COVID-19 REAL TIME PCR KiTI
Kat. No: 114R-10-01

GiRris

Coronaviriisler, Coronaviridae familyasina ait olan ve genis 0lglide insanlara ve
diger memelilere bulasabilen RNA virUsleridir. Aralik 2019'da, Wuhan, Hubei,
Gin'de kaynadi bilinmeyen bir dizi pnémoni vakasindan alinan alt solunum yolu
orneklerinden vyapilan analizler, 2019 yeni koronavirlis (SARS-CoV-2) olarak
adlandirilan yeni bir koronavirlisii varligini gosterdi. Bu virlisiin neden oldugu
hastaliga ise COVID-19 denildi. Test Sistemimiz, SARS-CoV-2’' nin RNA-
dependent RNA polymerase gene (RdRP) and Nucleocapsid protein gene
bolgelerini % 100 hassasiyet ve % 100 6zglillik ile tespit eder.

TEST SISTEMININ PRENSiBi

RNA molekill ile gergeklestirilen PCR galismalarinda, oncelikle komplementer
DNA (cDNA) sentezine ihtiyag duyulmaktadir. Bunun igin ters transkriptaz
(Revers Transcriptase) enzimi ile RNA'nin kalibi olusturulmakta ve elde edilen
cDNA direk PCR isleminde kullanilabilmektedir. Kalip olarak cDNA ve DNA’nin
kullanildigr 5" niikleaz testi igin islemin devami Taq DNA polimerazin
5’exonuclease aktivitesine dayanmaktadir. Bu test igin probun 5’ ucunda bir
reporter boya ve 3’ ucunda da bir quencer boya bulunmaktadir. Quencer boya
reporter boyanin igimasini baskilamakta ayni zamanda da probun primer gibi
davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR esnasinda enzim aktivitesi ile
birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob parcalanarak ayrilir ve
baskilanmanin ortadan kalkmasiyla 1sima meydana gelir. Bu islem sadece hedef
bdlge uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir. Amplifikasyon miktar
arttikga, reporter boyanin agiga cikmasiyla birlikte 1sima dogrusal olarak artmakta
ve bu artis cihaz tarafindan es zamanli olarak tespit edilmektedir.

URUN OZELLIKLERL

Kullandiginiz kit sistemi “ready to use” ozelligine sahiptir. Kit, 5" Nikleaz PCR
igin gerekli tim komponentleri igermektedir.

Sistem iki farkl spesifik primer-prob seti icermektedir. COVID-19 analizi igin FAM
isaretli, sistemin dogru sekilde galisip galismadigini kontrol eden internal kontrol
analizi igin ise HEX/JOE boyasi ile isaretli prob kullaniimaktadir.

Covid-19 Real Time PCR Kit icin Limit of detection (LOD) degeri 1-10
Kopya/Rxn’ dir.

Table 1 : Tip-Virilis-Boya tablosu

Tiip Viriis Boya
Internal Kontrol HEX
Miks
COVID-19 FAM

SiSTEM iCERiGi

Bilesen 100 Test
e COVID-19 Master Miks 1000 pl
e  Pozitif Kontrol 50 pl
* Negatif Kontrol 50 pl

SAKLAMA KOSULLARI

e Tim bilegenler — 20°C de ve karanlikta saklanmalidir.

e TUm bilesenler, Grin kutusunun Gzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

e Sirekli eritip gdzdlirmek, trliniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

RNA iZOLASYONU

Nazofaringial numuneler uygun steril swablarla alinip igerisinde SNP Viral
inaktivasyon Soliisyonu bulunan tiiplere aktariimalidir. Oda sicakliginda 15
dk. Bekletildikten sonra herhangi bir RNA izolasyon Sistemi ile Viral RNA izole
edilebilir.

TEST PROSEDURU

« Nazikge pipetaj yaparak master miks karistirilir.

e Bir ornek igin, her optik kapakli tip veya strip’e, 10 pl master miks
(Ready to use) aktarilir.

e Butiplere 10 pl (~1-100 ng) RNA eklenir.

o  Optik kapaklar kapatilir ve asagida belirtilen programla test galistirilir.

PCR PROGRAMI*
42 °C 20 dk. cDNA Sentezi
96 °C 25 sn. On Denatiirasyon
96 °C 2 sn.
45 Déngl
60 °C 35sn.

Floresan boya olarak FAM ve HEX/JOE secilmelidir.

*Real Time PCR siiresi 83 dk'dir. Bu sire cihaza gore kiglk farkliliklar

gosterebilir.

Eder;

e ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, litfen pasif referans olarak “none”
segenedini seginiz.

e Mic gPCR Cycler kullaniyorsaniz, litfen “Adjust Gain Settings” kisminda
Green Auto Gain dederini 20’ ye, Yellow Auto Gain dederini 10’ a

ayarlayin.

Bu sistemin calisabilecedi cihazlar;
ABI Prism ® 7000/7300/7500/7900
Bio-Rad CFX96

Roche LightCycler® 480 System

Rotor Gene Q

Mic gPCR Cycler
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ANALiZ
PCR iglemi
edebilirsiniz. Asagidaki analiz resimleri CFX96 cihazina aittir.

bittikten sonra, sonuglarinizi FAM ve HEX/JOE boyasinda analiz
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Sekil 1: Internal Kontrol Pikleri (HEX Boyasi)
Internal Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile analiz edilmelidir. RNA eklenmis tiim
kuyularda internal kontrol pikleri gdzlenmelidir. CT degeri ise 25 < ct < 35

araliginda olmaldir (Sekil 1).
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Sekil 2 : COVID-19 — Pozitif Ornekler (FAM Boyasi)
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Sekil 3 : COVID-19 — Negatif Ornekler (FAM Boyasr)

OLASI PROBLEMLER

Eder internal kontrol calismiyorsa,

e Unutulmus 6rnek yiikleme.

e  Test' te inhibitor varligi.

Eder pikler geg bashiyorsa,

Oncelikle 6rneklerinizin piklerini pozitif kontrol RNA pikleri ile karsilastirin. E§er
pozitif kontrol RNA da bir sorun yoksa,

o Hedef RNA miktar disik olabilir.

o Hedef RNA saf degildir veya az miktarda inhibitor igeriyor olabilir.

¢ Hedef RNA eldesinde kullanilan “Eliisyon Buffer” 5 mM’ dan fazla Tris-HCI
icermektedir.

Litfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr

UYARILAR

e  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

¢ Oda sicakhiginda unutulmus PCR master miksleri kullanilmamalidir.

e PCR master miksi oda sicakiginda tamamen eritilip, bas asadi edilerek
hafifge karistirildiktan sonra tiiplere boliinmelidir.

e PCR master mikslerin raf émri 12 aydir. Kullanmadan 6nce uretim tarihine
dikkat edilmelidir.

e  Yalnizca in-vitro tani amagh kullanilabilir.
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