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SARS-CoV-2’nin Laboratuvar Tanisi

Laboratory Diagnosis of SARS-CoV-2

Alper Togay ©, Nisel Yilmaz ©

0z

Aralik 2019da Cin’in Wuhan sehrinde, yeni bir koronaviriis nedeniyle bir salgin basladi ve hizla diinyaya yayildi. Bu
virlis son yirmi yilda iki 6nemli salgina neden olmus olan siddetli akut solunum sendromu (SARS) ve Ortadogu solu-
num sendromunun (MERS) etkeni olan beta koronavirtisler ile genomik yapisi, yayilimi, patogenezi agisindan benze-
yen SARS-CoV-2'dir. Bu derleme, tiim diinyaya yayilmis koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) salginina odaklanarak
SARS-CoV-2'yi test etmek igcin mevcut laboratuvar yéntemlerini gbzden gegirmektedir. SARS-CoV-2’nin hizli ve kesin
laboratuvar tanisi, karantina 6nlemlerinin erken alinarak, hastalara tedavileri planlanip, salginin yayilimini nlemek
i¢in gereklidir. Viral pnémoniler piiriilan balgam iretimiyle sonuglanmadidi igin, nazofaringeal siiriintii 6rnegi en sik
kullanilan yéntemdir. SARS-CoV-2’yi molekiiler yéntemlerle test ederken nazofaringeal érnekler bazi vakalari atlaya-
bilir; bu nedenle bronkoskopi ile daha derin bir érnek alinmasi gerekebilir. Ama bronkoskopi olusturdugu aerosol
nedeniyle saglik ¢calisanlarina bulas agisindan daha risklidir. Bunun yerine yinelenen nazofaringeal érnekleme yapi-
labilir, ¢iinkii zamanla nazofarenkste SARS-CoV-2 bulunma olasiligi artar. Antikor testleri icin de drnegin alindigi
hastaligin evresi ok énemlidir. Antikor olusumunun dogasi geredi birinci haftadan sonra érneklerin uygun testlerle
calisilmasi gereklidir. Capraz reaksiyonlari engellemek igin farkli antijenleri hedefleyen cesitli testler kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, SARS-CoV-2, RT-PZR, seroloji
ABSTRACT

In December 2019, an outbreak began in Wuhan City of China; due to a new coronavirus and spread rapidly across
the world. This virus SARS-CoV-2 is similar with severe acute respiratory syndrome (SARS) and middle east respira-
tory syndrome (MERS) which have caused two important epidemics within the last two decades; by their genomic
structure, spread, and pathogenesis. This review article goes through current laboratory methods to test SARS-
CoV-2, focusing on the worldwide outbreak of coronavirus disease 2019 (COVID-19). The rapid and precise labora-
tory diagnosis of SARS-CoV-2 is required to take quarantine precautions early, to plan treatment for patients and
to prevent the spread of the epidemic. Taking a nasopharyngeal swab sample is the most common method to test
viral pneumonias since viral pneumonias do not result in production of purulent sputum. When testing SARS-CoV-2
with molecular methods, nasopharyngeal sampling may miss some cases; so that a sample from deeper layers may
be required by using bronchoscopy. However, bronchoscopy is more risky in terms of disease transmission to healt-
hcare workers due to the aerosol it generates. Instead of bronchoscopy, repeated nasopharyngeal sampling can be
performed, due to the possibility of finding SARS-CoV-2 in the nasopharynx increases in course of time. The disease
stage of the patient from whom the sample is taken is also very important for antibody tests. Due to the nature of
antibody formation, after the first week samples should be run with appropriate tests. Various tests can be used to
target different antigens to prevent cross reactions.
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Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tarafindan COVID-19 koronavirlisiin neden oldu-

11 Subat 2020’de koronavirils hastalig
2019 (COVID-19) olarak adlandirilan
yeni koronaviris kaynakli pnémoni
salgin olcegine alinmis ve tiim dinya-
ya hizla yayilmistir ™. Ayni gin ulusla-
rarasi viris siniflandirma komisyonu
yeni koronavirUsiin ciddi akut solunum
sendromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-2)
olarak adlandirildigini duyurmustur @,

gu ilk ciddi solunum yolu hastaligi sal-
gini degildir. Yalnizca son yirmi yilda
koronavirisler COVID-19, Siddetli Akut
Solunum Sendromu (SARS) ve Orta
Dogu Solunum Sendromu (MERS)
olmak Uzere Ug salgin hastaliga neden
olmustur ©. COVID-19 hastalarinda
SARS-CoV-2'nin viral ¢ogalim ve yayili-
min dinamik profili ile viral antijene
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spesifik antikor yanitlar bildirilmeye baslanmistir,
ancak bunlarin yapilari Gzerinde halen bir fikir birligi
yoktur . Viral RNA ve antikor yanitinin profilleri,
distince tani, tedavi, enfeksiyon kontroli ve asi tasari-
mina rehberlik etmek i¢in acilen gerekmektedir.

Viriisiin Yapisi

Koronavirisler Coronaviridae ailesi iginde
Coronavirinae alt ailesinde yer alirlar. Bunlar pozitif
iplikcikli tek sarmalli RNA genomuna (26-32 kbg)
sahip zarfli virslerdir. Simdiye kadar a, B, y, 6 olmak
lzere dort koronavirlis cinsi tanimlanmistir ©
insanlarda endemik ve epidemik olarak solunum
yolu hastaliklarina neden olan bu virlslerden, a
koronavirls ailesinde HCoV-229E, HCoV-NL63; B
koronavirlis ailesinde ise MERS-CoV, SARS-CoV,
HCoV- 0C43, HCoV-HKU1 virlsleri yer alr ©. Aralik
2019'da Cin’in Wuhan sehrinde ortaya ¢ikan 3 koro-
navirislerin son {yesi SARS-CoV-2’nin genomik
sekanslama ile yarasalarda belirlenen B koronaviris-
lere %88, SARS-CoV’ye %79 benzerlik gosterdigi orta-

ya konmustur 7,

Tipik bir koronavirliis genomu cevrilmemis 5’gen bol-
gesi (UTR), acik okuma gercevesi (ORF), yapisal pro-
teinleri olan, dikensi ug (S), zarf (E), membran (M) ve
nikleokapsid (N), 3’UTR ve bir ka¢ tanimlanamayan
ORF bdlgesinden olusmaktadir © (Sekil 1).

COVID-19’un Tanisi

COVID-19’un tanisi, hastanin klinik belirtileri temas
oykusi ve viral niikleik asitlerin belirlenmesi, bilgisa-
yarli tomografi ile akciger bulgularinin ortaya konul-
masl, serokonversiyonun gosterilmesi gibi bazi yar-
dimci tetkiklere dayanmaktadir. SARS-CoV-2 ile
enfekte hastalarin klinik bulgulari olan oksurik, ates,
dispne her zaman olmayabilir. Bu nedenle epidemi-
yolojik oykd ile birlikte COVID-19 tanisi i¢in yardimci
tani testlerinin yapilmasi ¢cok 6nemlidir.

Laboratuvar Tanisi

COVID-19 kesin tanisi, hastadan gonderilen drnekler
icinde SARS-CoV-2 ribonikleik asitinin (RNA) saptan-
masi ile olmaktadir. Viral niikleik asit saptanmasini
saglayan analitik slire¢ kadar analiz dncesi siire¢ de
viral RNA'nin saptanmasinda olduk¢a 6nemlidir.
Preanalitik slreci en cok etkileyen faktorler hasta
ornekleri toplanmasiyla ilgili olan faktorlerdir.

1. Ornek toplanmasi

Toplanan 6rnegin cinsi, alindig bolge, alindiginda
hastaligin evresi, konuldugu kap ve dogru sartlarda
tasinip calisiimasi viral RNA belirlenmesini etkileyen
en 6nemli etkenlerdir.
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Sekil 1. insan betakoronaviriislerin farkli genom, gen ve protein yapilari. Tipik bir koronaviriis genomu, gevrilmemis 5’gen bolgesi (UTR), agik okuma
¢ercevesi (ORF), yapisal proteinleri kodlayan dért S (spike, dikensi ug), E (envelope, zarf), M (membrane, membran) ve N (nucleocapsid, niikleokapsid)

geninden olusur. 6 numarali kaynaktan alintidir.
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a. Ornegin cinsi ve alindigi bélge: Test edilen en
yaygin 6rnek tipleri nazofarinks ve/veya orofarink-
sden alinan sirintl 6rnekleridir. Eger her iki bolge-
den alinacaksa birlikte alinip ayni tip iginde génderi-
lebilir. Ust solunum &érneklerinin toplanmasi kolaydir;
boylece hafif semptomlari olan hastalarin testlere
erisimini arttirir. Pnémonili hastalarda nazofaringeal
ve oral sekresyonlara ek olarak balgam ve brokoalve-
olar lavaj (BAL) sivisi gibi alt solunum yolu sekresyon-
lari da test edilmelidir. SARS CoV, MERS-CoV ve SARS-
CoV-2 virislerinin en hassas tespiti icin, hem st hem
de alt solunum yolu 6érneklerinin (balgam, BAL sivisi)
toplanmasi ve test edilmesi 6nerilmektedir ®.
Bununla birlikte, balgam ve 6zellikle BAL'In bronkos-
kopi yoluyla toplanmasi aerosol damlaciklari olustu-
rarak saglik galisanlariigin biyogivenlik riskini arttirir.
Bu nedenle 6rnek aliminda kisisel koruyucu ekip-
manlarin (KKE) saglk calisanlari tarafindan uygun
sekilde kullanilmasi 6énemlidir. Ayrica, bronkoskopi
icin egitilmis eleman gereklidir.

SARS-CoV ve MERS-CoV RNA’sI solunum yolu 6rnek-
leri disinda diski, idrar ve kan drneklerinden de sap-
tanabilir ama bu 6rnekler genellikle solunum 6rnek-
lerinden daha az giivenilirdir ©19, Yapilan ¢calismalar-
da, SARS-CoV-2 icin diskidan (%29-40), idrardan
(%6.9), kandan (%3-11) virus belirlenebildigi, ama
bunun genellikle ciddi vakalarda oldugu gorilmekte-
dir @+13) Diskidaki viral yiklerin kinetigi hala cok agik
degildir 4, SARS-CoV-2 RNA'sinin, orafarinks 6rnek-
lerinde belirlenemese bile anal bdlgeden alinan
strintl érneklerinde bulunabildigi gosterilmistir ),
Bu nedenle alt solunum yolu 6rnekleri alinamiyorsa,
diski 6rnekleri test edilerek SARS-CoV-2 enfeksiyonu
tanisini arttirmak olasi olabilmektedir 9

b. Ornek alinma zamani: Yapilan ¢alismalar az olmak-
la birlikte, COVID-19 enfeksiyonunun semptomlarinin
baslangicindaki ilk glinlerde balgamdaki viral yik
nazofaringeal sliriintli 6rneklerindekilere gore daha
yuksektir @7, Bu nedenle bu giinlerde nazofaringeal
surintl 6rneklerinde virls saptanmayabilir ve bron-
koskopi ile daha derinden bir 6rnek alinmasi gerekebi-
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lir. SARS hastalarinda semptom basladiktan 7-10 giin
sonra Ust solunum yolu 6rneklerinde doruga ulasan
RNA pozitiflik oranlari, COVID-19’da da benzer giinler-
de pik yapar ®4, SARS hastalarinda alt solunum yolu
orneklerindeki RNA pozitiflik oranlarinin, hastaligin
baslangicindan sonraki l¢ hafta boyunca devam ettigi
gorulmustir ®, Bir calismada, altta yatan diyabet has-
taliginin solunum sisteminde uzun sireli MERS-CoV
RNA saptanmasi ile iliskili oldugu saptanmustir

c. Ornek tasinmasi: COVID-19 tanisinda viral RNA'nin
saptanmasinda hastadan alinacak siirtiintli 6rnekleri
icin govdesi kolayca esneyebilir, 6zellikte dacron uglu
ozel ekiivyonlar kullanilmalidir. Ornek toplanmasini
takiben alinan 6rnek, virlis tasinmasi icin gerekli
ortami saglayan sivi bir tasima ortami (viral transport
medium) i¢ine alinir. Ornekler alindiktan sonra en kisa
zamanda +4°C’de laboratuvara ulastirilmalidir 49,

2. Niikleik asitlerin tespiti

SARS CoV-2, SARS CoV ve MERS-CoV’lerine benze-
mektedir. Gegtigimiz yillarda SARS-CoV ve MERS koro-
navirlsleri epidemilere neden olmustur. Bu epidemi-
ler genellikle hayvandan insana virlsiin gegisiyle bas-
lamistir. Ya klinik belirtiler vererek ya da vermeden
insanlar arasinda yayilmistir. Her salginda oldugu gibi
hizh, ulasilabilir ve dogru molekdiler tani testleri mor-
taliteyi ve morbiditeyi 6nemli derecede etkilemistir.

SARS-CoV-2 icin yaygin olarak kullanilan iki nukleik
asit saptama teknolojisi, gercek zamanl (Real Time)
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ve yliksek verim-
li sekanslamadir. Yiksek verimli sekanslama teknolo-
jisinin klinik tanida uygulanmasi her yerde ekipmanin
olmamasi ve yiksek maliyeti nedeniyle sinirhdir @,
RT-PZR ise yaygin ve etkili olup, 6zelikle solunum yolu
orneklerinde patojenik virlislerin saptanmasi igin
daha basit bir yontemdir 9,

Bu nedenle Cin’de SARS-CoV-2 salgininin baslamasin-
dan sonra, birgok sirket klinik tani i¢in kantitatif
RT-PZR test kitlerini gelistirmeye baslamiglardir 29,
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Su anda insanlarda SARS-CoV bulunmadigindan,
genetik olarak benzeseler de pozitif olan vakalar
SARS-CoV-2 enfekte vakalar olarak disinilmelidir.
Gelistirilen yontemler diger insan koronavirus suslari
olan MERS-CoV, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, HCoV-0C43
ve HCoV-229E i¢in negatif sonug vermektedir 7).

Cesitli tlkelerin 6nemli kuruluslari son yasanan sal-
ginda hizh bir sekilde dénerilerde bulunup deneyimle-
rini paylasmistir. Cin Ulusal Hastalik Kontrol ve
Korunma Merkezi (CDC) ORF 1 lab ve N genini hedef-
leyen primerler ve problar énermistir @V, Oneri olarak
yalnizca bir bolge pozitif ise, testin yinelenmesini
dnermektedirler ??. Almanya’da Charite’de yapilan bir
calismada, E gen analizini tarama testi olarak RNA'ya
bagimli RNA polimeraz (RdRp) gen analizini dogrula-
ma testi olarak kullanilip her ikisinin de pozitif olmasi
gerektigi 6nerilmistir . Hong Kong Universitesinden
bazi bilim adamlari patojenik koronavirlsler icin bir
tarama testi olarak N geni ve bir onaylayici olarak
ORF1b testini 6nermislerdir ®3. Japonya Ulusal
Enfeksiyon Hastaliklari Enstitlsi ise, ORFla ve S geni-
ni hedef alan ve N genini hedefleyen icice RT-PZR
deneyi 6nermektedir ?¥. ABD CDC, SARS-CoV-2'nin
N1, N2 ve insan RNaz P genlerini hedefleyen ¢
primer-prob setini kullanmistir @, Ulkemizde de Saglk
Bakanligi Halk Saghgi Genel MudurlGgu tarafindan
RdRp gen analizi yapan kit kullanimi 6nerilmis, Gretimi
yapilmis ve yetkili tim merkezlere dagitilmistir.

Bununla birlikte, bu testlerin herhangi birinin gercek
klinik duyarhligi halen net olarak bilinmemektedir.
SARS-CoV-2 RT-PZR negatif test sonucu, kisinin enfek-
te olmadigi olasihigini ortadan kaldirmaz. Test sonucu
pozitif ise sonug buylik olasilikla dogru olsa da viral
RNA'nin rastgele test slirecine girmesi (6rnek topla-
nirken, 6rnekten capraz kontaminasyon sonucu ya
da SARS-CoV-2 ile enfekte bir laboratuvar galisani
tarafindan) gibi nedenler ile yanhs pozitif olabilecegi
akilda tutulmaldir. Ayrica PZR’de viral RNA saptan-
masi RNA'nin canl virlis oldugu anlamina gelmemek-
tedir. Bu nedenle viral RNA'nin saptanmasi kesinlikle
o hastanin bulastirici oldugu anlamina gelmez.

3. Serolojik testler

Serolojik testler tani amaciyla viral RNA'nin belirlene-
medigi durumlarda, salginin buyuklugini belirlemek
icin asemptomatik bireylerde, enfeksiyonu geciren
kisilerde bagisiklik yanitin ortaya konulmasinda kulla-
nilan énemli testlerdir ?®. Virlse 6zgl antikorlarin
maruziyetten en az bir hafta sonra olusmasindan
dolayi testlerin daha erken dénemde yapilmasinin
yeri yoktur.

SARS-CoV ve MERS-CoV’nin saptanmasi icin, enzime
bagl immiinosorbant testi (ELISA), kemiliminesans
testi (CLIA), immune floresan antikor testi, western
blot, protein mikro dizileme ve notralizasyon testleri
uygulanmistir. Bu yontemlerden ELISA ve CLIA, verim-
liliginin ylksek olmasi, kisa islem siiresi ve basit ¢alis-
ma prosediri nedeniyle daha uygun yontemlerdir
14 Bu yéntemler icin kan numuneleri kullanilir ve
icerisindeki IgM, 1gG, IgA tipi spesifik antikorlar veya
total antikorlar saptanir.

Antikor saptama testleri olusturulurken kullanilan
antijenin kaynagi cok onemlidir. Koronovirislerin
benzer genetik yapisi nedeniyle capraz reaksiyon
meydana gelmesi olasidir. Bu ylizden daha immiino-
jenik ve spesifik antijenler segilmelidir. SARS-CoV ve
MERS-CoV’de immiinojenik olmalari nedeniyle S ve
N proteinlerine karsi olusan antikorlari serumda test
etmek icin ELISA ve CLIA yontemleri gelistirilmistir
27 Ayrica SARS-CoV-2 ve SARS-CoV’un N proteininin
benzerligi %92 civari oldugundan dolayi olasilikla
SARS-CoV-2'nin N proteini ile diger insan koronavi-
rislerine karsi olusan antikorlar arasinda c¢apraz bir
reaksiyon olabilmektedir ), Farkli antijen bdlgelerini
hedefleyen farkli analizlere sahip antikorlarin test
edilmesi, ¢apraz reaksiyon kaynakl yalanci pozitif
sonuglari engelleyebilir.

DSO ardisik numunelerde ilk serum érneginin hastali-
gin birinci haftasinda, ikincisinin tg¢-dort hafta sonra
toplanmasini 6nermektedir. Yalnizca tek bir serum
ornegi alinabiliyorsa semptomlarin baslamasindan en
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az ¢ hafta sonratoplanmasi dnermektedir ®. Bununla
birlikte, antikor saptanma zamanlari ile yapilan farkli
¢alismalar mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada, SARS’da
IgG serokonversiyonu hastalarin %93’linde ortalama
20 glinde gdsterilmistir @, COVID-19 icin 173 hasta ile
yapilan bir ¢calismada ise, hastalarda serokonversiyon
oranlari total antikor, IgM ve IgG igin sirasiyla, %93.1,
%82.7 ve %64.7 olarak saptanmistir. Total antikor
diizeyi negatif c¢cikan 12 hastada bu durumun, kan
orneginin erken donemde alinmis olmasindan kaynak-
lanabilecegi belirtilmistir. Serokonversiyon egrisi ince-
lendiginde hastaligin baslangicindan bir ay sonra total
antikor duzeyi ve IgM’in pozitiflesme oraninin %100’e
ulastig gorulmustir ©%, Baska bir ¢alismada ise, 285
COVID-19'lu hastanin %100’tinde semptomlar basla-
diktan 17-19 giin icerisinde 1gG pozitiflesirken, semp-
tom baslangicindan 20-22 giin igerisinde hastalarin
%94.1'inde IgM pozitiflesmektedir. Semptom baslan-
gicindan sonra 3 hafta icerisinde virls spesifik 1gG ve
IgM antikorlari ylUkselmekte, fakat 3 haftayl gecen
olgularda IgM hafif bir azalma gostermektedir. Ayrica
IgG ve IgM dizeyleri ciddi klinigi olan olgularda daha
ylksek saptanmistir ¢ (Sekil 2).

|
o
|

Unite

0 7 14 21 28 35

Giinler

Sekil 2. SARS-CoV-2 RNA ve antikor paterni. a: Asemptomatik donem,
b: Pencere dénemi, c: Azalma dénemi, d: iyilesme donemi. 31 numaral
kaynak kullanilmigtir.

immiinokromatografik test yontemi ise dzel cihazlar
gerektirmedigi i¢cin tani kapasitesi disik saghk
kurumlarinda tercih edilmektedir. Test siiresi oldukga
kisadir ve 6rnek alimi kan numuneleri ile ¢alisildigi
icin daha dustik risklidir. Ozellikle semptomlarin bas-
lamasindan bir hafta sonra, yiksek duyarlilga sahip-
tir 42 (Sekil 3).
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Sekil 3. immunokromatografik yontem ile anti-SARS-CoV-2 total antiko-
run gosterilmesi. (+) isaretli olan hem kontrol hem de total antikor giz-
gisinde tutulum oldugu igin pozitif hasta. (-) isaretli olan sadece kontrol
gizgisinde tutulum oldugu icin negatif hasta.

Ancak, SARS-CoV-2'ye karsi antikor saptayan testler-
de kan numuneleri enfeksiyonun erken déneminde
toplanirsa yalanci negatif sonuclar ortaya cikabilece-
gi; romatoid faktor, non spesifik IgM gibi diger mole-
killerin yalanci pozitif sonuglara neden olabilecegi
unutulmamalidir.

SONUC

COVID-19 pandemisi, bulasici hastaligin kontrol alti-
na alinmasinda ve hastalarin tedavisinde taninin hizli
ve dogru sekilde konulmasinin ne kadar énemli oldu-
gunu yine gosterdi. Duyarhhgl ve 6zgllligu yiksek,
capraz reaksiyonu az testler gelistiriimeye calisildi ve
hala yenileri gelistirilmekte. Virlistin hiicre kalturd ile
gosterilmesi biyoglivenlik agisindan daha ylksek
korumali laboratuvarlar gerektirdigi icin tanida altin
standart PZR ile nikleik asitin gosterilmesidir. Ama
bu silire¢ yalnizca analitik slirecte ¢ogaltilacak olan
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gen bolgesinin secilmesinden meydana gelmez.
Preanalitik siireci etkileyen dogru zamanda 6rnegin
alinmasi, dogru sekilde tasinmasi gibi durumlar mev-
cuttur. Bu ylzden multidisipliner olarak galisilmasi
esastir. Serolojik testler ise PZR ile tani konulamayan
hastalarda tani acisindan 6nemli olmakla birlikte,
epidemiyolojik ¢alismalar icin dnemli veriler saglar.
Asinin bulunmasi durumunda antikor yanitlarinin
Olcllmesi ya da bagisikhgl olusmus kisilerden topla-
nan plazma ile hastalarin tedavisinde antikor mikta-
rinin belirlenmesi icin 6nemli veriler sunar.
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