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OZET

Burcu ASLAN

YENILIKCi VE YERLI NUKLEIK ASIT TABANLI TANI SIiSTEMININ
GELISTIRILMESI

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyoteknoloji Anabilim Dah

2024

Diinyada en sik enfeksiyona sebep olan viruslerden biri olan sitomegalovirtsin (CMV), tek
bulas kaynagi insan olmakla birlikte yakin ve cinsel temas, plasenta, genital segresyon, anne
stitii ve tiikiiriik ile bulasmaktadir. Enfeksiyon belirtileri konagin ¢esidine gore degismekte
olup, konjenital, normal ve bagisikligi baskilanmis konak olarak i¢ ayr1 gruba ayrilmaktadir.
Konjenital ve bagisiklig1 baskilanmis konaklarda ciddi klinik tablolara yol agan bu viriisiin
tanis1 i¢in serolojik ve molekiiler testler kullanilmaktadir. Ancak serolojik testlerin
duyarhilig1 ve 6zgiilliigii diisiik olmasi nedeniyle molekiiler testler giiniimiizde daha sik tercih
edilmektedir. Molekiiler testler arasindan en ¢ok tercih edilen Real-Time PCR ydntemidir;
fakat bu tani sistemi ¢ok pahali oldugundan toplum kolayca ulasamamaktadir. Bu sebeple
calismada, CMV ic¢in end-point 6zellikli Denovo cihazda galisan tek florofor boya igeren
yar1 maliyetli kit gelistirmek ve dogrulama calismasimi yapmak amaglanmistir. Calisma
kapsaminda CMV’ye 0zgl primerler ve prob tasarlanmistir. Dogrulama c¢alismalari
kapsaminda cut-off skoru (36,198), limit of detection degeri 279 kopya/ml elde edilmistir.
Analitik 6zgiilliik orani %100, tanisal 6zgiilliik oran1 %95,2 ve tanisal duyarlilik oran1 %96,3
elde edilmistir. Bu degerler, tanmi testlerinde hedef basar1 kriteri %95 ve lizeri olmasi
nedeniyle basarili olarak kabul edilmistir. Kesinlik dogrulamasinda varyasyon katsay1 degeri
%3,12 olarak hesaplanmus, tani testlerinde kesinlik hedef basari kriteri %5 ve asagis1 olmasi
nedeniyle sistem kesinlik agisindan da basarili kabul edilmistir. Dogrusal aralik tayininde R?
degeri 0,993 olarak elde edilmis, sistem dogrusal kabul edilmistir. Bu ¢alisgma gelecek
donemlerde daha bulyuk orneklem grubuyla veya baska ticari kitler ile karsilagtirma

deneyleri seklinde farkli bir caligma olarak dizayn edilebilir.

ANAHTAR KELIMELER: Sitomegaloviriis, dogrulama, Real-Time PCR, tani, esik
degeri, saptama limiti, klinik duyarhlik, klinik 6zgiilliik
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ABSTRACT

Burcu ASLAN

DEVELOPMENT OF AN INNOVATIVE AND DOMESTIC NUCLEIC ACID-
BASED DIAGNOSTIC SYSTEM

Baskent University Institute of Science

Department of Biotechnology

2024

Cytomegalovirus (CMV) is, one of the viruses that causes most prevalent infections in the
world and its single source of transmission humans. It can be transmitted by close and sexual
contact, placenta, genital segregation, breast milk, and saliva. The signs of infection change
depending on the kind of host, and are categorized into three distinct groups: congenital,
normal, and immunosuppressive hosts. In congenital and immunosuppressive hosts, this
virus can cause serious clinical cases, and its detection depends on serological and molecular
tests. Nevertheless, because of the low sensivity and specificity of serological tests,
molecular tests are more commonly chosen nowadays. The most favored molecular test
among them is Real-Time PCR technique. However, this diagnostic system is not simply
available by the public due to its high cost. Thus, this study aims to develop a half-cost
diagnosis kit running on low-cost Denovo end-point PCR device, and perform a validation
study of the developed diagnostic kit. Within the framework of the study, the primers and
probe were formulated specific to CMV. In the context of validation studies, a cut-off score
of 36.198, and limit of detection value of 279 copies/ml have been acquired. The analytical
specificity ratio was 100%, the diagnostic specificity ratio was 95.2%, and the diagnostic
sensitivity ratio was 96.3%. These values were regarded as successful because a goal success
criterion in diagnostic tests is 95% or higher. The coefficient of variation value was
calculated 3.12% in precision validation, and the system was regarded as successful with
regard to precision because precision goal success criterion in diagnostic tests was 5% and
below. In the lineer range determination, R? value was acquired as 0.993, and the system
was seen as linear. For future work, this study can be further examined with a larger sample

size or a comparison study with existing diagnostic kits.

KEYWORDS: Cytomegalovirus, validation, Real-Time PCR, diagnosis, cut-off score, limit

of detection, diagnostic specificity, diagnostic sensitivity
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1. GIRIS

1.1 Sitomegaloviris (CMV)

Insan sitomegaloviriisii (CMV) Herpes ailesine ait ¢ift zincirli DNA viriistdur [1].
Insan viicudunda latent olarak kalmaktadir ve ilerleyen dénemlerde ikincil enfeksiyonlara
neden olabilmektedir [3]. Dunyada en yaygin enfeksiyona sebep olan viriisler arasinda yer
almakla birlikte yapilan bir metaanaliz ¢calismasinda diinya geneli seroprevelans1 %83 olarak
bulunmustur [33]. Viriis yakin temas veya cinsel yolla bulasabilmektedir [31]. Konaklarda
verdigi semptomlar konak 6zelliklere gore degismektedir [30]. Normal konak, konjenital
konak ve imminosupresif konak olmak (izere (¢ konak ¢esidi vardir [30]. Normal
konaklarda genellikle semptom vermemekle birlikte ates ve halsizlik gibi soguk algmligina
benzer semptomlar gorilebilmektedir [3, 7]. Konjenital ve kemik iligi, organ nakli gibi
bagisikligi baskilanmis konaklarda agir semptomlar verebilmekte hatta 6limle dahi
sonuclanabilmektedir [3]. Konjenital CMV enfeksiyonu enfekte anneden bebege virlisiin
dogum esnasinda genital segresyon, plasenta veya dogumun ilk haftalarinda anne siitii, yakin
temasla bulagsmasi ile gerceklesmektedir [2]. Enfekte annelerden bebege bulagma orani %1
ile %2 arasinda olmasina ragmen, yenidoganlar arasinda ciddi malformasyonlara neden olan
bir virGstur [1, 24]. Enfekte bebeklerin yaklasik %10°nunda semptom verirken, semptom
vermeyen bebeklerin yaklasik %10-15’inde yasamin ilerleyen donemlerinde semptom
gorilebilmektedir [10]. Konjenital konakta enfeksiyon sensorindral isitme kaybi,
mikrosefali, zeka geriligi, vb. norogelisimsel sorunlarla birlikte duygusal bozukluklara yol
acabilmektedir [8]. Bu yiizden hastaligin tanis1 ¢ok onemlidir. Yapilan bir ¢alismada,
konjenital CMV enfeksiyonu en yiksek Cin ve Gambocya’da gozlenmekle birlikte
seroprevelans orani %90 bulunmustur ve enfekte bebeklerin %48-50’sinde norologelisimsel
bozukluklar gozlendigini rapor edilmistir [2]. CMV seropozitifligini yas cinsiyet, wrk ve
sosyoekonomik diizey etmenleri 6nemli dlglide etkilemektedir [6, 8]. Brezilya’nin Sao Paulo
kentinde yapilan bir ¢alismada 30 yas ve lizerindeki yetiskinlerde CMV seropozitiflik orani
%90, ililkemizde yapilan bir ¢aligmada ise 16 yas ve iizerindeki yetiskinlerde ise CMV
seropozitiflik oran1 %100 olarak bulunmustur [6]. CMV cinsiyet faktorii agisindan
kadinlarda nispeten erkeklere gore daha yaygin gériilmektedir. [8] Sosyoekonomik faktorin
CMV enfeksiyonu seroprevelansi iizerindeki etkisini incelemek amaciyla yapilan bir

aragtirmada; CMV seroprevalansit en yiiksek Giliney Amerika, Afrika ve Asya’ da
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goriiliirken, en diisiik Bat1 Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’nde goriilmektedir [8].

CMV enfeksiyonu gelismekte olan {ilkelerde isitme kaybi ve norogelisimsel
bozukluklarin ana nedeni olup, diinyada ciddi anomalilere sebep olan hastaliklar arasinda
Serebral Palsi’den sonra ikinci sirada yer almaktadir [8, 14]. Amerika’da her y1l 20000’den
fazla konjenital CMV enfeksiyonlu bebek diinyaya gelmekte ve bu bebeklerin 3000°den
fazlasinda norogelisimsel bozukluklara sahip olmakla birlikte ¢ocukluk dénemi sensérindral

isitme kayiplarmin %10 ile %25’i CMV enfeksiyonundan kaynaklanmaktadir [28].

CMV enfeksiyonu dinya genelinde sik goriilen bir enfeksiyondur [32]. Bagisikligt
baskilanmis ve konjenital konaklarda agir klinik tablolar goriilmesinden dolayr bu
enfeksiyonun tanist hizli, ucuz ve giivenilir olmalidir [32]. Mevcut tan1 yontemleri arasinda
serolojik testler, kiiltiir testleri ve molekiiler testler bulunmaktadir [5]. Serolojik ve kultir
testleri hizli ve diisiik maliyetli olmalarina karsin duyarliliklar1 ve 6zgiilliikleri diisiik olmas1
sebebiyle molekiiler testlere gore daha az tercih edilmektedir [4]. Molekuler test yontemi
olan PCR testinin ise duyarlihigi ve 6zgiilligii yiikksek olmasina ragmen zaman alici olmasi,
kalifiyeli elemana ihtiyag olmasi ve kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi gibi
dezavantajlar1 vardir [20]. Bir diger molekiiler test ¢esidi olan Real-Time PCR ydntemi ise
hizli, kontaminasyon riski diisiik, giivenilirligi yliksek olmasina karsin test cihazinin ¢ok
pahali bir sistem olmasindan dolayr ¢ogu tani laboratuvar1 bu tani yontemine
ulasamamaktadir [11]. Bu amagla bu tez kapsaminda, ¢ok uygun fiyatlh Denovo marka end-
point PCR cihazda ¢alisan tek florofor boyali uygun fiyath tani kiti gelistirmek ve dogrulama
caligmasini yapmaktir. End-point PCR cihaz1 sayesinde testin en son noktasinda floresan
sinyal Ol¢iimii ile sonug almabilmektedir. Bu ylizden Konvansiyonel PCR cihazlarindaki jel
elektroforez analizine gerek kalmadigindan dolay1 sonucglar hizli ve giivenilir elde edilir.
Gelistirilen tan1 kitinin piyasadaki tani kitlerine gore uygun fiyatli olmasi, uygun fiyath end-
point PCR cihazinda ¢alismasi nedeniyle cogu tan1 merkezi bu tani sistemine ulasabilecek
ve hastaligin tanis1 hizli, diisiik maliyetli olacaktir. Gelistirilen bu tani kiti sayesinde
toplumda bu denli yaygin ve onemli sonuglara sebep olan CMV enfeksiyonu hizli ve

glvenilir olarak tanilanacaktir.
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1.2. Tam Yontemleri

CMV enfeksiyonu konjenital ve bagisikligi baskilanmis konaklarda hayati semptomlar
vermesi nedeniyle hastaya verilecek olan tedavinin belirlenebilmesi i¢in konaklarin hizli
tanilanmas1 gerekmektedir. CMV enfeksiyonu tanisinda serolojik, kiiltiir ve molekdler
testler kullanilmaktadir [30]. Yiiksek duyarhiliga ve 6zgiilligiine sahip olmasi nedeniyle

molekiiler testler son zamanlarda sik tercih edilmektedir [22].

1.2.1. Serolojik ve kulttr test yontemleri

Serolojik test ¢esitlerinden biri olan antijen testleri ile viriisiin antijenleri hizli ve kolay
bir sekilde tespit edilebilmektedir [31]. Antijen testlerinde viriise karsi gelistirilmis
antikorlar kullanilir [31]. Ancak diisiik viral yiik miktarlarinda yalanci negatif ve
kontaminasyona agik sistem olmalarindan ¢apraz reaksiyon sonucu yalanci pozitif sonug
alinabilmektedir [78]. Bu sebeple antijen testlerinin duyarhiligi ve 6zgiilligii molekiiler
testlere gore daha diisiik elde edilmektedir [21]. Antikor testleri ile viriise kars1 gelistirilen
antikor titreleri 8lcimii yapilmaktadir. Enzim-bagli immuinosorbent testi (ELISA) ve lateral
akim testi (LFA) CMV enfeksiyonu tanisinda kullanilan serolojik testlerdendir [9]. LFA test
yonteminde viriise spesifik antikorlar kullanilir. Viral patojen sahip numunedeki antikorlarin
spesifik antikorlar ile komplekse girmesi sonucunda spesifik ¢izgi olusur ve bu ¢izgi analiz
edilerek test degerlendirilmesi yapilir [77]. ELISA testi viriise kars1 gelistirilen immuino
globilin M (IgM) ve immino globulin G (IgG) antikorlarinin titre degisimini 6l¢iimleyerek
tan1 konulabilmesi saglamaktadir [9, 17]. Test sisteminde viriise karsi gelistirilmis antijenler
kullanilr. Numune test kuyucuklarmma eklendiginde antikor i¢ermesi durumunda test
sistemindeki antijenlerle kompleks yap1 olusturur. Bu kompleks yap1 lizerine anti-insan
antikorlar1 eklenir ve meydana gelen renk degisimi spektrofotometre ile 6lctlur [77]. Ancak
enfeksiyon baslangicinda antikor titrelerinin yiikselmemesi hastaligin geg teshisine neden
olabilmektedir [47]. Antikor ve antijen testleri hizli, kolay ve diisiik maliyetli olmasi gibi
avantajlarina ragmen yalanci pozitif ve negatif sonuclar vermeleri nedeniyle hassasiyetleri
ve duyarliliklar1 diistik olmaktadir [21]. Kltur testleri ile kan ve idrardan izole edilen CMV
laboratuvar ortaminda ¢ogaltilarak tani konulmaktadir [50, 51]. Ancak bu ydnteminde

duyarlilig1 ve 6zgiilliigli molekiiler testlere gore oldukga diisiik olmaktadir [50, 51].
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1.2.2. Molekuler testler ve cesitleri

CMV enfeksiyonu tanisinda hizli, yiiksek duyarliliga ve 6zgiillige sahip olmasi
nedeniyle Polimeraz Zincir Reaksiyon (Polymerase Chain Reaction, PCR) testleri altin
standart olarak kabul edilmektedir [20]. Enfeksiyon tanisinda hastanin sahip oldugu viral
yiik miktar1 tedavi karar1 vermede ve tedavinin seyri agisindan dnemli bir faktor oldugundan

dolayi kantitatif sonug veren Real-Time PCR testleri sik tercih edilmektedir [36].

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan kesfedilmis ve
Nobel Kimya 6diiliine layik goriilmiistiir [29]. Reaksiyon, kopyasi elde edilmek istenen
hedef DNA bélgesinin in vitro olarak ¢ogaltilmasina dayanan bir tekniktir. Genetik ve viral
hastaliklarin tanis;, DNA dizi analizi, parmak izi tespiti, babalik testi ve insan genom
projeleri PCR ydnteminin yaygin kullanildigi alanlardir [29]. Geleneksel PCR yénteminde
hedef DNA bolgesi ekstraksiyon ile elde edilerek reaksiyon tiipiine konulmaktadir.
Reaksiyonun gerceklesebilmesi icin hedefe 0zgl tasarlanmis sentetik primerler, dNTP
(deoksintkleotit trifosfat) buffer, MgC1,, distile su ve 1siya dayanikli Taq polimeraz enzimi
ayni reaksiyon tiipii igerisinde yer almaktadir [29]. Hazrlanan karisim farkli sicaklik
dongiilerinin gergeklesebilmesini saglayan termal dongil cihazina konulur. PCR reaksiyonu
bu cihaz icinde 3 farkli basamakta ve sicaklikta dongiiler halinde tekrar edilmesi ile
ger¢eklesmektedir [20]. Denatlirasyon, baglanma ve uzatma basamaklar1 bir PCR
dongiisiinii olusturmaktadir [20]. Bu 3 basamak bir dongiiyii olusturur ve bu dongii cihaz
tarafindan defalarca kez gerceklestirilir [20]. Sonuc olarak hedef DNA bdélgesi iceren
milyonlarca kopya edilir. Elde edilen Urinlerin analizi agoraz veya poliakrilamid jel
Uzerinde yiiriitiilmesi ve daha sonra etidyiim bromiir gibi floresan boyalar ile boyanmasi ile
elde edilen bant goruntilerinin yorumlanmasina dayanir [45]. Ancak bu analiz islemlerinin
zaman alici, kontaminasyona agik olmasi, giivenilir kantitasyon yapilamamasi, duyarliligi

ve 0zgiilligiinin diigiik olmasindan dolay1 Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir [36, 44].

Real-Time PCR yonteminde reaksiyon ile analiz ayni deney tiipiinde es zamanli olarak
gerceklesmesi nedeniyle kontaminasyon riski Geleneksel PCR yontemine gore diisiiktiir ve
PCR sonrasi jel elektroforez yontemlerine gerek olmadigindan dolayr hizlidir [16].
Giliniimiizde viral hastaliklarin tanisinda viral yiik miktar1 hastaligm ve tedavinin seyri
acisindan belirleyici bir etmen olmasi nedeniyle kantitatif sonug veren Real Time PCR sik

tercih edilmektedir [19]. Geleneksel PCR cihazindan farkli olarak Real Time PCR cihazinda
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reaksiyon esnasinda olusan {liriinlerin olugsmasiyla es zamanli olusan floresan sinyalleri
saptayan floresan deteksiyon sistemi ve amplifiye edilen Grlnlerin analizini yapabilmek igin
DNA amfikasyon egrilerini ¢izen yazilim sistemi bulunmaktadir [18, 39]. Reaksiyon
esnasinda olusan floresan sinyalleri bilgisayar yazilim sistemi ile sayisal degerlere
dontstiriliir [36]. Bu sayisal degerlerden en 6nemli degisken reaksiyon esnasinda anlamli
ilk Giriin miktarmn goriildiigii Ct (cycle threshold) olarak bilinen esik dongii degeridir ve bu
degerden sonra iiriin artig1 eksponensiyal faza girecektir [19, 29, 40]. Amplifiye edilen
iirlinlerin miktar analizi kopya sayis1 bilinen standart 6rneklere ait ¢izilen standart egrilerin
Ct degerleri ile reaksiyon sonucunda elde edilen iiriinleri ct degerleri karsilastirilarak
kantitatif analiz yapilir [23, 29, 36]. Reaksiyon esnasinda floresan igimanin olusabilmesi i¢in
hedefe 6zgu olmayan floresans boyalar veya hedefe 6zgii tasarlanan problar kullanilmaktadir
[27]. Hedefe 6zgii olmayan boyalar arasinda en sik tercih edilen boya SYBR Green I’dir.
SYBR Green I reaksiyon esnasinda olusan tiim ¢ift zincirli tiriinlere baglanir [27]. Hedefe
0zgii tasarlanan problar reaksiyon esnasinda olusan tiim ¢ift zincirli bolgelere degil, sadece
spesifik tasarlandiklar1 bolgeye baglanirlar [60, 61]. TagMan, FRET (Floresans Resonance
Energy Transfer) ve Molekiiler Beacon problar1 hedef 6zgl tasarlanan prob gesitleridir
[60,61]. Bu prob gesitleri arasindan en sik kullanilan TagMan probtur [27, 38]. Tagman prob,
5’ ucunda raportdr flokrom, 3’ ucunda ise baskilayici flokrom igeren ¢ift isaretli ug¢lu probtur
[60]. Reaksiyon asamasinda primerlerin baglandiklar1 bolge arasinda kalan bolgeye
baglanirlar ve tavlama asamasinda primerlerin uzamasi i¢in Taq polimeraz enzimi serbest
dNTP’leri eklerken, probun baglandigi bolgeye geldiginde 5°-3° ekzoniikleaz isleviyle probu
5’ ucunda yikmaya baslar [23, 38]. 5’ ucundaki raportér kisim, 3’ ucundaki baskilayici
kisimdan ayrilir ve serbest hale gecerek 1sima olusturur [19, 38]. Reaksiyon esnasinda
probun raportdr kismi, baskilayici kisimdan ayrilamazsa baskilayici kisimin raportor kisimi

inhibe etmesi nedeniyle 1s1ma olusamayacaktir [38].

Real-Time PCR yontemi rutin kullanimda en ¢ok tercih edilen yontem olsa da
Multipleks, Nested, Revers ve Dijital PCR test ¢esitleri de kullanilmaktadir [44, 74].
Multipleks PCR yonteminde ise ayni anda birden fazla hedef bdlgenin g¢ogaltiimasi
saglanmaktadir [71, 73]. Bu yontemde konvansiyonel PCR yonteminden farkli olarak farkli
hedef dizilere tamamlayict ¢oklu primer dizileri kullanilir [43, 46]. Nested PCR, baslangig
hedef miktarinin az oldugu veya reaksiyonda inhibitor fazlalig1 olmasindan dolayi istenilen
duzeyde drinlerin elde edilememesi durumda uygulanan bir yontemdir. Bu yontem iki

asamali amfikasyon dongiisiinden olusmaktadir [77]. Revers Transkripsiyon PCR (RT-
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PCR), ¢ogaltilmak istenen hedef dizi RNA oldugunda kullanilan yontemdir [65, 66]. Diger
PCR ¢esitlerinde genellikle DNA amplifiye edildiginden dolayi, RNA kaynakli diziler bu
cesitlerde ¢ogaltilamamaktadir [65,66,67]. Bu sorunu ¢0zmek amaciyla RT-PCR teknigi
gelistirilmistir. Bu teknikte hedef RNA dizisi revers transkripsiyon ile 6ncelikle cDNA’ya
donistiriliir ve daha sonra cDNA, PCR amfikasyonu ile ¢ogaltilir [69, 70]. Dijital PCR,
diisiik miktarlarda olan DNA konsantrasyonlarinin yiiksek duyarlilikta amplifiye edilmesi
saglayan ve kantitatif sonug veren PCR ¢esididir [75]. Bu yontemde amplifiye edilecek dizi
diliisyon edilerek binlerce kuyucuga damlatilmaktadir. Hedef iiriinii igeren kuyucuklarda
amfikasyon gerceklesmekte ve bu sayede pozitif sinyal elde edilmektedir. Hedef iiriinii
icermeyen kuyucuklarda ise amfikasyon gergeklesmemekte ve bununla birlikte negatif
sinyal elde edilmektedir [70].

1.3. Dogrulama ve Parametreleri

Yeni gelistirilen veya degistirilen test veya test prosediiriiniin amaca uygunlugunun
test edilmesi gerekir [48]. Bu kapsamda gelistirilen prosediiriin cut-off skoru, analitik
Ozgiilliik, analitik duyarhlik, dogruluk, saglamlik, kesinlik, uygulanabilirlik, pratiklik, klinik

duyarlik ve 6zgiilliik parametrelerinin agiklanmasi gerekir [41].

Cut-off skoru gelistirilen yontemin test ettigi degerlerin pozitif ve negatif olarak
smiflandirilmasmi saglamaktadir [89]. Iyi gelistilen bir ydntemin cut-off skoru tim
pozitifleri pozitif, tiim negatifleri negatif olarak siniflandirmalidir. Cut-off skoru ortalama
+2 standart sapma yontemi ile %95 giiven araliginda elde edilmektedir [89]. Ortalama, say1
kiimesindeki veri degerlerinin toplaminin veri sayisina boliinmesiyle hesaplanmaktadir.
Standart sapma ise verilerin ortalama deger etrafindaki yayilimlarinmn Slgiistidiir. Standart
sapma hesaplanirken ilk olarak veri setinin ortalamasi hesaplanir, her bir veri ile ortalama
arasindaki fark bulunur. Hesaplanan her bir farkin karesi alinir ve toplanir. Elde edilen
toplam, veri sayisinin bir eksigine bolunlr ve sonucun karekokil standart sapmaya esittir.
Ortalama £2 standart sapma yontemi ile cut-off skoru, degerlerin ortalamadan +2 standart
sapmada denk geldigi noktalar hesaplanmaktadir ve bu degerler %95°lik gliven araligindadir
[89].

Analitik 6zgiilliik, gelistirilen yontemin yalnizca hedefi test etme, hedef olmayan

analitlerle capraz reaksiyona girmeme 6lcustdur [42]. Yontemin ¢apraz reaksiyona girmesi
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sonucunda yalanci negatif ve pozitif sonuglar elde edileceginden dolayr 6zgiilliigii disiik
elde edilecektir. Gelistirilen yontemin 6zgiilligii yiiksek olabilmesi i¢in sadece hedef analiti
test etmelidir [34].

Analitik duyarlilik, gelistirilen yontemin hedef analiti en diisiik konsantrasyonlarda
tespit edebilme yetenegidir [49]. Yontemin duyarlilik hesaplanmasinda Limit of Detection
(LoD) degeri hesaplanmasi gerekir. LoD, hedef analitin %95’lik gliven diizeyinde saptandigi
en diisik konsantrasyon degeridir [52, 53, 54]. LoD, genellikle kopya/ml olarak olgilur.
Diisiik analit konsantrasyonundaki LoD degeri, testin duyarliligini arttirmasindan dolay1
onemlidir [52]. Literatiire bakildiginda LoD degeri hesaplamasi istatiksel ve ampirik olarak
yapilirken, genellikle laboratuvarlar ampirik hesaplama yontemini kullanmaktadir [52].
Ampirik hesaplama g¢esidi olan probit analizi ile LoD hesaplanmasi yaygin olarak
yapilmaktadir [52]. Probit analizi ilk olarak tarimda bdceklere uygulanan ilag dozu
yanitlarinin gdzlenmesi amaciyla kullanilmistir [87, 88]. Boceklere uygulanan ilaca karsi
yanit cevaplarinin gdzlenmesi amaciyla ¢izilen egrinin sigmoid bir egri olusturmus ancak
regresyon analizi sadece dogrusal egriler ile yapilmaktadir [88]. Bu ylzden sigmoid doz-
yanit egrisinin diiz dogrusal egriye doniistiiriilmesi gerekmistir ve probit analizi sayesinde
sigmoid egri dogrusal diiz egriye doniistiiriilmiistiir [88]. Bu doniisiim yapilirken Finney
tarafindan gelistirilen olasilik yiizdelere kars1 denk gelen probit yanitlar: kullanilmistir [88].
Giiniimiizde de doz yanit iligkilerinin analizinde hala probit analizi sik tercih edilmektedir
[88]. LoD degeri hesaplanmasinda ise sistemin patojene karsi verdigi cevap yiizdelerinin
dogrusal olmamasi durumunda probit analizi kullanilmaktadir [49]. Cevap ylizdelerine denk
gelen probit degerleri, Finney tarafindan gelistirilen probit doniisiim tablosunda bulunur ve

bu degerler kullanilarak LoD hesab1 yapilmaktadir [49].

Analitik duyarlilik, sifir sonuctan ayirt edilebilen ve tespit edilebilen en az sayida
niikleik asit molekiiliinii ifade eder ve en iyi sekilde tahlil araligini belirleyen standart egri
kullanilarak hesaplanir [59]. Standart egri tarafindan belirlenen hedefin iist ve alt

konsantrasyonunun 6nemli 6l¢iide disinda kalan sonuglarmn bildirilmesi uygun degildir [68].

Tanisal duyarlilik, yontemin gergek pozitifleri saptama Olgusi  olarak
tanimlanmaktadir [52, 55]. Tanisal testler i¢cin hedef basar1 kriteri %95 ve lizeri tanisal

duyarlhilik oranina sahip olmasidir [59].
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Tanisal 6zgiilliik, yontemin gercek negatifleri saptama yetenegidir [52, 55]. Viral
hastaliklarda test esnasinda kontaminasyona bagli olarak yalanci pozitif sonuglar elde
edilmesi tanisal 6zgiilliigii azaltan bir faktordiir [52, 55]. Tanisal testler icin hedef basari

kriteri %95 ve lizeri tanisal duyarlilik oranima sahip olmasidir [59].

Saglamlik, yontemin deney kosullarindaki minimum degisiklerden etkilenmeme
kapasitesinin Olgcistdir. Saglamlik parametresi en ¢ok etkileyen degiskenler sicaklik ve
pH’dir [48].

Uygulanabilirlik, yontemin farkli kosullarda uygulanabilmesine dair gerekli olan
tanimdir [91].

Pratiklik; yontemin varolan laboratuvar, cihaz ve personeller ile uygulanabilmesiyle

beraber ek maliyet getirmemesidir [91].

Dogrusallik sistemin test ettigi analitine kars1 verdigi cevaplarin dogrusal olmasidir ve
bu parametre dogrusal regresyon analizi ile elde edilir [35]. Dogrusal regresyon analizi ile
analite kars1 cevap oranlar1 kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izilir. Bu grafigin bir R? degeri
bulunmaktadir ve bu deger 0 ile 1 arasindadir. R2 degeri 1’e yaklastik¢a sistemin dogrusallig1
artmaktadir. Dinamik aralik ise giivenilir sonu¢ elde edilen konsantrasyon araligidir.
Dogrusal regresyon analizi ile elde edilen verilerin x ve y ekseninde egimi ve denklemi

bilinen dogrusal egrinin ¢izilmesi saglanir [52].

Dogruluk, gelistirilen sistemin elde ettigi tekrarli sonuglarin ortalamasi ile standart

sistemden elde edilen sonuglarin ortalamasi arasindaki yakinhigm 6lgiistidiir [52,56].

Kesinlik, gelistirilen yOntemin elde ettigi sonuclarin farkli gilinlerde ayni
laboratuvarlarda ayni elde edilmesi veya farkli laboratuvarlarda, farkli giinlerle ayni elde
edilme o6lgusidir [58]. Baska bir deyisle kesinlik, bir 6l¢iim sonucunun tekrarl olarak
6lculmesi halinde elde edilen sonuglar arasindaki yakiligin 6lgiisiidiir [52, 56, 57]. Kesinlik
Olctislinlin belirlenmesinde varyasyon katsayisi degeri sik kullanilmaktadir. Varyasyon
katsayist elde edilen tekrarli sonuglar arasindaki degisim oranini temsil eden istatiksel
yayitlim Olgustudir [58]. Veri setinin standart sapma degerinin ortalama degere

oranlanmasiyla elde edilmektedir. Tani testlerinde kesinlik dogrulamasinda hedef basari
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kriteri varyasyon Katsayis1 degerinin %5 ve altinda olmasidir [59].

1.4. Tezin Amaci ve Hedefleri

Tez ¢aligmasi kapsaminda iilkemiz ve diinya genelinde olduk¢a yaygin olan CMV’ye
0zgll uygun fiyath tan kiti gelistirmek ve dogrulama ¢alismasini yapmak amaglanmistir.
Calisma kapsaminda gelistirilen tani kitinin saptama sinirinin (LoD) oldukga diistik,
dogrusal ve kesin bir sistem olmas1 hedeflenmistir. Analitik 6zgiilliik, tanisal duyarhilik ve
tanisal Ozglllik dogrulama test sonuglarmin ise %95 ve iizeri oraninda olmasi

hedeflenmistir.

1.4.1. Tez hipotezi 1

Gelistirilen tan kitinin dogrulama test sonuglar1 %95 ve {izerinde dogrusal ve kesin

bir sistemdir.

1.4.2. Tez hipotezi 2

Gelistirilen tani kiti uygun fiyathdir.
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

Ulkemizde yetiskinlik donemiyle beraber 40-50 yas arasi bireylerin %90’1 CMV
enfeksiyonu 6nceden gecirmektedir [26]. Enfeksiyon konjenital ve bagisikligi baskilanmis
bireyde ciddi klinik tabloya neden olmaktadir [26, 30]. Ulkemizde son derece yaygin olan
bu virus igin mevcut tan1 yontemleri arasinda serolojik, kiltlir ve molekiiler testler yer
almaktadir. Serolojik ve kiiltiir test yontemleri enfeksiyon tanisinda hizli ve ucuz olmalarina
karsin duyarlilik ve 6zgilliik degerleri molekiiler testlere gore oldukca diisiiktiir [68].
Enfeksiyon tanisinda kantitatif sonug¢ vermesi, yiiksek duyarliliga ve 6zgiilliige sahip olmasi

nedeniyle Real-Time PCR yontemi en ¢ok tercih edilen test yontemidir.

Literatiirde yapilan calismalara bakildigimnda CMV tanisi i¢in yeni gelistirilen ve
dogrulama ¢alismasit yapilan bir ¢ok Real-Time PCR ve diger PCR tami Kkitleri
bulunmaktadir. CMV tanisi i¢in yeni gelistirilen Real-Time PCR tani kitinin dogrulamasmin
yapildig1 calisma kapsaminda kitin duyarlihigi %97, 6zgilligi %99 olarak elde edildigi
belirtilmistir [14]. Calismada tani kiti i¢in deney kosullar1 optimize edilmistir ve bu
degerlerde kitin kullanilmas1 gerektigi belirtilmistir [14]. Baska bir ¢alismada ise ideal
deney kosullar1 saglandiginda CMV tanisi igin yeni gelistirilen PCR testinin duyarliligi
(%89,2), ozgilligl (%95,8) olarak elde edilmistir [15]. Yapilan bir calismada ise CMV
enfeksiyonu tanisinda hassas ve kantitatif sonug¢ veren iki ticari Real-Time PCR tani kitinin
karsilagtirma ¢alismasi 5 resmi kalite panelinde yapilmistir [128]. Calisma sonucunda iki
ticari kitin kontrol paneliyle korelasyonu %100, R? degeri 0.99 elde edilmistir. Bu bulgular
iki ticari tam kitinin CMV tanisinda giivenilir sonuglar verdigi desteklemektedir [128].
Kantitatif sonug veren Real-Time PCR sistemlerin pahali olmasi nedeniyle CMV tanisi igin
isaret bazli Real-Time tan1 kitinin gelistirildigi calismada ise 60 hastadan alian 197 6rnek
kullanilmis ve bu 6rneklerin deney sonuglarmi karsilastirmak amaciyla piyasada mevcut
olan ticari Real-Time ve Konvensiyonel PCR tan kiti kullanilmistir [96]. Gelistirilen tani
kitinin 6zgilligli %100, duyarliligi %96,3 ve ticari tam Kkitleri ile korelasyonu %100
cikmustir [96]. Bagka bir ¢alismada ise piyasada olan 2 ticari Real-Time PCR tan1 kitinin
CMV enfeksiyonu tanisinda performans Kkarsilastirilmas: yapilmistir [99]. Calisma
sonucunda iki ticari kitin LoD degerleri 334 kopya/ml ve 437 kopya/ml olarak belirtilmistir
[99]. Iki ticari kitin test sonuglar1 ticari tan1 kitleri ile karsilastirilmis ve %95 uyum elde

edilmistir [99]. CMV tanisinda ticari Real-Time PCR sistemi ile Konvensiyonel PCR
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yonteminin viral yiik tayinini belirme agisindan karsilastirildigr ¢alisma sonucunda ayni
numune 6rneginde Real-Time PCR sistemi Konvensiyonel PCR sistemine gore daha fazla
viral yiik tespit etmistir [101]. Calisma sonucunda CMV enfeksiyonu viral yiik tayinininde
Real-Time PCR yontemi Konvensiyonel PCR yontemine gore daha hassas sonuclar elde
ettigi belirtilmistir [101]. Kore’de yapilan bir galismada ise yeni gelistirilen ticari Real-Time
PCR tani kiti ile Konvensiyonel PCR tani kitinin karsilastirilmasi 300 6rnekle yapilmis ve
caligma sonucunda 296 Ornegin test sonuglar1 her iki test kitinde uyumlu sonuglar elde
etmistir [102]. Calismada ticari Real-Time PCR testinin dogrulama testleri de yapilmistir
ve kitin duyarlilig1 (%97,4), 6zgilligi ise (%99,) elde edilerek %95 ve iizeri olan hedef
basari kriteri saglamistir [1L02]. Yeni gelistirilen ticari Real-Time PCR tani kitinin dogrulama
calismasi kapsaminda dogrusallik ve kesinlik parametreleri test edilmistir [103]. Gelistirilen
tan1 kiti dogrusal cevaplar vermis ve kesinlik 6l¢iisii olan varyasyon katsayis1 %16.61 elde
edilmistir [103]. Ancak varyasyon katsayisi degerinin %5 altinda olmamasi ilerleyen
donemlerde daha fazla 6rneklem grubuyla kesinlik dogrulamasinin galisilmasi belirtilmistir
[103]. Yeni gelistirilen CMV Real-Time PCR testinin duyarlilik ve 6zgiillik oranlarmin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada ise 153 hasta Ornegi ile ¢alisilmistir [106].
Calismada elde edilen sonuglar referans kurum igi cihazla karsilastirilmistir [106]. Calisma
sonucunda Real-Time PCR kitinin duyarliligi ve 6zgilliigii %100 elde edilmistir [106].
Literatirde dogrulama c¢alismasi yapilan yeni CMV Real-Time PCR tani kitinin kesinlik,
Ozgiillik ve dogrusallik parametreleri test edilmistir [110]. Gelistirilen tani kitinin
dogrusallik testi regresyon analizi ile yapilmistir ve bu analiz sonucu elde edilen dogrusallik
olciisii olan kalibrasyon egrisinin R? degeri 0,99 elde edilmistir [110]. Bu deger 1’e oldukca
yakin elde edildiginden sistem dogrusal olarak kabul edilmistir [110]. Kesinlik
dogrulamasinda 3 farkli konsantrasyonun her biri 4 tekrarli calisilmistir ve elde edilen
sonuglarin standart sapmalar1 hesaplanmigtir [110]. Tiim standart sapma sonuglar1 %10°dan
kiigiik elde edilmistir [110]. Ozgiillik dogrulamasinda gelistirilen kitin 7 farkli patojene
kars1 capraz reaktivite acisindan test edilmesi yapilmistir ve ¢alisma sonucunda gelistirilen
kit higbir farkli patojenle ¢apraz reaktiviteye girmemistir [110]. Calismada gelistirilen tani
kitinin 6zgiil, kesin ve dogrusal oldugunu kanitlanmistir [110]. Literatiirde baska bir
caligmada ise tek boyali prob kullanilarak gelistirilen yeni CMV Real-Time PCR tani kitinin
dogrulama calismas1 159 6rnek yapilmis ve elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi piyasada
mevcut olan iki ticari kit ile yapilmistir [111]. Dogrulama caligmalar1 kapsaminda
dogrusallik, kesinlik ve duyarlilik parametreleri test edilmistir [111]. Yeni gelistirilen tanm

Kitinin dogrusallik lgiisii olan R? degeri 0,994, kesinlik 6lgiisii varyasyon katsayis1 degeri
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%2,6 ve duyarlilik oram %88 elde edilmistir [111]. Tam kiti, R? degeri 1’e oldukca yakin
elde edildiginden dolay1r dogrusal ve varyasyon katsayisi %5 degerinin altinda elde
edildiginden dolayi kesin bir sistem olarak elde edilmistir [111]. Ancak duyarlilik oran1 tani
kitlerinde hedef basar1 kriteri %95’in altinda kalmistir. Caligma sonucunda tani kitinin
duyarlilik degerinin ilerleyen donemlerde daha genis 6rneklem grubuyla yeniden calisilmasi
onerilmistir [111]. Yapilan baska bir ¢alismada ise CMV tanisi igin gelistirilen yeni Real-
Time PCR tan1 kitinde primer tabanli sinyal iiretme yontemi olan FLAG (Floresan Amplikon
Uretimi) teknolojisi kullanilmustir [113]. Gelistirilen yeni kitin dogrulama g¢alismasimi
yapmak amaciyla referans olarak iki ticari tani kiti kullanilmistir [ 113]. Dogrulama ¢aligmasi
sonucunda kitin dogrusallik dlgiisii R? degeri (0,96), duyarhilig1 %99 ve 6zgiilliigii %95 elde
edilmistir [113]. Tam kitinin duyarlilik ve Ozgiilliik degerleri %95 hedef basar1 kriteri
saglanmms ve R? dlciisii 1’e olduk¢a yakin oldugundan dolay1 dogrusalligi kamitlanmistir
[113]. Piyasada mevcut olan ticari CMV Real-Time PCR tani kitinin dogrulamasimin
yapildig1 ¢alismada 141 6rnek kullanilmistir ve ¢alismada elde edilen sonuglar kiiltiir test
yontemi sonuglar ile karsilastirilmistir [115]. Real- Time PCR tani kitinin sonuglar1 kiiltiir
test sonuglari ile %96 uyum gostermistir. Kitin LoD degeri 200 kopya/ml, duyarliligi %100
ve Ozgilligi %98,2 olarak elde edilmistir [115]. Sistemin duyarlilik ve 6zgiillik oranlari
%95 hedef basari kriteri saglamistir [115]. Yapilan ¢alismaya gore ticari tani kiti CMV tanisi
icin hassas ve giivenilir bir sistem olarak kabul edilmistir [115]. Baska bir ¢calismada ise
CMV tanist i¢in gelistirilen yeni tani kitinde farkli bir PCR ¢esidi olan Dijital PCR ydntemi
kullanilmistir ve bu yeni tani kitinin dogrulama calismasi kapsaminda dogrusalligi ve
kesinligi test edilmistir [116]. Calisma sonucunda kitin dogrusal regresyon analizi sonucu
dogrusallik dlciisii R? degeri 0,99 ve kesinlik dlciisii varyasyon katsayisi1 degeri %0,7 elde
edilmistir [116]. R? degeri 1’e oldukca yakin ve varyasyon katsayis1 %5 degerinin oldukga
altinda elde edilerek yeni tani kiti hedef basar1 kriterlerini saglamistir [116]. Bu sonuclara
dayanilarak gelistirilen CMV Dijital PCR tani kiti dogrusal ve kesin bir sistem olarak kabul
edilmistir [116]. Calismada gerekli kosullarin saglanamamasindan dolay1 duyarlilik ve
Ozglllik parametreleri test edilememis ve bu parametrelerin ilerleyen donemlerde test

edilmesi Onerilmistir [116].

Literatlirde CMV enfeksiyonu tanisinda Real-Time PCR yontemi ile antijen ve kiltlr
test yontemlerinin performanslarmin karsilastirildig1 bircok ¢aligma da mevcuttur. CMV
enfeksiyonu tanisinda Real-Time PCR yontemi ile antijen test yonteminin karsilastiriimasi

amaciyla yapilan ¢aligmada 1156 numune her iki test yontemi ile ¢alisilmistir [129]. Calisma
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sonucunda her iki test sonucu arasindaki uyum %82.2 olarak elde edilmistir [129]. Bu
sonucun %95 kriterinin altinda kalmasmin ana nedeni, antijen testlerinin aktif enfeksiyon
baslangicinda yanlis negatif sonug vermesi, PCR yonteminin ise enfeksiyonu ilk evrelerinde
bile basarili olarak tespit etmesi olarak belirtilmistir [129]. Baska bir ¢alismada ise CMV
tanis1 igin Real-Time PCR tani kiti ile pp65 antijen testi karsilastirilmistir [120]. Calisma
sonucunda pp65 antijen testinin duyarlilig1 (%80,1), dzgilligi %93 elde edilirken; Real-
Time PCR yonteminin duyarlilig1 %95, 6zgiilliigii %100 elde edilmistir [120]. Duyarlilik ve
Ozgiilliik degerleri agisindan Real-Time PCR tani kiti %95 basar1 kriterini saglarken, antijen
testi hedef bagar1 kriterinin altinda kalmistir [120]. Bu sonuca dayanilarak CMV tanisinda
Real- Time PCR yonteminin pp65 antijen testi yontemine gore daha hassas ve guvenilir bir
yontem oldugu belirtilmistir [120]. Yapilan bir calismada ise CMV tamsi igin DSO
standartlarina gore standardize edilmis kurum i¢i Real-Time PCR tani testi referans sistem
olarak kullanilarak, pp65 antijen testinin duyarlilik ve 6zgiillik dogrulamasi yapilmistir
[130]. Caligma sonucunda CMV igin pp65 antijen testinin duyarliligi (%67,4), 6zgilliigi ise
(%94,8) olarak elde edilmistir [130]. Bu sonuglar CMV tanisinda PCR sistemlerinin elde
ettigi duyarlilik ve 6zgiilliik oranlarinin oldukga altinda kalmistir [ 130]. Baska bir ¢alismada
ise CMV tanisinda bir diger PCR ¢esidi olan Nested-PCR tani kiti ile viral Kiltir test
yontemi hassasiyet agisindan karsilastrilmistir [105]. Calisma sonucunda Nested-PCR
yontemi ile CMV tanisi viral kiiltiir yontemine gore daha erken evrede tanilanmistir [105].
Bu sonucun nedeni ise enfeksiyonun ilk evrelerinde yeteri kadar viral yiikk miktar
olusmamasindan dolay1 varolan viral ylik miktarmnin kiiltiir testi i¢in yetersiz olmasi ve bu
yiizden Kkiiltiir yonteminin hastaligin ilk evlerinde enfeksiyonu yanlis negatif tanilamasi

olarak belirtilmistir.

Literatirde CMV tanisinda antijen ve Kkiiltiir testlerinin performanslarmin
karsilastirildigi calismalarda mevcuttur. CMV tanisinda antijen ve Kkiiltiir testlerini
karsilagtirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada 107 CMV pozitif 6rnek ile ¢alisilmigtir [123].
Kultir testi ile 56 6rnek CMV pozitif olarak tanilanirken, antijen testi ile 97 6rnek CMV
pozitif olarak tanilanmistir [123]. Bu sonuca dayanilarak CMV tanisinda antijen testinin
kiiltiir testine gore daha giivenilir sonug¢ verdigi kabul edilmistir [123]. CMV tanisinda
antijen testi ile kiiltiir yonteminin karsilastirildigi baska bir calismada ise 32 CMV pozitif
hasta 6rnegi kullanilmistir [124]. Antijen testi ile 28 (%87,5) pozitif tan1 elde edilirken,
kiltar testi ile 22 (%69) 6rnek pozitif olarak tanilanmistir [124]. Calisma sonucunda CMV

tanisinda antijen testinin kiiltiir testine gore daha tutarli sonuglar verdigi goriilmiistiir [124].
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CMV tanisinda antijen ve kiiltiir testlerinin duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerini karsilagtirmak
amaciyla yapilan bir ¢aligmada antijen testinin duyarligi (%100), 6zgilligi (%99,6) elde
edilirken; kiiltiir testinin duyarhigt (%46), 6zgilligi (%100) elde edilmistir [127]. Antijen
testinin duyarlilik ve Ozgiillik degerleri % 95 basar1 kriterini saglarken; kiiltiir testinin
duyarlilig1 %95 kriterinin oldukga altinda elde edilmistir [127]. Bu sonucun nedeni ise kultur
yontemi i¢in yeterli viral yiik 6rneginin saglanamamasi olarak belirtilmistir [127]. Baska bir
calismada ise CMV tanisinda Real-Time PCR, antijen ve kiiltiir testlerinin duyarlilik ve
Ozgiilliik oranlar1 kargilagtirilmustir [125]. Yontemlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri; PCR i¢in
swrastyla (%99), (%84), antijen i¢in (%48), (%99), kiiltiir i¢in (%38), (%100) elde edilmistir
[125]. Antijen ve kiiltiir test yontemleri i¢in duyarlilik oranlarmin %95 basar1 kriterinin
oldukga altinda elde edilmesi hastaligin erken evresindeki yetersiz viral yiik miktar1 olarak
gosterilmis ve PCR yonteminin elde ettigi yiiksek duyarlilik oraniyla hastaligin ilk
evrelerinde bile basarili sonuglar verdigi kanitlanmistir [125]. Ancak PCR testi ise 6zgulluk
dogrulamasinda %95 basari kriterinin altinda kalmistir [125]. Bu durumun nedeni olarak
test esnasinda ¢apraz reaktivite veya kontaminasyon olabilmesi olarak gosterilmistir [125].
Calisma sonucunda CMV tanisinda PCR yonteminin, antijen ve kiiltiir ydontemlerine kiyasla

daha giivenilir sonuglar verdigi belirtilmistir [125]

Literatiirde CMV tanisinda serolojik test yontemlerinin kullanildigi ¢aligsmalarda
mevcuttur. Serolojik test ¢esidi olan ELISA testinde hastada viriise karsi gelistirilmis
immiinoglobiilin G (IgG) veya immiinoglobiilin M (IgM) antikor titrelerin degisimine
bakilarak tani konulmaktadir [108].Yapilan bir ¢alismada ELISA ydntemiyle CMV
tanisinda IgG ve IgM antikorlar titrelerinin giivenilir sonu¢ verme oranlarinin
karsilastirilmast yapilmistir ve calisma sonucunda IgG antikor titre sonucunun CMV
tanisinda daha giivenilir sonug verdigi elde edilmistir [108]. ELISA yOontemine benzeyen
IgM antikor titre degisimini 6lgen ELFA (Enzim Bagh Floresan Testi) yontemide serolojik
testler arasindadir. CMV tanisinda ELISA ve ELFA yonteminin etkinligini karsilastirmak
amaciyla 98 6rnek kullanilarak yapilan bir caligma sonucunda 90 (%91,83) 6rnegin sonuglar1
iki test yonteminde uyumlu elde edilmistir ve iki testin CMV tanisinda esdeger glivenilirlikte
oldugu sonucuna ulasilmigtir [112]. Bir diger ¢alismada ise ELISA ydntemi ile kiltir
yontemi karsilastirilmistir [126].Calismada 35 CMV pozitif 6rnegin 31’1 kiiltiir testi ile
pozitif tanilanirken, ELISA yontemiyle 29°u pozitif tanilanmistir. ELISA yonteminin, Kulttr
yontemine gore daha az pozitif tan1 tespit etmesi hastaligin erken donemlerinde yeterli

antikor seviyesinin olugsmamasindan dolay1 olabilecegi diigiiniilmiistiir [126]. Calisma
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sonucunda CMV tanisinda hastaligmm erken donemlerinde kiiltiir yonteminin, ELISA
yontemine kiyasla daha giivenilir sonuglar verdigi kabul edilmistir [126]. Bagisiklig1
baskilanmis hasta gruplar1 icin CMV tanisi ve takibi olduk¢a 6nemli oldugundan dolay1 IgM
ve IgG antikor titrelerinideki degisimi izleyen yeni bir immiin monitdrizasyon cihazinin
CMYV tanisina uygunlugu 79 6rnek ile ¢alisilmistir [114]. Calisma sonucunda CMV tanisinda
hassas viral yiik tayini yapabilmesinden dolay1r immiin monitdrizasyon cihazt CMV tanisi

icin uygun kabul edilmistir [114].

CMV tanisinda en ¢ok tercih edilen test yontemi olan Real-Time sistemi, guvenilir
olmas1 nedeniyle bagka patojenlerin tayininde sik tercih edilmektedir. Bu kapsamda
literatiirdeki farkli patojenlerin Real-Time sistemi ile tespit edildigi calismalara bakildiginda
Sars-CoV-2 tespitinde sik kullanilan bir test yontemi oldugu goriilmiistiir. Sars-CoV-2
tanisinda mevcut olan 3 farkl ticari PCR kitinin performanslarmin karsilastirildigr bir
calismada 3 tan1 kitinin test sonuglari uyumlu ve analitik duyarlilik oranlar1 %90 ve {izeri
elde edilmistir [98]. Calisma sonucunda Sars-CoV-2 tanisinda Real-Time PCR ydnteminin
giivenilir oldugu belirtilmistir [98]. Baska bir ¢alismada Sars-CoV-2 tanisinda iki ticari tani
kiti performans karsilastirilmas: yapilmistir [100]. Ancak calisma sonucunda analitik
duyarhlik sonuglar1 oldukga farkli elde edilmistir. Ticari 1 tani kitinin analitik duyarlilig
%96.,5 elde edilirken, diger tani kitinin duyarlilig1 %75 olarak oldukga diisiik elde edilmistir
[100]. Calisma sonucunda ticari 2 tani kitinin dogrulama c¢alismalarinin tekrar yapilmasi
onerilmistir [100]. Sars-CoV-2 tanisi i¢in gelistirilen yeni Real-Time PCR sisteminin
dogrulamasinin yapildigi ¢alismada kesinlik, 6zgiilliikk, duyarlilik ve saptama sinir1 degerleri
test edilmistir [118]. Yapilan analiz sonucunda gelistirilen Real-Time sistemi %100
duyarlilik ve 6zgiilliik gostermistir. Kesinlik 6l¢iisii varyasyon katsayr degeri 0,00975 ve
saptama sinir1 100 kopya/ml olarak elde edilmistir [118]. Gelistirilen tan1 sistemi oldukga
hassas, 0zgl ve kesin sonuglar veren tani sistemi olarak kabul edilmistir [118]. Ayn1 anda 6
farkli herpes viriisii tespit edebilen Multipleks PCR sisteminin gelistirildigi calismada
virlisler arasi1 capraz reaktivite gozlenmemistir [95]. Gelistirilen sistemin duyarliligi
(%91,7), ozgilligii %100 olarak belirlenmistir [95]. Hepatit B viriis tanist i¢in de yeni
Dupleks Real-Time PCR tani kiti gelistirilmistir ve kitin test sonuglar1 ¢alismada referans
olarak kullanilan iki ticari tani kiti sonuglari ile karsilastirilmistir [107]. Calisma sonucunda
yeni gelistirilen tani kiti referans sistemlerin sonuclar1 ile %100 uyumlu sonuglar elde
etmistir [107]. Bu ¢alisma sonucunda gelistirilen yeni Dupleks Real-Time PCR sistemin

Hepatit B viriis tanisinda giivenilir bir ydntem oldugunu kanitlanmigtir [107]. Insan maymun
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cicegi viriisii tanisi i¢in gelistirilen Real-Time PCR sisteminin dogrulama g¢aligmasi
kapsaminda sistemin duyarlilig1 ve 6zgiilliigii test edilmistir ve ¢aligma sonuclar1 referans
ticari Real-Time PCR sistemi ile karsilastirilmistir [122]. Gelistirilen sistemin sonuglari
referans sistem sonuglari ile %100 korelasyon gostermis ve sistemin duyarliligi, 6zgilligi
%100 olarak elde edilmistir [122]. Bir solunum yolu bakterisine 6zgii gelistirilen Real-Time
PCR tani1 kitinin dogrulama ¢alismasi yapilirken ilk olarak testin performansini biiytik ol¢iide
etkileyen hedefe 6zgu primer ve problarin analizi yapilmistir [117]. Calismada primer ve
problar hedefe 6zgili tasarlanmistir ve bu yapilarin baska sekanslarla homoloji acisindan
analizi BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), baglanma esnasinda ikincil yap1
olugturma olasiliklarmin analizi ise IDT (Integrated DNA Technologies) veri tabaninda
yapilmistir [117]. Yapilan analizler sonucunda tasarlanan primer ve problarin 6zgiil oldugu
sonucuna varilmistir. IDT veri tabaninda yapilan analiz sonucunda da ikincil yap1 olusturma
olasiliklar1 oldukc¢a az ¢iktig1 belirtilmistir [117]. Gelistirilen sistemin dogrusalligi ve
kesinligi analizi de yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda R? degeri (0,99), kesinlik degeri
varyasyon Kkatsayis1 %0,64 elde edilmistir [117]. Calisma sonucunda solunum yolu
bakterisine 6zgl Real-Time PCR sistemi dogrusal ve kesin sonuglar veren bir sistem olarak
kabul edilmistir [117]. Insan plazmodium parazitlerine 6zgi tasarlanan Real-Time PCR
sisteminin dogrulamasmin yapildig1 ¢alismada, gelistirilen sistemin test sonuglar1 bir diger
PCR sistemi olan Nested-PCR ile karsilagtirilmistir [119]. Dogrulama galismasi kapsaminda
kitin 6zgulliigli ve saptama simir1 test degilmistir [119]. Gelistilen tani sistemi ile Nested
PCR sistemi karsilastirildiginda; Real Time PCR sistemi ile %100 dogru sonuglar elde
edilirken, Nested PCR sistemi %96,43 dogru sonug elde edilmistir [119]. Sistemin 6zgilligi
%100 ve saptama sinir1 199 kopya/ml olarak elde edilmistir [119]. Calisma sonuucunda
insan plazmodium parazitleri tanis1 igin Real-Time PCR sisteminin Nested-PCR sistemine
goOre daha hassas sonuclar verdigi belirtilmistir [119]. Kolorektal kanseri tanisi invaziv ve
zaman alict bir yontem olmasindan dolay: ticari Real-Time PCR tani kitinin kolorektal
kanser tanisinda kullanildig1 ¢alisma sonucunda kitin tanisal duyarlilik oran1 %96 olarak elde
edilmistir [35]. Insan gastrointestinal sisteminde bozukluga yol acan, gidalar, icme
sularindan bulasan norovirislerin tanisinda da Real-Time PCR tani kitinin kullanildig:

¢alisma sonucunda kitin tanisal duyarlilik oran1 %96,6 olarak elde edilmistir [65].

CMV PCR tani kitlerinin gelistirilmesinde primer tasarimi kit performansini énemli
olciide etkilediginden dolay1 6nemli bir parametredir. Literatiirde CMV’ye 6zgii primerlerin

tasarimi ig¢in en iyi gen bdlgesinin belirlenmesi amaciyla yapilan bircok optimizasyon
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caligmasi vardir. PCR yontemi ile CMV tanisinda virlis genomunda yer alan farkli bolgelere
0zgu primerler tasarlanmaktadir. Primerlerin 6zgilliigii tan1 sistemin 6zgiilligii etkileyen
onemli bir parametredir. CMV’ye 6zgii primer tasarimi i¢in en iyi gen bolgesini belirlemek
amaciyla yapilan bir ¢alisma sonucunda CMV genomunda bulunan UL55, UL54 VE UL83
gen bolgelerine 6zgu yapilan primer ¢iftlerinin yiiksek duyarlilikta test sonuglari elde ettigi
belirtilmistir [104]. Baska bir ¢alismada ise CMV tanisi i¢in Real-Time PCR kitinde UL123
bdlgesine 0zgii primer kullanilmis ve tasarlanan primerler %100 CMV’ ye 6zgii elde
edilmistir [109]. CMV enfeksiyonu tanisinda UL83 gen bdlgesi tarafindan kodlanan pp65
proteini viriisiin ana proteinidir ve enfeksiyonun erken doneminde ¢ok fazla ekprese olmasi
nedeniyle CMV tanisinda sik kullanilmaktadir [107]. Literatiirde yapilan bir ¢aligmada tani
kitinde CMV’ye 6zgii primer tasariminda pp65 bdlgesi korunmus olmasi nedeniyle hedef
almmis ve bu bdlgeye 6zgii tasarlanan primerlerin sayesinde %100 CMV’ye 6zgii tan kiti

gelistirilmistir [92].

PCR deneyleri esnasindaki reaksiyon kosullar1 da tani Kitlerinin performanslarini
onemli dlglde etkilemektedir. Literatiirde ticari bir Real-Time PCR tani kitinin reaksiyon
kosullar1 i¢in optimum primer, MgC1l, konsantrasyonlar1 ve baglanma sicakligi degeri
belirlemek amaciyla optimizasyon ¢alismasi yapilmistir [92]. Calisma sonucunda optimum
primer ve MgC1; konsantrasyonlar1 sirasiyla (0,5 uM), (3 mM), ve baglanma sicakligi
optimum degeri ise 55 °C olarak elde edilmistir [92]. PCR tan1 kitlerinin performansini
etkileyen diger onemli bir etken ise internal kontrol genidir. Internal kontrol genleri
sayesinde PCR deneyleri esnasinda inhibisyon kontrolii yapilir ve yanlis negatif, pozitif
sonuglarin 6niine gegilir [131]. Literatiirde yapilan bir ¢alismaya bakildiginda Hepatit C
virlisii tanist i¢in PCR deneylerinde internal kontrol geni kullanilmis ve internal kontrol geni
sayesinde test hassasiyeti, internal kontrol kullanilmayan test sonuglarma kiyasla %1-%6
arasinda daha diisiik elde edilmistir [131]. Bu ¢alisma PCR tani kitlerinde test dogrulugu ve
giivenilirligi agisindan internal kontrol geninin kullanilmasi gerektigi goriisiini

belirtmektedir [131].

Literatiirdeki yapilan c¢alismalar sonucunda CMV tanisinda Real-Time PCR
yonteminin antijen, kiiltiir ve ELISA yontemlerine kiyasla oldukg¢a yiiksek performans
karakterlerine sahip oldugu kanitlanmaktadir. Bununla birlikte gelistirilen tanmi kitlerinde
optimizasyon deneyleri yapilmasi, internal kontrol geni kullanilmasi ve dogrulama

caligmalarin yapilmasi tani kitinin performans karakterlerini nemli 6l¢lide etkilemektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Calismada PCR deneyleri i¢in ANTP, PCR buffer, primer, prob, MgCl., Taq polimeraz

ve PCR distile su kullanilmistir. Bu kimyasallar Tablo 3.1.’de listelenmistir.

dNTP Sigma Aldrich
PCR Buffer Thermo Fisher Scientific
Primer Metabion
Prob Metabion
MgCl; Sigma Aldrich
Taq Polimeraz Thermo Fisher Scientific
PCR Distile Su Thermo Fisher Scientific

Tablo 3. 1. Kimyasallar

3.2. YOontem

Bu ¢alisma amaci dogrultusunda olduk¢a uygun fiyathh Denovo marka end-point
Ozellikli PCR cihaz1 kullanilmistir. PCR cihazlarinda kullanilan problarin ¢alisma
prensibinde hem florofor hem de séndiriicti boya icermesi nedeniyle 2 uclu floresan boya
kullanilirken, bu g¢alismada end-point cihazla uyumlu sadece florofor boya iceren prob

kullanilarak gerekli deneylerin yapilmasi ve sonug¢larin dogrulanmasi amaglanmustir.

3.2.1. Primer ve prob dizaym

Hedefe 6zgl olarak tasarlanan primerler ve prob National Center for Biotechnology
Information (NCBI) veritabinda dizayn edilmistir. Primer ve problar tasarlanirken CMV’e
0zgl korunmus bir bélge olan pp65 gen bolgesi kullanilmigtir. Tasarim yapilirken primer
uzunlugunun 18-23 nt (niikleotit) araliginda olmasi ve igerdigi Guanin-Sitozin oranmin
%40-60 arasinda tercih edilmistir. Primerler tasarlanirken GGGG, CCCC gibi ardigik
tekrarlardan ve ATAT gibi dinukleotit tekrarlaridan ka¢inilmistir. Primerlerin 3’ ucunda G,

C, GC veya CG olmamasi tercih edilmistir. Hedefe 6zgiil baglanmay1 arttirmak amaciyla
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primerlerin 3’ucundaki son 5 bazinda belli oranda GC igerige sahip olacak sekilde
tasarlanmigtir.  Primerlerin  self complementarity skorunun en fazla 8, self 3’

complementarity skorunun en fazla 3 olmasi tercih edilmistir.

Primerlerin erime sicakliklarmin 57-62°C araliginda olmasi ve ileri-geri primerlerin
erime sicakliklar1 arasindaki farkinin 3°C’den fazla olmamasi tercih edilmistir. Bu sicaklik,

Tm=2(AT) + 4(GC) formiilii ile hesaplanmistir [81].

Baglanma sicakligi primerlerin tamamlayic1 olduklar1 bolgelere baglanmasi igin

gereken sicakliktir ve primerlerin erime sicakliklarina gore belirlenmistir.

Primer baglanma sicakligi, Ta= 0,3*Tm(primer)+0,7*Tm(liriin)-14,9 formilasyonu

kullanilarak belirlenmistir [81].

Prob tasariminda da NCBI veritabani kullanilmigtir. Tasarim yapilirken probun
5’ucunda Guanin bazi olmamasina dikkat edilmistir. Prob uzunlugunun 18-27 nt araliginda,
erime sicakliginin 57-63°C araliginda, ardisik ve di-niikleotit tekrarlarinin en fazla 5 olmasi
tercih edilmistir. Self complementarity ve self 3’complementarity skorunun en fazla 12

olmasi tercih edilmistir.

Reaksiyon basamaklarinin sicaklik degerleri, reaksiyon baslangicinda 95°C’de 10
dakika, denatiirasyon basamaginda 94°C’de 15 saniye, primer baglanma basamaginda
60°C’de 30 saniye, uzatma asamasinda ise Tag polimeraz enziminin optimum sicaklik degeri
olan 72°C’de 45 saniyede olacak sekilde PCR amfikasyon reaksiyonlar1 toplamda 40
dongiide gergeklestirilmistir. Reaksiyon bilesenleri miktarlar1 ise ileri ve geri primerler (0,5
ulb), prob (0,5 ul), Taqg polimeraz (1,0 pl),), dNTP (0,5 ul), PCR buffer (2,5 ul), PCR distile
su (17,5 pul), CMV 6rnegi (1,0 ul), ve MgCl2 (1,5 ul) olarak belirlenmistir.

3.2.2. Verilerin Analizi

Calismadan elde edilen deney sonuglar1 Microsoft Excel programi kullanilarak analiz
edilmistir. Deney sonuglarna ait standart sapma, varyasyon katsayis1 ve ortalama degerleri
Excel fonksiyonlar1 kullanilarak hesaplanmistir. Verilerin kalibrasyon grafikleri ve bu

grafiklerin denklemleri Microsoft Excel fonksiyonlar ile elde edilmistir. Microsoft Excel

29



programmda elde edilen sonuglar ile asagidaki dogrulama parametrelerinin analizi

yapilmustir.

3.2.3. Cut-off skoru

Calismada cut-off skoru belirlemek i¢in deneylerin yapildigi Denovo laboratuvarindan
hazir olarak temin edilen, referans sistem ile kalitatif olarak negatif tanisi konulan 21
numune ile ¢alisilmistir. Bu 6rneklerin gelistirilen tek floroforlu kit ile end-point cihazda
PCR deneyleri yapilmistir. Deneyler sonucunda floresan okuma degerleri kaydedilmistir.
Elde edilen floresan okuma degerlerin ortalamasi ve standart sapmasit Microsoft Excel
fonksiyonlar1 ile elde edilmistir. Hesaplanan ortalama degerin istiine 2 standart sapma
eklenerek cut-off skoru elde edilmistir. Referans sistem ile pozitif tanist konulan 27 hazir
numune, gelistirilen prototip sistem ile floresan okuma degerleri kaydedilmistir. Prototip
sistemden elde edilen floresan degerlerin referans sistemden elde edilen degerlere gore
yalanci pozitif ve yalanci negatif analizine cut-off skoru bakilarak karar verilmistir. Cut-off

skoruna gore yapilan analiz sonucu hedef basar1 kriteri %95 ve lizeri olarak hedeflenmistir.

3.2.4. Analitik duyarhhk

Calismada gelistirilen sistemin analitik duyarliligini belirlemek amaciyla LoD
hesaplamasi 10 farkli numune ile yapilmistir. Numunelerin viral yikleri secilirken
gelistirilen sistemin yeni olmasmndan dolayr fazla hassas Ol¢glim yapamayacagi
ongoriildiigiinden c¢ok diisiik viral yiik miktarlar1 ve daha ytliksek viral ylik miktarlar1 ise
anlamsiz sonuglar vereceginden dolay tercih edilmemistir. Deneylerin yapildigi Denovo
laboratuvarin onerileri dogrultusunda prototip sistemde, viral yiik miktarlar1 244, 257, 264,
266, 271, 274, 278, 280, 284 ve 297 kopya/ml olan 10 numunenin her biri 12 kez tekrarh
olarak calisilmistir. Viral yuklerden elde edilen cevap sayilar1 her viral yiik miktar1 igin
kaydedilmistir ve cevaplama yilizdesi hesaplanmustir. Tekrarli olarak ¢alisilan viral
numunelerde %95’inde dogru olarak tanilanan en diisiik konsantrasyonu bulmak i¢in viral
yiiklere kars1 cevap yiizdelerin grafigi Microsoft Excel fonksiyonlar1 kullanilarak ¢izilmistir.
Probit analizi ile LoD hesaplamasinda probit tablosu kullanilarak cevaplama yiizdelerine
karsilik gelen probit degerleri belirlenmistir ve viral yiiklere kars1 denk gelen probitlerin
grafigi Microsoft Excel fonksiyonlar1 kullanilarak ¢izilmistir. Elde edilen grafigin

denkleminden LoD hesaplamasi yapilmustir.
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3.2.5. Analitik 6zgulluk

Calismada analitik 0zgullik test edilmesi igin gelistirilen kit, referans sistem ile
kalitatif olarak negatif tanis1 almis viral yiilk miktarlar1 ayni olan 18 farkl tiirde patojene
kars1 capraz reaksiyon agisindan test edilmistir. 18 farki patojenin aile, cins ve tiir bilgileri
Ek 1’de gosterilmistir [134]. Gelistirilen tan1 kitinde bu patojenler igin PCR deneyleri 12
tekrarli olarak yapilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen floresan yogunluk okuma
degerleri kaydedilmistir. Kaydedilen degerlerin pozitif ve negatif analizi elde edilen cut-off
degerine gore analiz edilerek belirlenmistir. Bu dogrultuda gelistirilen kitin bagska
patojenlerle reaksiyona girmesi durumunda yanlis pozitif sonu¢ elde edilip veya
edilmeyeceginin analizi yapilmistir. Hedeflenen basar1 kriteri analitik 6zgiillilk oraninin

%95 ve tizeri olmasidir.

3.2.6. Dogrusal arahk

Bu ¢aligmada prototip sistemin dogrusalligini test etmek amaciyla viral yiik miktari
1150 kopya/ml olan standart numune 5 kez %10 oraninda diliiye edilmistir. Diliisyon
sonucunda viral yikleri 575, 690, 805, 920, 1035 ve 1150 kopya/ml olan numuneler
kullanilmistir. Bu numunelerin PCR deneyleri prototip sistem ile yapilmistir ve elde edilen
floresan yogunluk okuma degerleri kaydedilmistir. Prototip sistem ile elde edilen okuma
degerleri ile referans sistem ile kantitatif olarak belirlenen viral yiik arasindaki iliskiyi analiz
etmek amaciyla Microsoft Excel fonksiyonu kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.

Elde edilen grafik ve grafigin denklemi analiz edilerek dogrusal aralik test edilmistir.

3.2.7. Kesinlik

Gelistirilen ~ prototip ~ sistemin  kesinligini  belirlemek amaciyla  Denovo
laboratuvarindan temin edilen viral yiik miktar1 690 kopya/ml hazir numune kullanilmistir.
Bu numune prototip sistem ile 16 kez tekrarl olarak calisilmistir. Deneyler sonucunda her
tekrarin floresan yogunluk okuma degerleri kaydedilmistir. Bu degerlerin denk geldigi
kantitatif viral ylik miktarlarini belirlemek amaciyla dogrusal aralik belirlenmesi ¢izilen
grafigin denklemi kullanilmistir. Hesaplanan viral yiiklerin standart sapmasi ve ortalamasi
Excel fonksiyonu kullanilarak belirlenmistir. Kesinlik dogrulama ¢alismasinda varyasyon

katsayist degeri kullanilmaktadir. Bu dogrultuda standart sapma ve ortama degeri

31



kullanilarak varyasyon katsay1r degeri Excel fonksiyonu kullanilarak hesaplanmigtir.

Hedeflenen basari kriteri varyasyon katsayisinin %5 ve altinda olmasidir.

3.2.8. Tanisal duyarhlik ve tamisal 6zgiilliik

Bu calismada gelistirilen sistemin tanisal duyarlilik ve tanisal 6zgiillik dogrulama
caligmasi kapsaminda Denovo laboratuvari tarafindan temin edilen referans sistem ile
kalitatif olarak tanilanan 21 negatif, 27 pozitif hazir numune kullanilmistir. Tanisal 6zgiilliik
belirlenmesi amaciyla 21 negatif numune gelistirilen prototip sistem ile ¢aligilmustir.
Deneyler sonucunda elde edilen floresans okuma yogunluklar1 kaydedilmistir. Bu sonuglarin
negatif-pozitif ayrimi cut-off skoru ile karsilastirilarak elde edilmistir. Prototip sistemde
yapilan deneyler sonucunda elde edilen negatif sonuglarin sayisi, referans sistem ile elde
edilen negatif sonuclarin sayisina oranlanmasiyla tanisal 6zgiilliik degeri hesaplanmistir.
Tanisal duyarlilik belirlenmesi amaciyla 27 pozitif hazir numune prototip sistem ile
calisilmistir. PCR deneyleri sonucunda elde edilen floresan okuma degerleri kaydedilmistir.
Bu sonuclarin pozitif-negatif ayrimi cut-off skoru ile karsilastirilarak belirlenmistir. Pozitif
olarak tespit edilen numunelerin floresan okuma degerlerinin denk geldigi viral yiik
hesaplanmasinda dogrusallik analizinde ¢izilen grafigin denklemi kullanilmistir. Denklemde
y degeri yerine floresans okuma degeri konularak x degeri olan viral yiik miktar1
bulunmustur. Deneyler sonucunda tespit edilen pozitif numunelerin sayisin, referans sistem
ile elde edilen pozitif sonuglarin sayisma oranlanmasiyla tanisal duyarhilik degeri
saptanmistir. Tanisal duyarlilik ve tanisal 6zgiilliik icin hedeflenen basar1 kriteri %95 ve
iizeri olmasidir. Referans sistem ile tanilanan pozitif numunelerin viral ylik miktarlar1 ve
prototip sistem ile tespit edilen pozitif numunelerin viral yiikk miktarlar1 kullanilarak

Microsoft Excel fonksiyonlari ile grafik ¢izilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Primerler ve Prob

Primer tasarimi NCBI veritabaninda CMV’ye 6zgili korunmus bir bolge olan pp65
bolgesine gore tasarlanmigtir. Tasarlanan ileri primerin uzunlugu 20 nt, erime sicakligi 59
°C, Guanin-Sitozin orani %55, self complementarity skoru 2, self 3’ complementarity skoru
0; geri primerin uzunlugu 20 nt, erime sicakligi 59°C Guanin-Sitozin oran1 %60, self
complementarity skoru 3, self 3’ complementarity skoru 0’dir. Tasarlanan ileri ve

primerlerin niikleotit dagilimi Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

[leri Primer (5>-TCACCAGCCAGTATCGCATC-3")
Geri Primer (5-GAATCCTCGTCGGTGTCCTC-3%)
FAM Prob (5>-TGACACGCGGCCGCCTTAATAGCG-3’)

Tablo 4. 1. Ileri, geri primerler ve prob tasarimlari

Prob tasarimimmda NCBI veri tabani kullanilmistir ve Tablo 4.1°de gosterilmisti.
Tasarlanan probun uzunlugu 24 nt Guanin-Sitozin orani %62 olarak elde edilmistir. Probun,

self complementarity skoru 5, self 3’ complementarity skoru ise 3 elde edilmistir.

4.2. Cut-off Skoru

Calismada referans sistem ile kalitatif olarak tanilanmis 21 negatif numune, 27 pozitif
hazir numune kullanilmistir. Gelistirilen tek floroforlu kit ile 21 negatif numunenin PCR
deneyleri yapilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen floresan yogunluk okuma degerleri
kaydedilmistir ve Tablo 4.2.’de gdsterilmistir. Bu degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi
Excel fonksiyonlar1 ile alimmigtir. Negatif numunelerin floresan okuma degerleri ortalamasi
(34,43), standart sapmasi 0, 886 elde edilmistir. Cut-off skoru ortalama +2 standart sapma
formiilii ile %95 giiven araliginda hesaplanmistir. Bu formil sonucunda cut-off degeri
36,198 elde edilmistir (Tablo 4.4.).

Prototip sistemde elde edilen deneyler sonucu floresan okuma degerleri kaydedilen 21

negatif ve 27 pozitif numunenin referans sisteme gdre dogru pozitif-negatif, yalanci pozitif-
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negatif karsilagtirmasi cut-off skoruna gore analiz edilmistir. Bu analize gore 21 negatif
numuneden 20’si prototip sistemde de negatif olarak tanilanirken, 1 negatif numune prototip
sistemde yalanci pozitif olarak tanilamistir (Tablo 4.2.). 27 pozitif numuneden ise 26’s1
prototip sistemde de pozitif olarak tanilanirken, 1 pozitif numune yalanci negatif olarak
tanillanmustir (Tablo 4.3.). Tani kitlerinde dogrulama kriterlerinde %95 ve (zeri basarili
olarak kabul edilmektedir. Referans sistemde tanilanan 48 numuneden 46’s1 prototip
sistemde dogru tanilanarak %95,83 (46/48*100) olarak sonu¢ elde edilmistir.

Ornek |Referans Sistem Kalitatif Tan1 | Prototip Sistem Floresan Yogunluk Okumalari
NO1 - 35,05
NO2 - 35,07
NO3 - 35,01
NO04 - 33,83
NO5 - 33,86
NO6 - 33,89
NO7 - 35,10
NO08 - 33,45
NO09 - 36,98  Yalanci Pozitif
N10 - 33,48
N1l - 33,53
N12 - 34,28
N13 - 33,63
N14 - 34,96
N15 - 33,66
N16 - 35,15
N17 - 33,69
N18 - 34,93
N19 - 33,71
N20 - 35,19
N21 - 34,52

Ortalama 34,43
Standart Sapma 0,886

Tablo 4. 2 Negatif numunelerin floresan yogunluk okuma degerleri.
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Ornek

Referans Sistem Kalitatif Tani

Prototip Sistem Floresan Yogunluk

Okumalar1

PO1 + 34,76 Yalanci Negatif
P02 + 36,29
P03 + 36,44
P04 + 36,23
P05 + 36,58
P06 + 41,31
PO7 + 44,66
P08 + 37,97
P09 + 40,65
P10 + 40,99
P11 + 48,35
P12 + 49,03
P13 + 48,35
P14 + 49,35
P15 + 45,34
P16 + 49,03
P17 + 49,35
P18 + 56,07
P19 + 55,06
P20 + 55,72
P21 + 54,71
P22 + 59,74
P23 + 65,78
P24 + 71,47
P25 + 62,12
P26 + 49,08
P27 + 49,23
Ortalama 48,28
Standart Sapma 9,63

Tablo 4. 3. Pozitif numunelerin floresan yogunluk okuma degerleri.

Negatif Orneklerin Ortalamas1

34,43

Negatif Orneklerin Standart Sapmasi

0,886

Cut-off Skoru (Ortalama +2 Standart
Sapma)

36,198

Tablo 4. 4. Cut-off skoru hesaplanmasi
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4.3. Limit of Detection

Gelistirilen kitin analitik duyarlilig1 belirlenmesi amaciyla tekrarli olarak caligilan
numunelerin %95’inde en diisiikk saptanan konsantrasyon miktar1 olan LoD hesaplamasi
probit analizi ile Microsoft Excel fonksiyonlar1 kullanilarak bulunmustur. Bu dogrultuda
viral yiik miktarlar1 farkli 10 numunenin her biri tekrarl olarak 12 kez ¢aligilmistir (Tablo
4.5.). Viral yikleri 297, 284 ve 280 kopya/ml olan numunelerin her birinin 12 tekrar
sonucunda hepsinde yanit elde edilmistir (Tablo 4.5.). Viral yukleri 257 ve 244 kopya/ml
olan numunelerin 12 tekrart sonucunda higbirinde yanit elde edilmistir (Tablo 4.5.). Viral
yiikleri 264 kopya/ml ile 278 kopya/ml arasinda degisen numunelerde ise degisik cevap
yiizdeleri elde edilmistir (Tablo 4.5.). Tum viral yiiklerin 12 tekrar sonucu floresan yogunluk
okumalar1 Ek 2°de verilmistir. LOD hesaplamas1 yapmak amaciyla viral yiiklere karsi gelen
cevaplama yiizdelerin grafigi Microsoft Excel fonksiyonlar1 kullanilarak ¢izilmistir (Sekil
4.1.). Ancak %100 ve %0 cevaplama yiizdeleri grafigin dogrusal yayilimmi engellediginden
dolay1 grafigin egrisi dogrusal elde edilmemistir. Bu yiizden dogrusal olmayan egriyi
dogrusal egriye doniistiirmek amaciyla probit analizi uygulanmistir. Bu analiz yontemi ile
dogrusal olmayan egriyi dogrusal egriye doniisiimii Finney tarafindan gelistirilen probit
doniisiimii tablosu kullanilarak yapilmistir (Tablo 4.6.) [133]. Bu dogrultuda ¢alismada viral
yiiklere kars1 gelen cevaplama ylizdelerin probit tablosunda denk gelen degerleri
kullanilarak bir grafik ¢izilmistir ve bu grafik cizilirken %100 ve %0 cevaplama yuzdeleri
kullanilmamustir (Sekil 4.2.). Grafigin denklemi (y=0,1673x-40,034), R? degeri 0,9842
olarak elde edilmistir. Regresyon analizi sonucu elde edilen R2 degeri 1’¢ olduk¢a yakin elde
edildiginden dolay1 grafigin egrisi dogrusal olarak kabul edilmistir. Prototip sistemin tekrarl
caligmalarda %95 oranla en diisiik yanit verdigi konsantrasyon miktarmi bulmak amaciyla
probit tablosunda %95’e denk gelen deger bulunmustur ve bu deger 6,64’tiir (Tablo 4.6.).
Grafik denkleminde y yerine 6,64 yazildiginda elde edilen x degeri en diisiik konsantrasyon
miktar1 olan 279 kopya/ml elde edilmistir (Tablo 4.7.). Bu deger prototip sistemin LoD
degeridir.
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Viral
) Numune cevaplar1 | Toplam tekrar sayist | Cevaplar (%) Probit
yuk(kopya/ml)
297 12 12 100,0
284 12 12 100,0
280 12 12 100,0
278 11 12 91,7 6,39
274 10 12 83,3 5,96
271 7 12 58,3 521
266 4 12 33,3 4,57
264 2 12 16,7 4,04
257 0 12 0,0
244 0 12 0,0
Tablo 4. 5. Prototip sistem cevaplama oranlari
120.0
100.0 o o °
= )
(<5}
T 800 2
N
S
. 60.0
£ °
s
g 400
s o
@)
20.0 .
0.0 ° °
240 250 260 270 280 290 300

Viral Yiik Miktarlar1 (kopya/ml)

Sekil 4. 1. Viral yiikk miktarlarina denk gelen floresan yogunluk okuma degerleri.

37




y=0.1673x-40.034 | e ®
6 R*=09842 | Q..
T T e e e PrS Lo ¢
2| | g
)80 4 [
)
)
o 3
:g
5: 2
1
0
262 264 266 268 270 272 274 276 278 280
Viral Yiik Miktarlar1 (kopya/ml)
Sekil 4. 2.Viral yiik miktarlarina denk gelen probit degerleri.
% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 -1 267 | 29 | 312 | 325 | 3,36 | 3,45 | 352 | 3,59 | 3,66
10 3,72 | 3,77 | 3,82 | 387 | 3,92 | 3,96 | 401 | 4,05 | 4,08 | 4,12
20 416 | 419 | 423 | 426 | 429 | 433 | 436 | 439 | 442 | 4,45
30 4,48 4,5 453 | 456 | 459 | 461 | 464 | 467 | 469 | 4,72
40 4,75 | 477 4,8 482 | 4,85 | 4,87 4,9 492 | 495 | 4,97
50 5 5,03 | 505 | 508 5,1 5,13 | 5,15 | 5,18 5,2 5,23
60 525 | 528 | 531 | 533 | 536 | 539 | 541 | 544 | 547 5,5
70 552 | 555 | 558 | 561 | 564 | 567 | 571 | 574 | 577 | 581
80 5,84 | 588 | 592 | 595 | 599 | 6,04 | 6,08 | 6,13 | 6,18 | 6,23
90 6,28 | 6,34 | 6,41 | 648 | 655 | 6,64 | 6,75 | 6,88 | 7,05 | 7,33
99 733 | 737 | 741 | 746 | 751 | 758 | 7,65 | 7,75 | 7,88 | 8,09

Tablo 4. 6. Probit degerleri [133].

6,64 probit
279 kopya/ml LoD

Tablo 4. 7. Probit ve LoD degerleri
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4.4. Analitik Ozgulluk

Calismada referans sistem ile kalitatif olarak negatif tanis1 almis viral yiik miktar1 ayni
olan 18 farkli tiirde patojen kullanilmistir ve Tablo 4.8.’da gosterilmistir. Bu patojenlerin
gelistirilen tani kitinde PCR deneyleri 12 tekrarl yapilmistir ve 12 tekrar sonuglar1 Ek 3’de
verilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen floresan yogunluk okuma degerleri
kaydedilmistir (Tablo 4.8.). Elde edilen degerlerin pozitif ve negatif sonug¢ analizi cut-off

skoruna gore karsilastirilarak analiz edilmistir.

Cut-off skoru analizi sonucunda referans sistem ile negatif tanis1 almig 18 farkl tiir
iceren numune, prototip sistem ile tanilandiginda da tiim deney sonuglar1 negatif olarak elde
edilmistir (Tablo 4.8.). Gelistilen tan1 kiti %100 basar1 elde etmistir. Tan1 testlerinde basar1

kriteri %95 ve tizeri hedefini prototip sistem saglamustir.

39



Referans Sistem

Prototip Sistem Floresan

Prototip Sistem

Ornek Kalitatif Tan1 Yogunluk Okumalar1 Kalitatif Tan1
Herpes Simpleks
Viris-1 (HSV1) ] 32,94 ]
Herpes Simpleks i i
Virlis-2 (HSV?2) 34,22
Ebstein-Barr-Viris
(EBV) - 34,28 -
Clostridium Tetani
1) - 33,07 -
Insan Bagisiklik
Yetmezlik Virisi-1 - 34,43 -
(HIV1)
Hepatit A Vir(su
(HAV) - 33,33 -
Hepatit C Virusi
(HCV) - 34,86 -
Escherichia coli (E.
Coli) - 34,62 -
Mikobakteri
Tiiberkiiloz (MT) - 33,74 )
Insan Papillomaviriisii- ] 347 ]
16 (HPV16) '
Tork Teno Virisu
(TTV) - 33,79 -
Insan Herpes Viriisii-8
(HHVS) - 34,83 -
Insan Herpes Viriisii-6
(HHV6) - 33,86 -
Helikobakter !:’I|OI’I (H. i 34,85 i
Pylori)
Brucella - 33,94 -
Metisiline Direcli
Staphylococcus - 34,92 -
(MRSA)
Hepatit B Virus (HBV) - 33,99 -
TOXO - 34,09 -
Ortalama 34,13666667
Standart sapma 0,614903149

Tablo 4. 8.Farkli patojenlerin floresan yogunluk okuma sonuglari.
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4.5. Dogrusal Arahk

Gelistirilen prototip sistemin viral yiik konsantrasyonlarma karsi verdigi floresans
okuma degerlerini dogrusal bir aralikta olacak sekilde vermesi istenilmektedir. Prototip
sistemin dogrusal araligini test etmek amaciyla viral yiikk miktar1 1150 kopya/ml olan
standart 6rnek ve bu 6rnegin %10 oraninda 5 kez diliiye edilmesiyle elde edilen 5 numune
kullanilmistir ve Tablo 4.9.’de gosterilmistir. Bu numunelerin PCR deneyleri prototip sistem
ile de yapilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen floresan okuma degerleri kaydedilmistir
(Tablo 4.9.).

Kantitatif viral yiikk konsantrasyonlari ve floresan yogunluk okuma degerleri
arasindaki dogrusallik analizi yapmak amaciyla Microsoft Excel fonksiyonlar1 kullanilarak
grafik cizilmistir ve Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Elde edilen grafigin denklemi ve R? degeri

kullanilarak analiz yapilmistur.

Grafigin denklemi (y=0,2933-76,08), R? degeri 0,993 olarak elde edilmistir (Sekil
4.3.). Grafik dogrusal bir egri gostermistir (Sekil 4.3.). R? degeri 1’e olduk¢a yakin elde

edildiginden de dolay1 egrinin dogrusallig1 kanitlanmistir.
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Numuneler Referans Sistem Kantitatif Viral Prototip Sistem Floresan
Yiik Sonuglar1 (kopya/ml) Yogunluk Okuma Sonuglari

Standart 1 1150 257,01

Standart 2 1035 235,03

Standart 3 920 189,71

Standart 4 805 158,53

Standart 5 690 132,08

Standart 6 575 88,92

P RN DN W
g o U o u o
o O o o o o

Floresan Yogunluk Okumalar1
o

4.6. Kesinlik

Kesinlik dogrulamasi amaciyla referans sistem ile viral yikiu 690 kopya/ml olarak
belirlenmis numune kullanilmistir. Bu numune prototip sistem kullanilarak 16 kez tekrarh
olarak ¢aligilmistir. Prototip sistem ile gergeklestirilen PCR deneyleri sonucunda floresan
okuma degerleri kaydedilmistir ve Tablo 4.10.’de gosterilmistir. Her bir floresan okuma
degerlerinin esit oldugu viral yiik miktarmi hesaplamak amaciyla dogrusallik analizinde
cizilen grafik denklemi (y=0,2933x-76,08) kullanilmistir. Denklemde y degeri yerine viral
yiik miktar1 yazilarak x degeri olan viral ylik miktar1 16 floresan okuma degeri i¢in ayr1 ayr1

hesaplanmistir. Elde edilen viral yiiklerin standart sapmasi ve ortalamasi Excel fonksiyonu

Tablo 4. 9. Standart numunelerin floresan yogunluk okuma sonuglari

550 650 750 850

950 1050 1150

Viral Yiik Miktarlar1 (kopya/ml)

Sekil 4. 3. Viral yiik miktarlarina denk gelen floresan yogunluk degerleri
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kullanilarak hesaplanmistir. Viral yiiklerin standart sapmasi (21,51), ortalamas: 688,68
olarak elde edilmistir (Tablo 4.11). Varyasyon katsayis1 hesaplamak amaciyla elde edilen
standart sapmanin ortalamaya orani yiizdelik degeri (Standart sapma/ortalama*100)
hesaplanmistir. Bu hesaplama sonucunda varyasyon katsayist %3,12 olarak elde edilmistir
(Tablo 4.11.). Tami testlerinde varyasyon katsayisi basar1 kriteri %5 ve altinda hedefini

prototip sistem saglamistir.

) 690 kopya/ml I¢in Prototip Prototip Sistem Kantitatif
Ornek Sistem Floresan Yogunluk Tam Viral Yiik Miktarlar
Okumalar1 (kopya/ml)
Standard 5 RO1 118,61 664
Standard 5 R02 137,72 729
Standard 5 R03 122,67 678
Standard 5 R04 129,75 702
Standard 5 R05 124,9 685
Standard 5 R06 127,54 694
Standard 5 R07 125,2 686
Standard 5 R08 125,93 689
Standard 5 R09 135,87 723
Standard 5 R10 118,16 662
Standard 5 R11 132,31 711
Standard 5 R12 112,84 644
Standard 5 R13 127,25 693
Standard 5 R14 124,69 685
Standard 5 R15 125,93 689
Standard 5 R16 125,2 686
Ortalama 125,91 688,68
Standart Sapma 6,31 21,51

Tablo 4. 10. Standart numunenin prototip sistem ile viral yiik sonuglari

Varyasyon katsayisi
Tekrar sayis1 | Standart Sapma | Ortalama
(%)
Toplam
16 21,51 688,68 3,12
varyans

Tablo 4. 11. Varyasyon katsayisi degeri hesaplamasi.
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4.7. Tamsal Duyarhhk ve Tamsal Ozgiilliik

Bu calismada gelistirilen prototip sistemin tanisal 6zgiillik ve duyarlilik dogrulama
caligmalar1 kapsaminda referans sistem ile tespit edilmis 21 negatif numune, 27 pozitif
numune kullanilmistir. Tanisal 6zgiilliik belirlenmesi amaciyla negatif numunelerin PCR
deneyleri prototip sistem ile yapilmis ve deneyler sonucunda elde edilen floresan okuma
degerleri kaydedilmistir ve Tablo 4.12.’de gosterilmistir. Bu degerlerin cut off skoru ile
karsilastirilmasi sonucunda 20 numune negatif, 1 numune yanlis pozitif olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.12.). Prototip sistem ile tespit edilen 20 negatif numunenin, referans
sistem ile tespit edilen 21 numune sayisina oranin yiizdelik hesaplanmasi yapilmistir. Bu
hesap sonucunda tanisal 6zgiilliik %95,2 olarak elde edilmistir (Tablo 4.14.). Tani testlerinde
tanisal 6zgiilliikk oran1 %95 ve Uzeri basar1 kriteri olarak kabul edildiginden dolay1 sistemin

tanisal 6zgiilligl basarili olarak kabul edilmistir.

Tanisal duyarliligin belirlenmesi amaciyla referans sistem ile tanilanan 27 pozitif
numunenin prototip sistem ile de PCR deneyleri yapilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen
floresan okuma degerleri kaydedilmistir. Bu degerlerin cut-off skoru karsilastiriimasi
durumunda 26 numune pozitif, 1 numune yanlis negatif olarak tanilanmistir (Tablo 4.13.).
Prototip sistem ile tanilan 26 pozitif numune sayisinin, referans sistem ile elde tanilan 27
pozitif numune sayisma oraninin ylizdelik hesaplamasi yapilmistir. Bu hesap sonucunda
tanisal duyarlilik orani 96,3 olarak hesaplanmustir (Tablo 4.14.) Tam testlerinde tanisal
duyarlilik oran1 %95 ve lizeri basarili olarak kabul edildiginden dolaymn sistemin tanisal
duyarlilig1 basarili olarak elde edilmistir. Prototip sistem ile pozitif ile tespit edilen
numunelerin kantitatif viral ylik hesaplamas1 yapilmistir. Hesaplama yapilirken dogrusallik
analizinde elde edilen grafigin denklemi (y=0,2933x-76,08) kullanilmigtir. Denklemde y
degeri yerine floresan okuma degerleri yazilip x degeri olan viral yiik miktarlar1 26 numune
icinde hesaplanmustir. Referans sistem ile elde edilen 26 pozitif numunenin viral yiikk miktari
ve prototip sistem ile tanilan 26 pozitif numunenin viral yiik miktarlar1 kullanilarak grafik
cizilmistir ve Sekil 4.4.”de gosterilmistir. Grafigin denklemi (y=0,9227x+125,34), R? degeri
0,8936 elde edilmistir. Elde edilen grafigin R? degeri 1’e ¢ok yakin elde edilmemistir. Bu
sonug prototip sistem ile referans sistem sonuglarinin ayni viral yiikler i¢in esit olmadiginida

gsotermektedir.
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Prototip Sistem

Ornek Refe(ang Sistem Prototip Sistem Floresan Kantjtatif .Tanl Viral
Kalitatif Tan1 Yogunluk Okumalar1 Yiik Miktarlar1
(kopya/ml)

NO1 - 35,05 -

NO2 - 35,07 -

NO3 - 35,01 -

NO04 - 33,83 -

NO5 - 33,86 -

NO6 - 33,89 -

NO7 - 35,10 -

NO8 - 33,45 -

NO09 - 36,98 Yalanci Pozitif
N10 - 33,48 -

N1l - 33,53 -

N12 - 34,28 -

N13 - 33,63 -

N14 - 34,96 -

N15 - 33,66 -

N16 - 35,15 -

N17 - 33,69 -

N18 - 34,93 -

N19 - 33,71 -

N20 - 35,19 -

N21 - 34,52 -

Ortalama 34,43
S

Tablo 4. 12. Negatif numunelerin floresan yogunluk okuma degerleri.
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Referans Sistem

Prototip Sistem Floresan

Prototip Sistem Kantitatif Tan1

Ornek Kalitatif Tan1 Yogunluk Okumalar1 Viral Yik Miktarlar
(kopya/ml)
PO1 265 34,76 Yalanc1 Negatif
P02 279 36,29 383
P03 280 36,44 384
P04 281 36,23 383
P05 281 36,58 384
P06 282 41,31 400
PO7 293 44,66 412
P08 295 37,97 389
P09 302 40,65 398
P10 305 40,99 399
P11 313 48,35 424
P12 317 49,03 427
P13 318 48,35 424
P14 327 49,35 428
P15 332 45,34 414
P16 338 49,03 427
P17 339 49,35 428
P18 345 56,07 451
P19 349 55,06 447
P20 350 55,72 449
P21 358 54,71 446
P22 368 59,74 463
P23 372 65,78 484
P24 381 71,47 503
P25 384 62,12 471
P26 338 49,08 427
P27 339 49,23 427
Ortalama 323,37 48,28 426
Standart 34,33 9,63 32,14

Sapma

Tablo 4. 13. Pozitif numunelerin floresan yogunluk okumalari ve viral yiik miktarlari.
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Prototip Sistem Kantitatif Tani Viral Yk

Miktarlari (kopya/ml
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Sekil 4. 4. Viral yiik miktarlarina karsi denk gelen prototip sistem viral yiik miktarlari.

Tanisal Ozgiilliik

95,2

Tanisal Duyarlilik

96,3

Tablo 4. 14. Tanisal 6zgiilliik ve duyarhlik degerleri.
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5. TARTISMA ve ONERILER

Diinya genelinde oldukca yaygm olarak gorilen CMV yetiskinlik doneminde
bireylerin yaklasik %50 ile %801 sitomegaloviriis enfeksiyonunu gegirmektedir [12, 25].
Tirkiye’de ise yetiskinlik donemiyle birlikte yaklasik %90 seropozitiflik gorilmektedir
[30]. Dinya da ve tlkemiz de bu denli yaygin ve konjenital, bagisikligi baskilanmis
konaklarda ciddi bozukluklara yol agan viriisiin tan1 yontemleri serolojik, kiiltiir ve
molekiiler testler yer almaktadir [79, 80, 90]. Literatiirde yapilan ¢alismalar CMV tanisinda
serolojik ve kultir testlerin molekiiler testlere gore 6zgiilliik ve duyarlilik degerlerin diisiik
oldugunu; molekiiler test ¢esidi olan Real-Time PCR yontemin ise yiiksek performansi
nedeniyle CMV tanisinda altin standart oldugunu desteklemektedir [76, 81]. Ancak Real-
Time PCR cihazlar1 ¢ok pahali sistemler olmasi1 nedeniyle her hastane veya tan1 merkezi bu
cihazlara kolaylikla ulasabilmemekle birlikte bu cihaza sahip olan yerler ise tani testini ¢ok
yiiksek fiyatlara topluma sunmalarindan dolay1 toplum bu tani kitine ulasamamaktadir. Bu
dogrultuda tez kapsaminda oldukga diisiik fiyatl bir cihaz olan end-point dzellikli Denovo
marka cihazda calisan tek floroforlu uygun fiyath tami kiti gelistirmek ve dogrulama
caligmasi yapmak amaglanmistir. Gelistirilen tani kitinin performans karakterlerin ylksek
olmas1 amaciyla CMV’e 6zgii primer ve prob NCBI veritabinda tasarlanmistir. Gelistirilen

tan1 kitinin performans karakterlerini belirlemek amaciyla dogrulama testleri yapilmstir.

Calismada PCR reaksiyonlar1 i¢in reaksiyon bilesen miktarlar1 ve sicaklik degerleri
icin optimizasyon c¢alismalar1 ek maliyet getirmeleri sebebiyle yapilmamistir. Ancak
literatlire gore PCR deneyleri i¢in optimum sicaklik ve reaksiyon bilesenleri degerleri test
performansimi onemli 6lglide etkilemektedir [92]. Bu yiizden ilerleyen dénemlerde PCR
deneyleri i¢cin optimizasyon c¢aligmalar1 yapilarak optimum degerlerde deneyler tekrar
yapilarak farkl bir calisma dizayn edilebilir. PCR reaksiyon performansi etkileyen dnemli
bir etmen olan internal kontrol geni de ek maliyet getirmesinden dolay1 calismada
kullanilmamigtir. Ancak literatiirdeki c¢aligmalara bakildiginda internal kontrol geni
sayesinde deney kosullarinda olan inhibisyonlarin gozlendigi ve yanlis negatif, pozitif
sonug¢larmn 6niine gegildigi belirtilmistir [131]. Bu ¢alismada maliyet kisitliligi nedeniyle
internal kontrol geni kullanilmamasi ¢alismanin eksikligidir. Ilerleyen dénemlerde internal

kontrol geni kullanilarak ¢aligsma tekrar dizayn edilebilir.

Calismada CMV pp65 konservatif bolgesine 6zgu primer ve prob NCBI veritaninda
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tasarlanmigtir. Literatiir arastirmasi yapildiginda primer tasariminda uzunlugunun 18-24 nt,
erime sicakliklarinin 52-58 °C ve erime sicakliklar1 farki 5 °C’den az, 3’ucunda Guanin veya
Sitozin icermemesi, Guanin-Sitozin oranlarinin %50 ve {izerinde, diniikleotit tekrar1 ardigik
baz tekrari igermemesi, self complementarity skorunun en fazla 12, self 3’ complementarity
skorunun en fazla 5 olmasi gerektigi bildirilmistir [81]. Prob tasarimda ise literatiirdeki
caligmalara bakildiginda erime sicakliklarinin primerlerin erime sicaklik degerlerinden
yuksek 57-63 °C arasinda, uzunlugu 18-27 nt, 5 ucunda Guanin bazi igermemesi, self
complementarity ve self 3’complementarity skorlarin 12’den kiigiik olmasi gerektigi
belirtilmistir [81]. Bu ¢alismada ise yiiksek performansa karakterli tani kiti gelistirmek
amaciyla hedef 6zgi tasarlanan ileri ve geri primerlerin uzunlugu 20 nt, erime sicakliklari
59 °C, Guanin-Sitozin oranlar1 sirastyla %55 ile %60, self complementarity skorlar1 sirasiyla
2 ve 3, self 3’complementarity skorlar1 0 elde edilmis ve tasarlanan primerler ardisik
dintkleotit tekrar1 igermemektedir. Tasarlanan prob ise uzunlugu 24 nt, Guanin-Sitozin orani
%62, erime sicakligt 60 °C’dir ve 5’ ucunda Guanin bazi igermemektedir. Self
complementarity skoru 5, self 3’complementarity skoru ise 3 elde edilmistir. Literatlrdeki
calismalara bakildiginda tasarlanan primerlerin ve probun homoloji analizinin ¢aligmanin
Ozgiilliigii agisindan 6nemli bir parametre oldugu ve bu analizin BLAST veri tabanindan
yapilabilecegi belirtilmistir [81]. Ancak ¢alismada primerler ve probun benzer sekanslarla
homoloji acisindan analizi yapilmamistir ve primerler arasi hetero-dimer olusumuna da
bakilmamustir. Bu calismanin eksikligidir. ilerleyen donemlerde tasarlanan primer ve prob
icin homoloji analizine ve hetero-dimer olusumuna baska bir ¢alismada bakilip yeniden

calisma dizayn edilebilir.

Caligmada gelistirilen tani Kkitlerinin performans kriterlerini belirlemek amaciyla
dogrulama testleri Microsof Excel fonksiyonlar1 ile yapilmistir. Dogrulama testleri
kapsaminda cut-off skoru, LoD degeri, dogrusal aralik, analitik 6zgiilliik, kesinlik, tanisal

ozgiilliik ve tanisal duyarlilik parametreleri belirlenmistir.

Calismada gelistirilen sistemin cut-off skorunu belirlemek amaciyla prototip sistemle
calisilan 21 negatif 6rnegin floresan yogunluk okuma degerlerinin ortalamasi (34,43), ve
standart sapmas1 0,886 hesaplanmustir. Bu degerler ortalama +2 standart sapma yonteminde
kullanilarak cut-off skoru 36,198 olarak hesaplanmigtir. Bu deger dogrusallik grafigi
denklemi kullanilarak 383 kopya/ml olrak elde edilmistir. Elde edilen cut-off degeri ile

orneklerin floresan okuma degerleri karsilastirildiginda bir yalanci pozitif, bir yalanci negatif
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sonu¢ elde edilmistir. Gelistirilen prototip sistemin dogru taniladigi 46 numune sayisinin,
referans sistem ile tanilan 48 numune sayisina oranlanmasiyla %95,83’liikk (46/48*100)
basar1 orani elde edilmistir ve bu oran %95 ve iizeri hedef basar1 kriterini saglamistir.
Literatiirde CMV Real-Time PCR tan1 kitinde optimal cut-off skoru belirlenmesi amaciyla
yapilan calismada 164 hasta 6rnegi ile ¢alisilmistir ve optimal cut-off degeri 1130 kopya ml
olarak belirlenmistir [93]. Baska bir ¢alismada ise Real-Time PCR tani1 kitinin optimal cut-
off degerini belirlemek amaciyla 97 6rnekle ¢alisilmis ve cut-off degeri 880 kopya/ml olarak
elde edilmistir [94]. Yapilan bu ¢aligmalara bakildiginda elde ettikleri cut-off degerlerinin
tez ¢caligmasinda elde edilen 383 kopya/ml degerinden oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Bu durumun nedeni olarak tez calismasinda kullanilan 48 6rnek sayismin, literatiirdeki
calismalarda kullanilan 6rnek sayisindan az olmasmdan dolayr oldugu diistiniilmiistiir.
Gelistirilen tan1 kiti cut-off skoru dorgulamasida %95,83’liikk basar1 orani elde etmesine
ragmen ilerleyen dénemlerde tani kitinin cut-off skoru dogrulamasi daha genis 6rnek sayisi

ile tekrar ¢alisilabilir.

Calismada gelistirilen sistemin analitik duyarliligin 6lgiisii olan LoD degeri 10
numunenin 12 tekrarli olarak galisilmasi sonucu elde edilmistir. LoD hesaplanmasinda,
dogrusal olmayan verileri dogrusal degerlere doniistiiren bir yontem olan probit analizi
yontemi uygulanmis ve LoD degeri 279 kopya/ml olarak elde edilmistir. Literatiire
bakildiginda CMV Real-Time PCR tani kitlerinin LoD hesaplamasmin yapildigi bir ¢ok tani
kiti vardir. CMV’ye 6zgii gelistirilen Real-Time PCR tani1 kitinin 32 érnekle dogrulamasinin
yapildig1 ¢alisma sonucunda gelistirilen sistemin LoD degeri 265 kopya/ml olarak elde
edilmistir [5]. Baska bir ¢alismada ise yeni gelistirilen Real-Time PCR testinin dogrulama
calismasi kapsaminda 36 ornekle ¢alisilmis ve sistemin LoD degeri probit analizi ile 248
kopya/ml elde edilmistir [4]. Caligmalarda kullanilan 6rnek sayilarmin tez calismasminda
kullanilan 48 6rnek sayisina yakin olmasmdan dolay1 ¢alismarin LoD degerleri birbirlerine
yakin elde edilmistir. Literatiirde piyasada bulunan CMV Real-Time PCR tani kitlerinin
dogrulamalarmm yapildig1 ¢alismalar sonucunda elde edilen LoD degerleri, caligmalarda
kullanilan 6rnek ve tekrar sayilar1 Tablo 5.1°de gosterilmistir [82,83,84,85,86]. Tablodaki
degerlere bakildiginda tiim ticari tani kitlerinin LoD degeri prototip sistemin LoD
degerinden diisiik elde edilmistir. Bu durumun nedeni olarak ticari tani kitlerin daha fazla
ornek grubuyla ve daha fazla tekrar sayilariyla prototip sistemin daha az drneklem grubu ve
daha az tekrar sayisi ile ¢alismis olmasi diisiintilmiistiir. Ancak yine gelistirilen tani kiti

literatiirdeki kitlerin degerleri ile karsilastirildiginda LoD degeri agisindan ortalama bir
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basar1 elde etmistir. Gelistilen tani kitinin LoD degeri ilerleyen donemlerde daha fazla 6rnek

ve tekrar sayisi ile calisilabilir.

Calismada analitik 6zgiilliikk belirlenmesi amaciyla referans sistem ile tanilanmis 18
farkli patojene sahip numune prototip sistem ile 12 tekrarl ¢alisilmistir. Caligma sonucunda
prototip sistem ile tiim sonuglar negatif olarak tanilanmistir. Gelistirilen sistemin analitik
ozgilligl %100 olarak belirlenmistir. Tani testlerinde analitik 6zgiilliik degeri %95 ve iizeri
basar1 kriteri oldugundan dolay1 gelistirilen sistem analitik 6zgiilliikk agisindan basarili kabul
edilmistir. Literatiirdeki yapilan ¢alismalara bakildiginda, yeni gelistirilen CMV Real-Time
PCR tani kitinin analitik dogrulama ¢alismasi1 kapsaminda 32 farkli patojenle 12 tekrarl
calisilmis ve tam kitinin analitik 6zgiilliik degeri %95,8 elde edilmistir [15]. Bu ¢alisma
sonucunun tez ¢alismasi sonucundan daha diisiik elde edilmesinin nedeni daha fazla ¢esit
patojen ile ¢alismis olmasi olabilir. Bagka bir ¢alismada ise yeni gelistirilen CMV Real-Time
PCR tani kitinin analitik 6zgiilliigii belirlenmesinde 16 farkli patojenle 16 tekrarli caligilmis
ve sistemin analitik o6zgllligii %99 elde edilmistir [14]. Bu sonuglara bakildiginda
gelistirilen tan1 kitinin analitik 6zgiilliik degeri, literatiirdeki yapilan calismalar ile yakin elde
edilmistir. Literatlrde mevcut ticari CMV Real-Time PCR tani kitlerinin dogrulamalarinin
yapildig1 c¢alismalar sonucunda elde edilen analitik Ozgiillik degerleri ve calismada
kullandiklar1 patojen sayilar1 Tablo 5.1°de gosterilmistir [82,83,84,85,86]. Ticari 1,2 ve 3
tan1 kitleri 24 farkli patojen kullanmis ve %100 analitik 6zgiilliikk orani elde etmistir. Ticari
4, 18 ve ticari 5 tam kiti ise 16 farkli patojen kullanarak her iki tani kitide %100 analitik
Ozgiilliik orani elde etmistir. Bu tan1 kitlerinin analitik 6zgiilliik degerleri ile gelistirilen tani
kitinin analitik 6zgiilliik degeri uyumlu elde edilmistir. Ancak gelistirilen sistemin farkli
patojen cesitleriyle analitik 6zgiillik degerinin ne olacagi bilinmemektedir. Bu yiizden
gelistirilen sistemin ilerleyen donemlerde daha fazla sayida farkli patojen gesitleri ile analitik

ozgiilliik degeri tekrar calisilabilir.

Calismada dogrusal araligi belirlemek amaciyla 6 numunenin viral ylik miktarlarina
kars1 denk gelen floresan yogunluk okumalarin grafigi Excell fonksiyonlar1 ile elde
edilmistir. Elde edilen grafigin denklemi (y=0,2933-76,08), R? degeri 0,993 olarak
hesaplanmigtir. R? degeri 1’e olduk¢a yakin elde edildiginden sistem dogrusal olarak kabul
edilmistir. Bu sonug gelistirilen sistemin 575 kopya/ml ile 1150 kopya/ml arasinda dogrusal
cevaplar verdigini gostermektedir. Literatiirde yapilan ¢calismalardan elde edilen ticari tani

kitlerinin dogrusal aralik ve R? degerleri ile gelistirilen tan1 kitinin degerleri Tablo 5.1."de
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gOsterilmistir [82,83,84,85,86]. Ticari tani kitlerinin R? degerleri ile gelistirilen tan1 kitinin
R? degeri oldukga yakin elde edildigi goriilmiistiir. Ancak ticari tan1 kitlerinin dogrusal aralik
degerleri oldukga genis bir aralikta elde edilirken prototip sistemin dogrusal aralik degeri dar
elde edilmistir. Ticari tan1 kitleri dogrusal aralik tayin ¢caligmalarinda LoD degerlerine yakin
bir degerden ve genis bir aralikta calismislardir. Gelistirilen tani kiti ¢alisildigi numune
araliginda dogrusal sonuclar elde etse de bu aralik disinda nasil bir sonug¢ verecegi
bilinmemektedir. Bu sebeple ilerleyen donemlerde gelistirilen tan1 kitinin dogrusal aralik
caligmast alt limiti LoD degerine yakin bir degerden daha genis numune miktarlar1 ve

ornekleri ile tekrar calisilabilir.

Caligmada kesinlik test edilmesinde viral yiik miktar1 690 kopya/ml olarak belirlenen
ornek 16 tekrarh ¢alisiimasi ¢alisilmis ve elde edilen degerler kullanilarak varyasyon katsay1
%3,12 olarak hesaplanmistir. Tani testlerinde bu degerin %35 altinda olmas1 basarili olarak
kabul edildiginden dolay1 sistem kesinlik acisindan basarili kabul edilmistir. Literatlirde
yapilan galigmalara bakildiginda yeni gelistirilen CMV Real-Time dogrulama g¢alismasi
kapsaminda kesinlik dogrulamasi1 16 tekrarli olarak ¢alisilmis ve varyasyon katsayis1 %2,6
elde edilmistir [111]. Baska bir ¢caligmada ise gelistirilen yeni CMV Real-Time PCR tani
kitinin kesinlik dogrulamasi 24 tekrarli olarak ¢alisilmis ve varyasyon katsayis1 %0,7 elde
edilmistir [116]. Bu calismalarin varyasyon katsayr degerleri ile gelistirilen sistemin
varyasyon katsayis1 degeri uyumlu elde edilmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalardan elde
edilen ticari tani kitlerinin varyasyon katsayisit degerleri ve tekrar sayilar1 Tablo 5.1.’de
gOsterilmistir [82,83,84,85,86]. Ticari 1, 3 ve 5 tani kitlerinin varyasyon katsay1 degerleri
son derece basarili elde edilmistir. Bu tami kitlerinin varyasyon katsayisi degeri ile
gelistirilen sistemin varyasyon katsayis1 degeri oldukga yakin elde edilmistir. Ancak bu ticari
tan1 kitlerinin kesinlik caligmasinda daha fazla tekrar sayist kullanilmistir. Bu dogrultuda
gelistirilen sistemin fazla tekrar sayisinda varyasyon katsayisi degerinin ne olacagi
bilinmemektedir. ilerleyen donemlerde gelistirilen tan1 kitinin kesinlik dogrulamasi daha
fazla tekrar sayisinda tekrar caligilabilir. Calismada kesinlik dogrulamasi ek maliyet
getirmemesi amaciyla tek numune Ornegi ile yapilmustir. Ancak ilerleyen donemlerde
sistemin LoD degerine yakin bir numune, viral yiikii yliksek bir numune ve bu iki deger
arasinda olan bir degerde 3 farkli numune ile kesinlik dogrulamasi yapilmasi tani kitinin

giivenilirligini arttiracagindan dolay1 6nerilmektedir.

Calismada tanisal 6zgiilliigii belirlenmesi amaciyla 21 negatif numune kullanilmis ve
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tanisal ozgiilliik degeri %95,2 olarak elde edilmistir. Tan1 testlerinde tanisal 6zgiillikk degeri
%95 ve lizeri basar1 kriteri olarak kabul edildiginden dolay1 gelistirilen sistemin tanisal
Ozgiilligli basarili olarak kabul edilmistir. Literatlirde yapilan g¢alismalara bakildiginda
gelistirilen yeni CMV Real-Time PCR tani kiinin dogrulama caligmasi 300 ornek ile
yapilmis ve kitin tanisal 6zgilligii %99 elde edilmistir [102]. Baska bir ¢alismada ise
gelistirilen yeni CMV Real-Time PCR tani kitinin dogrulamasi 153 6rnek ile yapilmis ve
kitin 6zgilligi %100 elde edimistir [63]. Literatiirde yapilan ¢alismalardan elde edilen ticari
tan1 kitlerinin tanisal 6zgiilliik degerleri ve Ornek sayilar1 Tablo 5.1.°de gosterilmistir
[82,83,84,85,86]. Ticari 1,2,4 ve 5 tani kitleri yiiksek tanisal 6zgiilliik oran1 elde etmistir.
Ticari 3 tan1 kiti ise tanisal 6zgiilliik olarak iyi bir oran elde etsede %95 basar1 kriterinin
altinda kalmistir. Gelistirilen kitin tanisal 6zgiillik orani, literatirdeki dogrulama
caligmalarindan elde edilen tanisal 6zgullik oranlari ile yakin elde edilmistir. Ancak
literatiirde yapilan tanisal 6zgiilliik calismalarinda kullanilan 6rnek sayisina bakildiginda,
tez ¢alismasida kullanilan numune sayismin olduk¢a az oldugu goriilmektedir. Bu sebeple
ilerleyen dénemlerde gelistirilen sistemin tanisal 6zgiilliigii daha fazla 6rneklem sayisi ile

yeniden test edilebilir.

Gelistirilen sistemin tanisal duyarliligini belirlemek amaciyla 27 pozitif numune
kullanilmis ve tanisal duyarlilik degeri %96,3 elde edilmistir. Tani testlerinde tanisal
duyarlilik degeri icin basar1 kriteri %95 ve lizeri olarak kabul edildiginden dolay1 prototip
sistemin tanisal duyarlilig1 basarili olarak kabul edilmistir. Literatiirde yapilan ¢aligmalara
bakildiginda gelistirilen yeni CMV Real-Time PCR tani1 kitinin duyarlilik ¢alismasi 84 6rnek
ile yapilmis ve tanisal duyarlilik oran1 %100 elde edilmistir [62]. Baska bir caligmada ise
gelistirilen yeni CMV Real-Time PCR tani kitinin duyarlilik ¢aligmasi1 98 6rnek ile yapilmis
ve tanisal duyarlilik oran1 %99 elde edilmistir [72]. Literatiirde yapilan ¢alismalardan elde
edilen ticari tani kitlerinin tanisal duyarlilik degerleri ve 6rnek sayilar1 Tablo 5.1°de
gosterilmistir [82,83,84,85,86]. Ticari 1,2,4 ve 5 tani kitleri yiiksek tanisal duyarlilik oranlari
elde etmistir. Ticari 3 tani kiti iyi bir duyarlilik orani elde etsede %95 kriterinin altinda
kalmigtir. Literatiirdeki bu ¢aligmalarin tanisal duyarlilik oranm ile gelistirilen tani kitinin
tanisal duyarlilik orani yakin elde edilmistir. Ancak literatiirde yapilan tanisal 6zgiilliik
calismalarinda kullanilan 6rnek sayisina bakildiginda, tez ¢alismasinda kullanilan numune
sayisinin olduk¢a az oldugu goriilmektedir. Bu sebeple ilerleyen donemlerde gelistirilen

sistemin tanisal 6zgiilliigli daha fazla 6rneklem sayisi ile yeniden test edilebilir
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Tan1 Analitik | Analitik | Dogrusal | Kesinlik Tanisal Tanisal | Cut
Kitleri Duyarlilik | Ozgullik | Aralik (Varyasyon Duyarlilik | Ozgulliik | off
CMV | (LOD) Ve Ve Katsayisi- Ve Ve skoru
Tekrar Patojen R? %CV) Ornek Ornek
sayilar1 sayilar1 Ve Sayilar Sayilari
Ornek Tekrar
sayilari Sayilar
Prototip
279 %100- | 575- %3,12 %96,3 | %952 | 36,198
kopya/ml | paiojen | 1150 Tekrar 16
Tekrar 12 | 18 kopya/ml
Ornek 21 R®=0,98
Ticari 1
39,56 %100 30-
kopya/ml | patojen | 7:210" | o42 .87 %100 | %100 | _
Tekrar 24 | 24 kopya/ml Tekrar 48 | Ornek Ornek
Ormek R*=0,98 126 126
404
Ticari 2
Qiagen 139 %100 1,2%10%- | %14,38 %100 %284,8 _
Artus® | kopya/ml 5310° | Tekrar12 | Ornek Ornek
Tekrar 16 | parojen | <OPY2™ 156 156
Ornek 90 | 24 R®=0,99
Ticari 3
232 286 %100 3*10%- %2,8 %92,86 %90,67 | _
Ornek | kopya/ml | patoien 6,4*10° | Tekrar24 | Ornek Ornek
Tekrar 16 | 24 kopya/ml 112 112
Ornek232 R*=0,98
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Ticari 4 70-8*10°
84 %100 | R=099 | 9513 %100 | %100 | _
kopya/ml | patoien Tekrar 12 | Ornek 96 | Ornek 96
Tekrar 24 | 18
Ornek 83
Ticari5 | 200 %100 2*10°- %1,52 %99 %100 _
100 kopya/ml | paygjen | 7*10° Tekrar 24 | Ornek Ornek
Tekrar 24 | 16 R2=0,99 116 116
Ornek
100

Tablo 5. 1. CMV PCR tan kitleri performans degerleri [82,83,84,85,86].

Gelistirilen tan1 kitinin fiyati ile Tablo 5.1°de yer alan 5 ticari tani1 kitinin 96 test i¢in

fiyat karsilastiriimasi Tablo 5.2°de gosterilmektedir [132]. Bu tabloya goére gelistirilen tani

kitinin mevcut ticari tan kitlerine kiyasla uygun fiyatl oldugu goriilmektedir.

CMV Tan Kitleri 1 Partideki Test Sayisi Fiyatlar
Prototip 96 112 $
Ticari 1 96 192 $
Ticari 2 96 180 $
Ticari 3 96 172 $
Ticari 4 96 175 $
Ticari 5 96 144 $

Tablo 5.2. CMV PCR tamni kitleri test sayilari ve fiyatlar1 [132].
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6. SONUC

Sitomegaloviriis, yaygin enfeksiyona neden olan viriisler arasinda diinyada ve
iilkemizde ilk siralarda yer almaktadir. Enfeksiyon tansinda serolojik testler, kiiltiir testleri
ve molekiiler testler sik tercih edilmektedir. Kiiltlir testleri hizli sonu¢ vermesine karsin
duyarliligr ve oOzgiilliigii distiik testlerdir. Serolojik testler arasinda hastanin antikor
titrelerindeki degisimi 6lgerek tan1 koymaya yarayan ELISA yontemi hizli ve kolay bir tani
yontemi olmasina karsin  hastaligin  erken evrelerinde antikor seviyelerinin
Olciilememesinden dolay1 duyarlilig1 diisiik bir tan1 yontemidir. Kiiltiir ve serolojik testlerin
bu dezavantajlarindan dolay1 giinlimiizde molekiiler testlere karsi ilgi artmistir. Molekiiler
testler arasinda Konvensiyonel PCR, Multipleks PCR, Nested PCR, Dijital PCR ve kantitatif
sonu¢ veren Real-Time PCR vardir. Enfeksiyon tanisinda en ¢ok tercih edilen yontem hizl,
guvenilir ve kantitatif sonu¢ vermesi nedeniyle Real-Time PCR yontemidir. Ancak Real-
Time PCR cihazlar1 ¢ok pahali sistemler olmas1 nedeniyle tan1 merkezleri ve toplum bu tani
yontemine kolayca ulasamamaktadir. Ulkemizde bu denli yaygm olan viriisiin tanisin
yayginlastirmak amaciyla bu tez kapsaminda end-point 6zellikli Denovo cihazda ¢alisan tek

florofor boyali uygun fiyath tan1 kiti gelistirilmis ve dogrulama testleri yapilmstir.

Gelistirilen tani kitinin yiiksek performans karakterli olmasi amaciyla hedef 6zgii ileri,

geri primerler ve prob NCBI veritabaninda tasarlanmistir.

Caligmada tani kitinin dogrulama ¢aligmalarinda cut-off skoru, LoD degeri, analitik
Ozgiilliikk, dogrusal aralik, kesinlik, tanisal 6zgiillik ve tanisal duyarlilik parametreleri
calisilmistir. cut-off degeri %95 glven araliginda (36,198), LoD degeri 279 kopya/ml,
analitik 6zgilliik degeri (%100), dogrusal aralik denklemi (y=0,2933x-76,08), dogrusallik
Olcust olan R? degeri (0,993), kesinlik Olgiisii olan varyasyon katsayist (%3,12), tanisal
ozgiillik orami (%95,2), tanisal duyarlilik orani ise %96,3 olarak elde edilmistir. Tani
testlerinde tanisal Ozgiillik ve duyarlilik degerlerinin %95 ve iizeri olmasi basarili
oldugundan dolay1 sistem bu parametreler acisindan basarili sonuglar elde etmistir. Bu
sonuclara bakildigida ’Gelistirilen tani kitinin dogrulama test sonuglar1 %95’in lizerinde
dogrusal ve kesin bir sistemdir.”’ tez hipotezi 1 ve mevcut olan tani kitleri ile yapilan fiyat

karsilastirilmas1 sonucunda “’Gelistirilen tani kiti uygun fiyathdir.”” Tez hipotezi 2
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desteklenmistir.
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EK-1: PATOJEN, AILE, CIiNS, TUR BILGILERI [134].

Patojenler Aile Cins Tar

HSV-1 Herpesviridae Simpleksvirus Herpes Simpleks
Viris Tip 1

HSV-2 Herpesviridae Simpleksvirus Herpes Simpleks
Virs Tip 2

EBV Herpesviridae Lenfokriptoviriis Ebstein-Barr Viriis

CT Clostridiaceae Clostridium Clostridium tetani

HIV-1 Retroviridae Lentivirts Insan Bagisiklik
Yetmezlik Virusu
Tip 1

HAV Picornaviridae Hepatoviris Hepatit A Virlsu

HCV Flaviviridae Hepasiviris Hepatit C Virusi

E.coli Enterobacteriaceae | Escherichia Escherichia coli

MT Mycobacteriaceae Mikobakteri M.tliberkiiloz

HPV-16 Papillomaviridae Alfapapilomaviriisii | Insan
Papillomavirusu
Tip 16

TTV Anelloviridae Alfatorkvir(s Tork Teno Viris

HHV-8 Herpesviridae Rhadinoviris Insan Herpesviriisii
Tip 8

HHV-6 Herpesviridae Roseolovirls Insan Herpesviriisii
Tip 6

H. pylori Helicobacteraceae | Helikobakter Helikobakter Pilori

Brucella Brucellaceae Brucella Brucella Turleri

MRSA Staphylococcaceae | Staphylococcus Stafilokok Aureus

HBV Hepadnaviridae Orthohepadnaviris | Hepatit B Virls

Toksoplazma
(TOXO)

Sarcocystidae

Toksoplazma

Toksoplazma
Gondii




EK-2: VIRAL YUKLERIN 12 TEKRAR DENEY SONUCLARI

Viral Yiik Miktar1 297 kopya/ml
12 Tekrar Sonucu Prototip Sistem
Floresan Yogunluk Okumalar1

Prototip Sistem Cevap
Sonucu

45,42

44,28

44,31

45,02

45,08

45,11

45,12

45,15

45,38

45,41

45,35

o I o I I IS I I S S I

45,37

+

Ortalama

45,08

Cevap Orani= %100

Standar Sapma

0,39

Viral Yiik Miktar1 284 kopya/ml
12 Tekrar Sonucu Prototip Sistem
Floresan Yogunluk Okumalar1

Prototip Sistem Cevap
Sonucu

38,14

38,12

39,17

38,16

38,17

38,46

37,45

38,33

38,24

38,26

38,19

e I I I O o I I I IR S

37,55

+

Ortalama

38,19

Cevap Orani= %100

Standart Sapma

0,43




Viral Yiik Miktar1 280 kopya/ml
12 Tekrar Sonucu Prototip Sistem
Floresan Yogunluk Okumalar1

Prototip Sistem Cevap
Sonucu

37,21

37,23

37,45

37,23

37,28

37,82

37,56

38,01

38,02

37,18

37,14

o IR I o I IS IR P I I S

37,51

+

Ortalama

37,47

Cevap Orani= %100

Standart Sapma

0,321728287

Viral Yiik Miktar1 278 kopya/ml
12 Tekrar Sonucu Prototip Sistem
Floresan Yogunluk Okumalar1

Prototip Sistem Cevap
Sonucu

36,97

36,78

36,79

36,84

36,87

36,35

+ |+ |+ [+ [+ +

36,18

36,64

36,52

36,27

36,56

+|+ |+ |+

36,55

+

Ortalama

36,61

Cevap Orani= %91,7

Standart Sapma

0,25




Viral Yiik Miktar1 274 kopya/ml 12
Tekrar Sonucu Prototip Sistem
Floresan Yogunluk Okumalar1

Prototip Sistem Cevap
Sonucu

36,21

36,23

36,27

36,29

36,24

36,25

+ |+ |+ [+ |+ |+

36,11

36,28

36,33

+ |+

36,15

36,32

+

36,33

+

Ortalama

36,25

Cevap Orani= %83,3

Standart Sapma

0,07

Viral Yiik Miktar1 271 kopya/ml
12 Tekrar Sonucu Prototip Sistem
Floresan Yogunluk Okumalar1

Prototip Sistem Cevap
Sonucu

36,02

36,2

36,21

36,22

+ |+ |+

36,09

36,08

36,22

36,23

36,05

36,22

36,03

36,25

Ortalama

36,15

Cevaplama Orani=
%58,3

Standart Sapma

0,09




Viral Yiik Miktar1 266 kopya/ml 12
Tekrar Sonucu Prototip Sistem
Floresan Yogunluk Okumalar1

Prototip Sistem Cevap
Sonucu

35,88

35,84

35,78

36,01

35,42

36,24

35,68

35,64

36,21

36,23

36,22

+ |+ |+

35,66

Ortalama

35,90

Cevaplama Orani=
%33,3

Standart
Sapma

0,28

Viral Yiik Miktar1 264 kopya/ml 12
Tekrar Sonucu Prototip Sistem
Floresan Yogunluk Okumalar1

Prototip Sistem Cevap
Sonucu

35,17

35,14

35,26

35,33

35,18

36,22

36,2

35,05

35,16

35,17

35,28

35,27

Ortalama

35,37

Cevaplama Orani= 16,7

Standart
Sapma

0,40




Viral Yiik Miktar1 257 kopya/ml 12
Tekrar Sonucu Prototip Sistem
Floresan Yogunluk Okumalar1

Prototip Sistem Cevap
Sonucu

34,9

34,01

34,91

34,03

34,26

33,85

34,17

33,54

33,66

33,86

33,25

34,15

Ortalama

34,05

Cevaplama Orani= %0

Standart
Sapma

0,49

Viral Yiik Miktar1 244 kopya/ml 12
Tekrar Sonucu Prototip Sistem
Floresan Yogunluk Okumalar1

Prototip Sistem Cevap
Sonucu

33,05

33,02

32,9

32,89

32,87

32,88

32,85

32,98

32,45

32,52

32,66

32,65

Ortalama

32,81

Cevaplama Orani= %0

Standart
Sapma

0,19




EK-3: PATOJENLERIN 12 TEKRAR DENEY SONUCLARI

HSV1-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tan1

32,36

33,55

32,84

32,78

32,83

33,01

32,95

32,25

32,91

32,66

33,89

33,25

Ortalama

32,94

Standart
Sapma

0,46

HSV2-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tam

34,54

34,23

34,16

34,36

34,25

34,15

33,88

34,36

34,06

34,35

34,34

33,96

Ortalama

34,22

Standart Sapma

0,19




EBV-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tan1

34,15

34,23

34,12

33,87

34,48

34,35

34,3

34,27

34,62

34,26

34,53

34,18

Ortalama

34,28

Standart
Sapma

0,20

CT-Prototip Sistem Floresan
Yogunluk Okumalari

Prototip Sistem Kalitatif
Tam

33,12

33,15

32,66

33,14

33,18

33,27

33,19

32,95

32,67

33,3

33,08

33,13

Ortalama

33,07

Standart
Sapma

0,21




HIV1-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tan1

34,36

34,22

34,5

34,19

35,13

34,54

34,41

34,36

34,38

34,4

34,39

34,28

Ortalama

34,43

Standart
Sapma

0,24

HAV-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tam

33,54

33,23

33,25

33,19

33,28

33,67

33,31

33,17

33,35

33,29

33,36

33,32

Ortalama

33,33

Standart
Sapma

0,14




HCV-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tan1

34,65

34,45

34,78

34,59

34,99

34,97

35,06

34,81

34,83

35,24

35,28

34,67

Ortalama

34,86

Standart
Sapma

0,26

E.coli- Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tam

34,23

34,07

34,85

35,17

34,66

34,84

34,59

34,31

34,49

34,55

35,02

34,66

Ortalama

34,62

Standart
Sapma

0,32




MT- Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tan1

33,95

33,79

33,39

33,67

33,69

33,82

33,79

33,77

33,69

33,75

33,83

33,74

Ortalama

33,74

Standart
Sapma

0,13

HPV16-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tani

34,46

34,37

34,33

34,81

34,64

34,68

35,14

34,87

34,85

34,79

34,74

34,72

Ortalama

34,7

Standart
Sapma

0,23




TTV-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tan1

33,89

33,94

33,52

33,49

33,68

33,82

33,74

34,05

33,64

33,59

33,87

34,25

Ortalama

33,79

Standart
Sapma

0,23

HHV8-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tani

34,68

34,47

34,68

35,24

35,14

34,79

34,89

34,97

34,87

34,67

34,82

34,74

Ortalama

34,83

Standart
Sapma

0,21




HHV6-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tan1

33,63

33,88

33,97

33,67

33,74

33,72

34,16

33,87

33,9

33,78

34,15

33,85

Ortalama

33,86

Standart
Sapma

0,17

H. pylori-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tani

34,66

351

35,34

34,78

34,69

34,72

34,84

34,74

34,86

34,82

34,68

34,97

Ortalama

34,85

Standart
Sapma

0,20




Brucella-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tan1

34,35

33,98

33,87

34,03

33,86

33,82

33,84

33,99

33,97

33,86

33,79

33,92

Ortalama

33,94

Standart
Sapma

0,15

MRSA-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tani

34,89

35,25

34,79

34,69

34,86

34,91

35,17

34,88

34,75

34,96

35,16

34,73

Ortalama

34,92

Standart
Sapma

0,18




HBV-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tan1

34,13

34,37

34,15

33,89

33,96

33,88

33,91

34,25

33,78

33,86

33,89

33,81

Ortalama

33,99

Standart
Sapma

0,19

TOXO-Prototip Sistem
Floresan Yogunluk
Okumalar1

Prototip Sistem Kalitatif
Tani

34,15

33,99

33,87

34,24

33,87

34,26

34,01

34,12

34,04

34,28

34,18

34,07

Ortalama

34,09

Standart
Sapma

0,14
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