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KISALTMALAR

COVID-19
ACE2
ALT
ARDS
AST
BT
CDC
cDNA
CLIA
CMV
CRP
Ct

DM
DNA
dNTP
ELISA
HCoV
HT
IBV
IFN

Ig

IL-2
LAI
LDH
MERS-CoV

MIS-C
sendromu

NAAT
NSP
ORF
PCR

: Coronavirus Disease-2019= Koronaviris hastaligi-2019

: Anjiotensin Converting Enzim 2

: Alanin aminotransferaz

. Acute Respiratory Distress Syndrome= Akut solunum sikintis1 sendromu
- Aspartat Aminotransferaz

: Bilgisayarli Tomografi

: Centers for Disease Control and Prevention= Hastalik Koruma ve Onleme Merkezi
: Komplementer DNA

: Kemiliminesan immiinoassay

: Sitomegalovirus

: C Reaktif Protein

: Cycle Treshold

: Diabetes Mellitus

: Deoksintkleikasit

: deoksintkleozit trifosfat

: Enzim-bagli immiinosorbent assay

: Human Coronavirus= Insan koronaviriisii

- Hipertansiyon

: Avian Infeksiydz Bronsit Viriisii

> Interferon

: Immunglobulin

> Interlokin-2

- lateral akim immiinoassay

- Laktat Dehidrogenaz

: Middle Eastern respiratory syndrome coronavirus= Orta Dogu solunum sendromu

: Multisystem inflammatory syndrome in children= ¢oklu sistem inflamatuvar

: Nukleik Asit Amplifikasyon Testi
: Non-Structural Protein= Yapisal olmayan protein
: Open Reading Frame

: Polimerase Chain Reaction= Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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Ro

RBD
RT-PCR
RNA
SARS-CoV-2:
TNF
uv
VOC
WBC
WHO

: Reproduction Number= Bulastirma katsayisi
: Reseptor Binding Domain= Reseptdr baglayan bolge
: Real-time Reverse Transkriptaz PCR

: Ribonukleikasit

Severe Acute Respiratory Syndrome-Coronavirus-2

: Tumour necrosis factor= Tumor Nekroz Faktord

- Ultraviyole

: Variants of Concern= Endise verici varyantlar

: White Blood Cell= Lokosit

: World Health Organization= Diinya Saglik Orgiitii
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OZET

SARS-CoV-2 Kantitatif Tanisinda Kullanilan Farkli Real-time PCR Cihazlarinin ve Kitlerin

Karsilastirilmasi

Dr. Hatice ALBAYRAK
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Uzmanhk Tezi

Amagc: COVID-19, etkin bir tedavisi olmamas1 ve yiiksek bulastiricilig1 sebebiyle diinya
genelinde saglik sistemlerini zorlamig bir enfeksiyondur. Viriisiin bulastiriciliginin yiiksek olmasi
morbidite ve mortaliteyi arttirmaktadir. Bulas1 6nlemek ve erken tedaviyi saglayabilmek i¢in enfekte
kisilerin erken ve dogru tespiti, dolayisiyla giivenilir bir tan1 yonteminin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. Real-time RT-PCR, Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan COVID-19 tanisinda
Onerilen tan1 yontemidir. Ancak PCR, uygulandig1 kosullara gore verimliligi etkilenebilen bir testtir.
Biz bu ¢alismamizda, SARS-CoV-2 genomunu saptayan farkli ticari kitlerin, farkli Real-time PCR
sistemlerindeki performanslarini incelemeyi ve laboratuvar uzmanlarina bu konuda bir fikir vermeyi
amagladik. Bu arastirmanin yanisira, ¢alismamizda hasta numunelerinde elde ettigimiz viral yiikleri

ve hastalarin bazi kan degerlerini inceleyerek, bu verilerin birbirleriyle olan iligkilerini inceledik.

Yontem: Calismamizda 46 nazofarengeal siirlintli 6rnegi Bio-Speedy SARS-CoV-2 Double
Gene RT-gPCR Kkiti (Bioeksen Ltd, Istanbul, Turkey), DS Coronex COVID-19 multiplex RT-gPCR
tan1 kiti (DS Bio and Nano Technology, Ankara, Turkiye) ve Diagnovital HS SARS-CoV-2 multiplex
Real time PCR kiti (RTA, Turkiye) kitleri kullanilarak Rotor-Gene Q (Qiagen GmBH, Hilden,
Almanya), Bio-Rad CFX96 Real Time PCR cihaz1 ve Abbott m2000rt Real-time PCR sistemlerine
yuklendi. Bu kit ve cihazlarin performanslari incelendi. Bio-Speedy Kiti kullanilarak Rotor-Gene
cihazinda elde edilen lineer standart egrisi, hasta numunelerindeki SARS-CoV-2 viral yukinu

saptamada kullanildi.

Bulgular: Calismamizda SARS-CoV-2 tespitinde, denedigimiz kit ve cihazlar arasinda en
yiiksek Ct degeri veren Kit-cihaz ikilisi Diagnovital kiti — Abbott cihazi, en diisiik veren ikili ise Rotor-
Gene — Bio-Speedy idi. Virls genom tespitinde Bio-Speedy kitinin, Diagnovital ve Coronex Kitlerine
gore daha diisiik Ct degerleri verdigini saptadik. Yiksek viral yuk ile 16kositoz, kan D-dimer dizeyi

yiksekligi ve o6liimiin iligkili oldugunu gordiik. Calismamizda yas, cinsiyet, kan CRP, D-dimer,



16kosit, lenfosit ve notrofil degerlerini inceledik. Hastalarda ileri yas, hastanin klinik durumu ve kan

notrofil ylizdesinin yiiksekliginin, 6liim riskini 6ngormede kullanilabilecegini saptadik.

Sonug: Real-time PCR cihaz farkli hedef genlerde, farkli numune tiplerinde, farkl cihaz ve
kitlerde farkli sonuglar verebilmektedir. Her yeni ¢alisma protokoliinde denemeler yapilmali, Kitler
ve cihazlar performans ag¢isindan test edilmelidir. Ayrica izolasyon Onlemlerinin asemptomatik
hastalarda da siki bir sekilde alinmasi, bu hasta grubunda gorulen yiksek viral yuk nedeniyle,

bulastiriciligin 6nlenmesinde oldukga kritiktir.

Anahtar Kelimeler: SARS-CoV-2, Viral yik, PZR, COVID-19



ABSTRACT

Comparison of Different Real-time PCR Devices and Kits for SARS-CoV-2
Quantitative Diagnosis

Hatice ALBAYRAK, MD
Speciality Thesis, Department of Medical Microbiology

Objective: COVID-19 is an infection that has challenged health systems all around the
world due to its high contagiousness and the lack of an effective treatment. The high contagiousness
of the virus increases morbidity and mortality. To prevent transmission and provide early treatment,
early and accurate detection of infected people is needed. Therefore, it is important to determine a
reliable diagnostic method. Real-time RT-PCR is the diagnostic method recommended by the World
Health Organization (WHO) in the diagnosis of COVID-19. However, PCR is a test whose efficiency
can be affected by the conditions under which it is applied. In our study, we aimed to examine the
performance of different commercial kits that detect the SARS-CoV-2 genome in different Real-time
PCR systems and to give an idea to the laboratory experts on this subject. In addition to this research,
we examined the viral loads obtained in the patient samples and some blood values of the patients in

our study and the correlations of these data with each other.

Method: In our study, 46 nasopharyngeal swab samples were used with Bio-Speedy SARS-
CoV-2 Double Gene RT-gPCR kit (Bioeksen Ltd, Istanbul, Turkey), DS Coronex COVID-19
multiplex RT-qPCR diagnostic kit (DS Bio and Nano Technology, Ankara, Turkey) and Diagnovital
HS SARS-CoV-2 multiplex Real-time PCR kit (RTA, Turkey) to detect SARS-CoV-2 genome.
Samples were loaded into Rotor-Gene Q (Qiagen GmBH, Hilden, Germany), Bio-Rad CFX96 and
Abbott m2000rt Real-time PCR systems. The performances of these kits and devices were examined.
Standard curve obtained on the Rotor-Gene device using the Bio-Speedy kit were used to detect

SARS-CoV-2 viral load in patient samples.

Findings: With the findings we obtained in our study, we saw using Diagnovital kit into
Abbott device gave the highest Ct values as a kit-device pair in the detection of SARS-CoV-2. Rotor-
Gene — Bio-Speedy had the lowest Ct values as a kit-device pair. We found that Bio-Speedy kit gave
lower Ct values than Diagnovital and Coronex kits in virus genome detection. We found that high
viral load was associated with leukocytosis, high blood D-dimer levels and death. In our study, we

examined age, gender, blood CRP, D-dimer, leukocyte, lymphocyte and neutrophil values. We found

Xl



that advanced age, clinical status of the patient and high blood neutrophil percentage could be used
to predict the risk of death.

Results: Real-time PCR device can give different results in different target genes, sample
types, devices and kits. Trials should be made in each new study protocol and commercial Kits or
devices should be tested for performance before being used in diagnosis. In addition, strict
implementation of isolation precautions in asymptomatic patients is very critical in preventing

contagiousness due to the high viral load seen in this patient group.

Keywords: SARS-CoV-2, Viral Load, PCR, COVID-19
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1. GIRIS

SARS-CoV-2, Coronaviridae ailesine ait tek zincirli, pozitif polariteli bir RNA virtsudur
[1]. 1lk kez 2019 yilinda Cin’in Wuhan sehrinde tespit edilmis, sebep oldugu COVID-19 ise Mart
2020’de WHO tarafindan pandemi olarak ilan edilmistir [2].

COVID-19, héla etkin bir tedavisi olmamasi ve yiiksek bulastiriciligi sebebiyle diinya
genelinde saglik sistemlerini zorlayan bir enfeksiyondur. Virlis primer olarak solunum yollarini
tutmakla birlikte gastrointestinal sistemi, karacigeri, merkezi sinir sistemini de etkileyebilmektedir.
Hastalik, baz1 komorbidite durumlarinda (astim, DM, HT, bobrek hastaligi) ve 60 yas tlistiinde daha
ciddi seyretme egilimindedir. Viriisiin bulastiriciliginin yiiksek olmasi da morbidite ve mortaliteyi

arttirmaktadir [3].

COVID-19’da temel hedef bulastiriciligt 6nlemek ve hastaliga karsi etkili klinik
yaklasimlar1 tanimlamaktir [4]. Bulasi dnlemek ve erken tedaviyi saglayabilmek i¢in enfekte kisilerin
erken ve dogru tespiti, dolayisiyla giivenilir bir tan1 yonteminin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
Bir numunede bulunan bir hedef geni ¢ogaltmak i¢in kullanilan bir teknik olan PCR, patojenin
genomunu hedefledigi i¢in spesifik ve gilivenilirdir. Real-time RT-PCR (Reverse transkriptaz PCR),
WHO tarafindan COVID-19 tanisinda onerilen yontemdir [5]. Ancak PCR, uygulandigi kosullara
gore verimliligi etkilenebilen bir testtir. Farkli termal cycler cihazlar1 kullanilarak yapilan PCR’larda

farkli sonuglar olup olmayacaginin degerlendirilmesi, tani laboratuvarlarina bu konuda 11k tutacaktir.

Alinan numunelerde PCR testiyle belirlenen diistik Ct (cycle treshold) degerleri yiiksek viral
yiikle ve hastaligin agir seyretmesi ile iligkilidir [6]. Bu sebeple Ct degerini veya araligini bildirmek
klinik kararlart daha iyi yonlendirebilir [7]. Ct degerlerinin yaninda, hastaligin agirliginin gostergesi
olabilecek bazi kan degerleri de bildirilmistir. COVID-19 inflamatuvar immun yanit olusturarak
sitokin firtinasina sebep olur [4]. Proinflamatuvar sitokin salinimi ve asir1 inflamatuvar cevap, ARDS
ve yaygin doku hasarma ve boylece oliime gotiirebilir. Buna isaret olabilecek bazi kan degerlert;
lenfopeni, artmis notrofil/lenfosit orani, trombositopeni, CRP artisi, D dimer artigi, LDH artisi, ALT
ve AST artisi, ferritin artis1, kreatinin artisidir [8].

Calismamizda farkli termal cycler cihazlart ve farkli PCR kitleri kullanilarak uygulanan
Real-time PCR c¢alismalarinda farkli sonuglar alinip alinmayacagimi gérmeyi amagladik. Boylece
calismamizin, laboratuvarlarda kullanilan farkli Real-time PCR kosullarinin, ayni 6rnekler i¢in olasi

sonuglar1 hakkinda laboratuvar uzmanlarina fikir verecegini diisiiniiyoruz.



Bunun yanisira, PCR sonu¢ raporunda kalitatif sonu¢ vermenin yaninda Ct degeri de
bildirmek Klinisyenin hastanin prognozu hakkinda fikir sahibi olmasina katkida bulunacaktir.
Hastanin bazi kan degerlerinin bilinmesinin de klinisyeni hasta yonetiminde yonlendirebilecegini

diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Koronaviriislerin Yapisi ve Genel Ozellikleri
Coronaviridae ailesi zarfli, yaklasik 125 nm ¢apinda, yiizeyinde viriise ta¢ goriinlimiinii

veren Spike proteinleri bulunan virlislerden olusur. Viriis corona (tag) ismini, bu ¢ikintilardan alir.

Pozitif polariteli, tek zincirli RNA’ya sahiptir [9].

Sekil-1: Koronavirisun elektron mikroskobundaki goriintiisii. Oklar, virion yiizeyindeki ¢ikintilar
gostermektedir [10].

Koronaviriisler (CoV) Nidovirales takimi, Coronaviridae ailesi, Orthocoronavirinae alt
ailesinde bulunmaktadir. Koronaviriisler genetik ve antijenik farkliliklara gore 4 cinse ayrilmaktadir:
alfakoronaviriis (a-CoV), betakoronaviriis (B-CoV), gamakoronaviris (y-CoV) ve deltakoronavirus
(d-CoV) [11].

Alfa ve betakoronavirtsler genellikle insanlarda solunum yolu enfeksiyonu, hayvanlarda
gastroenterit yapar. Alfakoronavirisler icinde insan koronavirisi (HCoV)-229E ve HCoV-NL63
bulunurken, Betakoronavirusler igerisinde HCoV-OC43, HCoV-HKU1, Severe Acute Respiratory
Syndrome human coronavirus (SARS-HCoV), Middle Eastern respiratory syndrome coronavirus



(MERS-CoV) ve SARS-CoV-2 bulunur. Gamakoronaviriislerde balina ve kus gibi hayvanlarda
hastalik yapan bazi koronaviriisler bulunur. Deltakoronaviriisler domuzlardan ve kuslardan izole

edilmistir [12].

Tiim koronaviriisler hayvanlardan koken almaktadir. SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-229E
ve HCoV-NL63’ln yarasalardan, HCoV-OC43 ve HKUI’in kemirgenlerden koken aldigi
diistiniilmektedir. Evcil hayvanlar, ara konak olarak dogal konaklardan insana geciste dnemli rol

oynayabilirler [13].

Koronaviriisler kuslarda, kedilerde, kopeklerde, atlarda ve baska hayvanlarda da
gorilebilmekte hem insanlarda hem de hayvanlarda hastalik yapabilmektedir. Solunum yollarini,
bagirsaklar1 ve karacigeri etkileyebilen, norolojik bulgulara yol acabilen enfeksiyonlara sebep
olabilirler [14]. 2002 yilina kadar koronaviriisler genellikle hafif enfeksiyonlara sebep olan viral
etkenler olarak bilinirken, 2002 yilinda ortaya ¢ikan SARS ve 2012’de ortaya ¢ikan MERS
salginlarma, yiiksek patojeniteye sahip koronaviriis suslari sebep olmustur [13]. Insanlarda
mevsimsel grip etkeni olarak HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43 ve HCoV-HKU-1 tirleri
sOylenebilir [9].

2.2. Koronaviruslerin Proteinleri

Koronaviriislerde genomun tigte ikisi replikaz genlerini kodlamaktadir. Bu genler tarafindan
tiretilen iki biiylik poliprotein olan ppla ve pplab proteolize ugrayarak 15 veya 16 yapisal olmayan
proteine (nsp - nonstructural protein) dondstiiriiliir. Genomun kalan {igte birlik kismi ise yapisal
proteinleri kodlayan ORF’lerden (open reading frame - agik okuma bdlgesi) olusur. ORF’lerde
aksesuar protein bolgeleri de bulunabilmektedir [15].

Koronaviriisiin yapisal proteinleri 3 yiizey proteini olan Spike (S), Membrane (M) ve
Envelope (E) proteinlerinden ve Niikleokapsit (N) proteininden olusur. Bazi betakoronaviriislerde
yuzey proteinlerine ek olarak hemaglitinasyon ve esteraz aktivitesi gosteren Hemagglutinin-esteraz
(HE) proteini de bulunur. CoV genomunda bu proteinlerin genlerinin bulunma siras1 (HE) S, M, E,

N seklindedir [16].

S proteini 180-200 kDa agirliginda olan bir transmembran proteindir. Viriisiin konak hiicre
reseptoriine tutunmasi ve konak hiicresi ve virlis membranlarinin birlestirilmesi S proteini ile saglanir.

Viriisii ¢evreleyen tag benzeri goriiniimii S proteini saglar. Bunun yani sira S proteini nétralizan
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antikorlarin hedefidir. S proteininin N-terminal ucu ekstraselliiler bosluga bakarken, C-terminal ucu
intraselliiler yiize bakar. Ekstraselliiler kisim S1 ve S2 olmak iizere iki alt iiniteye ayrilir. S1 reseptor
tutunmasindan sorumlu iken, S2 membran fiizyonunu saglar. S1 alt {initesinde N-terminal bolgesi
(NTD) ve C-terminal bolgesi (CTD) bulunmaktadir. Bunlardan biri ya da ikisi de reseptor baglayici
kisim (RBD) olarak gorev alabilir. Bazi istisnalar harig, NTD seker bazli reseptorlere baglanmay1

saglarken, CTD protein bazli reseptorlere baglanmayi saglar [17].

S proteini sinif I viral fiizyon proteini olarak siniflandirilmaktadir. Flizyondan sorumlu olan
S2 alt linitesi alfa helikal sekonder yapiya sahiptir. Fiizyon peptitleri nokta mutasyonlara duyarlhidir,

tek bir mutasyon dahi flizyonu inhibe edebilir [17].

M proteini viriiste en fazla bulunan yapisal proteindir. Viriis zarfinin seklini saglar. Diger
tiim yapisal proteinlerle etkilesime girmektedir. M proteinleri tek basina virion olusumu i¢in yeterli
degildir. M proteinin N proteinine baglanmasi, niikleokapsidi (N proteini-RNA kompleksi) stabilize
ederek viriis olusumunun tamamlanmasini destekler. M proteini ve E proteini birlikte viral zarfi

olusturur ve etkilesimleri VLP'lerin (viriis like particle) {iretimini ve salinmasini saglar [18].

Koronavirlslerdeki E proteini, virisiin morfogenezinde ve patogenezinde etkilidir. Zarf,
fosforile N proteini ile kapsidlenmis olan RNA genomunu gevreler. 74-109 aminoasitlik kigik
proteinler olan E proteinleri, viriis ailesi i¢inde aminoasit sekans farkliliklar1 gdsterebilmektedir.
Viriis morfogenezi sirasinda E proteini i¢in mutlak gereksinim, viriis cinsine bagl olarak degisir. E

proteinleri ayrica oligomerize olur ve iyon kanallart olusturur [19].

E proteini, fareleri enfekte eden murine koronavirtisit (MHV) icin virts Uretiminde gerekli
degildir, ancak proteinin yoklugunda viriis iiretimi 6nemli Olgiide azalir. Bu nedenle proteinin
morfogenez sirasinda 6nemli bir rol oynadigini diisiiniilmektedir [20]. MERS’te E proteinin silinmesi
replikasyon yapabilen, ancak yayilmada kusurlu viriislere neden olur. SARS CoV’da, E proteinin

yoklugunda viriis saliniminda 20 ila 200 kat azalma goriiliir [21].

TUm koronaviriislerde N proteini ayni yapiya sahiptir. N proteinleri genomik RNA’ya
baglanarak helix yapiy1 olusturan fosforile proteinlerdir. N proteininin N-terminal bélgesi (NTD)
RNA’ya baglanmay1 saglarken, C-terminal bolgesi (CTD) hem RNA baglanmasinda hem de
oligomerizasyonda etkilidir. N proteini koronavirislerde viral RNA sentezinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Gen transkripsiyonunda, interferon inhibisyonunda, konak hiicre siklusu ve

apoptozunda da etkili olabilmektedir [22].



Hemagglutinin-esteraz (HE) proteini bazi1 betakoronaviriislerde tespit edilen transmembran
bir proteindir. Siyalik asit baglayan hemaglutinin aktivitesi sayesinde S proteini i¢in kofaktor gorevi
goriir ve virion baglanmasint kuvvetlendirir. O-asetillenmis siyalik asitlerden asetil grubunu

uzaklastiran esteraz aktivitesi sayesinde viriislerin hiicreden salinmasini da arttirir [23].

Koronaviriislerde yapisal proteinler arasina dagilmis kiigiik ORF’ler bulunur. Bunlara
aksesuar proteinler denir. Aksesuar proteinler koronaviriisler arasinda farkliliklar gosterebilir. Bazi
aksesuar proteinler viriis replikasyonunda kullanilmasa da, bu proteinlerde mutasyon olmasi

CoV’larin konak hiicrede ¢ogalmasini ve viral patogenezi etkilemektedir [16].

2.3. Onemli Koronavirusler

2.3.1. 1BV

Avian Infeksiydz Bronsit Viriisii (IBV) 1937 yilinda kesfedilmistir. Bulunan ilk koronavir(is
olup, gamakoronaviris cinsi i¢indedir [24].

Ust solunum yolu silli epitel hiicrelerini enfekte ederek Ust solunum yolu enfeksiyonuna
sebep olur. Solunum yolu disinda bir¢ok epitelde de gcogalabilmekte, bobrek ve gonadlarda da hastalik
yapabilmektedir [25].

IBV kanatlilarda hastalik yapar, olduk¢a bulasicidir. Dinya genelinde birgok serotipi
tanimlanmistir. Viral genomda gergeklesen mutasyonlar ve rekombinasyonlar sebebiyle siirekli yeni
serotipler ortaya c¢ikmaktadir. Bu durum taniy1 ve kontrolii olduk¢a zorlastirmaktadir.

Serotiplendirmede S1 glikoprotein geni kullanilir [26].

2.3.2. Hafif Seyirli insan Koronaviriisleri

Insanlar1 enfekte ettigi bilinen 7 farkli CoV susu vardir: HCoV-229E (229E) HCoV-
0OC43(0C43), SARS-CoV, HCoV-NL63 (NL63), HCoV-HKU1, MERS-CoV ve 2019°da yuksek
bulastiriciligi ve diisiik patojenitesiyle Cin’de ortaya ¢ikan SARS-CoV-2 [27, 28].

229E, OC43, NL63 ve HKUL insanlarda primer olarak Ust solunum yolunda ve
gastrointestinal sistemde goriiliir. Hafif seyredebilmekle birlikte, bronsit ve pnémoniye ilerledigi

durumlar olabilmektedir [29]. Insandan insana yayilirlar [30].



Alfakoronaviriis olan 229E ve betakoronaviris olan OC43, (st solunum yolu
enfeksiyonlarinda sik goriilen etkenlerdir. Enfeksiyonlarinda halsizlik, bas agrisi, burun akintis1 ve
bogaz agris1 gortiliir. Ates ve oksiiriik de olabilmektedir. Diinyada yaygin olarak bulunan bu viriisler,
diger solunum yolu enfeksiyonu etkenlerinden klinik olarak ayirt edilemez. Immiin yetmezligi olan
bireylerde, ¢cocuklarda ve yaslilarda pndmoniye ilerleyebilir. Ortalama inkiibasyon siiresi yaklasik 2-

5 giindiir. Hastalik 2-18 guin stirebilmektedir [31-33].

2.3.3. SARS-CoV

SARS-CoV, 2002-2003 yillarinda goriilen Cin baslangi¢li agir solunum yolu enfeksiyonu
salgminin etkenidir [34]. Kisa siirede Dogu Asya’da yayilmis, diinyada 28 bolgede goriilmiistiir. 8098
kisiyi enfekte eden viriis 774 kiginin 6liimiine sebep olmustur [35]. Arastirmalar Cin’deki nalburunlu
yarasalarin (horseshoe bats) bu viriis i¢in dogal konak oldugunu gostermistir. Misk kedileri ise ara
konak olarak gortlmektedir [36].

Damlacik inhalasyonu ile alinan SARS-CoV trake, brons, bronsiol ve alveol epitel
hlcrelerini invaze eder [37]. Anjiyotensin-converting enzim 2 (ACE2) reseptoriinii kullanir ve primer

olarak silyali bronsiyal epitel hiicrelerini ve tip 2 pnémositleri tutar [13].

SARS-CoV ile enfekte hastalar baslangigta ates, kas agrisi, bas agrisi, halsizlik bulgular
gosterir. 5-7 giin sonra balgamsiz Oksiiriik, dispne, solunum sikintis1 goriilebilir ki bu da ARDS ve
6lumle sonuclanabilir [38]. Hastaligin ilerleyisi hakkinda fikir verebilecek en 6nemli faktoriin ileri

yas (>60 yas) oldugu goriilmiistiir [39].

2.3.4. MERS-CoV

MERS-CoV 2012 yilinda Suudi Arabistan’da ortaya ¢ikip halen devam etmekte olan bir agir
solunum yolu enfeksiyonu salgminin etkenidir [40]. Yarasalardan orijin aldig1 diisiiniilen bu viriis
develerden insanlara gegmekte, insanda dipeptidil peptidaz 4 (DPP4) enzimini kullanarak silyasiz

bronsiyal epitel hiicrelerini ve tip 2 pnomositleri enfekte etmektedir [13].

Enfeksiyon asemptomatik gegirilebilir ya da ARDS ve bobrek yetmezligine ilerleyen agir
pndmoni goriilebilir. Olen hastalari %75’inde en az bir komorbidite gériilmiistiir [41]. 2021 Mart’a
kadar toplam 2574 vaka bildirilmis, bunlarin 886’s1 mortal seyretmistir [42]. SARS-CoV-1’in
fatalitesi yaklagik %11 iken, MERS-CoV’un fatalitesi yaklasik %36 dir [43].



2.4. SARS-CoV-2

Koronaviriislerin betakoronaviriis cinsine ait olan bu viriis, tiim koronaviriisler gibi zarflidir
(60-140 nm). Yiizeyinde ayirt edici ¢ikintilar vardir ve pozitif polariteli tek zincirli RNA tasir [44].
Yeni nesil dizileme g¢alismalar1 sonucunda bu viriis ile SARS-CoV arasinda %79.0, MERS-CoV
arasinda %51.8 niikleotid 6zdesligi bulunmustur [45].

Genomik yakinliga bakildiginda, SARS-CoV-2 i¢in dogal konafin yarasalar oldugu
diistiniilmektedir. Ancak virlisiin ilk ortaya c¢iktigi Huanan deniz {iriinleri pazarinda yarasa

satilmamasi, muhtemelen viriisiin bagka ara konaklarinin olduguna isaret etmektedir [46].

SARS-CoV-2’nin insandan insana gecisi SARS-CoV ve MERS-CoV’a kiyasla daha yiiksek
olmakla birlikte, 6liim oran1 daha diisiiktiir [47]. Bulastiriciligin bir gdstergesi olarak kullanilabilen
Rodegeri, enfekte olan bir bireyin enfektif ajani kag kisiye bulastirdigini ifade eder. Bu deger tilkelere,
milletlerin kiiltiirlerine, salginin zamanina gore degismektedir. Salginin ilk zamanlarinda 6l¢iilen

deger 2.2 olarak bulunmustur [48]. Ro>1 salginin devam ettigini gosterirken, Ro<l sona gelindigini

ifade eder [49].

2.4.1. SARS-CoV-2 Epidemiyolojisi

Aralik 2019°da Cin’in Wuhan sehrinde etyolojisi bilinmeyen toplum kdkenli bir atipik
pndémoni salgin1  bildirilmistir. Ik vakalar, sehirdeki Huanan deniz {iriinleri pazar1 ile
iliskilendirilmistir [50]. Bu pazardan alinan 585 numunenin 33’Unde SARS-CoV-2 saptanmistir [51].

Ancak 1 Ocak 2020°den 6nce goriilen vakalarin %45’ inin bu marketle bir temas1 olmamistir [52].

Ocak 2020’nin sonlarina gelindiginde Cin’in 31 sehrinde, Dogu Asya’da, Avrupa’da ve
ABD’de vakalar bildirilmistir. Nisan itibariyle vakalar bir milyonu ge¢mis, ¢ogu iilke bolgesel ya da

tilke ¢apinda karantina karar1 almigtir[53].



Tablo-1: COVID-19’un ortaya ¢ikisindan pandemi ilan edilisine kadarki siire¢ [53].

Wuhan saglik otoriteleri tarafindan bilinmeyen etyolojiye

I EEEID et 77 ot Gt el s Al

Wuhan'daki bir hastanin bronkoalveolar lavaj 6rneginden

7 Ocak 2020 yeni bir koronaviriis tanimlandi.

11 Ocak 2020 ilk 6liim Wuhan'da bildirildi. wd 1

13 Ocak 2020 Tayland'da, Cin disinda ilk kez bir vaka bildirildi.

WHO bu salgin1 uluslararas1 6éneme sahip bir halk sagligi 9,823 213

300cak 2020 it qurumu olarak duyurdu.

COVID-19 sebepli toplam 6liim sayisi, SARS''n neden 37,552 813

8 Subat 2020 oldugu 6liim say1smn1 gecti.

2020 Subat  Giiney Kore'de, Japonya'da, italya'da ve ABD'de salgin
Ortalari goruldi.

Viriisiin yol actig1 hastalik olan COVID-19 (coronavirus disease-19), Mart 2020°’de WHO

tarafindan pandemi olarak ilan edilmistir [2].



2.4.2. SARS-CoV-2 Proteinleri

Tiim genomun iigte ikisini olusturan ORF1ab, pplab proteinini kodlar. Bu protein proteolitik
yolla 16 nsp’ye ayrilir. Bu proteinler viriis replikasyonunda énemli rol oynarlar [44]. Genomun 3’

ucuna dogru ise S, M, E ve N yapisal proteinleri bulunur [54].

Viriis ylizeyindeki trimerik S glikoproteininin reseptor baglayan bolgesi (RBD), insan ACE2
reseptorlerine baglanir ve hiicreye girisi saglar [55]. Ardindan S1 ve S2 subiinitelerine ayrilir.
ACEZ2’nin peptidaz domainine baglanan RBD, S1 subiinitesinde bulunur. S2 subiinitesi ise membran
flizyonunu saglar [56]. RBD hem konak se¢imini hem virlis tropizmini hem de enfektiviteyi
belirleyen kritik bir bélgedir. Bu bolgede meydana gelebilecek bir mutasyon, reseptdre baglanmada
onemli degisikliklere sebep olabilir. Diger koronaviriislerden genomik ayrim, RBD bolgesine
bakilarak yapilabilir [55]. S1 alt Gnitesinde bulunan N-terminal domain (NTD) ve RBD ndtralizan
antikorlarin hedefi olabilmektedir [57].

Proteinin S1 ve S2 alt lnitelerini birbirine baglayan PRRA adi verilen bolgedeki
mutasyonlar, hayvan modellerinde patojenisiteyi azaltabilmektedir ve bu sebeple canli atentie asilarin

gelistirilmesinde 6nemli olabilir [58].
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Sekil-2: SARS-COV-2’nin sematik yapisi. A: S proteinin yapisi; B: S proteini ile konak hiicrenin
ACE2 reseptorii arasindaki iligki [59].

E proteini katyonlara yonelik viroporin olusturarak, viriis olusumunda ve tomurcuklanmada
etkili olur. Konak inflamasyonunu uyardig1 ve viriilansta da etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bazi
koronaviriislerde yapilan deneylerde, E proteininin yoklugunun zayiflatilmis viriislerin sayisini
arttirdig1, kanal aktivitesini ortadan kaldiran E mutasyonlarinin ise viriis patojenisitesini diistirdiigi

gOrulmiistiir. Bu sebeple E proteini potensiyel bir antiviral ilag hedefi ve as1 adayidir [57].
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M proteini zarfta bolca bulunmaktadir. M proteininin viral morfogenezi saglamanin yaninda,

interferon supresyonuna sebep olarak viral replikasyonu arttirdig1 gériilmiistiir [60].

SARS-CoV-2 N proteini, diger CoV N proteinleriyle ayni yapidadir. N proteininde iki
yapisal bolge olan N-terminal domain (NTD) ve C-terminal domain (CTD) bulunur. Bu iki domain
birbirine LKR (central linker region) ile baglidir. NTD RNA baglanmasindan sorumluyken, CTD
RNA baglanmasindan ve dimerizasyonundan, LKR ise NTD ve CTD’nin RNA baglamasini

duzenlemekten sorumludur [61].

N proteini, viral genomik RNA’y1 baglayarak riboniikleoprotein (RNP) olusturacak sekilde
RNA’y1 paketler. Viriis olusumunun yani sira, viral mRNA transkripsiyon ve replikasyonunda, hiicre
iskeletinin olusturulmasinda ve immiin regiilasyonda da gorev alir. N proteini ayrica hem humoral
hem de hiicresel immiin yanit1 indiikleyebilir. Tiim bu islevler bu proteini tan1 ve as1 gelistirilmesinde

onemli kilmaktadir [62].
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Viral faktirler r SARS-benzeri yarasa koronaviriisleri  Ara konak(lar)?

T Evecil hayvanlar?
e &."u"uu..u ................... sssssasssnsannnss T

N Protein

E Protein

16 yapisal olmayan
protein: nspl-nspl6

Konak faktorleri
SARS-CoV-2 reseptorii: Insan v Agir hastahiga yatkinlig: arttiran
anjiyotensin converting enzim 2 (ﬁ) komorbiditeler:
(hACE2) * Hipertansiyon
* Kronik obstriktif akciger hastaligi
* Diabet
Agir hastaliga yatkin olay kisiler: * Kardiyovaskiiler hastalik
Yaslilar (>65 yas)
Altta yatan hastaligi olanlar
Agir komplikasyonlar:
« ARDS
Sitopatik etki ve sitokin firtinasi ya da siirdiirtilebilir *  Septik sok
inflamatuvar yanitlar, hipoksi, septik sok gibi durumlar * Diizeltilmesi zor metabolik asidoz
SARS-CoV-2 ile enfekte hastalarda kritik sonuglarla iligkili * Koagiilasyon bozukluklar1
olabilir. *  Coklu organ yetmezIligi

Sekil-3: SARS-CoV-2 patogenezine etki eden viriise ve konaga ait faktorler [46].

Yarasalar ¢cogu koronaviriisiin rezervuaridir. Buna SARS-CoV’lar da dahildir. SARS-CoV-
2 yarasalardan ya da bilinmeyen ara konaklardan kaynaklanarak insanlara geciyor olabilir. Viris-
konak etkilesimi viriisiin hiicreye girisini ve ¢ogalmasini etkiler. Resmin {ist kismi: viral faktorler.
SARS-CoV-2 zarfli, pozitif anlamli tek zincirli RNA (ssRNA) viriisiidiir. Viral RNA’nin iicte ikisi
ilk ORF bolgesindedir (ORF 1a/b) ve 16 nsp’yi kodlar. Viriis genomunun kalan kismi ise dort yapisal
protein olan spike (S), zarf (E), membran (M) ve niikleokapsit (N) proteinlerini ve bazi aksesuar
proteinleri kodlar. S glikoproteini virlisiin konak hiicre reseptorii olan ACE2’ye tutunmasini saglar.

Bu adim viriisiin hiicreye girisinde kritiktir. SARS-CoV-2’nin endositoz ile hiicreye alinmasini
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saglayan membran invajinasyonunu hangi molekiillerin tetikledigi ise halen bilinmemektedir. Diger
viriis proteinleri patogeneze katkida bulunabilir. Resmin alt kismi: konak faktorleri. Bu faktorler de
enfeksiyona yatkinligi ve hastalik siirecini etkileyebilir. Daha yagh ve altta yatan hastalig1 olan

insanlar hastalig1 siddetli gecirme riskine sahiptir. RBD: reseptor baglayan bolge [46].

2.4.3. SARS-CoV-2 Varyantlan

Pandemi baglangicindan bu yana, SARS-CoV-2 genomunda ¢ok sayida mutasyon meydana
gelmistir ve ¢ok sayida yeni varyant ortaya ¢ikmistir. CDC tarafindan VOC (Variants of Concern —
endise verici varyantlar) olarak adlandirilan varyantlardaki mutasyonlar agirlikli olarak S
proteinindedir. Bu mutasyonlarin artmig enfektiviteye ve dogal immiiniteden ve asi ile indiiklenen

notralizan antikor yanitindan kagis yeteneginin artmasina neden oldugu diistiniilmektedir [63].

Meydana gelen ilk 6nemli mutasyonlardan biri, S proteinindeki D614G nokta
mutasyonudur. Bu varyant ilk kez 2020 Ocak ayinin sonlarinda Almanya ve Cin’de goriilmiis,
ardindan tiim diinyaya yayillmistir. Yeni varyantin enfektivitesi ve insan dokusundaki viral

replikasyonu artmistir, ancak artmis enfektivite 6liim oranlarini arttirmamustir [59].

B.1.1.7 (Alfa) varyant: ilk kez Aralik 2020°de Ingiltere’de goriilmiistiir. 8 adet S proteini ve
D614G mutasyonunu da kapsayan 17 mutasyona sahip olan bu varyantin S proteininin RBD

bolgesinin ACE2’ye olan afinitesinin arttigi gosterilmistir [64].

Kasim 2020°de Amerika’nin New York sehrinde B.1.526 varyanti tanimlanmistir. Varyant
tanimlandiktan kisa siire sonra sehirde ve ¢evre sehirlerde hizla artmistir. Bu varyant S proteininde
E484K ve S447N mutasyonlar1 tasimaktadir. E484K mutasyonunun viriis ndtralizasyonunu azalttig1

deneylerle ortaya konulmustur [65].

B.1.351 susu (Beta varyanti) 2020 yilinin sonlarinda Giiney Afrika’da tanimlanmistir. Bu
varyantin, S proteininin RBD bdlgesindeki E484K ve K417N’yi de kapsayan birgok mutasyonu

bulunmaktadir. Varyantin nétralizasyonunda azalma gosterilmistir [66].

Subat 2020°’de Brezilya’dan B.1.1.28 varyant1 bildirilmistir. Bu varyant grubunda
tanimlanan Gama varyanti, Brezilya’dan Japonya’ya seyahat eden turistlerde goriilmiistiir. Bu

varyant, artmis enfektivite ve azalmis antikor nétralizasyonu ile daha agir seyretme egilimindedir

[59].
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2020’nin sonlarinda Hindistan’da B.1.617.2 varyant1 (Delta) goriilmiistiir. Delta varyant1 S
proteininde bir¢ok mutasyon barindirmaktadir. Bu varyant artmis bulastiricilia sahiptir. Hastaligin
daha agir seyretmesine ve tedavi etkinliginin diismesine neden olmaktadir. Viriis mutasyonlarindan
biri olan L452R mutasyonunun, konak immiin yanittan kagmay1 sagladigini gosteren caligmalar

mevcuttur. Varyant, asilara orijinal viriise gére daha diisiik yanit olusturmaktadir [59, 67].

Kasim 2021°de Giliney Afrika’da bir gezginde ortaya ¢ikan B1.1.529 (omicron) varyantinin,
aslinda agiklanan ilk vakadan bir hafta 6nce Hollanda’da goriildiigli sonradan ortaya ¢ikmustir.
Omicron varyanti aralik ortasina dogru tiim diinyada 80 iilkede tespit edilebilir duruma gelmistir.
Tum SARS-CoV-2’ler icinde en ¢ok mutasyona sahip olan varyant omicrondur. Omicron varyantinin
bulastiriciligr ve reinfeksiyon riski daha yiiksektir. COVID-19 asilariyla elde edilen immiiniteye karsi
kismi dirence sahiptir [67].

2.4.4. SARS-CoV-2 Bulas Yollar:

Diger mevsimsel koronaviriislerde oldugu gibi, SARS-CoV-2’nin viicuda asil bulas yolu
nazal ve oral bolgedir. Ancak diger viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarda goriilen burun akintisi
ve hapsurma, bu viriiste pek goriilmez. Ayrica SARS ve MERS enfeksiyonlarinin aksine, siklikla

olfaktor epitelin tutulumuna bagl koku alamama gortlir [68].

ACE2 reseptorii tukuruk bezlerindeki epitel hicrelerinde yiksek miktarda eksprese
edilmektedir. Bu reseptorii eksprese eden hiicreler viriis i¢in hedef hiicreler olmasi sebebiyle, oral
kavite virlis i¢in giris yolu olabilmektedir. Semptomlar baglamadan once dahi viriisiin tiikiiriikte
saptanabilmesi, asemptomatik hastalarin tiikiiriik damlalar1 ya da aerosol yoluyla yiiksek bulastiricilik

riskine sahip olmasina sebep olmaktadir [69].

Korneada, limbal ve konjonktival epitelde ACE2 reseptorleri bulunmaktadir. Yapilan bazi
hayvan deneylerinde, konjonktival yolla viriis ile enfekte edilen deneklerde enfeksiyon gelistigi
goriilmiistiir. Bu da COVID-19 enfeksiyonu ic¢in goziin de bir bulas yolu olabilecegini
diisiindiirmektedir. COVID-19 hastalarinin gézyasi ve konjonktival 6rneginde viriis tespiti ihtimali
oldukga diisiiktiir ve tespit edilse dahi, bu tespit ¢ogunlukla enfeksiyonun ilk asamasindadir [70]. GOz
ile bulas ihtimali olduke¢a diisiik olsa da, COVID-19 i¢in yiiz siperligi ve gozliik kullanimi diinya
genelinde yayginlagsmistir [71].
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SARS ve MERS salginlarinda digki 6rneklerinde viriis saptanmasi sebebiyle, COVID-19
salginin baglarinda gastrointestinal yolun da viriisiin viicuda girebilecegi bir yol olabilecegi
diistiniilmiistiir [72, 73]. Ozefagus epitelinde ve ileum ve kolon enterositlerinde ACE2 tespit
edilmistir [74]. Mide bulantisi, kusma ve ishal semptomlarinin COVID-19’da goriilebiliyor olmast
bu diistinceyi destekler. ACE2, bagirsakta dnemli 6l¢iide eksprese edilmektedir [75].

Nazofarengeal siirlintli Ornekleri negatiflestikten sonra dahi rektal siiriintiilerde viriis
saptanabilmesi, viriisiin yayilmasinda gastrointestinal yolun 6nemli oldugunu, hatta fekal oral bulagin

onemli bir bulas yolu olabilecegini gosterir [76].

2.4.5. Patogenez ve Immiinite

ACE2 reseptorleri, vazokonstriksiyon ile kan basincini ayarlayan anjiyotensin hormonunun
maturasyonunda rol oynamaktadir. Bu reseptorler akcigerlerde, kalpte, bobrekte ve bagirsakta
bulunur [56]. SARS-CoV-2 hedef hiicreye viral S proteini ile ACE2 reseptorlerine tutunarak girer.
Reseptore tutunan S proteini, konak transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2) ile iki alt Uniteye
ayrilir [77]. S1 alt tinitesi RBD ile tutunmayi saglarken, S2 alt {initesi viriis ve hiicre membraninin
flizyonunu saglar. Flizyonun ardindan, viral genomik RNA sitoplazmaya salinir. RNA, ppla ve pplab
poliproteinlerini sentezler ve ¢ift membranli bir vezikiilin iginde replikasyon-transkripsiyon
kompleksini (RTC) olusturur. RTC art arda replike olarak subgenomik RNA’lar1 sentezler. ppla ve
pplab gen bolgeleri yapisal olmayan proteinleri kodlarken, subgenomik RNA’lar aksesuar ve yapisal
proteinleri kodlar. Yeni olusmus genomik RNA, N proteinleri ve E proteinleri, endoplazmik
retikulum ve golgi araciligiyla bir araya gelerek vezikiiller olusturur. Bu vezikiller plazma

membraniyla flizyona ugrayarak viriisiin digar1 salinimini saglar [46].

SARS-CoV-2’nin S proteininde meydana gelecek mutasyonlar virisiin tropizmini,

enfektivitesini ve 6ldiriiciiligiinii etkileyebilir [59].

SARS-CoV-2 konak hiicrede piroptozise (inflamasyon ile iligkili programli hiicre 6liimii)
neden olabilir. Ayrica viris, makrofaj ve T hicrelerinin bolgeye go¢ etmesine ve burada
proinflamatuvar sitokinler salinmasina neden olabilir. Baz1 konaklarda bu durum IL2, IL7, TNF-alfa

gibi sitokinlerin fazlaca artmasiyla sitokin firtinasina ilerleyebilir ve multi-organ hasar1 ve septik sok

gorlebilir [78].
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COVID-19 enfeksiyonu siireci, solunum yollarinda 3 klinik faza ayrilabilir. Asemptomatik
fazda enfeksiyon burunda sinirli kalir ve dogal immiin sistem ile elimine edilir. Hafif semptomatik
vakalarda enfeksiyon genellikle biiyiik havayollarinin yalanci ¢ok kath epitelindedir ve daha giiclii
bir dogal immiin yanit ile elimine edilmeye calisilir. Bronsiollerde kuliip hiicrelerinin de dahil oldugu
enfeksiyonlar daha agir seyredebilir. Ugiincii durumda ise enfeksiyon alveollere inmistir. ACE-2
eksprese eden tip 2 pndmositler ve muhtemelen tip 1 pnomositler enfekte olmustur. Bu durumda tip
2 hiicrelerin kayb, siirfaktan eksikligi, alveol 6demi sebebiyle solunum sikintis1t meydana gelir. Tip
2 hiicreler, tip 1 hiicrelerin progenitorii oldugu i¢in akcigerin tamiri duraksar. Hiicre hasar1 sebebiyle
akcigere biriken s1vi geri emilemez, plazma proteinleri alveolar bosluga geger. Hiyalin membranlari

ve inflamatuvar eksuda alveolleri doldurarak ARDS’ye sebep olur [79].

COVID-19 bu hasarin yaninda, damarlarda endotel hasarina ve trombiis olusumuna sebep

olabilir [80].

2.5. COVID-19’da Klinik

COVID-19 hastalarinda sik goriilen semptomlar halsizlik, ates, oksiiriik, koku veya tat kayb1
ve bag agrisidir. Baz1 hastalarda diyare, bulant1 ve karin agrisi gibi gastrointestinal semptomlar da

gorulebilmektedir [59].

COVID-19 hastalarmin  bir kismi enfeksiyonu asemptomatik gegirmektedir. Bu
asemptomatik hasta orami {izerine yapilan metaanalizler incelendiginde biiylik farkliliklar
gorilebilmektedir. Semptomatik olan hastalara bakildiginda hastalarin %40°1 hastaligi hafif, %40’1
orta siddette gecirmektedir. Hastalarin yaklasik %15’inde ise oksijen destegi gerektiren agir hastalik
goriiliir. Hastalarin %35°1 solunum yetmezligi, ARDS, sepsis, tromboemboli, ¢oklu organ yetmezligi
gibi komplikasyonlarin goriildiigii ciddi hastalardir. Bu oranlar genel oranlar olup, boélgeden bolgeye

degismektedir [81].

Cocuklar enfeksiyonu eriskinlere gore daha asemptomatik ya da daha hafif gegirme
egilimindedir. Nadir olmakla birlikte ciddi bir tablo olan, ¢ocuklarda gorilebilen ¢oklu sistem
inflamatuvar sendromu (MIS-C), ¢coklu organ yetmezligi ve sok ile sonuglanabilmektedir. Cocuklarda
da eriskinlerde de altta yatan hastalik olmasi, agir hastalik riskini arttirir. Bu hastaliklar arasinda
kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, kronik akciger hastaliklari, immiin slipresyon durumlar sayilabilir

[81].
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Cogu hastada hastalik siirecinde nérolojik semptomlar bulunabilece§i unutulmamalidir.
Norolojik belirtiler solunum semptomlar1 olmadan dahi goriilebilir. Bu belirtiler arasinda anksiyete,
depresyon, uyku problemleri, bas agrisi, bas donmesi, koku veya tat alma bozuklugu, myalji,
deliryum, ensefalopati, inme bulunur. Hastaneye yatan hastalarda en sik goriilen norolojik bulgu

anksiyete ve depresyondur [81].

2.5.1. Akciger Tutulumu

COVID-19’da en sik etkilenen organ akcigerlerdir. Tutulumu durumunda siklikla goriilen

belirtiler oksiiriik, nefes darlig1 ve atestir [82, 83].

SARS-CoV-2, alveolar makrofajlar1 aktive ederek sitokin salgillatir ve T hiicre
aktivasyonuna sebep olur. Saglikli bir immiin sistem, viriisiin viicuda girisine hizla cevap vererek
virilislin eliminasyonunu saglar. Asir1 immiin yanit ise kemokin ve sitokinlerin ¢ok fazla salinimina
(sitokin firtinasi) bagli, hastada sistemik hasara neden olmaktadir. Artmis sitokinler ARDS’ye, ¢coklu
organ hasarina neden olur [84]. Bu siddetli tutulumda oksijen tedavisine direncli ciddi hipoksi, akut

hipoksik solunum yetmezligi ve 6liim goriilebilir [82].

2.5.2. Akciger Dis1 Organ Tutulumlari

Gastrointestinal tutulum: Gastrointestinal tutulumun muhtemel mekanizmasinin fekal oral
bulas oldugu diisiiniilmektedir [85]. En sik gastrointestinal tutulum belirtileri bulanti, kusma, ishal ve
karin agrisidir. Hastalarda ilk bulgular genellikle akciger tutulumuna ait olsa da, nadiren solunum
semptomlarindan 6nce gastrointestinal tutulum bulgulart baslayabilmektedir [48]. Bir ¢alismada
gastrointestinal semptomlar1 olan hastalarda karaciger hasar1 ve agir hastalik gelisme riski daha
yiiksek bulunmustur [86]. Sindirim semptomlar1 olan hastalar, solunum semptomlari olanlara kiyasla
daha uzun siire viral sagilim gosterebilmektedir [87].

Karaciger tutulumu: Karaciger ve safra kanali hiicrelerinde de ACE2 reseptor ekspresyonu
gorilmektedir. COVID-19’da karaciger hasarinin kolanjiosit hiicrelerinin disfonksiyonu, ila¢ hasari

ve artmis sistemik immiin yanit sebebiyle gergeklesiyor olabilecegi diisiiniilmektedir [88].

COVID-19’un karaciger tutulumuna dair yaygin belirtiler arasinda serum alanin transaminaz
(ALT), aspartat transaminaz (AST) ve bilirubin seviyelerindeki yukselmeler bulunur. Albimin
seviyelerinde ise diisiis goriiliir [89]. Bu degisimler hastaligin agir seyri igin prognostik faktorler

olarak diistintilmektedir [90].
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Kardiyovaskuler tutulum: Kardiyak tutulum sonucu kardiyak aritmiler, perikardit,
miyokardit goriilebilir. Daha agir durumlarda akut koroner sendrom ve kalp yetmezligi ile
karsilasilabilir [91]. Onceden kardiyovaskiiler hastalig1 olan kisilerde agir hastalik gelisme riski daha
yuksektir [92]. Vaskiler hasar sonucu tromboza egilim ve pulmoner emboli goriilebilir. Akut renal
hasar, beyinde enfarktiis ve kanamalar da olas1 komplikasyonlar arasindadir [71, 93].

Santral sinir sistemi tutulumu: COVID-19 hastalarinda goriilen nérolojik belirtiler
arasinda bas agrisi, bas donmesi, koku alamama bulunur. Daha agir olarak akut inme, konfiizyon ve
biling bulaniklig: ile karsilagilabilir. Akut inflamatuvar demiyelinizan polindropati (Guillain-Barre
sendromu), meningoensefalit, akut nekrotizan ensefalopati goriilebildigi de rapor edilmistir [94].

Viremi: Yatan hastalarin kaninda viral RNA %28 ila %32 oranlarinda bulunabilmekle
birlikte, yogun bakim iiniteleri 6zelinde bakildiginda bu oran %78’e ¢ikmaktadir. Plazma viral ytikii
ilk 10 giin pik yapar, sonrasinda diiser. Ancak bu diisiis hasta prognozundan bagimsizdir. Viriis kanda
tespit edilebilmesine ragmen, bir¢cok calismada tespit edilen viriis hiicre kiiltiirlinde tiretilememistir.
Bu da viriislin kan yoluyla organlara yayiliminin olmadigini diisiindiirmektedir. Tespit edilen viral
RNA, hasarl1 epitel hiicrelerinden kana salinan viral RNA’ya baglh olabilir [71].

Post COVID sendromu: Alternatif bir agiklama olmaksizin 12 haftadan uzun siiren fiziksel
veya noropsikiyatrik semptomlarin olmasi durumudur. Bu durum hastaligin agirhigindan bagimsiz
gelismektedir. Hastalarin ¢ogunda, hastaligin iyilesmesinden sonra en az bir rezidi semptom
kalabilmektedir. Bu gegmeyen semptomlar siklikla nefes darligi, miyalji, anksiyete, halsizlik ve uyku

bozuklugu olma egilimindedir [95].

2.6. COVID-19 Tanis1

2.6.1. Molekuler Tam

PCR testi DNA dizilerini ¢ogaltmak amaciyla sicaklik dongitilerinin kullanildigi bir tekniktir.
PCR yontemi 1980’lerin baglarinda gelistirilmistir. Bulusun ardindan hizla birgok alanda
kullanilmaya adapte edilen bu yontem DNA sekanslama, mutasyon tespiti, CDNA ve genomik DNA
klonlamada kullanilmaktadir [96].

COVID-19 salgininin siirveyansi ve kontroliinde giivenilir tan1 testleri olduk¢a dnemli bir
yer tutmaktadir [97]. Antijen ya da antikor gibi biyomarkerlardansa, dogrudan viriisiin kendi
genomunu 6l¢gmesi sebebiyle, SARS-CoV-2 tanisinda Ters Transkriptaz PCR (Reverse Transcriptase
PCR, RT-PCR) testi altin standarttir [98]. RT-PCR, genomik RNA tespiti i¢in gelistirilmis bir PCR
yontemidir. Oldukga giivenilir ve hizlidir [99].
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Klasik PCR testlerinde ¢ogaltilacak bir hedef bolge i¢in iki oligoniikleotid primeri,
dNTP’ler, 1stya dayanikli polimeraz enzimi ve magnezyumlu tampon ¢ozelti kullanilir. Teknik,
sicaklik déngiileri ile uygulamir. Once sicaklik yiikseltilerek ¢ift zincirli DNA’nin zincirlerinin
ayrilmasi saglanir (melting). Cift zincirler tamamen ayrilmalidir, ¢linkii kismen ayrilan yapilar
sicaklik disiiriildiigiinde hizla tekrar birlesir ve primerler hedef bolgeye baglanamaz. Ayarlanacak
erime sicakligi ve siiresi, kalip DNA’nin uzunluguna baghdir. Bu asamanin ardindan sicaklik
diistiriilerek, primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi saglanir (annealing). Annealing sicakligi
primerlere baglidir ve genellikle iki primerin erime sicakligindan birkag¢ derece diisiiktiir. Bu sayede
primerlerin sadece hedef dizilere baglanmasi saglanmaya ¢alisilir. Ardindan, gogu PCR protokolinde
polimeraz enzimi olarak kullanilan Taq polimerazin optimum sicakligi olan 72 °C’de primerlerin
uzatilmasi saglanir ve dongii tamamlanir [100]. Amplifiye DNA’nin geleneksel tespiti, etidyum
bromiir kullanilarak ¢ogaltilmis dizilerin elektroforezi ve bantlarin ultraviyole 1sikla incelenmesi ile

yapilir [101].
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Sekil-4: PCR sicaklik dongiisii. (Denaturation) sicaklik 95 °C’ye cikartilarak DNA’nin erimesi
saglanir, (Annealing) sicaklik diisiiriilerek primerlerin baglanmasi saglanir, (Elongation) sicaklik

72 °C’ye getirilerek polimerazin primerleri uzatmasi saglanir [100].

PCR testlerinde yanlis pozitiflige neden olabilen kontaminasyon, yaygin karsilasilabilen bir

sorundur. Kontaminasyon, ¢ogaltilacak hedef dizinin reaksiyona karigmasi ile meydana gelir. Testte
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kullanilan ekipmandan, ¢ozeltilerden veya calisandan kaynaklanabilir. Kontaminasyonu kontrol
etmek icin, PCR’da yapilan her c¢alismada iginde genom bulunmayan bir negatif kontrol
kullanilmalidir. Negatif kontrolde bir amplifikasyon iirlinliniin ortaya ¢ikmasi kontaminasyonu
gosterir. Bu durumda test DNA’larini igeren tiim reaksiyonlarda elde edilen amplifiye tirlinler siipheli
hale gelir. Kontaminasyon durumunda kaynagi tespit etmekle vakit kaybetmek yerine, tiim
soliisyonlar ve reaktifler ve tiim tek kullanimlik malzemeler atilmali, aletler dekontamine edilmelidir.
Olas1 kontaminasyonlar1 6nlemek i¢in ise PCR islemi, yalnizca PCR uygulanirken kullanilacak olan

ekipmanlar ile birlikte ayr1 bir odada yapilmali, miimkiinse ultraviyole (UV) 151k kullanilmalidir [96].

PCR yonteminin cesitli amagclarla modifiye edilmis uygulamalar1 bulunmaktadir. Ornegin
nested (i¢ ice) PCR metodu, PCR testlerinin spesifikliginin arttiritlmasi amaciyla kullanilmaktadir. Bu
yontemde iki ¢ogaltma asamast uygulanir ve iki farkli primer ¢ifti seti kullanilir. Birinci set primer
cifti, ilk cogaltma asamasinda kullanilir. Elde edilen DNA dizileri {izerinde ikinci primer g¢ifti
kullanilarak ikinci bir ¢ogaltma islemi uygulanir. ikinci cogaltmada elde edilen DNA dizisi,
birinciden daha kisadir. Bir baska uygulama, touchdown PCR teknigidir. Cogaltilmak istenen hedef
gen diziliminin daha spesifik olarak saptanmasi saglanir. Bu amagla primerlerin baglanma sicakligi
cok yiiksek tutulur. Bu sicaklik her dongiide 1°C azaltilir ve 10 dongii sonra ayni sicaklikta 20-25
dongii daha uygulanir. Ters (inverse) PCR tekniginde, bilinen DNA dizileri araciligiyla bilinmeyen
DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi amaglanir. Kanca (anchored) PCR tekniginde, DNA pargasinin bir
ucunun baz dizilimi bilinmekte, diger ucun baz dizilimi aranmaktadir. Genelde viriislerin gen
dizilimlerinin saptanmasinda kullanilir. COVID-19 tanisinda kullanilan RT-PCR tekniginde RNA
cogaltilir. Bu teknik kullanilarak viral RNA, tRNA veya mRNA ¢ogaltilabilir [102]. Multiplex real-
time PCR’da ayn1 reaksiyonda birden fazla primer seti kullanilarak birden fazla kalip ¢ogaltilir.

Boylece tek ¢aligmada birgok etken taranabilir [103].

RT-PCR testlerinde ilk asamada RNA, reverse transkripsiyon enzimi kullanilarak
tamamlayict DNA’ya (cDNA) doniistiiriiliir. Elde edilen cDNA, spesifik primerler ve floresan ile
isaretli hidroliz problari kullanilarak, PCR yontemiyle ¢ogaltilir. Spesifik primerler, amplifikasyonun
sadece genomun secilmis bolgesine uygulanmasini saglar. Problar ise se¢ilmis gen bolgesinin her

basarili gogalmasinda floresan sinyaller tireterek kantitatif sonug elde edilmesini saglar [104].

[k déngiilerde olusan sinyaller zayiftir. Uriin (amplikon) arttikca, olusan sinyal katlanarak
artar. Primerlerin, problarin ya da dNTP’lerin tiikenmesiyle, olusan bu sinyaller doygunluk noktasina
ulasir. Bu doygunluk noktasi tim RT-PCR deneylerinde aymi seviyededir. Bu sebeple bu noktadaki

Olclimler, baglangicta bulunan hedef molekiil miktar1 hakkinda bir fikir veremez. Ancak bu sinyallerin
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zamanla olusturdugu egri ile bir fikir edinilebilir. Farkli numunelerin belirli bir esik floresan sinyal
seviyesine (threshold) ulasmasi i¢in gereken amplifikasyon dongiisii sayis1 farklidir. Bu esige
ulagsmak i¢in gereken dongili sayisina Ct (cycle threshold) degeri denir. Ct degeri, numunelerde
baslangigta bulunan kalip miktar1 hakkinda fikir edinmek i¢in kullanilabilir. Ct degerinin daha yiiksek
olmas1 esik degere daha ge¢ ulasildigini, dolayisiyla baslangigta daha az kalip genom oldugunu
gosterir [100].
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Sekil-5: RT-PCR egrileri. Bir threshold seviyesi belirlenir ve bu seviyeye ulasilmasi i¢in gerekli olan

dongii sayisi (Ct) saptanir [100].

Bir PCR testinin verimliligi, saflastirilmis hedef diziyi igeren bir standardin seri

seyreltilmesiyle olusturulacak standart egrisine bakilarak tahmin edilebilir [100].
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Sekil-6: Real-time PCR standart egrisi. 5 standart 6rnegi i¢in logaritmik olarak ¢izilmis yanit egrileri

gosterilmektedir. Standart egrisindeki esik ¢izgisi ile kesigsen noktalar Ct degerleridir [100].

Real-time PCR tekniginde amplikon, amplifikasyon islemi esnasinda takip edilebilir. Bu
takip, florojenik molekiillerle isaretli primerler, problar ya da amplikonlar ile saglanir [105]. Real-
time PCR teknigi ile kalip genom kantitasyonu yapilabilmektedir. Bu kantitasyon relative (goreceli)
veya absolute (kesin) sekilde yapilabilir. Relative kantitasyon, ilgili bir kalipla karsilastirildiginda,
bir hedef dizinin miktarindaki degisiklikleri tanimlar. Absolute kantitasyonda ise hedef dizinin tam

miktar1 verilebilir [106].

Genellikle relative kantitasyon yeterli bilgi saglamaktadir ve uygulamasi daha basittir.
Ancak bir enfeksiyonun siirecinin takibinde, klinikte, laboratuarda, kisacasi her alanda ortak olarak
kullanilan belirli bir birimle kantitasyon vermesi sebebiyle absolute kantitasyon daha yararhidir. Yine
standart olarak kullanilabilecek bir reagent olmadiginda, aktif ve kronik enfeksiyonun ayrimini
yapmak i¢in viral yiikiin kullanilmas1 gerektiginde ve viriis seviyelerindeki degisimi gostermek igin

siralt numune bulunmadiginda da absolute kantitasyon kullanigli olacaktir.
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Aktif enfeksiyon sireci, virlis-konak etkilesimi ve antiviral tedaviye yanit hakkinda viral
yiik kullaniglt bir gostergedir ve tedavi siireci lizerinde etkili olabilir. Bazi hastaliklarda viral yiikiin,
hastaligin agir seyriyle iliskili oldugu gosterilmistir. Bu sebeple viriisiin varligi ya da yoklugunun
yani sira kantitasyonunun da verilmesi, viral reaktivasyonu ya da hastaligin uzun seyredecek olmasini
ongormede faydalidir. Ornegin organ nakli sebebiyle immiin siiprese durumda olan hastalarda gelisen
CMV enfeksiyonlarinda, tedavinin basarili oldugunu gostermede kalitatif PCR tespiti kullanilsa da,

tedaviye cevabin izlenmesinde kantitatif PCR kullanilmasi tercih edilir [103].

PCR testlerinde tani i¢in hedef genlerin dogru segilmesi kritiktir. COVID-19 tanisi i¢in
kullanimda olan ¢ogu kit, duyarlilig1 ve 6zgiilliigli en iist diizeye ¢ikarmak i¢in iki veya daha fazla
gen hedefi igerir. Kullanilan bu hedefler arasinda E geni daha yiiksek duyarliliga sahipken, N, S ve
RdRP genleri daha yiiksek 6zgiilliige sahiptir [97].

MNS08947 Wuhan-Hu-1
NC_004718 SARS-CoV
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Sekil-7: SARS-CoV-2 tespitinde RT-PCR’da kullanilabilecek amplikon hedef bolgeleri. S: Spike
glikoproteini, E: Envelope proteini, M: Membran proteini, N: nukleokapsit; ORF: open reading
frame; RARp: RNA-bagimli RNA polimeraz [98].

Viral RNA genellikle semptom baslangicindan 2-3 gun 6nce saptanabilir seviyeye gelir.
Semptomlarin baglamasiyla, genellikle ilk hafta pik yapar ve izleyen haftalarda diisiis gosterir.
Asemptomatik hastalarda yuksek viral RNA saptanabilmesi, bu bireylerin de viriisii bulastirabildigini
gOstermektedir. Viral RNA’nin saptanma siiresi hastadan hastaya degisebilmektedir. Semptom
baslangicindan sonra 83. hatta 104. giin {ist solunum yolu 6rneklerinde viral RNA saptanan hastalar
mevcuttur [107]. Bu hastalarda bulastiricilik olup olmadigi hakkinda bize fikir verebilecek bir
yontem, virts kaltaraddr. Virasun kaltirde izole edilebilmesi, bulastiriciligin devam ettigini
diistindiirmektedir. 15. glinden sonra agir hastalardan viriisiin kiiltiir izolasyonunun yapilabilirligi
%35’ten daha diisiik olmakla birlikte, ileri yas, komorbidite, uzamis yatig siiresi gibi durumlarda

bulastiricilik uzayabilmektedir [108].

COVID-19 enfeksiyonunda semptomlarin ilk haftasinda iist solunum yolu 6rneklerinde

saptanan viral yik, alt solunum yolu 6rneklerinde saptanandan genellikle daha yiksektir. Ust
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solunum yolu 0&rnegi olarak orofarengeal ve nazofarengeal siirlintii 6rnedi kullanilmasi
onerilmektedir. ilk haftadan sonra alt solunum yolu drnekleri pozitiflesmeye baslar. Bu sebeple iist
solunum o6rneginin negatif geldigi ve klinik siiphenin devam ettigi durumlarda alt solunum yolu
ornegi (balgam, endotrakeal aspirat, bronkoalveolar lavaj) alabilir [81]. Alt solunum yolu
orneklerinin duyarliligr diger numunelerden yiiksektir. Nazofarengeal siiriintiilerin duyarlilig1 ise
orofarengeal sirintilerden daha yuksektir [47]. Ancak nazal polip ya da nazal septum deviasyonu

gibi durumlarda nazofarengeal surlntllerde yalanci negatiflik goriilebilmektedir [109].

PCR yontemi tanida altin standart olmakla birlikte, negatif sonu¢ COVID-19 hastaligini
dislamamaktadir. Numune diisiik kalitede ise, enfeksiyonun ge¢ veya ¢ok erken doneminde toplanmis
ise, uygun olmayan sekilde tasinmissa ya da testte teknik bir hata olmussa yanlig negatif sonug
saptanabilir. PCR testiyle {ist solunum yolu 6rneginde negatif sonu¢ bulunan ve kuvvetli klinik

sliphesi bulunan hastalarda, ek alt solunum yolu 6rnegi alinmasi diisiiniilmelidir [47].

RT-PCR, SARS-CoV-2 tespitinde en givenilir yontemdir. Ancak bir giinde simirli sayida
test yapilabilmesi sebebiyle tiim niifus taranamamakta, viriisiin diinyadaki yayginlig1 hakkinda net
bir fikir elde edilememektedir. PCR yapilabilmesi i¢in egitimli personele ve donanimli laboratuvara
ihtiya¢c duyulmaktadir. Bunlarin yanisira, PCR testi viicutta etkisiz hale getirilmis viriislerin
genomunu da tespit edebildigi icin, iyilesmis hastalarda da pozitif sonuglar verebilmektedir. PCR

testini desteklemek icin, viral proteinleri saptayan hizli antijen testleri bazi durumlarda faydali olabilir
[98].

2.6.2. Serolojik Tam

SARS-CoV-2 tespiti akut enfeksiyonda temel olarak viral nukleik asitin veya viris
antijenlerinin tespiti ile yapilirken, kronik enfeksiyonlarda viral antijenlere karsi olusmus antikorlarin

saptanmasindan yararlanilabilir [110].

Antijen testleri ucuz olmast, kolay kullanim1 ve hizli sonug vermesi sebebiyle COVID-19’da
hizli tanmiyr, hizli karantinayr ve bulastiriciligin  6nlenmesini, temashilarin hizla taranmasini
saglayabilir. Ancak niikleik asit amplifikasyon testlerine gore duyarliliklar1 ve 6zgiilliikleri diisiiktiir

[81].

(Ct) >25 oldugunda veya semptom baslangicindan itibaren yedi glinden fazla zaman

gectiginde, antijen testlerinin duyarliliginin ¢ok daha diisiik oldugu gosterilmistir. Hastaligin siddetli
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seyretmedigi vakalarda, semptomlarin baslamasindan sonraki 7., 8. veya 9. giinlerde alinan
stiriintiilerden yapilan viral kiiltir ¢alismalarinda canli viriisiin saptanmamis olmasi, antijen
testlerinin pozitifliginin bulastiriciligi olan hastalarin tespitinde oldukg¢a etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. RT-PCR testi ise canli ve 6lii viriisleri ayirt edememesi sebebiyle, bulastiricilik

hakkinda net bilgi verememektedir [111].

Antijen testleri enfeksiyonunilk giinlerinde oldukga etkili bir test olmasina ragmen, bulasici
olma ihtimali olan baz1 hastalar1 gbzden kagirabilmekte ya da enfekte olmayan bireylerde yanlis

pozitiflikler verebilmektedir [112].

Diinya Saglhk Orgiitii’niin (WHO) 6nerisi, siipheli vakalarda kullanilmak istenen antijen
testlerinin referans bir nikleik asit amplifikasyon testi (NAAT) ile karsilastirildiginda en az >%80
duyarliliga ve >%97 6zgiilliige sahip olmasidir. Antijen testinin negatif oldugu ancak ylksek klinik
stiphenin bulundugu vakalarda, mevcut oldugu durumda NAAT testi ile, mevcut olmadiginda hizh
antijen testi ile 48 saat icinde tekrar test yapilmalidir. Semptomlarin baslangicinin 5.-7. giinlerinden
sonra hastalarda daha az viral yiik, antijen testlerinde daha fazla yalanci negatiflik goriilebilmektedir.
Toplumdaki PCR pozitifligi >%5 degilse, tanida antijen testi yerine NAAT kullanilmasi ya da pozitif
antijen testinin NAAT ile dogrulanmasi daha dogru olacaktir [113].

Viriisiin hizla mutasyona ugramasi antijen testlerinin gelistirilmesini zorlastirmaktadir [98].

COVID-19 tanmisinda serolojik testler ile SARS-CoV-2’ye karst olusmus antikorlar
saptanabilir. Serolojik testlerden lateral akim immiinoassay (LAI), enzim-bagli immiinosorbent assay
(ELISA) ve kemiliiminesan immiinoassay (CLIA) bu amagcla kullanilmaktadir. Bu testler ile

kullanilan kite bagli olarak IgM, IgA, 1gG veya total antikor saptanabilir [114].

Semptomlarin baglamasindan yaklasik 7-14 giin sonra ¢ogu hastada serum IgG saptanabilir
diizeye gelmektedir. PCR ile dogrulanmis vakalarda, tanidan sonra en az 4-6 ay IgG titreleri ayni
kalmakta, IgA ve IgM titreleri ise hizla diismektedir [115]. Bazi hastalarda 1gG hig
olusmayabilmektedir. Cok merkezli bir ¢alismada, PCR ile tanis1 konulmus semptomatik hastalarin

%S5’inde IgG olusmadigi gosterilmistir [116].

Hasta bag1 taniyr saglayan hizli LAI testleri, hizli tan1 gerektiren durumlarda ve bulasici
hastaliklarin yayilmasini1 engellemede olduk¢a onemli bir yer tutmaktadir. SARS-CoV-2’ye karsi

olusmus antikorlar tespit etmede kullanilabilen bu yontemde, nitroseliiléz bir membran iizerine

25



sabitlenmis spesifik antikorlar kullanilir. Numune kuyucuguna birakilan numune ve dolayisiyla
numunedeki hedef antikorlar, membran iizerinde hareket ederek nanopartikiiller ile isaretlenmis
spesifik antikorlara baglanir. Membranda bu sekilde ilerlemeye devam eden bu kompleks, test ¢izgisi
bolgesinde capture antikorlarla baglanarak durur. Meydana gelen bu duraklama, nanopartikiillerin
ayni yerde yogunlasmasiyla test cizgisinde gozle goriliir bir ¢izgi olugsmasina neden olur.
Baglanmayan isaretli antikorlar ise, membran (zerinde akmaya devam ederek kontrol ¢izgisindeki
anti-insan antikorlar1 tarafindan yakalanir. Testin degerlendirilebilir oldugunun gostergesi olarak,

kontrol ¢izgisi daima pozitif olmalidir [117].

ELISA testlerinde, ylzeyi rekombinant viral antijenlerle kaplanmis plastik kuyucuklar
kullanilir. Numune bu kuyucuklara eklenir. Numunede spesifik antikor bulunmasi durumunda
antikor-antijen kompleksi meydana gelir. Bu kompleks iizerine eklenen enzim isaretli anti-insan
antikorlar1 ve enzime 6zgii substrat sayesinde renk degisimi meydana gelir ve spektrofotometre ile
bu degisim okunur. CLIA testlerinin ELISA testlerinden farki, isaretleme amaciyla enzim yerine
kemiliiminesan madde kullanilmasidir. COVID-19 salgininin baslamasindan bugiine kadar, diinya

genelinde pek ¢ok farkli antikor tespit kiti kullanima girmistir [98].

Lateral akimda kalitatif sonug verilirken, ELISA ve CLIA’da kantitatif sonu¢ verilmektedir.
Lateral akim testleri laboratuvar gerektirmez ve hasta basinda hizli bir sekilde uygulanabilir. ELISA
ve CLIA testleri ayni1 anda daha fazla numunenin ¢alisilmasina izin vermektedir. Ancak bu testlerin

calisilmasi igin laboratuvar ve deneyimli personel gerekmektedir [110, 118].

Serolojik testlerde ¢apraz reaktivite sonucu yalanci pozitiflik, antikorlarin ge¢ olusmasi
sebebiyle enfeksiyonun erken doneminde yalanci negatiflik goriilebilmektedir [98]. Akut enfeksiyon
tanisinda serolojik testlerin yarar1 kisitl olsa da, molekiiler testlerin yapilamadigl veya sonucunun
klinik durumu agiklamadigi durumlarda, post enfeksiydz komplikasyonlarin etyolojisinde, asi

etkinliginin degerlendirilmesinde ve toplum taramalarinda basvurulabilir [118].

2.6.3. Klinik Bulgular

COVID-19 belirti ve bulgular1 oldukca degiskendir. Hastaneye basvurularda ates, 6ksiiriik,
halsizlik, nefes darlig1 ve myalji siklikla goriiliir. Baz1 vakalarda bogaz agrisi, bas agrisi, diyare,

bulanti, kusma, koku ya da tat kaybi, bas donmesi, nobet gibi ¢cok farkli bulgular goriilebilir. Yash ve

immiin yetmezlikli hastalarda ates goriilmeyebilecegi, halsizlik, azalmis tepki, diyare, istah kayb,
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konfilizyon gibi atipik semptomlarin olabilecegi g6z oniinde bulundurulmalidir. Cocuklarda ates ve

oksiirtik, eriskinlerdeki kadar sik goriilmeyebilmektedir.

WHO rehberine gére ARDS, sepsis, septik sok goriilen ya da mekanik ventilasyon (invaziv
ya da non-invaziv) veya vazopressor tedavi gerektiren hastalar kritik COVID-19 hastalaridir. Agir
hastalik tanimina ise oksijen saturasyonunun %90’1n altinda oldugu, agir pndmoninin goriildiigii, agir
nefes darlig1 bulgularinin oldugu durumlar girmektedir. Orta siddette hastalikta pndmoni bulgular
vardir ve oksijen saturasyonu %90’1n iistiindedir. Hafif hastalik ise pndmoni ya da hipoksi olmaksizin
semptomatik hastalik olmasi durumudur. Oksijen saturasyonu degerlendirilirken hekimin dikkatli

olmasi, siiphede kaldig1r durumlarda hastalig1 agir hastalik lehine kabul etmesi onerilir [119].

2.6.4. Laboratuvar Bulgular:

COVID-19 ates, okstiriik gibi hafif bir klinikten ARDS ve 6liime kadar uzanan genis bir
yelpazede seyredebilmektedir. Bu sebeple hastalar1 dogru yonetebilmek ve 6liimciil komplikasyonlari
Onleyebilmek ihtiyaciyla biyomarkerlara yonelinmistir. COVID-19’u siddetli gegirenlerde ortak
goriilen yanit, yiiksek inflamatuvar yanita sekonder sitokin firtinasidir. Ayrica vaskiilite bagli organ
hasar1 ve ¢coklu organ yetmezligi de goriilebilmektedir. Bu kotiiye gidisi ongdérmede bir¢ok ¢alismada
inflamatuvar veya koagulasyon yolaklarinda goriilen CRP, IL-6, prokalsitonin, I6kositler (WBC),
noétrofil miktar1 ve nétrofil/lenfosit orani, lenfosit miktari, D-dimer, protrombin zamani, aktif parsiyel
tromboplastin zamani ve hiicre hasarinda artig1 gosteren laktat dehidrogenaz (LDH) ve transaminazlar
degerlendirilmis, bunlarin yalnizca birka¢inin kétii prognozu tahmin etmede ve tedavi yanitini

ongormede kullanilabilecegi goriilmiistiir [120].

Pek cok caligmada CRP’nin baslangi¢c degerleri ile hastaligin siddeti arasinda pozitif bir
iliski goriilmiis, ayrica CRP degerlerinin tedavi yanitinin degerlendirilmesinde kullanilabilecegi
distintilmustiir [120]. Bir ¢alismada CRP diizeyindeki her birim artis i¢in hastaligin siddetinde %5°lik
bir artis riski bildirilmistir [121]. Bagka bir ¢alismada COVID-19 sebebiyle 6lenlerde CRP seviyeleri,
hayatta kalanlardan 10 kat daha yiiksek bulunmustur [122].

Notrofili ve lenfopeninin hastalik siddeti ile giiclii bir sekilde iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Ancak bu hiicreler glukokortikoid tedavisi ve lenfoid dokular1 etkileyen
enfeksiyonlar gibi bir¢ok faktdrden etkilenebildigi icin, olusabilecek degisiklikler COVID-19’un
siddetine kesin olarak atfedilemez. Trombositopeni, hastaligin siddetini dngérmede giivenilir bir

biyobelirte¢ olarak kabul edilir. D-dimer diizeyleri ARDS gelisen ve 6len hastalarda daha yiiksek
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bulunmustur. Hastaligin agir seyrini ve mortaliteyi 6ngérmede d-dimer kullanilabilmektedir. Ancak
d-dimer diizeyinin ve trombositopeninin, CRP’den daha diisiik prognostik dogruluga sahip oldugu

diistiniilmektedir. Doku hasariyla iligkili yiikselen LDH diizeyleri de agir prognoz gdstergesi olabilir.

Mekanik ventilasyon ihtiyact olan, BT taramalarinda akciger hasar1 goriilen siddetli
hastalarda IL-6 bazal seviyeleri daha yiiksek bulunmustur. Ancak tedaviye yanitin 6ngoriillmesinde
IL-6 diizeylerinin izlenmesi uygun goriilmemektedir. Protrombin zamani agir hastalarda artmakla

birlikte, ilk basvuruda ¢ogu hastada normal aralikta oldugu igin kullanimi tartismalidir [120].

Tablo-2: COVID-19 siirecinde degisen bazi biyobelirtegler [120].

Artmis WBC diizeyi

Artmis notrofil diizeyi
Azalmis lenfosit diizeyi
Artmis nétrofil/lenfosit orant
Artmis monosit/lenfosit orani
Artmuis eritrosit sedimentasyon hizi
Artmis ferritin

Artmus IL-2

Artmis 1L-8

Artmis IL-10

Nekrozis Artmis laktat dehidrogenaz
Artmis NT-pro-BNP

Artmis D-dimer

Artmis ALT

Artmig AST

Artmis GGT

Artmuis total bilirubin

Artmis Kreatinin

Bobrek Hasan Artmis BUN

Proteindri

Artmis CK

Artmis myoglobin

Inflamasyon

Kardiyak Hasar

Karaciger Hasar

Kas Hasari

Agir COVID-19 hastalarinda eozinopeni, lenfopeni, trombositopeni, artmis D-dimer
seviyeleri goriilebilmektedir. Monosit, eozinofil ve bazofil yiizdeleri de diisebilmektedir. Hafif

hastalarda ise eozinopeni goriilmemistir [123].
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2.6.5. Radyolojik Bulgular

Akcigerlerde buzlu cam ve bilateral ve periferik dagilimli konsolidasyon, en yaygin BT
bulgusu olarak saptanmistir. Ekstrapulmoner radyolojik bulgu olarak ise damar duvarlarinda
kalinlasma, karaciger yaglanmasi, pankreas ve kalpte inflamasyon bulgular1 gérulebilmekle birlikte,
bunlar COVID-19’a 6zgiil degildir. Beyin BT’de biiyiik pihtilarla birlikte akut enfarktiisler ve
kanamalar goriilebilmektedir. Bunlar biiyiik dl¢lide protrombotik duruma ve sitokin firtinasiyla
sonuclanan bagisik yanita baghdir. Hastaligin uzun siirmesi ve yatisa bagli komplikasyonlar ve

hipertansiyon gibi ek hastaliklar da beyin hasarina neden olabilecek faktorlerdir [93, 124].

Hastalig1 agir gegiren vakalarin ¢ogunda, semptomlarin baslangicindan ii¢ ay sonra ¢ekilen
BT’de anormal bulgular gériilmiistiir. Bu bulgular cogunlukla yaygin buzlu cam, retikiiler patern ve

bronsial dilatasyon olarak tespit edilmistir [125].

BT, COVID-19 hastalarindaki gogiis BT bulgularinin tipik olmasi sebebiyle vakalarin
erken donemde teshis edilmesinde oldukca faydali olabilmektedir. Ayrica RT-PCR’1n Bilgisayarli
Tomografi (BT) ile karsilastirildiginda %60-71 olan diisiikk duyarliligit ve her laboratuvarda
calistlamama durumu, COVID-19 tanisinin gecikmesine neden olabilmektedir. Ancak BT
bulgularmin diisiik 6zgiilligli (%25) ve diger viral pndmonilerden ayirt edilmesinin zorlugu
sebebiyle, tek basina BT bulgular1 tanida yeterli olmamaktadir. PCR ve BT verilerinin birlikte

degerlendirilmesi, tanidaki duyarlilig1 ve karantinanin etkinligini arttirir [126].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul izni

Bu arastirmaya, Harran Universitesi T1p Fakiiltesi Dekanliginin 07.06.2021 tarih ve 22621

sayili onayr ve Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik

Kurulunun, ¢alismanin yapilmasinda etik agidan sakinca olmadigina dair, 07.06.2021 tarih, 11 nolu

oturum ve 30 sayili onayi ile basland1 (Ek-1).

3.2. Kullanmilan Cihaz ve Ekipmanlar

3.2.1. Cihaz

Rotor-Gene Q (Qiagen GmBH, Hilden, Germany)
Bio-Rad CFX96 Real Time PCR cihazi (Bio-Rad, USA)
Abbott m2000rt (Abbott Molecular Diagnostics, USA)

3.2.2. SARS-CoV-2 RNA Tespit Kitleri

Bio-Speedy SARS-CoV-2 Double Gene RT-qPCR kit (Bioeksen Ltd, Istanbul, Turkiye)
DS Coronex COVID-19 multiplex RT-qPCR tani kiti (DS Bio and Nano Technology,
Ankara, Turkiye)

Diagnovital HS SARS-CoV-2 multiplex Real time PCR kit (RTA, Turkiye)

3.2.3. EKipmanlar ve Sarf Malzemeleri

© © N o g > DN

1-10 pl, 10-100 pl ve 100-1000 pl mikropipet ve uyumlu pipet ucu (Brand, Almanya)
Vorteks (izolasyonda Isolab marka, miks asamasinda Scilogex marka)

VNAT tasima besiyerli tiip (Bioeksen, Ltd, Istanbul, Ttrkiye)

Swab (Orgamik, Turkiye)

Kilitli seffaf poset

3’lii numune tagima kabi

2 ml eppendorf tiipleri (isolab, Almanya)

BGD 2 kabin

Tek kullanimlik pudrasiz eldiven
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10. Tek kullanimlik 6nluk
11. Tek kullanimlik N95 maske (MFA, Turkiye)
12. -80 °C derin dondurucu

3.2.4. Kitlerin Calisma Prosediirleri

Bio-Speedy tani kiti igin reaksiyon igeriginde toplam hacim 20 pl olacak sekilde; reaksiyon
basina 10 pl primer, 5 pl oligo ve 5 pl 6rnek alinarak 2 ml hacimli eppendorf tiiplinde karistirildi.

Calisma kontrolii agisindan her calismada 5’er pl pozitif ve negatif kontrol kullanildi.

Amplifikasyon kosullari;

- 52 °C 5 dakika (1 dongu)
- 95°C 10 saniye (1 déng)
- 95°C 1 saniye + 55 °C 30 saniye (40 dongu) olacak sekilde kaydedilmistir.

Bio-Speedy kiti Bio-Rad CFX96, Qiagen Rotor-Gene ve Roche LightCycler 96 Real-time

PCR cihazlar ile validedir. Ekstraksiyon yontemi olarak vNAT (Bioeksen) soliisyonu ile validedir.

Coronex tani kiti i¢in reaksiyon iceriginde toplam hacim 20 pl olacak sekilde; reaksiyon
basina 12,5 pl mix E’den, 2,5 pl PP1°den, 5 pul 6rnekten alinarak reaksiyon olusturuldu. Calisma

kontrolii agisindan her ¢alismada 5’er pl pozitif ve negatif kontrol kullanildi.
Amplifikasyon kosullari;
- 48 °C 10 dakika (1 dongu)

- 95°C 2 dakika (1 déngu)
- 95°C 5saniye + 60 °C 10 saniye (35 dongl) olacak sekilde kaydedilmistir.

Coronex kiti Magnetic Induction Cycler (MIC), Qiagen Rotor-Gene Q, Bio-Rad CFX96,

Montania 4896 Real-time PCR ve LightCycler 480 (Roche) cihazlari ile validedir. Ekstraksiyon
yontemi olarak kullandigimiz VNAT soltisyonu ile ilgili validasyon bilgisine ulagilamamuistir.
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Diagnovital tani kiti i¢in reaksiyon i¢eriginde toplam hacim 20 ul olacak sekilde; reaksiyon
basina 15 pl master mix, 5 ul 6rnek alinarak reaksiyon olusturuldu. Calisma kontrolii agisindan her

calismada 5’er pl pozitif ve negatif kontrol kullanildi.

Amplifikasyon kosullari;

- 45 °C 10 dakika (1 dongu)
- 95°C 2 dakika (1 déngu)
- 95°C 10 saniye + 55 °C 30 saniye (45 dongu) olacak sekilde kaydedilmistir.

Diagnovital kiti Bio-Rad CFX96, Qiagen Rotor-Gene Q, Roche LightCycler 480, Roche
LightCycler 96, Corbett Realtime PCR, BMS Mic, Applied Biosystem ABI 7500, Applied Biosystem
ABI 7500 Fast, Applied Biosystem ABI StepOne, Applied Biosystem ABI StepOne Plus, Thermo
Scientific Quant Studio 5, Slan Realtime PCR, Tianlog Gentier 96E, Tianlong Gentier 96R,
Stratagene Mx3500p, Azure Biosystemleri Cielo 3 ve 6 real-time PCR sistemleri ile validedir.
Ekstraksiyon yontemi olarak kullandigimiz VNAT solisyonu ile ilgili validasyon bilgisine

ulasilamamustir.

Bio-Speedy ve Coronex Kitleri SARS CoV-2’ye spesifik Orflab ve N genlerine yonelik
primer ve prob miksleri icerirken, Diagnovital kiti N genini saptamaktadir. Her g kit de internal
kontrol olarak insan RNaseP genini hedef alan primer ve prob miksleri icermektedir.

3.3. Hasta Populasyonu

Calismaya 2021 yilinda Harran Universitesi Hastanesi’ne bagvuran 46 COVID-19 hastasinin
orofarengeal/nazofarengeal kombine surintt 6rnekleri dahil edildi. Hasta se¢imi etik kurul onayindan
sonra hastanemize COVID-19 siiphesi ile basvuran hastalardan alinan siiriintii 6rneklerinin Tibbi
Mikrobiyoloji laboratuvarinda, Bio-Speedy Kkiti ile Bio-Rad cihazinda yapilan rutin COVID-19 PCR
testi pozitif olan hastalar arasindan rastgele yapildi ve secilen hastalardan yeni numune alindi.
Calismaya dahil edilen hastalarin 24’0 ayaktan, 15’i COVID servisinde yatan, 7’si yogun bakimda

yatan olmak Uzere hastalar 3 gruptan olusmaktaydi.

Calismadaki hastalarin yas ve cinsiyet bilgileri ve WBC, notrofil, lenfosit, eozinofil, %
notrofil, % lenfosit, % eozinofil, D-dimer, CRP ve LDH degerleri hastane bilgi yonetim sisteminden
(HBYS) elde edildi.
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3.4. Orneklerin Toplanmasi ve islenmesi

Calismamizda 2021 yilinda Harran Universitesi Hastanesi’ne basvuran 24’0 ayaktan, 15’i
COVID servisinde, 7’si yogun bakimda yatan olmak Uzere toplam 46 COVID-19 hastasindan
orofarengeal/nazofarengeal kombine siiriintii drnekleri alindi. Orneklerin transferi ve saklanmasi
amaciyla, laboratuvarimizda rutinde kullanilan VNAT (Bioeksen Ltd, Istanbul, Turkiye) transfer tiipu
kullanildi.

VNAT transfer tiipliniin igeriginde viral niikleik asit ekstrakte edici ve koruyucu bir sivi
bulunmaktadir. VNAT icinde gelen hasta 6rnekleri vortekslendikten sonra dogrudan Real-Time PCR
reaksiyonlarinda kullanilabilmektedir. Bu sebeple calismamizda RNA ekstraktlari, iiretici firma

onerileri dogrultusunda 6rneklerin VNAT ekstraksiyon tamponu ile vortekslenmesiyle elde edildi.

Her bir 6rnek, yapilan bu islemin ardindan homojen bir sekilde 6 ayr1 eppendorf tiipiine

alind1 ve hasta bilgileriyle etiketlenerek -80°C’de muhafaza edildi.

3.5. RT-qPCR Uygulanmasi

-80°C’de muhafaza edilen 6rnekler, caligma yapilacagi giin ¢ikartilarak oda 1sisina gelmeleri
icin bekletildi. Oda 1sisina gelen ornekler SARS-CoV-2 tespiti i¢in Bio-Speedy, Coronex ve
Diagnovital kitleri yukarida bahsedilen talimatlara uyularak Bio-Rad, Rotor-Gene ve Abbott RT-
gPCR cihazlarinda ¢alisildi (Uygulanan protokoller igin bkz. Baslik 3.2.4).

Tum cihazlar ve kitler i¢in her bir ¢alismada iki negatif, iki pozitif kontrol kullanildi. Negatif
kontrol olarak tan1 kitlerinin negatif kontrolleri ve ddH2O (steril, nikleaz bulundurmayan distile su)

kullanildi. Pozitif kontrol olarak tani kitlerinin pozitif kontrolleri kullanildi.

Abbott ve Bio-Rad cihazlarindaki her ¢alismada negatif kontroller i¢in 96’lik platelerdeki
ilk iki kuyucuk kullanildi. Ardindan her bir hasta art arda ikiser kez yiiklenmek {izere 46 hasta i¢in
toplam 92 kuyucuk hazirlandi. Plateteki son iki kuyucuga pozitif kontroller eklenerek plateler

cihazlara yuklendi.

Rotor-Gene cihazi igin 72’lik tuplerdeki ilk iki tipe negatif kontroller, sonraki tiplere

tekrarli olmak {izere hasta numuneleri ve ardindan iki pozitif kontrol konularak yiikleme yapildi.
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Rotor-Gene cihazi 72’1ik tiip ile ¢alistig1 i¢in, bu uygulama ile her bir kit icin ikiser ylikleme yapildi.
Her yiiklemede iki negatif, iki pozitif kontrol kullanildi. Elde edilen Ct degerleri not edildi.

Bir ornekteki Ct degerinin bagka bir oOrnektekinden daha yiiksek olmasi, 0 Ornekte
baslangicta daha az kalip genom oldugunu ve esik degere daha gec ulasildigini gosterir [100]. Yani
diisiik Ct degerleri yiiksek viral yiike, yliksek Ct degerleri ise diisiik viral yilike isaret eder. Ayni
ornegin farkli cihaz ve kitlerde farkli Ct degerleri vermesi ise viriisiin farkli kosullarda saptanabilme

stirelerinin farkli olmasindan kaynaklanir ve uygulanan kosullarin performansini ortaya koyar.

3.6. Standart Lineer Egrilerin Eldesi

Standart lineer egrilerin eldesi ve kantitasyonda kullanilmasi: amaciyla MOTAKK dis kalite
kontrol programi kapsaminda gonderilen CoV-2-K2201.03 Kodlu 6rnek kullanildi (1.080.000
kopya/ml). Ornek % oraninda 6 kez sulandirildr ve sulandirimlar 6 kuyucuk halinde Rotor-Gene RT-
gPCR cihazina Bio-Speedy tani kiti kullanilarak yiiklendi. Yiiklemede, 6rnegin viral RNA yiik
miktar1 her bir kuyucukta 2 oraninda azaltilarak cihaza tanimlandi ve bu 6 kuyucuk kullanilarak
standart lineer egri cihazda elde edildi. Ardindan bu standart lineer egri, yine Rotor-Gene cihazinda
Bio-Speedy kiti ile ¢alisilan hasta 6rneklerine exporte edilerek, her bir 6rnek igin SARS-CoV-2 viral
RNA yuku elde edildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Tiim veri analizleri Windows i¢in SPSS 24.0 (SPSS Inc, NY, ABD) ve JMP 14 programi
kullanilarak yapildi. Veriler (cihaz ve kitler i¢in) sirasiyla Levene testi ve Shapiro Wilk testi ile
varyanslarin esitligi ve normallik varsayimi igin istatistiksel olarak analiz edildi (p>0.05). Daha sonra
veriler (cihaz ve kitler icin) GLM (General Lineer Model) ve Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi

kullanilarak gruplar arasinda farklili§in olup olmadigin1 belirlemek i¢in analiz edildi.

Iki degisken arasindaki iliskinin yoniinii ve biiyiikliigiinii belirlemek icin Pearson korelasyon
analizi uygulandi. Veriler ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Onem diizeyi, tiim testler icin
p<0.05'te degerlendirildi. Eksik gbzleme sahip degiskenlere herhangi bir deger atanmadan (ortalama
vs.) analizler yapilmistir. Bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenler tizerindeki etkisini a¢iklamak
icin regresyon analizi uygulandi. Ayrica diger normal dagilim ve homojenlik varsayimlar1 yerine

gelmeyen veriler icin Mann-Whitney U testi ve Kruskall Wallis H testi kullanildi. Iki degisken
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arasindaki iliskinin yoniini ve biyiikliigiinii belirlemek i¢in Kendal tau-b katsayisi korelasyonu,
nokta ¢ift serili korelasyon, Sperman rank korelasyon analizi uygulandi [127, 128]. Veriler 6rnek
sayis1, en kiiciik, en biiyik, ortanca, ortalama ve standart sapma olarak sunuldu. Onem diizeyi, tim
testler i¢in p<0.05'te degerlendirildi. Ayrica, 6rneklem biiyiikligii G*Power 3.1.9.4 ile analiz edildi.
Etki boyutu 0.40, alfa 0.05 ve gl¢ 0.80 olarak ayarlandiginda etkilesim basina 9 birey gelmek
suretiyle minimum toplam 81 6rnege ihtiya¢ duyuldugu tespit edildi. Yani her bir cihaz ve kit seviyesi
Icin 9 adet birey gereklidir. Sonug olarak, alinan 6rneklem sayilarinin popiilasyonu temsil edebilecek

biiyiikliikte olarak gozlemlenmistir.
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4. BULGULAR

Calisma 2021 yilinda Sanlurfa Harran Universitesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismaya %50 (n=23)’si erkek, %50 (n=23)’si kadin
olmak tzere 46 COVID-19 hastasi dahil edilmistir. Hastalar yaslar1 agisindan %24’ 60 yas Ustii
(n=11), %76’s1 60 yas alt1 (n=35) olarak iki gruba ayrilmistir.

Hastalar WHO’ nun o6nerileri dogrultusunda, klinik durumlarina goére siniflandirildiginda
%22’s1 (n=10) agir (oksijen destegine ihtiya¢ duyan), %52’si (n=24) hafif (klasik semptomlara sahip
hastalar), %26’s1 (n=12) orta siddette (pndmoni bulgular1 olan hastalar) olarak ayrilmistir [81].
Hastalarin %13°1 (n=6) ex olmus, %87’si (n=40) hastalig1 atlatmstir.

Pozitifligi bilinen hastalardan ¢alisma igin tekrar alinan numuneler Abbott, Bio-Rad ve
Rotor-Gene cihazlarinda, Bio-Speedy, Diagnovital ve Coronex kitleriyle ¢alisilmistir. Calismada 4
numune Abbott cihazina Bio-Speedy kitiyle yapilan yiiklemede negatif bulunmustur. Bu negatif
bulunan numunelerin bir tanesi Abbott cihazina Diagnovital kiti ile yapilan yiiklemede de negatif
bulunurken, baska bir tanesi Bio-Rad cihazina Bio-Speedy kiti ile yapilan yiiklemede de negatif

bulunmustur.

Rotor-Gene cihaz1 72’lik tiip ile ¢alistig1 icin, her bir kit ile iki yiikkleme yapilmistir. Elde
edilen Ct degerleri Sekil 8-13’te gortulmektedir. 46 hastanin tamami Rotor-Gene cihazinda tiim

kitlerle pozitif bulunmustur.

é 1 2 3 4 3 13 i o 2 Rl 1" 1z 2 L] 1% -:L 1w w |"'- x I:::f .-’..'.‘- I “ o x% & - Fe) n n " J._ _.I n J. J.'. n -] “;l
Sekil-8: Rotor-Gene cihazinda Bio-Speedy kiti ile yapilan ilk ¢alismada elde edilen Ct degerleri
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Sekil-11: Rotor-Gene cihazinda Diagnovital kiti ile yapilan 2. calismada elde edilen Ct degerleri
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Sekil-13: Rotor-Gene cihazinda Coronex Kkiti ile yapilan 2. ¢alismada elde edilen Ct degerleri

Bio-Rad cihazina 96’lik plate ile yapilan yiiklemelerde elde edilen Ct degerleri sekil 14-

16’da sunulmustur. Bir hasta Bio-Rad cihazina Bio-Speedy kiti ile yapilan yiiklemede negatif

bulunmustur.
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Sekil-14: Bio-Rad cihazinda Bio-Speedy kiti ile yapilan ¢alismada elde edilen Ct degerleri
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Sekil-15: Bio-Rad cihazinda Diagnovital kiti ile yapilan ¢alismada elde edilen Ct degerleri
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Sekil-16: Bio-Rad cihazinda Coronex Kiti ile yapilan ¢alismada elde edilen Ct degerleri

Abbott cihazina 96’1ik plate ile yapilan yiiklemelerde elde edilen Ct degerleri sekil 17-19°da

sunulmustur.
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Sekil-17: Abbott cihazinda Coronex kiti ile yapilan ¢alismada elde edilen Ct degerleri
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Sekil-18: Abbott cihazinda Diagnovital kiti ile yapilan ¢alismada elde edilen Ct degerleri
R i

(TR T

Sekil-19: Abbott cihazinda Bio-Speedy kiti ile yapilan ¢alismada elde edilen Ct degerleri

Sekil 20’de, calisilan tiim cihaz ve kitlerde elde edilen Ct degerleri sunulmustur.
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Sekil-20: Cihaz ve kit ikililerinde elde edilen Ct degerleri. Seffaf noktalar pozitif bulunan hastalarin
Ct degerlerini; yesil noktalar negatif kontrolleri; kirmizi noktalar ise yalanci negatifleri

gostermektedir.

Cihaz ve kit ikilileri hastalardan elde edilen Ct degerleri yoniinden karsilastirildiginda Rotor-
Gene - Bio-Speedy ikilisi ile 23 hastada <24, Abbott - Diagnovital ile 12 hastada >34 Ct degerleri
saptanmistir (Tablo 3).

Tablo-3: Cihaz ve kit ikililerinin ayn1 6rnekleri diisiik veya yiiksek Ct degerlerinde saptama durumu

Bio-Rad Abbott Rotor-Gene
£y Diagnovital Coronex 2% Diagnovital Coronex .2'°.  Diagnovital Coronex
Ct  Speedy é(n) *(n) Speedy é(n) *(n) Speedy é(n) *(n)
*(n) *(n) *(n)
<24 22 15 13 9 1 4 23 17 12
24-34 23 29 33 33 32 40 23 29 33
>34 0 2 0 0 12 2 0 0 1
Negatif 1 0 0 4 1 0 0 0 0

*n: Hasta sayisi
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Cihaz (Abbott, Bio-Rad, Rotor-Gene), kit (Bio-Speedy, Coronex, Diagnovital) ve bu kit ve
cihazlarda elde edilen Ct degerlerinin incelenmesi amaciyla ANOVA analizi yapilmistir ve her

birinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde fark bulunmustur (p<0.001).

Saptanan farklilik {izerine, farkliligi anlayabilmek amaciyla Tukey analizi yapilmistir.
Cihazlar ve kitler sonug iizerinde birlikte anlamli bir etkiye sahip oldugundan, bireysel olarak
herhangi bir cihaz veya kitin yorumlanmasi yanlis olacaktir. Kit-cihaz ikililerine bakildiginda ise,
Abbott cihazinda Diagnovital kiti ile yapilan 0l¢iimiin en yiiksek ortalamaya (32.53 + 0.43), Rotor-
Gene cihazinda Bio-Speedy kiti ile yapilan 6lglimiin ise en diisiik ortalamaya (23.87 + 0.26) sahip
oldugu gozlemlenmistir. Bu durumda SARS-CoV-2 saptanmasinda en uyumlu cihaz-Kkit ikilisi Rotor-

Gene - Bio-Speedy iken, Abbott — Diagnovital ikilisinin ise en uyumsuz oldugu sdylenebilmektedir.

Tek basina yorumlanmalar1 dogru olmasa da fikir vermesi agisindan; cihazlardan Abbott en
yuksek Ct ortalamasina (29.10 + 0.46), Bio-Rad ve Rotor-Gene ayni olup en diisiik ortalamalara
(sirasiyla, 25.19 + 0.47, 24.97 + 0.41); Coronex ve Diagnovital Kitlerinin en yiiksek ortalamalara
(sirasiyla, 26.88 + 0.46, 27.72 + 0.50), Bio-Speedy kitinin ise en diigiik ortalamaya (24.67 + 0.38)
sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 4 ve Sekil 21).

Tablo-4: Her bir kit ile cihazda elde edilen Ct ortalama degerleri ve bunlar arasindaki fark

Kit
Cihaz Cihaz icin
Bio-Speedy Coronex Diagnovital ortalama
Abbott 26.18+0.48 28.60+0.49 32.53+0.43 29.10 £ 0.46
Bio-Rad 23.96+£0.40 25.67+0.42 25.94+0.59 25.19 + 0.47
Rotor-Gene 23.87+0.26 26.37+0.49 24.68+0.49 24.97 £ 0.41
Kiticin
ortalama 2467+038 26.88+0.46 27.72+0.50
Etki
Cihaz (C) Kit (K) (Cihaz*Kit)
p-degerleri <0.001 <0.001 <0.001
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Sekil-21: Farkli kit-cihaz ikililerinde saptanan Ct ortalama degerleri

Cihaz ve kitlerde diisiik viral yiikii kagirma ihtimalini aragtirmak amaciyla, ¢alismamizdaki
en diisiik viral yiike sahip 7 hasta se¢ilmistir. Bu hastalarin seciminde Rotor-Gene cihazinda Bio-
Speedy kiti ile elde ettigimiz, hasta Orneklerindeki viral yuki gosteren standart lineer egri
kullanilmistir (Sekil 22). Buna gore viral yiikler icerisindeki 6 basamakli ve en diisiik viral ylike sahip
tim numuneler alinmistir. Ardindan bu 7 numunenin her bir kit ve cihazda elde edilen Ct degerleri

incelenmistir.
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Sekil-22: Rotor-Gene cihazinda Bio-Speedy kiti ile elde edilen standart egri

Bu 7 hasta kullanilarak cihazlarin, kitlerin ve cihaz-kit ikililerinin diisiik viral yiiklii hastalar
yakalayabilme ve kagirma durumlarini incelemek amaciyla faktoriyel varyans analizi yapilmigtir
(Tablo 5). Buna gore, cihazlarin ve Kitlerin kendi aralarinda ve cihaz-kit ikilileri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.05). Bu farkliligin incelenmesi icin Tukey coklu

karsilastirma testi uygulanmustir.

Tablo-5: Viral yiikii diisiik olan 6rneklerde SARS-CoV-2 tespiti agisindan, incelenen Real-time PCR

cihazlariin ve kitlerin birbiriyle olan uyumu

Etki biiyiikligi

*VK *SD  *KT F p 11B) Gozlemlenen giic)
Cihaz 2 187.034 16.271 <0.001*** 0.390 0.999

Kit 2 71.355 6.207 0.004** 0.196 0.875

Cihaz * Kit 4 88.771 3.861 0.008** 0.232 0.868

Hata 51 293.127

Genel 59 664.756

*VK: Varyasyon Kaynagi, SD: Serbestlik Derecesi, KT: Katsayilar Toplama.
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Tukey c¢oklu karsilastirma testine gore Cihazlar arasi farklar incelendiginde, Abbott
cihazinda elde edilen Ct degerleri en yuksek bulunurken, Rotor-Gene ve Bio-Rad cihazlarinda elde
edilen Ct degerleri ayn1 ve en diisiik ortalamaya sahip bulunmustur. Yani numuneler 3 cihazda
denendiginde Abbott cihazinin, Bio-Rad ve Rotor-Gene cihazlarindan daha yuksek Ct degerleri
verdigi goriilmiistiir (Sekil 23).
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Sekil-23: Cihazlarda elde edilen Ct ortalama degerlerinin karsilastirilmasi

Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore kitler arasi farklar incelendiginde, Diagnovital kitinin
en yiksek ve Bio-Speedy kitinin en diisiik ortalamaya sahip oldugu, ayrica Coronex Kitinin ara gegis
oldugu goézlemlenmistir. Yani Diagnovital Kitinden Bio-Speedy Kitine gelindiginde, ortalamada

istatistiksel olarak 6nemli bir diisiisiin oldugu gortilmektedir (Sekil 24).
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Sekil-24: Kitlerde elde edilen Ct ortalama degerlerinin karsilastirilmasi
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Kitlerin cihazlarla uyumunu incelemek amaciyla Tukey ¢oklu karsilastirma testi yapilmistir.
Bu teste gore, Abbott cihazina Diagnovital Kiti ile yapilan yiklemede Ct degerlerinin en yiiksek
oldugu, diger tiim kit-cihaz ikililerinin Ct degerlerinin ayn1 olup en diisiik ortalamaya sahip oldugu
gozlemlenmistir (p<0.05) (Sekil 25). Buna gore SARS-CoV-2 tanisinda Abbott cihazinda
Diagnovital kiti ile yapilan testlerde, diger inceledigimiz cihaz ve kit ikililerinden daha uyumsuz
sonuclar elde edilecek, diisiik viral yiiklii hastalar kagirilabilecektir. En uyumlu ikili aragtirildiginda

ise, diger tiim cihaz-kit ikililerinin uyumlarinin benzer oldugu goriilmiistiir.
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Sekil-25: En diisiik viral yiike sahip 7 hastada kit ve cihazlarin birbirleriyle uyumunun incelenmesi

Calismamizda incelenen 46 hasta, yaslar1 60 alt1 ve 60 iistii olmak tlizere iki gruba ayrilmistir.
Kantitasyon c¢alismasinda elde edilen viral yiikler incelendiginde, bu iki yas grubu arasinda
kantitasyon degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamakla birlikte (U=
155.0; z=-0.966; p>0.05; r=0.14), 60 yas iistii hastalarin kantitasyon degerleri ortancasi, 60 yas alt1
hastalarin kantitasyon degerleri ortancasindan daha yiiksek bulunmustur (Sekil 26). Hastalarin

bulundugu yasin, kantitasyon degerleri lizerine etkisi azdir.
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Sekil-26: Viral yukun yas gruplarina gore dagilimi

Hastalarin kantitasyonlar1 cinsiyete gore degerlendirildiginde, kantitasyon degerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (U= 211.0; z=-1.175; p>0.05;
r=0.17). Ancak kadin hastalarin kantitasyon degerleri ortancasi, erkek hastalarin degerlerinden daha
yiiksek bulunmustur (Tablo 6). Degerler incelendiginde cinsiyetin kantitasyon {izerine etkisinin az

oldugu goriilmiistiir.

Tablo-6: Cinsiyete gore viral yik ortalamalariin dagilimi

Etki
En En Biytkligi
Cinsiyet *n  Kuglk Buyuk Ortanca  Ortalama (9] z p
Erkek 23 369724.1 21453807.5 2247305.2 3724644
0.17 -1.175  0.240

Kadin 23 657560.8 26962849.7 2830216.9 6004123.2

*n: Hasta sayis1
Kantitasyon degerleri hastalig1 farkli siddette geciren kisiler arasinda karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (KW= 0.339; p>0.05). Yine de, agir klinige
sahip hastalarin kantitasyon degerleri ortancasi diger gruplardan daha yiiksek bulunmustur (Sekil 27).
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Sekil-27: Viral yikin hastalarin klinik durumlarina gére dagilimi

Kaybedilen hastalar ve sag kalanlar incelendiginde, 6len hastalarda kantitasyon degerleri,
sag kalan hastalardan anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur (U= 54.0; z=-2.153; p<0.05; r=0.32).
Kaybedilen hastalarda kantitasyon degerleri ortancasi da sag kalanlardan daha yiiksek gozlenmistir

(Tablo 7).

Tablo-7: Hastalarin sag kalim durumuna gore viral yik degerlerinin dagilimi

Etki
Sag En En Biiyiikliigii
kallm  *n  Kuiglk Buyuk Ortanca  Ortalama () z p
Oliim 6 1128000.7 21453807.5 8095570.1 9356066.3 -
Sag 40 369724.1 26962849.7 2177126.4 4190631.2 032 2.153 0051

*n: Hasta sayis1

Calismada ayaktan hastalarin kan degerlerine ulasilamadigindan, sadece yatan hastalarda
(n=24) kan degerleri ile viral ylik arasindaki iliski aragtiritlmistir. Buna gore; referans degerin usttinde
16kosit sayisina sahip hastalardaki viral ylk, 16kosit diizeyi referans araliginda olan hastalara gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (U= 24.0; z=-2.255; p<0.05; r=0.46). Ayn1 zamanda l6kositozu
olan gruba ait kantitasyon degerlerinin ortancasi da, normal olan gruptan daha yuksek

gozlemlenmistir (Tablo 8).
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Tablo-8: Lokosit degerleri normal siirlarda olan ve yiiksek olan hastalarin kantitasyon degerlerinin

dagilimi
Etki
En En Biiytikliigi
Lokosit *n  Kugilk Buyuk Ortanca  Ortalama (9] z p
Yiksek 7 1190178.9 21453807.5 8915452.3 9324313.5
0.46 -2.255 0.024

Normal 17 369724.1 16195270.1 1309376.5 3312824.4

*n: Hasta sayisi

Kan lenfosit sayis1 incelendiginde, referans degerlerin altinda olan ve normal degerlere sahip
olan hastalar arasinda kantitasyon degerleri agisindan anlamli bir farklilik bulunmamistir (U= 56.0;
z=-0.906; p>0.05; r=0.18). Ancak lenfosit diizeyi diisiikk olan gruba ait kantitasyon degerlerinin

ortancasi normal olan gruptan daha diisiik gozlemlenmistir (Sekil 28).
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Lenfosit Gruplari

Sekil-28: Lenfosit degerleri normal sinirlarda olan ve diisiik olan hastalarin kantitasyon degerlerinin

dagilimi

Kan nétrofil sayist incelendiginde, referans degerlerin iistiinde olan ve normal degerlere
sahip olan hastalar arasinda kantitasyon degerleri agisindan anlamli bir farklilik gériilmemistir (U=
40.0; z=-1.812; p>0.05; r=0.36). Notrofil diizeyi yiiksek olan gruba ait kantitasyon degerlerinin

ortancasi, normal olan gruptan daha yiiksek gézlemlenmistir (Tablo 9).
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Tablo-9: Notrofil degerleri normal sinirlarda olan ve yiiksek olan hastalarin kantitasyon degerlerinin

dagilimi
Etki
En En Biiyiikligi
*NEU *n  Kigcuk Buyuk Ortanca  Ortalama () z p
Normal 16 369724.1 16195270.1 1405681.8 3392158.3
0.36 -1.812  0.07

Yuksek 9 1061376.6 21453807.5 6647366.2 7682541.0

*Neu: Notrofil, n: Hasta sayisi

Kan eozinofil diizeyi incelendiginde, referans degerlerin altinda olan ve normal degerlere
sahip olan hastalar arasinda kantitasyon degerleri agisindan anlamli bir farklilik goriilmemistir. (U=
44.0; z=-0.827; p>0.05; r=0.17). Eozinofil diizeyi normal olan gruba ait kantitasyon degerlerinin
ortancast, diisiik olan gruptan daha yiiksek olarak gézlemlenmistir (Sekil 29).
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Eozinofil Gruplan

Sekil-29: Eozinofil degerleri normal sinirlarda olan ve diistik olan hastalarin kantitasyon degerlerinin

dagilimi

Kan nétrofil ylzdesi (% N) incelendiginde, referans degerlerin iistiinde olan ve normal
degerlere sahip olan hastalar arasinda kantitasyon degerleri agisindan anlamli bir farklilik
goriilmemistir (U= 44.0; z=-1.585; p>0.05; r=0.32). % N dulzeyi yiksek olan gruba ait kantitasyon

degerlerinin ortancasi, normal olan gruptan daha yiiksek olarak gézlemlenmistir (Tablo 10).
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Tablo-10: % Notrofil degerleri normal sinirlarda olan ve yiiksek olan hastalarin kantitasyon

degerlerinin dagilimi1

Etki
En En Biiytikliigi
*N *n  Kiguk Buyuk Ortanca  Ortalama (9] z p
Yuksek 16 922408.8 21453807.5 2820757.4 6319556.4
0.32 -1.585 0.113

Normal 9 369724.1 8915452.3 1501987.1 2478277.7

* N: Notrofil ylzdesi, n: Hasta sayis1

Kan lenfosit ylzdesi (% L) incelendiginde, referans degerlerin altinda olan ve normal
degerlere sahip olan hastalar arasinda kantitasyon degerleri acgisindan anlamli bir farklilik
goriilmemistir. (U= 40.0; z=-1.392; p>0.05; r=0.28). % L diizeyi diisiik olan gruba ait kantitasyon

degerlerinin ortancasi, normal olan gruptan daha yiiksek olarak gozlemlenmistir (Tablo 11).

Tablo-11: % Lenfosit degerleri normal sinirlarda olan ve yiiksek olan hastalarin kantitasyon

degerlerinin dagilimi

Etki
En En Biiytkligi
*L *n  Kiguk Buyuk Ortanca  Ortalama (n z p
Normal 7 487000.3 4707054.1 1501987.1 1859903.3
0.28 -1.392 0.164

Disiik 18 369724.1 21453807.5 2820757.4 6133226.6

* L: Lenfosit ylizdesi, n: Hasta sayist

Kan eozinofil ylzdesi (% E) incelendiginde, referans degerlerin altinda olan ve normal
degerlere sahip olan hastalar arasinda kantitasyon degerleri agisindan anlamli bir farklilik
goriilmemistir (U= 35.0; z=-1.019; p>0.05; r=0.20). % E dizeyi normal olan gruba ait kantitasyon
degerlerinin ortancasi, diisiik olan gruptan daha yiiksek olarak gozlemlenmistir (Tablo 12).
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Tablo-12: % Eozinofil degerleri normal sinirlarda olan ve yiiksek olan hastalarin kantitasyon

degerlerinin dagilimi1

Etki
En En Biiytikliigi
*E *n  Kicguk Buyuk Ortanca  Ortalama (9] z p
Normal 5 1295935.0 16195270.1 4707054.1 5756175.0
0.20 -1.019  0.308

Diisik 20 369724.1 21453807.5 1804467.4 4731826.4

* E: Eozinofil ylizdesi, n: Hasta sayisi

LDH diizeyleri incelendiginde, referans degerlerin tistiinde olan ve normal degerlere sahip
olan hastalar arasinda kantitasyon degerleri agisindan anlamli bir farklilik gériilememistir (U= 43.0;
z=-1.019; p>0.05; r=0.21). LDH dizeyi yuksek olan gruba ait kantitasyon degerlerinin ortancasi,
normal olan gruptan daha yiiksek olarak gozlemlenmistir (sekil 30). LDH degerlerinin, kantitasyon

degerleri lizerine etkisi kiigiiktiir.
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LDH Gruplan

Sekil-30: Hastalarin LDH diizeylerine gore kantitasyon degerlerinin dagilim1

CRP diizeyleri incelendiginde, referans degerlerin iistiinde olan ve normal degerlere sahip

olan hastalar arasinda kantitasyon degerleri acisindan anlamli bir farklilik goriilmemistir (U= 16.0;
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z=-1.422; p>0.05; r=0.21). CRP dizeyi yuksek olan gruba ait kantitasyon degerlerinin ortancasi,

normal olan gruptan daha yiiksek olarak gozlemlenmistir.

D-dimer diizeyleri incelendiginde, D-dimer diizeyi referans degerlerin {istiinde olan
hastalarda saptanan kantitasyon degerlerinin, normal diizeyde olan hastalarin degerlerine gore
anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur. (U= 22.0; z=-2.667; p<0.01; r=0.56). D-dimer diizeyi yuksek
olan gruba ait kantitasyon degerlerinin ortancasi, normal olan gruptan daha yiiksek olarak

gozlemlenmistir (Sekil 31).
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D-Dimer Gruplan
Sekil-31: Hastalarin D-dimer diizeylerine gore kantitasyon degerlerinin dagilimi

Hastalarin yatis siirelerine gore kantitasyon degerlerinde bir farklilik olup olmadig
incelenmistir. Yatig giiniindeki degisimin kantitasyon degerlerinde artisa veya azalisa neden olup
olmadigi, artis veya azalis olmasi durumunda bu degisimin anlamliliinin tespiti i¢in regresyon
analizi uygulanmistir. Buna gore, yatis giiniinde 1 giinliik artis oldugunda kantitasyon degeri iizerinde
ortalama 120669.8 birimlik bir artis olmaktadir (Sekil 32). Regresyona ait varyans analizinin anlamli

bulunmamasindan dolay1 bulunan sonuglarin anlamli olmadig: goriilmektedir.

Kendal tau-b katsayisi korelasyonu analizi yapilarak, tiim verilerin birbiriyle olan iliskisi

incelenmistir (Tablo 13).
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Tablo-13: COVID-19 hastalarinda elde edilen verilerin birbirleriyle olan iliskisi

D_
. Lokos Lenfos Notrof Eozino % % % dime
Yas Klinik Olim it it il fil Notrofil  Lenfosit Eozinofii LDH CRP r
Yas r 1.000
P
n 46
Klinik r 0.025 1.000
p 0.868
n 46 46
Olim r .388" .576” 1.000
p 0.00 0.00
8 0
n 46 46 46
Lokosit r 0.387 0.123 0.265 1.000
p 0.061 0.565 0.211
n 24 24 24 24
Lenfosi r 0.068 - - 0.324 1.000
t 0.293 0.226
p 0.747 0.156 0.277 0.122
n 25 25 25 24 25
Notrofil r  .408" 0.146 0.164 .828" 0.132 1.000
p 0.04 0485 0434 (.00 0.530
3 0
n 25 25 25 24 25 25
Eozino r - - - - 0.359 -421" 1.000
fil 0.076 0.143 0.096 0.329
p 0.716 0.495 0.646 0.116 0.078 (.03
6
n 25 25 25 24 25 25 25
% r - 0.375 421" 0.259 -479° 0.389 -0.359 1.000
Notrofil 0.068
p 0.747 0.064 (03 0221 (01 0.055 0.078
6 5
n 25 25 25 24 25 25 25 25
% r 0.036 - - - 460" -.468 484" -.831" 1.000
Lenfosi 0.326 0.350 0.370
t
p 0863 0.111 0086 0.075 (.02 0.01 0.014 0.000
1 8
n 25 25 25 24 25 25 25 25 25
% r 0.000 - - - 0.250 - .890"  -0.250 0.356 1.000
Eozino 0.168 0.047 0.287 0.375
fil
p 1.000 0.422 0.824 0.174 0.228 0.065 (0.000 0.228 0.080
n 25 25 25 24 25 25 25 25 25 25
LDH r 0308 0.160 0.370 0.232 -0.260 0.308 -0.265 519" -.476" -0.122 1.000
p 0.144 0.456 0.075 0.286 0.219 0.144 0.211 (0.009 0.019 0.569
n 24 24 24 23 24 24 24 24 24 24 24
CRP r 0.050 0.226 0.208 - -0.236 0.021 -0.369 -0.021 -0.044 -431" 589" 1.00
0.035 0
p 0.811 0.278 0.320 0.872 0.256 0.922 0.070 0.922 0.835 0.032 0.00
2
n 25 25 25 24 25 25 25 25 25 25 24 25
D- r .734" 0.073 0.278 .6717 0.096 .754" -0.321 0.164 -0.199 -0.250 .510° 0.27 1.00
dimer 1 0
p 0.00 0742 0.199 (.00 0.663 (.00 0.135 0.454 0.363 0.251 (.01 0.21
0 1 0 5 2
n 23 23 23 22 23 23 23 23 23 23 22 23 23

Yas ile sag kalim durumu arasinda pozitif yonde hafif, D-dimer ve nétrofil seviyeleriyle

pozitif yonde kuvvetli bir iliski mevcuttur. Yas ile hastaligin siddetli seyri, kan 16kosit, lenfosit,

eozinofil, % notrofil, % lenfosit, % eozinofil, LDH ve CRP diizeyleriyle bir iliskisi bulunmamaktadir.
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Enfeksiyonun siddetli ge¢iyor olmasi hastanin 6liim riski ile pozitif yonde orta derecede
iligkilidir. Ancak hastanin yasindan, kan 16kosit, lenfosit, nétrofil, eozinofil, % notrofil, % lenfosit,

LDH, CRP ve D-dimer diizeylerinden bagimsizdir.

Hastanin sag kalimi ile hastanin yas1 (hafif diizeyde), klinik durumu (orta derecede) ve %
notrofil diizeyi (orta derecede) pozitif yonde korelasyon gostermektedir. Sag kalim durumu hastanin
I6kosit, lenfosit, notrofil, eozinofil, % lenfosit, % eozinofil, LDH, CRP ve D-dimer seviyelerinden

bagimsiz bulunmustur.

Kan lokosit dizeyi notrofil duzeyi ile pozitif yonde kuvvetli derecede, D-dimer dlzeyiyle
pozitif yonde kuvvetli derecede korelasyon gostermektedir. Hastanin yasi, klinik durumu, sag kalima,
lenfosit, eozinofil, % notrofil, % lenfosit, % eozinofil, LDH ve CRP diizeyleri ile bir iliskisi

bulunmamustir.

Kan lenfosit diizeyi % notrofil ile negatif yonde orta siddette korelasyona sahipken, yas,
klinik durum, sag kalim, 16kosit, nétrofil, eozinofil, % eozinofil, LDH, CRP ve D-dimer seviyeleriyle

bir iligkisi yoktur.

Notrofil diizeyleri hastanin yasiyla pozitif yonde orta siddette, 16kosit diizeyiyle pozitif
yonde kuvvetli derecede, eozinofil diizeyiyle negatif yonde orta siddette, % lenfosit ile negatif yonde
orta siddette, D-dimer diizeyleriyle pozitif yonde kuvvetli derecede iliskilidir. Hastanin klinik

durumu, sag kalimi, lenfosit, % eozinofil, LDH ve CRP diizeylerinden bagimsizdir.

Eozinofil diizeyi notrofil diizeyi ile negatif yonde orta derecede, % lenfosit ile pozitif yonde
orta derecede korelasyona sahiptir. Hastanin yasi, klinik durumu, sag kalimi, 16kosit, lenfosit, %

notrofil, LDH, CRP ve D-dimer diizeylerinden ise bagimsizdir.

% notrofil diizeyi sag kalim ile pozitif yonde orta siddette, lenfosit sayisi ile negatif yonde
orta siddette, % lenfosit ile negatif yonde kuvvetli derecede, LDH ile pozitif yonde orta derecede
iliskili bulunmustur. Hastanin yas1, klinik durumu, I16kosit, nétrofil, eozinofil, % eozinofil, CRP ve

D-dimer diizeyleriyle iliskisizdir.

% lenfosit diizeyi notrofil diizeyi ile negatif yonde orta siddette, eozinofil diizeyi ile pozitif

yonde orta siddette, % notrofil ile negatif yonde kuvvetli derecede, LDH diizeyi ile negatif yonde orta
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diizeyde korelasyon gdstermektedir. Hastanin yasi, klinik durumu, sag kalimi, 16kosit, % eozinofil,

CRP ve D-dimer diizeylerinden bagimsizdir.

% eozinofil diizeyleri CRP diizeyi ile negatif yonde orta siddette korelasyon gostermektedir.
Hastanin yasi, klinik durumu, sag kalimi, 16kosit, lenfosit, notrofil, % notrofil, % lenfosit, LDH ve

D-dimer diizeyleri ile iligkisi bulunmamaktadir.

LDH dizeyleri % notrofil ile pozitif yonde orta siddette, % lenfosit ile negatif yonde orta
siddette, CRP ve D-dimer ile pozitif yonde orta siddette korelasyon gostermektedir. LDH diizeyleri
hastanin yasi, klinik durumu, sag kalimi, kan I6kosit, lenfosit, notrofil, eozinofil, % eozinofil

diizeyleriyle iliskisizdir.

CRP duzeyleri ile % eozinofil ile negatif yonde orta siddette, LDH ile pozitif yonde orta
siddette korelasyon mevcuttur. CRP diizeyleri hastanin yasi, klinik durumu, sag kalimi, 16kosit,

lenfosit, notrofil, eozinofil, % nétrofil, % lenfosit ve D-dimer diizeyleriyle iliskisizdir.

D-dimer diizeyleri hastanin yasi, notrofil ve 16kosit diizeyleri ile pozitif yonde kuvvetli
derecede, LDH ile pozitif yonde orta siddette korelasyon gostermektedir. D-dimer seviyeleri hastanin
klinik durumu, sag kalimi, lenfosit, eozinofil, % nétrofil, % lenfosit, % eozinofil ve CRP

diizeylerinden bagimsizdir.

Hastalarin kantitasyon degerleri ile diger verileri nokta cift serili korelasyon kullanilarak
karsilastirilmistir (Tablo 14). Kantitasyon degerleri 6lum ile hafif, 16kosit duzeyi ile pozitif yonde
orta, D-dimer seviyeleri ile pozitif yonde orta diizeyde anlamli korelasyon gdstermektedir.
Kantitasyon degerleri hastalarin yasindan, cinsiyetinden, klinik durumdan, % notrofil, % lenfosit,

I6kosit, % eozinofil, LDH, lenfosit, nétrofil, eozinofil ve CRP diizeylerinden bagimsizdir.
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Tablo-14: Viral yuk degerlerinin hasta verileri ile olan iligkisi
Viral YUk Viral YUk Viral YUk
Yas r -0.146 Sag -292° LYM* -0.199
kalim
p 0.332 0.049 0.340
n 46 46 25
Cinsiyet r 0.191 D-dimer 416" NEU* -0.361
p 0.202 0.048 0.076
n 46 23 25
Klinik r -0.137  WBC* 473" EOS* -0.011
p 0.366 0.020 0.959
n 46 24 25
N* r -0.324 E* -0.072 CRP 0.391
p 0.115 0.733 0.053
n 25 25 25
L* r 0.337 LDH 0.012
p 0.100 0.954
n 25 24

*WBC: Lokosit, Lym: Lenfosit, Neu: Notrofil, Eos: Eozinofil, N: Yizde Nétrofil, L: Ylzde Lenfosit,
E: Yizde Eozinofil.
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5. TARTISMA

SARS-CoV-2 tespiti i¢in diinya genelinde kullanilan bir¢ok tani kiti ve Real-time PCR
sistemi mevcuttur. Bu kit ve cihazlarin bir kismina yonelik yapilan birgok karsilastirma ¢alismasi
vardir. Ancak Bio-Speedy, Coronex ve Diagnovital kitlerini, Abbott, Bio-Rad ve Rotor-Gene Real-
time PCR sistemlerinde karsilastiran bir ¢alisma yapilmamistir. Calismamiz bu konuda ilk olma

ozelligi tagimaktadir.

Biz bu calismada kullandigimiz kit ve cihazlarn degerlendirdigimizde, SARS-CoV-2
tespitinde kitler arasinda en diisiik Ct degerlerini Bio-Speedy kitinin, en ylksek Ct degerlerini
Diagnovital kitinin verdigini tespit ettik. Real-time PCR cihazlar1 arasinda Bio-Rad ve Rotor-Gene
cihazlarinin Ct degerleri arasinda bir fark bulunmamaktadir. Abbott cihazinda saptanan Ct
degerlerinin ise anlamli bir sekilde daha ylksek oldugu gorilmektedir. Cihaz kit ikililerine
bakildiginda Rotor-Gene - Bio-Speedy ikilisi digerlerinden daha diisiik Ct degerleri verirken, Abbott
- Diagnovital ikilisi daha yiiksek Ct degerleri vermektedir. Abbott cihazinin farkli hedef genlerde iyi
performans gosterdigine dair birgok ¢alisma mevcuttur. Ancak Abbott cihazi kullanict miidahalesine
kapali bir sistemdir ve ¢aligmada kullanilan her {i¢ tan1 kitinin prospektiisiinde bu cihaz ile validasyon
bilgisi bulunmamaktadir. Bununla birlikte bu ¢alisma kitlerle cihazlarin validasyonlarini anlamak
adina deneme amaciyla yapilmistir. Bunun yani sira ¢alismamizda 6rneklerin izolasyonunun,
COVID-19 salgini boyunca laboratuvarimizda rutin olarak kullanilan vVNAT (Bioeksen) tasima
besiyeri ile yapildigi gergek anlamda bir eksraksiyon protokolii uygulanmadigi da g6z Onilinde

bulundurulmalidir.

Diisiik viral yiikiin saptanmasinda sonucglarin degisip degismeyecegini degerlendirmek
amaciyla, calismadaki en diisiik viral yiike sahip 7 numune ile istatistik tekrarlanmistir. ilk bulguyla
uyumlu bir sekilde, Diagnovital kitinin Abbott cihazinda kullanilmasi durumunda SARS-CoV-2
tespitinde Ct degerlerinin anlamli bir sekilde yiikseldigini gorilmektedir. Diger kit-cihaz ikilileri

arasinda ise anlamli bir farklilik gérilmemektedir.

Dinya genelinde SARS-CoV-2 tespitinde farkli kit ve cihazlarin verimlerinin incelendigi
birgok ¢alisma mevcuttur. Diagnovital ve Bio-Speedy Kkitlerinin karsilastirildigt Tuncel ve
arkadaglarinin bir ¢alismasinda, 1’1 Bio-Speedy kitiyle, digerleri Diagnovital kiti ile pozitif bulunan
toplam 43 rutin hasta 6rnegini her iki kit ile ayni anda tekrar ¢alismiglardir. Her 6rnek Diagnovital ile

tekrar pozitif bulunurken, sadece 10’u Bio-Speedy kiti ile pozitif sonug vermistir. Bu 10 hastada Ct
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degerlerinin Bio-Speedy kitinde genel olarak daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Bu bulgu, bizim
calismamizdan oldukga farklidir [129].

Bosna Hersek’te yapilan bir ¢alismada 30 nazofarengeal numune 10 farkl: kit ile Bio-Rad
CFX96 Real-time PCR cihazinda test edilmistir. Kitlerin 6zgiilliik ve duyarliliklar1 referans olarak
kullanilan LabGun TM COVID-19 (LabGenomics) kit sonuclarina gore belirlenmistir. Calismada
Bio-Speedy (Bioeksen), Diagnovital (RTA), UltraGene Combo2Screen SARS-CoV-2 (ABL),
LabGun ExoFast (LabGenomics), PhoenixDx SARS-CoV-2 Multipleks, Bosphore Novel
Coronavirlis (Anatolia Geneworks), Sacace Biotechnologies COVID-19, STAT-NAT (Sentinel
Diagnostics), SAVVYGEN (Savyon diagnostics) kitleri kullanilmistir. Test edilen Kitlerin timinde
%100 ozgiillik bulunmustur. En diisiik duyarlilik Savvygen kitinde (%46), en yliksek duyarlilik
STAT-NAT kitinde (%83) bulunmustur. Diagnovital ve Bio-Speedy kitlerinde duyarlilik sirasiyla
%79 ve %70 olarak bulunmustur. Ct>34 olan numuneler incelendiginde ise, Bosphore ve Bio-Speedy
kitlerinin en diisiik duyarliliga sahip oldugu goriilmiistir [130]. Bu ¢alismada ve Tuncel ve
arkadaglarinin  ¢alismasinda, incelenen &rneklere uygulanan ekstraksiyon yontemi bizim

calismamizdan farklidir. Bu durum farkli sonuglarin elde edilmesine neden olmus olabilir.

COVID-19 tanisinda Coronex (DS Bio ve Nano Teknoloji) ve RealStar (Altona Diagnostic)
Kitlerinin karsilastirildigi bir ¢alismada, her iki kitin de ayn1 50 hastay1 pozitif verdigi bildirilmistir.
RealStar kitinde, bu hastalara ek olarak iki farkli hastada da pozitiflik saptanmigtir. Caligma
incelendiginde Coronex kitinin RealStar kitine gore orneklerde daha yiksek Ct degerleri verdigi
gorilmektedir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir. Ancak uyum incelendiginde, ¢alismada her iki
ticari kitin birbiriyle olduk¢a uyumlu sonuglar verdigi saptanmistir [131]. Yiksek uyuma sahip her
iki kit de COVID-19 tanisinda giivenle kullanilabilir.

Bio-Rad CFX96 cihazi kullanilarak 9 farkli SARS-CoV-2 tani kitinin karsilastirildigi bagka
bir calismada dnceden pozitif bulunan 6rnekleri yakalama durumlarina gore kitlerin hassasiyetini Fast
Track Diagnostics (%100), Mikrogen Diagnostik (%97), SolGent Co. Ltd. (Hedef gen SG-N igin
%97, SG-Orfla igin %92), Altona Diagnostics (Hedef gen AT-E icin %90, AT-S i¢in %97), BGI
(%95) ve Shanghai Fosun Long March Medical Science Co. Ltd. (%94) seklinde bulmuslardir. GmbH
& Co KG, Wells BIO INC. ve Primerdesign Ltd. testleri ise sirasiyla %49, %62 ve %86 degerleriyle
en diisiik duyarlilig1 gostermistir. Kitler arasindaki bu farkliligin, primer tasarimindaki farkliliklardan
veya hedeflenen genom boélgelerinin farkli olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Caligmada
kitlerin 6zgiilliikkleri incelendiginde, hi¢bir 6rnegin diger koronaviriisler sebebiyle yanlis pozitiflik

vermedigi goriilmistiir [132].
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Farkli ticari Kitlerin ve laboratuvarda gelistirilen RT-PCR testlerinin (LDT) degerlendirildigi
bir calismada Cobas SARS-CoV-2 (Roche Diagnostics) kiti cobas 6800 (Roche) cihazinda, Xpert
Xpress SARS-CoV-2 (Cepheid) kiti GeneXpert Dx (Cepheid) cihazinda ¢alisilmistir. LDT-1 Bio-
Rad CFX96 Real-time PCR sistemi ile, LDT-2 Rotor-Gene Q Real-time PCR-cycler (Qiagen) sistemi
ile calistlmistir. Bu calismada karsilastirma yapilmasi amaciyla SARS-CoV-2 genomu olmayan
negatif numuneler, SARS-CoV-2 genomu bulunduran pozitif numuneler ve mevsimsel
koronaviriisler dahil bazi yaygin solunum yolu viriislerini iceren numuneler kullanilmstir.
Karsilagtirilan testler arasinda higbiri yalanci pozitiflik ya da yalanci negatiflik vermemis, diger
solunum yolu viriisleri ile ¢apraz reaksiyon goriilmemistir. Testler arasinda %100 uyum goriilmiistiir.
Ancak bu calismada kullanilan érneklerin ¢ogu diisiikk Ct degeri vermekte, ¢calismada zayif pozitif
ornek bulunmamaktadir [133].

Moran ve arkadaglarinin ¢aligmasinda Roche Cobas testi ve Cepheid Xpert kitleri
karsilastirilmistir. Roche Cobas SARS-CoV-2 testi ORF1 ve E genlerini, Cepheid Xpert Xpress testi
E ve N genlerini saptar. Roche Cobas testi Cobas 6800 sistemi (Roche Molecular Systems,
Branchburg, NJ), Cepheid Xpert Kiti ise GeneXpert sistemi (Cepheid, Sunnyvale, CA) ile
caligilmigtir. Caligmada testler arasinda milkemmel uyum bulunmustur [134]. Tiim bu ¢alismalar ve
bizim bulgularimiz SARS-CoV-2 tespiti i¢in nazofarengeal siiriintii 6rnekleri kullanilarak elde

edilmistir.

SARS-CoV-2 tespitinde kullanilan PCR testleri kalitatif sonu¢ vermektedir. Bununla
birlikte, Real-time PCR testleri ile kantitasyon elde edilerek viral yuk de hesaplanabilmektedir [135].
Calismamizda Rotor-Gene cihazinda Bio-Speedy kiti ile elde ettigimiz standart lineer egriyi
kullanarak 46 hastanin nazofarengeal siirlintii 6rneginde viral yiik elde edilmistir. Bu hastalarin viral
yikleri ile hastalarin bilgileri incelendiginde, viral yiikiin hastalarin kan D-dimer diizeylerinin
yiiksekligiyle ve 10kositoz ile anlamli bir sekilde iliskili oldugu saptanmistir. Olen hastalarda viral
yiik, sag kalanlardan anlamli bir sekilde daha yiiksektir. Bununla birlikte viral yiik hastanin yas,
cinsiyeti ve enfeksiyonun klinik seyri ile iliskili degildir.

Kan degerleri incelendiginde viral yik ile kan lenfosit, notrofil, eozinofil, % nétrofil, %
eozinofil, % bazofil, CRP ve LDH dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
gOriilmiisiir. Bununla birlikte genclere gére >60 yas hastalarda, erkeklere gore kadinlarda,
enfeksiyonu hafif gecirenlere gore agir gegirenlerde, lenfosit diizeyi normal olanlara gore lenfosit

distikligi olanlarda ve nétrofil diizeyi normal olan hastalara gore noétrofil yiiksekligi olanlarda, kan
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CRP ve LDH duzeyleri normal olanlara gore ylksek olanlarda viral yik ortancasi daha yuksek

bulunmustur.

Yaptigimiz analize gore hastalarda ileri yas 6liim, nétrofili ve D dimer yiiksekligi ile
iligkiliydi. Klinigin siddetli ge¢gmesi 6liim ile, 6liim ise ileri yas ve % notrofil yiiksekligi ile iligkiliydi.
Lokositoz ile notrofili ve D dimer yiiksekligi iligkiliyken, notrofili ileri yas, 16kositoz, eozinopeni ve
D dimer yiiksekligi ile iligkiliydi. LDH yiiksekligi CRP ve D dimer yiiksekligi ile, CRP yiiksekligi
LDH yiiksekligi ile iligkiliydi. D dimer yiiksekligi ise >60 yas, 16kositoz, nétrofili, LDH ytiksekligi
ile iligkiliydi.

COVID-19 hastalarinda viral yiik {izerine yapilmis bir¢ok ¢alisma mevcuttur. COVID-19
enfeksiyonu geciren hastalarda tespit edilen viral yukler ile hastalarin yasi arasindaki iligki
incelendiginde, yasli hastalarda geng hastalara gore viral yiikiin daha fazla bulundugu c¢aligmalar
gorilmektedir [136-138]. Iyilesen ve hastaneden taburcu edilen hastalarda yiiksek IFN yanitlarinin
gorlilmesi, iyilesme i¢in etkin bir immiin sistem varliginin énemine isaret eder. Genglerde immiin
sistem daha aktifken, yash bireylerde immiin sistemin enfeksiyonu temizleme kapasitesi yetersiz

kalabilmektedir. Yasli hastalarda viral yiikiin daha yiiksek olmasinda bu durum etkili olmus olabilir.

Bunun aksine, viral yiikiin yas ile bir iligkisinin olmadiginin da raporlandigi ¢alismalar da
gorilmektedir [139-141]. Bizim ¢aligmamizda da bunu destekler nitelikte farkli yas gruplarinda viral
yuklerde anlamli bir farklilik gériilmemis, ancak 60 yas iistii bireylerde viral yiik ortancasi geng
hastalardan daha yiiksek bulunmustur. Kadin ve erkekler arasinda bir degerlendirme yapildiginda da
viral yuklerde anlamli bir farklilik saptanmamistir. Literatiir incelendiginde, birgok c¢alismada

cinsiyetler arasinda viral yiiklerde anlamli bir farklilik olmadigi goriilmiistiir [138-140].

Calismamizda yas ile 6liim riski arasindaki iliski degerlendirildiginde, artan yasin 6liim riski
artigini beraberinde getirdigi goriilmiistiir. Baska bir calismada da, 65 yas {istii olmanin, 61im riskini
degerlendirmede prognostik degeri oldugundan bahsedilmektedir [142]. Wang ve arkadaglarinin bir
caligmasinda, yogun bakim yatis1 yapilan hastalarda yas, diger hastalara gore anlaml bir sekilde

yiiksek bulunmustur [48].

COVID-19 hastalarinda viral yiikiin bilinmesi, hastalar hakkinda bazi oOngoriilerde
bulunmay1 kolaylastirabilmektedir. Walsh ve arkadaslarinin uyguladig1 bir metaanaliz ¢aligmasinda,
hastalarin klinik durumlariin kétiilesmesinden once viral yiikiin yiikseldigi saptanmistir. Hastalarin

viral yiikleri takip edildiginde, semptomlarin iyilesmesinden 6nce viral yiikiin diismeye baslamasi
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dikkat cekmektedir [143]. Pndmonili hastalarda saptanan viral yikin, hafif hastalara gére daha
yiiksek bulundugu ¢alismalar mevcuttur. Viral yiik, pndmoninin siddeti ile pozitif iligkili saptanmistir
[144, 145]. Tsukagoshi ve arkadaglarinin 370 hastada yaptiklar1 bir analizde, hastalig1 semptomatik
gecirenlerde bulunan viral yiikiin asemptomatik hastalardan daha yiiksek oldugu saptanmistir [139].
Felipe ve arkadaslarinin yaptig1 255 hastayi i¢eren bir calismada, siddetli hastalarda saptanan SARS-
CoV-2 viral yiikiiniin diger hastalardan 6nemli 6lgiide yiiksek oldugu goriilmistiir [146]. Yine baska
bir¢ok ¢aligma gostermektedir ki, viral yiik, hastalig1 siddetli gecirenlerde hafif gegirenlere gore daha
yuksektir [147-150].

Bizim g¢alismamizdaki viral yiikler incelendiginde, viral ylik ile hastalik siddeti arasinda
anlaml bir farklilik saptanmamakla birlikte, agir klinige sahip hastalarda kantitasyon degerlerinin
ortancast daha yiiksek bulunmustur. Asemptomatik hastalarda da viral yiikiin yiiksek saptanmasi,
izolasyon Onlemlerinin Onemini ortaya koymaktadir. Bulagmanin Onemli bir bdliimiiniin
presemptomatik donemde gerceklesmesi, semptomlarin ortaya ¢ikisindan sonra alinan izolasyon,
hijyen ve maske gibi Onlemlerin etkinligini 6nemli Ol¢iide azaltacaktir [140]. Bu sebeple
asemptomatik hastalara bulastiriciligin 6nlenmesi igin izolasyon 6nlemleri uygulanmalidir. Chen ve
arkadaslari, viral yiikiin hastalik progresyonunu 6ngérmede etkili oldugunu 6ne siirmektedir [151].
Daha fazla viriis varliginda daha fazla hiicre enfekte olacak, konak immiin sistem daha ¢ok hiicrenin
6liimiine neden olacaktir [152]. Hem bu durum hem de asir1 aktive olmus immiin sistem hiicrelerinin
cok fazla miktarda sitokin salgilamasi, viral yiikii yiiksek olan hastalarda hastaligin siddetine katkida

bulunuyor olabilir.

Bu ¢alismalara karsit olarak, Argyropoulos ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, hafif
hastalig1 olan kisilerde agir hastaligi olan kisilere gore daha yiiksek viral yiik saptanmistir [153].
Pawar ve arkadaslar1 da ¢aligmalarinda yogun bakim {initelerinde yatan ve entiibe olan hastalardaki
viral ylikii, diger tiim yatan hastalardan anlamli 6l¢iide yiiksek bulmustur [154]. He ve arkadaslari ise
viral yiikiin hastalik siddeti ile bir iligkisinin olmadigin1 savunmaktadir [140]. Bu bulgular
semptomatik hastalardan numunelerin, hastaligin ilerleyen donemlerinde alinmasina ve viral yiikiin

zamanla azalmis olmasina bagli olabilir.

Viral yiikk 06zellikle hafif semptomatik, hastaneye yatisi yapilmayan hastalarda
bulastiriciligin 6nemli bir gostergesi olup, izolasyon onlemlerine yon verecektir. Ancak tani
laboratuvarlarinda uygulanmasinin zor olmasi, ciddi bir sinirlayici etkendir [153]. Calismamizda ve
literatiirde de goriildiigii gibi, asemptomatik hastalarda da goriilebilen yiliksek viral yiik sebebiyle

bulastiriciligin en aza indirilebilmesi i¢in, asemptomatik hastalara da izolasyon Onlemlerinin
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uygulanmasi biliyiikk 6nem arz etmektedir. Virls saptanan her hasta bulastirict1 anlamina
gelmemektedir. Bu hastalarda yapilacak viriis kiiltiirleri ile bulastiricilik goriilebilmekte, gerektiginde
taburculuk diisiiniilebilmektedir. Enfektivite riski ¢ok aza indigi i¢in, semptomlarinin 10. gliniinii
asan ve balgamda saptanan viral yiikii 100.000 RNA kopya sayisindan az olan hastalarda taburculuk
verilebilecegi sdylenmektedir [155]. Scola ve arkadaslarinin uyguladiklari viriis kiiltiirii calismasi da
bu 6neriyi desteklemektedir. Bu ¢alismada semptom baslangicindan 8 giin sonra alinan veya Ct degeri
34’0n Uzerinde olan higbir Ornekte virls izole edilememis, bu hastalar taburculuga uygun
bulunmustur [156]. Yatak kapasitesinin sinirli oldugu durumlarda diisiik viral yiike sahip hastalarda

erken taburculuk diistiniilebilir.

Pujadas ve arkadaslarinin 1145 hastada yaptiklar1 bir ¢aligmada, mL basina diisen viral
yukun logio tabaninda her bir birimlik artisinda %7°lik 6liim riski artis1 saptamiglardir [135]. Filho ve
arkadaglar yatan hastalar tizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, viral yiki yiksek olan yatan hastalarda
mortalite riskini daha yiiksek bulmustur [157]. Viral yiik ile klinik seyir arasindaki iliskiyi inceleyen
bir baska ¢alismada da Glen hastalardaki viral yiik daha yiiksek saptanmistir [139]. De la Calle ve
arkadaglarinin yaptiklari bir ¢aligmada, baslangig viral yiikleri yiiksek olan hastalarda 30 giin i¢indeki
mortalitenin yiiksek bulunmasi dikkat ¢ekicidir [158]. Bizim ¢alismamizda 6len hastalarda anlaml
oOl¢iide yiiksek bulunan viral yiikk degerleri, bu verilerle uyumludur. Bu bulgulara tezat olarak, Le
Borgne ve arkadaslarinin 287 hasta tizerinde yaptiklar1 bir caligmada, 6len ve hayatta kalan hastalarin
viral yiikleri arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. Yine bu ¢aligmada viral yiikiin hastaligin
siddeti ile de iliskili olmadig1 rapor edilmistir. Calismada hastaligin siddetini 6ngérmede hastalarin

komorbiditeleri ve immiin yanitlarinin kullanilabilecegi belirtilmistir [142].

COVID-19 hastalarinda kan parametreleri oldukca degisken olabilmektedir. Enfeksiyonun
siddetli seyretme ihtimalinin 6ngoriilebilmesi, klinik miidahale i¢in hekimi yonlendirecektir [159].
Bunu o6ngérmede kullanilabilecek parametreler arastirilmaktadir. Arastirilan laboratuvar
parametrelerinden birisi C-reaktif protein (CRP)’dir. CRP, inflamasyon durumlarinda erken belirteg
olarak kabul edilen akut faz proteinlerinin bir iiyesidir. Kesin tan1 koymada ya da tan1 diglamada tek
basina kullanilamaz, ancak bazi durumlarda CRP diizeylerinin bilinmesi, hasta hakkinda 6nemli
fikirler verebilmektedir [160]. Ornegin, COVID-19 hastalarinda yapilan bir ¢alismada CRP degerleri
yiiksek olan hastalarin, semptomlarin basladig: giin daha yiiksek viral yiike sahip oldugu goériilmiistiir

[144]. Yiiksek viral yiikte yiiksek CRP diizeylerinin saptandigi ¢calismalar mevcuttur [148, 151].

Hasanoglu ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, viral yiik ile lenfosit diizeyi arasinda

anlamli bir iligki goriilmemistir [161]. Chen ve arkadaslarinin yaptig1 bir analizde, yiiksek viral yiikiin
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yiiksek nétrofil sayisi ile iliskili oldugunu saptamistir [151]. Qin ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada
siddetli vakalarda eozinofil yilizdelerinin diisiik olma egiliminde oldugu gorilmiistiir [162]. Bizim
calismamizda viral yiik ile kan lenfosit, nétrofil, eozinofil, CRP ve LDH diizeyleri arasinda anlamli
bir iligki saptanmamugtir. D-dimer diizeylerindeki artis ve 10kositoz ise viral yiik artist ile anlamli

Olgiide iliskili bulunmustur.

Lokosit degerleri tizerine yapilan bir metaanalizde, 16kositoz ve yiiksek CRP diizeyleri kotii
klinik seyir ile iligskilendirilmistir [163]. Baska bir ¢alismada yogun bakim {initesinde yatan hastalar
ile diger hastalar karsilastirilmis, yogun bakim hastalarinda 16kosit seviyeleri daha yiiksek
bulunmustur [48]. Qin ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada da buna uyumlu sekilde, siddetli vakalarda
yiiksek 16kosit diizeyleri goriilmiistiir [162]. Hu ve arkadaslar yaptiklart bir ¢alismada, COVID-19

enfeksiyonunu agir geciren vakalarda 16kositoz goriildiigiinii belirtmistir [164].

Akcigerde bulunan immiin sistem hiicreleri, inhale edilen patojenlere karsi ¢ok hizli yanit
gelistirmekte ve inhale edilen havadaki partikiilleri siirekli temizlemektedir. Akcigerlerdeki hava-kan
bariyerinin gaz aligverisine devam edebilmesi i¢in bu immiin yanit kritiktir. Ancak diger solunum
yolu enfeksiyonlarinda oldugu gibi, COVID-19’da da lo6kositlerin solunum yolunda artis
gostermesiyle 10kosit iliskili molekiillerin salimmi ¢ok fazla artar ve kontrolsiiz artis cesitli
komplikasyonlar1 beraberinde getirir. Bu komplikasyonlar hem akciger hasar1 yoluyla hava
aligverisini bozarak hem de diger organlar etkileyerek kotii klinik sonuglara neden olacaktir [165].
Lokosit artisinin klinikte bozulmaya neden olmasinin sebebi bu olabilir. Bir ¢aligmada, lenfopeni
siddetli COVID-19 enfeksiyonuyla iliskili bulunmustur [142]. Baska bir ¢alismada hastalar takip
edildiginde, dlen hastalarda 6liim gergeklesene kadar lenfosit seviyelerinin diismeye, D-dimer
seviyelerinin artmaya devam ettigi goriilmiistiir [48]. Lenfopenin siddetli hastalik ile iliskili oldugunu
ortaya koyan pek ¢ok ¢alisma vardir [166-168]. Wen ve arkadaglari, COVID-19 hastalarinin periferik
kandaki mononiikleer hiicrelerin artis veya azalisin1 gorebilmek i¢in yaptiklar1 bir calismada erken
tyilesme evresindeki hastalarda T hiicrelerinin dnemli 6l¢iide azaldigini, B lenfositlerde anlamli bir
degisiklik olmadigini, monositlerin arttigini saptamistir. Lenfositlerin azalmasinin olasi nedeni
olarak, enfekte dokuya lenfosit gdcii 6ne siiriilmiistiir. Immiin sistemin lenfositleri ytkmasi, kemik

iligi veya timiis baskilanmasi da olas1 nedenler arasindadir [169].

COVID-19 hastaliginda koagiilasyon yolaklarinda bozukluk olabilmekte, buna bagh
komplikasyonlar goriilebilmektedir. Koagiilasyon bozuklugu varliginin incelenmesi amaciyla
yapilan otopsilerde damar igi fibrin trombiisleri tespit edilmistir [170]. D dimer antijeni, fibrin yikimi

belirteci olarak kabul edilmektedir [171]. COVID-19’da koagiilasyon bozuklugu olup olmadigini
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gormek icin D dimer seviyeleri kullanilabilmektedir. Huang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada,
yogun bakim tinitesine yatis1 yapilan hastalarda D Dimer seviyeleri daha yiiksek bulunmustur [172].
Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada yiikksek D dimer seviyelerinin siddetli hastaligi
ongormede kullanilabilecegi bildirilmektedir [173]. Bagska bir ¢alismada, koagiilopati nedeniyle
kanama gorilen hastalarda yiksek D dimer seviyeleri saptanmis, yiiksek D dimer seviyelerinin
hastalarda yatis siiresince koagiilasyon ile iligkili komplikasyon goriilme riskini 6ngorebildigi tespit

edilmistir [174].

Brasen ve arkadaslari, hangi inflamasyon belirteclerinin hastaligin seyrini takip etmede
yararli olabilecegini saptamak amaciyla 84 hastalik bir calisma uygulamistir. Bu calismada elde
edilen bulgular, CRP duzeylerinin klinik durum ile birlikte degerlendirilmesinin, hastalarin hastaneye
yatirilip yatirilmamasi kararina yardimer olabilecegi diisiincesini desteklemektedir [175]. Shi ve
arkadaglarinin yaptig1 bir caligmada, CRP diizeylerinin hastalarin kdtiilesmesiyle istatistiksel olarak
anlaml bir artis gosterdigi bulunmustur. Bu ¢alismaya gore, CRP degerleri hafif ya da siddetli seyri
ongoérmede yararli olsa da, siddetli hastalarda viral yiikii ongérmede yararli degildir [144]. Bizim

calismamizda ise CRP diizeyleriyle hastalik siddeti arasinda anlamli bir farklilik bulunmamustir.

Enfeksiyon oOngoriiclisii olarak kullanilabilecek parametreler, farkli caligmalarda farkli
gruplamalar ile sunulmaktadir. Ornegin Liu ve arkadaslar1 yas, CRP, LDH artis1 ve lenfopeninin
COVID-19 hastaliginin siddetli olacaginin bir gostergesi olabilecegini sdylemistir [145]. Guo ve
arkadaglari ise CRP, D dimer, 16kosit ve notrofil degerlerinin yiiksek oldugu, lenfosit degerinin diisiik
oldugu hastalarda enfeksiyonun daha siddetli seyrettigini gormiistiir [138]. Kwon ve arkadaslari
baslangic 16kosit degerlerinin diisiik, CRP seviyelerinin yiiksek olmasmin hastaligin siddetli
seyredecek olmasiyla iligkili oldugunu bulmustur [176]. Zhang ve arkadaslarinin bir ¢aligmasinda,
yatan hastalarda l6kositoz ve notrofili gorilmesi, lenfopeni ve eozinopeninin devam etmesi 6lumle
iliskili bulunmustur [177]. Baska bir ¢alismalarinda ise 16kositoz, lenfopeni, artmis D-dimer ve CRP
seviyeleri siddetli hastalik ile iliskili bulmustur [178]. Wang ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda
16kositoz, notrofili, artmig D-dimer seviyeleri ve lenfopeni siddetli hastalik ile iligkili bulunmustur
[48]. Calismamiza gore ileri yas, kan notrofil yiizdesinin yiiksekligi ve siddetli klinik seyir, 6lim

riskini 6ngoérmede kullanilabilecek parametrelerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Real-time PCR cihazi farkli hedef genlerde, farkli numune tiplerinde, farkli cihaz ve
kitlerde farkli sonuglar verebilmektedir. Her yeni calisma protokoliinde denemeler
yapilmali, en uygun kosullar belirlenmelidir. Herhangi bir etkene yonelik ticari kit ya da
cihazlar, tanida kullanilmadan 6nce performans agisindan test edilmelidir.

2. Calismamizda SARS-CoV-2 tespitinde diger cihaz kit ikililerine gore Rotor-Gene — Bio-
Speedy ikilisinin daha diisiik Ct degerleri verdigi goriilmiistiir. Ancak hem Ct ortalama
degerleri hem de diislik Ct’de pozitif bulunan 6rnek sayisi incelendiginde, Rotor-Gene —
Bio-Speedy ile Bio-Rad — Bio-Speedy ikilisinde elde edilen degerlerin birbirine cok yakin
oldugu goriilmiistiir.

3. Niteliksel sonug veren testleri viral ylikiin nicel 6l¢iimiine doniistiirmek, hastalarin riske
gore siniflandirilmasinda ve yonetilmesinde yardimer olacaktir. Viral yukun bilinmesi,
uygulanacak izolasyon dnlemlerini de etkileyebilir.

4. Viral yiikler iizerine yapilan ¢alismalarda ¢eliskili goriilebilen farkliliklar olabilmesinin
sebebi, nazofarengeal Orneklerin hastaligin farkli zamanlarinda alimmasi ya da hasta
secimindeki farkliliklar olabilir. Ayrica asemptomatik hastalarda bulunan diisiik viral
yiik, hastaligin ilerleyen donemlerinde artis gosterebilir. Calismalar incelenirken, bu
detaylar goz 6niinde bulundurulmalidir.

5. Yiksek viral yuk ile Iokositoz, kan D-dimer dlzeyi yiiksekligi ve olimiin iliskili
oldugunu gordiik. Bu bulgularin hasta yonetiminde klinik hekimlerine yardime1 olacagin
diisiiniiyoruz.

6. Hastaligin siirecini 6ngérmede tanimlanan, hastaya ait ¢esitli parametreler mevcuttur. Biz
calismamizda yas, cinsiyet, kan CRP, D-dimer, 16kosit, lenfosit ve notrofil degerlerini
inceledik. Calismamizda elde ettigimiz bulgulara gore >60 yas, klinik durum ve kan
noétrofil yiizdesinin yiiksekligi 6liim riskini 6ngérmede kullanilabilir.

7. Calismamizdaki hasta sayist 46’dir. Calismaya dahil edilen hasta sayisi cihaz ve Kit
uyumluluklarin1 degerlendirmek icin istatistiksel olarak yeterli olmakla birlikte,
calismaya daha fazla hasta dahil edilmesi, diger parametreler ile ilgili sonuglarin
genellenebilmesi i¢in yararl olacaktir.

8. Calismamizda hastalardan tek numune alinmis, hastaligin ilerleyisi siirecindeki viral ytik
dalgalanmalar1 izlenememistir. Her hastanin semptom baslangicindan itibaren belirli
giinlerde alinacak numuneler ile viral yiikiin izlenebilir. Boylece kan parametrelerindeki
degisim ile viral yiik degisimi arasindaki iligki incelenebilir. Ancak ¢alismamizda diger

arastirmalara genis bir sekilde yer verildigi i¢in, calisma bu noktada eksik kalmistir.
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