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ÖZ

Şiddetli akut solunum yolu sendromu koronavirüs-2 [severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 
(SARS-CoV-2)], Koronavirüs hastalığı-2019 [Coronavirus disease-2019 (COVID-19)] hastalığının etkenidir. 
Virüsün hızlı ve doğru bir şekilde saptanması, bulaşı engellemek ve pandemi yönetimini etkili bir şekilde 
yapabilmek için hayati öneme sahiptir. Bu etkenin altın standart tanı yöntemi solunum yolu örneklerinden 
yapılan kantitatif gerçek zamanlı revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu [quantitative real-time 
reverse transcription polymerase chain reaction (qrRT-PCR)] testidir ve bu testin duyarlılığını etkileyen en 
önemli aşamalarından biri nükleik asit ekstraksiyon basamağıdır. Ancak reaktif temini ve saklama koşulları 
gibi kısıtlayıcı faktörler test kapasitesini sınırlamaktadır. Bu nedenle, testi hızlandırmak ve ön işlemleri en aza 
indirmek için yenilikçi ve maliyet etkin alternatiflere ihtiyaç vardır. Bu çalışmada SARS-CoV-2 qrRT-PCR tes-
tinde nükleik asit ekstraksiyon aşamasının verimliliğini artırmak için farklı yöntemlerin sonuçlara etkisinin ve 
uygulanabilirliğinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Rutinde uygulanan viral nükleik asit ektraksiyon tam-
pon çözeltisine (vNAT) alternatif olarak; santrifüj işlemi eklenerek modifiye edilmiş vNAT yöntemi (MvNAT), 
R1-R2 kit ve ısıl işlem (HT) yöntemi solunum yoluna ait 118 örneğe uygulanmıştır. Çalışmaya rutin sonuç-
larda eşik döngü değeri (Cq)≤ 35 (n= 10), >35 (n= 42), belirsiz (n= 56) olarak saptanan örnekler ve negatif 
kontroller (n= 10) dahil edilmiştir. Her bir yöntem için ekstraksiyon sonrası elde edilen RNA miktarları spekt-
rofotometrik ölçüm cihazında ölçülerek kaydedilmiştir. Örneklerin tamamı RdRp bölgesini hedef alan SARS-
CoV-2 qrRT-PCR kiti ile çalışılmıştır. Sonuçlar “unpaired” ve “paired” t-test kullanılarak istatistiksel olarak 
analiz edilmiş, p değeri < 0.05 olan sonuçlar anlamlı olarak kabul edilmiştir. Negatif kontrol örnekleri hariç 
standart yöntem ile toplamda 108 örneğin %48.1 (Ortalama Cq değeri (Cqort)= 39.5 ± 6.9)’inde Cq de-
ğeri elde edilmişken bu çalışmada MvNAT yöntemi ile %11.1 (Cqort= 38.4 ± 5.2)’inde, R1-R2 kit ile %14.8 
(Cqort= 35.9 ± 7.1)’inde ve HT yöntemi ile %25 (Cqort= 31.4 ± 6.3)’inde Cq elde edilmiştir. Tüm örneklerde 
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standart yönteme göre hedef gen Cq değerlerindeki değişkenlik analiz edildiğinde, HT yöntemi ile anlamlı 
şekilde daha düşük Cq değerleri elde edildiği (n= 16; p= 0.007; paired t-test), MvNAT yöntemi ve R1-R2 kiti 
ile ise daha yüksek Cq değerleri saptandığı görülmüştür (n= 6; p= 0.025, n= 11; p= 0.004; paired t-test). 
Yöntemlerin duyarlılıkları; MvNAT: %31.6, R1-R2: %57.9, HT: %84.2, özgüllükleri ise her üç yöntem için 
de %100 olarak saptanmıştır. HT yöntemi hızlı ve kolay olması, reaktif bağımlı olmaması nedeniyle olumlu 
ekstraksiyon verimliliği göstermiştir. Bu yöntem ile, özellikle yüksek viral yüke sahip olan örneklerde standart 
yönteme göre daha düşük Cq değerlerinin sağlandığı ancak Cq> 35 olan örneklerde yanlış negatif sonuç 
elde edilme potansiyeline de sahip olduğunun göz önünde bulundurulmasının gerektiği tespit edilmiştir. Bu 
çalışma ile SARS-CoV-2 qrRT-PCR testinin ekstraksiyon aşamasının HT yöntemi gibi kit veya reaktif içerme-
yen farklı yöntemlerle de yapılabileceği sonucuna varılmıştır. Ancak testin standardizasyonunun yapılması 
ve yanlış negatiflik olasılıklarının değerlendirilmesi için daha fazla sayıda örneğin dahil edildiği çok merkezli 
çalışmalara ihtiyaç olduğu düşünülmektedir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2; COVID-19; qrRT-PCR; RNA ekstraksiyonu; ısıl işlem.

ABSTRACT

Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) is the causative agent of Coronavirus 
diseases-2019 (COVID-19) disease. Rapid and accurate detection of the virus is vital to prevent transmis-
sion and effectively manage the pandemic. The gold standard diagnostic method for this agent is the 
real-time reverse transcription polymerase chain reaction (qrRT-PCR) test conducted on respiratory tract 
samples and one of the most critical steps affecting the sensitivity of this test is the nucleic acid extraction 
stage. However, restrictive factors such as reagent supply and storage conditions limit the testing capac-
ity. Therefore, innovative and cost-effective alternatives are needed to speed up testing and minimize 
pre-processing steps. The aim of this study was to evaluate the impact and applicability of different meth-
ods to enhance the efficiency of the nucleic acid extraction stage in the SARS-CoV-2 qrRT-PCR test. As an 
alternative to the routinely used viral nucleic acid extraction buffer (vNAT), the modified vNAT method 
(MvNAT), which includes centrifugation, the R1-R2 kit and the heat treatment (HT) method, was applied 
to 118 respiratory tract samples. Samples determined with threshold cycle values of (Cq) of ≤ 35 (n= 10), 
> 35 (n= 42), indeterminate (n= 56) in routine results and negative controls (n= 10) were included in the 
study. The RNA quantities obtained after extraction for each method were measured and recorded using 
a spectrophotometric measurement device. All samples were processed using the SARS-CoV-2 qrRT-PCR 
kit targeting the RdRp region. The results were statistically analyzed using unpaired and paired t-tests and 
results with a p-value of < 0.05 were considered statistically significant. Excluding negative control sam-
ples, while the standard method yielded a Cq value of 48.1% (mean Cq value (Cqmean)= 39.5 ± 6.9) for a 
total of 108 samples, the MvNAT method produced a Cq value of 11.1% (Cqmean= 38.4 ± 5.2), the R1-R2 
kit yielded 14.8% (Cqmean= 35.9 ± 7.1) and HT method resulted in 25% (Cqmean= 31.4 ± 6.3). When the 
variability in target gene Cq values was analyzed in all samples compared to the standard method, the HT 
method significantly provided lower Cq values (n= 16; p= 0.007; paired t-test) while the MvNAT method 
and R1-R2 kit yielded higher Cq values (n= 6; p= 0.025, n= 11; p= 0.004; paired t-test). Sensitivity rates 
were MvNAT= 31.6%, R1-R2= 57.9%, HT= 84.2%, with 100% specificity for all three methods. The HT 
method demonstrated a positive extraction efficiency because it is fast, easy and not dependent on re-
agents. Although this method provided lower Cq values than the standard method, especially in samples 
with a high viral load, it should be considered that it also has the potential to yield false-negative results 
in samples with Cq> 35. With this study, it was concluded that the extraction phase of the SARS-CoV-2 
qrRT-PCR test can be carried out using various methods that do not require kits or reagents, such as the 
HT method. However, it is believed that multicenter studies involving a larger number of samples are 
necessary to standardize the test and assess the possibility of false negatives.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; qrRT-PCR; RNA extraction; heat treatment.

GİRİŞ

İlk olarak Çin’in Wuhan, Hubei kentinde 2019 yılı sonunda tanımlanan ve şiddetli akut 
solunum yolu sendromu koronavirüs-2 [severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 



599MİKROBİYOLOJİ BÜLTENİ

Bozok T, Öztürk A.

(SARS-CoV-2)]’ye bağlı gelişen Koronavirüs hastalığı-2019 [Coronavirus disease-2019 
(COVID-19)] kısa sürede pandemiye dönüşmüş ve bütün dünyayı ciddi şekilde etkilemiş-
tir1. Etkenin hızlı ve kolay tespiti, SARS-CoV-2 pandemisinde olduğu gibi etken ile müca-
delede hastaları izole etmek ve bulaşı önleyebilmek için çok önemlidir2,3. Hızlı ve güvenilir 
tanısal testlerin hızla geliştirilmesine yönelik çabalar olmasına rağmen, solunum örnekle-
rinden kantitatif gerçek zamanlı revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu [quanti-
tative real-time reverse transcription polymerase chain reaction (qrRT-PCR)] tabanlı testler, 
SARS-CoV-2’yi tespit etmek için halen altın standart olarak kabul edilmektedir4,5. Bununla 
birlikte, nükleik asit ekstraksiyonu için kullanılacak reaktiflerin temini ve saklama koşulları 
gibi test kapasitesini artırmada engel olarak karşımıza çıkan birçok etmen mevcuttur6. Bu 
nedenle ön işlemleri hızlandırmaya ve azaltmaya yönelik, maliyet etkin alternatif yöntemler 
geliştirmek, önümüzdeki süreçte de devam etmesi olası salgınlara karşı mücadelede kritik 
öneme sahiptir. Bu çalışmada, hızlandırılmış ticari viral nükleik asit ekstraksiyon tampon çö-
zeltileri ve konvansiyonel bir ekstraksiyon yöntemi olan ısıtma yöntemi kullanılarak SARS-
CoV-2 qrRT-PCR test sonuçlarının nasıl etkilenebileceğinin araştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Niğde Ömer Halisdemir Üniversitesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik 
Kurulu tarafından onaylandı (Tarih: 25.06.2020 ve Karar No: 2020/18).

Klinik Örneklerin Toplanması

Niğde Ömer Halisdemir Üniversitesi Eğitim ve Araştırma Hastanesi Tıbbi Mikrobiyoloji 
Laboratuvarına 7 Nisan-31 Mayıs 2020 tarihleri arasında gelen, viral transport besiyerine 
(VTM) alınmış oro-nazofarengeal sürüntü (ONS) ve alt solunum yolu (ASY) örnekleri 
arasından rutinde çalışılan SARS-CoV-2 qrRT-PCR sonucu eşik döngü değeri (Cq)≤ 35 
olan 10 örnek (grup I), > 35 olan 42 örnek (grup II) ve Cq oluşturmayan 56 belirsiz 
örnek (grup III) çalışmaya dahil edildi. Özgüllüğün değerlendirilmesi açısından klinik ve 
radyolojik olarak COVID-19 düşünülmeyen ve SARS-CoV-2 qrRT-PCR testi negatif olan 10 
hastaya ait örnek de eklenerek toplamda 118 örnek çalışmaya dahil edildi.

Nükleik Asit Ekstraksiyonu

Laboratuvarımızda rutinde uygulanan viral nükleik asit ektraksiyon tampon çözeltisi 
(vNAT) (Bio-Speedy, Türkiye) yöntemi, standart yöntem olarak kabul edildi. Bu çalışma-
da, vNAT yöntemine alternatif olarak klinik örneklerden viral RNA elde edilmesi için üç 
farklı yöntem kullanıldı. İki yöntemde ticari viral nükleik asit izolasyon kiti [santrifüj işlemi 
eklenerek modifiye edilmiş vNAT yöntemi (MvNAT)] ve viral nükleik asit ekstraksiyon kiti 
(R1-R2) (Bio-Speedy, Türkiye) kullanılırken üçüncü yöntemde ısıl işlem [heat treatment 
(HT)] yöntemi uygulandı. Rutinde çalışılmış örneklerin -20 °C’de saklanan nükleik asit 
ekstraktları ve bu çalışmada uygulanan yöntemler ile ekstraksiyon sonrası elde edilen 
ekstraktlardaki RNA miktarları spektrofotometrik ölçüm cihazında (NanoDrop, ABD) öl-
çülerek kayıt altına alındı. Tüm ekstrakte edilmiş örnekler PCR işlemine kadar -20 °C’de 
bekletildi.
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Ekstraksiyon Protokolleri

1. vNAT ve Modifiye vNAT 

vNAT yöntemi laboratuvarımızda örneklerin ektraksiyonunda rutin uygulamada kulla-
nılmaktadır. Bu çalışmada vNAT yöntemi üretici firmanın talimatlarına ek olarak santrifüj 
işlemi eklenerek modifiye edildi (MvNAT). Rutinde kullanılan vNAT yöntemi için; VTM ile 
gelen ONS veya ASY örnekleri en yüksek hızda 15 saniye vortekslendi, ardından vNAT 
tampon çözeltisinden 100 µl temiz bir mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı ve üzerine 1:1 
oranda olacak şekilde VTM ile gelen örnekten 100 µl eklendi. Tüpler 15 saniye boyunca 
en yüksek hızda vortekslenerek beş dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. MvNAT yönte-
mi uygulanırken bunlara ek olarak inkübasyon sonrası örnekler üç dakika boyunca 10000 
xg’de santrifüj edildi. Oluşan süpernatanın 50 µl’si temiz bir mikrosantrifüj tüpüne alına-
rak qrRT-PCR reaksiyonunda kullanımına kadar -20 °C’de saklandı.

2. Viral Nükleik Asit Ekstraksiyon Kiti (R1-R2)

R1 tampon çözeltisinden 100 µl temiz bir mikrosantrifüj tüpüne alındı ve üzerine 100 
µl ONS ya da ASY örneği eklendi, karışım en yüksek hızda 15 saniye vortekslenerek beş 
dakika oda sıcaklığında inkübe edildi ve üç dakika 10000 xg’de santrifüj edildi. Oluşan 
süpernatanın 25 µl’si temiz bir mikrosantrifüj tüpüne alındı, süpernatan içeren tüpe 25 µl 
R2 tampon çözeltisi eklenerek pipetaj ile karıştırıldı, bu 50 µl’lik karışım qrRT-PCR reaksi-
yonunda kullanımına kadar -20 °C’de saklandı.

3. Isıl İşlem Yöntemi

Klinik örneklerden 100 µl vida kapaklı mikrosantrifüj tüpüne aktarılarak 95 °C’de 10 
dakika süre ile ısı bloğunda inkübe edildi. İnkübasyondan sonra örnekler qrRT-PCR reak-
siyonunda kullanımına kadar -20 °C’de saklandı.

Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA Eldesi ve 
Amplifikasyonu

Total RNA’dan komplementer DNA (cDNA) elde edilmesi amacıyla COVID-19 qRT-PCR 
tespit kiti-versiyon 2 (Bio-Speedy, Türkiye) kullanıldı. qRT-PCR, “CFX96 touch real-time 
PCR (Bio-Rad)” cihazı kullanılarak 20 μl nihai hacimde gerçekleştirildi. Her bir örnek için 
numaralandırılmış 0.2 ml’lik PCR tüplerine 15 μl PCR reaksiyon karışımı dağıtıldı. Ekstrakte 
örneklerden 5 μl eklendikten sonra spin santrifüj yapılarak real-time PCR cihazına yerleş-
tirildi. Çalışmada hedef gen (RdRp) bölgesinin amplifikasyon karışımının hazırlanması; 10 
µl PrimeScript karışımı (DNA polimeraz, dNTP karışımı, reaksiyon tampon çözeltisi, revers 
transkripsiyon ve ribonükleaz inhibitör), 5 µl Oligo karışımı SARS-CoV-2 tespiti (RdRp geni-
FAM), internal kontrol (RNase P geni-HEX), 5 µl RNA ekstrakte örnek şeklinde gerçekleşti-
rildi. Çalışmada RdRp gen bölgesinin amplifikasyonu; 45 °C’de 15 dk (cDNA oluşumu), 95 
°C’de üç dk ön denatürasyon ve 50 döngü 95 °C beş sn denatürasyon, 55 °C 35 sn primer 
birleşmesi, FAM-HEX okuma şeklinde gerçekleştirildi. Her PCR çalışmasında üretici firma 
tarafından temin edilen ikişer adet negatif ve pozitif kontrol kullanıldı. 
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Kantitatif Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuçlarının 
Değerlendirilmesi

Üretici firmanın önerileri doğrultusunda FAM/HEX kanalları için ‘threshold’ seviyesi 
200 RFU (relative fluorescence units) olarak ayarlandı. FAM/HEX kanallarından elde edi-
len amplikasyon eğrilerinin şekli ve cihaz tarafından belirlenen Cq değerleri negatif ve 
pozitif kontroller ile karşılaştırılarak incelendi. Sigmoidal eğri gözlemlenmeyen örneğin 
sonucu negatif olarak kabul edildi.

İstatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS 20.0 paket programı (IBM, Armonk, NY, ABD) kullanılarak 
yapıldı ve yapılan analizlerde unpaired ve paired t-test kullanıldı. p< 0.05 istatistiksel 
olarak anlamlı kabul edildi. 

BULGULAR 

Hedef gen analiz sonuçları incelendiğinde toplamda 108 örneğin (grup I + II + III) stan-
dart yöntem ile %48.1 [ortalama Cq değeri (Cqort)= 39.5 ± 6.9]’inde Cq değeri elde edilmiş 
iken bu çalışmada MvNAT yöntemi ile %11.1 (Cqort= 38.4 ± 5.2)’inde, R1-R2 kit ile %14.8 
(Cqort= 35.9 ± 7.1)’inde ve HT ile %25 (Cqort= 31.4 ± 6.3)’inde Cq değeri elde edilmiştir. 
Grup I örneklerinde MvNAT ile sadece %50’sinde, R1-R2 ile %90’ında ve HT ile %100’ünde 
Cq değeri elde edilmiştir. HT yöntemi uygulanan örneklerin ortalama Cq değerinin standart 
yönteme kıyasla anlamlı şekilde daha düşük olduğu analiz edilmiştir (272-25.5; p= 0.016; 
paired t-test). Aynı zamanda uygulanan diğer iki yönteme göre HT yöntemiyle anlamlı 
şekilde daha düşük Cq değerleri elde edilmiştir (MvNAT; p= 0.001, R1-R2; p= 0.02; unpai-
red t-test). Grup II örneklerde (n= 42) HT yöntemiyle altı örnekte Cq değeri elde edilirken, 
R1-R2 ile iki, MvNAT ile yalnız bir örnekte Cq değeri saptanmıştır. Bu grupta HT yöntemiyle 
elde edilen Cqort standart yönteme göre anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p< 0.0005; 
unpaired t-test). Grup III (n= 56)’te ise belirsiz sonuç elde edilen örneklerin HT ile %19.6 
(11/56)’sında Cq saptanmıştır. Yine bu örneklerde MvNAT ve R1-R2 yöntemleriyle sırasıyla 
%10.7 (6/56)’sinde ve %8.9 (5/56)’unda Cq değeri elde edilmiştir. Tüm gruplar için stan-
dart yönteme kıyasla hedef gen Cq değerlerinde değişkenliğe bakıldığında HT yöntemiyle 
anlamlı şekilde daha düşük Cq değerleri elde edilirken (n= 16; p= 0.007; paired t-test), 
MvNAT yöntemi ve R1-R2 kitiyle anlamlı şekilde daha yüksek Cq değerleri saptanmıştır  
(n= 6; p= 0.025, n= 11; p= 0.004; paired t-test). Standart yöntem ile pozitif değerlendirme 
sınırı olarak Cq< 40 değeri kabul edildiğinde, yöntemlerin duyarlılıkları MvNAT, %31.6; 
R1-R2, %57.9; HT, %84.2 olarak, özgüllükler ise her üç yöntem için de %100 olarak bu-
lunmuştur7. Internal kontrol (IC) Cq değerleri standart yöntem ile karşılaştırıldığında HT ve 
MvNAT yöntemi ile anlamlı şekilde daha düşük Cq bulunurken (p< 0.0005; paired t-test), 
R1-R2 kiti ile yapılan ekstraksiyon sonucunda IC Cq değerleri daha yüksek saptanmıştır  
(p= 0.001; paired t-test). MvNAT yöntemi ve R1-R2 kit ile yapılan ekstraksiyonlarda elde 
edilen RNA miktarları standart yönteme göre daha düşük tespit edilirken, HT yöntemi ile 
elde edilen RNA miktarları Cq değerleri ile uyumlu olarak diğer yöntemlere göre daha yük-
sek bulunmuştur (p< 0.0005; paired t-test). Ekstraksiyon yöntemlerine göre örnek grupları-
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nın ortalama Cq ve nükleik asit değerlerine ait ayrıntılı bilgi Tablo I ve Şekil 1’de verilmiştir. 
Şekil 2’de ise, üç farklı yöntemle klinik örneklerden elde edilen ekstraktlar ile çalışılan SARS-
CoV-2 qrRT-PCR grafiği sunulmuştur.
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TARTIŞMA

COVID-19 pandemisinin etkileri devam ederken, olası varyantlara bağlı ya da yeni 
etkenlerle oluşabilecek salgın tehditlerine karşı mücadelede tanı basamağının çok önem-
li bir yer oluşturduğu görülmektedir. Günümüzde, COVID-19 tanısı için duyarlılığı ve 
özgüllüğü en yüksek yöntem qrRT-PCR tekniği olarak kabul edilmektedir8,9. Ancak bu 
tekniğin duyarlılığını etkileyecek pre-analitik ve analitik evreler bulunmaktadır. RNA eks-

Şekil 2. Her üç yöntemle de elde edilen ekstraktlar ile çalışılmış bir grup örneğin SARS-CoV-2 
qrRT-PCR amplifikasyon eğrileri. 

RFU: Relative fluorescence units, MvNAT: Modifiye vNAT, HT: Isıl işlem. 

Şekil 1. Ekstraksiyon yöntemlerine göre örneklerin Cq (hedef gen/FAM-internal kontrol/HEX) değerlerinin 
dağılım grafiği. 

Cq: Döngü eşiği, MvNAT: Modifiye vNAT, HT: Isıl işlem.
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traksiyon aşaması yöntemin en önemli basamaklarından biridir. Dolayısıyla ekstraksiyon 
verimliliğini arttırmak için uygun yöntem seçimi yapılmalıdır. Piyasada valide edilmiş bir-
çok manuel nükleik asit ekstraksiyon kiti mevcut olmakla birlikte rutinde kullanımı daha 
uygun ve standardizasyonu daha iyi olan otomatik nükleik asit ekstraksiyon sistemleri de 
vardır. Ancak pandemi döneminde tecrübe ettiğimiz bir durum olarak; öngörülemeyen 
sarf ihtiyacı ve sonucunda oluşan arz problemi, laboratuvarların elindeki sistemleri kulla-
namaz hale getirmiştir. Aynı zamanda maliyet ve süre etkinliği yönünden bu yöntemlerin 
kullanımı büyük problemlere yol açabilmektedir.

Bu çalışmada daha önce de birçok çalışmada kullanılmış ısıl işlem ile pandemi döne-
minde geliştirilen hızlı ekstraksiyon kit ve tampon çözeltilerinin qrRT-PCR sonuçları üze-
rindeki etkinliği karşılaştırılmıştır10-12. Elde edilen sonuçlara göre HT yönteminin kolay ve 
hızlı oluşu, reaktif gerektirmemesi ve ucuz altyapısı SARS-CoV-2 virüsü için ekstraksiyon 
verimliliği açısından olumlu sonuçlar doğurmuştur. Rutinde kullanılan vNAT yöntemi ile 
kıyasladığımızda standart yöntemle Cq≤ 35 saptanan örneklerin tamamında HT yön-
temiyle de Cq değeri elde edilmiştir. Aynı zamanda bu Cq değerleri standart yönteme 
kıyasla anlamlı şekilde düşük bulunmuştur. Bu grup örnekler için HT yönteminin duyar-
lılığının %100 olduğunu söyleyebiliriz. Ancak HT yöntemi ile standart yöntemle Cq> 35 
elde edilen örneklerin (n= 42) sadece altısında Cq değerinin saptanması yalancı negatif-
lik durumunu akla getirmektedir. Bu da yöntemin duyarlılığının sorgulanmasına neden 
olmaktadır. Burada dikkat edilmesi gereken bir durum da Cq> 40 saptanan örneklerin 
yanlış pozitiflik olabileceği gerçeğidir7,13. Bu örneklerin daha konsantre nükleik asit elde 
edilmesini sağlayan valide yöntemler ile tekrarlanması doğruluk payını arttırabilir.

Rutinde kullanılan vNAT tampon çözeltisi ön işlem gerektirmeden yalnız vorteksleme 
ile örnekleri PCR işlemine hazır hale getirmektedir. Bunun yanı sıra standart yöntemin 
Cqort değeri ısıl işleme kıyasla daha yüksek olsa da duyarlılığının daha iyi olması ile diğer 
yöntemlere nazaran üstün durmaktadır. Isıl işlemde, örnekte bulunabilecek PCR inhi-
bisyonuna neden olan maddeleri etkisiz hale getirecek ortamın olmaması duyarlılığını 
düşürecek önemli faktörlerden biridir14,15. Nitekim bu çalışmada HT yöntemiyle ekstrakte 
edilmiş iki örneğin PCR testinde IC’leri negatif olarak bulunmuştur. Aynı zamanda vNAT 
tampon çözeltisi içerisine alınan örnekte bulunan patojenler tampon çözeltinin bir özelli-
ği olarak kısa bir sürede inaktive hale getirilmektedir. Bu özellik laboratuvar çalışanlarının 
biyogüvenliği açısından olumlu bir durum oluşturmaktadır. 

Chu ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada11, çalışmamıza benzer bir yöntem 
denenmiş olup farklı olarak proteinaz K ilaveli ısıl işlem yöntemi de kullanılmış ve daha iyi 
sonuçlar alındığı belirtilmiştir. Smyrlaki ve arkadaşları tarafından ekstraksiyonsuz olarak 
anılan ısı ile inaktivasyon işleminden sonra direkt örnekten PCR işlemi gerçekleştirilen 
çalışmada16, hem farklı transport ortamları ve lizis solüsyonlarının hem de farklı sıcaklık-
larda inaktivasyonların SARS-CoV-2 RT-PCR sonuçlarına etkisi araştırılmıştır. Elde edilen 
sonuçlara göre PCR öncesi ısı ile inaktivasyonun optimal 95-98 °C’de ve 5-15 dk süre ile 
yapılmasının sonuçlara olumlu katkı sağlayacağı belirtilmiştir. Guan ve arkadaşları17, Che-
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lex reçinesi kullanarak basitleştirilmiş ve yeni bir hazırlama yöntemi kullanarak ısıl işlem ile 
RNA ekstraksiyonunu değerlendirmişler ve yalnızca ısı uygulamasına kıyasla hassasiyetin 
önemli ölçüde arttığını tespit etmişlerdir. Böylece genel teşhis için iş akışını kısalttığını 
ve ayrıca ilk olarak numune ısıtma adımının eklenmesinin SARS-CoV-2’nin bulaşıcılığını 
yok ederek iş güvenliğini arttırdığını belirtmişlerdir. HT yönteminin ek maliyet ve işlem 
gerektirmeden kullanımını sağlayacak kombinasyonlar geliştirilerek duyarlılığı ve özgül-
lüğü daha da arttırılabilir. Bunu VTM’de yapılacak modifikasyonlar ile de gerçekleştirmek 
mümkün olabilir. Ayrıca SARS-CoV-2 PCR’nin direkt klinik örnekten çalışılmasına elverişli 
hale getirebilecek yöntemler geliştirilebilir18. Ancak bu durumun avantaj ve dezavan-
tajlarının daha iyi ortaya konulabilmesi için çok sayıda klinik örneğin dahil edildiği çok 
merkezli çalışmalara ihtiyaç vardır.

R1-R2 kitinin ön işlemler açısından daha uzun sürmesi, zahmetli olması ve elde edi-
len sonuçlar açısından değerlendirildiğinde verimliliğinin diğer yöntemlere göre düşük 
saptanması; bu kitin pandemi döneminde rutin kullanımını olumsuz etkilemiştir. Yine 
standart yöntem ile elde edilen sonuçların iyileştirilmesi amacıyla yönteme eklenen sant-
rifüj basamağı ile oluşturulan MvNAT yöntemi hedef bölge amplifikasyonu sonuçlarının 
iyileştirilmesini sağlamamıştır. Ancak IC sonuçlarının toplamdaki Cqort değerinin standart 
yönteme kıyasla anlamlı bir şekilde düşük olması dikkat çekicidir (Tablo I). Buradaki çe-
lişkili durumun; standart yöntemle çalışıldıktan sonra diğer yöntemlerde kullanılana dek 
bekletme ve saklama koşullarında düşük viral yüke sahip örneklerdeki muhtemel nükleik 
asit kayıplarından kaynaklandığı düşünülebilir14.

IC sonuçlarının ve elde edilen nükleik asit miktarlarının HT yöntemi uygulanan klinik 
örneklerde daha iyi olması, bu yöntemin nükleik asit eldesinde diğer yöntemlere göre 
oldukça iyi olduğunu göstermektedir. Ancak inhibitör madde içerebilmesi ve kullanılan 
VTM’nin standardizasyonu gibi sorunlar nedeniyle SARS-CoV-2 qrRT-PCR işlemine uy-
gunluğu açısından değerlendirmek için ek çalışmalara ihtiyaç vardır. Bir başka önemli 
noktayı qrRT-PCR için seçilen hedef gen ve IC gen bölgesinin özellikleri oluşturmaktadır. 
Isıtma işlemi sırasında oluşabilecek RNA parçalanmalarına karşı HT metodunda stabilitesi 
yüksek bölgelerin seçimi önem arz etmektedir16. 

Pandeminin getirdiği iş yoğunluğu, personel yetersizliği, altyapı ve malzeme eksiklik-
lerinden dolayı bu çalışmaya klasik ekstraksiyon yöntemlerinin dahil edilememiş olması 
karşılaştırmalı değerlendirmeler açısından bir kısıtlılık oluşturmuştur. 

COVID-19 salgınında olduğu gibi dünyayı çok hızlı bir şekilde etkisi altına alan pande-
milerde hızlı ve güvenilir tanı testlerinin ne kadar önemli olduğu bir kez daha görülmüş-
tür. Dünyanın herhangi bir yerinde oluşabilecek bir salgına hızlı bir şekilde adapte olabi-
lecek sistemler kurmak oldukça zor olabilmektedir. Bunun yerine güvenilirliği kanıtlanmış 
hızlı ve kolay uygulanabilir yöntemler geliştirmek daha uygun olacaktır. Bu çalışmada 
COVID-19 tanısında kullanılan solunum yolu örneklerinde çalışılan SARS-CoV-2 qrRT-PCR 
testinin ön aşaması olan ekstraksiyon aşamasının ısıl işlem gibi kit veya reaktif içermeyen 
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farklı yöntemlerle de yapılabileceği sonucuna varılmıştır. Ancak standardizasyon ve yanlış 
negatiflikler açısından daha ileri çalışmalar yapılması gerekmektedir.
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