30

Eurasian Journal
of Veterinary Sciences

www.eurasianjvetsci.org

Covid-19 Special Issue

INVITED REVIEW

COVID-19 i¢in tanisal yaklasimlar

Ilke Karayel Hacioglu!

!Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

Gelis:14.08.2020, Kabul: 11.10.2020

*ilkeekarayel@gmail.com

Diagnostic approaches for COVID-19

Eurasian J Vet Sci, 2020, Covid-19 Special Issue, 30-40
DOI: 10.15312/Eurasian]VetSci.2020.292

0}/

Coronavirus hastalig1-2019 (COVID-19), Aralhk 2019'da
Cin'in Hubei Eyaletinde ortaya ¢ikmis ve tiim diinyaya yayil-
mistir. Hastaligin etkeni olan SARS-CoV-2'nin hizli ve dogru
laboratuvar testleri tespit edilebilmesi erken tani, hizli ra-
porlama, karantina tedbirlerinin alinmasi, erken tedavinin
uygulanmasi ve bulasma yolunun kesilmesinde 6nem arz
etmektedir. COVID-19 hastalarinda goézlenen semptomlar
spesifik semptomlar olmadig1 icin kesin tanida bunlardan
yararlanilamamaktadir. Glintimiizde, COVID-19 tanisi, RT-
PCR, serolojik testler ve bilgisayarli tomografi ile yapil-
maktadir, ayrica LAMP, RT-LAMP, CRISPR vb. gibi alternatif
teknolojiler de gelistirme asamasindadir ve yakin zamanda
COVID-19 tanisinda kullanilacag diisiiniilmektedir. Bu derle-
mede, SARS-CoV-2 tanisi amaciyla 6rnek toplama, kullanilan
niikleik asit testleri, serolojik testler ve bilgisayarli tomografi
yani sira alternatif teknikler hakkinda bilgi vermek amac-
lanmistir. COVID-19’un diinya ¢apindaki yayilimi goz oniine
alindiginda, hizly, giivenilir ve ucuz alternatif tani testlerinin
de gelistirilmesine acil ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu yontem-
lerin gelistirilmesi gelecekteki salginlar1 6nlemek ac¢isindan
da faydali olacaktir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, RT-PCR, teshis, SARS-CoV-2
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Abstract

Coronavirus disease-2019 (COVID-19) emerged in Hubei
Province of China in December 2019 and spread all over the
world. Fast and accurate laboratory tests of SARS-CoV-2, the
cause of the disease, are important in early diagnosis, early
reporting, taking early quarantine measures, applying ear-
ly treatment and stopping the transmission path. Since the
symptoms observed in COVID-19 patients are not specific
symptoms, they cannot be utilized in the definitive diagno-
sis. Currently, the diagnosis of COVID-19 is made by RT-PCR,
serological tests and computed tomography, also alternative
technologies such as rapid diagnostic kits, LAMP, RT-LAMP,
CRISPR etc., are under development and are thought to be
used in the diagnosis of COVID-19 in the future. In this re-
view, it is aimed to give information about sample collection,
nucleic acid tests, serological tests and computed tomog-
raphy as well as alternative techniques for the diagnosis of
SARS-CoV-2. Given the worldwide spread of COVID-19, there
is an urgent need to develop fast, reliable and inexpensive
alternative diagnostic tests, and the development of these
methods will also be useful in preventing future epidemics.
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Giris

Coronavirus hastalig1-2019 (COVID-19), Aralhk 2019'da
Cin'in Hubei Eyaletinde ortaya ¢ikmistir. Hastalarin, ates, 6k-
stiriik, nefes darlig1 ve diger bazi semptomlarla hastanelere
basvurdugu kaydedilmistir. Yapilan taramalar sonucunda
elde edilen bulgular, saglikli akciger goriintiileri ile karsilas-
tirlldiginda, hastalarin akcigerlerinde, daha yogun ve yay-
gin opasite gosteren alanlarin oldugu goézlenmistir. Bilinen
patojenlere karsi yapilan multipleks kantitatif PCR (qPCR)
analizlerinin tiimiiniin negatif sonu¢clanmasi, bu pnémoninin
nedeninin bilinen etkenlerden farkli oldugunu gostermistir
(Udugama ve ark 2020, Zhou ve ark 2020). Ocak ayinda, has-
talarin bronkoalveoler lavaj (BAL) sivilarindan alinan numu-
neler, yeni nesil sekans ile analiz edilmis ve elde edilen veri-
ler hastaligin betacoronavirus B ‘ye benzer genetik sekansa
sahip bir virus nedenli oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Lu ve
ark 2020). Bu yeni virusun, sirasiyla, siddetli akut solunum
sendromu virusu (SARS-CoV), yarasa kaynakli SARS-benzeri
coronavirus ve Orta Dogu solunum sendromu virusu (MERS-
CoV) ile yaklasik %96, %80 ve %50 benzerlige sahip oldugu
kesfedilmistir (Zhou ve ark 2020). ICTV, 11 Subat 2020'de
bu yeni virusun adin1 “Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)” olarak agikladi ve bu virusun
yapmis oldugu hastaliga da “COVID-19” ad1 verildi.

Diinya Saghk Orgiitiiniin raporuna gére 14 Agustos 2020 iti-
bariyle hastalik en az 215 iilkeye yayildi, 20 milyondan faz-
la insana bulasti ve kiiresel olarak en az 750.000’den fazla
olimle sonuclandi (WHO 2020c). Ancak, tespit edilmeyen
bircok hafif veya asemptomatik vaka oldugu i¢in, bildirilen
toplam COVID-19 enfeksiyonu sayisinin muhtemelen bildiri-
lenden ¢ok daha fazla oldugu degerlendirilebilir.

SARS-CoV-2 insandan insana bulasmaktadir (Lu ve ark
2020). Giinlimilizdeki mevcut hipotez, ilk bulasmanin yara-
salar ile heniiz belirlenmemis bir ara konak hayvan arasin-
da gerceklesmis oldugu iizerinedir (Zhou ve ark 2020). Bu
asamada, en olas1 bulasma yolunun dogrudan temas ve dam-
lacik enfeksiyonu yoluyla oldugu diistiniilmektedir (Kitajima
ve ark 2020). SARS-CoV-2 i¢in RO degeri yaklasik 2,3 olarak
tahmin edilmektedir ve bu deger SARS-CoV-2 ile enfekte ol-
mus bir kisinin bu virusu en azindan 2 ya da 3 yeni insana
bulastirabilecegini ifade etmektedir. Sonug olarak 2009 inf-
luenza pandemisi i¢in RO degerinin 1,5 oldugu da dikkate
alindiginda, SARS-CoV-2 nedenli pandeminin insan sagligi,
psikolojik ve sosyolojik boyutlari, ekonomi vb. alanlarindaki
onemi agiktir (Petersen ve ark 2020).

Viral patojenin hizli ve dogru bir sekilde belirlenmesi, erken
tespit ve raporlama, hizla tedavi seceneklerinin degerlendi-
rilmesi, karantina, virus yayilimini yavaslatma ve en aza in-
dirme miicadelesinde gereklidir (Jalandra ve ark 2020, Yan
ve ark 2020). Vakay1 tanimlama, izolasyon ve temasi izleme
(enfekte bir hastayla temas etmis olabilecek kisileri tanim-
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lamak) yoluyla yayilmay1 sinirlandiran kontrol 6nlemlerinin
hizli bir sekilde uygulanmasini miimkiin kilmaktadir. Etkili
teshis yaklasimlarinin tartisilmasi ve virusun kendisini veya
konakg1 viicudun virusa yanitini tespit etmeye c¢alisilmasi ge-
rekir (Jalandra ve ark 2020). Giiniimiizde, SARS-CoV-2 tespiti
icin ¢cok sayida tanisal teknoloji mevcuttur ve bircogu gelisti-
rilme asamasindadir.

SARS-CoV-2’nin biyolojik 6zellikleri

SARS-CoV-2 ilk olarak Wuhan’daki hasta érneklerinde tanim-
lanmistir. Hastalardan alinan BAL sivisi 6rneklerinin insan
solunum yolu epitel hiicrelerine inokulasyonundan sonra,
hasar gérmiis veya oldiiriilmiis hiicrelerden toplanan siiper-
natant, negatif boyanmis transmisyon elektron mikroskopisi
ile analiz edilmistir (Zhu ve ark 2020). Elde edilen veriler,
virusun 60-140 nm c¢apinda protein ¢ikintilariyla ¢evrili bir
zarfa sahip oldugunu ortaya koymustur (Zhu ve ark 2020).
Genel olarak virus, Coronaviridae familyasindaki diger virus-
lara benzemektedir.

CoV'lar, insanlarin, diger memelilerin ve kuslarin solunum,
gastrointestinal, hepatik ve merkezi sinir sistemlerinde en-
feksiyona neden olabilen tek iplik¢ikli pozitif polariteli RNA
viruslaridir (Fehr ve Perlman 2015). CoV’lar Coronaviridae
ailesinin Orthocoronavirinae alt ailesinde yer almaktadir
ve bu alt aile Alfa-, Beta-, Gama- ve Deltacoronavirus olmak
lizere dort genustan olusmaktadir (ICTV). SARS-CoV-2, Beta
CoV’lar icerisinde yer almaktadir. Yaklasik 30.000 niikleotid-
den olusan genom, 5" UTR, korunmus bir replikaz domain
(ORF1ab), spike, zarf, membran ve niikleokapsid olmak tize-
re 4 adet yapisal protein kodlayan genleri, 3 'UTR ve bircok
tanimlanmamis yapisal olmayan acik okuma alani (Open
Reading Frame, ORF) icermektedir (Fehr ve Perlman 2015).
RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRp), genom biitiinliigiinii
korumak icin yapisal olmayan proteinlerle birlikte hareket
eder. SARS-CoV-2'deki RdRp geninin yarasa koronavirus
RaTG13 RdRp gen bolgesine olduke¢a benzer oldugu ve tiim
genom Kkarsilastirildiginda SARS-CoV-2 nin %96 oraninda
RaTG13 genom dizisine benzer oldugu ortaya konulmustur
(Zhou ve ark 2020).

SARS-CoV-2'nin dort yapisal proteini spike ylizey glikoprote-
ini (S), kiiciik zarf proteini (E), matriks proteini (M) ve niikle-
okapsid proteini (N)'dir (Lu ve ark 2020). Coronaviruslarda,
S proteini, virusun reseptorlere baglanmasini ve membran
flizyonunu saglamaktadir ve bu da konake1 tropizmi ve bu-
lasma kapasitesini belirlemektedir (Lu ve ark 2020). SARS-
CoV-2'nin S gen bolgesi incelendiginde, daha dnce tanimla-
nan tiim SARS ile iliskili koronaviruslarin S gen bolgesinden
niikleotit yoniinden <%?75 oraninda daha farkli oldugu bu-
lunmustur (Zhou ve ark 2020). Buna karsin, RNA'nin paket-
lenmesi ve/veya proteinlerin birlesmesi, tomurcuklanma,
zarf olusumu ve patogenez de gorev alan diger li¢ yapisal pro-
tein, daha korunakli bulunmustur (Udugama ve ark 2020).
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SARS-CoV-2'nin hiicrelere giris i¢in anjiyotensin doniistiiri-
cll enzim 2 (angiotensin converting enzyme- ACE2) resep-
tord ile yiiksek affiniteyle etkilesime girdigi goriilmektedir
(Zhou ve ark 2020). ACE2, akcigerlerin arteriyel ve vendz
endotelyal hiicreleri ile arteriyel diiz kas hiicrelerinde, mide,
ince bagirsak, kolon, cilt, lenf diigiimleri, karaciger safra ka-
nallari, bobrek parietal epitel hiicreleri ve beyinde bulun-
maktadir. Ayn1 zamanda akciger alveoler epitel hiicrelerinin
ve ince bagirsak enterositlerinin ylizeyinde de bulundugun-
dan bu hiicreler de enfekte olmaktadir (Ding ve Liang 2020).
Akcigerlerin alt bolgelerindeki hiicrelerde ACE2 daha fazla
eksprese edildiginden bilgisayarli tomografi (BT) taramala-
rinda o bolgelerde daha yogun opaklik goriilmektedir (Udu-
gama ve ark 2020). SARS-CoV-2'nin biyolojik 6zelliklerini
anlamak, daha dogru, hassas ve etkili tespit yontemlerinin
gelistirilmesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir.

Orneklerin toplanmasi
Siipheli/hasta tan1 6rneklerinin toplanmasi

Uygun numune toplanmasi ve islenmesi, laboratuvar teghi-
sinde en 6nemli adimlardan birisidir. SARS-CoV-2 enfeksiyo-
nu sliphelenilen hastalardan alinabilecek numuneler olduk-
ca cesitlidir. Oncelikle, ciddi sekilde etkilenen hastalardan
ist solunum yolu ve alt solunum yolu numunelerinin mut-
laka tani icin toplanmasi 6nerilmektedir (Pan ve ark 2020).
Ust solunum yolu érnekleri arasinda nazofarengeal ve oro-
farengeal siirtintii 6rnekleri ile nazal aspiratlar bulunurken,
alt solunum yolu érnekleri balgam, BAL sivisi ve trakeal as-
piratlar1 icermektedir. Viral ytliklerdeki degiskenlik goz ont-
ne alindiginda, solunum érneklerinin negatif bir test sonucu
vermesi hastaligin olmadigi anlamina gelmemektedir. Ciinki
bu negatif sonuclar, 6rneklemenin uygun yapilmamasindan,
orneklenen bolgedeki diistik viral yiikten veya viral genom-
daki herhangi bir mutasyonlardan kaynaklanabilir. Bu ne-
denle, yapilan ilk test negatif ise yeniden alinan materyalin
test edilmesi gerekmektedir. Ancak, SARS-CoV-2 RNA'sinin
iist solunum yolu 6rneklerinde tespit edilemese bile digki,
kan veya idrarda tespit edilebilecegini bildiren ¢alismalar da
mevcuttur (Pan ve ark 2020, Zhang ve ark 2020b). Bu ne-
denle alt solunum yolu 6rneklerinin alinamadigi durumlarda
eger miimkiinse digki, kan veya idrar érneklerinin alinmasi-
nin enfeksiyonunun tespit edilmesine yardimci oldugu bildi-
rilmistir (CDC 2020a).

Numunelerin kalitesini, numunenin toplanmasi, tasinmasi
ve saklama kriterleri gibi faktérler etkilemektedir. Ust so-
lunum yolu ve balgam 6rnekleri icin 6rnek kalitesi biiylik
dlciide 6rnegi alan kisinin nasil aldigina baghdir. Oncelikle,
toplama sirasinda plastik saftli ve steril kapli sentetik elyaf
cubuklarinin kullanilmasi tavsiye edilirken, viruslar: etkisiz
hale getiren ve PCR testini inhibe eden maddeler igerebile-
cek kalsiyum aljinat cubuklari veya tahta safth ¢ubuklar kul-
lanilmamalidir (CDC 2020a). ikincil olarak, yeterli miktarda
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virus ile enfekte hiicre elde etmek i¢in stirlintii 6rneklerinin
yeterince derinden alinmasi gerekmektedir. Yapilan ¢alisma-
lar, kombine nasofarengeal ve orofarangeal 6rneklerin birlik-
te alinmasinin solunum yolu viruslarini tespit etme duyarl-
ligin1 artirabilecegini bildirmektedir (Yan ve ark 2020). Bazi
durumlarda balgam da teshis amacl olarak kullanilabilmek-
tedir (National Health Commission of China 2019). Stiriinti
ornekleri, 2-3 mL viral tasima medyumu (VTM) veya steril
fizyolojik tuzlu su iceren steril bir tiipe hemen yerlestirilme-
lidir (CDC 2020b). CDC (2020d) ticari olarak temin edilebi-
len irtinlere bir alternatif olmasi amaciyla VTM hazirlama
prosediirii yaymlamistir. Bu prosediire géore VITM “Hanks
dengeli tuz soliisyonu, 1s1 ile inaktive edilmis, steril fotal
dana serumu, gentamisin siilfat ve amfoterisin B” icermek-
tedir (CDC 2020d). Kontaminasyonu dnlemek i¢in, her tiirli
numune steril kaplarda tasinmali ve numune stabilitesini
saglamak i¢in depolama kogsullar: kesinlikle kontrol edilme-
lidir. Numuneleri alindiktan sonra 72 saate kadar 2-8 °C’de
saklanmasi eger test icin bekleyeceklerse veya teslimde ge-
cikme bekleniyorsa, drnekleri -70°C veya altinda saklanmasi
onerilmektedir (CDC 2020a).

Solunum oOrneklerinde SARS-CoV-2'nin viral Kkinetigini
gosteren ¢alismalara baktigimizda, Zhang ve ark, (2020b)
semptomlarin goriilmesinden sonraki ilk drneklemede oral
siirtintli 6rneklerinin sadece % 50'sinin pozitif oldugunu, 5
glin sonra ise oral sliriintli 6rneklerin sadece %25'inin pozi-
tif oldugunu bildirmislerdir. Pan ve ark (2020) saptanabilir
viral yiikiin hastaligin baslamasindan sonraki giinlere bagh
olarak degistigini belirtmislerdir. Baslangi¢tan sonraki ilk 14
giin i¢cinde, SARS-CoV-2 balgamda en giivenilir sekilde tespit
edilmis ve bunu burun siirtintii 6rnekleri izlemis ancak, bo-
gaz slriintli 6rnekleri semptom baslangicindan 8 giin son-
ra glivenilir bulunmamistir.  Yapilan ¢alismalarda, diskida
da SARS-CoV-2'nin viral RNA's1 rapor edilmistir (Pan ve ark
2020, Zhang ve ark 2020b). Ancak, diskidaki viral ytiklerin
kinetigi hala ¢ok acik degildir. Veriler, viral yiikiin solunum
sistemi orneklerinden tespit edilen miktardan az da olsa,
hastaligin ilk 2 haftasinda dogrulanan vakalarin %53’liniin
digkilarinda SARS-CoV-2 RNA'sinin tespit edilebildigi-
ni gostermistir (Pan ve ark 2020). Baska bir ¢alismada ise
semptomlarin goriilmesinden sonraki ilk 6rneklemede anal
slriinti 6rneklerinin sadece %25'inin, 5 giin sonra alinan
anal stirlintii 6rneklerinin ise %37,5'inin pozitif bulundugu
belirtilmistir (Zhang ve ark 2020b). Bu veriler, erken dénem-
de oral pozitiflerin, daha sonraki donemde anal pozitiflerin
daha fazla olabilecegini diisiindlirmektedir (Zhang ve ark
2020Db).

Kan ornekleri ise hem niikleik asit hem de serolojik testler
icin kullanilabilir. Ozellikle kan érneklerinden virus tespiti,
viremiyi izlemek icin etkili bir yoldur. Kanda saptanabilir
SARS-CoV-2 RNA's1 tespit edilen hastalar siddetli semptom
evresindeki hastalardir ve bu da kandaki viral RNA'nin has-
talik siddeti ile gii¢lii bir korelasyon icerisinde oldugunu gos-
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termektedir (Chen ve ark 2020).

Cin Ulusal Saghk Komisyonu ve ABD Hastalik Kontrol ve On-
leme Merkezi (CDC), bulasmay1 énlemek icin protokoller be-
lirlemistir. Bu protokollerde en az 24 saat arayla toplanan, iki
solunum yolu érneginin SARS-CoV-2 RT-qPCR testi sonucun-
da negatif tespit edilmesi, kisinin bulastirma riskinin olmadi-
81 seklinde degerlendirilmektedir (CDC 2020c).

izlem amach 6rneklerin toplanmasi

Gliniimiizde, mevcut COVID-19 tani testleri, toplum gene-
linde COVID-19 insidensini hizli bir sekilde izlemek i¢in ye-
tersiz kalmaktadir. Biiyiik 6lgeklerde tekrarlanan bireysel
testler yapmak da miimkiin olmadigindan, hastaligin yogun
oldugu noktalar1 bulmak ve oradan izolasyon ve tedaviye
baslamak gerekmektedir (Venugopal ve ark 2020). Toplu-
luk genelinde hizli izlemenin, COVID-19'un (ve gelecekteki
diger viral salginlarin) topluluklarda yayilmasinin artmakta
m1 yoksa azalmakta mi1 oldugunu hizl bir sekilde belirlemek
acisindan, biiyiik uluslararas1 6neme sahip olabilecegi diisii-
nillmektedir (Daughton 2020).

Diskida SARS-CoV-2 tespit edilmesi, atik sularda da bu viru-
sun olabilecegini kanitlamistir (Holshue ve ark 2020, Lodder
ve de Roda Husman 2020). Cin, Hollanda, ABD, Fransa ve
Avustralya'da enfekte kisilerin diskilarinda SARS-CoV-2 viru-
sunun bulunduguna dair raporlar bulunmaktadir (Holshue
ve ark 2020, Lodder ve de Roda Husman 2020, Wu ve ark
2020c). Xu ve ark (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada
ise, SARS-CoV-2 fekal-oral yoldan bulasmasinin muhtemel
oldugu belirtilmis, bu nedenle bu virusun su sistemiyle ya-
yllmasiyla ilgili endiseler glindeme gelmistir. Virusun, ¢evre-
sel bulasin bir parc¢asi olma potansiyeli nedeniyle, icme suyu
glivenligi, atik su sanitasyonu ve kanalizasyon konusunda
onemli endiseler ortaya ¢ikmistir (Lodder ve de Roda Hus-
man 2020).

Cevresel siirveyans, virusun belirli popiilasyonlarda yayil-
ma derecesini ve siiresini izlemek i¢in kullanilan bir aragtir
(Kroiss ve ark 2018). Bu teknik atik su bazl epidemiyoloji
(ASBE) ya da kanalizasyon epidemiyolojisi kavrami ile uyum-
ludur. Nispeten yeni bir alan olan ASBE son 15 yildir istikrarlh
bir sekilde ilerlemektedir ve arastirma ¢abalari biiyiik 6l¢ii-
de Avrupa'da yogunlasmistir (Daughton 2020, Venugopal ve
ark 2020). Ozellikle asemptomatik COVID-19 vakalarinda,
kapsamli ve ger¢cek zamanli olarak viral enfeksiyon a¢isindan
bolgelerin arastirilmasi daha kolay olacaktir. Hollanda, ABD,
Fransa ve Avustralya'da atik sudaki SARS-CoV-2'nin moleki-
ler tespiti hakkinda raporlar bulunmaktadir (Ahmed ve ark
2020, Lodder ve de Roda Husman 2020, Wu ve ark 2020a,
Waurtzer ve ark 2020). Ulkemizde de atik sularda SARS-CoV-
2'nin taranmasi ile ilgili ¢calismalar ytriitiilmektedir ve bu
calismalar, Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan desteklen-
mektedir. Yapilan calismalarin sonucunda, istanbul’da topla-
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nan atik sularda SARS-CoV-2 tespit edilmistir (Alpaslan-Ko-
camemi ve ark 2020, Kocamemi ve ark 2020).

Atik sudaki SARS-CoV-2'nin yar1 6mri ¢ok kisa oldugundan
(Kitajima ve ark 2020), kullanilacak tespit yonteminin hem
enfektif hem de enfektif olmayan partikiilleri hesaba katmasi
gerekmektedir. Bu partikiillerin kanalizasyon ytiklerini dl¢-
mek icin kullanilabilecek tespit yontemleri arasinda, Enz-
yme-linked immunosorbent assay (ELISA), RT-PCR, dijital
RT-PCR, multipleks PCR, cDNA mikrodizileri, izotermal niik-
leik asit amplifikasyonu bazli yontemleri veya yeni kesfedi-
len “paper-based” dogrudan tespit yontemleri yer alabilmek-
tedir (Daughton 2020, Venugopal ve ark 2020).

Tan1 yontemleri
Giiniimiizde COVID-19 teshisi i¢in kullanilan testler

COVID-19 hastalarinda gézlenen semptomlar spesifik semp-
tomlar olmadigi i¢in kesin tani icin bir¢ok tanisal yonteme
ihtiya¢ duyulmaktadir. Guan ve ark (2020) Cin'deki 1099
COVID-19 hastasinin %44'liniin hastaneye girdiklerinde
atesi oldugunu ve geriye kalanin %89'unun da hastanedey-
ken atesinin ¢ciktigini bildirmis, ayrica hastalarin oksiirik,
yorgunluk, balgam ve nefes darlig1 gibi diger solunum yolu
enfeksiyonlari ile de iliskili semptomlarinin oldugunu da be-
lirtmislerdir. Ayni1 zamanda bazi hastalarda ishal de gozlen-
mistir.

Giliniimiizde, COVID-19 tanisi ve taramasi icin niikleik asit
testleri ve BT taramalar1 kullanilmaktadir. Molekiiler teknik-
ler, spesifik patojenleri hedefleyebildikleri ve tanimlayabil-
dikleri i¢in kesin tani a¢isindan, semptoma dayali tani ve BT
taramalarindan daha uygundur (Jalandra ve ark 2020). Mo-
lekiiler tekniklerin gelistirilmesi, patojenin protein ve genom
yapisinin anlasilmasina veya enfeksiyon sirasinda ve sonra-
sinda konakta protein ve gen ekspresyonundaki degisiklik-
lere baghdir (Udugama ve ark 2020). SARS-CoV-2'nin ilk
genom dizisi, coklu genomlari dizilemek i¢in yiiksek verimli
bir yontem olan metagenomik RNA dizilimi ile gergeklestiril-
mistir (Wu ve ark 2020b). O zamandan bu yana, arastirmaci-
lar tarafindan “Global Initiative on Sharing All Influenza Data
(GISAID)” ve GenBank’ta 4200'den fazla genom dizisi girisi
yapimistir (GISAID 2020). Genom dizilimi arastirmacilarin
PCR ve diger niikleik asit testleri i¢in primer ve prob dizi-
leri tasarlamalari i¢in olduk¢a 6nemlidir. SARS-COV-2 ile en-
fekte olmus bireyler virusa karsi antikorlar tirettiklerinden,
bu antikorlar da enfekte olmus bireylerin tanimlanmasi i¢in
kullanilabilir (Jalandra ve ark 2020). SARS-CoV-2'nin genom
ve protein yapisi tanimlanmasina karsin, konak¢inin virusa
kars1 olusturdugu yanit halen arastirilma konusu olmaya de-
vam etmektedir.

Niikleik asit testleri: Kolay metodolojisi ve kapsamli olarak
onaylanmis standart calisma prosediirii nedeniyle teshis
icin RT-PCR en ¢ok tercih edilen ve en yaygin olarak kullani-
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lan yontemdir (CDC 2020, Jalandra ve ark 2020, Yan ve ark
2020). SARS-CoV-2 i¢in bircok RT-PCR testi gelistirilmis ol-
masina ragmen, klinik olarak dogrulanmis vakalarin sadece
bir kisminda niikleik asit testleri pozitif bulunmaktadir (Yan
ve ark 2020). Niikleik asit testlerinde pozitif oranini ytk-
seltmek i¢in standart 6rnek toplama, siki saklama ve tasima
kosullari, uygun ekstraksiyon ve amplifikasyon prosediirle-
ri gerekmektedir (Yan ve ark 2020). Testlerin spesifitesini
arttirmak icin, ikinci bir genom bolgesinin de test edilmesi
onerilmektedir (Chu ve ark 2020). Sonuglarin glivenilirligini
saglamak amaciyla kullanilacak kontroller de olduk¢a dnem
arz etmektedir (Udugama ve ark 2020). CDC, molekiiler ¢a-
lismalarda, ekstraksiyon i¢in bir negatif ve bir pozitif kontrol,
PCR ¢alismasi i¢in bir negatif ve bir pozitif kontrol; ayni za-
manda PCR inhibitér maddelerini saptamak i¢in de zayif bir
pozitif kontrol ile ¢alismay1 6nermektedir (CDC 2020a). Ayni
zamanda bu harici kontroller disinda plazmid DNA, virus
benzeri parcaciklar (VLP), RNase P geni ve beta-aktin gibi
hava yolu epitel hiicrelerinin genleri de internal kontroller
olarak kullanilmalidir (Yan ve ark 2020).

SARS-CoV-2'yi tespit etmek icin bir¢cok ticari ve kurum ici
analiz metodolojisi gelistirilmistir. RT-PCR, SARS-CoV-2
RNA'sinin tamamlayic1 DNA (cDNA) ters transkripsiyonunun
ardindan bu cDNA'nin spesifik bolgelerinin amplifikasyo-
nundan olusmaktadir (Udugama ve ark 2020). Bu testlerin
tasarim siireci genellikle iki ana basamaktan olugsmaktadir:
Bunlardan birincisi genom dizilerinin hizalanmasi ve primer
tasarimidir. Sonraki asamada ise testin optimizasyonu (kul-
lanilan malzemelerin durumu, inkiibasyon siireleri ve sicak-
liklar vb.) ve uygulanmasi yer almaktadir. RT-PCR, tek asa-
mal1 veya iki agsamali olarak gergeklestirilebilir. Tek asamali
RT-PCR yiiksek verimli analiz i¢in hizh ve tekrarlanabilir so-
nuglar saglayabilmektedir. Ayr1 ayri tiiplerde sirayla yapilan
iki asamali RT-PCR metotu ise, tek asamali RT-PCR’dan daha
hassastir, ancak daha fazla zaman alir ve ek parametrelerin
optimize edilmesini gerektirir (Udugama ve ark 2020).

Diinya ¢apinda COVID-19'un yayilmasini kontrol etmek ama-
ciyla, uzun analitik adimlar1 basitlestiren, istenen hassasiyet
ve 0zgllliik seviyelerinde kisa silirede sonug veren hizli, uy-
gun maliyetli teshis testlerinin gelistirilmesi gerekmektedir
(Kriegova ve ark 2020). SARS-CoV-2 teshisinin mevcut du-
rumda en sinirlayici, zaman alict adimi, RT-qPCR'dan 6nce
bir virus tasima medyumunda 6rneklenmis siiriintii 6rnekle-
rinden viral RNA'nin izolasyonudur (Kriegova ve ark 2020).
Bu adim ayni1 zamanda dikkat gerektirmekte ve hatta bazi
ornekler i¢cin kontaminasyon riskini de beraberinde getir-
mektedir (Smyrlaki ve ark 2020). Bu nedenle, hizly, giivenli,
uygun maliyetli ve standart yontemlerle karsilastirilabilir
hassasiyete ulasan ve numune alindiktan sonra RNA ektrak-
siyonu yapilmadan, dogrudan 1s1 ile inaktive edilmis veya
parcalanmis o6rnekler ile uygulanan RT-qPCR testleri gelis-
tirilmektedir (Beltran-Pavez ve ark 2020, Kriegova ve ark
2020, Smyrlaki ve ark 2020).
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Yapilan ¢alismalarda SARS ile iligkili virus genomlari arasin-
da korunakl ii¢ bolge kesfedilmistir; ORFlab boélgesindeki
RdRp geni; E geni ve N geni (Woo ve ark 2010). Chu ve ark
(2020) SARS-CoV-2 <10 kopya/reaksiyonu tespit edebilen
ORF1b ve N genini hedefleyen iki adet tek asamali qRT-PCR
testi gelistirmislerdir ki bu testlerden N gen testi, pozitif
klinik 6rnekleri saptamada ORF1b gen testinden yaklasik
10 kat daha duyarhidir. Corman ve ark (2020) ise E ve RdRp
genini hedefleyen, sirasiyla 5.2 ve 3.8 kopya/reaksiyon sap-
tama sinir1 (LOD) ile en iyi hassasiyeti elde eden testleri ge-
listirmisler ancak N genini hedefleyen testin biraz daha az
duyarli oldugunu saptamislardir. Bunlarin disinda da farkl
iilkelerden ¢alisma gruplar1 kurum igi gelistirmis olduklari
molekiiler analiz protokollerini paylagsmislardir. Ozetleyecek
olursak, CDC Cin ORF1ab ve N genini hedefleyen primerler
ve problar (CDC 2020b); Almanya'da Charité, tarama testinin
ilk adimi olarak E gen testini ve ardindan dogrulayici test ola-
rak RdRp gen testini (Corman ve ark 2020); Fransa’da Paste-
ur Enstitlisii RARp genini hedefleyen testini (Pasteur Institut
2020); Hong Kong Universitesi'nden bilim adamlar1 tarama
testi olarak N geni RT-PCR’1 ve dogrulayici test olarak ORF1b
testini (HKU 2019); Tayland Halk Saghig1 Bakanligi N genini
hedefleyen testi (Thailand Department of Medical Sciences
Ministry of Public Health 2020); Japonya Ulusal Enfeksiyon
Hastaliklar1 Enstitiisii, ORFla ve S genini hedefleyen i¢ ice
RT-PCR testi yani sira N genini hedefleyen RT-PCR testini
(Nao ve ark 2019); CDC ABD ise, SARS-CoV-2'nin N genini
hedefleyen g ¢ift primer iceren testleri 6nermektedir (US
CDC 2020) (Tablo 1). Testlere bakildiginda, hem ticari hem
“in-house” testlerin, SARS-CoV-2 genomunun iki veya ii¢ bol-
gesini tespit etmek i¢in tasarlandigi goriilmektedir.

Klinik uygulamalarda RT-PCR testleri icin farkl is akislari
bulunmaktadir. Cin Ulusal Saglik Komisyonu hem ORF1lab
hem de N'nin olumlu bir sonug i¢in pozitif test edilmesi ge-
rektigini 6nermektedir. Yalnizca bir bolge pozitifse, sonucun
yeniden test edilmesi gerekir (National Health Commission
of China 2019). ABD’de CDC, pozitif bir sonug icin, N bolge-
sini hedefleyen tiim testlerin pozitif olmasi gerektigini dner-
mektedir. Yalnizca bir hedef pozitifse, sonug kesin degildir ve
tekrar test edilmesi gerekir (CDC 2020a). Bu nedenle, pozitif
bir vakay1 tanimlamak i¢in test edilen iki veya ii¢ bolgenin
hepsinin pozitif olmasi énemlidir. Corman ve ark (2020),
SARS-CoV-2 tanisi i¢in li¢ agamali bir is akisi1 6nermislerdir.
Bu li¢ asamay1 tarama, konfirmasyon ve ayrimci analizler
olarak tanimlamaktadirlar. Tanimlanan enfekte hasta sayi-
sinl en Ust diizeye cikarmak i¢in ilk adim, E geninin farkl
bolgelerini hedefleyerek SARS ile ilgili tim viruslar tespit
edilmesidir. Bu test pozitifse, iki farkli primer ve iki farkl
prob kullanilarak RdRp geninin saptanmasini 6nerilmekte-
dir. Eger, bu sonuglar da pozitif ¢ikarsa, iki prob sekansindan
biriyle ayrici test islemi yapilir (Corman ve ark 2020). Diger
yandan Chu ve ark (2020), biraz daha farkl bir test is akisi
onermektedir. Numuneleri N geni i¢in primerler kullanarak
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Tablo 1. SARS-CoV-2 tanis1 i¢in kullanilan RT-PCR testleri ve primerleri

Ulke Hedef

bolge

Primer ve problar

Referans

ABD N1 F:GACCCCAAAATCAGCGAAAT

R:TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG

US CDC, 2020

P:FAM-ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC-BHQ1

F:-TTACAAACATTGGCCGCAAA

N2 R:GCGCGACATTCCGAAGAA

P:FAM-ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG-BHQ1

N3

F:GGGAGCCTTGAATACACCAAAA R:TGTAGCACGATTGCAGCATTG

P:FAM-AYCACATTGGCACCCGCAATCCTG-BHQ1

F:ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
R:ATATTGCAGCAGTACGCACACA

Almanya E

Corman ve ark 2020

P:FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ

F:GTGARATGGTCATGTGTGGCGG

RdRp R:CARATGTTAAASACACTATTAGCATA

P2:FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BBQ
P1:FAM-CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC-BBQ

ORF1lab F: CCCTGTGGGTTTTACACTTAA

R: ACGATTGTGCATCAGCTGA

Cin

CDC, 2020b

P:FAM-CCGTCTGCGGTATGTGGAAAGGTTATGG-BHQ1

F:GGGGAACTTCTCCTGCTAGAAT
R: CAGACATTTTGCTCTCAAGCTG

P: FAM-TTGCTGCTGCTTGACAGATT-TAMRA

F: TAATCAGACAAGGAACTGATTA
R: CGAAGGTGTGACTTCCATG

Cin, Hong
Kong

HKU, 2019

P: FAM-GCAAATTGTGCAATTTGCGG-TAMRA

F: TGGGGYTTTACRGGTAACCT

ORF1b  R. AACRCGCTTAACAAAGCACTC

P:FAM-TAGTTGTGATGCWATCATGACTAG-TAMRA

Fransa RdRp

nCoV_IP2-12669F: ATGAGCTTAGTCCTGTTG

Pasteur Institut, 2020

nCoV_IP2-12759R: CTCCCTTTGTTGTGTTGT
nCoV_IP2-12696bP: Hex-AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA-BHQ1

nCoV_IP4-14059F: GGTAACTGGTATGATTTCG
nCoV_IP4-14146R: CTGGTCAAGGTTAATATAGG
nCoV_IP4-14084P: FAM-TCATACAAACCACGCCAGG-BHQ1

ORF1la 1st-F:-TTCGGATGCTCGAACTGCACC
1st-R:CTTTACCAGCACGTGCTAGAAGG
2nd-F:CTCGAACTGCACCTCATGG
2nd-R:CAGAAGTTGTTATCGACATAGC
Seq-F:ACCTCATGGTCATGTTATGG

Seq-R:GACATAGCGAGTGTATGCC

1st-F:-TTGGCAAAATTCAAGACTCACTTT
S 1st-R:TGTGGTTCATAAAAATTCCTTTGTG
2nd-F:CTCAAGACTCACTTTCTTCCAC
2nd-R:ATTTGAAACAAAGACACCTTCAC
Seq-F:AAGACTCACTTTCTTCCACAG
Seq-R:CAAAGACACCTTCACGAGG

F:AAATTTTGGGGACCAGGAAC
R:TGGCAGCTGTGTAGGTCAAC
P:FAM-ATGTCGCGCATTGGCATGGA-BHQ

F:CGTTTGGTGGACCCTCAGAT
R:CCCCACTGCGTTCTCCATT
P:FAM-CAACTGGCAGTAACCA-BQH1

Japonya

Tayland

Nao ve ark 2019

Thailand Department
of Medical Sciences
Ministry of Public
Health, 2020

numuneleri taradiktan sonra konfirmasyon i¢in ORF1b gen
bolgesini kullanmigslardir. Bu test akisinda numunenin N gen
primeri ile pozitif ve ORF1b gen primerleriyle negatif olma-
s1 durumunda tani kesin degildir. Bu tip durumlarda, taniy1
dogrulamak icin protein testlerinden (antikor testleri) veya
sekanslamadan yararlanilmaktadir.

Serolojik testler: Serolojik testler, niikleik asit testlerinin
miimkiin olmadig1 durumlarda tani i¢in, devam eden bir sal-
ginin arastirilmasi veya bir salginin derecesini retrospektif
olarak degerlendirmek de dahil olmak tizere serolojik aras-
tirmalar i¢in kullanilmaktadir (Yan ve ark 2020). Serolojik
testler, niikleik asit testlerinden farkl olarak, iyilesmeden
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sonra da hastalig1 tespit edebilme avantajina sahip olmasi
sebebiyle, hekimlerin hem hasta hem de iyilesmis hastalari
izlemesini saglayarak toplam SARS-CoV-2 enfeksiyonlarina
yonelik daha iyi bir tahmin olanagi saglamaktadir (Udugama
ve ark 2020). Ancak, antikor serokonversiyonu giivenilir bir
enfeksiyon kaniti saglasa da bu testler, erken tani i¢in uygun
degillerdir (Yan ve ark 2020). Ornegin, SARS'da daha yiiksek
notralize edici antikor yaniti, daha uzun siireli hastalik ile
iliskilendirilmistir. Ayrica, MERS-CoV’a kars1 olusan erken
antikor yaniti, azalmis hastalik siddeti ile iligkilendirilmistir.
Bu nedenle, antikorlarin test edilmesi siirveyans, hastalik so-
nucunun tahmini ve epidemiyolojik aragtirma i¢in yararhdir,
ancak erken tani i¢in yararhh bulunmamaktadir (Yan ve ark
2020).

Niikleik asit testlerinin negatif oldugu ve COVID-19 en-
feksiyonuyla giiclii bir epidemiyolojik baglanti oldugu du-
rumlarda, ¢ift serum 6rneklerinin (akut ve iyilesen fazda)
onaylanmis serolojik testler ile test edilmesinin taniy1 des-
tekleyebilecegi onerilmektedir (WHO 2020a). SARS-CoV-2
serolojisi icin DSO, ilk serum érneginin hastaligin 1. haftasin-
da toplanmasini ve ikincisinin 2 ila 4 hafta sonra toplanmasi-
n1 dnermektedir (WHO 2020a).

Serolojik testlerde temel konu antijenin kaynagidir. Bu yon-
temlerden bazilar1 (nétralizasyon vb) sadece duyarl hiicre
kiiltiirlerine ve canli virusa ihtiya¢ duyduklarindan uygun ve
hizli metotlardir. Buna karsin, bu metotlar i¢in Biyogiivenlik
Seviye 3 Laboratuvari (BSL-3) gerekir ki bu da serolojik test-
lerin yaygin kullanimini sinirlamaktadir. Bu nedenle, pseudo-
virusa dayali virus nétralizasyon testi (pVNT) ve “Surrogate”
virus noétralizasyon testi (sVNT) gibi, BSL-3 gerektirmeksizin
BLS-2'de uygulanabilen; hem arastirma hem de klinik uygu-
lamalar icin daha fazla erisilebilirlik saglayan testler gelisti-
rilmektedir (Nie ve ark 2020, Tan ve ark 2020). Pseudovirus,
ana yapisl ve zarf proteinleri farkli viruslardan elde edilmis
rekombinant bir viral partikiildiir (Li ve ark 2018). Pseudo-
virusun ¢ok yonliliigli, zarf proteinlerini saglayan virusun
infeksiyozitesini taklit etmesinden kaynaklanmaktadir (Nie
ve ark 2020). VSV psddovirus lretim sistemine dayali olarak,
SARS-CoV-2'ye karsi noétralize edici antikorlar1 degerlendir-
mek icin psédovirus tabanl BSL-2 laboratuvarlarinda uygu-
lanabilen bir nétralizasyon testinin validasyonu yapilmistir.
Tan ve ark (2020) ise, yine BSL-2 laboratuvarinda 1-2 saatte
tamamlanabilen, herhangi bir canli virus veya hiicreye ihti-
ya¢ duymadan, SARS-CoV-2 nétralizan antikorlarini saptayan
bir sVNT testini gelistirmislerdir.

Serolojik testlerde dikkat edilmesi gereken bir diger konu da,
CoV'lar arasindaki korunmus sekans yapisi nedeniyle capraz
reaksiyon meydana gelmesi olasiligidir (WHO 2020b). Lv
ve ark (2020) yaptig1 calismada 15 COVID-19 hastasindan
alinan SARS-CoV-2 ve SARS-CoV S proteinine karsi plazma
orneklerini test etmis ve yliksek oranda ¢apraz reaksiyon
gozlemislerdir.
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Giliniimiizde, serolojik testler gelistirilmeye devam etmekte-
dir. Ornegin, Zhang ve ark (2020), COVID-19 hastalarinin se-
rumundan immunoglobulin G ve M (IgG ve IgM) tespit etmek
icin SARS-CoV-2 Rp3 N proteinini kullanarak bir ELISA testi
gelistirmislerdir. Yapilan bu calismada RT-PCR ile dogrulan-
mis 16 SARS-CoV-2 pozitif hasta drnegini test etmisler ve bu
antikorlarin seviyelerinin semptom basladiktan sonraki ilk 5
glin icinde arttigini tespit etmislerdir. Sifirinci giinde, hasta-
larin % 50'si ve % 81'i sirasiyla IgM ve IgG yoniinden pozitif
bulunmus, ancak bu oran 5. Giinde % 81'e ve % 100'e yiik-
selmistir (Zhang ve ark 2020b). Freeman ve ark (2020) da S
proteininin kullanarak bir SARS-CoV-2'ye 6zgii ELISA testi-
nin optimizasyonunu ve validasyonunu yapmislardir.

Bilgisayarli tomografi (BT): BT, PCR testi negatif COVID-19
hastalarinda, erken dénemde duyarl bir tanisal yaklasimdir.
Cin, kitlerin eksikligi ve RT-PCR’1n yanlis negatif sonug¢ oran-
lar1 nedeniyle, gegici olarak COVID-19 i¢in klinik tani olarak
BT taramalarini kullanmistir (Yang ve Yan 2020). Ulkemizde
de COVID-19 testinin bulunmadigl, kaynaklarin kisith oldugu
durumlarda veya test sonuclarinin negatif oldugu durumlar-
da, hastalig1 tespit etmek amaciyla BT'den yararlanilmakta-
dir (T.C. Saglik Bakanhg1 2020).

Gogiis BT taramalar invaziv degildir ve kesit goriintiile-
ri iretmek i¢in hastanin gégsiinde farkli acilardan bir¢ok
X-151n1 6lglimi alinmalidir (Udugama ve ark 2020). Elde
edilen goriintiilerin, radyologlar tarafindan dikkatlice analiz
edilmesi gerekmektedir ¢linkii COVID-19'un neden oldugu
vakalarda BT goriintiileri oldukea cesitlidir ve semptomla-
rin baglamasindan sonra enfeksiyon asamasina bagli olarak
degismektedir. Ornegin, Bernheim ve ark (2020) hastaligin
erken evrelerinde (0-2 giin) daha siklikla normal BT bulgu-
lar1 goriirken, semptomlarin baglamasindan yaklasik 10 giin
sonra akciger tutulumu maksimuma ulastigini saptamislar-
dir. COVID-19'un en yaygin ayirt edici 6zelligi, bilateral ve pe-
riferik buzlu-cam opasiteleri ve akciger konsolidasyonudur
(Bernheim ve ark 2020). COVID-19 enfeksiyonu ilerledikce
ek olarak, diizensiz kaldirim paternleri (diizensiz sekilli do-
seli tas paterni) gelisir ve ardindan akcigerlerin konsolidas-
yonu artar. Bu goriintiileme 6zelliklerine dayanarak yapilan
birkag retrospektif calisma, BT taramalarinin RT-PCR'a kiyas-
la daha yliksek bir duyarliliga ve daha az yanlis negatif oran-
lara sahip oldugunu ortaya koymustur (Fang ve ark 2020).
COVID-19 giinlimiizde RT-PCR metoduyla ve BT taramalari
ile teshis edilmektedir, ancak her teknigin kendine 6zgii de-
zavantajlar1 bulunmaktadir. BT sistemleri pahalidir, teknik
uzmanlk gerektirir ve goriintiilleme o6zellikleri diger viral
pnomoni bulgulariyla ortlistiigii icin spesifitesi diistiktiir
(%25) (Ai ve ark 2020).

COVID-19 icin gelistirilen tani testleri

DSO'ye goére, COVID-19 diyagnostik arastirmalarinin acil
onceligi, niikleik asit ve protein testlerinin gelistirilmesi ve
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bu testlerin hastaneler, acil bakim klinikleri, saglik ocakla-
r1, gezici Kklinikler gibi bakim noktalarinda yapilabilmesidir
(Khunti 2010). Daha uzun vadeli plan ise, bu testleri ¢oklu
panellere entegre etmektir (Udugama ve ark 2020). Bu alan-
da, siirveyans ¢abalarini iyilestirmek i¢cin hem niikleik asit
testlerine hem de serolojik testlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Hizli tani testleri, merkezi tesislerin disindaki hastalar teg-
his etmek icin kullanilan uygun maliyetli, elle tutulabilen
araglardir (Shephard 2013). Bu tip testlerin kiigiik saghk
merkezlerinde kullanilmaya baslamasiyla, klinik laboratu-
varlar tizerindeki ylik azaltilabilir.

Tamisal teknoloji gelisimi dért asamada tamimlanabilir. ilk
asama, arastirmacilarin kavrami dogrulamak i¢in sentetik
hedefler kullandiklari, kavram kaniti asamasinda olan tekno-
lojileri; ikinci asama, az sayida hasta 6rnegini (yaklasik <100
numune) analiz eden teknolojileri; li¢lincli asama da biiytik
bir hasta toplulugu ile klinik ¢alismalara ilerleyen teknoloji-
leri ifade etmektedir. Son olarak dérdiincii asama ise, gelisti-
rilen teknolojinin ticarilestirildigi ve hastalarda kullanildigi-
n1 belirtmektedir. Bu yeni teknolojiler gelecekteki salginlarin
tespitinde rol oynayabilir (Udugama ve ark 2020).

Alternatif niikleik asit testleri: RT-PCR, kaynaklarin sinirh
oldugu bolgelerde bulunamayabilecek birtakim ekipmanlar
ile yapilmaktadir. Bu sikintilar, alternatif izotermal amplifi-
kasyon yontemlerinin gelistirilmesine yol agmistir. Bu yon-
temlere Ornek olarak, transkripsiyon aracili amplifikasyon
(TMA), niikleik asit sekans bazli amplifikasyon (NASBA),
iplik yer degistirme amplifikasyonu (Strand Displacement
Amplification, SDA), doéngii aracili izotermal amplifikasyon
(Loop-mediated isothermal amplification, LAMP), helikaz
bagimli amplifikasyon (HDA), izotermal rekombinaz polime-
raz amplifikasyonu (RPA) ve rolling-circle amplifikasyonu
(RCA) verilebilir (Fakruddin ve ark 2013). izotermal amplifi-
kasyon teknikleri basit, hizli, spesifik ve hassastir (Fakruddin
ve ark 2013). Ayrica, bu testler PCR’a benzer sekilde analitik
hassasiyet saglamak icin 6zel laboratuar ekipmanlar yeri-
ne, sadece sabit bir sicaklif1 koruyabilen bir 1sitma bloguna
veya su banyosuna ihtiya¢ duymaktadir (Yan ve ark 2014).
SARS-CoV ve MERS-CoV icin gelistirilmis olduk¢a hassas
izotermal amplifikasyon testleri bulunmaktadir. Ornegin,
RT-PCR ile karsilastirildiginda, SARS-CoV i¢in kullanilan bir
RT-LAMP testinin 100 kat daha fazla hassasiyet gosterdigi
ortaya konulmustur (Thai ve ark 2004). Yine, SARS-CoV i¢in
bir RT-RCA testi, SARS viral genomunun begs kopyasini tespit
edebilmektedir (Wang ve ark 2005). MERS-CoV i¢in, N genini
hedefleyen bir RT-RPA yontemi, virus kopyasini 10 kopya/re-
aksiyon hassasiyetiyle tespit edebilmektedir (Abd El Wahed
ve ark 2013). Bu tip izotermal amplifikasyon kullanan niikle-
ik asit testleri giiniimiizde SARS-CoV-2 i¢in gelistirilmektedir
Birkag¢ laboratuvarda SARS-CoV-2 i¢in RT-LAMP testleri ge-
listirilmis ve klinik olarak test edilmistir (Huang ve ark 2020,
Park ve ark 2020).
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izotermal amplifikasyonlara ek olarak, SARS-CoV-2 tespiti
icin kullanilabilecek baska niikleik asit testleri de bulunmak-
tadir. SHERLOCK, RNA'y1 algilamak i¢in Cas13a ribontikleaz
kullanan bir tespit stratejisidir (Gootenberg ve ark 2017).
Viral RNA'dan cDNA sentezlenir ve ters polimeraz amplifi-
kasyonu kullanilarak izotermal olarak amplifiye edilir. Amp-
lifiye edilen iriinler tekrar RNA'ya dontstiiriliir. Amplifiye
edilmis RNA iriiniine baglanan bir RNA kilavuz sekansi ile
Cas13a birlesir ve hedef baglanti lizerinde Cas13a etkinlesti-
rilir. Daha sonra, Cas13a floresan sinyali liretilmesi i¢in “flo-
rofor-sondiiriicii” problar1 ayirir (Gootenberg ve ark 2017).
SARS-CoV-2'yi tespit etmek icin bir SHERLOCK protokolii
yayinlanmistir ancak, gercek hasta numuneleri ile dogrulan-
madigindan, klinik amaglar i¢in kullanilmasi énerilmemek-
tedir (Zhang ve ark 2020a). Broughton ve ark (2020) ise,
SARS-CoV-2'nin saptanmasi i¢in “DNA Endontikleaz Hedefli
CRISPR Trans Reporter (DETECTR)” olarak adlandirilan
CRISPR-Cas12 tabanl bir test gelistirmislerdir. Bu teknik, ti¢
geni hedeflemektedir: N geni (SARS-CoV-2'ye 6zgii), E geni
(SARS-CoV, yarasa-SARS benzeri-CoV ve SARS-CoV-2) ve P
gRNA (kontrol). Bu testin protokolili, RT-LAMP kullanilarak
ekstrakte edilmis RNA'nin izotermal amplifikasyonu sonra-
sinda Cas12 enzim inkiibasyonu ve son olarak da yatay akis
seridi kullanilarak sonucun gorsellestirilmesinden olusmak-
tadir. Bu yontem, SARS-CoV-2 ve diger coronaviruslar arasin-
da ayrim yapabilmektedir.

Hizli tam Kkitleri: Hizli tani kitleri, merkezi tesislere numune
gondermeden hastalar1 teshis etmek i¢in kullanilmaktadir
ve laboratuvar altyapisi olmayan yerlerde enfekte olmus ki-
silerin tespit edilmesini saglamaktadir (Shephard 2013). Bu
kitlere 6rnek olarak i¢in yatay akis (lateral flow) antijeni tes-
piti metotu verilebilir ve bu tip tani kitleri COVID-19 i¢in de
gelistirilmektedir. Ticari yatay akis hizli tani kitlerinde, kagit
benzeri bir membran seridi iki ¢izgi ile kaplanir. Cizgilerin
birinde altin nanopar¢acik-antikor konjugatlar1 bulunurken
ve digerinde yakalayici “capture” antikorlar bulunur. Hasta-
nin numunesi (kan, idrar vb.) membran {izerinde damlatilir
ve proteinler kilcal hareketle serit boyunca siiziiliir. {1k ¢izgiyi
gecince, antijenler altin nanopargacik-antikor konjugatlara
baglanir ve kompleks birlikte membran boyunca ilerler. ikin-
ci ¢izgiye ulastiginda kompleks yakalayici antikorlar tarafin-
dan tutulur ve “kirmiz1” ya da “mavi” bir renk gozlenir. Tek
basina altin nanopargaciklari1 kirmizi renktedir, ancak kiime-
lenmis altin nanopargaciklarini iceren ¢6zelti, plazmon ban-
dinin baglanmasi nedeniyle mavidir (Udugama ve ark 2020).
Yapilan bir ¢alismada yatay akis deneyinin klinik duyarhlik,
ozgllliik ve dogruluk icin gésterdigi oranlar sirasiyla, IgM i¢in
% 57, % 100 ve % 69; I1gG i¢in ise % 81, % 100 ve % 86 ola-
rak hesaplanmistir (Xiang ve ark 2020). Hem IgM'yi hem de
[gG'yi tespit eden bir testin % 82'lik bir klinik duyarhilik sahip
oldugu belirlenmistir (Xiang ve ark 2020). Niikleik asit test-
leri de yatay akis testine dahil edilebilir. Ornegin, daha énce
yapilmis bir ¢alismada, MERS-CoV'yi saptamak i¢in RT-LAMP
testi yatay akis testi ile birlestirilmistir (Huang ve ark 2018).
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Uzerinde calismalar yapilan bir diger hizhi tan1 kiti érnegi
mikro-akiskan cihazlardir. Bu cihazlar, reaksiyon bélmeleri
ve mikrometre boyutunda kanallar ile oyulmus avug ici bo-
yutunda bir ¢ipten olusmaktadir. Cip, sivi numuneleri elekt-
rokinetik, kilcal, vakum ve / veya diger kuvvetler kullanarak
karistirir ve ayirir. Bu ¢ipler, polidimetil stilfoksit, cam veya
kagit gibi malzemelerden yapilabilmektedir. Mikro-akiskan
kullanmanin temel avantajlari arasinda minyatiirlestirme,
kiiciik numune hacmi, hizli tespit siireleri ve tasinabilirlik
sayilabilir (Udugama ve ark 2020). Giiniimiizde SARS-CoV-2
icin gelistirilmis bir prototip mevcuttur ve sonuglar umut va-
detmektedir (Roy ve ark 2020).

Oneriler

Kiiresellesmeye birlikte, bulasici hastaliklarin tiim diinyaya
yayllmasi kolaylasmaktadir. Salginlarla miicadele etmenin
ilk anahtar1 da erken Kkesiftir. Laboratuvar testleri, enfekte
kisilerin erken saptanmasinda, enfeksiyon kaynaginin be-
lirlenmesinde ve bulas yolunun kesilmesinde énemli bir rol
oynamaktadir (Yan ve ark 2020). Gelistirilmis teshis tekno-
lojilerinin mevcudiyeti arastirmacilara COVID-19 tespitinde
kolayliklar saglamistir. Optimize edilmesi yillarca stiren tek-
nolojiler, gliniimiizde COVID-19'un yayiliminin belirlenme-
sinde ve kontroliinde énemli bir rol oynamaktadir. Ornegin,
elektron mikroskopisi, virusun morfolojisini tanimlamak i¢in
kullanilirken, virusun identifikasyonu i¢in genom dizilimin-
den yararlanilmis ve bu dizi verileri, PCR'da primerlerin ve
problarin tasarimina yardimci olmak i¢in kullanilmistir. Geg-
mise bakildiginda, SARS-CoV'nin tanimlanmasi 5 ay slirmiis-
ken, ayni tekniklerle SARS-CoV-2’yi identifiye etmek sadece
3 hafta stirmiistiir (Wu ve McGoogan 2020). SARS-CoV-2'nin
bu denli hizli identifikasyonu ve sekanslanmasi, niikleik asit
testlerinin de hizli bir sekilde gelismesini saglamistir. Bu tip
yaklasimlar bir salgina karsi ilk savunma hattini olusturmak-
tadir. Bir sonraki adimi ise, serolojik testler olusturmaktir.
Ayrica, glinlimiizde hizli tan kitleri ve multipleks testlerin
gelistirilmesine de talep vardir. izotermal amplifikasyon,
barkodlama ve mikroakiskan teknolojiler gibi 2. ve 3. fazla-
r1 birlestiren teknolojilerin, kullanima hazir sistemler haline
gelebilmeleri ve bir salgin durumunda hizla uygulanabilme-
leri icin daha da gelistirilmesi gerekmektedir. Ayrica, teshis
yontemlerinin giinlimiizde olduk¢a yaygin kullanim alanina
sahip akilli telefonlar ile kombinasyonuyla daha fazla ileti-
sim ve silirveyans saglanabilir. Ayrica, ASBE'nin, popiilasyon-
daki virus seviyesini 6lgmek, kitlesel slirveyans ve gelecekte
potansiyel bir salgin dncesinde erken uyari saglamak i¢in
etkili ve hassas bir izleme araci olarak hizmet edecegi diisii-
nillmektedir. COVID-19 pandemisinin bize 6grettigi iizere,
biiyiik salginlarda ilgili uluslararasi stirveyansi, isbirligini,
koordinasyonu ve iletisimi gelistirmeye devam etmek ve ge-
lecekteki yeni halk sagligi tehditlerine yanit vermek i¢in daha
da hazirlikli olmak ¢ok énemlidir.
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Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bildirmemistir.
Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dog-
rudan baglantis1 bulunan herhangi bir ila¢ firmasindan, tibbi
alet, gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma
veya herhangi bir ticari firmadan, ¢calismanin degerlendirme
slirecinde, calisma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileye-
bilecek maddi ve/veya manevi herhangi bir destek alinma-
migtir.
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