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Giris: Dtinya tarihinin en 6nemli salgininin etkeni olan SARS-CoV-2 nedeni ile olusan COVID-19 infeksiyonu tanisinda RT-PCR tilkemizde
tanida tek gecerli metod olarak kullaniimaktadir. Bu ¢alismada bu slireg icinde laboratuvarimizda en sik kullanilan ticari kitlerden birisi

ile farkli bir firmaya ait bir tani kitinin sonuclarinin karsilastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Arastirmada, pandemi siirecinde laboratuvanimiza génderilen ve PCR pozitif ve negatif oldugunu Coronex®

COVID-19 (Ver.2.0) Multipleks RT-gPCR Diagnosis Kit (DS Bio and Nano Technology, Ankara, Turkey) ile belirledigimiz ve -20°C’de
sakladigimiz 100 nazofaringeal stiriintii drnegi (50 pozitif, 50 negatif) farkl bir ticari PCR kiti olan RealStar® SARS-CoV-2 RT-PCR Kit
1.0 (Altona Diagnostic, Hamburg, Almanya) ile calisilmistir. Orneklerin ekstraksiyonu QIAsymphony (Qiagen, Hollanda) platformunda
gerceklestirilmistir. Sonuclar Kappa analizi ve bagimli gruplarda t testi ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 50 pozitif Grnedin timii her iki testle de pozitif iken Coronex® ile negatif bulunmus olan 50 Grnegin
ikisi Real Star® kiti ile pozitif bulunmustur. iki kit arasindaki uyum yiiksektir (Kappa= 0.96). Real Star® ve Coronex® ile pozitif bulu-
nan Grneklerin ortalama Ct degerleri sirasiyla 24.1 + 4.9 ve 19.6 + 4.2 dir. Real Star® ile pozitif bulunan 52 6rnegin %51.9’unun Ct
degerleri 20’nin altindadir.

Sonug: Calismada kullanilan iki ticari kitin arasindaki uyum son derece yiiksek olarak bulunmustur. Her iki kitin de semptomu olan
hastalarda COVID-19 tanisinda giivenle kullanilabilecedi diisiintilmektedir.
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iki SARS-CoV-2 PCR Kitinin Karsilastirmasi

ABSTRACT
Comparison of Two Different Commercial SARS-CoV-2 PCR Diagnostic Kits

Sebnem SENOL AKAR', Sinem AKCALI?

! Department of Infectious Diseases and Clinical Microbiology, Manisa Celal Bayar University Faculty of Medicine, Manisa, Turkey
2 Department of Medical Microbiology, Manisa Celal Bayar University Faculty of Medicine, Manisa, Turkey

Introduction: In our country RT-PCR is the only method used to diagnose COVID-19 infection, caused by SARS-CoV-2, one of the great-
est epidemic in world history. In this study we aimed to compare two most frequently used commercial diagnostic kits.

Materials and Methods: A total of 100 samples which were referred to our laboratory were used in this study. These nucleic acid
samples were diagnosed as positive (50) or negative (50) by Coronex® COVID-19 (Ver.2.0) Multipleks RT-GPCR Diagnosis Kit (DS Bio
and Nano Technology, Ankara, Turkey) and kept at -20°C. The samples were cross checked with RealStar® SARS-CoV-2 RT-PCR Kit 1.0
(Altona Diagnostic, Hamburg, Germany). Extraction of the samples was performed by QIAsymphony (Qiagen, Hollanda). Data was
evaluated with kappa analysis and t test.

Results: All of the 50 positive samples were positive with Real Star® as well. Two of the negative samples were found positive when
studied with Real Star®. There was a high concordance between the two kits (Kappa= 0.96). Mean Ct values were found as 24.1 + 4.9
and 19.6 + 4.2 for Real Star® and Coronex®, respectively. The Ct value was found less than 20 in 51.9% of the 52 positive samples
studied with Real Star®.

Conclusion: There is a high concordance between the two commercial kits. Both kits may be used with confidence in symptomatic

patients for the diagnosis of COVID-109.
Key Words: SARS-CoV-2; RT-PCR; In vitro diagnostics

GIRIS

ki yih askin siiredir tiim diinyada en ©nemli
infeksiyon etkeni olma ozelligini koruyan SARS-
CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) tanisinda gercek zamanh revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (Real-time
reverse transcription polymerase chain reaction=
rRT-PCR) halen en gecerli y'dntemdir[l’zl. An-
cak gtinlik pratikte kullanilan ticari PCR testleri
sadece virlise ait bazi gen bolgelerinin varligim
kanitlamakta olup; bulastirmay1 saglayacak viral
viik, reinfeksiyon, uzamis pozitiflik, hastanin klinik
durumu ve hastaligin evresi gibi pek cok bilin-
mez durumun cevabim net olarak verememekte-
dir3l. Buna ragmen COVID-19 tanisinda halen
rRT-PCR altin standart yontem olup izolasyon
kararinda ve salginin ©nlenmesinde en ©nemli
gostergelerden  biridir4).

SARS-CoV-2 rRT-PCR Kkitleri temel olarak
“RNA-dependent RNA polymerase” RdRp, “he-
magglutinin-esterase” (HE), “open reading fra-
me 17 ORF1, “nucleocapsid protein targets”
N, “envelope glycoproteins spike” S, “envelope”
E, “transmembrane” M ve “helicase” Hel gibi

gen bolgelerini hedefler!!4). Diinya Saghk Orgiitii

(DSO) ile is birligi bulunan “Foundation for Inno-
vative New Diagnostics” (FIND) orgiitii, bahsedi-
len gen bolgelerine yonelik olarak primerlere ait
protokollerin performanslarinin degerlendirilmesini
ve bunlara ait calisma sonuclarinin yayinlanmasi-
n1 saglayan bir kurulustur. Bu kurulusun internet
sitesinde ticari kitler ile ilgili pek cok bilgi bu-
lunmaktadir'®!.

Testin “Ct” adi verilen “dongli esik dege-
ri” (cycle threshold) hedef genin amplifikasyonu
sonucu olusan sinyalin pozitiflik esik seviyesine
ulastigi dongti sayisim temsil eder. Ct degerinin
-ters orantii olmak kaydiyla- ornekteki viral yiikii
ifade ettigi soylenebilir; yani Ct degeri ne kadar
diisiikse ornekteki viral RNA kopya sayist o kadar
yijksektir[l’4]. Ct degerinin COVID-19’lu hastalarin
klinik seyrini ve prognozunu takip etmede fayda-
i olabilecegini destekleyen yayinlar meveutturl®,
Siddetli semptomu olan, yogun bakim vyatis1 ge-
rektiren, immiinsupresif olan veya kotii prognoz
gosteren olgularda viral yiikiin daha yiiksek oldugu
ve hastaligin siddetine bagli olarak ilk 12 gilinde
Ct degerinin diisiik oldugu bildirilmistir[6‘8].
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Pandemi doneminde yetkili laboratuvarlarda
once TC Saglik Bakanh@: tarafindan temin edilen
kitler (BioSpeedy, Bioeksen AR&GE Teknolojileri;
Diagnovital, Al Life Sciences; Coronex, DS Bio
ve Nano Teknoloji) sonrasinda da TITCK tara-
findan onaylanarak satin alinan ticari kitler kulla-
milmistir. Ulkemizde Tiirkive Ilac ve Tibbi Cihaz
Kurumu (TITCK) siirec boyunca cok sayida tarusal
iirline on izin vermis ve Kkitlerin etkinlik tayini in-
celemeleri Halk Saghgi Genel Miidiirliigii tarafin-
dan yapllmlstlr[9]. Pandemi siirecinde artan yogun-
lukla ve tecriibesi olmayan laboratuvarlarin PCR
gibi zor bir yontemi calismak sorunda kalmast ile
birlikte tanmi testlerinde ve laboratuvarlarinda kalite
giivencesinin saglanmasi zaman zaman giic olmus-
turll9). Laboratuvarlara temin edilen PCR kitleri
secilirken cogu zaman sadece TITCK izni olmasi
ve tedarik edilebilmesi vyeterli goriilmistiir. Bu
donemde pivasaya pek cok iireticiden farklh Kkitler
cikarilmistir. Laboratuvarlarda rutin - kullanimdaki
kitlerin versiyonlarinda degisimler cok sik vasan-
mis ve yogunluk nedeni ile kit performanslan ile
ilgili objektif verileri elde etmek ve soru isaretlerini
gidermek miimkiin olmamuistir.

Literatiirde diinyadan bazi rRT-PCR kitlerinin
karsilastirildigi  calismalar mevcuttur!! 1131 By ca-
lismalar farkli gen bolgelerine bakmalarina ragmen
tamsal Kkitlerin birbiriyle benzer sonuclar verdigini
gostermektedir. Literatiirde heniiz iilkemizden bu
konu ile ilgili yayinlanmis bir veriye rastlanma-
mustir. Bu calismada bu siirec icinde laboratuva-
rimizda en sik kullanilan ticari kitlerden birisi ile
farkll bir firmaya ait bir tani Kkitinin sonuclarinin
karsilastirllmast ve pandemi doneminde yaygin
kullanilan bu kitin bagimsiz olarak degerlendiril-
mesi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

Arastirmamizda pandemi siirecinde Manisa Ce-
lal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikro-
biyoloji Anabilim Dah, COVID-19 PCR laboratu-
varinda cahsilan, PCR pozitif ve negatif oldugunu
Coronex® COVID-19 (Ver.2.0) Multipleks RT-
gPCR Diagnosis Kit (DS Bio and Nano Tech-
nology, Ankara, Turkey) kiti ile belirledigimiz ve
-20°C’de sakladigimiz 100 nazofaringeal siiriintii
ornegi (50 porzitif, 50 negatif) farkl bir ticari PCR
kiti olan RealStar® SARS-CoV-2 RT-PCR Kit 1.0
(Altona Diagnostic, Hamburg, Germany) ile analiz

edilmistir. Koleksiyon icinden 50 pozitif 50 nega-
tif ©rnegin secimi rastgele yapilmustir.

Orneklerin  ekstraksiyonu QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen kit® (Qiagen, Hollanda) ile QIAsy-
mphony® platformunda {iiretici firma onerileri dog-
rultusunda gerceklestirilmistir.

Coronex®, nazofaringeal aspirat/lavaj ve bo-

Gaz siriintii vb orneklerde bulunan SARS-CoV-
2've iliskin hedef gen bolgelerine 6zgii tasarlanmis
isaretli oligoniikleotitler kullanilarak gerceklestirilen
multipleks tabanh bir nicel gercek zamanli PCR
(gPCR) kitidir. Komplementer DNA (cDNA) sente-
zi ve gPCR reaksiyonunun ayni tiipte gercekles-
tirilmesine imken taniyan Coronex-COVID-19 kiti
ile SARS-CoV-2've spesifik ‘Orflab’ ve ‘N’ genle-
ri ile insan ‘RNaseP (Ribonuclease P) genleri he-
def alinmaktadir. Internal kontrol olarak kullanilan
RNaseP geni sayesinde ornek kaynakli inhibisyon
kontrolii ve kit reaktif kontrolii gerceklestirilmek-
tedir. Uretici onerileri dogrultusunda 48°C’de 20
dakika cDNA sentezi ve 95°C’de 2 dakika ©n
denaturasyon isleminin ardindan 95°C’de 5 sa-
nive, 60°C’de 10 saniye 35 dongii cogaltma ve
okuma seklinde reaksiyon gerceklestirilmistir. Ka-
yitlardan pozitif hasta orneklerine ait Ct degerleri
kaydedilmistir.

Karsilastirma Kkiti olarak kullandigimiz RealS-
tar® kitinde SARS-CoV-2've spesifik ‘'S’ ve ‘N’
genleri hedef gen bolgesi olarak secilmistir. Ornek
kaynakh inhibisyon kontrolii ve kit reaktif kontrolii
olarak heterolog bir internal kontrol icermektedir.
Calisma iiretici ©nerilerine uygun olarak 20 pl
reaksiyon karisimi ve 10 pl ornek birlestirilerek
55°C 20 dakika revers transkripsiyon, 95°C’de 2
dakika denatiirasyon islemini takiben 15’er saniye
95°C, 55°C, 72°C’de 45 dongii olarak uygulan-
mistir. Test her ornek icin bir kez uygulanmis ve
Ct degerleri kaydedilmistir.

Her iki testte ait sonuclar SPSS Statistics
(IBM, version 22) programina kaydedilmis, Kappa
analizi ve bagimli gruplarda t testi ile degerlen-
dirilmistir.

Cahsma icin T.C. Saglik Bakanhgi'ndan 2021-
10-20T14_33 57 sayih ve XXX etik kurulundan
09/02/2022 tarih ve 2022-20.478.486/1195

sayill etik kurul onayi ahinmustir.
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Tablo 1. Her iki kitin pozitiflik ve negatifliklerinin karsilastiriimasi

Coronex®
Pozitif Negatif Toplam
Real Star® Pozitif 2 52
Negatif 48 48
Tablo 2. Coronex® ve Real Star® ile pozitif bulunan 6rneklerin Ct araliklari
Yontem
Coronex® Real Star® Toplam
Say! 11 27 38
<20
Yiizde %22.0 %51.9 %37.3
Sayi 19 16 35
20.00-24.99 .
o Yiizde %38.0 %30.8 %34.3
Say! 12 9 21
25-29.99
Yiizde %24.0 %17.3 %20.6
Sayi 8 0 8
30-34.99
Yiizde %16.0 %0.0 %7.8
BULGULAR azaltmak icin alinan ©nlemler, hastahigin zamanin-

Calismaya dahil edilen 50 pozitif rnegin tiimii
her iki testle de pozitif bulunmustur. Coronex®
kiti ile negatif bulunmus olan 50 ornegin ikisi
Real Star® kiti ile pozitif bulunmustur. Kappa
analizinde iki kit arasindaki uyum yiiksek olarak
bulunmustur (Kappa= 0.960, p= 0.5)

Real Star® ile pozitif bulunan orneklerin (n=
52) ortalama Ct degerleri 19.6 = 4.4 iken, Co-
ronex® ile (n= 50) 24.1 + 4.9 olup, iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulun-
mustur (p< 0.05). Coronex® ile negatif iken Real
Star® ile pozitif bulunan iki ornedin Ct degerleri
sirasiyla 29.03 ve 24.99'dur. Tablo 1’de her iki
testin pozitiflik ve negatiflik oranlar goriilmektedir.

Coronex® ve Real Star® kitleri ile en duistik
Ct degerleri sirasiyla 11,55 ve 13.09°dur. Real
Star® kitinde orneklerin %51.9’unun Ct degeri
20'nin altindadir. Tablo 2’de her iki kitin Ct de-
ger araliklan goriilmektedir. Coronex® kitinde ise
pozitif orneklerin Ct degerinde bu sekilde baskin
bir kiimelenme goriilmemektedir (Sekil 1).

TARTISMA

Viriisle infekte bireylerin mevcut en hassas ve
spesifik yontemle tani alarak hastaligin yayilmasini

da ve dogru tamimlanmasina baghdir. Diinyada
halen SARS-CoV-2 viriisiiniin tamsinda hizh ve
dogru yontem rRT PCR dirl?2], Cok sayida tam
testinin hizh onaylar alarak laboratuvarlara girmesi
tereddiitlere neden olsa da pek cok calisma Kkitle-
rin yeterince hassas ve giivenilir oldugunu destek-
lemektedir!12:13], Calismada biri yerli iiretim olan
ve siirecte iilkemizde sik kullanilan olmak iizere
iki ticari kitin karsilastirmasi yapilmistir. Calismada
kullamilan iki Kkitin arasindaki uyum son derece
yiiksek olarak bulunmustur.

Calismada Coronex® kiti ile negatif bulunan

orneklerden sadece ikisi Real Star® kiti ile pozitif
olarak saptanmustir. Bu ©rneklem grubumuzun sa-
dece %2’sini olusturmaktadir. Real Star® kiti beta
koronaviriis ailesinin ortak spesifik RNA’s1 olan E
genini ve SARS-CoV-2 viriisiine spesifik S genini
hedeflemektedir. Yapilan calismalar kitin duyarlili-
ginin DSO’niin 6nerdigi en diisiik saptama degeri
olan mililitrede 1250 kopya olan degerin oldukca
altinda olan 625 kopya/mL degerini saptaya-
bildigini, duyarlihginin ve ozgiilligiiniin %97 nin
tizerinde oldugunu bildirmektedir’3. FIND inter-
net sitesinde indekslenen vyedi farkli Kkitin farkh
dilisyonlarda Kkarsilastirildigi bir calismada E ve S
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Sekil 1. Coronex® ve Real Star® ile pozitif bulunan Grneklerin Ct degerleri.

genini en disiik diizeylerde saptayan kit olarak
belirtilmistir[lz]. Bu calismada Coronex Kkiti ile
negatif bulunan bu iki ornegin Real Star® kiti ile
pozitif bulunmasi, kitin oldukca yiiksek olan bu
duyarlihigr ile iliskilendirilebilir. Bu iki ©rnegin Ct
degerleri de (29.03 ve 24.99), Coronex kitinin bu
orneklerdeki viral yiikii saptamada yetersiz kalmis
olabilecegini desteklemektedir.

Coronex® ve Real Star® kitleriyle pozitif bulu-

nan orneklerin ortalama Ct degeri sirasiyla 24.1
+ 4.9 ve 19.6 = 4.2 olup, aradaki fark istatistik-
sel olarak anlamhdir (Sekil 1). Yine bu bulgu da
Real Star® kitinin duyarhiliginin ve ozgiilligiintin
%97’nin tizerinde olmast nedeniyle, daha diisiik
viral yiikleri daha erken Ct’ lerde saptayabilme
ozelligindendir. Ancak burada Coronex Kkiti ile
saptanan pozitiflik oranlar1 ve Ct ortalamalar ile
iki kit arasinda bulunan yiiksek uyum, her iki kitin
de SARS-CoV-2 tanisinda kullanilabilecegini gos-
termektedir. Nitekim, Van Kasteren ve arkadas-
lan12l da ortak betakoronaviriis ve/veya sadece
SARS-CoV-2 viriisiine spesifik ve cok farkli gen
bolgelerini hedefleyen kitleri, degisik viral yiiklerde-
ki 13 ornek ile farklh diliisyonlarda test etmis ve
tim Kkitlerin semptomatik hastalarda rutin tanida
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

DSO viriisiin  yayginh@nin az oldugu donem-
lerde veya yerlerde viriisiin iki farkli gen bolgesini

hedefleyen ya da ©nce betakoronaviriis ailesi-
nin ortak gen bolgesine spesifik RT-PCR testinin
ardindan, test sonucunun SARS-CoV-2 viriisiine
spesifik kismi veya tam genom sekanslama ile
dogrulanmasini onermektedir. Buna karsin SARS-
CoV-2'nin yaygin oldugu bolgelerde SARS-CoV-2
viriistine spesifik tek gen bolgesini hedefleyen bir
RT-PCR testini yeterli bulmaktadir!¥. Pandemi
doneminde il bazli resmi tanimlamalar yapilmadi-
gindan kaynak gosterilememekle birlikte calismanin
vapildigi hastanede de vaka sayilarimin oldukca
azaldigi veya yogunlastigi donemler olmustur. Po-
zitif veya negatif orneklerin ©zel bir doneme ozgii
olmayip bir yillik siire¢ icinde calsilan orneklerin
saklandigi koleksiyondan rastgele secilmis olmasi
ve Kkitlerin farkh gen bolgelerini hedeflemesine
ragmen sonuclarinin olduk¢ca uyumlu bulunmasi bu
ticari kitlerin hastaligin nadir veya yaygin goriildii-
gii donemlerde veya bolgelerde kullanilabilecegini
diistindiirmektedir.

Calismamizin en biyik kisithhigi her iki kitle
orneklerin es zamanl calisilamamasi ve pozitif
bulunan iki ornegin sekansla ya da duyarhh@ ve
ozgiilligii yiiksek farkli bir RT-PCR kiti ile dogru-
lamasinin yapilamamis olmasidir. Bunlara ragmen
Real Star® kitinin karsilastirildign, farkl kitler ile
vapilan calismalarda sonuclar esdeger bulunmus
ve rutin tanida giivenle kullanilabilecegi belirtilmis-
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tirl12,13,15] gy calismada Coronex® kiti ile Real

Star® arasinda fark bulunmamustir. Her iki Kkitin
de semptomu olan hastalarda COVID-19 tanisin-
da giivenle kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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