TUSEB DiaKit SARS-CoV-2 V01
C€ RT-qPCR Tam Kiti Kullanim

Kilavuzu

1. Uriin Aciklamas:

TUSEB DiaKit SARS-CoV-2 V01 RT-gPCR Tan: Kiti, COVID-19 etkeni
olan SARS-CoV-2 koronaviriisiiniin genomik RNA’smin kalitatif tespiti . Viral RNA Ekstraksiyon Kiti
icin hazirlanmig, spesifik Tagman prob sisteminin kullanildig: tek . Real time PCR Cihaz1

3. Kullameal Tarafindan Saglanacak Olan Cihaz ve Ekipmanlar
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basamakli bir Real Time PCR in-vitro tani kitidir. 4. Real time PCR test tiipleri/stripleri/plateleri
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. Biyolojik Kabin

. Ayarlanabilir Mikropipetler (0.5uL — 1000uL)
. Filtreli Mikropipet uglari
. 1.5 mL Mikrosantrifij Tiipii

2. Kitin Tanimi
Koronaviriisler (CoV), memeli sinifina ait hayvanlar1 ve kuslar1 enfekte

ederek hastaliga neden olabilen RNA viriis ailesine ait viriislerdir. . Sogutucu Calisma Blogu

Cin’in Wuhan kentinde ortaya ¢tkan SARS-CoV-2 viriisii ise vakalarin 9. Pudrasiz tek kullanimlik muayene eldiveni

yaklasik %2’sinin 6liimle sonuglandigi solunum sistemi enfeksiyonuna 10. Tibbi Atk Kabi

(COVID-19) sebep olan yeni bir koronaviriistiir. 11. Sogutucu Dolaplar (+4/-20 °C)

Kit, hastalik i¢in belirlenen klinik semptomlar1 gdsteren bireylerde alinan 12. Masaiistii tipi santrifiij (Max 2.000 g)

alt solunum yolu 6rmekleri (balgam, bronkoalveolar lavaj) ve iist solunum 13. Vortex karistirict

yolu 6rnekleri (nazofaringeal-orofaringeal siiriintii) ile caligmaktadir.

Kit ile SARS-CoV-2 genomunda bulunan niikleokapsid proteini kodlayan 4. Saklama Kosullar

‘ORFlab’ ve ‘N’ genleri hedef olarak belirlenmistir. Nazofarigeal veya (-15°C) —(-25 °C), 12 ay.

orofaringeal siiriintli ile alinan drneklerin kalite ve inhibisyon kontrolii

icin “RNaseP” geni internal kontrol geni olarak segilmistir.

5. Kitin Tcerigi

. . Miktar
Kit igerikleri 100 reaksiyon 500 reaksiyon 1000 reaksiyon
2X Master Mix 1 x 500 pL 2x 1250 uL 4 x 1250 L
Primer Mix 1 x250 pL 2x 625 pL 2x 1250 uL

Negatif kontrol 1 x 500 pL 1 x 500 pL 1 x 1000 uL
Pozitif kontrol 1 x 100 pL. 1 x200 pL 1 x 250 puL.

Tablol. Kit igerigi

TUSEB DiaKit SARS-CoV-2 V01 RT-qPCR Tani Kiti ile birlikte verilen pozitif kontrol drnegi sentetik olarak iiretilmis hedef gen bélgeleri igeren
fragmenttir ve manuel metod ile ekstrate edilmistir. Negatif Kontrol olarak rutin laboratuvar ¢aligmalarinda kullanilan niikleaz icermeyen su (NFW)
kullanilir.

6. RT-qPCR Uygulama Protokolii

Analize baglamadan 6nce agagidaki bilgileri g6z 6niinde bulundurunuz:
1. Kit, sadece toplam qPCR hacminin %25’i kadar olan kalip niikleik asit hacmi i¢in valide edilmistir.
2.Kit, periyodik bakim kayitlart olmayan real time PCR cihazlartyla kullanilmamalidir.

3. qPCR cihazini agagida belirtilen sekilde programlayiniz ve reaktifleri qPCR tiiplerine asagida belirtildigi sirastyla ekleyiniz, tiipleri kapatiniz,
qPCR cihazina yerlestiriniz ve igletimi baslatiniz (Tablo 2-3)

Reaksiyon Kurulumu qPCR Programi (BIO-RAD CFX96)*
Icerik Hacim Déngii Sayisi Sicaklik Siire
2 x Master Mix 5uL 1 42°C > dk
1 95°C 1 dk
Primer Mix 2,5uL 95°C 1 sn
Ornek Niikleik Asit 2,5ulL 39 60°C 1sn
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 pL FAM / HEX Okuma

Tablo 2. Reaksiyon kurulumu ve gPCR program detaylari (Bio-Rad CFX96)

*FAM ve HEX kanaliin ortalama trashold degeri 100 RFU olarak belirlenmistir. RFU degeri sabit bir deger olmayip numunenin viral yiikii ve
grafigin sigmoid yapisina gore degisiklik gosterebilir.

Reaksiyon Kurulumu qPCR Programi (ROTOR-GENE Q)**
Icerik Hacim Déngii Sayisi Sicaklik Siire
2 x Master Mix SuL 1 (Hold) 42°C 8 dk
1 (Hold-2) 95°C 1 dk
Primer Mix 2,5uL . 95°C 10 sn
Ormek Nikleik Asit 2,5u0 45 (Cycling) 60°C 10 sn
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 pL GREEN / YELLOW Okuma

Tablo 3. Reaksiyon kurulumu ve gPCR program detaylart (Rotor-Gene Q**)
** Analiz yapilirken ilgili kanalin segiminden sonra Dynamic Tube ve Slope Correct aktif edilmelidir. Threshold degeri 0,02 olarak ayarlanmalidir.
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7. Sonugclarin Yorumlanmasi

Beklenen Ct Degerleri
Sonu¢ FAM HEX Degerlendirme
(Orflab&N) (RnaseP)

Negatif Kontrol - - Beklenen NK
Pozitif Kontrol <38 <38 Beklenen PK

1. <38 <38/- COVID-19 Pozitif

2. - - Test tekrart

3. - <38 COVID-19 Negatif

Tablo 4. Reaksiyon sonuglarinin degerlendirilmesi

*In-vitro Diagnostic Tibbi Cihazlar Direktifi (98/79/EC) uygunlugu i¢in; TUSEB DiaKit SARS-CoV-2 V01 RT-qPCR Tam Kiti,
SBTVNAT2022-100 referans numarah TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii markali NAEEKTS (Niikleik Asit Ekstrakte Edici ve
Koruyucu Tasima Sivisi) ile birlikte kullaniminin tam uyumlulugunu beyan ederiz.

RFU

RFU

Amplification

700 oo SRR RN R

g0 b AUUUUUUUURYS SOURIUURI b
o ST S e
o Foo SUUUUUUURTT PR o
wod SN SR o

200 T e (,} .............

100 : : /'l

1 t t
] 10 20 30 an

BOD T PRI e S S T | P A S S ]

100 +

ADD 4 o ............... ............... ................ .

01 SRR Lo SUURR AU S

o 10 20 3
Sekil 1: COVID-19 Pozitif

Amplification

o 40

Sekil 2: COVID-19 Negatif

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

8. Validasyon Beyam

TUSEB DiaKit SARS-CoV-2 V01 RT-gPCR Tam Kiti’nin validasyon
calismas1, 107/ pL kopya sayisi ile 10% pL kopya sayisi arasinda sentetik
SARS-CoV-2 RNA fragmani igeren numuneler ile ii¢ tekrarli olarak
yapilmistir. Reaksiyon sonuglart ve optimum grafikler asagida verilmistir.
TUSEB DiaKit SARS-CoV-2 V01 RT-qPCR Tani Kiti; mikrolitere bagma 1
(bir) kopya sayisini dahi tespit edebilmektedir.

9. TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii ile hazirlanmis
¢ozeltilerin reaksiyon sonuclari

Cq Degerleri
Kopya sayis/ pL. 1 2 3
1077 14.02 11.31 13.58
1076 17.18 15.16 17.26
1075 19.22 19.37 20.22
10"4 21.02 20.38 22.10
10"3 23.83 24.9 24.96
1072 24.02 24.03 23.24
10" - 24.92 24.42
1070 24.43 24.35 24.23

Tablo 5. TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii ile hazirlanmus
¢ozeltilerin reaksiyon sonuglart

10. TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii ile hazirlanms
cozeltilerin reaksiyon sonuglari
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Tablo 6. TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii ile hazirlanmug
¢ozeltilerin grafik goriiniimleri
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