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Personel icin Kisisel Koruyucu Ekipman (KKE)

* Cift eldiven

e Ayakkabi koruyucu galoslar

e Tek kullanimlik cerrahi onluk/ tulum
* FFP3 (N95) veya P3 (N100) maske

* Bone

* YUz siperi
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Laboratuvar hazirligi

* Ekipman ve calisma alani, %70 etanol ile her kullanim éncesi ve
sonrasl temizlenir

* Her kullanim oncesi ve sonrasi kabinler ve laboratuvar minimum 15
dakika UV’lenir

* Yuzeyler ve yerler %10’luk camasir suyu ile gtinde en az 1 kez silinir
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Hasta kabul ve ornek alimi

e Hasta kabulu, hasta danismani tarafindan kayit acilarak yapiliyor

* Her hastaya ait bir barkod olusturularak, hasta numarasi ve hasta ad-
soyadi ile COVID-19 transport tlupu etikenlendirilir

 DSO, ayaktan tedavi géren hastalarda nazofaringeal ve orofaringeal
suruntl orneklerinin birlikte alinmasini onermektedir.

e Swablar ve transport tlpleri SARS-CoV-2 tanisiicin kullanilan kit ile
saglanmaktadir

* |lk olarak, orofaringeal siiriintii 6rnegi ve ayni swab kullanilarak
nazofaringeal strintl 6rnegi alinmali ve viral tasima sollisyonuna
konulmalidir.
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Orneklerin Nakli

e Alinan numuneler 2-8°C’de saklanmalidir

e Laboratuvara gonderilecek tim 6rnekler muhtemel kirilma, sacilma veya
sizintiya karsi darbelere dayanikl ve sizdirmaz koruyucu kap icinde buz
kalibi ile tasinmalidir

* Tasima kabi, %70 alkol gibi bir dezenfektan ile her kullanimdan sonra
dezenfetke edilmelidir.

* Ornek transferinde pnématik tiip tasima sistemi (PTTS) kullanilmamahdir
* yUksek basinctan dolayi, kapaklarinin acilmasi veya gevsemesi - kontaminasyon riski

* Laboratuvara bir personel ile gonderilerek elden teslim edilmelidir.

* Hasta drnegini tasiyan kisilerin de enfeksiyondan korunma ve enfeksiyon
kontrol prosedurlerine uymasi gerekmektedir.

* potansiyel olarak enfeksiyoz oldugu distinidlmeli ve KKE kurallarina uyulmalidir
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Ornek kabulu

* Hangi durumlarda numunelerin red edilmesi gerekmektedir?
* Numune barkod uyumsuzluklari

* Transport (tasima) solisyonunun olmamasi veya son kullanim
tarihinin gecmis olmasi

* Numunenin uygunsuz kosullarda saklanmasi
e Kapagi acilmis, dokulmus, sizmis numune
* Viral tasima tlpu icerisinde swab olmamasi

* Viral tasima tupu icerisinde PCR reaksiyonunu etkileyecek dlclide kan
va da diger inhibitorlerin varlhg



I— YAKIN DOGU UNIVERSITESI®
[E)DESAM ENSTITUSE

Liziz ve RNA eldesi

* Birinci asama: numunedeki viral RNA'nin aciga cikarilmasi
* Biyogluvenlik duzey-2 sartlarina sahip laboratuvarlarda

* Sinif Il biyoguvenlik kabinler - =
e Dikkat edilmesi gerekenler: | [{rr
\ ' .
* Numuneler arasi kontaminasyon olmamasi ' ) u... ) g
o | XL
* Sik eldiven degistirilmesi o —

* Kapakli eppendorf tiplerin kullaniimasi
 MUmkun oldugunca kullanilmayan tuplerin kapaklarinin kapali tutulmasi

* Ayni anda birden fazla numunenin isleme alinmamasi
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RNA ekstraksiyonu

\ 4

Konsantre RNA

Saf RNA

f

Gercek zamanli RT-PCR




YAKIN DOGU UNIVERSITESI®

I_E DESAM ENSTITUSU

LizIZ

* Pandemi sirecinde, ticari ekstraksiyon kitlerinin teminindeki sikintilar,
ekstraksiyonun uzun stirmesi, farkli merkezlerde farkli ekstraksiyon sistemlerinin
olmasi, manuel ekstraksiyonun deneyim gerektirmesi... gibi nedenlerle hizli sonug
verebilecek liziz yontemleri gelistirildi.

* Transport tupleri: Viral nikleik asit ekstrakte edici ve koruyucu sollisyon - lizat
olusumu

* Tween-20 gibi deterjanlar, DNaz ve RNaz gibi hlicresel ntikleazlarin inaktivasyonu

* Direkt RT-PCR veya hizli RNA izolasyonu

15-20 saniye
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Liziz/ RNA konsantrasyonu

* Diagnovital MagicPrep hizli RNA izolasyon kiti

* Polimer, kiiclik molekdilleri solisyondan ayristirarak,
mikroorganizmalari ve makromolekdulleri konsantre etmektedir

* >0.5kD’dan buyuk molekuller polimerin disinda kalarak kliclk
molekullerden ayristirilacaklar

1500pL numune 200pL saflastiriimis RNA

- -

«—— Polimer

& | ‘;-.""v. |

15-20 saniye Max. 3 dk inklibasyon
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RNA ekstraksiyonu

1. Liziz: guanidinyum izotiyosiyanat, guanidinyum klorur, tween-20,

0&0»‘ sodyum dodesil stilfat (SDS), sarkosil, ire, fenol veya kloroform gibi
S Celllys=i=  kaotropik ajanlar iceren reaktifler
‘ [ A mie 1o 2. RNA'nin kolona baglanmasi: Liziz tamponu ve etanol, ntkleik
=NA inds to the . o v P

o cAlETNS asitlerin kolona baglanmasi icin uygun kosullari yaratir.

| 3. Yikama asamalari: Tuzlar, metabolitler ve ¢6ztnir makromolekuler
gibi kontaminantlar (potansiyel PCR inhibitorleri), etanol iceren

b yikama tamponu ile ortamdan uzaklastirilir.

K/

4. Eltiisyon: Saflastirilmis viral RNA, disik tuz tamponu veya su
' Slute RNA icinde elute edilebilir
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Gercek zamanli RT-PCR

* Hedef gen bolgeleri RdRp, E, N ve S

* Testlerin hepsi, oligonukleotidlerin baglanma boélgelerinde
polimorfizm tasimayan SARS-CoV-2 suslarini dogru olarak
tanimlamaktadir.

* Diagnovital HS SARS-CoV-2 RT-PCR

* SARS-CoV-2, 2 farkl bolgede spesifik gen dizisinin varligini tespit eder:
Nucleocapsid geninin N1 ve N2 bolgeleri
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RT-PCR: Master mix

* Primerler
 Problar

* Ayrica, endojen insan hedefine yonelik primer ve prob: RNaseP
(internal kontrol)
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RT-PCR

e 1. asama: Revers transtripsiyon: RNA'nin cDNA’e transkripsiyonu
e 2. asama: gercek zamanl PCR

* SARS CoV-2'ye 6zgu hedef sekanslar, floresan etiketli problarin

kullanimiyla gercek zamanli olarak izlenen amplifikasyon ile
spesifik olarak amplifiye edilir

* Yeni amplifiye edilmis DNA zincirlerine entegre edildiginde,
florofor salinir ve floresans sinyalinde bir artis gozlemlenir.

e |ki farkli hedef sekeans analiz edilmektedir: N1 ve N2 bdlgeleri

[Component

Volume (ul)

PCR Master Mix 15

RNA Isolate/PC/NTC 5
Total

20




RT-PCR siklusu
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Step Cycles Temperature Duration
Reverse Transcription 1 45°C 10 minutes
Initial Denaturation 1 95°C 2 minutes
95°C 10 seconds
Amplification 45
55°C” 30 seconds
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RT-PCR: Kontroller

* Her PCR’da test edilecek numuneler disinda:

* Internal kontrol

* RNA ekstraksiyonu, saflastirmasi ve revers transkripsiyonun dogru bir sekilde
yapildigini anlayabilmek icin internal kontrol kullanimi cok 6nemlidir

* Test, olasi PCR inhibisyonunu belirlemek, ekstraksiyon safligini 6lcmek ve PCR
calismasinin butunligint dogrulamak icin internal kontrol icerir

* Bulasici olmayan bir pozitif kontrol
* NUkleik asit icermeyen bir negatif kontrol
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Yanlis negatit sonuclar neden olabilir?

* Numunelerin uygun olmayan sekilde elde edilmesi, islenmesi ve /
veya depolanmasi

* Uygun olmayan ekstraksiyon kiti veya PCR platformunun kullanilmasi

* Viral fazin disindaki 6rneklerin analizi
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Yanlis pozitit sonuclar neden olabilir?

* Kontaminasyon

* Yuksek konsantrasyonda COVID-19 viral RNA veya pozitif kontrol
sablonu iceren drneklerin uygunsuz kullanimi

* Amplifiye (cogaltilmis) Grinin uygunsuz kullanimi
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Kontaminasyonu nasil engelleyebiliriz?

PCR gibi amEIiﬁkasyon teknolojileri, 6nceki amplifikasyon reaksiyonlarindan kazara PCR
urtnunidn eklenmesine duyarlidir.

Amplifikasyon adiminda kullanilan klinik 6rnek veya gercek zamanli reaktifler, yanhslikla
arl?pgi_lﬁkasyon trinuntn (amplikon) eklenmesiyle kontamine olursa yanlis sonuclar ortaya
cikabilir.

Ornek hazirlama, PCR éncesi test kurulumu ve PCR sonrasi amplifiye niikleik asitlerin
islenmesi icin ayri alanlar olmasi gerekmektedir.

Ornek hazirlama, 6n PCR test kurulumu ve PCR sonrasi amplifiye niikleik asitlerin
kullanimi icin ayrilmis, 6zel ekipman (o6rn. pipetler, mikrosantrifiij) ve sarf malzemeleri
(orn. mikrosantrifij tlpleri, pipet uclari) olmasi gerekmektedir.

Ornekler arasinda ve kontaminasyondan siiphelenildiginde eldivenleri degistirilmesi
gerekmektedir.

Nukleik asit kontaminasyonu riskini en aza indirmek icin ¢calisma ylzeyleri, pipetler ve
santrifjlerin temizlenmesi (etanol,% 10 agartici) gerekmektedir.

Paylasilan ekipmandan DNazlar / RNazlar ile capraz kontaminasyonu onlemek icin DNaz /
RNaz icermeyen tek kullanimlik plastik malzeme ve DNA / RNA calismasi icin ayrilmis
pipetler kullanin.

Aerosol ve sivi kontaminasyonunu onlemek icin prosediir boyunca DNase / RNase
icermeven filtre uclari kullanilmasi gerekmektedir.
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Mevcut RT-PCR Kitlerinden
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Analiz

e Data eldesi iki farkli floresans kanalindan gerceklestiriliyor:
* FAM: viral amplifikasyon

e HEX: internal kontrol

Amplification
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Analiz: Internal Kontrol

* RNA iceren tum reaksiyonlar internal kontrol icin pozitif Ct degerleri

vermelidir.

* Ct degerleri <40 dongu olmalidir.

* Internal kontroliin amplifiye edilememesi, hatal bir RNA
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ekstraksiyonunu gosterir veya RNaz kontaminasyonu nedeniyle RNA

kaybindan olabilir.
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Analiz: Pozitif Kontrol

* Pozitif kontrol icin, FAM kanalinda pozitif bir Ct gozlemlenmelidir.
* Ct degeri pozitif kontrol icin 28 <Ct <32 olmalidir.

* Ct degeri beklenen degere veya pozitif kontrolde Ct saptanamadiysa, RT-
PCR tekrarlanmalidir

* Ne yapilmali?
e Reaksiyon kurulumunu ve PCR reaktifleri kontrol edilmeli
* Cihaz ayarlari kontrol edilmeli

* Pozitif kontrollin tekrarlanan dondurma ve ¢cézme doéngdlleri kalitesinden
odun vererek gec Ct degerlerine sebep olabilir, bundan kaciniimal
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Analiz: Negatitf Kontrol

* Negatif kontroller herhangi bir test icin pozitif Ct vermemelidir.
* Eger Ct degeri saptanirsa, RNA / DNA ile kontaminasyon mevcuttur.

* EkKipman ve ¢alisma alani dekontamine edilmeli ve reaksiyonlari
tekrarlanmali
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Analiz: Pozitif Sonuclar

* Bir 6rnegin SARS-CoV-2 icin pozitif kabul edilmesi icin, FAM kanali (N1
/ N2) pozitif Ct degerleri vermelidir.

* Internal kontrol amplifiye olmazsa, 6rnek yine de pozitif olarak kabul
edilmeli ve RT-PCR tekrarlanmalidir.
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Analiz: Negatif Sonuclar
* Bir drnegin SARS-CoV-2 icin negatif kabul edilmesi icin FAM kanalinda
(N1 / N2) Ct degeri olmamalidir

* HEX kanalindaki internal control, pozitif bir Ct degeri vermelidir (<40
dong)

 HEX kanalinda, pozitif Ct degeri saptanmamasi durumunda, RNA
ekstraksiyonu ve RT-PCR islemi tekrarlanir.

* Yine Ct saptanmamasi durumunda, tekrar numune alinmasi
gerekmektedir.
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Amplification Plot Plot Settings
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Analiz: Pozitif?
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N1-N2 RNAseP | Interpretation
(FAM) (HEX)
+ - The sample is considered positive for SARS-CoV-2.
+ + The sample is considered positive for SARS-CoV-2.
i + Only the target sequence for the internal control was amplified.
The sample is considered negative for SARS-CoV-2.
- - PCR was inhibited, results are invalid.
+ - Expected result for the positive control

Expected result for the negative control




