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SARS-CoV-2 OneStep RT-PCR Kiti (S/ORF1ab) c €
Ref. No: Dia-CV19-2 (100 test)
T.C. Saghk Bakanhgi Onaylidir

Uriin Aciklamasi

Dia-CV19-2 SARS-CoV-2 OneStep RT-PCR Kiti, COVID-2019’ un etiyolojik ajani olan SARS-CoV-2 Koronavirus’ un kalitatif tespitiigin tasarlanan prob tabanli
bir Real time PCR testidir. Viral RNA'daki S-geni ve ORFl1ab-geni tespitinde kullanilir.

Kitin Tanimi

Koronavirisler insanlar ve diger memelilerde (deve, kedi, kbpek ve yarasa gibi) enfeksiyonlara neden olan blyuk bir virls ailesidir. SARS-CoV-2 virls(,
11 Subat 2020’ de Diinya Saghk Orgiiti (DSO) (1) tarafindan tanimlanmis olan yeni bir koronaviristiir. SARS-CoV-2 RT-PCR Kiti, COVID-19 etkeni olan
SARS-CoV-2 koronaviriisiin genomik RNA’ sinin kalitatif tespiti icin tasarlanmis 6zgiin primerlerin kullanildigi bir In-vitro tani kitidir. Test, DSO(2) ve
ABD’nin CDC(Hastalik Kontrol ve Onleme merkezi) kurumu (3) tarafindan koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) icin belirlenen klinik kriterleri gdsteren
bireylerden alinan serum, alt solunum yolu 6rnekleri (bronkoalveolar lavaj, balgam, trakeal aspirat) ve Gst solunum yolu érnekleri (nazofaringeal sivilar
ve slrintd) ile direkt olarak tek asamali gergek zamanli revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (Direct OneStep RT-PCR) ile galisir.

Laboratuvar ve Egitim Gerekliligi

Numunelerin calisilacagi laboratuvar BSL2 olmali, calismalar DSO tarafindan 12 Subat 2020° de yayinlanan laboratuvar giivenlik yénergelerine gére

yuratdlmelidir. COVID-19 icin uygulanacak testler, ilgili teknik ve glvenlik prosedirleri konusunda egitimli personel tarafindan uygun donanima sahip
laboratuvarda yapiimalidir. (1)

Real-Time PCR Cihazlar

Testin ¢alismaya uyumlu Real-Time PCR cihazlari, ABI Prism 7000/7300/7500/7900/Step One Plus; iCycler iQTM4/iQTM5; Smart Cycler II; Bio-Rad CFX
96; Rotor GeneTM6000; Mx3000P/3005P; MJ-Option2/Chromo4; ®LightCycler 480 Instrument olarak belirlenmistir.

Pozitif ve Negatif Kontrol

Dia-CV19-2 SARS-CoV-2 OneStep RT-PCR Kit ile birlikte verilen pozitif kontrol 6rnegi sentetik olarak Uretilmis hedef gen bolgeleri (S/ORF1ab/GAPDH)
iceren plasmittir ve manuel metod ile ekstrate edilmistir. Negatif Kontrol olarak rutin laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan niikleaz icermeyen su (NFW)
kullanilabilir.

Kit ile saglanmayan gerekli olan ekipman ve kimyasallar Uyarilar ve Dikkat Edilecek Hususlar

® Biyolojik Kabin ¢ Bu test egitimli personel tarafindan uygulanmaldir.

o Viral RNA Ekstraksiyon Kiti e Klinik numuneler potansiyel enfeksiydz materyal olarak kabul edilmeli
e Real time PCR Cihazi ve laminer flow kabin i¢inde hazirlanmalidir.

o Real time PCR test tlpleri/stripleri/plateleri e Her bir basamak GLP kosullari takip edilerek uygulanmahdir.

® Ayarlanabilir Mikropipetler(0.5ul — 1000ul) ¢ Son kullanma tarihi gegmis kitler kullaniimamalidir.

o Filtreli Mikropipet uglari * Tekrarlanan don/¢6z islemi kitin sensitivitesini diserebilir.

e 1.5 ml Mikrosantrifiij Tupd e Cozdurllmus reaktifler igin, kullanimdan hemen énce kisaca vortex ve
e Sogutucu Calisma Blogu santrifuj islemi uygulanmaldir.

o Pudrasiz tek kullanimlik muayene eldiveni . Rgaksiyon karisimi buz Gzerinde veya sogutucu blok icerisinde hizli bir
o Tibbi Atik Kab! §e‘k|‘Ide hazirlanmalidir.

o |ki farkli calisma alani olusturulmalidir:

1) RNA/ DNA ekstraksiyon alani

2) Amplifikasyon ve Deteksiyon alani

e Pipet ucu, tlp ve diger calisma malzemeleri bir alana ait olup farkli
alanlarda kullaniilmamahdir.

e Her zaman steril fitreli pipet ucu kullanilmalhdir.

¢ Agizla pipetleme yapilmamalidir. Laboratuvar igerisinde yeme, icme ve
sigara kullanma islemlerini yapilmamalidir.

e Aerosollerden kaginilmalidir.

® Sogutucu Dolaplar (+4/-20)

e Masaust tipi santriftj (Max 2.000 g)

e Vortex karistirici

o Nukleaz icermeyen Su(Negatif Kontrol)

Dia-CV19-2 SARS-CoV-2 Direct OneStep RT-PCR Kit igerigi

Ref. Kit igerikleri 100 test Kapak
1 RT-PCR 2X MasterMix 1000 pl Mavi
2 S/ORF1ab/GAPDH Mix 500 ul Kirmizi
3 S/ORF1ab/GAPDH Pozitif Kontrol 20 ul Seffaf
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PROTOKOL

OneStep RT-PCR Mix Hazirlama

OneStep RT-PCR Cihaz Kurulumu

Sira Asagidaki belirtilen miktarlari tek tiipte sirasiyla hazirlayiniz. 50°C for 20 dk. 1 déngii
- —— Floresan Kanallar
1 10 ul RT-PCR 2X MasterMix (Mavi) 95°C for 5 dk. 1 ddngii
i FAM S gene

2 5 ul S/ ORFlab/GAPDH Mix (Kirmizi) 95°C for 10 sn. g

3 5 pl Total RNA (20-100 ng) 40 déngi HEX GAPDH gene
Final Son hacim 20 pl olmalidir. >/°C for“30“sn.“ Texas Red | ORFlab gene
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Threshold Ayarlamalari: Negatif kontrol olarak kullanilan nukleaz icermeyen su seviyesine ayarlanmalidir.

Veri analizi ve yorumlama asagida belirtilen tabloya gére verilmelidir.

CT Degerleri
Sonu FAM TexasRed HEX Sonug Degerlendirilmesi
¢ (S geni) (ORF1ab geni) (GAPDH geni)
Ejf:rifl Tespit Edilmedi Tespit Edilmedi | Tespit Edilmedi Beklenen Negatif Kontrol sonucudur.
Pozitif <30 <30 <30 Beklenen Pozitif Kontrol sonucudur.
Kontrol
1. <38 <38 <38 Ornek 2019-nCoV Pozitif olarak degerlendirilir.
2. Tespit Edilmedi Tespit Edilmedi <38 Ornek 2019-nCoV Negatif olarak degerlendirilir.
<38 <38 Tespit Edilmedi | internal kontroliin calismadigi fakat Hedef genlerin calistigi
3. <38 Tespit Edilmedi | Tespit Edilmedi | durum olur ise FAM ve TexasRed kanalindaki 1sima 38 ct’den
Tespit Edilmedi <38 Tespit Edilmedi kicuk olursa 6rnek 2019-nCoV pozitif olarak degerlendirilir.
4 Tespit Edilmedi Tespit Edilmedi | Tespit Edilmedi PCR inhibitori olabilir, numune ekstraksiyon asamasinda

itibaren tekrarlanmahdir.

Referanslar

Daha fazla soru ve destek icin info@diagen.com.tr adresi ile teknik hizmetlerle iletisime geginiz.

1.https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/naming-the-coronavirus-disease-(covid-2019)-and-the-virus-that-causes-it
2.https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/surveillance-and-case-definitions
3.https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-nCoV/hcp/clinical-criteria.html
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