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Yeni bir insan koronavirlistiniin etken oldugu olimcdl agir pndmoni ile seyreden ve hizla yayilan “Co-
ronavirus Disease 2019 (COVID-19)” hastaligi ile Aralik 2019 tarihinde tanistigimizdan beri, enfeksiyonun
mikrobiyolojik tanisi, pandemi ile miicadelede 6n plana ¢ikmis, hatta odak noktasi olmustur. Agir akut
solunum yolu sendromu (SARS) ile iligkili koronaviris tirleri arasinda, SARS koronavirlisti 2 (SARS-CoV-2)
olarak adlandirilan etken virlisiin dinamiklerini anlamak, testleri dogru stratejide kullanabilmek ve yorum-
layabilmek icin gereklidir. Ancak, viriis ve immun yanit konusunda heniz netlesmemis bircok konu bulun-
maktadir. Zarfli ve pozitif polariteli biiyiik bir RNA genomuna sahip olan SARS-CoV-2'nin, “spike (dikensi)”
S proteini ile konak hiicredeki reseptorii olan anjiyotensin donustiriici enzim 2'ye tutundugu, hiicredeki
transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2) ile membran flizyonunun saglandigi gosterilmistir. COVID-19"un
kesin tanisi solunum yolu érneklerinde SARS-CoV-2 RNA testleriyle konulmaktadir. Yaygin olarak ters trans-
kripsiyonlu polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanilmaktadir. Hastalarda semptomlarin ortaya ¢ikma-
sindan iki ti¢ glin 6ncesinden baslayarak ilk hafta nazofarenks siriintii 6rneklerinde veya diger st solunum
yolu 6rneklerinde viral RNA saptanabilmektedir. Birinci haftadan sonra, 6zellikle pnémoni gelismesi duru-
munda alt solunum yolu érnegi tercih edilmelidir. Ozellikle diisik viriis yiikii olan érneklerde duyarlilik ve
0zgullik sorunlar yasanmaktadir. SARS-CoV-2 RNA testlerinin klinik duyarliligi simdiye kadar gerceklesen
calisma ve deneyimlere gore yaklasik %55-75 arasinda bildirilmektedir ve test negatifliginin COVID-19 veya
SARS-CoV-2 enfeksiyonunu diglamayacagi bilinmelidir. Viral RNA pozitifliginin de aktif ve enfeksiyoz viris
varhginin kaniti olmadigi dikkate alinmalidir. Antikor testleri ise viris ile kargilasmis olma durumunu goster-
mektedir. Bu testler tek basina enfeksiyon tanisi ve olgu yonetiminde kullanilmamalidir. Antikor testleri tani-
ya destek olabilir ve seroepidemiyolojik calismalarda degerlidir. IgM, IgA ve IgG antikorlarinin semptomlarin
ortaya ¢ikmasindan sonraki 5.-14. giinlerinde saptanabildigi, ikinci haftadan sonra ve 21. giinde cogunun
porzitiflestigi bildirilmektedir. IgM ve IgA testlerinde yalanci pozitiflik daha cok gériilmektedir. Ozellikle has-
taligin ikinci haftasindan sonra ve ileri donemlerinde antikor testlerinin RNA ile birlikte ek/yardimar test
olarak kullanildigi algoritmalarda klinik tani duyarlih@inin arttigi gosterilmistir. Ancak, 6ncesinde testlerin
ozglillik, duyarllik, pozitif ve negatif 6ngorii degerlerinin genis ve standart calismalarla belirlenmesine ve
daha genis serokonversiyon calismalari ile kanit olusturulmasina ihtiyac vardir. Bu derlemede, SARS-CoV-2
ve mikrobiyolojik tanisi hakkinda glinimtize kadar elde edilen bilgi ve veriler tartisiimistir.
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COVID-19 Pandemisinde SARS-CoV-2 ve Mikrobiyolojik Tani Dinamikleri

ABSTRACT

We have been introduced to “Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)” disease with high mortality
and transmission rate caused by a novel human coronavirus, in December 2019 and the microbiological
diagnosis of the infection has been in the center of the focus to control the pandemic. It is necessary to
understand the dynamics of the virus which was classified among the severe acute respiratory syndro-
me (SARS) related coronaviruses and named as SARS coronavirus 2 (SARS-CoV-2), to manage testing in
the right strategy and for interpretation of the results. However, much remains unclear about the virus
and the immune response. SARS-CoV-2, which is an enveloped, RNA virus has been shown to attach to
the host cell receptor angiotensin converting enzyme 2 with spike (S) protein and membrane fusion is
provided by transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2) of the host cell. The most commonly used
and reliable test for diagnosis of COVID-19 is reverse-transcribed polymerase chain reaction (RT-PCR)
performed by using nasopharyngeal swabs or other respiratory tract specimens. Viral RNA is usually
detected two three days before the onset of symptoms and in the first week from upper respiratory tract
samples. If possible, the lower respiratory tract specimens are preferable in the second week, especially
if former PCR is negative and pneumonia has developed. The clinical sensitivity of SARS-CoV-2 RNA tests
has been reported around 55-75%. Negative RT-PCR test result does not exclude COVID-19 or SARS-
CoV-2 infection. It should also be noted that viral RNA positivity is not an evidence of active or infectious
virus. SARS-CoV-2 infection can be also detected indirectly by testing the host specificimmune response
to the virus. There is an increasing interest in the use of SARS-CoV-2 antibody tests both for the diag-
nosis and public health surveillance. However, the antibody tests should not be used as the sole test
for diagnosis and case management. Antibody tests are valuable tools in seroepidemiological studies.
Anti-SARS-CoV-2 IgM, IgA and IgG antibodies have been shown to be detectable as early as 5th-14th
days after the onset of symptoms and most of them become positive on the 21 day. False positivity has
been reported more frequently with IgM and IgA tests due to low specificity. It was shown that clinical
sensitivity of the diagnostic approach increases when RNA and total antibody tests were integrated as
co-tests, especially after the second week of the disease. Specificity, sensitivity, positive and negative
predictive values are needed to be evaluated with large and standard studies targeting populations with
different prevalences. It is also necessary to create evidence with larger seroconversion studies. In this
review article, the information and data obtained until today about SARS-CoV-2 and its microbiological
diagnosis have been discussed.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, RNA test, antibody test
Giris

Yirmi birinci ytzyilhin tglncl koronavirls salgint 2019 yilinin Aralik ayinda Cin’in
Wuhan sehrinden viral pnémoni olgularinin bildirilmesi ve hizla yayilmasiyla baslamis-
tir. Diinya Saglhk Orgiiti (DSO) tarafindan 30 Ocak 2020 tarihinde uluslararasi top-
lum saghgini tehdit eden acil durum ilan edilmis, hastalik “Coronavirus Disease 2019
(COVID-19)” adi ile tanimlanmig ve 11 Mart 2020 tarihinde pandemi olarak ilan edilmis-

tir (www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus). Turkiye’de de ilk resmi olgu
11 Mart 2020 tarihinde bildirilmistir (https://covid19bilgi.saglik.gov.tr).

Uluslararasi Virts Taksonomi Komitesi (ICTV), etken virlist Sekil 1’'deki algoritmada
Ozetlendigi gibi “agir akut solunum yolu sendromu (SARS) ile ilikili koronaviris turleri
arasinda “SARS koronavirtsu 2 (SARS-CoV-2)” olarak adlandirmistir (https://talk.ictvon-
line.org).

Salginin fark edilmesiyle birlikte, cok sayida deneyim ve calisma, cogunlugu hakem
degerlendirmesinden ge¢meden once serbest erisimle yayimlanarak birikmektedir.
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Sekil 1. Yeni koronavirtisiin (SARS-CoV-2) isimlendirme algoritmasi. ICTV: Uluslararasi Viriis Taksonomi
Komitesi, KCG: Koronaviriis Calisma Grubu (https://talk.ictvonline.org).

COVID-19 dinamikleri bu bilgilerle anlasilmaya caligilmakta ve pandemi ile miicadelede
kullaniimaktadir. Bu derlemede, SARS-CoV-2 ve mikrobiyolojik tanisi hakkinda giinimu-
ze kadar elde edilen bilgi ve verilerin aktarilmasi amaclanmustir.

Koronavirtusler

Koronavirusler, Nidovirales takimi altinda, Coronaviridae ailesine ait yaklasik 80-160
nm buyukligiinde, helikal kapsidli, segmentsiz, pozitif polariteli, tek sarmalli RNA ge-
nomlari olan viriislerdir. Viriise tac gériiniimii veren “corona” zarfa sahiptirler'.

Dogada yaygin olarak farkli tirlerde dolasan koronaviruslerin turler arasi bulagmasi,
nispeten biyik olan genomlarinda nokta mutasyonlarin birikmesi ve rekombinasyonlar
yeni tiplerin ortaya cikmasina neden olmaktadir’.

Koronavirusler; alfa, beta, gama, delta olmak tizere dort cinse ayrllmaktad|r1. insanlar-
da enfeksiyona neden olan koronaviruslerin timu alfa ve beta cinsinde bulunmaktadir.
Siklikla kis ve ilkbahar aylarinda st solunum yolu enfeksiyonlarinin %15-30’unda etken
olarak insan koronavirisleri “human coronavirus (HCoV)”; 229E, OC43, NL63, HKU1
saptanmaktadir'. Beta-koronaviriislerin rezervuari olan yarasalar diinyada viriisiin yayil-
masina neden olmaktadir?.

SARS-CoV-2'nin Yapisi ve Genomu

SARS-CoV-2'nin genomu 29.8-29.9 kb buyukliginde ve 5" yoniinde lgte ikisinden
bulyuk bir kismi ORF1ab “open reading frame (acik okuma cercevesi)” yapisal olmayan
poliproteinlerini kodlar. Replikaz olarak da tanimlanan bu poliproteinler (pp1a ve pplab),
viral proteazlar [3C-benzeri proteaz (3CLpro) ve papain-benzeri proteaz (PLpro)] tara-
findan yapisal olmayan (ns) 16 proteine parcalanir. Virlisiin genomunun replikasyonunu
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saglayan RNA’'ya bagimli RNA polimeraz enzimi (RdRp) yapisal olmayan bu proteinler-
dendir?3,

Genomun 3’ yoniinde Ucte biri ise yapisal proteinleri olan ytizey dikensi (S) glikopro-
teinleri, zarf (E), membran/matriks (M) glikoproteini ve niikleokapsid (N) fosfoproteini
kodlamaktadir. Ek alti olarak, aksesuar protein de; ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8
ve ORF10 genlerinden kodlanmaktadir®. Sekil 2’de SARS-CoV-2 genom organizasyonu
gosterilmistir.

SARS-CoV-2 yapisal proteinleri arasinda yer alan dikensi (S) glikoproteinler, virtisiin
konak hiicresine girmesi icin gerekli olan en biyik yapilaridir. SARS-CoV-2'nin resep-
tore baglanan bolgesi (RBD)'nin insan anjiyotensin donustiriici enzim 2 (ACE2)'sine
iyi baglanmasini saglayan alti kritik aminoasit belirlenmistir®. Zarf (E) proteinleri, kiiciik
miktarlarda bulunmakta olup iyon kanallari olarak gorev goriir ve patogenez icin gerek-
lidir. Membran/matriks (M) proteinleri, viris yapisinda bol miktarda bulunmakta ve vi-
ris membraninin yapisini olusturmakla birlikte niikleokapside baglanmasi icin gereklidir.
Nukleokapsid (N) fosfoproteinleri ise viriis RNA'sini cevreler ve seklini korumasini saglar.
SARS-CoV-2 yapisal proteinleri Sekil 3’te sematik olarak gosterilmistir.

SARS-CoV-2'nin Replikasyon Déngiisii

SARS-CoV-2'nin konak hiicreye girisi: Virtstin konak hiicreye tutunup girisini sag-
layan reseptor ACE2’dir. Bu molekil akcigerlerde, kalpte, damarlarda, bobreklerde ve
bagirsakta bol miktarda bulunur. Virus S proteini ile ACE2'ye tutunur ve S proteini hic-
resel proteaz ile ST ve S2 olmak lizere iki alt birime aynlr. S1, ACE2’ye baglanirken, S2
konak hiicrenin ylizeyindeki transmembran serin proteaz 2 (TMPRSS2) tarafindan ayrilir
ve aktive edilir. Boylece, konak hiicre ile virlis membranlarinin flizyonu gerceklesir ve
RNA genomu konak hiicrenin sitoplazmasi icine girer®-.

Furin ve diger proteazlar tarafindan etkili bicimde boéliinen ve viral enfektivite ile konak
tropizminde belirleyici oldugu dislintlen polibazik bélinme bolgesi, SARS-CoV-2 S1 ve
S2 birlesiminde yer alan Prolin-Arginin-Alanin-Arginin-Arginin (RRARR) dizilimini iceren
6zgiin bir degisimdir. Bu bolgedeki prolin O-bagh glikanlarin eklenmesini saglar®>.
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Sekil 2. SARS-CoV-2 genom organizasyonu ve kodlanan proteinleri.
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Sekil 3. SARS-CoV-2 ve yapisal proteinleri (Vectorstock’dan alinarak diizenlenmistir).

Transkripsiyon ve translasyon: Hicre tarafindan poliproteinlerin translasyonu ve vi-
ral proteazlarin sentezi saglanir. Poliproteinler (pp1a ve pplab) 3CLpro ve PLpro protez-
lar ile 16 yapisal olmayan proteine parcalanir. RNA'ya bagimli RNA polimeraz ile birlikte
replikasyon kompleksi olusur ve negatif RNA kalibi sentezlenir. Bu RNA kalibi tizerinden
RNA genomu c¢ogaltilir ve virtsiin yapisal ve aksesuar proteinlerinin translasyonu igin
gerekli olan subgenomik ulak RNA’lar (mRNA) yapilir.

Nikleokapsidin paketlenmesi: Sentezlenen proteinler endoplazmik retikulum ve
Golgi aparati araciligiyla yeni virts partikilleri olusacak sekilde toparlanir.

Tomurcuklanma ve hiicre disina salinma: Golgi vezikillerinden tomurcuklandiktan
sonra olgun SARS-CoV-2 virionlar ekzositoz ile konak hiicreden salinir.

SARS-CoV-2'nin Diger Koronaviriislerle Benzerligi

Beta-koronavirusler icinde yeni bir tye olarak tanimlanan SARS-CoV-2'nin Sarbecovirus
alt cinsi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Sarbekovirusler icinde agir akut solunum yolu
sendromu koronavirtisii (SARS-CoV), Orta Dogu solunum yolu sendromu koronavirtsu
(MERS-CoV) ve cesitli yarasalardan izole edilen SARS ile iligkili koronaviriisler bulunmakta-
dir. SARS-CoV-2'nin tam genom dizi analizlerinde SARS-CoV ile yaklasik %79 dizi benzer-
ligi bulunurken, Cin’in Yunnan eyaletinde nal burunlu yarasalardan (Rhinolophus) izole
edilen iki beta-koronaviriis (RaTG13 ve RmYNO02) ile %96 ve %97 oranlarinda benzerlik
bulunmustur®®. Ancak, tim genomdaki benzerlik oranlarinin yani sira spesifik gen bél-
gelerinin degerlendirilmesi 6nemlidir. SARS-CoV-2 ve RaTG13’lin RBD benzerligi %85,
RmYNO2 S proteini benzerligi ise %72 olarak gosterilmistir?.
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SARS-CoV-2'nin Ara Konag

Yarasa koronavirislerinin insana bulasmada bu denli uyumlu hale gelmelerini sagla-
yan ara konak kesin olarak belirlenememistir. Uzak Dogu’da kuyruklu, pullu stiringenler
olan pangolinlerden izole edilen koronavirtiste RBD'de ACE2 reseptoriine baglanmaya
uyumlu protein seklini saglayan SARS-CoV-2'deki alti kritik mutasyonun hepsinin tanim-
lanmig olmasi ve RBD'de %97 benzerlik bulunmasi ara konak olarak distinilmesine ne-
den olmustur®*®. Ancak genomun diger bélgelerindeki benzerligin daha diisiik oldugu
gOsterilmistir ve vahsi dogada cok fazla hayvan tiriinde koronavirtsler bulundugu bilin-
mektedir>®. Kaynaginin ve gelisiminin izini siirmek icin cok sayida hayvan tiirlerinden
ve topluluklarindan ornekler alinarak genomik analizler yapilmasina ihtiyac vardir. Cok
daha onceden insanlarda dolasirken daha uyumlu hale gelecek mutasyonlari kazanmis
olma olasiligi da vardir. Vahsi doganin icine girdikce ve ekosisteme muiidahaleler stirdiikce
benzer zoonotik salginlarin kac¢inilmaz oldugu da bir gercektir.

SARS-CoV-2'de Mutasyon Hizi

Diger RNA virslerine gére mutasyon hizinin diistik oldugu bildirilmesine karsin, yutk-
sek replikasyon ve yayillma hizi ile uyumu saglayan mutasyonlarin birikme olasilig artar.
Evrilme hizi 1 x 103 ile 7 x 10*/bdlge/yil olarak hesaplanmaktadir’. Farkli cografik
bolgelerdeki bulasmayi veya replikasyonu artirabilecek ya da hastahigin agir seyretme-
sine neden olabilecek farkli SARS-CoV-2 tipleri tzerine bircok calisma bildiriimektedir.
Ancak mutasyonlarin etkilerini fonksiyonel ve epidemiyolojik olarak degerlendirirken,
konak faktorleri ve toplumlarin ozelliklerinin etkisi g6z ardi edilmemelidir. Bazi arastir-
macilar, 6nemli oldugunu 6ne surdukleri mutasyonlara dayanarak aminoasit varyantlar
Uzerinden L/S (ORF8 S84L; Losin/Serin) veya A, B, Cyada S, V, G (D614G varyanti) gibi
SARS-CoV-2 filogenetik soylari (“clade”) énermislerdir’. Ancak bu tanimlamalar heniiz
ortak bir karar ile kabul edilmemistir ve analizlere itirazlar da vardir. Tam genom analizleri
ve virtsin fonksiyonlarina etkilerinin arastiriimasi ile tekrarlayan mutasyonlarin konaga
adaptasyonlari gosterilmeye devam etmektedir.

Tim dinyadan izole edilen SARS-CoV-2 genom dizileri GISAID web tabaninda filo-
genetik analizle birlikte yer almaktadir (https://www.gisaid.org/). Tirkiye'de izole edilip
yiklenmis olan 62 gen dizisinin incelendigi calismada, bulasma hizi ve immiinepitop
ozelligi hakkinda tartigilan D614G de dahil olmak lizere, Avrupa, Asya, Kuzey Amerika,
Okyanusya’daki dizilerde sik rastlanan cesitli mutasyonlar belirlenmistir®.

COVID-19 Mikrobiyolojik Tanisi

COVID-19 kesin tanisi, solunum yolu 6rneklerinde ters transkripsiyonlu polimeraz zin-
cir reaksiyonu (RT-PCR) ile SARS-CoV-2 RNA'si arastirilarak konulmaktadir. Viris ile karsi-
lagmay1 gosteren antikor testlerinin ise tanida ve olgu yonetiminde tek basina kullanimi
su ana kadar elde edilen veriler ve olanaklarla uygun degildir ancak salginin durumunu
ortaya koymak icin seroepidemiyolojik calismalarda anlamlidir. COVID-19 tani algoritma-
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sinda, hastaligin ge¢ doneminde RT-PCR ile birlikte antikor testlerinin destekleyici olarak
kullanilabilmesi icin veri olusturulup degerlendirilmelidir.

Yeni koronavirtistin tanimlanmasi ve kisa stre icinde virtisiin tam genomunun nikleik
asit dizilerinin yayimlanmasi ile birlikte, hizla gelistirilen tani testlerinin say1 ve cesitleri
stirekli artmaktadir. Test protokolleri, kitler ve degerlendirmeleri DSO, “Centers for Dise-
ase Control and Prevention (CDC), “Food and Drug Administration (FDA)” sayfalarinda
yayimlanmaktadir (https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/
technical-guidance/laboratory-guidance, https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/
lab/rt-pcr-panel-primer-probes.html, https://www.fda.gov/medical-devices/emergency-
situations-medical-devices/emergency-use-authorizations).

Salgin dinamigi icinde calismalar ve deneyimlerle veriler degerlendirilmekte, tani yak-
lagimlari ve algoritmalari glincellenmeye devam etmektedir. Ulusal rehberlerin yani sira
DSO, CDC, Avrupa CDC, “Infectious Diseases Society of America (IDSA)” gibi kuruluslar
da algoritma onerilerini glincelleyerek paylasmaktadir. Benzer sekilde, Tirkiye’de de Sag-
Ik Bakanligi rehberleri ve algoritmalari glincellenerek paylasiimaktadir.

Erken tani kapasitesinin artirlmasi, hastalarin zamaninda tedaviye alinmasini saglama-
sinin yani sira saghk sisteminin etkin yonetilmesi, pozitif kisilerin izolasyonu ve temaslila-
rinin taranmasi ile toplum saghigi acisindan da son derece 6nemlidir. Pandemi strecinde
DSO ve FDA, testlerin hizli degerlendirme ve acil onay [Emergency Use Authorization
(EUA)] mekanizmasini uygulamaktadir.

Saglik Bakanhg Tirkiye Halk Saghgr Genel Mudurligu Mikrobiyoloji Referans Labora-
tuvarlari-Viroloji Laboratuvarinda gelistirilen SARS-CoV-2 RNA test kiti baglangicta mer-
kezde, ardindan Halk Saghgi Laboratuvarlarinda ve sonrasinda yetkilendirilen 110"un
Uzerinde kurumda COVID-19 mikrobiyolojik tani testi olarak uygulanmaktadir (https://
covid19bilgi.saglik.gov.tr).

SARS-CoV-2 RNA Testleri (RT-PCR)

Viral RNA'y1 saptamak icin en yaygin kullanilan test, RT-PCR ile niikleik asit amplifikas-
yon yontemidir. Testin basarili olmasi icin Ornekte testin saptayabilecegi miktarda (alt
saptama sinir) viral RNA bulunmasi gerekmektedir®12,

Test icin uygun klinik ornekler: COVID-19 hastaliginin viral dinamikleri ile simdiye ka-
dar elde edilen veriler, virtstin enfeksiyonun ilk haftasinda Gst solunum yollarinda, ikinci
haftadan itibaren ise alt solunum yollarinda saptandigini gostermektedir. Bu nedenle, ilk
standart 6rnek olarak nazofarenks suriintli 6rnegi tercih edilmelidir. Orofarenksten de sii-
riintl ornegi alinabilmekle birlikte, testin duyarlihigini artirmak amaciyla nazofarenks siiriin-
tiisii ile beraber alinmasi ve ayni 6rnekte birlestirilmeleri 6nerilmektedir. Ornegin alinmasini
kolaylastirmak icin orta burun ve 6n burun orneklerinin de kullanilabilecegini gosteren ca-
hsmalar vardir. Tukirlk kolay alinabilen bir 6rnek oldudu icin yogunlastirma, arka orofa-
renksten toplama gibi duyarliligi artirmaya yonelik islemler uygulanabilmektedir®'".
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Hastaligin ileri donemlerinde pnémoni gelistigi zaman alt solunum yolu 6rnegi tercih
edilmelidir. Hasta balgam cikariyorsa tanida balgam 6rneginin kullanilmasi uygun olmak-
la birlikte indiiksiyon yapilmamalidir. Ornegin alinmasi sirasinda aerosol olusturacak is-
lemlerden kacinmak icin azami dikkat gosterilmelidir. Trakeal aspirat, bronkoalveoler lavaj
gibi alt solunum yolu 6rnekleri de tanida klinik érnek olarak kullanilabilir®-'2,

Hastaligin evresine gore alinan klinik 6rnegin uygunlugunun yani sira yeterli 6rnegin
uygun ekivyon ile alinmasi, kullanilan tasiyict ortam, analize kadar gecen siire de testin
basarisini etkilemektedir. Orneklerin alinma sekli, tasima ortamlari, transport ve saklama
kosullari DSO, CDC ve Saglik Bakanhigi COVID-19 rehberlerinde ayrintili olarak agiklan-
mustir.

Viriis Dinamikleri

Virls bulasmasindan sonra kisa siire icinde Ust solunum yolunda viral RNA saptan-
makta ve semptomlarin ortaya ¢ikmasindan onceki bir-iki giin icinde yulksek diizeylere
cikmaktadir. Agir hastaligi olanlarda ortalama 17 giin (14-30 gin), hafif olgularda ise or-
talama 14 giin (10-21 glin) solunum yolu 6rneklerinde viral RNA'nin  bulundugu goste-
rilmistir' %1314, Viral RNA negatifliginin ardindan diisiik diizeylerde RNA oynamalari nede-
niyle tekrar pozitif sonuclar elde edilebilecegi gosterilmis ve CDC tarafindan da 6zellikle
65 yas lizerindeki hastalarda daha uzun siire izlem 6nerilmistir'®'2'4, RNA pozitifliginin
56 gline kadar devam ettigi gosterilmis olmasina karsin, saptanan RNA'nin enfeksiy6z
virts varligini gostermedigi dikkate alinmalidir. Bunun icin viris kiltird, hatta kiltiirde
enfeksiyoz 6zelligi belirleyen testlerin yapilmasi gerekmektedir.

Virtis RNA'sinin solunum yolu disinda digkida ylksek oranda ve 31. gline kadar uzun
siirede atildigi gosterilmistir'''°. Diskida saptanan RNA porzitifliginin enfeksiyoz dzelligi
bilinmemekle birlikte, CDC’de bu konuda dikkatli ve temkinli olunmasini 6nermektedir.

Hafif veya asemptomatik SARS-CoV-2 enfeksiyonlarinda ve semptom 6ncesi donem-
de viral RNA'nin saptanabildigi ve bulastinciigin da olabildigi gésterilmistir'®!”. Salgin
kontroliinde asemptomatik ve hafif olgularin saptanabilmesi icin olanaklar ve kosullar
dogrultusunda degerlendirmelerle etkin stratejiler olugturulmalidir.

RNA Testinde Hedeflenen Gen Bolgeleri

Kullanilan cesitli test tasarimlarinda genellikle RdRp, ORF1, S, N, E genleri hedeflen-
mektedir. Tek veya iki gen bolgesini hedefleyen test protokolleri gelistirilmistir. DSO ile
is birligi bulunan “Foundation for Innovative New Diagnostics (FIND)” orglitl (www.
finddx.org/covid-19/) ve FDA web sayfalarinda protokollerin ve testlerin degerlendirme
sonuglari gorilebilir. Test protokollerinin ve kitlerin diizenli olarak yapilan kalite deger-
lendirme calismalarinin sonuglarinin paylasilmasi ve analizi sistemlerin iyilestirilmesi icin
kullaniimalidir.

Primer-prob setlerinin karsilastirildigi ve cevrim ici yayimlanmis calismalarda genellikle
benzer alt saptama duizeyleri bildirilmekle birlikte, 6zellikle viriis yikinin distk oldu-
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gu orneklerde hem sistemler hem de laboratuvarlar arasi duyarlilik ve 6zgulltk farklari
goriilebilmektedir'®!?, Bu testlerde secilen gen bélgelerinin yani sira oligoniikleotitlerin
secimi, dogru baglanma sicakliklarinin belirlenmesi ve test tasarimlari 6nemlidir. Ornegin,
salginin basinda yaygin kullanilan Charite RdRp ve CDC N3 protokollerinde duyarhligin
diisiik oldugu ve primer tasarimlarinda hata fark edilmistir'®1°,

SARS-CoV-2 RNA Testinin Performansi

Klinik duyarlliga ait kanit olusturacak heniiz net veri ve standardizasyon olmamakla
birlikte, az sayida basili veya cevrim ici ya da henliz hakem degerlendirmesinden ge¢cme-
mis calismalara ait verilerde olasi COVID-19 olgularinda %2’den %40‘a kadar yanlis ne-
gatif sonuclar izlenmektedir”'". Bu nedenle, RT-PCR ile negatif sonug alinmasi COVID-19
tanisini dislamamaktadir. Ulusal ve uluslararasi rehberlerde COVID-19 stipheli olgularda
RT-PCR test sonucunun negatif olmasi durumunda, 24 saat sonra miimkiinse alt solunum
yolu érnegi olan yeni bir 6rnek alinarak testin tekrarlanmasi dnerilmektedir.

Saglik Bakanhigi “SKS Isiginda COVID-19 Tani Laboratuvarlari Kalite Yonetimi Rehbe-
rinde”  (https://kalite.saglik.gov.tr/TR,66534/sks-isiginda-covid-19-tani-laboratuvarlari-
kalite-yonetimi-rehberi) tlkemizde uygulanan SARS-CoV-2 RT-PCR testi 6zelinde kalite
yonetiminde dikkat edilmesi gereken konular aciklanmaktadir. Yalanci negatif sonuglarin
baslica nedenleri arasinda; yetersiz veya hastalik donemine gore uygun olmayan bolge-
den alinmis ornek, 6rnegin transfer veya saklama kosullarinin uygun olmamasi, testin
analitik duyarliiginin diigiik olmasi veya teste ait teknik sorunlar bulunmaktadir. Yalanci
pozitiflik ise, kontaminasyon, nonspesifik reaksiyonlar veya testin 6zguillik sorunu nede-
niyle baska hedeflere ait reaksiyonlara ait pozitif yanit seklinde aciklanabilir.

Kullanilmakta olan kalitatif RT-PCR testlerinde, sinyalin saptanmaya basladigi esik don-
gl sayisi (Ct) ile virls yukinun ters orantili olmasi beklenmektedir. Yiksek Ct sayilari
distik diizeyde virls oldugunu gostermekle birlikte, sigmoidal PCR egrisi olup olmadig
degerlendirilmeli ve nonspesifik 1simalar yoniinden incelenmelidir.

Uyumsuz ya da kuskulu sonuglarda yeni bir drnekle, farkl bir gen boélgesini hedefleyen
bir test ile tekrar veya niikleik asit dizi analizi ile dogrulama uygundur. Orneklerin isleme
alinmasinda kritik basamak olan niikleik asit izolasyonundan baglamak tizere tim siireg
boyunca yontem onayi, i¢ ve dis kalite degerlendirme basamaklarinin dogru uygulanmasi
gerekmektedir.

Artan test kapasitesi ihtiyacina karsilik olarak, hizli sonug¢ almak ve biyoguvenligi sag-
lamak amaciyla numunenin dogrudan parcalayici soltisyon icine alinmasi ve ek izolasyon
basamagina gerek birakmayan protokoller {ilkemizde de kullaniimaktadir.

Hizli SARS-CoV-2 RNA Testleri

Bir saatten kisa stirede, genellikle 15 dakikada sonug veren “Reverse transcription-lo-
op mediated isothermal amplification (RT-LAMP)” teknoloji gibi tek sicaklik derecesinde
calisan testlerde ireticiler tarafindan yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik bildiriimektedir?®. Bu
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testlerin tanida etkinliginin belirlenmesi icin degerlendirmelere ihtiyac vardir. Cesitli ticari
firmalar tarafindan gelistirilen hizli ve tam otomatize SARS-CoV-2 testleri bulunmaktadir.
SARS-CoV-2'nin solunum virusleri paneline katildigi hizli ticari kitlerden FDA EUA onayi
alanlar FDA sayfasinda gorilmektedir.

Viral Antijen Testleri

Aktif enfeksiyon taramasinda antijen testleri, kullanim kolayhgr ve disiik maliyet yo6-
nunden faydali olabilmektedir. Testin basarili olmasi icin viral proteini yakalayacak yiiksek
kalitede antikorlarin Gretilebilmesi gerekir. ilk testlerde etkinlik yetersizligi gdzlendigi icin
hentiz kullanima girememistir. Yeni testler gelistirilmektedir ve immiinofloresans yatay
akim yontemi ile niikleokapsid antijenini saptayan hizli antijen testi FDA EUA onay: al-
mistir. FDA web sayfasinda da gorilebilecedi gibi Uretici firma tarafindan %80 duyarlilik
ve %100 6zgullik tanimlanmaktadir. Bu ve benzeri antijen testlerinin gercek hayatta,
Ozellikle kritik gruplarin taramasinda kullanilabilmesi icin degerlendirilmesi énem tasi-
maktadir.

Antikor Testleri

SARS-CoV-2 enfeksiyonu tanisinda antikor testlerinin anlam ifade etmesi icin immiin
yanitin dinamikleri, stiresi ve koruyucu immuin yanitin orani hakkinda halen netlesmeyen
konularin aydinlatiimasi gereklidir. Antikor testlerinde siklikla niikleokapsid (N) veya S
(81, RBD) proteini kullanilmaktadir. Hizli immunokromatografik antikor testlerine gore
ELISA ve CLIA testlerinin 6zgiilliik ve duyarliigina daha cok giivenilmektedir® 1420,

ilk calismalarda viriise karsi 6zgiil antikorlarin (IgM, IgG, IgA) semptomlarin baslama-
sindan sonra ikinci haftada yiikselmeye bagsladigi gésterilmistir®21421 (Sekil 4). Genel-
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Sekil 4. COVID-19 hastalarinda RNA ve antikorlarin genel seyri.
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de semptomlarin baglamasindan sonra tgtincl ve dordiinci haftada tiim hastalarda IgM
ve IgG serokonversiyonu oldugu ve IgM’in besinci haftada disttigl, hatta onemli bir
kisimda yedinci haftada kayboldugu gésterilmistir'2'42!, Ciddi seyirli olgularda genelde
antikor diizeyi daha yiiksek bildirilmektedir® 421,

Antikor Testlerinin Taniya Katkisi

Genis kapsamli, etkinlik karsilagtirmasi ve izlem yapan yeterli calisma olmasa da, sinirli
calisma ile SARS-CoV-2 enfeksiyonu tanisinda ikinci haftada tek bagina RT-PCR ile yaklasik
%152-54 olan duyarliigin, RT-PCR ve ELISA total (IgM + IgG) antikor testi birlikte kullanil-
diginda %97-99’a yiikseldigi gosterilmistir'#2122_ilk 5.5 giinde RT-PCR duyarliigi daha
yiiksekken, sonrasinda IgM ELISA porzitiflik orani daha yiiksek bulunmustur®'#?!, Hasta-
hgin ileri donemlerinde RT-PCR testlerine destek olarak kullanilabilmesi icin duyarlilik ve
0zqulligu kanitlanmig testlerle yeterli kanit olusturulmahdir.

Long’un calismasinda®' SARS-CoV-2 IgG ve IgM yanitlarinin kisiler arasinda farklilik
gosterdigi; IgM'nin veya IgG’nin 6nce ¢iktigi ya da ikisinin ayni zamanda saptanabildigi
gorulmektedir. IgA antikor yaniti erken ¢ikmakta ve IgG’ye benzer sekilde devam etmek-
tedir, ancak gozlenen 6zgillik sorunu ve yeterince degerlendirilmedigi icin literatiirde
arka planda kalmistir.

Antikor Testleri ve Koruyucu Bagisiklik

ELISA ile yiksek diizeyde saptanan IgG antikorlarinin nétralizan antikorlarla korelas-
yonu calismalarda gosterilmekle birlikte, pozitif antikor test sonucunu nétralizan antikor
yerine kullanmak icin heniiz yeterli kanit bulunmamaktadir®. Askeri ucak gérevlilerinde
baslayan ve genelde hafif ya da asemptomatik bulas durumlarinda ortaya ¢cikan SARS-
CoV-2 salgininda antikor saptanan kisilerin ancak %59.2'sinde nétralizan antikor goste-
rilebilmistir?3,

Notralizan antikorlarin arastirilmasi icin hiicre kiltiiri ve biyoglivenlik diizeyi 3'lin ge-
rekmesi ve zahmetli olmasi nedeniyle, bu yontemin rutin laboratuvarlarda uygulanabil-
mesi zordur. Bu nedenle, enfeksiydz olmayan yalanci tipte virlsle gelistirilen nétralizas-
yon testleri ve S proteinin RBD’ye karsi antikorla yarisma temelli dolayli testler kullanimda
basarili olursa, sivisal immdnite arastirimasinda kolaylik saglayacaktir.

Sivisal immunitenin yani sira COVID-19 uzun sureli bagisiklik ile ilgili olarak hiicresel
immdnitenin arastirnlmasi, T hiicre yanitlarinin analizi ve anlasiimasi kritik Sneme sahiptir.

Sonug

COVID-19 hastaliginin etkeni olan SARS-CoV-2'nin dinamikleri ve bagisikliginin dogasi
hakkinda halen netlesmesi gereken acik konular vardir. Su anki kosullar ve bilgiler 1s1§in-
da, akut baslangicli yeni hastalik tanisinda yapilmasi gereken RT-PCR yontemi ile viral
RNA'nin arastirnimasidir.
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Pandeminin baglangicindan beri elde edilen veriler, enfeksiy6z donemin semptom-
lardan yaklasik iki giin 6nce basladigini ve semptomlarin ortaya ¢cikmasindan sonra 7-10
glin surdigunu gostermektedir. Solunum yollarinda viris replikasyonunun genellikle
ikinci haftada azaldigi goriilmekle birlikte, RNA pozitifligi daha uzun siire devam edebil-
mektedir.

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun dolayh tanisi icin calisilan 6zgil IgM, IgA, 1gG anti-SARS
antikorlar virtsle karsilasiimis oldugunu gostermektedir. Semptomlarin ortaya ¢cikmasin-
dan sonraki 5.-14. glinlerinde saptanabildigi, ikinci haftadan sonra 21. giinde genellikle
bircok olguda pozitiflestigi gosterilmistir. Akut ve erken donemde tek basina olgu tanisi
ve yonetiminde kullaniimalari uygun bulunmamistir ancak epidemiyolojik calismalar agi-
sindan degerlidir. Su anki veriler, antikor testinin pozitif olmasinin hastaliga karsi koru-
yucu oldugunun kabul edilmesi icin yeterli degildir, bunun icin nétralizasyon testlerine
gereksinim bulunmaktadir.

Bulas zincirini kirmada COVID-19 enfeksiyonunun tanisinin konulmasi kritik bir ba-
samak oldugundan, test stratejisi ve algoritmalari; mevcut bilimsel kanitlar/veriler, ola-
naklar ve kosullar degerlendirilerek oncelikli cahismalarla belirlenmelidir. Semptomatik
olgularin tanisinin konulmasinin 6ncelikli olarak saglanmasi gerekmekle birlikte, temas ve
bulastirma riski ylksek olanlar ile 6zel cerrahi girisim, immiinsupresif tedavi gibi COVID-
19'un yiiksek mortalite riski tasidigi kritik risk gruplarinin aktif enfeksiyon yoniinden ta-
ranmasina da gereksinim bulunmaktadir.

Pandemi gibi olaganisti durumlarda hizh bir sekilde test kapasitesinin artiriimasi icin
hazirlikli olunmasi, yetkin insan gticiiniin tikenmislik icine diismesinin 6niine gececek
sekilde organize edilmesi, bu amacla iletisim ve strekli bilgi akisinin paylasiimasi, plan,
strateji ve rehberlerin yaygin isbirligi ile tretilmesi degerlidir.

CIKAR CATISMASI

Yazar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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