Sadece in vitro diagnostik kullanim igindir. Yayin ve Revizyon Tarihi: 09.02.2021/30.04.2021
Sadece laboratuvarlarda profesyonel kullanim igindir. Kullanim Kilavuzu Versiyonu: 20-KA

Kat no: BS-SY-WCOR-402-250/BS-SY-WCOR-402-500/BS-SY-WCOR-402-1000

SARS-CoV-2 Variant Plus Bio-Speedy”’
Kullanim Kilavuzu c € IVD

1. Kitigerigi

Raf Omrii 12 ay: kutudaki son kullanma tarihine bakiniz. Saklama sicakliginda saklanan her reaktif, tip tizerinde belirtilen son kullanim tarihine kadar
kullanilabilir. Kitin son kullanma tarihi, reaktiflerin son kullanma tarihine gore belirlenmektedir.

Tablo 1a. Kit igerigi

Saklama Sicakhigi: -20°C, Transfer Sicakhgi: +2-8°C

Miktar (10 uL Reaksiyon) Birim
icerik/Kullanim Amaci icerik 250 500 1000 Reaksiyon
Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon Tiketimi

Genel SARS-CoV-2, ORF1ab+N (FAM)

insan RNase-P mRNA (IC) (HEX) Variant Oligo

Spike(S) E484K mutasyonu (ROX) Mix 1x625ut 1x1250pt | 2x1250 ul 25l
Niikleokapsid (N) D3L mutasyonu (CY5)

DNA polimeraz, dNTP karisimi, ters transkriptaz enzimi, 2X Prime

ribonikleaz inhibitori ve reaksiyon tamponu karisimi Script Mix 1x1250ut | 2x1250ul | 4x 1250 ub > u

Tablo 1b. Kit icerigi-Kontroller

Saklama Sicakhgi: +2-8°C/-20°C; Transfer Sicakligi+2-8°C/-20°C
Bilesenler donmussa -20°C'de saklayiniz. ilk ¢ozdiirmeden sonra 2-8°C'de saklayiniz.
Negatif Kontrol Template
Kontaminasyon kontrolii amaciyla, her isletimde test ediniz.
Pozitif Kontrol Template: “Variant Oligo Mix” icindeki hedefler
icin sentetik RNA genom pargasi karigimi PC-Variant 1x 250 pL 1 x 500 pL 2 x 500 pL 2.5puL
Reaktif stabilite kontrolii amaciyla, her igletimde test ediniz.

NTC 1x1000puL | 1x1000puL | 1x1000pL | 2.5uL

Tablo 1c. Kullanici tarafindan saglanacak olan cihaz ve ekipmanlar

Kullanici tarafindan saglanacak olan cihaz ve ekipmanlar

6. 1.5 veya 2 mL mikrosantrifuj tipu

7. gPCR cihazi ve reaksiyon hacmi ile uyumlu reaksiyon tiipleri
ve kapaklari/filmleri

Kullanilmasi 6nerilen ekstra ekipmanlar:

8. PCR kurulumu igin UV kabini

9. Soguk Tilp standi (Microsantriflij ve PCR tipleri igin)

10. Tek kullanimlik pudrasiz nitril eldiven

1. Real-Time PCR Cihazi: 5 kanalli, Ramp rate >3 °C/sn.

2. 1-10 pL, 10-100 pL ve 100-1000 pL mikropipet ve uyumlu pipet ucu
(DNaz ve RNaz icermeyen)

3. Spin Santrifiij: min. 3000 rpm

4, Vorteks

5. Niikleaz icermeyen su/Viral Tasima Besiyeri/Serum fizyolojik

2. Kitin Kullanim Amaci ve Test Prensibi

SARS-CoV-2'nin B.1.1.7 varyanti tim diinyada hizla yayilmaktadir (COVID-19 Haftalik Epidemiyolojik Glincelleme, WHO, 23 Mart 2021). B.1.1.7'nin,
¢ok yiiksek yayilim hizina sahip olmasi nedeniyle 2021 sonunda diinyanin en baskin SARS-CoV-2 tiiri olacagl tahmin edilmektedir. Spike E484K
mutasyonunu (B.1.351, P.1, B.1.525, B.1.526) igeren varyantlar, antikor aracili bagisikliktan kagma konusundaki endiseleri 6nemli 6l¢tide artirmistir.
Spike proteininin reseptor baglanma alanindaki E484K mutasyonu, antikor nétralizasyonunu> 100 kat azaltabilen bir immiinodominant bolge olarak
tanimlanmistir (Greaney ve ark., 2021, Cell host & microbe, 29 [3], 463-476). Ozellikle E484K pozitif vakalari, varyantin kékenine bakilmaksizin endise
vericidir.

“Bio-Speedy® SARS-CoV-2 Variant Plus” kiti, saglik hizmeti saglayicilari tarafindan COVID-19 siiphesi olan bireylerden alinan nazofaringeal suriintd,
orofaringeal siirlintii, nazal siiriintii, nazofaringeal aspirat, tiikiiriik ve bronkoalveolar lavaj 6rneklerinde SARS-CoV-2'nin kalitatif tespiti ve B.1.1.7,
ile E484K mutasyonunu igeren varyantlarin ayirt edilmesi igin tasarlanmis tek adimli ters transkripsiyon ve gercek zamanli PCR (RT-gPCR)
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testidir.”Bio-Speedy SARS-CoV-2 Variant Plus” kiti, 30 dakikadan kisa siirede hem SARS-CoV-2 tespitini hem de varyantlarin ayirt edilmesini DNA
dizi analizine gerek kalmadan saglamaktadir.

Tek bir multipleks reaksiyonda, “Bio-Speedy® SARS-CoV-2 Variant Plus” kiti, rutin tarama igin tim SARS-CoV-2’lerde bulunan Orflab ve N gen
bolgelerinin yanisira B.1.1.7 tespiti icin N D3L mutasyonunu ve antikor araciligi bagisikliktan kagma olasiligi yiiksek olan varyantlarin tespiti icin E484K
mutasyonunu hedeflemektedir (Tablo 2). insan RNase-P oligo seti, mRNA’daki ekzom-ekzom birlesimini hedefleyip insan genomunu
hedeflememektedir. Bu nedenle 6rneklem, RNA stabilitesi, niikleik asit ekstraksiyonu ve hem gPCR hem de ters transkripsiyonun inhibisyonunu
kontrol etmek igin kullanilir. Kit ayrica kontaminasyonu ve qPCR reaktif stabilitesini test etmek igin negatif ve pozitif kontrol templateleri igerir.

Tablo 2. Mutasyonu igeren mevcut toplam genomlardaki soyun gorilme sikligi (GISAID veritabani, 28 Mart 2021'de alindi).

% Soyun gorilme sikhgi Toplam
Mutasyon erisilebilen
B.1.1.7 B.1.351 P.1 B.1.525 B.1.526 Other genom
N D3L 99.6% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.4% 229569
S E484K 0.8% 37.8% 8.8% 6.3% 14.4% 32.0% 14019

3. Kitin Analitik Ozellikleri

Kit, Bio-Speedy® vNAT® Viral Niikleik Asit Tamponu (BS-NA-510), Bio-Speedy® vNAT® Transfer Tiipii (BS-NA-513-100), GenNAT Viral RNA Transport
Medium (HP0013) ile valide edilmistir. Kit, Bio-Rad CFX96 Touch™ cihazi ile 10 uL gPCR hacmi igin valide edilmistir.

SARS-CoV-2 genomlari igin tasarlanan oligonikleotidler, tim ana soylari ve son zamanlarda ortaya g¢ikan 6nemli varyantlari kapsamaktadir.
Tasarlanan oligontikleotid sekanslari, GISAID veri tabanindaki biitiin hedeflerle %100 eslesmektedir. Kitin tespit limiti (LOD) tim o6rnek tiplerinde
SARS-CoV-2 ve N D3L igin 1000 kopya/mL, E484K icin 10000 kopya/mL’dir. Kitin sonuglari, saglikli donérlerden alinan 42 bakteri, viral susun ve
havuzlanmis nasal yikama érneklerinin tiimi igin negatiftir. In-silico analizler, ayni zamanda testin oligoniikleotid setlerinin veri tabanindaki herhangi
bir niikleotid dizisi ile gapraz reaksiyona girmedigini de ortaya g¢ikarmistir.

Kit, Yeni Nesil Dizileme (NGS) uygulanmis, 49 farkli soydan 2000 6rnek Gzerinde uygulanmistir. (GISAID ID: 811140-811142, 812772-812773, 812778,
894246-894276, 903347, 906049, 935048-935102, 939627, 940633-940682, 940709-940713, 983409-984301, 1008616-1008656, 1020411-
1020485, 1034231-1034259, 1063916-1063992, 1073641-1073812, 1082388-1082448, 1095517-1095609, 1096030-1096118, 1096119-1097307,
1169975-1170125, 1171872-1171965, 1225780-1225871, 1229415-1229506, 1263236-1263318, 1272095-1272187, 1278188-1278273, 1293236-
1293326, 1358323-1358407, 1379157-1379195). RT-gPCR sonuglari, N D3L pozitif 501 [479(B.1.1.7) +22(B.1, B.1.1, B.1.1.189, B.1.1.419, B.1.170,
B.1.177)] 6rnegin, S E484K pozitif 65 [61 (B.1.351) + 1 (P.1) + (B.1.525) + 2(B.1.1, B.1.313)] 6rnegin ve N D3L ve S E484K negatif 1434 6rnegin NGS
sonuglariyla %100 eslesmektedir. Kitin, NGS sonuglarina rolatif 6zgllligi %100 olarak tespit edilmistir.

Kit, Bio-Rad CFX96 Touch™ Real-Time PCR sistemine dzgi beyaz reaksiyon tiipleriyle validedir:
o Kat #: 1845098; CFX Kalifikasyon Plate ve Seal (96 kuyu)
e Kat #: BS2001 Ultra optik yari etekli qPCR plate ve seal (96 kuyu)
e Kat #: TLS0851; Beyaz Strip (8 kuyu)
e Kat #: TCS0803; Ultra Clear Strip Kapak (8 kuyu)
e Kat #: BS1001; Ultra Optik gPCR Strip ve Kapak (8 kuyu)

Bio-Rad CFX 96 cihazinda seffaf reaksiyon tiiplerinin, beyaz tliplere kiyasla 5-10 kat daha disiik floresans sinyali ile sonug verdigi tespit
edilmistir. Kitin belirtilen analitik performansi yalnizca valide beyaz tiipler kullanilarak elde edilebilir.

4. Niikleik Asit Ekstraktlarinin Toplanmasi, Saklanmasi ve Transferi

Swab ornekleri Dacron veya Polyester swablar kullanilarak toplanmalidir. Diger 6rnek tirleri steril kaplarda aktarilmalidir. Tagima asamasinda, Viral
Tasima Ortami (VTM) (Viral tasima ortaminin hazirlanmasi, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, SOP #: DSR-052-01), Bio-Speedy® vNAT® Viral
Transfer Tiipleri (Kat No: BS-NA -513-100) veya GenNAT Viral RNA Transport Medium (Kat No: HP0013) kullaniimalidir. Ornekler laboratuvara gelene
kadar 2-8°C'de saklanmali ve tasinmalidir. Swab oOrnekleri 5 giin iginde, diger ornek tiirleri 2 gln icinde aktarilmahdir. Sevkiyatta bir gecikme
bekleniyorsa, numuneler -70°C'de dondurulmali ve kuru buz ile génderilmelidir. Orneklerin tekrarlanan dondurma-¢ézdiirmeye maruz birakiimamasi
onemlidir.

5. Uyarilar

Kiti niikleik asit kaynaklarindan ve qPCR amplikonlarindan uzakta saklayiniz.

Kit bilesenlerini farkl lot numaralariyla veya ayni adi tasiyan ancak farklh treticilere ait kimyasallarla karistirmayiniz.
Ana stok reaktiflerini PCR kurulumu sirasinda soguk blokta tutunuz.

Mimkinse, PCR'yi soguk blokta kurunuz.

Kullanmadan 6nce kit bilesenlerini yavasca karistiriniz.
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6. gPCR karigimlarini ve template nikleik asitleri pipetlemek igin ayri mikropipetler kullaniniz.

Sivi transferleri disinda template niikleik asit ve pozitif kontrol tiiplerini her zaman kapali tutunuz.
Testin yapildigl oda, tezgah ve cihazlarin silinebilir ylizeylerini %10 NaClO ile diizenli olarak temizleyiniz.
gPCR’1 tamamlanmis reaksiyon tiiplerini laboratuvarda agmadan uzaklastiriniz.

© %~

6. RT-qPCR Uygulama Protokolii

Analize baslamadan 6nce asagidaki bilgileri gz 6niinde bulundurunuz.
1. Kit, sadece toplam qPCR hacminin %25’i kadar olan kalip niikleik asit hacmi igin valide edilmistir.
2. Kit, periyodik bakim kayitlari olmayan real time PCR cihazlariyla kullaniimamalidir.
3. Kitile valide olmayan qPCR plate/ strip kullanmayin! Valide qPCR plate/strip tiirleri bu kilavuzun “Analitik Ozellikler”
béliimiinde verilmistir.
4. Kontaminasyonu test etmek igin, 1) template eklemeden reaktif kontrolii (NRC) ve 2) NTC ilavesiyle ortam kontrolii amaciyla iki farkh
reaksiyon kurunuz.

gPCR cihazini asagida belirtilen sekilde programlayiniz ve reaktifleri qPCR tiiplerine asagida belirtildigi sirasiyla ekleyiniz, tlpleri kapatiniz, gPCR
cihazina yerlestiriniz ve isletimi baslatiniz (Tablo 4).

Tablo 3. Reaksiyon kurulumu ve qPCR program detaylari

Reaksiyon Kurulumu gPCR Programi
icerik Reaksiyon Dongii Sayisi Sicakhk Siire
1 52°C 3 dk
2X Prime Script Mix 5uL

1 95°C 10 sn
95°C 1sn

Variant Oligo Mix 2.5 uL 5
60°C 12 sn
85°C 1sn

Template Nikleik Asit 2.5 uL 35
60°C 1sn

TOPLAM REAKSIYON HACMI 10 uL FAM (Green)/HEX (Yellow)/ROX (Orange)/CY5 (Red) Read

7. Test Sonuglarinin Yorumlanmasi

Threshold dongi sayisini (Cq) hesaplamak icin dnerilen threshold seviyesi 200 RFU'dur. Amplifikasyon egrilerinin sekli incelenmelidir. Cihazin yazilimi
tarafindan bir numuneye bir Cq degeri atanmigsa ve egri sigmoidal ise, Cq degeri son degerlendirmede kullanilabilir. Sigmoidal olmayan egriler
negatif olarak kaydedilmelidir. Bir numuneye bir Cq degeri atanmissa, ancak egri sigmoidal degilse, sonug negatif olarak kaydedilmelidir.

Esik degerin altinda siipheli sigmoidal egriye sahip ornekler igin IC'nin Cq degeri incelenmelidir. Cq-HEX<30 ise, numune negatif olarak rapor
edilmelidir. Cg-HEX>30 ise, numune dondurulup ¢6zlldikten sonra test tekrarlanmalidir. Dondurma ve ¢ézdiirme isleminden sonra problem devam
ederse yeni bir numune istenmelidir.

':ﬂ,d. E UYARI: aR kod ile baglantisi verilen web sayfasinda, farkli cihaz tipleri icin, sigmoidal ve sigmoidal olmayan egri
o LLlde  5enekleri verilmistir. Bu drnekler incelenmeden, bu kit ile elde edilen sonuglar KESINLIKLE yorumlanmamalidir.

" &F;

Tablo 4. Kit kontrollerinin beklenen performansi

-~ P Beklenen Sonug
Kontrol Tiri Ismi Kontrol Amaci
IC(HEX) | SARS-CoV-2 (FAM), Varyantlar (ROX/CY5)
NTC eklenmesi NTC Kontaminasyon kontrol Cq Yok = Gegerli
Template NRC Reaktif kontaminasyon kontrol Cq Yok = Gegerli
ekleme yok
PC eklenmesi PC Pozitif reaktif kontrol Cg<33.0 = Gegerli
insan mRNA IC Slz:t?::(es?;'oﬁ':f‘/::;rsn'lrag:slkr:pkslieylsna\slz Cq-HEX<32.0 | Cq-HEX>32.0
i - <£32.0= i
qPCR inhibisyonu kontrolii (Gegerli) Cg-FAM/ROX/CY5 < 32.0 = Gegerli

Herhangi bir kontrol yukarida agiklandig gibi calismazsa, ¢alisma gegersiz sayilir ve test tekrarlanir.
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1. Gegersiz PC: Uretici ile iletisime geginiz, reaktifleri yenileyiniz ve reaksiyonu tekrarlayiniz.
2. Gegersiz NRC: Uretici ile iletisime geginiz, reaktifleri yenileyiniz ve reaksiyonu tekrarlayiniz.
3. Gegersiz NTC: “Uyanilar” bolimine dikkat ederek analizi tekrarlayiniz.
4. Gegersiz IC: Tablo 3’teki reaksiyon bilesenlerinin oranlarini koruyarak reaksiyon hacmini 50 ul'ye yiikseltip, analizi tekrarlayiniz. Sorun devam

ederse, PCR template’i gegersiz olarak kabul ediniz.
Tim kontroller gegerliyse, sonuglarin yorumlanmasina geginiz. FAM, ROX ve CY5 kanallarindaki hedeflerin Cq'sunu kontrol ediniz.

e Cq-FAM < 33 ise, pozitif olarak sonuglandirilir. Aksi halde, sonug negatif olarak sonuglandirilir.

e  Cq-ROX < 33 ise, pozitif olarak sonuglandirilir. Aksi halde, ROX kanali negatif olarak sonuglandirilir.

e (Cqg-Cy5<33ise, Cq-Cy5ile Cq-FAM arasindaki fark hesaplanir. Eger aradaki fark <6 ise, 6rnek Cy5 pozitif olarak sonuglandirilir. Aksi halde,
Cy5 kanali negatif olarak sonuglandirilir.

Tum hedeflerin pozitif veya negatif olduguna karar verdikten sonra, sonuglarin Tablo 5'te agiklanan sekilde yorumlanmasina devam ediniz. Tablo
5’teki yorumlarin daha iyi anlasiimasi igin Tablo 2’deki bilgileri inceleyiniz.

Tablo 5. Hasta Orneklerinin Yorumlanmasi

Durum FAM ROX CY5 Sonug

1 - - - 1) SARS-CoV-2 negatif

5 . ) ) 1) SARS-CoV-2 porzitif; 2) B.1.1.7 ve E484K iceren varyantlar (B.1.351, P.1, B.1.525, B.1.526, vb.)
negatif

3 + + + 1) SARS-CoV-2 pozitif; 2) E484K mutasyonunu tasiyan B.1.1.7 pozitif

4 . + ) 1) SARS-CoV-2 pozitif; 2) B.1.1.7 negatif, 3)E484K igeren varyantlardan biri (B.1.351, P.1, B.1.525,
B.1.526, vb.) pozitif

5 + - + 1) SARS-CoV-2 pozitif; 2) B.1.1.7 pozitif

8. Sinirlamalar

e Bio-Speedy® SARS-CoV-2 Variant Plus performansi sadece nazofaringeal swablarda, orofaringeal swablarda, nazal swablarda, nazofaringeal
aspiratlarda, tiikurik ve bronkoalveolar lavaj 6rneklerinde belirlenmistir.

e Kitin hedef bolgelerindeki mutasyonlar, primer ve/veya prob baglanmasini etkileyebilir ve virlisiin varliginin tespit edilememesine neden
olabilir.

e Bir drnek uygunsuz bir sekilde toplanirsa, tasinirsa veya islenirse yanlis negatif sonug olusabilir.

e inhibitorler veya diger interferans tiirleri yanlis negatif sonug tiretebilir. Numunede yetersiz sayida organizma varsa da yanlis negatif sonuglar
ortaya cikabilir.

e SARS-CoV-2 RNA tespiti hasta faktorlerinden (6rn. Semptomlarin varligi) ve/veya enfeksiyon asamasindan etkilenebilir.

e In-siliko analizine gére, SARS-CoV-2 ile ayni alt cins (Sarbecovirus) igindeki diger SARS benzeri koronavirisler kit ile capraz reaksiyona girebilir.
SARS-CoV-2 ile ayni alt cinsteki (Sarbecovirus) diger SARS benzeri koronavirislerin su anda insan populasyonunda dolastig bilinmemektedir,
bu nedenle hasta drneklerinde mevcut olma olasiligi cok duguktiir.

9. Uretici ve Teknik Destek

Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri Anonim Sirketi

Adres: ITU ARI Teknokent 3, 4/B-105, 34467. Sariyer, istanbul, TURKIYE
Tel: +90 (212) 285 10 17, Faks: +90 (212) 285 10 18
Web: www.bioeksen.com.tr, e-mail: info@bioeksen.com.tr, support@bioeksen.com.tr

TUM HAKLARI SAKLIDIR
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