of the disease. In this review, microbiology laboratory diagnosis methods in the COVID-19
pandemic were summarized with the current literature.
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GIRiS
Coronovirus’lar Nidovirales takiminda, Coronaviridae ai-
lesinin Coronavirinae alt ailesine aittirler. Coronavirinae
alt ailesi sekans 6zellikleri ve filogenetik iliskilerine gore
Alfa, Beta, Gama ve Delta coronavirus’lar olarak 4 cinse
ayrilarak incelenir. Bu tiplerden sadece Alfa ve Betakoro-
naviriisler insanda hastalik olusturabilir ancak hayvanlar-
da dort alt tip de goralar. SARS-CoV-2 (Severe Acute Res-
piratory syndrome- Coronavirus-2) pandemisine kadar
HcoV (Human Coronavirus)-229E, HCoV-
0C43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV ve MERS-
CoV (Middle East Respiratory Syndrome-Coronavirus)

insanlarda

enfeksiyon etkeni olarak tanimlanmustir.' Insanda agir
alt solunum yolu enfeksiyonlarina sebep olan SARS-CoV
ve MERS-CoV, yeni tanimlanan SARS-CoV-2 ile beraber
Betakoronaviriis ailesine aittir. SARS-CoV 2002 yilinda,
ilk olarak Cinde tanimlanmis ve kaynak olarak yarasa be-
lirlenmistir."* SARS, 307 yakin iilkede 8000’in tizerinde
kiside enfeksiyona ve 700’ti askin kiside 6liime sebep ol-
mustur, viriise karst as1 caligmalari, epideminin tam kont-
rolii ve yeni vaka olmamasi nedeni ile durdurulmustur. Bu
epidemiden 10 sene sonra MERS-CoV, deveden insana ge-
¢is yaparak, bu giine kadar, ¢cogunlugu Suudi Arabistanda
olmak tizere 2000’1 askin vakaya ve 800’1 askin 6liime yol
acmugtir.* SARS-CoV den farkli olarak, MERS-CoV enfek-

siyonlarina halen rastlanmaktadir.*

SARS-CoV-2 ise Aralik 2019da Cin'in Hubei Eyaleti,
Wuhan $ehrinde ortaya ¢ikmuis, kisa siire sonra viriisiin
genetik sekanslanmasi ile SARS-CoV ile taksonomik lig-
kili oldugu saptanmistir. Asemptomatik enfeksiyon, uzun
kulugka stiresi ve gorece daha distiik mortalite ile seyre-
den SARS-CoV-2 enfeksiyonunun yayginlagmasi ile Mart
2020'de DSO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan pandemi
ilan edilmistir.> Bu derlemenin yazildig1 tarihte tiim diin-
yada yaklagik 30 milyon kiside enfeksiyona rastlanmusg, 1
milyon hasta da COVID-19 dolayisiyla kaybedilmistir.
Tirkiyede ilk vaka 10 Mart 2020de kanitlanmis, bu giine
kadar 300000 yakin vaka ve 7000 tizeri 6liim bildirilmis-

tir.®

SARS-CoV-2’nin yapisi
SARS-CoV-2, 60-140 nm ¢apinda, 30 kb uzunlugunda,
tek sarmalli pozitif polariteli RNA iceren zarfli bir vi-
ristiir. Nukleotid dizisinin sekanslanmasi sonucunda
SARS-CoV-2, SARS-CoV ile %79, MERS-CoV ile %51,
Bat-SL-CoVZC45 ile %87 benzerlik gosterdigi goriilmiis-

tar.be

SARS-CoV-2 RNAS1, diger pozitif iplik¢ik RNA viriisleri
gibi enfekte ettigi hiicrelerin sitoplazmasinda viral prote-
inlerin {iretilmesini saglar. Patogenez agisindan, yapisal
proteinler olan, spike (S) glikoprotein, envelope (E) pro-
teini, matriks (M) proteini ve niikleokapsid (N) proteini
onemlidir. Ayrica konakta bagisiklik sistemi ile etkilestigi

distiniilen aksesuar proteinler de tanimlanmistir.®

S proteini viral zarfta virtise adini veren ¢ikintilar: olustu-
rur, hiicre membraninda reseptdr taninmasini ve memb-
ran flizyonunu saglar. Bu iki fonksiyon i¢in sirasiyla S1 ve
S2 subunitlerini kullanir. S proteini SARS-CoV ve SARS-
CoV-2 viriislerinde ortak olarak bulunan korunmus bir
boliime sahiptir ve anjiyotensin donistiiriicii enzim 2’yi
(ACE 2) reseptor olarak kullanmaktadir.® ACE 2, alveolar
yuzeylerde, solunum ve sindirim sistemi epitelinde, kara-
ciger safra kanallarinda, bobrek parietal epitel hiicreleri,
santral sinir sistemi endotelyal hiicrelerinde ve arter diiz
kas hiicrelerinde bulunur. SARS-CoV-2" nin multisistem
patogenezinin ardinda ACE2 yayginliginin ve diger Beta-
koronaviriislere nazaran daha yiiksek afiniteli S proteini-
nin oldugu diisiiniilmektedir.”® S proteini, as1 ve ilag gelis-

tirilmesi agisindan 6nemli bir hedeftir.

M proteini niikleokapsid-RNA kompleksinin olusumu ve
stabilizasyonunu saglarken E proteininin virtis tomurcuk-
lanmasinda gorev aldig1 distintilmektedir. Viral partikiil
olusumu ve saliniminda M proteini ile birlikte rol oynayan
N proteini ayrica bir interferon anatagonisti olarak gozlen-
mistir ve immiin sistemin anti-viral yanitinin atenuasyonu

ile iligkili olabilecegi diistiniilmistiir.’
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Mikrobiyolojik tani siireci
1- Ornek alinmasi ve saklanmast
Hastadan alinan 6rnegin tiirli, nereden ve hastaligin han-
gi evresinde alindig, teknik olarak orneklemenin dogru
yapilmasi, 6rnegin laboratuvara ulagtirilma kosullar: dog-
ru tant konmasinda son derece etkin rol oynar.® Siiriin-
tii 6rnekleri tercihen rayon veya dakron uglu ¢ubuklarla
alinmalidir zira pamuk uglarin niikleik asit amplifikasyo-
nunda inhibisyona yol agabilecegi 6ngoriilmiistiir."® SARS-
CoV-2’ de primer olarak solunum yolu 6rnekleri ile ¢aligil-
dig1 ve bu 6rneklerin toplanmasinda neredeyse istisnasiz
olarak damlacik ve aerosol gelistigi i¢cin, 6rnek toplama,
transport ve 6rnegin ¢alisilmasinda gorev alan personel-
lerin kisisel koruyucu ekipmani uygun sekilde kullanmasi

sarttir.>!!

1-a: Ornek tiirii

Rutin klinik pratikte en sik rastlanilan 6rnek tipi nazofa-
rinks ve orofarinks siiriintiisiidiir. Genelde her iki alandan
kombine preparat olarak gonderilir. Pnémonili hastalar-
da, ozellikle negatif nazofarengeal siirtintii kiiltiiriiniin
ardindan, klinik siiphe devami durumunda balgam veya
brokoalveolar lavaj (BAL) stvist da 6rneklenebilir. Insanda
pnoémoni etkeni Betakoronaviriisler, solunum O6rnekleri
disinda disks, idrar ve kanda da ispatlanabilir, ancak 6zel-
likle az semptom gosteren, viral yiikii disik hastalarda,
bu alanlarda test giivenilirligi oldukga diistiktiir (Diskidan
%29-40, idrardan %7, kandan %3-11).!!

1-b: Ornekleme igin zamanlama ve nemi
SARS-CoV-2'nin nazofarengeal/orofarengeal materyal-
le tanis1 igin en uygun zaman, semptomatik fazin ilk 5-7
giindiir. Bir haftadan uzun siiredir semptomatik hastalarda

tist solunum yolu 6rneklerinin duyarlilig azalmaktadir.>

1-c: Ornek transportu
Ornekler alindiktan sonra hemen viral transport medyu-
muna ekilerek 6zel tasima ¢antasinda, +4 derecede muha-
faza edilerek laboratuara ulastirilmalidir. Optimum olma-

makla beraber, +4 derecede uygun korunmus 6rnekler 48

saate kadar calisilabilinir.!

2- Laboratuarda tanisal yontemler

2-a: Hiicre Kiiltiirii ve Sekanslama
Insanda alt solunum yolu enfeksiyonuna yol agan Corona-
virus’lar (SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2) Vero,
LLC-MK?2 gibi hiicre hatlarinda iiretilebilmektedir ve te-
rapdtik ajan gelistirilmesi ve as1 calismalarinda bu yontem
kullanilmaktadir. Ayrica viriis genetik sekanslanmasi, fil-
yasyon, yayilma yollarinin ve zaman i¢inde virtisiin mu-
tasyon yukiiniin izlenmesi, virtilans, bulastiricilik ve anti-

jenisite takibi agisindan 6nemlidir."?

2-b: Molekiiler Testler
SARS-CoV-2’ nin insanda tespiti i¢in rutin klinik pratik-
te en sik olarak niikleik asit amplifikasyon testi tiirii olan
RT-PCR (reverse transcriptase—polymerase chain reacti-
on) kullanilmaktadir. Nazofarengeal, anal siiriintii, BAL
ve {ist solunum sistemi yikamalari, uygun viral transport
mediumlari igerisinde PCR ile test edinilebilir."** Rutinde
kullanilan RT-PCR testleri nicel sonug vermektedir ancak,
pozitif sonug viral yiik konusunda bilgi vermez veya kiil-
tiirde pasajlanabilinecek viriis varlig i¢in kanit sayilamaz.
Pozitif PCR testinin her zaman aktif hastalik veya bulas-
tiricilik belirtmeyebilecegi unutulmamalidir. Aktif enfek-
siyon sonrasi viral fragmanlar pozitif teste yol agabilir."!
Benzer sekilde SARS-CoV-2 ile tekrar enfeksiyonun kesin-
likle kanitlanmast i¢in ayni hastada farkli iki mutasyona
sahip SARS-CoV-2, PCR ile degil, genetik sekanslama yolu
ile farkli mutasyonlarin gzlenmesi ile kanitlanabilmistir."?
RT-PCR, gesitli kisitliliklara sahip olsa da COVID-19 en-
feksiyonlarinin dogrulanmasinda ve taranmasinda, stan-
dardizasyonunun ve lojistiginin gérece kolay olmasi ne-
deni ile rutin yontem haline gelmistir. RT-PCR i¢in viral
genomun degisik segmentleri hedeflenebilir. Cogu zaman
S (spike) ve N (ntikleokapsid) genleri ve yapisal olmayan
RdRp ve ORF 1la/b genleri, korunmus, stabil bélgeler ol-
malar1 ve diger viral genomlarla ¢ok nadir ¢apraz reaksi-
yon gostermeleri nedeni ile hedef olarak segilirler."! Pan-

demi baslangicinda DSO  yayimladigi rehberde, sadece
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SARS-CoV-2'nin genel dolasimda olmadig: iilkelerde ilk
olgunun tanisinin dogrulanmasi igin virus genomunda en
az iki farkli bolgeyi hedefleyen niikleik asit amplifikasyon
testini takiben virtisun genetik sekanslanmasini 6nermis-
tir. SARS-CoV-2nin dolagimda izlendigi bélgelerde tek
hedef bolgeye yonelik RT-PCR vyeterli gorulmiistiir, zira
her durumda tetkik sonucu klinik ve radyolojik bulgularla

korele edilmelidir.!!

Ulkemizde SARS-CoV-2 i¢in RdRp (RNAya bagiml
RNA polimeraz) gen fragmanini hedefleyen tek adimli
ters transkripsiyon (RT) ve gergek zamanli PCR (qPCR)
(RT-qPCR) uygulanmaktadir ve stire¢ T.C. Saglik Bakan-
lig1 Halk Saglig1 Genel Midiirliigii Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvar: tarafindan yapilan yetkilendirmelerle yone-
tilmektedir. Ulkemizde rutin kullanimda olan bu RdRp
gen hedefli kit sadece SARS-CoV-2 ile pozitif sonuglan-
maktadir. Kit, 5-6 kopya SARS-CoV-2 / reaksiyon saptama
sinirina sahiptir, analitik sensitivite %99.4 ve spesifite ise
%99.0 olarak bildirilmigtir.'"**

Analitik sensitivite ve spesifitesi yiiksek olan SARS-CoV-2
RT-PCR testi, hastaligin dogasina, klinik evresine, 6rnegin
yeri ve zamanina, drnek toplama teknigi ve transport sek-
line bagli olarak daha diisiik klinik sensitivite ve spesifite
gosterebilmektedir. Bu durumda pozitif test daha giivenilir
kabul edilmektedir. Kalitatif ve kantitatif NAAT (Nikleik
asit ampflikasyon testi) ile klinik tablonun/prognozun ko-

rele olup olmadig1 aragtirilmaktadir.

2-c: Seroloji
Rutin klinik pratikte Covid-19 tanisinda SARS-CoV-2
RNA’s1 molekiiler tani yontemleri ile saptanir. Ancak, mo-
lekiiler testler, yatak bast veya baki noktasinda (Point of
care) kullanimda kolaylik saglamazlar, lojistik ve personel
destegi gerektirirler. Dolayisiyla hastanin/etkene maruz
kalanin SARS-CoV-2’ye kars1 antikor yanitinin izlenebil-
mesi i¢in serolojik (antijen ve antikor bagimli) tetkiklere
ihtiyag vardir. Tipik olarak hizli ve giivenilir seroloji kitle-

ri, kullanim ve iiretim kolaylig: ile test ulagilabilirligini ve

yayginligini arttirirlar. >

Serolojik test gelistirilmesinde, SARS-CoV-2’ de de SARS-
CoV ile benzer sekilde teknik zorluklarla kargilasiimistir.
IFA, ELISA ve Western Blot yontemleri yiiksek sensiti-
viteye sahip olsalar da, diger CoV antikorlar: ile ¢apraz
reaksiyon nedeni ile diisiik spesifite gostermislerdir. Stan-
dardizasyon ve giivenilirligin saglanmasi i¢in rekombinant
antijenlerin gelistirilmesi gerekmistir.”” SARS CoV N pro-
teini alfa Coronavirus’lar ile %25-29, beta Coronovirus’lar
ile %33- 47 benzerdir. S proteininde ise sirasiyla %23-25
ve %29 benzerlik gorilmistir. SARS CoV-2 igin ise mo-
noklonal antikorlar heniiz hazirlik agamasindadir. Ayrica
antikor yaniti, konakgiya bagli oldugu igin, immiin yanit
olusmasinin zamanlama ve klinik tablo ile korelasyonu,
optimum viral / titrelerin oldugu dénemlerin 6rnek alin-

mast agisindan belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir."”

Serolojik testler ile SARS CoV-2 ye kars: gelistirilmis IgM,
IgA, 1gG gosterilebilinir. Hastalarin ¢ogunda antikor ceva-
binin virlis maruziyetinin 7-11. giinlerinde gelistigi gos-
terilmekle birlikte bu siire degisebilmektedir. Dolayisiyla
akut enfeksiyon tanisinda antikor testleri an itibari ile
faydali degildir.'">!® Ayrica antikor yanitinin stabil ve koru-
yucu bir immiinite saglayip saglamadig: tartigmalidir. An
itibariyle antikor testleri primer olarak temasl izlenmesi
(RNA saptayan testlere gore kullanim kolaylig1) ve bolge-
sel/ulusal siirveyans agisindan pratik faydali olarak deger-

lendirilmektedir.

SONUC
SARS-CoV-2’ye karsi hastada olusan antikorlarin sap-
tanmasl, siirveyans, bagisikligin karakterizasyonu, ileride
agt ¢aligmalarinda etkinligin 6ngoriilebilmesi agisindan
onemlidir ve daha giivenli serolojik testler icin ¢aligmalar
devam etmektedir. Hem molekiiler hem serolojik testler
i¢in optimal 6rnekleme zamani, 6rnek tipi, popiilasyonda
Kklinik tablo-bagisiklik seyri arasindaki iligkinin aydinlatil-

mas1 gerekmektedir.
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