Covid-19 Real Time PCR Kiti

Cat. No: 114R-10-01

GIRIS

Coronavirisler, Coronaviridae familyasina ait olan ve genis
Olgide insanlara ve diger memelilere bulasabilen RNA
virGsleridir. Aralik 2019'da, Wuhan, Hubei, Cin'de kaynagi
bilinmeyen bir dizi pnémoni vakasindan alinan alt solunum yolu
orneklerinden yapilan analizler, 2019 yeni koronaviriis (SARS-
CoV-2) olarak adlandirilan yeni bir koronavirisi varligini gosterdi.
Bu virlisiin neden oldugu hastaliga ise COVID-19 denildi. Test
Sistemimiz, SARS-CoV-2' nin RNA-dependent RNA polymerase
gene (RdRP) ve Nucleocapsid protein gene bdlgelerini yiksek
hassasiyet ve 6zgullikile tespit eder.

TEST SISTEMiNIN PRENSIBI

RNA molekili ile gergeklestirilen PCR galismalarinda, éncelikle
komplementer DNA (cDNA) sentezine ihtiya¢ 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' nikleaz testi igin islemin devami Tag DNA
polimerazin 5'exonuclease aktivitesine dayanmaktadir. Bu test
icin probun 5' ucunda bir reporter boya ve 3' ucunda da bir
quencer boya bulunmaktadir. Quencer boya reporter boyanin
1Isimasini 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 isima
meydana gelir. Bu islem sadece hedef bolge lzerinde hibridize
olmus problarda gergeklesir. Amplifikasyon miktari arttikga,
reporter boyanin agiga ¢ikmasiyla birlikte 1sima dogrusal olarak
artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es zamanli olarak tespit
edilmektedir.

URUN OZELLIKLERI

Kit, cDNA ve 5'Niikleaz PCR yonteme 6zel olarak uyarlanmis One-
Step RT-PCR master miks i¢in “Ready-to-use” formatta tim
reaktifleri saglar. Kit, spesifik primer-prob setleri icermektedir.
COVID-19 analizi igin FAM isaretli, PCR reaksiyonunun dogru
sekilde calisip calismadigini kontrol eden internal kontrol analizi
icinise HEX/JOE boyasiile isaretli prob kullaniimaktadir.

Covid-19 Real Time PCR Kit i¢in Limit of Detection (LOD) degeri
1-10 Kopya/Rxn'dir.

Tablo 1 : Tip- Gen- Boya

Tiip Gen Boya
RdRp&Geni FAM
Covid-19 Nucleocapsid Geni
Master Miks
Internal Kontrol HEX

SISTEM iCERIiGi

Bilesenler 150 Test
Covid-19 Master Miks 1500 uL
Pozitif Kontrol 50 uL
Negatif Kontrol 50 uL
Kullanim Klavuzu 1

Biyoteknoloji E
SAKLAMA KOSULLARI

* Tam bilesenler — 20°C de ve karanlikta saklanmalidir.

* Tam bilesenler, Grlin kutusunun (zerinde belirtilen son
kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

* Sirekli eritip ¢ozdtirmek (>5X), Grintn hassasiyetinde
azalmalara neden olabilir.

RNA EKSTRAKSIYONU

* insan nazofarengeal, orofarengeal, n nazal ve orta konka
burun ¢ubugu ve nazofarengeal yikama / aspirat veya nazal
aspirat 6rnekleri ve balgam érnekleri uygun steril pamuklu
cubukla viral nakil sivisina toplanmalidir.

e Numune viral tasima sivisinda bir haftaya kadar + 4 °C'de
saklanabilir.

e Numune odasicakliginda tasinabilir.

e Numune bir haftadan daha uzun sire igerisinde
calisilacaksa-20°C'de saklanmalidir.

* Kit, Spin Kolonu RNA Ekstraksiyonu, Otomatik RNA
Ekstraksiyonu ve fenol/kloroform RNA Ekstraksiyonu gibi
RNA izolasyon Sistemleri ile elde edilmis érnekler icin
uygundur.

TEST PROSEDURU

* GCalismaya baslamadan 6nce eriyen master miks nazikge
pipetaj yapilarak karistirilir.

* Bir 6rnek icin, her optik kapakli tiip veya strip'e, 10 pl
master miks (Ready to use) aktarihr.

* Bu tliplere 10 ul RNA eklenir.

* Optik kapaklar kapatilir ve asagida belirtilen programla
test cahstirtlir.

42 °C 8 dk. cDNA Sentezi
96 °C 1sn.

40 Dongu
60 °C 25 sn.

Floresan boya olarak FAM ve HEX/JOE segilmelidir.

*Real Time PCR siiresi 55 dk'dir. Bu sire cihaza gore kiglik
farkliliklar gosterebilir.

Eger;

* ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, liitfen pasif referans
olarak “none” segenegini seciniz.

* Mic gPCR Cycler kullaniyorsaniz, liitfen “Adjust Gain
Settings” kisminda Green Auto Gain degerini 20' ye,
Yellow Auto Gain degerini 10' a ayarlayin.

Bu sistemin calisabilecegi cihazlar;

Bio-Rad CFX96

ABI 7500/7500 Fast

Roche LightCycler 96 System
Rotor Gene Q

Miq gPCR Cycler

LongGene Q

SNP Biyoteknoloji Aras. Gel. ve Ur. San. Ve Tic. Ltd. Sti. ® Hacettepe Teknokent - Ankara
Q +90 312 2992328 +90 312 2092348 @) info@snp.com.tr ) www.snp.com.tr



Covid-19 Real Time PCR Kiti
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Biyoteknoloji
ANALIZ

PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM ve HEX/JOE boyasinda analiz edebilirsiniz (Tablo 2). Asagidaki analiz resimleri CFX96 cihazina aittir. Farkli
cihazlar icin litfen iletisime geginiz (info@snp.com.tr). internal Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile analiz edilmelidir. RNA eklenmis tiim kuyularda
internal kontrol pikleri gdzlenmelidir. internal kontroliin Ct degeri ise RNA konsantrasyonuna bagli olarak < 35 olmalidir (Sekil 3). FAM' da Ct degeri <40
olan her amplifikasyon icin “pozitif” olarak sonug verilmelidir (Sekil 1). Eger FAM'da herhangi bir pik yoksa sonug COVID-19 igin “negatif” 'tir (Sekil 2).
FAM boyasinda bazi pikler Sekil 4' e gore kontaminasyon olarak degerlendirilebilir.
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Sekil 3: Internal Kontrol (HEX Boyasi) Sekil 4: Olasi Kontaminasyon (FAM Boyasi)

OLASI PROBLEMLER

Tablo 2: Sonuglarin Degerlendirilmesi

Eger internal kontrol ¢alismiyorsa
.. . Sample Internal -
* Unutulmus 6rnek yiikleme, Typpe Kontrol | COWA19 | gonc Degerlendirme
* Test’ te inhibitor varligi, HEX _
* Ornek degredasyonu séz konusudur. Orek1 | +/- + SARS-COV-2 | o tespic
Pozitif edilmistir.

v . onug Gegerli.
Eger pikler geg basliyorsa, Ornek2 | +/- i, SASS'C‘;}"Z SARS o A tospit
-~ . . e . .. g . ) v ggé . L st
Oncelikle 6rneklerinizin piklerini pozitif kontrol RNA pikleri ile karsilastirin. Eger Srnek 3 ] ] Gegersiz Estraksiyon asamasindan
pozitif kontrol RNA da bir sorun yoksa; Sonug {ebaren tekrar edimel:

* Hedef RNA kalitesi iyi degildir. RNA 6rnegini 1 e 1 oraninda Nuclease
free su ile sulandirin.

* Hedef RNA miktari diisiik olabilir. RNA ekstraksiyon asamasini tekrar
edin.

Lutfen sorulariniz igin bizimle temasa gecin. tech@snp.com.tr
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* Temas halinde tahris edici olabilir. C €

¢ Eldivensiz kullanmayin.

* Temas durumunda, temas edilen yeri bol su ile yikayiniz.

* Taim bilesenler saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakliginda unutulmug PCR master miksleri kullanilmamalidir.

¢ PCR master miksi oda sicakliginda tamamen eritilip, bas asagi edilerek
hafifce karistirildiktan sonra tiplere boliinmelidir.

* PCR master mikslerin raf 6mri 12 aydir. Kullanmadan 6nce lretim
tarihine dikkat edilmelidir.

¢ Yalnizca in-vitro tani amach kullanilabilir.
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