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GİRİŞ

Aralık 2019’ dan bu yana, Çin’ in Wuhan şehrinde yeni bir tip korona-
virüsün neden olduğu büyük pnömoni salgını ortaya çıkmıştır. 2019-nCov 
olarak adlandırılan bu hastalığın adı daha sonra COVID-19 olarak kabul 
edilmiştir. Hastalığa neden olan SARS-CoV-2 virüsünün daha önceki yıl-
larda görülen SARS-CoV ile ~% 79.5 genomik sekans benzerliği gösterdi-
ği saptanmıştır. SARS-CoV-2 virüsünün genomu 5’  translasyona uğrama-
mış bölge (5’-UTR), replikaz kompleks (Orf1ab), spike (S), E, M, N gen 
bölgeleri, 3’ translasyona uğramamış bölge (3’-UTR) ve tanımlanamamış 
yapısal olmayan açık okuma çerçevelerinden oluşmaktadır. Virüsün insan 
hücrelerine girişinin SARS-CoV ile benzer şekilde Anjiyotensin Dönüş-
türücü Enzim II (ACE2) reseptörü ile gerçekleştiği gösterilmiştir (A.E. 
Gorbalenya, 2020; Guan et al., 2020; Jiang, Du, & Shi, 2020; A. Wu et al., 
2020; Zhou et al., 2020). Epidemik veriler virüsün insandan insana güçlü 
bir bulaşma yeteneğine sahip olduğunu, öksürme, hapşırma yoluyla üreti-
len damlacıklar ile yayıldığını, doğrudan temaslar ve diğer olası bulaşma 
yolları (örn. Dışkı-ağız yoluyla) ile bulaştığını da göstermektedir (Guan et 
al., 2020). 

Tüm dünyada SARS-CoV-2 virüsü için uygun tedavi seçenekleri ara-
yışlarına girilmesine rağmen, henüz etkili bir antiviral ilaç ve aşı tedavisi 
geliştirilememiştir. Bununla birlikte bu virüsün daha fazla yayılmasını ön-
leyebilmek amacıyla hızlı ve güvenilir tanı testlerinin geliştirilmesi de ön-
celiği oluşturmaktadır. Dünya Sağlık Örgütü de bu eksikliğin giderilmesi 
için tüm ülkelere daha fazla test kiti üretimi için mesajlar vermektedir. Bu-
nunla birlikte dünya çapında birçok hükümet, çeşitli kurumlar, biyotekno-
loji şirketleri, Covid-19 tanısında çok sayıda test kiti ve reaktif üretilmesi 
için çeşitli teşviklerde bulunmaktadırlar.

SARS-CoV-2 Testleri
ABD Hastalık Kontrol ve Önleme Merkezi (CDC-https://www.cdc.

gov/) tarafından COVID-19 hastalarını tanımlamak için önerilen mevcut 
tanı stratejisi, SARS-CoV-2’ ye özgü hedeflenen bir veya birkaç gen böl-
gesinin varlığını değerlendirmek için solunum yolundan alınan örnekleri 
test etmek şeklindedir. SARS-CoV-2 testi için nazofaringeal / orofaringeal 
sürüntü örnekleri kabul edilebilmektedir (Corman et al., 2020; Zou et al., 
2020). Hastalığın evresine göre bu bölgelerden alınacak örneklerdeki virüs 
varlığı da değişkenlik gösterebilmektedir (X. Wang et al., 2020). Numune 
alımında kullanılacak kalsiyum aljinat, ahşap veya pamuk içeren çubuk-
lar yapılacak olan PCR testinde inhibe edici etkiler yaratacağından, bunlar 
yerine alüminyum veya plastik olanları tercih edilmektedir. Bununla bir-
likte bu çubuklarla alınan numunelerdeki viral nükleik asidin bozunmasını 
önlemek için numune alındıktan hemen sonra taşıma besiyerine aktarıl-
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malıdır. Balgam, endotrakeal aspiratlar ve bronkoalveoler lavajdan alınan 
numuneler de işlenmek üzere doğrudan mikrobiyoloji laboratuvarına gön-
derilebilir ve üst solunum yolu numunelerinden daha büyük hassasiyete 
sahip olabilmektedirler (W. Wang et al., 2020). Numune toplandıktan son-
ra, BSL-2 veya eşdeğer düzeydeki biyogüvenlik kabini içerisinde RNA’ 
nın izolasyonu, sonrasında da hedef gen bölgesinin tespiti için qRT-PCR 
işlemi yapılmaktadır.

Virüsün semptomatik ve asemptomatik olarak ilerlemesinden dolayı 
geliştirilecek tanı testleri sadece klinik seyir için değil, aynı zamanda top-
lumda hastalığın izlenmesi için de önemli bir araç olarak kullanılabilecektir.

MOLEKÜLER TESTLER

Konvansiyonel PCR

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), DNA üzerindeki istenilen gen böl-
gesinin çoğaltılmasını sağlayan enzimatik bir yöntemdir. Geniş uygulama 
yelpazesi, yüksek hassasiyet ve dizi özgüllüğü sayesinde PCR temelli yön-
tem koronavirüslerin saptanmasında rutin ve güvenilir bir teknik haline gel-
miştir (Balboni, Gallina, Palladini, Prosperi, & Battilani, 2012). Koronavirüs 
RNA’ sı öncelikli olarak ters transkripsiyonla cDNA’ ya dönüştürülerek PCR 
gerçekleştirilmekte, ardından PCR ürünü spesifik yöntemler ve cihazlar ile 
analiz edilmektedir. PCR’ den sonra jel elektroforezi ve dizileme yöntemle-
ri koronavirüslerin saptanması için sıklıkla kullanılmaktadır. Ancak zaman 
alıcı ve yüksek maliyetli olmaları nedeniyle, bu yöntemler için dezavantaj 
oluşturmaktadır (Adachi et al., 2004; Setianingsih et al., 2019).

Gerçek Zamanlı Kantitatif Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu (qRT-PCR)

Gerçek zamanlı qRT-PCR, güvenilir laboratuvar tanısı için güçlü bir 
teknolojidir ve uzun yıllardır laboratuvarlarda rutin olarak kullanılmakta-
dır. Ocak 2020’ de SARS-CoV-2’ nin genomik sekansının yayınlanmasın-
dan bu yana, TaqMan prob tabanlı birçok gerçek zamanlı qRT-PCR testi, 
salgın sırasında çok sayıda SARS-CoV-2 virüs enfeksiyonunun varlığının 
saptanması için araştırmacılar tarafından geliştirilmiş ve tüm dünyada kul-
lanılmıştır. Bununla birlikte, şüpheli vakaların artışı sonucunda, gerçek 
zamanlı qRT-PCR testlerinin sofistike ekipman ve donanımlı personel ge-
rektirmesi, test sonucunun yaklaşık 2-3 saat gibi uzun bir zamanda çıkması 
bu testler için tespit kapasitesi ve hız açısından sınırlamalar getirmiştir. 
Bununla birlikte testin yetkilendirilmiş laboratuvarlarda yapılması süre-
yi daha da uzatmaktadır. Bu yüzden SARS-CoV-2 enfeksiyonunun hızlı, 
hassas ve ekonomik bir şekilde tespit edilmesini sağlayacak tanı testlerine 
hala acil ihtiyaç duyulmaktadır (Chu et al., 2020; Lo & Chiu, 2020). Bu 



259Sağlık Bilimleri Alanında Akademik Çalışmalar - II 259

eksikliğin kapatılması için SARS-CoV-2 genomunun dizilenmesinden bu 
yana, birçok şirket, virüs genomu üzerinde hedefledikleri farklı gen böl-
gelerine bağlanmak üzere tasarlanmış birçok oligonükleotidi kullanarak 
qRT-PCR test kiti üretimi için çalışmalar yapmaktadırlar. Testte oluşacak 
hata oranını en aza indirmek için mutlaka pozitif, negatif kontroller ve bir-
den fazla tekrarla çalışma yapmak önerilmektedir. Bu durumlara dikkat 
edilmesine rağmen istenmeyen olumsuzluklarla da karşılaşılabilmektedir. 
Özellikle hedef bölgeye özgü oligonukleotidler ve probların tasarlanması, 
bu bölgelerde oligonükleotid ve probların bağlanmasına engel olacak poli-
morfizm ve mutasyonların olmadığının kontrolü ve bunların laboratuvarda 
optimize edilmesi yanlış pozitif / negatif sonuçların oluşmasını da önleye-
cektir. Bunlar dışında hastadan alınan numunenin çok az olması, alınan nu-
munenin enfeksiyonun çok erken ya da geç evresinde alınması, numunenin 
uygun olmayan şartlarda laboratuvara taşınması ya da laboratuvarda uy-
gun şartlarda işlenmemesi, PCR’ yi inhibe edebilecek maddelerin ortamda 
bulunması da yanlış pozitif / negatif sonuçlara neden olabilmektedir.

Konvansiyonel PCR sonrası yapılan jel elektroforezi işleminin gerçek 
zamanlı qRT-PCR sonrası yapılmasına gerek duyulmaması bir avantaj ola-
rak görülmektedir. Bu yöntemde belli sıcaklıklarda DNA çoğalması ile eş 
zamanlı değişim gösteren floresan işaretli probların ya da boyaların oluş-
turdukları sinyallerin ölçülmesi ile analiz yapılmaktadır. 

İzotermal Amplifikasyon

Nükleik asitlerin tespit edilme yöntemleri moleküler tanıda yıllardır 
kullanılmaktadır. Birçok moleküler tanı yöntemi olmasına rağmen tanıda 
hız, özgüllük ve hassasiyetin üst seviyede olduğu metod arayışları hep sür-
müştür. Çeşitli PCR temelli nükleik asit yöntemleri kullanılmasına rağ-
men, farklı izotermal amplifikasyon metodları da bulunmaktadır. 

Son yıllarda, rekombinaz polimeraz amplifikasyonu (RPA), döngü 
aracılı izotermal amplifikasyon (LAMP) gibi birkaç izotermal amplifikas-
yon yöntemi, basit, hızlı ve ekonomik olmaları nedeniyle geleneksel PCR 
yöntemine alternatif olarak geliştirilmiştir. Bu yöntemlerde sofistike labo-
ratuvar cihazına ihtiyaç duyulmamaktadır. Bununla birlikte, yanlış pozitif 
/ negatif gibi spesifik olmayan sinyaller nedeniyle klinik uygulamalar için 
güvenilir bir tanı yöntemi geliştirme aşamasında hala uygulamaya yönelik 
zorlukları bulunmakta olup, hızlı, hassas ve ekonomik olabilecek Covid-19 
tanısının konulması için son yıllarda bu metodlardan yararlanılmaktadır.

Rekombinaz Polimeraz Amplifikasyonu (RPA)

Rekombinaz polimeraz amplifikasyonu (RPA), 15-20 dakika içinde 
sonuç verebilen, patojenlerin saptanmasında yaygın olarak kullanılan bir 
yöntemdir. Bu yöntemde, rekombinaz, tek zincirli DNA bağlayıcı prote-
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in (SSB) ve amplifikasyon için zincirin yer değiştirmesi etkinliğine sahip 
DNA polimeraz enzimi kullanılmaktadır. PCR’ de olduğu gibi hedef bölge-
ye özgü en az bir çift primere ihtiyaç duyulmaktadır ve reaksiyonlar düşük 
sabit sıcaklıklarda (37-42oC) gerçekleştirilebilmektedir. RPA sonrasında olu-
şacak ürünlerin saptanması için incelenecek bölgeye özgü floresan işaretli 
probların tasarımı yapılarak gerçek zamanlı PCR cihazları, flurometrelerle 
ve yanal akım testleriyle de analiz imkanı sağlanabilmektedir. Farklı tasar-
lanacak primerler / problar ile multipleks saptama yapılabilmesi de olanaklı 
hale gelebilmektedir. Ayrıca SARS-CoV-2 gibi RNA virüsleri, reaksiyon ka-
rışımına 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’ nın 
Covid-19 tanısı için hızlı, hassas ve ekonomik bir yöntem olabileceği araş-
tırmacılar tarafından vurgulanmaktadır (Behrmann et al., 2020).   

Döngü Aracılı İzotermal Amplifikasyon (LAMP)

LAMP yöntemi de RPA gibi bulaşıcı hastalıkların tanısında hızlı ve 
ekonomik olabilecek nükleik asit amplifikasyon yöntemlerinden birisidir. 
Reaksiyon 60-65oC arasında gerçekleştiğinden dolayı gelişmiş bir labo-
ratuvar cihazına ihtiyaç duyulmamaktadır. Bununla birlikte reaksiyonda 
birçok oligonükleotid kullanıldığından sonuçların özgüllüğü daha yüksek 
olmaktadır. Kalıtsal materyali RNA olan virüslerin varlığının saptanması 
/ amplifikasyonları için öncelikli olarak ters transkriptaz enzimi ile cDNA 
eldesi yapılmaktadır (de Paz, Brotons, & Munoz-Almagro, 2014; Notomi 
et al., 2000). LAMP pozitif / negatif bir reaksiyondaki değişim çıplak göz 
ile ayırt edilebilmekte, kantitasyonu ise kolorimetre ve florimetre ile ölçü-
lebilmektedir (Mori & Notomi, 2009). Lin Yu ve arkadaşları, RT-LAMP 
testinin, SARS-CoV-2 virüsünün 10 kopyasına eşdeğer sentezlenmiş RNA’ 
yı saptayabildiğini ve klinik duyarlılığın, RT-qPCR ile onaylanmış örnek-
lerdeki oranın % 97.6 (42/43) olduğunu göstermiştir. Bu araştırmacılar 
virüs genomunda Orf1ab’ deki 8 farklı gen bölgesini hedefleyerek reaksi-
yonun ortalama olarak 20-40 dk içerisinde gerçekleştiğini belirtmişlerdir. 
(Lu et al., 2020; Yu et al., 2020).

RPA ile LAMP’ ı karşılaştıracak olursak; RPA, nükleik asitleri 37oC 
ya da daha düşük sıcaklıklarda çok hızlı bir şekilde amplifiye edebilmek-
te, homolog dizileri tarayan ve çift sarmallı şablonu çözebilen primerlerle 
kompleks oluşturan rekombinaz proteinlerini kullanmaktadır. İki sistemde 
de amplifiye edilmiş ürünlerde özel problar kullanılarak hem gerçek za-
manlı olarak hem de yanal akış testi şeklinde analiz edilebilmektedir.

Hızlı bir moleküler testin uygulanmasına rehberlik edecek çeşitli kri-
terler bulunmaktadır: hızlı klinik karar, hekim ve hemşireler tarafından test 
güvenliği ve kullanımı, hasta ziyareti sırasında hızlı sonuç verebilen ve 
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PCR teknolojisine kıyasla maliyeti daha az olan bir metod olması. LAMP 
ve RPA gibi izotermal amplifikasyon testleri, bu kriterlerin çoğunu kar-
şılama potansiyeline sahiptir, ancak COVID-19 tanısında bu teknolojileri 
doğrulamak için acilen daha fazla araştırmaya ihtiyaç duyulmaktadır.

DİZİ ANALİZİ
Dizi analizi, viral nükleik asitlerin tanımlanması için uygulanan en 

kapsamlı yaklaşımlardan birisidir. SARS-CoV-2’ ye ait tüm genom dizisi 
ilk olarak Zhang ve ark tarafından 5 Ocak 2020 tarihinde MN908947 eri-
şim numarası ile GenBank veritabanına kaydedilmiştir (F. Wu et al., 2020). 
Takip eden aylarda da Illumina ve Nanopore gibi yeni nesil dizileme sis-
temleri kullanılarak birçok ülkenin SARS-CoV-2 ile ilgili klinik çalışma-
larına ait dizileme sonuçları bu veritabanına eklenmiştir. Bu sistemlerin 
oldukça pahalı, tespit edilecek materyalin çalışılması ve analizinin diğer 
yöntemlere göre daha kompleks olması, sistemlerin kullanımı konusunda 
deneyimli kişilerin olması gerekliliği, pandemi dönemindeki vaka sayısı-
nın fazla olması, vb sebeplerden dolayı acil ve rutin klinikte kullanılması 
tercih edilmemektedir. Ancak ilaç, aşı ve tür çalışmaları için yoğun bir şe-
kilde kullanılmaktadırlar.

CRISPR-Cas testleri
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repe-

ats: Düzenli Aralıklarla Bölünmüş Kısa Palindromik Tekrar Kümeleri) 
ile ilişkili Cas (CRISPR Associated: CRISPR İlişkili Genler) proteinleri 
bakterilerin virüs ve plazmitlere karşı savaşmasına yardımcı olmak için 
kazanılmış bir bağışıklık mekanizması olarak gelişmiştir. Bilim insanları 
ilerleyen yıllarda, bu mekanizmanın genom düzenleme aracı olarak da kul-
lanılabileceğini öne sürmüşlerdir (Barrangou & Marraffini, 2014; Singh, 
Braddick, & Dhar, 2017; Terns & Terns, 2011). 

Son zamanlarda adını sıkça duyduğumuz bu sistemde büyük roller 
oynayan Cas enzimleri, nükleik asitlerin spesifik, hızlı, hassas ve taşına-
bilir cihazlar yardımıyla algılanması için kullanılmaya çalışılmaktadır. Bu 
enzimlerden en önemlileri Cas13 ve Cas12’ dir. Cas13 ve Cas12, hedef 
bölgeyi tanıma üzerine aktive edilen bir raportör molekül ile birleştirilerek 
nükleik asit varlığını veya miktarını spesifik ve hassas bir şekilde göstere-
bilmektedir (Abudayyeh et al., 2016; Shmakov et al., 2015; Zetsche et al., 
2015).

RNA hedefleyen Cas13 enzim ailesinin dört üyesi bulunmaktadır: 
Cas13a, Cas13b, Cas13c ve Cas13d. Bu enzim hedeflediği tek zincirli 
RNA’ ya bağlandıktan sonra ‘kollateral aktivite” olarak adlandırılan et-
kisi ile hedef RNA’ yı ayıran ve çevresindeki RNA' nın spesifik olmayan 
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şekilde parçalanmasına neden olan genel bir RNaz aktivitesi göstermek-
tedir. Son yapılan çalışmalar ile Cas12’ nin de kollateral bir aktiviteye sa-
hip olduğu gösterilmiştir. Bu kollateral aktivitenin bulunması ile nükleik 
asitlerin tespit edilmesinde yeni bir yaklaşımın geliştirilmesi mümkün 
olmaktadır (Abudayyeh et al., 2016; Chen et al., 2018; Li et al., 2018; 
Shmakov et al., 2015). 

Kollateral aktiviteye sahip nükleik asit tespiti, çeşitli raportör mole-
küller ve yöntemler kullanılarak gerçekleştirilebilmektedir. Bunlar; (1) 
floresan işaretli raportörler ile jel bağımlı tespit (Abudayyeh et al., 2016), 
(2) quenched floresan raportörlerin kullanımı sonrası flurometre ile tespit 
(East-Seletsky et al., 2016; Gootenberg et al., 2017), (3) sıvı-sıvı faz ayrıl-
ması yoluyla çözelti bulanıklığının modülasyonu ile görsel tespit (Spoelst-
ra, 2019), (4) antijen etiketli raportörlerin kullanımı sonrası yanal akış testi 
ile tespit (Gootenberg et al., 2018).

Bu proteinler kullanılarak Covid-19’ un da içinde bulunduğu farklı 
tanı kitlerini geliştirmeye çalışan birçok biyoteknoloji şirketi bulunmak-
tadır.

CRISPR alanında bünyesinde birçok bilim insanı barındıran ve bu ko-
nuda önemli çalışmaları bulunan tanınmış biyoteknoloji şirketleri Sherlock 
Biosciences ve Mammoth Biosciences’ dır. 

SHERLOCK (Specific High-Sensitivity Enzymatic Reporter Unloc-
king) Biosciences’ ın geliştirdiği tanı kiti ~1 saat içerisinde 1 ml’ de zepto-
malar seviyesinde tek bir molekülü tespit edebilmektedir. RNA ekstraksiyo-
nu sonrasında RPA kiti kullanılarak izotermal amplifikasyon yapılmaktadır. 
Geliştirilmiş bu tanı kiti virüs genomunda S ve Orf1ab genlerini hedef 
almaktadır. In vitro transkripsiyon sonrasında amplifiye olacak bu gen böl-
gelerini tespit edebilmek için Cas13 enzimi kullanılmaktadır. Cas13, he-
deflenen bölgeye bağlanmak için tamamlayıcı bir crRNA sekansı kullanır 
ve bağlandıktan sonra da aktive edilir. Cas13’ ün kollateral aktivitesi ile de 
virüs varlığı analiz edilebilmektedir. Cas12a hedef bölünme için bir PAM 
(Protospacer Bitişik Motif)’ a ihtiyaç duyarken, Cas13a için böyle bir ge-
reksinim bulunmamaktadır. Bu testin Mayıs 2020’ de Covid-19 tanısında 
kullanılabilmesi için FDA tarafından onay alınmıştır (fda.gov, 2020; Kell-
ner, Koob, Gootenberg, Abudayyeh, & Zhang, 2019).

Mammoth Biosciences da DETECTR (DNA Endonuclease-Targe-
ted CRISPR Trans Reporter) adlı moleküler tanı kitini geliştirmek için 
CRISPR-Cas gen düzenleme teknolojisini kullanmıştır. SHERLOCK tes-
tinde olduğu gibi, DETECTR de herhangi bir DNA veya RNA hedefini 
tespit etmek için geliştirilip, sonuçlar ~40 dakika içerisinde cihazsız ve 
tek kullanımlık bir formatta elde edilebilmektedir. Bu sistem, diğer cihaz 
ve platformlara da entegre edilebilmektedir. DETECTR şimdilik N ve E 
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SARS-CoV-2 genlerinin tanımlanması için geliştirilmiştir. Hedeflenen gen 
bölgelerine özel tasarlanmış primerler ile RT-LAMP gerçekleştirilebilmek-
tedir. Bu sistemde Cas12a kullanılmaktadır. Cas12a-sgRNA kompleksi he-
def sekanslara bağlandığı zaman Cas12a aktivitesi sonrasında yanal akış 
testleri kullanılarak görsel olarak tespit edilebilmektedir. Araştırmacılar bu 
yöntemin validasyonu için referans örnekler ve enfekte olmuş klinik ör-
neklerden yararlanarak gerçek zamanlı RT-PCR sonuçları ile performans 
karşılaştırmasını yapmışlardır (Broughton et al., 2020; Chen et al., 2018). 

SONUÇ
Bugüne  kadar,  SARS-CoV-2  varlığının  saptanması ile ilgili  önemli  

araştırmalar   yapılmıştır.   Tek başına kullanılacak   bir   yöntemin  dezavan-
tajlarını  önlemek  için  bazı çalışmalarda  birkaç  yöntem  birleştirilmiştir. 
Özetle,  yeni  teknolojilerin  ve  yöntemlerin  hızla gelişmesiyle,  gele-
cekte  bilim  insanlarına  /  klinisyenlere  daha  fazla  seçenek  sağlayacak 
tanı  testlerinin  olacağı  düşünülmektedir.
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