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OZET

Solunum yolu viriislari, pnémoni olgularimin yaklasik %25'den sorumlu olup, bu oran ¢ocuklarda ve
bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde artmaktadir. Viriislar, tek baslarina enfeksiyon etkeni ola-
bilecegi gibi, diger mikroorganizmalarla birlikte ko-enfeksiyon olusturabilirler veya diger mikroorga-
nizma enfeksiyonlarina zemin hazirlayabilirler. Viral enfeksiyonlarimin dogru tamimlanmas, antibi-
yotiklerin gereksiz kullamiminin 6nlenmesi, hastalarin uygun tedavi almasi, izolasyon énlemlerinin
yerinde ve zamaninda kullamlabilmesi agisindan onemlidir. Klinik bulgular ve semptomlar patojene
ozgii olmadign icin etken ayrimumn klinik olarak yapilmasi giictiir ve spesifik tam sadece mikrobiyo-
lojik testler ile miimkiindiir. Tamida, viriis kiiltiiri, antijen ve niikleik asit saptama testleri ile ¢zgiil
antikor testleri kullamlabilir. Guiniimiizde ilk sirayi, sagladig yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik ile niikleik
asit testleri alirken, segilmis hastalarda kullamilmak kosulu ile antijen testleri ikinci sirada gelmekte-
dir. Bu makalede tan testleri, avantaj ve sumrliliklart ile birlikte ele alinmigtir.

Solunum yolu viriislari, pnémoni olgularinin yakla-
sik %25'de etken olarak saptanmaktadir (1). Bu oran,
cocuklarda ve immiinsiiprese bireylerde artmaktadir
(2). Viral solunum yolu enfeksiyonlari, hafif kendi-
ni sirlayan ist solunum yolu hastaligindan, ciddi
veya 6limcil alt solunum yolu hastaliklarina kadar
degisen klinik tablolara yol acabilir. Klinik bulgular
ve semptomlar patojene 6zgii degildir, etken ayri-
minin klinik olarak yapilmas: gugtiir ve spesifik tani
i¢in mikrobiyolojik testler gereklidir. Solunum yolu
viral enfeksiyonlarinin dogru tanimlanmasi, anti-
biyotiklerin gereksiz kullaniminin énlenmesi, has-
talarin dogru yoénetilmesi, izolasyon onlemlerinin
yerinde ve zamaminda kullanilabilmesi agisindan
onemlidir. Virtslar, tek baglarina enfeksiyon etkeni
olabilecegi gibi, diger mikroorganizmalarla birlikte
ko-enfeksiyon olusturabilirler veya diger mikroorga-
nizma enfeksiyonlarina zemin hazirlayabilirler.

Yaklagik 20 yil 6nce insanda sadece alt1 adet solunum
virtisii [respiratuar sinsitiyal viras (RSV), influenza

virus (INF), parainfluenza virtis (PIV) 1-3, rinoviriis
(RV), insan koronaviriisleri (HCoV) OC43, 229E ve
adenoviriis (AdV)] bilinmekte idi. Molekiiler mikrobi-
yolojide yasanan ilerlemeler ile insan metapnémoviriis
(hMPV), yeni koronavirtsler (CoV), PIV-4 ve kiiltirt
yapilamayan yeni rinoviriisler de bu listeye eklenmis-
tir (3). Cografi sartlara, mevsimlere ve yag gruplarina
gore degismekle birlikte, INF A, INFB, RSV, PIVs, AdV,
hMPV ve RV sik saptanan viriislerdir (4-6).

ONEMLI SOLUNUM YOLU ViRUSLERI

1. influenza Viriis

Iinfluenza virtis, Orthomyxoviridae ailesinden, zarfh,
segmentli, helikal simetrili, negatif polariteli tek ip-
likli bir RNA viriisiidiir (7). insanlar1 enfekte eden tic
farkls tiirii vardir: INF A, B ve C. influenza A, insan-
lar, domuzlar, atlar ve kuglar dahil olmak tizere bir-
den fazla tiirii, INF B sadece insanlari, INF C domuz
ve insanlari enfekte ederek hastaliga neden olur.2011
yilinda influenza benzeri hastalig olan bir domuzdan



izole edilerek tanimlanan INF D ise sadece sigirlarda
hastalik yapmaktadir (8).

Influenza A virtisii ytizeyindeki hemaglutinin (HA)
glikoproteinin 18, néraminidaz (NA) glikoprotein
ise 11 alt tipi bulunmaktadir. Influenza A viriisiiniin
dogal rezervuar olan su kuglar1 ve go¢men kuglar 16
farkli HA ve dokuz farkli NA tipinin kombinasyon-
larimi barindiran viriislerle enfekte olabilmektedir.
Yarasalarda H17N10 ve H18N11 alt turleri tanim-
lanmigtir. Potansiyel olarak 198 farkli INF A alt tipi
kombinasyonu varken, bunlarin sadece %7’sinin
insanlar1 enfekte ettigi bildirilmigtir. Gunimuzde
insanlarda HIN1 ve H3N?2 tiplerine sahip INF A vi-
riisleri bulunmaktadir (9).

influenza viriislerin segmentli RNA’ya sahip olmasi
nedeniyle, iki farkli INF sugu aym1 anda ayni hiicreyi
enfekte ettiginde, RNA parcalar: arasindaki yeniden
diizenleme sonucunda tamamen farkl yeni bir susg
olusabilmektedir. Eger meydana gelen 6zgun virts
ayni zamanda yitksek dizeyde enfeksiyéz ise tim
diinyay: etkileyen salginlara (pandemi) neden olabil-
mektedir. Kug ve domuz kaynakli INF A virtslerinde-
ki cesitlilik nedeniyle bu viraslerin pandemik potan-
siyelini izlenmektedir. Viriislerin insanlarda yayilma
potansiyeli ve neden olacag: hastaligin siddeti 6ngo-
riilerine dayali olarak potansiyel pandemi riski deger-
lendirilmektedir. izlenen influenza A suslar1 arasinda
H7N9 en yiiksek risk skoruna sahip olandir (10).

Influenza B viriisti mevsimsel grip etkenidir. Dola-
simda Yamagata ve Victoria olarak adlandirlan iki
farkli soy bulunmaktadir. Influenza C viriisii ise, do-
lasimda tek bir soy halinde bulunur ve sporadik en-
feksiyonlara neden olmaktadur.

Giiniimiizde diinya capinda kiiresel influenza siirve-
yanst “Global Influenza Surveillance and Response
System (GISRS)” kapsaminda; 113 tlkede 144 ulu-
sal influenza siirveyans merkezi, Diinya Saglik Or-
giitii (DSO) ile isbirligi halinde influenza siirveyans
¢ahismalarini yiriitmektedir. Ulkemizde de sentinel
siirveyans, “Influenza Benzeri Hastalik Siirveyansi”
bi¢iminde 2005 yilindan bu yana siirdirilmektedir.
Aralik 2015 tarihinden itibaren “Agir Akut Solunum
Yolu Enfeksiyonlar1 Sirveyansi” uygulanmasina ge-
¢ilmistir. Stirveyans ¢aligmalarinin amac, influenza
sezonununu izlemek, baglangic ve bitis zamanim
tespit etmek, dolagimdaki viriis suglarini saptamak,
antiviral ilaglara kars: direnci degerlendirmek, agilar-
da kullanilacak viris tiplerini belirlemek, hastahgin
siddetini ve viriis suglar ile hastalik siddeti arasin-

daki iligkiyi belirlemek seklinde sayilabilir (11,12).
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Ulkemizde 2018-2019 sezonunda pozitif 6rneklerin
%77.2’sinde INF A H3N2, %8,7’sinde INF A HIN1-
pdm09 ve %13.4'de INF B saptanmigtir (13).

Influenzaya kars1 korunmada en etkili yéntem agidir.
As1, her yil yaygin olmasi beklenen suglari kapsaya-
cak sekilde degistirilmektedir. DSO, 2020-2021 yih
agisinda, belirlenen dért susun (A/Hawaii/70/2019
(HIN1) pdm09, A/Hong Kong/45/2019 (H3N2),
B/Washington/02/2019 (B/Victoria soyu), B/Phu-
ket/3073/2013 (B/Yamagata soyu)) benzeri virisle-
rin bulunmas: gerektigini bildirmistir (14).

2. Rinovirus

Picornaviridae ailesinde Enteroviriis cinsine ait pozitif
polariteli, tek sarmalli bir RNA viriistidar. Rinovirus-
lar 160'dan fazla tipi barindiran tg tire ayrilir (RV-
A, RV-B ve RV-C) (15). Cocuklarda ve yetigkinlerde
yaygin olup, genellikle soguk alginligi, nezle olarak
tanimlanan solunum yolu enfeksiyonlarina yol acar-
lar. Toplum kékenli pnémonilerin %4.9-30.6’sinda
RV’ler tespit edilmigtir (16). Yagh, hastanede yatan,
bagisiklig: baskilanmig ve altta yatan kronik akciger
hastalig olan hastalarda daha siddetli enfeksiyonla-
ra yol acabilmektedir. Rinoviraslar, ABD’de Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi'nin (CDC) Toplum Kay-
nakli Pnémoni Etiyolojisi (EPIC) ¢alismasinda, top-
lum kékenli pnémoni ile hastaneye yatirilan hasta-
larin st solunum yolunda en sik saptanan patojen
olarak bildirilmistir. Ote yandan semptomatik pedi-
atrik hastalarda siklikla diger solunum virisleri ile
birlikte saptanmasi nedeniyle toplum kékenli pno-
moni ile arasindaki nedensellik iligkisi tam olarak
aciklanamamigtir (17,18). Rinovirus enfeksiyonu ne-
deniyle 6len hastalarda, RV viremisi ile, siddetli has-
talik arasinda korelasyon olabilecegi 6ngérilmustir.
Ozellikle RV-C’nin viremi ile yiiksek oranda iliskili ol-
dugu ve viremi saptanmasinin pediatrik pnémonide
onemli bir tanisal gosterge olabilecegi bildirilmigtir
(19). Yetigkin hastalarda ise RV viremisi ile klinik se-
yir arasinda net bir iliski saptanamamigtir (20). Ri-
novirus enfeksiyonlarinin 6zgiil bir tedavisi yoktur,
viriisiin ¢ok sayida serotipinin varhigi ve immin ya-
nitin uzun siireli olmamasi ag1 gelistirme cabalarim
olumsuz yénde etkilemektedir.

3. Respiratuar Sinsitiyal Viriis (RSV)

RSV, Paramyxoviridae ailesi, Pneumovirus cinsinde
yer almaktadir. Yenidogan ve kiigik cocuklarda bron-
siyolit ve pnémoni gibi alt solunum yolu enfeksiyon-
larinin en sik nedenidir (21). RSV enfeksiyonlar: 65
yas ve ustii, kronik kalp veya akciger hastalig: olan,
bagisiklik sistemi zayiflamis yetigkinler icin de cid-
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di olabilmektedir. Her yil ABD’de RSV enfeksiyonu
nedeniyle 177.000°den fazla yagh yetiskinin hasta-
neye kaldirildigi ve bunlarin da 14.000'in sldugg,
Ingiltere’de ise y1lda 18.000 kisinin hastaneye yattig:
ve 8400 ¢lim meydana geldigi tahmin edilmektedir
(22,23). Yetigkinlerde alt solunum yolu enfeksiyon-
larinin %1-10'nunun, kronik hastalik ve transplan-
tasyonu olan hastalarda ise %2-14"tiniin RSV’ye bagh
oldugu gosterilmigtir (24). RSV i¢in heniiz lisansh bir
ag1 bulunmamakla birlikte caligmalar siirdirillmekte-
dir (25). Pediyatrik hastalarda RSV’nin neden oldugu
ciddi solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisi veya
onlenmesi icin ABD Gida ve Ilac Dairesi (FDA) tara-
findan onaylanan iki antiviral ila¢ bulunmakta olup,
bunlar tedavi icin aerosolize ribavirin ve profilaksi
i¢in palivizumab (Synagis®)’dur.

4. Metapnomoviriis

Kus ve insan metapnémo virtsleri olmak itizere iki
tarden olugurlar ve RSV'yi de iceren Pneumoviridae
ailesinde yer alirlar. Zarfli, segmentsiz, negatif pola-
riteli, tek sarmalli RNA viriisii olup, A ve B olarak iki
alt gruba ayrilir (26). Ik defa 2001 yilinda Hollanda’lh
aragtirmacilar tarafindan tanimlanmasina ragmen,
Kanada'da 1993 ile 2000 yillar1 arasinda ve ABD'de
1976 ile 2001 yillar1 arasinda toplanan 6rneklerde
de hMPV tespit edilmigtir (27-30). Bu caligmalar
hMPV’iin yillarca tespit edilmeden dolagimda oldu-
gunu gostermektedir. Yakin akrabasi olan RSV gibi,
hMPV enfeksiyonlar1 asemptomatik olabildigi gibi
hafif soguk alginligindan agir brongiyolit ve pno-
moniye kadar farkli klinik tablolara neden olabil-
mektedir. Yetigkin hMPV enfeksiyonlar: esas olarak
yaslilar1 ve kronik rahatsizliklar: olanlar etkilemekte
ve RSV enfeksiyonlarina benzer sekilde kardiyak ve
pulmoner komplikasyonlara neden olabilmektedir.
Spesifik antiviral tedavisi ve agis1 bulunmamaktadur.

5. Parainfluenza Viriis

Paramyxoviridae ailesinde yer alan negatif polarite-
li, tek sarmalli RNA virtsiidiir. Dért serotipi vardir
(PIV 1-4) ve mevsimsellikleri tiire gore degiskenlik
gosterir (7). Iiman iklimlerde, PIV’ler alt1 ay ile alt1
yas arasindaki ¢ocuklarda iki yilda bir krup salgin-
larina neden olmaktadir. PIV-2 enfeksiyonlar1 PIV-
1 ve PIV-3'den daha az olmak uzere her yil 6zellikle
sonbaharda gériilar. PIV-3 enfeksiyonlar: genellikle
ilkbahar ve yaz baginda saptanir, PIV-1 ve PIV-2'nin
gorilmedigi senelerde yil boyunca ortaya ¢ikabilir.
PIV-4 daha az siklikta tespit edildigi i¢in mevsimsel
ozellikleriiyi karakterize edilememistir (3). PIV, co-
cuklarda krup hastaliginin 6nde gelen nedenlerinden

biridir. Saglikl yetiskinlerde genellikle asemptoma-
tik veya hafif iist solunum yolu enfeksiyonlar: sek-
linde goriiliir. Ozellikle bagisikligi baskilanmig veya
yash hastalarda ise yasamu tehdit eden alt solunum
yolu enfeksiyonlar1 gériilmektedir. Heniiz spesifik
bir antiviral tedavisi veya agis1 bulunmamakta, as1
calismalar1 devam etmektedir.

6. Koronaviriis

Coronaviridae ailesinin Orthocoronavirinae alt aile-
sinde yer alirlar. Pozitif polariteli, tek sarmalli, zarfl1
RNA virtsleridir. Genom boyutlar: 26 ila 32 kilobaz
(kb) arasinda degisen CoV’ler, RNA viriisleri icinde
en biiyik genoma sahiptirler. Genetik ve antijenik
kriterlere gére alfa, beta, gamma ve delta-corona-
viriis olmak tizere dort gruba ayrihirlar. Alpha-CoV
(HCoV-229E, HCoVNL-63) ve beta-CoV’ler (HCoV-
0C43, HCoV-HKU-1, SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-
CoV2) genellikle insanlarda solunum yolu hastaligi-
na ve hayvanlarda gastroenteritlere neden olurken,
gama ve delta-CoV kanathlarda enfeksiyon olustur-
maktadir (31,32). SARS-CoV2, yeni nesil dizileme ile
SARS-CoV ile %79 ve MERS-CoV ile %50 homoloji
gostermektedir. Filogenetik analizler, SARS-CoV-2’yi
beta-coronavirus cinsinin Sarbecovirus alt cinsi alti-
na yerlestirmigtir (33,34).

SARS-CoV (2002), MERS-CoV (2012) ve halen de-
vam eden pandeminin etkeni SARS-CoV2, son 20
yilda 6nemli salginlar meydana getirmislerdir. SARS-
CoV salgimi sirasinda yaklagtk 8098 SARS vakasi
rapor edimis olup, élim oranm1 %10'dur. Olim orani
60 yas usti popiilasyonda %50’ye ulagmigtir. SARS,
ozellikle Giineydogu Asya ve Kanada'da da yiiksek
bir ekonomik ¢ékiise de neden olmustur (35,36).
SARS-CoV’un (in at nali yarasalarindan kaynaklan-
dig1 digtunilmektedir. MERS ilk olgulari, 2012'de
Suudi Arabistan'da saptanmstir. DSO kayitlarina
gore kiiresel olarak toplam MERS-CoV vaka sayist
2519 ve 6lim orani %34.4'dir (37). MERS-CoV'un
HKU4 ve HKUS ile yiiksek oranda iligkili oldugu ve
yarasalardan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Insa-
na bulagmanin tek horgiclit develer araciig ile ol-
dugu saptanmigtir. SARS-CoV2 ise ilk olarak Cin'in
Wuhan sehrinde saptanan pnémoni vakalarinda 7
Ocak 2020°de tanimlanmigtir. Hastalik COVID-19,
etken viriis ise SARS CoV’e yakin benzerliginden do-
lay1 SARS-CoV?2 olarak isimlendirilmistir (36,38). 11
Mart 2020 tarihinde DSO tarafindan pandemi ilan
edilmigtir. COVID-19'un dogrudan yarasalardan bu-
lagip bulagmadigy, ara konakgilarin olup olmadig: ha-
len aragtirilmaktadir. Yilan, vizon, pangolin olas: ara
konakg olarak ileri stiriilmiigtiir (39,40).



7. Adenoviriis

Insan adenovirisleri, Adenoviridae ailesinin Masta-
denoviriis cinsinde yer almakta olup, zarfsiz, ¢ift sar-
malli DNA viriisleridir. Bugine dek A'dan G'ye kadar
(HAdVA-G) 7 tirt ve 88 tipi tanimlanmigtir (41).
Adenovirisler bircok doku ve organi enfekte edebi-
lirler. Solunum yollarinda soguk alginlig:, farenjit,
faringo-konjunktival ateg, krup (larongeaotrakeab-
ronsit), brongit, pnémoni ve bogmaca benzeri hasta-
lik seklinde klinik tablolar olugturabilir. HAdV3,7, 11
ve 14, solunum yolu enfeksiyonlarinda baskin olan
tiplerdir. HAdV-11 ve HAdV-14 aras1 bir rekombi-
nasyon olan HAdV-55, 2004’ten itibaren Turkiye'de,
Singapur'da, Kore'de sporadik veya toplum kokenli
pnémoni olgularinda bildirilmigtir. HAdV-55"in diger
serotiplere (HAdV-3, 7 ve 14) kiyasla siddetli pnémo-
ni ile daha yakindan iligkili oldugu disiintilmektedir.
Adenoviris tip 4 ve 7’ye karg1 olan ag1 ABD'de sadece
askerlere uygulanmaktadir (3,42).

MiKROBIYOLOJiK TANI YONTEMLERI

Tanilaboratuvarinin birincil amaci, hastanin yararina
olacak sekilde, dogru ve giivenilir sonuglar: zamanin-
da saglamaktir. Bunun gerceklesebilmesi, test istemi,
numune alinmasi, tagima, testler ve raporlama basa-
maklarinin kalite siireclerine uymasi ile miimkundiir.
Bu siirecte numune kalitesi 6nemli olup, dogru yer-
den, yeterli miktarda ve dogru zamanda alindiginda
yararli ve givenilir sonuglar uretilebilmektedir (3).

Viriis enfeksiyonlar: tanisinda kullanilabilecek yon-
temler: viriis kiltiird, virtisiin antijen veya niikleik
asidinin saptanmasi, viriis antijenlerine yonelik an-
tikorlarin aragtirilmasidir. Yaklagik son 10 yilda mo-
lekiiler yontemlerdeki gelismeler sayesinde daha hizli
ve dogru taniya duyulan gereksinim dogrultusunda
yeni yontemler kullamima girmistir. Molekiiler tek-
niklerde viriisiin canl izolasyonuna gerek olmamasi,
laboratuvar ve diger personel tizerindeki biyogiiven-
lik riskini en aza indirmis, hizli tani ile tedavinin dog-
ru yonlendirilebilmesi saglanabilmistir (43).

Viriis Kiltard

Hiicre kiiltiirii viral solunum yolu hastaliklarinin ta-
nisinda onlarca yildir altin standart olarak degerlen-
dirilmigtir. Virtas kiltari, tipki bakteri kiltirtiinde
oldugu gibi canli viriisiin saptanmasinda, viral pa-
togenez ¢alismalarinda, ag1 gelistirme siireglerinde,
genotipik degisikliklerin fenotipik etkilerini deger-
lendirmede, anti-viral ila¢ caligmalarinda, yeni viriis-
lerin aragtirilmasinda gerekli bir yontemdir. Ancak
zaman alic1 olmasy, iyi egitimli personel ve 6zel do-
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nanmimli laboratuvar gerektirmesi, yitksek riskli viriis-
lar i¢in biyogtivenlik riskleri tagimasi, baz viruslerin
hiicre kiiltiiriinde tretilememesi gibi faktérler rutin
tanida kullamiminda sikintilara yol agmaktadir. Bu
nedenle giintimiizde daha hizl, duyarl ve 6zgiil olan
nikleik asit amplifikasyon testleri (NAT) viroloji la-
boratuvarlarinda kullanilan baghca rutin tan: yonte-
mi haline gelmigtir. Ayrica, yash erigkinlerin solunum
yollarindaki viral enfeksiyonlarda daha dusgiik viral
yiklerin olmasi, viral kiltirlerin duyarhiligini etkile-
yebilmektedir.

Tibbi olarak énemli virtslerin timi tek bir hucre
kiltiri hattinda tretilememektedir. Bu nedenle,
laboratuvarin dogru secimleri yapabilmesi, gerek-
tiginde birden ¢ok hucre hattini kullanabilmesi i¢in
hangi virtislerden stiphelenildigi konusunda klinik
bilgi verilmesi gerekmektedir. Geleneksel hucre kiil-
tiri yontemleri yam sira, antijen tespitine dayals,
santriftij basamaklari iceren ve tani siiresini kisaltan
“Shell Vial (SV)” hiicre kiilturii yontemleri de kulla-
nilmaktadir. “Shell vial” hucre kiltara yoéntemiyle
tespit edilebilecek viral patojenlerin sayisini arttir-
mak amacyla R-mix (Diagnostic Hybrids, A.B.D.)
gibi, iki farkl hiicre tipi (vizon akciger hiicreleri ve
insan adenokarsinom hiicreleri) iceren 6zel tasarimh
flakonlar kullanilabilmektedir. Bu sayede influenza
A/B, PIV 1-4, RSV ve adenoviriisler aym kiltarde
tespit edilebilmektedir. “Shell vial” hiicre killtari ile
geleneksel kiltiriin duyarlilig: ve 6zgilligi korunur-
ken, etkenin saptanma stiresi bir-iki giine diigiirebil-
mektedir (44). Pandemik INF-A (H1N1) nedeniyle
hastaneye yatirilan 18 yag ustii hastalarda NAT, SV
ve geleneksel hiicre kiiltiirti yontemlerinin karsilagti-
rildig1 bir calismada, ortalama tespit siireleri sirasiyla
dort saat, 48 saat ve yedi giin olarak bulunmustur.
Ayni caligmada geleneksel ve SV kiiltiirlerin, INF-A
viriisiniin saptanmasi i¢in yararh ancak zaman ali-
a1 yontem olduklar: ve viris alt tiirlerini ayirt etmek
icin ek testlerin gerektigi vurgulanmigtir (45).

Hiicre kiiltiirii, dezavantajlarina ragmen, SARS-CoV2
gibi yeni virtslerin tani, tedavi, ag1 caligmalar: ve bi-
limsel aragtirmalarda 6énemli bir yéntem olmaya de-
vam etmektedir. COVID-19 6rneginde oldugu gibi
nétralizasyon antikor testlerinde, uzun stire PCR po-
zitifligi devam eden kigilerin 6zellikle saglik caliganla-
rinin ise dénis zamanlarinin belirlenmesinde, izolas-
yon onlemlerinin sonlandirilmasina iligkin verilerin
toplanmasinda, profilaktik veya tedavi edici bilegikle-
rin etkinliklerinin degerlendirilmesinde ve molekiler
testler icin pozitif kontrol eldesinde hiicre kiiltiri
yontemlerinin kullanilmas: gerekmektedir (46).
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Antijen Testleri

Antijen testleri, viral enfeksiyonun varhigini géste-
ren spesifik bir viral antijeni saptayan immiinolojik
testlerdir. Herhangi hedefi veya bir sinyali amplifiye
etmedikleri i¢in, kiiltiir veya NAT’dan daha az duyar-
lidirlar. Influenza viriisleri ve RSV basta olmak iizere
dzellikle semptomlu hastalarda solunum viriislerinin
tanist icin yaygin olarak kullanilmaktadir (47). Tum
yas gruplarinda INF A ve B testleri kullanilirken, RSV
antijen testleri daha ¢ok ¢ocuk popilasyonlarinda
kullanilmaktadir (48). Antijen testleri nispeten ucuz-
dur ve genellikle 6zel laboratuvar kogular1 gerektir-
mez. Kullanimda olan testlerin ¢ogu, yaklagik 15-20
dakika icinde sonuglanmakta, sonuglar dijital okuma
sistemleri veya goz ile degerlendirilmektedir.

Influenza tanisinda tic dijital (BUDDI, Sofia INF A+B
Fluorescence Immunoassay, BD Veritor System Flu A
+ B) ve bir geleneksel (SD Bioline INF Ag A/B) hizh
antijen testinin RT-PCR ile kargilagtirildig: bir ¢alig-
mada, duyarlilbk INF-A icin sirasiyla; %87.7, %94.5,
%87.7, % 72.6, ozgilluik %100, %97.7, %96.5 ve
%100, INF-B i¢in %81.7, %91.7, %81.7 ve %78.3,
ozgiillik ise sirasiyla %100, %95.3, %100 ve %100
bulunmustur (49). Influenza tanisinda farkl anti-
jen testlerinin RT-PCR ile kargilagtirildig: bagka bir
calismada, duyarlilik INF-A i¢in %53.9-74.2, INF-B
i¢in %71-82.5 arasi saptanmusg, 6zgullitk %100 olarak
bulunmustur (50). Her iki caligmada da dijital okuma
sistemli testlerin duyarhhiginin daha yiiksek oldugu
vurgulanmistir.

Belgika'da ¢ influenza sezonunda, solunum 6rnek-
lerinde hizhi antijen testlerinden “Coris Influ A + B
K-SeT” ve “BD Veritor Flu A+B”nin kargilagtirildig:
calismada, Veritor sisteminin duyarhilik ve negatif
prediktif degeri daha yiiksek iken, 6zgiillik ve pozi-
tif prediktif deger Coris testinde daha yitksek sap-
tanmigtir. Belcika ulusal influenza referans merkezi,
2014-2015 ve 2016-2017 grip sezonlarinda agirhk-
L1 olarak INF-A (¢ogu H3N2) ve az miktarda INF-B
(cogu Yamagata soyu) saptamig, 2015-2016 grip se-
zonunda ise INF-A (cogu pdmH1N1) ve INE-B (cogu
Victoria soyu) esit siklikta bildirmistir. Bu dénemleri
kapsayan calismada her iki test ile iyi performans
elde edilmis ve hastanin yaginin testler iizerine etki-
sinin olmadig: saptanmgtir (51).

Influenza ile ilgili 162 ¢alismanin (130 hizli antijen
testi, 19 dijital immunassay ve 13 NAT) degerlendi-
rildigi bir meta-analizde INF-A i¢in duyarhlik sira-
siyla %54.4, %80, %91.6, INEF-B i¢in %53.2, %76.8,
%95.4, 6zgiillik ise her ti¢ yéntem icinde > %98 ola-

rak tespit edilmistir. Hem dijital hem de hizh anti-
jen testlerinin performans: ¢ocuk hastalarda erigkin
hastalara gore daha iyi iken, NAT testlerinde ise yagin
etkisi gozlemlenmemistir. Ozellikle yash hastalarda
geleneksel hizli antijen testlerinin digiik duyarlilik-
lar1 nedeniyle kullanilmamas: énerilmektedir (52).

RSV, antijen testlerinin stk kullamldigi diger bir
viral solunum yolu enfeksiyonudur. “ImmuView
RSV”antijen testi ve “Alere BinaxNOW RSV” kart
testinin kargilagtinldign bir ¢calismada 219 ¢ocuk,
281 yetigkin hasta degerlendirilmis ve antijen test-
lerinin duyarhliklar1 %50nin altinda bildirilmigtir.
Gocuklarda (< 6 yag) ve bogaz surtntisi digindaki
suriintd 6rneklerinde antijen testlerinin duyarlilik-
lar1 daha yiiksek saptanmigtir. Antijen testlerinin
duyarliligi RT-PCR pozitif 6rneklerde degerlendirildi-
ginde RSV-A i¢in %39-59, RSV-B i¢in %2-19 olarak
bulunmustur. Ozgiilliik daha yiiksek olup, her iki yas
grubunda > %93 olarak saptanmigtir. RSV antijen
testlerinin diigitk duyarhliklar: nedeniyle negatif so-
nuglarin RSV RT-PCR ile dogrulanmas: énerilmekte-
dir (53).

Doért farkli hizli RSV antijen testinin (Alere Binax
NOW, BD Veritor Sistem, SD RSV BIO LINE ve Hu-
masis RSV) karsilastirlldign bagka bir calismada,
RSV-A ve B i¢in duyarhilik %61.3-67.5 arasinda sap-
tanmigtir. Duyarlilik, yas gruplarina gore incelen-
digindel yas altinda dért antijen testin ortalamas
%80.2, 10-65 yagta %32.5 ve > 65 yasta %48.2 olarak
saptanmustir. {leri yaglarda viral titrenin daha disgiik
ve viral sa¢ihmin daha kisa stireli oldugu, bu nedenle
RSV hizli antijen testlerinin pediatrik popiilasyonda
daha yararh olacag bildirilmistir (54).

RSV hizli antijen testlerini degerlendirilen bir me-
ta-analizde, ¢caligmalarin %83’tiniin ¢ocuk, %3’inin
erigkin hastalara ait oldugu belirlenmistir. Testlerin
duyarhliklar1 ve 6zgillukleri sirasiyla %80 ve %97
iken, cocuklarda duyarhlik (%81), yetigkinlere gére
(%29) daha yiksek saptanmugtir. Testlerin duyar-
libk hesaplamasinda altin standart olarak RT-PCR
kullanildiginda sonu¢ %74, imminfloresan testler
kullanildiginda %88 bulunmustur. Uretici firmala-
rin muhtemelen RT-PCR testlerini referans standart
olarak kullanmadiklarinda testlerin duyarhliklarim
daha yiiksek saptadiklari digiiniilmektedir. Sonug
olarak bu calismada, RSV hizli antijen testlerinin
zayif duyarliliklar1 nedeniyle yetigkinlerde kullani-
minin engellenmesi gerektigi vurgulanmaktadir (55).

Antijen testlerinin belli endikasyonlarda énem ka-
zanmaya bagladig1 bir diger enfeksiyon COVID-



19'dur. Hem DSO hem de FDA, SARS-CoV-2'yi ta-
nimlayabilen antijen testleri i¢in acil kullanmim izni
(EUA) ve yetkilendirmeler saglamistir. SARS-CoV-2
antijen testleri, diger enfeksiyonlarda oldugu gibi
RT-PCR’a gore daha az duyarhdir. Ancak kisa siirede
sonu¢ alinabilmesi, laboratuvarlar disinda hasta ba-
sinda uygulanabilmesi ve baz: iilkelerde PCR testine
gore nispeten ucuz olmasi nedeniyle 6zel kogullarda
hastalarin hizli bir gekilde tanimlanmasi ve izolas-
yonu i¢in kullanilmaktadir. SARS-CoV-2 hizl anti-
jen testleri en iyi performansi, viral yiikiin yiksek
oldugu akut enfeksiyon déneminde gostermektedir
[< 25cycle treshold (Ct) degerleri ya da viral yiik >
1.000.000 kopya/mL]. Bu nedenle pre-semptomatik
ya da semptomlarin ilk bes giiniinde olan vakalarda
calisilmas1 onerilmektedir. DSO bu testlerin icin du-
yarlilik > %80, 6zgillik > %97 olmasini, Avrupa Has-
talik Onleme ve Kontrol Merkezi (ECDC) ise duyar-
lilik >%90, 6zgullik > %97 olmasini énermektedir.
RT-PCR sonuglar altin standart olarak kullanildigin-
da hizh antijen testlerinin duyarhliklar1 %29 (%95 CI
15.7-42.3) ile %93.9 (%95 CI 86.5-97.4), dzgillikleri
%80.2 (%95 CI 71.1-86.7) ile %100 (%95 CI 98.8-
100) arasinda degistigi saptanmgtir (56,57).

Dort hizli COVID-19 antijen kitini kargilagtirildig:
bir caligmada, Ct degerlerine gére alt1 gruba ayrilan
76 klinik 6rnek, daha sonra viriis izolasyonuna alin-
mugtir. Tim hizh antijen testleri diigik Ct yani yuk-
sek viral yiik degerlerine sahip érneklerde viral anti-
jenleri bagaril sekilde tespit etmekte, ancak benzer
Ct degerlerine sahip 6rneklerdebaz: kitlerin pozitif,
bazilarinin negatif sonu¢ verdigi bildirilmektedir. Bu
durumun, viral RNA ve protein iceriginin érnekler
arasinda farkli olmasi veya bazi numunelerin hizh
antijen testleri icin inhibitérler icermesi nedeniyle
olabilecegi vurgulanmaktadir. Viriisiin izole edildigi
birka¢ érnekte ise tiim hizli antijen testlerinin negatif
olarak saptanmasi, bu testlerin bulagici, SARS-CoV-2
sacan hastalarin timini teghis etmede bagarisiz ola-
bilecegini géstermektedir. Dort hizhi antijen testinin
duyarliligimin RT-qPCR’den daha distk, ancak viriis
izolasyonuna benzer oldugu saptanmistir (58).

Antikor Testleri

Viral patojenlere karsi, sivisal ve hiicresel bagigik
yanit, mukozal ve sistemik olarak birlikte gelismek-
tedir. Ancak klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarin-
da antikor yamitlarinin degerlendirilmesi mevcut
yontemler ve uygulama kolaylig1 nedeniyle hiicresel
bagisik yamitin degerlendirilmesinden daha yaygin-
dir. Antikorlarin tespiti i¢in klinik ¢esitli serolojik
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yontemler uzun yillardir kullanilmaktadir. Komp-
leman fiksasyon testi ve immiinodifuzyon testi gibi
bazi yontemler agamal olarak kaldirlmig ve yerini
daha hizh, duyarl, 6zgiil, otomatize yéntemlere bi-
rakmigtir. Giintimiizde klinik viroloji laboratuvarla-
rinda kullanilan antikor saptama yéntemleri; nét-
ralizasyon, hemaglutinasyon inhibisyonu, floresan
imminassay (IFA), enzim immiinoassay (EIA veya
ELISA) ve Western blot (WB) testleridir. Antikor
testleri, viriisa, 6rnek alinma zamanina, hedeflenen
immunoglobulin (Ig) izotipine ve hastanin klinik 6y-
kiisiine bagli olarak enfeksiyonun farkl tiplerini veya
dénemlerini gosterir. Hastanin 6nceki enfeksiyonlar:
veya agilar ile bagigiklik durumu sonuglar etkiler.
Antikor testleri genellikle, gecirilmis enfeksiyonu
saptamada, epidemiyolojik aragtirmalarda veya nét-
ralizan antikorlarin saptanmasi yolu ile ag1 yanitlari-
nin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (59).

Akut viral solunum enfeksiyonlarinin tanisinda anti-
kor testleri sinirli bir role sahiptir. Antikor testleri ile
akut enfeksiyonu degerlendirmede iki yol izlenebilir:

a. Akut ve konvelasan dénemde alinacak iki serum
6rneginde 6zgil IgG titresinde anlamh artis1 gos-
termek,

b. Ozgiil IgM antikorlarinin saptamak.

Akut enfeksiyonlarda her zaman saptanabilir IgM ya-
nitinin olmamasi, baz hastalarda IgM pozitifliginin
aylarca saptanabilmesi veya ¢apraz reaksiyonlara bag-
liyalana pozitiflikler testlerin duyarlihik ve 6zgilluga-
nu etkilemekte, klinik yorumunu gii¢lestirmektedir.
Multipleks antikor testi olan Pneumoslide IgM (Vir-
cell, ispanya), insan serum/plazmasinda, Legionella
pneumophila serogrup 1, Mycoplasma pneumoniae,
Coxiella burnetii, Chlamydophila pneumoniae, adenovi-
ris, solunum sinsityal viriis, influenza A, influenza B
ve parainfluenza viriis 1, 2 ve 3 antikorlarini IFA ile
tespit edilebilmektedir. Test prensibi numunedeki
antikorlarin slayt yiizeyine adsorbe edilen antijen ile
reaksiyonu esasina dayanir. Hindistan'da yapilan ret-
rospektif bir ¢caligmada, Pneumoslide IgM testi ile L.
pneumophila ve INE-B'nin sik rastlanan etkenler oldu-
gu ve 6zellikle 0-5 yas ile 60 yas tizerinde daha fazla
bulundugu gésterilmistir (60). Cin'de toplum kokenli
pnomonili yetigkinlerde yapilan ¢calismada ise, M. pne-
umoniae (18-24 yas) en sik etken olarak saptanmugtir.
Pneumoslide IgM testi, atipik pnémoni etkenlerini
tanimlamasinda kolay uygulanabilen, hizl, uygun
maliyetli bir test olarak degerlendirilmistir (61).

COVID-19 tanst i¢in antikor testleri i¢in rehberlerde
ii¢ endikasyon tanmimlanmigtir;
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a. Molekiiler tan testi negatif ve semptom baglangi-
cndan en az iki hafta ge¢mis, yiiksek klinik giiphe-
si olan hastalarin degerlendirilmesi,

b. Cocuklarda multisistem enflamatuar sendromun
degerlendirilmesi,

c. Seroprevalans caligmalaridir (62).

Baglanan antikorlar1 ve nétralize edici antikorlar: tes-
pit etmek tizere iki tiir antikor testi vardir. Immunok-
romatografi (lateral flow), ELISA, CIA (Kemilinisan
imminassay) gibi yontemlerde SARS CoV-2'nin saf-
lagtirilmis proteinleri kullanilarak bunlara 6zgi an-
tikorlar saptanabilmektedir. Bu amagla viriisin ana
antijenik yapilar olan niikleokapsid (N) ve yuzeydeki
“spike” (S) proteini veya bunun reseptére baglanan
bélgesi (RBD) kullanilmaktadir. Segilen antijene gére
testin capraz reaksiyon ve oézgillugi degisebilmekte-
dir. N proteini, farkli koronaviriisler arasinda daha
korunmus bir bolgeyi temsil ederken, S proteini, 6zel-
likle de RBD bolgesi daha degisken ve mutasyonlara
ugrayan bolgedir (63). Enfeksiyondan koruyucu etkisi
olan nétralizan antikorlar, S antijenindeki epitoplara
yonelik olup, bu bélgeleri antijen olarak kullanan ELI-
SA testlerinin sonuglar1 nétralizan antikor sonuglar
daha fazla paralellik gostermektedir (64).

Nétralizan antikorlarin saptanabilmesi i¢in klasik
olarak, viriisiin replikasyonuna uygun bir hiicre kil-
turd hatt1 ve viriisiin kendisi gereklidir. Biyogiivenlik
riskini azaltan ve daha kolay uygulanabilir yéntem
arayiglar1 sonucu pseudoviriis, saptanabilir olmas:
i¢in genetik olarak modifiye edilmis viriis, tam viriis
yerine genom icermeyen viriis benzeri partikil gibi
farkh alternatifler gelistirilmistir (65).

Niikleik Asid Testleri (NAT)

Niikleik asit testleri, yiksek duyarhlik ve 6zgiillik
saglamalar1 sayesinde solunum yolu patojenlerinin
ozellikle de viriislerinin tanisinda “altin standart”
olarak kabul edilmektedirler (66). NAT ile istenen her
patojeni/patojenleri tekli veya ¢oklu sekilde aragtir-
mak mimkandir. Az miktardaki patojen, canl olma-
sa bile hizli bir gekilde saptanabilir. NAT, kaltir yon-
temlerine gére antimikrobiyal kullanimindan daha
az etkilenir. Ornegin oseltamivir tedavisine baglan-
masindan sonra yaklagik bir hafta daha influenza vi-
riis RNA’'s1 RT-PCR (ters transkripsiyonlu polimeraz
zincir reaksiyonu) ile saptanabilir. NAT ile virasiin
belirlenmesi, genotiplendirilmesi ve ilag direnci mu-
tasyonlarinin saptanmasi miimkiindiir.

NAT i¢in farkh teknikler kullanilabilir. En yaygin
kullanilan yéntem, bir DNA ¢ogaltma yéntemi olan

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’dir. PCR ile hedef
DNA’nin yaklagitk 100-1000 bazlik bir pargas: ¢ogal-
tilarak saptanir. PCR testlerinde ti¢ temel basamak
bulunmaktadir (67):

1. Numuneden niikleik asid eldesi (ekstraksiyon):
Otomatize veya manuel yontemler kullamlarak,
mikroorganizmanin par¢alanmasi, niikleik asidle-
rin agiga ¢ikarilmasi, saflagtirilmasi ve konsantre
edilmesi saglanir.

2. PCR basamaga: Aranacak etkene spesifik primer-
ler ve reaksiyonun gerceklesmesini saglayacak
1siya dayanikhi polimeraz enzimi, nikleotidler
(dNTP), tampon soliisyon bir tip /plak ¢ukuru
icinde birlestirilerek tizerine numuneden elde
edilmis niikleik asid eklenir. Izlenebilir (real-time)
PCR yoéntemi kullanilacak ise reaksiyonu izlemeyi
saglayacak boya veya igaretli prob da reaksiyona
dahil edilir. Bu karigsim DNA ¢ogalmasinin gercek-
legmesini saglayacak 1s1 dongulerini yoneten bir
cihaza (termal-cycler) yiiklenir. Aranan etken bir
RNA viristi ise, amplifikasyon agamasindan énce
ters transkripsiyon (reverse transcription, RT) ile
RNA'dan komplementer DNA (cDNA) eldesi gere-
kir.

3. Amplifikasyon iiriiniiniin (amplikon) saptan-
masi: PCR'da ¢ogalma olup olmadifi, agaroz jel
elektroforezi ve/veya prob ile saptama iglemleri
uygulanarak belirlenir. {zlenebilir PCR yontemin-
de ise reaksiyon devam ederken saptama da yapi-
labildigi i¢in ek bir isleme gerek yoktur. {zlenebilir
PCR'da elde edilen sinyalin egik degeri astig1 dén-
gii sayist “cyle threshold (Ct)” olarak tanimlanir.
Ornekteki viriis miktari fazla ise Ct degeri diisiik,
miktar az ise Ct degeri yiiksek bulunur.

Basaril bir NAT icin 6rnek kalitesi, enfeksiyonun
hangi déneminde alindig, arastirilan etkenin epide-
miyolojisi ¢énemlidir. Viral pnémonilerde genellikle
tist solunum yollarinda (USY) etkenin saptanmas,
alt solunum yolundaki enfeksiyon tamisi icin yeterli
kabul edilmektedir (68). Ancak COVID-19 érnegin-
de de goruldugu gibi nazofarenjiyal 6rneklerde etken
bulunamasa bile balgam, BAL gibi enfeksiyon oda-
gindan alinan érneklerde etken saptanabilir (69). Bir
diger sorun da bocavirus veya rhinovirus gibi baz
etkenlerin USY da bulunmasina ragmen, pnémoni
etkeni kabul edilip edilmeyecekleri konusundaki be-
lirsizliktir. NAT, sagladig yitksek duyarlilik ile etken
olmayan, 6li veya kolonizan mikroorganizmalarn
da saptayabilmektedir. Ozellikle ¢ocuklarda saglikl
kontrol gruplarini dahil eden ¢aligmalarda, baz: vi-



riislar kontrol grubunda da saptanabilmektedir (70).
Influenza viriis, RSV, metapneumovirus gibi virtislar
ise siklikla pnémoni etkeni olarak kabul edilmekte-
dirler. Bu nedenle NAT sonuglarinin hasta ve viriis
bazinda yorumlanmas: gereklidir. Oncelikle aranacak
etken/etkenlere karar vermek ve numunede bulunup
bulunmadigini belirlemek gerekir. ikinci olarak da
aranan viriis, numunede var ise, bunun enfeksiyon
etkeni olup olmadigina karar verilmesi gerekir. Kon-
taminasyon veya kolonizasyon ile gercek enfeksiyon
etkenini ayirmada yardima olabilecek bir diger pa-
rametre viriis miktaridir. {zlenebilir PCR testlerinde
uygun standartlar kullamldiginda viral yiik belirle-
mek miimkindiir. Ancak solunum yolu érneklerinin
standart 6rnekler olmamasi, 6rnek kalitesinin so-
nuglarn etkileyebilmesi, enfeksiyonu belirlemede kul-
lanilacak esik degerlerin bilinmemesi, esik degerlerin
mikroorganizmalara gére farklihk gosterebilmesi gibi
nedenlerle bugiin i¢in kantitatif sonuglarin yorumu
guctiir. Kantitasyonda yol gosterici bilimsel ve epide-
miyolojik verilere gereksinim vardur.

Yontemin ozelliklerine gore degismekle birlikte
NAT’de yalanci negatiflik ve yalanc pozitiflik olasilig
vardir. PCR testlerinde yalana negatiflik genellikle
ornek ile iligkili iken optimize edilmis bir testte ya-
lana pozitiflik ¢ok nadir olup, kontaminasyona bagh
gelisebilir.

Sendromik (multipleks) niikleik asid testleri: Tek bir
ornekte, birden ¢ok olas: etkenin birlikte aranmasi-
n1 mimkiin kilan sendromik veya ¢oklu (miiltipleks)
NAT panelleri tanida biyiik kolaylik sunmaktadir.
Bu tiir paneller, solunum sistemi enfeksiyonlarinda
da giderek daha ¢ok kullanilmakta, patojenlerin tek
tek test edilmesine kiyasla kisa stirede ¢ok sayida
mikroorganizmanin taranmasina ve bu sayede dogru
taniya hizla ulagilmasina olanak saglamaktadir. Mul-
tipleks NAT panellerinin avantajlari ve dezavantajlar
Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Multipleks testler, sendromik tani panelleri olarak
da isimlendirilmektedir. Solunum yolu enfeksiyon-
lar1 ve pnémoni panelleri olarak tasarlanmig ticari
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testler bulunmaktadir. Bu testlerin, hedef patojen
sayisi, stre, performans 6zellikleri, zorluk dereceleri
vb agisindan farklar1 bulunmaktadr. fkisi yerli olmak
tizere uretici firmalarin web sayfalarindaki bilgiler
Tablo 2'de 6zetlenmigtir. Glintimiizde mevcut testler
agirlikli olarak viriislara yonelik olup, az sayida ve
rutin kiltiirlerde saptanamayacak bakteriler de baz
panellerde bulunmaktadir. Testlerin ¢ogu nazofaren-
jiyal 6rnekler icin valide edilmis olmakla birlikte baz
testlerde BAL gibi alt solunum yolu érnekleri de ¢ali-
silabilmektedir. Multipleks solunum viriis panelleri-
nin, 6rneklerin biriktirilerek veya tek tek caligilmasi-
na uygun (hizli testler) olanlar1 bulunmaktadir. Tek
ornek ile ¢aligilanlar, genellikle bir saat i¢cinde sonug
verebilen hizh testlerdir ancak hasta bag1 maliyet di-
ger testlerden daha yiiksektir. Testlerin bazilar1 sinir-
l1 sayida bakteri i¢in antimikrobiyal diren¢ genlerini
de caligabilmektedir.

Multipleks NAT kitlerinin duyarhiliklari %80-93,
dzgullikkleri %92-98 arasinda bildirilmis olup, mik-
roorganizmalara goére farklihk gosterebilmektedir
(71,72). Testler aras1 uyumsuzluklar baz: patojenler-
de daha sik gozlemlenmektedir. Adenoviris, influen-
za B viriis, human metapneumovirus i¢in uyumsuz-
luklar saptanmug, duyarlhihiklar baz: testlerde %50'nin
altina diigmiustiir (72,73).

Multipleks testler, tek etken aragtiran molekiiler
testlere gore pahalli olmakla birlikte, etkenin birden
fazla test yerine tek test ile saptanmasinin yararlari
bulunmaktadir. Taninin hizli konmasi sayesinde has-
tanede yatis siiresinde kisalma, izolasyon stiresinde,
radyolojik incelemelerin sayisinda ve antimikrobiyal
kullanim siiresinde azalma, influenza i¢in antiviral
kullaniminda artma saglanabilmektedir (66,74,75).
Maliyet etkinlik ¢calismalarinda celigkili sonuglar bil-
dirilmekle birlikte erigkin yas grubunda hasta yone-
timinde en biytk fayda, influenza viriis pozitifligi
durumunda olmaktadir (76). Birden ¢ok etken i¢in
tek tek test yapilmasinin gerektirdigi sire, emek ve
masraf birlikte dusiinildaginde multipleks NAT pa-
nelleri daha avantajlidir. Bu tiir testlerin maliyet et-

Tablo 1. Multipleks NAT panellerinin avantaj ve dezavantajlar1.

Avantajlar

Dezavantajlar

Etkenin hizl ve kolay saptanmasi

Olas: tiim patojenlerin kapsanamamasi

Klinikte éngorillemeyen veya tan: testleri rutin laboratuvar
uygulamalarinda bulunmayan patojenlerin saptanabilmesi

Tan algoritmasinda degisiklik yapilamamasi

Kiltir ve antijen testlerine gore daha yiiksek duyarlilik
saglanabilmesi

Yiiksek maliyet
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Tablo 2. Solunum viriislerini saptamaya yonelik bazi ticari sendromik NAT kitlerinin 6zellikleri.

Uretici firma BioMerieux | Luminex | Luminex | GenMark  Qiagen | Siemens | Bioeksen | Anatolia
Dx FastTrack
Kit ad1 FilmArray Verigene Nx-TAG ePlex QIAstat- | FTD RP 21 | Biospeedy | Bosphore
RP Flex RPP RP2 Dx Mx-24T* | SARS
CoV-2
RPP
Yaklagik test 1 2 4 2 1 3-4 2-3 2-3
siiresi (saat)
Hedef sayis1 20 16 21 20 22 19 24 10
VIRUS
\\ Adenovirus x x x X X x X x
SARS-CoV-2 X X X X X
MERS X
| Cor HKU1 X X X X X X
Cor NL63 X X X X X X
Cor 229E X X X X X X
Cor OC43 X X X X X X
\| H. bocavirus X X X
H. X X X X X X X X
metapneumovirus
Influenza A viriis X X b X x X x X
| INF A alt tipleri* X X X X X X
Influenza B viriis X X X X X X X X
PIV1-4 X X X X X X X X
RSV A/B X X X X X X x X
Rhinovirus/ X X X X X X X X
enterovirus (rhinovirus)
H. parechovirus X X
. BAKTERI
C. pneumoniae X X X X X
M. pneumoniae X X X X x X x
N L pneumophilia X X X
B. pertusis X X b4 X
B. parapertussis X X
ve/veya
B. bronchiseptica
B. holmesii X

*INFA-H1, H3, H1-2009 (bir veya birkac1)

** Panelde ek olarak H. influenzae ve S. pneumoniae bulunmaktadar.

kin kullanimini saglayabilmek i¢in, enfeksiyonlarin
toplumdaki prevalansi, hastanin klinik bulgulari, test
stresi ve test sonucunun verilecek kararlar tizerine
etkisinin olup olmayacag1 goz éniine alinmahdar. Sal-
gin dénemlerinde tek etkene y6nelik NAT kullanimi

daha ucuz ve hizli sonug saglayabilir (77,78).

Alternatif olarak, fiyat avantaji saglayan, izotermal
amplifikasyon yapabilen béylece pahalli cihazlara
gerek duymayan tekli veya ¢oklu viriis saptamada
kullanilabilecek yéntemler (loop-mediated isother-
mal amplification) ve CRISPR/Cas sistemini kullanan

hassas NAT teknolojileri gelistirilmektedir (79).




Ticari multipleks testlerin kisithliklarindan biri, in-
celenecek patojenlerin istege gore degistirilememe-
si, ihtiyaca gére bir algoritmanin yaratilamamasidur.
Ayrica testin performans: her mikroorganizma i¢in
ayni olmayip, duyarhilik etkene gore degisebilmekte-
dir (80). Testlerin bazilar1 enterovirus ile rhinovirus
ayrimini yapamamakta, yapanlarda da ¢apraz reaksi-
yonlar saptanabilmektedir. Multipleks testlerin kul-
lanilmasi ile birlikte %10 kadar 6rnekte (¢ocuklarda
daha yitksek) birden ¢ok etken pozitif olarak bulun-
mugtur (6,81,82). Ko-enfeksiyonlar siklikla rinovirus
ile bir diger etkenin birlikteligi seklinde gériilmekte
olup klinik énemi tartigmahdir (72). Ozellikle co-
cuklarda, baz viriislarin (rinovirus, bocavirus vb.)
asemptomatik kolonizasyon yapabilecegi gosteril-
migtir (83).

Testler olas1 tim patojenleri kapsamamaktadir. Bu
nedenle kapsam dig1 kalan viras (MERS, hanta vi-
riis, vb.), bakteri ve mantar enfeksiyonlari ek test
yapilmaz ise atlanabilmektedir. Bu nedenle mul-
tipleks testlerin kullaniminda hastanin klinik, la-
boratuvar bulgulari ve epidemiyolojik veriler goz
ardi edilmemelidir. Diger yandan multipleks testler,
2014 yilindaki enterovirus D68 salgini 6rneginde
oldugu gibi oéngérillemeyen enfeksiyonlarin/sal-
gmnlarin saptanmasini saglayabilir (84). Multipleks
testlerin sagladifi genis panellerin yararli olabi-
lecegi bir diger grup immunosipresif hastalardir
(85,86). Ust solunum yolu érneklerinde negatif so-
nuc alinsa bile, kuvvetli klinik siphe durumlarinda
alt solunum yolu 6rnekleri ile test tekrari énerilir.
Ancak bu tur hastalarda viriis ve/veya nikleik asid
varhiginmin akut enfeksiyondan sonra da uzun sire
devam edebilecegi ve NAT 1n her zaman replike ola-
bilen virts anlamina gelmedigi hatirlanmali, sonug-
lar hastanin klinigi ile birlikte yorumlanmalidir. fm-
miinsiiprese hastalarda klasik solunum yolu viriis
panellerinde yer almayan herpes viriislarin (CMYV,
VZV vb.) reaktivasyonlarina bagh pnémoniler de
gorilebilecegi hatirlanmalidir.

Dizi analizi yontemleri: DNA dizileme ile virisla-
rin saptanmasi, genotiplendirilmesi, izolatlar arasi
iligkinin incelenmesi, mutasyonlarin saptanmasi
mimkiindir (12,26). Klasik DNA dizileme yéntemi
olan Sanger sekanslama veya yeni nesil sekanslama
(YNS) yontemleri kullanilabilir. Sanger ile ortamda
%20 ve tizeri oranda bulunan mikroorganizmalar
belirlenebilirken, YNS ile %1’in altindaki suslar bile
saptanabilmektedir. Tek bir viriisiin tiim genomunun
cikarilmas: veya metagenomik YNS ile ortamdaki

Appak O., Sayiner AA.

tim mikroorganizmalarin belirlenmesi ve isimlen-
dirilmesi mumkiindiir (87). Bu sayede mikrobiyom
analizleri yapilabilmekte, yeni mikroorganizmalar
tanimlanabilmektedir (88). YNS i¢in farkh teknoloji-
ler gelistirilmistir. Dizilenecek niikleik asidi parcalara
ayirma, igaretleme, sekanslama ve sonra bu pargalar
birlegtirerek anlamlandirma yapilabilecegi gibi dog-
rudan uzun niikleik asidleri sekanslamaya dayali yeni
kugak yontemler kullanilabilir.

YNS i¢in dizilemenin kendisi kadar, elde edilen veri-
nin anlamlandirlmasini saglayacak biyoinformatik
analiz de énemlidir. Yontemin tani amaciyla kullani-
labilmesi i¢in detaylarinin amaca gore tasarlanmasi,
optimizasyonu ve kalite kontrolintun yapilmas: ge-
reklidir. Yontemin bilegenleri icin ¢ok sayida alter-
natif bulunmakta ve secilecek yol, mikroorganizma-
larin yanhs adlandirilmasina, saptanamamasina veya
kontaminasyonlar sonucu hatali yorumlara neden
olabilmektedir (89). Ideal protokolii bulma calisma-
lar1 devam etmektedir. Guntumiizde yeni nesil dizi
analizinin NAT’a gére daha pahalli, emek yogun ve
daha uzun siire alan bir yéntem olmasi nedeniyle ru-
tin tamidaki yeri kisithdir, genellikle ikinci basamak
olarak kullanilmaktadir. Uzun bir patojenler listesi-
nin taranmasini gerektiren immunsiiprese bireyler,
yogun bakim gerektiren hastalar gibi 6zel gruplarda
YNS ile bagarilhi sonuclar alinabilmektedir (90,91).
Ornek basgt maliyet, sekanslanan 6rnek sayis: arttik-
¢a azalmaktadur.

PNOMONi PATOGENEZINE VE TANISINA
YENI BiR BAKIS

Molekiiler tekniklerdeki gelismeler, steril oldugu
digiiniilen alt solunum yollarinda da bazi mikroor-
ganizmalarin bulunabilecegini, diger bir deyisle akci-
ger mikrobiyomunun varhgimi gostermigtir (92,93).
Guniimiizde enfeksiyonun tek bir patojenik mikroor-
ganizmaya bagh oldugu gérisii sorgulanmakta, pa-
togenezde mikroorganizmalarin birbirleri ve konak
ile iligkilerindeki degisikliklerin énemli olabilecegi
ongorilmektedir. Yeni nesil dizileme yontemleri sa-
yesinde, pnémonide ve diger pulmoner hastaliklarda
akciger ve barsak mikrobiyomunun rolii aragtiril-
maktadir (94). Mikrobiyom ve onun bir par¢as: olan
virom caligmalari, bu popilasyonlarda kiiltira yapi-
lamayan ve klasik yéntemler ile saptanamayan bazi
mikroorganizmalarin varhigini géstermigstir. Pnomo-
ni patogenezini anlamada ve tanida daha komplike
yontemler ve analizler kullanilmasi, yeni belirteclerin
gelistirilmesi yoniinde ¢aligmalar siirmektedir.
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