TUSEB DiaKit Multiplex-RSV
SARS-CoV-2/influenza A&B/RSV
RT-qPCR Tani Kiti Kullanim

C€ VD

Kilavuzu

1. Kitin Kullanim Amaci ve Test Prensibi

TUSEB DiaKit Multiplex-RSV ~ SARS-CoV-2/Influenza
A&B/RSV RT-qPCR Tam Kiti, SARS-CoV-2, Inluenza A,
Influenza B, Respiratuvar Sinsitiyal Viriis A/B etkenlerin klinik
orneklerde hizli ve dogru tanis1 amaciyla kullanilmaktadir. Kit,
nazofaringeal siiriintii, orofaringeal siirlintli, bronkoalveolar
lavaj, nazofaringeal aspirat ve balgam numunelerinden elde
edilen niikleik asit izolatlarina uygulanmaktadir. Kit ile hizl
tani, hedef etkene o6zgii genomik RNA ve DNA bdlgelerini
hedefleyentek adimli ters transkripsiyon (RT) ve ger¢cek zamanli
PCR (qPCR) (qRT-PCR) ile gergeklestirilmektedir. Kit ile tani
45 dakikadan kisa bir siirede* gerceklestirilebilmektedir. *Bio-
Rad CFX96 Touch ile “TUSEB DiaKit Multiplex-RSV SARS-
CoV-2/Influenza A&B/RSV RT-qPCR Tam Kiti” “TUSEB
DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii (SBTVNAT2022-100)”
ile valide edilmistir. Kit, saglik hizmeti sunucular1 tarafindan
hastalik sliphesi olan bireylerden alinan nazofaringeal siiriintii,
orofaringeal siiriintii, bronkoalveolar lavaj, nazofaringeal aspirat
ve balgam 6rneklerine uygulanir.

2. Raf Omrii

12 ay; kutunun {izerindeki son kullanma tarihine bakiniz.
Depolama sicakliginda saklanan her bir reaktif, tiip {lizerinde
belirtilen son kullanma tarihine kadar kullanilabilir. Kitin son
kullanma tarihi reaktiflerin son kullanma tarihine gore
belirlenmektedir.

5.  Kitin Icerigi

w

Uyarilar

1. Kiti niikleik asit kaynaklarindan ve qPCR amplikonlarindan
uzakta saklaymiz.
2. Kit bilesenlerini farkli lot numaralartyla veya ayni adi

tastyan ancak farkli ireticilere ait kimyasallarla
karistirmayimiz.

3. Ana stok reaktiflerini PCR kurulumu sirasinda soguk blokta
tutunuz.

4. Miimkiinse, PCR'yi soguk blokta kurunuz.

5. Kullanmadan 6nce kit bilesenlerini yavasca karistirniz.

6. qPCR karisimlarini ve template niikleik asitleri pipetlemek
i¢in ayr1 mikropipetler kullaniniz.

7. Swvi transferleri disinda template niikleik asit ve pozitif
kontroltiiplerini her zaman kapali tutunuz.

8. Testin yapildig1 oda, tezgdh ve  cihazlarin silinebilir
yiizeylerini %10 NaClO ile diizenli olarak temizleyiniz.

9. qPCR’1 tamamlanmis reaksiyon tiiplerini laboratuvarda
agmadan uzaklastiriniz.

4. Saklama Kosullar

Kit, saklama sicakligi (-15°C ile -25 °C arasinda) korundugu
stirece, ambalaj ilizerinde yazili olan son kullanma tarihine kadar
stabil kalabilmektedir.

Saklama Sicakhigi: -20 °C; Transfer Kosullari: 2-8 °C
. Birim
icerik/Kullanim Amaci Kanal Icerik Miktar .(10 ML Reaksiyon
Reaksiyon) Tiiketim
DNA polimeraz, dNTP miks, reaksiyon| 6 x 1670 uL (1000)
tamponu, ters - 2X Master Mix 10 uL
transkriptaz ve riboniikleaz inhibitorii 4x 1250 pL (500)
SARS CoV-2 FAM
IC; Internal Kontrol, (Insan RNase P geni) HEX 4 x 1250 uL (1000)
Respiratuvar Sinsitiyal Virlis A/B Primer Mix 5ulL
2 x 1250 pL (500)
Influenza A&B Cy5s
Tablol. Kit igerigi
Saklama Sicakhigi: 2-8 °C; Transfer Sicakhgr: 2-8 °C
Bilesenler donmussa -20 °C'de saklaymiz. 1k ¢6zdiirmeden sonra 2-8 °C'de saklayiniz.
Negatif Kontrol (Niikleaz Igermeyen Su)
Kontaminasyon kontrolii amaciyla, her isletimde test ediniz. NTC 1x 1000 ul ShL
Pozitif Kontrol: Hedef gen bdlgelerini iceren plazmit
Reaktif stabilite kontrolii amaciyla, her isletimde test ediniz. PC X500 uL SuL

Tablo 2. Kit icerigi-Kontroller

SBT Saglik Bilim ve Teknolojileri A.S.

Universiteler Mahallesi Sehit Mehmet Bayraktar Caddesi No:3 Cankaya/Ankara
Web: www.sbtas.com.tr

E-posta: info@sbtas.com.tr

Telefon: 0312 920 11 06

Son giincelleme: 27.06.2024
1/4


http://www.sbtas.com.tr/
mailto:info@sbtas.com.tr

TUSEB DiaKit Multiplex-RSV
SARS-CoV-2/influenza A&B/RSV
RT-qPCR Tani Kiti Kullanim
Kilavuzu

C€ VD

6. Kullanical tarafindan saglanacak olan cihazve ekipmanlar
Kullanicr tarafindan saglanacak olan cihazve ekipmanlar
1. Real-Time PCR Cihazi: 4 kanalli, Ramp rate >3 °C/sec. 5. PCR kurulumu i¢in UV kabini
2. 1-10 pL mikropipet ve uyumlu pipet ucu (DNaz ve Rnaz igermeyen) 6. Soguk Tiip stand1 (mikrosantrifiij tiipleri ve PCR
3. Spin Santrifiij: min.3000 rpm (8’li strip ve 2 mL mikrosantrifiij tiip/stripleri i¢in)
tiipi ile uyumlu) 7. Tek kullanimlik, pudrasiz, nitril eldiven.
4. Vorteks

Tablo 3. Kullanic: tarafindan saglanacak olan cihaz ve ekipmanlar

7. Valide qPCR Cihazlan
TUSEB DiaKit Multiplex-RSV SARS-CoV-2/influenza A&B/RSV RT-qPCR Tami Kiti Tablo 4’te verilen cihazlar ile valide edilmistir.

CFX96 Touch*

Rotor-Gene® Q

MIC-4 gPCR

QuantStudio

Kat#: 1845098; CFX
Kalifikasyon plate ve filmi
(96 kuyu)

Kat#: BS2001 Ultra optik yar1

Qiagen Strip Tiipli ve Kapagi

Kat#: 981103;

Kat#: 71-107C; BMSMIC
qPCR Tiipii ve Kapag: 0.1mL

Kat#: AB-2800/W;ABgene96
beyaz plate

Kat#: AB-1170 ABsoluteqPCR

qPCR plateve filmi (96 kuyu) 0.1 mL (4 kuyu) (4kuyu) seal
Kat#: TLS0851; Beyaz Strip Kat#: AB-1502/W; beyaz PCR
(8 kuyu) tiip

*Bio-Rad CFX96 qPCR cihaziyla yalnizca beyaz plate/beyazstrip kullanin!
Tablo 4. Valide gPCR cihazina ézgii plastik sarf malzemeleri

8. Niikleik Asit Ekstraktlarinin Toplanmasi, Saklanmasi ve Transferi

Swab ornekleri Dacron veya Polyester swablar kullanilarak toplanmalidir. Diger ornek tiirleri steril kaplarda aktarilmalidir. Tagima
asamasinda, Viral Tasima Ortamu (VTM) (Viral tasima ortaminin hazirlanmasi, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, SOP #: DSR-052-
01) veya TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii (SBTVNAT2022-100) kullanilmalidir. Ornekler laboratuvara gelene kadar 2-
8 °C'de saklanmal1 ve taginmalidir. Swab 6rnekleri 5 giin i¢inde, diger drnek tiirleri 2 giin i¢inde aktarilmalidir. Sevkiyatta bir gecikme
bekleniyorsa, numuneler -70 °C'de dondurulmali ve kuru buz ile génderilmelidir. Orneklerin tekrarlanan dondurma-¢ézdiirmeye maruz
birakilmamasi 6nemlidir. Laboratuvara VTM igerisinde gelen Orneklerin Niikleik Asit Saflagtirma islemine tabi tutulmasi
gerekmektedir. TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii icerisinde gelen érnekler dogrudan PCR reaksiyonuna dahil edilebilir.

9. Analitik Performans

Bahsi gegen patojenlerin analitik performans ¢aligmalari, patojenlerin hedef gen bélgelerini igeren sentetik pUCS57 plazmiti ile
gergeklestirilmistir. (Sekil 1.)

a 5C-2 LOD b INF-A LOD
100000,00
/ - 2L 100000,00 - =
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3_ X
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Sekil 1. Gézlemlene{)ilme smir (LOD) a.SC-2, b. INF-A, c. INF-B, d. RSV, yatay eksen CT temsil eder dikey eksen Konsantrasyon
Ge/ulL temsil eder. Ilgili patojenler 10™5 Ge/ul ile 10M0 Ge/ul konsantrasyonlart araliginda iiger tekrarl ¢calisiimustir.
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10. RT-qPCR Uygulama Protokolii

Analize baglamadan 6nce asagidaki bilgileri gz dniinde bulundurunuz:

1.Kit, sadece toplam qPCR hacminin %25°1 kadar olan kalip niikleik asit hacmi i¢in valide edilmistir.

2. Kit, periyodik bakim kayitlar1 olmayan real time PCR cihazlariyla kullanilmamalidir.

3.Kit ile valide olmayan qPCR plate/strip kullanmayn!

4.qPCR cihazini agagida belirtilen sekilde programlaymniz ve reaktifleri qPCR tiiplerine asagida belirtildigi sirasiyla ekleyiniz, tiipleri
kapatiniz, qPCR cihazina yerlestiriniz ve igletimi baslatiniz (Tablo 5-6)

Reaksiyon Kurulumu qPCR Programi (BIO-RAD CFX96)
I¢erik Hacim Dongii Sayisi Sicaklik Siire
. 1 50°C 5dk
2 x Master Mix 10 uL 1 95C 3 dk
Primer Mix S5uL 95°C 5sn
Template NuKIck Asit SuL 40 60°C 10 sn
Total Reaksiyon Hacmi 20 uL FAM /HEX/ / CY5 Okuma

Tablo 5. Reaksiyon kurulumu ve gPCR program detaylar: (Bio-Rad CFX96)

Reaksiyon Kurulumu qPCR Programi (ROTOR-GENE Q)
I¢erik Hacim Dongii Sayisi Sicaklik Siire
. 1 (Hold) 50°C 8 dk
2 x Master Mix 10 uL T (Hold-2) 95C 3 dk
Primer Mix SuL . 95°C 15 sn
Template NGKIGiK Asit 5L 45 (Cycling) 60°C 15 sn
Total Reaksiyon Hacmi 20 uL GREEN /YELLOW/ / RED Okuma

Tablo 6. Reaksiyon kurulumu ve gPCR program detaylart (Rotor-Gene Q**)

** Analiz yapilirken ilgili kanalin se¢iminden sonra Dynamic Tube ve Slope Correct aktif edilmelidir. Threshold degeri 0,02 olarak
ayarlanmalidir.

11. Test Sonuclarinin Yorumlanmasi

Amplifikasyon egrilerinin sekli incelenmelidir. Cihazin yazilimi tarafindan bir numuneye bir Cq degeri atanmigsa ve egri sigmoidal
ise, Cq degeri son degerlendirmede kullanilabilir. Sigmoidal olmayan egriler negatif olarak kaydedilmelidir. Bir numuneye bir Cq
degeri atanmigsa, ancak egri sigmoidal degilse, sonug negatif olarak kaydedilmelidir.

Hedeflerin kanalinda esigin altinda siipheli bir sigmoidal egri paternine sahip numuneler i¢in IC'nin Cq degeri incelenmelidir. IC
Cqg<34 ise (Rotor-Gene igin Ct < 40.0), numune negatif olarak rapor edilmelidir. Cq>34 (Rotor-Gene i¢in Ct > 40.0) ise, numune
dondurulup ¢oziildiikten sonra test tekrarlanmalidir. Dondur- ¢dzden sonra problem devam ederse yeni bir numune istenmelidir.

Kontrol Tiirii Ismi Kontrol Amaci Beklenen Sonuc¢
NTC eklenmesi NTC Kontaminasyon kontrol Cq Yok = Gegerli
Template Reaktif kontaminasyon )
ekleme yok NRC kontrol Cq Yok = Gegerli

Cq < 38.0 = Gegerli
(Rotor-Gene i¢in Ct < 43.0 = Gegerli)

IC Cq >34.0, ise fakat
hedef Cq<38.0 ise, IC
gecerli (Rotor-Gene igin
Ct<43.0)

PC eklemesi PC Pozitif reaktif kontrol

Orneklem, RNA
biitlinliigii, niikleikasit Cq<34.0 = Gegerli
insan RNase P* IC ekstraksiyonu ve ters (Rotor-Gene igin Ct <
transkripsiyon ve qPCR 40.0 =Gegerli)

Inhibisyonu kontrolii
* Internal kontroliin bulundugu multipleks reaksiyonda herhangi bir etken pozitif ¢iktiginda internal kontrol (IC) negatif ¢iksa dahi hedef|
pozitif olarak yorumlanir. Internal kontroliin bulundugu multipleks reaksiyonda herhangi bir etken pozitif degil ise internal kontrol (IC)
pozitif sonug vermelidir.

Tablo 7. Kit kontrollerinin beklenen performansi

Herhangi bir kontrol Tablo 7’de agiklandig1 gibi caligmazsa, calisma gecersiz sayilir ve test tekrarlanir.

1. Gegersiz PC: Uretici ile iletisime geginiz, reaktifleri yenileyiniz ve reaksiyonu tekrarlayiniz.
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2. Gegersiz NRC: Uretici ile iletisime geginiz, reaktifleri yenileyiniz ve reaksiyonu tekrarlayiniz.
3. GegersizNTC: “Uyarilar” boliimiine dikkat ederek analizi tekrarlayiniz.

Tim kontroller gegerliyse, sonuglarin yorumlanmasina geginiz.

e Gen hedeflerinin Cq degeri < 38 ise, pozitif olarak sonu¢landiriniz.
e Gen hedeflerinin Cq degeri > 38 ise, negatif olarak sonuglandirimiz.

12. Smmirlamalar

« TUSEB DiaKit Multiplex-RSV SARS-CoV-2/Influenza A&B/RSV RT-qPCR Tami Kiti performansi nazofaringeal aspirat,
bronkoalveolar lavaj, nazofaringeal siiriintii, orofaringeal siiriintii ve balgam 6rneklerinde belirlenmistir.

o Kitin hedef bolgelerindeki mutasyonlar, primer ve/veya prob baglanmasini etkileyebilirve viriisiin varliginin tespit edilememesine
neden olabilir.

e Numune toplanmasi, tasinmasi veya islenmesi sirasinda yapilan hatalar, yanlis negatif sonuglara yol agabilir.

« inhibitorler veya diger enterferans etkenler yanlis negatif sonu¢ alinmasina neden olabilir. Numunede yetersiz sayida hedef
organizma bulundugu durumlarda da yanlis negatif sonuglar ortaya ¢ikabilir.
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