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Cocuklarda Covid-19 Hastaliginin Mikrobiyolojik Tanisi

Microbiological Diagnosis of Covid-19 Disease in Children

Yildiz Ekemen-Keles®, Dilek Yilmaz-Ciftdogan @

(074

Son zamanlarda, Cin’de yeni bir koronaviriis hastaligi (COVID-19) ortaya ¢ikarak kisa siirede 185 (ilkeye yayildi ve
saglik sistemleri tizerinde énemli bir yiik olusturarak birg¢ok insanin yasamini kaybetmesine neden oldu. COVID-19
hastaliginin kesin bir tedavi rejimi ya da asisi yoktur. Fakat erken teshis hastaligin ilerlemesini kontrol etmek ve
popdiilasyondaki yayilimini sinirlamak igin gereklidir. Bu nedenle, COVID-19’un gelecekte daha fazla yikimini énle-
mek amaciyla hizli ve dogru erken tani yéntemleri yasamsal 6neme sahiptir.

COVID-19’un tanisi, solunum yolu salgilarindan rutin olarak kantitatif gercek zamanl ters transkriptaz-polimeraz
zincir reaksiyonu (rRT - PCR) ile viriisiin RNA’sinin tespitine dayanir. RT-PCR, yiiksek yanls negatiflik oranlari ve kit
tedarikiyle ilgili sikintilar nedeniyle kuskulu hastalarin tanisi icin memnun edici bir performans verememektedir.
SARS-CoV-2 enfeksiyonunun en iyi sekilde belirlenmesi igin test kitinin kalitesinin ve standart ¢alisma proseddiriiniin
hizli bir sekilde optimize edilmesi gereklidir.

Cocuklarda COVID-19’un tani kriterleri; yetiskin hastalarin temasina dayanarak, epidemiyolojisi ve klinik belirtileri
ile formiile edilmistir. Cocuklarda farkli klinik bulgularin olmasi ve asemptomatik enfeksiyon oranlarinin fazlalgi
nedeniyle farkli tani metodlarina gereksinim vardir.

Bu derlemede, ¢ocuklarda COVID-19 hastaliginin molekiiler testleri, serolojik yontemleri, viral genomik sekanslama
ve viral kiltiirii hakkindaki literatir bilgileri 6zetlenmistir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, pediatrik olgular, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), serolojik testler, tani testleri
ABSTRACT

Recently, a novel coronavirus (SARS-CoV-2) has emerged in Wuhan City of, China, rapidly spreading to 185 count-
ries, and imposing a significant burden on global health systems which caused the death of many people. A defini-
tively effective treatment regimen or a vaccine of COVID 19 infection does not exist. Early diagnosis of COVID-19 is
vital in controlling progression of the disease and limiting viral spread within the population. Thus, rapid and accu-
rate methods of early detection have vital importance to contain COVID-19 and prevent further spread in future.
The diagnosis of COVID-19 is routinely based on the identification of the RNA of the virus obtained from respiratory
secretions using quantitative real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction (rRT-PCR) assay. Limited by
the high false negative rates and inadequate kit supply, RT-PCR cannot give a satisfactory performance for diagno-
sing suspicious patients. It is urgent to rapidly optimize the quality of testing kit and standard operating procedure
for best testing of SARS-CoV-2 infection.

The diagnostic criteria of COVID-19 in children were formulated based on the diagnosis of adult patients, combined
with the characteristics of epidemiology and clinical manifestations of children. Different diagnostic methods are
needed due to different clinical findings, and greater frequency of asymptomatic infection in children.

In this review, molecular tests, serological methods, genomic sequencing and viral culture of COVID-19 disease in
children were summarized.

Keywords: COVID-19, diagnostic tests, polymerase chain reaction (PCR), pediatric cases, serological tests

Aralik 2019’dan bu yana, Cin’in Wuhan
sehrinde nedeni bilinmeyen birgok
pnémoni olgulari ortaya c¢ikti. Yeni
nesil tim genom sekanslama teknigi
sayesinde, insan hava yolu epitel hiic-
relerinden daha 6nce bilinmeyen bir

virls izole edildi ve SARS-CoV-2 olarak
adlandirildi.  SARS-CoV-2; COVID-19
olarak adlandirilan siddetli akut solu-
num yolu enfeksiyonuna neden olan
koronaviris hastaligindan sorumludur.
MERS-CoV ve SARS-CoV gibi SARS-
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CoV-2’de insanlari enfekte eden Betacoronavirus
ailesinin yedinci Gyesidir ™. Arastirmalar sonucunda,
bu yeni virlisiin SARS-CoV ile %79,5 oraninda benzer
genetik yapiya sahip oldugu gosterilmistir @, SARS-
CoV-2 virlsi yalnizca (g ay icinde tim diinyaya yayi-
larak Diinya Saghk Orgitiiniin (WHO) pandemi ilan
etmesine yol agmistir ,

Bircok Glke COVID-19 hastaliginin yayihmini azaltmak
amaciyla seyahat kisitlamasi ve karantina gibi faali-
yetlerin kombinasyonlarini kullanmistir. Bununla bir-
likte, COVID-19’un erken tanisi, hastaligin ilerlemesi-
nin kontrol edilmesi, poplilasyon igindeki viris yayil-
minin sinirlandirilmasi ve saglik hizmetleri tizerindeki
yiki azaltmak icin gereklidir. COVID-19 hastaligini
saptamak icin test yapma karari klinik ve epidemiyo-
lojik faktorlerle hasta temasi varligina gére degerlen-
dirilmelidir. Asemptomatik veya hafif semptomatik
olgularin COVID-19 hastasiyla temas varhiginda mev-
cut ise nikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT)
onerilmektedir ®). Tarama protokolleri ve olgu tanim-
lari yeni bilgiler geldiginde diizenli olarak yerel yone-
ticiler tarafindan gozden gecirilir ve glincellenir.
COVID-19 hastaligi icin stipheli olgu tanimini karsila-
yan hastalardan uygun orneklerin hizli bir sekilde
toplanmasi ve test edilmesi; klinik yonetim ve salgin
kontroli igin bir dnceliktir.

Glinumiuzde, COVID-19’un kesin tanisi NAAT ile SARS-
CoV-2 virlis RNA’sinin saptanmasliyla dogrulanmakta-
dir @, Olgu yonetimi gerektiriyorsa hastalar toplum
kékenli pnémoni icin rutin laboratuvarda kullanilan
diger solunum yolu patojenleri igin de test edilmeli-
dir. Ek testler COVID-19 testini geciktirmemelidir ve
ortak enfeksiyonlar dislintldtglinde, baska bir solu-
num yolu patojeni bulunsa bile siipheli olgu tanimina
uyan tiim hastalardan da SARS-CoV-2 viriisU igin test
yapilmalidir ©),

SARS-CoV-2'nin gli¢li enfektivitesi nedeniyle hasta-
lari olasi olan en kisa sirede tanimlamak, izole ve
tedavi etmek amaciyla hizli ve dogru tani yéntemleri
gereklidir; bu da 6lim oranlarini ve halkin kontami-

nasyon riskini azaltabilir. Fakat rRT-PCR sonucu 5-8
saate kadar uzayabilmekteyken bilgisayarl tomografi
(BT) sonuglari daha kisa slirede sonuglanmaktadir.
Long ve ark. ® yapmis olduklari bir calismada, COVID-
19 pndmonisiyle izlenilen 36 olgunun tanisinda BT
duyarhihgr %97.2 saptanirken rRT-PCR duyarhlig
%83,3 saptanmistir. COVID-19 hastaligl saptanan
12.270 olgu iceren buyik o6lcekli bir calismada ise
altin standart testin rRT-PCR oldugu gorilmis ve
olgularin zaman icinde Serum IgM ve IgG tipi antikor-
larinin %93’linde saptandigl bulunmustur. Ayrica
calismada, BT’nin duyarlihg %90 ve 6zgllliglu %86
oraninda saptanmustir ©,

COVID-19 LABORATUVAR TESTLERI

COVID-19 tanisinda kullanilan testler molekiler test-
ler, serolojik testler, genomik sekanslama ve virls
kaltura olarak dort bolimde incelenebilir.

1) Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT)

COVID-19 hastalarinin rutin tanisi NAAT ile benzersiz
virlis RNA sekanslarinin saptanmasiyla rRT-PCR testi-
ne dayanmaktadir. RNA ekstraksiyonu bir biyogiven-
lik laboratuvari iginde biyoglivenlik seviyesi 2 (BSL-2)
veya esdegeri bir tesiste yapilmalidir @. Nikleik asit
amplifikasyon testleri icin primerler ve problar yapi-
lan arastirmalarda saptanmistir ve l¢ gen tasarlan-
mistir. Simdiye kadar hedeflenen viral genler arasin-
da kullanilan protokol 6rnekleri N, E, S ve RdRP gen-
leridir. Sarbecovirus’a 6zgl E geni (E_Sarbeco hedef),
SARS-CoV-2'ye 6zgli N geni (NIID-N hedef) ve kontrol
icin bir insan ABL1 genidir .

Laboratuvar calismalarinda oncelikli olarak drnekle-
rin bulastirict oldugu goz 6niinde bulundurulmahdir.
Bu ylzden vyeterli standart isletim prosedirlerinin
saglanmasi numune toplama, depolama, paketleme
ve tasima icin personelin egitilmesi gereklidir ©,
Numuneler solunum sistemi materyalinden:
e Ust solunum yolu 6rnekleri: Ayaktan hastalarda
nazofaringeal ve orofaringeal slriintl veya yikama
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e ve/veya alt solunum yolu 6rnekleri: Balgam (eger
Uretilirse) ve/veya endotrakeal aspirat veya daha
siddetli hastalarda bronkoalveoler lavaj

SARS ve MERS’ten sorumlu koronavirislerde oldugu
gibi SARS-CoV-2 viruslide kanda, idrarda ve diskida
saptanmistir ©1%, Bunun yaninda diski ya da idrarda
atilma sdresi ve orani bilinmemektedir. Virls drnek-
lerinin toplanmasindan sonra olasi olan en kisa slre-
de laboratuvara ulastiriimalidir ve 6rnekler hemen
calisiimayacak ise 2-8°C’de depolanabilir. Bir gecikme
olmasi olasi oldugunda laboratuvara ulastirilacak
ornekler, viral tasima besiyeri ile tasinmasi onerilir.
Ornekler - 20°C ya da ideal olarak -70°C dondurabilir
ve daha sonra kuru buz Gizerinde génderilebilir @),

SARS-CoV-2 virls dolasimi olmayan bolgelerde NAAT

ile olgularin laboratuvarda dogrulanmasi:

e Pozitif NAAT sonucu: SARS-CoV-2 virlis genomun-
daki en az iki farkh hedeften saglanmalidir ve en
az bir hedef tercihen SARS-CoV-2 icin spesifik
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olmaldir.

e Tek hedef pozitif NAAT sonucu: Betacoronavirus
oldugunu gosterir ve ayrica SARS-CoV-2virlsiinin
kismi veya tim genomunun sekanslamasi ile
onaylanmaldir.

SARS-CoV-2 virls dolasimi olan bélgelerde NAAT ile

olgularin laboratuvarda dogrulanmasi:

e SARS-CoV-2 virtslinln yaygin olarak bulundugu
alanlarda daha basit bir algoritma uygulanabilir.
Ornegin, taramada rRT-PCR ile tek bir hedef pri-
merin dikkate alinmasi yeterli olacaktir.

Yapilan ¢alismalarda, rRT-PCR testinin duyarlilig %60
oraninda saptanmistir ©. Bu yizden bir hastada kli-
nik kusku halinde test yinelenmelidir. Fakat 6rnegin
olabiliyorsa alt solunum yolundan alinmasi daha
uygun olacaktir ®. Bir veya daha fazla negatif PCR
sonucu SARS-CoV-2 virls enfeksiyonunu ekarte ettir-
mez. Bircok faktor enfekte olmus bir kiside olumsuz
bir sonuca neden olabilir. Ornegin, hastaligin cok

Tablo 1. Semptomatik hastalardan ve temashlardan toplanacak érnekler ©.

Test Ornegin Yeri Ornegin Alinma Zamani
Hasta NAAT - Alt solunum yolu Baglangigta toplanir
Aspirat
Lavaj
Balgam
- Ust solunum yolu Olasilikla yinelenen ornekleme virlsiin atihmi
Nazofarinks gostermede etkilidir.
Orofarinks
Nazofarinks yilkama/aspirat
Digki, tam kan, idrar ve otopsi materyali  Yinelenen 6rneklemenin etkinligi ve gtivenilirligi
eklenebilir. amaciyla ileri aragtirmalara gereksinim vardir.
Hasta Serolojik Testler  Ayni serum bir defa kullanilabilir. Hastaligi onaylamak igin eslestirilmis 6rnekler
gereklidir.
ilk 8rnek hastaligin ilk haftasinda alinmal.
ikinci 6rnek 2-4 hafta sonra alinmal (iyilesme icin
en uygun zamanda)
NAAT Nazofarinks ve orofarinks 6rnekleri Dokiimante edilen temasliyla inkiibasyon siresi

Temasli

Saglk bakim merkeziyle iliskili salgin

COVID-19 ile yogun temasli asemptomatik Seroloji

Serum ornegi bir defa kullanilabilir.

icerisinde

Baslangigtaki serum inklibasyon periyodu iginde
olabildigince erken alinir.

iyilesen olgudan son temastan 2-4 hafta sonra
serum alinmali (iyilesme igin en uygun zamanla-
mada ornek olmasi gereklidir).
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erken ya da ¢ok gec safhasinda PCR testi negatif ¢ika-
bilmektedir. Ayrica materyalin kalitesiz alinmasi (az
hasta DNA’sI icermesi) ve zamaninda laboratuvara
ulastirrlmamasi da test sonucunu etkiler ©, Bu soru-
nu ¢c6zmek icin PCR testine bir insan hedefi ekleyerek
yeterli insan DNA’sinin olup olmadigina bakilabilir.
insan ABL1 geni, minimal rezidiiel hastalik belirlen-
mesi icin molekiler tani ve izleme icin bir internal
kontrol (IC) geni olarak Onerilmektedir. Bu ylzden

bircok molekiler laboratuvari bu primer/prob setini
kullanir ®9. Ayrica daha bol eksprese edilen ACTB ve
GAPDH genleri de internal kontrol i¢in kullanilabil-
mektedir. Fakat PCR’da, oldukg¢a bol hedeflerin amp-
lifikasyonu, daha az olan hedeflerin amplifikasyonu-
nu 6nleyebilir ve olasilikla hedef saptama duyarlihgi-
ni azaltabilir 2, Ayrica rRT-PCR’in hassasiyeti; niikleik
asit ekstraksiyon yontemi, tek asamali rRT-PCR reak-
tifi ve primer/prob setleri gibi cesitli faktorlerden

Tablo 2. Gocuklarda COVID-19 Hastaliginin Tanisi igin Oneriler 67,

Cocuklarda COVID-19
hastaliginin tanisi

Tani ve tedavi dnerileri

Cocuklarda enfeksiyonun tanisi, kontrolii ve 6nlen-
mesi igin Oneriler

Epidemiyolojik Baglant

1) Son 2 hafta igcinde Wuhan veya yakin zamanda salgin
bulunan bolgelere yolculuk veya ikamet gegmisi;

2) Son 2 hafta icinde Wuhan veya yakin zamanda salgin
bulunan bolgelerde ates veya solunum semptomlari
olan kisilerle yakin temas

3) Son 2 hafta iginde teyit edilen veya kuskulanilan
COVID-19 olgulariyla yakin temas

4) Kiime salginlari: Bu gocugun yani sira, kuskulu veya
dogrulanmis COVID-19 olgular dahil, ates veya solu-
num yolu semptomlari olan baska hastalar

5) Kuskulu veya teyit edilmis COVID-19 tanili hamile
anne ile yenidogan bebegi

Epidemiyolojik siniflama

1) Yuksek risk: Son 14 gin iginde onaylanmis veya
stipheli COVID-19 olgulariyla yakin temas;

2) Orta risk: yasanilan yerde COVID-19'un kime
salginlari;

3) Duguk risk: yasanilan yer salgin kaynaginin disindaki
bolgelerdedir.

Surveyans olgulari

1) Asemptomatik ytiksek riskli gocuklar;
2) Orta veya dusuk riskli gocuklar asagidaki semptom-
lardan birine sahiptir:
a) Ates
b) Solunum semptomlari, yorgunluk, bulanti, kusma,
karin agrisi, ishal vb.

Supheli olgular Klinik Bulgular

1) Ates, yorgunluk, kuru 6kstiriik

2) Akciger goruntulemesi SARS-CoV-2 pndmoni
bulgularini gosterir;

3) Erken asamada, lenfositler azalirken l6kositler nor-
mal veya azalmis olabilir.

1) Ates devam ediyorsa, belirgin solunum semptomlari,
nefes darligi veya nabiz oksijen doygunlugunun
azalmasi veya bulanti, kusma, karin agrisi ve ishal gibi
gastrointestinal belirtiler mevcut ise

2) Laboratuvar testleri: I6kositler normal veya azalir,
lenfositler azalir, CRP normal veya hafif yiiksek

3) Akciger  goruntilemesi  SARS-CoV-2  pndmoni
bulgularini gosterir.

Tani

Bir maruz kalma 6ykiisu ve iki klinik bulgu

1) Dogum sonrasi onaylanmig COVID-19 anne ile
yenidogan bebegi

2) Yuksek risk altindaki gocuklarin iki klinik belirtisi
mevcut ise

3) Orta veya dusuk riskli stirveyans olgularinda grip
(2 glin boyunca duzenli olarak oseltamivir fosfat
uygulanmasi) ve diger yaygin patojen enfeksiyonlari
harig tutulduktan sonra iki klinik bulgu vardir.

Konfirme Olgular

Supheli olgularda asagidaki test sonuglarindan biri

vardir:

1) SARS-CoV-2 niukleik asit i¢in nazofaringeal ornek,
balgam, diski veya kan 6rneginin RT-PCR ile pozitif
reaksiyonu

2) Yukaridaki 6rneklerden alinan numunelerden SARS-
CoV-2 genomik sekanslamasi ile uyumlu sonuglarin
bulunmasi

3) Yukaridaki 6rneklerden elde edilen SARS-CoV-2 virlis
parcaciklarinin izole edilmis olmasi.

Supheli olgularda, nazofaringeal 6rnek, balgam, digki
veya kan 6rnegi icin RT-PCR pozitifligi vardir.

Yukaridaki 6rneklerden viriis gen sekanslamasi ile SARS-
CoV-2 igin yiiksek derecede uyumlu sonug bulunmasi
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etkilenir ve klinik ortamlarda bu metodoloji kullanil-
madan ©énce optimizasyon deneyleri gereklidir 2,
Bunun yaninda virGsiin mutasyona ugramasi ve PCR
inhibisyonu gibi sorunlar da yanlis negatifligi dogura-
bilmektedir ®. Yapilan her NAAT testi internal ve
eksternal kontrol icermeli ve laboratuvarlar standart-
lari agisindan degerlendirilmelidir.

Cocuklarda COVID-19 tanisi; yetiskin hastalarin tani-
sina dayanarak, epidemiyolojik ve klinik bulgularla
birlikte formule edilmistir. Yetiskinlere benzer sekilde
once epidemiyolojik dyki ile dogrulanmahdir. Kuskulu
olgu olarak tani icin bir maruziyet 6ykisi ve/veya iki
klinik bulgu gereklidir *%. Semptomlari spesifik olma-
yan ve hafif olan, kiime salginlari ile baglantili olan
pediatrik hastalar arastirmacilar tarafindan epidemi-
yolojik gecmisi farkli risk seviyelerine gore ayrilmis-
lardir. Bu sayede iyilesme orani yiksek cocuklarin
daha erken taninmasi ve slpheli olgularin daha
dogru bir sekilde saptanmasi amaclanmistir (Tablo
2). Cocuklardaki asemptomatik enfeksiyon sikligi
nedeniyle pediatrik COVID-19 hastaligini saptamak
oldukca zordur. Bu ylizden epidemiyolojik testler
daha o6nemli bir tani araci olmustur. Cin’de yapilan
genis Olgekli bir arastirmada, pediatrik olgularin
%26’sinin asemptomatik oldugu goérilmustir 4,
GilnlUmuzde, cocuklarda yapilan bir calismada ise
2143 pediatrik olgunun %34’Gnln laboratuvarda
onaylanmis tanisi varken, ¢ogunlugunun (%66’sini)
stpheli olgu olarak saptanildigi géralmastir ),

21 Mart 2020°’de FDA hizli bir PCR testini (Xpert®
Xpress SARS-CoV-2, Cepheid (Sunnyvale, California,
ABD) onaylamistir #), Bu test; nazofaringeal striintd,
burun yikama veya aspirat materyalinden SARS-
CoV-2 virlisiinli yaklasik 45 dk. icinde saptayabilmek-
tedir. Bu test real time PCR yontemi ile E ve N prote-
iniiceren iki hedef primeri saptar. Bu sistem otomatik
calisir ve ozel egitimli teknisyene gereksinim duymaz.
Ayrica ginimizde tiberkiloz gibi bircok bulasic
hastalikta da kullaniimaktadir @78, ikinci FDA onayli
test Abbott ID NOW ™ dir. Abbott ID NOW ™ platfor-
munda c¢alisan COVID-19 icin bir kutudan olusan,
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pozitif sonuglari 5 dk. gibi kisa bir siirede tespit edi-
lebilen ve negatif sonuglari 13 dk.da bildiren mole-
kiler olarak uygulanan bir testtir. SARS-CoV-2 virisi-
nin RdRp genini hedefleyen teknolojiyi kullanir.
Ayrica bu test burun, bogaz, nazofaringeal ve orofa-
ringeal orneklerinde hasta basi kullanimi icin oneril-
mistir 9,

RT-PCR teknigi belirli pahal ekipman gerektirir ve
egitilmis analistler ile sonug icin 4-8 saate gereksinim
duyulur. Bu gereksinimler ve iliskili finansal baskilar,
bu tiir tanimlama testlerinin etkili bir sekilde uygu-
lanmasini engelleyebilir. Loop mediated isothermal
amplification (LAMP) baska bir nikleik asit amplifi-
kasyonu yontemidir. Artan hassasiyeti ve 6zgulligi
ile 6nemli 6l¢lide hizlidir; pahal reaktifler veya cihaz-
lara gereksinim duymaz ?°. Yapilan bir ¢alismada,
SARS-CoV-2‘nin RNA’sini deneyden 30 dk. sonra
basarili bir sekilde saptadigi gorulmastir 29, Ancak,
onemli ilerlemeler kaydederken bu testler ve yon-
temler henliz onaylanmis hasta numunelerine uygu-
lanmamistir. Bu calismada, materyallerin bulundugu
“simiile edilmis” hasta orneklerine dayanmaktadir.
Bununla birlikte, Zhang ve ark. ?Y; gérsel, kalorimet-
rik yontemleri kullanarak LAMP metodolojisi ile saf-
lastirilmis RNA veya hasta hiicre lizisinden SARS-CoV-
2’nin viral RNA’sini tanimlamiglardir. Bu sonuglar,
ayrica Wuhan’daki COVID-19 hastalarindan toplanan
solunum o6rnekleriyle RNA kullanilarak dogrulanmis-
tir ve yalnizca isitma ve gorsel baki gerektiren testin
RT-PCR testleriyle karsilastirilabilir performans sergi-
ledigi gorulmustir 22,

2) Serolojik Testler

SARS salginindan elde edilen veriler 1s18inda, COVID-
19 hastaliginda viral spesifik IgM ve IgG antikorlari-
nin olusabilecegi dustinilmustir 3, Yapilan bir ¢alis-
mada, COVID-19 pnémonisininde SARS’a benzer akut
serolojik tepkilere neden oldugu gorilmistir. Yarasa
SARSr - 111 CoV Rp3 niikleokapsid proteini (NP) bir
antijen olarak kullanimiyla bir hastada enzime bagh
imminoassay (ELISA) ile hem IgG hem de IgM anti-
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korlari belirlenebilmistir ?. COVID-19’un antikor
yanitlarida diger viral enfeksiyonlara benzer sekilde-
dir; 1IgM tipi antikorlarinin seviyeleri diismeye basla-
diginda IgG tipi antikorlarinki yikselmeye baslar .
Yapilan bir ¢alismada, klinik bulgular ile serolojik
sonuglar degerlendirilmis ve 7 olgunun yalnizca bir
tanesinde SARS-CoV-2 PCR negatif saptanirken ayni
olguda serum IgM antikorlari pozitif saptanmistir 24,
Serolojik testler 6zellikle PCR negatif, asemptomatik
olgularda yararli olabilmektedir. Cin’de 1124 olgunun
dahil edildigi bir calismada, olgularin 13’Gnin ¢ocuk
oldugu gorilmustir. Olgulardan sekizinde diizenli
olarak SARS-CoV-2 IgM ve IgG antikorlari bakilmis ve
altisinin serum IgM degerleri normal aralikta sapta-
nirken IgG titrelerinde artis oldugu gorulmastir.
Dinamik olarak yalnizca iki olguda dizenli 1gG artis
saptanmistir @, Bu durum serum IgG antikorlarinin
kalici olmayabilecegini dislindlrmustr.

Koronaviris enfeksiyonlarinda IgM tipi antikorlar,
vicuttaki mevcut enfeksiyonu veya yeni gecirilmis
enfeksiyonu gosterebilen erken bir bagisiklik yanit
olarak olarak uretilirken 1gG antikorlari ise bagisiklik
yaniti olarak Uretilen ve hastaligin bir iyilesme sire-
sinde oldugu veya 6nceden bir enfeksiyon oldugunu
gosterir. Bu nedenle kombine IgM ve IgG antikorlari
yalnizca bulasici hastaliklarin erken teshisini sagla-
makla kalmaz, ayni zamanda viicuttaki enfeksiyonun
evresinin degerlendirilmesine de yardimci olur 29,
Yapilan bir ¢calismada, SARS-CoV-2 IgM ve IgG tipi
antikor konsantrasyonlarinin semptomlarin baslangi-
cindan 19-21 ginler arasinda pik yaptiklari gérilmus
ve 16-21. glinler arasinda yapilan testin artan belirle-
me oranlari ile iliskili oldugu bulunmustur. Ancak,
antikor konsantrasyonunun enfeksiyonun seyrini ve
sonucunu etkilemedigi gortlmistir. Ayrica iyilesme
sirasinda saptanabilir diizeyde SARS-CoV-2 RNA pozi-
tifligi olanlarda da IgG konsantrasyonlarinin disik
oldugu gosterilmistir @7,

Bildigimiz gibi, belirli bir virlise karsi konakgi antikor-
larinin Gretiminde akut enfeksiyon sirasinda IgM tipi
antikorlar 3. gline kadar erken tespit edilebilir.

Serolojik testlerde numune gereksinimi NAAT kadar
zahmetli degildir. Ayrica virlis 6rnekleri solunum sis-
teminde bulunurken, spesifik antikorlar ise dizenli
olarak kanda belirtenebilir; bu da 6rneklemeden kay-
naklanan yanlis negatif sonuglardan kaginilmasini
saglar ¥, ELISA cihazlari 96 mikroplaka ile otomatik
calisarak kisa sirede sonug verebilirken (2-3 saat),
test kapasitesi RNA tabanli molekiiler testlere gore
blyuk olglde arttirilmistir ve mevcut salginda ¢ok
sayida hastayi ele almak icin idealdir 22,

Serolojik calismalar, devam eden bir salginin arastiril-
masina ve salginin atak hizinin gosterilmesine yar-
dimci olabilir. Ayrica salginin retrospektif olarak
degerlendirilmesine olanak saglar. NAAT testlerinin
negatif oldugu ve COVID-19 enfeksiyonu ile giigli bir
epidemiyolojik baglanti oldugu dislintildigi durum-
larda ise eslestirilmis serum 6rnekleri (akut ve iyiles-
me evresi) ile serolojik tani dogrulandiktan sonra
taniyi destekleyebilir. Bu amagla hasta serum ornek-
leri saklanabilir . Ornegin, 1980-1990 vyillari arasin-
da Hantavirlise bagh akut hemorajik ates ve renal
sendrom salgininda hizli tani serolojik testler saye-
sinde enfeksiyon kontroll ve salginin epidemiyolojik
baglantilar saptanmistir 2. Benzer sekilde serolojik
testler COVID-19 hastalarinin uygun izolasyonunun
saglanmasi ve izlenmesiyle epidemiyolojik dogrulu-
guna katkida bulunabilir.

Teknik agidan bakildiginda, niikleoprotein (N) hassas
bir antijen olsa da SARS-CoV-2 igin spesifik epitoplar
veya antijenler seroloji analizinde kullanim icin aras-
tirllmahdir. SARS-CoV virlsiiniin N proteininin antije-
nik yapisi insan koronavirisi 229E, kedi bulasici
peritonit virlisii ve domuz bulasici gastroenterit viri-
sl gibi grup-l hayvan koronavirUsleriyle capraz reak-
siyona girdigi bildirilmistir %, Bu nedenle tim N
proteininin serolojik test icin antijen olarak kullanimi
potansiyel olarak 6zgillik ve duyarlilik sorunlarina
yol agabilir. Ancak ticari ve ticari olmayan serolojik
testler halen gelistiriimektedir ®Y. Yeni koronaviri-
siin tanisinda kolloidal altin imminokromatografi
(GICA) hizh bir tani araci olarak disunulebilir. Ancak,
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onemli sayida yanlis negatif sonuglari nedeniyle
GICA'da iyilestirmelere gereksinim vardir. SARS-CoV-2
nikleokapsid ve spike proteininin hazirlanip deger-
lendirildigi bir ¢alismada, SARS-Cov-2’ye karsi anti-
korlari (IgM ve IgG) saptamak i¢in GICA tekniginden
yararlanilmis ve GICA’'nin performansi viral RNA PCR
ile karsilastirilmistir. Calismada ayrica; prokaryotik
olarak eksprese edilen rN, rN1, rN2 nikleokapsid ve
Okaryotik olarak eksprese edilen rS1, rS-RBD, rS-RBD-
mFc spike proteinlerini iceren rekombinant SARS-
CoV-2 proteinleri elde edilmistir. En yliksek koronavi-
ris spesifik 1gM ve 1gG ELISA titrelerine (rS1 ve
rS-RBD-mFc) sahip proteinler GICA gelisimi igin segil-
mistir. Sonugta, GICA duyarliig ve 6zgillugi sirasiyla
%86.89 (106/122) ve %99.39 (656/660) saptanmistir.
Ayrica klinik olarak onaylanmis ancak RT-PCR’nin
negatif oldugu Orneklerin %65.63'G (21/32) GICA
pozitif olarak goérulmuistir ©?. Wuhan’da yapilan
baska bir calismada; COVID-19 hastaligl saptanan
133 olgunun 44’G orta, 52'si siddetli ve 37’si kritik
olgu olarak degerlendirilmistir. Olgularin RT-PCR
pozitiflik orani orta, siddetli ve kritik olgularda sira-
styla %65.91, %71.15 ve %67.57 saptanmistir. Buna
karsilik olgularda 1IgM/1gG antikor tespitinin pozitiflik
oranlari orta, siddetli ve kritik olgularda sirasiyla
%79.55/%93.18, %82.69/%100 ve %72.97/%97.30
oldugu gorulmustir 3,

RNA tabanli molekiler testler pahali ve karmasiktir.
Ayrica testler icin Ust diizey biyoglivenlikli laboratu-
vara gereksinim vardir. Serolojik testler herhangi bir
hastanenin klinik laboratuvarinda kolayca uygulana-
bilir; bdylece molekiiler testlerden ¢ok daha genis bir
uygulama alanina sahiptir. Dikkate alinacak diger bir
konu ise asemptomatik olarak enfekte olmus veya
cok hafif bir klinik bulgusu olan buylik hasta grubu-
nun viral RNA igin test edilmeyisidir (ki bu pratik
degildir), bu nedenle belirli bir 1gG tipi antikor gelis-
mesiyle buylik olcekli bir sero-epidemiyolojik calis-
ma yapilabilir. Mevcut salginin sona ermesinden
sonra yurdatilen bir calisma ile SARS-CoV-2’nin
insandan insana bulasmasinin gercek olcegi anlasi-
labilecektir.
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3) Viral Sekanslama

Tam veya hedeflenmis genomik sekanslama teknolo-
jileri vazgecilmezdir. Koronaviris gibi yeni patojenle-
rin icin sonuglar en kisa siirede geri donis saglamis
ve virlslin tim genomik yapisi ortaya konulmustur.
Kapsamli klinik degerlendirme, triyaj, genomik taban-
li teshis, hastaligin epidemiyolojisi, dijital hastalik
tespiti kiiresel patojen izleme sisteminin vazgecilmez
parcasi olmustur. Klinik 6rneklerin belirli boliminin
dizenli sekanslanmasi viriis varliginin saptanmasinin
yaninda viral genomdaki mutasyonlari izlemek icin
yararl olabilir ve molekiiler epidemiyolojik ¢alisma-
larda yararl olabilmektedir .

SARS-CoV-2 virlistinlin belirlenmesi igin bugiine
kadar gelistirilmis birka¢ test kiti vardir. Bunlar;
Coronaviriis i¢in Hizh 1IgM-1gG Kombine Antikor Testi
(RayBiotech Life), 2019-nCoV 1gG/IgM Antikor Tespiti
Kiti (MyBioSource, Inc.), gSARS-CoV-2 1gG/IgM hizli
testi (Cellex, Inc.), ARIES SARS-CoV-2 testi (Luminex
Corporation), SGTi-flexCOVID-191gM/1gG (Sugentech,
Inc). Bunun yaninda, ultrasonik, hizli, tasinabilir hala
gelistirme asamasinda olan SARS-CoV-2 niikleik asit
sekans tespitiyle nanobiyosensor tabanli aptamer
teknolojisi mevcuttur 4,

4) Viral Kaltur

Ortaya cikan yeni patojenler halk saghgini tehdit
etmektedir. SARS-CoV-2 virlsl, kaltar ve ileri mani-
pllasyonlar icin yiksek biyogtvenlikli teknolojilere
gereksinim duyar ©4. Bu ylizden giinimuzde, virls
kiltlr calismalari rutin laboratuvar islemlerinde ve
tani amaciyla kullanimi énerilmemektedir ®). SARS-
CoV-2 birincil maymun hicrelerinde izole edilip
cogaltilmistir. Bu hiicrelere bobrek Vero-E6, LLC-MK2
gibi hiicreler ve hiicre hatlari, insan hepatom hiicre
hatti Huh7, insan hava yolu epitel hiicreleri ve Vero-
E6/TMPRSS2 (Transmembran Serin Proteaz 2) gibi
materyaller de eklenmistir ®°. Bircok giivenlik kade-
mesine gereksinim oldugu icin tim Ulkeler virGsin
izolasyonunu ve cogaltilmasini yapamaz. WHO tim
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prosedirlerin her zaman risk degerlendirilmesine
dayali ve yalnizca yiiksek oranda kati bir sekilde ilgili
tim protokolleri yerine getirme yetenegine sahip
egitimli personel kullanilmasini dnerir ©®. Viris
genom dizileme gibi tanisal laboratuvar galismalari
ve nikleik asit amplifikasyon testleri cevreleme tesis-
lerinde BSL-2 ile yapilmasi 6nerilirken koronaviris
kiltdrd, izolasyonu, hayvan asilamasi veya nétrali-
zasyon tahlilleri prosedirlerine esdeger minimum
biyoglivenlik 3 olan (minimum BSL-3) olan ice dogru
hava akisi ile yliksek biyo-kontrol laboratuvarinda
yapilmalidir ®8, Bununla birlikte, SARS-CoV-2 virlisi-
nln hicre kilturlerinde Gretilmesi tani ve tedavi igin
¢ok onemlidir.

SONUC

COVID-19’un tanisinda daha hizli daha spesifik mole-
kiiler ve serolojik testler gelistiriime asamasindadir.
Ozellikle akut ve iyilesme dénemindeki eslestirilmis
serum Orneklerinden bakilan antikor titrelerindeki
degisim bizlere hastaligin gercek yayilimi hakkinda
bilgi sunabilir. Ancak serolojik testlerdeki yanlis nega-
tiflik sorunu ve diger koronaviruslerle ¢apraz reaksi-
yona yol agmalari nedeniyle ideal bir tani arayis
devam etmektedir. Yeni nesil sekanslama yontemle-
rindeki hizli gelisim ile COVID-19’un hizli ve dogru
tanisinda umut vadetmektedir.
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