ANKARA UNIVERSITESI

BIYOTEKNOLOJI ENSTITUSU

TEMEL BIYOTEKNOLOJi

YUKSEK LISANS TEZi

BATI NiL VIRUSUNUN TESPITINE YONELIK OLARAK GERCEK ZAMANLI TERS
TRANSKRIPSIYON iLMiGE DAYALI iZOTERMAL COGALTMA YONTEMI
TASARIMI VE TANISAL KAPASITESININ SORGULANMASI

Saeed Salah Alsmani Ahmed

Danigman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Aykut Ozkul

Haziran

2022



ETIiK BEYAN

Bu tez ¢alismasimin; akademik kural ve etik ilkelere bagl kalinarak hazirlandigini, ¢alismada
yararlanilan ve bu ¢alisma iiriinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yayinlara atifta bulunulmus

oldugunu beyan ederim.

Saeed Salah Alsmani Ahmed

Imzasi1



ONAY

Prof. Dr. Aykut Ozkul damismanliginda Saeed Salah Alsmani Ahmed tarafindan hazirlanan bu
calisma 24/06/2022 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda yiiksek

lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Bagskan: Dog. Dr. Ilyas ONBASILAR Imza:
Uye: Prof. Dr. Erkan YILMAZ Imza:
Uye: Prof. Dr. Aykut OZKUL Imza:

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Aykut OZKUL

Enstiti Mudiri



OZET
Yiksek Lisans Tezi

Bat1 Nil Viriisiiniin Tespitine Yonelik Olarak Gerg¢ek Zamanli Ters Transkripsiyon IImige

Dayali izotermal Cogaltma Yontemi Tasarimi ve Tanisal Kapasitesinin Sorgulanmasi
Saeed Salah Alsmani Ahmed
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Aykut Ozkul

Bat1 Nil Viriisii (BNV) ensefalit, menenjit veya meningoensefalit gibi yasami tehdit eden hastaliklara
neden olmaktadir. BNV enfeksiyonunun hayvan saghginda gézden kagabilen hastalik seyri, halk saglig
acgisindan 6nemli bir sorun olarak degerlendirilmektedir. Dolayisiyla, enfeksiyon spektrumunda yer alan
ve ayristirilabilen klinik belirtiler temelli kanath ve tek tirnakli hayvanlarda hizli ve giivenilir test
sistemlerine gliniimiizde hala ihtiya¢ vardir. Biitiin bunlar g6z 6niine alinarak, bu caligmada, BNV
viriisiiniin tek tilipte ve tek asamali olarak, ger¢ek zamanli hizlandirilmis bir LAMP testi ile hizli tespitini

amaglanmustir.

Bu yontemle gen amplifikasyonu, viral RNA'nin, revers transkriptaz (RTaz) ve Bst DNA polimeraz
varliginda bir primer seti ile 30 dakika boyunca 65 °C'lik sabit bir sicaklikta ayni anda inkiibe edilmesiyle
elde edilmistir. Amplifikasyonun tespiti, agaroz jel elektroforezinin yani sira floresan goriintiileme ile de
gergeklestirilmisti. BNV RNA, nanodrop cihazi kullanilarak ol¢iilmiis ve tespit limitini (LOD)
belirlemek i¢in seri olarak seyreltilmistir (10 pikogram/pL ila 700 nanogram/pL). RT-LAMP, 10 pg'ye
kadar BNV RNA tespit ederken, gercek zamanli RT-PCR 87,5 pg'ye kadar tespit etmistir.

Bu sonuglar, ger¢ek zamanlt RT-LAMP'in gergek zamanlt RT-PCR'den daha duyarli oldugunu
gostermektedir. Gergek zamanli RT-LAMP testi, gercek zamanli RT-PCR'den daha verimlidir ve 30
dakika gibi oldukga kisa bir zaman i¢cinde sonug vermektedir. Gergek zamanli RT-PCR durumunda, ayni

BNV RNA konsantrasyonunda 30 dakika sonra (45 dongiiye kadar) sonuglar alindu.
2022, 85 sayfa

Anahtar kelimeler: RT-LAMP; Gergek zamanli RT-PZR; Bati Nil Viriisii; E geni; NS3 geni; 5° UTR geni.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Designing Real-Time Reverse Transcription Loop-mediated Isothermal Amplification
Method for the Detection of West Nile Virus and Questioning its Diagnostic Capacity

Saeed Salah Alsmani Ahmed
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Aykut Ozkul

West Nile Virus (WNV) causes life-threatening diseases such as encephalitis, meningitis or
meningoencephalitis. The disease course of WNV infection, which can be overlooked in animal health,
is considered as an important public health problem. Therefore, there is still a need today for rapid and
reliable testing systems in poultry and equidae animals based on clinical signs that are within the
spectrum of infection and can be differentiated. Considering all these, in this study, rapid detection of

WNV virus in a single step and tube was aimed with a real-time accelerated LAMP test.

With this method, gene amplification was achieved by simultaneous incubation of viral RNA with a
primer set in the presence of reverse transcriptase (RTase) and Bst DNA polymerase at a constant
temperature of 65 °C for 30 minutes. Detection of amplification was performed by fluorescence imaging
as well as agarose gel electrophoresis. WNV RNA was quantified using the nanodrop device and serially
diluted (700 nanograms/pL to 10 picograms/pL) to determine the limit of detection (LOD). RT-LAMP
detected up to 10 pg of WNV RNA, while real-time RT-PCR detected up to 87.5 pg.

These results show that real-time RT-LAMP is more sensitive than real-time RT-PCR. Real-time RT-
LAMP assay is more efficient than real-time RT-PCR and gives results in a relatively short time of 30
minutes. In the case of real-time RT-PCR, results are given after 30 minutes (up to 45 cycles) at the same
concentration of WNV RNA.

2022, 85 pages

Keywords: RT-LAMP; Real-time RT-PCR; West Nile virus; E gene; NS3 gene; 5' UTR gene.
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1. GIRIS

Viral enfeksiyonlarin neden oldugu hastaliklarm ¢ogu olus ve seyri agisindan karmasik olmasi
ve farkli viral ajanlarin benzer semptomlara neden olabilmesi nedeniyle tanida zorluk
yasanabilmektedir. Bat1 Nil Virlisii (BNV) ensefalit, menenjit veya meningoensefalit gibi
yagami tehdit eden hastaliklara neden olabilir. BNV enfeksiyonunun karakteristik olmayan
semptomlar1 nedeniyle gozden kagabilen bir hayvan hastaligi olmasi, halk saglig1 i¢in dnemli
bir tehdit olarak degerlendirilmektedir. Dolayisiyla enfeksiyon spektrumunda yer alan ve
hastaliga 6zgii belirtiler veren kanath ile tek tirnakli hayvanlarda hizli ve giivenilir test
sistemlerine ihtiyag vardir. Ilave olarak bu testlerin saha sartlarinda uygulanabilirligi, biiyiik bir

avantaj olarak degerlendirilmektedir.

Amplifikasyon yontemleri, hedef sekanslar1 benzer boyutlarda amplifiye edebilmektedirler.
Tim bu yontemler diisiik miktardaki hedef DNA’larin1 (10 kopyadan az) 1 saat gibi kisa siirede
tespit edebilmesine ragmen, baz1 dezavantajlara sahiptir (1, 2). Belirtilen bu teknikler, zayif bir
hedef sekans 6zgiilliigiine sahiptir, bu nedenle, amplifiye edilmis iirlinleri tespit etmek i¢in
ayrintili bir metot veya amplifikasyon i¢in hassas bir cihazlar1 gerektirirler. Elde edilebilir
amplifikasyon biiyiikliigiine ragmen, termal dongiileyici kullanma gerekliligi, rutin bir tani
teknigi olarak kullanimmi engellemektedir. Ote yandan, NASBA ve 3SR, termal ddngiiye
ihtiya¢ duymayan tekniklerdir ve amplifikasyon igin diislik sicakliga bagli olduklarindan
Ozgiilliik agisindan benzerdirler. SDA, izotermal kosullar altinda ¢calismasina ve 4 farkli primer
kullanmasina ragmen, substratlar olarak maliyetli modifiye edilmis niikleotitleri kullanma
ihtiyaci ve ornekte hedef olmayan DN A'nin sindirimi gibi dezavantajlara sahiptir, bu artan arka
planlara neden olmaktadir (3). Nested PCR ve SDA'da oldugu gibi, birden fazla primerin
kullanilmas1 amplifikasyon 6zgiilliigiinii artirsa da, ilgisiz dizilerin amplifikasyonu, niikleik asit

amplifikasyonunda hala bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Diger amplifikasyon tekniklerinin sahip oldugu dezavantajlar, yakin zamanda ilmige-dayali
izotermal amplifikasyon (LAMP) olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelistirilmesine neden
olmustur. Bu teknik, bir saatten daha kisa siirede birkag DNA kopyasmi 10%'a kadar ¢ogaltma

yetenegine sahiptir. Ek olarak, amplifikasyon izotermal kosullar altinda yapilir, dolayisiyla



karmasik ekipmanlara ihtiya¢ yoktur. LAMP teknolojisi sayesinde farkli primer setleri ile viriis
tespit hassasiyetinin arttirilmasi ve saha sartlarinda giivenilir bir tanisal ara¢ olarak kullanilmasi
saglanacaktir. Biyoteknolojinin en 6nemli uygulama alanlarindan birisi olan tanisal sistemlerin
gelistirilmesi ve adaptasyonu perspektifinde “Pen-side veya Point-of-care” (hasta basi)
uygulamaya onemli bir katki saglanmasi planlanmaktadir (4). Ayrica, disik gelir diizeyine
sahip, gelismekte olan bazi iilkeler de dahil olmak iizere bir¢ok alanlar i¢in ekonomik bir

uygulama araci optimizasyonu ger¢eklestirilmis olacaktir.

Bu nedenle, bu calismada, BNV viriisiiniin tek tiipte ve tek asamali olarak, ger¢cek zamanh
hizlandirilmig bir LAMP testi ile hizli tespitini amag¢lanmistir. Gen amplifikasyonu, viral
RNA'nm, revers transkriptaz (RTaz) ve Bst DNA polimerazi varliginda bir primer setleri ile 30
dakika boyunca 65 °C'lik sabit bir sicaklikta ayni anda inkiibe edilmesiyle elde edilir.

Amplifikasyonun tespiti, agaroz jel analizinin yani sira floresan 6l¢iimii ile gergeklestirilir (5).



2. KURAMSAL TEMELLER

Bat1 Nil Viriisiiniin (BNV) ensefalit, menenjit veya meningoensefalit gibi yasami tehdit eden
hastaliklara neden olmaktadir. BNV enfeksiyonunun hayvan sagliginda gbézden kacgabilen
hastalik tablosuna neden olmasi, halk sagligi agisindan 6nemli bir sorun olarak 6ngoriilmektedir.
Dolayisiyla, enfeksiyon spektrumunda yer alan ve ayristirilabilen klinik belirtiler temelli kanath

ve tek tirnakli hayvanlarda hizli ve giivenilir test sistemlerine ihtiyag vardir.

Niikleik asit amplifikasyonu birgok farkli alanda 6nemli bir aractir. Temel arastirmalara ek
olarak, bulasic1 hastaliklarin teshisi gibi uygulama odakli alanlarda da yaygm olarak
kullanilmaktadir. Niikleik asit amplifikasyon araglarindan en yaygin bilineni, nikleik asidi
amplifiye etmek i¢in gelistirilmis ilk teknik olarak kabul edilen Polimeraz zincir reaksiyonudur
(PZR). Bununla birlikte, PZR"in termal dongii ihtiyaci, pahali ekipman ve kontaminasyon
olasihigi gibi dezavantajlari vardir (4). Bu smirlamalar, self-sustaining sequence replikasyonu
(3SR), random-primed rolling circle amplifikasyonu (RCA), nikleik asit sekans temelli
amplifikasyon (NASBA), ilmige dayali izotermal amplifikasyon (LAMP) gibi alternatif
yontemleri dogurmustur. Bu teknikler izotermal amplifikasyon esashi teknikler olup termal

dongiileyicinin kullanilmasina ihtiya¢c duymamaktadir.

2.1. BATI NiL VIRUSU

Bat1 Nil Viriisii (BNV), Bat1 Nil Atesi’ne neden olan zarfli, tek sarmalli bir RNA viriisiidiir.

BNV viriisii Flaviviridae ailesinin bir iiyesi olup, Sar1t Humma Viriisii, Deng Viriisii ve Zika

Virlsu ile birlikte Flavivirus cinsine aittir.
2.1.1. TARIHCE

BNV, ilk olarak 1937'de Kuzey Uganda'da atesli, yetigkin bir kadinda bulunmustur (6). Daha
sonra hastalik, Afrika'nin biiyiikk kismma, Orta Dogu'ya, Avustralya'ya, Bati Asya'ya,
Avrupa'nin bazi bolgelerine ve Amerika'ya yayilmaya devam etmistir (7, 8). Virusiin daha sonra
St. Louis Ensefalit Viriisii ve Japon B Ensefalit Viriisii ile immiinolojik bir iliskisi oldugu kabul

edilmistir. 1950'1i ve 1960'li yillarda Akdeniz'de cesitli salgmlar meydana gelmistir (9).



Bunlardan ilki, 1951'de Israil'de bildirilmistir. Viriis, Hayfa yakimlarmdaki kiiciik bir kasabada
bir ¢ocugun kanindan izole edilmistir (10). 1951 ve 1954 yillar1 arasinda Misir'da genis ¢apli
salginlar meydana gelmistir. Hastalik i¢in kapsamli serosurveyler yapilmasina yol agmistir. Bu
serosurveyler, BNV'nin esas olarak erken ¢ocukluk ¢agi enfeksiyonu oldugunu ortaya
koymaktadir (11). Daha sonraki salginlar 1962'de Fransa'da, 1974'te Giiney Afrika'da, Rusya'da,
Ispanya'da ve Hindistan'da ortaya ¢ikmustir (12). 1970 ve 1980'lerde salginlar ¢cok nadir olsa da
1996'nin baslarinda Romanya'da biiyiik bir BNV salgin1t meydana gelmistir. Bu salgini,
Ortadogu, Avrupa, Fas (1996), Tunus (1997) ve Italya (1998)'da bir seri salgin izlemistir (13).
Tim bu salgmlar meningoensefalit seklinde rapor edilmistir. 1999 yilinda, hastalik, ilk kez
Kuzey Amerika'da yayilmistir ve onemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Viriisiin Kuzey
Amerika kitasina nasil ulastigina dair tam bir agiklama olmasa da hastaligin iilkeye sivrisinekler,
viremik hastalar veya gocler sirasinda egzotik kuslar tarafindan New York'a tasindigina
inanilmistir. Zamanla, vakalar 2002'de tiim Kuzey Amerika'y1 kapsayacak sekilde benzeri

goriilmemis bir yayilim serilemistir (7).

Tiirkiye'de de 2010 yilinda 47 Bat1 Nil atesi vakasi ile Refik Saydam Ulusal Halk Sagligi
Kurumu tarafindan 2011 yilinda ti¢ vaka bildirilmistir (14). Diger taraftan son on yilda, viriisiin

Avrupa'daki yayilis1 da detayl olarak rapor edilmistir (15).
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Sekil 2.1. BNV'nin global dagilimi (16)

2.1.2. FILOGENI

Filogenetik calismalarda son gelismeler, dokuz BNV hattin1 gostermektedir. Linecage 1 ve
Lineage 2 en yaygin olarak kabul edilir, ancak Lineage 1 digerlerinden daha yaygindir ve en az
iki farkl dala boliinmiistiir. Clade 1a esas olarak Avrupa, Afrika ve Amerika'da bulunurken,
Kunjin Viriisii olarak da adlandirilan Clade 1b sadece Okyanusya'da bulunmustur (17). Lineage
2 ise, Afrika ve Madagaskar'da bulunan izolatlar1 ve Avrupa'daki son salginlar1 (Macaristan,
Yunanistan ve italya) icermektedir (18). ikinci Lineage'in birinci Lineage'den daha az patojenik
oldugu diisiiniilmiis, ancak daha sonra iki Lineage'in degisen derecelerde patojenik yetenege

sahip oldugu ortaya konulmustur (19).

Rabensburg Virus olarak da bilinen Lineage 3, Cek Cumhuriyeti'ndeki Culex pipiens
sivrisineklerinden siklikla izole edilen daha az yaygin Lineage’lerden birisidir (20). Lineage 4’
Rus susu temsil etmektedir (21). Lineage 5, Hindistan'dan gelen suslar1 icermekte olsa da bazi
arastirmalar onu Lineage 1'in farkli bir alt grubu olarak da smiflandirmaktadir (clade 1¢) (22).

Lineage 6 Ispanya'da izole edilmistir ve kiigiik bir gen fragmanma dayal dizi gesitliligi



gOstermektedir (23). Koutango Virusu olarak da bilinen 7. Lineage, keneler ve kemirgenlerden

izole edilmistir (24). Calismalar, Lincage 1'den daha yiiksek bir viriilansa sahip oldugunu

kanitlamistir. Sekizinci Lineage, Kedougou/Senegal'de Culex perfuscu'dan izole edilmistir (25).

Son olarak, Lineage 9 (Lineage 4'Un alt grubu), Avusturya'daki Uranotaenia unguiculata

sivrisineklerinden izole edilen bir viriis tiirlinden olusmaktadir (26). BNV Lineagelerinin

viriilansma ragmen, BNV'nin insan saglig1 tizerinde hafif bir etkisi olmustur.

Tree scale: 0.1
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Sekil 2.2. BNV lineagelarina iligkin filogenetik analiz (27)
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2.1.3. BATI NIL VIRUSUNUN SINIFLANDIRILMASI

Bat1 Nil viriisti Flavivirus cinsine ait olup, Flaviviridae ailesinin bir {iyesidir. Flaviviridae ailesi,

Hepacivirus (bu cinsin tek iiyesi olan Hepatit C viriisii dahil) ve Pestivirus (Sigir Virusi Ishal

Viriisii tip 1 ve tip 2, Sinir Hastalig1 Viriisii ve Klasik Domuz Atesi Viriisii) dahil olmak {izere

iki ilave cins igerir. Flavivirus cinsi, antijenik iliskili 12 grupta siniflandirilan en az 70 tiir (Sar1



Humma Virisi, Deng Virusi ve Zika Virsu gibi) icerir. BNV, Japon Ensefalit Virtsi (JEV)
antijenik gruplarindan biri olarak kabul edilmekte ve ayrica gruba, St. Louis Ensefalit Virtsu
(SLEV), Cacipacore Virtst (CPCV), Koutango Virist (KOUV), Yaounde Virlsu (YAOV),
Usutu VirGsu (USUV), Murray Valley Ensefalit Virtsti (MVEV), ve Alfuy Virust (ALFV) de
dahil edilmektedir (Sekil 2.2.) (28).
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Sekil 2.3. Japon Ensefalit Virusu (JEV) antijenik grubu (28)

2.1.4. BNV'NIN YAPISI VE GENOMU

Bati Nil viriisii (BNV), zarfli, pozitif sarmalli bir RNA virlistidiir. Virion yaklasik 45 - 50 nm
capindadir ve 11.000 niikleotitden olusan RNA genomu igerir. Virionun genomik RNA's1, bir
ikosahedral kapsid ve iki katmanl zarf ile kusatilmistir. Genom, hiicresel ve viral proteazlar
tarafindan on proteine boliiniir ve yaklagik 3000 amino aside cevrilir. On proteinden yapisal

proteinler olarak isimlendirilen Ucl (zarf proteinleri (E), kapsid proteini (C) ve 6n membran
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(prM)), virion olusumu i¢in gereklidir. Diger yedi protein ise (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B ve NSS5), yapisal olmayan proteinler olarak adlandirilir ve genom replikasyonu igin

gereklidir (29).

5'NCR ORF 3" NCR

priv NS28 NS4A
CAP ‘ C ‘M 3 NS1 ‘NSZA‘ NS3 ‘ ‘NS4B NS5 f——ClUow

o 0.5kb
Structural Non-structural

Sekil 2.4. Bati Nil viriisii genomunun organizasyon semasi (29)

2.1.4.1. Yapisal Proteinler (SP)

Yapisal proteinler, kapsid proteini (C), oncll zar (prM/M) ve zarf proteininden (E) olusur. Bu
proteinler viryon olusumu i¢in gereklidir ve viryon olusumu, viriis girisi ve flizyonunun yani
sira viral genomun kapsidasyonunu igerir. Tiim yapisal proteinler genomun 5' ucunda yer alir.
Kapsid proteini (C), RNA genomunu baglamanin yani sira RNA'y1 olgunlasmamis viryonlara
paketler (30). Onciil membran (prM) proteini, furin tarafindan M proteini olmak iizere bir kez
daha béliiniir. Onciil membranim (prM), viriisiin fiizyonu sirasinda E proteinini erken fiizyona
ugramaktan korudugu diistiniilmektedir. M proteininin varligi, viriisiin hiicreye girisi i¢in gerekli
olan proteinleri aktive eder (31). E proteini ise hedef hiicre tizerindeki reseptorlere baglanir ve

dolayisiyla viriisiin girisini kolaylastirir. Ayrica viriisiin serotip 6zgilliigiinii de tespit eder (32).
2.1.4.2. Yapisal Olmayan Proteinler (NSP)

Yapisal olmayan proteinler (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ve NS5) esas olarak viral
replikasyonun diizenlenmesinden ve ayrica transkripsiyon ve translasyon mekanizmalarinin

diizenlenmesinden sorumludur ve genomun 3' ucunda yer alirlar.

NSI1, hastanin serumunda yiksek miktarlarda Gretilen bir glikoproteindir. Protein, viral
replikasyon icin bir kofaktdr olarak dnemli bir rol oynar (33). NS2A proteininin bir¢ok islevi

vardir. Viral birimlerin toplanmasi1 ve olgunlagmasinda, viral replikasyonda ve konakgi hiicre



Olimundn indlUklenmesinde rol oynar. Ayrica interferon reaksiyonunu da engelledigi
bilinmektedir (34). NS2B ise NS2A gibi hidrofobik bir proteindir. Bu protein, NS3 proteolitik

aktivitesi igin bir kofaktor protein olarak islev goriir (34).

NS3 proteini, diger yapisal olmayan proteini iiretmek igin poliproteini par¢alamak igin gerekli
olan viral proteaz aktivitesinin yani sira helikaz ve NTPaz enzim aktivitelerini de kodlar (35).
NS4A endoplazmik retikulumun bir modifikasyonu ve hizli genislemesi i¢in gereklidir, ayrica
NS3 helikaz aktivitesini de dizenler (36). NS4B ise, interferon sinyalini bloke eder (37). Son
olarak, diger yapisal olmayan proteinler arasinda en biiyiikk yap1 olarak kabul edilen NS5
proteinidir. NS5 proteini, RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) ve adenosil metionin
metiltransferaz olan iki enzimi kodlar (38).

2.1.5. YASAM DONGUSU VE BULASMA YOLU

BNV'nin bulagmasi, cogunlukla Culex tiirleri olmak iizere, enfekte sivrisineklerin 1sirmasi ile
meydana gelir. Viriisiin bulasma yogunlugu, bulundugu ortama, sivrisinek yogunluguna ve
beslenme aligkanliklarina gore degisir. Kuslarin birincil konak oldugu kabul edilir, ancak ayni
zamanda insanlari, atlari, kedileri, kopekleri ve diger memelileri de enfekte edebildikleri
bilinmektedir. Bununla birlikte, memeliler (Son) (Dead-end) konaklar olarak kabul edilir (Sekil
2.6.). Sivrisinekler, enfekte olmus kus kaniyla beslendiklerinde viriis ile enfekte olurlar. Viriis,
10 giin ile 2 hafta arasinda degisen bir kulugka siiresi boyunca sivrisineklerin ig¢inde kalir.
Sivrisinekler de viriisii, diger hayvanlara ve insanlara bulastirabilir. Bununla birlikte, hayvanlar
ve insanlar arasinda herhangi bir bulagsma vakasi bildirilmemistir. Viriis, enfekte hayvanin kan

veya dokulari, anne siitii, organ nakli ve kan nakli ile temas yoluyla da bulasabilir.

Culex sivrisinekleri birincil bulasma vektorii olarak kabul edilir. Ancak BNV, farkl tilkelerde
farkl1 Culex tiirlerinden izole edilmistir. Bat1 Amerika Birlesik Devletleri'nde C. tarsalis birincil
bulagsma vektorii olarak kabul edilirken, Dogu Amerika Birlesik Devletleri'nde C. pipiens en
yaygin olanmidir (39). Kuzey Amerika'da ana vektorler C. pipiens ve C. restuans iken, Giiney
Amerika'da C. quinquefasciatus olarak bildirilmistir. C. annulirostris, Avustralya'daki ana

vektordiir. Asya'da C. quinquefasciatus, C. tritaeniohynchus ve C. vishnui var olmustur.



Avrupa'da C. pipiens, C. modestus ve Coquillettidia richiardii tirleri BNV dodngistinde rol
oynamaktadir. Afrika ve Orta Dogu'da C. univittatus ortak vektordiir. Bati Nil viriisii i¢in rapor
edilmis birincil olmayan vektorler de vardir. Bunlar Anopheles, Psorophora, Deinocerites,
Uranoteania, Culiseta, Aedes, Mansonia, Mimomyia, Orthopodomyia, Aedemomyia ve

Coquilletidia'dir.

B Cx. pipiens
B Cx. quinquefasciatus
[ Cx. tarsalis

Sekil 2.5. Bat1 Nil viriisiiniin birincil vektorlerinin cografi dagilimi: (A) Culex pipiens (koyu gri)
ve Culex quinquefasciatus (kirmizi), (B) Culex tarsalis (mavi) (40)

Viriis, sivrisineklerin i¢inde diisiik sicakliklarda ¢ogalmadigi icin gogmen kuslar viriisiin daha
sicak bolgelere yayilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bunun nedeni, kuslarin yiliksek diizeyde
viremi liretmesidir ve dolayisiyla BNV i¢in 6nemli bir rezervuardir. Bu, memelileri kanlarindaki
diisiik viremi seviyelerine sahip olduklarindan, BNV igin (Son) (dead-end) bir konakg¢1 haline

getirecektir. Bilim adamlar1 daha 6nce WNV'nin kuslara bulagsmadigina inaniyorlardi, ancak
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yapilan aragtirmalarla BNV viriisiiniin baz1 suslarinin kuslarin liimiine neden olabilecegi veya
hastalik belirtileri gosterebilecegi gosterilmistir (41). Kuslar, hastalik belirtileri gostermeden

enfekte olabilir ve boylece virlisiin tastyicist olarak hareket edebilirler.

Transmission Cycle of West Nile Virus

Bird to Mosquito /

Accidental Hosts:
‘\\\ People & Animals
\

Reservoir Host: Mosquito to Bird Insect Vector:
Birds Mosquitoes

Sekil 2.6. Bati1 Nil Viriisii Biyolojik Déngusu (8)

2.1.6. PATOGENEZ VE BAGISIKLIK YANITLARI

Sivrisinekler, enfekte olmus kuslarin kaniyla beslendiklerinde viriis ile enfekte olurlar. Viriis,
10 giin ile 2 hafta arasinda degisen bir inkiibasyon siiresi boyunca sivrisineklerin i¢inde kalir.
Bu donemde virlis mezenter epitel hiicrelerinin i¢inde ¢cogalmaya baslar. Tiikiiriik bezlerinde
virlis Uremesi devam eder (42). Sivrisinekler, sirayla, bagka bir kan emme islemi sirasinda viriisii

deri altindan diger hayvanlara ve insanlara inokule eder.

BNV ile insanlarin enfeksiyonu biiyiik olasilikla asemptomatik oldugundan, bu viriisiin
patogenezini anlamak ¢ok zordur. Bu nedenle, BNV nin patogenezini anlamak i¢in kemirgen
modelleri tizerinde ¢alismalar yapilmistir (43). Virlisuin kutandz enjeksiyonunu takiben viris ilk

olarak deri Langerhans dendritik hucrelerinde replike olur (44). Daha sonra virls, lenf
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diigiimlerinde, folikiiler dendritik hiicrelerde, B hiicrelerinde ve makrofajlarda replikasyona
devam eder. BNV, bolgesel lenf diigiimlerini enfekte ederken, dendritik hiicreler (DC), bulasict
yayilmay1 kisitlamak i¢in interferon (IFN) tip 1 ve tip 2'yi salgilar. Virls nihayet torasik lenf
kanali ve lenf kanallar1 yoluyla kan dolagimina girer ve birincil viremi olusturur. Viremi, sirayla,
virlisiin karaciger, bobrek, dalak, epitel hiicreleri ve makrofajlar gibi retikiiloendotelyal sistem
organlarma bulasmasina neden olur (Sekil 2.7.) (45). Immiin yanit ve &zellikle antiviral
interferon (IFN) tip I yanit1 viriisii periferik dokulardan temizlediginden, viriisiin kandan izole

edilme olasilig1 azalmaya baglar.
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bobrek, dalak, karaciger

Sekil 2.7. BNV enfeksiyonlarinin deriye girdikten sonraki ilk patogenezi (45)

Ayrica viriis yiiksek konsantrasyonda beyine ulasabilir, viriis kan-beyin bariyerini gecer ve
merkezi sinir sistemine (CNS) girer. Ancak bazi ¢aligmalar, makrofaj inhibitor faktor (MIF) ve
timor nekroz faktori-o (TNF-a) gibi bazi ¢oziiniir yangisal faktorlerin de virisin beyne
bulagsmasina yardimei oldugunu gostermistir (46). Viriis ayrica olfaktér ndron enfeksiyonu ile
bulasabilir ve olfaktér loba yayilabilir veya aksonal retrograd yolla enfekte periferik

noronlardan beyin omurilik sivisina (BOS) gecis yapabilir (47). Viriis sinir sistemine ulastiginda
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beyin korteksi, hipokampus, bazal gangliyonlar, beyincik, beyin sap1 ve omuriligi enfekte eder,

ayrica dokularda iltihaplanmaya, hiicrelerde islev bozukluguna ve par¢alanmaya neden olur.

Dogustan gelen bagisiklik sistemi hiicreleri, BNV enfeksiyonunun kontrolii i¢in ¢ok &nemli
olup, 6zellikle Gg tipi (Tip I (IFN-a ve IFN-B), tip IT (IFN-y) ve tip III (IFN-L)) olan interferonlar
bu bagisiklikta kritik rol oynamaktadir. Interferon (INF) Tip I, en yaygmn dogustan gelen
bagisiklik kontrolii olarak kabul edilir. Interferon (INF) Tip I, 15kositler ve parankimal hiicreler
tarafindan tiretilen IFN-a/p igerir ve antiviral gen fonksiyonlarmin dizenlenmesini indukler. Ek
olarak, tip I IFN'ler, dendritik hiicre, B ve T hiicrelerinin olgunlagsmasimni indiikleyerek dogustan

gelen bagisiklik ile adaptif bagisiklik arasinda baglanti kurmada rol oynar (48).

Interferon tip I (IFN-y), T hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler tarafindan salgilanr. IFN-
y, miyeloid hiicreleri aktive ettiginden ve ardindan Th1-Th2 polarizasyonunu, CD 4+ T-hiicre
aktivasyonunu indiikklediginden ve ana doku-uyumluluk kompleksi (MHC) Smf I
molekiillerinin hiicre yiizeyi ekspresyonunu arttirdigindan, adaptif immiin yanitin module
edilmesinde rol oynar. Ek olarak, IFN-y, bir antiviral durumu indiklemede rol oynar. IFN-y
veya IFN-y reseptorii eksikligi olan fareler iizerinde ¢aligmalar yapilmis ve viriisiin farelerde
oldiriiculigi artirdign tespit edilmistir. Bu ¢alisma, interferonun ana fonksiyonunun BNV

enfeksiyonunu kontrol etmek oldugunu gostermistir (49).

Daha 6nce I1L-28a/b ve I1L-29 olarak bilinen interferon tip 111 (IFN-X), enfeksiyonun kontroliinde
de rol oynar. Enfeksiyonu kontrol ettigi mekanizma hala tam olarak a¢ik degildir, ancak duyarl
hiicrelerde BNV benzeri pargaciklar tarafindan enfeksiyonu onledigi tahmin edilmektedir.
Ancak, bu sitokinin eklenmesinden dnce enfekte olan hicrelerde viral replikasyonu inhibe

etmede basarisiz olur (50).

Hem hucresel hem de humoral bagigiklik BNV viriis enfeksiyonunun kontroliinde 6nemli bir
rol oynar. Calismalar, CD8+ veya CD4+ T hiicrelerinin varliginin gegici olarak viral yiikii
azaltma ile iliskili oldugunu kanitlamistir (51). Boylece, onlarin yoklugu, BOS'daki enfekte
ndronlardan BNV'nin temizlenememesiyle sonug¢lanir. RANTES, CXCL10, Kemokin (CC

motifi) ve ligand 5 (CCLS5) gibi kemokinler, viriisiin enfekte olmus dokulardan temizlenmesini
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kolaylastirir (52). CXCL10'daki bir genetik eksiklik, CNS'ye giden T-hlcresi trafiginin
azalmasina neden olur. Boylece, viriis yiikleri artar. Son zamanlarda, BNV enfeksiyonlarmin
patogenezinde bazi konakgi faktorlerin rol oynadigi bulunmustur. Bunlardan biri, BNV

enfeksiyonu sirasinda beyine T-hiicre trafigine izin veren CCRS5 kemokindir (53).
2.1.7. TURKIYE'DE BNV'NiN EPIDEMiYOLOJiSi VE DURUMU

Tiirkiye, BNV salgmlarinin meydana geldigi ve insan-hayvan BNV vakalarinin siklikla tespit
edildigi iilkelerle yakindan iligkili bir cografyada yer almaktadir. Dolayisiyla, Tiirkiye, BNV
icin endemik sayilabilecek bir konumdadir (Sekil 2.1.). Tirkiye'de farkli c¢alismalarda
seroprevalans gosterilmis olsa da virtisiin Tiirkiye'deki yayilimina iligkin bilgiler halen kisithdir.
BNV'nin insan ve hayvan vakalarmin artan sayisi ve sivrisinek surveyans ¢alismalarindan elde
edilen smirh bilgiler, enfeksiyonun Tiirkiye'de dnemli bir halk saglig1 sorunu haline geldigini

gOstermektedir (54).

Agustos 2010'da Tirkiye'de Saglik Bakanligi, Tiirkiye'de BNV'nin varligma iliskin ilk resmi
aciklamay1 duyurmustur (55, 56). 1964 yilinda, Tiirkiye'de insan Arboviriis enfeksiyonlari ile
ilgili ilk ¢calisma Refik Saydam Hifzissthha Enstitiisii’'nden Heperkan ve Ari1 (57) tarafindan
yapilmistir. Farkli illerden toplanan (izmir, Erzurum, Adana ve Diyarbakir) 559 serum drnegi
ile yapilan ¢alisma, Arboviriislere karsi antikor arastirmasi i¢in hemagliitinasyon inhibisyon
yontemini icermekte ve Arboviriislerin neden oldugu bir hastaligin varligini bildirmektedir.
Calisma ayrica ilerleyen yasla birlikte seropozitifligin arttigini1 gostermistir. Daha sonra 1966
yilinda Serter, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinigi'ne getirilen
hastalarin {igte birinin viral oldugunu ve bu enfeksiyonlarin biliyiikk ¢ogunlugunun

Arboviriislerden kaynaklandigini kanitlamistir (58).

Bagka bir arastirma, Viyana Universitesi'nden Radda tarafindan yapilmistir (59). Orta ve Dogu
Anadolu illerinden evcil hayvanlar ve serbest yasayan farelerden alman 214 serum Ornegi
calismaya dahil edilmistir. Calisma, Ankara ili ve c¢evresinde aktif bir BNV varligini
gostermistir. Hatay ilinde de viriisiin aktif olduguna dair kanitlar vardir. Hatay ilinde koyunlarin

%1,29'unda (2/155) TBEV nétralize edici antikorlarin saptanmast ile yapilmstir (55). 1970'lerin
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ikinci yarisinda Gilineydogu Anadolu bolgesinde hemagliitinasyon inhibisyonu (HI) yontemi
kullanilarak bir ¢aligma yapilmistir. BNV seropozitifligi ¢alismast i¢in 937 kisiden serum
ornekleri alinmig ve Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde farkli ilgelerde %38 ile %47,8 arasinda
degisen ¢ok yiiksek oranlarda seropozitiflik saptanmistir. Calisma ayrica, ilerleyen yasla birlikte
seropozitifligin arttigini gdstermistir. Oyle olsa bile, bu calismada ve karsilastirilabilir
caligmalarda elde edilenlerin Flaviviriisler arasinda gozlenen antijenik ¢apraz reaksiyonlardan
kaynaklanmas1 son derece muhtemeldir ve hemagliitinasyon inhibisyonu (HI) yontemi gibi

gruba 6zgii testlerde ortaya ¢ikarilmistir (60).

2006 yilinda Ozkul ve ark. 10 farkl ilden (Hatay, Adana, Antalya, Mugla, Izmir, Sanhurfa,
Bursa ve Ankara) insan ve cesitli hayvanlar {izerinde seroepidemiyolojik bir c¢aligma
yliriitmiistiir. Bu ¢calismada, 764 serum 6rneginde BNV ye karsi nétralize edici antikor varligi
arastirilmis ve seropozitiflik kopeklerde %37,7, atlarda %13,5, sigirlarda %4, katirlarda %2,5,
koyunlarda %1, ve insanlarda %20,4 olarak bildirilmistir (61). 2012 y1linda Ozkul ve arkadaslar1
tarafindan Orta ve Kuzey Anadolu'da yapilan bir bagka calismada, BNV arastirmasi i¢in
insanlarda ve atlarda akut CNS enfeksiyonlarmdan 2516 kan 6rnegi toplanmis ve bu 6rneklerde
viral RNA tespit edilmemesine ragmen, BNV nin IgM acgisindan reaktif oldugu bulunmustur.
%0,99'luk (25/2516) bir IgG pozitifligi de tespit edilmis ve drneklerin %0.56's1 (14/2516) bir

plak azaltma nétralizasyon testi ile dogrulanmustir (62).

Giineydogu Anadolu'da BNV seroprevalansini arastirmak i¢in yapilan baska bir ¢alismada, 181
serum Ornegi, indirekt immiinofloresan testi (IIFT) ile BNV IgG i¢in degerlendirilmistir. BNV
IgG i¢in pozitif serum, ayrica plak azaltma nétralizasyon deneyi (PRNA) ile analiz edilmistir.
Sonug, IIFT yéntemi ile %16 (29/181), plak rediksiyon nétralizasyon (PRNT) yontemi ile %9,5
(17/179) olarak bildirilmistir (63). Baska bir c¢alisma, etiyolojisi bilinmeyen steril
menenjit/ensefalit vakalarndan BNV'ye kars1 IgG (hastalarin %9,2'sinde) ve IgM (hastalarin
%3,4'linde) antikorlarinin varligini bildirmistir. 87 serum ve BOS 6rnegi ELISA ve IFA teknigi
ile degerlendirilmis, ardindan pozitif bulunan 6rnekler real-time PCR teknigi ile dogrulanmustir.
Serum numuneleri, BNV'ye kars1 antikor ile pozitif olmasina ragmen, BOS 6rnekleri, gergek
zamanli PCR ile viral RNA i¢in negatif bir sonu¢ vermistir. Hatta bazi 6rnekler, Dang Hummas1

ve Sandfly Atesi Viriislerine kars1 antikor pozitifligi gdstermistir. Bu da viriisiin epidemiyolojisi
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ve Turkiye'deki ekolojik 6zellikleri hakkinda iyi bir bilgiye ihtiyag oldugunu gdstermektedir
(64).

Sonug olarak, yukaridaki verilere gore viriisiin Tiirkiye'deki varlig1 kiigiimsenemeyecek kadar
onemlidir. Virlise maruziyet insanlarda ve hayvanlarda gosterilmistir. Bu durum, viriisiin aktif

hastalik yoklugunda uzun siire hayatta kalmasina baglanmaktadir (55).

2.2. NUKLEIK ASIiT AMPLIFIKASYON TEKNIiKLERI

Niikleik asit amplifikasyonu, bircok bilim insani tarafindan degerli bir teknik olarak kabul
edilmektedir. Bu teknikler, dogru tan1 koyma kapasitesinin yiiksek olmasi nedeniyle genetik
bozukluklarin ve bulasici hastaliklarin teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknikler,
yaygin olarak kullanilan PCR-dayal1 tespit (65, 66), niikleik asit sekans bazli amplifikasyon
(NASBA) (67), self-sustaining sequence replikasyonu (3SR) (68) ve sarmal yer degistirme
amplifikasyonu (SDA) (69, 70) icermektedir. Bu tekniklerin her biri, niikleik asidi digerlerinden
farkli bir sekilde amplifiye etme yontemine sahiptir. Ornegin, 3SR ve NASBA, hedef sekansi
cogaltmak i¢in 1s1 denatiirasyonu yerine bir transkripsiyon ve ters transkripsiyon reaksiyonunun
seti kullanir. Benzer sekilde, SDA, DNA'y1 ¢ogaltmak i¢in 1s1 denatiirasyonu yerine bir dizi
restriksiyon enzimi sindirimi ve sarmal yer degistirme DNA sentezi kullanir. Bunun aksine,

PCR, DNA'y1 ¢ogaltmak i¢in ¢ift sarmalli DNA'nin denatiirasyonuna baghdir.

Son zamanlarda, ilmige dayali izotermal cogaltma (LAMP) en popiiler amplifikasyon
tekniklerinden biri olarak gelistirilmistir. Bu yontem esas olarak, hassasligi, hizi, 6zgiilliigi ve
basitligi nedeniyle tercih edilmektedir. Hedef DNA'nin alt1 farkli bolgesine 6zel dort primer
gereklidir ve reaksiyon, izotermal kosullarda baslar, ardindan primerler, bir ilmek yapisi

olusturarak reaksiyonu hizlandirir.
2.2.1. ILMiGE DAYALI iZOTERMAL COGALTMA (LAMP)

Yeni gelistirilmis bir gen amplifikasyon yontemi olan ilmige dayali izotermal cogaltma
(LAMP), hiz, basitlik ve yliksek 6zgiilliigli birlestirir. Bu yonteme dayali olarak gelistirilen

testlerde nukleik asitlerin ekstraksiyonundan amplifikasyonun tespitine kadar olan tim
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asamalarda Ozellikle basitlik korunmustur. LAMP reaksiyonu, yetersiz kaynak ortamlarinda
genetik testi (gelismekte olan lilkeler gibi) ve gida iirlinleri ve ¢evresel drneklerin hizli testi ve
bakim-noktasi testi dahil olmak tizere g¢ok c¢esitli olas1 uygulama alanlarinda kullanilmaktadir
(72).

2.2.1.1. LAMP Prensibi

LAMP prensibi, izotermal kosullar altinda otomatik dongiiye ve Geobacillus
stearothermophilus'tan elde edilen Bst polimerazin aracilik ettigi yiikksek DNA zinciri yer
degistirme aktivitesine dayanmaktadir. Stire¢ iki adimdan olusur: Dongiisel adim ve Donglisel
olmayan adimdir (72). Reaksiyon, Bst polimeraz aktivitesi i¢in gereken sicaklik olan 60-65°
C'lik bir sicaklikta gergeklestirilir (73). Notomi ve arkadaslarinin ¢aligmasinda (5), LAMP
reaksiyonu, hedef kalip i¢inde alt1 farkli sekansi taniyabilen dort primerden olusan bir set
icermektedir. Bu dort primer, iki dis primerdir (ileri dis primer (F3) ve geri dis primer (B3)) ve
iki i¢ primerdir (ileri i¢ primer (FIP) ve geri i¢ primer (BIP)) icermektedir. Dis primerler, hedef
DNA'nin yalnizca bir harici sekansini tanirken, i¢ primerler, hedef DNA'nin bir sens ve bir anti-

sens dizisini tantyan iki farkli diziden olusmustur (5).

2.2.1.1.1. Dongusel Olmayan Adim

Dongiisel olmayan adim 65 °C'de gergeklestirilir, bu sicaklikta primerler spesifik diziye
hibritlenebilir (5, 74). leri i¢ primer, orijinal hedef sekans ile hibritlesir ve yeni ileri ipligin
sentezi, ileri i¢ primer tarafindan ¢evrelenen 3' ugtan baglar. Daha sonra, ileri dis primer, ayni
orijinal hedef sekansla tekrar hibritlenir ve bu yeni ileri ipligin sentezi, enzim, i¢ primerin
kullanilmasiyla olusturulan ilk ipligin 5’ ucunu bulana kadar devam eder (Sekil 2.8.). Sonradan,
LAMP'da kullanilan enzimin 6zelliklerinden dolayi, ileri i¢ primerin kullanilmasiyla olusturulan
ilk ileri ipligin yer degistirmesi meydana gelir. Daha sonra, ayrilmis iplik bir ucunda ilmekli bir
yap1 olusturacaktir. Bu, i¢ primerin ters sekansinin hedef sekansa tamamlayici olmasi nedeniyle
olusur. Bu tek sarmalli DNA, geri primerler (BIP ve B3 primerler) i¢in bir kalip olarak gorev
goriir. Bu daha sonra, ileri ipin iplik kaymasi iiretecektir. Dolayisiyla, halter (dumbbells)

benzeri bir DNA yapisi olusturacaktir (5, 72).
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Sekil 2.8. LAMP'in primer seti konumunu ve kaliptaki karsilik gelen sekansini temsil eden tipik
harita. BL: ilmik primer B-ilmik; FL: ilmik primer F-ilmik; F3: ileri dig primer; FIP: ileri i¢
primer; B3: geri dis primer; BIP: geri i¢ primer. Her primerin, hedef dizideki renkle eslesen bir
rengi vardir

2.2.1.1.2. Dongiisel Adim

Bu asamada, ileri i¢ primer, bir ilk adim sirasinda olusan ipligin ilmegine hibridize olur ve stem
bolgesinde hedef sekansin ters ¢evrilmis bir kopyasini ve karsi tarafta bir ilmek ile yeni bir iplik
Uretmek i¢in ipin yer degistirmesini kolaylastirir. Dolayisiyla, self-priming sarmal yer
degistirme DNA sentezi siirecinden kaynaklanan iki {irtin vardir. Bu iiriinlerden biri tamamlayici
iplik, digeri ise ¢ift uzun stemli baska bir ipliktir. Her iki yap1 daha sonra sonraki amplifikasyon
dongiileri i¢in kalip olarak kullanilir. Bu, dongiiniin her yarisinda hedef dizinin {li¢ kat amplifiye
edilmesine imkan saglamaktadir (5, 72). Bst DNA polimerazin yiiksek yer degistirme aktivitesi
sayesinde, yiiksek molekiiler agirlikli biiyiik miktarda DNA hizla iiretilir (75, 76). Dolayisiyla,
hedef DNA bir saat icinde 10° kopyaya kadar ¢ogaltilabilir. Son olarak, birden ¢ok ilmege sahip,

farkli uzunlukta ve karnabahar benzeri yapilarda stem-ilmek DNAlar1 olusturulur (77).
2.2.113. LAMP Hizlanmasi

LAMP reaksiyonu hizlandirmak amaciyla, ilmik primerleri (ileri ilmik (LF), geri ilmik (LB))
ad1 verilen iki ek primer eklenebilir (78). IImek primerler, stem-ilmekleri ile hibritlenir, ancak

i¢ primerler tarafindan halihazirda hibridize edilmis ilmeklerle degil (78).
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2.2.1.2. LAMP Primerlerinin Tasarimi

Tiim niikleik asit amplifikasyonuna dayali tekniklerde primer tasarimi, sonuglarin basarisini ve
kalitesini etkileyen en kritik faktorlerden biridir (79). LAMP primerlerinin tasarimi, hedef

dizideki alt1 ile sekiz bolgenin se¢imine dayanmaktadir.

LAMP primerlerini tasarlarken, ikincil yapilarin olusumundan kaginmak onemlidir (primer
dimer olusumu), 6zellikle i¢ primer icin, ¢linkii bunlarin uzunlugu 40 niikleotide kadar
ulagabilir. FIP iki diziden olusur; 3’ ucunda F2c¢ bélgesine tamamlayici olan F2 dizisi ve 5’
ucunda Flc bolgesi ile ayn1 dizi vardir. BIP’in ise; 3' ucunda B2c bolgesine tamamlayict olan
B2 dizisi vardir ve 5" ucunda Blc bolgesi ile ayni diziye sahiptir. LP primerinin tasarimi, F1 ile
F2 arasindaki bolgeye karsilik gelen tamamlayici bir sarmal (LF primer icin) ve Bl ile B2
arasindaki bolgeye karsilik gelen baska bir tamamlayict sarmalin (LB primeri igin)

kullanilmasina baghidir (Sekil 2.8.).

2.2.1.2.1. LAMP Primer Tasarim Yazihimi

Primer tasariminin karmasikligi nedeniyle bir¢ok farkli hem iicretsiz hem de lisansh olarak
yazilim mevcuttur. Eiken Chemical Co. tarafindan saglanan, 6zellikle LAMP teknigi i¢in
ticretsiz bir primer tasarim yazilimi oldugundan literatiirde en yaygin olarak kullanilan Primer
Explorer V4 (PE4)'dlr (80). Fakat, LAVA (LAMP Assay Versatile Analysis) (81) ve LAMP
Designer (Optigene, Horsham, ingiltere) gibi diger yazilimlar, mevcut 6zellikleri iyilestirerek,
farkli o6zellikleri de kazandwrmak i¢in gelistirilmistir. Tasarlanan primerleri ¢apraz

homolojilerden icermezler ve ¢oklu sekans hizalamasina dayali primer tasarimina izin verirler.

2.2.1.3. Ters Transkripsiyon (RT) -LAMP

LAMP teknigi, bir ters transkripsiyon adimi eklenerek RNA icin de uygulanabilmektedir. Ters
transkripsiyon adiminda, genellikle Kanatli Miyeloblastoz Virlisi (AMV) ters transkriptaz
enzimi kullanilir ve bu, tek adimli bir protokolde yapilabilir. Ters transkriptaz enzimleri i¢in

gereken sicaklik, izotermal amplifikasyon i¢in gereken sicaklikla aynidir (60—65 °C) (82).
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Orta Dogu Solunum Sendromu koronaviriisii (MERS - CoV) (83), influenza virlsleri (84),
Solunum sinsityal virlsu (85), Hepatitis C virtisu (86), Ebola virusu (87), Zika virls (88) ve
Dang virtisu (89, 90) i¢in RT-LAMP kullanilmigtir. RT-LAMP testi tasmabilir bir sekilde
gerceklestirilebildigi i¢in epidemiyolojik bir siirveyans sistemi olarak uygulanabilir hale

gelmektedir.

Su anda, HIV’in RT-LAMP ile tespiti, teknigin en bagarili kullanimi olarak kabul edilmektedir.
RT - LAMP, enfekte edilmis bireylerde uykuda olan HIV asamasmi teshis etmek icin
uygulanmistir (91). Tim kandan pozitif HIV-1 tespitinin akilli telefon goriintiisiinii saglamak
icin RT-LAMP ile dijital bir cihaz ile birlestirilerek yeni bir gelisme saglanmistir (92). Bu
gelisme, RT-LAMP testini laboratuvara dayali gozlemler ve hastane dayali enfeksiyon kontrolii

icin ¢ok yararli hale getirmistir.

RT-LAMP, bitkileri etkileyen patojenler i¢in de kullanilmistir. Son zamanlarda, Elma Klorotik
Yaprak Lekesi Virusunin (ACLSV) kaplama proteini genini tespit etmek i¢in kullanilmistir. RT
- LAMP, gevis getiren hayvanlarda (sigirlarda) dogustan kusurlara neden olabilen sivrisinek

kaynakli bir viriis olan Batai Viriisii (BATV) gibi hayvan patojenleri i¢in de kullanilmaktadir.
2.2.1.4. Amplifikasyon Gorsellestirme Yontemleri

Amplifikasyonun gorsellestirilmesi iki yontem aracili olarak yapilabilir; bunlardan biri
amplifikasyon sirasinda sonuglarin okunmasina (ger¢ek zamanl yontemler) dayanir, digeri ise
amplifikasyon siirecinin sonundaki sonuglarm okunmasima (son nokta tabanli yontemler)

dayanir.

2.2.1.4.1. Son Noktaya Dayah Yontemler

Neredeyse tiim gorsellestirme yontemleri son nokta yontemlerine dayanmaktadir. Bunun
nedeni, yontemin yiliksek hassasiyete sahip olmasi ve reaksiyon sonug¢larinin basit bir gorsel
yolla (¢iplak gozle) okunabilmesidir. Su anda, agaroz jel elektroforezi, reaksiyon karigiminin
renk degisiminin gbzlemlenmesi, iyon indikatorleri (93) veya floresan molekilleri (etidyum
bromir (EtBr) (78) ya da SYBR Green | (94) gibi) gibi farkli LAMP son nokta yontemleri

mevcuttur.
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2.2.14.1.1. Agaroz Jel Elektroforezi

LAMP amplifikasyonunun gorsellestirilmesi, UV 15181 altinda %2-%3 agaroz jel kullanilarak
agaroz jel elektroforezi ile yapilabilir. EtBr (95), propidium iyodide (96), Picogreen (97) veya
SYBR Green | (98) gibi jel boyama igin birkag floresan boya kullanilabilir. Amplifikasyon,
degisen stem uzunluguna sahip stem-ilmek DNA'larinin ve birden ¢ok ilmekli karnabahar
benzeri yapilarin olusumu ile sona erdiginden, sonug jel tizerinde merdiven benzeri bir model

olarak goriinmektedir (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. Seri olarak seyreltilmis LAMP iiriinleri i¢in agaroz jel elektroforez analizidir. LAMP
teknigi ile amplifiye edilmis triinler igin farkli boyutlar olusturulmustur (merdiven deseni)

2.2.1.4.1.2. 1lyon Indikatorleri
DNA polimerizasyon iglemi sirasinda, yan iiriin olarak biiyiikk miktarda magnezyum pirofosfat

iiretilir. Uretilen magnezyum pirofosfat, reaksiyon karisimmdaki magnezyum iyonu ve

dNTP'lerden salinan pirofosfat iyonunun kombinasyonundan olusur (93). Tomita ve arkadaslar1
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(74) kalsein, manganez iyonu ile birlestirildiginde floresan metal indikatorii olarak
kullanilabilecegini rapor etmislerdir. Bdoylelikle, LAMP tekniginin tespit sistemi olarak
kullanilabilecektir (Sekil 2.10.). Calcein, magnezyum ve kalsiyum gibi iki degerli metalik
iyonlarla kompleksler olusturarak giiclii floresan veren bir metal indikatoriidir. LAMP
amplifikasyonu sirasinda, hedef DNA varliginda, yeni olusturulan pirofosfat iyonu, kalseinini
manganez iyonundan mahrum birakir. Daha sonra kalsein, artik magnezyum iyonu ile birleserek

daha fazla floresans dretir (Sekil 2.10.).

LAMP reaksiyonu, Hidroksi Naftol Mavisi (HNM) adi verilen baska bir metal iyon indikatorii
kullanilarak de tespit edilebilir. HNM tespit sistemi ile pozitif bir reaksiyonun biiyiik olclide
ayrilmasina izin verilebilir, bu ayrim bir renk degisikligi ile (mordan maviye, Sekil 2.11.E) (99)
g0Ozlenebilmektedir. Diger iyon indikatorlerinde oldugu gibi, reaksiyonun sonucunu gérmek igin
reaksiyon tiplne ek bir midahalede bulunmaya gerek yoktur. Dolayisiyla, capraz
kontaminasyon riskini de azaltir. HNM tespit sistemi, bir PCR tiipii veya 96 kuyucuklu bir
mikroplakada rahatlikla uygulanabilir. Sonuglar hem ¢iplak gézle hem de bir mikroplaka

okuyucu ile absorbans dl¢iimii (650 nm) ile kolayca degerlendirilebilir.

uv QUENCHING

Mn?t Mg2+ :

Mgz- Mgb

ki Mg.P,0, j
dNTPs g Mg?* Mn,P,0, 4

Sekil 2.10. Floresan metal indikatorii olarak kalsein'i kullanilarak saptanmasi

22



2.2.1.4.1.3.  Floresan Boyalar

Amplifikasyon incelenmesi, EtBr (100) SYBR Green | (101), Picogreen (97) ve propidium
iyodir (96) gibi spesifik bir floresan boyanin eklenmesinin ardindan bir renk degisikliginin
gozlemlenmesi yoluyla gerceklestirilebilir. Amplifikasyon sonuglari, reaksiyon tiiplerinin
digindan gozlenebilir ve boylelikle kontaminasyon riski de azaltilmaktadir. Ek olarak, floresan
boyalar dogrudan reaksiyon karisimina eklenebilir ve reaksiyon karisimindaki enzimler gibi

diger elementlerin aktivitesi, DNA'ya bagl floresan molekiilii tarafindan etkilenmemektedir.
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Sekil 2.11. Farkli indikatdrler ile gergeklestirilen LAMP amplifikasyonlarin ¢iplak g6z sonuglar
incelenmesi. (A) Pozitif sonu¢ ayrimi i¢in reaksiyon karisimina etidyum bromiir eklenmesi.
Negatif bir reaksiyon olmasi durumunda, bir sarap rengi gozlenir (solda), pozitif reaksiyon
durumunda pembe renk goézlenir (sagda). (B) Reaksiyon karisimina Picogreen eklenmesi.
Pozitif reaksiyon durumunda, boyanin orijinal rengi kalic1 olarak sariya doniisiir (sagda), negatif
reaksiyon durumunda orijinal turuncu renk korunur (solda). (C) Reaksiyon karigimina iyon
indikatoriiniin eklenmesi: (solda) Negatif kontrol durumunda, karisim kalip DNA igermeyen,
net gosterilir; pozitif bir sonu¢ olmasi durumunda (sagda) bulaniklikta artis gdzlemlenir. (D)
Reaksiyon karisimina kalsein eklenmesi. (Solda) negatif kontrol; (sagda) kalsein ile artik
magnezyum iyonu etkilesimi nedeniyle pozitif 6rnekle floresans yaymistir. (E) Reaksiyon
karigimina (hidroksi naftol mavi) HNB eklenmesi: karigimin renk degisimi, negatif reaksiyonda
mordan (solda) pozitif reaksiyonda maviye (sagda) doniisiir

2.2.14.2. Gercek Zamana Dayah Yontemler

LAMP tekniginin sik sik gelistirilmesinden dolayi, reaksiyon sonuglarinin okunmasi i¢in yeni
gercek zamana dayali yontemler (ger¢ek zamanli LAMP) gelistirilmistir. Su anda, en yaygin
gercek zamanlt LAMP yontemleri iki 6l¢lime dayanmaktadir; ilki, daha dnce tarif edildigi gibi,
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¢okelti olusumu nedeniyle reaksiyon karisiminin bulaniklik lgiimiine dayanmaktadir. ikincisi
ise, reaksiyon karigimia eklenen floresan maddeler (etidyum bromiir veya SYBR Green | gibi)

tarafindan yayilan floresans 6l¢iimiine dayanmaktadir.

LAMP reaksiyonunda, DNA kalib1 tespit edilebilir ve ayrica olgiilebilir. DNA'y1 6lgme ve tespit
etmenin etkinligini gelistirme baglaminda, Mori ve arkadaglar1 (96) ger¢ek zamanli bir
tirbidimetre cihazi gelistirmislerdir. Bu cihaz, amplifikasyon sirasinda reaksiyonun
bulanikligin1 gercek zamanh olarak 6lgme kabiliyetine sahiptir. Boylece, optimum sicaklign
(60-65 °C) korunmasina izin verir. Ayrica, gelistirilen tiirbidimetre cihazi ayni anda birgok
ornegin bulanikhigmmi1 da oOlgebilir yetenektedir. Bu yontemin iki 6nemli avantaji vardir:
reaksiyonun sonunda amplifikasyon iirliniinii ¢iplak gozle kontrol etmeye gerek yoktur ve
amplifikasyon iirlinliniin bulanikligin1 ger¢ek zamanli bir tiirbidimetre ile okuma kolaylig:
saglamaktadir. Yontem ayrica tiirbiditeyi 6lcerek DNA amplifikasyonunun izlenmesine imkan
sagladigindan, bulaniklik ve zaman arasindaki iliski bir LAMP amplifikasyon egrisi ile temsil
edilebilir.

DNA amplifikasyonunun gercek zamanli izlenmesi, SYBR Green I gibi bir floresan boyanin
dogrudan reaksiyon karisimma ecklenmesiyle de yapilabilir. Maeda ve arkadaslar1 (102)
tarafindan bildirildigi iizere, SYBR Green I, bir floresans kaynagi olarak LAMP reaksiyonunun
ger¢ek zamanli izlenmesi i¢in kullanilabilir. Bu yontem, hiz ve basitlik avantaji ile geleneksel
ger¢ek zamanli PCR (Sekil 2.12.B) ile neredeyse ayni sonuglar1 gosterir. SYBR Green ['in ¢ift
sarmalli DNA’ya baglanmasiyla yayilan floresans, 40-60 dakika boyunca her 30-60 saniyede
bir izlenir. Bu izleme, izotermal kosullar altinda yapilir (60—65 °C). Gergek zamanli LAMP'yi
benzersiz ve rutin deneylerde calismak i¢in uygun kilan sey, yaklasik 30 dakika i¢ginde sonug
iiretebilme yetenegidir. Etidyum bromiir, amplifikasyonun gercek zamanh izlenmesi i¢in bir
floresan molekiilii olarak kullamlabilir. Ik kez, EtBr Nagamine ve calisma arkadaslar1 (103)
tarafindan bir LAMP testinde kullanilmistir, toplam 25 uL reaksiyon karisimina 0,25 pg/mL
EtBr ilave edilerek, ROX (6-Karboksil-X-Rodamin) floresans kanalini ile floresans yogunlugu
Olciilmistiir (78). Floresan emisyonundaki herhangi bir artis, DNA'nin amplifiye edildigi
anlamina gelir. Bazen EtBr, SYBR Green I'den daha iyi bir floresans sinyali vermektedir (104).

Reaksiyona EtBr veya SYBR Green I kullanildiginda, gercek zamanli LAMP testinin
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amplifikasyon egrisi, sigmoidal gibi goriinen gercek zamanli PCR amplifikasyon egrisinden
farkli olarak bir sapka gibi goriiniir (Sekil 2.12.A) (104). DNA amplifikasyonu sirasinda,
floresan artisini, magnezyum pirofosfat ¢okeltilerindeki artis izler ve floresan1 maskeleyen bir
bulaniklik artisina neden olur. Siirecin sonunda bu etki, floresan azalma tespiti ile daha alakali

olabilir.

CUITNC

Fluores

Minute

Norm, fluoro,

Cycle

Sekil 2.12. Gergek zamanli Ilmige-dayali Izotermal Amplifikasyon ve gergek zamanli PCR
arasindaki sonuclarin degerlendirilmesi. Panel (A), "sapka" gibi goriinen gercek zamanli LAMP
amplifikasyon egrisini gosterir ve panel (B), sigmoidal gibi goériinen ger¢ek zamanli PCR
amplifikasyon egrisini gdstermektedir
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2.2.1.5. LAMP'In Avantajlar1 ve Dezavantajlan

DSO'niin &nerdigi gibi, ideal bir tani testi icin kriterler hassashk, dzgiilliik, diisik maliyet,
basitlik, hiz, her tirlii iklim degisikligine adapte olabilirlik ve gerekli cihazlarin bulunabilirligini
icermelidir (105). Hastaliklarin tespiti giderek zorlastigi i¢in alternatif bir teshis yonteminin
kesfedilmesi gerekmektedir. LAMP, amplifikasyon teknikleri arasinda etkili bir teshis testi
olarak 6ne ¢cikmaktadir. Prensibi ve reaksiyon mekanizmasi biraz karmasik olsa da tercih edilen
bir tan1 aracidir (71). Son zamanlarda, arastirmacilar, LAMP testinin ¢esitli alanlarda analiz i¢in

kullanimlarini ¢ok fazla arastirmaya baslamiglardir.

2.2.1.5.1. Avantajlan

LAMP'in en 6nemli avantaji hizli olmasidir, ¢linkii acil teshise izin verir. LAMP, diger diger
niikleik asit amplifikasyon tekniklerine kiyasla (6rnegin PCR i¢in 90 dakika) sadece 30 dakika
gibi kisa bir siirede gergeklestirilebilir. Ek olarak, DNA kalib1 i¢in ilk 1s1 denatiirasyonu gerekli
olmadigindan amplifikasyonu da hizla ilerler. Ihtiya¢ duydugu tek seyin izotermal bir kosul
saglayan basit bir su banyosu veya isitma blogu olmasiyla LAMP'!n en 6nemli avantaji
basitligidir. Dolayisiyla, LAMP teknigi diger amplifikasyon tekniklerinden farkli olarak
karmasgik araglar gerektirmez. LAMP teknigi, sonuglar1 analiz etme yonteminde de ¢ok basittir.
Sonuglarmm  dogrudan degerlendirilmesi  kolorimetrik  degisikliklerin  ¢iplak  gozle

gbzlemlenmesiyle yapilabilmektedir.

LAMP testleri, elde edilen orneklerde hedef olmayan DNA varligindan da etkilenmemis
goriinmektedir, bu, onun yiiksek 6zgiilliikk 6zelligini vurgular (106, 107). LAMP testinin, baz1
PCR inhibitorlerine (kan gibi) karsi stabilitesi ve islenmemis 6rnek igin ve kalip ekstraksiyon
asamasi olmadan gergeklestirilebilmesi gibi baska Ozellikleri de vardir (108-110). LAMP
teknigi, ters transkriptaz kullanilarak RNA i¢in de uygulanabilir. Su anda, Bst 3.0 polimeraz ve
OmniAmp polimeraz gibi gelistirilmis DNA polimerazlar, LAMP ve RT-LAMP uygulamasinda
kullanilmaktadir. Bu DNA polimerazlari, geleneksel Bst DNA polimeraz ile karsilastirildiginda

artan ters transkriptaz aktivitesiyle guclu performans gostermistir (73).
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2.2.15.2. Dezavantajlan

LAMP teknigi, kullanimmi diger amplifikasyon tekniklerine tercih edilebilir kilan bir¢ok
Ozellige sahip olsa da kullanim kolayligmi engelleyen kusurlari da bulunmaktadir.
Amplifikasyon i¢in dogru ve uygun bir hedef segmek zordur. LAMP, hassaslig1 ve 6zgilligii
artirmak i¢in hedef sekans icinde 6 veya 8 bolgeyi hedefleyen 4-6 primer kullanir. Bu nedenle,
birgok kisitlamaya maruz kaldiklar1 icin LAMP primerlerini tasarlamak c¢ok zordur. Belli
kosullar altinda, tercih edilen hedef bdlgelerin bazilar1 secilemeyebilir, primer tasarimina
yardimc1 olmak i¢in iicretsiz bir ¢evrimigi yazilimlar mevcut olsa da yine de primerleri manuel
olarak tasarlama ihtiyac1 ortaya cikabilir. Dahasi, LAMP tekniginde dort veya alti1 primer

kullanilmasi, primer-primer hibridizasyon olasiligini da artirabilir (111).

Final Gran biyik bir DNA zinciri oldugundan, bu teknik, klonlama veya diger molekiiler
biyolojik amaglar1 i¢in uygulanamaz ve PCR ile karsilastirildiginda daha az yonlidiir (112). EK
Ek olarak, prosediiriin karmasiklig1 ve deneysel tasarimlar nedeniyle LAMP'in multipleks

yaklagimlar1t PCR'den daha karmasiktir (113).

LAMP reaksiyonunun tiirbidimetrik ve kolorimetrik belirlenmesi, bir bireyin renk algisina
dayandigindan 6zneldir (114). Ayrica, bir jel tizerindeki bandin boyutuna gore bir hedefin
belirlenmesi LAMP ile miimkiin degildir, ¢iinkii LAMP iiriinii PCR'de oldugu gibi tek bir bant

yerine jel Gizerinde bir merdiven deseni veya lekelenme olusturur (115).

Diger molekiiler yontemlerde oldugu gibi, negatif kontrollerde yanlis pozitif sonuglara yol agan
kontaminasyon olusmaktadir (116, 117). Kontaminasyon olusumunun nedeni, LAMP {iriiniiniin
¢ok kararli olmasidir, bu da kolayca bozulmamasi anlamina gelir (118, 119). Bu nedenle, yiiksek

verimliligi nedeniyle LAMP kontaminasyonunun tasinmasi énemlidir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Caligmanin baslica amaci, BNV viriisiiniin tek tiipte ve tek asamali olarak, gercek zamanli
hizlandirilmis bir LAMP testi ile hizli tespitidir. Bu tez ¢alismasi, IImige Dayali Izotermal
Cogaltma (LAMP) yonteminin farkli primer setleri ile hassasiyetinin artirilmasma ve saha
sartlarinda giivenilir bir tanisal ara¢ olarak kullanilmasina odaklanmistir. Hazirlana bu ¢alismasi
ile biyoteknolojinin en Onemli uygulama alanlarindan birisi olan tanisal sistemlerin
gelistirilmesi ve adaptasyonu perspektifinde “Pen-side veya Point-of-care” (hasta basi)

uygulamaya 6nemli bir katki saglanmas1 hedeflenmistir.

Testin etkenin tespit edilmesi siirecindeki hassasiyeti valide edilmis bir bagka molekiiler tanm
yontemi ile (realtime RT-PCR) karsilastiriimak suretiyle yapilmistir. Ayrica siire¢ sonunda,
diisiik gelir diizeyine sahip, gelismekte olan bazi iilkeler de dahil olmak {izere bir¢ok alanlar i¢in

ekonomik bir uygulama araci optimizasyonu gergeklestirilmis olacaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. ORNEK TEMIN EDILEN iSLETMELER

Bu ¢alismada Ankara'daki kuslardan kan 6rnekleri alindi. BNV izolatlar, standart prosediirlere

gore Vero E6 hiicrelerinde ¢ogaltilmistir.
4.1.2. HUCRE

Bu arastirmada kullanilan Vero E6 (Afrika yesil maymun bobrek hiicreleri) (ATCC CCLS81)
devamli hiicre kiiltiirii Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalr'ndan

temin edildi.
4.1.3. VIRUS

Bu arastirmada kullanilan Bat1 Nil Viriisii NY-99 susu Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dali stoklarindan temin edildi. Viris Vero E6 hiicre kiltiriinde Gretildi ve
ayni hiicre kiiltiiriinde titrasyonu yapildi. Viriisler daha sonra test edilinceye kadar -80 °C derin

dondurucularda sakland:.

4.2. YONTEM
4.2.1. VIRUSUN URETILMESI

Aragtirma kapsaminda enfektif viriis uygulamalarinin yer aldigi in vitro deneyler i¢in Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesinde Biyogiivenlik Seviye 3 (BSL-3) laboratuvarlar1 kullanildi.
Calismada kullanilan BNV NY-99 susu, Vero E6 hiicrelerine inokule edildi. Bu amagla 75 cm?
hiicre kultiiri flaskinda iiretilen Vero E6 hiicreleri, 0,01 MOI (3x10* POU) dozda BNV ile
adsorpsiyonlu teknik kullanilarak enfekte edildi. Inkiibasyondan sonra (37°C’de 1 saat), Virlis
inokulumu dokiilmeksizin hiicreler Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM- Sigma,
ABD) ile inkubasyona birakildi. Virlis muamelesinden sonra hiicreler sitopatik etkinin (CPE)

varlig1 i¢in gilinliik olarak kontrol edildi. Ddrdiincii giiniin sonunda, hiicrelerin yiizde 80-90"1
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hiicre yuvarlaklagmasi ve lizis ile karakterize edilen CPE gosterdiginde, hiicre kiiltiirii sisesi -80
°C'lik bir dondurucuya kaldirildi. Ertesi giin ¢6zme islemi sonucunda hiicreler sise yiizeyinden
kaldirildi, hiicre silispansiyonu tamamen homojenize edildi ve 4°C'de 3000 rpm'de 30 dakika
santrifij edildi. Santrifiijlemenin ardindan viriis igeren siipernatant toplandi ve 1 ml'lik

hacimlere boliind{i. Stok viriis daha sonra kullanilmak tizere -80 °C'de saklandi.
4.2.2. VIRAL RNA iZOLASYONU

Genomik viral RNA, (reticinin protokoline uygun, QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,

Almanya) kullanilarak izole edildi. Yontem basamaklar halinde asagidaki gibidir.
1. Bir Eppendorf tiipiine incelenecek serum 6rneginden 200 pL alindi.
2. 20 pL proteinaz K eklendi ve on saniye vortekslenerek homojenizasyon saglandi.

3. Karigima 100 pLL VXL tamponu ilave edildi ve 10 saniye vortekslenerek homojenizasyonu
saglandi. Daha sonra karisim 15 dakika oda sicakliginda (20-24 °C) bekletildi.

4. Inkiibasyondan sonra elde edilen karisima 350 ul ABC buffer eklendi ve homojenize olmasi

icin vortekslendi.

5. Tiim {irtin, Qiamp kolonuna aktarild1 ve 1 dakika boyunca 8000 rpm'de santrifuj edildi.
6. Santrifiij sonrasi kolon temiz bir tiipe aktarild1.

7. Ardindan 600 uL AW1 eklendi ve 8000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

8. Santrifiij sonrasi kolon temiz bir tiipe aktarildi.

9. Daha sonra 600 uL. AW?2 eklendi ve 8000 rpm'de 1 dakika santriftj edildi.

10. Santriftijden sonra, kolon temiz bir tiipe aktarildi ve daha sonra i¢inde bos kolon ile 14000

rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.
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11. Kolon, santrifiij edildikten sonra temiz bir tiipe aktarildi ve kolonun altindaki beyaz

membranin tam ortasina gelecek sekilde 50 uL. AVE tamponu eklendi ve oda sicakliginda (20-
24 °C) 1 dakika bekletildi.

12. 14,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

13. RNA, 50 pl elusyon tamponunun son hacminde QIAspin kolonlarindan ayristirildi ve
kullanilana kadar -80 °C'de sakland:.

4.2.3. PRIMERLERIN TASARIMI

LAMP primer tasarim yazilimi PrimerExplorer (versiyon 5), veri bankasinda mevcut B956
sekansma (GenBank erisim numarast AY532665) dayali olarak BNV’ye 6zgii RT-LAMP
primerlerini tasarlamak i¢in kullanildi. 5-UTR'y1 ve kapsid geninin bir kismimni1 hedefleyen alt1
BNV'ye 0zgu RT-LAMP primerinin yani sira NS3 genini hedefleyen alt1 primer seti daha
tasarlandi (Cizelge 4.1., 4.2.). Ek olarak, Jac Woong Lee ve digerleri (120) tarafindan yiiriitiilen
bir ¢alismadan E genini hedefleyen alt1 primer seti de elde edildi (Cizelge 4.3.). Alt1 primer seti,
iki Loop primer (Loop F ve Loop B), iki i¢c primer (FIP ve BIP) ve iki dis (F3 ve B3)

primerlerinden olusur.

Gergek zamanli RT-PCR primerleri, Sonja Linke ve digerleri tarafindan yapilan onceki
arastirmaya gore tasarlanmistir (121). ProC-F (CCTGTGTGAGCTGACAAACTTAGT), ProC-
R (GCGTTTTAGCATATTGACAGCC) ve ProC-TM (6FAM-
CCTGGTTTCTTAGACATCGGAGATCTXCGTGCP), 5-UTR'nin korunmus bdlgesine ve

kapsid geninin bir kismina baglanmak {izere tasarlanmistir.
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Cizelge 4.1. 5-UTR ve C geninin bir kismmin RT-LAMP amplifikasyonu i¢in kullanilan
oligoniikleotid primerlerinin detaylar1

Primer ad1 Tip Uzunluk (bp) | Genom Pozisyonu Sekans (5'-3")
F3 Forward Dis 20-mer 82-101 GGCACGAAGATCTCGATGTC
B3 Reverse Dig 19-mer 290 - 308 CCTCTCCATCTGTCCAGCA
. 38-mer; F1C,
Forward I¢ F1C, 154 - 173; GACAATCCGCGGGGCATACC-
FIP 20-mer; F2,
(FIC + F2) F2,113-130 GAGGGCCCGGTAAAAACC
18-mer
. 42-mer: B1C, GAGTCTGATTGACGGGAAGGGC-
Reverse I¢ BIC, 201 - 222; AGCGATTGCAGTGAATCTGA
BIP 22-mer; B2,
(B1C + B2) B2, 257 - 276
20-mer
Forward
Loop F | 22-mer 132 - 153 GCGTTTTAGCATATTGACAGCC
oop
Reverse
Loop B | 21-mer 223 - 243 CCAATACGTTTCGTGTTGGCT
oop
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Cizelge 4.2. BNV’nin NS3 geninin RT-LAMP amplifikasyonu i¢in kullanilan oligoniikleotid
primerlerinin detaylar1

] Uzunluk )
Primer Ad Tip (bp) Genom Pozisyonu Sekans (5'-3")
p
F3 Forward Dis 18-mer 58 - 75 ATTGAGGACGGCTGTGCT
B3 Reverse Dis 20-mer 261 - 280 CGTGAAATGGGCTTCATCCA
41-mer;
- Forward ig FiC, FIC, 133-154 | CACTGCTGAGGTTTGGTACCGA-
(FIC +F2) 22-mer; F2, F2. 88 106 GGTCGTTGCTGCTGAGATG
19-mer
40-mer;
BIP Reverse I¢ B1C, BIGHTC] - 202 CGTTGATGTCATGTGCCATGCC-
(B1C + B2) | 22-mer; B2, B2, 225 - 242 TGGGGACTCTGTGTGGAG
18-mer
Forward
Loop F | 18-mer 107 - 124 TCCTCTCAGGGCCTCAGA
oop
Loop B Reverse loop 21-mer 203 - 223 ACCCTCACACACAGGCTGATG
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Cizelge 4.3. BVN’nin E geninin RT-LAMP amplifikasyonu i¢in kullanilan oligoniikleotid
primerlerinin detaylar1

Primer Adi Genom Pozisyonu Sekans (5'-3")
F3 1500 - 1520 AGAATATGGAGAGGTGACAGT
B3 1760 - 1778 AATTCCACAGGAATGGCTC
1607 - 1627,
FIP GGAGGTTGAGGTCCATGAACCTGCATACTACGTGATGACTG
1555 - 1574
1703 - 1722,
BIP TGCTGGAAGTACTGTATGGAGGACAATGCTATCACAGACTG
1638 - 1660 et
Loop F 1587 - 1606 ACTCACGATGGACCAAGAAC
Loop B 1687 - 1702 GAACCACACGCCACGA
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4.2.4. TERS-TRANSKRIPSIYON POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (RT-PCR)

Lineage-1 ve Lineage-2 BNV yi tespit etme yetenegine sahip tek adimli RT-PCR primerleri ve

problar1 6nceki arastirmalara gore tasarlanmistir. Amplifikasyon, tireticinin protokoliine gére 10

MM forward ve reverse primer ve <2 pL RNA ile Luna® Universal One-Step RT-qPCR Kiti

(New England BiolLabs, ABD) kullanilarak 20 pl toplam reaksiyon hacminde gerceklestirildi
(Cizelge 44.4.). RT-PCR reaksiyonunun termal profili, 10 dakika boyunca 55 °C'de

gerceklestirildi. On denatiirasyon 95 °C'de 1 dakika boyunca 1 déngii olarak , ardindan 10 saniye

boyunca denatiirasyon ve 60 °C'de 30 saniye boyunca uzama 45 dongii olarak gergeklestirildi

(Cizelge 4.5.4). Erime egrisi analizi, her 5 saniyede 0,5 °C'lik bir artigla 65-95 °C arasi

gerceklestirildi (SYBR yesil).

Cizelge 4.4. Real Time RT-PCR karisim bilesenleri ve miktarlari
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Bilesen 20 pl Reaksiyon Final Konsantrasyon
Luna Evrensel Tek Adimli Reaksiyon Karigsimi (2X) 10 pl 1X
Luna WarmStart® RT Enzim Karigimi (20X) 1 1X
fleri primer (10 uM) 0.8l 0.4 uM
Geri primer (10 uM) 0.8 ul 0.4 uMm
Kalip RNA variable <1 g (Toplam RNA)
NUkleaz icermeyen su to 20 pl




Cizelge 4.5. Gergek Zamanli RT-PCR 1s1 dongiisii ve dongii sayisi

Asamalar Sicakhik Sure Dongii sayis1
Ters Transkripsiyon 55°C 10 dk 1
On Denatiirasyon 95°C 1dk 1
Denatirasyon 95°C 10 sn
40-45
Uzama 60°C 30sn
Degerlendirme:

Test numunelerinin sonuglari, pozitif ve negatif kontrollerle karsilastirilarak degerlendirildi. Ct
degeri 45'in altinda ve yiikselen pozitif 6rneklerde sigmoid logaritmik egri gdzlendi. Negatif
kontrol ve negatif 6rneklerde Ct degeri 45'ten biiylik olan diiz bir floresan ¢izgi gézlendi. Ct
degeri 40-45 olan 6rnekler zayif pozitif olarak kabul edildi ve tekrar test edildi.

4.2.5. TERS TRANSKRIPSIYON iLMiGE DAYALI iZOTERMAL COGALTMA (RT-
LAMP)

RT-LAMP reaksiyonu, WarmStart® LAMP Kit (New England BioLabs., ABD) kullanilarak 25
ul reaksiyon hacminde gergeklestirildi. DNA veya RNA'nin LAMP analizi igin tek adimli basit
bir ¢c6zum sunan bu Kit, optimize edilmis bir LAMP tampon soliisyonunda Bst 2.0 WarmStart
DNA Polimeraz ve WarmStart RTx Ters Transkriptaz karigimini igeren WarmStart LAMP 2X
Master Mix ile birlikte saglanir. Kit, LAMP'in ger¢ek zamanli floresan 6lgiimiinii saglamak igin
floresan bir boya da icermektedir. Reaksiyon, asagida bildirilen gibi Ureticinin protokoliine

uygun olarak gerceklestirildi.
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1. Kullanilabilir bir konsantrasyonda 6 LAMP primerinin tiimiini igeren 10X LAMP

primer Karigimmin stoklart yapildi. Tim primer stoklar1 niikleaz icermeyen suda

hazirland1 ve —20°C'de saklandi.

Cizelge 4.6. 10X LAMP Primer Karigim1

Primer 10X Konsantrasyon (Stok) 1X Konsantrasyon (Final)
FIP 16 uM 1.6 uM
BIP 16 uM 1.6 uM
F3 2 uM 0.2 uM
B3 2 uM 0.2 uM
LF 4 uM 0.4 M
LB 4 uM 0.4 uM

2. Kullanilacak tiim bilesenler oda sicakliginda ¢oziildiikten sonra buz iizerine alind1.

3. 25 ul LAMP reaksiyonu i¢in reaksiyon karigimi ve hacimleri asagidaki gibi hazirlandi.

Cizelge 4.7. Toplam 25 pl LAMP reaksiyon hacmi i¢in kullanilan reaktifler

Reaksiyon Karisim

RNA Hedef Tespiti

Kalip icermeyen kontrol (NTC)

WarmStart LAMP 2X Master Karigim 125 ul 125 ul
Floresan boya (50X) 0.5ul 0.5ul
LAMP Primer Karisimi (10X) 25ul 2.5 ul
Hedef RNA 1 -
Distile su 8.5 ul 9.5ul
Toplam 25 ul 25 ul
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4. Tim bilesenler eklendikten sonra, reaksiyon karisimi vortekslendi ve materyali
toplamak igin santriftj edildi.

5. Reaksiyon karigimi, bir termal dongii cihazinda 30 dakika 65°C'de inkiibe edildikten
80°C'de 5 dakika inkiibasyonla reaksiyon sonlandirilmistir.

4.2.5.1. RT-LAMP Urininidn Analizi

LAMP reaksiyonun ardindan, RT-LAMP reaksiyon sonucu Bio-Rad Molecular Imager® Gel
Doc™ XR Goriintiileme Sistemi kullanilarak floresan ol¢iimii ile tespit edildi. RT-LAMP
reaksiyon iiriinii ayrica agaroz jel elektroforez yontemiyle analiz edildi. LAMP urunlerinin jelde
yiriimesi i¢in 1X TAE tamponu kullanildi. 1 litre 5X konsantrasyonda TAE tamponu
hazirlamak i¢in 242 g Tris-base (Sigma, T-8524) 500 ml dH20’da ¢ozdiiriildiikten sonra 57.1
ml glasiyel asetik asit (Merck, 101830) ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) (Merck, 324503)
eklenerek son hacim dH2O ile 1 litreye tamamlandi. 40 ml 1X TAE igerisine 0.8 g agaroz
(Sigma, AS5073) tartilarak mikrodalga firm yardimiyla eritildi ve jel yaklasik 50 °C’ye
sogudugunda tizerine 3 ul EtBr (10 mg/ml) (Sigma, E1510) eklendi. Sogutulmus jel karigimai jel
kasetine ddkiilerek tam bir polimerizasyon amaciyla bekletildi. Katilasmig olan jel, igerisinde
1X konsantrasyonda TAE tamponu bulunan yiiriitme tankina yerlestirildi ve LAMP
iirtinlerinden 10 pl alinarak tizerine 2 ul 6X yiikleme boyasi (NEB, B7025S) eklenerek kuyulara
yiiklendi. Daha sonra 6rnekler 90 V’da 60 dakika yiirtitiildii ve jel goriintiileme cihazinda (Bio-

Rad Molecular Imager® Gel Doc™ XR Goriintiileme Sistemi) jelin goriintiisii alindi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
51. RT-LAMP'IN STANDARDIZASYONU VE OPTIiMiZASYONU

RT-LAMP testinin ilk standardizasyonu ve optimizasyonu, 3. Boliim’de agiklandig1 gibi iki dig
ve iki i¢ primer i¢eren dort primer seti kullanilarak gergeklestirildi. RT-LAMP optimizasyonunu
takiben, amplifikasyon reaksiyonunu gelistirmek i¢in iki ek dongii primeri kullanilarak
hizlandirilmig bir RT LAMP analizi yapildi, dolayisiyla tespit siiresi de kisalmistir. RT-LAMP
amplifikasyonu, farkl reaksiyon siirelerinde (30, 45 veya 60 dakika) gergeklestirildi. Esdeger
kosullardaki farkli inkiibasyon siirelerinden benzer sonuglar elde edildi. Ureticinin protokoliine
gore (WarmStart® LAMP Kit), RT-LAMP testi ile etkin amplifikasyon i¢in optimum sicaklik
65 °C olarak degerlendirilmistir. Gen amplifikasyonunun tespiti, ¢ift sarmalli DNA'ya (dsDNA)
secici olarak baglanan floresan boya ve ayrica agaroz jel elektroforezi ile gerceklestirildi.
Amplifikasyon, degisen stem uzunluguna sahip stem-ilmek DNA'larinin ve birden ¢ok ilmekli
karnabahar benzeri yapilarin olusumu ile sonuglandigindan, reaksiyon karigimi agaroz jel

Uzerinde merdiven benzeri bir gérintl vermektedir (Sekil 5.5.).

5.2. NS3 GENININ VE UTR/C GENININ TESPITi

Primer seti, Bat1 Nil Viriisii’niin NS3 genini ve UTR/C genini saptamak iizere tasarlanmistir.
Gen amplifikasyonu, reaksiyon karisiminin ProFlex™ 3 x 32 oyuklu PCR sisteminde 30 dakika
boyunca 65°C'de inkiibe edilmesiyle gerceklestirildi. Her reaksiyona kalip icermeyen kontroller
(NTC) eklendi. Sonuglarin dogrulanmasi, floresans oOlgiilerek ve ayrica amplifiye DNA'nin
agaroz jelde gorsellestirilmesiyle dogrulandi. LAMP reaksiyonu, farkli boyutlarda bir¢ok bant
uretir, buradaki ana faktor, dis primerlerin varligidir. Dis primerlerden birinin sablona

baglanmamasi, ilmekli yapinin olusmasimi engellediginden, sonug agaroz jel iizerinde ¢ok fazla

bant gdstermedi (Sekil 5.1., 5.2.) (Sekil 5.3., 5.4.).
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Sekil 5.1. NS3 gen iirtinlerinin UV 15181 altinda gorsel inceleme ile degerlendirilmesi. Pozitif
reaksiyon UV 15181 altinda parlak yesildi, kalip icermeyen kontrol (NTC) ise zayif yesil kaldi

Sekil 5.2. UTR/C gen iirlinlerinin UV 15181 altinda gorsel inceleme ile degerlendirilmesi. Pozitif
reaksiyon UV 15181 altinda parlak yesildi, kalip igermeyen kontrol (NTC) ise zayif yesil kald1
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Sekil 5.3. NS3 gen driinlerinin agaroz jel elektroforezi. Serit 1-5, BNV RNA'nm pozitif
reaksiyonlari; serit NTC, kalip igermeyen kontrol (RNA yok); serit M, molekiiler isaretleyici

Sekil 5.4. UTR/C gen Urlnlerinin agaroz jel elektroforezi. Serit 1-3, BNV RNA'nin pozitif
reaksiyonlari; serit NTC, kalip icermeyen kontrol (RNA yok); serit M, molekiiler isaretleyici
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53. RT-LAMP TESTININ DUYARLILIGI

Bat1 Nil Viriisti ile enfekte Vero hiicre silipernatanindan izole edilmis RNA’nmn miktari,
nanodrop cihazi kullanilarak Slgiildii ve tespit limitini (LOD) belirlemek i¢in seri diliisyon
hazirlandi. Viral niikleik asidin saptanabilir en diisiik konsantrasyonu olan LOD, burada
mikrolitre bagina (/uL) viral RNA olarak temsil edildi. RN A'y1 niikleaz icermeyen su kullanarak
cesitli konsantrasyonlarda (700 nanogram/pl'den 10 pikogram/pl'ye kadar) seyretildi. RT-
LAMP, E-gene hedefleyen primerleri i¢cin 10 pg'ye kadar tespit etti. Sonuglarin dogrulanmasi,
floresans Olgiilerek ve ayrica amplifiye edilen DNA'nin agaroz jelde gorsellestirilmesiyle

dogrulandi (Sekil 5.5.).

Sekil 5.5. Cesitli WNV RNA konsantrasyonlarindan Env gen iiriinleri i¢in agaroz jel
elektroforezi. (A) 700 ng genomik RNA (serit 1) ile baslayan 1 ng'ye (serit 10) kadar ¢ift seri
seyreltmeler test edildi. Serit NTC, kalip icermeyen kontrol (RNA yok); serit M molekiiler
isaretleyici. (B) 1 ng genomik RNA (serit 1) ile baslayan 10 pg'ye (serit 6) kadar cift seri
seyreltmeler test edildi. Serit NTC, kalip igermeyen kontrol (RNA yok); serit M molekiiler
isaretleyici
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54. GERCEK ZAMANLI RT-PCR'NiN DUYARLILIGI

Bu aragtirmada, UTR+C geni hedeflenerek BNV tespiti i¢in RT-PCR yontemi kullanilmastir.
Amplifikasyon, ureticinin protokoliine gére 10 uM forward ve reverse primer ve <2 ul RNA ile
Luna® Universal One-Step RT-qPCR Kiti (New England BioLabs, ABD) kullanilarak 20 pl
toplam reaksiyon hacminde gergeklestirildi. RT-PCR reaksiyonunun termal profili, 10 dakika
boyunca 55 °C'de gergeklestirildi. On denatiirasyon 95 °C'de 1 dakika boyunca 1 dongii olarak,
ardindan 10 saniye boyunca denatiirasyon ve 60 °C'de 30 saniye boyunca uzama 45 dongi
olarak gergeklestirildi. Seyreltilmis BNV RNA'nin bilinen tiim konsantrasyonlar1 (700
nanogram/pl'den 10 pikogram/pl'ye kadar) ayrica Gergek Zamanli RT-PCR i¢in kalip olarak
kullanildi. Ger¢ek zamanli RT-PCR, 87,5 pg'ye kadar BNV RNA tespit etti (Sekil 5.6., 5.7.). Bu
sonuglar, gercek zamanlt RT-LAMP'm gercek zamanli RT-PCR'den daha duyarli oldugunu
gostermektedir. Gergek zamanli RT-LAMP testi, ger¢ek zamanli RT-PCR'den daha verimlidir
ve 30 dakika icinde sonu¢ verir. Gergek zamanli RT-PCR durumunda, ayn1t BNV RNA

konsantrasyonunda 30 dakika sonra (45 dongiiye kadar) sonuglar alindi.
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Sekil 5.6. Real Time RT-PCR test sonucu goriintiisii. Gergek zamanlit RT-PCR, 1 ng'ye kadar
BNV RNA tespit etti
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Sekil 5.7. Real Time RT-PCR test sonucu goriintiisii. Ger¢ek zamanli RT-PCR, 87,5 pg'ye kadar
BNV RNA tespit etti
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Viral enfeksiyonlarin neden oldugu hastaliklarin ¢cogunun tanisinda, hastaligin meydana gelisi
seyri a¢isindan karmasik ve farkli viral ajanlarin benzer semptomlara neden olabilmesi
nedeniyle zorluk yasanabilmektedir. BNV enfeksiyonunun karakteristik olmayan semptomlar1
nedeniyle gbzden kagabilen bir hayvan hastaligi olmasi, halk sagligi i¢in dnemli bir tehdit olarak
degerlendirilmektedir. Dolayisiyla enfeksiyon spektrumunda yer alan ve hastaliga 0zgii
belirtiler veren kanath ile tek tirnakli hayvanlarda hizli ve gilivenilir test sistemlerine ihtiyag
vardrr. Ilave olarak bu testlerin saha sartlarinda uygulanabilirligi, biiyiik bir avantaj olarak

degerlendirilmektedir.

Amplifikasyon yontemleri, hedef sekanslar1 benzer boyutlarda amplifiye edebilmektedirler.
Tiim bu yontemler diisiik miktardaki hedef DNA’larii (10 kopyadan az) 1 saat gibi kisa siirede
tespit edebilmesine ragmen, bazi dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle, bu calismada, BNV
viriisiiniin tek tiipte ve tek agsamali olarak, ger¢ek zamanli hizlandirilmig bir LAMP testi ile hizl
tespitini amaglanmistir. Gen amplifikasyonu, viral RNA'nin, revers transkriptaz (RT) ve Bst
DNA polimerazi varliginda bir primer setleri ile 30 dakika boyunca 65 °C'lik sabit bir sicaklikta
ayni anda inkiibe edilmesiyle elde edilir. Amplifikasyonun tespiti agaroz jel analizi ile

gerceklestirilir.

BNV tespiti icin birka¢ RT-PCR tahlili daha 6nceki arastirmalarda tarif edilmistir (121-123).
Bazi ¢alismalar, BNV RNA'nin saptanmasi i¢in 40-100 kopya arasinda degisen farkli duyarlilik
sonuclar1 gostermistir (124, 125). Ote yandan, insan immin yetmezlik virtisi RNA kopya
sayilarmin nicellestirilmesi i¢in Niikleik Asit Sekans Temelli Amplifikasyon (NASBA) testi
gelistirilmistir ve ml bagina 80 ve 50 kopya viral RNA tespit etme yetenegine sahiptir (126). Bu
calismada, qRT-PCR 6.4x108 kopya’ya kadar BNV RNA tespit ederken, gercek zamanli RT-
LAMP 7.3x107 kopya’ya kadar BNV RNA'sin1 saptayabildigi kanitlanmugtir (Sekil 5.7.), (Sekil
5.5.). Dolayisiyla, gergek zamanli RT-LAMP'm gercek zamanli RT-PCR'den daha duyarli

oldugunu gostermektedir.
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Gen amplifikasyonunun tespiti, agaroz jel elektroforezi ile gergeklestirildi. Amplifikasyon,
degisen stem uzunluguna sahip stem-ilmek DNA'larinin ve birden ¢ok ilmekli karnabahar
benzeri yapilarin olusumu ile sonuclandigindan, reaksiyon karisimi agaroz jel iizerinde
merdiven benzeri bir goriintii vermektedir. Dolayisiyla, LAMP reaksiyonu, farkli boyutlarda
birgok bant iiretir, buradaki ana faktor, dig primerlerin varligidir. Dis primerlerden birinin
sablona baglanmamasi, ilmekli yapmin olusmasimi engellediginden, sonug agaroz jel lizerinde

cok fazla bant gostermedi (Sekil 5.1., 5.2.) (Sekil 5.3., 5.4.) (5).

6.2. SONUC

RT-LAMP testi, enfeksiyon spektrumunda yer alan kanatl ile tek tirnakli hayvanlarda aktif bir
BNV enfeksiyonunun hizli tespitini ve ayrimini kolaylastirir. Bu ¢alismada, RT-LAMP testinin
Real-time RT -PCR testinden daha duyarli oldugu ve 10 pg'ye kadar BNV RNA'sini
saptayabildigi kanitlanmistir. Ayrica, RT-LAMP analizi sadece temel molekuler ve teknik
beceriler gerektirir ve sonuglarm yorumlanmasi, reaksiyon karisimindaki floresanlarm gorsel
olarak degerlendirilmesi kadar basit olabilir. Ek olarak, LAMP yaklagiminin en 6nemli pratik
avantajlarindan biri, temel ve ¢ok ucuz ekipman kullanmasi ve bu da testi kirsal ve uzak yerlerde
smirlt kaynaklarla uygulamaya uygun hale getirmesidir. Ayrica, BNV diinya ¢apinda bir¢ok
iilkede ekonomik bir yiik oldugu i¢in hala 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Son birkag on yilda,
bu viriis diinyaya hizla yayildi (14, 15). Bunu hafifletmeye yardimci olmak i¢in hizli ve etkili

teshis yontemleri gelistirmek gereklidir.

RT-LAMP, klinik 6rneklerde WNV RNA'nin erken tespiti i¢in diger molekiiler temelli
yaklasimlar gibi destekleyici bir tani arac1 olarak amaglanabilir. Bununla birlikte, altin standart
konvansiyonel viriis izolasyonunun, viriisiin duyarli bir hiicre hattinda ilk amplifikasyonu igin
onemli olmaya devam edecegi ve bunun nedeni, sonraki molekiiler karakterizasyon ¢aligmalar1

icin gereken yiiksek miktarda viral RNA'dir.
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ETHICAL ISSUES CONCERNED
WITH CRISPR-CAS9 SYSTEM

Saeed Salah Alsmani Ahmed

germlines still ethically controver-

67

CRISPR is an abbreviation for : technology which include the fo)-

(clustered regularly interspaced lowing: 1) Biosafety when using on

short palindromic repeats) and itis : germline; 2) Equal access to the pe-

a group of DNA sequences (short oples; 3) misuse of technology for
repeated sequences) that are natu- non-therapeutic purposes; 4) Eco-
rally found in the genomes of pro- logical disequilibrium. We conclude
karyotes. Although CRISPR acts as a
defense mechanism to protect pro- being discovered. Especially after
karyotes against infesting plasmids
and viruses, researchers adapted it knowledge about benefits and risks
to works similarly in the lab to cure
life-threatening genetic diseases,
design drugs, and enable accelerate
experiments. Generally, the use of
CRISPR technology on somatic cells
for therapeutic purposes is morally

fairly agreeable, however, its use in :

that CRISPR is not perfect and still
it became clear that data and full

are unavailable. Public discussion
over the social, ethical, and legal
implications are needed, as long as
CRISPR technology advances, ethi-
cal decision-making must advance
with it.

Keywords: CRISPR-Cas9, Gene

Editing, Germline, Social Implicati-

sial. Here we review the main ethi- ! ons, Ethical Considerations.

cal issues corlcerned with CRISPR
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