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Diinya genelinde bir milyondan fazla insanin éliimiine neden olan COVID-19 pandemisi; enfeksi-
yon hastaliklarinin énlenmesi ve salginlarin kontrol altina alinmasinda mikrobiyolojik tani yén-
temlerinin kritik 6nemini agik¢a géstermistir. SARS-CoV-2 ile miicadelede en etkili yol, viriisiin
yaythmini olabildigince azaltmaktir. Virisin yayilimini azaltmak ise viriisi tasiyan semptomatik
veya asemptomatik tiim bireylerin, en kisa siirede ve dogru sekilde saptanmasini saglayan tani
yéntemleriyle olasidir. COVID-19 hastaliginin tanisinda ve takibinde, uluslararasi saglik otoriteleri
tarafindan dnerilen gesitli mikrobiyolojik yéntemler (serolojik testler, niikleik asit amplifikasyon
yéntemleri) yaygin olarak kullanilmaktadir. Diinya Saghik Orgiitii tarafindan COVID-19 laboratu-
var tanisinda altin standart yéntem olarak belirtilen gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PZR) metodu ddhil olmak izere farkl diagnostik yontemlerin uygulanmasinda yasanan zor-
luklar pandemi siirecinde bir kez daha anlasiimistir. Enfeksiyonlarla miicadelede daha yiiksek
basari saglayabilmek igin mevcut mikrobiyolojik tani yéntemlerinin uygulama ve degerlendirme
standartlarinin iyi belirlenmesi, daha kisa siirede dogru sekilde sonug veren, kolay uygulanabilen,
diisiik maliyetli yeni yéntemlerin gelistirilmesi 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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GIRIS artis, is glict kaybi gibi dnemli ekonomik sorunlari da
beraberinde getirir. Kiiresel salginlarin sonuncusu; bir

Enfeksiyon hastaliklari, 6zellikle viral pandemiler yiiz- yili askin stredir Glkemizi ve tiim diinyayi etkisi altina

yillardir toplum saghgini tehdit eden baslica kiiresel almis olan Koronavirlis Hastaligi (COVID-19)’dir{*2),

sorunlardandir. Yiksek morbidite ve mortalite oran-

lariyla salgin hastaliklar, ¢ok sayida insanin yasamini 2019 yih aralik ayinda, ilk olarak Cin’in Wuhan seh-

tehdit etmesinin yani sira saghk bakim giderlerinde rinde, nedeni belirlenmeyen ve sayilari hizla artan
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pnémoni olgulari dikkat ¢ekmis ve kisa siire sonra bu
durumun yeni bir koronaviristen kaynaklandigi
saptanmistir®. SARS-CoV-2 olarak adlandirilan viri-
siin, gectigimiz yillarda farkli Glkelerde ¢ok sayida
hastanin 6limiine neden olan Siddetli Akut Solunum
Sendromu (SARS) ve Orta Dogu Solunum Sendromu
(MERS) etkeni betakoronavirisler ile benzer genetik
yapida oldugu anlasilmistir®®. Hastalik dért ay gibi
oldukga kisa bir surede tim diinyayr etkisi altina
almis olup, 11 Mart 2020’de Diinya Saghk Orgiiti
(DSO) tarafindan SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldu-
gu COVID-19 hastaligi “pandemi (kiresel salgin)”
olarak ilan edilmistir. Salginin baslangicindan yaklasik
bir yil sonrasinda, 24 Ocak 2021 itibariyle 95 milyo-
nun Uzerinde dogrulanmis olgu oldugu ve 2.112.689
kisinin yasamini kaybettigi DSO tarafindan rapor edil-
mistir. Turkiye’de ilk COVID-19 olgusu ise 11 Mart
2020’de belirlenmis olup, Saglik Bakanliginca 24
Ocak 2021 itibariyle Ulkemizde olgu sayisinin
2.429.605 kisiye ulastigi bildirilmistir. SARS-CoV-2'nin
bulasiciigin yiiksek olmasi, salginin kontrol altina
alinmasini gliclestiren ana etmendir. COVID-19 has-
tahginda bulas hizinin disurilerek yayilimin azaltila-
bilmesi icin enfeksiyonun olabildigince erken ve
dogru sekilde tanisi gerekmektedir. Ulkemizde ve
diinyada hastaligin tanisinda ve takibinde, uluslara-
rasi saglik otoritelerince Onerilen gesitli molekiler
mikrobiyolojik yontemler (nukleik asit amplifikas-
yon yontemleri, serolojik testler) yaygin olarak kul-
lanilmaktadir. Bu yontemlerden bazilari dogrudan
virtsln varligini saptamaya yonelik molekiler yon-
temler iken bazilari ise virlse karsi viicutta olusan
bagisiklik yanitin saptanmasi prensibine dayanmak-
tadir.

Viriislin Yapisi ve Hastalik Patogenezi

COVID-19 salginin ortaya cikisindan kisa siire sonra,
Ocak 2020’de, Wuhan’daki hastalarin akcigerlerin-
den alinan 6rneklerden viris izole edilerek genom
analizi yapilmistir. ilk olarak Cinli arastirmacilar tara-
findan 12 Ocak 2020 tarihinde SARS-CoV-2'nin genom
dizilimi, tim diinyadan arastirmacilarin erisebildigi
acik veri tabanlarinda paylasildi®. SARS-CoV-2’un
genom dizilerinin hizla belirlenmesi ve paylasiimasi;
virGsiin yapisinin ve hastalik olusturma mekanizma-
sinin anlasiimasi, tani yéntemlerinin belirlenebilme-
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si, devam eden salginin takibi ve potansiyel tedavi
seceneklerinin gelistirilmesi agisindan blytk yarar
saglamistir.

SARS-CoV-2 virlisii, Coronaviridae ailesinde yer alan,
pozitif iplikli tek sarmalli RNA genomuna sahip zarfli
bir virstlr. Yapilan genom arastirmalariyla bu viri-
siin, gectigimiz yirmi yil icerisinde farkl (lkelerde
salginlara yol agan SARS-CoV ve MERS-CoV’un da
araliginda bulundugu betakoronaviriis (beta-CoV)
ailesi Uyelerinden oldugu belirlenmistir. SARS-CoV-
2’nin genom yapisinin SARS-CoV ile %79, MERS-CoV
ile de yaklasik %50 oraninda benzerlik gosterdigi
saptanmistir”). Virlsin zarf proteini (E, envelope),
membran proteini (M), ntkleokapsid proteini (N) ve
spike protein (S) olmak Uzere dort yapisal proteini
mevcuttur. Bu protein yapilarindan 6zellikle spike (S)
proteini, virisin konak hilicreye tutunmasi ve girisin-
de kilit rol oynar®. Virls, S proteini aracihgiyla
konakgl hiicre zarinin dis kismindaki ACE-2
(Anjiyotensin donustliricl enzim) reseptorlerine
baglanarak konak hiicreye girmekte ve sonrasinda
hizla ¢cogalarak hastaliga neden olur. ACE-2 resep-
torlerinin insan vicudunda akcigerler, kalp ve
bobrekler basta olmak Gzere farkli doku ve organ-
larda bulundugu bilinir®. Bu nedenle COVID-19
hastaliginda, virlisiin konak hiicreye girisinin ardin-
dan enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda organiz-
mada siddetli akut solunum yetmezligi basta olmak
Uzere pek ¢ok doku ve organi etkileyen agir klinik
tablolar gelisebilir®,

Hastaligin Bulgulari ve Tanisi

COVID-19 tanisi alan bireylerde sik gorilen klinik
bulgular ates, oksiirlik, siddetli kas agrilari, artmis
balgam Uretimi, nefes darligi, bogaz agrisi, koku kaybi
ve bas agrisi olarak siralanir'®?, Hastanin yasi, bagisik-
lik durumu, kronik hastaliklarinin (kronik obstriktif
akciger hastaligi, diyabet, hipertansiyon vb.) varhigi
s6z konusu semptomlarin daha siddetli gézlenmesi-
ne, akut solunum yetmezligi, septik sok ya da pihti-
lasma bozuklugu gibi ciddi ve ani gelisen klinik tablo-
lara neden olabilir®. Bununla birlikte, semptomatik
olgularin yani sira COVID-19 salgininda asemptoma-
tik olgularin sayica hayli fazla olduguna ve klinik
belirti géstermeyen bu enfekte bireylerin virlisa
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bulastirma diizeylerinin de yiksek olduguna dikkat
ceken calisma sonuclari mevcuttur®, COVID-19 sal-
ginlyla micadelede halen en etkili ve gegerli yol,
virsiin yayillimini olabildigince azaltmaktir. Bu ise
ancak virtsi taslyan semptomatik ve/veya asempto-
matik tiim bireylerin, en kisa slirede ve dogru sekilde
saptanmasini saglayan tani ydntemleriyle olasidir.
Dinya genelinde COVID-19’un laboratuvar tanisinda
nikleik asit amplifikasyon yontemleri (gercek zaman-
I polimeraz zincir reaksiyonu, RT-PCR), serolojik
testler ve bilgisayarli tomografi (BT) bulgulari tani
koymada sik kullanilan yéntemlerdir®>*4), Ayrica
COVID-19 salgininda mevcut tani yontemlerindeki
bazi zorluklar ve kisithliklar; CRISPR temelli tani yak-
lasimlari basta olmak Uzere alternatif ve yenilikgi
tekniklere ilgiyi arttirmistir.

Ger¢ek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR)

COVID-19 olgularinin belirlenmesi ve dogrulanma-
sinda; Diinya Saglik Orgiitiiniin protokol ve &nerileri
dogrultusunda, gercek zamanli polimeraz zincir reak-
siyonu (RT-PCR) testi altin standart olarak kabul edil-
mekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir®. RT-PCR
yontemi, hastadan alinan érnekte SARS-CoV-2 viri-
siine ait nikleik asit varliginin arastirilmasi prensibi-
ne dayanan bir molekuler tani ydntemidir. Hastadan
alinan solunum vyolu 6rnekleriyle (orofarenks ve
nazofarenks silrlntlisti, balgam, bronkoalveolar
lavaj) yapilan testte; virlisin genomunda yer alan ve
nikleotid dizilimi bilinen farkl boélgelerin saptana-
rak cogaltilmasi hedeflenir. Bu amacgla 6zel tasarlan-
mis primer dizileri, Tag polimeraz enzimi, uygun
tampon ¢ozeltileri ve kopyalanan genetik materyale
baglanma 6zelligine sahip boyalar kullaniimaktadir.
Hastadan alinan 6rnekte viral nikleik asitin bulun-
mas! durumunda bu nikleik asidin ¢ok sayida kop-
yasi elde edilmekte, floresan boya veya problar
yardimiyla es zamanlh olarak belirlenebilmek-
tedir>16),

Ozellikle COVID-19 semptomlari gésteren siipheli
olgularin dogrulanmasi, siipheli veya kesin tani alan
COVID-19 hastasiyla temasli bireylerin taranmasi ve
COVID-19 hastalarinin karantinadan c¢ikisina karar
verilmesinde RT-PCR ydnteminden yararlaniimakta-

dirt*#17.18) - Kantitatif sonu¢ veren, analitik duyarlihgi
ve Ozgulligl yiuksek bu molekiler test yontemi rutin
tanida yaygin olarak kullanilsa da bazi kisithliklari
oldugu bilinir. Literatlirde yer alan farkh arastirma ve
istatistiksel degerlendirmelerde, SARS-CoV-2 RT-PCR
testlerinin tanisal agidan dogrulugunun diisiik olabil-
digine, yanlis negatif sonuglarin azimsanamayacak
siklikta olduguna dikkat cekilmektedir*>29),

RT-PCR testinin duyarlihgl ve givenilirligi; hastadan
alinan 6rnek tipi ve alindigi bolge, 6rnek alma zama-
ni, 6rnek saklama kosullari gibi pek ¢ok preanalitik
faktorle dogrudan iliskili olabilmektedir. Hastadan
ornegin erken ya da ge¢ evrede alinmis olmasi,
ornekte viral ylkiin testle saptanamayacak kadar
distk olmasi, test 6rnegi alinmadan 6nce antiviral
ilagc kullanimi, érnegin dogru sekilde ve uygun bolge-
den alinmamasi, analiz 6ncesi uygun kosullarda sak-
lanmamasi, test ortaminda PCR inhibitorlerinin varli-
g1 RT-PCR testinde yanlis negatif sonuclara neden
olan durumlardan bazilaridir?+2?,

Tani testi icin hastadan alinan 6rnek tipi ve 6rnek
alma zamani da test sonucunun duyarhhgini cok
biyik dlclide etkileyen bir parametredir. Ornek tipi-
nin test duyarliligina etkisi (izerine yapilan bir arastir-
mada, RT-PCR test duyarliiginin bogaz sirintisi
orneklerinde %32 iken, balgamda %72, bronkoalveo-
lar lavaj icin %93 oldugu belirtilmistir®. Ornek alma
zamani ile test duyarliligi arasindaki iliskiyi degerlen-
diren bir baska calismada ise, hastaligin sekizinci
glininden 6nce alinan solunum yolu orneklerinde
%66.7 olarak saptanan viral RNA pozitifliginin, 8.-14.
glnler arasinda %54’e, 15. giin ve sonrasinda ise
%45.5’e kadar dustigu bildirilmistir?,

COVID-19 tanisinda en dogru sonucun alinabilmesi
icin alt ve Ust solunum yolu 6rneklerinin (balgam,
bronkoalveolar lavaj) kullaniimasi onerilirken kan,
idrar ve diski 6rneklerinden yapilan testlerin oranla
distk duyarlihkta oldugu rapor edilmistir?>29,
Hastadan alinacak bronkoalveoler lavaj ve balgam
gibi solunum vyolu 6rnekleri tani agisindan daha
glvenilir kabul edilmekle birlikte, bu 6rneklerin alin-
masinin aerosol olusumu vb. nedenlerle saghk ¢al-
sanlari agisindan daha yiksek risk olusturdugu da
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unutulmamalidir. Bu nedenle 6rnek alma islemi
egitimli ve yetkili saglk personeli tarafindan, kisi-
sel koruyucu ekipman kullanilarak biyoguvenlik
kurallarina uygun sekilde yapilmalidir. Hastadan
sliriintl ornekleri 6zel eklivyonlarla alinip virlsin
tasinmasi igin uygun ortami igeren 0Ozel kaplarda
saklanmali ve test edilecek 6rnek +4°C’de tutula-
rak olabilen en kisa slrede analizin yapilacagl
laboratuvara gonderilmelidir. Testin dogru ve
glivenilir sonug verebilmesi i¢cin 6rnek alma isle-
minden test sonucglarinin degerlendirilmesine
kadar her bir asamada ulusal ve uluslararasi saglk
otoritelerince belirlenmis protokol ve standartlara
uygun sekilde galisiimasi gerekir.

COVID-19 tanisinda molekdler testlere ek olarak rad-
yolojik tani yontemi olan bilgisayarli tomografi (BT)
sonuglarindan da yararlanilmakta, hastalarin akciger
grafilerinde yer alan bulgularin, dogru ve erken tani
acisindan yarar saglayabildigi belirtilmistir. Yapilan ilk
RT-PCR testi negatif olup, bilgisayarli tomografi sonu-
cu pozitif olarak degerlendirilen ¢ok sayida hastada,
ilerleyen glinlerde yinelenen PCR testinde pozitif
sonug alindigini bildiren galisma sonuglari literatiirde
yerini almistir®, Cin’de 82 olguyla yirutilen klinik
gozleme dayali bir arastirmada, hastalarin bilgisayar-
I tomografi sonuglarinin PCR test sonuglari ile bera-
ber degerlendirilmesi durumunda, %79 olan RT-PCR
duyarhginin %94’e yikseldigi belirlenmistir. Ayni
¢alismada, virlisiin akcigerde tutulumunun gozlene-
bildigi bilgisayarli akciger tomografisi bulgularinin
RT-PCR test sonuclarinda yanls negatiflik oranlarinin
azaltilmasinda ve hastaligin erken tanisinda katki
saglayabilecegine dikkat cekilmistir?”,

Serolojik Testler

Serolojik test yontemleri daha ¢ok viral niikleik asidin
saptanamadigl durumlarda, asemptomatik olgularin
saptanmasinda ve enfeksiyonu gegiren kisilerde bagi-
siklik yanitin izlenmesi amaciyla kullanilir®, Antijen/
antikor testleri adiyla da bilinen bu testler; viral anti-
jenin ya da virise karsi viicutta olusan antikor yaniti-
nin belirlenmesi prensibine dayanir. Yapilan arastir-
malar, SARS-CoV-2 viriist viicuda alindiktan sonra
virlse karsi antikor yanitinin gelismesinin yaklasik bir
hafta slrebildigine isaret eder. Bu nedenle antikor
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yanitini 6lgmeye yonelik serolojik testlerin hastaligin
erken tanisi amaciyla kullanimi 6nerilmemekte, bu
testlerden daha c¢ok kitlesel taramalarda
yararlanilmaktadir®??, SARS-CoV-2'nin yapisal N ve
S proteinlerinin antijenik boélgeleri veya bu antijenik
yapilara karsi viicutta gelisen antikorlari saptamaya
yonelik farkli serolojik testler vardir. SARS-CoV-2'nin
niikleokapsid proteini (N); virGsin c¢ogalmasinda
gorev alir. COVID-19 hastalarinda ilk 14 gin igerisin-
de serum ve idrarda en yliksek seviyede gozlenen N
proteini, erken tanida kullanilan énemli bir antijenik
yapidir®®3Y, VirGisin bir diger 6nemli yapisal proteini
S glikoproteini ise virlisiin konak hiicrede ilgili resep-
tore tutunmasini saglar. S proteini ve bu antijenik
yapiya karsi olusan antikorlarin tespitinden, hastali-
gin tanisindan daha ¢ok nétralizan antikor ve asi
calismalarinda yararlanilir®2231, N antijenine karsi
olusan 1gG ve IgM antikorlarini saptayan testlerin
daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu bildirilmistir®,
Ayrica rekombinant teknolojiyle tretilmis N ve S anti-
jenini birlikte iceren ticari serolojik test kitleri de
gelistirilerek FDA (Amerika Gida ve ilag Dairesi) ona-
yiyla kullanima sunulmustur. insan viicudunda SARS-
CoV-2’ye karsi 1gG ve 1gM antikor yanitinin genellikle
semptomlarin baslangicindan 3-6 glin sonrasinda
olustugu ve yaklasik ¢ hafta strebildigi bilinmekte-
dir. Diinya Saghk Orgiitii SARS-CoV-2'yi saptamaya
yonelik serolojik testlerin uygulanacagi durumlarda,
hastadan yalnizca tek bir serum 6rnegi alinacaksa;
semptomlarin baslangicindan en az U¢ hafta sonra
alinan odrnekle test yapilmasini énerir),

Yapilan arastirmalarda, COVID-19 hastaligi gegiren ve
antikor yaniti gelisen hastalarda, 1gG antikorlarin
vicutta daha uzun sire kalicilik gosterdigine dikkat
cekilirken, her iki antikor i¢in de net bir bagisiklik
stiresi henuiz belirlenememistir®3233), Ayrica hastaligi
bir kez geciren ve COVID-19 antikor pozitif olan bir
hastanin, ikinci bir SARS-CoV-2 enfeksiyonundan
kesin olarak korunduguna dair yeterli ve net bilimsel
kanit yoktur®4,

COVID-19 hastahiginin serolojik tanisinda antikor
testlerinin yani sira viral proteinlerin saptanmasina
yonelik antijen testleri de mevcuttur. SARS-CoV-2
antijen testleri genellikle virtisiin nikleokapsid anti-
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jeninin saptanmasina yonelik testler olup, solunum
yolu ornekleri kullanilarak yapilir. S6z konusu hizl
antijen testlerinin duyarllik ve 6zgulluguniin, nikleik
asit temelli yontemlere kiyasla diistik oldugu belirti-
lir. YUksek viral yike sahip olgularin saptanmasinda
basarili sonuglar elde edilebilen, ancak hastada viral
yukin disuk olmasi veya ornek tipine bagl olarak
hatali negatif sonug verebilen antijen testleri; cogun-
lukla hizl bir degerlendirmenin gerektigi ve PCR tes-
tinin yapilamadigl durumlarda kullanilir. Antijen tes-
tinin negatif sonu¢ vermesi durumunda enfeksiyo-
nun dislanmamasi, hasta 6rneginin daha ylksek
duyarhhkta olan PCR yontemi ile degerlendirilmesi
dnerilirt417:18),

Serolojik testler, duyarhligin ve 6zgilliginun degis-
ken oldugu bilinen, capraz reaksiyona bagli negatif
sonug verebilen test yontemleri oldugu igin COVID-
19 hastaliginin erken tanisinda tek basina kullaniima-
st dnerilir®, Antijen-antikor testlerinden daha cok
kitlesel taramalarda, belirli bir toplulukta hastaliga
karsi bagisiklik diizeyini saptamada, salgin sirecin-
de temaslilarin takibinde, terapotik veya notrali-
zan antikor tasiyabilecek bireylerin tespitinde
yararlanilr.

CRISPR Temelli Tani Yaklagimlan

COVID-19 salgininda antikor testlerinin akut enfeksi-
yon doneminde kanda dislik antikor diizeyini sapta-
madaki kisithhgi, hizli antijen testlerinin dusik 6zgul-
|tk gostermesi, RT-PCR yonteminin uygulanmasindan
degerlendiriimesine kadar 6zel ekipman ve egitimli
personel gerektirmesi mikrobiyoloji laboratuvarla-
rinda SARS-CoV-2 tanisinda karsilasilan baslica glic-
likler olarak dikkat cekmistir®*3%37), Hizla artan olgu
sayilari nedeniyle tani test kapasitelerinin agilmasi,
yogun laboratuvar prosesinin ardindan hizla sonug
verme gereksinimi, SARS-CoV-2 ile enfekte hastalar-
da sekonder viral enfeksiyonlarin gérilmesi durum-
lari da COVID-19 tanisinda zorlayici diger etkenlerdir®849,
Karsilasilan bu sorunlar enfeksiyon hastaliklariyla
miicadele agisindan 6zgllligu yuksek, pratik, uygun
maliyette, yenilik¢i ve alternatif tani yontemlerinin
gerekliligini bir kez daha gozler 6niine sermistir. Son
yillarda gelistirilen yeni nesil tani yontemleri arasin-
da viral niikleik asitlerin saptanmasina yonelik hassas

ve hizli sonug veren molekdiler yaklasimlar 6n plana
¢ikar. 2020 Nobel Kimya 6duli alan CRISPR/Cas siste-
minin de aralarinda bulundugu yeni nesil nikleik asit
saptama yontemleri; enfeksiyon etkenlerinin, zirai
patojenlerin, RNA ile iliski farkli hastaliklarin tespitin-
de kullanilma potansiyelleri ile son vyillarda 6ne
crkmigtirt-44),

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats-Dizenli Araliklarla Bolinmis
Kisa Palindromik Tekrarlar) temelli tani yontemleri;
viral enfeksiyonlarin tanisinda umut vadeden yenilik-
¢i yontemlerin basinda gelir. Bakterilerin kendilerini
faj ve plazmid gibi yabanci genomik materyallere
karsi korumak igin olusturduklari adaptif immun sis-
tem olarak tanimlanan CRISPR/Cas sistemi temelde;
yabanci genomik materyalin 6zglin bir bolgesini
hedefleyen bir rehber RNA dizisi (gRNA) ve efektor
Cas (CRISPR-associated nuclease) proteinlerinden
olusturur. Spacer (aralayici) ve repeat (tekrar) bolge-
lerinden olusan genomik ve Cas komponentlerinden
meydana gelen protein yapisiyla kompleks bir bitin
olan bu sistem farkli sinif, tip ve alt tiplerle bakteri ve
arkelerin olusturdugu savunma sistemidir-®, En
net sekilde aydinlatilan ve galisilan Tip 2 CRISPR/Cas9
sistemi; molekiiler biyolojide blyilk etki yaratarak
Okaryotik hiicrelerde gen diizenleme, gen terapisi,
genetik muhendisligi uygulamalarinin 6nind agmis-
tir. GUndmizde genetik temelli bazi hastaliklarin,
kanserin, otoimmin sorunlarin ve daha pek ¢ok has-
taligin tedavisinde yeni, uyarlanabilir bir yaklasim
olan CRISPR teknolojisinden tarim, gida, biyoener;ji
gibi pek cok farkli sahada da yararlaniimaktadir®-sY,
Enfeksiyon hastaliklari agisindan CRISPR/Cas sistemi-
nin en 6nemli etkisi ise Cas proteinlerinden yararla-
nilarak patojenlerin tanimlanmasi ve nikleik asit
temelli tani gerceklestirilebilmesi olmustur®%3),
Pandemi 6ncesinde de bazi viral patojenlerin tanisin-
da kullanilan CRISPR/Cas temelli tani testleri COVID-
19 pandemisiyle birlikte SARS-CoV-2 tanisina yonelik
olarak adapte edilmistir. Temel prensipleri hastadan
alinan Ust solunum yoluna ait 6rneklerden viral
RNA’nin izolasyonu, uygun primerler vasitasiyla tani
icin hedeflenmis gen bélgelerinin amplifikasyon yon-
temleri ile gogaltilmasi, segilen uygun efektor Cas
proteini ve hedef gen bolgesine komplementer reh-
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ber RNA ile amplifikasyon tGrininin bir araya getiril-
mesi sonucunda test sonucunun test stripleri tzerin-
den okunmasi lzerine kurulmustur. RT-PCR testleri-
nin kisithliklari géz 6niinde bulunduruldugunda daha
yuksek 6zgullik, uygun maliyet, kolay tasinabilme ve
hizli sonug verme kapasiteleriyle CRISPR temelli tani
testleri belirli avantajlar saglayabilir. GUnimizde
FDA tarafindan acil kullanim izni verilerek onaylan-
mis iki adet CRISPR temelli COVID-19 tani testi
vardir®+%6)_ Ozellikle CRISPR/Cas sistemindeki efektor
proteinlerden Cas9, Cas12, Cas13, Cas3 kullanilarak
tasarlanan tani yontemleri hizli, duyarlihgi ve 6zgil-
|Ggu yuksek, uygun maliyette, kolay adapte edilebilir,
kompakt ve tasinabilir yeni yaklasimlarin ortaya cika-
rilmasini saglamigtir44),

Casl2: Tip V CRISPR/Cas sisteminin efektor proteini
olan Cas12; ozellikle gRNA (guide RNA) araciligiyla
ssDNA (single-stranded DNA) yapisinda kesikler olus-
turabilir ve gen dizenleme calismalarinda tercih
edilmektedir®”. 2018’de gelistirilen CRISPR Temelli
DETECTR (DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans
Reporter) tani kitinin ana prensibi, Cas12 proteini
Uzerinden DNA’nin tanimlanmasidir®®. COVID-19
pandemisiyle birlikte SARS-CoV-2’nin korunmus
genomik bolgeleri olan N ve E bdlgeleri lzerinden
tanimlanmasini saglayacak sekilde DETECTR tani sis-
temi adapte edilmistir®, 2020 yili temmuz ayinda
FDA tarafindan COVID-19 tanisinda “SARS-CoV-2
RNA DETECTR Assay” tani kitinin kullanimi onaylan-
mistir. Bu tani kitinin temel uygulanma protokolQ,
COVID-19 suphesiyle gelen hastanin (st solunum
yoluna ait 6rneklerden (orofarenks, nazofarenks,
burun slrintisl, nazofaringeal veya nazal aspirat)
viral RNA'nin izolasyonu, izole edilen RNA'dan N ve E
bolgelerinin uygun primerlerle RT-LAMP (reverse
transcription loop-mediated isothermal amplification)
ile amplifikasyonu, hedef bolgelere spesifik crRNA
(CRISPR-RNA)’larin Cas12a ile kompleks olusturmasi
ve oda sicakhginda 2 dakikalik inklibasyon sonunda
test sonucunun gorsel olarak okunmasi seklindedir.
Bu yontemle SARS-CoV-2 tanisinda hasta ornekleri-
nin alinmasindan yaklasik 40 dakika gibi oldukga kisa
bir slire sonrasinda test sonucunun goézlemlenebil-
mesi CRISPR temelli taninin dnemli Gstinliklerinden
birisi olarak degerlendirilir. Ayrica testin duyarlilik
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araliginin 10-50 kopya/uL oldugu bildirilmekte olup,
duslik diizeyde viral nikleik asit varhginin dahi olduk-
¢a hassas saptanabildigine isaret edilir. DETECTR
testinin CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) tarafindan 6nerilen RT-PCR testi ile karsi-
lastinldigi 82 klinik ornekle yiritilen ¢alismada,
%100 ozglllik, %95 spesifiteyle calistig
bildirilmistir®85559, Testin performansini disiiren en
onemli faktor ise diger molekiiler yontemlerde oldu-
gu gibi, ozellikle amplifikasyon 6ncesi ve sonrasinda
personel, kimyasallar veya ortama bagh olusabilecek
kontaminasyonlardir®®,

Cas 13: Tip VI CRISPR/Cas sisteminin efektor proteini
olan Cas13; ssRNA (single-stranded RNA) lizerinde
uygun baz eslesmesi saglandiginda RNase aktivitesi
gosterir®), Cas13; hedef bélge ve reporter molekiil-
lerde kesimin gerceklesmesi yoluyla nukleik asit
temelinde taninin yapilmasina olanak saglar. Cas13
kullanilarak 2017 yilinda gelistirilen nikleik asit
temelli tanimlama sistemi olan SHERLOCK (Specific
High Sensitivity Enzymatic Reporter unLOCKing) testi,
direkt hasta serum ve idrarindan Zika ve Dengue
virls tayini icin kullanilir. Bunlara ek olarak, COVID-
19 pandemisiyle birlikte SHERLOCK protokolii; Orflab
(yapisal olmayan proteinleri kodlayan gen) ve S geni
Uzerinden SARS-CoV-2 igin adapte edilerek Mayis
2020’de FDA tarafindan kullanim onayi almigtir(661-63),
SHERLOCK testinin temel protokoll ise, COVID-19
siiphesiyle gelen hastadan alinan st solunum yolu
veya bronkoalveolar lavaj 6rneginden viral RNA izo-
lasyonuyla baslar. ilk asamada, RT-LAMP ile SARS-
CoV-2 RNA’si DNA’ya reverse transkripte edilir.
Sonrasinda istenilen gen bdlgesi amplifiye edilir ve
ardindan amplifiye edilmis gen bolgeleri RNA’ya
transkripte edilir. Hedef RNA sekansina gore prog-
ramlanmis CRISPR kompleksinin (Cas13a:crRNA)
aktivitesi sonucunda test stribinde renk degisikligi
gorsel olarak degerlendirilebilmektedir. SHERLOCK
tani testinin duyarlilik araligi 10-100 kopya/uL’dir(¢:53),
Ayrica SHERLOCK tani test protokollindeki iki adimi
tek bir basamaga indirgeyen, hizli viral RNA izolasyo-
nu olanagi sunan ve floresans isima seklindeki test
sonucunun akill telefon uygulamasiyla degerlendiril-
mesini saglayan SHINE (Sherlock and Hudson
Integration to Navigate Epidemics) Arizti-Sanz ve
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arkadaglari tarafindan gelistirilmistir(®®.

Mikrogip temelli CRISPR tani sistemi olarak bilinen
CARMEN (Combinatorial Arrayed Reactions for
Multiplexed Evaluation of Nucleic acids) paneli,
insanlarda enfeksiyonlarla iliskili 169 virusiin tanisina
yonelik kapasiteye sahip olmakla birlikte, influenza
A'nin tiplendirilmesinde ve HIV ilag direng¢ genlerin-
deki mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilir. COVID-
19 pandemisiyle birlikte CARMEN test kiti adapte
edilmis olup, SARS-CoV-2’nin SARS-CoV ve MERS-
CoV ile ayrimini yapabilmektedir. Dort yuzden fazla
ornegin eszamanh olarak calisilabilmesine olanak
taniyan ¢oklu panel yapisiyla bu yontemde ¢ok sayi-
da ornekte pek ¢ok farkli patojenin taranmasi olasi
olmaktadir®®. Ozelikle salgin durumlarinda olgu sayi-
larindaki artisa bagli olarak daha hizl, kolay, uygun
maliyette, yogun laboratuvar ¢alismasi gerektirme-
yen tani ydntemlerine gereksinim duyulmaktadir. Bu
kapsamda, CRISPR temelli tani testleri, RT-PCR yon-
teminde mevcut bazi kisitliliklarin asilmasi agisindan
umut vadeden yeni molekiler yaklasimlardan olup,
son yillarda bu alanda ¢alismalar bilytk ivme kazan-
migstir.

Diinya genelinde yiiz milyonun {izerinde kisinin viris-
le enfekte oldugu ve bir milyondan fazla insanin
olimine neden olan COVID-19 salginiyla, enfeksiyon
hastaliklarinin kontrol altina alinabilmesi icin erken
doénemde, dogru ve hizli sonug veren tani ydontemle-
rin 6nemi bir kez daha acikga anlasiimistir. COVID-19
basta olmak lzere, tim enfeksiyon hastaliklariyla
daha etkin miicadele agisindan mevcut mikrobiyolo-
jik tan1 yontemlerin optimizasyonuna ve yeni mole-
kiler tani yontemlerinin gelistirilmesine yonelik aras-
tirmalarin blyulk yarar saglayacagi distinilmektedir.
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