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OZET

Yeni koronaviriis/siddetli akut solunum sendromu koronaviriis-2'nin neden oldugu
Coronavirus hastaligi-2019 veya COVID-19 (SARS-CoV-2 veya 2019-nCoV), kiiresel
etkileri ile ortaya ¢ikan, hizli ve giivenilir tani testleri gerektiren ve giiniimiizde devam
eden bir pandemidir. Kantitatif ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (q-RT-
PCR), SARS-CoV-2 tespitleri i¢in altin standart yontemdir. Ote yandan, yeni yaklasimlar
tan1 giicliiklerini yavas yavas gidermektedir. Bu yeni yaklagimlardan biri olarak ters
transkripsiyon dongiisii aracili izotermal amplifikasyon (RT-LAMP) teknigi ile daha hizli
ve ucuz testlere katkida bulunabilir. Bu calisma, 30-45 dakikada sonu¢ verebilen hizli
tarama tani testini degerlendirmek ve RT-LAMP'in etkinligini q-RT-PCR ile
karsilagtirmak i¢in tasarlanmistir. Rastgele secilen 30 pozitif hasta numunesi, SARS-
CoV-2 niikleik dizisinin bir kismi ile nazofaringeal siirlintiilerle olusturulmustur.
Kantifikasyon dongiisii (Ct) degerleri 6rnegi, RT-LAMP ve ayrica geleneksel -RT-PCR
kullanilarak test edildi. Hasta numuneleri dort farkli kit (SENSObiz COVID-19 [SARS-
CoV-2] RT-LAMP Assay kiti, QlAprep & amp Viral RNA UM kiti, Biospeedy SARS-
CoV-2 Variant Plus kiti ve CoVirion-CV19-2 SARS-CoV-2 OneStep RT-PCR kiti) ve
iki farkli PCR cihazi (GDS Rotor-Gene Q Thermocycler PCR cihazi ve Inovia
Technologies GenX series PCR cihazi) ile test edildi. Pozitif/Negatif (P/N) orani rastgele
segilen 30 pozitif hasta numunesine dayali olarak ilk giin yapilan deneylerde; Inovia
cihazinda ¢alisilan numuneler i¢in Biospeedy kiti ve Covirion kiti %100 (30/0) pozitifligi
yakalarken, Qiagen Kiti ile %93,3 (28/2) pozitiflik yakalamistir. Rotor-Gene cihazinda
ise Biospeedy kiti ve Covirion kiti %100 (30/0) pozitifligi yakalarken, Qiagen Kiti ile
%96,7 (29/1) pozitiflik yakalamistir. Ayni Ornekler iizerinde besinci giinde yapilan
deneylerde ise Inovia cihazinda Biospeedy kiti %90 (27/3), Covirion kiti %93,3 (28/2),
Qiagen Kiti %53,3 (16/14) oraninda pozitiflik yakalamistir. Bu 6rnekler besinci giinde
Rotor-Gene cihazinda incelendiginde ise Biospeedy kiti ve Covirion Kiti %96,7 (29/1),
Qiagen kiti %63,3 (19/11) oraninda pozitiflik yakalamistir. Ayni 6rnekler RT-LAMP
yontemi ile karsilastirildiginda ilk giin %63,3 (19/11) pozitiflik elde edilirken besinci
giinde ise %60 (18/12) pozitiflik bulundu. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar ile SARS-
CoV-2 test caligmalart RT-LAMP teknigi ile hizli teshis sistemlerinin gelistirilmesine
yonelik proaktif bir yaklagima katki saglayacaktir.
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ABSTRACT

The novel coronavirus called severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2 or 2019-nCoV) causes the Coronavirus disease 2019 or COVID-19 an ongoing
pandemic that has risen globally. For the reliable and rapid diagnosis, quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction (q-RT-PCR) has been chosen as a gold standard
method. However, new approaches remedy the diagnosis difficulties step by step. The
reverse transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-RT-LAMP) is one of
them and contributes to faster, effective, and cheaper field-based testing. In the presented
thesis, the RT-LAMP technique, which is effective and can give the results in 30—45 min,
is compared with g-RT-PCR. The nasopharyngeal swabs of 30 randomly chosen patients'
were analyzed and quantification cycle (Ct) values were evaluated using RT-RT-LAMP
as well as by conventional q-RT-PCR. The four different kits were utilized to test the
patients' samples as; (SENSObiz COVID-19 [SARS-CoV-2] RT-LAMP Assay, the
QlAprep & amp Viral RNA UM Kkit, Biospeedy SARS-CoV-2 Variant Plus kit, and
CoVirion-CV19-2 SARS-CoV-2 OneStep RT-PCR kit) and two different PCR devices
(GDS Rotor-Gene Q Thermocycler and Inovia Technologies GenX series). Based on 30
patient samples, the Pozitif/Negatif ratio (P/N) was 30/0 as Biospeedy and Covirion
(positivity 100%), 28/2 as Qiagen kit (positivity 93.3%) for the samples studied on the
Inovia device while the same samples on the Rotor-Gene device were 30/0 as Biospeedy
and Covirion (positivity 100%), 29/1 as Qiagen Kit at the first day (96.7%). On the fifth
day, the samples were analyzed in the Inovia device and the respective results were
obtained as; 27/3 as Biospeedy (positivity 90%), 16/14 as Qiagen (positivity 53.3%), 28/2
as Covirion kit (positivity 93.3%). When these samples were studied in the Rotor-Gene
device, it was 29/1 in Biospeedy and Covirion (positivity 96.7%), 19/11 in the Qiagen kit
(positivity 63.3%). When these samples were compared with the RT-LAMP method it
was found to be 19/11 (positivity 63.3%) on the first day and 18/12 (positivity 60%) on
the fifth day. With this thesis data, new proactive approaches will be generated to develop
rapid diagnosis systems. Furthermore, RT-LAMP will be one of the novel methods that
will present promising results to monitor exposed individuals and contributes to screening

efforts in potential ports of entry.
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1. GIRIS

Kiiresel pandemi, 11 Mart 2020 tarihinde ilan edildikten sonra, iilkemizde ilk goriilen
vaka da ayni tarihte belirlenmis olup, SARS-CoV-2 viriisiinii tespit etmek amaci ile PCR
testlerin sonuglar1 degerlendirilirken, COVID-19 klinik vakalarinda hastalik tanisi i¢in
kullanilan uygulama metotlarinda SARS-CoV-2 tanisi i¢in yer alan q-RT-PCR analiz
yontemleri kullanilmaktadir. Literatiir incelendiginde, bu analiz yontemi ile Klinik
vakalar saptanmadan 6nce hizli tarama testleri kullanilmaktadir [1]. Tarama test sayisinin
artirllmasina yonelik kullanilan hizli testler ile siipheli vakalar lizerine odaklanilmaktadir.
Stipheli vakalari tespit edebilmek adina hizli taramaya ihtiya¢ duyulan triaj bolgeleri, is
merkezleri, ulagim yerleri, konaklama merkezleri, 6zel toplantilar ve sosyal-kiiltiirel
etkinlikler gibi insanlarin zorunlu olarak toplanacagi bolgelerde tarama testlerine yonelik

calismalar diinya genelinde gelismis iilkelerde birgok metodolojiler ile kullaniimaktadir

[2][3]

COVID-19 vakalarinda taginabilir RT-LAMP PCR sistemlerinin kolay uygulanabilirligi
nedeni ile g-RT-PCR analizine gore hizli tan1 yontemlerinin gelistirilmesi icin test
sonuglarinin effektivesinin karsilastirilmasi ile molekiiler biyoloji ve genetikte, tibbi
kimyasal, biyolojik, radyolojik ve niikleer (KBRN) ajanlar1 igerisinde yer alan SARS-
CoV-2 viral biyolojik ajaninin halk sagligini etkileyen parametrelerinde akademik

donanimi artirmak amaglanmistir.

Aragtirma ve gelistirmeye acik, kapsamli, giincel ve SARS-CoV-2 bilimsel ¢alismalarini
takip etmek, katki sunmak ve degerlendirmek SARS-CoV-2 test ¢calismalarinda hizli tani
sistemlerinin  gelistirilmesine yonelik proaktif yaklasimlarina katki sunulacagi

distinilmistiir.



2. GENEL BIiLGILER

Korona viriis ailesi yiizyillardir insanoglu tizerinde etkilidir. Siddetli akut solunum
sendromu koronaviriisii (SARS-CoV) Cin’in Guangdong kentinde, Orta Dogu solunum
sendromu koronaviriisiit (MERS-CoV/SARS-CoV-1) Suudi Arabistan'da ve son olarak
aralik 2019'un sonlarinda, Cin'in Hubei Eyaleti, Wuhan sehrinde siddetli akut solunum
sendromu  koronaviriisii-2  (SARS-CoV-2) (cins Betacoronavirus, subgenus
Sarbecoronavirus) olarak adlandirilan, pnomoni olarak tanimlanan, bilinmeyen bir
hastalik ortaya ¢ikmistir [4]. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan (WHO); 6.325.785 6liim ve
toplaminda ise 540.923.532 onaylanmis COVID-19 vakasi (27 Haziram 2022)
bildirilmistir. 20 Haziran 2022 tarihi itibariyle toplam 11.912.594.538 doz as1 yapilmistir
[5]. Genel olarak kisiden kisiye damlaciklar, kontamine materyaller ve bireyin viriise
dogrudan temasi baslica bulas nedenleridir [6]. Hastaligin ilk semptomlar1 ates, tat
ve/veya koku kaybi, Oksiiriik, ishal ve sirt agrisi olarak belirtilirken ciddi vakalarda
viicutta olusan sitokin firtinasi nedeniyle ¢oklu organ ve solunum yetmezligi de
gozlemlenebilmektedir [7]. Bunun yani sira bir de hastalik semptomlarini géstermeyen
bireyler vardir ki ‘asemptomatik birey’ (%8 ile %80 oran araliginda) olarak adlandirilirlar
[8]. Bu bireyler ancak viral yiiklerine bagli olarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
tanimlanabilmektedirler [9]. Bu tanimlama da ve hastalik teshisinde viriisiin viicut i¢i

kulugka siiresi olduk¢a dnemlidir ve giincel veriler ile 6,4 giin olarak belirlenmistir [10].

Koronaviriis aile iiyeleri alfa, beta, gama ve delta koronaviriis olarak dort cinse ayrilan
pozitif anlamda zarfl1 tek sarmalli RNA viriisleridir. SARS-CoV-2 beta Koranaviriisiidiir
ve Spike protein (S), niikleokapsid protein (N), kii¢iik bir zar proteini (SM) ve ek bir zar
glikoprotein (M) kodlanmis 14 agik okuma ¢ergevesine (ORF) sahip 30 kb'lik bir
genomdan olusur. Bunlar, Sekil 1‘de gosterilmistir [11]. Membran glikoproteini (HE),
spike proteini spesifik konak reseptorii olan anjiyotensin donistliriicii enzim-2'nin
(ACE2) baglanmast i¢in fonksiyonel kisimdir [12]. Spike protein reseptdre baglandiginda
iki ana alt birime boliiniir. Konakg1 furin benzeri proteazlar tarafindan bdliinen bir amino

terminal alt birimi (S1) ve bir karboksil terminal alt birimidir (S2) [13].

SARS-CoV-2'nin genetik dizisi, SARS-CoV ile %79,5 ve CoV yarasalarindan
kaynaklanan kisa bir RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) bolgesi olan RaTG13 ile
%96,2 oraninda benzerlik gostermektedir [14]. Tirkiye’de ilk SARS-CoV-2 vakasi ise



11 Mart 2020'de bildirilmistir ve T.C. Saglik Bakanligi, SARS-CoV-2 viriisiiniin tan1 ve
teshisi i¢in kamu hastanelerinde ve 6zel tan1 merkezlerinde COVID-19 laboratuvarlari

kurmustur [15].
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Sekil 2.1 SARS-CoV-2'nin yapisi: Ct, C-terminal; FP, fiizyon peptidi; HR1 ve HR2,
Heptad 1 ve 2'yi; NTD, N terminal alani; RBD, reseptor baglama alani; S, spike proteini;

TM, transmembran.

Son zamanlarda, ¢ok sayida SARS-CoV-2 varyanti tanimlanmistir. Bu nedenle, siddetli
akut solunum yolu sendromu SARS-CoV-2'nin hizli ve giivenilir tespiti, viriisiin yayilma
hizin1 kontrol etmek i¢in son derece énemlidir. Viriisiin bulagsmasini 6nlemek i¢in viriise
kars1 yeterli farkindaligin ve hazirh@in olusturulmasi da etkili unsurlardandir. Birgok
hastanin asemptomatik enfeksiyon gostermesi enfeksiyonun yayilmasina katkida
bulunmaktadir. Hastaligin teshisinde g-RT-PCR, serolojik testler, Ters transkripsiyon
dongiisii aracili izotermal amplifikasyon (RT-LAMP) ve nokta teshisi (POC) olmak {izere
dort ana tercih edilen strateji vardir [16].

Diinya genelinde altin standart metodu olarak g-RT-PCR kabul gérmektedir ve kantitatif
bir yontemdir. Yontem ile {i¢ ana gen bolgesi hedef alinmaktadir bunlar; N geni (N
proteini), Orflb geni (insan RNA polimeraz proteini) ve E geni (E proteini) [17]. g-RT-
PCR tekniginde, dogrulayict testin 6zgiilliigli, prob ve hedef dizisine baghdir. Klinik
ornekler, hastalarin nazofaringeal veya orofaringeal drneklerinden elde edilir. Ote yandan
immiinolojik testler, alternatif olarak enzim baglantili immiinosorbent testi (ELISA)
kullanilan ve PCR'ye kiyasla daha ucuz ama ayni zamanda daha az duyarli olan test
tirleridir. Ana tema da immiinoglobulin G (IgG) varliginda SARS-CoV-2'nin tespiti

amag edilmektedir. Serolojik testler ise kan bazli testlerdir ve enfeksiyonun varliginin



belirlenmesinde kullanilir. Bu testlerde kullanilan antikorlar hastaliga o6zgiidiir ve
genellikle 1gM ve IgG kullanilir [18]. Prensip olarak viicuda giren her tiirlii yabanci
madde antijen olarak adlandirilir ve immiin sistemin aktive olmasina neden olur.
Aktivasyon sonucu viicut i¢inde antijene 6zgii spesifik antikor tiretimi baslar. Bu nedenle
aslinda antikorlar viicut i¢inde hastalik icin etiket gorevi listlenirler ve genellikle viriis
enfeksiyonunun ikinci haftasindan sonra iiretilirler. IgM antikorlar1 10-20 giin sonra tespit
edilirken IgG 20 giinliik SARS-CoV-2 enfeksiyonundan sonra belirlenebilmektedir [19].
Diger bir yandan POC testleri giinden giine popiilerlik kazanmaktadir. SARS-CoV-2
icinde hizli tan1 testi olmasina ragmen ancak testler yalnizca WHO tarafindan onerilen
aragtirma ortamlarinda kullanilabilmektedir [20]. Oldukg¢a hizli sonu¢ veren testler
yalnizca aktif olmus viriisler iizerinde etkili oldugundan dogrulugu diisiik olarak kabul
edilmektedir. Gliniimiizde bilim diinyasi, SARS-CoV-2 i¢in yoniinii RT-LAMP teknigi

ile dongii aracili izotermal amplifikasyona dogru degistirmistir.

Son zamanlarda RT-LAMP teknigi, SARS-CoV-2 tespitinde kullanilan hizli ve hassas bir
yontemdir. Kolorimetrik tahlil prensibine dayanan RT-LAMP teknigi yalnizca bir 1s1
kaynagi gerektirir [21]. RT-LAMP teknigi temelinde, hedef DNA'nin pargalarinin
birlestirilmesiyle secilen dort primer ve belirli bir gen bolgesini biiyiitmek i¢in kullanilan
iki ek dongii primeri dahil olmak iizere alt1 primer kullanir. Bu bakis acisina gore RT-
LAMP, SARS-CoV-2 gibi viriis enfeksiyonlarmin teshisinde énemli bir yer tutmustur
[22]. Bu nedenle sunulan bu tez ¢alismasinda COVID-19 teshisinde RT-LAMP ile g- RT-
PCR'nin karsilastirilmasi amaglanmaktadir. Ayrica, verilen sonuglar ile hizli bir teshis

sisteminin gelistirilmesine yonelik proaktif bir yaklasim sunulmus olacaktir.
2.1. Siddetli Akut Solunum Yolu Sendromu Koronaviriisii-2

Koronaviriisler gegmisten bugiine bir¢ok canli {izerinde etkili olan viriis ailesidir. Son
yillarda elde edilen veriler kapsaminda insanlarda hafif ve siddetli solunum yolu
enfeksiyonlarina neden olmaktadirlar. Sirasiyla 2002 ve 2012'de zoonotik kokenli iki
ylksek patojenik koronaviriisii tanimlanmistir. Bunlar; siddetli akut solunum sendromu
koronaviriisii (SARS-CoV) ve Orta Dogu solunum sendromu koronaviriisiidiir (MERS-
CoV) [4]. 2019 sonunda, Cin'in Wuhan sehrinde SARS-CoV-2 olarak adlandirilan yeni
bir koronaviriis ortaya ¢ikmis ve olagandisi bir viral pndmoni salginina sebep olmustur.

2019 yilinda Wuhan’da c¢esitli saglik tesisleri, Cin'deki Hubei eyaletinde, sebebi



bilinmeyen pnémoni hastast kiimelerini bildirmistir [4]. Bu hastalarda SARS ve MERS
hastalarina benzer sekilde, ates, Oksiiriik ve gogiis rahatsizligi gibi viral pndmoni
semptomlar1 ve ciddi vakalarda dispne ve bilateral akciger infiltrasyonu goriilmiistiir.
Hastaneye yatirilan ilk 27 hasta arasinda, vakalarin ¢ogu epidemiyolojik olarak Wuhan
sehir merkezinde bulunan ve sadece deniz tirlinleri ile sinirli kalmayan, aynit zamanda
kiimes hayvanlar1 ve yaban hayati da dahil olmak iizere canli hayvanlar satan Huanan
Deniz Uriinleri Toptan Satis Pazar1 ile baglantili bulunmustur. Retrospektif bir
arastirmaya gore, bilinen ilk vakanin baslangic1 8 Aralik 2019'a uzanmaktadir [23]. 31
Aralik'ta Wuhan Belediye Saglik Komisyonu, halki tanimlanamayan bir pndmoni salgini
hakkinda bilgilendirmistir [23]. Koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) olarak da
bilinen son derece bulasici bu yeni koronaviriis hastaligi, tiim diinyaya hizla yayilmistir.
Kiiresel olarak etkili olan SARS-CoV-2, salgin alanlarinin dagilimi agisindan SARS ve
MERS'i geride birakmistir ve halk sagligi i¢in olaganiistii bir tehdit olusturmustur. Cinli
bilim insanlarindan olusan bagimsiz ekipler, siddetli pnémonisi olan hastalardan alinan
bronkoalveolar lavaj sivi drneklerinden metagenomik RNA dizilimi ve viriis izolasyonu
yoluyla, ortaya ¢ikan bu hastaligin, daha 6nce hi¢ goriilmemis bir betakoronaviriis
oldugunu belirlemistir. 9 Ocak 2020'de bu etiyolojik tanimlamanin sonucu kamuoyuna
duyurulmustur. Yeni koronaviriisiin ilk genom dizisi 10 Ocak 2020 de Viroloji web
sitesinde yayinlanmis ve sonrasinda farkli arastirma enstitiileri tarafindan belirlenen daha
eksiksiz genom dizileri 12 Ocak’ta Global Initiative for Sharing All Influenza Data
(GISAID) veri tabani araciligiyla yayinlanmistir. Daha sonra, Huanan Deniz Uriinleri
Toptan Satis Pazari'na maruz kalma 6ykiisii olmayan daha fazla hasta tespit edilmistir.
Birkag ailesel enfeksiyon kiimesi rapor edilmis ve saglik tesislerinde hastane enfeksiyonu
da meydana gelmistir. Tiim bu vakalar yeni viriisiin insandan insana bulastigina yonelik
net kanitlar saglamistir. Salgin, yeni yilin ilk aymin yaklagsmasiyla ayn1 zamana denk
geldiginden, festivalden once yapilan sehirler arasi seyahat, Cin'de viriis bulasmasini
kolaylastirmistir. Bu yeni koronaviriis pndmonisi kisa siire sonra Hubei eyaletindeki diger
sehirlere ve Cin'in diger bdlgelerine yayilmistir. 1 ay icerisinde Cin'in 34 eyaletinin
timine kitlesel olarak yayilmistir. 15 Ocak tarihinde giinliik teshis edilen binlerce yeni
vaka ile teyit edilen vakalarin sayisi aniden artmistir. 30 Ocak 2020°de yeni Koronaviriis

salgini1 uluslararas1 6nem tasiyan bir halk saglig1 acil durumu ilan edilerek 11 Subat'ta



Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi yeni koronaviriisii "SARS-CoV-2" olarak,

WHO ise "COVID-19" olarak adlandirmistir [24].

COVID-19'un uluslararasi yayilimi subat ayinin sonundan itibaren hizlanmistir. SARS-
CoV-2'nin yiiksek bulasma verimliligi ve uluslararasi seyahatin bollugu, COVID-19'un
diinya capinda hizla yayilmasini saglamistir. 11 Mart 2020°de ise, COVID-19 salgininin
bir pandemiye sebebiyet verdigini tiim diinya kabul etmistir. Johns Hopkins Universitesi
Sistem Bilimi ve Miihendisligi Merkezi'nin COVID-19 panosuna gore, 11 Agustos 2020
itibariyle, altt kitadan 216 iilke ve bolge, 20 milyondan fazla COVID-19 vakasi
bildirmistir. Yiiksek 6liim oranlari, 6zellikle saglik hizmetleri kaynaklari yetersiz olan
bolgelerde gergeklesse de, ABD en ¢ok vaka goriilen iilke olmustur [25]. Kiiresel gapta
en ¢ok vaka ve en ¢ok 6liim goriilen, WHO tarafindan 27.06.2022 tarihi ile agiklanan ilk
12 tilke Sekil 2.2 ve Sekil 2.3 de ayrintili olarak verilmistir [5].

SARS-CoV-2’nin kaynak olarak nereden enfekte etmeye basladigi heniiz tam olarak
anlasilmasa da literatiirdeki genetik sekans verilerine gore, ¢esitli hayvanlardan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Wuhan’da ilk bildirilen vakalarin bazi deniz {iriinleri ile
hicbir epidemiyolojik baglantis1 olmadig tespit edildiginden, SARS-CoV-2’nin insanda
goriilen ilk kaynak olmayabilecegi One siiriilmiistiir. Fransa'da yapilan bir calisma,
2019'un sonunda zatiirree olan bir hastadan alinan ve saklanan bir 6rnekte PCR ile SARS-
CoV-2'yi tespit etmistir. Caligmalar SARS-CoV-2'nin salginin genel olarak bilinen
baslangic zamanindan ¢ok daha erken yayilmis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu son
derece tartigmali konuyu ele almak i¢in; hastalardan, hayvanlardan ve ortamlardan alinan
cok sayida banka 6rnegini igeren, daha fazla geriye doniik aragtirmalarin, diinya ¢apinda

iyi dogrulanmis tahlillerle yiiriitiilmesi gerektigini gostermektedir [27].
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2.2.  Klinik COVID-19 Tam Yoéntemleri

Viral RNA dizisinin ger¢ek zamanl ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (q-RT-
PCR) yoluyla tanimlanmasi ve amplifikasyonuna dayanan molekiiler tan1 gibi gesitli tan1
yaklagimlari, hastalarda enfeksiyonu tanimlamak i¢in antikor testini kullanan serolojik
tanilar, bakim (POC) cihazlari, siipheli hastalarda klinik degisiklikleri aramak ig¢in
radyoloji tabanli tespit ve viral hiicre kiiltiirii teknikleri COVID-19 hastaliginin tanisinda

klinikte tercih edilen yontemlerdir.

Molekiiler teknikler yetersiz performans gosterdiginde serolojik testler kullanilir. Antikor
tespiti, laboratuvarlarda yapilan serolojik testlerin temelidir. SARS-CoV-2 ilk
tanimlandiginda, mevcut molekiiler araglarin ve hizli antijen test kitlerinin eksikligi,

serolojinin tamamlayici bir teshis araci olarak kullanilmasina izin vermistir.

Antikor, bir enfeksiyona yanit olarak konakgei hiicre i¢inde iiretilen spesifik bir proteindir.
Bu nedenle, bir antikor testi, bir kisi daha dnce viral patojene maruz kalmissa, bagisiklik
tepkisinin bir pargasi olarak gelisebilecek numunede antikorlarin varligini tanimlar.
SARS-CoV-2 enfeksiyonunun saptanmasi igin; notralizasyon testi, enzim baglantili
immiinosorbent (ELISA) kalitatif tespit, kemiliiminesan immiinoassay kalitatif tespit ve
hizli teshis tespitleri laboratuvarlarda en ¢ok kullanilan antikor temelli serolojik testlerdir
[28].

Notralizasyon tekniginde; SARS-CoV-2'nin Vero E6 hiicre hatlarinda replikasyonunu
bloke etme yetenekleri temelinde hastanin serumunda antikorlarin varligin ile tanimlar.
Ancak; esas olarak replikasyonda yer almayan viriis proteinlerine 6zgii antikorlarin tespiti

bu yaklagimla gozden kagabilir [29].



ELISA teknigi temelleri gecmisten giiniimiize kadar gelen koklii bir testtir. Prensip olarak
birincil antikorlar ve ikincil antikorlar kullanilir. SARS-CoV-2 gibi viral yiikiin tespitinde
kullanilan ELISA tabanlar Spike gibi viral spesifik bir protein ile kaplanir ve daha
sonrasinda hastanin kan serumu ile plaka tamamlanir [30]. Kan serumunda bir antikor
varhiginda birincil antijen-antikor kompleksi olusturulur. Daha sonra florokrom veya
substratlarla etiketlenmis ikincil antikor eklenir ve 6nceden olusturulmus antijen-antikor
kompleksini tanir ve algilanabilir. Bu renk degisikligi iireten veya bir kimyasal reaksiyon

yoluyla floresan 6zelligi gésteren bu plaka ile de 6l¢tim alinir[31].

Kemiliiminesan yontemde ise ELISA yonteminde izlenen yollar izlenir ve birincil
antijen-antikor kompleksinin olusumundan sonra eklenen ikincil antikor ile bir
liminesans aktivitesi ger¢eklesir ve bu antikorlarin varligini ile tanimlanir [32]. Diger bir
yandan viriis replikasyonu igin tam bir ifade kullanilamaz. Chemiluminescent
immunoassay (CLIA) olarak da bilinen yontem ELISA'nin degistirilmis versiyonudur.
Burada liiminesans ikincil antikoru kullanilir ve patojenlerin tespiti i¢in Sl¢iim yapilir.
Genellikle IgG, IgM ve IgA antikorlarinin dlgiimiinde kullanilir. Bu testin diger ELISA
temelli testlerden en biiyiik farkli hasta numunelerinin viral spesifik proteinlerle
karistirilmasina izin verilmesidir. Ayni prensiple antijen-antikor kompklesi ikincil primer
ile birlestirilir ve 151k tiretmek i¢in kimyasal bir reaksiyon olusur. Yayilan 1s18in kantitatif

miktar1 daha sonra numunede bulunan antikorlarin sayisini1 6l¢mek igin kullanilir [33].

Hizli antijen testlerinde (RDT) ise hastanin kan serumu Orneklerinde viriise karsi
antikorlarin olusup olugsmadiginin incelenmesidir. Antijen-antikor kompleksinin bir zar
boyunca kilcal hareketle ilerlemesi ve bir renk degisikligi lireten yakalama antikorlari
tarafindan hareketsiz hale getirilmesi lateral akis testi prensibi lizerinde ¢alisir. RDT
oldukga portatiftir ve ucuz maliyetlidir. Nazal stirlintii, tiikiiriik veya kan formundaki
numunelerin pozitif veya negatif sonuglar1 belirlemek i¢in renkli ¢izgiler gosterdigi
lateral akis testi prensibi iizerinde calisirlar [34]. Bir yanal akig tahlilinde, altin
nanopargacik etiketli antikorlar (Au-Ab) ve yakalama antikorlar1 igeren bir zar iki farkli
hatta bulunur. Hastanin numunesi zara yiiklendiginde, zar boyunca kilcal hareketle ilerler.
[k 6nce Au-Ab ile karsilasir ve viral antijenler bir kompleks olusturmak igin baglanir.
Bu kompleks daha sonra ilerler ve ikinci hattaki yakalama antikorlari tarafindan yakalanir
ve bu yiizey tizerinde immobilizasyonu testleri dogrulayan renkli ¢izgilerin {iretilmesiyle

sonuglanir [35].
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Notralizasyon testi, hastanin serumunda, in vitro kiiltiirde viriis replikasyonunu bloke
eden antikorlar1 tanimlar. Prosediir, slipheli hastalardan serum 6rneklerinin toplanmasi ve
Vero E6 hiicrelerinde viriis kiiltiiriiniin biiyiimesi ile baslar. Viriis replikasyon slirecine
basladiginda, hastanin antikor igeren serum ornegi sirasiyla kiiltiire eklenir. Tespit
edilebilir IgM ve IgG antikor titresi varsa, viriis pargaciklarina baglanir ve replikasyon
stirecini bloke ederek hastanin serum Orneginde SARS-CoV-2'ye maruz kaldigini

dogrular [36].

Radyolojik tani, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun birincil hedefi oldugundan hastanin
solunum sistemindeki klinik degisikliklerin tanimlanmasima dayanir. Bu test, hastaya
viral maruziyetin erken teshisi i¢in kullanilabilir. Gogiis bilgisayarli tomografi (BT)
taramas1 ve gogiis rontgeni (CXR) kullanarak i¢ organlarin, kemiklerin ve yumusak
dokularin daha biiyiik bir gériiniimiinii veren tibbi goriintiileme teknikleridir [37]. Ayrica
viriislerin patofizyolojisinin anlagilmasi ve insan viicudundaki viral enfeksiyonun
ilerlemesinin aydinlatilmasi i¢in de gereklidir. Hedeflenen organlar ve klinik semptomlari
bu yaklagimla kolayca incelenebilir. Hastaliktan etkilenen organlarin degerlendirilmesi
tizerine daha ileri c¢alismalar yiiriitmek icin ¢esitli tibbi goriintiileme teknikleri
kullanilmistir [38]. Pndmoni hakkinda bilgi saglamada bilgisayarli tomografi (BT) (Sekil
2.5 ve Sekil 2.6) taramasinin daha uygun oldugu bulunmus, ancak sonuglar, viriisiin o
sirada olabilecegi farkli asamalar1 vurgulayan farkli hastalarda degiskenlik gostermistir.
En sik gozlenen klinik 6zellikler buzlu cam goriiniimii (Ground Glass Opacity (GGO))
lezyonlart (%56.4), lokal yamali golgelenme (%28.1), bilateral yamali golgelenme
(9%51.8) ve interstisyel anormalliklerdir (%4.4) [39]. Siddetli vakalar, bu semptomlarin
siddetli olmayan vakalara gore daha belirgin oldugunu géstermistir. Hastaligin ilerlemesi
ile iligkili klinik degisikliklerin analizi, enfeksiyonun erken evresinin bir GGO lezyonu
ile isaretlendigini ortaya cikarmistir. Hastalik ilerledikce interlobiiler ve intralobiiler
septal kalinlasmaya ugramistir. Sonunda, ciddi akciger yaralanmalarina neden olan daha

konsolide lezyonlar olusmustur [40].
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Sekil 2.6 Bilgisayarli tomografi goriintiisii: 64 yasinda erkek hastaya ait aksiyel

kontrastsiz toraks bilgisayarli tomografi goriintiisiinde her iki akcigerde buzlu cam

opasitesinin izlenmesi [42].
2.3. Kantitatif RT-PCR (g-RT-PCR) Analiz Metodu

Molekiiler teshisin temeli, siipheli bireylerin Orneginden viral genetik materyalin
tanimlanmasina ve amplifikasyonuna baglidir. Bu tanimlama gRT-PCR ile yapilir. WHO
tarafindan, viral genomun belirli alanlarina baglanan ve daha sonra bunlarin
amplifikasyonunu saglayan primerlerin tasarlanmasini igeren bir dizi protokol

yaymlanmistir [43]. Primerlerin tasarlanmasi igin virlisiin spesifik gen bdlgelerinin
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tanimlanmas1 gerekmektedir. PCR islemi ilk olarak RNA izolasyonunu ve saflastirilmasi
ile baglamaktadir [4]. Elde edilen RNA dizilerinin amplifiye edilebilmesi i¢in c-DNA’ya
cevrilmesi gerekmektedir. Bu islem, ileri ve geri primerlerin kullanilmasi ile saglanir ve
problar bu iki primer baglanma bolgesine arasinda kalan alana baglanmasi i¢in uygun
kosullar1 saglar. Problardan kantitatif 6l¢iim alinabilmesi i¢cin PCR dongiisiiniin uzatma
faz1 sirasinda Taq polimerazi ayiran raportdr boya ve bir sondiiriicli boyanin 5" niikleaz
aktivitesi gereklidir [44]. Olusan ayrim ile floresan bir sinyal {iretilir ve her bir dongiide
daha fazla haberci boya boliinmesi meydana gelir ve bdylece floresan yogunlugunu
arttirilmig olur. Olusan florasan yogunluk PCR spesifik cihazlar ile dlgiiliir ve SARS-
CoV-2 tespiti i¢in insan RNase P (RP) geni de bir kontrol olarak bir dizi primer ve prob

tarafindan hedeflenir.

SARS-CoV-2’nin tespiti igin iilkeler farkli hedef gen bélgeleri se¢mistir. Ornegin, Cin
esas olarak ORFlab ve N geninin tanimlanmasina giivenmistir [3]; ABD, viriisiin N
geninde {li¢ hedef belirlemistir; Almanya, tespit icin RARP, E ve N genine odaklanmistir;
Paris Pasteur Enstitiisii RARP geni i¢inde 2 bdlgeyi hedeflemektedir; Tayland agirlikli
olarak N geni kullanmistir; Hong Kong, ORF1b-nspl4 ve N geninin tanimlanmasina
dayal1 bir tan1 testi gelistirmistir; basak proteini (S proteini) Japonya Ulusal Enfeksiyon
Hastaliklar1 Enstitiisii tarafindan hedef alinnmistir [29]. Ulkemizde ise genellikle kamu
hastanelerinde ve 6zel sektorde kullanilan kitlerin tasariminda, SARS-CoV-2 genomunda
bulunan ORF1ab, N ve E genlerini hedefler ve Real Time PCR cihazinin FAM kanalinda

okunur. Internal kontrol olarak hedeflenen RNase P geni ise HEX kanalinda okunur [44].

2.4.  Ters Transkripsiyon Dongii Aracih izotermal Amplifikasyon (RT-LAMP)
Metodu

Kolorimetrik algilamali dongii aracili izotermal amplifikasyon (RT-LAMP) yontemi ilk
olarak Zhang ve ekibi (2020) tarafindan 6nerilmistir [45]. Genel anlamda viriis tespiti i¢in
kullanilan yontemler oldukca karmasik, pahali ve spesifik ekipman ve uzman personel
gerektirmektedir. Ancak RT-LAMP metodunun segilimi ile neredeyse esit sonuglar
saglanirken karmasik olan tiim altyap1 gereksinimin Oniine ge¢ilmesini saglamistir. RT-
LAMP’ye ek olarak Jinzhao Song ve arkadaslar1 (2021), tek bir tiipte iki asamali bir
amplifikasyon i¢in rekombinaz polimeraz amplifikasyonunu (RPA) gelistirmistir [46].

Sundugu tek tiip teknoloji ile POC temelli bir sistem 6nermis ve aslinda insanlarin da
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evde tek baslarina higbir klinik kurulum olmadan da hastalik teshisinin olabilecegini 6ne
stirmiistiir. POC temelli cihazlarin en vazgegilmez 6zelligi kendini izole eden bireylerin
tek baslarina hassas, giivenilir ve hizli sonuglar1 alabilecegi bir akilli telefon ile entegre
olma potansiyelidir [47]. Hastanin nazal siriintiileri bir RT-LAMP ve reaktiflerinin
oldugu sisteme damlatilacak ve bir renk degisikliginin gorsellestirilmesi ile sonugclar elde
edilmis olacaktir. Bu sayede hastanelere kontrol amagl gidilmeler azalmis olacak ve

enfeksiyonun yayilma sansi da 6nemli 6l¢iide azalmis olacaktir [48].

Niikleik asit saptamalari bir saatin tizerinde gergeklesir ve izotermal bir ortamda
gerceklestirilen giiclii bir amplifikasyon yontemi olan RT-LAMP geleneksel PCR
tekniginin aksine tipik olarak gereken sicaklik degerleri gerekli degildir. Niikleik asit
numunesinin, 6zel olarak tasarlanmis 4 (veya 6) primerin ve Bst DNA polimerazin ayni
test tiipiinde yaklasik 60- 65 °C'de inkiibe edilmesiyle, ayn1 anda, tek bir adimda, niikleik
asidin amplifikasyonu ve tespiti tamamlanabilmektedir. Prensip olarak primer seti hedef
DNA dizisinin alt1 farkli bdlgesini tantyan iki i¢ ve iki dis primerden olusur. ileri i¢ astar
(FIP), F2 bolgesinden ve F1 (Flc) bolgesinin tamamlayict bir dizisinden olusurken,
geriye dogru i¢ astar (BIP), B2 bolgesinden ve Bl (Blc) bolgesinin tamamlayici bir
dizisinden olusur. ileri dis primer (F3) ve geri dis primer (B3), sirastyla F3c ve B3c
bolgelerinin sekanslarin1 tamamlar [49]. Bu bolgeler istenen amplifiye edilmis diziyi
cevreler. Herhangi bir RT-LAMP tahlili i¢in kullanilan primerler, niikleotid baz cifti
konsantrasyonu ve konumlari, DNA bolgeleri arasindaki mesafe, primerlerin

termodinamigi vb. gibi bir dizi faktor tarafindan optimize edilmelidir.

RT-LAMP’nin ilk asamasi olan amplifikasyon cift sarmalli DNA olusturulmasi i¢in
FIP'nin F2 bolgesinde hedef DNA ile kompleks olusturmasiyla baglar. FIP'den DNA
sentezi DNA polimeraz aktivitesi ile baslar ve eger varsa tek bir DNA sarmalini es
zamanli olarak esler. Ayni zamanda F3 primeri F3c bolgesine baglanir ve FIP-
tamamlayict sarmalin yerini alir. FIP'deki F1c dizisi FIP’nin kendi kendine tanimasini
saglar ve bir sag¢ tokasi yapisi olusturulmasini tetikler. Bu sa¢ tokasi yapisi daha sonra
BIP ile baslatilan DNA sentezi ve ardindan B3 ile hazirlanmis DNA sentezinden tek
sarmal yer degistirmesi i¢in hedef gorevi goriir. Boylece dambil benzeri bir DNA yapisi
ile sonuglanir ve bir sonraki amplifikasyon i¢in sablon gorevi goriir [50]. Dambil
yapisinin iistel amplifikasyonu baslatilir ve F1 bolgesinde DNA sentezi DNA polimeraz

tarafindan baglatilir. FIP ayrica F2 bolgesi tanir ve tek ilmekli yapi formuna hibritlesir ve
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bu primerin DNA sentezi, F1 ile hazirlanmis ipligin yer degistirmesine ve bir ilmek
yapisina kendi kendine baglanmasma neden olur. Son olarak, yeni halkadaki BI
bolgesinden, mevcut sablonu giiclendirerek ayni zamanda FIP-tamamlayici ipligin yer
degistirmesinden yeni bir tane yaratarak kendi kendine hazirlanan DNA sentezi yeniden

baglatilir [51].

RT-LAMP teknigi ile ¢oklu amplifiye (yaklasik 1 saat i¢inde 109 kez) uygulamak
miimkiindiir. Amplifikasyon verimliligini daha da artirmak icin alt1 primerli (loop primer)
RT-LAMP da gelistirilmistir. Dongii primerli RT-LAMP'ta dort primer yerine alt1 primer
kullanilir, ileri ve geri dongii primerleri (LF ve LB) sirastyla F1/F2 ve B1/B2 bolgeleri
arasindaki bolgelere tavlanir. Amplifikasyon, DNA sentezi i¢in artan baslangic
noktalarindan sabitlendiginden, dongii primerlerinin RT-LAMP siirecini gelistirdigi
kanitlanmistir. RT-LAMP'de DNA yerine RNA dizileri saptanir. Viral RNA'nin
tamamlayict DNA'ya (cDNA) doniistiiriilmesi RT-LAMP karigimina ters transkriptaz
eklenmesi ile saglanir [52]. Bu prosediir, ¢ok sayida RNA viriisiiniin teshisinde biiyiik
yardim saglamistir. Ayni test tiipiinde birden fazla patojeni tespit etmek icin, daha fazla
primer veya benzersiz floresan sinyalleri ile coklu RT-LAMP testleri gelistirilmistir. Tiim
bu yenilemelerin aslinda RT-LAMP metodunun SARS-CoV-2 tespitinde biiyiik bir

potansiyele sahip oldugunu gostermektedir [53].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Etik Kurul ve Bakanlik Onay1

Bu aragtirma, Helsinki Diinya Tabipler Birligi Bildirgesi'ne uygun olarak ytiriitiilmiistiir.
Calisma protokolii, Uskiidar Universitesi Etik Kurulu tarafindan gdzden gegirilmis ve
onaylanmistir (Tarih: 31.05.2021-Konu No: 61351342/Mayi1s-2020-61). Ayrica, T.C.
Saglik Bakanligi Bilimsel Arastirma Platformu tarafindan, COVID-19 Bilimsel
Aragtirma Caligmalar1 i¢in onay alinmistir (Onay No: YakupArtik-2021-05-
22T01_36_00).

3.2.  Numune Toplama ve Tasima

SARS-CoV-2 hastalarinin nazofaringeal siirlintii 6rnekleri egitimli personel tarafindan
topland1 ve bir viral tasima ortami (VTM) soliisyon tiipii i¢inde Istanbul'daki Ozel
VIROMED istanbul Merkez Laboratuvar ve Gériintiileme Merkezi'ne transfer edildi.
Rastgele secilen otuz hasta numunesi dort farkli kit ile test edildi. Kitler Tablo 3.1°de

gosterilmistir.

Tablo 3.1 Deneylerde Kullanilan Kitler

RT-LAMP Kiti g-RT-PCR Kiti
SENSObiz COVID-19 (SARS-CoV-2) Reverse QIlAprep & amp Viral RNA UM kit
Transcriptase PCR (izotermal) Assay (RT- Biospeedy SARS-CoV-2 Variant Plus kiti
LAMP) (NANOBIZ Technologies A.S.) (BIOEKSEN R&D Technologies)

CoVirion-CV19-2 SARS-CoV-2 OneStep RT-
PCR kiti (MEDAMET Medical ITH. IHR. SAN.
TIC. LTD, Tiirkiye)

Ek olarak, bu kitlerden tigii (QlAprep & amp Viral RNA UM Kiti, Biospeedy SARS-CoV-
2 Variant Plus kiti ve CoVirion-CV19-2 SARS-CoV-2 OneStep RT-PCR kiti) GDS
Rotor- Gene Q Thermocycler (QIAGEN) ve Inovia Technologies GenX serisi (INOVIA)
RT-PCR sistemleri analiz edildi. Caligma birinci ve besinci giin sonuglarinin pozitif ve

negatif olmasi ile giinliik pozitif degisen 6rneklerin Ct sonuglar1 baz alinarak yapildi.
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3.3. g-RT-PCR Testleri

g-RT-PCR igin viral tasima tamponu (VTM) kullanilmistir. Niiklesik asit ekstraksiyon
Ozelligine sahip VTM solisyonu ile ek bir RNA ekstraksiyon adimi
gergeklestirilmemistir. VITM soliisyonu sayesinde 6rneklerin RNA ekstraksiyonu i¢in
vurum vortex yeterli olmaktadir. RT-PCR ig¢in, QIAprep & amp Viral RNA UM Kkiti,
Biospeedy SARS-CoV-2 Variant Plus kiti ve CoVirion-CV19-2 SARS-CoV-2 OneStep
RT-PCR kiti olmak tizere ti¢ farkl kit sistemi kullanildi.

3.4. Biospeedy SARS-CoV-2 Variant Plus Kiti

Kit i¢erisinde bulunan ORF1ab geni i¢in 6-karboksi-floresein (FAM), RNaseP geni i¢in
fosforamidit (Hex), Spike (S) geni i¢in 6-karbosil-X-Rhoddamine (ROX) ve
niikleokapsid (N) geni icin karboksilik asit (Cy5) kanallar1 kullanildi. Kit protokoliine
gore toplamda 10 ul PCR karisimi elde etmek icin 7,5 uL hazir kit (mix) karisimina
VTM'li 2,5 pL hasta numuneleri eklendi. RT-PCR amplifikasyonunun termal dongii
parametreleri:su sekilde-baz-alindt: ters transkripsiyon igin 3 dakika 52°C, bekletme igin
95°C 10 saniye, daha sonra denatiirasyon i¢in 35 dongii 85°C 1 saniye ve 60°C 1 saniye

sirastyla tavlama ve uzatma sekilde baz alind.

3.5.  CoVirion-CV19-2 SARS-CoV-2 OneStep RT-PCR Kiti

Kitte S, Orflab ve RNaseP geni icin sirastyla FAM, HEX ve Texas Red kanallar
kullanild1. Kit protokoliine gore toplamda 20 pL PCR karisimi elde etmek icin 15 plL
hazir kit karigtmmma VTM'li 5 plL  hasta numunesi ilave edildi. RT-PCR
amplifikasyonunun termal dongii parametreleri: 55°C ters transkripsiyon i¢in 10 dakika,
95°C 10 saniye bekletme, ardindan 40 dongii ve denatiirasyon, tavlama ve uzatma i¢in

sirasiyla 30 saniye i¢in 60°C seklindedir.

3.6. QIlAprep & amp Viral RNA UM Kiti

Bu kitte, toplamda 20 pl PCR karigsimi elde etmek i¢in 10 pl hazir kit karisimina VIM'li
10 pl hasta numunesi eklenmistir. g-RT-PCR amplifikasyonunun termal dongii
parametreleri: 50 °C ters transkripsiyon i¢in 10 dakika, 95 °C 2 dakika bekletme, ardindan

40 dongii ve 58 °C denatiirasyon Ve uzatma i¢in 30 saniyedir.
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3.7.  RT-LAMP-PCR testleri—SENSObiz COVID-19 RT PCR Kiti

RT-LAMP prosediiriinde kit, VTM soliisyonunun kullanilmasi nedeniyle herhangi bir
ekstra RNA ekstraksiyonu adimi gerektirmez ve ek bir avantaj olarak oOrneklerinin
hastadan alindiktan hemen sonra kullanilabilmesine olanak saglar. Bu nedenle RT-
LAMP4U cihazi (NANOBIZ Technologies A.S.) kullanilarak SENSObiz COVID-19
(SARS-CoV-2) Reverse Transcriptase PCR (izotermal) Assay kullanildi. Karisim buz
{izerinde tamamen ¢ozdiiriildii ve birkag kez alt {ist edilerek iyice karistirildi. Orneklerin
RNA izolat1 (minimum 0,5 ng/ul) reaksiyon karisimina (23 pl) ilave edildi. Hazirlanan
tiipler parmakla birkag kez hafif¢e vurularak iki saniye kadar karistirilarak tig-bes saniye
kadar santrifiijlendi ve termal dongiileyiciye yerlestirildi. 45 dk sonunda sonuglar elde
edildi. Amplifikasyon ve uzatma sicakliklar sirasiyla 63°C ve 4°C idi. Ayrica, Sekil
3.1'de gosterildigi gibi, negatif kontrol tiipleri mor ve pozitif kontrol tiipleri mavi
oldugundan, her hasta numunesi iki kopya olarak c¢alisildi ve c¢iplak gozle
gozlemlenebilme 6zelligi sayesinde Orneklerin pozitiflik ve negatiflik durumlart kayit

altina alindi.

A
Vv

COVID-19 Positive Patient 1. Sample Collection 2. Vortex 3. Purified RNA

Positive r - s
: A
”“ill!‘;'

5 RT-LAMP Result )

Negative

4 Heating Procedure

Sekil 3.1 Ters transkripsiyon dongiisii aracili izotermal amplifikasyon (RT-LAMP)

calisma protokolii
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3.8. Test Yorumu

Rotor-Gene Q'nun 6zel doner tasarimi sayesinde mevcut olan en hassas ve ¢ok yonli
ger¢ek zamanli PCR dongiileyicilerden bir tanesidir. Her tiip bir hazne i¢inde doner ve
hizli termal dongii sirasinda tiim numuneleri tam olarak ayni sicaklikta tutar. Rotor-Gene
Q'da Ct degeri otomatik olarak 200 olarak diizenlenmistir. HEX degerlerinden bagimsiz
olarak FAM kanali i¢in Ct degerleri 37'nin altindadir. FAM kanalinda Ct degeri 37'nin
tizerinde olan sigmoidal olmayan sinyaller veya sigmoidal sinyaller ve HEX kanalinda Ct

degeri 37'nin altinda olan sigmoidal sinyaller negatif olarak yorumlanmaktadir.

Inovia Technologies GenX serisinde, pozitif degerler, HEX degerlerinden bagimsiz
olarak FAM kanali icin Ct degerleri 37'nin altinda olan sigmoidler olarak
yorumlanmaktadir. FAM kanalinda Ct degeri 37'nin {izerinde olan sigmoidal olmayan
sinyaller veya sigmoidal sinyaller ve HEX kanalinda Ct degeri 37'nin altinda olan
sigmoidal sinyaller negatif olarak yorumlanmaktadir. Hem FAM hem de HEX
kanallarinda 37 Ct'nin altindaki sigmoidal olmayan sinyaller ve sigmoidler, Kit
protokoliine gore gegersiz sonuglar olarak yorumlanmaktadir. Ote yandan kit protokoliine

gore esik degeri Inovia Technologies GenX serisi icin otomatik 200 olarak ayarlanmustir.

RT-LAMP teknigini gergeklestirmek icin RT-LAMP4U cihaz1 kullanilmigtir. SARS-
CoV-2 i¢in RT-LAMP kiti primer setleri, RARP, E ve N genlerinin korunmus
bolgelerinden tasarlanmustir. Iki dis primer (ileri primer F3 ve geriye dogru primer B3),
iki i¢ primer (ileri i¢ primer FIP ve geri i¢ primer BIP) ve iki dongii primeri (ileri ilmek
primeri LF ve geri ilmek primeri LB) dahil olmak tizere RT-LAMP primerleri boyunca
reaksiyon gergeklestirilmistir. Kit, tamamen kullanima hazir COVID-19 Reaksiyon
Karigim tiipleri igerir ve c¢iplak gozle goriilebilen kalitatif (evet/hayir) sonuglar
vermektedir. Test sonuglar icin ¢iplak goz yeterlidir ve negatif kontrol tiipleri mor,
pozitif kontrol tiipleri mavi olarak gézlemlenir. Her hasta numunesi ¢ift olarak ¢aligilmis
olmasina ragmen, her iki numune tiipiindeki mor, SARS-CoV-2 negatif sonu¢ anlamina
gelir ve her iki numune tliplindeki mavi, SARS-CoV-2 pozitif sonu¢ anlamina gelir.
Numune tiiplerinden biri mor digeri mavi ise test Tablo 3.2°de 6zetlendigi sekilde

tekrarlanir.
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Tablo 3.2 RT-LAMP sonug degerlendirmesi

Degerlendirmeden Once Degerlendirmeden Sonra
Her iki Her iki
Negatif | Pozitif Numune Sonug Numune Sonu
Kontrol | Kontrol | Tiipii Aym | Degerlendirmesi Tiipiiniin ¢
Renkte Rengi
Mor Mavi Evet Evet Mor SARS-CoV-2
Negatif
Mavi SARS-CoV-2
Positif
Mor Mavi Hayir Hayir Yeniden test Onerilir

3.9. Istatistiksel Analiz

SPSS 25.0 paket programi verilerin analizinde kullanilmistir. Dagilim analizleri
Kolmogorov  Smirnov  testi  kullanilarak  hesaplanmistir.  Calisma  verileri
degerlendirilirken tanimlayict istatistiksel metodlarin (ortalama, standart sapma veya
frekans) yanisira Parametrik veriler i¢in t- testi, One Way Anova, Ki kare ve Fisher Exact

testleri kullanilmistir. Calisma degerlendirilirken %95 giiven araliginda hesaplanmistir.
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4.  SONUCLAR

COVID-19 pozitif oldugu bilinen 30 farkli hasta numune 6rnekleri alinarak deneyin 1.
giinii ve 5. giinii, 2 farkli QRT-PCR cihazinda 3 farkl: kit ile ¢alisilmistir. Ayn1 6rnekler
RT-LAMP-PCR cihazinda yine 1. giin ve 5. Giinde ¢alisilmistir. RT-LAMP cihazinin
esik degeri her calisma i¢in o calismaya 6zgii olarak otomatik belirlenerek negatif ve

pozitif sonug vermistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2.)

Birinci gozlem sonucu: orneklerin 1. ve 5. giinlerindeki pozitiflik ve negatiflik sonuglari
ile pozitif ¢ikan numunelerin Ct sonuglarmin giin bazinda nasil degistiginin kit
hassasiyetini 6lgmek adina; Bioeksen, Qiagen ve Covirion kitlerinde karsilastiriimasi
yapildi. Bu karsilagtirma 2 farkli cihaz tizerinde yapilarak ortak bir bulgu ve sonug elde
edildi.

Ikinci gbzlem sonucu: Birinci gdzlem de elde edilen bulgularin, RT-LAMP-PCR
cihazinda elde edilen sonuglar ile karsilastirilmasi kit, cihaz ve giin bakimindan

degerlendirilerek 1. ve 5. giin sonuglari i¢in qRT-RCR’a gore giiven aralig1 hesaplandi.

LAMP cihaz1 alti numune 6rnegi ile bir negatif ve bir pozitif kontrol olmak iizere
toplamda 8 kuyucuk bulunan mini-demo bir cihazdir. Bu nedenle 30 6rnek igin, sirasiyla
ornekler (1-6, 7-12, 13-18, 19-24, 25-30) seklinde cihaza konularak calisilmigtir. Sol
sutundaki fotograflar (Sekil 4.1, Sekil 4.2) birinci giinde yapilan deneylere, sag sutundaki
fotograflar (Sekil 4.1, Sekil 4.2) besinci giinde yapilan deneylere aittir. LAMP teknigine
ait sonuglar (Tablo 4.1 birinci giin sonuglar1 ile Tablo 4.2 besinci giin sonuglari) bu
fotograflarda elde edilen veriler sonucunda olusturulmustur. Sekil 4.1 incelenen nitel
olarak elde edilen goriintiilerde pozitif numuneler ve pozitif kontrol mavi rengi alirken,
negatif kontrol ve negatif numuneler mor rengine doniismiistiir. Bu numunelerin nicel
olarak esik degerlerine gore negatif ve pozitifliginin degerlendirilmesi Sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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1. Giin (Numune Siralamasi) 5. Giin (Numune Siralamasi)

{, Day (13-18)

) T

{ Day (13-24)

o S Doy (9-24)
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{.Day (25-20)

5. Doy (@5-30)

Sekil 4.1 RT-LAMP cihazinda numunelerin nitel gézlemleri
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Tablo 4.1 Birinci giin sonuglari

1. Giin (08.06.2021)

o oo |a|a oo o o |a |ja|ja oo oo |ja |a oo oo oo | |ja o oo oo |a |a o oo oo |aa |a

j- o

& 1)

r4 ool o |g | (b |9 v o |0 |lo | |m o |w|lo(w |t |0 |w ot |o|o | 6o |l;a |o o

< J T S < £ N = N PV KV B I VA KV RN KO KN NI RV NI R - SV RN KV KNI VI KV KNI RV KV NI - K s

m ~
o

o I (=S =S = - WO e WO o W o W ' W o W o W Yo W ' W ' W W W W W W o W o W WO WO Y WO o WO o W o W o W o W o T o W 1o

o |£ o

Q |5 ™
=

~ o~ |~ |o a9 (wl|lo ot || |w || oo | |d ;o |la|lo|w|lo|d o o |x |

(I =T KV S RN NI PV P B VA RV R VIR F VR RN oI NI B I T NI S F VI RSV RV VI KNI ES I RV = B SV PV N

I\

a oo |a|a |ja|ja |z |a |a |a|ja | | |ja |a |ja oo oo | |a ja oo oo |a |a o (oo oo |aa |a

o

o 2
X

© [d o |d |2 |1 |o oo |vu |lo|lo|[¢ (v |o |~~~ |o oo |w|w|lo|¢ | (v |o |o |o

Z. ESC R e T SV VI NI KV K= S KNI O K PV VI IR KNI I RV NI I KV < S VI KNI SO VIR RSV VI NI P

< S

m aljaa|a|a |ja|ja |z |a|a |ja |z |a |a |a |a |ja oo o | |a |a oo |aa |a |a (o (oo oo |a |a

©

Q.m ®
e

E |l olo|d | (@ |o|o v g |loljo|f ||~ |~ |o|dfo o~ o |3 |0 |o (0w (s (o v |o

DS I KA £ o B RV ST NI KNI K VR I A R PV ST KNI KNI = P N I o NI KV E N SV NI KNI KV Ko VI RV o B KNI s

~

a oo |a|a |a oo |a|a |ja|ja oo | |ja |a o oo oo | |a ja oo oo | |a o (oo oo |aa |a

o

o 1)
X

Z ot o (1w |w|lo(~|d o |w |lo|lda|[wlo |o|~|[d[m|d|~|o |« o |m|o |vw [0 b |[m |0 |wv

E 212111121112111111211211211121—/1

“ —

M alaa|a|a |a|a|ja |ja|a |ja|ja |ja |ja |ja |a |ja o o | |a |a oo o |a |a (o (o oo |a |a

= |« o

B | ™
S

S o | |~ |© [© o |© |© o | |0 |a [ [0 o |~ |d b o~ o |k o |d|wlo |~ |t o |«

PSC T KV = = = R =T -V RSV = R O - = U R ) I P = B A I R FV R I R B PV = T R I PN R

pe

alxlzla|lzla |||zl |zl ||| |zl |zl |zlz|a|z|z |z |

= |9 o
<
-

Elal= === == (22|22 ||y o (oo (oo |0 o |o @ |09 o o |~

o |lm o |o|lo|lo ||l |o|o|o|o || |c|o|o ||| L | 221 |o

™ [ | | | |

€ | = o [+ | |m |« (b |0 |~ o |lo|lo|d | o |2 b o |~ |o |lo|lo|ls

NQVU,123456789111111111122222222223_m.

27



Tabl
04.2
.2 Besi
esinci giin s
onugcla
r1

5. Gii
iin (12.06.2021
. )

rP
m o (o
) o (o
O i o o
NS P
: 8|2 |3 :
INIEN :
2le ™ L |
O |2 ) - P
o - 46 P
= ] 2_/ D.
— : F P
o il P
© P 24 |
23 : 2 P
21 : 2
39 P i o (o
SN : ) P
27 : 2 P
Z 22 : 26 P
Z 30 : 26 P
r | 48 ‘ © |9 o
t | 27 i Q| [a
| | 20 - 37 o
N | 27 i NS o
E 0 P 24 - Q12
| 40 N 23 o S8
41 P 27 ; 38
| 33 P 28 [a QI
.l 20 i 27 [a Q1
Q 30 i ~ oY [a QD1
P 45 N 26 [a g |
.a P 30 - 26 o ©
W_ | 49 i 20 o ~
0 | 23 N 41 [a
n | 32 i 36 o
| | 25 - 24 o
2 | 30 i 200 o
33 | 46 - 28 foe]
20 P 24 - 27 N
46 P 30 - 21
20 | 49 - 29
30 | | - 28
P 40 P 23 zZ 27
P 40 N 37 [a %)
r | 4_/ N 20 o ~
Nt P 29 - 40 zZ
R | 24 i 42 zZ
E | 20 i 31 o
S 9 P 45 - 30 o
| 1_5 D. 20 o 43 [}
: P 40 ) 32 —
| 24 P 40 z 30
O 17 P 49 zZ 40
.I : ° S zZ 43
B | 20 : 2_/ 2 33
a | 26 i 26 [a B o
.w D. 29 - 20 o ™
o P - X 40 [a
n | 14 i 40 =z
| P | - 40 o
0 D. 25 i 40 o
25 | i - 42 ©
: | i ) S S3 —
24 P | ) 34
P ; P ! o 20
| t P 14 o 42
MCP 20 - S Y o 30
| | 25 i 29 [a B o
| | 30 i 1_5 a ™
| | - - 35 [a
_ N 15 i 21 o
T | 13 i 25 o
R@G NN i o | 218 1K o
e P N Zz |a Q| m
016 ilp 19 o 26
S £ ! 15
. 016 D. 14 o 24
Ny 0.6 - A [a 27
: 016 - 29 o o
2 116 P i o —
| 2,16 : 33 [a
< 22;1_6 | 21_/ |
Yo} n/_y1_6 D: 213 :
- 2,1_2 -
~ 2,72 N l 7
o 172 N | 2
o 1172 P :
o 1,72 N -
; ly72 i 25
: 1,78 ) 8 |«
N9 1,08 N ,
93 . N 0
—+ 1_,08 P 2
e et 1_,0,%8 P
T 11_,08 5
—+ LOM4
—+ 1_,,04 8
21 1,04 1
22 1,04
Py 11_,04
25 lO,nO_u
26 ~
27 -
28
29
20
™

28



4.1. Kantitatif RT-PCR (qRT-PCR) Analiz Sonuclari
Ct degerleri agisindan kit hassasiyeti ele alindiginda; 1. giin Rotor-Gene grubunda sadece

Quagen ile Covirion ikilileri arasinda fark bulunamamustir. Diger tiim ikililer arasinda

anlaml farklilik bulunmustur. Biospeedy kiti 1. ve 5. giinde hem Inovia cihazinda hemde

rotor cihazinda Covirion ve Qiagene gore daha iyi ¢alismistir. Covirion kiti ise hem 1.

hem de 5. giinde Inovia ve Rotor cihazinda Qiagen kitinden daha iyi calisildig1 sonucuna

ulagilmistir (Table 4.3).

Tablo 4.3 Birinci ve besinci giinde Rotor-Gene cihazi ve Inovia cihazinda

calisilan kitlerin Ct degerlerinin anlamlandirilmasi

n Ortalama Std. Sapma 95% Giiven Araligi
Ortalama
Alt Sinir Ust Sinir P
Biospeedy 30 18,4333 3,87462 16,9865 19,8801 0,000
Ct 1.Giin
inovia Qiagen 30 25,6667 5,07416 23,7719 27,5614
Covirion 30 22,4667 3,44146 21,1816 23,7517
Total 90 22,1889 5,09879 21,1210 23,2568
Biospeedy 30 20,6667 5,77947 18,5086 22,8248 0,000
Ct5.
Giin Qiagen 30 33,0000 7,21588 30,3055 35,6945
inovia Covirion 30 26,7333 5,01675 24,8600 28,6066
Total 90 26,8000 7,85429 25,1550 28,4450
Ct1l. Biospeedy 30 17,5333 3,39100 16,2671 18,7996 0,000
Giin
Rotor - Qiagen 30 26,0667 4,18481 24,5040 27,6293
Gene Covirion 30 25,0000 4,09373 23,4714 26,5286
Total 90 22,8667 5,43025 21,7293 24,0040
Ct5. Biospeedy 30 19,7667 4,81150 17,9700 21,5633 0,000
Giin
Rotor- Qiagen 30 33,3667 6,38146 30,9838 35,7495
Gene Covirion 30 26,5667 4,24819 24,9804 28,1530
Total 90 26,5667 7,60699 24,9734 28,1599

*One Way Anova Testi yapilmustir.

Inovia cihazinda numunelerin pozitiflik ve negatiflik degerleri agisindan kit kullanimias

ele alindiginda; 1. giinde Biospedy kiti ve Covrion kiti arasinda herhangi bir farklilik

bulunmamakta, anlamlilik derecesi acgisindan Qiagen kiti de Biospeedy ve Covirion’a
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gore %93,3 giiven araliginda yer almaktadir. Bu giiven araligi kit hassasiyeti a¢isindan

onemsizdir ve herhangi bir anlamlilik ortaya koymamaktadir (Tablo 4.4)

Tablo 4.4 Birinci giinde Inovia cihazinda kitlerin pozitif ve negatif sonuglari

Kit Gruplan p
Biospeedy Qiagen Covirion
PN Pozitif n 30 28 30
1.Giin % 100,0% 93,3% 100,0%
Inovia | Negatif n 0 2 0 0,326
% 0,0% 6,7% 0,0%

*Fisher ExaCt Testi yapilmustir.

Inovia cihazinda numunelerin pozitiflik ve negatiflik degerleri agisindan kit kullanimi ele
alindiginda; PN 5 giin Invonia pozitif-negatif gruplar1 oranlar1 kitin alt gruplara gére
anlamli derecede farklilik gostermektedir. Biospedy ve Covrion kiti arasinda herhangi bir
farklilik bulunmamakta, anlamlilik derecesi agisindan Qiagen kiti de Biospedy ve

Coviriona gore hassasiyetinin diistiigii gézlenmektedir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5 Besinci giinde inovia cihazinda kitlerin pozitif ve negatif sonuglari

Kit Gruplan p
Biospeedy Qiagen Covirion
PN 5 Pozitif n 27 16 28 0,000
Giin % 90,0% 53,3% 93,3%
inovia Negatif n 3 14 2
% 10,0% 46,7% 6,7%

Rotor-Gene cihazinda numunelerin pozitiflik ve negatiflik degerleri agisindan kit
kullanimin ele alindiginda; 1. giinde Biospedy ve Covrion kiti arasinda herhangi bir
farklilik bulunmamakta, anlamlilik derecesi agisindan Qiagen kiti de Biospedy ve
Coviriona gore %96,7 giiven araliginda yer almaktadir. Bu gliven aralig1 kit hassasiyeti

acisindan 6nemsizdir ve herhangi bir anlamlilik ortaya koymamaktadir (Tablo 4.6)
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Tablo 4.6 Birinci giinde rotor cihazinda kitlerin pozitif ve negatif sonuglari

Kit Gruplar p
Biospeedy Qiagen Covirion
PN 1.Giin Pozitif n 30 29 30
Rotor-Gene % 100,0% 96,7% 100,0% | 1,000
Negatif n 0 1 0
% 0,0% 3,3% 0,0%

Rotor-Gene cihazinda numunelerin pozitiflik ve negatiflik degerleri agisindan kit
kullanimini ele alindiginda; PN 5. giin Rotor-Gene pozitif-negatif gruplarin oranlari kitin
alt gruplarina gore anlamli derecede farklilik gostermektedir. Biospedy ve Covrion kiti
arasinda herhangi bir farklilik bulunmamakta, anlamlilik derecesi acisindan Qiagen kiti
de Biospedy ve Coviriona kitlerine gore hassasiyetinin diistiigii hesaplanmistir (Tablo

4.7).

Tablo 4.7 Besinci gilinde rotor cihazinda kitlerin pozitif ve negatif sonuglari

Kit Gruplar: p
Biospeedy Qiagen Covirion
PN 5 Giin Pozitif n 29 19 29 0,000
Rotor- % 96,7% 63,3% 96,7%
Gene Negatif n 1 11 1
% 3,3% 36,7% 3,3%

4.2.  Ters Transkripsiyon Dongii Aracih izotermal Amplifikasyon Sonuglar

Birinci giinde Inovia cihazi ve Rotor-Gene cihazina gére RT-LAMP grubu
karsilastirildiginda 63,3% oranda bir anlamlilik tespit edilmis ve hizli tan1 sistemlerinde
kullanilan maliyet ve laboratuvar gereksinimi ele alindiginda bu sonuglarin ideal bir

giiven araliginda oldugunu gostermistir (Tablo 4.8 ve Tablo 4.9).
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Tablo 4.8 Birinci giinde inovia grubu ile birinci giinde yer alan RT-LAMP grubu

arasinda yapilan degerlendirme

RT-LAMP_Grup_1.Giin

Pozitif Negatif Total
PN 1.Giin Pozitif n 19 11 30
inovia % 63,3% 36,7% 100,0%

Tablo 4.9 Birinci giinde Rotor-Gene grubu ile birinci giinde yer alan RT-LAMP

grubu arasinda yapilan degerlendirme

RT-LAMP_Grup_1.Giin

Pozitif Negatif Total
PN 1.Giin Pozitif n 19 11 30
Rotor- % 63,3% 36,7% 100,0%
Gene

Besinci giinde Rotor-Gene cihazi ve Inovia cihazina gore RT-LAMP grubu
karsilastirildiginda 60% oranda bir anlamlilik tespit edilmektedir. Numunelerin pozitiflik
degerleri 5 giin sonra birinci giin yapilan deneye benzer ¢ikmasi ve istatistiksel olarak
anlamsiz olmasi, RT-LAMP sisteminin uzun siireli numune taramalarinda ve
numunelerin saklanildig1 durumda dahi kullanilabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir
(Tablo 4.10 ve Tablo 4.11)

Tablo 4.10 Birinci giinde inovia grubu ile besinci giinde yer alan RT-LAMP

grubu arasinda yapilan degerlendirme

RT-LAMP_Grup_5.Giin

Pozitif Negatif Total
PN 1.Giin Pozitif n 18 12 30
Inovia % 60,0% 40,0% 100,0%
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Tablo 4.11 Birinci giinde Rotor-Gene grubu ile besinci giinde yer alan RT-
LAMP grubu arasinda yapilan degerlendirme

RT-LAMP_Grup_5 Giin
Pozitif Negatif Total
PN 1. Giin | Pozitif n 18 12 30
Rotor- % 60,0% 40,0% 100,0%
Gene

Tablo 4.12 (p: 0,266) ve Tablo 4.13 (p: 1,00) incelendiginde istatistiksel agidan ¢alisilan
numunelerde giinler agisindan, RT-LAMP sisteminin Inovia cihazinda kullanilan kit
grubundaki bulgulara gdre herhangi bir farklilasma gézlenmemektedir. Bu sonu¢ RT-

LAMP sistemi ile q-RT-PCR sistemi arasindaki giiven araligin1 dogrulamaktadir.

Tablo 4.12 Besinci giinde inovia grubu ile birinci giinde yer alan RT-LAMP

grubu arasinda yapilan degerlendirme

RT-LAMP_Grup_1.Giin
Pozitif Negatif p
PN 5. Giin Pozitif n 18 9 0,266
inovia % 94,7% 81,8%
Negatif n 1 2
% 5,3% 18,2%

Tablo 4.13 Besinci giinde Rotor grubu ile birinci giinde yer alan RT-LAMP

grubu arasinda yapilan degerlendirme

RT-LAMP_Grup_1.Giin
Pozitif Negatif p
PN 5 Giin Pozitif n 18 11
Rotor- % 94,7% 100,0% 1,000
Gene Negatif n 1 0
% 5,3% 0,0%

Tablo 4.14 (p: 1.000) ve Tablo 4.15 (p: 0,170) istatistiksel agidan calisilan numunelerin
giinler bakimindan incelendiginde, RT-LAMP sisteminin Inovia cihazinda kullanilan kit

grubundaki bulgulara gore herhangi bir farklilagma gostermedigi belirlenmistir. Bu
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sonuglarda yine Tablo 4.16 ve Tablo 4.17°da yer alan sonuclar ile birlikte
degerlendirildiginde RT-LAMP sistemi ile qRT-PCR sistemi arasindaki giiven araligini

dogrulamaktadir.

Tablo 4.14 Besinci giinde inovia grubu ile besinci giinde yer alan RT-LAMP

grubu arasinda yapilan degerlendirme

RT-LAMP_Grup_5.
Giin
Pozitif Negatif p
PN 5 Giin Pozitif n 17 10
inovia % 94,4% 83,3% 1,000
Negatif n 1 2
% 5,6% 16,7%

Tablo 4.15 Besinci giinde Rotor grubu ile besinci giinde yer alan RT-LAMP

grubu arasinda yapilan degerlendirme

RT-LAMP_Grup_5. Giin
Pozitif Negatif p
PN 5 Rotor-Gene Pozitif n 18 11
% 100,0% 91,7% 0,170
Negatif n 0 1
% 0,0% 8,3%

1. giin pozitif ve negatif gruplar arasinda esik degeri ortalamalar1 anlamli derecede farkl
bulunmustur (Tablo 4.16), ancak esik degeri besinci giinde anlamli bir fark

sergilememistir (Tablo 4.17).

Tablo 4.16 Birinci giinde yer alan RT-LAMP grubu esik degeri

Grup istatistikleri
RT- n Ortala Std. Sapma p
LAMP_Grup_1.Giin ma
Threshold Pozitif 19 | 0,5463 0,33679 0,009
Degeri_1.Giin Negatif 11 | 0,9000 0,33045

*Student T Testi yapilmustir.
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Tablo 4.17 Besinci giinde yer alan RT-LAMP grubu esik degeri

Grup istatistikleri

RT- n Ortalama Std. Sapma
LAMP_Grup_5.Giin
Threshold Pozitif 18 1,3222 0,56460 0,979
Degeri_5.Glin Negatif 12 1,3167 0,58002

*Student T Testi yapilmustr.
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5. TARTISMA

Tarihte bugiin SARS-CoV-2 biyolojik afet olarak kimyasal, biyolojik, radyolojik ve
niikleer savunma (KBRN savunmasi) iiyesi olarak da tanimlanmaktadir [3]. Afet, ani
gelisen, kontrol edilebilirligi sistematik bir yaklagim gerektiren, sosyal yasami kesintiye
ugratan veya durduran, can, mal kaybina neden olan ve ¢ogu zaman yerel kapasite ile
iistesinden gelinemeyen dogal veya insan kaynakli olaylarin biitiinsel durumu olarak
tanimlanmaktadir [54]. Biyolojik afetler, insan kaynakli olabilecegi gibi, dogal olarak
bulasici hastaliklar ve epidemiyolojik olarak da ortaya ¢ikabilmektedir. Bundan dolayi is
yerlerinde bilgilendirme amagli pratik eylemleri igeren bir planin hazirlanmasi énem
kazanmustir [2]. Ozellikle, COVID-19 hastaliginin nasil yayildigini anlamak énemlidir.
Hastalar semptomatik ve semptomsuz olarak ikiye ayrilir. Semptomlar1 olan hastalar
cesitli tan1 yontemleri ile tespit edilebilse de semptom gostermeyen veya asemptomatik
olarak adlandirilan hastalar hastaligin yayilmasinin temel nedenidir. Bu nedenle gelismis
tilkeler yoniinii daha hizli testlere c¢evirmistir. Bu sayede siirekli bir tarama
gergeklestirecekleri diisiiniilmektedir. Taramalar igin genellikle RT-PCR yontemi
kullanilmaktadir ancak yontem viral yiik mantigina dayandigindan yeteri kulugka siiresi
gerceklesmeyen hastalarda yanlis negatif sonuglar verilebilmektedir. Bu nedenle
bilgisayarli toraks tomografi (BT) taramasi RT-PCR ile kombine olarak taramasi
onerilmektedir [55]. Hatali sonuglarla RT-PCR sorunu giderek daha fazla ortaya
cikmaktadir [56]. RT-PCR’nin diger bir dezavantaji da uzman personel, techizatli cihaz
ve pahali kimyasallara ihtiya¢ duymasidir. Bunun yam sira antikor temelli kan bazli
serolojik testlerin dogrulugu da SARS-CoV-2 enfeksiyonunu saptamak i¢in yeterli
degildir [57].

Ancak, son zamanlarda popiilerlik kazanmis RT-LAMP teknigi, maliyetinin ucuz olmasi
ve cihaza gereksinim duymamasi ile geleneksel kantitatif yontemlerine bir alternatif
olmustur. Klinik numunelerde RT-LAMP RT-PCR’ye gore daha yiiksek hassasiyet
saglayabilir [58]. Catarina Amaral ve arkadaslar1 (2021), 30 dakika iginde SARS-CoV-
2'nin az bir viral yiik ila gorsel olarak saptanmasina izin veren RT-LAMP'ye dayali bir
calisma olusturdu [59][60]. Calisma kapsaminda 177 nazofaringeal COVID-19 RNA
ornegi hem RT-LAMP hem de RT-PCR ile karsilastirildi. Duyarlilik 100 kopya igin

%100 iken 6zgulligi %96,1 olarak tanimlanmistir. Sunulan tez ¢alismasi ile dogrudan
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faringeal siirtintii 6rneklerinden SARS-CoV-2’nin ORF8 ve N genlerinin hedefi ile RT-
LAMP tabanli bir yontemin gelistirilmesini hedefliyoruz. Bunun yani sira literatiire ek
olarak ¢alisma 45 dakikanin altinda gergeklestirilmistir ve herhangi bir RNA ekstraksiyon
adimina da ihtiya¢ duyulmamaistir. Sunulan tez ¢calismasinin amacit RT-LAMP tekniginin
Klinik bir ortama ve uzmana gereksinim duymadan kullanilabilecek kadar hassas
oldugunu gostermektedir. Ayrica, RT-LAMP tekniginin sahada hizli testler igin
kullanilabilecegini ve RT-LAMP"1n ilk giinkii pozitiflik tespit oraninin %63 oldugu, bu
tez calismasinda literatiirle eslestirilerek gosterilmektedir [54]. Mautner ve arkadaslari
(2020), RT-LAMP teknigini 20 solunum yolu patojeni {izerinde test etmis ve capraz
reaktivite gostermedigini incelemislerdir. Bundan olay1 rutin RT-PCR'den 12 kat daha
hizli ve 10 kat daha ucuz oldugunu belirtmislerdir [61]. Literatiirdeki ¢aligmalardan farkli
olarak bu tez galismasinda RT-PCR c¢alismalarinda kullanilan ¢esitli kit ve cihazlar
karsilastirilmistir. 30 hasta 6rnegine dayali olarak, inovia cihazinda ¢alisilan numuneler
icin Biospeedy ve Covirion olarak %100, Qiagen kiti %93,3 pozitiflik yakalarken, Rotor-
Gene cihazinda ayni numuneler Biospeedy ve Covirion kitine gore %100, %96,7’d1r.
Besinci giin Inovia cihazinda ¢alisilan numuneler Biospeedy i¢in %90, Qiagen i¢cin %53,3
Covirion kiti i¢in %93,3 olarak bulunmustur. Bu o6rnekler Rotor-Gene cihazinda
incelendiginde pozitiflik Biospeedy ve Covirion'da %96,7, Qiagen kitinde %63,3'tii.
Qiagen kiti, besinci giinde pozitiflikte 6nemli bir diislis gosterdi. Covirion ve Biospeedy
kiti hem Inovia'da hem de Rotor-Gene cihazinda Qiagen kiti kadar azalma gostermedi.
Bunun nedeni, beklenen numunelerde viral yiikte azalmaya kars1 duyarlilik olabilir. Bu
sonu¢ yine RT-LAMP tekniginde de degisiklik gostermedi. Boylelikle bazi kitlerle
bekleyen numuneler lizerinde c¢alisilma yapildiginda RT-LAMP metodu daha giivenilir
hale geldigi agik¢a gozlenmis oldu. Qiagen Kitinin ise bekleyen numunelerde Covirion ve
Biospeedy kitine gore daha diisiik pozitif sonug vermesinin bir nedeni, Tlirkiye'de tiretilen
kitlerin, Tiirkiye'de toplanan 6rneklerdeki genomik dizilemeden kaynakli spesifik etkiler
olarak degerlendirilebilir. Bu durumu 30 6rnek iizerinde dogru bir sekilde degerlendirmek
miimkiin degildir. Daha kapsamli bir ¢alismada popiilasyonun genisletilmesi sonucunda
bu degerlendirmeler daha iyi netlestirilebilir. Ayrica Qiagen kitinin besinci giinde
pozitiflik yakalamamasinin bir bagka nedeni de donma-c¢oziilme siirecinde kite zarar
vermesi olabilir ve kit problemi veya kullanilan kit (QlAprep & amp Viral RNA UM Kit,
GTIN 04053228039679, LOT-166044095, Date: 2021-03-21 REF 221415) olarak
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degerlendirilebilir. Kit protokolleri ilk SARS-CoV-2’in genomik yapisina gore
tiretilmistir, kiti yeni varyantlarla veya yeni 6rnekler tizerinden yeniden dizayn etmek ve
revize primerler kullanmak ile bu sorun ¢ozebilir. Boyle bir durumda, ¢alisma QIAgen
Kitinin yeni stirim Kkitleri ile tekrar edilebilir. Bu ornekler RT-LAMP yontemi ile
karsilagtirildiginda birinci giin %63,3, besinci giin %60 pozitiflik saptandi. Ayrica tim
sonuclar RT-LAMP yontemi ile karsilastirildi ve bu da RT-LAMP'in giiven araliginin
RT-PCR'ye duyarliligini ortaya koydu. Ek olarak sonuglar renk degisimine bagli olarak
ciplak g6z ila da anlasilabildiginden diger yoOntemlere nazaran 6nemli bir avantaj

saglamis olmaktadir.

Hastaligin kulucka siiresinin 14 giline kadar uzadigi ve semptomlara maruz kaldiktan
sonra ortalama 4-5 giinliik bir siire oldugu diistiniilmektedir. Bir ¢alisma, semptomlari
olan COVID-19'1lu kisilerin %97,5'inin SARS-CoV-2 enfeksiyonundan sonraki 11,5 giin
icinde yapacagimi bildirdi [55]. Ik olusum igin kulugka siiresi 4-5 giin oldugundan,
deneyler birinci ve besinci giinlerde yapilmistir [56]. Elde edilen sonuglara gére (Tablo
4.1 ve 4.2 de gosterildigi gibi) pozitiflik tiim kitler igin Innovia ve Rotor-Gene cihazlart
tarafindan ilk giin ideal olarak yakalandi. Ancak besinci giinde, Qiagen kiti, Innovia
cihazi i¢in %53,3 ve Rotor-Gene icin %63.3 olan pozitiflik oraninda ilk giine gére 6nemli
bir diisiis gosterdi. Ote yandan RT-LAMP incelendiginde ilk giin pozitiflik oran1 %63,3,
besinci giin pozitiflik oran1 %60 idi. Deneyler pozitifligi onaylanmis 30 hasta lizerinde
incelenmistir. Ozellikle RT-LAMP i¢in kullanilan cihazin tasmabilir olmasi ve tiim
reaksiyon adimlarinin (denatiirasyon, tavlama ve uzatma adimlari) sabit sicaklikta (54°C)
gerceklestirilmesi RT-LAMP sisteminin kullanimini desteklemektedir. Sabit sicaklik
kullanilmas1 mantalitesi sayesinde sadece bir su banyosu kullanarak bile bu adimlar
gerceklestirmenin miimkiindiir [50]. Cok giincel bir teknik olan RT-LAMP metodunun
SARS-CoV-2 tani ve teshisinde kullanimi ¢ok yeni oldugu i¢in kapsamli ¢alismalara
ihtiyag vardir [62]. Ayrica Chaouch ve arkadaslar1 da (2021), tam olarak bu yeniligi
degerlendirmek adina RT-RT-LAMP yontemini SARS-CoV-2’nin teshisi i¢in giiven
araliginin belirlenmesinde kullanmiglardir [50][63].

Bu strateji hizla uygulanabilir ve mevcut zamanlarda toplu tani testleri i¢in kullanima
sunulmadan 6nce klinik drneklerle yasayabilirligi dogrulanabilir. RT-LAMP teknigi saha
taramalarinda ve potansiyel giris limanlarinda hizli taninin saglanmasi igin tercih

edilebilir [50]. Sonugta hem nicel hem de nitel olarak okuyabilen bir analiz sistemidir.
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Bu ¢alisma ile gelecekte birgok KBRN etkeninde salgin veya pandemi durumlarinda ve
hastanelerin acil servislerinin triyaj asamalarinda siklikla kullanilacagini 6ngoriiyoruz.
Ayrica sunulan tez c¢alismasinda, pozitif/negatif sonuglari arasinda farkliliklar
gosterebilen tani Kitleri ve cihazlara alternatif olacak ve ¢alismanin sonuglari daha biiyiik

orneklemlerle yapilacak ileri ¢caligmalara 11k tutacaktir.
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