] Immunol Clin Microbiol Journal of Immunology and Clinical Microbiology
Available online at: https://dergipark.org.tr/tr/pub/jicm

REVIEW/DERLEME

Maymun Cicegi Viriisii'niin Real Time PCR (RT-PCR) Ile Saptanmasi
Real-Time PCR (RT-PCR) Detection of Monkeypox Virus
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), kii¢iik DNA fragmanlarinda belirli dizilerin hizlandirilmis
amplifikasyonuna izin veren in vitro replikasyonudur. Hassas bir teknik olan PCR’nin, analiz
edilecek kadar kopya iiretmesi icin yalnizca DNA izlerine ihtiya¢ vardir. Molekiiler tani
laboratuvarlarinda, spesifik patojenlerin teshisi icin hedef RNA'lar1 bulmak icin RT-PCR teknigi
uygulanir. Bu teknik ile zoonoz olan Poxviridae ailesinden ¢ift sarmalli bir DNA viriisii olan
maymun ¢icegi virtisii (MPXV) teshisi saglanabilir. RT-PCR teknigi ile analiz edilecek MPXV'nin
yapisi nispeten biiytiktiir (200-250 nanometre). Poksviriisler tugla seklindedir ve lineer ¢ift
sarmalli DNA genomuna sahip bir lipoprotein zarfi ile ¢evrilidir. mRNA translasyonu i¢in konake1
ribozomlarinin yani sira, poksvirtisler genomlarinda gerekli tiim replikasyon, transkripsiyon,
montaj ve ¢ikis proteinlerini icerir. Ozgiilliigii yiiksek ve duyarlihg orta diizeyde olan rRT-PCR
yontemi MPXV i¢in biiytik bir umut kaynagi olabilir. MPXV teshisi yapilirken real-time PCR (RT-
PCR) analizinin ve benzer enfeksiyonlar1 hizl bir sekilde ayirt etmek i¢in yeterli olup olmadigi
konusunda yeni gelistirilen benzersiz hizli testler ile yapilacak yeni analiz yontemlerine ve yeni RT-
PCR c¢alismalarina ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.
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Virtisiin RT-PCR ile Saptanmasi

Abstract

Polymerase Chain Reaction (PCR) is in vitro replication of small DNA fragments that allows

for accelerated amplification of specific sequences. A sensitive technique, only DNA traces are
needed for PCR to produce enough copies to be analyzed. In molecular diagnostic laboratories,
RT-PCR technique is applied to find target RNAs for diagnosis of specific pathogens.With this
technique, the diagnosis of Monkeypox Virus (MPXV), a double-stranded DNA virus from the
zoonotic Poxviridae family, can be achieved. Poxviruses are brick-shaped and surrounded by a
lipoprotein envelope with a linear double-stranded DNA genome. Besides host ribosomes for
mRNA translation, poxviruses contain all essential replication, transcription, assembly and exit
proteins in their genomes. The rRT-PCR method, which has high specificity and moderate
sensitivity, can be a great source of hope for MPXV. We believe that when diagnosing MPXV,
real-time PCR (RT-PCR) analysis and new RT-PCR studies are needed with newly developed
unique rapid tests to determine whether it is sufficient to quickly distinguish similar

infections.
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GIRIS

Insan maymun c¢icegi (MPXV), Poxviridae
ailesinden cift sarmalli bir DNA viriisii olan
MPXV bir zoonozdur(1). ilk olarak 1958'de
tutsak primat dokiintii 6rneklerinden
izole edilen orthopoxviriis MPXV c¢icek
hastaliginin yok edilmesi kampanyasinin
yogunlastirilmasi sirasinda 1970’de insan
hastaligina neden oldugu kabul edildi(2-4).
Maymun c¢icegi semptomlar:1 arasinda ates,
bas ve kas agrisi, lenfadenopati ve sonunda
kabuklanip iyilesen papiiller, vezikiiller ve
pustiillere dontisen karakteristik bir dokiintii
bulunur. MPXV, cicek hastaligindan (%30’a
kadar) daha az siklikla 6liimcildir (vaka
olum oranlar1<%1 ila %11 arasinda degisir).
MPXV, Sahra alti Afrika’da endemiktir,
vahsi hayvanlar1 enfekte eder ve zoonotik
salginlara neden olur(5). Egzotik hayvan
ticareti ve uluslararasi seyahat, durdurulan
asilama nedeniyle insan niifusunun artan
duyarlihigr ile birlestiginde, MPXV’nin
yeni alanlara yayilmasini kolaylastirdigi
distiniilmektedir. Bu durumun kiresel
bir saglik sorunu haline gelebilecegi ve
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MPXV’'nin ciddi bir tehdit halini alarak
pandemiye doniisebilecegi soylenmektedir
(5). 2003 yilinda ilk defa ABD’de salginin
goruldugi vakalar bildirildi(6). Son yillarda
sessizligini koruyan virtis, ekim 2018'de
Nijerya’dan Israil’e seyahat eden bir yolcuda
yeniden rapor edildi(7). Mayis 2019’da
Nijerya’dan Singapur’a seyahat eden yine bir
yolcuda vaka meydana geldigi bildirildi(8).
Mayis 2021’de Nijerya'ya seyahat eden bir
ailenin Birlesik Krallik’a dondiikten sonra
li¢ aile liyesinin de MPXV viriisii ile enfekte
oldugu bildirilmistir (9). Temmuz 2021’'de
Nijerya’dan Teksas’a seyahat eden baska
bir yolcuda ve kasim 2021’de Nijerya’dan
Maryland’e seyahat eden bir baska yolcuda
da vaka meydana geldigi rapor edilmistir.
Son olarak mayis 2022 itibariyle, Kanada’dan
Massachusetts’e donen bir yolcuda MPXV
vakasi bildirilmistir(10, 11).

Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) ile ilgili
calismalar devam ederken, PCR ilk olarak
1985 yilinda Kary Mullis tarafindan
kesfedilmistir. Bu teknik, yliksek duyarhligi
ve oOzgulligu ile tan1 ve arastirma
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olanaklarinin gelismesine onciiltiik etmis ve
Nobel Odiilii'ne layik goriilmiistiir(12). PCR,
kiicik DNA fragmanlarinda spesifik dizilerin
hizlandirilmis amplifikasyonunaizinverenin
vitroreplikasyondur(13).PCR;Biyoteknoloji,
hiicre biyolojisi, genetik miihendisligi, adli
bilimler, tip bilimi, ila¢ arastirmalar1 gibi
cesitli alanlarda uygulanmistir. PCR’nin
verimli performansi i¢in yontemler hassas
bir sekilde optimize edilmistir ve son otuz
yilda oOnemli Olgiide iyilestirilmistir(14).
PCR’nin yiiksek duyarlilign ve o6zgilligu;
ozellikle viicut sivis1 enfeksiyonlarinda
tanisal klinik uygulamalarda nadir goértlen
mikroorganizmalarin saptanmasina olanak
saglar. Ayn1 zamanda bir numunedeki
organizmalar1 kiltiirlemeye kiyasla daha
hizli, daha ucuz ve daha dogru bir sekilde
tespit eden bir yontemdir. Son yillarda
idrar yolu enfeksiyonu semptomlar:1 olan
hastalarda geleneksel idrar kiiltiiriine gore
daha fazla bakteriyi tanimlayan ve ayiran
ve direkt idrar analizine olanak saglayan
multiple  (multiplex) PCR tekniginin
uygulandigi gozlemlenmistir(15). Hassas bir
teknik olan PCR, analiz edilecek kadar kopya
tretmek icin yalnizca DNA veya RNA izlerine
ihtiya¢ duyar. PCR, periferik kan, deri, sag,
tiklrik ve mikroplar dahil olmak {izere
cesitli doku ve organizmalardan DNA elde
edildikten sonra gerceklestirilebilir(16). Bu
calismada, yeniden ortaya c¢ikan bu Insan
maymun ¢icegi virisii (MPXV) hakkindaki
mevcut bilgileri tekrar goézden gecirerek,
yayllmasini ve patojenitesini hakkinda
mevcut stratejileri ve insan popilasyonu
lizerindeki riskini degerlendiriyoruz ve
PR-PCR yo6nteminin altin standart yontem
oldugunu destekler mahiyette bilgiler
sunuyoruz.

PCR Adimlari

Sablon DNA, dort deoksiriboniikleotit
(dNTPsler: dATP, dTTP, dGTP ve dCTP),
iki primer veya oligoniikleotit, DNA
polimeraz enzimi, tampon solliisyonu ve
polimeraz enzimi tarafindan taninmak
lizere nukleotitlere entegre magnezyum
(Mg*?), yeni iplik sablon DNA’dan yapilmistir
DNA sablonunun milyonlarca kopyasini
kopyalamak icin bir dizi 1s1 dongusu
kullanilir(17). Bu dongi temel olarak ti¢
adimiigeren bir stiregtir: 1. Cift sarmalli DNA
sablonunun denatiirasyonu, 2. Hedefe 6zgii
primerlerin baglanmasi, 3. Bagli primerlerin
DNA polimeraz tarafindan uzatilmasidir(15).
Yontem, sablon DNA ve polimeraz tipine
bagli olarak 94°C-96°C arasinda 1 dakika
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ila 10 dakika arasinda gerceklestirilir.
Bunu, tipik olarak 93°C-98°C arasindaki bir
sicaklikta gerceklestirilen denatiirasyon
asamasi takip eder. Cift sarmalli DNA’daki
(dsDNA) hidrojen baglar1 kirilir, bu da her
dsDNA’dan iki tek sarmalli DNA (ssDNA)
molekiilii ile sonuglanir (denatiirasyon
asamasi). Baglanma adiminda, sicaklik daha
sonra 55°C ila 65°C araliginda primere 6zgi
baglanma sicakligina disiiriilir, boylece
primerler tek sarmalli DNA molekiillerinin
tamamlayict  dizilerine baglanir. PCR
karisimi daha sonra kullanilan polimeraza
bagli olarak 72°C-80°C arasinda bir sicakliga
1sitilir. Uzatma asamasi sirasinda, orijinal
DNA sablonunun bir kopyasi olan yeni
cift sarmalli DNA’y1 sentezleyen serbest
dNTP’lerin varhiginda, tamamlanmamis DNA
dizisi polimeraz tarafindan uzatilir(14).

Real Time PCR

Giinimiizde gercek zamanli PCR tercih
edilen tekniktir(18). Yaklasim niceldir ¢iinkii
RT-PCR, hedefin bir kalibratore (qPCR) karsi
Olclilmesine izin verir(19). qPCR, geleneksel
PCR’nin daha gelismis bir seklidir. Floresan
boyalar kullanilarak triinler, bu yaklasimla
reaksiyon dongitleri boyunca stirekli olarak
izlenir. gPCR’nin floresan ¢ikt1 egrisi,
bilinen cesitli DNA kopya numaralariyla
lretilen standart egri ile karsilastirilarak
yapilabilir. Floresan sinyalinin esigi gegmesi
ve saptanmasi icin gerekli olan dongi
sayisl, esik donglisii (Ct) olarak bilinir. Ct
seviyeleri, numunedeki hedef niikleik asit
miktar1 ile ters orantilidir(17). Real-time
PCR, onceki prosediirlerden daha ytksek
bir numune ¢iktisina sahiptir ve daha hassas
ve secicidir(18). qPCR, klinik ortamlarda
yaygin olarak uygulanir ve halen niikleik
asit 6l¢limi i¢in altin standarttir(19). qPCR
yaklasimi, miikemmel duyarhligi nedeniyle
cesitli hematolojik malignite formlarindaki
malign hiicreleri tespit etmek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir(17).

RT-PCR ve Maymun Cicegi

PCR, kalitatif ve kantitatif sonuglar verebilen
oldukga hassas birlaboratuvar teknigi olarak
kabul edilmekte, tip ve biyoloji alanlarinda
guvenilirligi kanitlanmistir. Molekiler tani
laboratuvarlarinda, spesifik patojenlerin
tanisinda hedef RNA’lar1 bulmak i¢gin rRT-
PCR teknigi uygulanir(20). Guarner ve
arkadaslarinin ¢ayir képeklerindeki MPXV
belirlemek i¢cim yaptiklari molekiler
calismalarda RT-PCR hassas oldugundan
ve 4-10 DNA kopyasina kadar dogru sekilde
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titre etmek icin kullanilabildiginden, RT-
PCR MPXV viral DNA’sin1 tespit ettigini
rapor etmislerdir(21). Spesifik primerler
ve problar kullanarak molekiiler tani
icin  maymun ¢icegi virlisiinii  diger
Orthopoxviriislerden  ayirt edebilen altin
standart yontem olabilir.

Ozgiilliigii yiiksek ancak duyarlihg orta
diizeyde olan rRT-PCR yéntemi, DSO
tarafindan yakin zamanda ortaya ¢ikan
Covid-19 dogrulanmasi icinde altin standart
test olarak kabul edildigi bilinmektedir.
Ancak bu yontem hakkinda dikkate
alinmasi gereken bir¢cok olumsuz yorum
bulunmaktadir (22). MPXV analiz edilirken
bu sorunlarin dikkate alinmasi teshisin
hizlh ve dogru sonucunu etkiler(23).
Preanalitik hatalara bakildiginda; Test
sonuclary, numuneler laboratuvarda alinip
sonuc¢landirilana kadar olan adimlar
da etkilenebilir(24,25). Niukleik asit
ekstraksiyonu, cDNA sentezi ve PCR isleme
gibi analitik testler sirasindaki faktorler
ve son olarak sonuglarin yorumlanmasi ve
analizi gibi analitik hatalar ve tahliller de
rapor edilmistir(23,24,26). Genel olarak,
rRT-PCR sorun giderme analiz Oncesi,
analiz Oncesi ve analiz sonrasi asamalari
ve kilavuzlar1 izleyerek, dogrulugunu
ve Kkesinligini etkin bir sekilde artirmak
miimkiindiir. Ornegin litaretirde MPXV
gercek zamanli PCR testlerinin dogrulanmasi
icin enfekte hiicre kiiltiiriinden izole edilen
bir MPXV ve diger ortopoksvirtis DNA tiirleri
paneli kullanildi : 7 MPXV Kongo Havzasi
susu ve 4 MPXV Bati1 Afrika susu ve 6 diger
bilinen Avrasya susu dahil orthopoxviriisler
ve 1 Kuzey Amerika ortopoksvirtis susu
kullanildi. Karaciger ve cilt dokulari, nazal
ve oral siirintiiler, lezyonlar ve MPXV
klinik numuneleri dahil olmak tizere MPXV
ile enfekte olmus hayvan modellerinden
alinan  ¢esitli numune tiirleri de yeni
tahlillerin saglamliginin, o6zgilliginin ve
duyarhliginin dogrulanmasi i¢in kullanildigi
rapor edilmektedir(4,27,28).

Analiz i¢in Dogru Ornek Alimi

Su iceginin en uygun ayirici tan1 oldugu
distiniildiigiinde, herpes viruslerini
ortopoks viriislerinden ayirt etmek icin
gecmiste  geleneksel olarak elektron
mikroskobu kullanilmistir. Su anda, MPXV
siiphesi olan cilt lezyonlarinda gergek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (Time-
PCR) kullanilmaktadir. MPXV stipheli cilt
lezyonlarinda tercihen yara kabuklari,
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suruntiiler ve aspire edilen lezyon sivis1 PCR
icin kullanilmalidir. PCR i¢in bu numuneler
ve serolojik testler icin kan ve serum
ornekleri oda sicakliginda tasinabilir; ancak
doku biyopsileri kuru buz lizerinde donmus
olarak gonderilmelidir. Ayrica, formalinle
sabitlenmis numuneler de oda sicakliginda
gonderilebilir (29). Kabuklardan,
striintillerden ve aspire edilmis lezyon
swvis1 orneklerinden elde edilen sonuglar,
hem enfektivite hem de enfeksiyonun
klinik seyrini degistirebilir. Son zamanda
yayllan maymun ¢icegi viriisiine Kkarsi
Ger¢ek Zamanl-PCR yaklasimlari, iki MPXV
dizisini de ayirt edebilir. Yukarida bahsi
gecen seroloji, insan-patojen arasindaki
immiinolojik c¢apraz reaktivite nedeniyle
sinirlh  degere sahiptir. Orthopoxviruses,
ancak asillanmis bireylerde antikor yanitini
izlemek icin kullanilir. Ancak iyi bir bag
kurmak icin arastirmalar, IgM ve IgG tespiti
baz1 laboratuvarlarda yapmaya baslailar.
Immiinohistokimya  potansiyel  olarak
biyopsi 6rneklerinde antijenleri tanimlamak
icin kullanilir. Arastirmamizin temelini
olusturan MXV virtstniin RT-PCR ile erken
tanisi ve tedavisi icin lezyon tiplerine gore
gerekirse kan, yara kabuklar, surtntiiler ve
aspire edilen lezyon sivisi kullanilabilecektir.
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Monitor

Sekil 1. RT-PCR analiz agsamalari

MPXV’in rRT-PCR Raporlari

Amerika Birlesik Devletleri'ndeki
2003 salgin1 sirasinda insan maymun
cicegi icin vaka tanimlama Kkriterleri
belirledi. Popiilasyonun enfekte memelilere
veya insanlara potansiyel maruziyeti
arttik¢a epidemiyolojik kriterlerin 6zgulliigi
azalir(30). Klinik ve epidemiyolojik kriterler
gozden gecirilmeye devam etse ve duruma
ve cografi konuma gore farklilik gésterebilse
de, MPXV enfeksiyonunun dogrulanmasi
laboratuvarkanitigerektirir(31).Monkeypox
enfeksiyonu, viral kiltirde izolasyon
veya bir hasta orneginden MPXV DNA’si
icin PCR yoluyla dogrulanabilir. Alternatif
olarak, bir hasta o6rneginde Orthopoxvirus
varligini gosteren, hastanin ayni cinsten
baska birine maruz kalmasini engelleyen
testler, elektron mikroskobunda
gorsellestirme, ortopoksvirtis antijenleri
icin immiinohistokimyasal boyama, anti-
orthopoxvirtis 1gM icin serum calismalari
(belirte¢ yakin zamanda maruz kalma) ve
[gG (6nceki maruz kalma veya asilamayi
gosterir(32).

MPXV geleneksel olmayan MPXV endemik
bolgelerinde ortaya ¢ikmistir. 2003 yilinda
ABD’de maymun ¢igegi salginina bir MPXV
Bat1 Afrika susu neden oldu; insanlar da
dahil olmak iizere ¢ok cesitli tiirler enfekte
olmustur(33). Salginin kaynag, MPXV
ile enfekte Bati Afrika kemirgenlerinin
ithalatina kadar izlenmistir(34). 2005
yilinda, hastaligin daha o6nce hi¢ rapor
edilmedigi Giiney Sudan’da bir MPXV
salgini rapor edildi(3). DNA dizi analizi bu
son salgina MPXV Kongo Havzasi benzeri
bir susun neden oldugunu o6ne siirdii.
ABD Midwest ve Sudan’daki MPXV salgini,
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Kan dreg,
Yara kabukdan

Siiriintiler
Aspire edilen lezvon snst

virlisin yeni konakg¢ilardan yararlanma
ve kuresel olarak hareket etme yetenegini
gosterdi. Son  zamanlardaki =~ MPXV
salginlarinda, gercek zamanli PCR, hizl,
yliksek miktarda verim ve test formatinin
artan duyarliliginin avantajlar1 nedeniyle
MPXV enfeksiyonlarini/hastaligin1 teshis
etmek ve izlemek icin kritik bir ara¢ haline
geldi. MPXV ile enfekte olmus hayvan
modeli ¢alismalarinda virts bulagmasini ve
enfeksiyon seyrini incelemek igin gercek
zamanli PCR testi de kullanilmistir. Maymun
cicegi viruisinu diger ortopoks viriislerinden
ayirt etmek i¢in birka¢ MPXV jenerik gercek
zamanli PCR tahlili gelistirilmistir(3,35,36).

SONUC

Siirekli gelistirilen arag, gere¢ ve hazir
kitlerle yenilenen PCR tabanli yontemler
baslangicta tani amacgh gelistirilmis olsa
da giliniimiizde bir¢ok disiplinde ve alanda
kullanilmaktadir. Optimize edilmesi icin
0zel molekiler calisanlar gerektiren
PCR tabanli yontemler, laboratuvarlarda
optimizasyon asamalarina kadar zorluklara
neden olmakta, zaman ve malzeme
kaybina neden olabilmektedir. Optimize
edilmis literatiir bilgileri kullanilarak
tekrarlanan c¢alismalarda bile, malzeme
ve aracglarin markasi, kullanim kosullari,
yanlis kullanimlar1 ve deneyimsiz personel
ile tekrarlanan tepkiler aynmi sonugclari
vermeyebilir. Ayn1 cihaz ve markalarla bile
farkli laboratuvarlar arasinda deneyimli
personel ile farkli sonuclar alinmaktadir.
Tlim bunlar g6z 6niinde bulunduruldugunda
bile, PCR teknigi dezavantajlarina ve
zorluklarina ragmen tanisal mikrobiyoloji
ve diger alanlarda giderek daha 6nemli ve
pratik bir teknik olmaya devam etmektedir.
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Bu teknik, her gecen giin yenilenen PCR
yontemleri ile 6ntimiizdeki yillarda artan
bir ivme ile gelismeye devam edecektir.
Maymun c¢icegi viriisi MPXV ile ilgili
mevcut literatiirde, RT-PCR testlerine
MPXV tanisinda yiliksek hassasiyet gosterse
de, tek basina tani icin kullanmak yeterli
degildir. Bununla beraber es zamanh
olarak radyolojik bulgular ve biyokimyasal
parametreler ile birlikte RT-PCR testleri
es zamanl kullanilmalidir.  Yapilacak
calismalar sonucunda gelistirilecek hizli tani
test kitleri ve onayli RT-PCR raporlarina
dayanarak MPXV viriisiniin  insandan
insana yayllmasinin 6niine ge¢mek icin 6n
teshis ve tani icin RT-PCR bizler icin umut
verici altin standart analiz metodu olacaktir.
Calismamiz, MPXV virlsliniin insandan
insana geg¢me durumu veya pandemiye
doniisme ihtimalleri de g6z Ontlnde
bulunduruldugunda erken taninin 6nemini
ortaya koymaktadir. Ayrica tan1 metotlarinin
heniiz yayginlasmadigi ve literatiirde
heniiz kanita dayali insan o6rneklerinde
analizlere rastlanmadig1 goézlemlenmistir.
Bu baglamda yeni yeni yayilan bu viriise
engel olmak i¢in altin standart olabilecek
RT-PCR metodu ve yapilmasi gerekenler bu
calismanin gerekliligini ortaya koymustur.
Yeni gelistirilecek 6zgiin testlerle yapilacak
RT-PCR calismalarina acil ihtiya¢c oldugu
tespit edilmistir.
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