TUSEB DiaKit SingleStep SARS-
C€ CoV-2 RT-qPCR Tami Kiti

Kullanim Kilavuzu

1. Uriin Agiklamasi

TUSEB DiaKit SingleStep SARS-CoV-2 RT-qPCR Tam Kiti, COVID-19
etkeni olan SARS-CoV-2 koronaviriisiiniin genomik RNA’sinm kalitatif
tespiti igin hazirlanmis, spesifik Tagman prob sisteminin kullanildig: tek
basamakl1 bir Real time PCR 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 i¢in belirlenen klinik semptomlari gdsteren bireylerde alman
alt solunum yolu 6rnekleri (balgam, bronkoalveolar lavaj) ve iist solunum
yolu 6rnekleri (nazofaringeal-orofaringeal siiriintii) ile ¢aligmaktadir.
Test, viral RNA’daki, sirasiyla Orflab ve N genlerinin tespitinde
kullanilir. Nazofarigeal veya orofaringeal siiriintii ile alinan 6rneklerin
kalite ve inhibisyon kontrolii i¢in “RNAseP” geni internal kontrol geni
olarak se¢ilmistir.

5. Kitin Igerigi
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10. Tibbi Atik Kabi
11. Sogutucu Dolaplar (+4/-20 °C)

12. Masaiistii tipi santrifiij (Max 2.000 g)

13. Vortex karigtirict

4. Saklama Kosullar
(-15 °C) - (-25 °C), 12 ay.

ce . Miktar
Kitigerikleri 1000 reaksiyon
2X Master Mix 4 x 1250 pL
Primer Mix 2 x 1250 pL
Negatif kontrol 1 x 1000 uL
Pozitif kontrol 1 x250 uL

Tablol. Kit icerigi

Kullanicr Tarafindan Saglanacak Olan Cihaz ve Ekipmanlar
. 1. Biyolojik Kabin

. Viral RNA Ekstraksiyon Kiti
. Real time PCR Cihazi

. Real time PCR test tiipleri/stripleri/plateleri

. Ayarlanabilir Mikropipetler (0.5uL — 1000pL)
. Filtreli Mikropipet uglar1

. 1.5 mL Mikrosantrifiij Tiipii
. Sogutucu Caligma Blogu

. Pudrasiz tek kullanimlik muayene eldiveni

TUSEB DiaKit SingleStep SARS-CoV-2 RT-qPCR Tani Kiti ile birlikte verilen pozitif kontrol &rne@i sentetik olarak iiretilmis hedef gen bdlgeleri
iceren fragmenttir ve manuel metod ile ekstrate edilmistir. Negatif Kontrol olarak rutin laboratuvar ¢aligmalarinda kullanilan niikleaz igermeyen su

(NFW) kullanilir.

6. Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

. Reaksiyon (uL
Bilesen (tek nun};une( lilcil)l)
RT-qPCR 2X Master Mix 5
Primer Mix 2,5
Total RNA 2,5
Final Son hacim 10 pL olmalidir.

Tablo 2. Reaksiyon kurulumu

*Master Mix ve Primer Mix karigimlart numune sayisinin %10 fazlast hesaplanarak, steril bir tiipte 2:1 oraninda karistirilir. Karigimin yavagca alt ist
edilerek homojenlestirilmesi saglanir ve her numune i¢in kuyulara 7,5 pL dagitilir. White strip veya plate kullanilmasi dnerilmektedir.

7. Reaksiyon Protokolii

Diingﬁ1 Sayisi Sl:;:(élk iﬁd‘if Floresan Kanallar
: 950 | dk (géﬁ) Orflab&N
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Tablo 3. Reaksiyon protokolii
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8. Sonug¢larin Yorumlanmasi

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

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

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

. - - Test tekrari
3. - <38 COVID-19 Negatif

Tablo 4. Reaksiyon sonuglarinin degerlendirilmesi

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

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

Amplification

9. Validasyon Beyam
TUSEB DiaKit SingleStep SARS-CoV-2 RT-qPCR Tani Kiti’nin validasyon

: ) P calismasi, 107/ pL kopya sayisi ile 10% pL kopya sayisi arasinda sentetik
[ T DR N R P SARS-CoV-2 RNA fragmani igeren numuneler ile ii¢ tekrarli olarak
BOD Foveee e S s / """ g yapilmustir. Reaksiyon sonuglari ve optimum grafikler asagida verilmistir.
soo0 £ - Ceeleees R S RERE ———ff R TUSEB DiaKit SingleStep SARS-CoV-2 RT-qPCR Tani Kiti; mikrolitere
R L L // ........... S bagina 1 (bir) kopya sayisin1 dahi tespit edebilmektedir.
a0 Lo - ............... S _ .
I s S - f ____________ -1 10. TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii ile hazirlanmis
: : f ¢ozeltilerin reaksiyon sonug¢lari
= :
: Cq Degerleri
¢ * =0 = * Kopya sayisy/ pL. 1 2 3
1077 14.02 11.31 13.58
500 4 1076 17.18 15.16 17.26
1015 19.22 19.37 20.22
200 ] 10"4 21.02 20.38 22.10
1013 23.83 24.9 24.96
200 1 1072 24.02 24.03 23.24
5 1071 - 24.92 2442
& 200 ] 10”0 24.43 24.35 24.23
Tablo 5. TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii ile hazirlanmus
¢ozeltilerin reaksiyon sonuglar
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/ 11. TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii ile hazirlanmg
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Sekil 2: COVID-19 Negatif

Tablo 6. TUSEB DiaVnat Ekstraksiyon ve Transfer Tiipii ile hazirlanmas
cozeltilerin grafik goriiniimleri
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