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TUSEB DiaKit SARS-CoV-2 RT-
¢PCR Tan Kiti Kullanim Kilavuzu

1. Uriin Aciklamasi
TUSEB DiaKit SARS-CoV-2 RT-qPCR tam kiti, COVID-19 etkeni olan
SARS-CoV-2 koronaviriisiiniin genomik RNA’smnin kalitatif tespiti igin
hazirlanms, spesifik Tagman prob sisteminin kullanildig: tek basamakl
bir in-vitro tan1 kitidir.

2. Kitin Tanim

Koronaviriisler (CoV), memeli sinifina ait hayvanlar1 ve kuslar1 enfekte
ederek hastaliga neden olabilen RNA viriis ailesine ait viriislerdir.

Cin’in Wuhan kentinde ortaya ¢ikan SARS-CoV-2 viriisii ise vakalarin
yaklasik %2’sinin 6liimle sonuglandigi solunum sistemi enfeksiyonuna
(COVID-19) sebep olan yeni bir koronavirdistir.

Kit, hastalik igin belirlenen klinik semptomlari gdsteren bireylerde alinan
alt solunum yolu 6rnekleri (balgam, bronkoalveolar lavaj) ve iist solunum
yolu 6rnekleri (nazofaringeal-orofaringeal siiriintii) ile ¢aligmaktadir.

Kit ile SARS-CoV-2 genomunda bulunan niikleokapsid proteini kodlayan
“N” geni hedef olarak belirlenmistir. Nazofarigeal veya orofaringeal
stitlintii ile alinan 6rneklerin kalite ve inhibisyon kontrolii i¢in “RNAseP”
geni internal kontrol geni olarak secilmistir.

3. Kullamcl Tarafindan Saglanacak Olan Cihaz ve Ekipmanlar
1. Real-Time PCR Cihazi Minimum 2 Kanalli (FAM/HEX)

2. 1-10 pL, 10-100 pL ve 100-1000 pL mikropipet ve mikropipet uglari
(steril, Rnase-Dnase icermeyen)

3. Spin Santrifiij - min. 3000 rpm

4. Vorteks karistirict

5.0.5, 1.5 veya 2 mL eppendorf tip mikrosantrifiij tiipii

6. qPCR reaksiyon kurulumu igin steril laminar flow kabin

7. Tek kullanimlik nitril eldiven

8. qPCR cihazi ile uyumlu reaksiyon strip veya plate

9. Plate i¢in kapatici film (plate sealing film)

6. Kitin Icerigi

4. Uyarnilar ve Dikkat Edilecek Hususlar

e Sadece in-vitro tan1 amagl kullanim igindir.

e  Laboratuvarlarda profesyonel kullanim i¢indir.

e  Reaksiyon karigimlarini hazirlarken kullanilan mikropipetler steril ve
numune aktarimini saglayan pipetler ayri olmalidir.

o Islemlerde kullanilan mikropipet uglar1 “Rnase-Dnase” icermemelidir.

e Test edilecek tiim 6rnekler ve kitlerin referans materyalleri bulagici
maddeler olarak kabul edilmeli ve kesinlikle laboratuvar biyogiivenlik
gereklilikleri altinda islenmelidir.

e  Steril santrifiij tiipler ve filtreli ucglar kullanilmalidir. Uglar,
kullanimdan sonra %10 sodyum hipoklorit soliisyonu igeren bir ¢op
kutusuna atilmahdir. Islemden sonra, caligma alani yiizeyi ve alet
ylizeyi yeni hazirlanmis %10 sodyum hipoklorit soliisyonu ile
dezenfekte edilmeli ve ardindan %75 etanol veya saf su ile
temizlenmelidir.

e  Yalnizca kitte saglanan reaktifler ve iiretici tarafindan Onerilenleri
kullanin. Farkl partiden reaktifleri birbiri ile karistirmayn.-

e  Tekrarlayan dondur-¢6z isleminden kaginilmalidir.

e  Kii¢iik hacimlerde alikot ve ardindan dondurma iglemi 6nerilir.

e  Buzveya sogutucu kullanimi reaksiyon kurulumu esnasinda gereklidir.
Numune hazirlama asamasinda kullanilmamaktadir.

e  Dogru ve giivenilir sonuglar elde etmek i¢in dl¢iimler talimatlara uygun
sekilde gerceklestirilmelidir.

5. Saklama Kosullar:
Biitiin reaktanlar -20 °C ‘de saklanmalidir. Reaktanlar, 6nerilen kosullarda
12 ay boyunca bozulmadan saklanabilir. Son kullanma tarihi gegmis kitler
kullanilmamalidir. Asirt sicaklik ve 151k, tiriin performansina zarar verebilir.
Uygun olmayan kosullarda saklanan kitler kullanilmamalidir.

e . Miktar
Kit ierikleri Kapak 500 reaksiyon 1000 reaksiyon
Prime Script Yesil 2 x 1000 L 4 x 1000 uL
Oligo Mix Mavi 2 x 1000 ulL 4 x 1000 uL
Pozitif Kontrol Kirmizi 1x300 ul 2 x300 uL
Negatif Kontrol Beyaz 1 x 500 uL. 2 x 500 pL

Tablol. Kit icerigi

Oligo Mix igeriginde viral hedef gen ve internal kontrol genine ait primer ve floresan isaretli problar bulunmaktadir.

Prime Script ise RT-PCR reaksiyonun temel komponentlerinden olan Taq polimeraz ve ters transkriptaz (reverse transcriptase) enzimleri ile birlikte DNA
niikleotid bazlar1 (ANTPs) ve reaksiyon i¢in gerekli tamponlari ihtiva etmektedir.

Pozitif kontrol i¢eriginde sentetik olarak sentezlenmis hedef viral ve insan gen oligoniikleotid dizilerini ihtiva etmektedir.

Negatif kontrol ise “Rnase-Dnase Free Pcr grade” su icermektedir.

7. Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmas

Reaksiyon karisimi hazirlamadan 6nce calisilan kabinin sterilitesine dikkat edilmelidir. Islemlerden 6nce ve tamamlandiktan sonra ¢alisma alani yiizeyi
ve alet yiizeyi yeni hazirlanmis %10 sodyum hipoklorit soliisyonu ile dezenfekte edilmeli ve ardindan %75 etanol veya saf su ile temizlenmelidir. Bu
islemin ardindan laboratuvara gelen numune basina Tablo 2’de belirtilen miktarlara gore reaksiyon kurulmalidir.

Bilesen Reaksiyon (uL) (tek numune icin)
Prime Script 4
Oligo Mix 4
Numune 2
Toplam Hacim 10

Tablo 2. Reaksiyon kurulumu

Kitin icerisinde bulunan tiipler -20° C’den ¢ikarildiktan sonra kabin igerisinde tiip standinda ¢oziilmeye birakilmalidir. Coziilme islemi gerceklestikten
sonra tiipler spin santrifiij cihazinda 3-5 saniye santrifiijlenmelidir. Bu iglemden sonra bos 1.5 — 2 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine Tablo 2’de bir numune
icin belirtilen miktarlar dikkate alinip numune sayisina gére once Prime Script daha sonra Oligo Mix eklenmelidir. Elde edilen karisima kesinlikle vorteks
islemi uygulanmamalidir. Sadece pipetaj islemi uygulanmalidir. Bu islemin ardindan hazirlanan karigim plate veya striplere her numune igin 8 uL olacak
sekilde mikropipet yardimiyla aktarilmalidir.
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Numune aktarim isleminden &nce numunelerin bulundugu tiiplere 3-5 saniye vorteks islemi uygulanmaldir. islemin ardindan numunelerden 2 pL olacak
sekilde mikropipet yardimiyla plate veya striplere aktarilmalidir. Bu islemi yaparken her bir numunede yeni pipet ucuna gegilmelidir.

Numune aktarim isleminin tamamlanmasinin ardindan plate iizerine seal (kapatici) veya strip kullaniyorsa kapaklari kapatilip; plate i¢in plate-santrifiij,
stripler i¢in strip-santrifiij cihaz1 kullanilarak geperlerde karigimlart indirmek ve plate veya strip igerisinde var olan kabarciklar gidermek i¢in 5 saniye
santrifiij islemi uygulanmalidir.

8. Reaksiyon Protokolii
Reaksiyon kurulum isleminin ardindan plate veya strip cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 3’deki basamaklar cihaza uygun bir sekilde ayarlanmalidir.

Dongii Sayisi Sicakhik Siire
1 50°C 3dk

1 95°C 10 sn

95°C 1 sn

40 60°C 1 sn

Tablo 3. Reaksiyon protokolii

Protokol basamaklari ayarlandiktan sonra cihazin teknik altyapisina elverisli ise “ramp rate” basamaklar1 Tablo 4’deki gibi ayarlanmalidir.

Dongii Sayisi Sicaklik Siire

1 50°C 3 dk
Ramp rate 5°C saniye

1 | 95°C 10 sn
Ramp rate 5°C saniye

95°C 1 sn

40 60°C 1 sn
Ramp rate 5°C saniye

Tablo 4. Reaksiyon protokolii (Ramp Rate eklenmis)

Protokol kurulumundan sonra cihazlarda hedef florofor boya ve ait oldugu kanallar Table 5°teki gibi se¢ilmelidir.

Florofor Hedef
HEX N geni
FAM RNASE-P geni

Tablo 5. Floresan Tanimlama Profili

TUSEB DiaKit SARS-CoV-2 RT-qPCR tam kiti HEX kanalinda viral geni, FAM kanalinda ise internal kontrol RNASEP genini tespit etmektedir.

9. Sonug¢larin Yorumlanmasi
Real-Time PCR cihazinda ¢alisma tamamlandiktan sonra amplifikasyon degerleri ve egrilerine gére yorumlanmalidir.

Bio-Rad CFX96 Touch ™ cihazi icin threshold (esik degeri) 200 RFU'dur.

Rotor Gene Q cihazinda yorumlama yapmadan énce:
e  Dynamic Tube secenegi etkin,

e  Slope Correct secenegi pasif,
e Outlier Removal segenegi 0 olmalidir,
e  Esik seviyesi 0,02 olarak ayarlanmalidir.

N Geni RnaseP Degerlendirme
+ + Kisi SARS-CoV-2 pozitif
- + Kisi SARS-CoV-2 negatif
+ - . . .
n . IC Kontrol problemi. Test tekrar edilmeli.

Tablo 6. Reaksiyon sonuglarinin degerlendirilmesi

v' Fam ve HEX kanali i¢in yorumlama yaparken Cq < 37 gegerli kabul edilmelidir.
v' Cq > 37 iizerinde olanlar ise gegersiz kabul edilmelidir.
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