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1. Kullanim Amaci

INOGene-SCoV2 RT-gPCR Tani kiti, M-MLV Ters Transkriptaz, Taq Polimeraz enzimleri,
Ribonikleaz inhibitér ve 6zellikle bu kit igin dizayn edilmis mutasyon riski en disuk bolgeleri
hedefleyen (bu sayede varyantlarin hepsini tespit edebilen) oligonikleotidler sayesinde en
distk miktardaki RNA numunelerinde bile SARS-COV-2 Viral RNA'nin gergek zamanl
tespitini yliksek verimle saglamaktadir. Bu kit nazofaringeal ve orofaringeal sirintd, tikarik
ve balgam drneklerinden RNA ekstraksiyonu yapilarak elde edilmis numuneler ile analizi
desteklemektedir.

2. Prensip ve Ek Bilgiler

2.1 Numune Toplanmasi ve RT-qPCR Analizi 6n hazirliklari
Diinya Saglik Orgiitii gercek zamanl ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (rRT
PCR) yoluyla CoV-2 RNA seviyesinin olgtlmesinde; ayaktan hastalarda nazofaringeal (NP),
orofaringeal (OP) surlntl gibi Ust solunum yolu drneklerini, hastaligi daha siddetli gegiren
hastalarda ise balgam, endotrakeal aspirat veya bronkoalveolar lavaj gibi alt solunum yolu
orneklerini dnermektedir [1].

SPECIMEN COLLECTION
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Numunenin analiz yapilacak tesise bozulmadan getiriimesi igin bazi 6zel ¢ozeltiler kullanilir.
Bunlar:

v Virus Tasima ortami (VTM)

v Viral RNA tagima ortami (VNAT)

v Evrensel tagima ortami (UTM)

v Fosfat tamponlu salin (PBS) veya Salin ¢ozeltisi
v Steril nikleaz icermeyen su, olabilir.

Tesiste yapilacak ekstraksiyon yoéntemine gbére numune hazirlama slreci farklilik
gOstermektedir.

RNA ekstraksiyonu icin ticari olarak ulasilabilir RNA ekstraksiyon kitleri ile VNAT gibi hizli
RNA ekstraksiyon yapan ortamlar kullanilarak gergeklestirilebilir. RT-gPCR analizi igin
nikleik asit ekstraksiyonu kullanilacak yontemin protokoliine uygun sekilde gerceklestirilir.
Elde edilen RNA numuneleri analizde kullaniimak Gzere kisa sireli kullanim icin 2-8 °C’de,
uzun sureli kullanim igin -20 °C’de saklanmalidir.
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2.2 RT-QPCR Analizi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), deoksiribonlkleik asidin (DNA) amplifikasyonu ve tespiti
icin kullanilan olduk¢a hassas ve spesifik bir ydontemdir. Kavramsal basitligi, onu molekuler
biyolojide en yaygin kullanilan teknik haline getirmistir ve teoride, tek bir DNA kopyasini dahi
tespit edebilir. Bu nedenle, ¢cok cesitli bakteriyel, fungal, viral ve parazit patojenleri icin bir
tani testi olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir. Bununla birlikte, koronavirislerin genomu
DNA'dan ziyade ribonukleik asitten (RNA) olusur. RNA, DNA'ya benzer olsa da, DNA
amplifikasyonu icin kullanilan standart enzim olan Taqg polimerazin onu ¢ok verimsiz bir
sekilde kopyalamasindan dolayl sonug¢ tatmin edici olmaz. Bu sebeple, RNA, PCR testinin
ters transkripsiyon (RT)-PCR olarak adlandirilan bir ¢esidi tarafindan saptanir. RT-PCR, tipik
olarak iki enzim iceren iki agsamali bir yontemi kapsar; ilk adim, RNA'yi DNA'ya (cDNA)
kopyalamak igin ters transkriptaz olarak da bilinen RNA'ya bagl bir DNA polimerazi
kullanirken, ikinci adim standart bir PCR testinde oldugu gibi cDNA'ylI ¢ogaltan Taq
polimerazin kullanimiyla amplifikasyon islemini igerir[2].

Tani amaciyla, RT ve PCR reaksiyonlarini tek bir test tiptinde yuritmek en uygunu iken;
arastirma kullanimi i¢in, iki adim genellikle ayn tuplerde gergeklestirilir. Cogu tani testi,
floresan bazli kantitatif RT-PCR (RT-gPCR) olarak adlandirilan RT-PCR testinin belirli bir
surimand kullanir [2].
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2.3 TagMan RT-gPCR Analizi
TagMan gPCR olarak da bilinen 5' nikleaz veya hidroliz problarini kullanan gergcek zamanli
PCR, yasam biliminin cesitli alanlarinda kullanilan 6énemli ve gulgli bir aragtir. Ayrica,
TagMan gPCR'nin insan, hayvan veya bitki drneklerinde birgcok viral veya bakteriyel patojenin
tespiti icin genellikle birinci basamak tarama yontemi oldugu tanisal mikrobiyolojide buyik
potansiyele sahiptir.
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TagMan gPCR, bir cift primer ve genisletilemez bir prob kullanir. Prob, primerler tarafindan
sinirlanan bolge icinde baglanan kisa, diziye 6zgu bir oligonukleotittir. Probun bir ucu,
genellikle §' ucu, bir floresan boya kullanilarak etiketlenirken diger ucu, 3' ucu, bir sonduricu
ile etiketlenir. Amplifikasyon ilerledikge, TagMan probu, primerlerden birinin asagdi akis hedefi
Uzerindeki diziye hibritlesir. Bu iki oligonUkleotid, etkili bir birim olusturur. Yukari akis primeri
uzamaya basladiginda, probun Taq polimeraz aracili 5'—3' hidrolizi gerceklesir, bu da
sondurlcu ve floresan boya tarafindan olusturulan ciftin bozulmasina yol acar. Reaksiyon
tipUndeki 1sinlama, boyaya 6zgu dalga boyu ile saptanabilir floresan ile sonuglanir. Yayilan
floresan sinyali, amplifiye edilmis PCR drtGntntn miktari ile orantilidir.[3].

3. Kitigerigi
Kit, iki farkh paket boyutunda 100 ve 500 reaksiyon olarak bulunur. Tablo 1, her iki paketin
icindeki bilesenlerini listeler.

Tablo 1 Inovia Covid19 RT-qPCR Kit igerigi

. 100 100 rxn 500 500 rxn
Reaktifler . .. . ..
reaksiyon  Tupler reaksiyon Tupler

Reaction MIX (Taq Polimeraz,RT, RI, 1050 ul 1.5 rpl ) 5250 Ul 5x1.5“m.l.
Tampon ¢ézelti) test tipd test tlipl
Primer Probe Mix (E, RDRP ve Rnase P 0.5 ml 2> ml test
kontrolii icin 6zel olarak sentezlenmis 325 ul tes' t tiinii 1550 ul tini
oligoniikleotidler) P P
N_eg_at/ve Control (Niikleaz igermeyen 400 ul 0.5 r"nl ) 1650 ul 2 n?.l tﬁ:‘st
distile su) test tiipli tlpl
Positive Control (Viral gen bélgelerini 0.5 ml 0.5 ml test
. : 40 ul - 200 ul -
iceren plasmid karigimi) test tlpl tipl

Kit, SARS-COV-2 kontrolleri olarak E ve RdRp genlerini ve dahili kontrol olarak Rnase P
genini hedeflemek icin Tablo 2'de de géruldigu sekilde raportér floroforlar kullanir.
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Tablo 2 Hedef gen ve boyalari

HEDEF GEN FLOROFOR
E Geni CY5 (Kirmizi)
RdRp Geni FAM (yesil)
I¢ kontrol (Rnase P geni) HEX (Sari)

Saklama ve kullanim

Kit kullaniciya kuru buzla birlikte gonderilir.

Kitin tim elemanlari -15 ile -25 °C arasinda saklanmalidir. Dondurma ¢6zdiirme ¢ok
sik yapilacaksa alikotlama 6nerilir.

UriinGin son kullanma tarihi kutu ve tiiplerin Gzerinde belirtilmigtir. Uygun kosullarda
saklandigi surece son kullanim tarihine kadar sorunsuz sekilde kullanilabilir.
Ozellikle Primer-probe mix i1si§a maruz birakilmamaldir.

Materyaller

0.1-0.2 ml beyaz ya da seffaf PCR tlpleri
PCR Optik kapak, film veya membran
Steril nikleaz-free filtreli pipet uclar
Mikropipet

Vortex

Mini santrif(j

RT-gPCR Protokolii

QPCR cihazinda reaksiyon kurulumu kullanilan cihaza uygun program segilerek
yapllir.

Reaksiyon hazirligi yapilacak ortam gerekli sterilizasyon iglemleri yapilarak kullanima
uygun hale getirilir.

Reaktifler Buz Gzerinde ¢ézlldikten sonra hafifgce vortekslenip kisaca santrifiijlenir ve
yine buz Uzerine alinir.

Yapilacak test sayisina gore master mix 3 nolu tabloda belirtilen miktarlara gore
hazirlanir.

Tablo 3 Reaksiyonda Kullanilacak Reaktif Miktarlari Tablosu

INOGene-SCoV-2 Rt-gPCR Detection Kit

Reaksiyonda kullanilan reaktifler 1 reaksiyon
Reaction Mix (Taq Polymeraz, RT, RI, tampon ¢o6zelti) 10 ul
\ Primer-Probe Mix (Primer ve Problar E, RDRP ve Rnase P) \ 3ul ‘
Nuclease-free water 3ul
‘Toplam hacim ‘ 16 ul ‘
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5. Daha 6nceden hazirlanmis PCR tuplerine ya da 96 kuyucuklu tabaklara master mix
16 ul olacak sekilde kuyucuklara dagitilir.

6. Hasta numuneleri, negatif ve/veya pozitif kontrol de 4 ul olacak sekilde kuyucuklara
yuklenir.
*Her analizde kontaminasyon arastirmasi icin mutlaka bir negatif kontrole de yer
verilmelidir. Ayrica Sonuglarin dogrulugundan stiphe duyuldugunda pozitif kontrol
kullanarak enzim aktivitesi veya primer-probelarin ¢calismasi kontrol edilebilir.

7. Tupler veya 96 kuyucuklu tabaklar, kapak veya film kullanarak iyice kapatilir ve
cihaza yerlestirilir.

8. Yazilimda program calistirilir ve sonuglarin gikmasi beklenir.

7. RT-gPCR programinin kurulmasi

Kit, Bio Rad CFX96, Roche Lightcycler 480 ve Inovialab Genx-4'te optimize edilmigtir.
Program Tablo 4'te goésterildigi gibi ayarlanabilir. Program cihaza bagl olarak 45-55 dakika
surer. CDNA sentezi ve Taq polimeraz aktivasyon asamalari her bir dongu alirken,
amplifikasyon segmentinin iki asamasi 40 dongu alr. Cihazlarda amplifikasyonun ikinci
asamasi (60 °C, 10 s), veri toplamanin gergceklesmesi icin End Point Only Runs (BioRAD,
CFX96), Quantification (Roche, LC480) ve End point (Inovialab, Genx-4) olarak
ayarlanmalidir.

Tablo 4 RT-qPCR programi

Adimlar Sicakhk Siire Dongii

cDNA sentezi 48 °C 5 dk 1 déngu

Tag polimeraz aktivasyonu 95 °C 2 dk 1 déngu

Amplifikasyon 95 °C 5s 40 dongu
60 °C 10s

8. Sonug Analizi ve Yorumlama

8.1 Esik Degerinin Ayarlanmasi

Esik degerini ayarlarken her galismada bir NTC kuyusu ekleyip Rnase P igin esik degerini
NTC'de Ct vermeyecek sekilde ayarladiktan sonra hasta numunelerinde Rnase P Ct
degerleri kontrol edilir e§er sonuglar pozitif ise RNA ekstraksiyonu basarili kabul edilip diger
genler icin Ctler kontrol edilir. Eger hasta numunelerinde Rnase P pozitif sonu¢ vermezse
calismada kontaminasyon olabilir ya da RNA ekstraksiyonu basarili degildir. Test yeni bir
NTC ile tekrar denenir. Genler i¢in pozitif kabul edilen Ct de@erleri Tablo 5teki gibidir.
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Tablo 5 Genler igin pozitif kabul edilen Ct degerleri

N oo oL

Gen Florofor Ct degeri Sonug¢
RDRP FAM <36 Posz (+)
=236 Negatif (-)
E cv5 <36 Posz (+)
=236 Negatif (-)
RNASE P HEX <28 Pozitif (+)
228 Negatif (-)

8.2 Sonuglarin Analizi
Sonuclar analiz edilirken 6ncelikle Rnase P i¢ kontrolinun esik degerinin dogru ayarlanmasi

gerekir.

RNA ekstraksiyonunun basarih

& v

bir sekilde gerceklesip gergceklesmedigi

ve

kontaminasyon tespit edilmediyse E ve RDRP genlerinin pozitif-negatiflik durumlar kontrol
edilir ve asagidaki tabloya gore sonugclar analiz edilir.

Tablo 6 Analizi yapilabilecek olasi sonuglar

RdRp Rnase p

E geni(CY5) geni(FAM) (IC)Y(HEX) Analiz sonucu
Sonug 1 + + - Kovid Pozitif
Sonug 2 + + + Kovid Pozitif
Sonug 3 - + + Kovid Pozitif
Sonucg 4 + - + Kovid Pozitif
Sonug¢ 5 - - + Kovid negatif

Gecgersiz

Sonug 6 - - - (Tekrar)

INOGene-SCoV-2 Rt-gPCR Detection Kit
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8.3 Olasi Problemler ve Goziim Onerileri

Tablo 7 analiz sirasinda ortaya ¢ikabilecek problemleri ve bunlara yénelik ¢ézim 6nerilerini

icermektedir.

Tablo 7 Olasi problem ve ¢6ziimleri

INOVIALAB

Problem Olasi Sebepleri Onerilen Goziimler
Yazilimda Rt-qPCR programinin yanlis Program kontrol edilerek test tekrar edilir.
ayarlanmasi.

Yanlhs boya veya kuyucuk secimi. Program kontrol edilerek test tekrar edilir.
Reaktifler dogru sekilde yiklenmemis
olabilir. (Kit elemanlarinin kuyucuga Test tekrar edilir.
eklenmemesi vb.)
Sinyal yok Kitin son kullanma tarihinin gecmesi, - e
Son kullanma tarihi ve dondurma ¢6zdirme
yanlis kosullarda saklanmasi ya da ¢ok - . S
o e . sayisi kontrol edilir. Gerekirse yeni kit ile
fazla dondurma ¢6zdiirme sonrasi enzim -
A - test tekrar edilir.
aktivitesinin dismesi vb.
. o RNA ekstraksiyonu ve RT-qPCR analizi
Reaksiyonda inhibitér bulunmasi. tekrar edilir.
Rna ekstraksiyonunun basaril sekilde RNA numunesi kontrol edilir eger yeterli
gerceklesmemis ve yeterli miktarda RNA | miktarda RNA yoksa hastadan yeni 6rnek
bulunmuyor olabilir ya da kuyucuga alinir, 6nce ekstraksiyon daha sonra Rt-
numune eklenmemis olabilir. gPCR analizi tekrar edilir.
Test yeni sarf malzemelerle tekrar edilir.
NTC'de . . Yine kontaminasyonla karsilagiimasi
: Kontaminasyon olabilir. ! L2

sinyal var durumunda reaktifler yenileriyle

degistirilerek test tekrar edilir.

9. Kit Ozellikleri

Kit optimizasyonu,

gerceklestirildi.

SARS-COV-2 genlerini
Pozitif numunedeki

kopya sayisina badl

iceren tasarlanmis plazmidler kullanilarak
olarak analiz sonuglarinin

degerlendiriimesi yapilmis ve sonuglar Tablo 8'de gosterilmigtir.

Tablo 8 Farkli sayida kopya igeren Pozitif kontrollerle yapilan Rt-gPCR analizleri

Analiz Sonuclari
Pozitif Kontrol
#Kopya/Reaksiyon Positive Negatif
Numune 1 50,1*10"3 20/20 0/20
Numune 2 50,1*10"2 20/20 0/20
Numune 3 50,1*10"1 20/20 0/20
Numune 4 50,1*10"0 20/20 0/20
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Kit, piyasadaki bagka bir kit ile karsilastirimis ve elde edilen sonuglar Tablo 9da

gOsterilmistir.

Tablo 9 Karsilagtimali analiz sonuglari

Piyasadaki Diger Kit
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 78 0 78
noseseort et | 1 | 1 | w
Toplam 79 16 105

Kullanilan dizilerin yanhs pozitif verme ihtimali in siliko analizlerle arastiriimistir ve sonug
olarak benzer semptomlara yol acan organizmalarin Covid-19 testine yanlis pozitif verme
Diziler Sars-Cov-2 genomu hari¢ bir organizmada

ihtimali bulunmadigi gdézlenmistir.
bulunmamaktadir.

Tablo 10 In siliko analiz sonuglari.

E geni

RdRp geni

Dizi bulunamad:.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamad:.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamad:.

Dizi bulunamadi.

No Organizma

1 Homo sapiens (taxid:9606)

2 Influenza A (taxid:11320)

3 Influenza B (taxid:11520)

4 Middle east respiratory syndrome (taxid:1335626)
5 Human respiratory syncytial virus (taxid:11250)
6 Human rhinovirus A (taxid:147711)

7 Human adenovirus B (taxid:108098)

8 Human bocavirus (taxid:573977)

9 Epstein barr virus (taxid:10376)

10 Mycoplasma (taxid:2093)

11 Mycobacteria (taxid:85007)

12 Streptococcus (taxid:1301)

13 Streptococcus pyogenes (taxid:1314)

14 Legionella (taxid:445)

15 Bordetella pertussis (taxid:520)

16 Pneumocystis jirovecii (taxid:42068)

Dizi bulunamadi.

Dizi bulunamadi.
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11. Sembollerin A¢iklamasi

Son kullanma tarihi

REF] | mesmes

-25°C

: .. \ |
celvD AICr\S:)g)J?/SLﬁSk éb;

beyani /N

-15°C
I_OT Seri numarasi /H/ Saklama kosullari
/
’\—

Isiga maruz
birakmayin!

V Paket igerigi Uretici
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