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Hangi Testler/ incelemeler?

Direkt Tani Yontemleri
- Virlis izolasyonu

- Molekiiler Testler

- Antijen saptayan testler

Serolojik Tani Testleri
- Hizli Ab testleri (IgM, 1gG ve IgM/1gG)
- ELISA, CLA ve WB (IgM, IgA ve IgG)

Biyokimyasal ve Hematolojik Testler
- CBC (lenfopeni, ezofopeni) ve Prokalsitonin, Ferritin, CRP, ESH,
- IL-6, Di-dimer, PT, LDH, AST, ALT, Kreatinin

Akciger Grafisi (Opasite-GGO)
BT (Coklu yamali infiltrasyon ve/veya periferal yayilimli interstisyel degisimler )




COVID-19 TANI TESTLERINE
GENEL BAKIS

SARS-CoV-2 P Laboratory Diagnostics N
SI»
N
& / Epidemiological -RNA tests \
. Surveillance -Antigen SARS-CoV-2 tests

-Anti-SARS-CoV-2 antibody tests (IgG, IgM)

d
l Infection ——- -RNA tests (gold standard)

-Antigen SARS-CoV-2 tests
-Anti-SARS-CoV-2 antibody tests (IgM)

Vaccine Overt disease

development l

-RNA tests

Epidemiological = -Anti-SARS-CoV-2 antibody tests (1gG)
Surveillance

30.01.2021 EKMUD Covid Akademi




COVID-19 TANI TESTLERINE
GENEL BAKIS
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1.VIRUS iZOLASYONU

* Biyoguvenlik diizey-3 laboratuvarda
yapilmasi gereklidir.

e COVID-19 rutin tanisinda virus
izolasyonu (kultiirii) 6nerilmemektedir.

* Virus izolasyonu;

Antiviral arastirma

Patogeneze yonelik arastirmalar
Virus stabilite arastirmasi
Notralizan antikor test ¢calismalari
Asi gelistirme ¢alismalari
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2. SARS-CoV-2 RNA TESTI (RT-PCR)

* Altin standart nikleik asit NAA testleri yiiksek duyarlik ve 6zgiillige
amplifikasyon testleri (NAAT) sahiptir.

NAAT icin Ust ve alt solunum yolundan
alinan ornekler tercih edilir.

* En yaygin kullanilan gercek
zamanli revers transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
qPCR).

Bronkoalveolar lavaj, —
ETA, Balgam,

Nazofarengeal stirintu

Oro-farengeal sliriintu



Viral Yuk

Semptomlarin baslangici Semptomlarin sonlanmasi Cal|§ma|arr SARS-CoV-2 RNA'nin
.x Enfeksiyon . . e . v
2 * RNA klirensi, 6zellikle cok agir
£ olgularda artan antikor
i PR s !<9n.s§|ntr?.sy.onlar| ile her zaman
8 Dénemi iligkili degildir.
U
> . .o . .
=  Viral atilimin 6zellikle uzun sire
= semptomatik kalan hastalarda,

rRt-PCR Egik v
----5-“--“----‘--‘--‘“‘---‘--‘“ o= aglr OlgUIarda’ >60 ya§ Ve

-10 -5 0 5 10 15 20 25 erkeklerde daha uzun sureli

Semptomlarin baglagicindan sonraki giinler

e Gaita ile atilim siiresi USY
Yalanci negatif VlsneisgEtr numunelerine gore 7 guin (4-11
glin) daha devam eder.
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Viral Sacilim ! ——

COVID-19'un yayilma potansiyeli ile ilgili 6nemli bir soru;
RNA-pozitif bireylerin bulasici virlis yayip yaymadiklaridir.
viral replikasyonun semptomlarin baslamasindan 7-10 giin sonra durdugu,
ancak hastalarin bu noktadan sonra PCR ile 1-2 hafta RNA-pozitif olarak

saptandigini gostermistir.
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Ticari RT-qPCR Kitlerinin Degerlendirme Sonuclari

Orfla Orflab S M N

o e, g P N,
15361-15460 26141-26253 28555-28682
RARp E N

Hedef Gen Saptama limiti (kopya/Rxn) Duyarlilik Ozgiilliik
1-50 %92-100 %97-100
ORF-1a 1-10 %100 %96-100

RdRp 1-100 %90-100 %100
1-10 %98-100 %98-100

1-10 %92-100 %100
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COVID-19 PCR test sonuclari nasil
degerlendirilmelidir?

 Pozitif PCR testi kisinin enfekte oldugunu gostermektedir.

* Yalnizca viral RNA'nin varhgini gosterir ve mutlaka canli (replike olan)
virasun varligini géstermez.

* Hastalarda viral sacilim dalgalanmalar gdsterebilir.

e Ozellikle hastanede izlemi gerektirmeyen olgularda semptomlarin
baslamasindan ortalama 7-10 gun sonrasinda nadiren hicre kualtdrinde
uretilebilen aktif virts sacilimi goéralur.

* Ancak, agir olgularda ve immun baskilanmis bireylerde virlis sacilim suresi
daha uzundur.
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SUPHELI PCR SONUCU

* Bazi qPCR kitleri ile yuksek Ct degerlerinde yanlis sinyaller alinabilecegi icin zayif

pozitif sonuclarinin dikkatli yorumlanmasi gereklidir.

e Test sonuclarinin gecersiz veya stipheli oldugu ortaya ciktiginda;
* Yeni ornek alinmali ve
* Farkh gen bolgesini hedefleyen bir NAAT ile tekrar test edilmeli veya

* Niikleik asit dizi analizi ile dogrulama yapilmalidir.
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-
NEGATIF PCR SONUCU ‘/

* Klinik bulgulari veya temas oykustu varsa 24-48 saat sonra test tekrar
edilmelidir.

* Akciger tutulumu varsa alt solunum yolu ornegi ile test tekrar edilmelidir.

e |[kinci PCR test sonucu negatif gelen COVID-19 siipheli hastalarda antikor
testleri (semptomlarin baslangicindan itibaren en erken 14 gin sonra
olmak sarti ile) ile tani desteklenebilir.

Bir veya daha fazla negatif NAAT sonucu olasi COVID-19 tanisini ekarte
ettirmez.
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PCR Testleri ile %5-30 oraninda yalanci ,
° ege _ /
negatif sonuclar alinabilir! =

1. Numuneye ait faktorler:

v Uygun olmayan materyal ile numune alinmasi (PCR icin inhibisyon etkisi olan
pamuk, kalsiyum alginat ve ahsap yapidaki eklivyonlar kullaniimasi)

v" Numune kalitesinin distuk olmasi (cok az hasta materyali icermesi)
v Uygun olmayan anatomik bdlgeden numune alinmasi
v" Numune uygun sekilde islenmemesi ve/veya tasinmamasi

2. Hastaligin cok erken doneminde numune alinmasi, asemptomatik, hafif
semptomlu veya taburcu hastalardan numune alinmasi (dustk viral yuk)

3. PCR inhibisyonu
4. Mutasyona bagli primer ve hedef dizi arasinda uyumsuzluk sonucu
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PCR TESTiI KIMLERE YAPILMAMALIDIR?

* |zolasyonu sonlandirmak icin PCR testi gerekli degildir.

* Hastalik gecirenlerde ya da son asi dozundan sonra ilk 3 ay icinde COVID-19 ile

uyumlu bulgu ve belirtiler gelismedigi stirece PCR testi yapilmaz.

e Saglik calisani disinda temasli izleminde semptomatik olmayan olgularin PCR testi

ile degerlendirilmesi gerekli degildir.

* Yuksek riskli hasta gruplarinin bulundugu alanlarda calisan saglik personelinin

izolasyon suresinin sonunda PCR ile degerlendirilmesi 6nerilmektedir.
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PCR KAPASITESINI IYILESTIRMEK ICIN

* Alt solunum yolu drnekleri almak mumkun degilse, NAAT'In pozitif oranini iyilestirmek
icin daha sonraki hastalik doneminde diski ve kan ornekleri (serolojik tani) alinmali,

e Test ozgullugunu gelistirmek icin birden fazla hedef bolgeye yonelik NAAT kullanilmali,

* Tanisal duyarhligini artirmak icin; izolasyona alinan 6rnek hacmi ve teste alinan 6rnek
hacmi artirilmali,

* Numune tasima esansinda RNA'yi korumak ve virlst inaktive etmek icin ornekler,
TRIZOL, TRIZOL LS veya AVL tamponu gibi guanidin tuzu iceren reaktiflere konulmali,

* NAAT test sonuclarinin glvenilirligi icin izolasyon ve cogaltma reaksiyonunda uygun
pozitif, negatif ve inhibisyon kontrolleri kullanilmalidir.
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3. COVID-19 TANISINDA ANTIJEN T
TESTLERININ YERi?

» Ulkemizde antijen testleri COVID-19 vaka yénetim algoritmasinda yer
almamaktadir.

* Antijen testlerinin dogru yorumlanmasi icin hastaliga ait yerel, bdlgesel
ve Ulke capinda prevalans verisinin bilinmesi gereklidir.

* PCR testlerine ulasilamadigi veya hizli 6n degerlendirmenin gerekli
oldugu durumlarda antijen testlerinden yararlanilabilir.
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HIZLI ANTIJEN TESTLERI
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Spike Protein (S) * Ust solunum yolu érneklerinden viriisiin replikasyonu
esnasinda aciga cikan antijenik yapilari saptayacak

.g } Membrane Protein (M) sekilde dizayn edilmislerdir.
a.z Envelope Protein (E) Hizli tani icin Hedef Antijenik Yapilar:
5 ° * Spike glikoprotein (S), Zarf (E:envelope), Membran
Nucleoprotein (N) (M) ve Niikleokapsid (N protein) dort yapisal protein

-

.Jl

, ° . e . XY .o .e
.;Lf‘\ % *" Ribonucleic Acid (RNA) N protein antijeni diger yapisal antijenlere gore daha

ﬂ:_

-

kolay Uretilmesi ve SARS-CoV-2 icin S- glikoproteine

» W gore daha yuksek oranda korunmus oldugu icin en
f fazla kullanilan hedef antijendir.
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Hizli Antijen Testleri-2

Hizli antijen testleri icin minimum performans degerlerinde (2%80 duyarliik ve 297

ozgullik) olmak tzere;

A. Semptomlar basladiktan 5-7 gun icerisinde aktif olgularin saptanmasi amaciyla
kullanilabilir.

B. Tani kapasitesinin yetersizligi ve kapasitenin yayginlastirilmasi (de-santralizasyon):
* PCR testine erisimin sinirl olmasi (kirsal bolge, kapali yapi ve toplum vb),

* Saglik sisteminin asirt yuk nedeniyle stipheli vakalarin timunu NAAT ile test
etmenin mumkin olmadigi durumlarda veya test geri bildirim sirelerinin uzun

olmasi,
e Toplumsal bulasin yiiksek oldugu durumlarda olay yonetimi/salgina hizli yanit
vermek icin hizli antijen testleri kullanilabilir.
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\
Hizli Antijen Testleri-3

C. Kapali veya yari kapali toplumlarda (Okul, bakim evleri, hapishane, yurt,
gemi, is yeri vb) salgin incelenmesinin desteklenmesi ve salgin NAAT ile
dogrulanmasi durumunda risk gruplarinin taranmasinda kullanilabilir.

D. Toplumsal bulastiricithgin yuksek oldugu boélge ve yapilarda (saglik
merkezleri, bakim evleri, hapishane, okul vb) erken tani konulmasi ve
temasli takibi icin antijen testleri kullanilabilir.
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TARAMA AMACLI ANTIJEN TESTI KULLANIMI =

* Pozitiflik olasiligi yliksek olan epidemiyolojik olarak baglantili gruplarda
(0rnegin izlenmesi kolay olan saglik calisanlari gibi) asemptomatik
kisilerin taramasinda kullanilabilir.

Ancak, negatif sonu¢ mutlaka RT-PCR ile dogrulanmalidir.

 Taramalarda antijen testi ile pozitif bulunan olgular RT-PCR testi ile
dogrulanmalidir.

Yiiksek prevalans varliginda dogrulama testinin yapilmasi gerekli
olmayabilir.
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Antijen Test Algoritmasi (CDC)

Symptomatic

Antigen (+) Antigen (-)}
v
Confirm by NAAT?

NAAT(+) ~ NAAT()
v

Known Contact?®
Yes No

Infected with SARS-CoV-2°

Asymptomatic and
Close Contact with COVID-19

Antigen (+)* Antigen (-)*

v

Confirm by NAAT?

NAAT (+)

NAAT (-)

No current evidence
of infection™

Asymptomatic and
No Known Exposure?

Antigen (+)

v

Confirm by NAAT?
NAAT (+) NAAT ()

Not Infected with
SARS-CoV-2

Antigen (-)¢



SARS-CoV-2 icin Antijen Test Sonuclarinin
Degerlendirilmesi

SARS-CoV-2 icin bir antijen testinin sonuclari degerlendirilirken;

Kullanilan test kitinin 6zellikleri (analitik performans degerleri),

Kullanim amaci (érnegin klinik tani veya tarama),

Belirli topluluktaki SARS-CoV-2 enfeksiyonunun prevalansi (onceki 7-10 gin icindeki
pozitiflik orani veya toplumdaki vakalarin orani)

Test edilen kisinin klinik ve epidemiyolojik 6zellikleri (semptomlarin varligi ve siresi,
pozitif kisi ile temas, enfeksiyon bolgesine seyahat vb) dikkate alinmalidir.
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SARS-COV-2 ENFEKSIYONUNDA ANTIiKOR [}
YANIT

*S ve N proteinlerine karsi
antikor yaniti genellikle 10-21
gunde,

* Serokonversiyon tipik olarak ilk

Ab Diizeyi

3 hafta icinde gelisir.

e Genel olarak antikorlar 2-3.

ayda dusmeye baslar. Ay i

0 7 14 21 28 35 42
1 1 Semptomlar baslangic zamani
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SARS-COV-2 ENFEKSIYONUNDA ANTIKOR [}
YANIT! "

 COVID-19'a 6zglun antikorlarin ne kadar sure tespit edilebilir kaldigi ve
uzun sureli korumayla iliskili olup olmadigl bilinmemektedir.

e Orta-agir siddetli enfeksiyon gecirenlerde >%90 saptanabilir No6tralizan
antikor olusur ve enfeksiyondan sonra birkac ay boyunca nispeten yuksek

tirelerde kalir.

e Hastalarin kicuk bir ylzdesinde, ozellikle genc eriskin ve hafif seyirli
olgularda COVID-19 antikorlari gelistirmemektedir.
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SARS-CoV-2 Enfeksiyonunda Antikor Yaniti

e Spike protein reseptor baglanma alanina (RBD) ve nikleokapsid proteine
karsi gelisen antikorlar notralizan aktivite ile iliskilidir.

* Notralizan antikorlarin sagladigi koruma siresi bilinmemektedir.

 Hastalarda nukleokapsid proteinine ve spike proteininin reseptor
baglanma alanina karsi yliksek 1gM ve IgG antikor konsantrasyonlarina
ragmen RNA-pozitif kalabildigini gbéstermistir.

 CoV enfeksiyonlarinda gelisen hicresel immun yanita ait veriler cok
sinirhidir.

Deneysel calismalarda; solunum yolu mukozasindaki T hicreleri ile korunma
arasinda direk iliski gosterilmistir.
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ANTIKOR TESTLERININ KULLANIM ALANLARI

Seroloji;
e Klinik olarak akut vakalari tanimlamalk,
* Tedavinin takibi veya

* Temasli izleme amaciyla bagimsiz bir tani araci olarak
kullaniimamalidir.
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Antikor Testlerinin Kullanim Alanlari-2 et

* Hastaligin gec doneminde (semptomlarin baslangicindan =2 hafta) ortaya
ctkan hastalikta, 6zellikle virus atiliminin zamanla azalmasina bagli RT-PCR
valanci negatifligi durumunda anlamlidir.

* Epidemiyolojik amacli;

seroslrveyans, atak hizi, olgu 6lim hizi ve toplumdaki bagisiklik
durumunun saptanmasi ve saglik personelinin risk degerlendirmesi.

* Yiksek insidansli bir bdlgeden donen turist, is veya okula doénus
durumunda tarama amacl kullanilabilir.
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Antikor Testlerinin Kullanim Alanlari-3 -

* Plazma tedavisinde dondrden alinan plazmadaki antikor duzeylerinin

belirlenmesi amaciyla,

* Asi gelistirme c¢alismalarinda istenen bagisiklik yaniti olusturup

olusturmadigini (antikor dizeyi ve epitoplari) belirlemek amaciyla,

* Asiya bagh gelisen yanit ile gercek enfeksiyonu ayirt etmek icin farkl

antijenik yapilara karsi gelisen antikorlari belirlemek icin kullanilabilir.
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SARS-CoV-2 icin Antikor Test Sonuglarinin }
Degerlendirilmesi ]

* Antikorlar genellikle semptomlarin baslamasindan iki hafta sonrasinda
saptanmaya baslar.

* Antikor olusumu bagisik yaniti gosterir, ancak her zaman enfeksiyona karsi
koruyuculugu gostermeyebilir.

* Hastaligin prevalansin dustk oldugu toplumlarda yalanci pozitif test sonucu
g0z onunde bulundurulmalidir.

* IgM ve IgA testlerinin duyarlilik ve 6zgullGgu 1gG’ye gore daha dusuktar.
* Kantitatif sonuclarin anlami henlz bilinmemektedir.

* Kantitatif veya semi-kantitatif degerler; asi uygulama ve koruyuculuk
dizeyini belirlemek icin kullanilamaz.
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Molekiiler ve serolojik test sonuclarinin

yorumlanmasi

Klinik Onemi

Enfeksiyonun pencere doneminde olabilir

Enfeksiyonun erken donemi

Enfeksiyonun aktif donemi

Gec veya rekiirrent evresi

Erken donemde olabilir. RT-PCR'da yalanci
negatiflik

Gecirilmis enfeksiyon ve iyilesme

RT-PCR IsM IgG
+ - -
+ + -
+ + +
+ - +
- + -
- - +
- + +

[yilesme dénemi veya RT-PCR’da yalanci negatiflik

30.01.2021
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Hizli Antikor Testlerinin Analitik

Performanslari:

 Kohort gruplarinin secimindeki eksiklik nedeniyle oldukca degiskenlik
gostermektedir

v'hafif ve orta ila siddetli hastaligi olan hastalar,
v'genc ve yasli hastalar,
v'/numune alma zamanlarindaki farkhliklar,
v’kullanilan hedef viral proteinler
* Firma verilerine gore; relatif ozgullik %100 (yalanci pozitif sonu¢c YOK),

semptomlarda 4-10 icerisinde test yapildiginda duyarlilik %81 ve >10 gin
sonra test yapildiginda ise %97 olarak bildirim

* Yapilan calismalardan elde edilen analitik performans verileri arasinda
oldukca buyutk degiskenlikler s6z konusu
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Asilama sonrasi antikor bakilmali midir?

Kitlesel asilamalarda asilama oncesi ve

sonrasinda antikor bakilmasi

onerilmemektedir.
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