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OzZET

Coronavirus hastaligi 2019 (COVID-19), Siddetli Akut Solunum Sendromu
koronavirlis 2'nin  (SARS-CoV-2) neden oldugu yeni ortaya ¢ikan bir
enfeksiyondur. insan enfeksiyonu oranindaki hizli artisa dayanarak, Diinya Saglk
Orgiitii (WHO) COVID-19 salgini bir pandemi olarak siniflandirmistir. COVID-19
icin henuiz spesifik bir ilag veya asinin olmadigi distinuldigiinde, salginin kontrol
altina alinmasi ve yonetiminde erken teghis agisindan, viruslerin etkin hizli tanisi
oldukga 6nemli hale gelmistir. Virusu izole etmenin rutindeki guglikleri taninin
uzun yillar daha gok serolojik testlerle yapilmasini zorunlu kilmistir. Ancak son
yillarda hizli ve yiiksek kaliteli viral tani bilgileri saglayan molekiler testler
laboratuvarlarda yerini almaya baglamistir. PCR ve multiplex PCR testleri sonrasi
sendromik tabanli PCR testleri de direkt etkeni sorgulayan, taniyi ve tedaviyi
hizlandiran yaklasimlardir. LAMP PCR teknolojisi de hizla gelismis, tasinabilir gok
kigiik cihazlar ile sahada yada hasta basinda tani zamanini oldukga kisalmistir.
Yeni teknoloji olarak, CRISPR tani yontemleri ve taginabilir DNA sekanslama
cihazlari, viral enfeksiyonlarin tanisinda kliniklerde hasta basi hizli sonug almada
oldukga vyararli olacaktir. Lusiferaz etiketli antijenlerin  kullanildigi
immunopresipitasyon sistemleri ile de virls tanimlamasi, kantitasyonu, antiviral
etkinlik izlenmesi miimkiin olabilmektedir. COVID-19 salgini ydnetimi ¢ok hizli ve
guvenilir testlere olan gereksinimi artirmis ve laboratuvar biyoteknoloji
endustrisini tetiklemistir. Tum dunya, yuksek duyarliga sahip, ulasilabilir,
tasinabilir yeni tanimlama yontemlerinin yararlarinin sinanacagi dinamik bir
pandemi slreci yaganmaktadir. Bu yontemlere iliskin onay siirecinde olan gok
sayida bagvurunun varligi, yakin gelecekte SARS-CoV-2 tani algoritmalarinin daha
zengin ve Uretken ¢6zimlere kavusacagina dair gl¢li kanitlar sunmaktadir. Elde
edilecek tecrlibeler diger viral enfeksiyonlarin daha iyi anlasiimasi, hasta basi tani
¢ozimleri olusturulmasi ve daha etkin tedaviler sunulmasinda yol gosterici
olacaktir.
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ABSTRACT

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is a newly emerging infection caused by
Severe Acute Respiratory Syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Based on the
rapid increase in the rate of human infection, the World Health Organization
(WHO) has classified the COVID-19 outbreak as a pandemic. Considering that
there is no specific drug or vaccine yet for COVID-19, effective rapid diagnosis of
viruses has become very important in terms of early detection and control of the
outbreak. The routine difficulties of isolating the virus necessitated the diagnosis
to be made with more serological tests for many years. However, in recent years,
molecular tests that provide fast and high-quality viral diagnosis information
have started to take their place in laboratories. Syndrome-based PCR tests after
PCR and multiplex PCR tests are also approaches that question the direct factor
and accelerate the diagnosis and treatment. LAMP PCR technology has also
developed rapidly, and the diagnosis time has been shortened in the field or at
the bedside with very small portable devices. As a new technology, CRISPR
diagnostic methods and portable DNA sequencing devices will be very useful in
the diagnosis of viral infections in the clinic for rapid results per patient. With
immunoprecipitation systems using luciferase-labeled antigens, virus
identification, quantitation, antiviral efficacy can be monitored. COVID-19
outbreak management increased the need for very fast and reliable tests and
triggered the laboratory biotechnology industry. The entire world is experiencing
a dynamic pandemic process in which the benefits of new, highly sensitive,
accessible and portable identification methods will be tested. The presence of a
large number of applications in the approval process for these methods provides
strong evidence that SARS-CoV-2 diagnostic algorithms will have richer and
productive solutions in the near future. Experiences will be guiding in better
understanding of other viral infections, establishing bedside diagnostic solutions,
providing more effective treatments.
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GiRiS

Tanisal viroloji tarihinin, 19. yizyihn sonlarinda Guarnieri tarafindan asi
lezyonlarindaki bazi cisimlerin gosterilmesi ile basladigi kabul edilmektedir.
Sonraki yuzyilda ise, virtslerin tam olarak kesfedilmesi ile ilgili bas donduricu
gelismeler yasandi. 1901'de insanlarda kesfedilen ilk 'filtrelenebilir ajan' olan Sari
humma virtstinden bugiine kadar ¢ok sayida viriis tanimlanmistir. Bunlara her yil
yenileri eklenmektedir ve tiim yeni insan patojenlerinin Ugte ikisinden fazlasini
olusturmaktadirlar. Bu kesifler aslinda zaman igindeki tanisal ve teknolojik
gelismelerin bir sonucu olarak da ortaya cikmistir. Ote yandan, viriislerin
mutasyon mekanizmalari ve insan-hayvan-gevre etkilesimleri yeni hastalk
faktorlerinin ortaya ¢tkmasina neden olmaktadir. Bugiline kadar, insanlari enfekte
edebilecek 23 viriis ailesi tespit edilmistir. ilk filtreleme tekniklerinden bu yana,
gelismis molekiler yontemler kullanan virlis tanimlama teknolojileri glinimuzde
daha sofistike hale gelmistir. Sirasiyla, (filtrasyon (1890s), kompleman fiksasyon
(1929), doku kaltara (1948), monoklonal antikorlar (1970'ler), polimeraz zincir
reaksiyonu (1985) ve son olarak sekanslama (2000'ler) yontemlerinin
olusturulmasi viral tanimlama igin 6nemli kilometre taslari olmustur (1). Bu
gelismelere paralel olarak, her yil birgok yeni viriis tanimlanirken, insanlarda
enfekte oldugu kanitlanan koronaviris ailesinin ilk Gyesi 1965 yilinda
kesfedilmistir.

ilk kez soguk alginhig ajani olarak izole edildiginde, negatif boyama sonrasi
elektron mikroskobundaki karakteristik sagakli gériinimii nedeniyle bu ajan igin
koronaviriis (Latin: korona, tag) terimi benimsenmistir. 2003 yilinda SARS'In
ortaya ¢lkmasina kadar, soguk alginhigina neden olan HCoV 229E ve 0C43, insan
patojenleri olarak kabul edilmekteydi. Her ikisi de hafif hastalik etkeni olarak
kabul edildiginden, bu zamana kadar bilimsel arastirmalar igin 6ncelikli etkenler
olarak degerlendirilmemistir. Hafif solunum yolu hastaligina yol agan iki yeni
HCoV, NL63 ve HKU-1, SARS-CoV ajaninin yeni bir koronaviriis olarak
tanimlanmasindan hemen sonra bulunmustur. Bunu 2012 yilinda MERS-CoV'un
ortaya cikigi izlemistir. Son olarak, Covid-19 / SARS-CoV-2, 2019'un sonunda
kiiresel bir pandemik ajan olarak ortaya ¢ikmistir. ilk koronaviriisiin kesfinden bu
yana kullanilan tanimlama yontemleri 6nemli Olglide degismistir. Gegmisin
gelismis yontemleri bugln igin gelenekseldir ve bugin kullandigimiz birgok
gelismis yontem vyenileriyle degistirilmeye adaydir. Covid-19 salgininin ilk
dénemlerinde viris genom diziliminin bilinmesi, molekiler tabanh teshis
yontemlerinin  hizh  bir sekilde kullanilmasina izin olanak tanimistir.
Immiinoassayler ise daha sonra kullanima girmistir. Bu derlemede, COVID-19
baglaminda, virolojik tanimlama ydntemleri konvansiyonel, mevcut ve gelecek
perspektifi ile degerlendirilecek, SARS CoV-2'nin yeni teknoloji gelistirmeyi nasil
tetikledigine temas edilecektir.

GELENEKSEL TANI YONTEMLERI ve SARS-CoV-2

Elektron mikroskobu (EM)

Vicut sivilar, diski veya histopatolojik numunelerdeki viral partikillerin
gorintllenmesi ve sayilmasi yoluyla viriislerin dogrudan tespiti i¢in uzun siredir
etkili bir arag olarak kullaniimaktadir. EM igin teknik beceri ve uzmanlk
gerektiren oOrnek hazirlama asamasi s6z konusudur. Bu asama, virls
konsantrasyonunda azalma, hiicresel yapi ve organeller gibi benzer yapilarin
interferansina yol agma gibi dezavantajlara yol agar (2). SARS-CoV-2 igin EM ile
yapilan arastirma sayisi sinirhdir. Bu galismalarda viral partikillerin ortalama 70-
80 nm'lik yuvarlak bir sekle ve ortalama 15 + 2 nm'lik zarf gikintilarina sahip
oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar, transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
ile bir koronaviriis pargacigina 6zgi yuvarlak peplomerik yapilarda biten sap
benzeri gikintilarin varligini bildirmiglerdir (3). Bu simirh  ¢alismalar klinik
materyallerden vyapilan uygulamalardir. Bu nedenle, tipik koronavirus
morfolojisinden nispeten daha kisa ve peplomer agregasyonu gosteren viral
partikiller elde edilmistir. Hucre kultirlerinden yapilacak gortntiilemenin bu
belirsizligi / farki acgikliga kavusturacagl disunilmektedir. Bugine kadar,
ultrastriiktiirel sitopatoloji tzerine ayrintih bir ¢alisma mevcut degildir. Ote
yandan, SARS-CoV-2'nin saflastirimis zarf spike glikoproteinini gosteren bir
kriyoEM calismasi yayinlanmistir. immiinoelektron mikroskopi tekniklerinin
kullanildigi klinik 6rneklerin gérintilenmesi, dogrudan klinik materyalde virtisiin
tespit sikhgini artirabilecegi dustnilmektedir. Tum bu zorluklariyla EM
uygulamalari, viral hastalik ajanini belirleme amacindan ziyade ileri dizey
arastirmalar igin degerli bir metot olmaya devam etmektedir.

Hiicre kiltiiri

ilk kez, Weller (1948) ve Enders (1949) tarafindan hiicre kiiltiiriinde viral
izolasyonun gergeklestirilmesi tanisal virolojisinin modern déneminin baglangici
olarak kabul edilmektedir (4) (5). O zamandan beri, hiicre serilerini kullanmak
virusleri izole etmek igin temel yontemdir. Bir tani yontemi olarak hicre
kilturlerinden viral izolasyonun énemi zamanla nispeten azaliyor gibi algilansa
da fenotipik pek ¢ok karakterizasyon analizi igin canh bir izolat saglayabilen tek
teknik olma o&zelligi hala degerini korumaktadir. Ustelik klinik &rnekten
bilinmeyen viral etkenlerin ¢oklu saptanmasina olanak saglayan Usttin 6zellikleri
de s6z konusudur. Virls blyumesinin kaniti sitopatik etki (CPE) ve
immunofloresan (IF) boyama ile tespit edilebilmektedir. Ancak, CPE'nin dogru
yorumlanmasi igin deneyimli personele ve hiicre cizgilerini veya patojenik
virusleri islemek igin yeterli olanaklara ihtiya¢ duyulur. Bununla birlikte, bazi
virusler hiicre kulttrlerinde replike olma veya CPE yapmaya uygun olmayabilir.
Son vyillarda, hiicre kulturlerindeki viruslerin saptanmasi igin gereken sureyi
onemli 6lglide azaltan shell vial ydntemi veya virlisiin varligini belirtmek igin bir
substrat Uzerinde etkili olan B-galaktozidaz gibi bir raportér enzimin
kullanilabildigi modifiye yontemler gelistirilmistir.

SARS CoV-2 ve Hiicre kiltiiri uygulamalarina bakilacak olursa; Koronavirusler
solunum yolu tropizmi nedeniyle Calu-3, Primer Bronsiyal, Primer Alveolar gibi
insan solunum yolu hicre dizileriyle basaril bigimde izole edilebilmektedirler (6).
Ote yandan, Covid-19 salginin baslangicindan bugiine kadar Vero hiicre
serileriyle metodolojik basari elde edilmistir (7,8). Hucre kalttiri uygulamalari
SARS-CoV-2 ve hastalik ile ilgili bircok konuda ¢ok 6nemli katkilar yapmaya
adaydir ve su ana kadarki galismalar da bu bagliklar tzerine yogunlasmistir.
Bunlar arasinda: viral enfeksiyonlari bloke edebilecek nétralizan antikorun tespiti
icin Covid-19'dan iyilesmis kisilerden elde edilen serum orneklerinin test
edilmesi; viris sagihmin hastaligin  farkli dénemlerindeki durumunun
belirlenmesi; antiviral etkinlik arastirlmasi (mevcut veya deneysel antiviral
ilaglarin Covid-19 enfeksiyonunu tedavi etme veya 6nleme yetenegini test etmek
icin); patogenez arastirmalan (virlsin bir konaga bulasabilecegi cesitli yollan,
hastaligin siddetini, viicutta ne kadar viriis Uretildigini ve virtisiin viicutta hangi
organlara yayilabilecegini belirlemek igin), virislin stabiletesinin arastiriimasi
(virstin yuzeyler, sicakliklar gibi belirli kosullar altinda ne kadar siire hayatta
kalabilecegi); ve elbette asi gelistirme ¢alismalari sayilabilir (9). Viral izolasyon
icin asgari BSL-3 gerekliligi, teknik alt yapi ve deneyim ihtiyaci nedeniyle, bu
arastirmalar igin Ust diizey organizasyonlar gerektirmektedir.

Kompleman fiksasyon testi (CFT)

Klinik viroloji tarihindeki en eski yontemlerden biridir. Kolay, kullanigh ve ucuz
malzeme avantajlarina ragmen, emek yogundur ve distk duyarliiga sahiptir.
Standardizasyonu zor olan bu yontem ile daha ¢ok OC-43 ile yapilmis eski
galismalar s6z konusudur (10).

Hemaglutinasyon inhibisyon testi
Genellikle arboviruslerin, influenza ve parainfluenza virlisi alt tiplerinin
saptanmasi ve virls partikillerinin nispi kantitasyonunu ortaya koymaktadir. Bu
yontem ile yapilan arastirmalar, daha ¢ok insan koronavirislerinin diginda kalan
bazi turler ile sinirh kalmigtir (11).

Hayvan modelleri

Viral enfeksiyon ve patogenezi anlamak igin hayvan modelleri kritik 6neme
sahiptir. Bir asi veya bir antiviral ajanin gelistirilmesi ve klinik ©ncesi
degerlendirilmesi igin hayvan modelleri gereklidir. ideal bir hayvan modeli,
insanlarda viral enfeksiyonu ve hastaliklari morbidite, viral yuk, tipik klinik
semptomlar, konakgli immiin tepkileri ve mortalite gibi bir¢cok agidan taklit eden
modeldir. Bu nedenle, koronavirlis enfeksiyonunun &nlenmesi ve kontrol
edilmesi igin acil ihtiyag, optimal bir SARS-CoV-2 hayvan modelini gerektirir.
Yayinlanan arastirmalarda, SARS-CoV ve MERS-CoV igin hayvan modelleri
arasinda misk kedileri, develer, maymunlar, fareler, hamsterlar, yaban gelincigi,
tavsanlar ve diger potansiyel konaklar bulunmaktadir. Primatlarda SARS-CoV
viral replikasyonu ve patoloji derecesi tiire gére degisirken, immiinokompetan
geng inbred fareler klinik hastalik olmadan gegici enfeksiyonu desteklemektedir.
Misk kedileri, gelincikler ve hamster’lerde kendi kendini sinirlayan hafif klinik
hastalik gorulirken, tavsanlar ve devegillerde enfeksiyon lehine hentiz bir bulgu
ya da model olusturulamamistir.
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Bu hayvan modelleri SARS-CoV-2 igin de bir potansiyel tasirken, agag faresi, dag
sigani, pangolin, sican, kobay ve pamuk faresi gibi diger deneysel hayvan
modelleri ve kediler ve kopekler gibi evcil hayvanlar da SARS-CoV-2
enfeksiyonunu desteklemek igin potansiyel konaklar olabilir. Biyogiivenlik
endiseleri igin psédovirisler iyi bir alternatif vadetmektedirler (12). Covid-19'a
karsl ¢6ziim Uretmek igin kurgulanan pek ¢ok arastirmanin yolunun hayvan
modellerinden gegmesi beklenmesi gereken bir durumdur.

GUNCEL TANI YONTEMLERI ve SARS-CoV-2

Serolojik Yontemler

Klinik 6rneklerden (kan veya tukirik gibi) SARS-CoV-2'ye karsi olugan antikorlari
(IgA, 1gM ve IgG) tanimlayan EIA benzeri serolojik testler, molekuler testlerden
daha basit ve uygulanabilir olsa da tani igin kullanilma potansiyeli belli kosullara
baglidir ve heniiz tam standardize edilmemistir. Akut enfeksiyonlari belirlemek
icin faydalari, muhtemelen semptomlarin basladigi ve viral dékilme ve bulagma
riskinin en yiksek oldugu donem igin sinirl géziikmektedir. Esasinda, enfeksiyona
karsi olusmus antikor tepkilerinin givenilir bir sekilde tespit edilmesi glinler ila
haftalar arasinda bir streyi gerektirebilir. Bu nedenle, olumsuz sonuglar, 6zellikle
yakin zamanda virlise maruz kalanlar arasinda SARS-CoV-2 enfeksiyonunun
varhgini dislayamaz (13). Ayrica, antikorun SARS-CoV-2 disi koronavirls
proteinlerine gapraz reaktivitesi de potansiyel bir sorundur, bu nedenle pozitif
sonuglar gegmiste veya glinimuzdeki diger insan koronavirslerin yol agtigi bir
enfeksiyonun sonucu da olabilir. Serolojik testler, hastalarin ge¢ hastalik
komplikasyonlari yasadigi donemlerde daha kullanish olabilir, nitekim bu
periyodda viral Uretimin azalmasi nedeniyle RT-PCR testinin negatif ¢ikma
olasiligi oldukga yuksektir (14). Gegirilmis Covid-19 enfeksiyonu ve olusan
bagisikligi dogru bir sekilde degerlendirebilecek serolojik testlerin gelistirilmesi;
epidemiyolojik ¢alismalar, surekli gézetim, asi ¢alismalari ve saglik ¢alisanlarinin
risk degerlendirmesi icin gerekli olacaktir. Halihazirda pek ¢ok immunoassay
yontem kullanima girmistir, 6zellikle salgin baslangicinda kullanima sunulan hizh
antijen ve antikor testleri yeterli duyarlilik oranlari gésterememistir. Uretici
kaynakh ciddi farkhliklar s6z konusudur. Su giinlerde, standardize edilmis
prosedirler ve otoanalizérler ile galisilan immunassaylarin kullanima girmis
olmasi, daha saglikh verilerin elde edilmesi yoninde olduk¢a 6nemlidir. Diger
taraftan, hem bu ticari sistemlerin tanisal dogruluk ve optimizasyon
performanslarini 6grenebilmek hem de salgin epidemiyolojisine dair daha net
bilgileri elde edebilmek igin daha fazla veriye ihtiyacimiz oldugu da bir gergektir.

Hizli Antijen Testleri

Salginin baslangicindan bu zamana kadar immunokromatografik hizli test
formatinda farkli treticiler tarafindan tretilmis antijen testleri sunulurken, ELISA
testi igin onaylanma siirecinde olan az sayida ticari Uriin s6z konusudur (15).
Dogrudan klinik 6rneklerden, solunum yolu viruslerine (sinsityal virlisu influenza
virUisu gibi) veya viral gastroenterit etkenlerine ait antijenleri tespit edebilen hizl
testler, yillardir ticari olarak mevcuttur. Bu testler kolay kullanima sahiptir ve
dakikalar iginde sonug verebilmektedir. Ancak duyarhliklarinin dusik olmasi
o6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durumun Covid-19 antijen
testleri icin de gecerlidir. Ustelik SARS-CoV ve MERS-CoV igin benzer testlerin
prototipleri onay alamamistir (16,17). Yakin zamanda SARS-CoV-2 niikleokapsid
proteinine karsi monoklonal antikorlar tiretilmistir ve antijen testi igin kullanima
sunulmustur (18). Ote yandan, heniiz kiiresel dlgekte tanisal algoritmalara
girebilecek diizeyde ve performansta bir test sunulmamistir. Ustelik, yakin
zamanda tecriibe edilen bazi antijen testlerinin yetersiz oldugu saglik otoriteleri
tarafindan da kayda alinmistir. Salginin kiiresel 6lgekte belli bir stire etkili olacagi
varsayilirsa, iyi standardize edilmis immunoassayler, hizi ve aktif viral partikiliin
varligina gereksinim duyulmamasi gibi 6zellikleri sayesinde tani algoritmalarinda
daha belirgin rol oynayabilir.

Niikleik Asit Amplifikasyon Testi (NAAT)

Salginin basladigi ilk giinlerden bu zamana kadar COVID-19 vakalarinin
dogrulanmasi, temel olarak viral RNA'nin saptanmasi esasina dayanmaktadir. Bu
amagla gercek zamanli ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonlari (RT-PCR)
gibi nikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) yapilmaktadir. Sonuglar ozel
durumlar ve olanaklar dahilinde gerektiginde niikleik asit dizileme yontemleriyle
ile teyit edilmektedir (19). Simdiye kadar hedeflenen viral genler arasinda N, E, S,
ORF ve RdRp genleri bulunmaktadir ve farkh tlkelere ait farkl protokoller séz
konusudur (20). Test igin solunum yolu 6rnekleri onceliklidir. Bunun igin
nazofaringeal sriinti numuneleri ilk tercihtir.

Ancak alternatif olarak orofaringeal, vb diger tst solunum yolu 6rnekleri de kabul
edilebilmektedir. Numuneler, yeterli hicresel materyal elde etmek igin,
mimkiinse dacron, rayon gibi toplayici baglikli, aliminyum veya plastik milli
gubuklar kullanilarak elde edilmelidir. PCR testini inhibe eden maddeler
icerebileceginden kalsiyum aljinat, ahsap veya pamuk iceren gubuklardan
kaginiimalidir. Bu 6&rnekler bir viral tasiyici ortam igerisinde laboratuvara
ulastirimalidir. Ust solunum yolu érneklerinden daha fazla duyarliliga sahip olan,
ancak elde edilmesi veya alinmasi daha zor olan balgam, endotrakeal aspirat veya
bronkoalveoler lavaj gibi 6rnekleri ise islenmek tzere dogrudan mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilebilmektedir. Serum ve idrar 6rnekleri ise genellikle
hastalik siddetine bakilmaksizin viral niikleik asit varligi agisindan negatiftir. NAAT
icin, belirlenmis bir referans standart hentiz yoktur, farkli 6rnek toplama ve
hazirlama yontemleri s6z konusudur ve enfeksiyon siresi boyunca viral
dinamikler tam anlasilmamigtir. Bunlar, SARS-CoV-2 NAAT testlerinin tanisal
dogrulugunun tam olarak degerlendiriimesini engelleyen ve O6numizdeki
gunlerde asilmasi gereken sorunlardir (21).

Viral Dizileme

1. ve 2. jenerasyon dizileme yontemleri bugiine kadar yiksek maliyet ve zor
uygulanabilirlik gibi nedenlerle, ilk basamak virolojik tani uygulamalar arasinda
yer almamistir.  Covid-19 salginin basindan itibaren, SARS-CoV-2 varliginin
onaylanmasini, viral genom mutasyonlarinin izlenmesini veya epidemiyolojik
galismalarin yapilmasini amaglayan 1. ve 2. jenerasyon dizileme galismalari,
ancak merkezi ve olanaklari genis laboratuvarlarda séz konusu olmustur (22).
Ancak, hiz ve ulasilabilirligin her zamankinden daha 6nemli oldugu su ginlerde
3.jenerasyon dizileme yontemlerinin bu sistemlerin yerine gectigi bir sireci
yasamaktayiz.

YENi TANI YONTEMLERI ve SARS-CoV-2

CRISPR (Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeats- Diizenli
Araliklarla Dizilmis Kisa Palindromik Tekrarlar) Tabanli Tani

Her ne kadar semptomatik hastalarin tanisi igin iyi donanimli laboratuvarlarda
guvenilebilir enstrimanlar mevcut olsa da inkiibasyon fazindaki asemptomatik
kisilerin taranmasi veya iyilesme evresindeki hastalarda viral sagiimanin dogru
belirlenebilmesi i¢cin baska yontemlere ihtiyag vardir. Ayrica, pandemiyi kiiresel
olarak kontrol altina alabilmek igin, daha az donanima sahip, tasinabilir
laboratuvarlar gerektiren ¢oziimlerin gelistirilmesi de kritik Gneme sahiptir (18).
Bu amagla, havaalanlari ve sinir kapilari gibi sinirli ortamlarda ve sahada
kullanilabilecek hizli, basit, dusiik maliyetli, taginabilir, sicakliga dayanikli testleri
gelistirmek Covid-19 pandemisinin kontroliinde 6nemli hedefler arasinda yer alir.
Bu baglamda, gen diizenleme esasina gore calisan ve niikleik asit esasli viral
saptamayi 6nemli 6lglide basitlestirme potansiyeline sahip yeni bir teknoloji olan
CRISPR yontemi Covid-19 laboratuvar tanisinda yeni ufuklar vadetmektedir (23).
Yontem, ilgilenilen hedef viral niikleik asidi spesifik olarak taniyan kilavuz RNA
(sgRNA olarak adlandirilir) ile birlikte Cas9, Casl3a veya Casl13B gibi CRISPR
efektér enzimlerini igceren ¢ok yiksek analitik duyarlihkla ¢ahsan bir
mekanizmaya sahiptir. Son vyillarda, CRISPR teknolojisi insan genom
modifikasyonuna olanak saglayarak, kalitimsal hastaliklar veya organ nakli doku
uyumsuzluklari gibi problemlerin asilmasinda terap6tik bir unsur olarak dikkat
¢cekmektedir. Diger taraftan, Cas13a gibi bazi CRISPR enzimlerinin, molekiiler
hedeflerin taninmasinda yiksek seviyede RNAaz aktivitelerinin gosterilmesi,
CRISPR tabanli teshisin kapilarini ardina kadar agmistir. “Molekiiler makas”
olarak hareket etme kapasitesinin 6tesine gegen CRISPR, bir numunedeki spesifik
nikleik asitleri saptamak igin kullanilabilecek 6zellikler ortaya koymaktadir.
SHERLOCK (Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKING) adi verilen
yeni bir teknolojiyle, CRISPR RNAaz aktivitesi sinyal amplifikasyonu ve niikleik asit
tespiti icin kullaniimaktadir (24). Orneklerde bulunan DNA ve RNA'nin izotermal
amplifikasyonu ilk 6nce potansiyel viral RNA hedefi miktarini arttirmak igin
rekombinaz polimeraz amplifikasyonu (RPA) ve ters transkripsiyon (RT) ile
gergeklestirilmektedir. Daha sonra ilgili virus igin spesifik sgRNA'ya sahip Cas13a
enzimi ilave edilmektedir. ilgili viral RNA mevcutsa, Cas13a klavuz RNA {izerinden
viral RNA'ya baglanmakta ve bu sirada floresanla etiketlenmis bir raportoriin
kollateral yarilmayla serbest kalmasi sonucu okuyucu tarafindan 6lgulebilen bir
1stk sinyali Giretilmektedir. Boylece, s6z konusu RNA'nin varligi kesin olarak tespit
edilebilmektedir. Gootenberg ve arkadaslari gelistirdikleri bu yontemle tukirik
orneklerinde Zikaviriis ve Deng virtis RNA’sini SHERLOCK metodu ile birkag saat
icinde fentomolar duyarlilikta saptamayi basarmislardir (24).
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Ote yandan benzer amaglarla, Doudna laboratuvari tarafindan Cas12a'nin DNAz
aktivitesinin kullanildigi, DETECTR (DNA Endonuclease Hedefli CRISPR Trans
Reporter) yontemi tanimlanmig ve HPV tespitinde basariyla kullanilmistir (25). Su
anda bu iki yontem, Covid-19 dahil olmak tizere bulasici hastaliklari hizl, ucuz ve
dogru bigimde tespit etmek icin CRISPR'1 bir gen diizenleme araci olarak degil, bir
molekiiler tani araci olarak kullanabilmektedir. Bu yontemler, tim enzimlerin
disuk sicakliklarda galisabilmesi ve nikleik asit amplifikasyonu igin 6zel ekipman
ihtiyacinin bulunmamasi avantajlarina sahiptir. Test basina reaktiflerin maliyeti
oldukga dustktur. Reaktifleri kagit Uzerinde dondurarak kurutmak, tani
testlerinin uzak konumlarda uygulanmasina olanak saglamaktadir. CRISPR
sisteminin benzersiz 6zglilligu, herhangi bir virls icin moduler ve hizh bir sekilde
hassas tani testlerinin gelistiriimesine olanak tanirken, c¢oklu enfeksiyon
panelinin ayni anda degerlendirilmesine de izin vermektedir. Buna garpici bir
ornek olarak, SARS-CoV-2 ve HIV'in ayni anda hizli ve duyarli tespitinin yapildigi
bir arastirma yakin zamanda yayimlanmistir. (26).

Ekstraksyonu takiben yapilan izotermal amplifikasyonla (ters transkripsiyonu
takip eden, dongu aracili izotermal amplifikasyon (LAMP), cogaltilan hedefe ait
amplikon, Cas enzimi (13a/12a) + SARS-CoV-2 6zglin klavuz RNA kompleksi ile
muamele edilir ve raportér molekiiliin ayrilmasi virtstin varligini ortaya koyar.
Olusan reaksiyonun goézlemlenmesi lateral flow stripler yardimiyla belirlenir.
Mammoth Biosciences’in gelistirdigi DETECTR yonteminde SARS-CoV-2 E ve N
gen bolgeleri 70 kopya/ul hassasiyetle ve 30 dk icinde belirlenirken, Sherlock
Biosciences, benzer bir Covid-19 spesifik protokoliinde Orflab ve S gen
bolgelerini 10 kopya/ul hassasiyetle ve 60 dk da tespit edebilmektedir. Hasta
basi kullanim olanaklariyla pandemi déneminde yiksek yarar vadeden bu
yontemlerin onaylanma asamasi devam etmektedir (27, 28). Yine CRISPR tabanl
“Combinatorial Arrayed Reactions for Multiplexed Evaluation of Nucleic acids
(CARMEN)” gibi mikro akiskan giplerin kullanildigi ve ayni anda binlerce hedefin
caligilabildigi testler de slirece dahil olma asamasindadir (29).

izotermal Amplifikasyon Ve Hasta Basi Molekiiler Tanimlama

PZR'ye alternatif olarak, nikleik asitlerin izotermal amplifikasyonu, niikleik
asitlerin sabit sicakliklarda amplifikasyonuna izin verir. PZR'deki termal dongi
surecini atlar, boylece test suresini ve ekipman maliyetini nemli élgtide kisaltir.
Enfeksiyon etkenlerinin tanisi igin gelistiriimis ve uygulanmakta olan ¢oklu
izotermal amplifikasyon teknolojileri mevcuttur. “Nucleic Acid Sequence Based
Amplification (NASBA), Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP),
Helicase Dependent Amplification (HDA), Rolling Circle Amplification (RCA),
Nicking Enzyme Amplification Reaction (NEAR) ve Strand Displacement
Amplification (SDA)” gibi pek ¢ok yontem s6z konusudur. Bunlar arasinda Covid-
19 tanisi igin RT-LAMP, lzerinde yogunlasan g¢alismalar vardir. Dusiik maliyet ve
kolay uygulanabilme avantajlari bu yontemleri hasta bagsi testleri icin glglu
adaylara doénlstirmistir (30). Ancak reaksiyon kosullarini optimize etmek ve
diziye 6zgu primerlerin tasarlanmasi gibi glgliikleri vardir. Bu durum, yazihm
aragclari ile agiimaya galisiimaktadir. Primerlerin karmasikhigi ve ¢oklugu, spesifik
olmayan amplifikasyonlara yol agabilir. Performansi arttirmak icin amplifiye
edilmis geni tanimlamak igin bir tespit yonteminin entegrasyonu bu duruma
¢6zUim olarak sunulmustur. Umut vaat eden bir ¢d6ziim, CRISPR tabanl oldukga
spesifik Cas proteinlerinin kullaniimasini igermektedir (31). FDA’den acil kullanim
izni almig SARS-CoV-2 tespiti icin RdRp Gen bolgesini hedefleyen LAMP tabanli
ticari bir test, 0.125 kopya/uL hassasiyet ve 10 dakika gibi kisa bir siirede sonug
verebilmektedir (28). Covid-19 tanisi igin, IVD, RUO onayi almis veya henlz
arastirma asamasinda olan onlarca ticari sistem goze ¢arpmaktadir. Covid-19
tanisi almis hastalarin ve saglikli kontrollerin orofarinks strinti 6rneklerinin
kullanildigi bir aragtirmada, arastirmacilar 6rnek alimindan sadece 1 saat sonra
%100 analitik duyarhilik ve 6zgiinliikle SARS-CoV-2 varlig tespit etmislerdir (32).
Tim bu yonleriyle basta RT-LAMP olmak uzere izotermal amplifikasyon
segeneklerinin hasta bagi uygulamalar olarak 6niimuzdeki donemlerde daha fazla
kullanima girmelerini 6ngorebiliriz. Pandeminin bu anlamda hizli, glivenilir ve
tasinabilir tani sistemlerine olan gereksinimi tetikledigi sdylenebilir.

Lusiferaz immiinopresipitasyon Sistemleri (LIPS)

Lusiferaz etiketli antijenler ve yiiksek kantitatif immunopresipitasyon sistemleri
ile, virls tanimlamasi, antiviral tedavilerin izlenmesi ve virtsle iliskili
enfeksiyonlarin katagorize edilmesi mumkin olabilmektedir. Yéntem igin,
memeli ekspresyon vektérleri kimerik lusiferaz-viral flizyon proteinlerini
eksprese etmek igin kullanilir. Gaussia, Nanolusiferaz ve Renilla gibi farkh
lusiferazlar, yliksek analitik hassasiyet ve diisiik arka plan interferans degerleri
saglayan raportorler olarak kullaniimaktadirlar.

Rekombinant lusiferaz-etiketli viral antijeni iceren oOzitler saflastiriimadan
kullanilir ve serum / plazma veya antikor iceren diger vicut sivilariyla inkiibe
edilirler. Lusiferaz-etiketli viral antijene bagl anti-viral antikorlar igeren
immunkompleksler daha sonra protein A / G kapl boncuklarla presipite edilir ve
yikama islemi vyapilir. Ortaya c¢ikan lusiferaz aktivitesi bir luminometre
kullanilarak olgulur. Lusiferaz aktivitesinin miktari, virlse yoénelik antikor
miktariyla orantilidir (33). LIPS aslinda, viriislerin tam veya kismi proteomlarina
karsi immiinoreaktivitenin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Bu diger
kati faz yontemlerinde tam saglanamayan bir durumdur. LIPS ile HIV, HCV, HTLV-
| ve Herpesvirlsler igin ¢oklu antikor yanitinin degerlendiriimesinde faydali
sonuglar elde edilmistir (34). Bu yonlyle sadece mevcut hastaligin tanisinda
degil, tedavi izlemi, kronik hastaliklarda degisen antikor profili, farkli bireylerde
ve farkli virGslerde immunoreaktivitenin diizeyleri gibi pek ¢ok dinamik giktilar
sunmaktadir. Ornegin HIV ART tedavisiyle beraber BOS da belli HIV antikorlarin
seviyelerindeki azalma tedavi etkinligi agisindan bir gosterge olarak
kullanilabilmistir (35). Son zamanlarda insanlarda HIV enfeksiyonunu tespit
etmek igin LIPSTICKS adi verilen ve test siresini 1 dakikaya indiren LIPS'in
manyetik boncuk kullanan modern bir versiyonu gelistirilmistir (36). Dizileme
yontemlerinde son yillarda yasanan gelismeler vektor aracili rekombinant antijen
Uretim stratejilerini kolaylastirmistir. Nitekim MERS-CoV ve HKU-CoV gibi viral
etkenler igin kesiflerinden hemen sonra LIPS tabanli tani testleri gelistirilmistir
(37). Bu calismalarda koronavirlis turleri arasinda olabilecek ¢apraz
reaksiyonlarin  bertaraf edilmesi agisindan LIPS’nin  basarisina  atifta
bulunulmustur. Covid-19 tanisinda LIPS kullanimiyla ilgili oldukga yeni yapilan bir
arastirmada, 15 farkli SARS-CoV-2 antijeni kullanilmis ve 11'ne karsi antikor tespit
edilmistir. Arastirmacilar ORF3b ve ORF8 antijenlerine yonelik spesifik,
antikorlarin goreceli olarak enfeksiyonun erken déneminde saptanabildigini ve
Covid-19 hastalarinda N antijeninin baskinliginin s6z konusu oldugunu dile
getirmislerdir. Hastaligin erken déneminde S (spike) antijeninin yeterli antikor
yaniti olusturamadigini, ancak ORF3b, ORF8 ve N antijenlerine karsi gelisen
antikorlarin tanisal amagla kullanilabilecegini bildirmislerdir (38). Yazarlar ayrica,
bagisiklik fonksiyonlarina aracilik edebilecek yeni imminojenler olarak NSP1,
ORF3b, ORF7a ve ORF8'in arastirilmasinin Snemini vurgulamislardir. Bu arastirma
Covid-19 ve immunorekativite agisindan kritik sonuglar sunmustur. LIPS
uygulamalarinin etkene yonelik tani ve immdinolojik perspektif agisindan
kullanilabilirligi yoniinde de ciddi bilgiler icermektedir. Bu sistemin énimuzdeki
ginlerde SARS-CoV-2 antikor bazl arastirmalarin merkezinde yer almasi
beklenilebilir bir durumdur.

VirScan serolojik profilleme

Viral enfeksiyonlari saptamak i¢in mevcut antikor bazli yontemler tipik olarak bir
seferde sinirli sayida viristen birkag viral proteinin test edilmesini igerir. VirScan
adi verilen yeni bir sekanslama yaklasimi yizlerce insan virlisini ayni anda
profillemek igin bir faj immunopresipitasyonunu igerir (39). Yontemin ilk asamasi,
bilinen insan virlslerine ait nispeten kisa polipeptit sekanslarinin T7 bakteriyofaj
sisteminde eksprese edilmesiyle baslar. Boylece yiizeylerindeki viral peptitleri
ayri ayri kodlayan ve eksprese eden kapsamli bir T7 faj kitiphanesi elde edilir
(206 farkli virls igin). Bu faj miksi anti-viral antikorlar igeren serum &rnekleri ile
inkiibe edilir. Faj ylzeyindeki viral peptitler serum antikorlari ile baglanir, olugsan
immunkompleksler hareketsizlestirilmis protein AG kapli boncuklar tzerinde
fikse edilir ve ardindan baglanmamis fajlarin elenmesi igin yikama islemi yapilir.
Uygun antikora bagli T7 fajinin insert DNA'sinin amplifikasyonu ve yiksek verimli
sekanslanma sonrasi yapilan biyoenformatik analiz ile, yakalanan faja karsilk
gelen virlslerin kimligi belirlenir. Boylece belirli bir birey icin kapsaml bir viral
profil saglanmis olur (40). Bu teknik ile, belirli bir bireyi enfekte eden virislerin
tamamini belirlemek ve bir seferde yizlerce farkli viriise karsi humoral yanitlarin
tanimlanmasi mimkin kilinmistir. Bununla kalmayip HIV érneginde oldugu gibi
tedavi edilen ve edilmeyen bireyler arasindaki immunreaktif peptit farkliliklarini
da ortaya g¢ikarmaktadir. Ayrica farkli populasyonlaradaki ¢oklu viris
seroprevalansi hakkinda da katalog bilgi sunma avantajlarini icermektedir.
VirScan yonteminin kullanimi ile ilgili yayinlanmis ¢ok az rapor vardir, bu nedenle
sonuglarini ve teknolojiyi bagimsiz olarak dogrulamak igin ek galismalara ihtiyag
vardir. Spesifik viral enfeksiyonlarin tanimlanmasinda, enfeksiy6z, hastaligin
gercek etyolojik faktdériunun/faktérlerinin - belirlenmesinde  veya  viris
maruziyetini kataloglayarak, kanser, noérodejeneratif ve otoimmiin hastaliklar
gibi bircok kronik hastalik ile iliskili olabilecek yeni bilgilerin elde edilmesinde
VirScan kritik rol oynayabilir.
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Bu baglamda Covid-19 enfeksiyonunun tanisinda baska etkenlere ait ¢apraz
reaksiyonlarin olusturdugu karmasa ya da salgin boyunca bireylerde olusabilecek
diger viral enfeksiyonlarin tanimlanmasinda yasanabilecek yanlis belirlemeler
pandemi boyunca masada duracak 6nemli sorunlardir. Teknik olanaklar
acisindan yaygin kullanimi hentiz miimkin goriinmese de, Covid-19 pandemisi
sirasinda bu yontemle elde edilebilecek tecriibelerin, yakin gelecekteki virolojik
tani uygulamalarina igik tutacagi yadsinamaz bir gergektir.

Tasinabilir hizli dizileme araglari

Uglincii  kusak dizileme teknolojileri, genomlari, transkriptomlari ve
metagenomlari benzeri gorilmemis bir ¢oziinurlikte inceleyebilen yeni bir
devrim niteligindedir. ikinci jenerasyon dizilemelerin aksine bu teknolojiler
dogrudan tekli DNA molekdllerini hedefleyerek gergek zamanli siralamayi
mumkiin kilmaktadir. Burada okumalar siralayicidan gecer gegmez analiz igin
kullanilabilmektedir. Bu sistemlerin kazandirdigi G¢ 6nemli gelisme vardir: (1)
okuma uzunlugunda onlarca bazdan okuma bagina on binlerce baza kadar
artis; (2) sekanslama siresinin glinlerden saatlere indirilmesi (veya gergek
zamanh uygulamalar igin dakikalara); ve (3) PCR amplifikasyonu ile olusan
sekanslama sapmalarinin azaltilmasi veya ortadan kaldiriimasi (41).

DNA iplikgiginin biyolojik bir gozenekten gegirilmesi ve (Uretilen elektrik
iletkenligindeki degisikliklerin olglilerek DNA bazlarinin tanimlanmasi esasina
gore galisan MinlON sistemi, nanopore teknolojisini kullanan ilk ticari dizileyici
olarak, 2014 yilinda Oxford Nanopore Technologies (ONT) tarafindan piyasaya
suruldi. Tasinabilirligi, satin alinabilirligi ve veri tretimindeki hizi, onu gergek
zamanl uygulamalar igin cazip bir konuma tasimistir (42). salginin baslangicindan
itibaren yapilan calismalarda nanopore teknolojsi bir dizileme araci olarak
kullanilmaya baslanmistir (43).

Tablo 1. Yeni Virolojik Tani Teknolojileri ve Covid-19(Kaynak 33’den gelistirilmistir)

Ocak ayinda GIN CDC 3. nesil' siralama teknolojisinin viriisiin mutasyon gegirip
gecirmedigini anlamalarini sagladigini belirtirken, CDC dizileme igin nanopor
uygulamalarini teyid etmistir.

Sonrasinda ilan edilen Bavyera ve Avustralya genomlari da nanopore dizilime
ile tanimlanmistir. Enfeksiyon pandemi seviyesine ulastiginda artik pek ¢ok tlke
nanopore uygulamalariyla ilgili cok sayida projeyi ilan etmistir (44). Basta Oxford
Nanopore Minion Teknolojisi olmak lizere 3.jenerasyon dizileme araglari, salginin
ilk Gg aylik periyodunda virlsiun hastalik etkeni olarak tanimlamasina yiiksek
duyarlilikla olanak tanirken, sonraki zaman diliminde alt tirlerin varliginin ortaya
konmasi, mutasyon haritasinin ¢ikarilmasi, hiicre kaltiri ¢alismalarinin
dogrulanmasi ve asi calismalarinin desteklenmesi gibi faydalariyla da 6n plana
¢ikmigtir. Bir giin icerisinde (~7 saat) hizl sonug verme ve kiigiik boyutlu
taginabilir 6zelliginin bulunmasi bu yéntemin kiresel dlgekte yaygin bigimde
kullaniimasinin 6niint agmistir.  Bugiin diinyanin her yerinden arastirmacilar
tarafindan SARS-CoV-2 i¢in elde edilen binlerce nanopore dizileme verisi GISAID,
GenBank ve elsewhere gibi veri tabanlarinda mevcuttur. Ayrica, Ebola, Kizamik,
Grip gibi salginlarin gergek zamanli epidemiyolojik haritalanmasi ve irdelenmesini
amaglayan ARTIC-network sistemi kullanilarak, 'bavul iginde laboratuvar' olarak
adlandirilan nanopore teknolojisiyle elde edilen SARS-CoV-2 saha verilerinin
Covid-19 pandemisi igin etkin olarak kullanilmasi mimkan olmustur (45). Suanda
dlinya Gzerinde pek gok arastirmaci taginabilir MinION sistemini kullanmaktadir.
Blytik ve yerlesik laborotuvarlar igin daha buiytk GridION sistemi ve ultra yliksek
Uretim yapabilen PromethlON sistemleri de ayni Uretici tarafindan kullanima
sunulmustur. Ote yandan, ¢ok daha kiigiik olmasi planlanan Flongle sistemiyle
elde edilmis erken g¢alisma sonuglarinin yakin zamanda yayimlanmasi
beklenmektedir (44,45).

Yeni teknolojik gelismeler ve Covid-19 pandemisinin olusturdugu dinamik
gereksinimler 1s1iginda yeni kullanima sunulmus veya yakin zamanda
kullanilabilecek yontemler Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Teknoloji Kullanim potansiyeli

CRISPR

Sabit sicaklikta ve niikleik asit amplifikasyonu igin 6zel ekipman ihtiyaci bulunmayan yiiksek 6zgul bir yontem. Kagit
tzerinde transfer edilebilme 6zelligine sahip ve test bagina reaktiflerin maliyeti oldukga dustik. Lateral flow okumali
CRISPR uygulamalari 10 kopya/ul duyarhlikla ve 1 saatin altinda bir stireyle Covid-19 tanisinda basarili olmustur.
Sistem istenirse ¢oklu enfeksiyon (All-In-One) paneli olusturulmasina da misaade etmektedir. Onay alacak ticari
sistemlerin yayginlasmasi beklenmektedir.

Nukleik asitlerin sabit sicakliklarda amplifikasyonuna izin verir. PZR'deki termal dongu siirecini atlar, boylece test
suresini ve ekipman maliyetini 6nemli olgtide kisaltir. Primerlerin karmasikligi ve goklugu, spesifik olmayan
amplifikasyonlara yol agabilir. CRISPR tabanli spesifik Cas proteinlerinin kullanimi amplifiye edilmis geni tanimlamak
icin kullanilabilir. SARS-CoV-2 tespiti igin acil kullanim izni almis LAMP tabanli ticari bir test, 0.125 kopya/uL
hassasiyet ve 10 dakika gibi kisa bir siirede sonug verebilmistir. Ozellikle hasta basi uygulamalarinda éniimiizdeki

Viruslerin tam veya kismi proteomlarina karsi immunoreaktivitenin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.
SARS-CoV-2'nin farkli antijenlerine karsi olusan antikorlarin ayni anda ¢oklu analizini igeren 6n galismalar, hedef
antijene karsi hangi antikorlarin baskin veya yetersiz olabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Bu bilgiler, Covid-19 tanisi ve
imminolojik perspektif agisindan olduk¢a ®nemlidir. Oniimiizdeki giinlerde SARS-CoV-2 igin antikor bazl
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Yontem ytizeylerindeki her bir viris igin spesifik viral peptitleri ayri ayri kodlayan ve eksprese eden kapsamli bir T7
faj kitliphanesi esasina dayanir. Viral maruziyetin antikor bazli kataloglanmasini mimkin kilan bu yéntemin Covid-
19 tani ve tedavi planlamasindaki yeri hentiz yaygin kullanim i¢in mimkiin gériinmese de, pandemi sirasinda bu
yontemle elde edilebilecek tecriibelerin, yakin gelecekteki virolojik tani uygulamalarina isik tutacagi yadsinamaz bir
gercektir.

Tasinabilir  hizh
dizileme araglar
(MinION)

Dogrudan tekli DNA molekillerini hedefleyerek gergek zamanl siralamayr miimkin kilmaktadir. On binlerce bazlik
okuma uzunlugu, saatlere indirilmis dizileme siiresi ve PCR kaynakli dizileme sapmalarindan arindirilmis olma
avantajlarina sahiptir. Ylksek veri iretebilen ve taginabilen Oxford Nanopore MinlON ticari dizileyici 3.jenerasyon
dizilemenin en 6nemli temsilcisi olarak Covid-19 salgininin basindan beri etkenin tanimlanmasi ve mutasyon
haritasinin ¢ikarilmasinda yaygin bigimde kullaniimistir. 'Bavul iginde laboratuvar' olarak adlandirilan nanopore
teknolojisiyle tim dilinyada elde edilen SARS CoV-2 saha verileri ARTIC-network’u lizerinden glincel ve merkezi
olarak takip edilebilmektedir. Kullaniminin giderek daha da yayginlasmasi beklenmektedir.
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SONUC

SARS CoV-2 virlisiniin yaptigi COVID-19 enfeksiyon pandemisi, 6lgegi ve hizl
yayllmasi géz oniine alindiginda, biyilk bir halk saghgi sorunu haline geldigi
gorlilmektedir. Dolayisiyla, etkeni erken saptamak, hastaligin tanisini erken
koyabilmek ve zamaninda tedavi saglamak, ayrica enfeksiyon kontroliini
kolaylastirmak ve filyasyona hizli destek saglamak igin COVID-19'un teshisinde,
hizl, glivenilir, kesin taniya katki saglayan, tani yontemlerine hemen ihtiyag
vardir. Bilim dlinyamiz, analitik duyarliiktan 6din vermeksizin, glnlerden
saatlere, saatlerden dakikalara indirilmis siireleri vadeden, ulasilabilir, taginabilir
ve uygun maliyetli yeni tanimlama ydntemlerinin, hem ciddi yarar saglayacagi
hem de sinanacagi dinamik bir pandemi siirecini yagsamaktadir. Bu yontemlere
iliskin onay siirecinde olan gok sayida basvurunun varligi, yakin gelecekte SARS-
CoV-2 tani algoritmalarinin daha zengin ve Uretken ¢dzlimlere kavusacagina dair
gucli kanitlar sunmaktadir (46).
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