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COVID-19 Tanaist: Serolojik ve Molekiiler Testler

COVID-19 Diagnosis: Serological and Molecular Tests
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ABSTRACT

Since the beginning of 2020, millions of people have been caught in the COVID-19 disease and died due to the SARS-
CoV-2 pandemic. Eatly detection of positive petsons is critical in controlling the virus spread. Therefore, laboratory
methods that are fast, accurate and capable of screening a large number of patients were required. For this purpose,
the World Health Organization (WHO) has recommended the use of molecular and serological tests in routine clinical
diagnosis. Real-time PCR has become the most used test method due to its high sensitivity and specificity, its ability
to result in a few hours, to show viral load and to run tests from many different clinical samples. The efficiency of
serological tests in the diagnosis of COVID-19 remained low due to the variable and late antibody response of the
patients to the virus. Although the routine clinical diagnosis has not yet been made, Loop-Mediated Isothermal
Amplification (LAMP), CRISPR and Sequencing methods have potentials for use in the diagnosis of SARS-CoV-2. In
this review, the tests used in SARS-CoV-2 laboratory diagnosis, and the advantages and limitations of these test
methods are summarized in the light of the available data and offered to use of medical professionals.
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OZET

Iki bin yirmi yilt basindan beri SARS-CoV-2 pandemisi nedeniyle milyonlarca insan COVID-19 hastaligina yakalanmis
ve hayatini kaybetmistir. Pozitif kigilerin erken tespiti, viriis yayitlimint kontrol etmede kritik 6neme sahiptir. Dolayist
ile hizli, dogru ve ayni anda ¢ok sayida hastay: tarayabilecek tani yontemlerine gereksinim duyulmustur. Diinya Saghk
Orgutii (DSO) bu amagla molekiler ve serolojik testlerin rutin klinik tanida kullanimini 6nermistir. Gergek zamanlh
PCR yontemi; yiksek duyarlilik ve 6zgillik ile birkag saatte sonuglanma, viral yiki gésterebilme ve birgok farkls klinik
numuneden testin ¢alistlabilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle en ¢ok kullanilan test yéntemi durumuna gelmistir. Hastalarin
virtise karst antikor cevabinin degisken ve ge¢ olmasi nedenleriyle COVID-19 tanisinda serolojik testlerin etkinligi
dugik kalmigtir. Her ne kadar rutin klinik tantya hentiz gegmemis olsa da Loop-Mediated Isothermal Amplification
(LAMP), CRISPR ve Dizileme yontemlerinin SARS-CoV-2 tanisinda kullanim potansiyeli goriilmektedir. Bu
detlemede, SARS-CoV-2 laboratuvar tanisinda kullanilan testler; bu testlerin sundugu avantaj ve sturliliklar meveut
veriler 15181nda 6zetlenerek tip uzmanlarinin kullanimina sunulmast amaglanmistir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, COVID-19, RT-PCR, seroloji, antikor.

Giris
Koronaviriisler (CoV), Nidovirales takimi icinde siuflandirilan, 90-130 nm capinda ve zarfli virion yapisina
sahip virtslerdir. Pozitif polariteli ve helikal simetrili RNA genom, bilinen en uzun RNA genom (30 Kb)
olma 6zelligini tagimaktadir. Koronavirtsler, dogada bircok hayvant rezervuar veya ara konak olarak
kullanmaktadir. Tk olarak 19507l yillarda tanimlanmis olan Koronavirisler; alfa, beta, delta ve gama
gruplarina ayrilmaktadir. Tki bin iki ytlina kadar hepsi alfa grubundan olmak tizere iki insan patojeni (HCoV-

229E ve HCoV-OC43) saptanmis olup bu tiirler insanlarda kendi kendini sinirlandiran hafif st solunum
yolu enfeksiyonlarina neden olmustur!.

Ancak Kasim 2002°de Cin'in giiney bolgelerindeki Guangdong eyaletinde ortaya ¢ikan Siddetli Akut
Solunum Sendromu (SARS) virtisii yaklastk 8000 kisiyi enfekte ederek 778 kisinin dlimiine sebep olmustur?.
Yapilan ¢alismalarda bu viriistin Koronaviris ailesinin beta grubunda bulundugu ve yarasalardan insanlara
bulastig1 saptanmustir. Hastalarin klinik 6zelliklerine bakildiginda, alfa Koronavirislerinin aksine ortaya ¢ikan
bu yeni patojenin alt solunum yollarinda etkili tutulum yaptigi ve gastrointestinal sistem bagta olmak tzere
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vicutta birgok organ ve dokuda enfeksiyona neden oldugu gorilmistir?. Bu salgin 2003 yili itibariyle
sonlanmis ve mevcut bilgilere gore bagka yeni bir SARS enfeksiyonu saptanmamistir.

Bu tarihten sonra 2004 ve 2005 yillarinda insanda hastalik olusturabilen iki yeni alfa Koronaviris tirt
(HCoV-NL63 ve HCoV-HKU1) daha tespit edilmis; ancak bu tirlerin klinik 6nemi hafif enfeksiyon
tablolari olusturmalari nedeniyle diigtik kalmistir!.

Ardindan 2012 yilinda Orta Dogu Solunum Sendromu (MERS), Suudi Arabistan'da siddetli pnémoni
hastalig1 olan olgularda tespit edilmistir. MERS-CoV, 2266 kisiyi enfekte ederek 804 kisinin Sliimiine yol
acmis ve halk sagligi acisindan 6nemli bir tehdit durumuna gelmistir®. Ancak, MERS CoV diinyada yayilim
gostermemis, devamli surette Arap Yarimadast’nda sinirlt kalmistir. Once SARS-CoV ve daha sonra MERS-
CoV tirleri, koronaviriislerin insanlarda ¢ok hizli yayilim ve dliimctl hastaliga neden olma potansiyelini tim
dinyaya gostermistir.

SARS-CoV ve MERS-CoV’un ardindan Aralik 2019°da Cin’in Wuhan eyaletinde deniz trinleri ve canli
hayvan pazarinda galigan kisilerde etiyolojisi bilinmeyen pnémoni vakalari tespit edilmis ve hastaligin
etkeninin yeni bir CoV tiirti oldugu 7 Ocak 2020°de anlasilmistir. Ardindan viriisiin tiim genom dizisi Kiiresel
Influenza Verilerini Paylasma Girisimi (Global Initiative on Sharing All Influenza Data-GISAID) tarafindan
hazirlanan viral sekans veritabaninda 12 Ocak 2020'de paylasilmis ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan
2019 yeni koronaviris (2019-nCoV) olarak tanimlanmustir. Cin disindaki ilk olgular Tayland ve Japonya’da
saptanmis ve virlis birka¢ hafta icinde kitalar arast yayihim gostermistir. On bir Subat 2020°de, virtisiin neden
oldugu hastalik Koronaviris Hastaligi-2019 (COVID-19); etkeni ise “Siddetli Akut Solunum Sendromu
Koronaviriis-2” (SARS-CoV-2) olarak giincellenmistir. Diinya Saglik Orgiitii hizla yayilim gosteren bu viriis
icin 11 Mart 2020'de “pandemi” ilant yapmistir®,

Diinya Saglik Orgiiti’'niin verilerine gére 20 Kasim 2020 tarihi itibariyle diinya capinda 56.261.952 kisinin
COVID-19 hastaligina yakalandigt ve bunlardan 1.349.506 kisinin hayatin1 kaybettigi saptanmistir®,
Ulkemizde ilk COVID-19 olgusu 11 Mart 2020 tarihinde yiiksek ates ve ¢ksiiriik ile bagvuran Avrupa’ya
seyahat 6ykiisti olan bir erkek hastada saptanmistir. Takip eden aylarda salgin iilkemizde de yayilim g6stermis
olup bu giine kadar 157.756 kisinin enfekte olmasina ve 123 kisinin hayatim kaybetmesine neden olmustut”.
Virtisin toplumda hizli yayithmi, fiziksel ortamlarda uzun stre enfektivitesini korumast ve pozitif bircok
kiside 6nemli klinik semptomlar olusturmamast nedeniyle pandeminin kontroliinde halen biyik sorunlar
yasanmaktadir.

Bir salginin kontrol altina alinmasinda en 6nemli husus, hastalarin ve tastyicilarin hizly, etkili ve dogru olarak
saptanarak onlarin izolasyon veya karantina altina alinmasi ve toplumun geri kalan kismu ile iligkilerinin
engellenerek patojenin bagka insanlara yayiliminin durdurulmasidir. Dolayist ile COVID-19 pandemisinde
tim diinyada aniden ve yiiksek sayida test gereksinimi dogmustur. Bu noktada, bir pandemi ile miicadele
edebilme 6zelligi tastyan testler en temel gereksinim haline gelmistir.

Bu derlemede, COVID-19 pandemisi basladigindan itibaren kullanilmakta olan tan: testlerinden molekdiler
ve serolojik esaslt testlerin Ozellikleri, sunduklari avantaj ve dezavantajlari hakkinda bilimsel literatiire
yansimis veriler toplanarak klinik tani ve tedavi ile ilgilenen tip profesyonellerinin degerlendirmesine
sunulmustur. Ayrica, kullanilmakta olan bu test yontemlerinin pandemi kosullarinda etkili kullanimi icin bazi
Onerilerde bulunulmustut.

Pandemi Kosullarinda Kullanilabilecek Ideal Bir Tan1 Testinin Ozellikleri

Salginlar; bir ¢evrede, bir saglik kurumunda veya bir yerlesim yerinde gérilebilen aniden ortaya ¢ikan artmis
hasta yiikiine neden olan yayilimlardir. Bu kosullarda hastalarin hizli tant ve tedavisinin yapilmast ve salgina
neden olan unsurlarin hizla beliflenerek bertaraf edilmesi baslica 6ncelikler haline gelmektedir. Dunya
¢apinda olugan yayilimlar ise pandemi olarak adlandirilmaktadir ki belirtilen bu eylemlerin global diizeyde
uygulanmasint gerekli kilar.

COVID-19 pandemisi, insanlik tarihinin gérmiis oldugu en ciddi saglik sorunlarindan biri haline gelmistir.
Gegmiste yasantlan salginlar ve devam eden COVID-19 pandemisinde edinilen deneyimlere gére; hizh
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yayihim gOsteren viral bir patojen icin ideal bir tan1 testinin sahip olmast gereken 6zellikler bulunmaktadir.
Bu 6zellikler Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Pandemi ile miicadelede kullanilacak tani testlerinde beklenen 6zellikler

Ozellik Beklenen Amag Beklenen Yarar
Yiiksek duyarlilik ve 6zgilluk Salgin ile miicadelenin temel gereksinimi olan pozitif
Dogru ve | Hastalarimn etkili tespiti ve hasta olmayan | kisilerin dogru saptanmasi, onlarin tedavi ve izolasyon
Giivenilir kisilerin dogru ve giivenilir dizeyde | streclerine alinmast; boylelikle patojenin toplumda
Sonug ayristirilmast yaythm hizinin  ve neden oldugu yikict etkilerin
sinirlandirilmasi
Dakikalar veya birkag saatlik siire icinde | Birim zaman icinde ¢ok fazla sayida kisinin taranarak
Hizli Sonug testin sonuglanmast onleyici girisimlerin ivedi olarak uygulanmasina olanak
taninmast
. . . En kiiciik yerlesim bolgelerine kolay ulagilabilir tant
Test sisteminin gereksinim olan yerlere L Lo R .
merkezi saglanarak bitiincil pandemi miicadelesine
hizli kurulumu, . .
Denevimli personel eerektirmemesi destek verilmesine katk: sunacaktir.
Kolay oney personel gerekurmemes, Pandemi kosullarinda artan is yikine karsin saglk
’ Distik sarf malzemesi tiketimi, . .
Uygulama L personeli sayist oldukga kisithidir. Testin kolay kullanim
Kompleks mimari ve altyapt kogullart | 5~ 0. . q . o
. . ozelligi; temel diizeyde teknik bilgisi olabilen kisilerin
gerektirmemesi . . . . . .
testi opere etmesine veya bireylerin kendi kendine
testlerini yapabilmesi olanak tantyacaktir
Ulkelerin ve bireylerin pandemi kosullarinda bozulan
Kisith  ekonomik kaynaklar sonucu | ekonomik durumlatinin dstiine pahali olabilecek test
Dustk etkili taudan mahrum kalmasinin | maliyetlerinin binmesi tantya ulasimi zorlastiracaktir. Bu
Maliyet engellenmesi durum, global bir pandemi miicadelesinde zafiyet
olusturacaktir. Ucuz test maliyeti, etkili taninin toplumda
yayginlagtirlmasinin temel gereksinimidir.

COVID-19 Hastalig1 Seyrinde Kullanilabilecek Tan1 Testleri

Guntimize kadar edinilen bilgilere gbre SARS-CoV-2 virtisti insanlara temelde solunum yolu ile bulasmakta,
6ncelikle nazofarinks ve gastrointestinal sistemde kolonize olmakta ve daha sonra akciger tutulumuna yol
acmaktadir®. Lauer ve arkadaslarinin yaptiklart calismaya gére virtisiin bulasmasindan klinik semptomlarin
ortaya ¢tkisina kadar 2,1 ila 11,1 gtnliik bir inkiibasyon stresi gecmektedir®. Hastalarin ¢ok bitytik bir kismut
klinik semptomlar ¢iktiktan sonra test yapilmast icin doktora basvurmaktadir. Bunun disinda hentiz klinik
semptomu olmayan kisiler genellikle temas taramasi-filyasyon calismalari esnasinda test i¢in numune
vermektedirler. Hastalar pozitif olarak belirlendikten sonra gerekli ise tedavileri baslanmakta ve iyilesme
durumlarinin saptanmasi icin hastalik semptomlarinin kaybolmast sonrasi kontrol testi vermektedirler.
COVID-19 hastaligt stirecinde kullanilabilecek tani testleri ve klinik yaklasimlar Sekil 1’de gosterilmistir.

| Temas-Inkiibasyon

| Klinik Hastalik

Tyilesme |

I | | )
Molekiiler Testler! | Klinik Bulgular Klinik bulgularin
RT-PCR Ates, kas-eklem agrisi, okstriik, nefes | kaybolmast
Dizileme dathigy, sensori-néral bulgular +

Radyoloji Molekdiler testler

BT?, Akciger filmi RT-PCR, CRISPR,
Molekdler testler Dizileme

RT-PCR, CRISPR, Dizileme Serolojik Testler

Serolojik Testlet? SARS-CoV-2 IgM ve IeG
SARS-CoV-2 IgM ve IeG Radyoloji

Akut Faz Reaktanlart BT?, Akciger filmi

CRP, IL-6, Sedimantasyon +

Biyokimyasal Testler Biyokimyasal ve
Ferritin, KCFT hematolojik testlerin
Kan Sayimi normallesmesi

WBC, Lenfosit, Platelet say1st

Koagiilasyon testleri

Arsiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal



34 COVID-19 Tanist

ITemas sonrast 3-4. glin pozitif sonug; BT Bilgisayarli tomografi; 3Serolojik testler semptomlarin ¢tkmasindan bir
hafta sonra pozitif olmaya baslat.

Sekil 1. COVID-19 hastalik stirecinde kullanilabilecek tant yontemleri ve klinik bulgular. Hastaligin her ii¢
doneminde de RT-PCR yoéntemi kullanim alani bulunmakta ve hastaligin siireci hakkinda énemli veriler
sunmaktadir. Antikor saptama esaslt testler hastalik stirecinin 10-14. giiniinden itibaren glivenilir sonuglar
sunmaktadur.

Molekiiler Yontemler

Molekiiler testler, semptomatik veya asemptomatik SARS-CoV-2 tastyicdarini  tanimlamak  icin
kullanilmaktadir. Su an i¢in SARS-CoV-2 viral RNA’sinin tespiti icin gelistirilmis, Diinya Saglik Orgiiti’niin
Onerdigi ticarilestirilmis 319 farkli kit bulunmaktadir’®. Bu testler icin temel performans kriteri, yiiksek
duyarhiliga sahip olmalart ve diistik yalanct negatif sonug vermeleridir. Sethuraman ve arkadaslart yaptiklari
calismada molekiler tant yontemlerinin enfekte bireyleti semptomlarin baglangicindan bir hafta 6nce
belirleyebilecegini ortaya koymustur!!. Bu nedenle molekiiler tant yéntemleri COVID-19'un erken tanisinda
kullanilabilecek tek testtit.

Gergek Zamanli RT-PCR

Gergek zamanlt RT-PCR, balgamda, nazofaringeal veya orofaringeal strintilerde, bronkoalveolar lavaj
stvisinda, nazal veya nazofaringeal aspiratta ve alt solunum yolu aspiratlarinda amplifiye edilmis SARS-CoV-
2 genomunu tespit etmektedir. Farkli Gireticiler tarafindan cesitli RNA geni hedefleri kullanilmaktadir. Cogu
test zarf (env), niikleokapsid (N), spike proteini (S), RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) ve ORF1
genlerinden en az birini hedeflemektedir. RT-PCR, spesifik genomik sekansin tek bir kopyasint amplifiye
ederek tespit edebilir ve bu nedenle son derece duyarlt bir testtir!2. Bununla bitlikte gergek zamanh RT-PCR,
RNA kopyalatinin sayisinin iissel olarak artmast nedeniyle kantitatif bir yoéntemdir. Su anda, COVID-19'un
erken teshisi igin kullanilan ticarilestirilmis testlerin biiylik cogunlugu gercek zamanli RT-PCR testlerine
dayanmaktadir’3. Tipik bir RT-PCR testinin sonuglanmast 4-6 saat sirmektedir'. COVID-19 tanisi igin
cesitli gercek zamanli RT-PCR protokolleri kullanddmaktadir; bu protokollerin tespit ettikleri gen bélgeleri
farkliliklar  gostermektedir. COVID-19 tanusi i¢in optimal gercek zamanli RT-PCR protokolinin
tantmlanmast i¢in daha fazla calisgmaya ihtiya¢ vardir.

Temel olarak ger¢ek zamanl RT-PCR, spesifik SARS-CoV-2 genomik dizisini veya dizilerini amplifiye etmek
amactyla kullamilir. Bu amagla, 6ncelikle viral RNA biyolojik 6rnekten ekstrakte edilir ve saflagtirilir.
Saflagtinlmis  viral RNA, ters transkriptaz (RNA bagimh DNA polimeraz enzimi) ile ¢cDNA'ya
(komplementer DNA) déntstirtlir. Daha sonra cDNA, PCR ile ti¢ adimda amplifiye edilit: cDNA'nin
95°C'de denatirasyonu, primetlerin ve probun 60°C'de denatiire cDNA ipliklerine baglanmast ve RNA
kopyalarinin 72°C'de DNA polimeraz tarafindan sentezi. Amplifiye edilmis Grtinler, ¢ok sayida RNA kopyast
olusturmak icin aynt déngiiyii izler.

Gen hedefine bagli olarak, sekansa 6zgli primerler ve cift isaretli bir florojenik prop gercek zamanlt RT-PCR
teshisinde tasatlanir ve kullanilir. RT-PCR testlerinde kullanilan oligontikleotid proplar genellikle TagMan
problari olarak adlandirilan, 5 've 3' uglarina kovalent olarak baglanmus bir florofor ve bir susturucu
(quencher) ile ¢ift isaretli olan proplardir. TagMan probu, PCR sirasinda DNA polimeraz tarafindan
indirgendiginde, florofor salinimi floresans rezonans enerji transferi (FRET) prensibine dayali bir floresans
sinyali ile sonuglanir?®,

Test sonuglart yorumlanirken hedef genin threshold (Ct) degeri, cut-off Ct degerinden kiigiik veya esit ise
sonug¢ pozitif olarak yorumlanir. Genel olarak COVID-19 enfeksiyonunun teshisi icin Ct <40, klinik olarak
pozitif kabul edilir.

Baz1 protokoller, iki agamalt algoritma kullanarak iki geni inceler. Bu protokollerde, bir genin identifikasyonu
tarama testi olarak kullanilirken, ikinci gen dogrulama testi olarak kullanilir. Buna karsin, ti¢ veya daha fazla
geni inceleyen diger protokollerin sonuglart sadece tiim genler tespit edildiginde pozitif kabul edilir. Bu
protokollerde genlerden biri tespit edilmezse, sonuglar genellikle belirsiz veya negatif olarak yorumlanir.
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Molekiiler testler SARS-CoV-2 viral RN A'sinin son derece duyatli sekilde tespitini saglamaktadir. Ancak bir
pandemide kitlelere tan1 koymak icin kullanildiklarinda, olduk¢a karmasik, pahalt ve yavas testlerdir. Tek bir
RT-PCR test kiti 100 USD'den fazla maliyete sahiptit. Analiz stresi 4-6 saattir fakat numunenin
alinmasindan laboratuvara transferi ve sonuglanma siiresi toplamda 24 saatten fazladir. Dahasi, molekiler
yontemler kalifiye laboratuvar personeli ve donanimli laboratuvarlar gerektirmektedir.

Klinik 6rneklerden RNA ekstraksiyonu ve RT-PCR islemleri iyi laboratuvar uygulamalari ve prosedurleri
uyarinca gerceklestirilmelidir. Ornekler en az sinif I1 biyogiivenlik kabinleri icinde ve biyogiivenlik diizey-2
sartlarina sahip laboratuvarlarda calisilmalidir. Laboratuvarda testi calisacak personelin uygun kisisel
koruyucu ekipmanlari kullanmasi ve bunlarin kullanimi konusunda egitilmis olmas: gereklidir.

Bunun yaninda uygunsuz 6rnek alinmasi, saklanmasi ya da transferi hatali RT-PCR sonuglarina neden
olabilir. Swablardan ekstrakte edilen RNA'nin kalitesi de sonuglart etkiler. Saflagtirilmis RNA'nin
degradasyonu, RT-PCR inhibitérlerinin varligi veya genomik mutasyonlar gibi diger faktStler yanls negatif
sonuglara neden olabilir. Ote yandan, érneklerin islenmesi sirasinda numunelerin ¢apraz kontaminasyonu
veya teknik hatalar yanlis pozitif sonuglara neden olabilir. Tiim bu istenmeyen durumlarin olasihigina ragmen,
ger¢ek zamanlt RT-PCR su anda SARS-CoV-2'nin en erken ve buyik 6lcekli tespiti icin en dogru ve en
duyarh tant yontemidir.

LAMP

Loop Mediated isothermal amplification (LAMP) PCR ilk kez 2000 yilinda kullanilmistir. Uygulama kolayligt
nedeniyle gesitli viral hastaliklarin tanisinda gittikge popiiler bir yéntem haline gelmektedir. Insan immiin
yetmezlik viriist (HIV), Japon Ensefalit virtsii, Chikungunya virtisii, insan papillomaviriisti, Dengue virisi,
Bat1 Nil virtisit ve Kabakulak viriisti, SARS virtisi ve MERS viriisiinde tanisal amacl kullanidmaktadir.
Yiiksek duyarhihiga sahip olmasi, konvansiyonel PCR’a g6re daha hizli olmasi ve maliyetinin daha az olmastyla
dikkat cekmektedir. COVID-19 pandemisinde de &zellikle gelismekte olan tlkelerde ve sinirlt kaynaklara
sahip laboratuvatlarda uygulanabilecek bir yéntem olmast yéniiyle nem tasimaktadir!®.

LAMP PCR yonteminde temel olarak 4-6 primer kullaniarak, izotermal sartlarda PCR reaksiyonu
gerceklestirilmektedir. RNA viriislerini saptamak icin ek bir bilesen olarak 1siya dayaniklt bir ters transkriptaz
enzimine de ihtiya¢ vardir. Yalnizca 6rnekler ve reaktifler tek bir reaksiyon tiipiine konup isitilarak
gereeklestirilebilen bir yontemdir. LAMP testi yaklasik bir saat i¢cinde amplifikasyon yapabilir ve 60-65 °C'de
geleneksel PCR'dan genellikle 100 kat daha fazla DNA kopyast tiretebilir!”. Bunun yaninda, hedef dizilerin
amplifikasyonu, baslangic miktartyla baglantili olarak, reaksiyonun bir yan driindi olan magnezyum
pirofosfatin beyaz ¢okelmesinden kaynaklanan bulanikligin basit bir gérsel incelemest ile degerlendirilebilir.

LAMP teknolojisindeki son gelismeler, COVID-19 gibi bir pandemide biiylik bir hasta poptlasyonunun
hizli tanusina yardimet olacak, yiiksek 6zgullitk ve duyarliliga sahip hedef dizilerin tespit edilmesinde 6nemli
ilerleme kaydedildigini géstermektedir. Fakat hala 6ntinde bazt zorluklar bulunmaktadir. LAMP tabanlt
yontemler tiim reaksiyonun aynt sicaklikta gerceklesmesi kolayligini saglamasina ragmen primer dizaynlarinin
yapilmasi olduk¢a karmagiktir. Bir bagka olast sinirlamast ise, Ozellikle otomatik bir platforma
yukseltildiginde yanlis pozitif sonuglar tiretebilmesidi.

COVID-19 tanusinda RT-LAMP temelli Poznt of Care Test (PoCT)’ler uygulanabilirse modern tant imkanlarina
erisimi olmayan biylk niifuslar icin hayat kurtaran bir yéntem olacaktir. Bunun yaninda gelismis tlkelerin
hastaligin yayilmasini kontrol etme miicadelesine buytk 6l¢tide fayda saglayacaktir.

CRISPR

Genis kitleleri hizli ve duyarli bir sekilde taramak icin gelistirilecek yeni SARS-CoV-2 testlerine olan ihtiyag
devam etmektedir. Dtizenli araliklarla bélinmis kisa palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR) sistemi, insan
orneklerinde Dang virlisi, insan papilloma virlsii ve Zika virlisiniin tespiti i¢in molekiler tant kitlerinin
gelistirilmesinde kullanilmistir. Bununla bitlikte, CRISPR-Cas / gRNA komplekslerinin ntikleik asitleri
hassas bir gekilde tespit etmek icin kullanimi son yillarda yayginlasmaktadir!'s. COVID-19 tanisinda CRISPR
tabanli testlerin kullanimi icin ise FDA ilk olarak 6 Mayis 2020 tarihinde Sherlock Biosciences tarafindan
gelistirilen bir SARS-CoV-2 testine acil kullanim onay: vermistir!?.
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Sekans Analizi

Sekans analizi, viriis kaynaginin belitlenmesi, viriis genomundaki degisikliklerin tanimlanmast ve
mutasyonlarin anlasilmasi agisindan 6nem tasimaktadir. RT-PCR sonuuc siipheli pozitif olan bir hastanin
dogrulamasi sekans analiziyle yapilabilmektedir. Bunun yaninda COVID-19 tanisinda kullandigimiz PCR
primer ve prob tasariminin en dogru sekilde yapilabilmest icin sekans analizi yapilmasi gerekmektedir. Yine
SARS-CoV-2 viriisti ile ilgili molekdler, immunolojik ve ast gelistirme calismalatt icin diinyanin pek ¢ok
bélgesinde virtisiin sekans analizi yapilmaktadirs. Fakat yitksek maliyet, uzun zaman gerektirmesi, deneyimli
personel ile yogun is yikiine neden olmasi, biyoinformatik analizlerin hala istenen diizeyde gelismemis
olmast gibi sebepler nedeniyle rutin olarak kullanilmamaktadir. Wang ve arkadaglart NCBI ve GISAID veri
tabanlarindan temin ettikleri SARS - CoV - 2 genomik sekanslarini analiz ederek bu viris i¢in referans sekans
olusturmustur. Yaptiklari ¢alismada tam uzunluktaki genomik sekanslar arasindaki genel homolojinin%
99.99 (% 99.91 -% 100) oldugunu ve 15 (% 15.79) klinik izolatin referans sus ile ayni oldugunu
gostermislerdir?.

Serolojik Yontemler

Serolojik testler, genel popiilasyonda viriisiin bulasma dinamigini anlamak gibi siirveyans ve epidemiyolojik
calismalar icin 6nemli bir aractir. Akut enfekte kisileri tespit edebilen ntkleik asit amplifikasyonu testleri gibi
dogrudan viral tespit yontemlerinin aksine, antikor testleri, test edilen kisinin hi¢ semptom géstermemis olsa
bile daha 6énce enfekte olup olmadigint belirlemeye yardimet olur?'. Yapilan caligmalar COVID-19’un
serolojik tanisinda Enzime bagl immiinosorbent testi (ELISA) tabanli IgM ve IgG antikor testlerinin yiiksek
6zgulliige sahip oldugunu géstermistir. Koronaviriis spike (S) ve niitkleokapsid (N) proteinlerinden sorumlu
antikorlarin (IgM ve IgG) konsantrasyonunu tespit etmek icin, ELISA ve kemiliiminesans yontemleri
gelistirilmistir. Ek olarak, S proteini boyunca yer alan reseptdr baglanma alant (RBD), SARS-CoV-2'ye 6zgii
antikorlarin varligini tespit etmek icin ilgilenilen bir hedeftir?2.

ELISA, dogrudan veya dolayli olarak 6rneklerde ilgili antijen veya antikoru tespit etmek icin kullanilan hassas
bir yéntemdir. Dogrudan yéntemde, enzime bagl bir antikor dogrudan numunedeki antijeni belitler. Dolaylt
yontemde, bir mikropleyt tizerine kaplanmis bir antijene baglanmak icin bir birincil antikor kullaniir. Daha
sonra birincil antikoru saptamak icin ikincil enzim etiketli antikor uygulanir. SARS-CoV-2’ye kars1 olusan
IgM, IgA ve IgG antikorlarint tespit etmek amactyla kaplama antijenleri olarak saflastirilmis rekombinant N
proteinleri kullanilmaktadir.

Sethuraman ve arkadaglart yaptiklari ¢alismada bagisiklik yanitt antikorlarinin tespiti icin bir zaman ¢izelgesi
vayinlayarak; SARS-CoV-2 spesifik antikorlarin yalnizca 8 giin sonra tespit edilebilecegini ortaya
koymustur!l. Yapian bagka bir calismada ise hem anti-SARS-CoV-2-IgM hem de IgG seviyelerinin
enfeksiyon asamalari ile birlikte kademeli olarak arttigt ve IgM'nin 3 glin, IgG’nin ise 4 giin kadar erken tespit
edildigini belirtmistir?3. Xiao ve arkadaslarinin yaptiklart bir calismada ise, SARS-CoV-2'ye 6zgti IgM'nin 1
ay sonra serumda hala mevcut oldugunu bildirmistir?+.

SARS-CoV ve MERS-CoV icin bildirilene benzer sekilde, SARS-CoV-2’ye baglt enfeksiyonu olan hastalarda
hastaligin siddeti ile IgM ve IgG antikorlarinin yiiksekligi iliskili gériinmektedir?s. Farkli olarak SARS-CoV-
2 enfeksiyonu sirasinda baskin IgG alt tipi, Influenza gibi diger grip benzeri enfeksiyonlarin aksine, IgG1
yerine IgG3 olarak gérinmektedir?0.

Sonug

Bu derlemede, SARS-CoV-2 laboratuvar tanisinda kullanilan genel olarak iki kategoriye ayrilabilen testleri
degerlendirdik: viral niikleik asit tespitine dayanan molekiiler testler ve serolojik testler. Niikleik asit tespiti
icin en stk kullanilan test RT-PCR testidir. Ayrica, SARS-CoV-2'ye karst genel bagisikhigt 6lemek icin SARS-
CoV-2'ye 6zgi IgG ve IgM antikorlarinin tespit edildigi serolojik yontemler kullanilmaktadir. Serolojik
yontemlerden en yaygin olant ELISA yoluyla antikor tespitidir. Serolojik testler ayni zamanda bir
poptilasyonda siirii bagisikligina ulagilip ulagtimadigini belirlemek icin de 6nemlidir. Hastaligin laboratuvar
tanisindaki gelismeler, nukleik asit ve antikor/antijen analizlerinde kantitatif test yaklasimlarini beraberinde
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getirecektit. COVID-19 hastaligt hakkinda her gecen giin daha fazla sey 6grendigimiz icin, hastaligin
laboratuvar tanisinda hizli gelismeler olacagini diistintiyoruz.
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