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TUSEB DiaKit HighRisk HPV
¢PCR Tan Kiti Kullanim Kilavuzu

. DiaKit

1. Uriin Aciklamasi

TUSEB DiaKit HighRisk HPV gPCR Tami Kiti, in vitro tibbi tani
kiti olarak 98/79/EC sayili EC direktifine gore iiretilmistir. Klinik
ve arasgtirma laboratuvarlarinda profesyonel kullanim igin
tasarlanmustir.

2. Yontem

Bu kit, gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)
yontemiyle HPV 16, 18, 45 tiirlerini ve 11 adet HPV tipinin
tespitine dayanmaktadir. Korunmus E1/E2 genlerine ait spesifik
bolgelerin amplifikasyonu sonucu elde edilen floresan igimanin
tespitiyle yapilmaktadir.

Kitin tespit edebildigi Yiiksek Riskli HPV ftiirleri:
31,33,35,39,51,52,56,58,59,66,68 (Primer Mix-2).

Yiiksek riskli HPV tiirlerinin varligi, FAM kanalina ait floresan
artig ile gosterilmektedir. Kit ayn1 anda HPV 16, 18 ve 45 tipini
farkli kanallarda tespitini miimkiin kilmaktadir. HPV16 tiiriinii
FAM floresan kanalinda, HPV 18 tiiriinii HEX floresan kanalinda
ve HPV 45 tirini ROX floresan kanalinda tespit etmektedir.
(Primer Mix-1). DNA ckstraksiyonu kalite kontrolii ve olast
gPCR inhibisyon kontrolii igin RNaseP geni internal kontrol olarak
kullanilmaktadir. RNaseP geninin amplifikasyonu Primer Mix-1
icin Cy5 floresan kanalinda, Primer Mix-2 i¢in HEX floresan
kanalinda tespit edilmektedir. Ozel olarak yapilan molekiiler
dizayn, spesifik olmayan amplifikasyonlari en aza indirerek
maksimum hassasiyet saglayan yeni baskilayici (quencher)
teknolojisinden yararlanmaktadir.

5. Kitin icerigi

3. Teknik Ozellikler
Hedef Genler: E1/E2 genleri

Ozgiilliik: Yiiksek Riskli Insan Papilloma Viriis
31,33,35,39,51,52,56,58,59,66,68 (PRIMER MIX -2)
Spesifik olarak tespit edilen HPV tiirleri 16,18,45 (PRIMER MIX-1)

Tirleri

Dogrulanmis numuneler: Servikal, penis ve vajinal siiriintii, Siv1
Bazli Sitoloji (LBC)

4. Saklama Kosullar:

Kit, -20 °C'nin altindaki sicakliklarda tasinmalidir. Kit, saklama
sicakligr (-15 °C ile -25 °C arasinda) korundugu siirece, ambalaj
iizerinde yazili olan son kullanma tarihine kadar stabil
kalabilmektedir. Kit igeriginde bulunan komponentler, belirli bir
tipiin ilk kullanirmidan sonra maksimum 5 kez tekrarlanan
dondurma/¢oziilme dongiisii i¢inde kullanilmalidir.

HPV tespiti i¢cin servikal, penis ve vajinal siiriintii ve LBC
kullanilmalidir. Viral transport medium (VTM) igerisindeki siirtintii
numuneleri oda sicakliginda 10 giine kadar saklanabilir. Uzun siireli
saklama i¢in (6 ay) numunelerin -20 + 5 °C sicaklikta donmus halde
tutulmast gereklidir. Daha uzun siireli saklamalar i¢in (3 yil)
numunelerin -80 + 5 °C sicaklikta donmus halde tutulmasi
gereklidir. Dis  kosullardan ve sicaklik yiikselmelerinden
etkilenmemesi i¢in, numunelerin alindiktan sonra +2/+8 °C
sicaklikta transfer edilmesi onerilmektedir.

ce . Miktar
Kit icerikleri 1000 reaksiyon
2XMaster Mix 6 x 1670 uL
Primer Mix-1 2x 1250 uL
Primer Mix-2 2x 1250 uL
Pozitif kontrol 1 x 500 uLb
Negatif kontrol 1 x 1000 uL

Tablol. Kit icerigi

6. Niikleik Asit izolasyonu

Belirli klinik materyallerden niikleik asit izolasyonu i¢in ticari olarak kullanilan izolasyon kitleri ile yapilmalidir.

7. qPCR Reaksiyon Kurulumu ve Amplifikasyon Profili

1 adet 6rnek icin kurulum su sekildedir:
1. Eppendorf tiip icerisine 5 pL. Master Mix ekleyiniz.
2. Ardindan 2,5 pL Primer Mix ekleyiniz.

3. Elde edilen 7.5 pL reaksiyon karisimini strip veya plate icerisine dagitiniz. Her bir Primer Mix icin bu islemi ayr1 ayr

tekrarlayiniz.

4. Dabha sonra bu reaksiyon karigimi iizerine klinik 6rneklerden elde edilen izolasyon igeriginden 2.5 pL ekleyiniz.
5. Her bir kuyucuk igerisindeki son hacmin 10 uL olmasina dikkat edilmelidir. Sonug olarak bir adet DNA izolat1 i¢in iki ayr1 kuyuda

iki ayr1 PCR reaksiyonu kurulmalidir.

ONEMLIi UYARI!

qPCR hazirlig1 sirasinda tiim bilesenlerin +2 °C ile +8 °C arasinda tutulmasi gereklidir.
Bu asamalardan sonra plate veya striplerin iyice kapatildigindan emin olduktan sonra cihaza yiiklenmelidir. Her bir ¢aligma igin, kit
igerisinde bulunan Pozitif Kontrol ve Negatif Kontrol 6rnekleri ayr1 ayr1 dahil edilmelidir. Pozitif Kontrol materyali laboratuvar personeli
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i¢in herhangi bir kontaminasyon tehlikesi ihtiva etmemektedir. Fakat kurulum sirasinda diger tiipleri ve reaksiyon karigimlarini kontamine
etmemek icin dikkatli konulmasi tavsiye edilmektedir. Uretici, yanlis kullanim nedeniyle kitin bozulmasindan sorumlu degildir.

7.qPCR Reaksiyon Kurulumu ve Amplifikasyon Profili, ekstrakte edilmis saf DNA i¢in gecerlidir. SBT DiaDirect qPCR Soliisyonu ile
calismak i¢in 8. SBT DiaDirect qPCR Soliisyonu i¢in Reaksiyon Kurulumu ve Amplifikasyon Profili basligin1 inceleyiniz.

qPCR Protokolii
Dongii Sicaklik (°C) Siire
1 95°C 3 dk
95°C 5sn
40 60°C 10 sn
Floresan Okuma FAM / HEX/ / CY5 (PRIMER MIX-1)
FAM / HEX (PRIMER MIX-2)

UYARI!! Floresan kanal adlari, kullanilan cihazlara gore farklilik gosterebilmektedir. Uygun nanometre ile floresan kanallarini se¢iniz.

8. SBT DiaDirect qPCR Soliisyonu i¢in Reaksiyon Kurulumu ve Amplifikasyon Profili

SBT DiaDirect qPCR Soliisyonu, Viral Transport Medium (VTM) igerisinde bulunan klinik numunelerin herhangi bir niikleik asit
saflastirma islemine gerek kalmadan qPCR calismalarinda kullanilabilmesi icin gelistirilmistir. Ozel formiilasyonu sayesinde VTM
icinde bulunan viral patojenlerin, PCR reaksiyonundaki 6n denatiirasyon basamaginda pargalanmasini ve niikleik asitin a¢iga ¢ikmasini
saglar.

icerik Miktar Son Konsantrasyon
2X Master Mix 7,5 uL 1X
Primer Mix 2,5 uL -
SBT DiaDirect 2,5ulL -
Ornek (VTM) 2,5uL -

2X Master Mix, Primer Mix ve SBT DiaDirect qPCR Soliisyonlarini oranlar1 koruyarak 6rnek sayisina gore hesaplayip, ayri bir tiipte
karistiriniz.  TUSEB DiaKit HighRisk HPV qPCR Tan: Kiti 'nde bulunan her bir Primer Mix icin bu islemi ayri ayri tekrarlaymniz.
Vortexlemeyiniz. Yavasca alt-iist ederek homojen hale getiriniz. Elde edilen karigimi PCR kuyularina 12,5 pL olacak sekilde dagitiniz.
Daha sonra bu reaksiyon karisimi iizerine klinik 6rneklerden (VIM) 2.5 pL ekleyiniz. Her bir kuyucuk igerisindeki son hacmin 15 pL
olmasina dikkat edilmelidir. Sonug olarak bir adet klinik 6rnek i¢in iki ayr1 kuyuda iki ayr1 PCR reaksiyonu kurulmalidir.

qPCR Protokolii
Dongii Sicaklik (°C) Siire
1 95°C 3 dk
95°C 10 sn
35 60°C 45 sn
Floresan Okuma FAM / HEX/ / CY5 (PRIMER MIX-1)
FAM / HEX (PRIMER MIX-2)

SBT DiaDirect qPCR Soliisyonu ile yapilan ¢alismalarda;

- Grafik sonuglarinin yorumlanmasinda PCR cihazinin atadigi oto threshold kullanilmalidir.

- Threshold altinda kalan lineer grafikler negatif olarak degerlendirilmelidir.

- Threshold altinda kalan ancak net bir sekilde sigmoidal yapida olan grafikler i¢in reaksiyon tekrar edilmelidir.

- Cihazm Ct degeri atadig1 ancak sigmoidal yapida olmayan grafikler negatif olarak degerlendirilmelidir.

- 33. dongiiden sonra lineer girafikler goriinebilir. Bu grafikler genellikle diger boya kanallarinin yansimasidir. Bu sekilde olan grafikler
negatif olarak degerlendirilmelidir.

- SBT DiaDirect qPCR Soliisyonu, ekstraksiyon basamagini ortadan kaldirir. Bundan dolay1r PCR kuyularindaki protein kirliligi oran
artmaktadir. Bu durum, kullanilan qPCR kitinin hassasiyetini %1-2 oraninda diisiirebilmektedir.

- 5.Kitin Igerigi béliimiinde bulunan miktarlar ekstrakte DNA ¢alismast i¢in gegerli kit icerigidir. SBT DiaDirect qPCR Soliisyonu ile
kullanimut i¢in {iretici firma ile iletisime geginiz.
Detayh bilgi icin SBT DiaDirect PCR Soliisyonu kullanim kilavuzunu inceleyiniz.
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9. Sonug¢larin Yorumlanmasi

PRIMER MIX-1

(16,18,45 tiirleri)
FAM HEX ROX Cy5 DEGERLENDIRME
- - - + Hpv 16,18,45 Neg.
+ - - + Hpv 16 poz.
- + - + Hpv 18 poz.
- - + + Hpv 45 poz
- - - - Gegersiz

Diger kanallar negatif oldugunda internal kontrol (Cy5) her zaman pozitif olmalidir. Aksi takdirde test tekrarlanmalidir.Diger kanallardan
herhangi birinde pozitif sonug varsa ve internal kontrol negatif ise sonu¢ gegerli sayilir.

PRIMER MIX-2
(Yiiksek Riskli Tiirler: 31,33,35,39,51,52,56,58,59,66,68)

FAM HEX DEGERLENDIRME
- + Yiiksek Riskli Tiirler Neg.
+ + Yiiksek Riskli Tiirler Poz.
- - Gegersiz

!! Fam kanalinda pozitif bir deger, yukarida listelenen HPV tiplerinden en az biri i¢in pozitif anlamina gelir. FAM kanal1 negatif oldugunda
internal kontrol (HEX) her zaman pozitif olmalidir. Aksi takdirde test tekrarlanmalidir. FAM kanalinda pozitif sonu¢ varsa ve internal
kontrol negatif ise sonu¢ gecerli sayilir.

UYARI

Kit i¢in tek bir gegerli Kullanim Talimati pakete dahil edilmistir veya {ireticiden belirli bir parti i¢in istenecektir. Kitin 6zel giivenlik
yonetmeliklerine tabi olabilecek tehlikeli, bulasici veya toksik bilesenler icermedigi ve ambalaj malzemelerinin kagit ve polipropilenden
yapilmis oldugu géz 6niinde bulundurularak, kullanim sonras1 mevcut yasal diizenlemelere gore imha edilmelidir.

Herhangi bir sorunuz varsa liitfen iletisime geciniz.
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