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"Makale Avcıları"ndan

Mikrobiyoloji, mütevazılığını kaybetmeden özgüvenle, azimle, özveri ile çalışacak
insanların işidir.
 
Hepsinden önemlisi ekip işidir. Bu dinamik ekipte yer almaktan dolayı mutluluk
duyuyorum. 
 
Devamının gelmesi dileğiyle...
 
Dr. Aylin Erman Daloğlu 
S.B.Ü. Antalya Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Tıbbi Mikrobiyoloji
 

Yepyeni bir dünya ile yüzleştiğimiz ve bu dünyayı, yaşamı gittikçe kanıksadığımız bu
günlerde, sürece olumlu katkı sunmak için elinden geleni yapmaya çalışan tüm Tıbbi
Mikrobiyoloji çalışanlarına teşekkürü borç biliyorum. KLİMUD yönetim kurulu üyesi
Osman Sezer Cirit önderliğinde ve pek çok arkadaşımızın desteğiyle gerçekleştirilen bu
çalışmayı sizlere sunmanın heyecanını yaşıyoruz. 
 
Bizler, Türkiye’de Tıbbi Mikrobiyoloji alanımızın hak ettiği yere gelmesi için ne gerekiyorsa
yapmaya hazırız. Bu süreci sağ salim atlatıp güzel günlere kavuştuğumuzda da yine
çalışmaya, üretmeye devam edeceğiz.
 
Alışmış olduğumuz, hoşlandığımız, hasret çektiğimiz, maalesef kıymetini geç anladığımız
o güzel hayatlara bir an önce dönebilmenin ümidiyle.
 
Dr. Hilal Bölükbaşı
Ankara Şehir Hastanesi, Doku Tiplendirme Laboratuvarı

Salgın süresince dünyadaki yayın trafiğinin içinden en fazla soruya cevap veren güncel
makaleleri seçip özetleyerek, COVID-19 öğrenme sürecine  keyif katan ve bilgiye
anadilde erişimi kolaylaştıran hocalarıma, tüm emek veren arkadaşlarıma ve KLİMUD
ailesine teşekkür ederim.
 
Dr. Ekin Kırbaş
Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji AD
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Ülkemizi ve tüm dünyayı etkisi altına alan bir salgın ile mücadele ediyoruz. Bu
mücadelede en önemli dayanağımız bilimdir ve bilim ancak paylaşıldığında faydalı olur.
KLİMUD ailesi bünyesinde Türkiye’nin dört bir yanından değerli meslektaşlarımız ile
birlikte, COVID-19 ile ilgili güncel makaleleri derleyerek, bilime katkıda bulunmaya
çalıştık. Umarım paylaşılan bilgiler faydalı olur ve bu süreç mümkün olan en az hasar ile
en kısa sürede atlatılabilir. 
 
Emeği geçen tüm arkadaşlarıma teşekkür ediyorum.
 
Dr. Tuba Müderris
İzmir Katip Çelebi Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji AD

Dünya tarihine baktığımızda bu tür bir sürecin yeniden yaşanabileceği aşikar, hatta kesin
diyebiliriz. Bu nedenle, “Artık Laboratuvardan çıkıp, konsültan hekim olduğumuzu
hatırlamalı, filyasyon, sterilizasyon, dezenfeksiyon ve daha birçok bağlantılı işte görev ve
sorumluluk almalıyız”. Bugün bu yayınlanan kısa özetler de bu sürecin bir parçasıdır.
Ders aldık, gönüllü olduk ve COVID-19 konusunda çıkan yayınlarla ilgili kısa kısa bilgileri
üyelere ulaştırmayı hedefledik. Bu sürece ön ayak olanları kutluyor ve onlara saygılarımı
sunuyorum. Bizlere düşen de bu yayınları okumak, bilgilenmek, yenilenmek ve konsültan
hekimliğimizi çalıştığımız yerlerde konuşturmaktır. 
 
Branşımızın diğer branşlar arasındaki özelliğinin iyi anlaşılamadığı şu günlerde, bizler
branşımızı parlatmalı, sadece laboratuvar hekimi değil, konsültan hekim olduğumuzu
hatırlatmalıyız.
 
Dr. Ali Korhan Sığ
Balıkesir Atatürk Şehir Hastanesi, Tıbbi Mikoloji

COVID-19 pandemi sürecinde ülkemizin her köşesinde hep birlikte yoğun emek ve özveri
ile katkımızı sunmaktayız. Derlediğimiz bu makaleler KLİMUD desteği ile bütün
meslektaşlarımıza ulaşmakta, öğrenme ve araştırma arzumuzu canlı tutmaktadır.
 
Katkıda bulunan bütün çalışma arkadaşlarıma teşekkürlerimi sunuyorum.
 
Dr. Bilal Olcay Peker
İzmir Katip Çelebi Üniversitesi Atatürk Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Tıbbi
Mikrobiyoloji 
 



Şüphel� COVID-19 olgularının doğrulanmasında, 
COVID-19 hastalarının karant�nadan çıkarılmasına karar ver�lmes�nde, 
COVID-19 hastalarıyla yakın temasta olan asemptomat�k b�reyler�n taranmasında,
Sebeb� b�l�nmeyen solunum yetmezl�ğ� sendromu olan olguların ayırıcı tanısında uygulanmalıdır.

Bu belge COVID-19/SARS-CoV-2 tanısı �ç�n kılavuz n�tel�ğ�nded�r. Bu yönergeler�n tüm tel�f hakları "Korean
Soc�ety for Laboratory Med�c�ne (KSLM) and the Korea Centers for D�sease Control and Prevent�on
(KCDC)’a" a�tt�r.
 
Test end�kasyonları nelerd�r?
 
COVID-19 gerçek zamanlı RT-PZR; 
 

 
Laboratuvar tanı yöntemler� ned�r?
 
Gerçek zamanlı RT-PZR kullanılmakta ve �k� gen bölges�n� �ncelemekted�r. B�r gen�n tanımlanması tarama
test�, �k�nc� gen�n tanımlanması doğrulama test� olarak kullanılır. Bu protokollerde genlerden b�r�
saptanmazsa, sonuçlar genell�kle bel�rs�z veya negat�f olarak yorumlanır. KCDC ve WHO tarafından,
tarama test� olarak v�ral E gen�n�n ve doğrulama test� olarak orf1b gen�n�n RdRp bölges� öner�lmekted�r. 
 
Örnek türler�, seç�m� ve toplanması nasıl yapılmalıdır?
 
ÜSY örnekler�nde test sonucu negat�f çıksa b�le, özell�kle ş�ddetl�/�lerleyen hastalık durumlarında, ASY
örnekler�nden test�n tekrarlanması gerek�r. Tanı �ç�n, semptomların başlamasından sonrak� yed� gün
�ç�nde örnek alımı öner�l�r.
 
Örnek seç�m� nasıl yapılır?
 
Asemptomat�k/haf�f semptomları olan hastalardan hem nazofar�nks hem de orofar�nks sürüntüler�n�n
alınması öner�l�r; duyarlılığı arttırmak �ç�n bunlar aynı v�ral transport bes�yer�ne alınmalıdır. Ş�ddetl�
semptomları bulunan, prodükt�f öksürüğü olan ve entübe hastalardan ASY örnekler� alınmalıdır.
Gerek�rse, �drar ve dışkı g�b� d�ğer örnekler alınab�l�r. Kan örnekler�, seroloj�k araştırmalar �ç�n düşünüleb�l�r.
 
Örnek paketleme ve transportu nasıl olmalıdır?
 
Kurum �ç� transport:
B�r�nc�l kap b�r v�dalı kapak �le kapatılmalıdır. Kap, plast�k olmalıdır. B�r�nc�l kabın dış yüzey�, %70 etanol �le
dezenfekte ed�lmel�, fermuarlı torbaya konulmalı ve nakl�ye önces�nde �k�nc�l b�r kaba konmalıdır. İk�nc�l
kap sızdırmaz ve darbelere dayanıklı olmalı ve bulaşıcı madde �çerd�ğ� �ç�n et�ketlenmel�d�r.
Pnömat�k s�stem kullanılmamalıdır.
 
Dış merkeze transport:
Üçlü paketleme s�stem� (UN3373 P650) kullanılmalıdır.

Kore COVID-19 Laboratuvar Tanı Kılavuzu
 
Gu�del�nes for Laboratory D�agnos�s of Coronav�rus D�sease
2019 (COVID-19) �n Korea 
 
Hong K et al. (Ann Lab Med 2020 40: 351-360; 
do�: 10.3343/alm.2020.40.5.351)
 
Derleyen: Dr. Ayl�n Erman Daloğlu (S.B.Ü. Antalya EAH, 
Tıbb� M�krob�yoloj�)
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Tablo. COVID-19 test� �ç�n örnekler

Tarama (+) ve doğrulama (+): COVID-19 �ç�n poz�t�f (SARS-CoV-2 tesp�t ed�ld�).
Tarama (+) ve doğrulama (-): COVID-19 �ç�n negat�f (SARS-CoV-2 tesp�t ed�lmed�). Tarama test� �ç�n
betakoronav�rüs pr�merler� kullanan k�tler �ç�n SARS-CoV-2 yer�ne betaCoV olasılığı vardır.
Tarama (-) ve doğrulama (-): COVID-19 �ç�n negat�f (SARS-CoV-2 tesp�t ed�lmed�). İnternal kontrol de
negat�fse, sonuç geçers�zd�r ve yen�den test yapılması gerek�r.
Tarama (-) ve doğrulama (+): Tekrar test ed�lmel�d�r/ek testler �ç�n b�r referans laboratuvara başvurulur.

Test �şlemler� nasıl uygulanmalıdır?
 

Aerosol oluşturan �şlemler b�yogüvenl�k kab�n� (BGK) �ç�nde yapılmalıdır. Nükle�k as�t ekstraks�yonu veya
�nakt�vasyonu BGK �ç�nde gerçekleşt�r�lm�ş örnekler, standart önlemlere uygun olarak BGK dışında
�şleneb�l�r. Nükle�k as�t ekstraks�yonu sırasında çapraz kontam�nasyona d�kkat ed�lmel�d�r. Otomat�k
nükle�k as�t ekstraks�yon s�stem� kullanılmıyorsa, �şlemler Sınıf II veya daha yüksek BGK'de yapılmalıdır.
İşlemler b�tt�kten sonra veya numune kontam�nasyonu olduğunda, tezgah uygun dezenfektanlar (%70
etanol, %2 glutaraldeh�t, sodyum h�poklor�t [%0.05;500 ppm] vb) �le dezenfekte ed�lmel�d�r.

 
Test�n yorumlanması nasıl yapılır?

 
Hedef gen�n Ct değer� ≤ cut-off Ct değer�: poz�t�f; hedef gen tesp�t ed�lmed�/Ct değer�> cut-off Ct
değer�: negat�f olarak kabul ed�l�r. Hedef gen ve �nternal kontrol ampl�f�kasyonu geçers�z �se test
tekrarlanmalıdır. Düşük v�ral yükü olan örneklerde Ct değerler�ne yakın değerler yanlış negat�f veya
yanlış poz�t�f sonuçları göstereb�l�r. Bu nedenle, gerek�rse, aynı örnekten ya da yen� örnek �stenerek test
tekrarlanır.

 
KSLM, yalnızca tüm genler tesp�t ed�ld�ğ�nde poz�t�f sonuç ver�lmes�n� öner�r. Sadece b�r gen tesp�t
ed�ld�ğ�nde, test tekrarlanması veya referans laboratuvara gönder�lmes� öner�l�r.
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Yeters�z numune kal�tes�
Çok erken veya çok geç toplanan örnekler
Uygun olmayan şek�lde �şlenm�ş veya taşınmış örnekler
V�ral genet�k mutasyon oluşumu
PZR �nh�b�törler�n�n varlığı
Testten önce ant�v�ral uygulaması

Üst solunum yolu örnekler�nde test sonucu negat�f bulunduysa ASY örnekler� test ed�lmel�d�r.

Hasta örnekler�, (+) ve (-) kontrol ve �nternal kontroller tüm reaks�yonlarda b�rl�kte �ncelenmel� ve
doğrulanmalıdır.

Ep�dem�yoloj�k korelasyonu ve COVID-19 bel�rt�ler� olan b�r hastanın test� tekrarlara rağmen negat�fse,
test ed�len örnek daha �ler� değerlend�rme �ç�n KCDC'ye sunulmalıdır.

COVID-19 vakalarında v�rus saptanması �ç�n test zamanı hakkında yeterl� b�lg� yoktur. Bu nedenle,
özell�kle şüphel� b�r olguda ÜSY örneğ�nde sadece b�r negat�f sonuca dayanarak hastalığı dışlamak
zordur.
 
Yanlış negat�f sonuçların olası nedenler� nelerd�r?
 

 
Yalancı negat�f örnekler �ç�n çözüm öner�ler� ned�r?
 

 

 

3



Ne Zaman, K�m, Hang� Test �le Ne Sıklıkta Test
Ed�lmel� ve Test Sonuçları Nasıl Değerlend�r�lmel�?
 
Report from the Amer�can Soc�ety for M�crob�ology COVID-19
Internat�onal Summ�t, 23 March 2020: Value of D�agnost�c Test�ng for
SARS–CoV-2/COVID-19
 
Patel R et al. (mB�o 2020 Mar-Apr; 11(2): e00722-20; do�: 10.1128/mB�o.00722-20)
 
Derleyen: Dr. Rab�a Can Sarınoğlu (Marmara Ün�vers�tes� Pend�k EAH, 
Tıbb� V�roloj�)

Test ed�len en yaygın örnek; nazofar�nks ve/veya orofar�nksten alınan sürüntüdür.
Eküvyon sıvı b�r taşıma ortamı (v�ral transport bes�yer�) �ç�ne alınır. 
Pnömon�l� hastalarda, NF ve oral sekresyonlara ek olarak balgam ve BAL g�b� ASY örnekler� de test
ed�lmel�d�r. 
SARS-CoV-2 saptamasında her kl�n�k örnek �ç�n v�rüs saptanma olasılığı farklıdır.
V�rus saptanma oranı hastadan hastaya ve hastalığın seyr� sırasında değ�şeb�l�r. Örneğ�n pnömon�
hastalarında burun ve OF örnekler� negat�fken, ASY örnekler� poz�t�f olab�l�r. 
Negat�f test sonucu k�ş�n�n enfekte olma olasılığını ortadan kaldırmaz. 
Test sonucu poz�t�f �se sonuç büyük olasılıkla doğrudur. Ancak, v�ral RNA’nın test sürec�ne g�rmes�
(örnek toplanırken, çapraz kontam�nasyon sonucu, SARS-CoV-2 �le enfekte b�r laboratuvar çalışanı
tarafından) yanlış poz�t�f sonuçlara yol açab�l�r.
V�ral RNA, canlı v�rüs anlamına gelmed�ğ� �ç�n v�ral RNA’nın saptanması hastanın bulaştırıcı olduğu
anlamına gelmez.
Bulaştırıcılığın semptomlar başlamadan önce, hatta semptom gel�şt�rmeden de gerçekleşeb�leceğ�
d�kkate alındığında asemptomat�k hastaların taranması da düşünüleb�l�r. Ne yazık k� asemptomat�k
hastalardak� v�ral RNA tesp�t� hakkında çok az şey b�l�nmekted�r ve bu tarz test stratej�ler� mevcut
kaynakların kullanımı açısından gerçekç� değ�ld�r.

Farklı örnek türler� de dah�l olmak üzere çeş�tl� testler�n duyarlılık ve özgüllükler� arasındak� farklar
daha �y� anlaşılmalıdır.
V�rüsün mutasyona uğrama olasılığı neden�yle test performansı mon�tör�ze ed�lmel�d�r. V�ral RNA
saptama temell� testler�n performansını etk�leyeb�leceğ�nden, pr�mer ve prob bağlanma
bölgeler�ndek�       değ�ş�kl�kler� �zlemek �ç�n v�rüsün per�yod�k olarak d�z� anal�z� yapılmalıdır.
V�ral yükün ölçümü; �y�leşmen�n mon�tör�ze ed�lmes�, tedav�ye cevabın değerlend�r�lmes� ve/veya
enfekt�v�te düzey�n�n bel�rlenmes� açısından yararlı olab�l�r. Halen kullanılan RNA temell� tanı testler�
kal�tat�ft�r. Her ne kadar v�ral yükü bel�rlemek �ç�n kal�bre ed�leb�lseler de standartlaştırılmış b�r süreç
mevcut değ�ld�r.

SARS-CoV-2 testler� başlıca �k� kategor�den oluşmaktadır:
 

1. V�rüsü d�rekt olarak saptayan testler,
2. Konağın v�rüse karşı gel�şt�rd�ğ� bağışık yanıtı saptayan testler

 
V�ral RNA Testler�
 
SARS-CoV-2’n�n d�rekt olarak saptanmasında v�ral RNA’yı saptayan nükle�k as�t ampl�f�kasyon yöntem�
kullanılır. Bu testlerde en öneml� husus toplanan örnekte v�ral RNA’nın mevcut olmasıdır.  
 

 
SARS-CoV-2 �ç�n mevcut test sayısı arttıkça yen� zorluklarla karşılaşmaktayız;
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SARS-CoV-2 �le enfekte olan hastalarda 7-11 gün sonra ant�kor cevabı gel�şmekted�r. 
Bazı hastalarda ant�kor gel�ş�m� daha geç olab�lmekted�r. Bu nedenle ant�kor testler� akut hastalığın
tanısında yararlı değ�ld�r. 
SARS-CoV-2 enfeks�yonunu geç�ren b�reyler�n   reenfeks�yondan tamamen ya da kısmen korunup
korunmadığı ve koruyucu bağışıklığın ne kadar sürdüğü b�l�nmemekted�r.

Temaslı tak�b�n�n yapılması       
Lokal, bölgesel ve ulusal sev�yede seroloj�k sürveyans yapılması 
V�rüse karşı bağışık cevap gel�şt�ren b�reyler�n tanımlanması
Koruyucu bağışıklık gel�şt�ğ� varsayılırsa, sağlık çalışanları g�b� SARS-CoV-2’e tekrar maruz kalma r�sk�
olan b�reyler�n �şe ger� dönme kararının alınmasında kullanılması     
Terapöt�k ve prof�lakt�k nötral�zan ant�korlar �ç�n ver�c� olab�lecek b�reyler�n tanımlanması
PZR testler�n�n duyarlılığının saptanmasında, pandem�n�n gerçek kapsamının bel�rlenmes�nde ve vaka
ölüm hızı g�b� �stat�st�kler�n hesaplanmasında kullanılması
Hastalığın geç dönem�nde başvuran v�ral RNA negat�f b�reyler�n tanı amaçlı test ed�lmes�

Seroloj�k testler
 

 
Ant�kor testler�n�n yararlı olab�leceğ� durumlar;
 

Şek�l.SARS-CoV-2/Cov�d 19 tanısında kullanılan testler ve potans�yel kullanım alanları
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Yen� ortaya Çıkan İnsan Koronav�rüs
Enfeks�yonlarının Laboratuvar Tanısı – Son Teknoloj�
 
Laboratory d�agnos�s of emerg�ng human coronav�rus �nfect�ons -
the state of the art
 
Loeffelholz MJ et al. (Emerg M�crobes Infect 2020 Dec;9(1):747; do�:
10.1080/22221751.2020.1745095)
 
Derleyen: Dr. Aydan Karagül (Antalya EAH, Tıbb� M�krob�yoloj�)

 

Hem üst (nazofar�nks ve orofar�nks sürüntü) hem de alt solunum yolu örnekler�n�n (balgam,
bronkoalveoler lavaj sıvısı) alınması öner�l�r. 
RNA dışkı, �drar, serum ve kan örnekler�nden de saptanab�l�r. Ancak bu örnekler �le solunum
örnekler�nde olduğu kadar güven�l�r sonuç elde ed�lmeyeb�l�r. 
Tükürüğün de kullanılab�leceğ�ne da�r yayınlar bulunmaktadır.
Alınan sürüntü örnekler� v�ral taşıma bes�yer�ne konulmalıdır. 
Örnekler 72 saate kadar buzdolabında (2-8°C) tutulmalı; >72 saat durumunda −70°C veya daha düşük
sıcaklıklarda dondurularak saklanmalıdır.

ÜSY örnekler�nde: Semptom başladıktan 7-10 gün sonra RNA poz�t�fl�ğ� en yüksek düzeyded�r.
ASY örnekler�nde: Hastalığın başlangıcından �t�baren 3 hafta boyunca RNA poz�t�fl�ğ� devam
etmekted�r. 
Dışkıda: Semptomların başlamasından yaklaşık �k� hafta sonra RNA sürekl� olarak saptanab�l�r.

Kl�n�k örnekler�n alınması, taşınması ve saklanmasında öner�ler nelerd�r?
 

 
Örnek alımı �ç�n en uygun zaman ned�r? Test sonuçları örneğ�n alındığı hastalık evres�nden etk�len�r
m�?
 

 
Koronav�rüsler�n laboratuvar tanısında hang� yöntemler nasıl kullanılab�l�r?
Koronav�rüsler�n laboratuvar tanısında kullanılan yöntemler Tablo’da özetlenm�şt�r.
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EIA, enz�m �mmüno anal�z�; IFA, �mmünofloresan anal�z; NAAT, nükle�k as�t
ampl�f�kasyon test�; POCT, hasta başı test; CLIA, Kl�n�k Laboratuar Gel�şt�rme Yasası

Tablo. Koronav�rüsler�n saptanmasında kullanılan laboratuvar tekn�kler�



SARS CoV-2 RNA'nın saptanmasında kullanılan gerçek zamanlı PZR protokoller�, Dünya Sağlık
Örgütü’nün �nternet s�tes�nde ver�lm�şt�r: https://www.who.�nt/emergenc�es/d�seases/novel-
coronav�rus-2019/techn�cal-gu�dance/laboratory-gu�dance. 
CDC tarafından gel�şt�r�len panel, SARS benzer� tüm betakoronav�rüsler�n ve SARS-CoV-2'n�n   tesp�t�
�ç�n gerçek zamanlı PZR panel�d�r. B�rb�r�nden ayrı üç PZR, N gen�n� hedef almaktadır. B�r pr�mer/prob
set� tüm betakoronav�rüsler� saptarken, �k� set SARS-CoV-2 �ç�n özgüldür. Her üç sette de poz�t�fl�k
saptanması durumunda SARS-CoV-2 �ç�n poz�t�f rapor ed�leb�l�r. Bu panel 4 Şubat 2020'de ac�l
kullanım �zn� (EUA) almıştır.
Char�té algor�tmasında (Berl�n, Almanya) �se, Sarbecov�rus alt türünün (SARS-CoV, SARS CoV-2 ve
yarasa �le �l�şk�l� betakoronav�rüsler) E gen bölges� ve SARS-CoV-2'ye özgü RdRp gen bölges�n� tesp�t
eden �k� gerçek zamanlı PZR bulunmaktadır.

Hong Kong L� Ka Sh�ng Tıp Fakültes�’n�n protokolünde �se Sarbecov�rus alt türünü saptamak �ç�n �k�
gen bölges�n� hedefleyen b�r yöntem (tarama �ç�n N gen�n�n araştırılması ve ardından doğrulama �ç�n
Orf1b gen�n�n araştırılması) kullanılmaktadır.

L�z�s tamponu, numuneler�n enfekt�v�tes�n� ortadan kaldırmak �ç�n kullanılab�l�r, böylece b�r
b�yogüvenl�k kab�n� olmadığı durumlarda da test çalışılab�l�r. 
Hızlı hasta başı testler�n�n şüphel� olgularda kullanılması, hasta tr�yajının etk�n yapılmasını sağlayarak
kısıtlı olan karant�na �mkanlarının doğru kullanılmasına yol açacaktır.

SARS CoV-2 RNA'nın saptanmasında kullanılan gerçek zamanlı PZR protokoller� nelerd�r?
 

Bu �k� gen�n b�rl�kte poz�t�f saptanması durumunda SARS-CoV-2 poz�t�f kabul ed�leb�l�r.

 
Tanı testler�nde yen�l�kler nelerd�r?

 

 
 

Makalede göze çarpan ver�ler:
 

SARS-CoV-2 enfeks�yonlarında hızlı ve doğru tanı �ç�n entegre, er�ş�m� kolay hasta başı test h�zmet�
vermek üzere b�rçok moleküler c�haz gel�şt�r�lmekted�r. Bu testler bas�t, hızlı ve güven�l�r olup salgın
durumunda hasta tanısı ve tedav�s�nde yerel hastanelerde ve kl�n�klerde kullanılab�l�r.

Hasta başı testler (POCT; Po�nt of Care
Test), nükle�k as�t ekstraks�yonunu,
ampl�f�kasyonu ve saptanmasını entegre
olmuş şek�lde kapalı b�r kartuşta b�r
araya get�rerek bas�t, hızlı ve güvenl� hale
get�r�r. Normal PZR’da DNA, PZR
ampl�f�kasyonu tamamlandıktan sonra
saptanır veya ölçülür, bu da PZR sonrası
�şlem gerekt�r�r. RT- PZR s�stemler� �se,
ampl�f�kasyonun eksponens�yel fazı
esnasında DNA'nın tesp�t ed�ld�ğ� veya
ölçüldüğü kapalı b�r s�stemd�r.

Şek�l. Moleküler testlerdek� gel�şmeler
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COVID-19’un Laboratuvar Tanısı: Güncel Sorunlar ve
Zorluklar
 
The Laboratory D�agnos�s of COVID-19 Infect�on: Current Issues and
Challenges
 
Tang YW et al. (J Cl�n M�crob�ol 3 Apr�l 2020; do�:10.1128/JCM.00512-20)
 
Derleyen: Dr. Al� Korhan Sığ (Balıkes�r Atatürk Şeh�r Hastanes�, Tıbb� M�koloj�)

Enfeks�yonun �lk 5-6’ncı günler�nde üst ve alt solunum yollarında v�ral yük yüksekt�r. Nazofar�ngeal
ve/veya orofar�ngeal s�lgeç erken enfeks�yon tanısında ve tarama �ç�n öner�lmekted�r. RNA tesp�t� OF
örnekler�nde, NF örneklere kıyasla daha düşüktür. Her �k�s�nden de örnek alınması ve aynı/ayrı
transport bes�yerler� �le taşınması uygundur. 
Doğru NF örnek almak �ç�n nazal kav�ten�n der�n noktalarına ulaşmak gerek�r. Hastada göz yaşarması
olması ve hastanın ger� çek�lmes� genell�kle hedefe ulaşıldığının kanıtıdır. OF örnekleme sırasında bazı
hastalarda öğürme refleks� oluşab�l�r. S�lgeçler örnek alanında en az 10 san�ye tutulmalı ve 3 defa
döndürülmel�d�r. 
Örnek alımının teor�k olarak da olsa bulaş sebeb� olma �ht�mal� bulunmaktadır. 
"Floke uçlu s�lgeçler" bulunmaması durumunda d�ğer s�lgeçler kullanılab�l�r. 
Bazı olgularda tekrarlayan örnek alımı veya ASY örneğ� gerekeb�l�r. 
D�ğer solunum yolu v�rüsler� ekarte ed�lmel�d�r. 
Hastada b�r v�ral pnömon� tablosu varsa, potans�yel b�r maruz�yet söz konusu �se ve/veya radyoloj�k
bulgular COVID-19 yönünde �se tekrarlayan örnek alımı tavs�ye ed�lmekted�r. 

İdeal olarak balgam veya BAL en yüksek v�ral yükü göstermes� açısından tavs�ye ed�l�r. 
C�dd� pnömon� veya ARDS tablolarında entübasyon sırasında ASY örneğ� almak faydalıdır. Entübasyon
sonrası da balgam ve/veya BAL örneğ� alınab�l�r.
Pnömon� olgularında dışkıda da yüksek düzeyde v�ral yük saptanmıştır. SARS koronav�rüsler
enteros�tlerde göster�lm�ş ve dışkı kültürler�nden �zole ed�lm�şt�r. Bu nedenle solunum örneğ�n�n
yanında rektal s�lgeçten RT-PZR çalışılması faydalı olacaktır.

Solunum örnekler� Sınıf 2 BGK’lerde çalışılmalıdır. Örnekler�n �deal olarak BGD3 laboratuvarlarda
çalışılmasına yönel�k tartışmalar mevcuttur. 
Ekstraks�yon önces�, örnek kab�n �çer�s�nde guan�dyum bazlı ve deterjan olmayan b�r �nakt�vatör �çeren
l�z�s tamponu �le muamele ed�lmel�d�r. VTM de guan�dyum tuzları �çermel�d�r.
Tükürük/s�lgeç örnekler� v�ral RNA’nın degrade olmasını engellemek �ç�n l�z�s tamponu �le dezenfekte
ed�lmel�d�r. V�ral RNA’nın degrade olmasına neden olab�leceğ�nden, örnekler 56 °C’de ısıtılıp
beklet�lmemel�d�r. 
RNA ekstraks�yonu, ampl�f�kasyonu ve tesp�t� �ç�n ID NOW™ (Abbott, San D�ego, CA), cobas® L�at®
(Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA) and GeneXpert® (Cephe�d, Sunnyvale, CA) g�b� kapalı,
doğrudan örneğ�n eklend�ğ� s�stemler de mevcuttur.

Bu derlemede COVID-19’un laboratuvar tanısındak� güncel sorunlar ve zorluklar konusunu �ncelem�şt�r.
 
Preanal�t�k Konular:
 
Örnek Alımı: 
 

 
Geç dönem v�rüs tesp�t� ve c�dd� pnömon� olgularının mon�tor�zasyonu: 
 

 
PZR Önces� ve Sırasında B�yogüvenl�k: 
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Mal�yet ve zaman açısından avantajlı g�b� gözükse de, duyarlılık açısından c�dd� sorunludur. 
Hastaların v�ral yükündek� c�dd� değ�şkenl�ğe bağlı olarak olgular gözden kaçırılab�l�r.

Hastalığın küresel yükünün tesp�t�, asemptomat�k olguların rolünün bel�rlenmes�, hastalığın artış
oranları ve genel mortal�tes�n�n hesaplanması �ç�n gerekl�d�r.
IgM cevabının özgül olmaması, özgül IgG cevabının �se haftalar alması; gec�km�ş olguların
tanısı/doğrulanması �le sağlık çalışanlarının salgın süres�nce bağışıklığının kontrolü dışında akt�f vaka
tak�b�nde faydalı olamayacaktır.

Yen� nes�l d�z�leme tekn�kler�, mutasyonların saptanmasında faydalıdır ancak tanısal anlamda
elver�şs�zd�r. 
Çoğu moleküler tanı yöntem� gerçek zamanlı RT-PZR’ye dayanmaktadır. 
“Loop-med�ated” �zotermal ampl�f�kasyon, m�kroarray tesp�t sonrasında mult�pleks �zotermal  
 ampl�f�kasyon g�b� d�ğer yöntemler de kullanılab�l�r.

V�rüsün genomunda sp�ke (S), zarf (E), transmembran (M), hel�kaz (Hel) ve nükleokaps�d (N) g�b�
moleküler hedefler bulunur. 
Türe özgü, v�ral repl�kasyon �ç�n gerekl� aksesuar genler (RdRp, HE, ORF1a ve b) mevcuttur. 
CDC, hedef olarak nükleokaps�d hedefler�n� öner�rken, DSÖ, E gen� saptanmasının ardından RdRp'ye
bakılmasını önermekted�r. 
Çapraz reaks�yonları önlenmek amacıyla, en az 2 moleküler hedef�n çalışılması öner�l�r. 
Farklı hedefler�n kullanıldığı tekn�kler�n b�rb�r�ne üstünlüğü saptanmamıştır. En az b�r korunmuş
("conserved") hedef �le en az b�r türe özgü hedef seç�lmes� uygun gözükmekted�r.

Her �k� moleküler hedef�n poz�t�fl�ğ� laboratuvarca onaylanmış vaka kabul ed�l�r.
CT (cycle threshold) değer� 40’ın altında olanlar poz�t�f, üstündek� değerler negat�f kabul ed�l�r.
CT değer� 40’ın altında olup hedeflerden sadece b�r�n�n poz�t�f olması: Test tekrarı gerekt�r�r.
V�ral yük �le hastalığın seyr� arasında �l�şk� kurulmuş olsa da, RT-PZR �le terapöt�k cevap ve/veya prognoz
konusu henüz kullanıma g�rmem�şt�r. Öte yandan, yüksek v�ral yükü �şaret eden düşük CT değerler�
bulaştırıcılık açısından öneml�d�r.

Pnömon� olgularının taburcu ed�lmes� ve �zolasyondan çıkarılması �ç�n test yapılmalıdır.
Hastaların kend� kend�ler�n� 1 aya kadar karant�na altına almaları tavs�ye ed�l�r.
Tedav� başarısına �şaret etmek �ç�n en �y� yöntem�n, ardışık �k� kez alınan rektal s�lgeçlerden yapılan RT-
PZR testler�n�n negat�f çıkması olacağı değerlend�r�lmekted�r. Bunlardan b�r�n�n poz�t�fl�ğ� hastanın
halen canlı v�rüs taşıdığına ve bulaştırıcılığın devam ett�ğ�ne �şarett�r.

Anal�t�k Konular:
 
İmmün bazlı yöntemler:
 
Genell�kle yatay akım s�stem�ne dayanan ve hasta başı çalışılan bu testler, v�rüs ant�jenler�n�n veya
ant�korların (IgM ve IgG) tesp�t�ne yönel�kt�r. 
 
Ant�jen test�: 

 
Ant�kor test�:  

 
Moleküler Yöntem Seç�m�: 
 

 
Gerçek Zamanlı RT-PZR �ç�n Hedef Seç�m�: 
 

 
Anal�z Sonrası Konular:
 
Sonuçların Yorumlanması:
 

 
Enfekt�v�te (Bulaşıcılık) ve Tedav�ye Yönel�k Testler:
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S ve N prote�nler�, seroloj�k testler �ç�n anlamlı ant�korlar oluştururlar. Hastalarda özell�kle N’ye karşı
ant�korlar saptanmıştır k� erken dönem tanıda öneml� olduğu düşünülmekted�r.
Serokonvers�yon hastalığın �lk 7 gününde hastaların %50’s�nde, 14. günde �se heps�nde
gerçekleşmes�ne rağmen, v�ral yükte anlamlı düşüş olmamıştır. Bu nedenle ant�kor tesp�t�nde
kullanılan hızlı testler�n, hastalığın ep�dem�yoloj�s�n�n tesp�t�nde, asemptomat�k olguların bağışıklık
durumunun saptanmasında ve olguların doğrulanmasında etk�l� olacağı ama tarama test� olarak
kullanılmalarının veya erken dönem olguların saptanmasında faydalı olmayacakları düşünülmekted�r.

NF s�lgeçler, OF s�lgeçlere göre üstündür. Her �k� bölgeden de alım duyarlılığı arttırır.

S�lgeç bulunamayan yerlerde hastanın kend�s�n�n tükürük b�r�kt�rmes� veya nazal yıkama sıvısı
get�rmes� yoluyla test yapılab�l�r. Bu yöntem özell�kle asemptomat�k olan ve “end�şel�”
popülasyonlarda, ep�dem�yoloj�k �ncelemelerde etk�nd�r.

S�lgeç anal�zler� negat�f çıkan yatan hastalarda balgam ya da BAL örneğ� tavs�ye ed�l�r. 

Rektal s�lgeçler yoluyla geç dönem enfeks�yonların tanısı veya enfekt�v�te (bulaşıcılık) ve tedav�ye
yönel�k kullanılması konusu henüz aydınlatılmamıştır. 

Gerçek mortal�ten�n göster�lmes� �ç�n d�ğer ep�dem�yoloj�k bel�rteçler �le b�rl�kte gen�ş kapsamlı
moleküler ve/veya seroloj�k taramaya �ht�yaç vardır.

COVID-19 Seroloj�s�: 
 

 
 
 
 
Sonuçlar:
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SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2’n�n (2019-nCoV)
Laboratuvar Testler�: Güncel Durum, Karşılaşılan
Zorluklar ve Alınan Tedb�rler
 
Laboratory test�ng of SARS-CoV, MERS-CoV, and SARS-CoV-2 (2019-
nCoV): Current status, challenges, and countermeasures
 
Yan  Y et al. (Rev Med V�rol 2020;e2106; do�: 10.1002/rmv.2106)
 
Derleyen:  Dr. B�lal Olcay Peker (İzm�r Kat�p Çeleb� Ün�vers�tes� Atatürk EAH,
Tıbb� M�krob�yoloj�)

V�ral RNA, üst solunum yolu (ÜSY), alt solunum yolu (ASY), dışkı, kan ve �drar örnekler�nde
saptanab�lmekted�r. 

Tedav� sırasında v�ral saçılımı göstermek �ç�n tekrarlayan örneklemeler yapılmalı ve test ed�lmel�d�r.
Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), kl�n�k olarak �y�leşen b�r hastada en az 24 saat arayla �k� ardışık gerçek
zamanlı revers transkr�ptaz PZR (rRT-PZR) test�nde negat�f sonuç elde ed�lene kadar örnek toplama
sıklığının en az 2 �la 4 günde b�r olması gerekt�ğ�n� önermekted�r. 

Numuneler�n kal�tes�; örnek toplanması, taşınması ve saklanması basamaklarından etk�len�r. Örnek
toplamayla �lg�l� öneml� hususlar Tablo'da göster�lm�şt�r.

Farklı gen bölgeler�n� hedefleyen farklı rRT-PZR yöntemler� kullanılmasına rağmen nazofar�ngeal (NF)
ve orofar�ngeal (OF) örneklemede eş�k döngü (CT) değer�, tek başına NF veya OF örneklemeden çok
daha düşük bulunmuştur. 

Dışkıdak� v�ral yük k�net�ğ� hala çok açık değ�ld�r. SARS-CoV-2 RNA, OF örneğ�nde saptanmasa b�le anal
sürüntü örneğ�nde bulunab�lmekted�r. Bu nedenle ASY örnekler� mevcut olmadığında dışkı örnekler�
test ed�lerek SARS-CoV-2 enfeks�yonunun tanısı mümkündür.

SARS-CoV-2 < 10 kopya/reaks�yonu tesp�t edeb�len ORF1b ve N gen�n� hedefleyen   kant�tat�f rRT-PZR
test� b�ld�r�lm�şt�r. N gen�n�n anal�z� ORF1b gen�ne kıyasla poz�t�f kl�n�k örneklerde 10 kat daha duyarlı
bulunmuştur. Test özgüllüğünü arttırmak �ç�n, �k�nc� b�r genom bölges�n�n varlığının göster�lmes� 
 öneml�d�r.

E gen�n� ve RNA'ya bağımlı RNA pol�meraz (RdRp) gen�n� hedefleyen, sırasıyla 5,2 ve 3,8
kopya/reaks�yon saptama sınırı (LOD) �le en �y� hassas�yet� elde eden testler gel�şt�r�lm�ş, N gen anal�z�
daha az duyarlı bulunmuştur.

Ç�n Hastalık Kontrol ve Önleme Merkez�, hem ORF1ab hem de N gen�n�n b�rl�kte tesp�t ed�lmes�n�
poz�t�f test sonucu olarak kabul etmekted�r. Yalnızca b�r bölge poz�t�fse, sonucun yen�den test
ed�lmes� gerekmekted�r.

Almanya'da Char�té sağlık kuruluşu, E gen anal�z�n� (LOD: 5,2 kopya/reaks�yon) tarama test� olarak,
RdRp gen anal�z�n� �se (LOD: 3,8 kopya/reaks�yon) doğrulama test� olarak önermekted�r.

CDC’ye göre, poz�t�f sonuç �ç�n N gen�n� hedefleyen 3 farklı bölgen�n de saptanması gerekmekted�r.
Yalnızca b�r hedef poz�t�fse, test tekrarlanmalıdır.

Uygun numune toplanması ve �şlenmes� n�ç�n öneml�d�r?
 

 

 

 

 

 
Nükle�k as�t testler�nde hang� gen bölges�/bölgeler� hedeflenmel�d�r?
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Tablo. Örnek toplamanın öneml� noktaları

“Toplama materyal�” ve “Taşıma ve saklama”, DSÖ ve Ç�n Ulusal Sağlık Kom�syonu tarafından
oluşturulan 2019-nCoV laboratuvar test kılavuzlarına atıfta bulunmaktadır. ASY: Alt solunum yolu, NAT:
Nükle�k as�t test�
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Seroloj�k testler, nükle�k as�t testler�n�n (NAT) mümkün olmadığı nad�r durumlarda tanı �ç�n, devam
eden b�r salgının araştırılması �ç�n veya b�r salgının dereces�n� ger�ye dönük olarak değerlend�rmek de
dah�l olmak üzere seroloj�k araştırmalar �ç�n yapılab�l�r. 

Seroloj�k testlerde temel konu ant�jen�n kaynağıdır. CoV'lar arasındak� korunmuş d�z�ler neden�yle
çapraz reaks�yon görüleb�l�r. 

Rekomb�nant ant�jen temell� testler, hem özgüllüğü hem de duyarlılığı en üst düzeye çıkarmak �ç�n
�mmünojen�k ve v�rüse özgül ant�jenler�n seç�lmes�n� sağlar ve standard�zasyon �ç�n daha uygundur.
SARS-CoV ve MERS-CoV'de N ve S prote�n�, başlıca �mmünojen�k prote�nlerd�r ve rekomb�nant ant�jen
üretmek �ç�n �lk terc�ht�r. Çapraz reaks�yon rekomb�nant ant�jenler kullanıldığında da görüleb�l�r. 

DSÖ, ardışık numunelerden (akut ve �y�leşme fazında) SARS-CoV-2 seroloj�s�n�n �zlem�nde, �lk serum
örneğ�n�n hastalığın 1. haftasında, �k�nc�s�n�n �se 3-4 hafta sonra toplanmasını önermekted�r. Sadece tek
b�r serum örneğ� alınab�l�yorsa semptomların başlamasından en az 3 hafta sonra �ncelenmes�
öner�lmekted�r.

SARS'ta IgG serokonvers�yonu hastaların %93’ünde ortalama 20 gündür. Hastaların çoğunda nötral�ze
ed�c� ant�kor t�tres�n�n 5. ve 8. haftalar arasında z�rve yaptığı ve sonrasında 6,4 haftalık b�r yarılanma
ömrüyle azaldığı göster�lm�şt�r. İlk örneklemede hem IgM hem de IgG t�treler� n�speten düşük veya
saptanamaz düzeyded�r. Beş�nc� günde, hastalarda v�ral ant�korlarda b�r artış görüleb�l�r. IgM poz�t�fl�k
oranı %50'den %81'e yüksel�rken IgG poz�t�fl�k oranı %81'den %100'e yükselmekted�r. 

SARS-CoV-2'n�n IgG ve IgM k�net�kler�n� doğrulamak �ç�n daha fazla kanıt gerekmekted�r.

ASY örnekler� mevcut değ�lse, NAT'ın poz�t�fl�k oranını arttırmak �ç�n enfeks�yonun �ler�k� dönemler�nde
dışkı ve kan örnekler� toplanmalıdır.

V�rüsü etk�s�z hale get�rmek ve RNA'yı korumak �ç�n örnekler  guan�d�n tuzu �çeren reakt�flere
konmalıdır( TRIZOL, TRIZOL LS veya AVL tamponu g�b�). 

Testler�n kal�te kontrolünü sağlayab�lmek amacıyla ekstraks�yon ve ampl�f�kasyon basamakları �ç�n
uygun poz�t�f, negat�f ve �nh�b�syon kontroller� kullanılmalıdır. 

Yanlış negat�f sonuçları önlemek �ç�n �nsan RNase P gen� �nternal kontrol olarak kullanılmalıdır.

Seroloj�k testler hang� durumlarda, ne zaman kullanılmalıdır?
 

 

 

  

 

 

 
SARS-CoV-2 RNA'nın NAT kapas�tes�n� artırmak �ç�n ne yapılmalıdır? 
 

 

 

 

SARS-CoV-2 �ç�n farklı gen bölgeler�n� hedefleyen farklı t�car� NAT k�tler� mevcuttur. N gen�n�n anal�z�
ORF1b gen�ne göre poz�t�f kl�n�k örneklerde 10 kat daha duyarlı bulunmuştur. 

SARS-CoV-2'n�n seroloj�k kanıtı hala zayıftır. Farklı ant�jenler� hedefleyen çeş�tl� testlere �ht�yaç vardır. 

Ç�ft örneklem�n yapılması, farklı hastalık dönemler�nde v�rüsün k�net�ğ�n�n ve poz�t�f seroloj�k test
oranlarının �zlenmes�ne yardımcı olacaktır.

ASY örnekler� mevcut olmadığında dışkı örnekler� test ed�lerek SARS-CoV-2 enfeks�yonu tanısını
arttırmak mümkün olab�lmekted�r.

NAT sonuçlarının güven�l�r olmasını sağlamak �ç�n uygun kontroller oluşturulmalıdır. SARS-CoV-2
RNA'sını ampl�f�ye ederken RNase P dah�l� kontrol olarak öner�lmekted�r.

Makalede göze çarpan ver�ler:
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SARS-CoV-2 Moleküler Tanısında Burun Sürüntü Örneğ�n�n
Alınması: Nazofar�ngeal Eküvyon Yokluğunda Uygun B�r
Alternat�f Olab�l�r m�?
 
Nasal swab sampl�ng for SARS-CoV-2: A conven�ent alternat�ve �n t�me of
nasopharyngeal swab shortage 
 
Péré H et al. (J Cl�n M�crob�ol 2020 Apr 15. p��: JCM.00721-20; do�:10.1128/JCM.00721-20)
 
Derleyen: Dr. Hal�l Er  (Antalya EAH, Tıbb� M�krob�yoloj�)

Hastaların %84,1’�nde nazofar�ngeal sürüntü örnekler�nde poz�t�fl�k saptanmıştır.   Poz�t�f saptanan 37
hastanın 33'ünde burun sürüntü örnekler�nde de poz�t�fl�k elde ed�lm�şt�r. Nazofar�nks sürüntü örneğ�
SARS-CoV-2 negat�f saptanan tüm hastalarda  burun sürüntü örneğ� de negat�ft�r (Tablo). 

Burun ve nazofar�nks sürüntü örnekler�n�n sonuçları karşılaştırıldığında, 7 (%15,9) gerçek negat�f, 4 (%9,1)
yanlış negat�f ve 33 (%75) gerçek poz�t�f sonuç elde ed�lm�şt�r. Buna göre, burun sürüntü örnekler�nden
çalışılan SARS-CoV-2 gerçek zamanlı PZR test�n�n duyarlılığı %89,2 ve özgüllüğü %100 olarak
bulunmuştur.

Burun sürüntü örneğ� nazofar�nks sürüntü örneğ� yer�ne kullanılab�l�r m�?
 
Nazofar�ngeal sürüntü, Dünya Sağlık Örgütü tarafından SARS-CoV-2'y� saptamak �ç�n öner�len örnekleme
yöntem�d�r.   Bu çalışmada SARS-CoV-2 enfeks�yonunun moleküler tanısı �ç�n bakter�yoloj�de kullanılan
eküvyonlar �le burun sürüntüsü alınarak alternat�f b�r �şlem uygulanmıştır. COVID-19 süphes� �le yatan 44
hastadan nazofar�nksten (Xpert Nasopharyngeal Sample Collect�on K�t, Cephe�d, Sunnyvale, CA, USA) ve
burundan (Copan Transystem, Copan, Bresc�a, Italy) eküvyon �le sürüntü örnekler� alınarak SARS-CoV-2
�ç�n moleküler test uygulanmıştır. 
 
Burun ve nazofar�nksten örnek alınması amacıyla eküvyon b�r engele (sırasıyla alt konka ve nazofar�ngeal
boşluğun arkası) çarpana kadar burun del�ğ�ne sokulmuş, beş kez döndürülüp çıkarılmıştır.
Örneklemeden sonra, nazofar�ngeal sürüntü, 3 mL v�ral transport bes�yer�ne (Xpert V�ral Transport
med�um, Cephe�d), burun sürüntü örneğ� �se 3 mL tuz çözelt�s� (NaCl %0.9) �çeren 15 mL'l�k b�r tüpe
yerleşt�r�lm�şt�r. SARS CoV-2, gerçek zamanlı PZR (Allplex 2019-nCoV Test� (Seegene, Seoul, Korea) �le
araştırılmıştır. 
 
Bulgular

 

 Tablo. SARS-CoV-2’n�n moleküler tanısında nazofar�nks ve burun sürüntü örnekler�n�n karşılaştırılması

Sonuç:
Burun sürüntü örneğ�, altın standart kabul ed�len nazofar�ngeal sürüntü örneğ� �le karşılaştırıldığında
elde ed�len gerçek zamanlı PZR sonuçları b�rb�r�ne benzerd�r. Elde ed�len sonuçlar SARS-CoV-2
moleküler tanısında nazofar�ngeal örneklem yapılamadığı durumlarda burun sürüntü örnekler�n�n
kullanılab�leceğ�n� göstermekted�r.
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SARS-CoV-2 Test� İç�n V�ral Transport Bes�yer�ne
Alternat�f Olarak Sal�n, Fosfat Tamponlu Sal�n ve
M�n�mum Temel Bes�yer� Kullanılab�l�r m�?
 
Evaluat�on of sal�ne, phosphate buffered sal�ne and m�n�mum
essent�al med�um as potent�al alternat�ves to v�ral transport
med�a for SARS-CoV-2 test�ng
 
Kyle G et al. (J. Cl�n. M�crob�ol 2020 Mar 30. p��: JCM.00590-20; do�:
10.1128/JCM.00590-20)
 
Derleyen: Dr.H�lal Bölükbaşı (Ankara Şeh�r Hastanes�, Doku T�plend�rme
Laboratuvarı)
 
 
 
 Neden v�ral transport yer�ne başka bes�yerler� denenm�şt�r? Hang� transport bes�yerler�
kullanılmıştır?
 
Salgında doğan �ht�yaç neden�yle daha çok test �stenmekte ve buna paralel olarak taşıyıcı bes�yer�
gereks�n�m� artmaktadır. Bu amaçla çalışmada %0.9’luk tuzlu su (Baxter; Eerf�eld, IL), PBS (“phosphate
buffered sal�ne”) ve MEM (“m�n�mum 21 essent�al med�a”; Corn�ng; NY) ortamlarının nazofar�nks sürüntü
örnekler�n�n transportunda  kullanılab�l�rl�ğ� araştırılmıştır.
 
Transport bes�yerler�n�n karşılaştırılmasında hang� moleküler testler kullanılmıştır?
 
Cobas® SARS-CoV 2 (Roche D�agnost�cs, Ind�anapol�s, IN) ve val�de ed�lm�ş ancak henüz FDA onayı
olmayan SARS-CoV-2 test� (LDT) kullanılmıştır. SARS-Cov-2 LDT test�nde, nükleokaps�t (NUC) ve açık
okuma çerçeves� (ORF) genler� hedef alınarak çalışılmıştır.
 
Kl�n�k örnekler nasıl çalışılmıştır?
 
SARS-CoV-2 poz�t�f hasta örneğ� (konsantrasyon: 10 000 kopya/ml) eklenm�ş toplam 48 örnek çalışılmıştır.
Örnekler�n alındığı gün (0. gün), v�ral transport bes�yer�ne (M4-RT), %0.9’luk tuzlu su, PBS ve MEM olmak
üzere dört farklı bes�yer�ne koyulan 6 örnek (toplam 24 örnek)   ve negat�f kontroller   �k� yöntemle
çalışılmıştır (Tablo). İlk testler�n ardından örnekler�n yarısı buzdolabında (2-8 ºC) saklanırken kalan yarısı
al�kotlar hal�nde   -15 �le -25 ºC’de saklanmıştır. 1, 3 ve 7. günlerde her �k� metotla da test ed�lmek üzere
al�kotlar stoktan çıkarılarak kullanılmıştır. Taşıyıcı bes�yerler�, uyum (+/- 2 Ct şekl�nde) ve stab�l�te (7 gün
boyunca +/- 2 Ct değerler�) yönünden VTM �le karşılaştırılmıştır.
 
SARS-CoV-2 tesp�t� �ç�n v�ral transport med�uma (M4-RT) alternat�f olarak tuzlu su, PBS ve MEM
kullanıldığında test sonuçları nasıldır?
 
Her �k� test�n SARS-CoV-2 sonuçları değerlend�r�ld�ğ�nde hem buzdolabında saklanmış hem de
dondurulmuş stok örnekler�nde tüm taşıyıcı bes�yerler� �ç�n benzer sonuçlar elde ed�lm�şt�r (Tablo).
Duyarlılık ve stab�l�te açısından b�r kayıp saptanmamıştır.

SONUÇ:
 
SARS CoV-2 tanısında en sık kullanılan ve en terc�h ed�len kl�n�k örnek türü ve transport şekl� v�ral
transport bes�yer�nde gönder�len nazofar�nks sürüntü örneğ�d�r. Bu çalışmada elde ed�len ver�ler SARS
CoV-2 tay�n�nde MEM, PBS veya %0,9’luk tuzlu suyun VTM’ye alternat�f olarak kullanılab�leceğ�n�
desteklemekted�r.
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Tablo. M4-RT, MEM, PBS veya tuzlu suda saklanmış nazofar�nks örnekler�ne a�t sonuçlar

N, test ed�len örnek sayısı; LDT, laboratuvarda gel�şt�r�len test; NUC, nükleokaps�t hedef; ORF, açık
okuma çerçeves� hedef�;    E, zarf hedef�; Ct, cycle threshold; MEM, m�n�mum esans�yel bes�yer�; PBS,
fosfat tamponlu tuzlu su
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Rekürens DEĞİL! RT-PZR Sonuçlarında Yalancı
Negat�fl�k ve COVID-19 Olgularında Uzamış
Nükle�k As�t Konvers�yonu
 
False-negat�ve of RT-PCR and prolonged nucle�c ac�d convers�on
�n COVID-19: Rather than recurrence
 
X�ao AT et al. (J Med V�rol 2020 Apr 9; do�: 10.1002/jmv.25855)
 
Derleyen: Dr. Ek�n Kırbaş (Hacettepe Ün�vers�tes� Tıp Fakültes�, Tıbb�
M�krob�yoloj� AD)
 
 

Kl�n�syen: 
-   Hastamın ardışık �k� negat�f PZR test� sonrasında, ş�md�k� PZR   test� tekrar poz�t�f geld�. Bu duruma
‘tekrarlayan poz�t�fl�k’ veya ‘rekürrens’ d�yeb�l�r m�y�z?
M�krob�yolog:
-  Hayır, karşılaştığımız durum PZR test�nde yalancı negat�fl�k’ görüleb�lmes� veya ‘uzamış v�ral klerens’
sebepl� de olab�l�r.
 
Nükle�k as�t (NA) konvers�yon süres� ned�r? 
 
Semptomların başlangıcı �le b�r�nc� negat�f PZR sonucu arasında geçen süre olarak tanımlanmıştır. 
 
İk� negat�f PZR sonucundan sonra poz�t�f sonuç saptanab�l�r m�?
 
Çalışmaya dah�l ed�len 70 COVID-19 hastasının 15’�nde (%21.4) ardışık �k� negat�f PZR sonucunu tak�ben,
tekrar poz�t�f PZR sonucu saptanmıştır. ‘Tekrar poz�t�fleşme’ yanlış negat�f PZR test� veya uzamış NA
konvers�yonu sebepl� olab�l�r.
 
PZR sonucu tekrar poz�t�fleşen hastaların d�ğer hastalardan farkı var mıdır?
 
Ardışık �k� negat�f PZR sonucu sonrasında tekrar poz�t�f PZR sonucu saptanan hastalara kıyasla kontrol
grubundak� hastaların, daha genç olduğu (p=0.093) ve nükle�k as�t konvers�yon süreler�n�n çok daha kısa
(Kontrol grubu: 21 gün; PZR sonucu tekrar poz�t�fleşen hastalar: 36 gün, p<0.001) olduğu bel�rlenm�şt�r.
 
Nükle�k as�t konvers�yonu radyoloj�k bulgulardan ve semptomlarda olan düzelmelerden bağımsız mı
görülmekted�r?
 
COVID-19 hastalarının b�r kısmında radyoloj�k bulgularda ve semptomlarda olan düzelmelerden bağımsız
olarak NA konvers�yonu görüleb�l�r. 70 hastanın b�r�nde, semptomların başlangıcından 45 gün sonra PZR
sonucu poz�t�f saptanmıştır.

Makalede göze çarpan ver�ler:
 
Güncel rehberde, hastada ardışık �k� negat�f PZR test sonucu taburculuk şartlarından b�r�d�r. Ancak v�ral
testte yalancı negat�fl�k oranının yüksek olması ve uzamış NA konvers�yonu olan hastaların oranının göz
ardı ed�lmes� nedenler�nden dolayı ‘tekrar poz�t�fleşme’ veya ‘rekürrens’ yer�ne; ‘yalancı negat�f PZR
sonucu’  ya da ‘uzamış v�ral klerens’ görülüyor olab�l�r.
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Örneğ�n doğrudan kullanımı: Tuzlu su/taşıma çözelt�s�nden 5 μL alınıp herhang� b�r �şlem yapmadan
RT-qPZR reaks�yonuna eklen�r.

PBS �le seyreltme: PBS �le 1:1 seyrelt�ld�kten sonra tuzlu su/taşıma çözelt�s�nden 5 μL RT-qPZR
reaks�yonuna eklen�r.

MagNA Pure 96 kullanılmış örneklerle kıyaslandığında, ısıyla (98°C'de 5 dak) ön �şlem yöntem�n�n
duyarlılığının %97,4; özgüllüğünün %100 ve doğruluğunun %98,3 olduğu görülmüştür (Tablo 1).

Üç yaklaşımla elde ed�len sonuçların duyarlılığı, özgüllüğü ve doğruluğu QIAcube Connect kullanılmış
örneklerle kıyaslandığında DAHA DÜŞÜK, MagNA Pure 96 kullanılmış örneklerle kıyaslandığında
DAHA YÜKSEK bulunmuştur.

MagNA Pure 96 �le ekstrakte ed�lm�ş örneklerle kıyaslandığında, ısıyla ön �şleme (98 °C'de 5 dak) tab�
tutulmuş örnekler�n medyan Ct değer� +1,8 olacak şek�lde m�nör farklılık gösterm�şt�r (Tablo 2). 

RealStar SARS-CoV-2 RT-PZR k�t� NA ekstraks�yonu yapılmayan örnekler�n eklenmes�yle bel�rg�n b�r
şek�lde �nh�be olmuştur. Bu da b�ze tüm RT-PZR k�tler�n�n bu yen� uygulamayla uyumlu olmadığını
göstermekted�r.

Çalışmanın amacı ned�r?
 
Bu çalışmada nükle�k as�t (NA) ekstraks�yonu yapılmadan elde ed�len RT-qPZR sonuçları (poz�t�f sayısı ve
Ct değerler�) �le NA ekstraks�yonu yapıldıktan sonra   (MagNA Pure 96 veya QIAcube Connect (Q�agen,
H�lden, Germany) elde ed�len RT-qPZR sonuçları karşılaştırılmıştır.
 
NA ekstraks�yonu yapılmadan RT-qPZR başarılı olab�l�r m�?
 
a) NA ekstraks�yonu yapılmayan örnekler �ç�n ne uygulanmıştır?
 
Çalışmada RT-qPZR önces� kl�n�k örnekler 3 farklı yaklaşım kullanılarak m�n�mum düzeyde �şlenm�şt�r:
 

 

 
Isıyla ön �şlem yöntem�: 10 μL tuzlu su/taşıma solüsyonu üzer�nde dört farklı ısıl �şlem uygulanmıştır 
(95 °C'de 5 dak; 95 °C'de 10 dak; 98 °C'de 5 dak; 98 °C'de 10 dak). Bel�rt�len şek�lde ısıl �şlem uygulanmış
tüm kl�n�k örnekler 2 dak�ka boyunca 4 °C'de soğutulduktan sonra 5 μL alınıp RT-qPZR reaks�yonunda
kullanılmıştır.

  
b) NA ekstraks�yonu �ç�n MagNA Pure 96 ve QIAcube Connect s�stemler� kullanılmıştır. Malzeme sıkıntısı
neden�yle MagNA Pure 96 kullanımından QIAcube Connect kullanımına geç�lm�ş ve dolayısıyla 39 örnek
MagNA Pure 96 s�stem�yle, 50 örnek  QIAcube Connect s�stem�yle ve 24 örnek her �k� NA ekstraks�yon
yöntem�yle çalışılmıştır. 
 
c) Sens�FAST SARS-CoV-2 RT-qPZR test� kullanılmıştır.
 
NA ekstraks�yonu yapılmadan elde ed�len sonuçlar başarılı mıdır?
 

 

 

 

SARS-CoV-2'n�n Moleküler Tesp�t� İç�n Alternat�f İş Akışı
– Nükle�k As�t Ekstraks�yon K�t� Eks�kl�ğ�ne Çözüm
 
An alternat�ve workflow for molecular detect�on of SARS-CoV-2 - escape
from the NA extract�on k�t-shortage
 
Fomsgaard AS et al. (Euro Surve�ll 2020 Apr;25(14); do�:10.2807/1560-
7917.ES.2020.25.14.2000398)
 
Derleyen: Dr. Müge Hacer Özkarataş (Dokuz Eylül Ün�vers�tes� Tıp Fakültes�, Tıbb�
M�krob�yoloj� AD)
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Tablo 2.  Poz�t�f SARS-CoV-2 olgularında saptanan ve saptanamayan örnekler �ç�n medyan ΔCt
değerler�, Ct değerler� ve çeyrekler arası aralığın (IQR) anal�z� (n = 87 hasta örneğ�)

Tablo 1.  RT-qPZR önces� m�n�mum düzeyde �şlem yapılan üç farklı yaklaşım ve t�car� k�t �le NA
ekstraks�yonu yapılmış kl�n�k örneklerde RT-qPZR (Sens�FAST Real-t�me PZR k�t�) �le elde ed�len
sonuçların karşılaştırılması (n = 87 hasta örneğ�).
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RT-qPZR k�tler� arasındak� farklılıklar neden�yle, ısıyla ön �şlem uygulaması kullanılması planlanıyor �se
tüm RT-qPZR testler�n�n kl�n�k tanı amacıyla kullanılmadan önce val�de ed�lmes� öner�lmekted�r. 

SARS-CoV-2 RT-qPZR yapılmadan önce orofar�ngeal sürüntü örnekler�n�n 98 °C'de 5 dak�ka ısıtılması ve
2 dak�ka boyunca 4 °C'de soğutulmasının, NA saflaştırılmış numuneler �le gerçekleşt�r�len RT-qPZR
reaks�yonları kadar hassas veya doğru olmadığı unutulmamalıdır.

Isıyla ön �şlem gören örnekler �le NA ekstraks�yonu yapılmış örnekler�n Ct değerler� arasında öneml� b�r
fark saptanmamış olmakla b�rl�kte, ısıtma sırasındak� RNA yıkımı olasılığı göz ardı ed�lmemel�d�r.

NA ekstraks�yonu yapılmadan SARS-CoV-2'n�n moleküler tesp�t� mümkün müdür?
 

 

 

 

Isı �le ön �şlem uygulanması, sadece altın standart yaklaşımlar mevcut değ�lse yapılmalıdır. 

Isıyla ön �şlem yapılarak COVID-19 poz�t�f hastaların %97,4'ü yanlış poz�t�fl�k olmaksızın tesp�t
ed�leb�lmes�n�n yanı sıra düşük oranda yanlış negat�fl�k r�sk� olab�l�r; bu r�sk test�n �k� kez çalışılması �le
azaltılab�l�r.

Makalede göze çarpan ver�ler:
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Daha önce COVID-19 açısından test ed�lm�ş 384 hasta örneğ� çalışmaya dah�l ed�lm�ş, 48 havuza 48’er
örnek dah�l ed�lm�şt�r. 
B�r k�ş�ye a�t örnek, 6 farklı havuzda çalışılmıştır. 
384 numunen�n temel b�r sıvı dağıtım robotu (Ar�se EZMate-601) kullanılarak 48 havuzda toplanması 5
saatten kısa sürmüştür. 
Bütün v�ral part�küller� �nakt�ve eden l�z�s tamponu kullanılarak d�lüsyon yapıldığı �ç�n �şlemler standart
BSL-2 laboratuvarında yapılmıştır.  
P-BEST yöntem�nde  384 numuneden 4 farklı set oluşturulmuştur ve bu setlere g�derek artan sayıda
poz�t�f taşıyıcı ( 2 �le 5) eklenm�şt�r.  
Tüm havuzların genom ekstraks�yonunu ve PZR ampl�f�kasyonunu tak�ben, doğrulama �ç�n ayrı ayrı
test ed�len taşıyıcıları tanımlamak �ç�n b�r kod çözme algor�tması kullanılmıştır. (P-BEST'�n
uygulanması �ç�n gerekl� kod ve protokoller  https://g�thub.com/NoamShental/PBEST adres�nde
bulunmaktadır.)

Yapılan  çalışmalarda SARS-CoV-2 �le enfekte hastaların %10-30'unun asemptomat�k olduğu b�ld�r�lm�şt�r.
Asemptomat�k b�reyler hastalığın  yayılmasında öneml� role sah�pt�r. Dolayısıyla bu b�reyler�n bel�rlenmes�
SARS-CoV-2 pandem�s�n�n etk�l� kontrolü �ç�n kr�t�kt�r. Bununla b�rl�kte, b�rçok ülke genom ekstraks�yonu
ve PZR reakt�fler�ne sınırlı er�ş�m neden� �le COVID-19 pandem�s�n�n yönet�lmes�nde öneml� b�r darboğaz
�çer�s�nded�r. Bu nedenle, asemptomat�k taşıyıcıları da taramak �ç�n ver�ml� tanı testler�ne ac�l �ht�yaç
vardır. Bu tür testler, b�r aşı gel�şt�r�l�nceye kadar rut�n olarak gerekl� olacaktır.
 
P-BEST (“Pool�ng-Based Eff�c�ent SARS-CoV-2 Test�ng”) ned�r? 
 
Grup test� yaklaşımı kullanarak, gen�ş b�r örneklem �ç�nde tüm poz�t�f olguların tanımlanması �ç�n gerekl�
olan test sayısının azaltılmasını sağlayan b�r yöntemd�r (Şek�l). Her numune ayrı ayrı test ed�lmek yer�ne
örnekler gruplanarak havuzlar oluşturulur ve her b�r havuza PZR uygulanır. Her örnek b�rden fazla
havuzun üyes�d�r, böylece komb�nasyonel havuzlama stratej�s� uygulanarak maks�mum düzeyde tüm
poz�t�f b�reyler tanımlanab�l�r.
 
P-BEST ne zaman kullanılab�l�r?
 
Test ed�len örneklerde taşıyıcıların yüzdes� yeter�nce düşükse (yaklaşık %1), az sayıda test kullanarak P-
BEST yöntem�yle tüm poz�t�f b�reyler doğru b�r şek�lde tanımlanab�l�r.
 
P-BEST kavramını kanıtlayan çalışma nasıl yapılmıştır?
 

 
P-BEST kavramının kanıtlanması �ç�n yapılan çalışma sonuçları nelerd�r?
 
Her b�r settek� tüm poz�t�f taşıyıcılar, set başına sadece 48 test kullanarak doğru b�r şek�lde
tanımlanmıştır. S�mülasyonlar, yöntem�n taşıyıcıları 5/384 (%1,3)’e kadar doğru b�r şek�lde
tanımlayab�ld�ğ�n�, yanlış poz�t�fl�ğ�n ortalama 2,75'ten, yanlış negat�fl�ğ�n �se ortalama 0,3'ten daha az
olduğunu gösterm�şt�r.

Asemptomat�k Taşıyıcıları Tesp�t Eden Yüksek Ver�ml�
SARS-CoV-2 Test�
 
Eff�c�ent h�gh-throughput SARS-CoV-2 test to detect asymptomat�c
carr�ers
 
Shental N et al. (medRx�v 2020 prepr�nt; do�: 10.1101/2020.04.14.20064618)
 
Derleyen: Dr. Tuba Müderr�s (İzm�r Kat�p Çeleb� Ün�vers�tes�, Tıp Fakültes�, 
Tıbb� M�krob�yoloj� AD)
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Şek�l.  Enfekte 4 hasta �çeren 384 örnek kümes� �ç�n elde ed�len P-BEST tasarımı ve elde ed�len sonuçlar. 
a. P-BEST'e dayalı 384 örnekten 48 havuz gerçekleşt�r�lmes�; her numune altı havuza dağıtılır. Kırmızı
renkl� denekler, 384 numune �ç�nde tanımlanmamış dört enfekte k�ş�y� tems�l eder. Havuzlar, taşıyıcıların
saptanmasını opt�m�ze eden, b�r komb�nasyonel havuzlama �le oluşturulmuştur. b. Havuzlardan genet�k
materyal�n ekstrakte ed�lmes� ve ardından standart PZR ampl�f�kasyonu. Poz�t�f havuzlar kırmızı da�relerle
göster�l�r. c. P-BEST, opt�m�zasyon tabanlı b�r algor�tma kullanarak 384 örnekten poz�t�f numuneler�
tanımlar. d. Sırasıyla 2, 3, 4 veya 5 poz�t�f örnek �çeren dört deney�n sonuçları. İk� �la dört poz�t�f örnek �ç�n
hata oluşmazken, beş poz�t�f �ç�n gerçek poz�t�f örneklere tek b�r yanlış poz�t�f örnek eklenm�şt�r.

Mevcut havuz tasarımı �le test ver�ml�l�ğ�nde 8 kat artış sağlanır, havuz başına örnek sayısı artırılarak bu
daha da gel�şt�r�leb�l�r.
P-BEST, düşük taşıyıcı frekanslı (%1.3) popülasyonları etk�l� b�r şek�lde test etmek �ç�n opt�m�ze ed�lm�şt�r.
Bu nedenle, doğrulanmış SARS-CoV-2 vakaları �le yakın temasta olan hastalar har�ç, enfekte olma r�sk�
yüksek olmayan asemptomat�k popülasyonları taramak �ç�n en uygun yöntemd�r.
Uygulama �ç�n otomat�k b�r sıvı dağıtım robotunun kullanılmasını gerekt�r�r. 
D�lüsyonda l�z�s tamponu kullanılarak yapıldığı �ç�n, örnekler�n havuzlanması standart BSL-2
laboratuvarında yapılab�l�r.  

Sonuç olarak:
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SARS-CoV-2 İç�n Ant�kor Gel�şt�r�lmes�: COVID-19
Pandem�s�nde Anahtar Rol Oynayan Ant�kor Test� İç�n
Laboratuvar ve Med�kal Tanı Ş�rketler� Yarışıyor
 
Develop�ng ant�body tests for SARS-CoV-2
 
Pether�ck A (Lancet Apr 4;395(10230):1101-1102; do�: 10.1016/S0140-6736(20)30788-1)
 
Derleyen: Dr. Nevgün Sep�n Özen (Antalya EAH, Tıbb� M�krob�yoloj�)
 

V�rüsün “sp�ke” prote�n� nötral�zan ant�kor cevabına yol açması ve hücreye g�r�şten sorumlu olan tek
prote�n olması neden�yle aday prote�nlerden b�r�d�r.
“Sp�ke” prote�n, tedav� konusundak� çalışmalarda da kullanılmaktadır. In v�tro koşullarda SARS-CoV-2’y�
nötral�ze eden monoklonal ant�kor gel�şt�r�lm�şt�r.

COVID-19’a karşı hükümetler ekonom�k zorluklara rağmen yaklaşık 3 m�lyar �nsanın k�ş�sel özgürlükler�n�
kısıtlayan kurallar uygulamaktadır. Bazı ülkelerde testler yaygın olarak kullanılırken bazı ülkelerde �se
yalnızca hastaneye yatırılan hastalarla sınırlandırılmıştır.   Koronav�rus 2 (SARS-CoV-2) hastalığıyla �lg�l�
ortaya çıkan yen� b�lg�ler ışığında mevcut v�ral enfeks�yonu değ�l, c�dd� akut solunum yetmezl�ğ�
sendromuna karşı gel�şen bağışıklığı değerlend�rmek �ç�n test gel�şt�rme yarışı başlamıştır.

 
Test opt�m�zasyon çalışmalarında karşımıza çıkan sorular nelerd�r?

 
Ant�kor testler�n�n opt�m�zasyon çalışmalarında karşımıza çıkan mevcut sorulardan b�r�, 'V�rüs, sağlıklı b�r
�mmün s�stem tarafından nasıl tanınıyor ve v�ral nötral�zasyonu nasıl uyarıyor?' konusudur. 

 
Neden ant�kor testler�ne �ht�yaç var?

 
Cov�d-19’dan etk�lenen tüm ülkelerde ekonom�k kaybın en aza �nd�r�leb�lmes� �ç�n en kısa sürede
�nsanların �şe dönmes� sağlanmalı ve sınırlar tekrar açılmalıdır. Bağışıklık durumu göster�leb�l�rse, b�reyler
r�sk almadan �şe tekrar başlayab�l�rler. Bu, PZR �le değ�l ancak b�r ant�kor test� �le sağlanab�l�r. 
 
Ant�kor test� çoklu amaç �ç�n kullanılab�l�r:

 
1.  Kl�n�k araştırmalarda aşıların amaçlandığı g�b� çalıştığını göster�r.
 
2.  Enfeks�yon şüphes� olan b�reyler�n ve temaslılarının haftalarca veya daha uzun tak�p ed�leb�lmes�n�
sağlar.
 
3.  Popülasyonda bulunan asemptomat�k olguların sayısı hakkında b�lg� ver�r.
 
4.  Çocukların enfekt�f olduğu ama asemptomat�k olduğu düşünülmekte ancak bunun sayısı hakkında
el�m�zde ver� bulunmamaktadır. Ant�kor testler�yle bu sayının bel�rlenmes� okulların açılıp açılmama
konusunda alınacak kararlara yardımcı olacaktır.
 

Ant�kor testler�n�n gel�şt�r�leb�lmes� �ç�n v�ral prote�nler hakkında b�lg�ye sah�p olmamız gerekl�
m�d�r?

 
Özell�kle �mmün s�stem� uyaran ve v�rüsü nötral�ze eden ant�kor yapımını tet�kleyen prote�nler hakkında
b�lg�ye �ht�yaç vardır. Bu prote�nler laboratuvarlarda �şlenerek ELISA g�b� testlerde kullanılab�l�r. Testlerde
kullanılacak olan prote�n�n tam olarak doğru b�ç�mde eksprese ed�leb�lmes� test yapımında en zor
basamaktır.

 
Hang� ant�jen bu amaçla kullanılmalıdır? 

 

 
 

23



Ç�n'dek� Wuhan V�roloj� Enst�tüsü'nde nükleokaps�t prote�n� ve S prote�n� kullanılarak gel�şt�r�len
ant�kor test�, Ç�n'de uygulanan on ant�kor test�nden b�r�d�r. Araştırmacılar en fazla bulunan prote�n�n
nükleoprote�n olduğunu ancak S prote�n�n�n, daha özgül olması ve koronav�rüsler �ç�nde en yüksek
çeş�tl�l�ğe sah�p olması sebeb�yle her �k� ant�jen�n de kullanıldığını bel�rtm�şlerd�r.
SARS-CoV-2, d�ğer koronav�rüslerle karşılaştırıldığında S prote�n� SARS-CoV �le %75, d�ğer v�rüslerle
%50-60 oranında benzerl�k göster�r. Bu benzerl�k neden�yle çapraz reaks�yon gel�şme olasılığı ant�kor
testler�nde seç�len S prote�n bölges�ne bağlıdır.
S prote�n�, hücreye g�r�şten sorumlu tek prote�nd�r. Dolayısıyla SARS-CoV-2 mutasyona uğradıkça bu
prote�n�n stab�l�tes�, yen� b�r suşla reenfeks�yonun muhtemel olup olmadığını anlamak �ç�n öneml�d�r.
S prote�n� yüksek korunaklı b�r prote�nd�r. V�rologlar SARS-CoV-2 reenfeks�yonu �le �lg�l� yayınlanan
b�ld�r�ler�n büyük olasılıkla hatalı PZR testler�nden kaynaklandığını düşünmekted�r.

 
B�r koronav�rüse karşı ant�kor oluştuğunda hayat boyu bağışıklık sağlayab�l�r m�?

 
SARS ve MERS �ç�n oluşan ant�korların ne kadar süreyle koruyuculuk sağladığı laboratuvar koşullarında
araştırılmıştır. B�r hastada SARS enfeks�yonundan 17 yıl sonra nötral�zan ant�korlar saptanmış ve bu
ant�korların hala SARS v�rüsünü nötral�ze edeb�ld�ğ� göster�lm�şt�r.
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SARS-CoV-2 �le Enfekte COVID-19 Hastalarının Tanısında
İmmünokromatograf�k Testler B�r Alternat�f Olab�l�r m�?
 
Serolog�cal �mmunochromatograph�c approach �n d�agnos�s w�th SARS-
COV-2 �nfected COVID-19 pat�ents  
 
Pan Y et al. (J Infect 2020 Apr 10. p��:S0163-4453(20)30175-4; do�:
10.1016/j.j�nf.2020.03.051)
 
Derleyen: Dr. Büşra Betül Özmen Çapın (Marmara Ün�vers�tes� Pend�k EAH, Tıbb�
Paraz�toloj�)

SARS-CoV-2 tanısında altın standart test ned�r?
 
Gerçek zamanlı ters transkr�ptaz pol�meraz z�nc�r tepk�mes� (“real-t�me RT-PCR”) SARS-CoV-2 tanısında
altın standart test olarak kabul ed�lm�şt�r. Tepk�men�n gerçekleşt�r�lmes� �ç�n tasarlanmış, ORF1ab, zarf
prote�n� gen� (E gen�) ya da nükleokaps�t prote�n gen�n� (N gen�) hedefleyen pr�merler d�ğer
koronav�rüsler� (229E, OC43 ve MERS) ve �nfluenza v�rüsler� (H1N1, H3N2, H5N1 ve H7N9) dışlayarak en
duyarlı ve özgül şek�lde SARS-CoV-2’y� saptamaktadır.
 
Gerçek zamanlı RT-PZR yöntem� �le SARS-CoV-2 enfeks�yonu tanısı koymanın kısıtlılıkları nelerd�r? Bu
kısıtlılıkların önüne hang� test ve yöntemlerle geç�leb�l�r?
 
Tüm dünyada SARS-CoV-2 �ç�n rut�n tanısal yöntem olarak gerçek zamanlı RT-PZR kullanılmakla beraber,
yöntem�n kısıtlılıkları mevcuttur. Farklı k�t ve çözelt�ler�n kullanımı, hastalığın farklı dönemler�nde alınması
gereken uygun örneğ�n değ�şkenl�k göstereb�lmes�, örnek alındığı sırada hastanın ant�-v�ral kullanıyor
olması (ant�-HIV �laçlar vb.) nükle�k as�t saptanmasına dayalı testlerde yalancı negat�fl�ğe yol açab�l�r. 
 
PZR �le poz�t�f elde ed�len sonuçlar �le SARS-CoV-2 enfeks�yon tanısı konulurken, negat�f sonuç �le
enfeks�yon dışlanamaz. Görüntüleme yöntemler� �le v�ral pnömon� görünümü saptanan ancak eş zamanlı
PZR sonucu negat�f çıkan hastaların b�r kısmında tak�p sırasında PZR test�nde poz�t�fleşme görülmüştür.
Wuhan Ün�vers�tes� Zhongnan Hastanes�’nde yürütülen bu çalışmada, kollo�dal altın bazlı
�mmünokromatograf�k (ICG) test yöntem� (Zhuha� L�vzon D�agnos�t�c Inc.) �le elde ed�len sonuçlar, PZR
sonuçları �le karşılaştırılmıştır.
 
Yöntemler �ç�n çalışmada kullanılan örnekler nelerd�r? 
 
İmmünokromatograf� test� �ç�n serum/plazma ve tam kan örneğ� kullanılmış; PZR �ç�n �se boğaz sürüntü
örnekler� alınmıştır.

Şek�l. 
SARS-CoV-2'ye karşı gel�şen IgG ve
IgM ant�korları �le negat�f ve poz�t�f
sonuç veren ICG test kartuşları. Her
kartuştak� üsttek� ç�zg� kontrol
ç�zg�s�n� (C), alttak� ç�zg� (T) poz�t�f
sonucu göstermekted�r.
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IgM ve IgG dördüncü günde saptanab�lm�şt�r.
ICG yöntem�n�n duyarlılığı günler �ç�nde yükselerek 15. günde en üst değere ulaşmıştır. 
Enfeks�yonun erken dönem�nde IgM poz�t�fl�ğ� %11,1 IgG poz�t�fl�ğ� %3,6 �ken, hastalığın ara
(�ntermed�ate) ve geç evres�nde IgM poz�t�fl�ğ� %75’e ve IgG poz�t�fl�ğ� %96,8’e çıkmaktadır. 
IgM ve IgG ICG testler�n�n b�rl�kte kullanılması durumunda en etk�n sonuç elde ed�lmekted�r. 
Kl�n�k tanı alan ancak PZR sonucu negat�f olan 37 hastaya a�t 39 örneğ�n dokuzunda (%23,1) IgM, 15’�nde
�se (%38,5) IgG saptanmıştır. IgM ve IgG testler� b�rl�kte değerlend�r�ld�ğ�nde �se 17 (%43,6) örnek poz�t�f
saptanmıştır. 
Tam kan ve plazma örnekler� (24 poz�t�f ve 10 negat�f örnek) arasındak� uyum araştırıldığında, her �k�
örnek türünde IgM �ç�n %100, IgG �ç�n %97,1 uyumlu sonuç elde ed�lm�şt�r.

Test, özell�kle semptomların başlamasından b�r hafta sonra, yüksek duyarlılığa sah�pt�r.
Nükle�k as�t test� negat�f ancak radyoloj�k bulgusu olan (kl�n�k COVID-19 tanısı alan) hastaları saptamada
etk�l�d�r.
Ek�pman gerekt�rmez. Tanı kapas�tes� düşük sağlık kurumlarında terc�h ed�leb�l�r.
İşlevsel, kullanıma hazır ve test süres� kısadır (<15 dak�ka).
Örnek alma sürec� daha düşük r�sk barındırır, aerosol oluşumuna yol açmaz.
Asemptomat�k b�reyler�n saptanmasında kullanılması ep�dem�yoloj�k ver�lere katkıda bulunur.

PZR �ç�n boğaz sürüntüsü kullanılmıştır. Alt solunum yolları örneğ� alınamadığı durumda, orofar�ngeal
ve nazofar�ngeal örnekleme yapılmalıdır.
Salgın dolayısıyla enfekte olmayan b�reyler seç�lemem�ş ve bu nedenle özgüllük anal�z� yapılmamıştır.
Test bandında görülen renk yoğunluğu ant�korun m�ktarı hakkında f�k�r verse de poz�t�f/negat�f
şekl�nde sonuç vermekted�r. Ant�kor t�tres� saptanmak �sten�rse ELISA yöntem� �le ant�kor araştırılab�l�r.

Sonuçlar
 

 
ICG yöntem�n� kullanmanın avantajları nelerd�r?
 

 
Çalışmanın gel�şt�r�lmes� gereken yönler� nelerd�r?
 

Tablo. Tam kan ve plazma örnekler�n�n karşılaştırılması sonucunda IG saptanması
açısından uyumu
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Altın İmmünokromatograf�s�nde ve ELISA Testler�nde
SARS-CoV-2 IgM Yanlış Poz�t�fl�kler�n� Önlemek İç�n B�r
Yöntem
 
A method to prevent SARS-CoV-2 IgM false pos�t�ves �n gold
�mmunochromatography and enzyme-l�nked �mmunosorbent assays
 
Wang Q et al. (Journal of Cl�n�cal M�crob�ology 10 Apr�l 2020;
do�:10.1128/JCM.00375-20)
 
Derleyen: Dr. Orçun Zorbozan (Ege Ün�vers�tes� Tıp Fakültes�, Paraz�toloj� AD)

GICA test� poz�t�f olan 22 RF-IgM (+) serumun 21 tanes� 6 mol/l üre varlığında negat�fe dönerken, 14
COVID-19 hastasının heps� poz�t�f olarak kalmıştır. 

ELISA test� poz�t�f olan 22 RF-IgM (+) serumun 19 tanes� 4 mol/l üre varlığında negat�fe dönerken, 14
COVID-19 hastasının heps� poz�t�f olarak kalmıştır.  

Her �k� test �ç�n üre önces� ve sonrası özgüllük ve duyarlılık değerler� tablolarda ver�lm�şt�r.

SARS-CoV-2 IgM tesp�t� yapan GICA ve ELISA testler�nde �nterferans nedenler� nelerd�r?
 
Çalışmada bu sorunun yanıtını bulmak �ç�n 86 hasta serumuna [5 �nfluenza A v�rüsü (Flu A) IgM (+), 5
�nfluenza B v�rüsü (Flu B) IgM (+), 5 Mycoplasma pneumon�ae IgM (+), 5 Leg�onella pneumoph�la IgM (+), 6
HIV (+), 36 romato�d faktör IgM (RF-IgM) (+), 5 h�pertans�yon hastası, 5 d�abetes mell�tus hastası, 14 COVID-
19 hastası] SARS-CoV-2 IgM saptayan GICA ve ELISA testler� uygulanmıştır. 
 
36 RF-IgM (+) hastanın 22’s�nde her �k� yöntemle de SARS-CoV-2 poz�t�f saptanmış ve RF-IgM poz�t�fl�ğ�n�n
�nterferans oluşturab�leceğ� düşünülmüştür.
 
Oluşan �nterferansı önlemek �ç�n ne yapılab�l�r?
 
Çalışmada �nterferansı önlemek amacıyla üre ayrışma test�n�n kullanılab�leceğ� öne sürülmüştür. İlk
�nkübasyon ve yıkama aşamasından sonra farklı konsantrasyonlarda (0-1-2-4-6-8 mol/l,) üre �çeren PBS
solüsyonu �le 37 °C’de 10 dak�kalık b�r �nkübasyon basamağı eklenm�şt�r. 
 
Yalancı poz�t�f sonuçlanan örnekler�n af�n�te �ndeks� (AI) en yüksek olan değer �le tüm SARS-CoV2
örnekler�nden AI’s� en düşük olan değer arasındak� orta değer eş�k AI değer olarak bel�rlenm�ş ve
poz�t�fl�k bu eş�k değer�ne göre saptanmıştır. AI değer� eş�k değerden düşük olanlar negat�f, yüksek olanlar
poz�t�f kabul ed�lm�şt�r (Şek�l).
 
Farklı konsantrasyonlardak� üren�n �nterferansa etk�s� ne şek�lded�r?
 

 

 

Çalışmada örneklem�n küçük olması b�asa yol açab�lecek olmakla b�rl�kte uygulanan yöntem�n test�n
özgüllüğüne etk�s� d�kkate değerd�r.

Çalışmada RF-IgM konsantrasyonu 70 IU/ml altında olan 7 hastanın serumlarında �nterferans
görülmez �ken 70 IU/ml üzer�nde olan 29 hasta serumunun 22’s�nde �nterferans görülmüştür.

Makalede göze çarpan ver�ler:
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Şek�l. SARS-CoV-2 IgM af�n�te �ndeks�
farklı üre ayrışma konsantrasyonları
kullanılarak tesp�t ed�ld�. Üre ayrışma
konsantrasyonu 4 mol/L olduğunda ve AI
hesaplama yöntem� 0,371 olduğunda, RF-
IgM poz�t�fl�ğ� olan 19 serumda SARS-CoV-
2 IgM negat�fe döndü, 14 COVID-19 hasta
serumu SARS-CoV-2 IgM poz�t�f kaldı.

Tablo 2. ELISA üre önces� ve sonrası SARS-CoV-2 IgM tesp�t� özgüllükler�n�n karşılaştırılması

Tablo 1. GICA üre önces� ve sonrası SARS-CoV-2 IgM tesp�t� özgüllükler�n�n karşılaştırılması
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Çalışmanın amacı ned�r?
 
Bu çalışmada “SARS-CoV-2 DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans Reporter (DETECTR)” adı ver�len
CRISPR-Cas12 temell� yen� b�r yöntem kullanarak solunum yolu sürüntü örnekler�nde SARS-CoV-2
saptanması amaçlanmıştır.
 
Yöntemde hang� genler hedeflenm�şt�r? 
 
SARS-CoV-2’n�n E (zarf) ve N (nükleoprote�n) genler�n� hedefleyen pr�merler sentezlenm�şt�r. E gen�nden
üç SARS- benzer� koronav�rüs tesp�t� �ç�n, N gen�nden yalnızca SARS-CoV-2   tesp�t� �ç�n Cas12 kılavuz
RNA’lar (gu�de RNA; gRNA) sentezlenm�şt�r. Kontrol olarak �nsan RNaz P gen� kullanılmıştır.
 
DETECTR yöntem� ne kadar sürede sonuçlanmaktadır?
 
RT-LAMP reaks�yonu, 20-30 dk, CRISPR Cas12 temell� saptama 10 dk olmak üzere DETECTR tanı test�
yaklaşık olarak 30-40 dak�kada tamamlanıp yatay akış şer�d� üzer�nde görüleb�l�r hale gelmekted�r.   E ve
N gen� b�rl�kte saptanırsa sonuç poz�t�f, E veya N genler�nden yalnızca b�r� saptanırsa olası poz�t�f olarak
değerlend�r�lm�şt�r. 
 
RT-PZR �le kıyaslandığında tesp�t edeb�l�r sınır değer ned�r?
 
RT-PZR test�yle karşılaştırıldığında v�rüs varlığının kal�tat�f göster�m� açısından daha kolay değerlend�rme
sağlamaktadır. CDC’n�n test� �ç�n tahm�n ed�len sınır değer 1 kopya/μl, DETECTR test� �ç�n �se 10 kopya/
μl’d�r.
 
D�ğer solunum yolu v�rüsler�yle çapraz reaks�yon var mıdır?
 
Altı COVID-19 hastasından (PZR poz�t�f) alınan 11 solunum yolu sürüntü örneğ� ve 12 solunum yolu v�rüsüyle
enfeks�yonu (5 �nfluenza, 7 d�ğer ) olan hastadan alınan nazofar�ngeal sürüntü örnekler� DETECTR test� �le
değerlend�r�lm�şt�r. COVID-19 hastasından alınan 11 örneğ�n 9’u poz�t�f olarak tesp�t ed�lm�şt�r (2 örneğ�n
tesp�t ed�leb�l�r aralıkta olmadığı bel�rlenm�şt�r). D�ğer solunum yolu v�rüsler� �le çapraz reaks�yon
saptanmamıştır.

CRISPR temell� DETECTR yöntem�, RT-PZR yöntem�ne göre hızlı, gözlemleneb�l�r, poz�t�f pred�kt�f
değer� %95, negat�f pred�kt�f değer� %100 olan alternat�f b�r yöntemd�r.

DETECTR test� mal�yet� yüksek laboratuvar malzemeler�ne �ht�yaç duyan qRT-PZR yöntem�yle
kıyaslanab�l�r doğrulukta sonuç veren, p�yasada bulunan hazır reakt�flerle ve rut�n protokollerle
gerçekleşt�r�leb�len b�r testt�r.

SONUÇ:
 

 

SARS-CoV-2’n�n CRISPR-Cas12 Temell� Tesp�t�
 
CRISPR-Cas12-based detect�on of SARS-CoV-2
 
Broughton JP et al. (Nat B�otechnol 2020 Apr 16; do�: 10.1038/s41587-020-0513-4)
 
Derleyen: Dr. C�han Yeş�loğlu (Abd� İbrah�m Med�kal D�rektörlük)
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a
 
 
b
 
 
c

 E gen� pr�mer� WHO protokolüyle aynı hedef ampl�konu kullanır; N gen� pr�mer� CDC
protokolüyle aynı hedef N2 ampl�konu kullanır. UDG, uras�l-DNA gl�koz�laz
 
  Saptanab�l�r sınır değer doğrulaması CDC 2019-nCoV RT-PZR tanı k�t� QIAGEN QIAmp DSP
V�ral RNA M�n� K�t �le b�rl�kte 
 
  Tesp�t ed�leb�l�r sınır değer doğrulaması

Tablo. DETECTR (RT–LAMP/Cas12) ve CDC  qRT–PZR  yöntemler�n�n karşılaştırılması
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Ters Transkr�ps�yon Döngü Aracılı İzotermal
Ampl�f�kasyon Yöntem� İle SARS-CoV-2’n�n Saptanması
 
Rap�d and v�sual detect�on of 2019 novel coronav�rus (SARS-CoV-2) by a
reverse transcr�pt�on loop-med�ated �sothermal ampl�f�cat�on assay
 
Yan C et al. (Cl�n M�crob�ol Infect 2020 Apr 8 p��: S1198-743X(20)30186-5; do�:
10.1016/j.cm�.2020.04.001)
 
Derleyen: Dr. Oğuz Alp Gürbüz (S.B.Ü. Ankara Dışkapı Yıldırım Beyazıt EAH, 
Tıbb� M�krob�yoloj�)

Döngü aracılı �zotermal ampl�f�kasyon (LAMP-Loop-med�ated �sothermal ampl�f�cat�on), hızlı, duyarlılığı
yüksek ve etk�l� b�r görsel nükle�k as�t ampl�f�kasyon yöntem�d�r. 

RT-LAMP reaks�yonunu gerçekleşt�rmek amacıyla Loopamp RNA ampl�f�kasyon k�t� (E�ken Chem�cal
Co., Ltd., Tokyo, Japonya) kullanılmıştır. 

Süreç Loopamp Gerçek Zamanlı Türb�d�metre (LA-230; E�ken Chem�cal Co., Ltd., Toch�g�, Japonya)
kullanılarak �zlenm�ş, yoğunluk 650 nm'de değerlend�r�lm�şt�r.  Bulanıklık değer� > 0.1 olan reaks�yonlar
poz�t�f olarak kabul ed�lm�şt�r.

Görsel değerlend�rme �ç�n karışıma floresan kalse�n eklenm�ş ve turuncudan yeş�le renk değ�ş�m�
gözlend�ğ�nde reaks�yon poz�t�f olarak kabul ed�lm�şt�r (Şek�l).

Gerçek zamanlı PZR referans yöntem olarak kullanılmıştır. 

COVID-19 laboratuvar tanısında PZR yöntem�n�n yer�ne daha hızlı, bas�t, duyarlılığı ve özgüllüğü
yüksek b�r test kullanılab�l�r m�?
 
Gerçek zamanlı PZR test� zahmetl�, zaman alıcı ve özel ek�pman gerekt�ren b�r yöntemd�r. Şüphel� hasta,
asemptomat�k hasta ve yakın temaslı k�ş� sayılarında görülen artış neden�yle teste duyulan �ht�yaç
artmakta ama bu talep karşılanamamaktadır. 
 
Bu sorunların üstes�nden geleb�lmek �ç�n hızlı ve uygulaması daha kolay olan testlere �ht�yaç
duyulmaktadır. Bu amaçla bu çalışmada SARS-CoV-2'n�n saptanmasında ters transkr�ps�yon döngü aracılı
�zotermal ampl�f�kasyon yöntem� (RT-LAMP) değerlend�r�lm�ş ve elde ed�len sonuçlar RT-PZR �le
karşılaştırılmıştır.
 
RT-LAMP çalışma prens�pler� ned�r?
 

 

 

 

 

 
 

Şek�l. RT-LAMP sonuçlarının görsel değerlend�r�lmes�
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Sonuçların değerlend�r�lmes� kolaydır (Poz�t�f: turuncudan yeş�le renk değ�ş�m�). 

D�ğer solunum patojenler� �le çapraz reaks�yon görülmem�şt�r.

RT-LAMP anal�z�, 26,28 ± 4,48 dak�kalık ortalama (± SD) sürede poz�t�f sonuçlar ver�rken, RT-PZR test�, 1-2
saat arasında sonuç vermekted�r. 

RT-LAMP öneml� b�r "po�nt of care (POCT)" yöntem�d�r: Küçük b�r c�hazla, 63 °C’de sab�t ısıda, tek b�r
adımda v�rus saptanab�l�r. Sahada ve hasta başında uygulanab�l�r.

Çalışmanın kısıtlılığı: Hedef gen�n pr�mer d�z�s� bölges�nde meydana gelen mutasyonlar neden�yle
test�n duyarlılığı etk�leneb�l�r. Bu nedenle, v�rüs genomunda meydana geleb�lecek mutasyonlar
bütün genom d�z�l�m� �le �zlenmel�d�r.

RT-LAMP yöntem� RT-PZR’ın yer�n� alab�l�r m�?
 

 

 

 

 

Tablo. SARS-CoV-2’n�n saptanmasında RT-LAMP ve RT-PZR yöntemler�n�n karşılaştırılması
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SARS-CoV-2 enfeks�yonu şüphes� olan hastalardan sürüntü örneğ� veya BAL olmak üzere toplan 130
kl�n�k örnek alınmıştır. RNA örnekler� ampl�f�kasyon �ç�n �k�ye bölünmüştür.

Çalışmada, her �k� yöntemle de 58 hasta SARS-CoV-2 �le enfekte saptanmıştır (Tablo).

RT-LAMP yöntem�n�n duyarlılığı ve özgüllüğü %100 olarak saptanmıştır.

SARS-CoV-2’n�n kl�n�k örneklerden saptanmasında RT-LAMP ve RT-PZR karşılaştırılması
 

 

 


