Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2021,;55(3):311-326/doi: 10.5578/mb.20219803

Gelis Tarihi (Received): 23.11.2020 * Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 07.03.2021

Tiirkiye’den Bildirilen Sars-CoV-2 izolatlarinda
RT-PCR Primer/Prob Baglanma Bélgelerindeki
Nikleotit Degisimlerinin Analizi

Analysis of Nucleotide Changes in RT-PCR Primer/Probe
Binding Regions in SARS-CoV-2 Isolates Reported from Turkey

Ayse Banu DEMIR'(1D), Alihan BULGURCU?(1D), Ozgiir APPAK3(1D), Ayca Arzu SAYINER3
" izmir Ekonomi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, izmir.
" 1zmir University of Economics Faculty of Medicine, Department of Medical Biology, Izmir, Turkey.

2 Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir.
2 Dokuz Eylul University Institute of Health Sciences, Department of Microbiology and Clinical Microbiology, Izmir, Turkey.

3 Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir.
3 Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, I1zmir, Turkey.

Makale Atifi: Demir AB, Bulgurcu A, Appak O, Sayiner AA. Tiirkiye'den bildirilen Sars-CoV-2 izolatlarinda RT-PCR primer/prob
baglanma bélgelerindeki niikleotit degisimlerinin analizi. Mikrobiyol Bul 2021;55(3):311-326.

0z

COVID-19 salginina neden olan SARS-CoV-2 virlisi, diinya genelinde 55 milyondan fazla olguya ve
1.5 milyona yakin 6lime neden olmustur. Hastaligin mikrobiyolojik tanisinda en gecerli yontem, gercek
zamanl revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (rRT-PCR) ile viral genomun varhiginin saptan-
masidir. Ancak RNA virlslerinin dogdasi geregi sikca mutasyona ugramalari, PCR gibi virlsiin genetik
materyali izerinde yapilan analizlerin duyarliligini etkileyebilmektedir. Bu calismada, COVID-19 tanisinda
kullanilan rRT-PCR panellerinin primer-prob baglanma bdlgelerindeki mutasyonlarin arastiriimasi amac-
lanmustir. Turkiye’deki COVID-19 olgularindan izole edilen ve 17 Mart-14 Eylil 2020 tarihleri arasinda,
istanbul (n= 78), Ankara (n= 58), Kars (n= 47), Bursa (n= 2), Adiyaman (n= 2), Erciyes (n= 1) ve Kocaeli
(n=1)'de bulunan merkezlerden GISAID veri tabanina yliklenen 194 adet SARS-CoV-2 tiim genom sekans
verileri incelenmistir. Niikleotit degisimlerinin belirlenmesi icin, Turkiye’deki SARS-CoV-2 sekanslari, “Gen-
Bank” sitesinde bulunan referans genom sekansi (NC_045512.1) ile karsilastirimistir. Olusturulan veri seti
MAFFT programi kullanilarak hizalanmig ve AliView programi kullanilarak, sekanslarin ayni cercevede ol-
dugu manuel olarak bicimlendirilerek kontrol edilmistir. SARS-CoV-2 rRT-PCR tanisinda kullaniimak tzere
tanimlanmis, yedi farkl enstitiye ait (US CDC, China CDC, Charite CDC, Pasteur, HKU, Thailand, NIID)
toplamda 13 adet PCR panelinin, primer-prob baglanma bdlgeleri, AliView programi ile belirlenmis ve
bu bolgelerdeki referans genoma gore degisiklik gosteren niikleotit degisimleri degerlendirilmistir. Viral
genomlardaki sekans cesitliligi, pozisyonel niikleotit sayisal hesaplayici ve entropi hesaplayici modiiller
ile belirlenmis ve her bir rRT-PCR paneli icin, primer-prob baglanma bdlgelerindeki niikleotit ve entropi
degisimleri incelenmistir. On (g farkll primer-prob kombinasyonunun analizi sonucunda, yedi primer-
prob panelinin hedef bdlgelerinde niikleotit degisimleri oldugu belirlenmistir. Primer-prob baglanma
bodlgelerinde niikleotit degisimleri bulunan viral sekanslar incelendiginde, en sik rastlanan degisimlerin,
“China CDC” N-ileri primer ve “US CDC"” N3-ileri primer baglanma bdlgelerinde oldugu gozlemlenmis-
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SARS-CoV-2 RT-PCR Panellerinin Baglanma Bolgelerinin Nikleotit Degisim Analizleri

tir. Ozellikle tani testi olarak kullanilacak kitlerin, niikleotit degisimlerinin daha az oldugu bélgelere 6zgii
tasarlanmasi 6nemlidir. Niikleotit degisimleri, PCR panellerinin cogu icin, DNA cogalmasi agisindan kritik
olmayabilir ancak testin duyarliligini etkileyebilme olasiliindan 6tiirti dikkatle izlenmesi gerekmektedir.
Tasarlanan bolgenin degisime ugrama riski fazla ise primer-prob baglanma bdélgelerinin siklikla kontrol
edilmesi ve gerektiginde giincellenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2; COVID-19; mutasyon; rRT-PCR.
ABSTRACT

The SARS-CoV-2 virus, which caused the COVID-19 epidemic, caused more than 55 million cases
and nearly 1.5 million deaths worldwide. For the microbiological diagnosis of the disease, the most valid
method is detecting the presence of the viral genome by real-time reverse transcription polymerase
chain reaction (rRT-PCR). However, due to the nature of the RNA viruses, frequent mutations may affect
the sensitivity of the analyses made on the genetic material of the virus, such as PCR. In this study, we
aimed to investigate the mutations in the primer-probe binding regions of the rRT-PCR panels used in
COVID-19 diagnosis. SARS-CoV-2 whole genome sequence data (n= 194) isolated from COVID-19 cases
in Turkey and uploaded on GISAID database from the centers in istanbul (n= 78), Ankara (n= 58), Kars
(n=47), Bursa (n= 2), Adiyaman (n= 2), Erciyes (n= 1) and Kocaeli (n= 1) between March 17-September
14, 2020 were analyzed. In order to determine the nucleotide changes, SARS-CoV-2 sequences from Tur-
key were compared to the reference genome sequence (NC_045512.1) present in “GenBank” website.
The constructed data set was aligned using the MAFFT program and was checked manually if the sequ-
ences were in the same frame by using the AliView program. Primer-probe binding sites of the thirteen
SARS-CoV-2 rRT-PCR panels from seven different institutes (US CDC, China CDC, Charite CDC, Pasteur,
HKU, Thailand, NIID) that are being used in COVID-19 diagnosis were evaluated in terms of nucleotide
changes within the corresponding regions compared to the reference genome. Sequence diversities in
the viral genomes were determined via positional nucleotide numerical calculator and entropy calculator
modules and nucleotide and entropy changes in primer-probe binding regions for each rRT-PCR panel
were examined. Among thirteen different primer-probe panels, nucleotide changes in the target regions
of the seven primer-probe panels were determined. When viral sequences with nucleotide changes in the
primer-probe binding regions were examined, the most common changes were observed in the “China
CDC” N-forward primer and “US CDC” N3-forward primer binding regions. It is important that the kits
to be used as diagnostic tests are designed specific to the regions with less nucleotide changes. Nuc-
leotide changes may not be critical for DNA amplification for most PCR panels, but should be carefully
monitored as they may affect the sensitivity of the assay. If the risk of alteration of the designed region
is high, the primer - probe binding sites should be checked frequently and updated when necessary.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; mutation; rRT-PCR.

GIRi$

Koronaviriisler; zarfl, pozitif iplikli RNA viriisleridir. insanda hafif semptomlar géstere-
rek hastalik yapan dort koronavirts tiiri HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 ve HCoV-
HKU1dir. Bunlara, 2002 yilinda ortaya ¢ikan, agir hastalik tablosuna yol acan siddetli
akut solunum sendromu koronaviriis (SARS-CoV) SARS-CoV ve 2012 yilinda ortaya cikan
“Middle East Respiratory Syndrome, (MERS)”-CoV eklenmistir'. Aralik 2019’da Cin’in
Wuhan eyaletinde ortaya ¢ikan yeni tip koronavirus, filogenetik analiz sonucu SARS-CoV
ile %82’den fazla benzer oldugu icin SARS-CoV-2 adini almistir®3. Ortaya ¢ikmasini taki-
ben toplumda hizla yayilarak tim dunyay: etkilemistir. Diinya genelinde 55 milyondan
fazla insan tani almis, bir milyondan fazla insan ise hayatini kaybetmistir. Diger koronavi-
rusler gibi SARS-CoV-2 de en az alti acik okuma cercevesine “open reading frame (ORF)”
ve bircok yardimci gene sahiptir®.
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Aktif enfeksiyonun virolojik tanisinda en gecerli yontem, viral RNA'yl saptamaya yone-
lik gercek zamanli revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (rRT-PCR)’dur’. rRT-PCR
analizinin gerceklestirilmesi icin hedef bolge olarak, virlis genomundaki RNA'ya bagimli
RNA polimeraz (RdRp), ORF1ab, helikaz (Hel), niikleokapsit (N), transmembran (M), zarf
(E), ve “spike” glikoproteinleri (S) gibi cesitli bolgeler belirlenmistir. Testin en énemli bi-
lesenleri kullanilan primer ve problar olup Diinya Saglik Orgiitii (DSO) basta olmak iizere
bircok kurum, kullanilabilecek dizileri ve PCR protokollerini tanimlamislardir®’. PCR, yiik-
sek duyarlihk ve 6zgillige sahip bir yontem olmakla birlikte 6rnegin alinmasi sirasindaki
hatalar (dogru klinik bélgeden dogru zamanlama ile alinmamasi vb.) ya da primer-prob
baglanma bolgelerindeki mutasyonlar nedeniyle yanlis negatif sonuclar ortaya cikabilmek-
tedir®’.

SARS-CoV-2'de, diger RNA virslerine kiyasla daha az olmakla birlikte, mutasyonlar
gelismektedir'®'2, Bunlardan S proteinindeki D614G degisimi, Haziran 2020 sonunda
tiim diinyada hemen hemen tiim izolatlarda goriilen en yaygin mutasyon olmustur'3.
Avrupa’da ise A222V mutasyonunda artis saptanmaktadir. Bugline dek yaklasik 197000
tim genom sekans analizi paylasilmis ve bunlarda yaklasik 23000 tek nikleotit mutasyo-
nu saptanmistir (www.gisaid.org).

Bu calismada, Tirkiye'den izole edilip sekanslanan ve sekans verisi “Global Initiative
on Sharing Avian Influenza Database (GISAID)” veri tabanina ytklenen toplam 194 adet
SARS-CoV-2 tiim genomunun, Wuhan’da izole edilip sekanslanan ilk SARS-CoV-2 geno-
mu esas alinarak incelenmesi ve Turkiye’deki SARS-CoV-2 izolatlarinin sik kullanilan rRT-
PCR primer/prob baglanma bdlgelerindeki mutasyonlarinin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, T.C. Saghk Bakanligi Saglik Hizmetleri Genel Midurliginiin onayi (Tarih:
09.12.2020) ve izmir Ekonomi Universitesi Girisimsel Olmayan Yerel Etik Kurulunun ona-
yi (Karar No: B.30.IEUSB.0.05.05-20-097 ve Tarih: 21.12.2020) ile gerceklestirildi.

Veri Setinin Olusturulmasi

Bu calismada, Tiirkiye’deki COVID-19 olgularindan izole edilen ve 17 Mart-14 Eylul
2020 tarihleri arasinda, istanbul (n= 78), Ankara (n= 58), Kars (n= 47), Bursa(n= 2),
Adiyaman (n= 2), Erciyes (n= 1) ve Kocaeli (n= 1)'de bulunan merkezlerden GISAID veri
tabanina yiiklenen 194 SARS-CoV-2 tiim genom sekans verileri incelendi'*'>. Referans
olarak Wuhan’da izole edilen SARS-CoV-2 viral genom sekansi (NC_045512.1) kullanildi.

Mutasyon Analizi

Nukleotit degisimlerinin belirlenmesi icin, Turkiye’deki SARS-CoV-2 sekanslari, “Gen-
Bank” internet sitesinde bulunan referans genom sekansi (NC_045512.1) ile karsilasti-
rildi. Olusturulan veri seti MAFFT programi kullanilarak hizalanmis ve AliView programi
kullanilarak, sekanslarin ayni cercevede oldugu manuel olarak bicimlendirilerek kontrol
edildi. Nukleotit sayilari, sekans verilerinin 5’UTR bélgesinden baslayarak belirtildi. NGk-
leotit pozisyonlari, referans sekans nikleotit pozisyonlar (NC_045512.1) ile dogrulandi.
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SARS-CoV-2 rRT-PCR tanisinda kullaniimak Gzere tanimlanmis, yedi farkli enstitiiye ait
toplamda 13 adet PCR paneli secildi (https://primerscan.ecdc.europa.eu/?assay=Overview)
ve primer-prob baglanma bolgeleri, AliView programi kullanilarak belirlendi. Bu bolgeler-
deki referans genoma gére degisiklik gosteren niikleotit degisimleri degerlendirildi. ilgili
bolgelerde en az bir niikleotit icin sekans okumasi bulunmayan 14 6rnek, okunamamanin
teknik bir durumdan kaynaklanmasi nedeni ile analiz disinda birakild.

Niikleotit Cesitliligi

SARS-CoV-2 sekansinin (n= 180) tim genomundaki sekans cesitliligi, Alignment
Explorer internet sitesindeki pozisyonel niikleotit sayisal hesaplayici [Positional nucleo-
tide numerical summary (PNNS)] ve entropi hesaplayici modiilleri (http://entropy.szu.
cz:8080/EntropyCalcWeb/) ile belirlendi. Sonrasinda her bir rRT-PCR paneli i¢in primer-
prob baglanma bdlgelerindeki niikleotit ve entropi degisimleri incelendi.

BULGULAR

SARS-CoV-2 rRT-PCR i¢in tanimlanmis ve bu calismada degerlendirilen 13 adet PCR
paneline ait sekanslarin, viral genom Uzerindeki baglanma yerleri belirlenmistir (Sekil 1).
Bu panellerin hedefledigi bolgeler arasinda zarf "envelope (E)", RNA polimeraz (RdRp),
Nsp10, Nsp14 ve nikleokapsit (N) bolgeleri bulunmaktadir. Panellerin yedi tanesi, niik-
leokapsit geninin bulundugu bolgeye 6zgu tasarlanmistir.

incelenen 180 farkli SARS-CoV-2 genomu iizerindeki primer-prob baglanma bolgeleri
analiz edildiginde, bazi panellerin baglanma bélgelerinde niikleotit degisimleri oldugu belir-
lenmis (Tablo ) ve bu 6rnekler listelenmistir (Tablo II). Ayrica 180 6rnegin pozisyonel niikle-
otit varyasyon sayilari ve primer-prob dizilerinin baglandigi bolgelerde, her bir pozisyondaki
sekans varyasyon miktarini 6zetleyen entropi degisimleri hesaplanmis ve rRT-PCR panelleri-
ne gore degerlendirilmistir. Yedi farkli panelde hedef olarak kullanilan 11 bélgenin niikleotit
degisimi bulunan pozisyonlardaki entropi degisimleri (H(i)) Sekil 2'de gosterilmistir.

Primer-prob baglanma bdlgelerinde niikleotit degisimleri bulunan viral sekanslar in-
celendiginde, en sik “China CDC” N-ileri primer ve “US CDC"” N3-ileri primer baglan-
ma bolgelerinde degisimler bulundugu, mutasyonlu sekans sayisinin sirasiyla 89/180
(%49.4) ve 24/180 (%13.3) oldugu belirlenmistir (Tablo |, Tablo II). Baglanma bdlge-
lerinde mutasyonu olan sekanslarin veri tabanina yiiklenme zamanlari incelendiginde
degisimlerin, zaman ile dogrudan iliskili olmadigi gorilmustir (Sekil 3, Sekil 4).

TARTISMA

COVID-19 salginina neden olan SARS-CoV-2 virlisii, 10 ay gibi bir siirede, diinya
genelinde 43.5 milyona yakin olguya ve 1.5 milyona yakin 6lime sebebiyet vermistir.
Enfeksiyonun yayilmasini 6nlemede, aktif hastaligi olan olgularin dogru tespit edilme-
si onemlidir; bu da ancak duyarli ve gtivenilir tani testleri ile mimkiin olabilmektedir.
RNA viristi salginlarinda viris siklikla viral RNA'nin rRT-PCR yontemi ile belirlenmekte-
dir'®. SARS-CoV-2'ye yonelik PCR temelli testler, semptomatik hastalarin tanisinda ve
asemptomatik kisilerin taranmasinda kullanilmaktadir'®. rRT-PCR tani kitleri, salginin bas-
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Enstitii ilgili Bolge Niikleotit pozisyonu
Charite E 26269-29357
Charite RdRp 15431-15494
HKU N 29145-29196
HKU Nspl4 18778-18872
China CDC N 28881-28979
China CDC Nspl0 13342-13460
US CDC (N1) N 28287-28358
US CDC (N2) N 29164-29230
US CDC (N3) N 28681-28752
Pasteur (IP2) RdRp 12690-12797
Pasteur (IP4) RdRp 14080-14367
Thailand NIH N 28320-28356
NIID N 29125-29241

Sekil 1. COVID-19 rRT-PCR panellerindeki primer-prob dizilerinin SARS-CoV-2 genomundaki baglanma bélge-
leri (Kaynak: https://primerscan.ecdc.europa.eu/?assay=0verview) (©Biorender 2020 programi ile cizilmistir.).

langicinda Wuhan'da izole edilen virtslerin tim genom sekanslarinin belirlenmesinden
sonra olusturulan referans genoma (NC_045512) gére tasarlanmustir'”. Tasarlanan tani
kitlerinin performanslarinin da, mutasyona ugrayan viral suslar nedeniyle farkli oldugu
goriilmistiir'®'. Mutasyonlar sonucu bazi testlerde duyarliigin diisiik olmasi ve yanlis-
negatif sonug alinmasi mimkdndr.

Bu calismada, Turkiye’den izole edilen viral genom (n= 194) lizerinde, COVID-19 tani-
sinda kullanilan 13 farkli rRT-PCR panelinin primer-prob baglanma bdlgelerindeki niikleotit
degisimleri arastinlmistir. Analiz edilen 6rneklerden, ilgili bolgelerde sekans okumasi bu-
lunmayan 14 ornek, ileri analizlerden dislanmis ve 180 6rnegin detayli mutasyon ve ent-
ropi analizleri gerceklestirilmistir. Yedi farkli panele ait primer-prob baglanma boélgelerinde
nikleotit degisimi oldugu saptanmistir. Bu niikleotit degisimleri, primer-prob baglanma
bolgelerinde yanlis eslesmelere neden olmaktadir. Yanls eslesmelerin etkileri ise pozisyon-
larina, sayilarina ve primerlerin uzunluguna gére farkliik gosterebilmektedir'®2°. Ornegin,
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Tablo I. incelenen PCR Panelleri ve Primer/Prob Baglanma Bélgelerinde Saptanan Niikleotit Degisimleri

Baglanma

bolgesindeki Analiz edilen gruptaki
Enstiti Primer/Prob niikleotit degisimi sikhigi
Us CDC N1-ileri Primer 28.290 (C—A) 4/180
N2-ileri Primer 29.171 (C—T) 2/180
N3-ileri Primer 28.688 (T—C) 24/180
N3-ileri Primer 28.690 (G—T) 1/180
N1-Prob 28.311 (C-T) 1/180
N2-Prob 29.197 (C-T) 1/180
China CDC N-ileri Primer 28.881 (GGG—AAC) 89/180
Charite CDC E-Prob 26.340 (C—T) 1/180
Pasteur RdRp IP2 RdRp IP2 12759 Geri Primer 12.781 (C-T) 2/180
RdRp P2 12669 ileri Primer 12.695 (C—T) 1/180
Pasteur RdRp IP4 RdRp IP4 14084 Prob 14.120 (C—=T) 1/180
RdRp IP4 14084 Prob 14.122 (G—T) 1/180
RdRp 1P4 14146 Geri Primer 14178 (C-T) 2/180

3’ ucuna yakin olan yanhs eslesmeler, PCR cogalmasini dnemli derecede etkilerken, orta
kisimlardaki yanlig eslesmelerin reaksiyon performansini orta ya da az derecede etkiledigi
ya da etkisinin olmadidi bilinmektedir?'23, Primerlerin yani sira prob bélgesindeki yanlis es-
lesmeler de 6nemlidir ¢linki bunlar, prob baglanmasini engelleyerek floresan isimayi boza-
bilmekte, primerler viral bblgeyi cogaltsa bile yanlis-negatif sonuca yol acabilmektedir?*23.

DNA polimerazlar, niikleotitleri zincirin 3’-OH ucuna eklemektedir. Bu nedenle 3’
ucundaki yanls eslesmeler, DNA polimerazin islevini daha cok etkileyebilmektedir. Or-
negin; bir primerin 3’ ucuna dogru olan ikinci yarisindaki yanhs eslesmelerin, belirle-
nen gen kopya sayisini 1000 kata kadar azaltabilecegi gosterilmistir?®. PCR verimliligi ve
dogrulugu; primerlerin baglanma derecesine, ikincil yapilarin varligina ve primerler ile
hedeflenen DNA arasindaki uyuma baglidir. Hedef DNA ve primerler arasindaki yanlis
eslesme, DNA dupleks stabilitesini etkileyerek DNA'nin cogalmasini engelleyebilir. Ya-
pilan bazi calismalar, C-C, A-A, G-A yanlis eslesmelerinin reaksiyonu en fazla engelleyen
eslesmeler oldugunu; G-T, C-A yanlis eslesmelerinin ise reaksiyon tizerindeki etkilerinin az
oldugunu géstermistir?’-2”. SARS-CoV-2 genomuna bakildiginda, C > T niikleotit degisi-
mi genomda en sik gériilen niikleotit degisimidir''. Bu degisimi sirasiyla A > G (%13.9),
G>T(%11.1) ve G > A (%10.17) degisimleri izlemektedir. Analiz edilen viral sekanslar-
daki primer-prob baglanma bolgelerindeki degisimlere baktigimizda, Charite E-prob, US
CDC N2 ileri primer ve probu, US CDC N3 ileri primeri, Pasteur IP2 ileri ve geri primerleri
ile Pasteur IP4 prob ve geri primerindeki nikleotit degisimleri, genel olarak T-G, T-C,
C-A, C-T yanlig eslesmelerine neden olmaktadir. Bu eslesmeler, reaksiyona az etki eden
degisimler arasindadir. Ancak yanlis eslesmelerin pozisyonlarina bakildiginda bir kisminin
primer/probun 3’ ucuna yakin oldugu gériilmektedir. Ornegin, Pasteur IP4 probundaki
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Tablo Il. Tiirkiye'den izole Edilen 180 SARS-CoV-2 Viral Sekansin, Primer/Prob Baglanma Bélgelerindeki
Niikleotit Degisim Durumlar

Primer/prob baglanma

bolgesinde niikleotit Viral izolatin ilgili pozisyonda
degisikligi iceren GISAID sitesine etkilenen
Enstitii Primer/Prob Adi  6rneklerin GISAID kodu yiiklenme tarihi niikleotitler
1 niikleotit
degisimi
Charite E Prob EPI_ISL_429865 2020-03-18 (nt.26340 (C>T))
China CDC N-ileri primer EPI_ISL_429864 2020-03-22
EPI_ISL_429870 2020-03-22
EPI_ISL_437305 2020-03-27
EPI_ISL_437311 2020-03-27
EPI_ISL_437313 2020-03-27
EPI_ISL_437308 2020-03-25
EPI_ISL_429873 2020-03-23
EPI_ISL_437333 2020-03-25
EPI_ISL_495435 2020-05-05
EPI_ISL_428368 2020-04-16
EPI_ISL_480230 2020-04-13
EPI_ISL_480236 2020-04-22
EPI_ISL_480248 2020-04-26
EPI_ISL_480262 2020-05-01
EPI_ISL_480272 2020-05-07
EPI_ISL_480253 2020-05-01 5" ucundailk 3
EPI_ISL_480279 2020-05-07 N”k('f“t’.tz'%fisegf'm'
EPI_ISL_480281 2020-05-05 (GGG > AAQ))
EPI_ISL_480269 2020-05-04
EPI_ISL_480282 2020-05-09
EPI_ISL_480229 2020-04-13
EPI_ISL_480243 2020-04-23
EPI_ISL_480244 2020-04-23
EPI_ISL_480268 2020-04-05
EPI_ISL_480259 2020-05-03
EPI_ISL_480266 2020-05-04
EPI_ISL_480290 2020-05-09
EPI_ISL_480249 2020-04-30
EPI_ISL_480264 2020-04-20
EPI_ISL_480285 2020-05-09
EPI_ISL_480261 2020-05-03
EPI_ISL_480242 2020-04-29
EPI_ISL_480250 2020-05-02
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Tablo Il. Tiirkiye'den izole Edilen 180 SARS-CoV-2 Viral Sekansin, Primer/Prob Baglanma Bélgelerindeki
Ntikleotit Degisim Durumlari (devami)

Primer/prob baglanma

bolgesinde niikleotit Viral izolatin ilgili pozisyonda
degisikligi iceren GISAID sitesine etkilenen
Enstitu Primer/Prob Adi 6rneklerin GISAID kodu yiiklenme tarihi niikleotitler
EPI_ISL_480232 2020-04-17
EPI_ISL_480233 2020-04-17
EPI_ISL_480238 2020-04-22
EPI_ISL_480258 2020-05-03
EPI_ISL_480287 2020-05-09
EPI_ISL_480288 2020-05-09
EPI_ISL_480260 2020-05-04
EPI_ISL_480292 2020-05-10
EPI_ISL_480283 2020-05-08
EPI_ISL_460617 2020-04-16
EPI_ISL_468066 2020-04-16
EPI_ISL_460619 2020-04-16
EPI_ISL_460618 2020-04-15
EPI_ISL_480267 2020-05-04
EPI_ISL_480273 2020-05-05
EPI_ISL_480275 2020-05-07
EPI_ISL_480270 2020-05-06 ?’ ucu_nda |ka .3 .
EPI_ISL_480286 2020-05-10 N“k('ﬁitz'gf'gegf'm'
EPI_ISL_495432 2020-04-27 (GGG > AAQ))
EPI_ISL_510534 2020-06-24
EPI_ISL_495411 2020-05-19
EPI_ISL_495416 2020_05-22
EPI_ISL_495418 2020-05-16
EPI_ISL_495422 2020_05-21
EPI_ISL_495444 2020-05-20
EPI_ISL_495450 2020-05-24
EPI_ISL_495420 2020-05-17
EPI_ISL_495425 2020-05-27
EPI_ISL_495452 2020-05-17
EPI_ISL_495453 2020-05-23
EPI_ISL_495433 2020-06-06
EPI_ISL_495438 2020-05-28
EPI_ISL_495421 2020-06-06
EPI_ISL_495412 2020-05-20
EPI_ISL_495447 2020-05-20
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Tablo 1. Tiirkiye'den izole Edilen 180 SARS-CoV-2 Viral Sekansin, Primer/Prob Baglanma Bélgelerindeki

Ntikleotit Degisim Durumlari (devami)

Primer/prob baglanma
bolgesinde niikleotit

Viral izolatin

ilgili pozisyonda

degisikligi iceren GISAID sitesine etkilenen
Enstiti Primer/Prob Adi 6rneklerin GISAID kodu yiiklenme tarihi niikleotitler
EPI_ISL_495424 2020-05-21
EPI_ISL_495454 2020-05-17
EPI_ISL_495431 2020-05-25
EPI_ISL_495415 2020-05-28
EPI_ISL_495436 2020-06-03
EPI_ISL_495446 2020-05-21
EPI_ISL_495449 2020-05-26
EPI_ISL_495414 2020-05-22
EPI_ISL_495441 2020-04-28 5" ucunda ilk 3
Nikleotit degisimi
EPI_ISL_495423 2020-05-08 (nt.28.881
EPI_ISL_480240 2020-04-22 (GGG > AAQ))
EPI_ISL_480284 2020-05-09
EPI_ISL_491476 2020-03-17
EPI_ISL_500716 2020-03-17
EPI_ISL_510533 2020-06-24
EPI_ISL_495456 2020-05-26
EPI_ISL_480265 2020-05-04
EPI_ISL_509416 2020-04-22
EPI_ISL_435057 2020-04-09
5" ucunda ilk 3
Nikleotit degisimi
(nt.28.881
(GGG > AAQ)) +
Nikleotit degisimi
EPI_ISL_480263 2020-0503 (nt.28.895 (G>T))
Us CDC 2019-nCoV_NT1-F EPI_ISL_480259 2020-05-03 Nikeotit degisimi
(nt.28.2902
EPI_ISL_480266 2020-05-04
C>A)
EPI_ISL_480290 2020-05-09
EPI_ISL_480284 2020-05-09
2019-nCoV_ Nikeotit degisimi
Us CDC N1-Prob EPI_ISL_455719 2020-04-09 (nt. 28311 C>T)
Us CDC 2019-nCoV_N2-F EPI_ISL_495441 2020-04-28 Nikeotit degisimi
2019-nCoV (nt. 29.171 C>T)
UsS CDC N2-P EPI_ISL_495423 2020-05-08
Niikeotit degisimi
Us €DC 2019-nCoV_N3-F EPI_ISL_480261 2020-05-03 (nt. 29.197 C>T)
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Tablo Il. Tiirkiye'den izole Edilen 180 SARS-CoV-2 Viral Sekansin, Primer/Prob Baglanma Bélgelerindeki
Ntikleotit Degisim Durumlari (devami)

Primer/prob baglanma

bolgesinde niikleotit

Viral izolatin

ilgili pozisyonda

degisikligi iceren GISAID sitesine etkilenen
Enstitu Primer/Prob Adi 6rneklerin GISAID kodu yiiklenme tarihi niikleotitler
Us CDC 2019-nCoV_N3-F EPI_ISL_428713 2020-03-18
EPI_ISL_428722 2020-03-22
EPI_ISL_429872 2020-03-25
EPI_ISL_429868 2020-03-17
EPI_ISL_429865 2020-03-18
EPI_ISL_437306 2020-03-27
EPI_ISL_437412 2020-03-25
EPI_ISL_437314 2020-03-26
EPI_ISL_437318 2020-03-19
EPI_ISL_437307 2020-03-25
EPI_ISL_437319 2020-03-19
EPI_ISL_437320 2020-03-19 Niikeotit degisimi
EPI_ISL_437321 2020-03-19  (nt. 28.688 T>C)
EPI_ISL_437327 2020-03-19
EPI_ISL_437325 2020-03-19
EPI_ISL_437334 2020-03-24
EPI_ISL_437322 2020-03-19
EPI_ISL_437323 2020-03-19
EPI_ISL_437324 2020-03-19
EPI_ISL_480276 2020-05-05
EPI_ISL_424366 2020-03-17
EPI_ISL_480246 2020-04-26
EPI_ISL_480256 2020-05-03
EPI_ISL_417413 2020-03-17
Nikleotit degisimi
EPI_ISL_495451 2020-05-25 (nt.28.690 G > T)
Pasteur nCoV_IP2- Niikleotit degisimi
RdRp 1P2 12669Fw EPI_ISL_437331 2020-03-25 (nt.12.695 C>T)
nCoV_IP2- EPIISL_480255 2020-05-02  \ijkieotit degisimi
12759Rv EPI_ISL_480278 2020-05-07 (nt.12.781 C>T)
nCoV_IP4- Nukleotit degisimi
14084Probe EPI_ISL_428718 2020-03-19 (nt.14.122G>T)
Pasteur nCoV_IP4- Nukleotit degisimi
RdRp 1P4 14084Probe EPI_ISL_480245 2020-04-26 (nt.14.120C>T)
nCoV_IP4- EPI_ISL_428715 2020-03-18  \jiikleotit degisimi
14146Rv EPI_ISL_428721 2020-03-21 (nt.14.178 C>T)

Sadece incelenen primer-prob baglanma bélgelerinde degisiklik iceren 6rnekler listelenmistir.
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Sekil 2. Primer-prob baglanma bélgelerindeki niikleotit degisimlerinin pozisyonel entropi (H(i)) degerleri.
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50
40 -~ China CDC N ileri Primeri
5 US CDC
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—— nCoV_IP4-14146 Geri
Primeri, 14084 Prob

Sekil 3. Analiz edilen viral sekans icerisinde (n= 180), farkl primer-prob panellerinin baglanma bélgelerinde
mutasyon tasiyan érnek sayilarinin zaman icindeki degisimi.

US CDC N ileri Primerleri ve Problari China CDC N lleri Primeri
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Sekil 4. Analiz edilen viral sekans icerisinde (n= 180), A. US CDC B. China CDC C. Charite CDC D. Pasteur
RdRp IP2 E. Pasteur RdRp IP4 Enstitiileri tarafindan (retilen primer-prob baglanma bélgelerinde olusan mutas-
yonlari barindiran 6rnek sayilarinin zaman icerisindeki degisimi.
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iki yanls eslesme, 3’ ucundan sirasiyla 2 ve 4 baz uzakliktadir. Dolayisiyla reaksiyonu
etkilemesi acisindan degerlendirilmelidir. incelenen 180 6rnekten sadece bir tanesi bu
baglanma bolgesinde mutasyon gostermektedir.

China CDC N-ileri primerine bakildiginda, primerin 5’ ucuna yakin olan baglanma
bolgesinde arka arkaya bulunan t¢ nikleotit degisimi, Gic yanlig eslesmeye neden olmak-
tadir. Bunlardan ilk ikisi A-C yanlis eslesmesi iken, tGgtinclsu C-C yanhs eslesmesidir. C-C
yanls eslesmesi, PCR verimliliginde ciddi etkisi olan degisimler arasindadir. 3" ucuna yakin
olmamasi nedeniyle, bu degisimin etkisinin daha az olabilecegi de olasiliklar arasindadir
ancak coklu yanlig eslesmelerin reaksiyon hassasiyetini ve verimliligini distrdigi de goz
oniinde bulundurulmalidir. Yiiz seksen 6rnegin 89 tanesi bu bolgedeki tgli degisimi ba-
rindirmaktadir. China CDC N paneli, SARS-CoV-2 tanisinda en sik kullanilan primer-prob
panellerindendir. Bu panelin baglanma bdlgesindeki mutasyonlar, salginin erken donem-
lerinde ortaya ¢cikmustir. Kitlerde gerekli degisiklikler yapilmadan 6nce 6zellikle Cin’de kul-
lanilan bazi tani kitlerindeki disiik verimliligin nedenlerinden biri bu olabilir'®. US CDC
N1 ileri primerinde bulunan A-G yanlis eslesmesi de yine PCR Uizerinde ciddi etkisi olan
degisimlerdendir. Bu yanlis eslesme incelenen 180 6rnegin 4 tanesinde saptanmistir.

Turkiye'de Saglk Bakanligi tarafindan satin alinarak yetkili laboratuvarlara dagitilan (g
farkli Greticinin ticari SARS-CoV-2 rRT-PCR kiti bulunmaktadir (BioSpeedy, Bioeksen AR&GE
Teknolojileri, Diagnovital, RTA Laboratuvarlari, Coronex, DS Bio ve Nano Teknoloji). Bu kit-
lerin kitapciklar incelendiginde her tglinde de hedef bolgenin viral ORF1ab ve N geni oldu-
gu gorulmektedir ancak primer-prob dizileri verilmemistir. Bu calismada incelenen rRT-PCR
panellerinin de cogu N (niikleokapsit) bolgesine 6zgi tasarlanmistir. N genini hedef alan
primer-prob bolgelerindeki yanlis eslesmelerin diger gen bolgelere gore daha sik oldugu
gorllmdustur. Genel olarak bakildiginda saptanan niikleotit degisimlerinin PCR panellerinin
cogu icin, performans acisindan kritik etkisi olmayabilecegi diisiiniilmektedir'®. Yine de tes-
tin duyarliigini etkileyebilecegi g6z 6niinde bulundurulmalidir. ideal olarak, tani testlerinde
viral genoma baglanma bdlgelerinde yanlis eslesmelerin olmamasi istenir. Yanls eslesmele-
rin pozisyonuna ve tiriine bagl olarak sonuglari farkl olmakla birlikte rRT-PCR performansini
etkilerler?®, Yanlis eslesmelerin varligi, PCR deneylerinde saptanan gen kopya sayisinin daha
diisiik olmasi nedeniyle bir yanllik da olusturabilir. Ozellikle tani testi olarak kullanilacak kit-
lerin, nukleotit degisimlerinin daha az oldugu bélgelere 6zgu tasarlanmasi, testin duyarlilig,
0zgulligu ve kesinligi acisindan 6nemlidir. Tasarlanan bolgenin degisime ugrama riski fazla
ise primer-prob baglanma bolgelerinin siklikla kontrol edilmesi ve gerektiginde giincellen-
mesi gerekmektedir. Ayrica testlerin duyarlilik ve dogrulugunun gercek izolatlarla dizenli
olarak kontrol edilmesi, olasi yanls negatif sonuclarin 6nlenmesi acisindan 6nemlidir.

TESEKKUR

Numunelerin elde edilmesinden sorumlu kaynak laboratuvarlarin ve genom verilerinin
olusturuldugu ve bu arastirmanin dayandirilip GISAID aracihgiyla paylasildigi génderici
laboratuvarlarinin asagida adi gecen yazarlarina tesekkir ederiz. Veri génderen tim Kkisi-
lerle www.gisaid.org araciligiyla dogrudan iletisime gegilebilir.
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