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ÖZ

Dünya genelinde bir milyondan fazla insanın ölümüne neden olan COVID-19 pandemisi; enfeksi-
yon hastalıklarının önlenmesi ve salgınların kontrol altına alınmasında mikrobiyolojik tanı yön-
temlerinin kritik önemini açıkça göstermiştir. SARS-CoV-2 ile mücadelede en etkili yol, virüsün 
yayılımını olabildiğince azaltmaktır. Virüsün yayılımını azaltmak ise virüsü taşıyan semptomatik 
veya asemptomatik tüm bireylerin, en kısa sürede ve doğru şekilde saptanmasını sağlayan tanı 
yöntemleriyle olasıdır. COVID-19 hastalığının tanısında ve takibinde, uluslararası sağlık otoriteleri 
tarafından önerilen çeşitli mikrobiyolojik yöntemler (serolojik testler, nükleik asit amplifikasyon 
yöntemleri) yaygın olarak kullanılmaktadır. Dünya Sağlık Örgütü tarafından COVID-19 laboratu-
var tanısında altın standart yöntem olarak belirtilen gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 
(RT-PZR) metodu dâhil olmak üzere farklı diagnostik yöntemlerin uygulanmasında yaşanan zor-
luklar pandemi sürecinde bir kez daha anlaşılmıştır. Enfeksiyonlarla mücadelede daha yüksek 
başarı sağlayabilmek için mevcut mikrobiyolojik tanı yöntemlerinin uygulama ve değerlendirme 
standartlarının iyi belirlenmesi, daha kısa sürede doğru şekilde sonuç veren, kolay uygulanabilen, 
düşük maliyetli yeni yöntemlerin geliştirilmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: COVID-19, SARS-CoV-2, RT-PZR, serolojik testler, CRISPR

ABSTRACT

COVID-19 pandemic that caused the death of  more than one million people worldwide, has clearly 
demonstrated the critical importance of microbiological diagnostic methods in preventing infectious 
diseases and controlling outbreaks. The most effective way for combating  SARS-CoV-2, is reducing 
the spread of the virus as much as possible. To decrease the spread of the virus is only possible with 
diagnostic methods that enable the detection of all symptomatic or asymptomatic patients infected 
with the virus accurately and as early as possible. Various microbiological methods (serological 
tests, nucleic acid amplification methods) recommended by international health authorities are 
widely used in the diagnosis and follow-up of COVID-19 disease. The challenges experienced in 
application of diagnostic methods, including real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) method, 
which is specified as the gold standard method in the diagnosis of COVID-19 by the World Health 
Organization, were once again acknowledged during the pandemic. To achieve higher  success rates  
in combating infections, it is necessary to better determine the application and evaluation standards 
in current microbiological diagnostic methods, to develop new cost-effective methods that are 
easily applicable and yielding results within a short time.
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ID

GİRİŞ

Enfeksiyon hastalıkları, özellikle viral pandemiler yüz-
yıllardır toplum sağlığını tehdit eden başlıca küresel 
sorunlardandır. Yüksek morbidite ve mortalite oran-
larıyla salgın hastalıklar, çok sayıda insanın yaşamını 
tehdit etmesinin yanı sıra sağlık bakım giderlerinde 

artış, iş gücü kaybı gibi önemli ekonomik sorunları da 
beraberinde getirir. Küresel salgınların sonuncusu; bir 
yılı aşkın süredir ülkemizi ve tüm dünyayı etkisi altına 
almış olan Koronavirüs Hastalığı (COVID-19)’dır(1,2).

2019 yılı aralık ayında, ilk olarak Çin’in Wuhan şeh-
rinde, nedeni belirlenmeyen ve sayıları hızla artan 
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pnömoni olguları dikkat çekmiş ve kısa süre sonra bu 
durumun yeni bir koronavirüsten kaynaklandığı 
saptanmıştır(3). SARS-CoV-2 olarak adlandırılan virü-
sün, geçtiğimiz yıllarda farklı ülkelerde çok sayıda 
hastanın ölümüne neden olan Şiddetli Akut Solunum 
Sendromu (SARS) ve Orta Doğu Solunum Sendromu 
(MERS) etkeni betakoronavirüsler ile benzer genetik 
yapıda olduğu anlaşılmıştır(4,5). Hastalık dört ay gibi 
oldukça kısa bir sürede tüm dünyayı etkisi altına 
almış olup, 11 Mart 2020’de Dünya Sağlık Örgütü 
(DSÖ) tarafından SARS-CoV-2 virüsünün neden oldu-
ğu COVID-19 hastalığı “pandemi (küresel salgın)” 
olarak ilan edilmiştir. Salgının başlangıcından yaklaşık 
bir yıl sonrasında, 24 Ocak 2021 itibariyle 95 milyo-
nun üzerinde doğrulanmış olgu olduğu ve 2.112.689 
kişinin yaşamını kaybettiği DSÖ tarafından rapor edil-
miştir. Türkiye’de ilk COVID-19 olgusu ise 11 Mart 
2020’de belirlenmiş olup, Sağlık Bakanlığınca 24 
Ocak 2021 itibariyle ülkemizde olgu sayısının 
2.429.605 kişiye ulaştığı bildirilmiştir. SARS-CoV-2’nin 
bulaşıcılığın yüksek olması, salgının kontrol altına 
alınmasını güçleştiren ana etmendir. COVID-19 has-
talığında bulaş hızının düşürülerek yayılımın azaltıla-
bilmesi için enfeksiyonun olabildiğince erken ve 
doğru şekilde tanısı gerekmektedir. Ülkemizde ve 
dünyada hastalığın tanısında ve takibinde, uluslara-
rası sağlık otoritelerince önerilen çeşitli moleküler 
mikrobiyolojik yöntemler (nükleik asit amplifikas-
yon yöntemleri, serolojik testler) yaygın olarak kul-
lanılmaktadır. Bu yöntemlerden bazıları doğrudan 
virüsün varlığını saptamaya yönelik moleküler yön-
temler iken bazıları ise virüse karşı vücutta oluşan 
bağışıklık yanıtın saptanması prensibine dayanmak-
tadır.

Virüsün Yapısı ve Hastalık Patogenezi
COVID-19 salgının ortaya çıkışından kısa süre sonra, 
Ocak 2020’de, Wuhan’daki hastaların akciğerlerin-
den alınan örneklerden virüs izole edilerek genom 
analizi yapılmıştır. İlk olarak Çinli araştırmacılar tara-
fından 12 Ocak 2020 tarihinde SARS-CoV-2’nin genom 
dizilimi, tüm dünyadan araştırmacıların erişebildiği 
açık veri tabanlarında paylaşıldı(6). SARS-CoV-2’un 
genom dizilerinin hızla belirlenmesi ve paylaşılması; 
virüsün yapısının ve hastalık oluşturma mekanizma-
sının anlaşılması, tanı yöntemlerinin belirlenebilme-

si, devam eden salgının takibi ve potansiyel tedavi 
seçeneklerinin geliştirilmesi açısından büyük yarar 
sağlamıştır.

SARS-CoV-2 virüsü, Coronaviridae ailesinde yer alan, 
pozitif iplikli tek sarmallı RNA genomuna sahip zarflı 
bir virüstür. Yapılan genom araştırmalarıyla bu virü-
sün, geçtiğimiz yirmi yıl içerisinde farklı ülkelerde 
salgınlara yol açan SARS-CoV ve MERS-CoV’un da 
aralığında bulunduğu betakoronavirüs (beta-CoV) 
ailesi üyelerinden olduğu belirlenmiştir. SARS-CoV-
2’nin genom yapısının SARS-CoV ile %79, MERS-CoV 
ile de yaklaşık %50 oranında benzerlik gösterdiği 
saptanmıştır(7). Virüsün zarf proteini (E, envelope), 
membran proteini (M), nükleokapsid proteini (N) ve 
spike protein (S) olmak üzere dört yapısal proteini 
mevcuttur. Bu protein yapılarından özellikle spike (S) 
proteini, virüsün konak hücreye tutunması ve girişin-
de kilit rol oynar(8). Virüs, S proteini aracılığıyla 
konakçı hücre zarının dış kısmındaki ACE-2 
(Anjiyotensin dönüştürücü enzim) reseptörlerine 
bağlanarak konak hücreye girmekte ve sonrasında 
hızla çoğalarak hastalığa neden olur. ACE-2 resep-
törlerinin insan vücudunda akciğerler, kalp ve 
böbrekler başta olmak üzere farklı doku ve organ-
larda bulunduğu bilinir(9). Bu nedenle COVID-19 
hastalığında, virüsün konak hücreye girişinin ardın-
dan enfeksiyonun ilerleyen aşamalarında organiz-
mada şiddetli akut solunum yetmezliği başta olmak 
üzere pek çok doku ve organı etkileyen ağır klinik 
tablolar gelişebilir(9).

Hastalığın Bulguları ve Tanısı
COVID-19 tanısı alan bireylerde sık görülen klinik 
bulgular ateş, öksürük, şiddetli kas ağrıları, artmış 
balgam üretimi, nefes darlığı, boğaz ağrısı, koku kaybı 
ve baş ağrısı olarak sıralanır(10). Hastanın yaşı, bağışık-
lık durumu, kronik hastalıklarının (kronik obstrüktif 
akciğer hastalığı, diyabet, hipertansiyon vb.) varlığı 
söz konusu semptomların daha şiddetli gözlenmesi-
ne, akut solunum yetmezliği, septik şok ya da pıhtı-
laşma bozukluğu gibi ciddi ve ani gelişen klinik tablo-
lara neden olabilir(3). Bununla birlikte, semptomatik 
olguların yanı sıra COVID-19 salgınında asemptoma-
tik olguların sayıca hayli fazla olduğuna ve klinik 
belirti göstermeyen bu enfekte bireylerin virüsü 
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bulaştırma düzeylerinin de yüksek olduğuna dikkat 
çeken çalışma sonuçları mevcuttur(11). COVID-19 sal-
gınıyla mücadelede halen en etkili ve geçerli yol, 
virüsün yayılımını olabildiğince azaltmaktır. Bu ise 
ancak virüsü taşıyan semptomatik ve/veya asempto-
matik tüm bireylerin, en kısa sürede ve doğru şekilde 
saptanmasını sağlayan tanı yöntemleriyle olasıdır. 
Dünya genelinde COVID-19’un laboratuvar tanısında 
nükleik asit amplifikasyon yöntemleri (gerçek zaman-
lı polimeraz zincir reaksiyonu, RT-PCR), serolojik 
testler ve bilgisayarlı tomografi (BT) bulguları tanı 
koymada sık kullanılan yöntemlerdir(12-14). Ayrıca 
COVID-19 salgınında mevcut tanı yöntemlerindeki 
bazı zorluklar ve kısıtlılıklar; CRISPR temelli tanı yak-
laşımları başta olmak üzere alternatif ve yenilikçi 
tekniklere ilgiyi arttırmıştır.

Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 
(RT-PCR)
COVID-19 olgularının belirlenmesi ve doğrulanma-
sında; Dünya Sağlık Örgütünün protokol ve önerileri 
doğrultusunda, gerçek zamanlı polimeraz zincir reak-
siyonu (RT-PCR) testi altın standart olarak kabul edil-
mekte ve yaygın olarak kullanılmaktadır(14). RT-PCR 
yöntemi, hastadan alınan örnekte SARS-CoV-2 virü-
süne ait nükleik asit varlığının araştırılması prensibi-
ne dayanan bir moleküler tanı yöntemidir. Hastadan 
alınan solunum yolu örnekleriyle (orofarenks ve 
nazofarenks sürüntüsü, balgam, bronkoalveolar 
lavaj) yapılan testte; virüsün genomunda yer alan ve 
nükleotid dizilimi bilinen farklı bölgelerin saptana-
rak çoğaltılması hedeflenir. Bu amaçla özel tasarlan-
mış primer dizileri, Taq polimeraz enzimi, uygun 
tampon çözeltileri ve kopyalanan genetik materyale 
bağlanma özelliğine sahip boyalar kullanılmaktadır. 
Hastadan alınan örnekte viral nükleik asitin bulun-
ması durumunda bu nükleik asidin çok sayıda kop-
yası elde edilmekte, floresan boya veya problar 
yardımıyla eş zamanlı olarak belirlenebilmek-
tedir(15,16). 

Özellikle COVID-19 semptomları gösteren şüpheli 
olguların doğrulanması, şüpheli veya kesin tanı alan 
COVID-19 hastasıyla temaslı bireylerin taranması ve 
COVID-19 hastalarının karantinadan çıkışına karar 
verilmesinde RT-PCR yönteminden yararlanılmakta-

dır(14,17,18). Kantitatif sonuç veren, analitik duyarlılığı 
ve özgüllüğü yüksek bu moleküler test yöntemi rutin 
tanıda yaygın olarak kullanılsa da bazı kısıtlılıkları 
olduğu bilinir. Literatürde yer alan farklı araştırma ve 
istatistiksel değerlendirmelerde, SARS-CoV-2 RT-PCR 
testlerinin tanısal açıdan doğruluğunun düşük olabil-
diğine, yanlış negatif sonuçların azımsanamayacak 
sıklıkta olduğuna dikkat çekilmektedir(19,20). 

RT-PCR testinin duyarlılığı ve güvenilirliği; hastadan 
alınan örnek tipi ve alındığı bölge, örnek alma zama-
nı, örnek saklama koşulları gibi pek çok preanalitik 
faktörle doğrudan ilişkili olabilmektedir. Hastadan 
örneğin erken ya da geç evrede alınmış olması, 
örnekte viral yükün testle saptanamayacak kadar 
düşük olması, test örneği alınmadan önce antiviral 
ilaç kullanımı, örneğin doğru şekilde ve uygun bölge-
den alınmaması, analiz öncesi uygun koşullarda sak-
lanmaması, test ortamında PCR inhibitörlerinin varlı-
ğı RT-PCR testinde yanlış negatif sonuçlara neden 
olan durumlardan bazılarıdır(21,22).

Tanı testi için hastadan alınan örnek tipi ve örnek 
alma zamanı da test sonucunun duyarlılığını çok 
büyük ölçüde etkileyen bir parametredir. Örnek tipi-
nin test duyarlılığına etkisi üzerine yapılan bir araştır-
mada, RT-PCR test duyarlılığının boğaz sürüntüsü 
örneklerinde %32 iken, balgamda %72, bronkoalveo-
lar lavaj için %93 olduğu belirtilmiştir(23). Örnek alma 
zamanı ile test duyarlılığı arasındaki ilişkiyi değerlen-
diren bir başka çalışmada ise, hastalığın sekizinci 
gününden önce alınan solunum yolu örneklerinde 
%66.7 olarak saptanan viral RNA pozitifliğinin, 8.-14. 
günler arasında %54’e, 15. gün ve sonrasında ise 
%45.5’e kadar düştüğü bildirilmiştir(24). 

COVID-19 tanısında en doğru sonucun alınabilmesi 
için alt ve üst solunum yolu örneklerinin (balgam, 
bronkoalveolar lavaj) kullanılması önerilirken kan, 
idrar ve dışkı örneklerinden yapılan testlerin oranla 
düşük duyarlılıkta olduğu rapor edilmiştir(25,26). 
Hastadan alınacak bronkoalveoler lavaj ve balgam 
gibi solunum yolu örnekleri tanı açısından daha 
güvenilir kabul edilmekle birlikte, bu örneklerin alın-
masının aerosol oluşumu vb. nedenlerle sağlık çalı-
şanları açısından daha yüksek risk oluşturduğu da 
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unutulmamalıdır. Bu nedenle örnek alma işlemi 
eğitimli ve yetkili sağlık personeli tarafından, kişi-
sel koruyucu ekipman kullanılarak biyogüvenlik 
kurallarına uygun şekilde yapılmalıdır. Hastadan 
sürüntü örnekleri özel eküvyonlarla alınıp virüsün 
taşınması için uygun ortamı içeren özel kaplarda 
saklanmalı ve test edilecek örnek +4°C’de tutula-
rak olabilen en kısa sürede analizin yapılacağı 
laboratuvara gönderilmelidir. Testin doğru ve 
güvenilir sonuç verebilmesi için örnek alma işle-
minden test sonuçlarının değerlendirilmesine 
kadar her bir aşamada ulusal ve uluslararası sağlık 
otoritelerince belirlenmiş protokol ve standartlara 
uygun şekilde çalışılması gerekir. 

COVID-19 tanısında moleküler testlere ek olarak rad-
yolojik tanı yöntemi olan bilgisayarlı tomografi (BT) 
sonuçlarından da yararlanılmakta, hastaların akciğer 
grafilerinde yer alan bulguların, doğru ve erken tanı 
açısından yarar sağlayabildiği belirtilmiştir. Yapılan ilk 
RT-PCR testi negatif olup, bilgisayarlı tomografi sonu-
cu pozitif olarak değerlendirilen çok sayıda hastada, 
ilerleyen günlerde yinelenen PCR testinde pozitif 
sonuç alındığını bildiren çalışma sonuçları literatürde 
yerini almıştır(21). Çin’de 82 olguyla yürütülen klinik 
gözleme dayalı bir araştırmada, hastaların bilgisayar-
lı tomografi sonuçlarının PCR test sonuçları ile bera-
ber değerlendirilmesi durumunda, %79 olan RT-PCR 
duyarlığının %94’e yükseldiği belirlenmiştir. Aynı 
çalışmada, virüsün akciğerde tutulumunun gözlene-
bildiği bilgisayarlı akciğer tomografisi bulgularının 
RT-PCR test sonuçlarında yanlış negatiflik oranlarının 
azaltılmasında ve hastalığın erken tanısında katkı 
sağlayabileceğine dikkat çekilmiştir(27).

Serolojik Testler
Serolojik test yöntemleri daha çok viral nükleik asidin 
saptanamadığı durumlarda, asemptomatik olguların 
saptanmasında ve enfeksiyonu geçiren kişilerde bağı-
şıklık yanıtın izlenmesi amacıyla kullanılır(28). Antijen/
antikor testleri adıyla da bilinen bu testler; viral anti-
jenin ya da virüse karşı vücutta oluşan antikor yanıtı-
nın belirlenmesi prensibine dayanır. Yapılan araştır-
malar, SARS-CoV-2 virüsü vücuda alındıktan sonra 
virüse karşı antikor yanıtının gelişmesinin yaklaşık bir 
hafta sürebildiğine işaret eder. Bu nedenle antikor 

yanıtını ölçmeye yönelik serolojik testlerin hastalığın 
erken tanısı amacıyla kullanımı önerilmemekte, bu 
testlerden daha çok kitlesel taramalarda 
yararlanılmaktadır(14,29). SARS-CoV-2’nin yapısal N ve 
S proteinlerinin antijenik bölgeleri veya bu antijenik 
yapılara karşı vücutta gelişen antikorları saptamaya 
yönelik farklı serolojik testler vardır. SARS-CoV-2’nin 
nükleokapsid proteini (N); virüsün çoğalmasında 
görev alır. COVID-19 hastalarında ilk 14 gün içerisin-
de serum ve idrarda en yüksek seviyede gözlenen N 
proteini, erken tanıda kullanılan önemli bir antijenik 
yapıdır(30,31). Virüsün bir diğer önemli yapısal proteini 
S glikoproteini ise virüsün konak hücrede ilgili resep-
töre tutunmasını sağlar. S proteini ve bu antijenik 
yapıya karşı oluşan antikorların tespitinden, hastalı-
ğın tanısından daha çok nötralizan antikor ve aşı 
çalışmalarında yararlanılır(19,22,31). N antijenine karşı 
oluşan IgG ve IgM antikorlarını saptayan testlerin 
daha yüksek duyarlılığa sahip olduğu bildirilmiştir(31). 
Ayrıca rekombinant teknolojiyle üretilmiş N ve S anti-
jenini birlikte içeren ticari serolojik test kitleri de 
geliştirilerek FDA (Amerika Gıda ve İlaç Dairesi) ona-
yıyla kullanıma sunulmuştur. İnsan vücudunda SARS-
CoV-2’ye karşı IgG ve IgM antikor yanıtının genellikle 
semptomların başlangıcından 3-6 gün sonrasında 
oluştuğu ve yaklaşık üç hafta sürebildiği bilinmekte-
dir. Dünya Sağlık Örgütü SARS-CoV-2’yi saptamaya 
yönelik serolojik testlerin uygulanacağı durumlarda, 
hastadan yalnızca tek bir serum örneği alınacaksa; 
semptomların başlangıcından en az üç hafta sonra 
alınan örnekle test yapılmasını önerir(25). 

Yapılan araştırmalarda, COVID-19 hastalığı geçiren ve 
antikor yanıtı gelişen hastalarda, IgG antikorların 
vücutta daha uzun süre kalıcılık gösterdiğine dikkat 
çekilirken, her iki antikor için de net bir bağışıklık 
süresi henüz belirlenememiştir(2,32,33). Ayrıca hastalığı 
bir kez geçiren ve COVID-19 antikor pozitif olan bir 
hastanın, ikinci bir SARS-CoV-2 enfeksiyonundan 
kesin olarak korunduğuna dair yeterli ve net bilimsel 
kanıt yoktur(34). 

COVID-19 hastalığının serolojik tanısında antikor 
testlerinin yanı sıra viral proteinlerin saptanmasına 
yönelik antijen testleri de mevcuttur. SARS-CoV-2 
antijen testleri genellikle virüsün nükleokapsid anti-
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jeninin saptanmasına yönelik testler olup, solunum 
yolu örnekleri kullanılarak yapılır. Söz konusu hızlı 
antijen testlerinin duyarlılık ve özgüllüğünün, nükleik 
asit temelli yöntemlere kıyasla düşük olduğu belirti-
lir. Yüksek viral yüke sahip olguların saptanmasında 
başarılı sonuçlar elde edilebilen, ancak hastada viral 
yükün düşük olması veya örnek tipine bağlı olarak 
hatalı negatif sonuç verebilen antijen testleri; çoğun-
lukla hızlı bir değerlendirmenin gerektiği ve PCR tes-
tinin yapılamadığı durumlarda kullanılır. Antijen tes-
tinin negatif sonuç vermesi durumunda enfeksiyo-
nun dışlanmaması, hasta örneğinin daha yüksek 
duyarlılıkta olan PCR yöntemi ile değerlendirilmesi 
önerilir(14,17,18).

Serolojik testler, duyarlılığın ve özgüllüğünün değiş-
ken olduğu bilinen, çapraz reaksiyona bağlı negatif 
sonuç verebilen test yöntemleri olduğu için COVID-
19 hastalığının erken tanısında tek başına kullanılma-
sı önerilir(35). Antijen-antikor testlerinden daha çok 
kitlesel taramalarda, belirli bir toplulukta hastalığa 
karşı bağışıklık düzeyini saptamada, salgın sürecin-
de temaslıların takibinde, terapötik veya nötrali-
zan antikor taşıyabilecek bireylerin tespitinde 
yararlanılır. 

CRISPR Temelli Tanı Yaklaşımları
COVID-19 salgınında antikor testlerinin akut enfeksi-
yon döneminde kanda düşük antikor düzeyini sapta-
madaki kısıtlılığı, hızlı antijen testlerinin düşük özgül-
lük göstermesi, RT-PCR yönteminin uygulanmasından 
değerlendirilmesine kadar özel ekipman ve eğitimli 
personel gerektirmesi mikrobiyoloji laboratuvarla-
rında SARS-CoV-2 tanısında karşılaşılan başlıca güç-
lükler olarak dikkat çekmiştir(24,36,37). Hızla artan olgu 
sayıları nedeniyle tanı test kapasitelerinin aşılması, 
yoğun laboratuvar prosesinin ardından hızla sonuç 
verme gereksinimi, SARS-CoV-2 ile enfekte hastalar-
da sekonder viral enfeksiyonların görülmesi durum-
ları da COVID-19 tanısında zorlayıcı diğer etkenlerdir(38-40). 
Karşılaşılan bu sorunlar enfeksiyon hastalıklarıyla 
mücadele açısından özgüllüğü yüksek, pratik, uygun 
maliyette, yenilikçi ve alternatif tanı yöntemlerinin 
gerekliliğini bir kez daha gözler önüne sermiştir. Son 
yıllarda geliştirilen yeni nesil tanı yöntemleri arasın-
da viral nükleik asitlerin saptanmasına yönelik hassas 

ve hızlı sonuç veren moleküler yaklaşımlar ön plana 
çıkar. 2020 Nobel Kimya ödülü alan CRISPR/Cas siste-
minin de aralarında bulunduğu yeni nesil nükleik asit 
saptama yöntemleri; enfeksiyon etkenlerinin, zirai 
patojenlerin, RNA ile ilişki farklı hastalıkların tespitin-
de kullanılma potansiyelleri ile son yıllarda öne 
çıkmıştır(41-44). 

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats-Düzenli Aralıklarla Bölünmüş 
Kısa Palindromik Tekrarlar) temelli tanı yöntemleri; 
viral enfeksiyonların tanısında umut vadeden yenilik-
çi yöntemlerin başında gelir. Bakterilerin kendilerini 
faj ve plazmid gibi yabancı genomik materyallere 
karşı korumak için oluşturdukları adaptif immün sis-
tem olarak tanımlanan CRISPR/Cas sistemi temelde; 
yabancı genomik materyalin özgün bir bölgesini 
hedefleyen bir rehber RNA dizisi (gRNA) ve efektör 
Cas (CRISPR-associated nuclease) proteinlerinden 
oluşturur. Spacer (aralayıcı) ve repeat (tekrar) bölge-
lerinden oluşan genomik ve Cas komponentlerinden 
meydana gelen protein yapısıyla kompleks bir bütün 
olan bu sistem farklı sınıf, tip ve alt tiplerle bakteri ve 
arkelerin oluşturduğu savunma sistemidir(45-48). En 
net şekilde aydınlatılan ve çalışılan Tip 2 CRISPR/Cas9 
sistemi; moleküler biyolojide büyük etki yaratarak 
ökaryotik hücrelerde gen düzenleme, gen terapisi, 
genetik mühendisliği uygulamalarının önünü açmış-
tır. Günümüzde genetik temelli bazı hastalıkların, 
kanserin, otoimmün sorunların ve daha pek çok has-
talığın tedavisinde yeni, uyarlanabilir bir yaklaşım 
olan CRISPR teknolojisinden tarım, gıda, biyoenerji 
gibi pek çok farklı sahada da yararlanılmaktadır(49-51). 
Enfeksiyon hastalıkları açısından CRISPR/Cas sistemi-
nin en önemli etkisi ise Cas proteinlerinden yararla-
nılarak patojenlerin tanımlanması ve nükleik asit 
temelli tanı gerçekleştirilebilmesi olmuştur(52,53). 
Pandemi öncesinde de bazı viral patojenlerin tanısın-
da kullanılan CRISPR/Cas temelli tanı testleri COVID-
19 pandemisiyle birlikte SARS-CoV-2 tanısına yönelik 
olarak adapte edilmiştir. Temel prensipleri hastadan 
alınan üst solunum yoluna ait örneklerden viral 
RNA’nın izolasyonu, uygun primerler vasıtasıyla tanı 
için hedeflenmiş gen bölgelerinin amplifikasyon yön-
temleri ile çoğaltılması, seçilen uygun efektör Cas 
proteini ve hedef gen bölgesine komplementer reh-
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ber RNA ile amplifikasyon ürününün bir araya getiril-
mesi sonucunda test sonucunun test stripleri üzerin-
den okunması üzerine kurulmuştur. RT-PCR testleri-
nin kısıtlılıkları göz önünde bulundurulduğunda daha 
yüksek özgüllük, uygun maliyet, kolay taşınabilme ve 
hızlı sonuç verme kapasiteleriyle CRISPR temelli tanı 
testleri belirli avantajlar sağlayabilir. Günümüzde 
FDA tarafından acil kullanım izni verilerek onaylan-
mış iki adet CRISPR temelli COVID-19 tanı testi 
vardır(54-56). Özellikle CRISPR/Cas sistemindeki efektör 
proteinlerden Cas9, Cas12, Cas13, Cas3 kullanılarak 
tasarlanan tanı yöntemleri hızlı, duyarlılığı ve özgül-
lüğü yüksek, uygun maliyette, kolay adapte edilebilir, 
kompakt ve taşınabilir yeni yaklaşımların ortaya çıka-
rılmasını sağlamıştır(41-44).

Cas12: Tip V CRISPR/Cas sisteminin efektör proteini 
olan Cas12; özellikle gRNA (guide RNA) aracılığıyla 
ssDNA (single-stranded DNA) yapısında kesikler oluş-
turabilir ve gen düzenleme çalışmalarında tercih 
edilmektedir(57). 2018’de geliştirilen CRISPR Temelli 
DETECTR (DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans 
Reporter) tanı kitinin ana prensibi, Cas12 proteini 
üzerinden DNA’nın tanımlanmasıdır(58). COVID-19 
pandemisiyle birlikte SARS-CoV-2’nin korunmuş 
genomik bölgeleri olan N ve E bölgeleri üzerinden 
tanımlanmasını sağlayacak şekilde DETECTR tanı sis-
temi adapte edilmiştir(59). 2020 yılı temmuz ayında 
FDA tarafından COVID-19 tanısında “SARS-CoV-2 
RNA DETECTR Assay” tanı kitinin kullanımı onaylan-
mıştır. Bu tanı kitinin temel uygulanma protokolü, 
COVID-19 şüphesiyle gelen hastanın üst solunum 
yoluna ait örneklerden (orofarenks, nazofarenks, 
burun sürüntüsü, nazofaringeal veya nazal aspirat) 
viral RNA’nın izolasyonu, izole edilen RNA’dan N ve E 
bölgelerinin uygun primerlerle RT-LAMP (reverse 
transcription loop-mediated isothermal amplification) 
ile amplifikasyonu, hedef bölgelere spesifik crRNA 
(CRISPR-RNA)’ların Cas12a ile kompleks oluşturması 
ve oda sıcaklığında 2 dakikalık inkübasyon sonunda 
test sonucunun görsel olarak okunması şeklindedir. 
Bu yöntemle SARS-CoV-2 tanısında hasta örnekleri-
nin alınmasından yaklaşık 40 dakika gibi oldukça kısa 
bir süre sonrasında test sonucunun gözlemlenebil-
mesi CRISPR temelli tanının önemli üstünlüklerinden 
birisi olarak değerlendirilir. Ayrıca testin duyarlılık 

aralığının 10-50 kopya/µL olduğu bildirilmekte olup, 
düşük düzeyde viral nükleik asit varlığının dahi olduk-
ça hassas saptanabildiğine işaret edilir. DETECTR 
testinin CDC (Centers for Disease Control and 
Prevention) tarafından önerilen RT-PCR testi ile karşı-
laştırıldığı 82 klinik örnekle yürütülen çalışmada, 
%100 özgüllük, %95 spesifiteyle çalıştığı 
bildirilmiştir(38,55,59). Testin performansını düşüren en 
önemli faktör ise diğer moleküler yöntemlerde oldu-
ğu gibi, özellikle amplifikasyon öncesi ve sonrasında 
personel, kimyasallar veya ortama bağlı oluşabilecek 
kontaminasyonlardır(59).

Cas 13: Tip VI CRISPR/Cas sisteminin efektör proteini 
olan Cas13; ssRNA (single-stranded RNA) üzerinde 
uygun baz eşleşmesi sağlandığında RNase aktivitesi 
gösterir(60). Cas13; hedef bölge ve reporter molekül-
lerde kesimin gerçekleşmesi yoluyla nükleik asit 
temelinde tanının yapılmasına olanak sağlar. Cas13 
kullanılarak 2017 yılında geliştirilen nükleik asit 
temelli tanımlama sistemi olan SHERLOCK (Specific 
High Sensitivity Enzymatic Reporter unLOCKing) testi, 
direkt hasta serum ve idrarından Zika ve Dengue 
virüs tayini için kullanılır. Bunlara ek olarak, COVID-
19 pandemisiyle birlikte SHERLOCK protokolü; Orf1ab 
(yapısal olmayan proteinleri kodlayan gen) ve S geni 
üzerinden SARS-CoV-2 için adapte edilerek Mayıs 
2020’de FDA tarafından kullanım onayı almıştır(56,61-63). 
SHERLOCK testinin temel protokolü ise, COVID-19 
şüphesiyle gelen hastadan alınan üst solunum yolu 
veya bronkoalveolar lavaj örneğinden viral RNA izo-
lasyonuyla başlar. İlk aşamada, RT-LAMP ile SARS-
CoV-2 RNA’sı DNA’ya reverse transkripte edilir. 
Sonrasında istenilen gen bölgesi amplifiye edilir ve 
ardından amplifiye edilmiş gen bölgeleri RNA’ya 
transkripte edilir. Hedef RNA sekansına göre prog-
ramlanmış CRISPR kompleksinin (Cas13a:crRNA) 
aktivitesi sonucunda test stribinde renk değişikliği 
görsel olarak değerlendirilebilmektedir. SHERLOCK 
tanı testinin duyarlılık aralığı 10-100 kopya/µL’dir(56,63). 
Ayrıca SHERLOCK tanı test protokolündeki iki adımı 
tek bir basamağa indirgeyen, hızlı viral RNA izolasyo-
nu olanağı sunan ve floresans ışıma şeklindeki test 
sonucunun akıllı telefon uygulamasıyla değerlendiril-
mesini sağlayan SHINE (Sherlock and Hudson 
Integration to Navigate Epidemics) Arizti-Sanz ve 
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arkadaşları tarafından geliştirilmiştir(64).

Mikroçip temelli CRISPR tanı sistemi olarak bilinen 
CARMEN (Combinatorial Arrayed Reactions for 
Multiplexed Evaluation of Nucleic acids) paneli, 
insanlarda enfeksiyonlarla ilişkili 169 virüsün tanısına 
yönelik kapasiteye sahip olmakla birlikte, İnfluenza 
A’nın tiplendirilmesinde ve HIV ilaç direnç genlerin-
deki mutasyonların belirlenmesinde kullanılır. COVID-
19 pandemisiyle birlikte CARMEN test kiti adapte 
edilmiş olup, SARS-CoV-2’nin SARS-CoV ve MERS-
CoV ile ayrımını yapabilmektedir. Dört yüzden fazla 
örneğin eşzamanlı olarak çalışılabilmesine olanak 
tanıyan çoklu panel yapısıyla bu yöntemde çok sayı-
da örnekte pek çok farklı patojenin taranması olası 
olmaktadır(38). Özelikle salgın durumlarında olgu sayı-
larındaki artışa bağlı olarak daha hızlı, kolay, uygun 
maliyette, yoğun laboratuvar çalışması gerektirme-
yen tanı yöntemlerine gereksinim duyulmaktadır. Bu 
kapsamda, CRISPR temelli tanı testleri, RT-PCR yön-
teminde mevcut bazı kısıtlılıkların aşılması açısından 
umut vadeden yeni moleküler yaklaşımlardan olup, 
son yıllarda bu alanda çalışmalar büyük ivme kazan-
mıştır.

Dünya genelinde yüz milyonun üzerinde kişinin virüs-
le enfekte olduğu ve bir milyondan fazla insanın 
ölümüne neden olan COVID-19 salgınıyla, enfeksiyon 
hastalıklarının kontrol altına alınabilmesi için erken 
dönemde, doğru ve hızlı sonuç veren tanı yöntemle-
rin önemi bir kez daha açıkça anlaşılmıştır. COVID-19 
başta olmak üzere, tüm enfeksiyon hastalıklarıyla 
daha etkin mücadele açısından mevcut mikrobiyolo-
jik tanı yöntemlerin optimizasyonuna ve yeni mole-
küler tanı yöntemlerinin geliştirilmesine yönelik araş-
tırmaların büyük yarar sağlayacağı düşünülmektedir.
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