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SARS-CoV-2’nin Hizh Tespiti Icin Tasarlanan Biyosensorler

Tugba Begiim Karakas'** , ilayda Demirdis®

OZET
Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2’nin (SARS-CoV-2) dikkat g¢ekici bir hizla

MAKALE GECMISi

yayilmasi sonucunda 2019 yilinda diinya ¢apinda “salgin” olarak nitelendirilmeye baslanmistir. Gelis
COVID-19 hastalarina yapilan testlerde yanlis negatif ve yanlis pozitif sonuglar, genis bir 23 Ocak 2021
popiilasyona yapilan tespit testlerinin uzun siire almasi ayrica yiiksek maliyeti ve saglik Kabl_"
personellerinin yasadig: sikintilar géz oniine alindiginda diinyanin daha hizli hareket etmesi 02 Nisan 2021
gerekmektedir. Bu ylizden COVID-19 viriisiinii kontrol altina alabilmek i¢in etkili, hizli ve son ANAHTAR
derece hassas yontemlere ihtiya¢ duyulmaya baslanmistir. SARS-CoV-2 ile enfekte olan KELIMELER
hastalarin teshisi ve izolasyon siireclerinin baslamasiyla bir¢ok sirket ve enstitii bagta SARS- SARS-COV-2,
CoV-2’nin proteinleri olmak iizere antikorlar, antijenler iizerinde c¢alisarak viriisiin hizli hizh tespit,
tespitine yonelik testler gelistirmeye baslamistir. Bu derlemede SARS-CoV-2 viriisiiniin biyosensor,
yapisini, SARS-CoV-2 i¢in yapilan tespit testleri, tespit testlerinde yasanan problemleri ve COVID-19,

SARS-CoV-2’nin hizli tespiti i¢in tasarlanan biyosensdrleri tartismaktayiz.

Biosensors Designed for Rapid Detection of SARS-CoV-2

ABSTRACT
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) started to be described as
"epidemic™ worldwide in 2019 because of the remarkable rapid spread. Considering the false

bakim-noktasi testi
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negative and false positive results in the tests performed on COVID-19 patients, the long 23 January 2021
duration of the detection tests performed on a large population beside the high cost and the Accept_ed
difficulties experienced by the healthcare personnel, the world should move faster. Therefore, 02 April 2021
effective, fast, and highly sensitive methods are needed to control the COVID-19 virus. With KEY WORDS
the diagnosis and isolation processes of patients infected with SARS-CoV-2, many companies SARS-CoV-2,
and institutes have started to develop tests for rapid detection of the virus by working on rapid detection,
antibodies and antigens, especially proteins of SARS-CoV-2. In this review, we discuss the biosensor,
structure of the SARS-CoV-2 virus, detection tests for SARS-CoV-2, problems encountered in COVID-19,

detection tests, and biosensors designed for rapid detection of SARS-CoV-2.

point-of-care testing

Giris

Aralik 2019°da siddetli akut solunum sendromuna sebep olan korona viriisiin (SARS-
CoV-2) neden oldugu salgin Cin’in Wuhan kentinden rapor edilmistir. Enfekte olan
hastalarin  bronkoalveolar lavaj sivisindan metagenomik RNA  sekanslamasi
gerceklestirilmistir. Yeni tipte bir RNA virlisii oldugu tespit edilmistir. Yapilan

filogenetik ve genomik analizler sonucunda viriisiin viriisiin koronaviriis gibi SARS ile
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yakin bir genetik benzerlige sahip oldugunu ortaya koymustur [1]. Uluslararas: Viriis
Taksonomisi Komitesi (ICTV) yeni tespit edilebilen bu viriisii Siddetli Akut Solunum
Sendromu Koronaviriis 2 (SARS-CoV-2) olarak isimlendirerek literatiirde yerini
almasini saglamistir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan SARS-Cov-2 Uluslararasi
Oneme Sahip Halk Sagligi Acil Durumu (PHEIC) olarak ilan edip, diinyay1 yeni tip
koronaviriise kars1 duyarli olmaya cagirmistir [1, 2]. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine
gore diinya ¢apinda kaydedilen 127.877.462 vaka sayis1 ve 2.796.561 6liim sayis1 kayda
gecmistir [3]. Viriis, kisiye solunum damlaciklari, aerosoller ve abiyotik yiizeyle temas
yoluyla yayilabilecegi gibi diskidan da bulagma ihtimali oldugu bilinmektedir [4]. SARS-
CoV-2'nin kiside enfeksiyona sebep olmadan once 2—7 giinliik bir inkiibasyon siiresi
oldugu bilinmektedir ancak daha da Onemlisi inkiibasyon siiresi boyunca goriilen
asemptomatik durumlar nedeniyle daha da bulasici bir hal almasidir. Asemptomatik olan
kisilerin saglikli kisilere viriisii bulagtirma ihtimali bu nedenle artmaktadir. Yapilmasi
gereken uygun izolasyon kosullari altinda tedavilerin gerceklestirilmesidir. Enfekte
kisileri tarayip, izole etmek ve hemen tedavi altina almak bu noktada kritik 6neme sahiptir
[4, 1]. SARS-CoV-2’nin tespitinde yaygin olarak kullanilan 3 temel strateji mevcuttur.
Bunlar: Bilgisayar tomografisi taramasi, Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
teknigi ile riboniikleik asit (RNA) saptamasi ve yanal akis immiinokromatografik serit ya
da enzim bagli immiinosorbent deneyi ile antikor saptanmasidir [4]. En ¢ok uygulanan
yontem RT-Qper’dir ancak bu yontem de dahil olmak {izere sonuglar1 almanin olduk¢a
uzun stirmesi (1-3 giin aras1) ve yliksek yanlis negatif sonu¢ oraninin fazla olmasi yeni
yontem arayislar1 getirmistir. Ayrica, 6rnek hazirlama ve saflagtirma ihtiyaci, yiiksek
maliyetli cihazlar ve cihazlarin bakimlari, nitelikli personel gereksinimi ve diisiik
hassasiyet nedenleriyle tarama asamasinin hassas, dogru, hizli ve diisiik maliyetli olmas1
noktasinda yeni teshis araglariin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaya baslanmistir [1, 2,
4]. Bu yontemlerin sahip oldugu dezavantajlar nedeniyle kitlesel niifusu tarayip, teshis
etmek bizlere kesin dogru sonucglar vermemektedir. Bu derlemenin amaci viral solunum
yolu enfeksiyonlarin teshisinde kullanilan farkli biyosensor tiirlerinin incelenmesi,
SARS-CoV-2'nin hizl1 tespiti i¢in tasarlanmis olan yeni tip biyosensdrlerin tasarimini ve
biyosensorlerin kitlesel sorunu ¢dzmedeki hizli teshis performans beklentilerini ve

gelecege yonelik perspektiflerini tartismaktir [1, 2].
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SARS-CoV-2’ye Genel Bakis

Ik olarak Aralik 2019°da Cin’in Wuhan kentinde ortaya cikan viriis 2020 Ocak ay1
baslarinda SARS-CoV-2 (siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2) olarak
adlandirilmigtir. Kontrol altina alinamayan viriis, tim diinyaya yayilmistir ve Mart
2020’de, COVID-19 olarak isimlendirilmistir [5]. SARS-CoV-2, zarfli, pozitif ve tek
sarmalli RNA (+ssRNA) viriislerinden olusmaktadir ve 3-koronaviriis cinsine aittir [6].
SARS-CoV-2’nin de igerisinde bulundugu CoV (Koronaviriisler)’in ortak 6zelliklerine
bakildiginda insanlarin, kuslarin ve diger memelilerin solunum sistemlerini,
gastrointestinal sistemlerini ve merkezi sinir sistemlerini enfekte edebilen zarfli, tek
sarmalli pozitif RNA (+ssRNA) viriisleri oldugu bilinmektedir [7]. Bilinen bir¢ok
koronaviriis enfeksiyonu insanlarda sadece soguk alginligina neden olurken, SARS
(siddetli akut solunum sendromu) ile iligkili koronaviriisler (SARS-CoV)’de yeni bir beta
koronaviriis ajani ortaya ¢ikmaktadir. Ortaya ¢ikan yeni beta koronaviriis ajani ise bir¢ok
onemli insan hastaliklarina sebep olabilmektedir [7]. Nidovirales takiminda bulunan,
Coronaviridae ailesinden gelen ve Coronavirinae alt ailesinde bulunan koronaviriisler,
viral ylizey proteinlerini géomiilii halde bulunduran ve konakgi hiicreden tiiretilmis bir
lipid membrana sahip zarfli viriislerdir [8]. Nidovirales takiminda bulunan tiim
koronaviriislerin genomlar1 pozitif polariteye sahip tek sarmalli bir riboniikleik asit
(RNA) bi¢gimindedir. RNA’nin baz dizisi 5'—3' yonelimindedir ve sonraki haberci RNA
(mRNA)’ya karsilik gelmektedir [9]. Corona virlis genomu, 26,4-31,7 Kkilobaz
uzunluguyla bilinen tiim RNA viriisleri arasindaki en biliylik RNA genomudur [10].
Koronavirlis genomunun organizasyonu, 5'-lider-UTR-replikaz-S(Spike)-E(Zarf)-
M(Membran)-N(Niikleokapsid)-3'UTR-poli(A) kuyrugunu igermektedir [11]. Viral
RNA, RNA genomunu gevreleyen niikleokapsid (N) ve 3 zar proteinini; S-glikoprotein,
Matris (M) protein, zarf protein (E)’yi kodlamaktadir [6].

Sarmal bir niikleokapsid olusturmak amaciyla niikleokapsid protein, genom RNA’y1
paketlemektedir. Niikleokapsid protein, lider sekans ve viral membranin i¢ yliziinde
bulunan M proteinleri araciligiyla genomik RNA’ya baglanmaktadir. Niikleokapsid
proteini ayn1 zamanda koronaviriiste en ¢ok bulunan proteindir. Niikleokapsid proteini
fazlasiyla immiinojenik bir fosfoproteindir ve bu protein koronaviriisiin teshis

tahlillerinde bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir [12].
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Koronaviriisler, diger viriislerin aksine igerisinde RNA polimeraz enzimini igermezler
¢linkii koronaviriisler gibi pozitif polariteli, tek iplikli RNA (+ ssRNA) viriislerinde RNA,
mRNA ya benzer bir aktivite gostermektedir. Boylece, viral genom dogrudan konak
hiicrenin ribozomlar1 tarafindan translasyona ugramaktadir. Zarf (E) proteini enfekte
hiicrelerde ¢ekirdek ¢evresinde ve hiicre ylizeyinde bulunmaktadir. Membran (M)
proteinleri i¢ tarafta bulunan niikleoproteinlere baglanarak, ¢ekirdek yapisin
olusturmaktadirlar [13]. Spike (S) protein, viriise antijenik 6zellik kazandirmaktadir.
Spike (S) protein, membran proteinlerine baglandiginda, CoV’larin yiizeyindeki viral
zarfta bulunan S-glikoproteinin, insan hiicrelerinin yiizeyindeki reseptorlere ve
anjiyotensin doniistliriicii enzim 2’ye (ACE2) baglanabilmesini saglamaktadir [14].
ACE2, insanlarin alt solunum yolunda bulunmaktadir ve hem insanlar arasindaki
bulagsmay1 hem de tiirler arasindaki bulagmayi diizenlemektedir [15].

Spike protein konak hiicre yiizeyinde bulunan sialik asite baglandiginda, viriis
hemagliitinasyon yetenegini kazanmis olmaktadir [11]. Hemaglutinin-esteraz (HE)
proteini bazi B-CoV’larin yapisinda bulunmaktadir. Bu protein siyalik asitleri yiizey
glikoproteinlerine baglayabilmektedir. HE, protein aktivitelerini, S proteini aracili hiicre
girisini ve mukozadan yayilan viriisleri arttirabilmektedir [16]. CoV’larin, sahip oldugu
RdRp genetik bilginin kopyalanmasindan sorumludur ve hata oran1 fazlasiyla ytiksektir.
Bu nedenle de CoV’ler yiiksek bir mutasyon oranina sahiptir [17]. Ayrica, homolog
rekombinasyonlar biiyiik cogunlukla CoV’larda meydana gelmektedir [18]. Bu 6zellikleri
nedeniyle viriisiin evrimi ve yeni suslarinin olugmasi siklikla ger¢eklesmektedir. Bu
nedenle, dogada biiyiik bir CoV g¢esitliligi bulunmaktadir [18]. Insanda koronaviriis
enfeksiyonuna karst olusan IgM ve IgG antikorlart humoral yamitta, COVID-19
hastaligin1 tespit etmekte ve plazma tedavisinde kullanilmaktadir [19]. Sekil 1°de
yukarida kisaca bahsedilen SARS-CoV-2’nin hedef bolgeleri ve IgM, IgG antikorlari

gosterilmistir.
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a) SARS-CoV-2 ve Hedef Bolgeleri

Membran protein (M)
Hemaglutinin-esteraz (HE)

Niikleoprotein (N)
Zarf proteini (E)

Genomik RNA Spike glikoprotein (S)

Sekil 1 a) SARS-CoV-2 ve hedef bolgeleri b) IgM ve IgG antikorlar1 (BioRender.com (2020), web
sitesinden adapte edilmistir.)

SARS-CoV-2 Tespit Testleri

Hastalardan basariyla izole edilen SARS-CoV-2 viriisiiniin izole edilmesinden sonra
genom dizileme teknigi kullanilarak viriisiin genom dizisi tanimlanmistir. Sonrasinda ise,
SARS-CoV-2'yi saptamak amactyla pek ¢ok yontem ve kit gelistirilmistir [20]. SARS-
COV-2’de tespit edilecek hedef bolgeye bagli olarak, COVID-19 tanisal testleri ve
COVID-19 taramasi ile ilgili {i¢ ana yaklagim vardir [21]. Tlki niikleik asit testleridir. Bu
testler viral RNA’y1 hedeflemektedir ve viral genomun niikleik asit amplifikasyon testleri
(NAAT'ler) olarak tanimlanmaktadir. Tespit i¢in RT-PCR'ye dayali bir amplifikasyon
yontemi kullanilmaktadir [21]. Ikinci test antijen testleridir. Viriisiin yapisal
proteinlerinin tanimlanmasiyla viral bir antijenin varlig1 tespit edilebilmektedir [21].
Ucgiincii olarak serolojik test olarak bilinen antikor testleri bulunmaktadir. Antikor testleri,

SARS-COV-2’ye karsi iiretilen antikorlarin varligini tespit edebilen bir yontemdir. En
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¢ok kullanilan antikor testleri arasinda enzime bagl immiinosorbent tahlilleri (ELISA),
kemoliiminesans tahlilleri (CLIA) ve yanal akis tahlilleri (LFA) bulunmaktadir [22].
Niikleik Asit Amplifikasyonuna Dayal Yontemler

Niikleik asit amplifikasyonu (NA) viral ajanlarin tespiti i¢in en yaygin olarak kullanilan
yontemdir. Bu yontem sayesinde, MERS ve SARS-CoV gibi koronaviriislerin neden
oldugu salginlarin tespiti i¢in kapsamli sekilde tarama yapilabilmektedir [22]. Niikleik
Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT), niikleik asitlerin 6zgiil dizilerinin amplifikasyonun
ve niikleik asitlerin saptanmasinda kullanilan bir tekniktir. NAAT teknigi kullanilarak,
ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile aktif SARS-CoV-2
enfeksiyonlar1 belirlenmektedir. RT-PCR teknigi genel hatlariyla dort basamakta
gerceklesmektedir. Oncelikle siiriintii ile &rnekler alinmaktadir. Viral RNA’nin
saflastirilmasindan sonra revers transkriptaz enzimi yardimiyla tamamlayici DNA sentezi
gerceklestirilmektedir. Son olarak da tamamlayict DNA’nin sentezi ile gen ekspresyon
analizleri yapilabilmektedir. Kisa bir siire 6nce literatiire gegcen SARS-CoV-2 virlisii igin
yapilmasi tasarlanan RT-PCR testlerinin daha 6zgiil olabilmesi igin viriisiin genom
dizilemesinin, primerlerin ve problarin tasariminin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu
boslugu doldurabilmek igin farkli primer/prob setlerini kullanan gesitli RT-PCR testleri
gelistirilmistir. Bu dogrultuda tasarlanacak primer/prob testleri SARS-CoV-2 viriisiiniin
farkli bolgelerini hedeflemelidir [23]. Washington Universitesi’nin ¢alismasinda,
primer/prob setleri [23] viriisiin E genini hedeflerken, N2 gen primer/prob setlerinin
SARS-CoV-2 tespiti i¢in daha yiiksek hassasiyete sahip oldugunu rapor edilmistir.
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan primer/prob setlerini kullanarak RT-PCR testlerini
gerceklestirilen klinikler, primer/prob se¢imine bagli olarak testin duyarliliginda 6nemli
farklilik bulgularini bildirmislerdir. Tespit ettikleri fark diisiik viral yiike sahip numunede
daha da belirgin diizeydedir. SARS-CoV-2'nin genetik siiriklenmeye ugramasindan ve
tespit sirasinda koronaviriislerin diger koronaviriis tiirleri ile capraz reaksiyonundan
kacinmak i¢in en az iki molekiiler hedef secerek RT-PCR yapilmasi Onerilmektedir.
Bununla beraber hedeflenecek olan bdlgelerden birinin evrimsel siirecte korunmus bir
bolge olmasina dikkat ¢ekilmektedir. RT-PCR teknigi her ne kadar kullanigh bir metot
gibi goriinse de aslinda dezavantajlari  bulunmaktadir. Oncelikle bu testi
gerceklestirebilmek icin teknik anlamda egitimli elemana ihtiya¢ vardir [23]. Yapilan

tespit testleri genis bir popiilasyona yapildig1 i¢in olduk¢a maliyetlidir. Ayn1 zamanda
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tespit i¢in kullanilan PCR cihazlar1 da maliyetlidir. RT-PCR, COVID-19'un Kesin
teshisinde kullanilmasina ragmen, duyarliliginin gogiis BT incelemelerinden daha diisiik
bir orana sahip oldugu da bilinmektedir. Bu dezavantajlardan kaynakli olarak RT-PCR’a
alternatif olarak Dongii Aracili Izotermal Amplifikasyon (DAIA) reaksiyonu olan baska
bir molekiiller yontem gelecek vaat etmektedir. LAMP teknigi, izotermal
amplifikasyonda, sabit sicaklik altinda gergeklestirilebilen ve DNA’y1 hizli ve yiiksek
secicilik ile ¢ogaltabilen bir tekniktir. Ayrica, LAMP teknigi, 6zel ekipmana ve egitimli
kisilere ihtiyag duymadan COVID-19 tespitini daha yiiksek amplifikasyon verimliligi ve
RT-PCR'e gore daha hizli gergeklestirdiginden daha avantajhidir [24].

Antijen Tespitine Dayal Yontem

COVID-19 pandemisinin yarattig1 kiiresel sonuglar gbz oniine alindiginda, daha hizli ve
ucuz tespit yOntemlerinin ihtiyact dogmustur. Gelistirilen antijen bazli testler bir
immiinolojik test formunda olmakla beraber, viriisiin S (spike) proteinini, HE proteinini
(hemaglutinin glikoprotein), niikleokapsidini, zarf veya zar proteinlerini hedeflemektedir.
Viral antijen 6zgiil olarak antikora baglandiginda enzime bagli immiinosorbent tahlilleri
(ELISA) veya immiinofloresan boyama gibi geleneksel yaklagimlarin yanm sira optik,
manyetik, elektrokimyasal ve yiizey plazmon rezonansina dayali teknikler ile viriis tespiti
gerceklestirilmektedir [21]. RT-PCR teknigine gore daha hizli ve ucuz olmasinin yaninda
bazi1 dezavantajlart1 da bulunmaktadir. Cok 6zgiil bir test olmasina ragmen bu testi
yapabilmek icin oldukca egitimli personele ihtiya¢ vardir. Bu testin en biiyiik
zorluklarindan biri SARS-CoV-2 virlislinlin, 6zgiil proteinler i¢in antikor eksikligi
problemi ile karsi karsiya kalmasidir [21, 24]. Viral yiikiin, COVID-19 hastalarinda
hastaligin baglangi¢ zamani ile 6rnek toplama zamani arasinda gegen siire ile, 6rnegin tipi
ve kalitesi ile, hastaligin siddeti ile ve hastanin yas1 gibi faktorlerle degisebilecegi rapor
edilmistir. Antijen testleri, RT-PCR ile yapilan testlere gore daha az duyarlidir. Yukarida
belirtilen faktorlere bagl olarak, azalan viral yiikkte COVID-19 tespiti, giivenilir sonuglar
vermemektedir. Bu dezavantaji1 yok etmek i¢in, SELEX yontemiyle sentezlenen SARS-
CoV-2'ye 0zgii aptamerler kullanimi amaclanmaktadir. Aptamerler, SARS-CoV-2
viriisiinlin spike proteininin reseptdr baglanma alanini hedeflemektedir. Aptamerlerin
iiretimi antikorlara gére daha ucuz, daha kolay ve virlise karsi daha Ozgiildiir.
Aptamerlerin kullanimi ile antijen tespitine dayali testlerin gelistirilmesi saglanmalidir

[21, 24].
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Serolojik Testler

Serolojik testler viral antijenleri test etmek yerine test icerisinde bulunan viriise karsi
gelistirilen antikorlar1 (immiinoglobulin G (IgG) ve M (IgM)) tespit etmektedir. Viriis
enfeksiyonunun dolayli olarak tespit edilmesini saglayan bir yontemdir. Virilis
organizmadan temizlendikten sonra antikorlar genellikle birkag yil daha kan dolagiminda
varligimi siirdirmeye devam etmektedir. Bu yaklasim teshis acisindan avantaj
saglamaktadir. Ciinkii 1iyilestikten sonra bile kanda uzun siire kalabilen IgG
konsantrasyonu, ge¢mis enfeksiyonun bir gostergesidir. Serolojik testler, SARS-CoV-
2’nin hastadaki enfeksiyon ge¢misine dair bilgi vermekle beraber gegirilen enfeksiyon

sayisinin ve boyutunun belirlenmesine dair de bilgi elde edilmesini saglamaktadir [2, 21].
SARS-CoV-2 Tespitinde Karsilasilan Problemler

SARS-CoV-2 RNA Tespitinde Karsilasilan Problemler

SARS-CoV-2’nin RNA bakim noktasi testi, diisiik algilama hassasiyetine sahiptir [26].
Diisiik viral yiiklere sahip pre-semptomatik ve asemptomatik hastalarda ve RNA
ekstraksiyonu bulunmayan numunelerde yaniltici sonuglar verebilmektedir [26, 27].
Bunun disinda uzun siire gerektiren SARS-CoV-2’nin RNA tespit siiresi, siipheli
COVID-19 hastalar1 ve sonrasinda etkilesimde bulunabilecekleri insanlar i¢in biiyiik
problemlere neden olabilmektedir.

SARS-CoV-2 NP Antijeni ve Viriis Partikiil Tespitinde Karsilasilan Problemler
Testlerin yapildig: klinik ortamlarda, bazi COVID-19 hastalarinin diisiik viriis ytiklerine
sahip oldugu siklikla gézlenmistir [26, 27]. Giincel kullanilan SARS-CoV-2 testlerinin
de viriis partikiil tespit yonteminde eksiklikleri bulunmaktadir [25]. Virilis tespit
yontemlerindeki eksiklige ek olarak NP ekspresyonunun, SARS-CoV-2 ile enfekte olmus
hiicrelerde, SARS-CoV ve MERS-CoV ile enfekte olmus hiicrelere oranla daha diisiikk
ciktigi gozlenmistir. Bu da SARS-CoV-2 hastalarinin  viicut sivisindaki NP
konsantrasyonunun daha diisiik oldugunu diisiindiirmektedir [28]. Bu yiizden de NP
antijeni ve virlis partikiil tespitinde daha giivenilir ve net sonuglar almak i¢in son derece
hassas tespit teknolojilerine acil ihtiya¢ duyulmaktadir.

SARS-CoV-2 Antikorlariin Tespitinde Karsilasilan Problemler

Baz1 koronaviriis ile enfekte olmus hastalarda virlis viicuda girdikten sonra
6l¢ebilecegimiz bir antikor diizeyi olugturamaz yani bazi hastalar serokonversiyona sahip

degildir ve diisiik bir anti-SP antikor seviyesine sahiptir [29]. Bu enfekte hastalarin dogru
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bir sekilde tanimlanmasi gerekmektedir, bunun iginde daha hassas bir tespit yontemine
ihtiyac bulunmaktadir. Bunlarin yaninda, anti-RBD ve anti-NP antikorlarinin
seviyelerinin, hastaliin erken asamalarinda c¢ok disik c¢iktigi goézlenmistir [25].
Dolayisiyla aslinda pozitif ¢ikmasi gereken bir¢ok enfekte hastanin pozitifliginin
anlagilamamasi gibi sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir. COVID-19’un inkiibasyon siiresinin
5-6 giin oldugu bilinmektedir [30]. Bu yilizden de, pre-semptomatik ve asemptomatik
hastalarin tasidigi viriis, hastalarin anti-RBD ve anti-NP antikor testleri kullanilarak
tanimlanmasindan once yakinlarinda temas ettikleri insanlara yaymalar fazlasiyla
olasidir. SARS-CoV-2 antikorlarinin tespitinde kullanilmak iizere acilen daha hassas,

daha ucuz ve daha hizli tespit yontemleri gelistirilmelidir.
SARS-CoV-2 Tespitinde Gelistirilen Potansiyel Biyosensorler

P-FAB: Covid-19 Tespiti icin Gelistirilen P-FAB Biyosensor Cihazlar:

Tasinabilir plazmonik fiber optik absorbans biyosensorii olan P-FAB teknolojisi SARS-
CoV-2 virtis partikiillerini minimum diizeyde 6n islem ile dogrudan tiikiiritk numunesi ile
calisan tek adimli biyosensor tipidir [31]. P-FAB ile antijenler ve endotoksinler de dahil
olmak iizere gesitli analit gruplarini test edebilecek kadar genis tanima 6zelligine sahiptir.
P-FAB teknolojisi temelde bir ¢ift yesil LED ve fotodedektor kullanarak U-biikiilmiis
optik fiber proba sahip bir sistemdir. Fiber optik prob i¢inde yayilan 1siktaki yogunluk
sayisindaki degisiklie dayanan bir sistem sayesinde Ol¢lim gergeklesmektedir.
Biyosensorde altin nanoparcaciklari, 1giktaki artan ya da azalan gii¢ kaybinin 6l¢limiinii
daha fazla giiclendirmek i¢in kullanilmaktadir. Etiketli altin nanoparcaciklar igeren
biyosensdr, numunenin 25 pL'sinde birka¢ yliz analit molekiili tespiti
gerceklestirilebilmektedir. Tasarlanan bu algilama stratejisi, idrar 6rneginden tiiberkiiloz
teshisini 15 dakikada gerceklestirebilen testin ¢alisma prensibine dayanmaktadir [31].
Fiber optik probun biyo islevsizlestirilmis ve U seklinde biikiilmiis algilama bdlgesi,
numune igerisindeki hedeflenen N-proteinini tespit ederek ve biyosensor matrisinde dalga
emilimine yol acarak SARS-CoV-2 tespitini gerceklestirmektedir [31]. P-FAB
teknolojinin N-protein tayini gergeklestirebilmesi igin iki farkli yontem gelistirilmistir.
[k ydntem etiketsiz biyoanaliz, ikinci yontem etiketli biyoassay yontemidir [31].
Etiketsiz biyoanaliz yonteminde, biyosensor matrisi, altin nanopargacik iceren U seklinde
biikiilmiis fiber optik prob iizerinde hareketsizlestirilmektedir. Ardindan anti-N protein

monoklonal antikorlart uygun bir kimyasal olan tiyol-PEG-NHS’e kovalent
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konjugasyonu gerceklestirilmektedir [31]. Afinitesi yliksek olan aptamerler, SPR ve
ELISA testleri ile degerlendirilmektedir. Antikorlar, hareketsizlestirilmis problara, sigir
serumu igeren alblimin ile muamele edilmektedir. Burada, 6zgiil olmayan baglamalari
engellemek i¢in BSA kullanilmaktadir. Bu sekilde biyofonksiyonellestirilmis problar ile
numune igerisindeki N proteinlerin 15 dakika iginde tespiti gerceklestirilmektedir.
Etiketli biyoassay yontemi, sandvi¢ immunoassay yonteminden baz almaktadir. Bu
yontemde, altin nanoparcaciklar kullanilarak etiketleme yapilmaktadir ve yakalama-
detektdr antikorlar1 kullanilmaktadir. Oncelikle, biyosensdr matrisinin, anti-N protein
monoklonal antikorlarinin (yakalama antikorlarinin) U-biikiilmiis fiber-optik prob
iizerinde hareketsizlestirilmistir. Ozgiil olmayan baglamalar1 engellemek igin sIgir
albumini kullanilmaktadir. Sonraki asamada ise, enfekte olmus bir hastadan elde edilen
numune drnegi, anti-N protein monoklonal antikorlar1 ve konjuge altin nanoparcaciklar
ile 5 dakika karistirilmaktadir. Karisim, kompleksin biikiilmiis probunun algilama
bolgesine eklenmektedir. Numune icerisindeki N proteinlerinin 15 dakika i¢inde tespiti
gerceklestirilmektedir [31].

Transistor Tabanlh Biyosensor Kullammm ile Insan Nazofarengeal Siiriintii
Orneklerinde COVID-19 Viriisiiniin (SARS-CoV-2) Hizh Tespiti

Klinik 6rneklerde SARS-CoV-2 tespiti gerceklestirebilmek icin etkili transistor (FET)
tabanli biyosensor cihazi gelistirilmistir. FET tabanli biyosensor cihazi kullanimi ile az
miktardaki numunelerde son derece hassas ve hizli viriis tespiti hedeflenmektedir [32].
Grafen kapli biyosensor sayesinde, yiizeydeki degisikliklere immiinolojik olarak
hassasiyetle tan1 konulmaktadir. FET tabanli biyosensor, grafen kapl yiizeyin SARS-
CoV-2 spike proteinine kars1 6zgiil bir antikorla kaplanmasiyla iretilmistir. Biyosensor
tasariminda ylizeyi grafenle kaplayarak grafenin altigen seklinde iki boyutlu karbon atom
yapisindan dolayi, yliksek elektronik iletkenlik, yiiksek tasiyict hareketliligi ve genis 6zel
alan Ozelliklerinden faydalanilmaktadir [32]. SARS-CoV-2 spike antikoru, grafen kaplh
biyosensoriin yiizeyine verimli bir arayiiz birlestirme ajan1 olan 1-pirenebiitirik asit N-
hidroksistiksinimid ester (PBASE) araciligiyla immobilize edilmektedir. FET tabanh
biyosensoriin algilama sinir1 1 fg/mL diizeyindedir. Biyosensoriin SARS-CoV-2'yi tespit
smirt LOD: 1,6x10! pfu/mL ve klinik 6rneklerde tespit sinir1 LOD: 2,42x102 kopya/mL
diizeyindedir [32]. Sensoriin performansinin degerlendirilmesi hastalardan alinan antijen

proteini, kiltiirlenmis viriis Ornegi ve nazofarengeal siiriinti  Grnekleriyle
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belirlenmektedir. Gelistirilen sensor klinik orneklerde SARS-CoV-2 viriisiini tespit
etmekte oldukca basarili olmustur. FET tabanli biyosensoriin sagladigi en biiyiik
avantajlardan biri; SARS-CoV-2 antijen proteini ile MERS-CoV'un antijen proteinini
birbirlerinden ayirabiliyor olusudur. Basarili sekilde tiretimi gergeklestirilen FET tabanl
biyosensoriin numune On islemi veya etiketleme gerektirmiyor olusuyla oldukga hassas
bir sekilde SARS-CoV-2 tespit edilebildigi kanitlanmistir [32].

eCovSens-Ultrahassas Yeni Devre Kart Tabanh Elektrokimyasal Biyosensor
Cihaz

Tasarimi bir sirket tarafindan yapilmis olan iki tip eCovSens biyosensorii mevcuttur.
eCovSens biyosensorleri tiikiiriik numunelerinden nCovid-19 spike protein antijeninin
(nCovid-19 Ag) tespiti icin tasarlanmis olan ticari potansiyostat cihazlaridir [33]. ilk
eCovSens biyosensér modeli olan FTO tabanli immiinosensor, spike edilmis tiikiiriik
orneklerinde nCovid-19 spike antijeninin (nCovid-19Ag) tespiti i¢in Altin nanopargacikli
(AuNPs) flor katkili kalay oksit elektrot (FTO) kullanilarak potansiyostat bazli bir
sensordiir. Elektriksel iletkenlikte meydana gelen degisiklikleri 6l¢gmek i¢in nCovid-19
monoklonal antikor (nCovid-19Ab) ile hareketsizlestirilmistir. Ikinci eCovSens
biyosensor ise SPCE bazli biyosensordiir. SPCE biyosensorii, nCovid-19 Ab'yi ekran
baskili karbon elektrot (SPCE) tizerinde hareketsiz hale getirerek elektriksel iletkenlikte
meydana gelen degisikligi 6lgmek i¢in tasarlanmistir [33]. Her iki tipteki biyosensoriin
performanst nCovid-19 Ab'nin kendine 06zgii nCovid-19 Ag ile etkilesimine
dayanmaktadir. Optimum kosullar altinda FTO tabanli immiinosensdr ve dnerilen SPCE
bazli biyosensor cihazi test edilmistir. Test sirasinda 1 fM ila 1uM arasinda degisen
nCovid-19 Ag'nin tespiti i¢in her iki biyosensor modeli de erken tespitte oldukg¢a basarili
ve hizli sonuglar vermistir. Ayni zamanda biyosensorlerin yliksek hassasiyetli 6l¢iimleri
de rapor edilmistir [33].

Tasmabilir Yiizey Plazmon Rezonans Algilamal Biyosensor Cihazi ile SARS-CoV-
2 Antikorlar I¢in Hizh ve Kantitatif Serum Testi:

Yiizey plazmon rezonans (SPR) sensorii, seyreltilmemis insan serumunda SARS-CoV-
2’ye 0zgli olan niikleokapsid antikorlarinin tespitini gergeklestirebilen yeni bir biyosensor
cthazidir. Tagmabilir bir SPR cihaz1 3-MPA-LHDLHD-COOH tabakasiyla modifiye
edilen SPR yiizeyi SARS-CoV-2 niikleokapsid rekombinant protein ile

islevsellestirilerek nanomolar aralikta anti-SARS-CoV-2 antikorlarin1  tespit
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edilebilmektedir [34]. SPR sinyalinin suda stabilizasyonu gergeklestirildikten sonra
yizey 1:1 sulu 100 mM N-hidroksisiiksinimid (NHS) ve 400 mM N-etil-N'- (3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDC) soliisyonu ile modifiye edilerek
hareketsizlestirme tamponuyla 20 saniye durulanmaktadir. SARS-CoV-2 niikleokapsid
rekombinant (rN) proteini (MBS569934, MyBioSource, ABD) ile 20 dakika reaksiyona
konulmaktadir. SARS-CoV-2 antikorlarmmin saptanmasi ig¢in ELISA testindeki
performansin1  gOsteren son raporlar nedeniyle de kullanima uygunluk agisindan
secilmistir [34]. SPR tabanli sensor ile numune/sensér temasindan sonraki 15 dakika
icinde sonuglar ¢ikmaktadir. Bu tespit yontemi genel olarak diger SARS-CoV-2
antijenlerine uygulanabildiginden bir dizi antikor sensdriiniin klinik 6rneklerde analizini
gerceklestirebilmek icin uygundur. SPR cihazinin tasmabilirligi ve hizli sonug
verebilmesi ile kisa siirede sahada kullanilmas1 beklenmektedir [34].

Optik Biyosensorler

SARS-CoV-2 tespiti igin gelistirilen optik biyosensorler, plazmonik fototermal
(PPT) etki kullanilarak ve LSPR’nin algilama semasinda bulunan transdiiksiyon
ilkeleriyle beraber kullanilmistir. Bdylece COVID-19 hastaliginin dogru teshisi i¢in optik
bir biyosensor gelistirilmistir [35]. Nanopargaciklarin ve 1s18in LSPR algilamasinda
kullanimiyla, plazmonik rezonans frekansinda daha 6nce de iyi sonu¢ alindigr bilinen
termoplazmonik nesil bulunmaktadir. Yapilan bir c¢alismada, termoplazmonik 1s1
kullanilarak in situ hibridizasyon sicakliginin yiikseltilebilecegini ve boylece de iki
benzer gen dizisinin ayrimimin dogru bir sekilde yapilabilecegi diisiiniilmektedir.
Gergekten de tasarlanan bu LSPR biyosensoriiniin ¢ok sayida gen igeren bir karisimda,
secilen SARS-CoV-2 sekanslarina karsi yiliksek bir hassasiyet sergiledigi goriilmiistiir
[36]. Nanofabrikasyon teknikleriyle [36] ve mikroakiskanlarla kombine edilen LSPR’in
[35] gelistirilmesiyle duyarliligin daha da artirilabilecegi ve tagmabilir formatlarda
kullanilabilecegi diistiniilmektedir [36, 38]. Bahsedilen nedenlerden 6tiiri, LSPR’nin
nanomalzemelerle kullanimiyla birlikte teshis dogrulugunu arttirmakta biiyiikk bir
potansiyeli oldugu vurgulanmistir. Viral enfeksiyonu dogrulayan analitlerin dogrudan
algilanmasmin yaninda, optik biyosensorlerin ayrica SARS-CoV-2 viriisiinlin yliksek
¢Oziiniirliikte goriintiilenmesinde de biiyiik rol oynayabilecegi planlanmaktadir [36]. Wei
ve ark. [39] yaptigi bir ¢alismada, lazer diyot uyarimina bagli olarak viris

goriintiilenmesinde optik biyosensdrlerin kullanimina dayali bir sistem gelistirilmistir.
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Gelistirilen bu sistem, akill1 bir telefonun kamera modiiliine kolaylikla entegre edilebilen
bir optomekanik baglanti formuna dayanmaktadir. Goriintilleme platformunun
¢Oziinlirligi 50 nm’den az olup, kisilerin virlis tespitlerinde akilli telefonlarin

kullaniminin saglanmasini igermektedir [39].
Sonug¢

Sonug olarak, antikor saptama testleri ve niikleik asit saptama testleri SARS-CoV-2
enfeksiyonunu tanimlamak ve viriisiin yayilmasini azaltmak adina enfekte hastalarin
izole edilmesinde ©nemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte, su anda giincel
kullanilmakta olan SARS-CoV-2 RNA saptama testlerinin uzun siireleri, diisiik
hassasiyet gostermesi, sadece klinik drneklerden RNA 6ziitleme ihtiyaci, bu testlerin
klinik uygulamasini1 simirlandirmaktadir ve hatali sonuglara yol acabilmektedir [25].
Disiik virlis yiiklerine sahip hastalarda ve ayrica enfekte hastalarda erken donemde
gozlenen kandaki diisiik antikor seviyesi hastalifin daha fazla yayilmasina neden
olabilmektedir. Bunun nedeni ise tespit testlerinin hassasiyetinin diigiikk olmasi nedeniyle
verilen yanlis negatif sonuglarla birlikte, enfekte hastalar virlisi daha da
yayabilmektedirler [40]. Bu nedenle, hizli, ucuz, yiiksek hassasiyetli ve tasinabilir
taramayla laboratuvarlardan bagimsiz, kisisellestirilmis ve bakim noktast tani

yaklasimlar1 gelistirmek fazlasiyla 6nemlidir.
Gelecek Perspektifleri

Bu yazimizda, biyosensorlerin hizli, yiiksek hassasiyetli ve klinik ¢alismalarda SARS-
CoV-2 RNA tespiti i¢in biiyiik potansiyellere sahip oldugu vurgulanmigtir. Ayrica SARS-
CoV-2 RNA tespitiyle ilgili olarak, dogrudan amplifikasyon i¢in klinik 6rneklerden elde
edilecek SARS-CoV-2 RNA’larin daha basit ve daha hassas algilanmasi i¢in daha fazla
calisma yapilmasina ve gelistirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir. SARS-CoV-2 RNA’nin
hizli, gergek zamanli ve oldukea hassas tespiti i¢in bir¢ok teknolojinin ve disiplinler arasi
caligmalarm  gerekliligi  agiktir.  Ayrica,  biyosensorlerin,  nanoteknolojiyle
birlestirilmesiyle gelecekte daha hizli ve daha hassas tespit stratejilerinin gelistirilmesi
acisindan olduk¢a oOnemlidir. Bizi gelecekte hangi viral veya patojenik mikrobiyal
salginlarin bekledigini bilemiyoruz fakat elimizdeki teknolojiyi kullanarak ve bunu daha
da gelistirerek en azindan yeterli 6nlemleri alabilme sansimiz bulunmaktadir. Molekiiler

biyoloji ve sentetik biyolojideki ilerleme sayesinde, nanobodiler ve aptamerler gibi yeni

503



baglayict ajanlarin  kesfi gergeklestirilecektir. Bu ajanlarin  biyomiihendislikte

kullanilmasi ile de viriisleri tespit etmekte yiiksek segicilik saglanacaktir. Biyosensorlerle

birlikte kullanilabilecek yapay zeka ve yeni algilama stratejileri herhangi bir potansiyel

hastaligin kontrolsiiz yayilmasinin 6niine gegebilmek ve kontrol altina alabilmek igin

biiyiik kolaylik saglayacaktir [41].
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