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"Makale Avcilari"ndan

Yepyeni bir dinya ile yuzlestigimiz ve bu dinyayl, yasami gittikge kaniksadigimiz bu
gunlerde, surece olumlu katki sunmak icin elinden geleni yapmaya calisan tim Tibbi
Mikrobiyoloji calisanlarina tesekkiirii bor¢ biliyorum. KLIMUD yénetim kurulu Uyesi
Osman Sezer Cirit dnderliginde ve pek ¢cok arkadasimizin destegiyle gerceklestirilen bu
calismayi sizlere sunmanin heyecanini yasiyoruz.

Bizler, Turkiye'de Tibbi Mikrobiyoloji alanimizin hak ettigi yere gelmesi i¢in ne gerekiyorsa
yapmaya hazirniz. Bu sireci sag salim atlatip gtizel ginlere kavustugumuzda da yine
calismaya, Uretmeye devam edecegiz.

Alismis oldugumuz, hoslandigimiz, hasret ¢cektigimiz, maalesef kiymetini ge¢ anladigimiz
0 guzel hayatlara bir an 6nce dénebilmenin Umidiyle.

Dr. Hilal Boliikbasi
Ankara Sehir Hastanesi, Doku Tiplendirme Laboratuvari

Mikrobiyoloji, mutevaziligini kaybetmeden 6zgluvenle, azimle, Ozveri ile calisacak
insanlarin isidir.

Hepsinden o6nemlisi ekip isidir. Bu dinamik ekipte yer almaktan dolayr mutluluk
duyuyorum.

Devaminin gelmesi dilegiyle...

Dr. Aylin Erman Daloglu
S.B.U. Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji

Salgin suresince dunyadaki yayin trafiginin icinden en fazla soruya cevap veren guncel
makaleleri secip Ozetleyerek, COVID-19 6grenme surecine keyif katan ve bilgiye
anadilde erisimi kolaylastiran hocalarima, tim emek veren arkadaslarima ve KLIMUD
ailesine tesekkur ederim.

Dr. Ekin Kirbas
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD



Dunya tarihine baktigimizda bu tir bir siirecin yeniden yasanabilecegdi asikar, hatta kesin
diyebiliriz. Bu nedenle, “Artik Laboratuvardan cikip, konsiltan hekim oldugumuzu
hatirlamall, filyasyon, sterilizasyon, dezenfeksiyon ve daha bir¢cok baglantili iste gérev ve
sorumluluk almaliyiz”. Bugin bu yayinlanan kisa 6zetler de bu slrecin bir parcasidir.
Ders aldik, gonalli olduk ve COVID-19 konusunda cikan yayinlarla ilgili kisa kisa bilgileri
uyelere ulastirmayi hedefledik. Bu siirece 6n ayak olanlari kutluyor ve onlara saygilarimi
sunuyorum. Bizlere disen de bu yayinlari okumak, bilgilenmek, yenilenmek ve konstltan
hekimligimizi ¢alistigimiz yerlerde konusturmaktir.

Bransimizin diger branslar arasindaki 6zelliginin iyi anlasilamadigi su gunlerde, bizler
bransimizi parlatmali, sadece laboratuvar hekimi degil, konsiltan hekim oldugumuzu
hatirlatmaliyiz.

Dr. Ali Korhan Si1§
Balikesir Atatiirk Sehir Hastanesi, Tibbi Mikoloji

Ulkemizi ve tim dinyay! etkisi altina alan bir salgin ile miicadele ediyoruz. Bu
micadelede en 6nemli dayanagimiz bilimdir ve bilim ancak paylasildiginda faydal olur.
KLIMUD ailesi buinyesinde Tiirkiye'nin dort bir yanindan degerli meslektaslarimiz ile
birlikte, COVID-19 ile ilgili guncel makaleleri derleyerek, bilime katkida bulunmaya
cahstik. Umarim paylasilan bilgiler faydali olur ve bu stire¢ mimkin olan en az hasar ile
en kisa surede atlatilabilir.

Emegi gecen tim arkadaslarima tesekkir ediyorum.

Dr. Tuba Miiderris
izmir Katip Celebi Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD

COVID-19 pandemi surecinde tlkemizin her kdsesinde hep birlikte yogun emek ve 6zveri
ile katkimizi sunmaktayiz. Derledijimiz bu makaleler KLIMUD destegi ile bitiin
meslektaslarimiza ulasmakta, 6grenme ve arastirma arzumuzu canli tutmaktadir.

Katkida bulunan bitiin calisma arkadaslarima tesekktrlerimi sunuyorum.
Dr. Bilal Olcay Peker

izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji



Kore COVID-19 Laboratuvar Tani Kilavuzu

4\
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Bu belge COVID-19/SARS-CoV-2 tanisi icin kilavuz niteligindedir. Bu yonergelerin tim telif haklari "Korean
Society for Laboratory Medicine (KSLM) and the Korea Centers for Disease Control and Prevention
(KCDC)'a" aittir.

Test endikasyonlari nelerdir?

COVID-19 gercek zamanli RT-PZR;

Supheli COVID-19 olgularinin dogrulanmasinda,

COVID-19 hastalarinin karantinadan cikarilmasina karar verilmesinde,

COVID-19 hastalariyla yakin temasta olan asemptomatik bireylerin taranmasinda,

Sebebi bilinmeyen solunum yetmezligi sendromu olan olgularin ayirici tanisinda uygulanmalidir.

Laboratuvar tani yontemleri nedir?

Gercek zamanli RT-PZR kullaniimakta ve iki gen bdlgesini incelemektedir. Bir genin tanimlanmasi tarama
testi, ikinci genin tanimlanmasi dogrulama testi olarak kullanilir. Bu protokollerde genlerden biri
saptanmazsa, sonuclar genellikle belirsiz veya negatif olarak yorumlanir. KCDC ve WHO tarafindan,
tarama testi olarak viral E geninin ve dogrulama testi olarak orflb geninin RARp bdélgesi dnerilmektedir.

Ornek tirleri, secimi ve toplanmasi nasil yapilmalidir?

USY oérneklerinde test sonucu negatif ciksa bile, 6zellikle siddetli/ilerleyen hastalik durumlarinda, ASY
orneklerinden testin tekrarlanmasi gerekir. Tani icin, semptomlarin baslamasindan sonraki yedi gun
icinde ornek alimi onerilir.

Ornek secimi nasil yapilir?

Asemptomatik/hafif semptomlari olan hastalardan hem nazofarinks hem de orofarinks strtntulerinin
alinmasi onerilir; duyarhligi arttirmak icin bunlar ayni viral transport besiyerine alinmalidir. Siddetli
semptomlari bulunan, produktif 6ksUrigu olan ve entUbe hastalardan ASY o&rnekleri alinmalidir.
Gerekirse, idrar ve diski gibi diger ornekler alinabilir. Kan 6rnekleri, serolojik arastirmalar icin dusunulebilir.

Ornek paketleme ve transportu nasil olmalidir?

Kurum ici transport:

Birincil kap bir vidal kapak ile kapatilmalidir. Kap, plastik olmalidir. Birincil kabin dis yUzeyi, %70 etanol ile
dezenfekte edilmeli, fermuarli torbaya konulmali ve nakliye éncesinde ikincil bir kaba konmalidir. ikincil
kap sizdirmaz ve darbelere dayanikli olmali ve bulasici madde icerdigi icin etiketlenmelidir.

Pnomatik sistem kullanilmamalidir.

Dis merkeze transport:
UclU paketleme sistemi (UN3373 P650) kullanilmalidir.



Tablo. COVID-19 testi icin 6rnekler

Ornek tirii Toplama Tasima Saklama Oneri
kosullan

UsY drnegi: NF Dakron veya 4°C 5glniginde: 4°C

sliriintli, OF strintd, | “floke uclu 5 glinden daha uzun: -70° C

NF aspirat ekivyon” VTM

icinde
ASY ornegi: Balgam Steril kap 4°C 48 saaticinde: 4° C
48 saatten daha uzun:-70° C

ASY ornegi: bronsiyal | Steril kap 4°C 48 saaticinde: 4° C Patojenler dillie olmus

yikama 48 saatten daha uzun: -70° C olahilir; ancak, tani testine
tabi tutulabilir

ASY Ornegi: trakeal Steril kap 4°C 48 saat icinde: 4 ° C

aspirat, transtrakeal 48 saatten daha uzun:-70° C

aspirat

ASY ornegi: akciger Tuzlu su 4°C 48 saaticinde: 4°C

biyopsisi bulunan steril 48 saatten daha uzun: -70° C

kap
Serum Serum tipi 4°C 5 glinicinde: 4° C Serolojik testler icin bir cift
5 gtinden daha uzun: -70° C numune toplamir. (Akut faz:

semptom baglangicindan 7
glin icinde. iyilesme dénemi:
Akut fazda alindiktan 14 gin
sonra) Serumun baska bir
kaba dagrtilmasi, Sinif 1l veya
daha yiiksek BGK'de.

Test islemleri nasil uygulanmalhidir?

Aerosol olusturan islemler biyoguvenlik kabini (BGK) icinde yapilmalidir. NUkleik asit ekstraksiyonu veya
inaktivasyonu BGK icinde gerceklestiriimis ornekler, standart onlemlere uygun olarak BGK disinda
islenebilir. NUukleik asit ekstraksiyonu sirasinda capraz kontaminasyona dikkat edilmelidir. Otomatik
nukleik asit ekstraksiyon sistemi kullanilmiyorsa, islemler Sinif Il veya daha ylksek BGK'de yapilmalidir.
islemler bittikten sonra veya numune kontaminasyonu oldugunda, tezgah uygun dezenfektanlar (%70
etanol, %2 glutaraldehit, sodyum hipoklorit [%0.05;500 ppm] vb) ile dezenfekte edilmelidir.

Testin yorumlanmasi nasil yapilir?

Hedef genin Ct dederi < cut-off Ct degeri: pozitif, hedef gen tespit edilmedi/Ct dederi> cut-off Ct
degeri: negatif olarak kabul edilir. Hedef gen ve internal kontrol amplifikasyonu gecgersiz ise test
tekrarlanmalidir. DUsUKk viral yUuku olan orneklerde Ct degerlerine yakin degerler yanlis negatif veya
yanlis pozitif sonuclari gdsterebilir. Bu nedenle, gerekirse, ayni érnekten ya da yeni érnek istenerek test
tekrarlanir.

KSLM, yalnizca tum genler tespit edildiginde pozitif sonug¢ verilmesini énerir. Sadece bir gen tespit
edildiginde, test tekrarlanmasi veya referans laboratuvara génderilmesi 6nerilir.

e Tarama (+) ve dogrulama (+): COVID-19 icin pozitif (SARS-CoV-2 tespit edildi).

e Tarama (+) ve dogrulama (-): COVID-19 icin negatif (SARS-CoV-2 tespit edilmedi). Tarama testi icin
betakoronavirus primerleri kullanan Kitler icin SARS-CoV-2 yerine betaCoV olasiligi vardir.

o Tarama (-) ve dogrulama (-): COVID-19 icin negatif (SARS-CoV-2 tespit edilmedi). internal kontrol de
negatifse, sonuc¢ gecersizdir ve yeniden test yapilmasi gerekir.

« Tarama (-) ve dogrulama (+): Tekrar test edilmelidir/ek testler icin bir referans laboratuvara basvurulur.



COVID-19 vakalarinda virus saptanmasi icin test zamani hakkinda yeterli bilgi yoktur. Bu nedenle,
ézellikle supheli bir olguda USY érneginde sadece bir negatif sonuca dayanarak hastaligi dislamak
zordur.

Yanlis negatif sonuclarin olasi nedenleri nelerdir?

e Yetersiz numune kalitesi

e Cok erken veya cok geg toplanan ornekler

o Uygun olmayan sekilde islenmis veya tasinmis ornekler
e Viral genetik mutasyon olusumu

e PZR inhibitorlerinin varhgi

e Testten dnce antiviral uygulamasi

Yalanci negatif érnekler icin ¢6ziim onerileri nedir?
« Ust solunum yolu érneklerinde test sonucu negatif bulunduysa ASY érnekleri test edilmelidir.

o Hasta ornekleri, (+) ve (-) kontrol ve internal kontroller tum reaksiyonlarda birlikte incelenmeli ve
dogrulanmalidir.

o Epidemiyolojik korelasyonu ve COVID-19 belirtileri olan bir hastanin testi tekrarlara ragmen negatifse,
test edilen 6rnek daha ileri degerlendirme icin KCDC'ye sunulmalidir.



Ne Zaman, Kim, Hangi Test ile Ne Siklikta Test
Edilmeli ve Test Sonuclan Nasil Degerlendirilmeli? N

SARS-CoV-2 testleri baslica iki kategoriden olusmaktadir:

1. Virusu direkt olarak saptayan testler,
2. Konagin virUse karsi gelistirdigi bagisik yaniti saptayan testler

Viral RNA Testleri

SARS-CoV-2'nin direkt olarak saptanmasinda viral RNA'yl saptayan nukleik asit amplifikasyon yontemi
kullanilir. Bu testlerde en dnemli husus toplanan ornekte viral RNA'nin mevcut olmasidir.

o Test edilen en yaygin dérnek; nazofarinks ve/veya orofarinksten alinan sdrintaddr.

e EkUvyon sivi bir tasima ortami (viral transport besiyeri) icine alinir.

e Pndmonili hastalarda, NF ve oral sekresyonlara ek olarak balgam ve BAL gibi ASY ornekleri de test
edilmelidir.

e SARS-CoV-2 saptamasinda her klinik 6rnek icin viris saptanma olasiligi farkhdir.

» Virus saptanma orani hastadan hastaya ve hastaligin seyri sirasinda degisebilir. Ornedin pnémoni
hastalarinda burun ve OF drnekleri negatifken, ASY ornekleri pozitif olabilir.

o Negatif test sonucu kisinin enfekte olma olasiligini ortadan kaldirmaz.

e Test sonucu pozitif ise sonug¢ buyuk olasilikla dogrudur. Ancak, viral RNA'nin test sUrecine girmesi
(ornek toplanirken, capraz kontaminasyon sonucu, SARS-CoV-2 ile enfekte bir laboratuvar calisani
tarafindan) yanlis pozitif sonuclara yol acabilir.

e Viral RNA, canli virUs anlamina gelmedidi icin viral RNA'nin saptanmasi hastanin bulastirici oldugu
anlamina gelmez.

e Bulastiricihgin semptomlar baslamadan once, hatta semptom gelistirmeden de gerceklesebilecedi
dikkate alindiginda asemptomatik hastalarin taranmasi da dusunulebilir. Ne yazik ki asemptomatik
hastalardaki viral RNA tespiti hakkinda cok az sey bilinmektedir ve bu tarz test stratejileri mevcut
kaynaklarin kullanimi agisindan gercekci degildir.

SARS-CoV-2 icin mevcut test sayisi arttikca yeni zorluklarla karsilasmaktayiz;

o Farkli 6rnek turleri de dahil olmak Uzere cesitli testlerin duyarlilik ve 6zgulltkleri arasindaki farklar
daha iyi anlasiimalidir.

e VirUsUn mutasyona ugrama olasiligl nedeniyle test performansi monitérize edilmelidir. Viral RNA
saptama temelli testlerin performansini etkileyebileceginden, primer ve prob baglanma
bolgelerindeki degisiklikleri izlemek icin virsun periyodik olarak dizi analizi yapilmalidir.

e Viral yUkun 6lcumda; iyilesmenin monitorize edilmesi, tedaviye cevabin degderlendiriimesi ve/veya
enfektivite duzeyinin belirlenmesi acisindan yararl olabilir. Halen kullanilan RNA temelli tani testleri
kalitatiftir. Her ne kadar viral yuku belirlemek icin kalibre edilebilseler de standartlastiriimis bir streg
mevcut degildir.



Serolojik testler

e SARS-CoV-2 ile enfekte olan hastalarda 7-11 gtin sonra antikor cevabi gelismektedir.

e Baz hastalarda antikor gelisimi daha gec¢ olabilmektedir. Bu nedenle antikor testleri akut hastaligin

tanisinda yararl degildir.

e SARS-CoV-2 enfeksiyonunu geciren bireylerin

korunmadigi ve koruyucu bagisikligin ne kadar surdugu bilinmemektedir.

Antikor testlerinin yararl olabilecegi durumlar;

e Temasl takibinin yapiimasi
o Lokal, bdlgesel ve ulusal seviyede serolojik sUrveyans yapilmasi
e Viruse karsl bagisik cevap gelistiren bireylerin tanimlanmasi

o Koruyucu bagdisiklik gelistigi varsayilirsa, saglik calisanlari gibi SARS-CoV-2'e tekrar maruz kalma riski

olan bireylerin ise geri donme kararinin alinmasinda kullanilmasi
o Terapotik ve profilaktik nétralizan antikorlar icin verici olabilecek bireylerin tanimlanmasi

e PZR testlerinin duyarhliginin saptanmasinda, pandeminin gercek kapsaminin belirlenmesinde ve vaka
olum hizi gibi istatistiklerin hesaplanmasinda kullanilmasi

reenfeksiyondan tamamen ya da kismen korunup

o Hastaligin ge¢c doneminde basvuran viral RNA negatif bireylerin tani amacli test edilmesi

Sekil.SARS-CoV-2/Covid 19 tanisinda kullanilan testler ve potansiyel kullanim alanlari

Test tipi

g
Y

Viral RNA igin nikleik
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Tespit ettigi
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Birey
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Yeni ortaya Cikan insan Koronaviriis -
Enfeksiyonlarinin Laboratuvar Tanisi - Son Teknoloji :
[

v )

e Hem Ust (nazofarinks ve orofarinks surdntl) hem de alt solunum yolu &érneklerinin (balgam,
bronkoalveoler lavaj sivisi) alinmasi onerilir.

e RNA diski, idrar, serum ve kan orneklerinden de saptanabilir. Ancak bu &rnekler ile solunum
orneklerinde oldugu kadar guvenilir sonug elde edilmeyebilir.

o Tukurugun de kullanilabilecegine dair yayinlar bulunmaktadir.

e Alinan suruntu ornekleri viral tasima besiyerine konulmalidir.

« Ornekler 72 saate kadar buzdolabinda (2-8°C) tutulmali; >72 saat durumunda -70°C veya daha dusuk
sicakliklarda dondurularak saklanmalidir.

Klinik érneklerin alinmasi, tasinmasi ve saklanmasinda 6neriler nelerdir?

Ornek alimi i¢in en uygun zaman nedir? Test sonuglari érnegin alindigi hastalik evresinden etkilenir
mi?

« USY érneklerinde: Semptom basladiktan 7-10 gtin sonra RNA pozitifligi en yUksek dlzeydedir.

o ASY orneklerinde: Hastaligin baslangicindan itibaren 3 hafta boyunca RNA pozitifligi devam
etmektedir.

e Diskida: Semptomlarin baslamasindan yaklasik iki hafta sonra RNA surekli olarak saptanabilir.

Koronavirislerin laboratuvar tanisinda hangi yontemler nasil kullanilabilir?
Koronaviruslerin laboratuvar tanisinda kullanilan yontemler Tablo'da 6zetlenmistir.

Tablo. Koronavirlslerin saptanmasinda kullanilan laboratuvar teknikleri

" Test
Metot Ozellik Uygulama
Siiresi ve
. Hizl, dislik sensivite, bazilari icin CLIA
Antijen EIA » AU ! ¢ <30 dk Tani (saptama)
onayl
. Sensivit ifite iyi, degerlendi
Antijen IFA en:.;lVl Ie ve spesifite iyi, degerlendirme 14 sa Tani (saptama)
subjektif
Altin standart, ileri diizey arastirma ve
. R . N Tani (saptama, ayirt etme, tanimlama,
Hiicre kiltri gelistirme calismalarinda kullanilir, zaman 1-7 glin .
i karekterizasyon) ve aragtirma
e . Enfeksiyon dogrulanmasi
.. Retrospektif bilgi verir, capraz reaksiyon . . .. v .
Seroloji olasm“? 8 cap Y 2-8sa epidemiyolojik degerlendirme ve
& arastirma, asi degerlendirmesi
NAAT L L
! HCoV tiim tlrlerini kapsar ve sesivitesi
monopleks, pan- .. 1-8sa Tani (saptama) ve arastirma
ylksek
HCoV
NAAT, .. e e
Sensivite ve spesifitesi ylksek, belirli tirleri Tani (saptama, ayirt etme, sinirh
monopleks, ozgl 18sa diizeyde tiplendirme) ve arastirma
spesifik-HCoV 8 4 P §
. Birden fazla patojen test edilebilir Tani (saptama, ayirt etme, sinirh
NAAT, multipleks . . 1-8sa . C !
! P FilmArray olanlar CLIA feragatli diizeyde tiplendirme) ve arastirma
NAAT, POCT Hizl ve glvenli, iyi hE_nssasiyet ve ozgllluk, 15-30 dk T'inl (saptama, a\..rul"lf etme, sinirl
bazilar CLIA feragatli diizeyde ayirt edicilik) ve arastirma

EIA, enzim immuno analizii IFA, immunofloresan analizz NAAT, nukleik asit
amplifikasyon testi; POCT, hasta basi test; CLIA, Klinik Laboratuar Gelistirme Yasasi



SARS CoV-2 RNA'nin saptanmasinda kullanilan ger¢ek zamanli PZR protokolleri nelerdir?

e SARS CoV-2 RNA'nin saptanmasinda kullanilan gercek zamanli PZR protokolleri, DUnya Saglik
Orgutd’'nin  internet  sitesinde  verilmistir:  https//www.who.int/emergencies/diseases/novel-
coronavirus-2019/technical-guidance/laboratory-guidance.

e CDC tarafindan gelistirilen panel, SARS benzeri tum betakoronavirUslerin ve SARS-CoV-2'nin tespiti
icin gercek zamanli PZR panelidir. Birbirinden ayri G¢ PZR, N genini hedef almaktadir. Bir primer/prob
seti tum betakoronavirusleri saptarken, iki set SARS-CoV-2 icin 6zguldur. Her Ug¢ sette de pozitiflik
saptanmasi durumunda SARS-CoV-2 icin pozitif rapor edilebilir. Bu panel 4 Subat 2020'de acil
kullanim izni (EUA) almistir.

o Charité algoritmasinda (Berlin, Almanya) ise, Sarbecovirus alt turinun (SARS-CoV, SARS CoV-2 ve
yarasa ile iliskili betakoronavirusler) E gen boélgesi ve SARS-CoV-2'yve 6zgl RARp gen bolgesini tespit
eden iki gergek zamanli PZR bulunmaktadir.

Bu iki genin birlikte pozitif saptanmasi durumunda SARS-CoV-2 pozitif kabul edilebilir.

e Hong Kong Li Ka Shing Tip Fakultesi'nin protokollUnde ise Sarbecovirus alt turinu saptamak icin iki
gen bolgesini hedefleyen bir ydntem (tarama icin N geninin arastirilmasi ve ardindan dogrulama igin
Orflb geninin arastirilmasi) kullanilmaktadir.

Tani testlerinde yenilikler nelerdir?

e Lizis tamponu, numunelerin enfektivitesini ortadan kaldirmak icin kullanilabilir, boylece bir
biyoguvenlik kabini olmadigi durumlarda da test ¢alisilabilir.

o Hizli hasta basi testlerinin supheli olgularda kullanilmasi, hasta triyajinin etkin yapilmasini saglayarak
kisith olan karantina imkanlarinin dogru kullanilmasina yol agacaktir.

Makalede g6ze carpan veriler:

SARS-CoV-2 enfeksiyonlarinda hizli ve dogru tani icin entegre, erisimi kolay hasta basi test hizmeti
vermek uzere bircok molekuler cihaz gelistirilmektedir. Bu testler basit, hizli ve guvenilir olup salgin
durumunda hasta tanisi ve tedavisinde yerel hastanelerde ve kliniklerde kullanilabilir.

4 Sekil. Molekuler testlerdeki gelismeler
POCT 2nd Extraction

’t' I Amplification Hasta basi testler (POCT; Point of Care

generation I Detection - 5 ] .
g Test), nukleik asit ekstraksiyonunu,
_g POCT 1 amplifikasyonu ve saptanmasini entegre
> t' - olmus sekilde kapali bir kartusta bir
% | eeneration araya getirerek basit, hizli ve glivenli hale
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COVID-19’un Laboratuvar Tanisi: Guncel Sorunlar ve
Zorluklar

Bu derlemede COVID-19'un laboratuvar tanisindaki guncel sorunlar ve zorluklar konusunu incelemistir.
Preanalitik Konular:

Ornek Alim:

Enfeksiyonun ilk 5-6'nci gunlerinde Ust ve alt solunum yollarinda viral yuk yuksektir. Nazofaringeal
ve/veya orofaringeal silgec erken enfeksiyon tanisinda ve tarama icin énerilmektedir. RNA tespiti OF
orneklerinde, NF orneklere kiyasla daha dusuktur. Her ikisinden de o6rnek alinmasi ve ayni/ayri
transport besiyerleri ile tasinmasi uygundur.

Dogru NF ornek almak icin nazal kavitenin derin noktalarina ulasmak gerekir. Hastada géz yasarmasi
olmasi ve hastanin geri gekilmesi genellikle hedefe ulasildiginin kanitidir. OF érnekleme sirasinda bazi
hastalarda 0gurme refleksi olusabilir. Silgecler 6rnek alaninda en az 10 saniye tutulmali ve 3 defa
dondurulmelidir.

Ornek aliminin teorik olarak da olsa bulas sebebi olma ihtimali bulunmaktadir.

"Floke uclu silgecler" bulunmamasi durumunda diger silgecler kullanilabilir.

Bazi olgularda tekrarlayan érnek alimi veya ASY 6rnedi gerekebilir.

Diger solunum yolu virusleri ekarte edilmelidir.

Hastada bir viral pnémoni tablosu varsa, potansiyel bir maruziyet s6z konusu ise ve/veya radyolojik
bulgular COVID-19 yonunde ise tekrarlayan ornek alimi tavsiye edilmektedir.

Gec¢ dénem virls tespiti ve ciddi pnémoni olgularinin monitorizasyonu:

ideal olarak balgam veya BAL en yUksek viral yikd gdstermesi acisindan tavsiye edilir.

Ciddi pndmoni veya ARDS tablolarinda entlUbasyon sirasinda ASY 6rnegi almak faydalidir. EntUbasyon
sonrasi da balgam ve/veya BAL 6rnegdi alinabilir.

Pndmoni olgularinda diskida da yuksek duzeyde viral yuk saptanmistir. SARS koronavirUsler
enterositlerde gésterilmis ve diski kulturlerinden izole edilmistir. Bu nedenle solunum &rneginin
yaninda rektal silgecten RT-PZR calisiimasi faydali olacaktir.

PZR Oncesi ve Sirasinda Biyoguivenlik:

Solunum o&rnekleri Sinif 2 BGK'lerde calisiimalidir. Orneklerin ideal olarak BGD3 laboratuvarlarda
calisilmasina yonelik tartismalar mevcuttur.

Ekstraksiyon dncesi, 6rnek kabin icerisinde guanidyum bazli ve deterjan olmayan bir inaktivator iceren
lizis tamponu ile muamele edilmelidir. VTM de guanidyum tuzlari icermelidir.

TUkuruk/silgec 6rnekleri viral RNA'nin degrade olmasini engellemek icin lizis tamponu ile dezenfekte
edilmelidir. Viral RNA’'nin degrade olmasina neden olabileceginden, oérnekler 56 °C'de isitilip
bekletiimemelidir.

RNA ekstraksiyonu, amplifikasyonu ve tespiti icin ID NOW™ (Abbott, San Diego, CA), cobas® Liat®
(Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA) and GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale, CA) gibi kapall,
dogrudan ornegin eklendigi sistemler de mevcuttur.



Analitik Konular:
immun bazh yontemler:

Genellikle yatay akim sistemine dayanan ve hasta basi calisilan bu testler, virus antijenlerinin veya
antikorlarin (IgM ve IgQ) tespitine yoneliktir.

Antijen testi:
e Maliyet ve zaman acgisindan avantajli gibi gozukse de, duyarlilik acisindan ciddi sorunludur.
e Hastalarin viral yukundeki ciddi degiskenlige bagli olarak olgular gézden kacirilabilir.

Antikor testi:

e Hastaligin kuresel yukunun tespiti, asemptomatik olgularin rolunun belirlenmesi, hastaligin artis
oranlari ve genel mortalitesinin hesaplanmasi icin gereklidir.

e IgM cevabinin 6zgul olmamasi, 6zgul IgG cevabinin ise haftalar almasi; gecikmis olgularin
tanisi/dogrulanmasi ile sadlik calisanlarinin salgin stresince bagisikhidinin kontrolt disinda aktif vaka
takibinde faydali olamayacaktir.

Molekller Yontem Seg¢imi:

e Yeni nesil dizileme teknikleri, mutasyonlarin saptanmasinda faydalidir ancak tanisal anlamda
elverissizdir.

e Cogu molekuler tani yontemi gercek zamanl RT-PZR'ye dayanmaktadir.

o “Loop-mediated” izotermal amplifikasyon, mikroarray tespit sonrasinda multipleks izotermal
amplifikasyon gibi diger yontemler de kullanilabilir.

Gercek Zamanl RT-PZR i¢in Hedef Secimi:

e Virusun genomunda spike (S), zarf (E), transmembran (M), helikaz (Hel) ve nukleokapsid (N) gibi
molekuler hedefler bulunur.

e Ture &6zgy, viral replikasyon icin gerekli aksesuar genler (RdRp, HE, ORFla ve b) mevcuttur.

¢ CDC, hedef olarak nukleokapsid hedeflerini énerirken, DSO, E geni saptanmasinin ardindan RdRp'ye
bakilmasini 6nermektedir.

e Capraz reaksiyonlari dnlenmek amaciyla, en az 2 molekuler hedefin calisiimasi onerilir.

o Farkli hedeflerin kullanildigi tekniklerin birbirine UstunlUgu saptanmamistir. En az bir korunmus
("conserved") hedef ile en az bir ture 6zgu hedef secilmesi uygun goézukmektedir.

Analiz Sonrasi Konular:
Sonuclarin Yorumlanmasi:

e Her iki molekuler hedefin pozitifligi laboratuvarca onaylanmis vaka kabul edilir.

e CT (cycle threshold) degeri 40'in altinda olanlar pozitif, Ustundeki degerler negatif kabul edilir.

o CT degeri 40'n altinda olup hedeflerden sadece birinin pozitif olmasi: Test tekrari gerektirir.

« Viral yuk ile hastaligin seyri arasinda iliski kurulmus olsa da, RT-PZR ile terapétik cevap ve/veya prognoz
konusu hentz kullanima girmemistir. Ote yandan, yuksek viral yuku isaret eden dusuk CT degerleri
bulastiricilik agisindan énemlidir.

Enfektivite (Bulasicilik) ve Tedaviye Yonelik Testler:

e Pnomoni olgularinin taburcu edilmesi ve izolasyondan cikarilmasi icin test yapiimalidir.

o Hastalarin kendi kendilerini 1 aya kadar karantina altina almalari tavsiye edilir.

* Tedavi basarisina isaret etmek icin en iyi yontemin, ardisik iki kez alinan rektal silgeclerden yapilan RT-
PZR testlerinin negatif ¢cikmasi olacagl degerlendirilmektedir. Bunlardan birinin pozitifligi hastanin
halen canli virUs tasidigina ve bulastiriciligin devam ettigine isarettir.



COVID-19 Serolojisi:

e S ve N proteinleri, serolojik testler icin anlamli antikorlar olustururlar. Hastalarda &zellikle N'ye karsi

antikorlar saptanmistir ki erken donem tanida onemli oldugu dusunulmektedir.

Serokonversiyon hastaligin ilk 7 gununde hastalarin %50'sinde, 14. gunde ise hepsinde
gerceklesmesine ragmen, viral yukte anlamli dUsus olmamistir. Bu nedenle antikor tespitinde
kullanilan hizli testlerin, hastaligin epidemiyolojisinin tespitinde, asemptomatik olgularin bagisiklik
durumunun saptanmasinda ve olgularin dodrulanmasinda etkili olacagl ama tarama testi olarak
kullanilmalarinin veya erken dénem olgularin saptanmasinda faydali olmayacaklari dustinulmektedir.

Sonuglar:

NF silgecgler, OF silgeglere gore Ustundur. Her iki bolgeden de alim duyarhligi arttirir.

Silge¢ bulunamayan yerlerde hastanin kendisinin tukuruk biriktirmesi veya nazal yilkama sivisi
getirmesi yoluyla test yapilabilir. Bu yodntem &zellikle asemptomatik olan ve “endiseli”
populasyonlarda, epidemiyolojik incelemelerde etkindir.

Silgec analizleri negatif ¢cikan yatan hastalarda balgam ya da BAL 6rnegi tavsiye edilir.

Rektal silgecler yoluyla ge¢ donem enfeksiyonlarin tanisi veya enfektivite (bulasicilik) ve tedaviye
yonelik kullaniimasi konusu henuz aydinlatiimamistir.

Gergcek mortalitenin gosterilmesi icin diger epidemiyolojik belirtegler ile birlikte genis kapsamli
molekuler ve/veya serolojik taramaya ihtiyac vardir.



SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2'nin (2019-nCoV)
Laboratuvar Testleri: Giincel Durum, Karsilasilan
Zorluklar ve Alinan Tedbirler

Uygun numune toplanmasi ve islenmesi ni¢cin 6nemlidir?

e Viral RNA, Ust solunum yolu (USY), alt solunum yolu (ASY), diski, kan ve idrar &rneklerinde
saptanabilmektedir.

e Tedavi sirasinda viral sacilimi gostermek icin tekrarlayan orneklemeler yapilmali ve test edilmelidir.
Dunya Saghk Orgutu (DSO), klinik olarak iyilesen bir hastada en az 24 saat arayla iki ardisik gercek
zamanli revers transkriptaz PZR (rRT-PZR) testinde negatif sonug¢ elde edilene kadar érnek toplama
sikhginin en az 2 ila 4 gunde bir olmasi gerektigini dnermektedir.

« Numunelerin kalitesi; érnek toplanmasi, tasinmasi ve saklanmasi basamaklarindan etkilenir. Ornek
toplamayla ilgili dnemli hususlar Tablo'da gosterilmistir.

o Farkli gen bolgelerini hedefleyen farkli rRT-PZR yontemleri kullanilmasina ragmen nazofaringeal (NF)
ve orofaringeal (OF) orneklemede esik dongu (CT) degeri, tek basina NF veya OF dérneklemeden cok
daha dusuk bulunmustur.

o Diskidaki viral yuk kinetigi hala cok acik degildir. SARS-CoV-2 RNA, OF 6rneginde saptanmasa bile anal
suruntu orneginde bulunabilmektedir. Bu nedenle ASY ornekleri mevcut olmadiginda diski drnekleri
test edilerek SARS-CoV-2 enfeksiyonunun tanisi mumkundur.

Nukleik asit testlerinde hangi gen bdlgesi/boélgeleri hedeflenmelidir?

e SARS-CoV-2 < 10 kopya/reaksiyonu tespit edebilen ORFIb ve N genini hedefleyen kantitatif rRT-PZR
testi bildirilmistir. N geninin analizi ORFl1b genine kiyasla pozitif klinik 6rneklerde 10 kat daha duyarli
bulunmustur. Test ézgullugunu arttirmak igin, ikinci bir genom bélgesinin varliginin goésterilmesi
onemlidir.

e E genini ve RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) genini hedefleyen, sirasiyla 52 ve 38
kopya/reaksiyon saptama siniri (LOD) ile en iyi hassasiyeti elde eden testler gelistiriimis, N gen analizi
daha az duyarli bulunmustur.

« Cin Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, hern ORFlab hem de N geninin birlikte tespit edilmesini
pozitif test sonucu olarak kabul etmektedir. Yalnizca bir bolge pozitifse, sonucun yeniden test
edilmesi gerekmektedir.

» Almanya'da Charité saglk kurulusu, E gen analizini (LOD: 5,2 kopya/reaksiyon) tarama testi olarak,
RdRp gen analizini ise (LOD: 3,8 kopya/reaksiyon) dogrulama testi olarak 6nermektedir.

+ CDC'ye gore, pozitif sonug icin N genini hedefleyen 3 farkli bolgenin de saptanmasi gerekmektedir.
Yalnizca bir hedef pozitifse, test tekrarlanmalidir.



Tablo. Ornek toplamanin 6nemli noktalari

Numune stabilitesinin

saglanmasi ve NAT

Numuneden
kaynaklanan NAT

Ornek tipi Toplama amaci Toplama materyali Tagima ve saklama
testlerini etkilemeden testlerindeki yanhs
inaktivasyon negatiflikten kaginma
NF ve OF Taniicin Plastik safta sahip 1) 24 saat icinde test  Guanidin tuzu iceren 1) Ekstraksiyon ve
strdntd sentetik fiber eklivyon  edebilirseniz virus tagima vasati amplifikasyonda
ve steril kap 4° C'de saklayiniz. pozitif, negatif ve
Aksi takdirde -70° C inhibisyon kontroli
saklayin kullanin
2) Serum 4° C'de 3 2) Eszamanli insan
glin boyunca RNaz P geni kullanin
Balgam Taniicin Steril kap saklanabilir
Uzun siireli saklama
BAL Ciddi hastalarda tani icin Steril kap igin <-20°C
3) Uzun mesafe
Endotrakeal Steril kap tasinacaksa
aspirat ve NF kuru buz veya diger
aspirat sogutma yontemleri
gereklidir
Kan NAT testleri igin tani oranini EDTA antikoagtlanh,
ylkseltmek, viremiyi izlemek,  vakumlu kan toplama 4) Tekrarlanan
epidemiyolojik siirveyans tlipu dondurma ve
¢ozdirmeden
kaginin
Serum Serokonversiyonu izlemek Antikoagiilan
icin antikor testlerinde icermeyen vakumlu
kullanilmak Gzere akut ve kan toplama tpi
konvelesan dénemde 2
ornek, epidemiyolojik
stirveyans
Gaita ASY drnekleme Steril kap
saglanamiyorsa tani oranini
ylkseltmek igin
idrar ASY drnekleme Steril kap

saglanamiyorsa tani oranini
yikseltmek icin

“Toplama materyali” ve “Tasima ve saklama”, DSO ve Cin Ulusal Saglhik Komisyonu tarafindan
olusturulan 2019-nCoV laboratuvar test kilavuzlarina atifta bulunmaktadir. ASY: Alt solunum yolu, NAT:
Nukleik asit testi



Serolojik testler hangi durumlarda, ne zaman kullanilmalidir?

Serolojik testler, nukleik asit testlerinin (NAT) mUmkun olmadigi nadir durumlarda tani icin, devam
eden bir salginin arastiriimasi icin veya bir salginin derecesini geriye donuk olarak degerlendirmek de
dahil olmak Uzere serolojik arastirmalar icin yapilabilir.

Serolojik testlerde temel konu antijenin kaynagidir. CoV'lar arasindaki korunmus diziler nedeniyle
capraz reaksiyon gorulebilir.

Rekombinant antijen temelli testler, hem 6zgullugu hem de duyarlihdl en uUst duzeye c¢ikarmak icgin
immunojenik ve viruse 6zgul antijenlerin secilmesini saglar ve standardizasyon icin daha uygundur.
SARS-CoV ve MERS-CoV'de N ve S proteini, baslica immunojenik proteinlerdir ve rekombinant antijen
uretmek icin ilk tercihtir. Capraz reaksiyon rekombinant antijenler kullanildiginda da gorulebilir.

DSO, ardisik numunelerden (akut ve iyilesme fazinda) SARS-CoV-2 serolojisinin izleminde, ilk serum
ornegdinin hastaligin 1. haftasinda, ikincisinin ise 3-4 hafta sonra toplanmasini 6nermektedir. Sadece tek
bir serum 0&rnegdi alinabiliyorsa semptomlarin baslamasindan en az 3 hafta sonra incelenmesi
onerilmektedir.

SARS'ta IgG serokonversiyonu hastalarin %93'Unde ortalama 20 gundur. Hastalarin cogunda notralize
edici antikor titresinin 5. ve 8. haftalar arasinda zirve yaptidi ve sonrasinda 6,4 haftalik bir yarilanma
omruyle azaldigi gosterilmistir. ilk érneklemede hem IgM hem de IgG titreleri nispeten dusuk veya
saptanamaz duzeydedir. Besinci gunde, hastalarda viral antikorlarda bir artis gorulebilir. IgM pozitiflik
orani %50'den %81'e yukselirken IgG pozitiflik orani %81'den %100'e yUkselmektedir.

SARS-CoV-2'nin IgG ve IgM kinetiklerini dogrulamak icin daha fazla kanit gerekmektedir.

SARS-CoV-2 RNA'nin NAT kapasitesini artirmak icin ne yapilmalidir?

ASY &rnekleri mevcut degdilse, NAT'In pozitiflik oranini arttirmak icin enfeksiyonun ileriki donemlerinde
diski ve kan drnekleri toplanmalidir.

VirUsu etkisiz hale getirmek ve RNA'yl korumak icin ornekler guanidin tuzu iceren reaktiflere
konmalidir( TRIZOL, TRIZOL LS veya AVL tamponu gibi).

Testlerin kalite kontrolunU saglayabilmek amaciyla ekstraksiyon ve amplifikasyon basamaklari icin
uygun pozitif, negatif ve inhibisyon kontrolleri kullaniimalidir.

Yanls negatif sonuglari dnlemek icin insan RNase P geni internal kontrol olarak kullaniimahdir.

Makalede g6ze carpan veriler:

SARS-CoV-2 icin farkl gen bdlgelerini hedefleyen farkli ticari NAT kitleri mevcuttur. N geninin analizi
ORF1b genine gore pozitif klinik 6rneklerde 10 kat daha duyarl bulunmustur.

SARS-CoV-2'nin serolojik kaniti hala zayiftir. Farkli antijenleri hedefleyen cesitli testlere ihtiyac vardir.

Cift orneklemin yapilmasi, farkli hastalik donemlerinde virusuin kinetiginin ve pozitif serolojik test
oranlarinin izlenmesine yardimci olacaktir.

ASY ornekleri mevcut olmadiginda diski ornekleri test edilerek SARS-CoV-2 enfeksiyonu tanisini
arttirmak mumkun olabilmektedir.

NAT sonuclarinin guvenilir olmasini saglamak icin uygun kontroller olusturulmahdir. SARS-CoV-2
RNA'sini amplifiye ederken RNase P dahili kontrol olarak onerilmektedir.



SARS-CoV-2 Molekiiler Tanisinda Burun Siiriintii Orneginin
Alinmasi: Nazofaringeal Ekiivyon Yoklugunda Uygun Bir
Alternatif Olabilir mi?

Burun sliriintii 6rnegi nazofarinks sirinti érnegi yerine kullanilabilir mi?

Nazofaringeal struntd, Dunya Saglik Orgutl tarafindan SARS-CoV-2'yi saptamak icin énerilen érnekleme
yontemidir. Bu calismada SARS-CoV-2 enfeksiyonunun molekuUler tanisi icin bakteriyolojide kullanilan
ekUvyonlar ile burun suruntusu alinarak alternatif bir islem uygulanmistir. COVID-19 suphesi ile yatan 44
hastadan nazofarinksten (Xpert Nasopharyngeal Sample Collection Kit, Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) ve
burundan (Copan Transystem, Copan, Brescia, Italy) ekUvyon ile suruntu érnekleri alinarak SARS-CoV-2
icin molekuler test uygulanmistir.

Burun ve nazofarinksten érnek alinmasi amaciyla eklUvyon bir engele (sirasiyla alt konka ve nazofaringeal
boslugun arkasi) carpana kadar burun deligine sokulmus, bes kez dondurulup c¢ikarilmistir.
Orneklemeden sonra, nazofaringeal surintd, 3 mL viral transport besiyerine (Xpert Viral Transport
medium, Cepheid), burun suruntt érnedi ise 3 mL tuz c¢dzeltisi (NaCl %0.9) iceren 15 mlL'lik bir tupe
yerlestirilmistir. SARS CoV-2, gercek zamanl PZR (Allplex 2019-nCoV Testi (Seegene, Seoul, Korea) ile
arastirilmistir.

Bulgular

o Hastalarin %84,1'inde nazofaringeal suruntu orneklerinde pozitiflik saptanmistir. Pozitif saptanan 37
hastanin 33'Unde burun surluntu orneklerinde de pozitiflik elde edilmistir. Nazofarinks sUruntu ornegi
SARS-CoV-2 negatif saptanan tUm hastalarda burun strdntu 6rnegi de negatiftir (Tablo).

e Burun ve nazofarinks suruntu orneklerinin sonuglari karsilastirildiginda, 7 (%15,9) gercek negatif, 4 (%9,1)
yanlis negatif ve 33 (%75) gercek pozitif sonuc¢ elde edilmistir. Buna gore, burun surdntu orneklerinden
calisilan SARS-CoV-2 gercek zamanl PZR testinin duyarliigi %892 ve ozgullugu %100 olarak
bulunmustur.

Sonug:

Burun suruntu 6rnegdi, altin standart kabul edilen nazofaringeal struntl 6rnegdi ile karsilastirildiginda
elde edilen gercek zamanli PZR sonuclari birbirine benzerdir. Elde edilen sonucglar SARS-CoV-2
molekuler tanisinda nazofaringeal orneklem yapilamadigi durumlarda burun surinti orneklerinin
kullanilabilecegini gostermektedir.

Tablo. SARS-CoV-2'nin molekduler tanisinda nazofarinks ve burun suruntu érneklerinin karsilastirilmasi

Nasopharyngeal sampleNasal sample results n (%a)

Concordant results

Positive Positive 33 (75.0%)

Negative Negative 7(15.9%)
Discordant results

Positive/ Negative™ 4(2.1%)
Total 44 (100.0%)

* Qut of the 4 discordant results. 2 had very low viral loads {(C=38 on the N gene).



SARS-CoV-2 Testi icin Viral Transport Besiyerine
Alternatif Olarak Salin, Fosfat Tamponlu Salin ve
Minimum Temel Besiyeri Kullanilabilir mi?

Neden viral transport yerine baska besiyerleri denenmistir? Hangi transport besiyerleri
kullaniimistir?

Salginda dogan ihtiyac nedeniyle daha cok test istenmekte ve buna paralel olarak taslyici besiyeri
gereksinimi artmaktadir. Bu amacla calismada %0.9'luk tuzlu su (Baxter; Eerfield, IL), PBS (“phosphate
buffered saline”) ve MEM (*minimum 21 essential media”; Corning; NY) ortamlarinin nazofarinks suruntu
orneklerinin transportunda kullanilabilirligi arastiriimistir.

Transport besiyerlerinin karsilastiriimasinda hangi molekiler testler kullaniimistir?

Cobas® SARS-CoV 2 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) ve valide edilmis ancak hentuz FDA onayi
olmayan SARS-CoV-2 testi (LDT) kullanilmistir. SARS-Cov-2 LDT testinde, nukleokapsit (NUC) ve acik
okuma cercevesi (ORF) genleri hedef alinarak calisiimistir.

Klinik érnekler nasil calisilmistir?

SARS-CoV-2 pozitif hasta 6rnedi (konsantrasyon: 10 000 kopya/ml) eklenmis toplam 48 érnek calisiimistir.
Orneklerin alindigi guin (0. gun), viral transport besiyerine (M4-RT), %0.9'luk tuzlu su, PBS ve MEM olmak
Uzere dort farkli besiyerine koyulan 6 ornek (toplam 24 &érnek) ve negatif kontroller iki yontemle
calisilmustir (Tablo). ilk testlerin ardindan érneklerin yarisi buzdolabinda (2-8 °C) saklanirken kalan yarisi
alikotlar halinde -15 ile -25 °C'de saklanmistir. 1, 3 ve 7. gunlerde her iki metotla da test edilmek Uzere
alikotlar stoktan cikarilarak kullanilmistir. Taslyicl besiyerleri, uyum (+/- 2 Ct seklinde) ve stabilite (7 gun
boyunca +/- 2 Ct dederleri) ydoninden VTM ile karsilastiriimistir.

SARS-CoV-2 tespiti icin viral transport mediuma (M4-RT) alternatif olarak tuzlu su, PBS ve MEM
kullanildiginda test sonuclari nasildir?

Her iki testin SARS-CoV-2 sonuclari degerlendirildiginde hem buzdolabinda saklanmis hem de
dondurulmus stok orneklerinde tum taslyici besiyerleri icin benzer sonuclar elde edilmistir (Tablo).
Duyarlilik ve stabilite acisindan bir kayip saptanmamistir.

SONUC:

SARS CoV-2 tanisinda en sik kullanilan ve en tercih edilen klinik érnek turd ve transport sekli viral
transport besiyerinde génderilen nazofarinks struntud érnegidir. Bu ¢alismada elde edilen veriler SARS
CoV-2 tayininde MEM, PBS veya %0,9'luk tuzlu suyun VTM'ye alternatif olarak kullanilabilecegini
desteklemektedir.



Tablo. M4-RT, MEM, PBS veya tuzlu suda saklanmis nazofarinks 6rneklerine ait sonuglar

Storsze Madia LDT C; valoes Cobas SARS-CoV-1 C values
Temp ) Day Day 1 Day 3 Day 7 Diay 0 Diay 1 Day 3 Dy 7

T} : SUC] OFF [ RO ORF | NTC] OFF [ NOC | OFF [ ORFla [ 5 ORFla]  F ORFlz L
23 | 283 | 2B% | 2B1 | 28B4 | 280 | 283 | 281 | 2624 | 2700 | 2643 | 2720 | 2465 | 1710 | 2685 7.5

23 M4(¥) | 226 | 285 | 200 | 2B2 | 2B9 | 2B | 206 | 287 | 1502 | 26B4 | 24637 | 2731 | 2446 | 2724 | 2001 | 27.20
223 | 283 | 2B6 | 278 | 2B | XY | 200 | 282 | 2509 | JGB1 | 2623 | 2690 | 244 | 1714 | 2683 | 2747
X1 | IBI | 280 | 2B1 | IB9 | 2BI | 200 | 284 | 602 (| 27462 | 2645 | 2737 | AT9 | 1743 | 2698 | 2793

20 M43 | 2BE | 275 | 202 | 2B4 | 28B4 | IBG | 202 | 283 | IA14 | 2005 | 2658 | 2734 | DGET | 1745 | 2678 | 27
302 | 288 | 307 | 200 | 300 ) 300 | 208 | 280 ) X572 [ 658 | JETD | 2743 | MATL | 2710 | 2696 | 2765
M3 | B3 | oo | BRI | ZRE | 2B4 | 203 | 2EOD | 2435 [ 27A0 | 2B | 2773 [ I§E2 | 2778 | 2492 | 2RO

2 BEM3) | 2E9 | 2BL | 28B4 | 282 | 2B4 | 2B1 | 284 | 279 | I600 | 2683 | 2688 | 2704 | 1722 | IB02 | 2727 | 2404
JB8 | 2B | ZBG | ZB4 | 2B4 | 2BZ | 2B4 ) 270 | G44 | 2753 | 2605 | 27EB [ IETD | 2758 | 2725 | 2815
L | 25T | Z5F [ ZEG | I5& | IR | 257 | 2R | o849 | 1S3 | de00 | 208 | T | IEIE | I0ad | ZRAl

20 MEMI(3) | 287 | 280 | 282 | 2B4 | 278 | 263 | 284 | 284 | 2§34 | 2750 | 2498 [ 2790 | 1735 | 1811 | 275R | 285D
286 | I0.7 | IB3 | ZBI | B | 2BG | 206 | 200 | 2679 | 2743 | 2700 | 2789 | 174 1753 | 2847
T [ 2T | X0 | X8 | M7 | X7 | 287 | 287 | W7 | a8 | 3605 | Ziad | M6 IIIT

-3 FB3(3) | ZB.0 | 260 | 242 | 253 | 288 | 260 | 268 | 250 | 2642 | 2724 | 2670 | 2753 | 2480 71 | 1798
X1 | B0 | 285 ) 2BD | 2BE | 2RO | 204 | 284 | 2628 [ 2700 | 2683 | 2970 | A4 2688 | 2768
X7 | 287 ( 287 | 280 | 281 | 282 | 301 | 203 | 2615 | 246BE | 2645 | 2748 | 2405 1686 | 1793

20 FB3(3) | 296 | 282 | 206 | 286 | 205 | 2B3 | 204 | 287 | 2441 | 2736 | 2634 | 272 2633 2675 | 1760
08 | 285 | 290 | 2B0 | 283 | 2BE | 208 | 200 | 2652 [ 3740 | 2685 | 2780 | MMAD 2706 | 27.99
M8 | B9 | 283 | IBG | 20O | 2BI | 200 | 283 | AT | 1743 | 2E9E | 2791 [ 482 1731 | B3

23 Baline (3| 300 | 280 | 283 | 287 | 2BG | 273 | 288 | 2RI | 1548 | 2747 | 2706 [ 2800 | IT14 1741 | 2841
227 | 287 | 283 | IB 207 | 2B0 | 200 | 200 | 2509 | ITOT | 2706 [ 2RO3 | I72R 2741 | 2847
301 | B9 | 2B | 2BE | 28T | 28T | 284 | 280 | I8f4 | 2742 | 2702 | 2793 | ITID aT28 | 2817

1] Baline (3| 220 | 270 | 282 | 284 | 300 | 281 | 283 | 285 | 2515 | 2721 | 2488 [ 278§ | 1718 1714 | 2807
301 ) 280 | 206 ) 2BT | 30DE ) 200 | 203 ) 200 | 633 | 2733 | JETE | 2788 | 240 4733 | 282

N, test edilen
okuma cercevesi hedefi;
fosfat tamponlu tuzlu su

ornek sayisi; LDT, laboratuvarda gelistirilen test; NUC, nukleokapsit

hedef; ORF, acik

E, zarf hedefi; Ct, cycle threshold; MEM, minimum esansiyel besiyeri; PBS,



Rekiirens DEGIL! RT-PZR Sonuclarinda Yalanci
Negatiflik ve COVID-19 Olgularinda Uzamis
Niikleik Asit Konversiyonu

Klinisyen:

- Hastamin ardisik iki negatif PZR testi sonrasinda, simdiki PZR testi tekrar pozitif geldi. Bu duruma
‘tekrarlayan pozitiflik’ veya ‘rekdrrens’ diyebilir miyiz?

Mikrobiyolog:

- Hayir, karsilastigimiz durum PZR testinde yalanci negatiflik’ gorilebilmesi veya ‘uzamis viral klerens
sebepli de olabilir.

’

Nukleik asit (NA) konversiyon siiresi nedir?
Semptomlarin baslangici ile birinci negatif PZR sonucu arasinda gecen sure olarak tanimlanmistir.
iki negatif PZR sonucundan sonra pozitif sonuc saptanabilir mi?

Calismaya dahil edilen 70 COVID-19 hastasinin 15'inde (%21.4) ardisik iki negatif PZR sonucunu takiben,
tekrar pozitif PZR sonucu saptanmistir. ‘Tekrar pozitiflesme’ yanlis negatif PZR testi veya uzamis NA
konversiyonu sebepli olabilir.

PZR sonucu tekrar pozitiflesen hastalarin diger hastalardan farki var midir?

Ardisik iki negatif PZR sonucu sonrasinda tekrar pozitif PZR sonucu saptanan hastalara kiyasla kontrol
grubundaki hastalarin, daha genc¢ oldugu (p=0.093) ve nukleik asit konversiyon surelerinin ¢cok daha kisa
(Kontrol grubu: 21 guin; PZR sonucu tekrar pozitiflesen hastalar: 36 gun, p<0.001) oldugu belirlenmistir.

Nukleik asit konversiyonu radyolojik bulgulardan ve semptomlarda olan diizelmelerden bagimsiz mi
gorilmektedir?

COVID-19 hastalarinin bir kisminda radyolojik bulgularda ve semptomlarda olan duzelmelerden bagimsiz
olarak NA konversiyonu goérulebilir. 70 hastanin birinde, semptomlarin baslangicindan 45 gun sonra PZR
sonucu pozitif saptanmistir.

Makalede g6ze carpan veriler:

Guncel rehberde, hastada ardisik iki negatif PZR test sonucu taburculuk sartlarindan biridir. Ancak viral
testte yalanci negatiflik oraninin yuksek olmasi ve uzamis NA konversiyonu olan hastalarin oraninin géz
ardi edilmesi nedenlerinden dolay! ‘tekrar pozitiflesme' veya ‘reklrrens’ yerine; ‘yalanci negatif PZR
sonucu’ ya da ‘uzamis viral klerens’ gorulUyor olabilir.



SARS-CoV-2'nin Molekiiler Tespiti icin Alternatif is Akisi .
- Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti Eksikligine Co6ziim G :

|«

Calismanin amaci nedir?

Bu calismada nukleik asit (NA) ekstraksiyonu yapilmadan elde edilen RT-qPZR sonuclari (pozitif sayisi ve
Ct degerleri) ile NA ekstraksiyonu yapildiktan sonra (MagNA Pure 96 veya QlAcube Connect (Qiagen,
Hilden, Germany) elde edilen RT-gPZR sonuclari karsilastiriimistir.

NA ekstraksiyonu yapilmadan RT-qPZR basarili olabilir mi?
a) NA ekstraksiyonu yapilmayan oérnekler i¢cin ne uygulanmistir?
Calismada RT-gPZR éncesi klinik drnekler 3 farkli yaklasim kullanilarak minimum duzeyde islenmistir:

« Ornegin dogrudan kullanimi: Tuzlu su/tasima c¢ozeltisinden 5 pL alinip herhangi bir islem yapmadan
RT-gPZR reaksiyonuna eklenir.

» PBS ile seyreltme: PBS ile 11 seyreltildikten sonra tuzlu su/tasima cozeltisinden 5 pyL RT-gPZR
reaksiyonuna eklenir.

Istyla 6n islem yéntemi: 10 UL tuzlu su/tasima solUsyonu Uzerinde dort farkli isil islem uygulanmistir

(95 °C'de 5 dak; 95 °C'de 10 dak; 98 °C'de 5 dak; 98 °C'de 10 dak). Belirtilen sekilde isil islem uygulanmis
tum klinik érnekler 2 dakika boyunca 4 °C'de sogutulduktan sonra 5 uL alinip RT-gPZR reaksiyonunda
kullanilmistir.

b) NA ekstraksiyonu icin MagNA Pure 96 ve QlAcube Connect sistemleri kullaniimistir. Malzeme sikintisi
nedeniyle MagNA Pure 96 kullanimindan QlAcube Connect kullanimina gecilmis ve dolayisiyla 39 o6rnek
MagNA Pure 96 sistemiyle, 50 érnek QlAcube Connect sistemiyle ve 24 drnek her iki NA ekstraksiyon
yontemiyle calisiimistir.

c) SensiFAST SARS-CoV-2 RT-gPZR testi kullaniimistir.
NA ekstraksiyonu yapilmadan elde edilen sonuclar basarili midir?

e MagNA Pure 96 kullaniimis orneklerle kiyaslandiginda, isiyla (98°C'de 5 dak) on islem yonteminin
duyarhliginin %97,4; 6zgulligunun %100 ve dogrulugunun %98,3 oldugu gorulmustur (Tablo 1).

« Uc yaklasimla elde edilen sonuclarin duyarliligi, 6zgulligu ve dogrulugu QIAcube Connect kullaniimis
orneklerle kiyaslandiginda DAHA DUSUK, MagNA Pure 96 kullaniimis érneklerle kiyaslandiginda
DAHA YUKSEK bulunmustur.

e MagNA Pure 96 ile ekstrakte edilmis orneklerle kiyaslandiginda, isiyla 6n isleme (98 °C'de 5 dak) tabi
tutulmus orneklerin medyan Ct degeri +1,8 olacak sekilde minor farklilik gostermistir (Tablo 2).

e RealStar SARS-CoV-2 RT-PZR kiti NA ekstraksiyonu yapilmayan orneklerin eklenmesiyle belirgin bir
sekilde inhibe olmustur. Bu da bize tum RT-PZR Kitlerinin bu yeni uygulamayla uyumlu olmadigini
gostermektedir.



Tablo 1. RT-qPZR dncesi minimum duzeyde islem yapilan U¢ farkh yaklasim ve ticari kit ile NA
ekstraksiyonu yapilmis klinik 6érneklerde RT-qPZR (SensiFAST Real-time PZR kiti) ile elde edilen
sonugclarin karsilastiriimasi (n = 87 hasta 6rnegi).

qgP erge ala Duya %9 e Ozg %9 e Dog %9 e
Once Po Po ega Po % Aralig % Aralig Aralig
MagNA Pure? 39 [} 22 [} 100.0 91.0—100.0 100.0 84.6—100.0 100.0 94.1-100.0
Direct 32 1 21 7 84.8 71.1-93.7 95.5 77-2-99.9 88.2 78.1-94.8
1:1 vol. PBS® 36 1 21 2 94.7 82.3-99.4 95.5 77-2-99.9 95.0 86.1-99.0
5 min/95°C 37 [ 22 2 94.9 92.7-99.4 100.0 84.6-100.0 96.7 88.7-99.6
10 min/g5°Ce 34 0o 22 4 89.5 75.2-97.1 100.0 84.6-100.0 93.3 83.8-98.2
5 min/98°Ce 37 [} 22 1 97.4 86.2-99.9 100.0 84.6-100.0 98.3 91.1-99.9
10 min/98°C® 35 [} 22 3 92.3 79.1-98.4 100.0 84.6-100.0 95.1 96-3-99.0
QlAcubef 50 1 21 [} 100.0 92.9-100.0 95.5 77-2-99.9 98.6 92.5-99.9
Direct 42 1 21 8 84.0 70.9-92.8 95.5 77.2-99.9 87.5 77.6-94.1
1:1 vol. PBS 45 1 21 5 90.0 78.2-96.7 95.5 77-2-99.9 91.6 82.7-96.9
5 min/9s5°C 44 [} 22 6 88.0 77.7-95-5 100.0 84.6-100.0 91.7 82.7-96.9
10 min/95°C 46 [} 22 4 92.0 80.8-97.8 100.0 84.6-100.0 94.4 86.2-98.4
5 min/98°C 46 [} 22 4 92.0 80.8-97.8 100.0 84.6-100.0 94.4 86.2-98.4
10 min/98°C 47 ] 22 3 94.0 83.4-98.8 100.0 84-6-100.0 95.8 88.3-99.1

Tablo 2. Pozitif SARS-CoV-2 olgularinda saptanan ve saptanamayan 6érnekler icin medyan ACt
degerleri, Ct degerleri ve ceyrekler arasi araligin (IQR) analizi (n = 87 hasta 6rnegi)

5 A O O O D D a O A O O O D D O O
O ; - a QR a Q
MagNA Pure® 0.0 28.7 7.1 0.0 0.0
Direct +4.0 32.0 5.5 33.9 2.5
1:1 vol. PBS +2.6 32.2 6.7 35.1 1.2
5 min/95°C +1.3 29.7 6.9 33.0 3.2
10 min/95°C +1.9 31.3 6.4 32.7 3.4
5 min/98°C +1.8 31.0 7.2 29.8 0.0
10 min/98°C +2.0 31.1 6.3 34.7 1.2
QlAcube® 0.0 27.6 8.6 0.0 0.0
Direct +3.9 32.2 6.1 34.6 3.0
1:1 vol. PBS +2.2 31.0 6.6 36.2 10.7
5 min/95°C +1.7 30.4 7-4 355 3.7
10 min/95°C +1.4 30.6 7.4 29.8 9.5
5 min/98°C +1.6 30.5 8.6 29.3 8.2
10 min/98°C +1.5 30.3 7.8 26.1 8.4




NA ekstraksiyonu yapilmadan SARS-CoV-2'nin molekiiler tespiti mimkin muadar?

RT-qPZR kitleri arasindaki farkliliklar nedeniyle, 1siyla dn islem uygulamasi kullanilmasi planlaniyor ise
tum RT-gPZR testlerinin klinik tani amaciyla kullanilmadan &nce valide edilmesi dnerilmektedir.

SARS-CoV-2 RT-gPZR yapilmadan 6nce orofaringeal sirdntu érneklerinin 98 °C'de 5 dakika isitilmasi ve
2 dakika boyunca 4 °C'de sogutulmasinin, NA saflastirilmis numuneler ile gerceklestirilen RT-gPZR
reaksiyonlari kadar hassas veya dogru olmadigi unutulmamalidir.

Istyla &n islem goéren drnekler ile NA ekstraksiyonu yapilmis érneklerin Ct degerleri arasinda 6nemli bir
fark saptanmamis olmakla birlikte, isitma sirasindaki RNA yikimi olasihigi goz ardi edilmemelidir.

Makalede gbze carpan veriler:

Istile 6n islem uygulanmasi, sadece altin standart yaklasimlar mevcut degilse yapilmalidir.

Isiyla 6n islem yapilarak COVID-19 pozitif hastalarin %97,4'U yanhls pozitiflik olmaksizin tespit
edilebilmesinin yani sira disuk oranda yanlis negatiflik riski olabilir; bu risk testin iki kez calisiimasi ile
azaltlabilir.



Asemptomatik Tasiyicilarn Tespit Eden Yiiksek Verimli

(] % u

D

Yapilan c¢alismalarda SARS-CoV-2 ile enfekte hastalarin %10-30'unun asemptomatik oldugu bildirilmistir.
Asemptomatik bireyler hastaligin yayllmasinda énemli role sahiptir. Dolayisiyla bu bireylerin belirlenmesi
SARS-CoV-2 pandemisinin etkili kontrolu icin kritiktir. Bununla birlikte, bircok Ulke genom ekstraksiyonu
ve PZR reaktiflerine sinirli erisim nedeni ile COVID-19 pandemisinin yonetilmesinde dnemli bir darbogaz
icerisindedir. Bu nedenle, asemptomatik tasiyicilari da taramak icin verimli tani testlerine acil ihtiyag
vardir. Bu tur testler, bir asi gelistirilinceye kadar rutin olarak gerekli olacaktir.

P-BEST (“Pooling-Based Efficient SARS-CoV-2 Testing”) nedir?

Grup testi yaklasimi kullanarak, genis bir orneklem icinde tum pozitif olgularin tanimlanmasi icin gerekli
olan test sayisinin azaltilmasini saglayan bir yontemdir (Sekil). Her numune ayri ayri test edilmek yerine
ornekler gruplanarak havuzlar olusturulur ve her bir havuza PZR uygulanir. Her ornek birden fazla
havuzun uUyesidir, bdylece kombinasyonel havuzlama stratejisi uygulanarak maksimum duzeyde tum
pozitif bireyler tanimlanabilir.

P-BEST ne zaman kullanilabilir?

Test edilen orneklerde taslyicilarin ylUzdesi yeterince dusUkse (yaklasik %1), az sayida test kullanarak P-
BEST yontemiyle tium pozitif bireyler dogru bir sekilde tanimlanabilir.

P-BEST kavramini kanitlayan ¢alisma nasil yapilmistir?

+ Daha once COVID-19 acisindan test edilmis 384 hasta drnedi calismaya dahil edilmis, 48 havuza 48'er
ornek dahil edilmistir.

+ Bir kisiye ait ornek, 6 farkli havuzda calisiimistir.

e 384 numunenin temel bir sivi dagitim robotu (Arise EZMate-601) kullanilarak 48 havuzda toplanmasi 5
saatten kisa surmustdar.

e BUtUNn viral partikulleri inaktive eden lizis tamponu kullanilarak dilusyon yapildigi icin islemler standart
BSL-2 laboratuvarinda yapilmistir.

e P-BEST yonteminde 384 numuneden 4 farkli set olusturulmustur ve bu setlere giderek artan sayida
pozitif tasiyici ( 2 ile 5) eklenmistir.

e TUm havuzlarin genom ekstraksiyonunu ve PZR amplifikasyonunu takiben, dogrulama igin ayri ayri
test edilen taslyicilari tanimlamak icin bir kod c¢dzme algoritmasi kullaniimistir. (P-BEST'in
uygulanmasi icin gerekli kod ve protokoller https;//github.com/NoamShental/PBEST adresinde
bulunmaktadir.)

P-BEST kavraminin kanitlanmasi icin yapilan ¢alisma sonuglari nelerdir?

Her bir setteki tum pozitif taslyicilar, set basina sadece 48 test kullanarak dogru bir sekilde
tanimlanmistir.  Simulasyonlar, yéntemin taslyicilart 5/384 (%1,3)'e kadar dogru bir sekilde
tanimlayabildigini, yanls pozitifligin ortalama 2,75'ten, yanlis negatifligin ise ortalama 0,3'ten daha az
oldugunu gdstermistir.



Sonuc olarak:

e Mevcut havuz tasarimi ile test verimliliginde 8 kat artis saglanir, havuz basina 6rnek sayisi artirilarak bu
daha da gelistirilebilir.

o P-BEST, dusUk taslyici frekansli (%1.3) popUlasyonlari etkili bir sekilde test etmek icin optimize edilmistir.
Bu nedenle, dogrulanmis SARS-CoV-2 vakalari ile yakin temasta olan hastalar harig, enfekte olma riski
yUksek olmayan asemptomatik populasyonlari taramak icin en uygun yontemdir.

» Uygulama igcin otomatik bir sivi dagitim robotunun kullanilmasini gerektirir.

e Dilusyonda lizis tamponu kullanilarak yapildigi icin, orneklerin havuzlanmasi standart BSL-2
laboratuvarinda yapilabilir.
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Sekil. Enfekte 4 hasta iceren 384 6rnek kimesi icin elde edilen P-BEST tasarimi ve elde edilen sonuclar.
a. P-BEST'e dayali 384 ornekten 48 havuz gerceklestiriimesi; her numune alti havuza dagitilir. Kirmizi
renkli denekler, 384 numune icinde tanimlanmamis dort enfekte kisiyi temsil eder. Havuzlar, tasiyicilarin
saptanmasini optimize eden, bir kombinasyonel havuzlama ile olusturulmustur. b. Havuzlardan genetik
materyalin ekstrakte edilmesi ve ardindan standart PZR amplifikasyonu. Pozitif havuzlar kirmizi dairelerle
gosterilir. ¢. P-BEST, optimizasyon tabanli bir algoritma kullanarak 384 &rnekten pozitif numuneleri
tanimlar. d. Sirasiyla 2, 3, 4 veya 5 pozitif 6rnek iceren doért deneyin sonugclari. iki ila dért pozitif érnek icin
hata olusmazken, bes pozitif icin gercek pozitif drneklere tek bir yanlis pozitif drnek eklenmistir.



SARS-CoV-2 icin Antikor Gelistirilmesi: COVID-19
Pandemisinde Anahtar Rol Oynayan Antikor Testi igin
Laboratuvar ve Medikal Tani Sirketleri Yarisiyor Y

\¢

COVID-19'a karsi hukumetler ekonomik zorluklara ragmen yaklasik 3 milyar insanin Kisisel 6zgurluklerini
kisitlayan kurallar uygulamaktadir. Bazi Ulkelerde testler yaygin olarak kullanilirken bazi Ulkelerde ise
yalnizca hastaneye yatirilan hastalarla sinirlandirilmistir.  Koronavirus 2 (SARS-CoV-2) hastaligiyla ilgili
ortaya c¢ikan yeni bilgiler 1siginda mevcut viral enfeksiyonu degil, ciddi akut solunum yetmezlIigi
sendromuna karsi gelisen bagdisikligi degerlendirmek icin test gelistirme yarisi baslamistir.

Test optimizasyon calismalarinda karsimiza c¢ikan sorular nelerdir?

Antikor testlerinin optimizasyon calismalarinda karsimiza ¢cikan mevcut sorulardan biri, 'Virus, saghklh bir
immun sistem tarafindan nasil taniniyor ve viral notralizasyonu nasil uyariyor?' konusudur.

Neden antikor testlerine ihtiya¢ var?

Covid-19'dan etkilenen tum Ulkelerde ekonomik kaybin en aza indirilebilmesi icin en kisa sUrede
insanlarin ise donmesi saglanmali ve sinirlar tekrar acilmalidir. Bagisiklik durumu gosterilebilirse, bireyler
risk almadan ise tekrar baslayabilirler. Bu, PZR ile degil ancak bir antikor testi ile saglanabilir.

Antikor testi coklu amacg icin kullanilabilir:
1. Klinik arastirmalarda asilarin amaclandigi gibi ¢calistigini gosterir.

2. Enfeksiyon sUphesi olan bireylerin ve temaslilarinin haftalarca veya daha uzun takip edilebilmesini
saglar.

3. Populasyonda bulunan asemptomatik olgularin sayisi hakkinda bilgi verir.

4, Cocuklarin enfektif oldugu ama asemptomatik oldugu dustnulmekte ancak bunun sayisi hakkinda
elimizde veri bulunmamaktadir. Antikor testleriyle bu sayinin belirlenmesi okullarin acilip acilmama
konusunda alinacak kararlara yardimci olacaktir.

Antikor testlerinin gelistirilebilmesi icin viral proteinler hakkinda bilgiye sahip olmamiz gerekli
midir?

Ozellikle immun sistemi uyaran ve virlsU nétralize eden antikor yapimini tetikleyen proteinler hakkinda
bilgiye ihtiya¢ vardir. Bu proteinler laboratuvarlarda islenerek ELISA gibi testlerde kullanilabilir. Testlerde
kullanilacak olan proteinin tam olarak dogru bicimde eksprese edilebilmesi test yapiminda en zor
basamaktir.

Hangi antijen bu amacla kullaniimahidir?

e Virlsun “spike” proteini notralizan antikor cevabina yol acmasi ve hlcreye giristen sorumlu olan tek
protein olmasi nedeniyle aday proteinlerden biridir.

¢ “Spike” protein, tedavi konusundaki calismalarda da kullaniimaktadir. In vitro kosullarda SARS-CoV-2'yi
notralize eden monoklonal antikor gelistirilmistir.



¢ Cin'deki Wuhan Viroloji Enstitusu'nde nukleokapsit proteini ve S proteini kullanilarak gelistirilen
antikor testi, Cin'de uygulanan on antikor testinden biridir. Arastirmacilar en fazla bulunan proteinin
nukleoprotein oldugunu ancak S proteininin, daha 6zgul olmasi ve koronavirusler icinde en yuksek
cesitlilige sahip olmasi sebebiyle her iki antijenin de kullanildigini belirtmislerdir.

e SARS-CoV-2, diger koronavirUslerle karsilastirildiginda S proteini SARS-CoV ile %75, diger viruslerle
%50-60 oraninda benzerlik gosterir. Bu benzerlik nedeniyle ¢apraz reaksiyon gelisme olasiligi antikor
testlerinde secilen S protein bdlgesine baglidir.

e S proteini, hucreye giristen sorumlu tek proteindir. Dolayisiyla SARS-CoV-2 mutasyona ugradikca bu
proteinin stabilitesi, yeni bir susla reenfeksiyonun muhtemel olup olmadigini anlamak icin dnemlidir.

o S proteini yuksek korunakli bir proteindir. Virologlar SARS-CoV-2 reenfeksiyonu ile ilgili yayinlanan
bildirilerin buyuk olasilikla hatali PZR testlerinden kaynaklandigini dusunmektedir.

Bir koronaviriise karsi antikor olustugunda hayat boyu bagisiklik saglayabilir mi?
SARS ve MERS icin olusan antikorlarin ne kadar sureyle koruyuculuk sagladigi laboratuvar kosullarinda

arastirilmistir. Bir hastada SARS enfeksiyonundan 17 yil sonra nétralizan antikorlar saptanmis ve bu
antikorlarin hala SARS virusunu notralize edebildigi gosterilmistir.



SARS-CoV-2 ile Enfekte COVID-19 Hastalarinin Tanisinda
Immiinokromatografik Testler Bir Alternatif Olabilir mi?

SARS-CoV-2 tanisinda altin standart test nedir?

Gergek zamanli ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi (“real-time RT-PCR") SARS-CoV-2 tanisinda
altin standart test olarak kabul edilmistir. Tepkimenin gerceklestirilmesi icin tasarlanmis, ORFlab, zarf
proteini geni (E geni) ya da nukleokapsit protein genini (N geni) hedefleyen primerler diger
koronavirUsleri (229E, OC43 ve MERS) ve influenza virusleri (HIN1, H3N2, H5N1 ve H7N9) dislayarak en
duyarli ve 6zgul sekilde SARS-CoV-2'yi saptamaktadir.

Gercek zamanl RT-PZR y6ntemi ile SARS-CoV-2 enfeksiyonu tanisi koymanin kisithiliklari nelerdir? Bu
kisithhiklarin 6niine hangi test ve yontemlerle gecilebilir?

TUum dunyada SARS-CoV-2 icin rutin tanisal yontem olarak gercek zamanli RT-PZR kullaniimakla beraber,
yontemin kisitliliklari mevcuttur. Farkli kit ve ¢ozeltilerin kullanimi, hastaligin farkli donemlerinde alinmasi
gereken uygun ornegin degiskenlik gosterebilmesi, érnek alindigi sirada hastanin anti-viral kullaniyor
olmasi (anti-HIV ilaclar vb.) nukleik asit saptanmasina dayali testlerde yalanci negatiflige yol acabilir.

PZR ile pozitif elde edilen sonucglar ile SARS-CoV-2 enfeksiyon tanisi konulurken, negatif sonug ile
enfeksiyon dislanamaz. GorlUntuleme yontemleri ile viral pndmoni gérinumu saptanan ancak es zamanli
PZR sonucu negatif cikan hastalarin bir kisminda takip sirasinda PZR testinde pozitiflesme gorulmustur.
Wuhan Universitesi Zhongnan Hastanesi'nde yUrUtllen bu calismada, kolloidal altin bazli
immunokromatografik (ICG) test yontemi (Zhuhai Livzon Diagnositic Inc.) ile elde edilen sonuclar, PZR
sonuclari ile karsilastiriimistir.

Yoéntemler icin calismada kullanilan érnekler nelerdir?

Immunokromatografi testi icin serum/plazma ve tam kan érnegi kullanilmis; PZR icin ise bodaz surdntu
ornekleri alinmistir.
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Sonugclar

¢ IgM ve IgG ddérduncu gunde saptanabilmistir.

e |CG ydnteminin duyarlihdi gunler icinde yukselerek 15. ginde en ust degere ulasmistir.

o Enfeksiyonun erken ddéneminde IgM pozitifligi %111 IgG pozitifligi %3,6 iken, hastaligin ara
(intermediate) ve ge¢ evresinde IgM pozitifligi %75'e ve IgG pozitifligi %96,8’e cikmaktadir.

* IgM ve IgG ICG testlerinin birlikte kullanilmasi durumunda en etkin sonug elde edilmektedir.

o Klinik tani alan ancak PZR sonucu negatif olan 37 hastaya ait 39 6rnegin dokuzunda (%23,1) IgM, 15'inde
ise (%38,5) IgG saptanmistir. IgM ve IgG testleri birlikte degerlendirildiginde ise 17 (%43,6) drnek pozitif
saptanmistir.

e Tam kan ve plazma ornekleri (24 pozitif ve 10 negatif 6rnek) arasindaki uyum arastirildiginda, her iki
ornek turunde IgM icin %100, IgG icin %97,1 uyumlu sonug elde edilmistir.

ICG yé6ntemini kullanmanin avantajlari nelerdir?

o Test, ozellikle semptomlarin baslamasindan bir hafta sonra, yuksek duyarliliga sahiptir.

e Nukleik asit testi negatif ancak radyolojik bulgusu olan (klinik COVID-19 tanisi alan) hastalari saptamada
etkilidir.

¢ Ekipman gerektirmez. Tani kapasitesi dusuk saglik kurumlarinda tercih edilebilir.

o lislevsel, kullanima hazir ve test stresi kisadir (<15 dakika).

» Ornek alma sureci daha dusuk risk barindirir, aerosol olusumuna yol agcmaz.

« Asemptomatik bireylerin saptanmasinda kullanilmasi epidemiyolojik verilere katkida bulunur.

Calismanin gelistiriimesi gereken yoénleri nelerdir?

e PZR icin bogaz suruntusu kullaniimistir. Alt solunum yollari drnegdi alinamadigi durumda, orofaringeal
ve nazofaringeal 6rnekleme yapilmalidir.

e Salgin dolayisiyla enfekte olmayan bireyler secilememis ve bu nedenle ézgullUk analizi yapilmamistir.

e Test bandinda goérulen renk yodunludu antikorun miktari hakkinda fikir verse de pozitif/negatif
seklinde sonug¢ vermektedir. Antikor titresi saptanmak istenirse ELISA yontemi ile antikor arastirilabilir.

Tablo. Tam kan ve plazma orneklerinin karsilastirilmasi sonucunda IG saptanmasi
acgisindan uyumu

l2G detection concordance between whole blood and plasma samples.

Serum/Plasma In

total
_|_ _
Whole + 23 0 23
Blood - 1 10 11
In total 24 10 34

Cohen's kappa coefficient  0.93 (95% CI,0.80-1.06; P-value, <0.000)

Cl, confidence interval.



Altin immiinokromatografisinde ve ELISA Testlerinde
SARS-CoV-2 IgM Yanhs Pozitifliklerini &nlemek icin Bir
Yontem

SARS-CoV-2 IgM tespiti yapan GICA ve ELISA testlerinde interferans nedenleri nelerdir?

Calismada bu sorunun yanitini bulmak icin 86 hasta serumuna [5 influenza A virGsu (Flu A) IgM (+), 5
influenza B virusu (Flu B) IgM (+), 5 Mycoplasma pneumoniae IgM (+), 5 Legionella pneumophila IgM (+), 6
HIV (+), 36 romatoid faktor IgM (RF-IgM) (+), 5 hipertansiyon hastasl, 5 diabetes mellitus hastasi, 14 COVID-
19 hastasi] SARS-CoV-2 IgM saptayan GICA ve ELISA testleri uygulanmistir.

36 RF-IgM (+) hastanin 22'sinde her iki yontemle de SARS-CoV-2 pozitif saptanmis ve RF-IgM pozitifliginin
interferans olusturabilecegi disunulmustuar.

Olusan interferansi 6nlemek icin ne yapilabilir?

Calismada interferansi énlemek amaciyla Ure ayrisma testinin kullanilabilecegi éne sUrulmustar. ilk
inkUbasyon ve ylkama asamasindan sonra farkli konsantrasyonlarda (0-1-2-4-6-8 mol/l,) Ure iceren PBS
solUsyonu ile 37 °C'de 10 dakikalik bir inkUbasyon basamagdi eklenmistir.

Yalanci pozitif sonuglanan oérneklerin afinite indeksi (Al) en yuksek olan deger ile tum SARS-CoV2
orneklerinden Al'si en dusuk olan deger arasindaki orta deger esik Al deger olarak belirlenmis ve
pozitiflik bu esik degerine gore saptanmistir. Al degeri esik degerden dusuk olanlar negatif, yuksek olanlar
pozitif kabul edilmistir (Sekil).

Farkh konsantrasyonlardaki tirenin interferansa etkisi ne sekildedir?

e GICA testi pozitif olan 22 RF-IgM (+) serumun 21 tanesi 6 mol/l Ure varliginda negatife donerken, 14
COVID-19 hastasinin hepsi pozitif olarak kalmistir.

e ELISA testi pozitif olan 22 RF-IgM (+) serumun 19 tanesi 4 mol/l Ure varliginda negatife donerken, 14
COVID-19 hastasinin hepsi pozitif olarak kalmistir.

¢ Her ikitesticin Ure oncesi ve sonrasl 6zgulluk ve duyarlilik degerleri tablolarda verilmistir.

Makalede gbze carpan veriler:

e Calismada orneklemin kuguk olmasi biasa yol acabilecek olmakla birlikte uygulanan yéontemin testin
ozgullugune etkisi dikkate degerdir.

e Calismada RF-IgM konsantrasyonu 70 IU/ml altinda olan 7 hastanin serumlarinda interferans
gorulmez iken 70 1U/ml Uzerinde olan 29 hasta serumunun 22'sinde interferans gérulmustur.
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ekil. SARS-CoV-2 IgM afinite indeksi
arkli Ure ayrisma konsantrasyonlari
kullanilarak tespit edildi. Ure ayrisma
konsantrasyonu 4 mol/L oldugunda ve Al
hesaplama yéntemi 0,371 oldugunda, RF-
IgM pozitifligi olan 19 serumda SARS-CoV-
2 IgM negatife donduq, 14 COVID-19 hasta
serumu SARS-CoV-2 IgM pozitif kaldi.

Tablo 1. GICA Ure 6ncesi ve sonrasi SARS-CoV-2 IgM tespiti 6zgulluklerinin karsilastiriimasi

Specificity
Control Cases

Before dissociation  After dissociation
RF-IgM negative 36 100.00% (36/36) 100.00% (36/36)
RF-IgM-positive 36 38.89% (14/36) 97.22% (35/36)
total 72 69.44% (50/72) 98.61% (71/72)"

" P<0.001 (Compared with before dissociation)

Tablo 2. ELISA Ure 6ncesi ve sonrasi SARS-CoV-2 IgM tespiti 6zgulltklerinin karsilastiriimasi

Specificity
Control Cases

Before dissociation  After dissociation
RF-IgM-negative 36 100.00% (36/36) 100.00% (36/36)
RF-IgM-positive 36 38.89% (14/36) 91.67% (33/36)"
total 72 69.44% (50/72) 95.83% (69/72)"

*: P<0.001 (Compared with before dissociation)



SARS-CoV-2'nin CRISPR-Cas12 Temelli Tespiti /

A

Calismanin amaci nedir?

Bu calismada “SARS-CoV-2 DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans Reporter (DETECTR)" adi verilen
CRISPR-Casli2 temelli yeni bir yontem kullanarak solunum yolu suruntu orneklerinde SARS-CoV-2
saptanmasl amaglanmistir.

Yoéontemde hangi genler hedeflenmistir?

SARS-CoV-2'nin E (zarf) ve N (nUkleoprotein) genlerini hedefleyen primerler sentezlenmistir. E geninden
Uc SARS- benzeri koronavirUs tespiti icin, N geninden yalnizca SARS-CoV-2 tespiti icin Casl2 kilavuz
RNA'lar (guide RNA; gRNA) sentezlenmistir. Kontrol olarak insan RNaz P geni kullanilmistir.

DETECTR y6ntemi ne kadar suirede sonuclanmaktadir?

RT-LAMP reaksiyonu, 20-30 dk, CRISPR Casl2 temelli saptama 10 dk olmak Uzere DETECTR tani testi
yaklasik olarak 30-40 dakikada tamamlanip yatay akis seridi Uzerinde gorulebilir hale gelmektedir. E ve
N geni birlikte saptanirsa sonug¢ pozitif, E veya N genlerinden yalnizca biri saptanirsa olasi pozitif olarak
degerlendirilmistir.

RT-PZR ile kiyaslandiginda tespit edebilir sinir deger nedir?

RT-PZR testiyle karsilastirildiginda virus varliginin kalitatif gdsterimi acisindan daha kolay degerlendirme
saglamaktadir. CDC'nin testi icin tahmin edilen sinir deger 1 kopya/ul, DETECTR testi icin ise 10 kopya/
pl'dir.

Diger solunum yolu virusleriyle capraz reaksiyon var midir?

Alti COVID-19 hastasindan (PZR pozitif) alinan 11 solunum yolu struntu 6rnegdi ve 12 solunum yolu virusuyle
enfeksiyonu (5 influenza, 7 diger ) olan hastadan alinan nazofaringeal struntu érnekleri DETECTR testi ile
degerlendirilmistir. COVID-19 hastasindan alinan 11 érnegin 9'u pozitif olarak tespit edilmistir (2 drnegin
tespit edilebilir aralikta olmadigi belirlenmistir). Diger solunum yolu virUsleri ile capraz reaksiyon
saptanmamistir.

SONUC:

e CRISPR temelli DETECTR yontemi, RT-PZR yontemine gore hizli, gézlemlenebilir, pozitif prediktif
degeri %95, negatif prediktif degeri %100 olan alternatif bir yontemdir.

e DETECTR testi maliyeti yuksek laboratuvar malzemelerine ihtiya¢ duyan qRT-PZR yontemiyle
kiyaslanabilir dogrulukta sonug¢ veren, piyasada bulunan hazir reaktiflerle ve rutin protokollerle
gerceklestirilebilen bir testtir.
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Tablo. DETECTR (RT-LAMP/Casl2) ve CDC gRT-PZR yéntemlerinin karsilastiriimasi

SARS-CoV-2 DETECTR,
RT-LAMP/Cas12

CDC SARS-CoV-2 qRT-PZR

Hedef E gen ve N geni N geni (¢ amplikon, N1, N2 ve N3)
Kontrol RNase P RNase P

Tespit edilebilir sinir deger | 10 kopya/pl input 1 kopya/pIP ve 3.2 kopya/ul¢
Reaksiyon siiresi (yaklagik) | 30-40 dk 120 dk

Ornekten sonuca

degerlendirme siiresi
(vaklagik)

45dk (Manuel RNA ekstraksiyon)

4 saat (RNA ekstraksiyonuyla birlikte)

Sonug

Kalitatif

Kantitatif

Testin bilesenleri

RT-LAMP (62 °C, 20-30 dk)

Cas12 (37 °C, 10 dk)

Yanal Akis Seridi (RT, 2 dk; floresan
okumayla ek siire ihtiyaci yok)

UDG reaksiyonu (25 °C, 2 dk)
ters-trankripsiyon (50°C, 15 dk)
denaturasyon (95°C, 2 dk)
amplifikasyon, (95°C, 3 s; 55°C 30s; 45
siklus)

Yiiklii ekipman ihtiyaci Hayir Evet
US FDA EUA onayi Klinik validasyon Evet
bekleniyor

S geni primeri WHO protokoltyle ayni hedef amplikonu kullanir; N geni primeri CDC
protokoltyle ayni hedef N2 amplikonu kullanir. UDG, urasil-DNA glikozilaz

b

Saptanabilir sinir deger dogrulamasi CDC 2019-nCoV RT-PZR tani kiti QIAGEN QIAmp DSP
Viral RNA Mini Kit ile birlikte

¢ Tespit edilebilir sinir deger dogrulamasi




Ters Transkripsiyon Dongi Aracili izotermal
Amplifikasyon Yéntemi ile SARS-CoV-2'nin Saptanmasi

COVID-19 laboratuvar tanisinda PZR yénteminin yerine daha hizli, basit, duyarliigi ve 6zgullagu
yuksek bir test kullanilabilir mi?

Gercek zamanli PZR testi zahmetli, zaman alici ve 6zel ekipman gerektiren bir ydontemdir. SUpheli hasta,
asemptomatik hasta ve yakin temasl Kisi sayilarinda godrulen artis nedeniyle teste duyulan ihtiyac
artmakta ama bu talep karsilanamamaktadir.

Bu sorunlarin Ustesinden gelebilmek icin hizli ve uygulamasi daha kolay olan testlere ihtiyac
duyulmaktadir. Bu amacla bu calismmada SARS-CoV-2'nin saptanmasinda ters transkripsiyon déngu aracili
izotermal amplifikasyon ydntemi (RT-LAMP) degerlendiriimis ve elde edilen sonucglar RT-PZR ile
karsilastiriimistir.

RT-LAMP calisma prensipleri nedir?

e D&ngu araciliizotermal amplifikasyon (LAMP-Loop-mediated isothermal amplification), hizli, duyarlihdi
yUksek ve etkili bir gorsel nukleik asit amplifikasyon yontemidir.

e RT-LAMP reaksiyonunu gergeklestirmek amaciyla Loopamp RNA amplifikasyon Kiti (Eiken Chemical
Co,, Ltd,, Tokyo, Japonya) kullanilmistir.

e SuUre¢ Loopamp Gercek Zamanl Turbidimetre (LA-230; Eiken Chemical Co.,, Ltd., Tochigi, Japonya)
kullanilarak izlenmis, yogunluk 650 nm'de degerlendirilmistir. Bulaniklik degeri > 0.1 olan reaksiyonlar

pozitif olarak kabul edilmistir.

e Gorsel degerlendirme icin karisima floresan kalsein eklenmis ve turuncudan yesile renk degisimi
gozlendiginde reaksiyon pozitif olarak kabul edilmistir (Sekil).

e Gercek zamanli PZR referans yontem olarak kullanilmistir.

Sekil. RT-LAMP sonugclarinin gorsel degerlendirilmesi



SARS-CoV-2'nin klinik érneklerden saptanmasinda RT-LAMP ve RT-PZR karsilastiriimasi

e SARS-CoV-2 enfeksiyonu sUphesi olan hastalardan suruntU oérnegdi veya BAL olmak Uzere toplan 130
klinik ornek alinmistir. RNA 6rnekleri amplifikasyon icin ikiye bolunmustur.

e Calismada, her iki ydntemle de 58 hasta SARS-CoV-2 ile enfekte saptanmistir (Tablo).

e RT-LAMP yonteminin duyarliligi ve 6zgullugu %100 olarak saptanmistir.

Tablo. SARS-CoV-2'nin saptanmasinda RT-LAMP ve RT-PZR yéntemlerinin karsilastiriimasi

Sonug RT-LAMP RT-PZR
orflab geni S geni
58 58
Pozitif | Ortalama siire (+SD): Ortalama siire (+SD):
25.36 + 5.09 dakika 27.21 + 5.74 dakika 58
Aralik (16-35 dakika) Aralik (19-40 dakika) (Ct<38)
Negatif 72 72 72
(renk degisikligi yok) (renk degisikligi yok) | (pik yok)

RT-LAMP yontemi RT-PZR'In yerini alabilir mi?
e Sonugclarin degerlendirilmesi kolaydir (Pozitif: turuncudan yesile renk degisimi).
e Diger solunum patojenleri ile capraz reaksiyon gérulmemistir.

e RT-LAMP analizi, 26,28 + 4,48 dakikalik ortalama (* SD) surede pozitif sonuclar verirken, RT-PZR testi, 1-2
saat arasinda sonug vermektedir.

e RT-LAMP 6nemli bir "point of care (POCT)" yontemidir: KUcUk bir cihazla, 63 °C'de sabit Isida, tek bir
adimda virus saptanabilir. Sahada ve hasta basinda uygulanabilir.

o Calismanin kisithhgi: Hedef genin primer dizisi bélgesinde meydana gelen mutasyonlar nedeniyle
testin duyarhhdi etkilenebilir. Bu nedenle, viris genomunda meydana gelebilecek mutasyonlar
butlin genom dizilimi ile izlenmelidir.



