CE IvD
Bio-Speedy” SARS CoV-2 Double Gene RT-qPCR Kit

Kat. No: BS-SY-WCOR-307-v4-100 Kullanim Kilavuzu
BS-SY-WCOR-307-v4-250 .
BS-SY-WCOR-307-v4-500 Ve rS|yo 1] 4 Kilavuz Versiyon: 201101-2
BS-SY-WCOR-307-v4-1000 Kullanim Onay Tarihi: 01.11.2020

Sadece in vitro diagnostik kullanim igindir.
Sadece laboratuvarlarda profesyonel kullanim igindir.

Tablo 1. Kit icerigi [Raf 6mri 18 ay: Depolama sicakhiginda saklanan her bir reaktif, tip Gzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir. Kit kutusu tzerinde belirtilen son kullanma tarihi, reaktiflerin son kullanma tarihine gore belirlenmektedir.]

Saklama sicakhigi -20°C; Transfer kosullar1 +2-8°C

Bi Miktar (20 pl Reaksiyon) Birim
s . ilesen .
Igerik/Kullanim Amaci Versiyon ismi 100 250 500 1000 Reaksiyon
Tiiketim

SARS-CoV-2 (N) ve SARS-CoV-2 (ORF1ab) )

Tespiti (FAM) Versiyon 1 C.VD D'. 1x500pL |1 x1250 uL| 2 x 1250 pL |4 x 1250 pL 5uL
Dahili Kontrol (IC) (RNase P) (HEX) Oligo Mix

Dahili Kontrol (IC) (RNase P) (FAM) VD Di

SARS-CoV-2 (N) ve SARS-CoV-2 (ORF1ab) Versiyon 3 Oligo Mix 1x500pL |1 x1250 pL| 2 x 1250 plL |4 x 1250 pL 5puL
Tespiti (ROX)

Dahili Kontrol (IC) (RNase P) (FAM) CVD Di

SARS-CoV-2 (N) ve SARS-CoV-2 (ORF1ab) Versiyon 4 Oligo Mix 1x500pL |1 x1250 pL| 2 x 1250 plL |4 x 1250 pL 5puL
Tespiti (Cy5)

DNA polimeraz, dNTP miks, reaksiyon tamponu, Ters 2X Prime

transEriptaz ve ribonukleaz inhibit\t/')r i Script Mix 1x1000ut | 2x 1250l | 4x 1250 ul | 8x 1250 ut 10ut

Saklama sicakhgi +2-8°C/-20°C; Transfer kosullari +2-8°C/-20°C
Bilegsenler donuk ise, ilk defa ¢oziindiikten sonra bir daha dondurulmadan 2-8°C’ de saklanmalidir.

Negatif Kontrol Template

Koﬁtaminasyon konfrolii amaciyla, her isletimde test ediniz. NTC 1x1000 pl | 1x 1000 pl | 1x 1000 ul | 1 x 1000 ut >u
Pozitif Kontrol Template: Sentetik SARS-CoV-2 genom

fragmani .

Refktif stabilite kontrolii amaciyla, her isletimde test PC-CVD DI | 1x500pL | 1x500uk | 1x500pL | 2x500 L > HL
ediniz.

Kullanici Tarafindan Saglanacak Olan Cihaz ve Ekipmanlar

1) Real-Time PCR Cihazi: FAM/HEX/ROX/Cy5 6) 1.5 veya 2 mL mikrosantrifuj tipl
(Green/Yellow/Orange/Red) kanalli, Ramp rate >3 °C/sec. 7) PCR cihazina uyumlu reaksiyon ttipleri, kapaklari, plate ve
2) 1-10 L, 10-100 pL ve 100-1000 pL mikropipet ve uyumlu pipet ucu | plate filmi

(DNaz ve RNaz igermeyen) Kullanilmasi 6nerilen ekstra ekipmanlar:

3) Spin Santriflij: min. 3000 rpm 8) PCR kurulumu igin UV kabini

4) Vorteks 9) Soguk Tiip standi (Mikrosantrifiij ve PCR tipleri igin)

5) Nukleaz-icermeyen su / Viral Tasima Besiyeri / Serum fizyolojik 10) Tek kullanimhk pudrasiz nitril eldiven

Kitin Kullanim Amaci ve Test Prensibi:

Kit; Coronavirus 2019 (COVID-19) hastaligina yol agan pandemik SARS-CoV-2 (2019-nCoV), virlsiiniin tespiti amaciyla
kullanilmaktadir. Kit; nazofaringeal aspirat/lavaj, bronkoalveolar lavaj, nazofaringeal stirlintii, orofaringeal surtinti ve balgam
orneklerinden vNAT ekstraksiyon tamponu veya robotik ekstraksiyon sistemleri ile elde edilen niikleik asit ekstraktlarina
uygulanmaktadir. Kit ile hizli tani; SARS-CoV-2 spesifik N ve Orflab gen bolgesini hedefleyen tek adimda ters transkripsiyon (RT)
ve gercek zamanl PCR (qPCR) (RT-gPCR) ile gergeklestirilmektedir. Kit 6rneklem, niikleik asit ekstraksiyonu ve inhibisyon kontroli
icin insan RNaseP genini hedeflemektedir. Kit ile numuneden sonuca 50 dakikadan kisa bir siirede ulasilabilmektedir.
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Kitin Analitik Ozellikleri:

Kit; RINA™ M14 Niikleik Asit Ekstraksiyon Sistemi (Robot Kat No: RINA-M14-01; Sarf malzemleri Kat No: RN-NA-14-111-100) ve
VNAT Ekstraksiyon Sarflari (vNAT Viral Nukleik Asit Tamponu Kat No: BS-NA-510; vNAT Transfer Tlp Kat No: BS-NA-513-100) ile
validedir. Kit Roche LightCycler® 96, Bio-Rad CFX96 Touch™, Bio Molecular Systems Magnetic Induction Cycler (MIC), Qiagen
Rotor-Gene® 5 Plex Real-Time PCR sistemlerinde 10 uL ve 20 uL gPCR reaksiyon hacimleri igin valide edilmistir. Kitin LOD degeri,
tim kit versiyonlari igin 5.6 SARS CoV-2 genomu/reaksiyondur. Kitin dislayicilik testleri 40 farkl viral ve bakteriyel sus kullanilarak
ve 20 farkh kisiden elde edilen nazal yikama sivilariyla hazirlanan havuz 6rnegi kullanilarak hem laboratuvarda hem de in-siliko
olarak test edilmistir. Kit diger solunum yolu patojenleri ve insan solunum yolu mikrobiyal florasi ile ¢apraz reaksiyon
vermemektedir. In-siliko testler kitin bazi yarasa iligkili SARS-CoV suslariyla ¢apraz reaksiyon verdigini gostermistir.

Kitin duyarhhk ve 6zgilligi; SARS-CoV-2'yi hedefleyen FDA onayl RT-qPCR test kitine gore arsivlenmis 357 pozitif ve 94 negatif
klinik 6rnek tGzerinde test edilmistir. Kitin rolatif duyarhhk ve 6zgullGga, tim kit versiyonlariicin %97.3 ve %100 olarak belirlenmistir.

Klinik Orneklerin Paketlenmesi ve Taginmasi:

Suruntl ornekleri dacron veya polyester swablar kullanilarak toplanmaldir. Diger 6rnek tirleri ise steril kaplar ile transfer
edilmelidir. Tasima asamasinda viral tasima besiyeri (VTM) (Preparation of viral transport medium, Centers for Disease Control
and Prevention, SOP#: DSR-052-01) veya Bio-Speedy® vNAT Viral Transfer Tiipii (Kat No:BS-NA-513-100) kullanilmalidir. Ornekler
laboratuvara gelene kadar +2-8 °C saklanmali ve tasinmalidir. Siirlinti 6rnekleri 5 gln igerisinde, diger 6rnek tirleri ise 2 glin
icerisinde transfer edilmelidir. Gonderide bir gecikme bekleniyorsa, VTM ile gelen 6rnekler -70 °C’'de dondurulmali ve kuru buz ile
gdnderimi yapilmalidir. vNAT ile gelen érnekler +2-8 °C saklanmalidir. Orneklerin siirekli don-¢éze maruz kalmamasi dnemlidir.

Uyarilar:

1. Kit; nukleik asit kaynaklarindan ve qPCR amplikonlarindan uzak bir yerde muhafaza edilmelidir.

2. Kit igcerigindeki bilesenler farkli lot numaral bilesenler ile ya da ayni isimli fakat farkh Ureticilere ait kimyasal maddeler ile
karistinilmamaldir.

3. Anastokreaktifler PCR kurulumu sirasinda, mimkiinse soguk blok tizerinde bekletilmelidir ve PCR kurulumu miimkiinse soguk

blok tizerinde gergeklestirilmelidir.

Kit bilesenleri kullanim 6ncesinde hafifce calkalanarak karistiriimalidir.

gPCR miksleri ve kalip nikleik asitleri pipetlemek i¢in kullanilan mikropipetler ayri olmalidir.

Kalip nikleik asit ve pozitif kontrol tlpleri, sivi transferleri disinda strekli kapali tutulmalidir.

Analizin gergeklestirildigi odalar, tezgahlar ve cihazlarin silinebilir ylizeyleri diizenli olarak %10’luk NaClO ile temizlenmelidir.

gPCR’1 tamamlanmis reaksiyon tipleri laboratuvarda agilmadan bertaraf edilmelidir.

O N U A

RT-qPCR Uygulama Protokolii:

Analize baslamadan 6nce, asagidakileri bilgileri gbz 6niinde bulundurunuz;

. Kit, sadece toplam gPCR hacminin %25’i kadar olan template nikleik asit hacmi icin valide edilmistir.

. Kit, periyodik bakim kayitlari olmayan gercek zamanli PCR cihazlariyla kullanilmamalidir.

. Bio-Rad CFX96 Touch™ cihazinda analiz icin hem beyaz hem de seffaf renkli 0.1 mL’lik gPCR strip/plateleri kullanilabilir.
Beyaz renkli strip/plate kullanilarak daha iyi bir performans elde edilebilmektedir.

o Roche LightCycler® 96 cihazinda analiz i¢in sadece beyaz 0.1 mL’lik gPCR strip/plateleri kullanilabilir.

. Qiagen Rotor-Gene® cihazinda test i¢in 0.1 mL ve 0.2 mL’lik seffaf qPCR tupleri kullanilabilir. 0.1 mL’lik seffaf tlplerin
kullanilarak daha iyi bir performans elde edilebilir.

. BMS MIC gPCR cihazinda, cihaza 6zgl reaksiyon stripleri kullaniimaktadir.

gPCR cihazini asagida belirtilen sekilde programlayiniz ve reaktifleri gPCR tiliplerine asagida belirtildigi sirasiyla ekleyiniz, tipleri
kapatiniz, qPCR cihazina yerlestiriniz ve isletimi baslatiniz (Tablo 2).
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Tablo 2. Reaksiyon kurulumu ve qPCR program detaylari

Reaksiyon Kurulumu gPCR Programi
Bilesen Reaksiyon Do6ngii Sayisi Sicakhk Siire
2X Prime Script Mix 5puL 10 pL 1 52°C 5 dk
o . 1 95°C 10sn
CVD Di Oligo Mix 2,5 uL 5uL
95°C 1sn
Kalip Nikleik Asit 2,5 uL 5puL 40 55 °C 1sn
. . FAM/HEX/ROX/Cy5 Okuma
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 L 20 L ereenNalaormnaiieg Clums

Test Sonuglarinin Yorumlanmasi:

Threshold seviyesi Bio-Rad CFX96 Touch™icin 200 RFU, Roche LightCycler® 96 i¢in 0.05 EPF’ye ayarlanmalidir. QIAGEN Rotor-Gene®
cihazlarinda ¢ogalma egrilerinin sigmoidal olup olmadigi “Raw Data” ekranindan degerlendirilmelidir. Rotor-Gene® cihazlarinda
sigmoidal egrilerin Ct degerlerini gérmek icin; analiz ekraninda “Dynamic Tube” aktif, “Slope Correct” segenekleri pasif olmali,
“Outlier Removal” secenegi “0” olmali, threshold seviyesi 0.02’ye ayarlanmalidir. BMS MIC gPCR icin "Non-Assay Green [
Parameters / Fixed Length" secenekleri secilmeli, auto-treshold ayari aktif olmalidir. FAM / HEX / ROX / Cy5 (Green / Yellow /
Orange / Red) kanallarinda elde edilen ¢ogalma egrilerinin sekli incelenmelidir. Sigmoidal olmayan egriler negatif olarak
kaydedilmelidir. Bir 6rnege cihaz tarafindan Cq degeri atanmis ama egri sigmoidal degilse, sonug negatif olarak kaydedilmelidir.
Cg<38 ise Pozitif olarak sonuglar kaydedilmeli ve analiz sonucu Tablo 3’e gore yorumlanmalidir. Negatif kontrolde sigmoidal egri
yok ve ornek Cq>38 ise -20°C’ye kaldirilan niikleik asit ekstrakti tekrar analiz edilmeli, ikinci analizde de Cq>38 ise bu kisiden
tekrar 6rnek istenmeli ve analiz tekrarlanmalidir.

Tablo 3. Sonuglarin Yorumlanmasi

Template: NA izolati Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
Yorum
Hedef: Hedef IC Hedef IC Hedef IC
Durum 1 Poz Poz Poz Poz Neg Neg Hedef Pozitif
Hedef Pozitif: Ornek pozitif sonug verdigi icin kitin calistigi
sonucuna varihr, hasta sonucu rapor edilir. Pozitif kontrolde
D 2 P P N N N N !
urum 0z 0z 8 e 8 e sorunun devam etmesi durumunda, Uretici ile irtibata gegip,
yeni bir pozitif kontrol talep edilir.
Durum 3 Poz Neg Poz Poz Neg Neg Hedef Pozitif
Durum 4 Neg Poz Poz Poz Neg Neg Hedef Negatif
DUrUm 5 Poz Poz Poz Poz Poz Neg Kontaminasyon Problemi: Uyarilar béliimiindeki hususlara

dikkat edilerek deney tekrarlanir.

Hedef Negatif: Hedef negatif ¢iktigi icin kontaminasyon
problemi yoktur. Kit icerigi ile birlikte saglanan ve negatif
Durum 6 Neg Poz Poz Poz Poz Neg | kontrol 6rnegine eklenen NTC kontamine olmus olabilir.
Sorunun devam etmesi durumunda, Uretici ile irtibata gegip,
yeni bir negatif kontrol talep edilir.

Orneklem/Ekstraksiyon/Inhibisyon Problemi: Niikleik asit
Durum 7 Neg Neg Poz Poz Neg Neg | izolati 1/10 seyreltilip, deney tekrarlanir. Seyreltilen 6rnek
HEX kanalinda pozitif sonug vermezse yeni 6rnek istenir.

Reaktif Problemi: Uretici ile irtibata gegilerek, reaktifler

Durum 8 Neg Neg Neg Neg Neg Neg yenilenir ve reaksiyon tekrarlanir.
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Eger negatif kontrol reaksiyonundaki IC Cq degeri, NA
izolatindan elde edilen IC Cq degerinden 3 dongi veya daha

Durum 9 Neg Poz Poz Poz Neg Poz yuksekse, sonug degerlendirilir, negatif olarak rapor edilir.
Aksi takdirde, orneklem/ekstraksiyon/inhibisyon problemi
sonucuna varilir.

Hedef Pozitif: Negatif kontrolde hedef negatif, NA izolatinda

Durum 10 Poz Poz Poz Poz Neg Poz hedef pozitif oldugu igin, IC’deki kontaminasyon goz 6niine

alinmadan, 6rnek pozitif olarak rapor edilir.

Sinirlamalar

e Bijo-Speedy® SARS CoV-2 Double Gene RT-qPCR Kiti’'nin performansi sadece nazofaringeal suriintl, orofaringeal (bogaz)

siriintl, nazofaringeal aspirat veya lavaj, bronkoalveoler lavaj ve balgam 6rnekleri igin belirlenmistir.

e Bio-Speedy® SARS CoV-2 Double Gene RT-qPCR Kiti’'nin hedefledigi bélge icindeki mutasyonlar, primer ve/veya prob

baglanmasini etkileyerek viris varliginin saptanamamasina neden olabilir.
e Numune toplanmasi, tasinmasi veya islenmesi sirasinda yapilan hatalar, yanhs negatif sonuglara yol acabilir.

¢ inhibitdrler veya diger enterferans etkenler yanls negatif sonug alinmasina neden olabilir. Numunede yetersiz sayida hedef

organizma bulundugu durumlarda da yanlis negatif sonuglar ortaya cikabilir.

e SARS-CoV-2 RNA'sinin saptanmasi hasta faktorlerinden (6rn. semptomlarin varligl) ve/veya enfeksiyon evresinden

etkilenebilir.
o In-siliko testler, kitin SARS-CoV-2 disindaki bazi SARS-CoV suslariyla capraz reaksiyon verebilecegini gdstermistir.

UYARI: @R kod ile baglantisi verilen web sayfasinda, farkh cihaz tipleri icin, sigmoidal ve sigmoidal

olmayan egri rnekleri verilmistir. Bu rnekler incelenmeden, bu kit ile elde edilen sonuglar KESINLIKLE
yorumlanmamalhdir.

i@ecksen

Bioeksen Ar&Ge Teknolojileri Ltd.Sti; iTU ARI Teknokent 3, 4/B-105, 34467. Sariyer, istanbul, TURKIYE

Tel: +90 (212) 285 10 17; Faks: +90 (212) 285 10 18; info@bioeksen.com.tr, www.bioeksen.com.tr




