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ABSTRACT

This review is based on the laboratory diagnostic methods of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
Disease 19 (Covid-19) caused by a new type of corona virus (SARS-CoV-2) in Wuhan, Hubei province, China, causing a
pandemic in a short time. It is prepared to provide relevant information. In order to prevent the Covid-19 pandemic,
which causes a serious global destruction, the development of sensitive and specific laboratory diagnostic methods
is crucial to identify cases quickly and reliably. Molecular and serological tests are used for the diagnosis of Covid-19
as in the diagnosis of all viral diseases. For accurate and reliable test results, it is decided which test should be done
by considering the serological response and the stage of the disease. The virus reaches its peak concentration on
the bth day after infection begins. Therefore, the virus can be easily detected in the samples from the nasopharynx
up to seven days after the onset of the disease by PCR testing. In our country, real-time PCR-based analysis method
targeting RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene fragment is routinely used to diagnose Covid-19 disease.
For the diagnosis of Covid-19; ideal samples for PCR-based analysis procedures are; swab samples taken from the
nasopharynx and / or oropharynx and bronchoalveolar lavage fluid and sputum samples in patients with pneumonia.
Besides, for the serological diagnose of Covid-19; ELISA kits that provide detection of spike proteins and recombinant
nucleocapsid protein and rapid diagnostic kits have been developed to detect the antibodies or viral components in
nasopharyngeal secretions The World Health Organization (WHO) recommends the use of rapid antigen and antibody
tests for the diagnosis of Covid-19 for surveillance studies.
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Giiniimiiz Pandemisi COVID-19'un Laboratuvar Tani Yontemleri

0ZET

Bu derleme, Cin'in Hubei eyaletinin Wuhan sehrinde yeni bir korona viriis tiirinden (SARS-CoV-2) kaynaklanan ve
kisa bir siire icinde pandemiye sebep olan, Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronaviris Hastaligi 19 (Covid-19) un
labaratuvar teshis metotlari ile ilgili bilgi vermek amaciyla hazirlanmistir. Global olarak ciddi bir tahribata yol agan
Covid-19 pandemisini 6nleyebilmek adina, hassas ve spesifik laboratuvar teshis metotlarinin gelistirilmesi, vakalarin
hizli ve glvenilir sekilde tanimlanabilmesiicin oldukga onemlidir. Tim viral hastaliklarin tanisinda olgugu gibi Covid-
19'un tanisi igin de molekuler ve serolojik testler kullaniimaktadir. Dogru ve glvenilir test sonuglari icin, serolojik
yanit ve hastaligin evresi goz 6nunde bulundurularak, hangi testin yapilmasi gerektigine karar verilmektedir. Virts pik
konsantrasyonuna enfeksiyon basladiktan sonraki 5. ginde ulasmaktadir. Bu nedenle virls, hastaligin baslangicindan
sonraki yedi gline kadar nazofarenksten alinan drneklerde, PCR testi ile kolayca tespit edilebilir. Ulkemizde RNAya
bagl RNA polimeraz (RdRp) gen fragmanini hedefleyen gergek zamanli PCR tabanli analiz metodu, Covid-19 hastaligini
teshis etmek Gzere rutin olarak kullanilmaktadir. Covid-19 tanisina yonelik PCR tabanli analiz islemleri icin ideal
numuneler; nazofarenks ve/veya orofarenksten alinan strtntt 6rnekleri ve pnémonili hastalarda bronkoalveolar
lavaj sivist ile balgam 6rnekleridir. Ayrica, Covid-19'un serolojik olarak teshis edilebilmesi igin spike proteinlerinin ve
rekombinant nukleokapsid proteini tespitini saglayan ELISA kitleri ve nazofarengeal sekresyonlardaki antikorlarin ya
da viral bilesenlerin tespiti amaciyla gelistirilen hizli tani kitleri kullaniimaktadir. Dinya Saglk Orgiti (DSO) Covid-19

tanisinda hizli antijen ve antikor testlerinin kullanimini sirveyans ¢alismalari igin tavsiye etmektedir.
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GIRIS
Cin'in Wuhan sehrinde canli hayvan pazarinda ortaya ¢iktigi
distnilen Koronaviriis hastaligi-19 (Covid-19), insanlarda
ciddi mortalite ve morbiditeyle seyreden bulasiciligi oldukca
yUksek bir hastaliktir. Yeni bir viristen kaynaklanan bu salgin
30 Ocak 2020 tarihinde Diinya Saglik Orgiitti (DSO) tarafindan
“Uluslararasl boyutta halk saghgr acil durumu” olarak ilan
edilmistir (Wang ve ark. 2020). VirGstin kisa siirede ve hizli bir
sekilde dinya geneline yayllmasinin ardindan, 11 Mart 2020
tarihinde bu durum pandemi olarak tanimlanmistir (Lauer
ve ark. 2020). Uluslararasi Virlis Taksonomi Komitesi (ICTV)
tarafindan bu yeni virlis SARS-CaoV-2 ve sebep oldugu hastalik
da Covid-19 olarak adlandiriimistir (Gorbalenya ve ark. 2020).

Yeni bir viristen kaynakl Covid-19i¢in hentz spesifik bir tedavi
veya asl bulunmamaktadir. Hastaligin seyri icin zamaninda
gergeklestirilen hizli ve dogru teshis ile stpheli ve pozitif
vakalarda izolasyon uygulanmasi toplum saghdl agisindan
oldukga dnemlidir. SARS-CoV-2'nin kesin teshisi icin, spesifik
bir gen dizilimini ¢ogaltmayr amaclayan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) tabanli analizler 6nerilmektedir. Dinya
Saglik Orgiitti 19 Mart 2020 tarihinde stipheli Covid-19 vakalarin
teshisi igin gegici bir rehber yayinlamistir (WHO 2020).

Covid-19 tarama testlerinde, tim viral etkenlerde oldugu
gibi tani icin iki temel prensip mevcuttur. Bu prensiplerden
birincisinde viristn kendisi, ikincisinde ise konak canlinin
virise verdigi yanit belirlenmeye galisiimaktadir (Bruning
ve ark. 2017; Patel ve ark. 2020; Hodinka 2020). Serolojik
tabanli antikor ve antijen tespitine yonelik analizlerde
capraz reaksiyon nedeniyle hatall pozitif sonuclar meydana
gelebilir (Park ve ark. 2020). Bu nedenle, gergek zamanli ters
transktiptaz (real time reverse transkriptaz) polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) temeline dayali metod, diinya genelinde
Covid-19 tanisi icin en etkili laboratuvar tani testi olmayi
strdirmektedir (Zou ve ark. 2020).

COVID-19 Tanisinda Kullanilan Laboratuvar Testleri
1. Molekiiler testler

Covid-19 tanisiicin PCR tabanli metodlar ve virlis genomunu
tespit etmeye yanelik dizileme metodlari kullanilan mevcut
molekiler testlerin temelini olusturur. SARS-CoV-2" ye ait
tam genom, hastalik baslangicindan kisa bir sure sonra
bilim dinyast ile paylasiimistir (Zou ve ark. 2020). Ardindan,
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Alman bilim insanlari tarafindan gelistirilen ve bir hastanin
burun ve bogaz sirintli ornekleri ile calisilan PCR tabanli
ilk Covid-19 tani protokolii Diinya Saglik Orgutii tarafindan
tavsiye edilmistir (WHO 2020). Covid-19'un tanisi igin kullanilan
bu mevcut protokolde, SARS-CoV-2 ile ayni aileden olan
SARS virlist arasindaki benzer genetik 6zellikler géz dniinde
bulundurulmus ve bu genomik veriler isiginda SARS-CoV-
2'nin sahip oldugu E geni ile RNAya badli RNA polimeraz
enzim geninin tespit edilmesi hedeflenmistir. Elde edilen bu
protokoliin ardindan, ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
(CDC), virtstn kapsid yapisinda yer alan N genindeki ¢ ayri
genomik dizi ile RNAya bagimli RNA polimeraz genini tespit
etmeye yonelik bir baska test protokolini gelistirmistir.

Covid-19 vakalarinin tanimlanmasi, nikleik asit dizilemesi ile
dogrulanan, gercek zamanli ters transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (rRT-PCR) gibi virlise ait niikleik asit
dizilerinin saptanmasi esasina dayanir (Gorbalenya ve ark.
2020). Bu PCR tabanli tani metodlarinda, pozitif kontrolin
sentetik gen olarak kullanilmasi testin sonucunun gavenilirligi
acisindan tavsiye edilir (Wang ve ark. 2020; Winichakoon ve
ark. 2020). Yapilan galismalarda N, E ve S genlerini hedefleyen
molekuler teknikler icin farkli protokoller yayinlanmis olsa da,
SARS-CoV-2deki tek bir tanimlayici genin amplifikasyonunu
hedefleyen rRT-PCR analizinin dogrulama icin yeterli olacadgi
bildiriimektedir. Ulkemizde buyaklasim kapsaminda T.C. Saglik
Bakanligi Halk Sagligi Genel MudurlGga Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarl tarafindan yetkilendirilmis laboratuvarlarda
yapllan testler; RdRp gen fragmanini hedefleyen gergek
zamanl PCR (gPCR) (RT-gPCR) analizlerini kapsamaktadir
(T.C. Saglik Bakanligi 2020).

PCR tabanli analiz islemlerinde Covid-19 icin ideal numuneler;
nazofarenks ve/veya orofarenksten alinan surtntd ornekleri
ve pnémonili hastalarda bronkoalveolar lavaj sivisi ile balgam
ornekleridir. Wang ve ark. (2020), Covid-19 pozitif 205 hasta
ile yaptiklar calismada, elde ettikleri 1070 numunede SARS-
CoV-2 virasunin RNA sini en yogun sekilde alt solunum yolu
numunelerinde belirlemislerdir. Covid-19 hastalariyla yapilan
bir baska calismada, SARS-CoV-2 konsantrasyonunun b.
glnden dnce pik noktasina ulastigi ve bogaz suruntusinden
elde edilen numunelerde canli virlis izolasyonunun kolaylikla
yapllabildigi  gosterilmistir. ~ Hastallk ~ semptomlarinin
genellikle ilk haftanin sonuna dogru azaldigl, ancak bogaz
haftaya kadar SARS-

sdrintist numunelerinde ikinci
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CoV-2'nin saptandigl gozlenmistir. Bu klinik calismada, Ug
hafta boyunca alti pozitif vakanin (n=9) diski ve balgam
orneklerinde viral RNA tespit edilmis, ancak klinik semptom
gozlenmemistir (Wolfel ve ark. 2020). Wu ve ark. (2020)nin,
diski érneklerinde SARS-CoV-2 RNAsinI saptamaya yonelik
calismasinda % b5 oraninda pozitif sonug elde edilmis, ayrica
hastalarda ilk belirtilerin gorinmesinin ardindan SARS-CoV-2
virGsnun solunum yolu 6rneklerinde ortalama 16.7 gln, digk
orneklerinde ise ortalama 27.9 gun boyunca tespit edildigi
belirlenmistir.  Toplum sagligi acisindan, SARS-CoV-2'nin
balgam ve diski yoluyla uzun sureli sagilim yapabilmesi goz
oniinde bulundurulmasi gereken 6nemli bir durumdur (Pan ve
ark. 2020).

Covid-19'un
uygun standart yéntem nkleik asit amplifikasyon testi
ile sekanslama analizidir ve PCR tabanli tani testinin

tanimlanmasi  ve dogrulanmasi icin en

yayginlastinimasi gerekmektedir (DSO 2020). Guvenilirligi
yuksek Covid-19tanitestlerisalgininkontrolaltinaalinabilmesi
igin kritik bir 5neme sahiptir (European Commission 2020).

2. Serolojik Testler

Mevcut test stratejisi ECDC ve DSO'nun da onerdigi gibi
Covid-19 tanisinda SARS-CoV-2 RNASInI saptamaya yonelik
molekiler tanimlamalari icerir. Ancak, molekiler testlerin
donanimli laboratuvarlar, kalifiye ¢alisanlar gibi bircok ozel
durum gerektirmesi sebebiyle, konakcinin SARS-CoV-2'ye
karsi gelistirdigi antikorlari belirlenebilmesi icin serolojik
tabanli, guvenilir ve hizli testlere ihtiyac duyulmaktadir. Hizli
antijenveantikor testleri, viris yayllimininizlenmesive kontrol
altina alinabilmesi acgisindan oldukca onemlidir. Serolojik
testler, enfeksiyon kontrol stratejilerini desteklemekle
birlikte semptom gosteren
yayma potansiyeline sahip asemptomatik vakalarin da
tanimlanabilmesini hizli bir sekilde saglar (Health BSoP 2020).

ve daha da onemlisi virtsa

Mevcut veriler 1siginda Diinya Saglk Orgit, hastaligin
slrveyansi ve epidemiyolojik arastirmalari icin antikor
testlerinin faydasini ortaya koyan ¢alismalarin strdurtimesini
onermektedir (WHO 2020).

Pandeminin ortaya cikmasiyla, arastirma ve gelistirme
calismalari yaraten ticari firmalar tani kiti Gretimine agirlik
vermis durumdadir. SARS-CoV-2'ye karsi olusan antikorlarin
belirlenmesi testlerdeki dnemli hedeflerden biridir. SARS-
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CoV-2 antikor tespitinde, rekombinant nukleokapsid proteini
ve spike proteinini hedefleyen ELISA tabanli metodlar
kullaniimaktadir. Viral yizeyde bulunan ve konakgi hicreye
girisi saglayan spike proteini, hastalarda notralize edici
antikarlarin gelismesini saglayan ana antijendir. Bundan
dolayl, antikor tespitinde SARS-CoV-2 spike proteininin
hedeflenecek en uygun bolge oldugu disindlir (Guo ve
ark. 2020). Ayrica, Covid-19 igin kullanilan hizl tani testleri
SARS-CaoV-2'ye karsl olusan IgG ve IgM antikorlarini kalitatif
olarak kan, serum ya da plazma 6rneklerinde belirleyebilir (Li
ve ark. 2020). SARS-CoV-2 virlistine karsi hastalarda olusan
humoral immn yanit ile ilgili yapilan ilk ¢alismada, olusan
humoral yanitin tim Covid-19 vakalarinin tanisinda yardimci
olabilecegi sonucuna ulasiimistir. Yapilan bu kapsamli
calismada, dogrulanmis 82 ve olasi 58 Covid-19 vakasindan
elde edilen 208 plazma 6rnegi enzim bagli immunosorbent
(ELISA) yontemi (rekombinant viral nikleokapsid proteininin
kullanildigl) ile calisiimis ve bu 6rneklerde IgA, IgM ve IgG
yanitlari incelenmistir. Ortaya cikan sonuclara gore; IgM
ve IgA antikorlarinin saptanma siresi ortalama 5 gin, I1gG
antikorlarinin saptanmasinin semptom basladiktan 14 gin
sonra tespit edildikleri sonucuna ulasiimistir (Guo ve ark.
2020).

Zhao ve ark. (2020), yaptiklari bir calismada 173 SARS-CoV-2
pozitif  hastada hastaligin seyrinde antikor seviyelerini
belirlemeye calismisglardir. Hastalardan hastaneye vyatis
sirasinda alinan orneklerde (n = 535), SARS-CoV-2' ye karsl
olusan toplam antikorlar (Ab), IgM ve 1gG antikorlari agisindan
test edildiginde; 173 hastanin %93.1 Ab , %82.7 IgM ve
7%64.7 IgG serokonversiyon oranlarinin oldugu belirlenmistir.
Ab, 1gM ve IgG antikorlari icin medyan serokonversiyon
zamanlari 11., 12. ve 14. glnler olarak saptanmistir (Zhou ve
ark. 2020). Antikorlarin hastaligin ge¢ donemlerinde ortaya
cikmasl sebebiyle, akut hastaligin acil teshisi igin antikor
tayinine yonelik analizler yararl bulunmamaktadir (T.C.
Saglik Bakanligi 2020). Mevcut bilgiler isiginda, SARS-CoV-2
pozitif bireylerin kismen ya da tamemen iyilesme durumunda
bagisiklik kazanip kazanmadigl, bagisiklik kazaniimasi halinde
bagisiklik slresi hakkinda henlz kesin bir bilgi mevcut
degildir.
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SONUC

Covid-19
uygun bicimde dogrulanmasi ve pozitif vakalara yonelik
izolasyonunun etkili bir sekilde gerceklestiriimesi, yapilan

molekller ve serolojik tani testleri ile mumkunddr. Dogru

pandemisinde  vakalarin  ulusal  rehberlere

ve guvenilir test sonuglari hastaligin onlenebilmesini, hizli
bir sekilde kontrol altina alinabilmesini ve hastaya gereken
destegin zamaninda saglanmasini mimkun kilar. Covid-19
gibi klresel pandemilerde tani testlerinin uygunluklari,
uygulanacak kisiler ve uygulama zamani ulusal saglk
otoriteleri tarafindan dikkatle belirlenmelidir. SARS-CoV-2
tanisi icin belirlenen testler numune tipi, test metodu ve
virsin potansiyel mutasyonuna bagli olarak degiskenlik
gorterir ve mevcut veriler glvenilirlik analizleri yapiimalidir.
Numune tipi ve numunenin alinma zamani test duyarliligini
ve 6zqulliguna etkileyebilme potansiyeline sahiptir. Covid-19
gibi pandemiye sebebiyet veren yeni bir virGs igin tani testi
optimizasyonunun saglanmasi, ciddi anlamda klinik ve
laboratuvar tecrlbesi gerektirir ve cok asamali isglemler
icermesi nedeniyle oldukca zordur. Toplumun ve 6zellikle de
pandemisurecinde en on saflardayer alan saglik calisanlarinin
enfeksiyona maruziyetinin saptanabilmesi ve gereken
onlemlerin bir an o6nce alinabilmesi icin, gelistirilmekte
olan hizli hasta basi testlerinin kullanimin yayginlasmasil
pandemi slrecinde oldukca dnemlidir. Tanida kullanilan PCR
tabanl testler i¢in SARS-CoV-2de olusabilecek potansiyel
mutasyonlar ciddi bir sorun teskil edebilir ve tani testlerinde
hatall sonuclara neden olabilir. Bunu nedenle, dudzenli
olarak pozitif vakalardan izole edilen virGsun tim genom
sekansi yapiimali ve PCR tabanli testlerde kullanilan primer
ve prob sekanslarinin uygunlugu incelenmelidir Ginimizde
teknolojisi ile bu calismalarin teorik olarak yarGtilmesi
mumkin olsa da, acil durumlarda ortaya cikan zaman
kisitlamasi ciddi bir sorun teskil eder. Test sayisinin artirilmasi
ve test sonug verme slresinin kisalmasi, hastalar ve saglik
calisanlari acisindan slrecin daha iyi yonetilmesine olanak
tanir. Ancak, laboratuvarlarin molekuler test kapasitelerinin
kisitl olmasl, serolojik tabanl hizli testlerin dezavantajlari
ve tani kiti gelistirecek Ureticilerin yetersiz olmasi diger
sorunlar olarak karsimiza gikmaktadir. Covid-19 gibi kiresel
boyutta pandemiye neden olan etkenlerin tanisinin yapilarak
hastaligin kontrol altina alinabilmesi icin, hizli, dogruluk payi
yuksek ve ekonomik test kitleri gelistirilmeli ve kullaniminin

yayginlastiriimalidirma. Bu amacla, bilim camiast ile endUstri

isbirligi hayati dneme sahiptir.
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