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	Hepatitis B Rt-PCR kantitatif kit
Ref. No:  DiaRD-qHBV

	Ürün Açıklaması
DiaRD-HBV Rt-PCR kantitatif Kiti, hepatit B hastalarının plazmasında HBV DNA yükünün in vitro ortamda kantitatif olarak belirlenmesi amacıyla geliştirilmiş bir gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyon temelli (Real-time polymerase chain reaction:Rt-PCR) moleküler tanı kitidir. Kit içerisinde HBV S geni içerisindeki 90 baz çiftlik bölgenin amplifikasyonunu sağlayan primerler ve çoğalmayı saptayacak florofor boya ve baskılayıcı ile işaretli TaqMan prob bulunmaktadır. Örnekte HBV DNA bulunması halinde uygulanmakta olan amplifikasyon programı süresince ileri (forward) ve geri (reverse) primerler ile hedef bölge çoğaltılmaktadır. Amplifikasyon programının bağlanma (anneling) aşamasında TaqMan problar hedef bölgeye tutunmakta, uzama (ekstensiyon) aşamasında DNA polimeraz enziminin probu 5’ uçlarından kesmesiyle bu uca bağlanmış olan floresan boya probun 3’ucundaki baskılayıcıdan kurtularak floresan vermektedir. Oluşan floresan sinyalleri amplifikasyon süresince toplanmakta ve amplifikasyon grafikleri halinde rapor edilmektedir. Her çalışmada kullanılan kantitasyon standartları (KS1-KS5)’na ait IU/mL verileri ve bunlara karşılık gelen Ct  değerleri kullanılarak oluşturulan standard eğriden pozitif örneklerdeki HBV DNA yükü belirlenmektedir.
Kit Performans Değerleri 
Kitin performans testleri Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA) ve Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) önerileri doğrultusunda gerçekleştirilmiştir.
Analitik duyarlılık/limit of detection (LOD):
DNA ekstraksiyonu içeren analitik duyarlılık (LOD değeri) 19.8 IU/mL (0.0198 IU/L)
DNA ekstraksiyon aşaması içermeyen analitik duyarlılık (LOD değeri) 12.6 IU/mL (0.0126 IU/L)
Analitik özgüllük, kullanılacak olan primer ve probların kit kapsamında araştırılacak olan HBV dışındaki genetik olarak yakın mikroorganizmalarla çapraz reaksiyonlar verip vermediği in silico analizler ve laboratuvar artamında test edilmiş, hiçbir hatalı pozitiflik saptanmamıştır.
Kitin HBV genotiplerini (A, B, C, D, E, F, G,H, I, J) saptayabilme potansiyeli in silico analiz ve PCR çalışmalarıyla doğrulanmıştır.
Kitin Doğrusallık Aralığı
Kitin doğrusallık aralığı: 3.5-1.295x109 IU/mL (R2 : 0.999, PCR Efficiency: %100, Slope: 3.316
Tekrarlanabilirlik çalışmaları: 
Tablo 1. Ct değerlerine göre tekrarlanabilirlik sonuçları                                 Tablo 2. HBV DNA kantitasyon değerlerine göre tekrarlanabilirlik sonuçları
	HBV DNA 1x10e4 IU/ml
	Standart sapma
	Varyasyon
	Varyasyon Katsayısı (%)
	
	HBV DNA 1x10e4 IU/ml
	Standart sapma
	Varyasyon
	Varyasyon Katsayısı (%)

	Deney içi tekrar
	0.13
	0.016
	0.44
	
	Deney içi tekrar
	1.00
	1.01
	7.98

	Deneyler arası tekrar
	0.07
	0.005
	0.25
	
	Deneyler arası tekrar
	0.62
	0.38
	4.87

	Lotlar arası tekrar
	0.11
	0.01
	0.38
	
	Lotlar arası tekrar
	0.83
	0.70
	8.00

	Toplam varyasyon
	0.33
	0.10
	1.11
	
	Toplam varyasyon
	1.37
	1.89
	11.58


Kitin sağlamlığı (Robustness): 
HBV negatif olan 100 plazma örneğinde kitin LOD değerinin 3 katı olacak şekilde kontrol DNA eklendi. . Diarex DNA ekstraksiyon kiti ile DNA izolasyonu yapıldıktan sonra Rt-PCR çalışması yapıldı. Örneklerin tamamından pozitif sonuç alındı. Ayrıca 100 negatif plazma örneğinin 200 L içerisine kantitasyonu 1.30x 104 IU/mL olan internal kontrol (İK) DNA’sından 5 L eklenerek ekstraksiyon yapıldı. Rt-PCR çalışmalarından İK eklenmiş örneklerin hiçbirinden negatif sonuç alınmadı. Kitin doğru pozitif oranı: %100, hatalı negatif oranı: %0,0.
Klinik etkinliği: DiaRD HBV Rt-PCR kitinin klinik örnekler üzerindeki etkinlik çalışmaları Artus HBV RG PCR kiti ile test edilmiş ve hasta bilgileri anonim hale getirilmiş olan 206 plazma üzerinde değerlendirildi. Özgüllük ve duyarlılık %100 olarak belirlendi.

	Laboratuvar ve Eğitim Gerekliliği
Kit çalışmaları BSL-2 biyogüvenlik düzeyine sahip laboratuvarda, iyi laboratuvar uygulama (GLP) kuralları takip edilerek, moleküler çalışmalarda deneyimli olan personel tarafından yapılmalıdır.

	Real-Time PCR Cihazları
Testin çalışmaya uyumlu Real-Time PCR cihazı Bio-Rad CFX 96  ve Rotor-Gene Q olarak belirlenmiştir.
Kit Saklama koşulları
DiaRD-HBV Rt-PCR Kiti -20 derecede saklanmalıdır. En fazla 3 defa dondurma çözme işlemine dayanıklıdır. Uygun koşullarda saklanması halinde son kullanım tarihine kadar kullanılabilir. Sık dondurma ve çözme işleminden kaçınmak için kit bileşenleri alikotlanarak saklanmalıdır.
Örneklerin toplanması, saklanması ve transferi:
Aseptik kurallar uygulanarak 5-10 ml kan, içerisinde EDTA bulunan standart numune toplama tüplerine alınmalıdır. Kan alındıktan sonra tüpler 7-8 defa nazikçe baş-aşağı yapılarak kan-ETDA karışımı sağlanmalıdır. Kanın hemolizinden kaçınmak için tüpler çalkalanmamalıdır. Heparinize kan kullanılmamalıdır.
Kan alındıktan sonra ilk altı saat içerisinde santrifüj edilerek plazma ayrılmalıdır. Örnekler aynı gün içerisinde çalışılacak ise +4 °C saklanabilir. Uzun süreli saklanacak olan örnekler –20°C'de  (haftalarca) veya -70°C'de (aylar ve yıllar) saklanır.
Örneklerin transferinde potansiyel bir enfeksiyön ajanının transferinde uyulması gereken ulusal ve uluslararası standart kurallar izlenmelidir. Örnekler ağzı sıkıca kapanan, kırılmaya dayanıklı vida kapaklı tüplerde transfer edilmelidir. Kan örnekleri dondurulmadan 2–8°C’de, plazma örnekleri -15 ile -30°C’de gönderilmelidir.
DNA İzolasyonu:
DiaRD-HBV-RT PCR kiti, 200 µl plazmadan Diarex Viral DNA/RNA ekstraksiyon kit protokolü (Cat. No: 5295-50 VDR-8786, Diagen AŞ, www.diagen.com.tr) ile ekstrakte edilmiş DNA örnekleri ile valide edilmiştir. Not: Ekasraksiyon protokolünde birtildiği gibi ekstraksiyon aşamasından itibaren internal kontrol kullanılacak ise ilk aşamada 1.5 ml mikrosantrifüj tüpü içerisine sırasıyla 25 µL proteinaz K, 200 µL plazma ve içerisine 5 µL internal kontrol katılmış 300 µL liziz tamponu eklenmelidir.



Kalibratörler ve Pozitif ve Negatif Kontrol
Kit kapsamında, olası PCR inhibitörlerin tespitini sağlamak için hedef gen ile aynı uzunluk ve benzer baz içeriğine sahip, primer bağlanma bölgesi hedef gen ile özdeş, ancak prob bağlanma bölgesi özgü olan plazmit kaynaklı internal kontrol (İK) DNA’sı (1.30x104 IU/mL) yer almaktadır. 
HBV DNA yükünün belirlenmesi için beş adet kantitasyon standardı (1.3x104 IU/mL- 1.3x108 IU/mL) bulunmaktadır.
Pozitif kontrol olarak HBV DNA yükü 1.3x103 IU/mL olan sentetik HBV örneği, negatif kontrol olarak steril PCR kalitesinde su bulunmaktadır.

	Kit ile sağlanmayan gerekli olan ekipman ve kimyasallar
· Mikrobiyolojik Kabin
· Viral DNA Ekstraksiyon Kiti
· Real time PCR Cihazı
· Real time PCR test tüpleri/stripleri/plateleri
· Ayarlanabilir Mikropipetler(0.5μl – 1000μl)
· Filtreli Mikropipet uçları
· 1.5 ml Mikrosantrifüj Tüpü
· Soğutucu Çalışma Bloğu
· Pudrasız tek kullanımlık muayene eldiveni 
· Tıbbi Atık Kabı
· Soğutucu Dolaplar (+4/-20)
· Masaüstü tipi santrifüj (Max 2.000 g)
· Vortex karıştırıcı
· Nukleaz İçermeyen Su(Negatif Kontrol)
	Uyarılar ve Dikkat Edilecek Hususlar
· Klinik numuneler potansiyel enfeksiyöz materyal olarak kabul edilmeli ve Biyogüvenlik kabin içinde hazırlanmalıdır.
· Bu test eğitimli personel tarafından ”good laboratory praktice” (GLP) koşulları takip edilerek uygulanmalıdır.
· Son kullanma tarihi geçmiş kitler kullanılmamalıdır.
· Tekrarlanan don/çöz işlemi kitin sensitivitesini düşürebilir.
· Çözdürülmüş reaktifler kullanımdan önce kısaca vorteks ve santrifuj işlemi uygulanmalıdır.
· Reaksiyon karışımı buz veya soğutucu blok içerisinde hızlı bir şekilde hazırlanmalıdır.
· İki farklı çalışma alanı oluşturulmalıdır:
1. RNA/ DNA ekstraksiyon alanı 
2. Amplifikasyon ve Deteksiyon alanı
· Pipet ucu, tüp ve diğer malzemeler bir alana ait olup farklı alanlarda kullanılmamalıdır.
· Her zaman steril fitreli pipet ucu kullanılmalıdır.
· Ağızla pipetleme yapılmalı, laboratuvar içerisinde yeme, içme ve sigara kullanılmamalıdır.
· Pozitif kontroller ve örnekler diğer tüm reaktiflerden ayrı tutulmalıdır.Bunların saklanması için ayrı soğutucular tasis edilmelidir.





	Tablo. RT-PCR Kit içeriği

	Ref.
	Kit İçerikleri
	25 test
	50 test
	100 test
	Kapak

	1
	Rt-PCR 2X Master Miks
	350 µl
	700 µl
	1400 µl
	Mavi

	2
	Oligo Miks  (HBV- S gen bölgesi ve İnternal kontrol)
	170 µl
	350 µl
	700 µl
	Kırmızı

	3
	Pozitif Kontrol (Hedef içeren sentetik plazmit DNA 1.3x104 IU/mL)
	20 µl
	50 µl
	50 µl
	Beyaz

	4
	Kantitasyon standartları (KS)
	KS1 (1.3x108 IU/mL)
	20  µl
	50  µl
	100  µl
	Yeşil

	
	
	KS2 (1.3x107 IU/mL)
	20  µl
	50  µl
	100  µl
	

	
	
	KS3 (1.3x106 IU/mL)
	20  µl
	50  µl
	100  µl
	

	
	
	KS4 (1.3x105 IU/mL)
	20  µl
	50  µl
	100  µl
	

	
	
	KS5 (1.3x104 IU/mL)
	20  µl
	50  µl
	100  µl
	

	5
	Internal kontrol (Sentetik IK plasmid DNA 1.3x104 IU/mL)
	150  µl
	300  µl
	600  µl
	Sarı

	6
	Negatif kontrol (Nükleaz içermeyen steril distile su)
	100  µl
	100  µl
	100  µl
	Şeffaf

	7
	Kit protokolu
	1
	1
	1
	




	PROTOKOL

	RT-PCR Mix Hazırlama                                                                                            RT-PCR Cihaz Kurulumu
	Sıra
	Aşağıda belirtilen miktarları tek tüpte sırasıyla hazırlayınız.
	
	95°C - 10 dk.
	1 döngü
	Kanallar

	1
	10 µl Rt-PCR 2X MasterMix (Mavi)
	
	95°C - 10 sn.
	45 döngü
	FAM
	HBV DNA 

	2
	5  µl OligoMix (Kırmızı)
	
	
	
	
	

	3
	5  µl örnek DNA, kantitason standartları(KS), PK ve NK
	
	55°C - 50 sn. (Floresan ölçümü)
	
	HEX
	İnternal Kontrol

	Final
	Son hacim 20 µl olmalıdır.
	
	
	
	
	


*Her çalışmada örnek yanında PK, NK ve  5 adet KS kullanılmalıdır.
** Ekstraksiyonda IK kullanılmamış ise bu aşamada örnek başına 1 µl IK Plazmit DNA eklenir.
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	DiaRD HBV Rt-PCR kiti sonuçlarının geçerlilik kriterleri

	Parametre
	Beklenen CT değeri ±1.5
	IU/mL

	Kantitasyon standart (KS)1 
	16
	1.30x108

	Kantitasyon standart (KS)2
	20
	1.30x107

	Kantitasyon standart (KS)3
	23
	1.30x106

	Kantitasyon standart (KS)4
	27
	1.30x105

	Kantitasyon standart (KS)5
	30
	1.30x104

	Pozitif kontrol 
	30
	1.3x104

	İnternal kontrol 
	30
	1.3x104

	Korelasyon katsayısı
	0.990-1.00
	 

	PCR verimliliği
	%85-%110
	 

	*Çalışma sonuçları yukarıdaki kriterleri karşılamadığı durumda, sonuç rapor edilmemeli, test tekrarı yapılmalıdır. 
Not: CT değeri tabloda verilen kritere uymayan veya ardışık KS’ler arasında CT fark 4.5 veya 2 olan KS dışarda bırakılarak kalan 4 KS ile sonuçlar değerlendirilebilir




	Sonuç Değerlendirilmesi

	
	FAM
HBV S geni
	HEX
(İnternal Kontrol)
	Sonuç

	Negatif Kontrol
	Tespit Edilmedi
	Tespit Edilmedi
	Beklenen Negatif Kontrol sonucudur.

	Pozitif Kontrol
	≤35 Ct
	Tespit Edilmedi
	Beklenen Pozitif Kontrol sonucudur.

	Örnek1.
	39 Ct
	39 Ct
	Örnek HBV DNA  Pozitif olarak değerlendirilir.

	Örnek2.
	Tespit Edilmedi
	39 Ct
	Örnek HBV DNA Negatif olarak değerlendirilir.

	
Örnek3.
	≤38 Ct
	Tespit Edilmedi
	İnternal kontrolün çalışmadığı fakat hedef genlerin çalıştığı durumu gösterir. Örnek HBV DNA pozitif olarak  değerlendirilir.

	
	39-45 Ct
	39-45 Ct
	Örnek HBV DNA şüpheli pozitif olarak değerlendirilir. Yeni bir örnek ile test tekrarlanır. Tekrarda ilk test sonucu doğrulanırsa test sonucu pozitif olarak rapor edilir.

	Örnek4.
	
	
	

	Örnek5.
	Tespit Edilmedi
	Tespit Edilmedi
	PCR inhibitörü olabilir, ekstraksiyon ürünü 1/5-10 oranında seyreltilerek tekrar çalışılmalıdır. İnternal kontrol ve test negatifliği devam ediyor ise örnek ekstraksiyon aşamasında itibaren tekrarlanmalıdır. IK negatifliği devam etmesi halinde yeni bir örnek istenir.



HBV-DNA kantitasyonu:  www.diagen.com.tr adresinde bulunan  ayrıntılı kit dokümanından yararlanılarak pozitif örneklerdeki HBV-DNA konsantrasyonu belirlenir. 
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11.58


 


Kitin 


sağlamlığı (Robustness)


: 


 


HBV negatif olan 100 plazma örneğinde kitin LOD değerinin 3 katı olacak şekilde kontrol DNA eklendi. 


. 


Diarex DNA ekstraksiyon kiti ile DNA 


izolasyonu yapıldıktan sonra Rt


-


PCR çalışması yapıldı.


 


Örneklerin tamamından


 


pozitif sonuç alındı.


 


Ayrıca 100 negatif plazma örneğinin 200 


m


L 


içerisine kantitasyonu 


1


.


3


0


x 10


4


 


IU/mL olan internal kontrol (İK) DNA’sından 5 


m


L eklenerek ekstraksiyon yapıldı. Rt


-


PCR çalışmalarından İK 


eklenmiş örneklerin hiçbirinden negatif sonuç alınmadı. Kitin d


oğru pozitif oranı: %100


, h


atalı negatif oranı: %0,0


.


 


Klinik etkinliği:


 


DiaRD HBV Rt


-


PCR kitinin klinik örnekler üzerindeki etkinlik çalışmaları Artus HBV RG PCR kiti ile test edilmiş ve hasta bilgileri 


anonim hale getirilmiş olan 206 plazma üzerinde değerlendirildi. Özgüllük ve duyarlılık %100 olarak belirlendi


.


 


Laboratuvar ve Eğitim Gerekliliği


 


Kit çalışmaları BSL


-


2 biyogüvenlik düzeyine sahip laboratuvarda, iyi laboratuvar uygulama (GLP) kuralları takip edilerek, moleküler çalışmalarda 


deneyimli olan personel tarafından yapılmalıdır.


 


Real


-


Time PCR Cihazları


 


Testin 


çalışmaya uyumlu Real


-


Time PCR cihaz


ı 


Bio


-


Rad CFX 96  


ve Rotor


-


Gene Q 


olarak belirlenmiştir.


 


Kit Saklama koşulları


 


DiaRD


-


HBV Rt


-


PCR Kiti 


-


20 derecede saklanmalıdır. En fazla 3 defa dondurma çözme işlemine dayanıklıdır. Uygun koşullarda saklanması halinde 


son kullanım tarihine kadar kullanılabilir.


 


Sık dondurma ve çözme işleminden kaçınmak için kit bileşenleri alikotlanarak saklanmalıdır


.


 


Örneklerin toplanması, saklanması ve transferi


:


 


Aseptik kurallar 


uygulanarak


 


5


-


10 ml kan


, içerisinde EDTA bulunan standart numune toplama tüpleri


ne


 


alınmalıdır. 


K


an alındıktan sonra tüpler 


7


-


8 


defa nazikçe baş


-


aşağı yapılarak kan


-


ETDA karışımı sağlanmalıdır. Kanın hemolizinden kaçınmak için tüpler 


çalkalanmamalıdır. Heparinize kan 


kullanılmamalıdır.


 


Kan alındıktan sonra ilk altı saat içerisinde santrifüj edilerek plazma ayrılmalıdır. Örnekler aynı gün içerisinde çalışılaca


k ise +4 


°C


 


saklanabilir. Uzun 


süreli saklanacak olan örnekler 


–


20°C'de  (haftalarca) veya 


-


70°C'de (aylar ve yıllar) 


saklanır


.


 


Örneklerin transferinde potansiyel bir enfeksiyön ajanının transferinde uyulması gereken ulusal ve uluslararası standart kura


llar izlenmelidir. Örnekler 


ağzı sıkıca kapanan, kırılma


ya dayanıklı vida kapaklı tüplerde transfer edilmelidir.


 


Kan örnekleri 


dondurulmadan 


2


–


8°C


’de, p


lazma 


örnekleri 


-


15


 


ile 


-


30°C


’de


 


gönderil


melidir


.


 


DNA İzolasyonu:


 


DiaRD


-


HB


V


-


RT PCR kiti


, 200 µl plazmadan Diarex 


Viral DNA/RNA ekstraksiyon


 


kit protokolü (


Cat. No: 


5295


-


50 


VDR


-


8786, 


Diagen AŞ, 


www.diagen.com.tr


) ile ekstrakte edilmiş DNA örnekleri ile valide edilmiştir.


 


Not: 


Ekasraksiyon protokolü


n


de birtildiği gibi 


ekstraksiyon aşamasından 


itibaren 


internal kontrol kullanılacak ise 


ilk aşama


da


 


1.5 ml mikros


a


ntrifüj tüpü içerisine sırasıyla 25 µL 


proteinaz K


, 200 µL plazma ve 


içerisine 


5


 


µL 


internal kontrol katılmış 


30


0 µL 


liziz tamponu


 


eklen


melidir


.
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H epatitis B   Rt - PCR  kantitatif kit   Ref. No:    DiaRD - q HBV  

Ürün Açıklaması   DiaRD - HBV Rt - PCR  kantitatif  Kiti, hepatit B hastalarının plazmasında HBV DNA yükünün in vitro ortamda kantitatif olarak belirlenmesi amacıyla  geliştirilmiş bir gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyon temelli (Real - time polymerase chain reaction:Rt - PCR) moleküler tanı kitidir.  Kit içerisinde  HBV S gen i içerisindeki   90  baz çiftlik bölgenin amplifikasyonunu sağlayan primerler ve çoğalmayı saptayacak  f l orofor boya ve baskılayıcı ile işaretli  TaqMan prob bulunmaktadır.  Örnekte HBV DNA bulunması halinde uygulanmakta olan amplifikasyon programı süresince  ileri ( forward )   ve  geri  ( reverse )   primerler ile hedef bölge çoğaltılmaktadır.  A mplifikasyon programının bağlanma   (anneling)   aşamasında  TaqMan problar  hedef bölge ye  tutunmakta,   uzama   (ekstensiyon )   aşamasında  DNA polimeraz enziminin probu  5 ’ uçlarından   kesmesiyle bu uca bağlanmı ş olan  floresan boya  probun  3’ucundaki baskılayıcıdan kurtularak  floresan   vermektedir . Oluşan  floresan   sinyalleri amplifikasyon süresince toplanmakta ve amplifikasyon grafikleri  halinde rapor edilmektedir.  Her çalışmada   kullanılan kantitasyon standartları (KS1 - KS 5 )’na ait  IU/mL verileri ve bunlara karşılık gelen  Ct   değerleri  kullanılarak oluşturul an   standard eğri den pozitif örneklerdeki  HBV   DN A yükü belirlenmektedir .   Kit Performans Değerleri     Kitin performans testleri  Clinical Laboratory Improvement Amendments   (CLIA) ve  Clinical Laboratory Standard Institute   (CLSI) önerileri  doğrultusunda gerçekleştirilmiştir.   Analitik duyarlılık/limit of detection (LOD) :   DNA ekstraksiyonu içeren analitik duyarlılık (LOD değeri )   19.8   IU/mL (0.0 198   IU/  L)   DNA ekstraksiyon aşaması içermeyen analitik duyarlılık (LOD değeri )   12.6   IU/mL (0.0 126   IU/  L)   Analitik özgüllü k,  k ullanılacak olan primer ve probların kit kapsamında araştırılacak olan HBV dışındaki genetik olarak yakın mikroorganizmalarla   çapraz reaksiyonlar verip vermediği  in silico   analizler   ve laboratuvar artamında test edilmiş, hiçbir hatalı pozitiflik saptanmamıştır.   Kitin HBV genotiplerini (A, B, C, D, E, F,  G, H, I, J) saptayabilme potansiyeli  in silico   analiz ve PCR çalışmalarıyla doğrulanmıştır.   Kitin Doğrusallık Aralığı   Kitin doğrusallık aralığı:  3.5 - 1.295x10 9   IU/mL   ( R 2  :   0.999,  PCR  Effic iency :   %100, Slope: 3.316   Tekrarlanabilirlik çalışmaları :    Tablo 1 . Ct değerlerine göre tekrarlanabilirlik sonuçları                                   Tablo 2 . HBV DNA kantitasyon değerlerine göre tekrarlanabilirlik sonuçları  

HBV DNA 1x10e4  IU/ml  Standart  sapma  Varyasyon  Varyasyon  Katsayısı (%)   HBV DNA 1x10e4  IU/ml  Standart  sapma  Varyasyon  Varyasyon  Katsayısı (%)  

Deney içi tekrar  0.13  0.016  0.44   Deney içi tekrar  1.00  1.01  7.98  

Deneyler arası tekrar  0.07  0.005  0.25   Deneyler arası tekrar  0.62  0.38  4.87  

Lotlar arası tekrar  0.11  0.01  0.38   Lotlar arası tekrar  0.83  0.70  8.00  

Toplam varyasyon  0.33  0.10  1.11   Toplam varyasyon  1.37  1.89  11.58  

Kitin  sağlamlığı (Robustness) :    HBV negatif olan 100 plazma örneğinde kitin LOD değerinin 3 katı olacak şekilde kontrol DNA eklendi.  .  Diarex DNA ekstraksiyon kiti ile DNA  izolasyonu yapıldıktan sonra Rt - PCR çalışması yapıldı.   Örneklerin tamamından   pozitif sonuç alındı.   Ayrıca 100 negatif plazma örneğinin 200   L  içerisine kantitasyonu  1 . 3 0 x 10 4   IU/mL olan internal kontrol (İK) DNA’sından 5   L eklenerek ekstraksiyon yapıldı. Rt - PCR çalışmalarından İK  eklenmiş örneklerin hiçbirinden negatif sonuç alınmadı. Kitin d oğru pozitif oranı: %100 , h atalı negatif oranı: %0,0 .   Klinik etkinliği:   DiaRD HBV Rt - PCR kitinin klinik örnekler üzerindeki etkinlik çalışmaları Artus HBV RG PCR kiti ile test edilmiş ve hasta bilgileri  anonim hale getirilmiş olan 206 plazma üzerinde değerlendirildi. Özgüllük ve duyarlılık %100 olarak belirlendi .  

Laboratuvar ve Eğitim Gerekliliği   Kit çalışmaları BSL - 2 biyogüvenlik düzeyine sahip laboratuvarda, iyi laboratuvar uygulama (GLP) kuralları takip edilerek, moleküler çalışmalarda  deneyimli olan personel tarafından yapılmalıdır.  

Real - Time PCR Cihazları   Testin  çalışmaya uyumlu Real - Time PCR cihaz ı  Bio - Rad CFX 96   ve Rotor - Gene Q  olarak belirlenmiştir.   Kit Saklama koşulları   DiaRD - HBV Rt - PCR Kiti  - 20 derecede saklanmalıdır. En fazla 3 defa dondurma çözme işlemine dayanıklıdır. Uygun koşullarda saklanması halinde  son kullanım tarihine kadar kullanılabilir.   Sık dondurma ve çözme işleminden kaçınmak için kit bileşenleri alikotlanarak saklanmalıdır .   Örneklerin toplanması, saklanması ve transferi :   Aseptik kurallar  uygulanarak   5 - 10 ml kan , içerisinde EDTA bulunan standart numune toplama tüpleri ne   alınmalıdır.  K an alındıktan sonra tüpler  7 - 8  defa nazikçe baş - aşağı yapılarak kan - ETDA karışımı sağlanmalıdır. Kanın hemolizinden kaçınmak için tüpler  çalkalanmamalıdır. Heparinize kan  kullanılmamalıdır.   Kan alındıktan sonra ilk altı saat içerisinde santrifüj edilerek plazma ayrılmalıdır. Örnekler aynı gün içerisinde çalışılaca k ise +4  °C   saklanabilir. Uzun  süreli saklanacak olan örnekler  – 20°C'de  (haftalarca) veya  - 70°C'de (aylar ve yıllar)  saklanır .   Örneklerin transferinde potansiyel bir enfeksiyön ajanının transferinde uyulması gereken ulusal ve uluslararası standart kura llar izlenmelidir. Örnekler  ağzı sıkıca kapanan, kırılma ya dayanıklı vida kapaklı tüplerde transfer edilmelidir.   Kan örnekleri  dondurulmadan  2 – 8°C ’de, p lazma  örnekleri  - 15   ile  - 30°C ’de   gönderil melidir .   DNA İzolasyonu:   DiaRD - HB V - RT PCR kiti , 200 µl plazmadan Diarex  Viral DNA/RNA ekstraksiyon   kit protokolü ( Cat. No:  5295 - 50  VDR - 8786,  Diagen AŞ,  www.diagen.com.tr ) ile ekstrakte edilmiş DNA örnekleri ile valide edilmiştir.   Not:  Ekasraksiyon protokolü n de birtildiği gibi  ekstraksiyon aşamasından  itibaren  internal kontrol kullanılacak ise  ilk aşama da   1.5 ml mikros a ntrifüj tüpü içerisine sırasıyla 25 µL  proteinaz K , 200 µL plazma ve  içerisine  5   µL  internal kontrol katılmış  30 0 µL  liziz tamponu   eklen melidir .        

