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Giris

Genetik materyali tek iplikgik RNA olan ve corona ailesinin Giyesi olan SARS-CoV-2, Kasim
2019 yilinda tanimlanmig, pandemik etkisi kuvvetli bir patojendir. Genom dizisi ¢ikariimis
olan 2019 nCoV (Genbank acc. MN908947) SARS virlsline yiksek benzerlik gésterir.

Tani

SARS-CoV-2 virisinun tanimlanmasinda, Real-Time PCR yontemi kullaniimaktadir. Bu
yontemde Diinya Saglik Orgitii (WHO) ve Cin Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (China -
CDC), Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (USA - CDC) ve

Almanya - Charite Enstitlisu tarafindan tanimlanan gen bdlgelerinin taranmasi énerilmektedir.

“TechnoGen Real Time PCR Tani Kiti”

TechnoGen Real Time PCR Tani Kiti, WHO ve USA-CDC tarafindan belirlenmis N geni
Uzerinde N1, N2 gen bdlgelerinin taramasini yapar. TechnoGen Realtime PCR Tani Kiti
solunum yolu o6rneklerinden (nazofarengeal, orofarengeal, balgam ve bronkoalveolar lavaj
ornekleri) SARS-CoV-2 (2019 nCOV) tespitini yapar. Tani kitinde internal kontrol olarak
insanda mMRNA duzeyinde bulunan RNAse P(RP) mRNA'’si secilmisti. FAM ve HEX dalga
boylarindan isima alan kit tek tlp ile multipleks ¢alisir. Kit igerisinde ayrica, pozitif kontrol* ve
negatif kontrol bulunmaktadir. Realtime PCR c¢alisma suresi yaklasik 90 dakika olan Kitin,

calismasindan 6nce RNA izolasyon asamasi zorunludur.

*Pozitif Kontrol N1 ve N2 gen bdlgelerini icermektedir. RP gen bdlgesini icermez.

Teknik Ozellikler

Tanilama Yontemi

Analiz Yontemi Quantification

Bakilan Gen Bdlgeleri ve Isima Boyalari | N1 (FAM), N2 (FAM), RP (HEX)

Test Tip Sayisi ve icerigi N1, N2, RP
Reaksiyon Hacmi 20 pl

Test Sayisi 100 6rnek
Reaksiyon Suresi Yaklasik 90 dakika
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Kit icerigi:
e #1 —“PCR Master Mix” (1500 pl)
o #2 —“Pozitif Kontrol” (150 pl)
o #3 —“Negatif Kontrol” (150 pl)

Kit Dis1 Gerekli Cihaz ve Malzemeler:
e Real Time PCR Cihazi

o Uyumlu oldugu cihazlar *
= Roche LightCycler 480
= Roche LightCycler 96
= Roche LightCycler Nano
= Qiagen Rotor Gene Series
=  Corbett Realtime PCR
= BMS Mic
= Biorad CFX Connect
= Biorad CFX96
=  Applied Biosystem ABI 7500

TUR_TechnoGen_Ver 1.0

=  Applied Biosystem ABI 7500 Fast

Applied Biosystem ABI StepOne
Applied Biosystem ABI StepOne Plus
Thermo Scientific Quant Studio 3-5-7
Agilent Aris Mix

Slan Realtime PCR

Tianlog Genesy

Stratagene Mx3500p

LongGene Q2000

Himedia Insta Q96

* (itfen uyumlu cihazlar igin irtibata geginiz.

e Viral RNA izolasyonu (kit ile veya manual olarak uygulanmalidir.)

e Vorteks

e Santrifyj

e Steril pipet ucu

e Pipet (0.5-10 ul pipet; 10-100 ul pipet)

e Soguk Rack

o PCR tiupleri, PCR plate’leri veya Stripler
e Derin Dondurucu

e Tek kullanimlik eldiven
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Saklama Kosullari:
o Kit igerigi -20°C’de ve 1s1k almayacak sekilde son kullanma tarihine kadar muhafaza
edilebilir.
¢ Kitin hassasiyetini azaltabilecegi icin bilesenleri sik sik dondurup ¢éziindirmekten (3
kereden fazla) kaginiimalidir.

Deneyin Hazirlanmasi

Malzemelerin Cézlinmesi:
e -20°C’de bulunan malzemeler buz Gzerinde bekletilerek ¢éziinmesi saglanmalidir.
e Sivi hale gelen malzemeler, pipetaj yapilarak karistirilir.

Reaksiyonlarin Hazirlanmasi:

e Her bir 6rnek icin tek bir reaksiyon hazirlanacaktir. Negatif kontrol ve pozitif kontrol

icin ayri bir reaksiyon hazirlanmalidir.

igindekiler Miktar (pl)

PCR Master Mix 15
RNA izolati 5
Toplam 20

ORNEK YUKLEME TABLOSU

0-1 0-2 0-3 0-4 0-5 0-6 0-7 0-8 09 | 6-10 | 6-11
012 | 6-13 | 6-14 | 6-15 | 6-16 | 6-17 | 6-18 | 6-19 | 6-20 | 6-21 | 6-22 | 6-23

0-24 | 025 | 0-26 | 6-27 | 028 | 629 | 0-30 | 6-31 | 0-32 | 0-33 | 0-34 | 0-35

036 | 037 | 638 | 039 | 040 | O-41 | O-42 | O-43 | 0-44 | O-45 | O-46 | O-47

0-48 | 0-49 | 650 | 651 | 652 | 053 | 654 | 655 | O-56 | O-57 | 6-58 | O-59

060 | 061 | 062 | O-63 | O-64 | O-65 | O-66 | O-67 | O-68 | O-69 | O-70 | O-71

O-72 | 6-73 | O6-714 | O6-715 | O-76 | O-77 | 6-78 | 6-79 | 6-80 | 6-81 | 6-82 | ©6-83
684 | 085 | O86 | O-87 | 688 | ©6-80 | 6-90 | 6-91 | 6-92 | 6-93 | B-94 -

* ‘Ornek Yiikleme Tablosu’ temsili olarak 94 6rnedin ayni anda yiiklenmesini betimlemektedir.

* Ornek yiikleme kullanilan Realtime PCR cihazi ve érnek sayisina gére farklilik gésterebilir.
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Kit Mix icerigi:
PCR Master Mix ‘
N1 Gen Bolgesi N2 Gen Bolgesi RP (internal Kontrol)
(FAM) (FAM) (HEX)

Deney Protokolu

e Realtime PCR Protokolii

Siklus Sicakilik (°C) Siire (Saniye) Floresan Isima
1 45 600
1 95 120
95 10
45
55 30 FAM, HEX

Sonuglarin Yorumlanmasi

Sonuglar yorumlanirken asagidaki tablodan yararlaniimalidir. Her bir parametrenin pozitif olarak
yorumlanmasi igin C; < 40 olmasi gerekmektedir. C; degerinin “0” ¢tkmasi durumunda parametre
negatif olarak kabul ediimelidir. C;> 40 olmasi durumunda “Sorunlar ve Cézumleri” kismina bakiniz.

Her calismanin, kit icerisinden ¢ikan pozitif ve negatif kontrol ile yapilmasi tavsiye edilmektedir.
Calisiimada kullanilan pozitif kontrol icin FAM i1simasinin 28 < C; < 32 arasinda ¢ikmasi
beklenmektedir.

N1-N2 Gen Bolgesi RP SONUC

(FAM) (HEX)

SARS-COV-2 (2019 nCOV)

POZiTiF ORNEK

SARS-COV-2 (2019 nCOV)

POZiTiF ORNEK

- + SARS-COV-2 (2019 nCOV)

NEGATIF ORNEK

Gegersiz Sonug. Ornek izolasyondan
itibaren tekrarlanmali
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Pozitif ve negatif kontrollerin yorumlanmasinda asagidaki tablodan yararlaniimalidir.

N1-N2 Gen Bolgesi RP SONUC
(FAM) (HEX)

N i SARS-COV-2 (2019 nCOV)
POZITiF KONTROL

i i SARS-COV-2 (2019 nCOV)
NEGATIF KONTROL

Ornek Sonug¢ Gériintiisii
Amplification Curves @ﬂ]@]
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FAM goruntusu (N geni)
Kirmizi: Pozitif Omek/Pozitif Kontrol Yesil: Negatif Orek/Negatif Kontrol
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Amplification Curves
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HEX gorintusi (RP geni)
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Kirmizi: Pozitif Omek/Negatif Kontrol Yesil: Pozitif Kontrol/Negatif Kontrol

Sorun ve Gozumleri

PCR Master Mix’de homojen PCR Master Mix i¢in pipetaj

Negatif internal Kontrol

NTC orneklerin Pozitif
artiglar gézlemlendi

Dusiik C/lerde
Sonuglarin Cikmasi

karisim saglanmamis olabilir.

RNA izolasyonu istenen sekilde | Calisma

gercgeklestiriimemis olabilir

Kontaminasyon gergeklesmis
olabilir.

C>40 olan pozitif sonuglar igin

islemi gerceklestiriimeli.

izolasyondan
itibaren tekrarlanmalidir.

Calisma alanindan,
calisilan sarf malzemelere
kadar kontaminasyon
gerceklesmis olabilir. Sarf
malzemeler atilip yenilerinin
acilmasi ve ortamin ilk
olarak %10’luk NaClO’luk
¢cozelti ile ardindan 30
dakika sonra %70 Alkol ile
temizlenmesi
onerilmektedir.

Calisma tekrar edilmelidir.
Ayni sonucun alindigi
durumlarda ornek negatif
olarak kabul edilir.
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Uyarilar ve Onlemler

Bu test kallifiye bir personel tarafindan uygulanmalidir. Klinik &mekler potansiyel bulasici malzemeler
olarak kabul edilmelidir ve laminar akim Unitesi icerisinde hazirflanmalidir.

e Son kullanma tarihi gegmis olan Kitleri kullanmayiniz.

o Reaktifleri tekrar tekrar dondurmaktan ve goézdurmekten kaginin, bu testin duyarlihgi
azaltabilir.

¢ Kullanmadan 6nce reaktiflerin ¢ozlilmesini saglayin, ardindan tipleri yavasca
karistirin ve kisa bir middet santrifijleyin.

e Reaksiyon karisimini buz dstinde ya da soguk blogu i¢inde hizlica hazirlayin.

e ki ayri calisma alani kurun.

o Pipetleri, tipleri ve diger ¢calisma materyallerini calisma alanlari arasinda
dolagtirmayin.

e Her zaman filtreli steril pipet uglarini kullanin.

e Her calisma alaninda ayri 6nlik ve eldiven kullanin.
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Tekno-Kim Tibbi Malzemeler ith. ihr. San. ve Tic. Ltd. Sti.
Girne Mh. Irmaklar Sk. Kiiciikyali is Merkezi No:72-11A Maltepe, istanbul - Tiirkiye

Tel:

+90216489 1494
Email:
info@tekno-kim.com.tr
Web:
www.tekno-kim.com.tr

v : Reaksiyon Sayisi

g : Son Kullanma Tarihi

LOT : Lot Numarasi

REF : Referans Numarasi

: Sicaklik Sinirlamasi

@ : Kullanma kilavuzuna bakiniz

: Uretici

c € IVD | :Directive 98/79/EC, Annex il

,’.
\\.

: Direk Giines Isigindan Uzak Tutunuz

)

I§\
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