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Siddetli akut solunum yolu sendromu koronaviriis-2 [severe acute respiratory syndrome coronavirus-2
(SARS-CoV-2)], Koronaviris hastaligi-2019 [Coronavirus disease-2019 (COVID-19)] hastaliginin etkenidir.
Virtstin hizli ve dogru bir sekilde saptanmasi, bulasi engellemek ve pandemi yonetimini etkili bir sekilde
yapabilmek icin hayati 6neme sahiptir. Bu etkenin altin standart tani ydntemi solunum yolu 6rneklerinden
yapilan kantitatif gercek zamanl revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu [quantitative real-time
reverse transcription polymerase chain reaction (qrRT-PCR)] testidir ve bu testin duyarlihgini etkileyen en
onemli asamalarindan biri niikleik asit ekstraksiyon basamadidir. Ancak reaktif temini ve saklama kosullari
gibi kisitlayici faktorler test kapasitesini sinirlamaktadir. Bu nedenle, testi hizlandirmak ve 6n islemleri en aza
indirmek icin yenilikci ve maliyet etkin alternatiflere ihtiyac vardir. Bu calismada SARS-CoV-2 qrRT-PCR tes-
tinde nikleik asit ekstraksiyon asamasinin verimliligini artirmak icin farkli yontemlerin sonuglara etkisinin ve
uygulanabilirliginin degerlendirilmesi amaclanmistir. Rutinde uygulanan viral niikleik asit ektraksiyon tam-
pon cozeltisine (vNAT) alternatif olarak; santrifiij islemi eklenerek modifiye edilmis vVNAT yontemi (MvNAT),
R1-R2 kit ve 1sil islem (HT) yontemi solunum yoluna ait 118 érnege uygulanmustir. Calismaya rutin sonug-
larda esik dongu degeri (Cq)< 35 (n=10), >35 (n=42), belirsiz (n= 56) olarak saptanan 6rnekler ve negatif
kontroller (n= 10) dahil edilmistir. Her bir ydntem icin ekstraksiyon sonrasi elde edilen RNA miktarlari spekt-
rofotometrik él¢im cihazinda dl¢iilerek kaydedilmistir. Orneklerin tamami RdRp bélgesini hedef alan SARS-
CoV-2 grRT-PCR kiti ile caligiimistir. Sonuglar “unpaired” ve “paired” t-test kullanilarak istatistiksel olarak
analiz edilmis, p degeri < 0.05 olan sonuglar anlamli olarak kabul edilmistir. Negatif kontrol 6rnekleri haric
standart yontem ile toplamda 108 érnegin %48.1 (Ortalama Cq degeri (Cq°")= 39.5 + 6.9)’inde Cq de-
Jeri elde edilmisken bu calismada MvNAT yontemi ile %11.1 (Cq°"= 38.4 + 5.2)’inde, R1-R2 kit ile %14.8
(Cq°"=35.9 £ 7.1)'inde ve HT yontemi ile %25 (Cq°"= 31.4 + 6.3)’inde Cq elde edilmistir. Tiim 6rneklerde
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standart yonteme gore hedef gen Cq degerlerindeki degiskenlik analiz edildiginde, HT yontemi ile anlamli
sekilde daha dusiik Cq degerleri elde edildigi (n=16; p= 0.007; paired t-test), MvNAT yontemi ve R1-R2 kiti
ile ise daha ylksek Cq degerleri saptandigi gorilmdistiir (n= 6; p= 0.025, n= 11; p= 0.004; paired t-test).
Yontemlerin duyarlliklari; MvNAT: %31.6, R1-R2: %57.9, HT: %84.2, 6zgiillikleri ise her i¢ yontem icin
de %100 olarak saptanmugtir. HT yontemi hizli ve kolay olmasi, reaktif bagimli olmamasi nedeniyle olumlu
ekstraksiyon verimliligi gostermistir. Bu yontem ile, 6zellikle yliksek viral yiike sahip olan 6rneklerde standart
yonteme gore daha dusiik Cq degerlerinin saglandigi ancak Cg> 35 olan 6rneklerde yanlis negatif sonug
elde edilme potansiyeline de sahip oldugunun g6z 6niinde bulundurulmasinin gerektigi tespit edilmistir. Bu
calisma ile SARS-CoV-2 qrRT-PCR testinin ekstraksiyon asamasinin HT yontemi gibi kit veya reaktif icerme-
yen farkli yontemlerle de yapilabilecegi sonucuna varilmistir. Ancak testin standardizasyonunun yapilmasi
ve yanlis negatiflik olasiliklarinin degerlendirilmesi icin daha fazla sayida 6rnegin dahil edildigi cok merkezli
calismalara ihtiyac oldugu dustintlmektedir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2; COVID-19; qrRT-PCR; RNA ekstraksiyonu; isil islem.

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 vVNAT 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 grRT-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 (Cq™®")=39.5 £ 6.9) for a
total of 108 samples, the MVNAT method produced a Cq value of 11.1% (Cq™**"= 38.4 £ 5.2), the R1-R2
kit yielded 14.8% (Cq™*"=35.9 + 7.1) and HT method resulted in 25% (Cq™*"= 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 Cg> 35. With this study, it was concluded that the extraction phase of the SARS-CoV-2
grRT-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.

GiRis
ilk olarak Cin’in Wuhan, Hubei kentinde 2019 yili sonunda tanimlanan ve siddetli akut
solunum yolu sendromu koronaviriis-2 [severe acute respiratory syndrome coronavirus-2
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(SARS-CoV-2)]'ye bagh gelisen Koronavirlis hastaligi-2019 [Coronavirus disease-2019
(COVID-19)] kisa surede pandemiye donusmius ve bitiin dinyayi ciddi sekilde etkilemis-
tir'. Etkenin hizli ve kolay tespiti, SARS-CoV-2 pandemisinde oldugu gibi etken ile miica-
delede hastalari izole etmek ve bulagi &nleyebilmek icin cok 6nemlidir®3. Hizli ve giivenilir
tanisal testlerin hizla gelistiriimesine yonelik cabalar olmasina ragmen, solunum 6rnekle-
rinden kantitatif gercek zamanli revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu [quanti-
tative real-time reverse transcription polymerase chain reaction (qrRT-PCR)] tabanli testler,
SARS-CoV-2'yi tespit etmek icin halen altin standart olarak kabul edilmektedir*>. Bununla
birlikte, nukleik asit ekstraksiyonu icin kullanilacak reaktiflerin temini ve saklama kosullari
gibi test kapasitesini artirmada engel olarak karsimiza ¢ikan bircok etmen mevcuttur®. Bu
nedenle 6n islemleri hizlandirmaya ve azaltmaya yonelik, maliyet etkin alternatif yontemler
gelistirmek, oniimuzdeki siirecte de devam etmesi olasi salginlara karsi miicadelede kritik
oneme sahiptir. Bu calismada, hizlandiriimis ticari viral niikleik asit ekstraksiyon tampon ¢6-
zeltileri ve konvansiyonel bir ekstraksiyon yontemi olan isitma yontemi kullanilarak SARS-
CoV-2 grRT-PCR test sonuglarinin nasil etkilenebileceginin arastirilmasi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Nigde Omer Halisdemir Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (Tarih: 25.06.2020 ve Karar No: 2020/18).

Klinik Orneklerin Toplanmasi

Nigde Omer Halisdemir Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina 7 Nisan-31 Mayis 2020 tarihleri arasinda gelen, viral transport besiyerine
(VTM) alinmig oro-nazofarengeal siiriinti (ONS) ve alt solunum yolu (ASY) &rnekleri
arasindan rutinde cahsilan SARS-CoV-2 qrRT-PCR sonucu esik dongu degeri (Cq)< 35
olan 10 ornek (grup I), > 35 olan 42 6rnek (grup II) ve Cq olusturmayan 56 belirsiz
érnek (grup Ill) caismaya dahil edildi. Ozgiilligin degerlendirilmesi agisindan klinik ve
radyolojik olarak COVID-19 dustiniilmeyen ve SARS-CoV-2 qrRT-PCR testi negatif olan 10
hastaya ait ornek de eklenerek toplamda 118 6rnek calismaya dahil edildi.

Nikleik Asit Ekstraksiyonu

Laboratuvarimizda rutinde uygulanan viral nikleik asit ektraksiyon tampon ¢ozeltisi
(VNAT) (Bio-Speedy, Turkiye) yontemi, standart yontem olarak kabul edildi. Bu ¢alisma-
da, vNAT yontemine alternatif olarak klinik orneklerden viral RNA elde edilmesi icin Ug¢
farkli yontem kullanildi. iki yéntemde ticari viral niikleik asit izolasyon kiti [santrifij islemi
eklenerek modifiye edilmis vNAT yontemi (MvNAT)] ve viral niikleik asit ekstraksiyon Kkiti
(R1-R2) (Bio-Speedy, Turkiye) kullanilirken lcilinct yontemde isil islem [heat treatment
(HT)] yontemi uygulandi. Rutinde caligilmis orneklerin -20 °C’de saklanan niikleik asit
ekstraktlari ve bu calismada uygulanan yontemler ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen
ekstraktlardaki RNA miktarlar spektrofotometrik 6lcim cihazinda (NanoDrop, ABD) 6l-
cllerek kayit altina alindi. Tum ekstrakte edilmis 6rnekler PCR islemine kadar -20 °C’de
bekletildi.
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Ekstraksiyon Protokolleri
1. vNAT ve Modifiye vNAT

vNAT yontemi laboratuvarimizda 6rneklerin ektraksiyonunda rutin uygulamada kulla-
nilmaktadir. Bu calismada vNAT yontemi Uretici firmanin talimatlarina ek olarak santrifij
islemi eklenerek modifiye edildi (MvNAT). Rutinde kullanilan vNAT yontemi icin; VTM ile
gelen ONS veya ASY ornekleri en yiiksek hizda 15 saniye vortekslendi, ardindan vNAT
tampon ¢ozeltisinden 100 pl temiz bir mikrosantrifuj tipune aktarildi ve Gzerine 1:1
oranda olacak sekilde VTM ile gelen 6rnekten 100 pl eklendi. Tipler 15 saniye boyunca
en yuksek hizda vortekslenerek bes dakika oda sicaklijinda inkiibe edildi. MVNAT yonte-
mi uygulanirken bunlara ek olarak inkiibasyon sonrasi 6rnekler ti¢ dakika boyunca 10000
xg'de santrifiij edildi. Olusan stipernatanin 50 pl’si temiz bir mikrosantrifdj tipiine alina-
rak qrRT-PCR reaksiyonunda kullanimina kadar -20 °C’de saklandi.

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

R1 tampon ¢ozeltisinden 100 pl temiz bir mikrosantrifij tiptne alindi ve izerine 100
pl ONS ya da ASY o6rnegi eklendi, karisim en yiksek hizda 15 saniye vortekslenerek bes
dakika oda sicakhginda inkiibe edildi ve li¢ dakika 10000 xg’de santrifiij edildi. Olusan
stpernatanin 25 pl’si temiz bir mikrosantrifiij tiptine alindi, sipernatan iceren ttipe 25 pl
R2 tampon ¢ozeltisi eklenerek pipetaj ile karistirildi, bu 50 pl’lik karisim qrRT-PCR reaksi-
yonunda kullanimina kadar -20 °C’de sakland.

3. Isil islem Yontemi

Klinik 6rneklerden 100 pl vida kapakli mikrosantrifiij tiiptine aktarilarak 95 °C’de 10
dakika siire ile i1s1 blogunda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra érnekler qrRT-PCR reak-
siyonunda kullanimina kadar -20 °C’de saklandi.

Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA Eldesi ve
Amplifikasyonu

Total RNA'dan komplementer DNA (cDNA) elde edilmesi amaciyla COVID-19 gRT-PCR
tespit kiti-versiyon 2 (Bio-Speedy, Turkiye) kullanildi. qRT-PCR, “CFX96 touch real-time
PCR (Bio-Rad)” cihazi kullanilarak 20 pl nihai hacimde gerceklestirildi. Her bir 6rnek icin
numaralandirilmis 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 15 pl PCR reaksiyon karigimi dagitildi. Ekstrakte
orneklerden 5 pl eklendikten sonra spin santriflij yapilarak real-time PCR cihazina yerles-
tirildi. Calismada hedef gen (RdRp) bélgesinin amplifikasyon karigiminin hazirlanmasi; 10
ul PrimeScript karisimi (DNA polimeraz, dNTP karisimi, reaksiyon tampon ¢ozeltisi, revers
transkripsiyon ve ribonukleaz inhibitor), 5 pl Oligo karisimi SARS-CoV-2 tespiti (RdRp geni-
FAM), internal kontrol (RNase P geni-HEX), 5 pl RNA ekstrakte 6rnek seklinde gerceklesti-
rildi. Calismada RdRp gen bolgesinin amplifikasyonu; 45 °C’de 15 dk (cDNA olusumu), 95
°C’de u¢ dk 6n denatiirasyon ve 50 dongu 95 °C bes sn denatiirasyon, 55 °C 35 sn primer
birlesmesi, FAM-HEX okuma seklinde gerceklestirildi. Her PCR calismasinda Uretici firma
tarafindan temin edilen ikiser adet negatif ve pozitif kontrol kullanildi.
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Kantitatif Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuclarinin
Degerlendirilmesi

Uretici firmanin énerileri dogrultusunda FAM/HEX kanallari icin ‘threshold’ seviyesi
200 RFU (relative fluorescence units) olarak ayarlandi. FAM/HEX kanallarindan elde edi-
len amplikasyon egrilerinin sekli ve cihaz tarafindan belirlenen Cq degerleri negatif ve
pozitif kontroller ile karsilastirilarak incelendi. Sigmoidal egri g6zlemlenmeyen 6rnegin
sonucu negatif olarak kabul edildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS 20.0 paket programi (IBM, Armonk, NY, ABD) kullanilarak
yapildi ve yapilan analizlerde unpaired ve paired t-test kullanildi. p< 0.05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Hedef gen analiz sonuclari incelendiginde toplamda 108 6rnegin (grup | + Il + 11I) stan-
dart yontem ile %48.1 [ortalama Cq degeri (Cq°™)= 39.5 + 6.9]'inde Cq degeri elde edilmisg
iken bu calismada MvNAT yontemi ile %11.1 (Cq°"= 38.4 + 5.2)'inde, R1-R2 kit ile %14.8
(Cq°*=35.9 £ 7.1)'inde ve HT ile %25 (Cq°"= 31.4 + 6.3)'inde Cq degeri elde edilmistir.
Grup | 6rneklerinde MvNAT ile sadece %50’sinde, R1-R2 ile %90’inda ve HT ile %100’lGnde
Cq degeri elde edilmistir. HT yontemi uygulanan 6rneklerin ortalama Cq degerinin standart
yonteme kiyasla anlamli sekilde daha dusiik oldugu analiz edilmistir (272-25.5; p= 0.016;
paired t-test). Ayni zamanda uygulanan diger iki yonteme gore HT yontemiyle anlamli
sekilde daha diistik Cq degerleri elde edilmistir (MvNAT; p=0.001, R1-R2; p= 0.02; unpai-
red t-test). Grup Il 6rneklerde (n=42) HT yontemiyle alti 6rnekte Cq degeri elde edilirken,
R1-R2 ile iki, MVNAT ile yalniz bir 6rnekte Cq degeri saptanmistir. Bu grupta HT yontemiyle
elde edilen Cq°" standart ydnteme gére anlamli derecede diistik bulunmustur (p< 0.0005;
unpaired t-test). Grup lll (n= 56)'te ise belirsiz sonuc elde edilen 6rneklerin HT ile %19.6
(11/56)'sinda Cq saptanmustir. Yine bu 6rneklerde MvNAT ve R1-R2 yontemleriyle sirasiyla
%710.7 (6/56)'sinde ve %8.9 (5/56)'unda Cq degeri elde edilmistir. TUm gruplar icin stan-
dart yonteme kiyasla hedef gen Cq degerlerinde degiskenlige bakildiginda HT yontemiyle
anlamli sekilde daha dusuk Cq degerleri elde edilirken (n= 16; p= 0.007; paired t-test),
MVNAT yontemi ve R1-R2 kitiyle anlamli sekilde daha yiiksek Cq degerleri saptanmistir
(n=6; p=0.025, n=11; p= 0.004; paired t-test). Standart yontem ile pozitif degerlendirme
sinir olarak Cg< 40 degeri kabul edildiginde, yontemlerin duyarliiklari MVNAT, %31.6;
R1-R2, %57.9; HT, %84.2 olarak, 6zgiilliikler ise her Gi¢c yontem icin de %100 olarak bu-
lunmustur’. Internal kontrol (IC) Cq degerleri standart yéntem ile kargilastinldiginda HT ve
MVNAT yontemi ile anlaml sekilde daha dustik Cq bulunurken (p< 0.0005; paired t-test),
R1-R2 kiti ile yapilan ekstraksiyon sonucunda IC Cq degerleri daha yiiksek saptanmistir
(p= 0.001; paired t-test). MVNAT yontemi ve R1-R2 kit ile yapilan ekstraksiyonlarda elde
edilen RNA miktarlar standart yonteme gore daha dustik tespit edilirken, HT yontemi ile
elde edilen RNA miktarlari Cq degerleri ile uyumlu olarak diger yontemlere gore daha yiik-
sek bulunmustur (p< 0.0005; paired t-test). Ekstraksiyon yontemlerine gore 6rnek gruplari-
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nin ortalama Cq ve niikleik asit degerlerine ait ayrintili bilgi Tablo | ve Sekil 1°de verilmistir.

Sekil 2’'de ise, g farkl yontemle klinik orneklerden elde edilen ekstraktlar ile calisilan SARS-

CoV-2 grRT-PCR grafigi sunulmustur.
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Sekil 1. Ekstraksiyon ydntemlerine gére drneklerin Cq (hedef gen/FAM-internal kontrol/HEX) dederlerinin
dagihm grafigi.

Cq: Dongti esigi, MvNAT: Modifiye vNAT, HT: Isil islem.
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Sekil 2. Her tic yéntemle de elde edilen ekstraktlar ile calisilmis bir grup drnedin SARS-CoV-2
qrRT-PCR amplifikasyon egrileri.

RFU: Relative fluorescence units, MvNAT: Modifiye vNAT, HT: Isil islem.

TARTISMA

COVID-19 pandemisinin etkileri devam ederken, olasi varyantlara bagli ya da yeni
etkenlerle olusabilecek salgin tehditlerine karsi miicadelede tani basamaginin cok 6nem-
li bir yer olusturdugu gorilmektedir. Glinimizde, COVID-19 tanisi icin duyarliligi ve
6zgilligu en yiiksek yéntem qrRT-PCR teknigi olarak kabul edilmektedir®®. Ancak bu
teknigin duyarliliyini etkileyecek pre-analitik ve analitik evreler bulunmaktadir. RNA eks-
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Farkli Nukleik Asit Ekstraksiyon Yontemlerinin SARS-CoV-2 Kantitatif Gergek Zamanl Revers
Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuclarina Etkisinin Karsilastirmali Analizi

traksiyon asamasi yontemin en 6nemli basamaklarindan biridir. Dolayisiyla ekstraksiyon
verimliligini arttirmak icin uygun yontem secimi yapilmalidir. Piyasada valide edilmis bir-
cok manuel niikleik asit ekstraksiyon kiti mevcut olmakla birlikte rutinde kullanimi daha
uygun ve standardizasyonu daha iyi olan otomatik niikleik asit ekstraksiyon sistemleri de
vardir. Ancak pandemi doneminde tecrilibe ettigimiz bir durum olarak; 6ngérilemeyen
sarf ihtiyaci ve sonucunda olusan arz problemi, laboratuvarlarin elindeki sistemleri kulla-
namaz hale getirmistir. Ayni zamanda maliyet ve sire etkinligi yontiinden bu yontemlerin
kullanimi blytik problemlere yol acabilmektedir.

Bu calismada daha once de bircok calismada kullanilmis isil islem ile pandemi done-
minde gelistirilen hizli ekstraksiyon kit ve tampon cozeltilerinin qrRT-PCR sonuclari lize-
rindeki etkinligi karsilastinlmistir' 12, Elde edilen sonuglara gére HT yénteminin kolay ve
hizl olusu, reaktif gerektirmemesi ve ucuz altyapisi SARS-CoV-2 virlisu icin ekstraksiyon
verimliligi acisindan olumlu sonuglar dogurmustur. Rutinde kullanilan vNAT yontemi ile
kiyasladigimizda standart yontemle Cg< 35 saptanan orneklerin tamaminda HT yon-
temiyle de Cq degeri elde edilmistir. Ayni zamanda bu Cq degerleri standart yonteme
kiyasla anlamli sekilde diistik bulunmustur. Bu grup érnekler icin HT yonteminin duyar-
hginin %100 oldugunu sdyleyebiliriz. Ancak HT yontemi ile standart yontemle Cg> 35
elde edilen 6rneklerin (n= 42) sadece altisinda Cq degerinin saptanmasi yalanci negatif-
lik durumunu akla getirmektedir. Bu da yontemin duyarliiginin sorgulanmasina neden
olmaktadir. Burada dikkat edilmesi gereken bir durum da Cqg> 40 saptanan 6rneklerin
yanlis pozitiflik olabilecegi gercegidir’-'3. Bu érneklerin daha konsantre niikleik asit elde
edilmesini saglayan valide yontemler ile tekrarlanmasi dogruluk payini arttirabilir.

Rutinde kullanilan vNAT tampon ¢ozeltisi 6n islem gerektirmeden yalniz vorteksleme
ile 6rnekleri PCR islemine hazir hale getirmektedir. Bunun yani sira standart yontemin
Cq°" degeri 1s1l isleme kiyasla daha yiiksek olsa da duyarliiginin daha iyi olmasi ile diger
yontemlere nazaran Ustiin durmaktadir. Isil islemde, 6rnekte bulunabilecek PCR inhi-
bisyonuna neden olan maddeleri etkisiz hale getirecek ortamin olmamasi duyarlihgini
diisiirecek 6nemli faktorlerden biridir'*'3. Nitekim bu calismada HT yontemiyle ekstrakte
edilmis iki ornegin PCR testinde IC’leri negatif olarak bulunmustur. Ayni zamanda vNAT
tampon ¢Ozeltisi icerisine alinan drnekte bulunan patojenler tampon ¢6zeltinin bir 6zelli-
gi olarak kisa bir stirede inaktive hale getirilmektedir. Bu 6zellik laboratuvar calisanlarinin
biyogivenligi acisindan olumlu bir durum olusturmaktadir.

Chu ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada'', calismamiza benzer bir yéntem
denenmis olup farkli olarak proteinaz K ilaveli isil islem yontemi de kullaniimis ve daha iyi
sonuglar alindigr belirtilmistir. Smyrlaki ve arkadaslan tarafindan ekstraksiyonsuz olarak
anilan 1s1 ile inaktivasyon isleminden sonra direkt ornekten PCR islemi gerceklestirilen
calismada'®, hem farkli transport ortamlari ve lizis soliisyonlarinin hem de farkli sicaklik-
larda inaktivasyonlarin SARS-CoV-2 RT-PCR sonuglarina etkisi arastinlmistir. Elde edilen
sonuclara gore PCR oncesi s ile inaktivasyonun optimal 95-98 °C’de ve 5-15 dk stire ile
yapilmasinin sonuclara olumlu katki saglayacag belirtilmistir. Guan ve arkadaslari'”, Che-
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lex recinesi kullanarak basitlestirilmis ve yeni bir hazirlama yontemi kullanarak isil iglem ile
RNA ekstraksiyonunu degerlendirmisler ve yalnizca i1si uygulamasina kiyasla hassasiyetin
onemli ol¢lide arttigini tespit etmislerdir. Boylece genel teshis icin is akisini kisalttigini
ve ayrica ilk olarak numune 1sitma adiminin eklenmesinin SARS-CoV-2'nin bulasiciligini
yok ederek is glivenligini arttirdigini belirtmislerdir. HT yonteminin ek maliyet ve islem
gerektirmeden kullanimini saglayacak kombinasyonlar gelistirilerek duyarliigi ve 6zguil-
GGl daha da arttirilabilir. Bunu VTM’de yapilacak modifikasyonlar ile de gerceklestirmek
muimkin olabilir. Ayrica SARS-CoV-2 PCR’nin direkt klinik 6rnekten calisiimasina elverisli
hale getirebilecek yéntemler gelistirilebilir'®. Ancak bu durumun avantaj ve dezavan-
tajlarinin daha iyi ortaya konulabilmesi icin ¢ok sayida klinik 6rnegin dahil edildigi ¢ok
merkezli calismalara ihtiyac vardir.

R1-R2 kitinin 6n islemler acisindan daha uzun siirmesi, zahmetli olmasi ve elde edi-
len sonuglar acisindan degerlendirildiginde verimliliginin diger yontemlere gore dustik
saptanmasi; bu kitin pandemi doneminde rutin kullanimini olumsuz etkilemistir. Yine
standart yontem ile elde edilen sonuclarin iyilestiriimesi amaciyla yonteme eklenen sant-
rifiij basamag ile olusturulan MvNAT yontemi hedef bolge amplifikasyonu sonuglarinin
iyilestirilmesini saglamamistir. Ancak IC sonuglarinin toplamdaki Cq°" degerinin standart
yonteme kiyasla anlamli bir sekilde distk olmasi dikkat cekicidir (Tablo I). Buradaki ce-
liskili durumun; standart yontemle calisildiktan sonra diger yontemlerde kullanilana dek
bekletme ve saklama kosullarinda dusiik viral ylke sahip 6rneklerdeki muhtemel niikleik
asit kayiplarindan kaynaklandigi diisiindilebilir'.

IC sonuglarinin ve elde edilen niikleik asit miktarlarinin HT yontemi uygulanan klinik
orneklerde daha iyi olmasi, bu yontemin nikleik asit eldesinde diger yontemlere gore
oldukga iyi oldugunu gostermektedir. Ancak inhibitér madde icerebilmesi ve kullanilan
VTM'nin standardizasyonu gibi sorunlar nedeniyle SARS-CoV-2 qrRT-PCR islemine uy-
gunlugu acisindan degerlendirmek icin ek calismalara ihtiyac vardir. Bir baska énemli
noktay qrRT-PCR icin secilen hedef gen ve IC gen bolgesinin 6zellikleri olusturmaktadir.
Isitma islemi sirasinda olusabilecek RNA parcalanmalarina kargi HT metodunda stabilitesi
yiiksek bolgelerin secimi 6nem arz etmektedir'.

Pandeminin getirdigi is yogunlugu, personel yetersizligi, altyap! ve malzeme eksiklik-
lerinden dolay bu calismaya klasik ekstraksiyon yontemlerinin dahil edilememis olmasi
karsilastirmali degerlendirmeler agisindan bir kisithhk olugturmustur.

COVID-19 salgininda oldugu gibi diinyayi cok hizli bir sekilde etkisi altina alan pande-
milerde hizli ve glvenilir tani testlerinin ne kadar 6nemli oldugu bir kez daha gorilmdis-
tur. Dinyanin herhangi bir yerinde olusabilecek bir salgina hizli bir sekilde adapte olabi-
lecek sistemler kurmak oldukgca zor olabilmektedir. Bunun yerine guvenilirligi kanitlanmis
hizli ve kolay uygulanabilir yontemler gelistirmek daha uygun olacaktir. Bu calismada
COVID-19 tanisinda kullanilan solunum yolu 6rneklerinde calisilan SARS-CoV-2 qrRT-PCR
testinin 6n asamasi olan ekstraksiyon asamasinin isil islem gibi kit veya reaktif icermeyen
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farkl yontemlerle de yapilabilecegi sonucuna varilmistir. Ancak standardizasyon ve yanlis
negatiflikler acisindan daha ileri calismalar yapilmasi gerekmektedir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma, Nigde Omer Halisdemir Universitesi Rektorliigi Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Say1: 2020/18, Tarih: 25.06.2020).
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.

KAYNAKLAR

Zhu N, Zhang D, Wang W, Li X, Yang B, Song J, et al; China Novel Coronavirus Investigating and Research
Team. A novel coronavirus from patients with pneumonia in China, 2019. N Engl ] Med 2020; 382(8): 727-
33. https://doi.org/10.1056/NEJM0a2001017

Wang D, Hu B, Hu C, Zhu F, Liu X, Zhang J, et al. Clinical characteristics of 138 hospitalized patients with
2019 novel coronavirus-infected pneumonia in Wuhan, China. JAMA 2020; 323(11): 1061-9. https://doi.
org/10.1001/jama.2020.1585

Tang YW, Schmitz JE, Persing DH, Stratton CW. Laboratory diagnosis of COVID-19: Current issues and chal-
lenges. ] Clin Microbiol 2020; 58(6): €00512-20. https://doi.org/10.1128/JCM.00512-20

Zhang Z, Bi Q, Fang S, Wei L, Wang X, He J, et al. Insight into the practical performance of RT-PCR testing
for SARS-CoV-2 using serological data: A cohort study. Lancet Microbe 2021; 2(2): e79-e87. https://doi.
0rg/10.1016/52666-5247(20)30200-7

Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Interim guidance for antigen testing for SARS-CoV-2.
Accessed from: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/resources/antigen-tests-guidelines.html
Babiker A, Myers CW, Hill CE, Guarner |. SARS-CoV-2 testing: Trials and tribulations. Am ] Clin Pathol 2020;
153 (6): 706-8. https://doi.org/10.1093/ajcp/aqaa052

Wozniak A, Cerda A, Ibarra-Henriquez C, Sebastian V, Armijo G, Lamig L, et al. A simple RNA prepara-
tion method for SARS-CoV-2 detection by RT-qPCR. Sci Rep 2020; 10(1): 16608. https://doi.org/10.1038/
541598-020-73616-w

Wang C, Liu Z, Chen Z, Huang X, Xu M, He T, et al. The establishment of reference sequence for SARS-CoV-2
and variation analysis. | Med Virol 2020; 92(6): 667-74. https://doi.org/10.1002/jmv.25762

Mercer TR, Salit M. Testing at scale during the COVID-19 pandemic. Nat Rev Genet 2021; 22(7): 415-26.
https://doi.org/10.1038/s41576-021-00360-w

. Rames E, Roiko A, Stratton H, Macdonald J. DNA heat treatment for improving qPCR analysis of human ad-

enovirus in wastewater. Food Environ Virol 2017; 9(3): 354-7. https://doi.org/10.1007/s12560-017-9294-4

. Chu AWH, Chan WM, Ip |D, Yip CCY, Chan JFW, Yuen KY, et al. Evaluation of simple nucleic acid extraction

methods for the detection of SARS-CoV-2 in nasopharyngeal and saliva specimens during global shortage of
extraction kits. | Clin Virol 2020; 129: 104519. https://doi.org/10.1016/j.jcv.2020.104519

. Fomsgaard AS, Rosenstierne MW. An alternative workflow for molecular detection of SARS-CoV-2-escape

from the NA extraction kit-shortage, Copenhagen, Denmark, March 2020. Euro Surveill 2020; 25(14):
2000398. https://doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2020.25.14.2000398

. Kriegova E, Fillerova R, Raska M, Manakova |, Dihel M, Janca O, et al. Excellent option for mass testing

during the SARS-CoV-2 pandemic: Painless self-collection and direct RT-qPCR. Virol | 2021; 18(1): 1-9.
https://doi.org/10.1186/512985-021-01567-3

. Lubke N, Senff T, Scherger S, Hauka S, Andrée M, Adams O, et al. Extraction-free SARS-CoV-2 detection by

rapid RT-qPCR universal for all primary respiratory materials. ] Clini Virol 2020; 130: 104579. https://doi.
0rg/10.1016/j.jcv.2020.104579

606 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Bozok T, Oztiirk A.

15.

16.

17.

18.

Hasan MR, Mirza F, Al-Hail H, Sundararaju S, Xaba T, Igbal M, et al. Detection of SARS-CoV-2 RNA by direct
RT-gPCR on nasopharyngeal specimens without extraction of viral RNA. PloS One 2020; 15(7): e0236564.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0236564

Smyrlaki I, Ekman M, Lentini A, de Sousa NR, Papanicolaou N, Vondracek M, et al. Massive and rapid
COVID-19 testing is feasible by extraction-free SARS-CoV-2 RT-PCR. Nat Commun 2020; 11(1): 1-12.
https://doi.org/10.1038/s41467-020-18611-5

Guan B, Frank KM, Maldonado JO, Beach M, Pelayo E, Warner BM, et al. Sensitive extraction-free
SARS-CoV-2 RNA virus detection using a novel RNA preparation method. medRxiv 2021. https://doi.
org/10.1101/2021.01.29.21250790

Wei S, Kohl E, Djandji A, Morgan S, Whittier S, Mansukhani M, et al. Direct diagnostic testing of SARS-CoV-2
without the need for prior RNA extraction. Sci Rep 2021; 11(1): 2402. https://doi.org/10.1038/5s41598-
021-81487-y

MiKROBiYOLOJi BULTENi 607




