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GIRIS
Aralik 2019’ dan bu yana, Cin’ in Wuhan sehrinde yeni bir tip korona-
viriislin neden oldugu biiyiik pndmoni salgini ortaya ¢ikmistir. 2019-nCov
olarak adlandirilan bu hastaligin adi daha sonra COVID-19 olarak kabul
edilmistir. Hastaliga neden olan SARS-CoV-2 viriisiiniin daha onceki yil-
larda goriilen SARS-CoV ile ~% 79.5 genomik sekans benzerligi gosterdi-
gi saptanmistir. SARS-CoV-2 viriisliniin genomu 5’ translasyona ugrama-
mis bolge (5’-UTR), replikaz kompleks (Orflab), spike (S), E, M, N gen
bolgeleri, 3’ translasyona ugramamis bolge (3’-UTR) ve tanimlanamamig
yapisal olmayan agik okuma ¢ergevelerinden olugmaktadir. Viriisiin insan
hiicrelerine girisinin SARS-CoV ile benzer sekilde Anjiyotensin Doniis-
tiiriici Enzim II (ACE2) reseptorii ile gerceklestigi gosterilmistir (A.E.
Gorbalenya, 2020; Guan et al., 2020; Jiang, Du, & Shi, 2020; A. Wu et al.,
2020; Zhou et al., 2020). Epidemik veriler viriisiin insandan insana giiclii
bir bulagma yetenegine sahip oldugunu, 6ksiirme, hapsirma yoluyla {ireti-
len damlaciklar ile yayildigini, dogrudan temaslar ve diger olas1 bulagma

yollar1 (6rn. Digki-agiz yoluyla) ile bulastigini da gdstermektedir (Guan et
al., 2020).

Tiim diinyada SARS-CoV-2 viriisii i¢in uygun tedavi segcenekleri ara-
yislarina girilmesine ragmen, heniiz etkili bir antiviral ilag ve as1 tedavisi
gelistirilememistir. Bununla birlikte bu viriisiin daha fazla yayilmasini 6n-
leyebilmek amaciyla hizli ve giivenilir tani testlerinin gelistirilmesi de 6n-
celigi olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii de bu eksikligin giderilmesi
icin tiim iilkelere daha fazla test kiti {iretimi i¢in mesajlar vermektedir. Bu-
nunla birlikte diinya ¢apinda bir¢ok hiikiimet, ¢esitli kurumlar, biyotekno-
loji sirketleri, Covid-19 tanisinda ¢ok sayida test kiti ve reaktif tiretilmesi
i¢in ¢esitli tesviklerde bulunmaktadirlar.

SARS-CoV-2 Testleri

ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC-https://www.cdc.
gov/) tarafindan COVID-19 hastalarini tanimlamak i¢in onerilen mevcut
tan1 stratejisi, SARS-CoV-2’ ye 6zgii hedeflenen bir veya birkag gen bol-
gesinin varligimi degerlendirmek igin solunum yolundan alinan 6rnekleri
test etmek seklindedir. SARS-CoV-2 testi i¢in nazofaringeal / orofaringeal
stiriintii 6rnekleri kabul edilebilmektedir (Corman et al., 2020; Zou et al.,
2020). Hastaligin evresine gore bu bolgelerden alinacak 6rneklerdeki viriis
varlig1 da degiskenlik gosterebilmektedir (X. Wang et al., 2020). Numune
aliminda kullanilacak kalsiyum aljinat, ahsap veya pamuk i¢eren gubuk-
lar yapilacak olan PCR testinde inhibe edici etkiler yaratacagindan, bunlar
yerine aliiminyum veya plastik olanlar1 tercih edilmektedir. Bununla bir-
likte bu ¢ubuklarla alinan numunelerdeki viral niikleik asidin bozunmasini
onlemek icin numune alindiktan hemen sonra tasima besiyerine aktaril-
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malidir. Balgam, endotrakeal aspiratlar ve bronkoalveoler lavajdan alinan
numuneler de iglenmek iizere dogrudan mikrobiyoloji laboratuvarina gén-
derilebilir ve {ist solunum yolu numunelerinden daha biiyiik hassasiyete
sahip olabilmektedirler (W. Wang et al., 2020). Numune toplandiktan son-
ra, BSL-2 veya esdeger diizeydeki biyogiivenlik kabini icerisinde RNA’
nin izolasyonu, sonrasinda da hedef gen bdlgesinin tespiti i¢in qRT-PCR
islemi yapilmaktadir.

Viriisiin semptomatik ve asemptomatik olarak ilerlemesinden dolay1
gelistirilecek tan1 testleri sadece klinik seyir i¢in degil, ayn1 zamanda top-
lumda hastaligin izlenmesi i¢in de 6nemli bir arag olarak kullanilabilecektir.

MOLEKULER TESTLER

Konvansiyonel PCR

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), DNA {izerindeki istenilen gen bol-
gesinin ¢ogaltilmasini saglayan enzimatik bir yontemdir. Genis uygulama
yelpazesi, yiiksek hassasiyet ve dizi 6zgiilliigii sayesinde PCR temelli yon-
tem koronaviriislerin saptanmasinda rutin ve giivenilir bir teknik haline gel-
mistir (Balboni, Gallina, Palladini, Prosperi, & Battilani, 2012). Koronaviriis
RNA’ s1 6ncelikli olarak ters transkripsiyonla cDNA’ ya doniistiiriilerek PCR
gerceklestirilmekte, ardindan PCR iiriinii spesifik yontemler ve cihazlar ile
analiz edilmektedir. PCR’ den sonra jel elektroforezi ve dizileme yontemle-
ri koronaviriislerin saptanmast icin siklikla kullanilmaktadir. Ancak zaman
alic1 ve yiiksek maliyetli olmalar1 nedeniyle, bu yontemler i¢in dezavantaj
olusturmaktadir (Adachi et al., 2004; Setianingsih et al., 2019).

Gerg¢ek Zamanh Kantitatif Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (QRT-PCR)

Gergek zamanli qRT-PCR, giivenilir laboratuvar tanisi igin gii¢lii bir
teknolojidir ve uzun yillardir laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmakta-
dir. Ocak 2020’ de SARS-CoV-2’ nin genomik sekansinin yaymlanmasin-
dan bu yana, TagMan prob tabanli bircok ger¢ek zamanli qRT-PCR testi,
salgin sirasinda ¢ok sayida SARS-CoV-2 viriis enfeksiyonunun varliginin
saptanmasi i¢in arastirmacilar tarafindan gelistirilmis ve tiim diinyada kul-
lanilmistir. Bununla birlikte, siipheli vakalarin artis1 sonucunda, gercek
zamanlt qRT-PCR testlerinin sofistike ekipman ve donaniml1 personel ge-
rektirmesi, test sonucunun yaklagik 2-3 saat gibi uzun bir zamanda ¢ikmasi
bu testler icin tespit kapasitesi ve hiz acisindan sinirlamalar getirmistir.
Bununla birlikte testin yetkilendirilmis laboratuvarlarda yapilmasi siire-
yi daha da uzatmaktadir. Bu ylizden SARS-CoV-2 enfeksiyonunun hizli,
hassas ve ekonomik bir sekilde tespit edilmesini saglayacak tani testlerine
hala acil ihtiya¢ duyulmaktadir (Chu et al., 2020; Lo & Chiu, 2020). Bu
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eksikligin kapatilmasi icin SARS-CoV-2 genomunun dizilenmesinden bu
yana, bir¢ok sirket, viriis genomu iizerinde hedefledikleri farkli gen bol-
gelerine baglanmak iizere tasarlanmis bir¢ok oligoniikleotidi kullanarak
gqRT-PCR test kiti {iretimi igin caligmalar yapmaktadirlar. Testte olusacak
hata oranini en aza indirmek i¢in mutlaka pozitif, negatif kontroller ve bir-
den fazla tekrarla ¢alisma yapmak Onerilmektedir. Bu durumlara dikkat
edilmesine ragmen istenmeyen olumsuzluklarla da karsilasilabilmektedir.
Ozellikle hedef bolgeye 6zgii oligonukleotidler ve problarin tasarlanmasi,
bu bolgelerde oligoniikleotid ve problarin baglanmasina engel olacak poli-
morfizm ve mutasyonlarin olmadiginin kontrolii ve bunlarin laboratuvarda
optimize edilmesi yanlis pozitif / negatif sonuglarin olusmasini da onleye-
cektir. Bunlar diginda hastadan alinan numunenin ¢ok az olmasi, alinan nu-
munenin enfeksiyonun ¢ok erken ya da geg¢ evresinde alinmasi, numunenin
uygun olmayan sartlarda laboratuvara tasinmasi ya da laboratuvarda uy-
gun sartlarda islenmemesi, PCR’ yi inhibe edebilecek maddelerin ortamda
bulunmasi da yanlis pozitif / negatif sonuglara neden olabilmektedir.

Konvansiyonel PCR sonrasi yapilan jel elektroforezi isleminin gercek
zamanlit qRT-PCR sonrasi yapilmasina gerek duyulmamasi bir avantaj ola-
rak goriilmektedir. Bu yontemde belli sicakliklarda DNA ¢ogalmasi ile es
zamanl1 degisim gosteren floresan igaretli problarin ya da boyalarin olus-
turduklari sinyallerin dl¢iilmesi ile analiz yapilmaktadir.

izotermal Amplifikasyon

Niikleik asitlerin tespit edilme yontemleri molekiiler tanida yillardir
kullanilmaktadir. Bir¢ok molekiiler tan1 ydontemi olmasina ragmen tanida
hiz, 6zgiilliikk ve hassasiyetin {ist seviyede oldugu metod arayislari hep siir-
mistiir. Cesitli PCR temelli niikleik asit yontemleri kullanilmasina rag-
men, farkli izotermal amplifikasyon metodlar1 da bulunmaktadir.

Son yillarda, rekombinaz polimeraz amplifikasyonu (RPA), dongii
aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) gibi birkag izotermal amplifikas-
yon yontemi, basit, hizli ve ekonomik olmalar1 nedeniyle geleneksel PCR
yontemine alternatif olarak gelistirilmistir. Bu yontemlerde sofistike labo-
ratuvar cihazina ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bununla birlikte, yanlis pozitif
/ negatif gibi spesifik olmayan sinyaller nedeniyle klinik uygulamalar i¢in
giivenilir bir tan1 yontemi gelistirme asamasinda hala uygulamaya yonelik
zorluklart bulunmakta olup, hizli, hassas ve ekonomik olabilecek Covid-19
tanisiin konulmasi i¢in son yillarda bu metodlardan yararlanilmaktadir.

Rekombinaz Polimeraz Amplifikasyonu (RPA)

Rekombinaz polimeraz amplifikasyonu (RPA), 15-20 dakika icinde
sonug verebilen, patojenlerin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemde, rekombinaz, tek zincirli DNA baglayici prote-
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in (SSB) ve amplifikasyon i¢in zincirin yer degistirmesi etkinligine sahip
DNA polimeraz enzimi kullanilmaktadir. PCR’ de oldugu gibi hedef bolge-
ye 6zgil en az bir ¢ift primere ihtiya¢ duyulmaktadir ve reaksiyonlar diigiik
sabit sicakliklarda (37-42°C) gerceklestirilebilmektedir. RPA sonrasinda olu-
sacak trilinlerin saptanmasi i¢in incelenecek bolgeye 6zgii floresan isaretli
problarin tasarimi yapilarak gergek zamanlt PCR cihazlari, flurometrelerle
ve yanal akim testleriyle de analiz imkan1 saglanabilmektedir. Farkli tasar-
lanacak primerler / problar ile multipleks saptama yapilabilmesi de olanakli
hale gelebilmektedir. Ayrica SARS-CoV-2 gibi RNA viriisleri, reaksiyon ka-
rigimina enzim, ters transkriptaz reaktifleri eklenerek amplifiye edilebilmek-
tedirler (Daher, Stewart, Boissinot, & Bergeron, 2016; Jauset-Rubio et al.,
2016; Kersting, Rausch, Bier, & von Nickisch-Rosenegk, 2014). RPA’ nin
Covid-19 tanis1 i¢in hizli, hassas ve ekonomik bir yontem olabilecegi aras-
tirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (Behrmann et al., 2020).

Déngii Aracih izotermal Amplifikasyon (LAMP)

LAMP yontemi de RPA gibi bulasici hastaliklarin tanisinda hizli ve
ekonomik olabilecek niikleik asit amplifikasyon yontemlerinden birisidir.
Reaksiyon 60-65°C arasinda gerceklestiginden dolay1 gelismis bir labo-
ratuvar cihazina ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bununla birlikte reaksiyonda
bir¢ok oligoniikleotid kullanildigindan sonuglarin 6zgiilliigii daha yiiksek
olmaktadir. Kalitsal materyali RNA olan viriislerin varliginin saptanmasi
/ amplifikasyonlar1 i¢in 6ncelikli olarak ters transkriptaz enzimi ile cDNA
eldesi yapilmaktadir (de Paz, Brotons, & Munoz-Almagro, 2014; Notomi
et al., 2000). LAMP pozitif / negatif bir reaksiyondaki degisim ¢iplak g6z
ile ayirt edilebilmekte, kantitasyonu ise kolorimetre ve florimetre ile 6l¢ii-
lebilmektedir (Mori & Notomi, 2009). Lin Yu ve arkadaslari, RT-LAMP
testinin, SARS-CoV-2 viriistiniin 10 kopyasina esdeger sentezlenmis RNA’
y1 saptayabildigini ve klinik duyarliligin, RT-qPCR ile onaylanmis 6rnek-
lerdeki oranin % 97.6 (42/43) oldugunu gostermistir. Bu arastirmacilar
viris genomunda Orflab’ deki 8 farkli gen bolgesini hedefleyerek reaksi-
yonun ortalama olarak 20-40 dk igerisinde ger¢eklestigini belirtmislerdir.
(Lu et al., 2020; Yu et al., 2020).

RPA ile LAMP’ 1 karsilastiracak olursak; RPA, niikleik asitleri 37°C
ya da daha diisiik sicakliklarda ¢ok hizli bir sekilde amplifiye edebilmek-
te, homolog dizileri tarayan ve ¢ift sarmalli sablonu ¢6zebilen primerlerle
kompleks olusturan rekombinaz proteinlerini kullanmaktadur. ki sistemde
de amplifiye edilmis iirlinlerde 6zel problar kullanilarak hem ger¢ek za-
manli olarak hem de yanal akis testi seklinde analiz edilebilmektedir.

Hizl bir molekiiler testin uygulanmasina rehberlik edecek cesitli kri-
terler bulunmaktadir: hizli klinik karar, hekim ve hemsireler tarafindan test
giivenligi ve kullanimi, hasta ziyareti sirasinda hizli sonug verebilen ve
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PCR teknolojisine kiyasla maliyeti daha az olan bir metod olmasi. LAMP
ve RPA gibi izotermal amplifikasyon testleri, bu kriterlerin ¢ogunu kar-
silama potansiyeline sahiptir, ancak COVID-19 tanisinda bu teknolojileri
dogrulamak i¢in acilen daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ duyulmaktadir.

DiZi ANALIZI

Dizi analizi, viral niikleik asitlerin tanimlanmasi i¢in uygulanan en
kapsaml1 yaklagimlardan birisidir. SARS-CoV-2’ ye ait tiim genom dizisi
ilk olarak Zhang ve ark tarafindan 5 Ocak 2020 tarihinde MN908947 eri-
sim numarasi ile GenBank veritabanina kaydedilmistir (F. Wu et al., 2020).
Takip eden aylarda da Illumina ve Nanopore gibi yeni nesil dizileme sis-
temleri kullanilarak bir¢ok {ilkenin SARS-CoV-2 ile ilgili klinik ¢aligma-
larina ait dizileme sonuglar1 bu veritabanina eklenmistir. Bu sistemlerin
oldukga pahali, tespit edilecek materyalin ¢alisilmasi ve analizinin diger
yontemlere gore daha kompleks olmasi, sistemlerin kullanimi konusunda
deneyimli kisilerin olmas1 gerekliligi, pandemi donemindeki vaka sayisi-
nin fazla olmasi, vb sebeplerden dolayi acil ve rutin klinikte kullanilmas1
tercih edilmemektedir. Ancak ilag, as1 ve tiir ¢alismalar i¢in yogun bir se-
kilde kullanilmaktadirlar.

CRISPR-Cas testleri

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repe-
ats: Diizenli Araliklarla Boliinmiis Kisa Palindromik Tekrar Kiimeleri)
ile iliskili Cas (CRISPR Associated: CRISPR {liskili Genler) proteinleri
bakterilerin virlis ve plazmitlere kars1 savagmasina yardimci olmak i¢in
kazanilmis bir bagisiklik mekanizmasi olarak gelismistir. Bilim insanlar1
ilerleyen yillarda, bu mekanizmanin genom diizenleme araci olarak da kul-
lanilabilecegini 6ne siirmiiglerdir (Barrangou & Marraffini, 2014; Singh,
Braddick, & Dhar, 2017; Terns & Terns, 2011).

Son zamanlarda adinmi sik¢a duydugumuz bu sistemde biiyiik roller
oynayan Cas enzimleri, niikleik asitlerin spesifik, hizli, hassas ve tagina-
bilir cihazlar yardimiyla algilanmasi igin kullanilmaya ¢aligilmaktadir. Bu
enzimlerden en 6nemlileri Casl13 ve Casl2’ dir. Casl3 ve Casl2, hedef
bolgeyi tanima iizerine aktive edilen bir raportdr molekiil ile birlestirilerek
niikleik asit varligini veya miktarini spesifik ve hassas bir sekilde gostere-
bilmektedir (Abudayyeh et al., 2016; Shmakov et al., 2015; Zetsche et al.,
2015).

RNA hedefleyen Casl3 enzim ailesinin dort iiyesi bulunmaktadir:
Casl3a, Casl3b, Casl3c ve Casl3d. Bu enzim hedefledigi tek zincirli
RNA'’ ya baglandiktan sonra ‘kollateral aktivite” olarak adlandirilan et-
kisi ile hedef RNA’ y1 ayiran ve ¢evresindeki RNA' nin spesifik olmayan
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sekilde pargalanmasina neden olan genel bir RNaz aktivitesi gostermek-
tedir. Son yapilan caligmalar ile Cas12’ nin de kollateral bir aktiviteye sa-
hip oldugu gosterilmistir. Bu kollateral aktivitenin bulunmasi ile niikleik
asitlerin tespit edilmesinde yeni bir yaklasimin gelistirilmesi miimkiin
olmaktadir (Abudayyeh et al., 2016; Chen et al., 2018; Li et al., 2018;
Shmakov et al., 2015).

Kollateral aktiviteye sahip niikleik asit tespiti, ¢esitli raportdr mole-
kiiller ve yontemler kullanilarak gerceklestirilebilmektedir. Bunlar; (1)
floresan isaretli raportorler ile jel bagiml tespit (Abudayyeh et al., 2016),
(2) quenched floresan raportorlerin kullanimi sonrasi flurometre ile tespit
(East-Seletsky et al., 2016; Gootenberg et al., 2017), (3) sivi-s1v1 faz ayril-
masi yoluyla ¢6zelti bulanikliginin modiilasyonu ile gorsel tespit (Spoelst-
ra, 2019), (4) antijen etiketli raportdrlerin kullanimi1 sonrasi yanal akis testi
ile tespit (Gootenberg et al., 2018).

Bu proteinler kullanilarak Covid-19” un da i¢inde bulundugu farkli
tan1 kitlerini gelistirmeye calisan bir¢ok biyoteknoloji sirketi bulunmak-
tadir.

CRISPR alaninda biinyesinde bir¢ok bilim insan1 barmdiran ve bu ko-
nuda 6nemli ¢aligmalar1 bulunan taninmis biyoteknoloji sirketleri Sherlock
Biosciences ve Mammoth Biosciences’ dir.

SHERLOCK (Specific High-Sensitivity Enzymatic Reporter Unloc-
king) Biosciences’ i gelistirdigi tan1 kiti ~1 saat icerisinde 1 ml’ de zepto-
malar seviyesinde tek bir molekiilii tespit edebilmektedir. RNA ekstraksiyo-
nu sonrasinda RPA kiti kullanilarak izotermal amplifikasyon yapilmaktadir.
Gelistirilmis bu tan1 kiti virlis genomunda S ve Orflab genlerini hedef
almaktadir. In vitro transkripsiyon sonrasinda amplifiye olacak bu gen bol-
gelerini tespit edebilmek icin Casl3 enzimi kullanilmaktadir. Cas13, he-
deflenen bolgeye baglanmak i¢in tamamlayici bir crRNA sekansi kullanir
ve baglandiktan sonra da aktive edilir. Cas13’ {in kollateral aktivitesi ile de
viriis varlig1 analiz edilebilmektedir. Cas12a hedef boliinme i¢in bir PAM
(Protospacer Bitisik Motif)’ a ihtiya¢ duyarken, Cas13a i¢in boyle bir ge-
reksinim bulunmamaktadir. Bu testin Mayis 2020’ de Covid-19 tanisinda
kullanilabilmesi i¢in FDA tarafindan onay alinmistir (fda.gov, 2020; Kell-
ner, Koob, Gootenberg, Abudayyeh, & Zhang, 2019).

Mammoth Biosciences da DETECTR (DNA Endonuclease-Targe-
ted CRISPR Trans Reporter) adli molekiiler tan1 kitini gelistirmek i¢in
CRISPR-Cas gen diizenleme teknolojisini kullanmistir. SHERLOCK tes-
tinde oldugu gibi, DETECTR de herhangi bir DNA veya RNA hedefini
tespit etmek igin gelistirilip, sonuglar ~40 dakika igerisinde cihazsiz ve
tek kullanimlik bir formatta elde edilebilmektedir. Bu sistem, diger cihaz
ve platformlara da entegre edilebilmektedir. DETECTR simdilik N ve E
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SARS-CoV-2 genlerinin tamimlanmast i¢in gelistirilmistir. Hedeflenen gen
bolgelerine 6zel tasarlanmig primerler ile RT-LAMP gerceklestirilebilmek-
tedir. Bu sistemde Cas12a kullanilmaktadir. Cas12a-sgRNA kompleksi he-
def sekanslara baglandig1 zaman Cas12a aktivitesi sonrasinda yanal akis
testleri kullanilarak gorsel olarak tespit edilebilmektedir. Arastirmacilar bu
yontemin validasyonu i¢in referans ornekler ve enfekte olmus klinik &r-
neklerden yararlanarak ger¢ek zamanli RT-PCR sonuglar ile performans
karsilagtirmasini yapmiglardir (Broughton et al., 2020; Chen et al., 2018).

SONUC

Bugiine kadar, SARS-CoV-2 varligmin saptanmasiileilgili énemli
aragtirmalar yapilmistir. Tekbasinakullanilacak bir yontemin dezavan-
tajlari1 Onlemek i¢in bazi calismalarda birkag yontem birlestirilmistir.
Ozetle, yeni teknolojilerin ve ydntemlerin hizla  gelismesiyle, gele-
cekte bilim insanlarma / klinisyenlere daha fazla segenek saglayacak
tan1 testlerinin olacag1 diistiniilmektedir.
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