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€ COVID-19 RT-qPCR Tespit Kiti WX
100 Test

Tablo 1. Kit icerigi (Raf omrii: 12 ay)
Saklama Kosullari: -20 °C; Transfer Kosullari :+2-8 °C

Bilesen ismi Birim
Kullanim Amaci / igerik / Hedef Etken Oligo Mix Miktar Reaksiyon
Kod Boya Tiiketim
SARS-CoV-2 (2019-nCoV) (RdRp geni) ROX
Wuhan-RdR 1 x 500 pL 5puL
Dahili kontrol (IC) (RNase P geni) ! P HEX X " H
DNA polimeraz, dNTP miks, reaksiyon tamponu 2X RT-qPCR Mix 1x 1000 pL 10 pL
Ters transkriptaz ve riboniikleaz inhibitor RT-RIN Mix 1x 100 pL 1ul
Negatif Kontrol Template
Her isletimde, kontaminasyon kontrolii amaciyla test edilir NC 1x500 uL > KL
Pozitif Kontrol Template: Sentetik Wuhan-CoV genom fragmani
Ayda bir kere, reaktif kontrolii amaciyla test edilir PC 1x50ut >u

Kullanim Amaci ve Test Prensibi: Kit, Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) hastaligina yol agan, ilk adlandirmasi 2019 novel CoV (2019-
nCoV), glincel adlandirmasi SARS-CoV-2 (2019-nCoV) olan, ilk olarak Wuhan (Cin) sehrinde tespit edilen salgin virisiniin tespiti amaciyla
kullanilmaktadir. Kit nazofaringeal aspirat/lavaj, bronkoalveolar lavaj, nazofaringeal surlntl, orofaringeal sirinti ve balgam
orneklerinden elde edilen nikleik asit izolatlarina uygulanmaktadir. Kit ile hizli tani RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) gen
fragmanini hedefleyen tek adimda ters transkripsiyon (RT) ve gercek zamanh PCR (gqPCR) (RT-qPCR) ile gergeklestirilmektedir. RdRp geni
hedefli Wuhan-RdRp oligonikleotid seti sadece SARS-CoV-2 (2019-nCoV) ile pozitif sonug vermektedir. SARS-CoV-2 (2019-nCoV) rutin
taramasinda, Wuhan-RdRp olioniikleotid seti uygulanir, sonu¢ Wuhan-RdRp pozitifse SARS-CoV-2 (2019-nCoV) pozitif, sonu¢ Wuhan-RdRp
negatifse SARS-CoV-2 (2019-nCoV) negatif olarak yorumlanir.

Kitin Analitik Ozellikleri: Kit Roche LightCycler® 96, Bio-Rad CFX96 Touch™, Qiagen Rotor-Gene® 5 Plex Real Time PCR Sistemi ile valide
edilmistir ve tam uyumludur. Kitin tespit limiti (LOD), %95 ihtimalle tespit edilebilen en disik analit konsantrasyonudur. Kitin igerdigi
oligonukleotit setlerinin tespit limiti (LOD), dahil edicilik ve dislayicilik galismalari, 35 farkh genotip kullanilarak gergeklestirilmis ve Dinya
Saglk Orgiiti tarafindan yayinlanmistir (WHO Protocol, 13.01.2020, Diagnostic detection of Wuhan coronavirus 2019 by real-time RT-
PCR). Testin RdRp geni icin LODsi 3.8 kopya-RNA/reaksiyon’dur. Kit RINA™ M14 Nukleik Asit Ekstraksiyon Cihazi (Kat No: RINA-M14-01) ve
Kiti (Kat No: RN-NA-14-111-100) veya Bio-Speedy® Kan ve Dokudan Niikleik Asit izolasyon Kiti (BS-NA-102-100) ile valide edilmistir ve tam
uyumludur.

Uyarilar: 1) Kit, nikleik asit kaynaklarindan ve qPCR amplikonlarindan uzak bir yerde muhafaza edilmelidir. 2) Kit icerigindeki bilesenler
farkli lot numarali bilesenler ile ya da ayni isimli fakat farkh Greticilere ait kimyasal maddeler ile karistirlmamalidir. 3) Ana stok reaktifler
PCR kurulumu sirasinda, mimkiinse soguk blok (izerinde bekletilmelidir ve PCR kurulumu mimkinse soguk blok tzerinde
gerceklestirilmelidir. 4) Kit bilesenleri kullanim éncesinde hafif¢e ¢alkalanarak karistiriimalidir. 5) gPCR miksleri ve kalip niikleik asitleri
pipetlemek icin kullanilan mikropipetler ayri olmalidir. 6) Kalip niikleik asit ve pozitif kontrol tupleri, sivi transferleri disinda stirekli kapali
tutulmalidir. 7) Analizin gercgeklestirildigi odalar, tezgahlar ve cihazlarin silinebilir ylzeyleri dizenli olarak %10’luk NaClO ile
temizlenmelidir. 8) qPCR’I tamamlanmis reaksiyon tlpleri laboratuvarda agilmadan bertaraf edilmelidir.
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Tablo 2. gPCR cihazini asagida belirtilen sekilde programlayiniz ve reaktifleri gPCR tliplerine asagida belirtildigi sirasiyla ekleyiniz,
tupleri kapatiniz, qPCR cihazina yerlestiriniz ve isletimi baslatiniz

Reaksiyon kurulumu qPCR Programi
Bilesen Ekleme Sirasi Reaksiyon DOngii Sayisi Sicakhk Siire
2X RT-gPCR Mix 1 10 pL 1 45 °C 15 dk
RT-RIN Mix 2 1pul 1 95 °C 3 dk
Oligo Mix 3 5puL 95°C 5sn
Kalip Niikleik Asit 4 5 pL 40 55°C 35sn
TOPLAM REAKSIYON HACMI 21 puL FAM/HEX/ROX okuma

Tablo 3. Sonuglarin Yorumlanmasi: 1) FAM/HEX/ROX kanallarinda elde edilen ¢ogalma egrilerinin sekli incelenir. Sigmoidal

olmayan egriler negatif olarak kaydedilir. 2) Esik dongii sayisi (Cq) hesaplanir. 3) 38<Cq ise Negatif; Cq<38 ise Pozitif olarak
sonuglar kaydedilir ve analiz sonucu Tablo 3’e gére yorumlanir.

Template > NA izolati Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
Wuhan- Wuhan- Wuhan- Yorum
Hedef IC IC IC
< RdRp RdRp RdRp

Durum 1 Poz Poz Poz Poz Neg Neg SARS-CoV-2 (2019-nCoV) pozitif -» Referans
laboratuvara danig

Durum 2 Neg Poz Poz Poz Neg Neg SARS-CoV-2 (2019-nCoV) negatif = Testi
Raporlandir
Kontaminasyon Problemi: Uyarilar bolimindeki

Durum 3 Poz Poz Poz Poz Poz Neg hususlara dikkat edilerek deney tekrarlanir
Ekstraksiyon/inhibisyon Problemi: 1)

Durum 4 Neg Neg Poz Poz Neg Neg Ekstraksiyon tekrar edilir 2) Nukleik asit izolat
1/10 seyreltilip, deney tekrarlanir
Reaktif Problemi: Uretici ile irtibata gegilerek,

Durum 5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg reaktifler yenilenir ve reaksiyon tekrarlanir
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