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Giris: Koronaviriis hastahgi 2019 (COVID-19) pandemisi kiiresel bir halk saghgi sorunu olarak devam etmektedir. Amacimiz COVID-19

stiphesiyle SARS-CoV-2 RNA saptanmasina yonelik ters transkripsiyonlu polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) testi ¢calisilan hastalarin
bir immtinokromatografik yontem ve bir ELISA yontemiyle SARS-CoV-2 antikorlarinin bakilmasi ve sonuglarin degerlendirilmesidir.

Materyal ve Metod: Calismamiz; COVID-19 pandemisinin baslarinda 27 Mart-14 Mayis 2020 tarihleri arasinda hastanemiz SARS-
CoV-2 yetkili tani laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin nazofarenks ve orofarenks stiriintii drneklerin-
den SARS-CoV-2 RT-PCR (Bioeksen, istanbul, Tiirkiye) testi, serum érneklerinden ise immiinokromatografik test (Beijing Hotgen Biotech
Co., Ltd, Cin) ve anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG (Euroimmun, Luebeck, Almanya) testi calisiimistir. Hastalarin semptomlarinin baslama
tarihi, RT-PCR ve serolojik test icin 6rnek verdikleri tarihler kaydedilmistir. Hastalarin klinik bilgilerinin ve mikrobiyolojik sonuglarinin yer
aldigi dosyalarindan elde edilen verilere dayanarak hastalar COVID-19 tanisi alanlar ve COVID-19 tanisi dislananlar olmak lizere iki
gruba ayrilmistir.

Bulgular: Calismamizdaki 115 hastanin 92'si (%80) COVID-19 klinigine benzer semptomlarla basvururken, 23" (%20) COVID-19
tanili hastalarla temasli kisilerdir. Semptomlari olan 92 hastanin 61’ine (%66.3) COVID-19 tarusi konulurken, semptomlari olmayan
temaslh 23 kisinin ise 6’sina (%26) COVID-19 tanisi konulmustur. COVID-19 tanili 67 hastanin 51‘inde (%76.1) RT-PCR pozitif bulun-
mustur. RT-PCR negatif bulunan COVID-19 tanili 16 kisinin Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG testi pozitifti. COVID-19 tanili 67
hastanin 611 (%91) semptomatik olup hastalarin semptom baslangig tarihi ile RT-PCR icin drnek verdikleri tarih arasindaki stire arttikca
PCR pozitifliginin azaldigi gézlenmistir (p= 0.01).

Sonug: Calismamizda COVID-19 siipheli hastalarda RT-PCR testi negatif bile olsa antikor testlerinin de taniya katkida bulunacadi gés-
terilmis ve bu testlerin performanslari degerlendirilebilmistir. COVID-19 tanisi icin %100 dogru sonug verebilen bir test olmadigindan
kullanilan testlerin hangi durumlarda daha faydali olabilecedi ile ilgili literatiire katkida bulunulmustur.
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ABSTRACT

An Investigation on the Performance of Different Microbiological Methods Used in the
Diagnosis of COVID-19

Serife YILMAZ, Demet HACISEYITOGLU, Fusun COMERT
Department of Medical Microbiology, Bulent Ecevit University Faculty of Medicine, Zonguldak, Turkiye

Introduction: Coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic continues to be a global public health problem. The present study
aimed to investigate SARS-CoV-2 antibodies and evaluate the results using an immunochromatographic method and an ELISA method,
in patients with suspected COVID-19, who were tested by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) technique to detect
SARS-CoV-2 RNA.

Materials and Methods: The study was conducted at the SARS-CoV-2 authorized diagnostic laboratory of our hospital at the beginning
of the COVID-19 pandemic, between 27 March and 14 May 2020. The nasopharynx and oropharynx swab samples of the patients
included in the study were tested by the SARS-CoV-2 RT-PCR (Bioeksen, istanbul, Turkey), where the serum samples were tested by an
immunochromatographic test (Beijing Hotgen Biotech Co., Ltd, China) and Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG (Euroimmun, Luebeck, Germany)
test. The dates the patients’ symptoms started and the samples were collected for RT-PCR and serological testing were recorded. The
patients were divided into two groups based on the data retrieved from the files containing the clinical information and microbiolog-
ical results of the patients: individuals, who were diagnosed with COVID-19, and individuals, for whom the COVID-19 diagnosis was
excluded.

Results: Of the 115 patients included in the study, 92 (80%) individuals presented to the clinic with COVID-19 similar symptoms, while
23 (20%) individuals had contact with patients diagnosed with COVID-19. Sixty-one (66.3%) of 92 patients with symptoms were
diagnosed with COVID-19, where 6 (26%) individuals out of 23 without symptoms were diagnosed with COVID-19. Fifty-one (76.1%)
individuals out of 67 patients diagnosed with COVID-19 had positive RT-PCR results. Sixteen individuals with COVID-19, who were
tested negative for RT-PCR, had positive Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG results. Of the 67 patients diagnosed with COVID-109,
61 (91%) were symptomatic and the extended time periods between the onset of the symptoms and the date of sampling for the RT-PCR
test was associated with lower rates of being tested positive for the RT-PCR test (p= 0.01).

Conclusion: The present study investigated the performance of the COVID-19 tests and showed that antibody tests intended for
patients with suspected COVID-19, even in cases where the RT-PCR test is negative, would contribute to the diagnosis. The study con-
tributes in the relevant literature as to which tests would be more useful in certain conditions, considering the fact that there is no test
available that can provide 100% accurate results for the diagnosis of COVID-19.
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GIRIS
Siddetli akut solunum yolu sendromu koro-

navirlis 2'nin  (SARS-CoV-2) neden oldugu ve
2019’da Cin’in Wuhan kentinde baslayan koro-

Glwvenilir  dogrulama testlerine olan yiiksek
talep nedeniyle, kisa siire icinde enzim bagh
immiinosorbent testi (ELISA), kemiliiminesans im-
miinoassay (CLIA) ve immiinokromatografik test-

naviriis hastaligi 2019 (COVID-19) salgimi 2021
yilinda halen en tehdit edici kiiresel halk saghigi
sorunu olmaya devam etmektedir'l. COVID-19
tanist icin bircok tani testi mevcut olmakla birlikte
taniy1 dogrulamak icin kullanilan oncelikli test RT-
PCR'dir'%:3!, Ancak ornek alma, transport, enzim
inhibitorleri, RNA ekstraksiyon yontemleri ve PCR
icin kullanilan kimyasallardaki farkhliklar nedeniyle
viral niikleik asitlerin saptanmasinda yanhs negatif
sonuclarla karsilasiimaktadir. Bu durum ozellikle
asemptomatik kisilerde COVID-19 tanisini zorlas-
tirmaktadirl.

ler dahil olmak tiizere cok sayida serolojik test
gelistirilmistir[5’6]. Serolojik testlerin, ©zellikle PCR
ile tespit edilemeyen COVID-19 hastalan icin
giicli bir tamamlayici test oldugu diistiniilmek-
tedirl 7). Serolojik testler arasinda kolloidal altin
immiinokromatografik testler, COVID-19 hastala-
rnin zamamnda teshisi ve genis ©lcekli taramasi
icin uygun olan basit ve hizh bir test yontemidir.
Bu testlerin ¢ogunlugu, hasta serumlarinda SARS-
CoV-2've karsi IgM/IgG antikorlarimi tespit etmek
icin SARS-CoV-2 ye ait rekombinant antijen ve
ikincil antikorlar kullanilarak gelistirilmistir[&g].

FLORA 2022;27(2):202-208

|203
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Bu calismada COVID-19 siiphesiyle RT-PCR
testi calisilan hastalarin bir immiinokromatografik
yontem ve bir ELISA yontemiyle serum ornek-
lerinde SARS-CoV-2 antikorlarinin bakilmasi ve
bu yontemlerin performanslarinin degerlendirilmesi
amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

COVID-19 pandemisinin baslarinda hastanemiz
SARS-CoV-2 vyetkili tam laboratuvar: olan mikro-
biyoloji laboratuvarinda 27 Mart-14 Mayis 2020
tarihleri arasinda gerceklestirilen bu prospektif ca-
lismaya 115 hasta dahil edilmistir. Hastalar klinige
COVID-19 siiphesiyle basvurmus olup bu hastalar-
dan hem RT-PCR icin nazofarenks ve orofarenks
siirlintii 6rnegdi, hem de immiinokromatografik test
(Beijing Hotgen Biotech Co., Ltd, Cin) icin serum
ornegi gonderilmistir. Hastalarin serum ornekleri
-20°C’de saklanmis ve sonrasinda toplu bir sekil-
de ELISA yontemiyle (Euroimmun, Luebeck, Al-
manya) de cahsilmistir. Hastalarin semptomlarinin
baslama tarihi, PCR icin ornek verdikleri tarih ve
serolojik test icin ornek verdikleri tarihler kaydedil-
mistir. Semptomlarin baslama tarihleri ile antikor
ve PCR icin ornek verdikleri tarih arasinda gecen
siire sekiz giiniin alti, sekiz ile 14 giin arasi ve
14 giinden fazla olmak {lizere iice ayrilmis ve
hastalar ile ilgili klinik bilgilere hastane bilgisayar
sisteminden ulasilmistir. Ayrica hastalarin  Klinik
bilgilerinin ve mikrobiyolojik sonuclarinin yer aldig
dosyalarindan elde edilen verilere dayanarak has-
talar COVID-19 tanisi alanlar ve COVID-19 tanisi
dislananlar olmak iizere iki gruba ayrilmistir.

SARS-CoV-2 RT-PCR Testi

Orofarinks ve nazofarinksten ahnan orneklerde
SARS-CoV-2 tespiti, RNA'yva bagimli RNA polime-
raz (RdRp) genini hedefleyen RT-PCR yontemiyle
gerceklestirilmistir. Siiriintii 6rnekleri alinir alinmaz
Viral Transport Medium (VTM) icine konularak
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilmis ve labo-
ratuvarda bekletilmeden calisilmistir. Orneklerden
RNA ekstraksiyonu Biospeedy Viral Niikleik Asit
[zolasyon Tamponu (Bioeksen, Istanbul, Tiirkiye)
kullanilarak yapilmistir; VTM'deki siiriintii ornekleri
15 saniye boyunca vortekslenmis ve ardindan 100
mL’lik bir ornek, iiretici tarafindan saglanan 100
pL viral niikleik asit ekstraksiyon tamponu iceren
1.5 mL'lik bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilmustir.

Gergek zamanli RT-PCR, Bio-Speedy COVID-19
RT-gPCR saptama kiti (Bioeksen, Istanbul, Tiirki-
ye) liireticinin talimatlar1 dogrultusunda kullarilarak
Rotor-Gene 5r Plex gercek zamanli PCR sistemin-
de (Qiagen, Almanya) gerceklestirilmistir.

Serolojik Testler
ELISA Testi

Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG testi
(Euroimmun, Luebeck, Almanya), iireticinin ELISA
otomatik sistemleri icin talimatlarina gore serum
numuneleri {izerinde gerceklestirilmistir. Bu test,
SARS-CoV-2've karsi IgG antikorlarinin yari kan-
titatif tespitini saglamaktadir. Mikroplaka kuyulari
rekombinant S1 yapisal proteini ile kaplanmustir.
Sonuclar yarn kantitatif olarak, numunelerin sonug-
larinin kalibratoriin sonuclarina oraninin hesaplan-
mastyla degerlendirilmistir. Oranlarn yorumu su
sekildedir: <0.8= negatif; 0.8-1.1= simr; >1.1=
pozitiftir.

immiinokromatografik Test
(Beijing Hotgen Biotech Co., Ltd, Cin)

COVID-19 IgG/IgM antikor hizh testi (kolloidal
altin) SARS-CoV-2'ye karsi IgG ve IgM antikor-
larinin in vitro Kkalitatif tespiti icin tasarlanmustir.
Bu yontem serum orneklerinde calisiimakta olup
immiinokromatografik sistem kullanmaktadir. Bu
test kasetindeki saptama cizgisi (T cizgisi CoV
rekombinan antijenle kaphdir. Kontrol cizgisi (C)
ise keci poliklonal IgG ile kaphdir. Test sirasin-
da ornek test kasetine damlatiir ve s yukari
dogru hareket eder. Ornekteki IgM/IgG antikoru
oncelikle rekombinan antijene baglanir. T ve C
bolgesinde kirmizi cizgi belirmesi testin IgM/IgG
antikoru acisindan pozitif oldugunu gosterir. C
bolgesinde kirmizi ¢izgi varken T bolgesinde cizgi
olmamasi antikorun olmadigini, iki bolgede de
cizginin olmamasi ise testin tekrarlanmasi gerek-
tigini gosterir.

istatistiksel Analiz

Veriler SPSS version 22.0 (Armonk, NY, ABD)
programi kullamlarak analiz edilmistir. Tanimlayici
istatistikler say1 (n), yiizde (%) ve median deger
olarak verilmistir. Gruplar icin Pearson’un ki-kare
testi kullanilmis ve p degerinin 0.05ten kiiciik
olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Calisma icin Biilent Ecevit Universitesi Tip
Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulundan 2021/10-17 sayih etik kurul
onayl alinmustir.

BULGULAR

Cahsmaya dahil edilen 115 hastanin 601
(%52.2) kadin, 55’i (47.8) erkek olup yas ortalama-
s1 49°dur (18-93). Tum hastalarin 92’si (%80) CO-
VID-19 Kklinigine benzer semptomlarla hastanemize
basvururken, 23’1 (%20) COVID-19 tanili hastalar-
la temas eden Kkisilerden olusmaktadir. Semptom-
lar1 olan 92 hastanin dosyasindan edinilen klinik
bilgilere ve mikrobiyolojik verilere dayanarak 61’ine
(%66.3) COVID-19 tanisimin konuldugu, semptom-
lann olmayan temash 23 Kisinin ise 6’smna (%26)
RT-PCR test sonuclarina dayanarak COVID-19
tams1  konuldugu goriilmiistiir. Boylece hastalarin
67’si (%58.2) COVID-19 tanili olarak degerlendiril-
mistir. Tum hastalarin PCR, immunokromatografik
test ve Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG
testi sonuclar1 Tablo 1’de belirtilmistir.

COVID-19 tanii 67 hastanin 51’inde (%76.1)
RT-PCR porzitif bulunmustur. RT-PCR negatif bu-
lunan COVID-19 tanii 16 kisinin Euroimmun
Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG testi, 15 Kisinin
ise COVID-19 IgG/IgM antikor hizli test sonucu
pozitiftir

Bu 16 hasta ayrintilh incelendiginde dordiiniin
temash oldugu, 12’sinin ise semptomatik oldugu
belirlenmistir. Bu semptomatik hastalarda antikor
testi icin serum ©rnedi semptom baslangicindan
sonraki 11-46 giin icinde alinmustir.

COVID-19 taml hastalarin 61’1 (%91) sempto-
matik olup hastalarin semptom baslangi¢ tarihi ile
PCR icin ornek verdikleri tarih arasindaki siire ise
0 ile 25 giin arasinda degismektedir. Bu siireler
sekiz giiniin altr, 8-14 giin ve 14 giiniin isti ola-
rak lice boliindiiglinde aradaki siire arttikca RT-
PCR porzitifliginin azaldigi gozlenmis olup aradaki
bu fark anlaml bulunmustur (p= 0.01) (Tablo 2).

Tablo 1. COVID-19 tanisi alan ve COVID-19 olmayan hastalarin serolojik test ve

RT-PCR test sonuclari [n (%)]

COVID-19 tanili hasta ~ COVID-19 disi hasta Toplam
SARS-CoV-2 RT-PCR pozitif 51 (44.4) - 51 (44.4)
SARS-CoV-2 RT-PCR negatif 16 (13.9) 48 (41.7) 64 (55.6)
Toplam 67 (58.3) 48 (41.7) 115 (100)
COVID-19 1gG/IgM antikor pozitif hizl test 52 (45.2) 3(2.6) 55 (47.8)
COVID-19 1gG/IgM antikor negatif hizli test 15 (13.1) 45 (39.1) 60 (52.2)
Toplam 67 (58.3) 48 (41.7) 115 (100)
Anti-SARS-CoV-2 ELISA 1gG pozitif 55 (47.8) - 55 (47.8)
Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG negatif 12 (10.5) 48 (41.7) 60 (52.2)
Toplam 67 (58.3) 48 (41.7) 115 (100)

Tablo 2. COVID-19 tanili semptomatik hastalarda semptom sonrasi giinlere gore PCR sonuclari

SARS-CoV-2 RT-PCR

SARS-CoV-2 RT-PCR

pozitif negatif Toplam
Semptom baslangi¢ tarihi ile RT-PCR testi
arasindaki stire
<8 gilin 41 (87.2) 6 (12.8) 47 (100)
8-14 giin 5(71.4) 2 (28.6) 7 (100)
>14 giin 3 (42.9) 4(57.1) 7 (100)
Toplam 49 (80.3) 12 (19.7) 61 (100)
(p=0.01).
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Tablo 3. COVID-19 tanili hastalarda semptomlarin baslangig tarihi ile antikor testi arasinda gecen
siireye gore Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG testi sonuglarinin karsilastiriimasi (n)

Semptom baslangic¢ tarihi ile antikor testi arasindaki siire

Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG

Pozitif Negatif
<8 gtin - -
8-14 giin 5 -
>14 giin 45 11
Toplam 50 11
(p=0.3).

10 11 12 18 14 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 36 38 41 45 42
mm Antikor pozitif (n)

e Artiloor negatif (n)

Sekil 1. COVID-19 tanili hastalarda seropozitifligin semptom sonrasi giinlere gére degisimi

COVID-19 tanili hastalarda semptom baslangic
tarihi ile antikor testi icin serum ©rnedi verme
tarihi arasindaki siire 10 ile 48 giin arasinda
degismektedir. Bu siireler ile antikor pozitifligi
arasinda anlaml bir iliski saptanmarmstir (p= 0.3)
(Tablo 3).

Seroporzitifligin semptom sonrasi giinlere gore
degisimi ise Sekil 1’de belirtilmistir.

TARTISMA

COVID-19 tanisinda mikrobiyolojik testlerden
RT-PCR ve antikor testleri onemli bir yere sa-
hiptir. Calismamiza dahil edilen 115 hastanin 67
(%58)’si klinik ve mikrobiyolojik veriler dogrultu-
sunda COVID-19 tanisi almis ve tedavi planlan-
mustir. COVID-19 tamh semptomatik hastalarda
semptom baslama tarihlerinin de kaydedilmesi
testlerin performans analizinde yol gosterici ol-
mustur. RT-PCR yonteminde hatalar cogunlukla
preanalitik donem kaynaklhdir. Cok erken veya
cok gec ornek alinmasi, yetersiz numune, crnekle-
rin uygun kosullarda tasinmamasi, diisiik viral yiik
ve PCR inhibitorlerinin varligi gibi faktorler yan-
lis PCR negatifliklerine neden olmaktadir. Ornek

alma zamani preanalitik hatalarin ana kaynag: gibi
gb'rijnmektedir[lo]. Calismamizda semptomlar1 olan
61 hastanin 47’sinden (%77) semptomlar basla-
diktan sonraki ilk sekiz giinde RT-PCR icin ornek
alinmis ve test sonuclart cogunlugunda 41’inde
(%87.2) pozitif saptanmistir. Semptom baslangi-
cindan sonraki bir hafta icinde PCR icin ©rnek
alinmasi tanwya biiyiik oranda katki saglamustir.
Siire arttikca RT-PCR porzitifligi de azalmis olup
bu iki parametre arasindaki iliski anlamli bulun-
mustur. Miller ve arkadaslarinin yaptigi calismada
da benzer sekilde semptom baslangici ile RT-PCR
icin ©rnek alma tarihi arasindaki siire arttikca
PCR testinin duyarliiginin azaldigi gozlenmistir.
Aym calismada seropozitifligin ise semptom bas-
langic tarihi ile antikor testi i¢cin ornek verme tari-
hi arasindaki siire uzadikca arttig gb'zlenmistir[ll].
Blickberg ve arkadaslari'?! da calismalarinda IaG
seviyesinin semptomlar basladiktan 15 giin son-
ra pik yaptigini, 38. giine dogru ise azaldigim
belirtmislerdir. Baska bir metaanaliz calismasinda
IgG antikor pozitifliginin semptom sonrasi  0-7
glin arahginda %25; 8-14 giin arasinda %62;
14. giinden sonra ise %90 oldugu bildirilmistir!}3!.
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Lagerquist ve arkadaslar1[14] COVID-19 tanist icin
11 serolojik testi Kkarsilastirdiklari calismalarinda
Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgG testinin
semptom baslangicindan sonraki 1-21 giin ara-
ligindaki duyarlibgim %71.8; 22 giinden sonraki
duyarlihigim ise %87.6 olarak bulmuslardir. Giiney
Afrika’da Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 ELISA ki-
tinin performansim inceleyen baska bir calismada
ise semptom sonrasi 14. giine kadarki duyarhlik
%70.4; 14 giinden sonra ise %82.6 olarak bil-
dirilmistir1®. Bizim calismamizda da benzer se-
kilde COVID-19 tanih hastalarin cogunlugundan
(56/61) antikor testi icin kan ©rnegi semptomla-
rn baslangicindan 15 giin veya daha sonrasinda
alinmis ve bu orneklerin biiyiik cogunlugunda
(%80.3) da antikor testi pozitif saptanmistir.

Calismamizda antikor saptayan immiinokro-
matografik yontem ve ELISA yontemi icin ayni
serum o©rnekleri kullanilmis, boylece objektif bir
analiz gerceklestirilebilmistir. Bu iki yontem de-
gerlendirildiginde  Euroimmun  Anti-SARS-CoV-2
ELISA IgG testiyle pozitif saptanan {i¢ hasta icin
immunokromatografik test yanlis negatif sonuc
verirken, iic hasta icin ise yanhs pozitif sonuc
vermistir. Immiinokromatografik testler maliyet-et-
kin olup uygulamast kolay ve hizhi olsa da bu
testlerde yalanci pozitiflik ve valanci negatifliklerle
karsilasilabilmektedir!1©!.

Calismamizin kisithhiklari; hasta sayisinin az ol-
mast, semptomlarin baslangic tarihleri hastalardan
edinilen bilgilere gore kaydedildiginden subjektif
veriler icermesidir. Ayrica Euroimmun Anti-SARS-
CoV-2 ELISA IgG testi (Euroimmun, Luebeck,
Almanya) valnizca rekombinant S1 yapisal protei-
nine vani spike proteinine karsi olusan antikorlari
saptamaktadir. Yapilan calismalarda, ELISA pren-
sipli testler icin, SARS-CoV-2'nin N ve S protein-
lerine ©zgii antikorlar1 tespit etmedeki duyarliigin,
sadece S proteinine 6zgii IgG'yi tespit eden test-
lerden daha yiiksek oldugu gbrijlmiistijr[17].

Sonu¢ olarak cahismamizda COVID-19 siipheli
hastalarda RT-PCR negatif bile olsa antikor test-
lerinin de tamya katkida bulunacag: gosterilmis
ve bu testlerin performanslari degerlendirilmistir.
COVID-19 tanist icin %100 dogru sonu¢ verebi-
len bir test olmadigindan kullanilan testlerin hangi
durumlarda daha faydali olabilecegi ile ilgili litera-
tire katkida bulunulmustur.
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