OZET

[ZOTERMAL AMPLIFIKASYON YONTEMIYLE COVID-19 TANISINDA
KULLANIMA UYGUN OZGUN REAKSIYON KARISIMI

5 Mevcut bulus, Covid-19’un izotermal amplifikasyon yontemiyle tanisinda kullanima

uygun bir reaksiyon karigimina iliskindir.
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ISTEMLER

1.

Covid-19 tanisinda kullanim i¢in TCAAACGTTCGGATGCTC (SEQ ID No: 1),
TTCATAAGGATCAGTGCCAAG (SEQ ID No: 2),
CACCAAGTGTCTCACCACTACGGCACCTCATGGTCATGTTAT (SEQ ID
No: 3), CTCATGTGGGCGAAATACCAGTCCACCAGCTCCTTTATTACC
(SEQ ID No: 4), ACCGTACTGAATGCCTTCG (SEQ ID No: 5),
GGCTTACCGCAAGGTTCT (SEQ ID No: 6) primerleri.

Izotermal amplifikasyon yonteminde kullanima uygun bir Sars-CoV-2 primer

karigimi olup ozelligi so0z  konusu  primer  karigiminin; a)
TCAAACGTTCGGATGCTC (SEQ ID No: 1),
TTCATAAGGATCAGTGCCAAG (SEQ ID No: 2),

CACCAAGTGTCTCACCACTACGGCACCTCATGGTCATGTTAT (SEQ ID
No: 3), CTCATGTGGGCGAAATACCAGTCCACCAGCTCCTTTATTACC
(SEQ ID No: 4), ACCGTACTGAATGCCTTCG (SEQ ID No: 5),
GGCTTACCGCAAGGTTCT (SEQ ID No: 6) primerlerini; b) % 0,5 - %2
oraninda dimetilsiifoksit (DMSO) ve ¢) % 0.05 - % 0.2 oraninda tween 20

icermesidir.

. Istem 2’ye gére bir primer karisimi olup 6zelligi reaksiyon basma 2X SYBR Safe

floresans boya igermesidir.

Izotermal amplifikasyon yontemiyle Covid-19 tanisinda kullanima uygun Sars-
CoV-2 kolorimetrik master karigim, Sars-CoV-2 sentetik niikleokapsit RNA (SEQ
ID No: 7), ultra saf DNAaz ve RNAaz icermeyen su ve Sars-CoV-2 primer
karistmi1  iceren bir kite iliskin olup 6zelligi primer karigiminm; a)
TCAAACGTTCGGATGCTC (SEQ ID No: 1),
TTCATAAGGATCAGTGCCAAG (SEQ ID No: 2),
CACCAAGTGTCTCACCACTACGGCACCTCATGGTCATGTTAT (SEQ ID
No: 3), CTCATGTGGGCGAAATACCAGTCCACCAGCTCCTTTATTACC
(SEQ ID No: 4), ACCGTACTGAATGCCTTCG (SEQ ID No: 5),
GGCTTACCGCAAGGTTCT (SEQ ID No: 6) primerlerini; b) % 0,5 - %2
oraninda dimetilsiifoksit (DMSO) ve ¢) % 0.05 - % 0.2 oraninda tween 20
icermesidir.

Covid-19 tanisinda kullanima uygun bir izotermal amplifikasyon yontemi olup

ozelligi s6z konusu yontemin;
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ii.

1il.

1v.

Vi.

Vii.

Sars-CoV-2 sentetik niikleokapsit RNA (SEQ ID No: 7) ile bir pozitif kontrol

sollisyonu hazirlanmast,

Sars-CoV-2 kolorimetrik master karigim ve
TGCCTCAACTTGAACAGC(SEQ ID No: 1),
TTCATAAGGATCAGTGCCAAG (SEQ ID No: 2),
CACCAAGTGTCTCACCACTACGGCACCTCATGGTCATGTTAT (SEQ
ID No: 3),

CTCATGTGGGCGAAATACCAGTCCACCAGCTCCTTTATTACC (SEQ
ID No: 4), ACCGTACTGAATGCCTTCG (SEQ ID No: 5),
GGCTTACCGCAAGGTTCT (SEQ ID No: 6) primerlerini; % 0,5 - %2
oraninda dimetilsiifoksit (DMSO) ve ¢) % 0.05 - % 0.2 oraninda tween 20
igeren primer karisimi ile reaktif ¢alisma karisiminin hazirlanmasi,
Reaktif calisma karisimi ile pozitif kontrol soliisyonunun karistirilmasiyla
pozitif kontrol numunesinin hazirlamas,
Reaktif calisma karisimi ile numunelerin  karistirilmas:  ile analiz
numunelerinin hazirlanmasi,
Reaktif calisma karisimi ile suyun kanstirilmasiyla negatif  kontrol
numunesinin hazirlanmasi,
pozitif kontrol numunesi, negatif kontrol numunesi ve analiz numunelerinin
20-30 dakika boyunca 65-75 °C sicaklikta tutulmas,
Numunelerin siire sonunda gozle veya plaka okuyucuyla degerlendirilmesi,
pembe renkli olmayanlarin veya floresans 1s1ma yapanlarin pozitif olarak
degerlendirilmesi adimlarini igermesidir.
Istem 2’ye gére primer mix olup ozelligi %0.8 ile %1.2 oranminda DMSO
icermesidir.
Istem 2’ye gére primer mix olup 6zelligi igerisinde % 0.08 ile % 0.12 oraninda

tween20 icermesidir.
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TARIFNAME

[ZOTERMAL AMPLIFIKASYON YONTEMIYLE COVID-19 TANISINDA
KULLANIMA UYGUN OZGUN REAKSIYON KARISIMI

Mevcut bulus, Covid-19’un izotermal amplifikasyon yontemiyle tanisinda kullanima

uygun bir reaksiyon karisimina iliskindir.
Teknigin Bilinen Durumu

COVID-19 tanisi, iilkemizde ve diinyada rutin olarak Gergek Zamanli (Real-Time)
PCR (RT-PCR) yontemiyle yapilmaktadir. Bu yontem reaksiyonun gergeklesmesi igin
1s1l dongii gerektirdiginden kompleks laboratuvar cihazlarina ve alt yapisina ihtiyag
duyulmaktadir. Ulkemizde tam donaniml laboratuvar sayis1 oldukca fazla olmasina
ragmen COVID-19 tanisinda su an i¢in rutin olarak kullamilan RT-PCR cihazlarn
giinliik belirli sayida test yapabilmektedir. Bilinen teknikte yaygin olarak kullanilan
RT-PCR yontemi 1s1l dongiiye ihtiyag duymaktadir. Bu da ¢alisma siiresini 60-90 dk
araliginda devam ettirmektedir. Pandemi kosullarinda sinirli sayida test yapabilen RT-
PCT cihazlarinin ihtiya¢ duyulan test sayisini karsilamamasi nedeniyle ve her bolgede
ayrt  birer laboratuvar kurulamayacag ve yeterince uzman personel
gorevlendirilemeyecegi icin, uzmanlar patojenlerin tanisini hizli ve dogru bir sekilde
yapabilecek ucuz, kullanimi kolay ve sahaya uygun yerinde tani (point of care)
hizmetleri {izerine calismaktadir. Ozellikle COVID-19 tanisi i¢in kullanilacak yerinde
tani sistemlerinin yayginlasabilmesi i¢in, farkli ¢alisma kosullarinda tutarli sonuglar

veren, kullanimi basit, taginabilir ve ucuz tani sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

RT-PCT yontemine alternatif olarak izotermal amplifikasyon yontemi gelistirilmistir.
Bu yontemde analiz yaklagik 30 dakikada tamamlanmaktadir. Bu yoniiyle izotermal
amplifikasyon yontemi RT-PCR’a gore 2 kat daha fazla hasta Orneginin analiz

edilmesine imkan saglamaktadir.

RT-LAMP adiyla da bilinen izotermal amplifikasyon yontemi bir deney kiti ve
isitictyla Covid-19’a  neden olan  Sars-CoV-2  viriisiiniin  tespit edilmesini
saglamaktadir. Bu yontemde deney kiti sayesinde Sars-CoV-2 viriisit RT-PCT
yontemine gore cok daha hizhi c¢ogaltilir ve islem sonunda viriisiin varhig renk
degisimi sayesinde kolayca gozle veya 440-560 nm arasini Olcebilen bir plaka

okuyucuyla gézlemlenebilir.
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Her ne kadar bu yontem hizli sonug¢ vermesi, gelismis teknik uzmanlik ve komplike
deney araglar gerektirmemesi yoniiyle RT-PCT yontemine gdre dnemli avantajlar

saglasa da yapilan ¢ok sayida ¢alismada yanlis pozitif sonug¢ verdigi bildirilmektedir.

Bulusun Amaci

Bu bulusun amaci, RT-LAMP adiyla da bilinen izotermal amplifikasyon yénteminde
kullanima uygun yanlis pozitif test sonuglarint azaltan bir test kiti i¢in reaksiyon

karigimi gelistirmektir.

Bulusun Detayh Anlatim

Mevcut bulus RT-LAMP adiyla da bilinen izotermal amplifikasyon yonteminde
kullanima uygun bir Sars-CoV-2 primer karigsimina iliskin olup 6zelligi s6z konusu
primer karisiminin; a) TGCCTCAACTTGAACAGC (SEQ ID No: 1),
TTCATAAGGATCAGTGCCAAG (SEQ ID No: 2),
CACCAAGTGTCTCACCACTACGGCACCTCATGGTCATGTTAT (SEQ ID No:
3), CTCATGTGGGCGAAATACCAGTCCACCAGCTCCTTTATTACC (SEQ ID
No: 4), ACCGTACTGAATGCCTTCG (SEQ ID No: 5),
GGCTTACCGCAAGGTTCT (SEQ ID No: 6) primerlerini; b) % 0,5 - %2 oraninda
dimetilsiifoksit (DMSO) ve ¢) % 0.05 - % 0.2 oraninda tween 20 icermesidir.

Mevcut bulusa uygun primer karigimi kullanilarak izotermal amplifikasyon
yontemiyle yapilan analizlerde yanlis pozitif sonug alinmadigi ve bu sekilde bilinen

yontemin giivenilirliginin ve dogrulugunun arttirildig goriilmektedir.

Ayrica, bulusa uygun primer karisimi covid-19 tanisinda yiiksek spesifikligin
saglanmasini, RT-PCR yontemine gore en az 2 kat daha hizli sonug elde edilmesini,
komplike cihazlar gerektirmeden basit 1sitic1 ve blue gel goriintiileme sistemiyle tespit

edilmesini saglamaktadir.

TGCCTCAACTTGAACAGC (SEQ ID No: 1) ve
TTCATAAGGATCAGTGCCAAG(SEQ ID No: 2) primerleri disg primerler olup,
hedef gen lizerindeki dis bolgeyi taniyan spesifik dizilerdir.

CACCAAGTGTCTCACCACTACGGCACCTCATGGTCATGTTAT (SEQ ID No:
3) ve CTCATGTGGGCGAAATACCAGTCCACCAGCTCCTTTATTACC (SEQ ID



10

15

20

25

30

No: 4) primerleri i¢ primerler olup, hedef gen tizerindeki i¢ bdlgeyi taniyan spesifik

dizilerdir.

ACCGTACTGAATGCCTTCG (SEQ ID No: 5) ve GGCTTACCGCAAGGTTCT
(SEQ ID No: 6) primerleri yontemi hizlandirmak i¢in ilmik yapilarina baglanan
primerler olup 6zellikle hairpin veya primer dimer yapilarini olusturmayacak

ozelliktedir.

Bulusa uygun primer karisimi igerisinde ayrica, reaksiyon basina 2X SYBR Safe

floresans boya igerebilir.

Bulus bir agidan TGCCTCAACTTGAACAGC (SEQ ID No: 1),
TTCATAAGGATCAGTGCCAAG (SEQ ID No: 2),
CACCAAGTGTCTCACCACTACGGCACCTCATGGTCATGTTAT (SEQ ID No:
3), CTCATGTGGGCGAAATACCAGTCCACCAGCTCCTTTATTACC (SEQ ID
No: 4), ACCGTACTGAATGCCTTCG (SEQ ID No: 5),
GGCTTACCGCAAGGTTCT (SEQ ID No: 6) primerlerinin Covid-19 tanisinda

kullanilmasina iliskindir.

Bulus bir diger agidan izotermal amplifikasyon yontemiyle Covid-19 tanisinda
kullanima uygun Sars-CoV-2 kolorimetrik master karisim, Sars-CoV-2 sentetik
niikleokapsit RNA (SEQ ID No: 7), ultra saf DNAaz ve RNAaz icermeyen su ve

Sars-CoV-2 primer karisimi igeren bir kite iliskin olup ozelligi Sars-CoV-2 primer

karisiminin;
a) TGCCTCAACTTGAACAGC (SEQ ID No: 1),
TTCATAAGGATCAGTGCCAAG (SEQ ID No: 2),

CACCAAGTGTCTCACCACTACGGCACCTCATGGTCATGTTAT (SEQ ID No:
3), CTCATGTGGGCGAAATACCAGTCCACCAGCTCCTTTATTACC (SEQ ID
No: 4), ACCGTACTGAATGCCTTCG (SEQ ID No: 5),
GGCTTACCGCAAGGTTCT (SEQ ID No: 6) primerlerini; b) % 0,5 - %2 oraninda
dimetilstifoksit (DMSO) ve c¢) % 0.05 - % 0.2 oraninda tween 20 i¢cermesidir.

Bir diger agidan bulus covid-19 tamisinda kullanima uygun bir izotermal

amplifikasyon yontemine iliskin olup s6z konusu yontem;

i.  Sars-CoV-2 sentetik niikleokapsit RNA (SEQ ID No: 7) ile bir pozitif kontrol

soliisyonu hazirlanmasi,
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Sars-CoV-2 kolorimetrik master karisim ve TGCCTCAACTTGAACAGC (SEQ
ID No: 1), TTCATAAGGATCAGTGCCAAG (SEQ ID No: 2),
CACCAAGTGTCTCACCACTACGGCACCTCATGGTCATGTTAT (SEQ ID
No: 3), CTCATGTGGGCGAAATACCAGTCCACCAGCTCCTTTATTACC
(SEQ ID No: 4), ACCGTACTGAATGCCTTCG (SEQ ID No: 5),
GGCTTACCGCAAGGTTCT (SEQ ID No: 6) primerlerini; % 0,5 - %2 oraninda
dimetilsiifoksit (DMSO) ve c¢) % 0.05 - % 0.2 oraninda tween 20 igeren primer
karigimu ile reaktif calisma karisiminin hazirlanmasi,

Reaktif ¢alisma karisimi ile pozitif kontrol soliisyonunun karistirilmasiyla pozitif
kontrol numunesinin hazirlamas,

Reaktif ¢calisma karisimi ile numunelerin karistirilmasi ile analiz numunelerinin
hazirlanmasi,

Reaktif ¢alisma karisimi ile suyun karigtirilmasiyla negatif kontrol numunesinin
hazirlanmasi,

pozitif kontrol numunesi, negatif kontrol numunesi ve analiz numunelerinin 20-30
dakika boyunca 65 °C sicaklikta tutulmast,

Numunelerin siire sonunda gozle veya plaka okuyucuyla degerlendirilmesi,
kolorimetrik degerlendirmede pembe renkli olmayanlarin veya floresansla
degerlendirmede floresans 1sima yapanlarin pozitif olarak degerlendirilmesi

adimlarini icermesidir.

Burada bahsi gegen “kolorimetrik degerlendirme” ifadesi elde edilen sonuglarm gozle
veya teknikte bilinen bir cihazla, renk acisindan degerlendirilmesini ifade etmektedir.
Bulus kapsaminda, kolorimetrik degerlendirme, numunlerin gézle incelenmesiyle

gerceklestirilebilir.

Burada bahsi gecen “floresansla degerlendirme” ifadesi bir numunenin floresansinin
degerlendirilmesini ifade etmektedir. Bulus kapsaminda floresansla degerlendirme
islemi floresans spekstroskopi kullanilarak, teknigin ilgili alaninda uzman kisiler

tarafindan 1y1 bilinen tekniklerle dlciilebilir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda primer karisimi igerisinde %0.8 ile %1.2

oraninda DMSO bulunur.
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Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda primer karisimi igerisinde % 0.08 ile % 0.12

oraninda tween20 bulunur.

Bulusa uygun yontemde ve kit igerisinde yer alan Sars-CoV-2 sentetik niikleokapsit
RNA;
CCCTATGTGTTCATCAAACGTTCGGATGCTCGAACTGCACCTCATGGTCAT
GTTATGGTTGAGCTGGTAGCAGAACTCGAAGGCATTCAGTACGGTCGTAG
TGGTGAGACACTTGGTGTCCTTGTCCCTCATGTGGGCGAAATACCAGTGG
CTTACCGCAAGGTTCTTCTTCGTAAGAACGGTAATAAAGGAGCTGGTGGC
CATAGTTACGGCGCCGATCTAAAGTCATTTGACTTAGGCGACGAGCTTGG
CACTGATCCTTATGAAGA (SEQ ID No:7) ile gosterilen dizilime sahiptir.

Bulusa uygun yéntem ve kit igerisinde istege bagh olarak Mg™ iyonu, rnegin
MgSO4, dNTP’ler ve bazi tuzlar 6rnegin 10 mM (NH4)>SO, ve/veya 50 mM KCl

bulunabilir.

Bu temel kavramlar etrafinda, bulus konusu ile ilgili ¢ok c¢esitli uygulamalarin
gelistirilmesi miimkiin olup, bulus burada agiklanan 6rneklerle sinirlandirilamaz, esas
olarak istemlerde belirtildigi gibidir. Simdi bulus asagida yer alan 6rmeklerle kapsama

iliskin herhangi bir sinirlama yapilmaksizin agiklanacaktir.
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