doi:10.30934/kushed.1052257 e-1SSN: 2149-8571

Kocaeli Universitesi Saghk Bilimleri Dergisi

Derleme / Review

http://dergipark.gov.tr/kusbed

COVID-19 ENFEKSIYONLARINDA DiZi ANALiZi YONTEMLERINE GENEL BAKIS

OVERVIEW OF SEQUENCE ANALYSIS METHODS IN COVID-19 INFECTIONS

Ferhat Giirkan Arslan?, Elmas Pinar Kahraman Kilbas™,“*' Mustafa Altindis®

IFatih Sultan Mehmet Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Istanbul, Tiirkiye, 2Fenerbahge Universitesi, Saghk
Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Tibbi Laboratuvar Teknikleri Programi, Istanbul, Tiirkiye, 3Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji AD, Tibbi Viroloji BD, Sakarya, Tiirkiye

ORCID iD: Ferhat Giirkan Arslan: 0000-0001-8394-1962; Elmas Pinar Kahraman Kilbas: 0000-0003-1348-625x; Mustafa Altindis: 0000-0003-
0411-9669

*Sorumlu Yazar / Corresponding Author: Elmas Pinar Kahraman Kilbag e-posta / e-mail: elmspnrkk@gmail.com

Gelis Tarihi / Received:02.01.2022 Kabul Tarihi / Accepted:14.02.2022 Yayim Tarihi / Published:21.03.2022

Oz

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-2), koronaviriis hastaligr 2019'un (COVID-19) etkeni olarak tanimlandi ve genomik
veriler ilk olarak 10 Ocak 2020'de Cin tarafindan paylasildi. O tarihten itibaren, diinya genelinde toplanan 6rneklerden viral genomu dizilemek icin
¢ok biiyiik ¢aba harcandi. Yakin gegmiste, kokenleri izlemek ve bulasici ajanlarin evrimini anlamak, salginlarin yayilma zincirlerini aragtirmak, hem
etkili ve hizli molekiiler tani testlerinin gelistirilmesini kolaylastirmak hem de tedavi ve asilarin arastirilmasina katkida bulunmak i¢in, yeni nesil
dizileme (NGS) stratejileri, basartyla kullanilmistir. Teknoloji ve bilimdeki son gelismeler, COVID-19'un etkeni olan agir akut solunum sendromu
koronaviriisii-2'nin (SARS-CoV-2) genomlarinin, bir vakanin tanimlanmasindan sonraki saatler veya giinler i¢inde dizilenmesine olanak saglamistir.
Bu sayede, ilk kez, bir pandeminin halk sagligi ve epidemi boyutu gercek zamanli olarak izlenebilmektedir. SARS-CoV-2 genom dizilerinin erken
paylasimi, molekiiler tan1 testlerinin hizla gelistirilmesine olanak saglayarak, kiiresel hazirliga ve kars1 6nlemlerin tasarimina katkida bulunmustur.
Hizli, bityiik dlgekli virlis genom dizilimi, viral salginlarin dinamiklerini anlama ve kontrol dnlemlerinin etkinligini degerlendirmede oldukga
onemlidir. SARS-CoV-2 gen dizilimi, gelismis tanilar, karsi dnlemlerin gelistirilmesi ve hastalik epidemiyolojisinin arastirilmasi dahil olmak tizere
bircok farkli alanda kullanilabilir. COVID-19'un etiyolojik ajaninin genomik dizisini tam olarak tanimlamak igin etkili ve hizli dizileme
yontemlerinin gelistirilmesi, tanisal molekiiler testlerin tasarimi ve pandemi yayilimini azaltmada etkili onlemlerin alinmasi ve stratejilerin
belirlenmesinde temel olmustur. Mevcut dizilerin sayisindan anlagildigi gibi, SARS-CoV-2 genomlarina, farkli yaklagimlar ve dizileme yontemleri
uygulanabilir. Bununla birlikte, her teknoloji ve dizileme yaklagimmin kendi avantajlart ve smirlamalari vardir. Bu derlemede, SARS-CoV-2
genomlarinin dizilenmesi i¢in su andaki mevcut platformlar ve metodolojik yaklasimlardan bahsedilecektir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, pandemi, SARS-CoV-2, sekans.

Abstract

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) was identified as the agent of COVID-19, and genomic data was first shared by
China on January 10, 2020. Since then, tremendous effort has been devoted to sequencing the viral genome from samples collected around the world.
In the recent past, next-generation sequencing (NGS) strategies have been used successfully to trace the origins, understand the evolution of
infectious agents, to investigate the chains of the spread of epidemics, to facilitate the development of effective and rapid molecular diagnostic tests,
and to contribute to the research of treatments and vaccines. Recent advances in technology and science have allowed the genomes of SARS-CoV-2,
the agent of COVID-19, to be sequenced within hours or days after a case is identified. In this way, for the first time, the public health and epidemic
size of a pandemic can be monitored in real-time. The early sharing of SARS-CoV-2 genome sequences has allowed the rapid development of
molecular diagnostic tests, contributing to global preparedness and the design of countermeasures. Rapid, large-scale sequencing of the virus genome
is essential in understanding the dynamics of viral outbreaks and assessing the effectiveness of control measures. SARS-CoV-2 gene sequencing can
be used in many different areas, including improved diagnosis, development of countermeasures, and investigation of disease epidemiology. The
development of effective and rapid sequencing methods to fully identify the genomic sequence of the etiologic agent of COVID-19 has been
fundamental to the design of diagnostic molecular tests and the determination of effective measures and strategies to reduce the spread of the
pandemic. Different approaches and sequencing methods can be applied to SARS-CoV-2 genomes, as evidenced by the number of sequences
available. However, each technology and sequencing approach has its advantages and limitations. In this review, current platforms and
methodological approaches for sequencing SARS-CoV-2 genomes will be discussed.
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Arslan ve ark.
Giris

Ocak 2020'de, daha 6nce bilinmeyen bir koronaviriissusu,
insanlarda solunum yolu enfeksiyonu ve 6liim nedeni olarak
tanimlandi. Yeni beta koronavirlisiin ilk tam genomik
dizileri, PCR ve Sanger dizilimi ile desteklenen meta-
transkriptomik yaklagimlarla Aralik 2019'un sonlarinda elde
edildi. Bir referans genomun varligi, ger¢ek zamanl PCR'ye
dayali tanisal testlerin gelistirilmesini kolaylagtirdi. Siddetli
akut solunum sendromu ile iligkili koronaviriisviral tiirlerine
ait olan bu virlis, daha sonra SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome-Related Coronavirus-2) ve neden
oldugu hastalik ise koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19)
olarak adlandinldi.! COVID-19 (Corona Virus Disease
2019), hizla yayildi ve 11 Mart 2020'de 110 iilkeden
118.000 vaka ile Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan
pandemi olarak ilan edildi. Devam etmekte olan ve modern
tarihin en biiylik kiiresel tehditlerinden birini olusturan
COVID-19 pandemisi, ciddi sosyal ve ekonomik maliyetlere
neden oldu.?

Kismi belli genlerin veya tiim genomlarin dizilenmesinin,
viral patojen genomlarin1 arastirmada, salgin bulasg
dinamiklerini ve yayilma olaylarin1 anlamada, patojenite
ve/veya karst dnlemler (6rn. teshis, antiviral ilaglar ve asilar)
iizerinde etkili olabilecek mutasyonlarin izlenmesinde giiclii
bir yontem oldugu bilinmektedir. Sonuglar, halk sagliginda
salgmn kontrol kararlarmi yonlendirmek i¢in ¢cok énemlidir.*
Dolayistyla, COVID-19'un etiyolojik ajani olan SARS-CoV-
2’nin genomik dizisini tam olarak tanimlamak i¢in etkili ve
hizli dizileme ydntemlerinin gelistirilmesi, tanisal molekiiler
testlerin tasarimi ve pandemi yayilimini azaltmada etkili
dnlemler ve stratejiler planlamak icin temeldir.?

COVID-19 pandemisinde, etkili ger¢ek zamanli siirveyans
stratejilerinin gelistirilmesine yonelik olarak, SARS-CoV-2
genomunun tam veya tama yakin kismi ile onun hastaliktan
sorumlu  kismmin dizilenmesine dayanan c¢alismalar
yapilmakta ve 6zel veri havuzlarinda depolanmaktadir. Bu
veriler, virlisiin evrimsel dinamikleri ve klinik olarak
anlamli olabilecek varyantlariin tanimlanmasinda birgok
calismay:r tesvik etmektedir. Ozellikle, tutarli ve amaca
uygun meta verilere erisimi kolaylastirmak i¢in sekans
verilerinin  silirekli olarak islenmesi, etiketlenmesi ve
biriktirilmesi kritik bir ihtiyagtir?,

SARS-CoV-2 sekanslarini tamimlamak, adlandirmak ve
rapor etmek ic¢in standartlagtirilmis bir veri hatti heniiz
kurulmamistir ancak, DSO ve Avrupadaki birgok iilke,
pandeminin baslangicindan beri SARS-CoV-2 varyantlari
dizilenmektedir ve sekanslar1t GISAID (Global Initiative on
SharingAllInfluenza Data) veya diger agik veritabanlarinda
yayinlamaktadir. Viriis 6zelliklerine iliskin bilgilerin klinik
ve epidemiyolojik verilerle birlestirilmesi 6nemlidir. SARS-
CoV-2 agilart ve antiviraller kullanilmaya baslandikga,
dolasimdaki varyantlarin ag1 ile eslesmesini ve olasi antiviral
direncin ortaya ¢ikisini izlemek i¢in sekans verileri giderek
daha dnemli hale gelecektir.!

SARS-CoV-2 Dizilenmesi icin Hedefler

COVID-19 salgini, tim genom dizileme yetkisinin en
basindan beri halk saglig1 biriminde bulundugu ilk salgindir.
SARS-CoV-2 dizilemesinin mevcut hedefleri iki baslik
altinda toplanabilir (Cizelge 1). Herhangi bir patojenin
dizilemeyedayalisiirveyansinin dnemli bir bileseni, verilerin,
dizilerin genetik iligskisine dayali olarak anlamli sekilde
smiflandirilmasidir. Bu, molekiiler epidemiyoloji alanindaki
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farkli aktorler arasindaki iletisimi kolaylastirir ve standart
epidemiyolojik analiz ile entegrasyon i¢in genomik verilerin
basitlestirilmis tablo haline getirilmesini saglar. SARS-CoV-
2 i¢in birka¢ siniflandirma uygulanmistirt;

*Viriis i¢cin hCoV-19 terimini kullanan GISAID
terminolojisi (www.gisaid.org).

» Nextstrain isimlendirme (https://nextstrain.org/ncov).*
*Andrew Rambaut ve digerleri tarafindan  soy
isimlendirmesi. (https://cov-lineages.org).®

Nextstrain ve GISAID smiflandirmalari, kiiresel olarak
dolagan c¢esitliligin genis kapsamli bir kategorizasyonunu
saglamay1 hedeflerken, soy isimlendirmesi belirli cografi
bolgelerdeki salginlara karsihk gelmektedir?.

SARS-CoV-2 i¢in Dizileme Uygulamasi

Uygun Meta Veriler

SARS-CoV-2 genomik verilerinin faydali olmasi ig¢in
bunlara, uygun meta veriler eslik etmelidir. Meta verileri
diizenlemek ve bunlart yerel veya herkese acgik olarak
paylagsmak zaman alabilir, ancak her ikisi de herhangi bir
dizileme hattinin ayrilmaz bir pargasidir.®

Meta veriler, numune toplama tarihini ve yerini mutlaka
icermelidir.  Bununla  birlikte, ek meta verilerin
yayimlanmasi, bir genomik dizinin potansiyel kullanimlarini
biiytik olciide artirir. Bu nedenle, miimkiin oldugunda,
numune tipi ve dizilemenin laboratuvarda nasil elde
edildigine iliskin bilgiler dahil edilmelidir. Ayn1 bireyden
cift Ornekler veya aymi Ornekten c¢ift dizileme acikca
tamimlanmalidir. Yas, cinsiyet, eslik eden hastaliklarin
varligi, hastalik siddeti ve sonucu gibi demografik ve klinik
bilgiler ve veri tabanindaki diger dizilere baglantilar, bu tiir
bilgilerin hastanin kimligini belirleme riskini tagimadig:
durumlarda paylasilmasi &nerilir.

Meta veriler (tarih gibi) igin belirli formatlardaki kiiresel
fikir birligi, bircok farkli laboratuvardan alinan genomik dizi
verilerinin hizla daha biiyiik veri kiimelerinde derlenmesini
ve belirsizligi azaltmasii saglar. GISAID gibi bazi
konsensiis genom depolari, belirli alanlara zaten format
kisitlamalar1 getirmektedir. Veri havuzlari belirli bir formata
sahip degilse, WHO klavuzunda belirtilen format
kisitlamalar1 kullanilabilir.®

Hasta gizliligini riske atmadan tim Meta verileri
paylasmanin miimkiin olmadigt durumlarda, tercihen
kiiresel  ¢alismalar igin en yararli olan veriler
paylasilmalidir. Ornegin, érnekleme yeri, tarihi ve seyahat
gecmisi filodinamik caligmalar igin hastanin yas1 veya
cinsiyetinden daha faydaldir.®

Bazi laboratuvarlar, hastalarin tespit edilme sansini azaltmak
icin verilen tarihleri dogru olarak agiklamazlar. Bu, 6rnegin
numune alma tarihinin her iki tarafinda 5 giin i¢inde yanls
bir tarih secerek veya numune tarihi olarak dizileme tarihini
kullanarak yapilabilir. Bu tiir uygulamalar molekiiler saate
dayali filogenetik ¢ikarimi olumsuz etkiler ve ideal olarak
bundan kacinilmalidir. Buna ragmen bu uygulamaya
uyulursa, yeni tarihin tam olarak nasil secildigine dair bilgi
not olarak verilmelidir.®

Biyogiivenlik ve Biyo-Emniyet

Biyogiivenlik ve biyo-emniyeti degerlendirmek icin her
zaman risk degerlendirmeleri yapilmalidir. Bu tiir risk
degerlendirmelerinin  sonuglari, ilgili siireglerde yer alan
calisanlara iletilmelidir.®

Bireysel laboratuvarlar, SARS-CoV-2 protokollerindeki her
adim i¢in her zaman yerel risk degerlendirmeleri yapmalidir.
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SARS-CoV-2 materyalinin giivenli bir sekilde taginmasini
saglamak i¢in uluslararasi, ulusal ve yerel mevzuata
damgilmahdir. Bununla birlikte, Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) genis biyogiivenlik kilavuzlari  yayinlamistir.
Ornekler, RNA Kkalitesini koruyan kimyasal yd&ntemler
kullanilarak miimkiin olan en erken asamada (genellikle
RNA ekstraksiyonundan dnce) inaktive edilmelidir. Tanisal
NAAT'lerden dnce RNA'y1 ekstrakte etmek igin kullanilan
yontemler genellikle dizileme i¢in uygundur. Cogu
NAAT'de oldugu gibi, RNA biitiinliigline zarar verme riski
tagidigi i¢in numune ekstraksiyonundan Once 1styla
inaktivasyon dnerilmez.5

Etik Hususlar

Hastalarin numunelerin toplanmasi ve dizilenmesi i¢in
uygun onay vermesini saglamak ve verilerin daha sonraki
kullanimini, saklanmasini ve yayimlanmasini
degerlendirmek i¢in etik incelemeler yapilmalidir.®
Metagenomik gibi bazi dizileme yaklasimlari, insan
genomik verileri iiretecektir. Insan genetik verilerini islemek
icin etik onay ve acik hasta onay1 alinmadikg¢a, herhangi bir
insan genomik dizisi, miimkiin olan en erken asamada viral
veri setinden ¢ikarilmalidir. Kisisel veya insan verilerinin
saklanmasi gerekiyorsa, bu tiir tim dosyalarin uygun sekilde
sifrelenmesi oldukca dnemlidir®,

Etik incelemeler, hasta gizliligini riske atmadan
paylasilabilecek maksimum olast ilgili Meta verileri
belirlemelidir.®

Ornekleme Stratejisi ve Ornek Secimi

Yeterli, yiiksek kaliteli SARS-CoV-2 RNA'sinin edinilmesi,
dizileme verimini ve genom dizisi verilerinin nihai kalitesini
en iist diizeye ¢ikarmaya yardimci olur. Bir RNA Grneginin
miktar1 ve kalitesini etkileyen durumlar; klinik 6rnek se¢imi,
klinik numunenin islenmesi, viral RNA izolasyon ydntemi
ve personelin teknik yeterliligidir.®

Mevcut SARS-CoV-2 dizi verileri, esas olarak, viral
genomlarin tam veya tama yakin dizilenmesi ve yeniden
yapilandirilmas: i¢in yeterli RNA'nin ekstraksiyonuna izin
veren yiiksek viral yiiklere sahip klinik tani1 &rneklerinden
elde edilir.” NAAT teshisi i¢in toplanan 6rnekler tipik olarak
dizileme igin de uygundur.® Baz1 kaynaklar, alt solunum
yolundan alman Orneklerin, {ist solunum yolundan
almanlardan daha yiiksek viral yiik igerebilecegini
bildirmektedir’. Bununla birlikte, enfeksiyonun seyri
sirasinda viral yiik, solunum ve solunum dis1 dokular
arasinda oldugu gibi farkli solunum bdlgeleri arasinda da
aktif olarak  degisir.? Nazal siiriintiilerin, bogaz
stiriintiilerinin ve tiikiiriiglin semptom baslangicindan kisa
bir siire sonra ve 25 giin sonrasina kadar yiiksek viral
yiiklere sahip oldugu bulunmustur. Numunelerdeki SARS-
CoV-2 viral yiikii ve viral RNA bollugu, normalde hastalik
baslangicindan sonraki ilk haftada en yiiksektir.5Viral
genetik materyal, enfekte hiicre dizilerinin siipernatanindan
da izole edilebilir ancak, hiicre dizilerinde ¢ogaltilan viral
popiilasyonlar laboratuvar pasaji sirasinda siklikla yeni
genetik varyantlar biriktirir.2

Dizileme igin izolatlarin, bir molekiiler tan1 laboratuvari
tarafindan 6nceden islenmis pozitif numunelerden secilmesi,
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numune isleme ve niikleik asit ekstraksiyonundaki iglerin
tekrarlanmasin1 Onler. Boylece, kaynaklar ve maliyetten
acisindan tasarruf saglayabilir. Bazi ticari molekiiler tani
kitleri, girdi olarak virallizatlar1 kullanir ve ekstrakte edilmis
RNA'nin depolanmasma izin vermez. Ticari lizis
tamponunun  bilesenlerinin  agiklanmadigt  bu  gibi
durumlarda, hazirlanmig lizatlar1 diger ticari ekstraksiyon
kitleriyle yeniden kullanmak son derece zor olabilir ve
dogrudan orijinal klinik numuneden taze inaktivasyon ve
ekstraksiyon yapmak gerekli olabilir.®

Viral RNA'nmn korunmasi, yiliksek kaliteli dizi verilerinin
tretimi i¢in 6nemlidir. Bu durum, numune toplama ve
analizi arasindaki siirede soguk zincir saglanarak, RNA veya
numunelerin dondurulup ¢6ziilme sayis1 azaltilarak ve
numune toplanmasi ile dizilenmesi arasindaki siireyi en aza
indirerek basarilabilir. Birka¢ giinden daha uzun siire 4
°C'de saklanan veya nakledilen RNA'nin, baslangigta bir
RNA stabilizasyon soliisyonunda korunmadigi siirece,
dizileme igin yeterince yiiksek kalitede olmasi olas1 degildir.
RNA -20 °C'de veya tercihen -80 °C'de saklanabiliyorsa
kalite 6nemli ol¢lide daha yiiksek olacaktir. Virallizatlar,
tipik olarak, ekstrakte edilmis RNA kadar uzun siire 4 °C'de
saklanamaz. Birgok dizileme protokolii, RNA'"nin cDNA'ya
ters transkripsiyonu veya ikinci zincir sentezi/¢ift sarmalll
DNA PCR amplikonlarinin olusturulmasi dahil olmak iizere
bir numunenin depolama kapasitesini artiran adimlari igerir.
PCR amplikonlari, dizileme kalitesinde azalma olmaksizin
4°C'de aylarca saklanabilir. Bu nedenle, bazi baglamlarda,
materyalin kitaplik hazirligindan once daha az sicaklik
kisitlamasi ile saklanabilmesi veya nakledilebilmesi igin
tanisal PCR'lerden sonra bu adimlari hizli bir sekilde
gergeklestirmek uygun olabilir.®

Ornek segimi, amaca ve mevcut kaynaklara uygun olarak
yapilmalidir. Siirveyans yapilacaginda, dizileme igin temsili
viriis suslari, farkli zamanlarda ve farkli cografi bolgelerden,
buna ilave olarak, farkli demografik 6zelliklere ve hastalik
siddet spektrumuna sahip hastalardan seg¢ilmelidir. Hedefe
yonelik izlemde (6rn. salginlar), virlis evrimini ve viriis
genomundaki degisiklikleri daha etkin bir sekilde izlemek
icin, drnekleme stratejileri, 6zellikle diger epidemiyolojik
faktorlerle agiklanmadiginda, SARS-CoV-2 as1 kagis
varyantlarinin, re-enfeksiyona neden olan viriislerin, hayvan
popiilasyonlarinda ortaya ¢ikan varyantlarin veya daha
bulasict varyantlarin se¢imini igermelidir. Kaynaklarin
kisith oldugu bdlgelerde olay/risk tabanli bir yaklagim,
dizileme ihtiyacin1 ve maliyetini azaltabilir.*

Viriis dagilimimin belirlenmesi i¢in, toplumda ve hastane
ortamlarinda SARS-CoV-2 viriislerinin siirveyansina devam
edilmesinin yam1 sira, toplumdaki varyant viriislerin
prevalansinin belirlenmesi ve varyant viriislerin erken
saptanmasi amaciyla COVID-19 vakalarinin rastgele
ornekleminin kullanilmasi, kritik 6neme sahiptir. Toplumu
temsil eden Orneklemeye ek olarak, endise verici
varyantlarin  saptanmasi igin, hedeflenmis Orneklem
uygulanmalidir.

Bu tiir hedeflenen o6rneklemede, DSO'niin halk saghg
hedefleri icin SARS-CoV-2 genomik dizilimine iliskin
gecici kilavuzu, dizileme icin Cizelge 2’deki gruplarin
onceliklendirilmesini 6nermektedir.

KOU Sag Bil Derg., 2022;8(1):6-17
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Cizelge 1. SARS-CoV-2 dizilemesi igin hedefler!
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Dizilemede Ana Hedefler

Dizilemede Spesifik Hedefler

Viriis bulasma dinamiklerinin arastirilmasi ve yeni
genetik varyantlarin tanimlanmasi

As1 kagagi riskini degerlendirmek i¢in viriisiin antijenik
ozelliklerinin modellenmesi

As1 bilesimi i¢in viriislerin se¢ilmesi

Ortaya ¢ikan viriis tiirlerinin, 6zellikle endise verici olup | Mutasyonlarin molekiiler tani, antijen 6zellikleri ve
serolojik yontemlerin performansi tizerindeki etkisinin
degerlendirilmesi

olmadiklarini belirlemek amaciyla,erken tespiti ve
tanimlanmast

Simiflar/soylar ile bulasicilik ve hastalik siddeti veya risk
gruplari gibi epidemiyolojik veriler arasindaki iligkinin
aragtirilmast

Alinan 6nlemlerin viriis popiilasyonu lizerindeki
etkisinin anlagilmasi

Epidemiyolojik kiimeler igindeki viralsuslarin iligkisinin
degerlendirilmesi ve temas takibinin ve diger halk saglig
girisimlerinin desteklenmesi

Re-enfeksiyonlarin degerlendirilmesi ve onaylanmast

Insan sagligmi etkileyebilecek yabani/evcil /ciftlik
hayvan popiilasyonlari i¢inde ortaya ¢ikan soylarin
izlenmesi

Genetik ve antijenik varyant viriislerin, pandemi
iizerindeki etkisinin degerlendirilmesi ve halk sagligi

Hastaligin patogenezinde gézlemlenen mutasyonlarin
¢aligmasina rehberlik etmek igin zaman iginde izlenmesi | iliskisinin dogrulanmasi i¢in daha fazla temel arastirma
calismasinin tegvik edilmesi (6rnegin enfeksiyon,
reseptor baglanmasi)

Mutasyonlarin antiviral ilaglarin performansi {izerindeki
etkisinin degerlendirilmesi

Canli SARS-CoV-2 asilar1 kullanilabilir hale geldiginde,
as1 kaynakli viriis enfeksiyonlari ve bulaglarin potansiyel
insidansinin degerlendirilmesi

Cizelge 2. Dizileme i¢in 6nceliklendirilmesi dnerilen grup?

SARS-CoV-2 igin agilanmig ve astya karst uygun bir immiin yanit gostermesine ragmen daha sonra SARS-CoV-2 ile

enfekte olan bireyler

SARS-CoV-2 enfeksiyonuna duyarli ¢ok sayida hayvanla yakin insan-hayvan etkilesimi veya 6zellikle SARS-CoV-
2'ye kars1 antikor tedavisi alirken viralsagilimin uzun siiredir devam ettigi bagisiklig1 baskilanmis hastalar gibi riskli

durumlar

SARS-CoV-2 bulasiciligr ve/veya viriilansinda beklenmedik bir artis veya degisiklik olmasi

Tan1 yontemlerinin (antikor, antijen, molekiiler testler) veya tedavilerin performansinda bir degisiklik siiphesi varlig1

Dizilemenin, bulasma olaylarmin anlagilmasini destekleyebildigi ve/veya enfeksiyon kontrol prosediirlerinin

etkinligini degerlendirebildigi kiime arastirmalar sirasinda

Yukaridaki Oncelik listesine ek olarak, varyant viriislerin
ortaya ¢ikmasi igin seyahatle ilgili virlis tespitleri
izlenmelidir.

Rastgele ve Temsili Ornekleme igin  Orneklem
Bityiikliigii

Dizilemesi yapilacak 6rneklerin sayisi, saptama ve izleme
olanaklarinin diizeyine ve hangi kaynaklarin mevcut

olduguna baglh olmalidir. Cizelge 3, istenen olanaklara bagl
olarak, temsili veya rastgele 6rnekleme stratejisi kullanilarak
sekanslanmas1 gereken numune sayisini agiklamaktadir.
Tim virlis poplilasyonu i¢indeki belirli varyantlar,
hedeflenen farkli diisiik varyant sikliklarinda, farkl
hassasiyet seviyeleri ile saptayabilmek ve miktarini
belirleyebilmek icin gerekli dizileme say1sini
gostermektedir.
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Cizelge 3. Toplam 50.000 vaka i¢in zaman birimi ve cografi birim bagina gerekli dizi sayisi

Istenen ayrim giiciiniin zaman ve cografi birim basina gereken sekans sayisi
Dolasan tiim Varyant viriislerin Varyant oraninin belirlenmesi
viriisler arasinda varhgim sadece %95
varyantin beklenen giivenle saptama Diisiik hassasiyet Orta hassasiyet Yiiksek
prevalansi (kesinlik yok) (%95 bagil GA = (%95 bagil GA = hassasiyet
%050) %025) (%95 bagil GA

+ %10)

%25.00 12 46 183 1.114

%10.00 30 138 544 3.133

%5.00 60 289 1.128 5.988
%2.50 119 589 2.236 10.336
%1.00 297 1.455 5.146 17.764
%0.50 588 2.801 8.948 23.212
%0.25 1.156 5.179 14.129 27.379
%0.10 2.748 10.511 21.605 30.669

Omek 1: Haftahk COVID-19 vaka sayis1 yaklasik 50.000
olan bir iilkede, dolasimdaki varyantlarin diizeyi haftalik
olarak izlenmek isteniyor. Cizelge 1, 50.000 vaka igin, orta
diizeyde duyarlilik siitununda ve %]1 varyant orani satirinda,
istenen performansa ulasmak i¢in haftalik olarak 5.146
ornegin dizilenmesi gerektigini gostermektedir.

Ornek 2: Haftalik yaklasik 12.500 vakasi olan bir iilkede,
toplumda aylik bazda %0,1'in {izerinde yeni varyantlarin
girigini, herhangi bir varyant diizeyi degerlendirmesi
yapmadan tespit etmek istiyor. Bu haftalik 12.500 vaka,
degerlendirme aylik veriler lizerinden
gerceklestirileceginden 50.000 vaka tablosuna kargilik
gelmektedir. Cizelge 1, 50.000 vaka i¢in, saptama siitununda
ve %0,1 varyant orani satirinda, bu durumda aylik olarak
2.748 ornegin sekanslanacagini gostermektedir.

RNA Ekstraksiyonu

SARS-CoV-2 RNA ekstraksiyonu, biyogiivenlik diizeyi
(BGD) 2 laboratuvarlari gerektirir. RNA, tim RNA
ekstraksiyonu veya viral RNA'nin zenginlestirilmesi igin
ticari olarak mevcut c¢ok g¢esitli Kitlerden herhangi biri
kullanilarak klinik orneklerden, kiiltiirlenmis izolatlardan
veya g¢evresel Orneklerden ekstrakte edilebilir ve
saflagtirilabilir. Standart metodolojiler, niikleazlariinhibe
eden, viral RNA'nin bozulmamasii saglayan Guanidin
tuzunun ve proteini denatiire etmek ve eritmek igin fenoliin,
viriisii etkin bir sekilde etkisiz hale getirmesini igerir. Viral
RNA ekstraksiyon protokolleri, RNA geri kazanimimi
artirmak i¢in genellikle poli-A RNA gibi tasiyict RNA'nin
eklenmesini Onerir. Tastyici RNA'nin varligy,
amplikonveyaHybridcapture’a dayali SARS-CoV-2 genom
dizileme yontemlerini etkilemese de ozellikle
metatranskriptomik yontemleri olumsuz etkileyebilir. Bu
nedenle tastyici RNA'nin kullanimi dikkatle
degerlendirilmelidir. ~ Alternatif = olarak, viral RNA
ekstraksiyonlar1 igin lizis tamponuna lineer poliakrilamid
eklenmesi 6nerilmistir.® RNA ekstraksiyonu sirasinda veya
sonrasinda,  Ozellikle  metatranskriptomik  kiitiiphane
hazirliklart  ig¢in, bir DNase islemi de Onerilir.
NanoDropspektrofotometreler veya QubitFluorometre ile
Olgiilmiis ve kullanima kadar -80 °C'de saklanmis RNA,
yiksek hassasiyetli bir RNA testi kullanilarak kalitatif
olarak analiz edilebilir. Dizilemeden 6nce, SARS-CoV-2

RNA'min varligi ve miktari, her hedef icin Ct (esik dongii)
degerleri saglayan bir veya daha fazla viral geni (yani RdRp,
orflab, E ve N) hedefleyen gRT-PCR kullanilarak
degerlendirilebilir.°

Kontrol Numuneleri

Tampon veya su gibi negatif kontrol numuneleri birden
fazla numune igeren herhangi bir dizileme ¢aligmasina,
mimkiin olan en erken asamada dahil edilmeli ve
dizilemenin  ardistk  tim  asamalarinda  &rneklerle
ilerlemelidirler. Laboratuvarda veya biyoinformatik islem
sirasinda meydana gelen kontaminasyonu diglamak i¢in bu
son derece dnemlidir.®

Bilinen genetik dizilere sahip pozitif kontrol ornekleri,
konsensus cagrist i¢in yeni kabul edilen veya uyarlanmis
biyoinformatik veri hatlarint dogrulamak i¢in faydali
olabilir, ancak her dizileme c¢alismasina dahil edilmesi
gerekmez.®

Dizileme Stratejileri

Klinik orneklerden SARS-CoV-2 dizilimi ig¢in gesitli
yontemler mevcuttur. Dizileme stratejileri, genomik dizi
hakkinda onceden bilgi gerektirmeyen metagenomik
yaklasimlar1 ve genom bilgisine dayanan hedefli
yaklagimlar1 igerir. Her iki yaklagim da tipik olarak
dizilemeden 6nce SARS-CoV-2 genetik materyalini ortamda
bulunan diger RNA/DNA'lara gére zenginlestirmeye calisir.
Yeterli rezidiiel RNA mevcutsa ve uygun sekilde
saklandiysa, tanisal testler igin ekstrakte edilen RNA
kullanilarak cogu yaklasim gerceklestirilebilir.8 Farkli

uygulamalar i¢in yontemle ilgili Onemli olan ana
parametreler, secilen kiitiiphane olusturma yaklagimimi
(hedeflenmemis, yakalama tabanli, amplikon tabanl),

olugturulan okuma uzunlugunu, hata oranmi ve hata
profilini, sekanslama derinligini ve genom veya kismen
sekanslanmis genom boyunca tek tip kapsama alanini igerir
(Cizelge 4).

Birgok genomik siirveyans amaci i¢in genomun tam veya
tama yakin bir konsensiis dizisi yeterlidir. Bu, agik kaynakli
ARTIC protokolii!?, ticari kitler (Illumina ve lonTorrent
platformlar1 i¢in mevcuttur) veya in-house protokoller gibi
multipleksamplikon testleri kullanilarak uygun maliyetli bir
sekilde yapilabilir. Bulas ve/veya re-enfeksiyonun
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dogrulanmasinda, buna iliskin kanitlara 6nemli o&lgiide
katkida bulunabilecek mindr varyantlarin belirlenmesinde
daha kapsamli dizileme &nerilir.*

Kisa amplikon yontemleri, amplikon uzunlugundan daha
biiylik veya benzer boyuttaki genom degisikliklerinin dogru
tespitine ve haplotipleri belirlemeye/yeniden yapilandirmaya
izin vermez. Bu nedenlerle, bu uygulamalar icin, uzun
okuma dizileme teknolojileriyle kombine daha uzun
amplikonlar, yakalama tabanli veya hedeflenmemis
kiitiphaneler  kullanilmalidir.  Tercih edilen ydntem
Sangerdizilemesi ise, S geninin tamam dizilenmelidir.!
Yeni  nesil  dizileme  (NextGenerationSequencing)
teknolojileri, metagenomik Orneklerden yeni viriislerin
tanimlanmasi, tam veya tama yakin viral genom dizilerinin
yeniden yapilandirilmasi ve viral evrimin ve yart tiirlerin
analizi dahil olmak {izere, virolojideki ¢esitli uygulamalar
icin tercih edilen yontem haline gelmistir. NGS
(NextGenerationSequencing) tabanli yaklagimlarin amaca
en uygun avantajlarindan biri, tam uzunluktaki viral
genomlarin, bilinmeyen veya yeterince tanimlanmamis

COVID-19 Enfeksiyonlarinda Dizi Analizi

viriisler i¢in dahi, kiiltiirle zenginlestirilmis  viral
preparatlardan veya dogrudan klinik 6rneklerden baslayarak
yeniden olusturulabilmesidir. SARS-CoV-2 pandemisinde,
hem ikinci hem de {igiincii nesil NGS teknolojileri basartyla
uygulanmis ve farkli iireticiler tarafindan bagimsiz olarak
birkag 6zel kiitiiphane hazirlama protokolii gelistirilmistir.?
Projenin nihai hedefleri ve eldeki biyolojik numunenin tiiri,
en uygun dizileme stratejisinin se¢imini belirleyen ana
faktordiir. Numunenin tiiri (6rnegin klinik numuneler,
cevresel numuneler, hiicre kiiltiirleri), viral yiik (genellikle
numune kaynagi ile ilgilidir), RNA ekstraksiyon prosediirii,
RNA Kkalitesi, es zamanli yapma/otomasyon gereksinimleri
ve diger hususlarin  timi  deneysel  hedeflerle
bagdastirilmalidir(viral genomun 6rnekler arasi veya 6rnek
ici varyasyonlarinin aragtirilmasi, viral ve konak
transkriptomunun ve epitranskriptomunun incelenmesi, tek
hiicre ¢alismalar1, vb.).? Bugiine kadar, kavramsal olarak
farkli dort yaklagim uygulanmustir (Cizelge 5).

Cizelge 4. SARS-CoV-2 genom dizileme uygulamalari ve 6nerilen teknolojiler!

Onerilen . N ..
2 A v Onerilen | Onerilen minimum
Onerilen sekanslama | kiitiiphane
Uygulama okuma yerel kapsam
platformlar: olusturma nlud (yaklasik)
yaklasimlari uzuniugu | €y th
Bulas modelleri, tiir/soy | MiSeq/NextSeq/iSeq/NovaSeq Amplikon
belirlemesi, re-enfeksiyonun | (Illumina), lonTorrent taba[;h >10x
teyidi, fenotipik olarak ilgili | (ThermoFisher), MinlON . . | >100bp genomun  >%95'inden
. (ARTIC, ticari,
mutasyonlar, veri | (Oxford Nanopore), Sequel | . fazla
- . . in-house)
raporlamasi Sistemi (PacBio)
Re-enfeksiyon ve/veya MiSeq/NextSeq/iSeq/NovaSeq Amplikon >500x
dogrudan bulagma  onay1 . tabanlt
.| (Hllumina), lon S5 . . | >100bp genomun
(azinlik varyantlarmin gerekli L. . (ARTIC, ticari, -
< serisi/Genexus (ThermoFisher) | . >%95'indenfazla
oldugu durumlarda) in-house)
Derinlemesine genom analizi Amplikon
(bliylik insergsiyon veya tabanh (>1000 >500x
delesyonlar, rekombinasyon, Minion _(Oxf_ord N_anopore), bp pargaciklar), >100 bp genomun  >%95'inden
. M Sequel Sistemi (PacBio) yakalama
yeniden diizenlemeler, yari tabanls fazla
tiir haplotipleri) hedeflenmenis
- - - I(\/III|Ii(rercl]i/rl]\;()extseqllSlti)qn/NovaSeSq5 He deﬂen_m_emi_s )
Bilinmeyen patojenlerin veya - ' RNA dizilimi, Ornek basmma > 5 Gbp
2. | serisi/Genexus v .. .| >100 bp .
oldukga farkli suslarin tespiti - . B-CoV'ye o0zgii Veri
(ThermoFisher), MinION
RT-PCR
(Oxford Nanopore)
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Cizelge 5. SARS-CoV-2 sekanslama yaklagimlarinin 6zellikleriz1!

COVID-19 Enfeksiyonlarinda Dizi Analizi

. . Amplikon- Hybridcapture- Dogrudan RNA
SIEITEL e e e tabanh tabanh sekanslama*
‘ SARS-COV-Z, konqk SARS-CoV- SARS-COV-2 SARS-CoV-_Z ve
Hedefler mikrobiyotasi ve enfeksiyona konak transkriptom
2 genomu genomu . -
konak yaniti ve epitranskriptome
Ko-enfeksiyon Evet Hayir Haylr/.Evet (gen Evet
saptama paneline bagli)
Minumum okuma 20-50 milyon 5-20 milyon 5-20 milyon 0,5 milyon
sayisi
Genom kaplama >99% >95-99% >95-99% >99%
SNV
tanimlamasinda Yiiksek Yiiksek Orta diizey Diistik
dogruluk
istenen érnek <2498 >24-28 >24-28 <24-28
viral yiik (Ct) = =
Ornek (1;1;)1; girist 10-200 1-50 10-50 >1000
Hasta .
. Hasta numuneleri, . ;
» . . . numuneleri, Viral hiicre
Ornek tip Hasta 6rnekleri cevresel I
gevresel kiltiirleri
numuneler
numuneler
Maliyet Yiiksek Diistik Orta diizey Yiiksek
NGS dizileme Yiiksek veya ultra yiiksek verimli | Ortaverimli | Orta veya yiiksek
S ONT
platformlar platformlar platformlar | verimli platformlar

*Dogrudan RNA dizilemesinden sadece 1 veri seti su anda halka ag¢ik depolarda mevcuttur.

Shotgun Metatranskriptomik

Shotgun metagenomik dizileme, bir numunedeki tiim
DNA'y1 sorgulayabilen ve genom dizileri hakkinda herhangi
bir 6n bilgi olmaksizin karmagik mikroorganizma
topluluklarmin  tanimlanmasina izin veren, kiiltiirden
bagimsiz bir tekniktir. Metagenomik dizileme, daha dnce
tanimlanmamis patojenlerin tanimlanmasi i¢in son derece
gliclii bir aracgtir. Bu yaklasim, mikrobiyal topluluklarin
bilesimi hakkinda ayrintili ve kantitatif bilgiler sunarak,
klinik mikrobiyolojide tedavi stratejilerini yonlenedirmek
icin kullanilabilecegi ilave katki saglar.?6

Shotgun metatranskriptomikleri ¢esitli klinikk numune
tiirlerinden SARS-CoV-2 genomunun tamamini veya tama
yakin boliimiinii elde etmek igin basariyla uygulanmistir.
Metagenomik/metatranskriptomik yontemler, diger viral ve
bakteriyel DNA/RNA'lar1 da tanimlayabildiginden, ikincil
enfeksiyonlar ve tedavi kararlar1 hakkinda fikir verme ve
hasta sonuglarini1 tahmin etme potansiyeline sahiptir. Ayrica,
metatranskriptomikler, enfekteepitelyal hiicreler ve aktive
immiin hiicrelerden konakgi transkriptlerini
saglayabildiginden, hastalarda immdiin sistem reaksiyonunun
anlik olarak tam bir goérlntisiinii verebilir, viriis-konak
etkilesimi caligmalarina katkida bulunabilir ve hatta
hastalarin sinirh genotiplendirilmesini kolaylastirabilir.?
Konak¢inin veya diger SARS-CoV-2 olmayan genetik
materyalin ortamdan uzaklagtirilmasi, olusturulan dizi
verilerinde daha yiiksek oranda SARS-CoV-2 okumasini ve
dolayisiyla tam bir genomu kurtarma sansinin daha yiiksek
olmasmi saglar. Bu nedenle SARS-CoV-2 metagenomik

yaklagimlari, tipik olarak, RNA ekstraksiyonundan Once
santrifiijleme, filtrasyon veya istenmeyen DNA/RNA'nin
kimyasal veya enzimatik olarak ¢ikarilmasi yoluyla konakgi
ve bakteri hiicrelerini uzaklastirma adimlarini igerir. Bu,
bronkoalveolar lavaj gibi hiicrelerin daha kolay ayrilabildigi
stvi numuneler i¢cin daha uygundur. Ribozomal RNA
(rRNA) ve DNA igerigi de viris RNA dizilimi i¢in
kiitiphane hazirligt sirasinda azalir ve tasiyict RNA
genellikle  ekstraksiyonlardan  ¢ikarilir  veya  lineer
poliakrilamid ile degistirilir. Tim bu Onlemlere ragmen,
yine de numuneler, dizilenebilen yiiksek miktarlarda hedef
dis1 konak¢t DNA/RNA igerebilir. Bu nedenle metagenomik
yaklagimlar genellikle yiiksek virlis yiklerine sahip
numunelerin kullanilmasinda faydalidir. Alternatif olarak,
genellikle ¢ok sayida okumanin olusturulmasi gerekir; bu
sekilde, SARS-CoV-2 genetik materyali, okumalarin
yalnizca kiigiik bir bdlimiinii temsil etse bile, viriis
genomunun tamamint elde etmek yine de miimkiin
olacaktir.®

Tipik bir is akisi, RNA’nin pargalara ayrilmasi, birinci ve
ikinci zincir cDNA sentezi ve segilen NGS teknolojisine
gore kiitiiphane hazirligindan olusur. Cogu ¢alisma Illumina
platformunu kullanmig olsa da, Oxford
NanoporeTechnology (ONT), klinik 6rneklerden influenza
virlisleri i¢in tasarlanmig bir protokoliin modifikasyonu
yoluyla,shotgunmetatranskriptomik icin de
kullanilmigtir.'>** ONT kiitiiphane hazirligi igin >1 pgc
DNA gereksiniminin karsilanmasinda sekans bagimsiz tek
primeramplifikasyon (SISPA) adimi kullanilir.8%* SISPA nin
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(Sequence Independent Single-Primer Amplification) olasi
hatalarina ragmen, bu yaklasim, diisiik miktarlarda RNA'dan
bile eksiksiz SARS-CoV-2 genom yapilarinin hizli bir
sekilde olusturulmasina izin verir. Bugiine kadar kullanimi
sinirli olmasma ragmen, SARS-CoV-2'nin  shotgun
metatranskriptomikleri i¢in Pacific Bioscience (PacBio)
teknolojisi de uygundur.®

Shotgun metatranskriptomik yaklasimi, SARS-CoV-2'nin
tanimlanmasinda kullanilmistir ve yeni ortaya ¢ikan SARS-
CoV-2 suslarini dizilemek igin de tercih edilen yontemdir.
Viral dizi hakkinda 6nceden bilgi gerektirmez ve birbirinden
farklt bolgelerin “capture” ve “amplikon” yaklasimlar
iizerindeki olas1 etkilerinin Oniine geger. Prensip olarak,
viral genom diginda, viralsubgenomik RNA'lar, olasi
transkripsiyon sonrast modifikasyonlar ve kiitiiphane
hazirlama is akisma bagli olarak negatif zincirli ara
iriinlerin tiimii, shotgunmetagenomik ile incelenebilir.
Ayrica, yeterli diizeyde genom yapisi elde edildiginde,
konake¢1 gen ekspresyonuna iligkin bazi bilgilere ek olarak,
yart tiirlerden veya koenfeksiyonlardan alinan o6rnek ici
virlis varyantlarinin dogru bir degerlendirmesini saglayabilir
ve daha Once de belirtildigi gibi, enfeksiyon sirasinda
konakg1 gen ekspresyonuna iliskin tahminlere izin verebilir.?
Hedeflenen  zenginlestirmeye  dayali  yaklagimlarla
karsilastirildiginda, dnemli 6l¢iide daha yiiksek bir dizileme
derinligi (>2 G baz) gereklidir.? Bir SARS-CoV-2 genomu
olusturmak icin daha fazla veri tretilmesi gerektiginden,
genellikle hedeflenen yakalama tabanli veya amplikon
tabanli dizileme yaklagimlarindan daha maliyetlidir.
Bununla birlikte, metagenomikler i¢in faydali olan
santrifiijleme gibi On-islem asamalarinin molekiiler tan
deneylerinde yapilmamasi, metagenomik dizileme i¢in 6n-
islem  asamalarmi  igeren  yeni  ekstraksiyonlarin
gergeklestirilmesini  gerektirebilir.  Hedefli  dizileme
yaklagimlarinin genellikle daha uygun maliyetli olmasi ve
daha az kaynak gerektirmesi, metagenomik yaklasimlarin
(6rnegin  patojen  kesfi, koenfeksiyonlarm  tespiti)
faydalarinin gerekli olmadigi durumlarda daha uygun
olabilirler. Metagenomik yaklagimlarin basarisi yontemlere
gore degismektedir. Birkac calisma, gercek zamanli PCR
(qPCR) dongii esikleri (Cts) yaklasik 25-30'un {izerinde olan
orneklerde birkag metagenomik dizileme analizinin
basarisinda hizli bir diislis oldugunu gostermistir. Bu tiir
numuneler igin, multipleks ve yakalama tabanli PCR
yontemleri, genom boyunca metagenomik dizilemeye gore
tutarh bir sekilde daha yiiksek icerik saglar. Tam genomu
elde etmek igin iretilmesi gereken numune basina dizi
okuma sayisi, numune tipine, konak¢1 materyali ¢ikarmak
icin 6n tedavi prosediirlerine ve viremi diizeyine bagh
olacaktir®.Viral  yiik, numune alma teknigindeki
varyasyonun yani sira hastalar arasindaki dogal yiik
farkliliklarindan dolayr klinik numunelerde ¢ok biiyiik
farkliliklar gosterir. SARS-CoV-2 okumalariin orani, viral
yiiklerin benzer oldugu durumlarda bile numuneler arasinda
biiyiik farkliliklar gdsterebilir.16-28

Diisiik viral yiike sahip numuneler icin, viriisiin hiicre
kiltiiriinde ¢ogalmasina izin verilerek viral genetik
materyalin orani teorik olarak arttirilabilir. Bununla birlikte,
viriis kiiltiirtiyle iliskili biyogiivenlik riskleri,
kiiltirlenmemis klinik numunelerle iligkili risklerden 6nemli
Olgtide daha yiiksektir. Giivenli kullanim ve depolamay1
saglamak i¢in kapsamli ek prosedirlerle birlikte
biyogiivenlik seviyesi 3 tesisleri gereklidir. Ek olarak, hiicre
kiiltirine pasajlama, dizilerde, orijinal klinik 6rnekte
mevcut olmayan yapay mutasyonlara ve sonraki analizler
icin 6nemli etkilere neden olabilir. Bu nedenle, 6zellikle,
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dizileme duyarliligmi iyilestirmek igin diger bait-capture
(tuzak yakalama) ve amplikon tabanli yaklasimlar mevcut
oldugundan, hiicre kiiltiiriinii yalnizca SARS-CoV-2 dizilimi
icin viriis genetik materyalini ¢ogaltmak amaciyla
kullanmaktan kagimilmalidir.®

Amplikon Tabanh Dizileme

Amplikon dizileme, arastirmacilarin analizlerinin kapsamini
yalnizca st sayida/tirde  bir  se¢im  dizisiyle
kisitlamalarin1  saglar. Bu yaklasim oldukca spesifiktir
ancak, “hedeflenecek” dizi hakkinda &nemli bir 6n bilgi
gerektirir. Virlis  genomunun  ayr1  bdlgelerinin
amplifikasyonu i¢in ¢ok spesifik primerlere dayanan, klinik
orneklerden SARS-CoV-2 niikleik asitlerinin saptanmasina
yonelik tanisal RT-PCR testleri, amplikon dizilemenin 6zel
bir bigimi olarak kabul edilebilir. SARS-CoV-2 dizilemesine
yonelik amplikon tabanli yaklagimlar, birinci zincir cDNA
sentezini  takiben = multipleksPCR'ler  ile  genom
amplifikasyonundan olusan bir zenginlestirme is akisini
benimser. Amag, viral genomun tamamini veya belirli
kisimlarimi kapsayan amplikon havuzlari iiretmektir. SARS-
CoV-2 igin, amplikonlarin sayisi ve boyutunda farklilik
gosteren birkag farkli multipleks PCR tasarimi dnerilmistir.?
Amplikon dizileme, diisiik miktarlarda RNA ve bozulmus
numunelere karsi oldukga spesifik ve giivenilirdir. Viral
olmayan okumalar nadir oldugu i¢in metatranskriptomik
yaklasima gore daha az dizileme gereklidir.? Yakalama
tabanli yaklasimlardan farkli olarak, amplikon tabanli
yaklagimlar, hedeflenen dizi ve kullanilan primerler
arasindaki uyumsuzluga tolerans gostermez. Bu nedenle,
hedeflenen genomik ¢esitlilik nispeten diisiikk olmalidir
ve/veya hedef sekans, primerlerin daha fazla korunmus
genomik bolgeleri hedefleyecek sekilde tasarlanmasi igin
yeterince bilinmelidir. SARS-CoV-2'nin insanlarda yakimn
zamanda ortaya ¢iktig1 ve bu nedenle nispeten diisiik kiiresel
genomik ¢esitlilik gosterdigi goz oniline alindiginda, PCR
tabanli yaklasimlar su anda SARS-CoV-2 dizilimi i¢in
oldukca uygundur. Ancak, amplikon hatalarinin olusumunun
izlenmesi ve primerbaglanma bolgelerindeki degisimlerin
bir sonucu olarak bozulma meydana geldiginde primerlerin
degistirilmesi gerekir.°

Optimize edilmig PCR tabanli yaklasimlar PCR Ct degerleri
30'a kadar olan numunelerden rutin olarak tim SARS-CoV-
2 viriis genomlarmin olusturulmasina izin verir. Ct degerleri
30-35 olan numunelerden rutin olarak kismi genomlar
olusturulabilir. Ancak bu degerler yaklasik degerlerdir; Ct,
farkli tam1  yoOntemleri arasinda degisebileceginden
amplifikasyon basarisinin  mitkemmel bir belirleyicisi
degildir ve farkli tip ve kalitedeki numunelerin kullanilmasi
duyarliligi etkiler. Ek olarak, PCR tan1 testlerinde
hedeflenen genomik bdlgeler, yaygin amplikon bazlh
sekanslama yaklasimlarinda kullanilanlardan tipik olarak
cok daha kisadir. Bu nedenle RNA degradasyonu tipik
olarak PCR bazli sekanslamay1 PCR tanilarindan daha fazla
etkileyecektir.6Amplikonsekanslama teorik olarak uygun ve
ucuz olsa da, dikkate alinmasi gereken bazi smirlamalari
vardir. Ilk olarak, primer verimliligindeki farkhiliklar veya
primer baglanma bolgelerindeki olasi varyantlar nedeniyle,
genom boyunca amplifikasyon Dbiitiiniiyle kagirilarak
azalmis uyum ile tam olmayan birlesmeye neden olabilir.
Ayrica, primerler referans SARS-CoV-2 genom sekansi
izerinde tasarlandigindan, bu yaklasim biyilik yapisal
varyantlar1 tanimlayamayabilir ve yliksek diizeyde genomik
sapma varhiginda sistematik sinirlamalar gosterebilir.?
SARS-CoV-2 amplikon hazirlig: igin, bazilar1 belirli NGS
platformlarina uyarlanmig ¢esitli ticari kitler ve ticari
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olmayan protokoller mevcuttur. Dizileme derinligi marjinal
bir diisiince oldugundan, kiitiphaneler orta-verimli
laboratuvar platformlarinda dizilenebilir (yani
IlluminaNextSeq ve Miseq; Iontorrent platformlari, vb.). Ek
olarak, onceki viral salginlarda basariyla uygulanmis olan
hizli, amplikon tabanli bir protokoliin SARS-CoV-2'ye
uyarlanmasi  yaklagimiyla, SARS-CoV-2'nin amplikon
dizilimi, ONT ve PacBio gibi Tek Molekill Dizilimi
(SingleMoleculeSequencing/SMS)  teknolojilerinin ~ kisa
yanit siireleri ile birlestirildiginde, bulas zincirinin hizli
siirveyanst i¢in kullamilabilir.®

Hybridcapture-Zenginlestirme Dizileme

Hybridcapture, amplikon tabanli dizilemeye benzer sekilde,
arastirmacilarin yalnizca 6nceden tanimlanmis dizileri veya
bir genomun, Ozellikle ilgilendikleri uygun bdlgelerini
hedeflemelerini  saglayan bir dizileme stratejisidir.
Hybridcapture kullanan hedef zenginlestirme stratejileri,
protein kodlayan genlerin ekzonlarmin hizli ve uygun
maliyetli dizilimini (ekzom dizilimi) saglamak i¢in
baslangicta insan genomik calismalari igin gelistirilmistir.?°
Bir metagenomik dizileme kitapliginin hazirlanmasinin
ardindan, dizilemeden o6nce SARS-CoV-2 genetik
materyalini zenginlestiren yakalama tabanli yaklagimlar
gergeklestirilebilir. Bu tiir yaklasimlar, viral RNA'dan tuzak
DNA veya RNA’lara ters transkripte olmus DNA'nin
hibritlenmesine dayanir. Bu tuzaklar, SARS-CoV-2
genomunun  bdlgelerini tamamlayict  olacak  sekilde
tasarlanmistir. Bir tuzaga (6rn. konak DNA) basarili bir
sekilde baglanmamis olan hedef dis1 kiitiiphane materyali,
enzimatik  veya  fiziksel yaklagimlar  kullanilarak
c¢ikarilabilir. Bu, diger koenfeksiyonlari tespit etme sansini
azaltir, ancak SARS-CoV-2 genomu ile eslesecek beklenen
dizileme okumalarinin sayisini  artirarak, multipleks
¢aligmalarda daha fazla 6rnegin etkin bir sekilde birlikte
dizilenmesine olanak tanir.®

Hybridcapture, spesifik biyotinlenmis problara
hibridizasyon yoluyla, hedeflenen genetik materyali
zenginlestirir ve shotgun metatranskriptomiklerine kiyasla
onemli Olclide azaltilmig bir sekanslama derinligi saglar.
Kiitiiphaneler laboratuvar platformlarda sekanslanabilir
(Mumina NextSeq ve Miseq, lontorrent, vb.). Genel olarak
Hybridcapture-zenginlestirme yontemleri, amplikon tabanl
yontemlerden daha fazla sayida pargaciklara/problara
dayanir ve hedef dizilerin daha eksiksiz belirlenmesini
saglar. Ayrica, hedef bolgelerin yakalanmasi, miikemmel
tamamlayiciliga PCR-amplikon {iretimine gore daha az
bagimli oldugundan, hibridizasyon yoluyla yakalama
genellikle genomik degiskenlige karsi daha dayaniklidir.
Bazi ¢aligmalarda, Hybridcapturedizilemenin, SARS-CoV-2
genomlarmin dizilenmesi i¢in amplikon bazli yontemlerden
daha az duyarli oldugu tespit edilip diisiik viral yiike sahip
ornekler i¢in uygulanmasi 6nerilmezken, diger ¢alismalarda
hibridizasyonla zenginlestirme ¢ok diisiik viral yiike sahip
numuneler i¢in bile basarili olmustur.'®?! Yakalama tabanli
yontemler ayrica, 6rnek i¢i varyantlarin tarafsiz temsilini de
sunabilir. Ayn1 6rnek iizerinde shotgun metatranskriptomik
velveya Hybridcaptureile tahmin edilen alel frekans
dagilimlarn arasinda yiikksek diizeyde uyum oldugu
bildirilmistir.*®?'Illumina tarafindan gelistirilen SARS-CoV-
2 genom yakalama zenginlestirme is akisi, SARS-CoV-2 ve
diger solunum yolu virlislerinin eszamanli tespiti igin
problar igerdiginden dikkat ¢ekicidir.?

PCR amplikon tabanli yaklagima gore yakalama tabanl
yaklasgim kullanmanin bir avantaji, yakalama tabanli
yaklagimlarin, prob  dizilerinden  %10-20'lik  dizi
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farkliliklarin1 tolere edebilmesidir. Bu, PCR tarafindan
tolere edilen uyumsuzluktan daha yiiksektir, primer
dizilerinden boyle bir sapma, yiiksek amplikon hatasi riskine
yolagacaktir. Bu nedenle, nispeten farkli SARS-CoV-2
dizilerini basarili bir sekilde zenginlestirmek icin yakalama
tabanli yaklasimlar kullanilabilir. Yakalama tabanli
yaklagimlar, PCR amplikon tabanli yaklasimlardan
genellikle daha karmasik ve daha pahalidir.®

Dogrudan RNA Sekanslama

Yukarida bahsedilen stratejilerin tiimii, RNA'mmn ters
transkripsiyonunu, kiitliphane olusturmadan o6nce niikleik
asitlerin az veya fazla manipiilasyonunu gerektirir ve post-
transkripsiyonel modifikasyonlar ve transkriptlerin bilesim
orant dahil olmak tizere bilgi kaybina neden olabilir. SMS,
dizileme teknolojilerinde nispeten yeni bir gelisme olup,
amplifikasyon olmaksizin ve bazi durumlarda (6rnegin,
ONT ile dogrudan RNA sekanslama) ters transkripsiyon
olmaksizin tek niikleik asit molekiillerinin dizisinin
dogrudan belirlenmesine izin verir. SMS teknolojileri
genellikle “klasik” NGS yontemlerinden daha uzun
okumalar saglar, ancak daha yiiksek hata oranlari oldugu
bildirilmektedir.?2 ONT tarafindan dogrudan RNA dizileme
protokolii kurulumu, transkripsiyon sonrast degisikliklerin
saptanmasina izin verebilir. Ek olarak, uzun okumalar
sayesinde, bu teknolojiler tek olgun ve 6ncii transkriptlerin
ve koronaviriis enfeksiyonu sirasinda meydana gelenler gibi
karmasik transkripsiyonel modellerin (rekombinasyon,
alternatif transkript olgunlagmasi, nadir transkripsiyonel
izoformlar, vb.) ¢ok dogru rekonstriiksiyonlarimi
saglayabilir.

Dizileme Teknolojisinin Secilmesi

SARS-CoV-2 genetik materyalini zenginlestirmek igin ilk
numune hazirligindan sonra, kiitiiphaneler tipik olarak
herhangi bir virlis igin uygun olan standart dizileme
protokolleri kullanilarak hazirlanabilir. Protokol, kullanilan
cihaza bagli olacaktir. Dizileme teknolojisini belirlemeden
once, farkli teknolojilerin c¢aligma siiresi, maliyetler,
kullanim kolaylig1, sonrasinda veri igleme, verim (veri
iiretim hiz1) ve dizileme dogrulugu dikkate alinmalidir.®
Geleneksel sekanslama  (Sanger sekanslama), ayri
fragmanlar1 (1000 bp'ye kadar) ayr1 reaksiyonlarda
dizilemek i¢in kullanilabilir. SARS-CoV-2'nin tim genom
dizilimi, her hasta numunesi i¢in en az 30 farkli amplikonun
ayri ayr dizilenmesini gerektirir. Bu nedenle, Sanger
dizilimi, yeni nesil dizilemeyi takiben diizenekteki
bosluklar1 doldurmak i¢in veya bir tam1 testinin
basarisizligini takiben primer baglanma bdlgeleri gibi kisa
bolgelerdeki virlis ¢esitliligini arastirmak i¢in, genomlarin
kisa pargalarini dizilemedeoldukga yararlidir.®

Yeni nesil dizileme platformlari, rutin, tim genom dizilimi
icin daha uygundur. SARS-CoV-2 i¢in bugiine kadar yaygin
olarak kullanilan dizileme platformlar1 arasinda Illumina,
lonTorrent ve Oxford Nanopore Technologies yer
almaktadir. Tiim yeni nesil dizileme platformlari, tek bir
calismada birden fazla 6rnegin birlikte dizilenmesine izin
verir. Her teknolojinin temel avantajlar1 ve smirlamalari
Cizelge 6'da 6zetlenmistir. Tim platformlar SARS-CoV-2
konsensiis genomlar1 olusturmak i¢in uygun olsa da, bazilari
belirli dizileme programi hedeflerini karsilamak icin daha
uygun olabilir. Ornegin, hizli geri déniis siiresi klinik
uygulamalar i¢in Onemli olabilirken, okuma diizeyi
dogrulugu, konak i¢i ¢esitliligin arastirilmasi i¢in daha
onemli olabilir.®
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Cizelge 6. SARS-Cov-2 dizi analizi i¢in yaygm olarak kullanilan platformlar ve &zellikleri®

. . Cihaz calisma - L Erzzdl
Cihaz Avantajlar Kisitlamalar siiresi Dizileme verimi kullanilabilirlik ve
maliyet
Sanger Erisim kolayligi | *Cok diigiik verim Siklikla birkag | Her bir calismada | Yaygin kullanim
dizileme Kullanim Amplikonlar saat 100kB-2 Mb Birkag hedef  i¢in
kolayligi (genellikle1000 nispeten diisiik maliyet
Uygun maliyetli | bp’den fazla
dizileme (birkag | olmayan) ayr1 ayri
hedef amplifiye edilmeli ve
gerektiginde) dizilenmeli
*Tam genomlar igin
pahali
*Metagenomik icin
uygun degil
Ilumina (6r. | Cok yiiksek | ellluminaiSeq Cihaza bagl | Cihaza bagli olarak | Yiiksek  bakim  ve
iSeq, dizileme triinleri | disinda, satin | olarak 10-55 | 1.2-6000 Gb baglangic maliyetleri
MiniSeq, miimkiin almmasi1 ve bakimi | saat Hesaph isletme
MiSeq, Cok yiiksek | diger bazi maliyetleri
NextSeq, dogruluk platformlara kiyasla
HiSeq, iSeq tagiabilir pahalt
NovaSeq) Verileri  igleme | *Maksimum  okuma
yontemleri  1iyi | uzunlugu 2x300 bp.
yapilandirilmistir
Oxford *Tasinabilir, *Homopolimerlerle Hemen Flongleflow hiicresi | Bakim gerektirmez ve
Nanopore dogrudan ilgili zorluklar okunabilir igin <2Gb'den | baslangig maliyetleri
Technologies | dizileme *Okuma basina hata PromethION  flow | diisiik
(Flongle, *Ger¢ek zamanli | oran1  ~%>5'tir, bu | Gerektiginde hiicresi i¢in 220
MinION, veriler nedenle yiiksek | birkag  giine | Gb'ye kadar Hesaph isletme
GridION, *Diisiik baslangi¢ | dogrulukta konsensiis | kadar PromethlON'da 48 | maliyetleri
PromethlON) | ve bakim | dizileri elde etmek | izlenebilir ve | adede kadar flow
maliyetleri icin  uygun  veri | ¢ahistirilabilir | hiicresi
*Yeterli veri elde | hatlarinin kullanilabilir
edilir  edilmez | kullamilmas1 ~ kritik
dizilemeyi 6neme sahiptir.
durdurabilir *Cogaltma  dizilimi
*Cok uzun | kullanilmadig: siirece
okumalar konak i¢i varyasyonu
yapilabilir belirlemek icin su
(SARS-CoV-2 | anda uygun degil
genomunun tam
uzunlugunu
asan)
lonTorrent Dizileme *Homopolimerlerle Cipe ve cihaza | Cihaza ve ¢iplere | Hesapli maliyetler
basladiginda ilgili zorluklar bagl olarak 2 | bagli olarak 30
hizli geri doniis *Satin almak pahali saat—1 giin Mb-50Ghb
*400 bp civarinda
maksimum tipik
okuma uzunluklari

*Cesitli araglarin bu listesi, SARS-CoV-2 genomik dizilimi igin en
tarafindan onaylandig1 anlamina gelmez.

Veri Depolama ve Erisim i¢cin Mevcut Kaynaklar

Bir salgin sirasinda, ilgili epidemiyolojik ve klinik Meta
verilerle birlikte patojen genom dizisi verilerinin hizl
paylasimi, halk saglhigi yanitinda genomikdizilemenin
etkisini en {ist diizeye c¢ikaracaktir. Ozellikle giincel
pandemi sirasinda, mevcut bilgilerin zamaninda toplanmasi
ve acik verilere dogrudan erisim esastir. Bununla birlikte,
etkili 6nleme stratejilerinin uygulanmasi, ilag kullanimi ve
ast gelisiminin desteklenmesi ve hastaligin ve etkilerinin
anlagilmasit i¢in gerekli unsurlardir. SARS-CoV-2 sekans
verilerinin ve iligkili Meta verilerin dikkatli bir sekilde
derlenmesi ve biriktirilmesi, hem epidemiyolojik ¢aligmalar
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stk kullanilan araglara genel bir bakis saglamak i¢indir ve bu iiriinlerin DSO

hem de kapsamli iligkilendirme ¢alismalarinda ve gelecekte
takip  g¢aligmalarmin  etkinlestirilmesinde ~ 6nemlidir.
Paylasilan Meta veriler her zaman en azindan numune
toplama tarihini ve yerini icermelidir ancak, ek Meta veriler
dizinin potansiyel uygulamalarini biiyiik 6l¢iide artiracaktir.
Bu nedenle, miimkiin oldugunda Meta veriler, numune
tipine, dizinin nasil elde edildigine, hasta seyahat ge¢misine
ve demografik veya klinik bilgilere iliskin verileri
icermelidir.?®

Dizilerin yaygin olarak kullanilan, aranabilir platformlar
araciligiyla paylasilmasi, verilerin erisilebilirligini artirir.
Uygun Meta verilere sahip SARS-CoV-2 genetik dizileri,
siklikla birden fazla platform araciligiyla paylasilir.
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Konsensiis genomlarini paylagsmak i¢in kamuya agik veri
tabanlari, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI),
Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvari'nin  Avrupa
Biyoinformatik Enstitiisit (EMBL-EBI) ve Japonya DNA
Veri Bankasi'ni (DDBJ) igerir. Uygun Meta verilere sahip
ham okuma verileri, NCBI Dizi Okuma Arsivi (SRA),
EMBL-EBI ENA ve DDBJ Dizi Okuma Arsivi'ni igeren
Uluslararas1 Niikleotid Dizisi Veri Isbirliginin (INSDC)
depolar1 araciligiyla paylagilabilir. Konsensiis genomlari
icin halka agik bir veritabani 6rnegin  GISAID
EpiCoVTM'dir. COVID-19 Veri Portali, COVID-19 ile
ilgili tim biyomedikal veri kaynaklarinin paylasimini ve
erisimini kolaylastirmaya ¢alisir.

SARS-CoV-2 genomik verilerinin yaygin olarak kullanilan
havuzunu temsil eden GISAID EpiCovportali, her bir viral
genomla iligkili numune tiirli, dizileme teknolojisi ve
dizileme protokollerini ve hasta durumu gibi (6rnegin
hastaneye yatirilmis veya taburcu edilmis) temel klinik
notlar1 igermektedir. Diger 6nemli olabilecek hasta bilgileri
(6rn.  cinsiyet, yas) sistematik olarak toplanmaz.
EpiCov'daki veriler herkese acik olarak erisilebilir olsa da,
kullanicilar kaydolmali ve wverileri fgilincii taraflara
dagitmamayr kabul etmelidir. Veri kullanimi aragtirma
amaglariyla simirlidir, ham dizileme verileri depolanamaz ve
program niteliginde erisim mevcut degildir. Ozellikle, ham
ve islenmis  viral dizi  verileri, International
NucleotidSequence Database Collaboration (INSDC)
havuzlarindan birinde bulunmalidir.?® Insan genetik
verilerinin  her zaman yirirliikteki yasalara ve
diizenlemelere uygun olarak yonetilmesi ve miimkiin
oldugunda EGA ve dbGAPgibi 6zel giivenli veri havuzlari
aracihigiyla kullamma sunulmasi gerekmektedir.?* Ayrica,
tim omik veri tiirleri igin, veri kiimelerinin faydasini ve
gelecekteki yeniden kullanilabilirligini en ist diizeye
¢ikarmak ic¢in ilgili meta veri standartlarina dikkatli bir
sekilde bagli kalmanin gerekli oldugu da unutulmamalidir.®

Sonug

Son yillarda, pandemilere yol acgabilecek ortaya c¢ikan
salginlar1 belirleme, sinirlama, hazirlik ve saglik kapasitesi
olusturmak i¢in yatinmlari genisletme ve siirdiirme
ihtiyacina ciddi bigimde yogunlasilmistir. Bu baglamda, son
deneyimlerde (SARS, MERS, Zika ve Ebola gibi) goriildiigi
gibi, yeni bulagict hastaliklarin yayilmasimi izlemek ve
bunlara karst koymak icin, ortaya c¢ikan patojenlerin
genomik dizilerinin yeniden yapilandirilmasinda ultra hizli
ve uygun maliyetli yontemler, dnemli araglardir.?

Genom dizi verileri, sadece birkag ay iginde, SARS-CoV-
2'nin  insanlarda olast yayilma siiresinin  yeniden
yapilandirilmasina, viriisiin yayilmasini izlemde temel olan
viralsuslarin siniflandirilmasina ve ¢esitli segici baskilarin
etkisi altinda olabilecek SARS-CoV-2 genomundaki
bolgelerin tanimlanmasina yonelik sistemlerin
geligtirilmesine  katki  saglamistir.?>2Yiiksek  verimli
transkriptomik, SARS-CoV-2 gen ekspresyonu, gen
iriinlerinin  birlesim  oranlart  ve gen viral gen
ekspresyonunun  diizenlenmesinin olast molekiiler
mekanizmalar1 (post-transkripsiyonel modifikasyonlar dahil)
hakkinda yeni anlayislar saglamistir.!2%3%0SARS-CoV-2
genomundaki, muhtemelen artan/azalan viriilans veya insan
konakgilara olas1 adaptasyon ile baglantili olabilecek
genetik  varyantlar  vurgulanmigtir. 'SARS-CoV-2  dizi
verilerine erisim saglayan ¢ok sayida veri tabani ve kaynak
mevcuttur. Bununla birlikte, maksimum fayda i¢in, iliskili
ham veriler ve Meta veriler kritik unsurlardir ve
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olabildigince kapsamli olmali, standart formatlarda
sunulmali ve erisilebilir olmalidirlar.?

Cikar Catismasi Beyan
Yazarlar arasinda  herhangi bir c¢ikar catigmasi
bulunmamaktadir.
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