Covid-19 Real Time PCR Kit V1

Kat. No:

GiRis

Coronavirisler, Coronaviridae familyasina ait olan ve genig 0Olglide insanlara ve
diger memelilere bulasabilen RNA virlsleridir. Aralik 2019'da, Wuhan, Hubei,
Gin'de kaynadi bilinmeyen bir dizi pnémoni vakasindan alinan alt solunum yolu
orneklerinden yapilan analizler, 2019 yeni koronaviriis (SARS-CoV-2) olarak
adlandirilan yeni bir koronavirtistin varligini gosterdi. Bu virlisin neden oldugu
hastaliga ise COVID-19 denildi.

TEST SISTEMiNiN PRENSiBi

Test Sistemimiz, SARS-CoV-2' nin RNA-dependent RNA polymerase geni
(RdRP) ve Nucleocapsid protein (N) geni bolgelerini yliksek hassasiyet ve
0zgilliik ile tespit eder.

RNA molekilii 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 direkt PCR isleminde kullanilabilmektedir. Kalip olarak cDNA ve DNA'nin
kullaniidigr  5'

5'exonuclease aktivitesine dayanmaktadir. Bu test igin probun 5' ucunda bir

niikleaz testi igin islemin devami Taq DNA polimerazin
reporter boya ve 3' ucunda da bir quencer boya bulunmaktadir. Quencer boya
reporter boyanin isimasini baskilamakta ayni zamanda da probun primer gibi
davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR esnasinda enzim aktivitesi ile
birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob pargalanarak ayrilir ve
baskilanmanin ortadan kalkmasiyla 15ima meydana gelir. Bu islem sadece hedef
bolge Uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir. Amplifikasyon miktar
arttikga, reporter boyanin agida gikmasiyla birlikte isima dogrusal olarak artmakta
ve bu artis cihaz tarafindan es zamanli olarak tespit edilmektedir.

URUN 6ZELLIKLERE

Kit, cDNA ve 5'Nikleaz PCR ydnteme &zel olarak uyarlanmis One-Step RT-PCR
master miks igin “Ready-to-use” formatinda tim reaktifleri sadlar. Kit, spesifik
primer-prob setleri icermektedir. RARp geni analizi igin FAM, N geni analizi igin
Texas RED boyasl kullaniimaktadir. Ayrica, PCR reaksiyonunun dodru sekilde
galisip galismadigini kontrol eden internal kontrol analizi igin ise HEX/JOE boyasi
ile isaretli prob kullaniimaktadir. Bolgeler ve ilgili boyalar igin Tablo 1' e bakiniz.
Covid-19 Real Time PCR Kit icin Limit of Detection (LOD) degeri 1-10
Kopya/Rxn' dir.

Tablo 1: Bolgeler ve ilgili boyalar.

Tiip Bdlgeler Boyalar
RdRp Geni FAM
Master Mix | Nycleocapsid Geni Texas RED

Internal Kontrol HEX

SiSTEM iCERiGi

Bilesenler 100 Test

e  Covid-19 Master Miks 1000 pl

e  Positive Kontrol 60 pl

e Negatif Kontrol 60 pl

e Kullanma Talimati 1

114R-10-01

SAKLAMA KOSULLARI

e  Tum bilesenler — 20°C de ve karanlikta saklanmalidir.

e TUm bilegenler, Grin kutusunun tzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

e  Sirekli eritip ¢dzdirmek (>5X), Urlinin hassasiyetinde azalmalara neden
olabilir.

RNA EKSTRAKSIYONU

o Insan nazofarengeal, orofarengeal, 6n nazal ve orta konka burun cubugu ve
nazofarengeal ylkama / aspirat veya nazal aspirat Ornekleri ve balgam
ornekleri uygun steril pamuklu gubukla viral nakil sivisina toplanmalidir.
Orneklerin giivenli bir sekilde tasinmasi igin SNP Inaktivasyon ve Tasima
Sollisyonu Kiti’ nin (Kat. No 235-04) kullanilmasini 6neriyoruz.

Otomatik RNA Ekstraksiyonu,

fenol/kloroform ve tuz ¢oktiirme gibi RNA izolasyon Sistemleri ile elde

e Kit, Spin Kolonu RNA Ekstraksiyonu,

edilmig drnekler igin uygundur. SNP Covid-19 Real Time PCR Kit igin 6zellikle
gelistirilen SNP Viral Ekstraksiyon Kiti'nin ( Kat. No 21S-04 ) kullaniimasini

Oneriyoruz.

TEST PROSEDURU

e (Calismaya baslamadan 6nce eriyen master miks nazikge pipetaj yapilarak
karnigtirilir.

e  Bir 6rnek igin, her optik kapakli tiip veya strip'e, 10 gyl master miks (Ready
to use) aktarilir. Optimum sonuglar igin beyaz Real Time PCR tiip/strip/plate
kullanimini tavsiye ediyoruz.

o Bu tiiplere 10 pl 6rnek RNA’si eklenir.

o Optik kapaklar kapatilir ve asagida belirtilen programla test calistirilir.

PCR PROGRAMI*
42 °C 8 dk. cDNA Sentazi
96 °C 1 sn.
40 Ddngl
60 °C 25 sn.

Floresan boya olarak FAM, Texas RED ve HEX segilmelidir.
* Real Time PCR siiresi 55 dk’dir. Bu slre cihaza bagh olarak kigik

farkliliklar gostermektedir.

Eger;
e ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, litfen pasif referans olarak “none”

segenedini seginiz.
e Mic gPCR Cycler kullaniyorsaniz, lltfen “Adjust Gain Settings” kisminda

Green Auto Gain degerini 20' ye, Yellow Auto Gain dederini 10' a ayarlayin.

Bu sistemin calisabilecegi cihazlar;
Bio-Rad CFX96

ABI 7500/7500 Fast
Rotor Gene Q

Mic gPCR Cycler
LongGene Q
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ANALiZ Amplification

PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM, Texas RED ve HEX/JOE boyasinda 7000 +
analiz edebilirsiniz (Tablo 2). Asadidaki analiz resimleri CFX96 cihazina aittir. 6000 v .|
Threshold degeri beyaz tiipler igin 500, seffaf tiipler igin 50 olmalidir. Farkli 5000 oo I e I e .|
. nterna :
cihazlar igin ltfen iletisime geginiz (info@snp.com.tr). Internal Kontrol pikleri 2 4000 ¢ Kontrol | =3
o : o
HEX/JOE boyas! ile analiz edilmelidir. RNA eklenmis tiim kuyularda internal 3000 oo (HEX) : 1
kontrol pikleri gdzlenmelidir. Internal kontrolin Ct dederi ise RNA 2000 froeeeeeeee : 7
konsantrasyonuna bagl olarak < 35 olmalidir (Sekil 1). FAM ve/veya Texas RED 1000 + .|
boyasinda her amplifikasyon igin “pozitif” olarak sonug verilmelidir (Sekil 2 ve 0t n ; ; ;
0 10 20 30 40
3). E§er FAM ve Texas RED boyasinda herhangi bir pik yoksa sonug COVID-19 Cycles
icin “negatif” tir (Sekil 4). FAM ve Texas RED boyasindaki bazi gériintiiler ise . o
< 9 & ) ¥ 9 Sekil 4: SARS-CoV-2 Negatif Ornek
kontaminasyon olarak degerlendirilmelidir (Sekil 5).
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Sekil 5: FAM ve Texas RED boyasinda kontaminasyon
Sekil 1: Internal Kontrol Pikleri Tablo 2: Sonuglarin Dederlendirilmesi
(HEX boyasi) Ornekler internal RdRp N
Amplification Kontrol Geni Geni Sonug Degerlendirme
! ; ] : (HEX) (FAM) (T.RED)
25 -
Ornek 1 +/- + + SARS-Cov-2 Sonug gegerli.
20 Ornek 2 +/- - + Pozitif SARS-Cov-2 RNA
- Ornek 3 +/- + - Tespit Edilmistir
L
s 15 Ornek 4 +/- - - Sonug gegerli.
g Ornek 5 +/- - - SARS-Cov-2 SARS-Cov-2 RNA
10
Ornek 6 +/- - - Negatif Tespit
% Edilmemistir
Ornek 7 - - - Ekstrakte RNA'yi
[} Gegersiz diliie ediniz veya
Ornek 8 - - - Sonug ekstraksiyonu
Cycles
tekrarlayiniz.
Sekil 2: SARS-CoV-2 Pozitif Ornek (FAM boyasi)
OLASI PROBLEMLER
. Am"”ﬁnl"'ﬁ“'" . . Eger internal kontrol calismiyorsa
. Unutulmus 6rnek yiikleme,
. Testte PCR inhibit6r varligi,
Eger pikler geg baslhiyorsa
Oncelikle drneklerinizin piklerini pozitif kontrol RNA pikleri ile karsilastirin. Eger pozitif kontrol RNA da
E bir sorun yoksa;
; . Hedef RNA kalitesi iyi degildir. RNA &rnegini 1 e 1 oraninda Nuclease free su ile sulandirin.
3 . Hedef RNA miktan dusuk olabilir.
Lutfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr
UYARILAR
. Temas halinde tahris edici olabilir. Eldivensiz kullanmayin.
. Temas durumunda, temas edilen yeri bol su ile yikayiniz.

e . Tum bilesenler saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.
ycles
. Oda sicakliginda unutulmus PCR master miksleri kullanilmamalidir.

Sekil 3: SARS-CoV-2 Pozitif Ornek (FAM boyast) . PCR master mikslerin raf émrii 12 aydir. Kullanmadan 6nce uretim tarihine dikkat edilmelidir.

. Yalnizca in-vitro tani amagh kullanilabilir.

CEvI
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