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Kullanim Amaci

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit, enfeksiyon belirti ve semptomlar gdsteren ya da
COVID-19 enfeksiyonundan siphelenilmesi igin semptomlar veya bagka nedenler
bulunmayan kigilerden alinan nazofaringeal sirintilerde (Nasopharyngeal Swabs, NPS),
nazal surlintiilerde ve orofaringeal suriintilerde SARS-CoV-2 kaynakh nikleik asidin kalitatif
tespiti icin tasarlanan bir real-time RT-PCR testidir. Seyreltiimemis tikirik numuneleri igin
test, enfeksiyon belirti ve semptomlari gésteren veya COVID-19 oldugundan siphelenilen

kisilere yoneliktir.

Enfeksiyonun akut fazinda klinik gdzlemler, hasta ge¢cmisi ve epidemiyolojik bilgiler ile birlikte
COVID-19 tanisinda yardimci olarak tasarlanmistir.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit real-time RT-PCR teknikleri ve in vitro diagnostik
prosedirler konusunda 06zel egitim almis klinik laboratuvar personeli gibi profesyonel
kullanicilar tarafindan bir molekiler biyoloji laboratuvari ortaminda kullanima yéneliktir.

Negatif sonuclar, SARS-CoV-2 enfeksiyonunu olasilik digi birakmaz ve hasta yonetimi

kararlari igin tek temel olarak kullaniimamalidir.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit, real-time PCR sistemleri olarak Rotor-Gene Q MDx
System, ABI 7500 Fast Dx, QuantStudio 5 Dx, cobas z 480 veya CFX96 Dx ile birlikte

kullanima yoneliktir.
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Aciklama ve llke
Patojen bilgileri

Coronaviridae familyasina ait bir cins olan koronavirisler, insanlarda ve evcil hayvanlarda
oldukea virillant hastaliga neden olan, biiyiik zarfli, pozitif iplikli RNA viriisleridir (1). insanlari
enfekte eden koronavirlslerin, soguk alginligi enfeksiyonlarinin Ggte birini olusturdugu
bilinmektedir ve bu virlsler, prematire bebeklerde nozokomiyal (st solunum yolu

enfeksiyonlarinin iyi bilinen bir nedenidir (2).

Koronaviriis familyasinin yeni bir Giyesi, Cin'in Wuhan kentinde bir solunum yolu hastaligi
salginina neden olmustur (1, 3). ilk olarak yeni tip koronaviriis (2019-nCoV) olarak
adlandirilan SARS-CoV-2, 2003 salginindan sorumlu olan SARS-CoV (1, 3) ve 2012'den bu
yana Orta Dogu'da dolagimda olan MERS-CoV viriisiinden farklidir. SARS-CoV-2,
COVID-19'un kaynak ajanidir. SARS-CoV-2 RNA'sI, enfeksiyonun erken ve akut fazlarinda
cesitli st solunum yolu numunelerinden (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal surintiler) ve

seyreltiimemis tlkirik numunelerinden saptanabilir (3).

Hasta gecmisi ve SARS-CoV-2 epidemiyolojisi ile bir araya getirilen real-time RT-PCR
tahlilleri, SARS-CoV-2 tanisinda altin standart haline gelmistir. Avrupa Hastalik Onleme ve
Kontrol Merkezi (European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC), enfeksiyon
durumunu izlemek ve salgini kontrol altina almaya yonelik kisitlayici énlemlerin etkinligini
degerlendirmek Uzere real-time RT-PCR temelli tahlillerin imminoassay'ler ile birlikte
kullanimini énermistir (4, 5).

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit, N geninin ayni floresans kanaliyla saptanan 2 hedefini
(N1 ve N2) kapsayacak sekilde tasarlanmistir. ki hedef ayirt edilmez ve hedeflerden birinin veya
her ikisinin amplifikasyonu bir floresans sinyaline neden olur. Pozitif sonuglar SARS-CoV-2'nin
varligina isaret eder ancak diger patojenlerle koenfeksiyonu olasilik diginda birakmaz. Diger
yandan, negatif real-time RT-PCR sonuglari enfeksiyon olasiligini ortadan kaldirmaz.
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Ozet ve aciklama

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit, basit bir érnek hazirlama adiminin ardindan
RGQ MDx sistemi, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 veya QuantStudio 5 Dx
sisteminde real-time RT-PCR kullanilarak SARS-CoV-2 RNA'sinin saptandigi kullanima
hazir bir sistem olugturur (Sekil 1).

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, SARS-CoV-2 RNA genomunun bir 72 baz ciftinin (base pair,
bp) ve bir 67 bp bolgesinin spesifik amplifikasyonu i¢in ve bunlarin, RGQ MDx cihazlarinin
"Green" floresans kanalinda ve ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480, veya
QuantStudio 5 Dx sisteminin "FAM" floresans kanalinda dogrudan saptanmalar igin
reaktifler ve enzimler icerir.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in Primer ve Prob Karisimi, RNaz P amplifikasyonlari
icin gerekli oligonikleotidleri de igerir. RGQ MDx cihazinin "Yellow" floresans kanalinda, ABI
7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 veya QuantStudio 5 Dx sisteminin VIC/HEX
kanalinda saptandiginda bu amplifikasyonlar, yeterli miktarda biyolojik érnek alinmasini
saglar. Bu kontrol, SARS-CoV-2 negatif érneklerdeki biyolojik érneklerin varligindan emin
olmak agisindan kritik 6nem tasir. Amplifikasyon her zaman saptanabilir olmaldir; aksi
takdirde 6rnek kalitesini sipheli hale getirir.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit, olasi real-time RT-PCR inhibisyonunu ortaya
¢tkarmak igin Uglinct bir heterolog amplifikasyon sistemi de igerir. Bu, RGQ MDx cihazlarinin
"Red" floresans kanalinda ya da ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 veya
QuantStudio 5 Dx sisteminin Cy5/ATTO647N kanalinda dahili bir RNA kontrol (Internal
Control, IC) olarak saptanir. IC, SARS-CoV-2 Amp Primers Mix'e dahil oldugundan, érnekte
veya PCR reaksiyonunda amplifikasyonu geciktiren veya engelleyen bir real-time RT-PCR
inhibitdri mevcut olmadigi stirece amplifikasyonu sabit olmalidir.
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PCR adiminin performansini dogrulamak icin artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'te harici

pozitif ve negatif kontroller (sirasiyla SARS-CoV-2 Positive Control ve NTC olarak kullanilan

nikleaz icermeyen su) temin edilir. Hazirlama tamponunda real-time RT-PCR inhibitdrlerinin

yoklugunu dogrulamak igin bir ekstraksiyonsuz kontrol (No Extraction Control, NEC) (NEC

olarak SARS-CoV-2 UM Prep Buffer kullaniimistir) kullaniimasi énemle tavsiye edilir.

Birlikte ele alindiginda, ters transkripsiyon ve PCR adimlarinin etkil

iligi bu kontroller ile izlenir.
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(bir 6nceki sayfadan devam etmektedir)

NEC kuyulari igin 8 pl su ekleyin

: 10 pl'lik NTC igin su kuyulari :

: NTC igin su > ;

Tahlil kurulumu ! L ]
1. Fjr?rglaomnﬁ NEC ve érnek kuyulari igin 2 pl w

P ! Hazirlama Tamponu ekleyin Omek e | NEC

: SARS-CoV-2 R 1

] UM Prep Buffer i |

8 pl 6rnek ekleyin

Tahlil kurulumu |
2. Ornek : Ornek (1sitilmig) ﬁ ﬁ

i
Tahlil kurulumu | = 15 pl Reaksiyon karigimi ekleyin (tiim kuyular) — ©™
3. Reaksiyon . Reaksiyon Karisimi : E >
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Tahlil kurulumu SARS-CoV-2

Pozitif Kontrol kuyusuna 10 pl ekleyin

4. Pozitif Kontrol Positive Control

RT-PCR artus SARS-CoV-2

Sekil 1. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit is akigi

: Adimlar Donglileme  Sire Sicakhk

i Ters Transkripsiyon - 10 dak 50°C
RT-PCR 1| Aktivasyon - 2 dak 95°C

i | Denatirasyon 5sn 95°C

' 40x

: Baglanma/uzatma 30 sn 58°C

Kullanilabilir RT-PCR cihazlar:

Rotor-Gene® Q MDx
ABI® 7500 Fast Dx
QuantStudio® 5 Dx
cobas® z 480
CFX96™ Dx
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Saglanan Materyaller

Kit igerigi
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
Katalog no 4511460 4511469
o 768 3072
Reaksiyon sayisi
Tup rengi giﬁgr Kimlik Tip Kimligi Hacim (ul)  Hacim (ul)
UL Sari SARS-COV-2 UM Prep Buffer  Freparation Buffer 2x 930 8 x 930
(Hazirlama Tamponu)
Seffaf Mavi SARS-CoV-2 UM Amp Buffer ~ Master Mix 4x1440 16X 1440
(Master Karigim)
Seffaf Mor SARS-CoV-2 Amp Primers PAlinel’s e Al 4x1680  16x1680
(Primerler ve Problar)
. . . Internal Control (IC) 4 x 1390
Seffaf Yesil SARS-CoV-2 Internal Control (Dahili Kontrol (IC)) 1x 1390
Seffaf Kirmizi SARS-CoV-2 Positive Control Posi_tiye Control 1% 220 4 x 220
(Pozitif Kontrol)
Seffaf . Water (NTC) 4 x 1900
Seffaf NTC igin su (Su (NTC)) 1x 1900
Seffaf Seffaf ROX Reference Dye ROX Dye 1x210 4x210

(ROX Referans Boyasi)

(ROX Boyasi)
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Kit bilesenleri

Reaktifler

Her tupte, reaktif hacimleri; bir pozitif kontrol (Positive Control, PC), bir sablonsuz kontrol
(No Template Control, NTC) ve bir ekstraksiyonsuz kontrol (No Extraction Control, NEC) dahil
96 reaksiyondan olusan 32 grup (3072 reaksiyon kiti i¢cin) veya 96 6rnekten olusan 8 grup
(768 reaksiyon Kiti igin) igin optimize edilmistir.

Daha az veya daha ¢ok sayida érnek c¢alisilabilir ancak reaktif kullanimi optimum seviyenin
altinda olacaktir. Birden fazla dondurma-g6zdiirme dongusiinden kaginmaniz énerilir. Birden

fazla dondurma-g¢ézdirme dongustinden kaginmak igin reaktifler alikotlara ayrilabilir.

Primerler ve problar

SARS-CoV-2 sekanslarini hedefleyen primerler ve problar, Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) tarafindan tasarlanan primerler

ve problara dayahdir.

Kontroller ve kalibratorler

Tabhlil, real-time RT-PCR etkililigini izlemek i¢in 5 kontrol icerir.

Dahili kontrol (Internal Control, IC): Dahili kontrol, ters transkripsiyonu inhibe edebilecek
kontaminantlarin varligini dogrulayan bir tek iplikli IVT RNA'dir. Ayrica dahili kontrol,
sablonsuz kontrolde (No Template Control, NTC) ve ekstraksiyonsuz kontrolde (No

Extraction Control, NEC) ters transkripsiyon etkililigini izler.

Sablonsuz kontrol (No Template Control, NTC): Sablonsuz kontrol, niikleaz icermeyen
sudan olusur. PCR plaka hazirlama sirasinda SARS-CoV-2 hedeflerinin yanlis
yorumlanmasina yol agabilecek kontaminantlarin girisini dogrulamak i¢cin PCR plakasina

eklenir.
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Pozitif kontrol (Positive Control, PC): Pozitif kontrol, SARS-CoV-2 Primerleri ve Problari
(P&P karigimi) ile amplifiye edilmis cift iplikli bir DNA'dir. Saptanmasi, PCR amplifikasyon

adiminda yer alan reaktifin etkililigini dogrular.

Ekstraksiyonsuz  kontrol (No Extraction Control, NEC): Ekstraksiyonsuz kontrol,
SARS-CoV-2 UM Prep Bufferdan olusur. Ornek hazirlama sirasinda SARS-CoV-2
hedeflerinin yanhs yorumlanmasina yol agabilecek kontaminantlarin girisini dogrulamak igin

klinik érneklere paralel olarak iglenir.

Ornek Alma Kontrolii: Ornek Alma Kontrolii, RNAz P genini saptar ve SARS-CoV-2 negatif
drneklerdeki biyolojik drneklerin varligindan emin olmak agisindan kritik 5nem tasir. Ornek
alma kontroliniin amplifikasyonu her zaman saptanabilir olmalidir; aksi takdirde Ornek

kalitesini gsipheli hale getirir.

Platformlar ve yazilim

Kullanim 6ncesinde cihazlarin, Ureticinin 6nerilerine gére bakimdan gegtiginden ve kalibre
edildiginden emin olun. Bu kit, asagidaki real-time RT-PCR cihazlarinin ve bunlarin uygun

yaziliminin kullaniimasini gerektiren bes is akisinda kullanilabilir:

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM: Rotor-Gene Q yazilim sirimi 2.3.1 veya uzeri
e ABI 7500 Fast Dx: SDS yazilim strimu 1.4.1 veya Uzeri

® CFX Manager Dx Yazilim strimu 3.1.3090.1022 veya uzeri ile CFX96 Dx

e LightCycler® 480 SW UDF siriim 2.0.0 veya uzeri ile cobas z 480

® QuantStudio 5 Dx IVD Yazilim sirimi 1.0.1 veya lzeri ve QuantStudio 5 Dx TD yazilim

surimu 1.0.1 veya uzeri ile QuantStudio 5 Dx
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

Sarf Malzemeleri ve Ekipman

Ortak sarf malzemeleri ve ekipman

® 2 ml reaksiyon tiipleri icin rotorlu masausti santrif(iju
Pipetler (ayarlanabilir)

® Vorteks karistirici

® Blok isitici

® Tek kullanimlk pudrasiz eldivenler

e Steril ve nukleaz icermeyen, filtreli pipet uglari
e 15 mlveya2 mllik PCR icermeyen tipler

® 96 kuyulu plakali santriflij cihazi

Her platform icin sarf malzemeleri ve ekipman

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Cihazi

® Rotor-Gene Q MDx ile kullanim i¢in 0,1 ml'lik PCR tipleri (Strip Tubes and Caps, 0,1 ml,
kat. no. 981103).

e 72-Well Rotor (kat. no. 9018903) ve Locking Ring 72-Well Rotor (kat. no. 9018904)

ABI 7500 Fast Dx Cihaz
® 96-Well MicroAmp™ (Thermo Fisher Scientific, kat. no. N8010560)
® MicroAmp Optical Adhesive film (Thermo Fisher Scientific, kat. no. 4360954)

CFX96 Dx Cihazi

e Hard-Shell® 96-Well PCR Plate, duguk profilli, ince duvarl, etekli beyaz/seffaf
(Bio-Rad Laboratories Inc., kat. no. HSP9601)

® Microseal ‘B’ PCR Plate Sealing Film, Adhesive, Optical (Bio-Rad Laboratories Inc.,
kat. no. MSB1001).
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cobas z 480 Cihazi

® LightCycler 480 Multiwell Plate, beyaz (Roche Group, kat. no. 04729692001).
® LightCycler 480 Sealing Foil (Roche Group, kat. no. 04729757001).
QuantStudio 5 Dx Cihazi

® MicroAmp EnduraPlate™ Optical 96-Well Clear Reaction Plate (Thermo Fisher
Scientific, kat. no. A36924)

® MicroAmp Optical Adhesive film (Thermo Fisher Scientific, kat. no. 4360954)

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Kullanim Talimatlari (El Kitabi) 01/2022 13



Uyarilar ve Onlemler

Cihazla ilgili olarak meydana gelen ciddi olaylan Ureticiye ve kullanicinin ve/veya hastanin
bulundugu dizenleyici makama rapor etmek igin yerel dizenlemelerinize bagvurmaniz

gerekebilecegini litfen dikkate alin.
Guvenlik bilgileri

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar onligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu g6zlik kullanin. Daha fazla bilgi i¢in litfen uygun glvenlik veri sayfalarina (Safety
Data Sheets, SDS'ler) basvurun. Bunlar, her bir QIAGEN kiti ve kit bilesenine ait SDS'yi
bulabileceginiz, gérintileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety

adresinde ¢evrimici olarak kullanish ve kompakt bir PDF bigiminde mevcuttur.

Tek kullanimlik pudrasiz eldivenler, laboratuvar 6nligli ve koruyucu gozlik dahil ancak
bunlarla sinirli olmamak Gzere daima uygun kisisel koruyucu ekipman kullanin. Cildi, gézleri

ve mukdéz membranlari koruyun. Ornekleri kullanirken eldivenleri sik sik degistirin.

Tim érneklere tehlikeli olabilecegi diisiiniilerek muamele yapilmalidir. ilgili kilavuzlarda
aciklanan giivenlik dnlemlerine daima uyun: Ornegin, Clinical and Laboratory Standards
Institute® (CLSI) Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections,
Approved Guidelines (M29) veya diger ilgili belgeler.

Numuneler ve 6rnekler potansiyel olarak enfeksiydzdir. Ornegi ve tahlil atiklarini, yerel

glvenlik prosedurlerinize uygun olarak imha edin.
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Onlemler

® Calisma alanini temiz ve kontaminasyondan uzak tutmak i¢in standart laboratuvar

prosedirlerine uyun. RNA'y1 maniplle etmek igin 6zel ekipmanlari olan bir alan ayirin.

® Capraz kontaminasyonu en aza indirmek i¢in iyi laboratuvar uygulamalarina uyun.

® Deney sirasinda RNAz ile kontaminasyonu dnlemeye dikkat edin ve RNAz icermeyen
plastik malzemeler kullanin.

e Ozellikle 6rnek tanimlamasi igin kayitlarda iyi izlenebilirlik saglandigindan emin olun.
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Reaktif Saklama ve Kullanma

Kutuda ve tiim bilesenlerin etiketlerinin Ustlinde yazili olan son kullanma tarihlerine ve
saklama kosullarina dikkat edilmelidir. Siresi dolmus veya yanlis saklanmis bilesenleri

kullanmayin.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit, 6 ay boyunca —30°C ila —15°C sicaklikta veya son
kullanma tarihine kadar saklanabilir.

Numune Tasima, Saklama ve Kullanma

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit nazofaringeal, nazal ve orofaringeal suriintuler ve
seyreltiimemis tlkirik numuneleri ile kullanima yoneliktir. TUm érneklere tehlikeli olabilecegi
dislinilerek muamele yapilmalidir. Hastallk Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for
Disease Control and Prevention, CDC) ve Public Health England, érnek alma, kullanma ve
klinik numuneleri test etmeye yénelik ydnergeler saglamistir. Ek bilgi igin bu ydnergelere ve

diger ilgili ulusal referans laboratuvar protokollerine basvurun.

Nazofaringeal, nazal ve orofaringeal surlnti alma, tasima ve saklama

Sirintl alma, saklama ve tasima igin litfen tedarikginin énerilerine bagvurun. Sarintdler,
numune butinligind korumak icin tasima besiyerine tamamen daldirilmis olmalidir.

Nazofaringeal sirlintl 6rnekleri stabil kalir ve agagidaki kosullarda saklanabilir:

® 72 saate kadar 4°C (2 ila 8°C)
® 2 hafta boyunca -70°C

Nazofaringeal surintu 6rnekleri, 3 dondurma-¢ézdirme déngisi sonunda stabil kalir.
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Seyreltiimemis tikurik 6rnegi alma, tasima ve saklama

Seyreltiimemis tukurik érnekleri, herhangi bir koruyucu, tampon veya baska katki maddeleri

olmadan steril kaplarda toplanmalidir.
Seyreltiimemis tukirik almaya yonelik talimatlar:

® Seyreltiimemis tikirik alimindan 6nce 6ksiirmekten kaginin.

® Seyreltiimemis tikirik alimindan 30 dakika 6nce yemek, icmek, sigara veya elektronik
sigara icmek, sakiz ¢ignemek veya dis fircalamaktan kaginin.

e Seyreltiimemis tlkurik alimindan 24 saat énce digler Gzerinde islem veya dis

muayenesi gerceklestirimemelidir.

Seyreltiimemis tikirtk 6rnekleri stabil kalir ve agagidaki kosullarda saklanabilir:

® 72 saate kadar oda sicakliginda (18-26°C)
® 72 saate kadar 4°C (2 ila 8°C)

® RT'de, ardindan 4°C'de, ardindan 12 giine kadar —20°C'de (—30 ila —15°C) olmak lzere
birlesik saklama

® 1 ay boyunca —20°C (—30 ila —15°C)

Seyreltiimemis tukirik érnekleri, 3 dondurma-¢ézdirme donglsl sonunda stabil kalir.

Ornek saklama kosullari bu kilavuzda belirtilenlerden farklilik gosteriyorsa litfen kendi

saklama kosullarinizi dogrulayin.
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Protokol: RGQ MDx 5plex HRM'de drnek
hazirlama ve SARS-CoV-2 Saptamasi

Bu protokol, Rotor-Gene Q yazihm surimu 2.3.1.49 (veya Uzeri) ile iligkili RGQ MDx 5plex

HRM real-time RT-PCR cihazinda, tasima besiyerinde saklanan insan nazal, nazofaringeal

veya orofaringeal surlntulerinde ve seyreltimemis tikurik o6rneklerinde SARS-CoV-2

hedeflerini saptamaya yénelik érnek ve real-time RT-PCR hazirligini agiklamaktadir.

Baglamadan 6nce énemli noktalar

Kutu ve tim bilesen etiketlerinin Ustlinde basili olan son kullanma tarihlerine ve
saklama kosullarina uyuldugunu dogrulayin. Suresi dolmus veya yanhs saklanmig
bilesenleri kullanmayin.

Bakimi iyi yapilmis ve kalibre edilmis ekipmanlari kullanin.

Deney sirasinda RNAzlar ile kontaminasyondan kaginmaya ve niikleaz igermeyen

plastik malzemeler kullanmaya 6zen gdsterin.

Baslamadan énce yapilacaklar

Solunum 6rnekleri, hazirlama adimlari ve reaksiyon kurulumu sirasinda oda sicakliginda
(15-25°C) saklanabilir ancak buz Ustlinde veya 4°C'de sogutma rafinda saklanmasi énerilir.
Tukurtk érnekleri buz ustiinde veya 4°C'de buz Ustiinde tutulabilir ancak bunlarin hazirlik
adimlari ve reaksiyon kurulumu sirasinda oda sicakliginda (15-25°C) tutulmasi onerilir.
Kullanimdan 6nce, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, NTC i¢in Su ve SARS-CoV-2 Positive
Control'un oda sicakliginda tamamen ¢dziinmesini bekleyin. Tupleri kullanima kadar
oda sicakliginda ve isiktan koruyarak saklayin.

Kullanimdan énce, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer ve SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'i
2-3 kez ters gevirerek (vortekslemeyin) ve ardindan hizlica bir kez déndirerek
homojen hale getirin. Diger tim reaktifler, 3-5 saniye puls vorteksleme ile veya

2-3 kez ters gevrilip ardindan bir kez hizlica dondurulerek homojen hale getirilebilir.

18
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® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, saptama adimi i¢in klinik érneklerde bulunan RNAzlari
inhibe eder ancak viris inaktive edici bir gozelti degildir. Tim 6rneklere tehlikeli
olabilecegdi duglnulerek muamele yapiimahdir.

® Real-time RT-PCR platformunun déngileme kosullarinin bu protokolde belirtilen sekilde
oldugunu dogrulayin.

e Birden fazla dondurma-¢ézdirme déngusuinden kaginmak icin reaktiflerden alikot
alinabilir.

® Reaksiyon karisimini taze olarak hazirlayin (RT-PCR plaka baslangicina <2 saat).

e Kontaminasyonu en aza indirmek i¢in érnek ve RT-PCR hazirlama ayri bdlgelerde
yapilmalidir.

Prosedir

Ornek hazirlama: Solunum yolu numuneleri (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal
suruntdler) igin Adim 1'i izleyin. Tukurik numuneleri igin Adim 2'ye gegin.
1. Solunum yolu numuneleri (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal surintiler):
la. Ornegi igeren suriintilyl kuvvetle vorteksleyin.
1b. 50-200 pl 6rnek alikotunu 1,5 mL'lik PCR igermeyen tiplere alin
Tc. Birisitma blogunda 70°C'de 10 dakika isitma adimini gergeklestirin. Ornekleri buz
Ustiinde en az 5 dakika boyunca sogutun, ardindan érnekleri 4°C'de buz ustiinde
saklayin.
2. Tukiruk ornekleri:
2a. Swvilastirma (pipetlemeyi kolaylastirmak icin): tikirik érnegini 15 dakika boyunca
95°C'ye 1sitin (belirtiimemis hacim, kap veya isitma cihazi).
2b. Ornegi 8-10 kez nazikge yukari ve agagi pipetleyerek homojen hale getirin.
2c. 50 pl 6rnek alikotunu 1,5 ml'lik PCR igermeyen bir tiipe alin.
2d. Bir isitma blogunda 15 dakika boyunca 95°C'ye isitma adimini gergeklestirin,
ardindan 6rnegi, PCR kuyusu veya tiiplne ylkleyene kadar en az 5 dakika
boyunca oda sicakliginda tutun.
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3. Ik kullanimda, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'' ROX reference dye ile tamamlayin.
3a. 1tip SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'a 32,8 ul ROX boyasi ekleyin.
3b. SARS-CoV-2 UM Amp Buffer ve ROX boyasi igeren kapagi kapatin ve tlipl 3 kez
ters gevirin.
3c. Tapiln dibinde ROX boyasi iceren SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'i dondirerek
asagi indirin.
4. Tam RGQ MDx plakasi (72 kuyulu) icin SARS-CoV-2 Amp Primers ile SARS-CoV-2
Internal Control igin bir alikot karigimi hazirlayin.
4a. SARS-CoV-2 Amp Primers ve SARS-CoV-2 Internal Control'un gerekli hacimlerini
Tablo 1'e gore yeni bir 1,5 mL'lik PCR icermeyen tipe aktarin.
4b. Kapagi kapatin ve tlipu 3 kez ters gevirin veya tiipi 3-5 sn puls vorteksleyin.
4c. TupUn dibinde IC iceren SARS-CoV-2 Amp Primers'i dondirerek asagi indirin.

Tablo 1. SARS-CoV-2 Amp Primers + IC karigsimi kurulumu

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC karisimi Reaksiyon sayisi Hacim
()
72 rxn
Reaktifler Stok Son 1rxn X
konsantrasyonu konsantrasyon (+%20 ekstra hacim®)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 626,4
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/ul 15 129,6

Toplam SARS-CoV-2

Amp Primers + IC karisimi B 7

* Not: SARS-CoV-2 Amp Primers ve SARS-CoV-2 Internal Control hacimlerini test edilecek 6rnek sayisina gére
ayarlayin. Olii hacmi telafi etmek igin ekstra hacmi degerlendirin.
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5.

Tablo 2'ye gbre bir reaksiyon karigimi hazirlayin ve tlpu 3 kez ters gevirerek iyice

karigtirin.
Tablo 2. Reaksiyon karigimi kurulumu
RT-PCR reaksiyon karigimi Reaksiyon sayisi Hacim
(k)
72 rxn
Reaktifler Stok Son 1rxn X
konsantrasyonu  konsantrasyon (+9%20 ekstra hacim*)
SARS-CoV-2
540
UM Amp Buffer +ROX karigim X b Bizs
SARS-CoV-2 756
Amp Primers + IC karisimi 2,9x Ix 8,75
Toplam reaksiyon hacmi - 15,00 1296

* Not: SARS-CoV-2 Amp Buffer ve SARS-CoV-2 Amp Primers hacimlerini test edilecek érnek sayisina gére

ayarlayin. Olii hacmi telafi etmek igin ekstra hacmi degerlendirin.

8 ul niikleaz igermeyen suyu NEC'ye atanan PCR tipline dagitin.
10 pl nukleaz icermeyen suyu NTC'ye atanan PCR tupune yukleyin.

2 ul SARS-CoV-2 UM Prep Buffer't NEC ve hazirlanan érneklere atanan her bir PCR
tipune dagitin.

8 ul hazirlanmis 6rnedi SARS-CoV-2 UM Prep Buffer iceren bir PCR tupiine ekleyin.
Yukari asagi pipetleme yaparak 5 kez karistirin.

. Adim 5'te hazirlanan reaksiyon karigimindan 15 pl'yi érneklere ve kontrollere ayrilan

tiplere ekleyin (Sekil 2 6rnek olarak sunulmustur). 5 kez yukari asagi pipetieme
yaparak karistirin, ardindan SARS-CoV-2 Positive Control igin ayrilan tip haric PCR
tupu kapaklarini kapatin.

Not: Capraz kontaminasyonu 6nlemek igin tiiplerin iyice kapatildigini dogrulayin.

. 10 pl SARS-CoV-2 Positive Control uygun PCR tlpune yukleyin. Yukari asagi

pipetleme yaparak 5 kez karigtirin.

. RGQ MDx 5plex HRM'nin RT-PCR programini Tablo 3'teki spesifikasyonlara gére

ayarlayin.

Not: Veri edinme, baglanma/uzatma adimi sirasinda gerceklestiriimelidir.
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13. Tupleri gergek zamanli dénglileyiciye yerlestirin (tiip diizeni 6rnegdi Sekil 2'de
gosterilmektedir) ve Tablo 3'te agiklanan sekilde dongiileme programini baglatin.

Not: Tahlil kurulumu ve gergcek zamanli déngtleyici adimlari arasinda ayni tiip

pozisyonu ve sirasini izlemeye dikkat edin.

Tablo 3. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM programi

Adimlar Sire Sicaklik (°C) Dongii sayisi Edinim

Ters Transkripsiyon 10 dak 50 1 Hayir

PCR ilk 1s1 aktivasyonu 2 dak 95 1 Hayir

2 adimh déngileme
Denatirasyon 5sn 95 40 Hayir
Birlestirme/Uzatma 30 sn 58 Green, Yellow ve Red

o8-8 o " .

“ 1. PC
" 2:NTC
3: NEC
g / 4:Omek 1
- . 5.0mek 2
6. Ornek 3
- 7 ...

- "
L} -
.

LY

.o
Sekil 2. RGQ MDx 5plex HRM platformunda tiip diizeni 6rnegi

14. "New Run Wizard" (Yeni Calisma Sihirbazi) iginde Gain optimization (Kazang
optimizasyonu) 6gesine tiklayin ve Auto-gain Optimization Setup (Otomatik Kazang
Optimizasyon Kurulumu) 6gesini agin.

15. Edinim kanallarinin Tablo 4'te agiklanan sekilde ayarlandigini dogrulayin.
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Tablo 4. RGQ MDx 5plex HRM yapilandirmasi

Maks. kazang

Ad PC tup Min. okuma Maks. okuma
konumu (FI) (FI)
Green 1 5 Fl 10 FI
Yellow 1* 5FI 10 FI
Red 1 5 Fl 10 FI

10

10

10

* Not: SARS-CoV-2 Positive Control tlipl konumuna gore degistiriimesi gerekir.

16. Perform optimization before the first acquisition (ilk edinimden énce optimizasyon

gerceklestir) 6gesini segin.

17. Calismayi baslatin.

18. Calismanin sonunda sonuglari analiz edin (bkz. Sonuglar b&lumu).
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Protokol: ABI 7500 Fast Dx'de Ornek Hazirlama
ve SARS-CoV-2 Saptamasi

Bu protokol, ABI 7500 Fast Dx real-time RT-PCR cihazinda tasima besiyerinde saklanan

insan nazal, nazofaringeal veya orofaringeal slrintilerinde ve seyreltimemis tukurik

orneklerinde SARS-CoV-2 hedeflerinin hazirlanmasi ve saptanmasina yoneliktir.

Baslamadan 6nce énemli noktalar

Kutu ve tim bilesen etiketlerinin Ustlinde basili olan son kullanma tarihlerine ve saklama
kosullarina uyuldugunu dogrulayin. Siresi dolmus veya yanlis saklanmis bilesenleri
kullanmayin.

Bakimi iyi yapilmis ve kalibre edilmis ekipmanlari kullanin.

Deney sirasinda RNAzlar ile kontaminasyondan kaginmaya ve niikleaz igermeyen
plastik malzemeler kullanmaya 6zen gosterin.

ABI 7500 Fast Dx kullanirken, ilk kullanimdan énce master karisim tliptine ROX boyasi
eklenmelidir.

Baslamadan énce yapilacaklar

Solunum 6rnekleri, hazirlama adimlari ve reaksiyon kurulumu sirasinda oda
sicakliginda (15-25°C) saklanabilir ancak buz Ustiinde veya 4°C'de sodutma rafinda
saklanmasi 6nerilir.

Tukuruk drnekleri buz tstiinde veya 4°C'de buz Ustiinde tutulabilir ancak bunlarin
hazirlik adimlari ve reaksiyon kurulumu sirasinda oda sicakliginda (15-25°C) tutulmasi
onerilir.

ABI 7500 Fast Dx kullanilirken ROX boyasi gereklidir.

Veriler, ROX pasif boya ayari ile edinilmelidir.
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e Kullanimdan 6nce, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, NTC i¢in Su ve SARS-CoV-2 Positive
Control'un oda sicakliginda tamamen ¢dziinmesini bekleyin. Tupleri kullanima kadar
oda sicakliginda ve isiktan koruyarak saklayin.

e Kullanimdan énce, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer ve SARS-CoV-2 UM Amp Buffer' 2-
3 kez ters gevirerek (vortekslemeyin) ve ardindan hizlica bir kez déndiirerek homojen
hale getirin. Diger tim reaktifler, 3-5 saniye puls vorteksleme ile veya 2-3 kez ters
cevrilip ardindan bir kez hizlica déndurilerek homojen hale getirilebilir.

® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, saptama adimi igin klinik érneklerde bulunan RNAzlari
inhibe eder ancak virus inaktive edici bir ¢dzelti degildir. Tim 6rneklere tehlikeli
olabilecegi disiinilerek muamele yapilmalidir.

® Real-time RT-PCR platformunun doéngileme kosullarinin bu protokolde belirtilen
sekilde oldugunu dogrulayin.

e Birden fazla dondurma-¢ézdiirme déngistinden kaginmak igin reaktiflerden alikot
alinabilir.

® Reaksiyon karisimini taze olarak hazirlayin (RT-PCR plaka baglangicina <2 saat).

e Kontaminasyonu en aza indirmek icin érnek ve RT-PCR hazirlama ayri bélgelerde

yapilmalidir.

Prosedur

Ornek hazirlama: Solunum yolu numuneleri (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal
surlntuler) icin Adim 1'i izleyin. Tlkirik numuneleri igin Adim 2'ye gegin.
1. Solunum yolu numuneleri (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal suriintuler):

Ta. Ornegi iceren suriintiyl kuvvetle vorteksleyin.

1b. 50-200 pl 6rnek alikotunu 1,5 mL'lik PCR igermeyen tiplere alin.

Tc. Birisitma blogunda 70°C'de 10 dakika isitma adimini gergeklestirin.

1d. Ornekleri buz (istiinde en az 5 dakika boyunca sodutun, ardindan érmekleri 4°C'de
buz Ustlinde saklayin.
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2. Tukuruk 6rnekleri:

2a.

2b.
2c.
2d.

Sivilastirma (pipetlemeyi kolaylastirmak igin): tikurik érnegini 15 dakika boyunca
95°C'ye 1sitin (belirtiimemis hacim, kap veya isitma cihazi).

Ornegi 8-10 kez nazikge yukari ve asag pipetleyerek homojen hale getirin

50 pl 6rnek alikotunu 1,5 ml'lik PCR icermeyen bir tiipe alin.

Bir 1sitma blogunda 15 dakika boyunca 95°C'ye isitma adimini gergeklestirin,
ardindan 6rnegi, PCR kuyusu veya tuplne yikleyene kadar en az 5 dakika

boyunca oda sicakliginda tutun.

3. llk kullanimda, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer't ROX Reference Dye ile tamamlayin.

3a.
3b.

3c.

Bir tip SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'a 32,8 ul ROX boyasi ekleyin.

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer ve ROX boyasi igeren kapagi kapatin ve tiipi 3 kez
ters gevirin.

Tapun dibinde ROX boyasi iceren SARS-CoV-2 UM Amp Buffer't déndirerek
asag! indirin.

4. Tam ABI 7500 Fast Dx plakasi (96 kuyulu) igin SARS-CoV-2 Amp Primers ile
SARS-CoV-2 Internal Control igin bir alikot karigimi hazirlayin.

4a.

4b.
4c.

SARS-CoV-2 Amp Primers ve SARS-CoV-2 Internal Control'un gerekli hacimlerini
Tablo 5'e gore yeni bir 1,5 mL'lik PCR igermeyen tipe aktarin.

Kapagi kapatin ve tlipu 3 kez ters gevirin veya tlipt 3-5 sn puls vorteksleyin.
Cozeltiyi tupln dibine getirmek i¢in IC'yi iceren SARS-CoV-2 Amp Primers'i agagi
dogru déndurdn.

Tablo 5. SARS-CoV-2 Amp Primers + IC karigimi kurulumu

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC karigimi Reaksiyon sayisi Hacim
(CU)
Reaktifler Stok Son 1lrxn 96 rxn
konsantrasyonu konsantrasyon (+ %20 ekstra hacim*)

SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/ul 10 cp/ul 15 172,8
Toplam SARS-CoV-2

Amp Primers + IC karisimi B g

* Not: SARS-CoV-2 Amp Primers ve SARS-CoV-2 Internal Control hacimlerini test edilecek 6rnek sayisina gére
ayarlayin. Olii hacmi telafi etmek igin ekstra hacmi degerlendirin.
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5. Tablo 6'ya gore bir reaksiyon karisimi hazirlayin ve tipi 3 kez ters gevirerek iyice

karigtirin.
Tablo 6. Reaksiyon karigimi kurulumu
RT-PCR reaksiyon karigimi Reaksiyon sayisi Hacim
(1)
96 rxn
Reaktifler Stok Son 1rxn X
konsantrasyonu konsantrasyon (+%20 ekstra hacim®)

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer +

ROX karigimi ax 1x 6,25 720
SARS-CoV-2 Amp Primers + IC 2,9 1x 8.75 1008
karigimi

Toplam reaksiyon hacmi - 15,00 1728

* Not: SARS-CoV-2 UM Amp Buffer ve SARS-CoV-2 Amp Primers hacmini test edilecek 6rnek sayisina gére
ayarlayin. Olii hacmi telafi etmek igin ekstra hacmi degerlendirin.

o

8 ul nukleaz icermeyen suyu NEC'ye atanan kuyuya dagitin.

7. 10 pl niikleaz icermeyen suyu NTC'ye atanan kuyuya yukleyin.

8. 2 pl SARS-CoV-2 UM Prep Buffer't NEC'ye atanan her kuyuya ve hazirlanan érneklere
dagitin.

9. 8 ul hazirlanmis 6rnedi SARS-CoV-2 UM Prep Buffer'l igeren bir kuyuya ekleyin. Yukari

asagl pipetleme yaparak 5 kez karistirin.

10. Adim 5'te hazirlanan reaksiyon karigiminin 15 pl'sini érneklere ve kontrollere ayrilan
kuyulara ekleyin (Sekil 3'teki ornede bakin). Yukari asagi pipetleme yaparak 5 kez
karistirin.

11. 10 pl SARS-CoV-2 Positive Control uygun kuyuya yikleyin. Yukari asagi pipetleme
yaparak 5 kez karigtirin.

12. Capraz kontaminasyonu 6nlemek igin PCR plakasini iyice kapatin. Ayri kuyularda siki
bir mihir elde etmek igin tim plakaya homojen sekilde basing uyguladiginizdan emin
olun.

13. Siviy1 kuyunun alt kisminda toplamak igin PCR plakasini kisa slre santrifijleyin.

14. Real-time RT-PCR programini Tablo 7'ye gore ABI 7500 Fast Dx "Standard 7500"
(Standart 7500) Calisma Moduna ayarlayin.
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17.

18.
19.

Not: file (dosya) ve new (yeni) 6gelerine tikladiktan sonra, tahlilin Standard Curve
(Absolute Quantitation) (Standart Egri (Mutlak Kantifikasyon)) oldugunu ve Calisma
Modunun Standard 7500 (Standart 7500) olarak ayarlandigini dogrulayin. Quencher
(Baskilayici) None (Hicbiri) olarak ayarlanmis halde FAM, VIC ve Cy5'i haberciler
olarak secin. Ayrica veriler, ROX passive reference (pasif referans) olarak ayarliyken
elde edilmelidir.

Not: Veri edinme, baglanma/uzatma adimi sirasinda gergeklestiriimelidir.

Not: Lutfen daha ayrintili bilgi i¢in ABI 7500 Fast Dx Kullanim Talimatlar belgesine bakin.

. Plakayi gergcek zamanli dongtleyiciye yerlestirin (PCR plaka dlzeninin bir drnegi Sekil

3'te sunulmustur) ve Tablo 7'de agiklandigi sekilde dénglleme programini baslatin.

. Kullanilan kuyulari segin ve FAM, VIC ve Cy5 habercilerini uygulayin. Veriler, ROX

pasif boya ON (ACIK) ile edinilmelidir.

ABI 7500 Fast Dx Standart Egrisinin Mutlak Kantifikasyon olarak yapilandirildigini
dogrulayin.

Calismayi baslatin.

Calismanin sonunda sonuglari analiz edin (bkz. Sonuclar balimi).

Tablo 7. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM programi

Adimlar Sire Sicaklik (°C) Dongii sayisi Edinim
Ters Transkripsiyon 10 dak 50 1 Hayir
PCRilk 1s1 aktivasyonu 2 dak 95 1 Hayir

2 adimli dénglileme

Denaturasyon 5sn 95 40 Hayir
Birlestirme/Uzatma 30 sn 58 FAM, VIC ve Cy5

Sekil 3. ABI 7500 Fast Dx'de plaka diizeni 6rnegi
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Protokol: CFX96 Dx'te Ornek Hazirlama ve
SARS-CoV-2 Saptamasi

Bu protokol, su cihazda tasima besiyerinde saklanan insan nazal, nazofaringeal,

orofaringeal sUriintilerinde ve seyreltimemis tikuirik 6érneklerinde SARS-CoV-2 hedeflerinin

hazirlanmasi ve saptanmasina yonelikti:. CFX96 Dx (Bio-Rad Laboratories Inc., kat.
no.1845097-1VD). (optik reaksiyon modiili) ve 1841000-IVD (Thermal Cycler modili); CFX
Manager Dx Yazihm surumi 3.1.309001022 veya Uzeri ile.

Baslamadan 6nce énemli noktalar

Kutu ve tim bilesen etiketlerinin Ustlinde basili olan son kullanma tarihlerine ve
saklama kosullarina uyuldugunu dogrulayin. Suresi dolmus veya yanhs saklanmig
bilesenleri kullanmayin.

Bakimi iyi yapilmis ve kalibre edilmis ekipmanlari kullanin.

Deney sirasinda RNAzlar ile kontaminasyondan kaginmaya ve niikleaz icermeyen
plastik malzemeler kullanmaya 6zen gosterin.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

Solunum 6rnekleri, hazirlama adimlari ve reaksiyon kurulumu sirasinda oda
sicakliginda (15-25°C) saklanabilir ancak buz tstiinde veya 4°C'de sogutma rafinda

saklanmasi onerilir.

Tukurik ornekleri buz Ustlinde veya 4°C'de buz Ustlinde tutulabilir ancak bunlarin
hazirlik adimlari ve reaksiyon kurulumu sirasinda oda sicakliginda (15-25°C) tutulmasi
Onerilir.

Kullanimdan 6nce, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, NTC i¢cin Su ve SARS-CoV-2 Positive
Control'un oda sicakliginda tamamen ¢oziinmesini bekleyin. Tipleri kullanima kadar
oda sicakliginda ve igiktan koruyarak saklayin.
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Kullanimdan énce, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer ve SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'
2-3 kez ters gevirerek (vortekslemeyin) ve ardindan hizlica bir kez déndiirerek homojen
hale getirin. Diger tim reaktifler, 3-5 saniye puls vorteksleme ile veya 2-3 kez ters
cevrilip ardindan bir kez hizlica déndirilerek homojen hale getirilebilir.

SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, saptama adimi i¢in klinik érneklerde bulunan RNAzlari
inhibe eder ancak viris inaktive edici bir gozelti degildir. Tim 6rneklere tehlikeli
olabilecegdi duglinulerek muamele yapiimahdir.

Real-time RT-PCR platformunun dénglleme kosullarinin bu protokolde belirtilen
sekilde oldugunu dogrulayin.

Birden fazla dondurma-¢6zdirme ddngisinden kaginmak igin reaktiflerden alikot
alinabilir.

Reaksiyon karigimini taze olarak hazirlayin (PCR plakasi baglangicina <2 saat).

Kontaminasyonu en aza indirmek i¢in 6rnek ve real-time RT-PCR hazirlama ayri
bélgelerde yapiimahdir.

Proseddr:

Ornek hazirlama: Solunum yolu numuneleri (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal
suruntdler) igin Adim 1'i izleyin. Tukurik numuneleri igin Adim 2'ye gegin.

. Solunum yolu numuneleri (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal siruntiler):

Ta. Ornegiigeren sirlintiiyl kuvvetle vorteksleyin

1b. 50-200 pl 6rnek alikotunu 1,5 mL'lik PCR igermeyen tiplere alin

Tc. Birisitma blogunda 70°C'de 10 dakika isitma adimini gerceklestirin.

1d. Ornekleri buz iistiinde en az 5 dakika boyunca sogutun, ardindan érnekleri 4°C'de
buz Ustlinde saklayin.

. Tukdruk érnekleri:

2a. Swvilastirma (pipetlemeyi kolaylastirmak icin): tikurik 6rnegini 15 dakika boyunca
95°C'ye 1sitin (belirtiimemis hacim, kap veya isitma cihazi).

2b. Ornegi 8-10 kez nazikge yukari ve agagi pipetleyerek homojen hale getirin.

2c. 50 pl 6rnek alikotunu 1,5 ml'lik PCR igermeyen bir tiipe alin.
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2d. Bir isitma blogunda 95°C'de 15 dakika isitma adimini gergeklestirin. Ardindan,
PCR kuyusuna veya tiipline yikleyene kadar érnegi en az 5 dakika boyunca oda
sicakliginda tutun.
3. ik kullanimda, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer't ROX reference dye ile tamamlayin.
3a. 1tup SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'a 32,8 ul ROX boyasi ekleyin.
3b. SARS-CoV-2 UM Amp Buffer ve ROX boyasi igeren kapagi kapatin ve tiipti 3 kez
ters gevirin.
3c.  Tipun dibinde ROX boyasi igeren SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'i dondirerek asagi
indirin.
4. Tam CFX96 Dx plakasi (96 kuyulu) igin SARS-CoV-2 Amp Primers ile SARS-CoV-2
Internal Control igin bir alikot karisimi hazirlayin.
4a. SARS-CoV-2 Amp Primers ve SARS-CoV-2 Internal Control'un gerekli hacimlerini
Tablo 8'e gore yeni bir 1,5 mL'lik PCR icermeyen tiipe aktarin.
4b. Kapagi kapatin ve tlipli 3 kez ters gevirin veya tipu 3-5 sn puls vorteksleyin.
4c. Cozeltiyi tipln dibine getirmek icin IC'yi iceren SARS-CoV-2 Amp Primers'i asagi
dogru dondurin.

Tablo 8. SARS-CoV-2 Amp Primers + IC karigsimi kurulumu

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC karigimi Reaksiyon sayisi Hacim
(W)
Reaktifler Stok son 1rxn 96 rxn ’
konsantrasyonu konsantrasyon (+ %20 ekstra hacim*)

SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/pl 1,5 172,8

Toplam SARS-CoV-2

Amp Primers + IC karisimi S o

* Not: SARS-CoV-2 Amp Primers ve SARS-CoV-2 Internal Control hacimlerini test edilecek érnek sayisina gére
ayarlayin. Olii hacmi telafi etmek igin ekstra hacmi degerlendirin.
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5. Tablo 9'a gore bir reaksiyon karisimi hazirlayin ve tiipl 3 kez ters gevirerek iyice

karigtirin.
Tablo 9. Reaksiyon karigimi kurulumu
RT-PCR reaksiyon karigimi Reaksiyon sayisi Hacim
(1)
; Stok Son 96 rxn
Reaktifler konsantrasyonu  konsantrasyon Lrxn (+%20 ekstra hacim*)
SARS-CoV-2 UM 4x 1x 6,25 720

Amp Buffer + ROX karigimi

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

2,9x 1x 8,75 1008
karigimi

Toplam reaksiyon hacmi - 15,00 1728

Not: SARS-CoV-2 UM Amp Buffer ve SARS-CoV-2 Amp Primers hacimlerini test edilecek 6rnek sayisina goére
ayarlayin. Olii hacmi telafi etmek igin ekstra hacmi degerlendirin.

6. 8 ul nikleaz icermeyen suyu NEC'ye atanan kuyuya dagitin.

10 ul nikleaz icermeyen suyu NTC'ye atanan kuyuya yukleyin.

8. 2 ul SARS-CoV-2 UM Prep Buffer't NEC'ye atanan her kuyuya ve hazirlanan érneklere

13.
14.

dagitin.

8 pl hazirlanmis 6rnegi SARS-CoV-2 UM Prep Buffer'i igeren bir kuyuya ekleyin. Yukari
asagi pipetleme yaparak 5 kez karistirin.

. Adim 5'te hazirlanan reaksiyon karigimindan 15 pl'yi érneklere ve kontrollere ayrilan

kuyulara ekleyin (Sekil 4 6rnek olarak sunulmustur). Yukari asagi pipetleme yaparak 5
kez karigtirin.

. 10 pl SARS-CoV-2 Positive Control uygun kuyuya ylkleyin. Yukari asagi pipetleme

yaparak 5 kez karigtirin.

. Gapraz kontaminasyonu 6nlemek i¢in PCR plakasini iyice kapatin. Ayri kuyularda siki

bir muhir elde etmek icin tum plakaya homojen sekilde basing uyguladiginizdan emin
olun.

Siviyl kuyunun alt kisminda toplamak igin PCR plakasini kisa sire santrifijleyin.

CFX Manager Dx Software (CFX Manager Dx Yazilmi ) > Startup Wizard (Baglatma
Sihirbazi) kisminda, run type (¢calisma turl) alaninda user defined (kullanici tanimli)
6gesini segin.
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15. Protocol (Protokol) sekmesi: 25 pl reaksiyon hacmi igin real-time RT-PCR programini

Tablo 10'a gore segin.

Not: Protocol Editor (Protokol Editdru) penceresinde, RT-PCR programinin 4 adiminin
her birinde artig hizin1 1,6°C/sn olarak ayarlamak igin Step Options (Adim Segenekleri)
digmesine tiklayin.

Not: Veri edinme, baglanma/uzatma adimi sirasinda gergeklestiriimelidir.
Not: Latfen daha ayrintili bilgi igcin CFX96 Dx Kullanim Talimatlari belgesine bakin.

16. Plate (Plaka) sekmesi: Kullanilan kuyulari segin ve FAM, HEX ve Cy5 habercilerini
uygulayin.

17. Plakayi gergek zamanli déngleyiciye yerlestirin (PCR plaka diizeninin bir rnegi Sekil

4'te sunulmustur).

18. Start Run (Calismayi Baslat) sekmesi: Start the run (Calismayi baslat) 6gesine
tiklayin.

19. Galismanin sonunda sonuglari analiz edin (bkz. Sonuglar b&lumu).

Tablo 10. CFX96 Dx i¢cin SARS-CoV-2 Prep&Amp UM programi

Adimlar Sire Sicakhk Artig Hizi Tekrar Edinim
(°C) (°C/sn) sayisi
1. Ters Transkripsiyon 10 dak 50 1,6 1 Hayir
2. PCRilk isi aktivasyonu 2 dak 95 1,6 1 Hayir
2 adimli dénglileme 39*
Denaturasyon 5sn 95 1,6 1 Hayir
Birlestirme/Uzatma 30 sn 58 1,6 1 FAM, HEX ve Cy5

*CFX tekrarla galisir. Programin 40 déngu galismasi igin, iki adimli déngiilemede 39 tekrar ayarlanmalidir (yazilimda
Adim 5 "GOTO" olarak).

Sekil 4. CFX96 Dx'te plaka diizeni 6rnegi
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Protokol: cobas z 480'de Ornek Hazirlama ve
SARS-CoV-2 Saptamasi

Bu protokol, LightCycler 480 SW UDF surim 2.0.0 (veya Uzeri) bulunan cobas z 480'de,
tasima besiyerinde saklanan insan nazal, nazofaringeal, orofaringeal sirintilerinde ve
seyreltiimemis tukdrik 6rneginde SARS-CoV-2 hedeflerini saptamaya yonelik drnek ve
real-time RT-PCR hazirhgini agiklamaktadir.

Baslamadan 6nce énemli noktalar.

e Kutu ve tim bilesen etiketlerinin Ustlinde basili olan son kullanma tarihlerine ve
saklama kosullarina uyuldugunu dogrulayin. Suresi dolmus veya yanlis saklanmis

bilesenleri kullanmayin.
e Bakimi iyi yapilmis ve kalibre edilmis ekipmanlari kullanin.

® Deney sirasinda RNAzlar ile kontaminasyondan kaginmaya ve niikleaz igermeyen
plastik malzemeler kullanmaya 6zen gdsterin.

Baslamadan 6nce yapilacaklar.

® Solunum &rnekleri, hazirlama adimlari ve reaksiyon kurulumu sirasinda oda
sicakliginda saklanabilir; ancak buz Ustiinde veya 4°C'de sogutma rafinda saklanmasi
Onerilir.

® Tukurlk ornekleri buz Ustliinde veya 4°C'de buz Ustlinde tutulabilir ancak bunlarin
hazirlik adimlari ve reaksiyon kurulumu sirasinda oda sicakliginda (15-25°C) tutulmasi
Onerilir.

e Kullanimdan 6nce, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, NTC i¢cin Su ve SARS-CoV-2 Positive
Control'un oda sicakliginda (15-25°C) tamamen ¢dztunmesini bekleyin. Tupleri
kullanima kadar oda sicakliginda ve i1giktan koruyarak saklayin.
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e Kullanimdan énce, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer ve SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'i
2-3 kez ters gevirerek (vortekslemeyin) ve ardindan hizlica bir kez déndiirerek homojen
hale getirin. Diger tim reaktifler, 3-5 saniye puls vorteksleme ile veya 2-3 kez ters
cevrilip ardindan bir kez hizlica déndirilerek homojen hale getirilebilir.

® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, saptama adimi i¢in klinik érneklerde bulunan RNAzlari
inhibe eder ancak viris inaktive edici bir gozelti degildir. Tim 6rneklere tehlikeli
olabilecegdi duglinulerek muamele yapiimahdir.

® Real-time RT-PCR platformunun dongileme kosullarinin bu protokolde belirtilen
sekilde oldugunu dogrulayin.

e Birden fazla dondurma-¢ézdiirme déngistinden kaginmak igin reaktiflerden alikot
alinabilir.

® Reaksiyon karisimini taze olarak hazirlayin (real-time RT-PCR plaka baslangicina <2
saat).

e Kontaminasyonu en aza indirmek igin érnek ve real-time RT-PCR hazirlama ayr

bolgelerde yapilmalidir.

Proseddr:

Ornek hazirlama: Solunum yolu numuneleri (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal
suruntdler) igin Adim 1'i izleyin. Tukurik numuneleri igin Adim 2'ye gegin.
1. Solunum yolu numuneleri (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal surintiler):
la. Ornegi igeren suriintily kuvvetle vorteksleyin.
1b. 50-200 pl 6rnek alikotunu 1,5 mL'lik PCR igermeyen tiplere alin
Tc. Birisitma blogunda 70°C'de 10 dakika 1sitma adimini gergeklestirin.
1d. Ornekleri buz listiinde en az 5 dakika boyunca sogutun, ardindan érnekleri 4°C'de
buz Ustlinde saklayin.
2. Tukiruk ornekleri:
2a. Swvilastirma (pipetlemeyi kolaylastirmak icin): tikurik 6rnegini 15 dakika boyunca
95°C'ye 1sitin (belirtiimemis hacim, kap veya isitma cihazi).
2b. Ornegi 8-10 kez nazikge yukari ve agagi pipetleyerek homojen hale getirin.
2c. 50 pl 6rnek alikotunu 1,5 ml'lik PCR igermeyen bir tiipe alin.
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2d. Bir isitma blogunda 15 dakika boyunca 95°C'ye isitma adimini gergeklestirin,
ardindan 6rnegi, PCR kuyusu veya tlpline yikleyene kadar en az 5 dakika
boyunca RT'de tutun.
3. Ik kullanimda, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'' ROX reference dye ile tamamlayin.
3a. 1tlp SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'a 32,8 ul ROX boyasi ekleyin.
3b. SARS-CoV-2 UM Amp Buffer ve ROX boyasi igeren kapag! kapatin ve tiipt 3 kez
ters cevirin.
3c. Tipln dibinde ROX boyasi igeren SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'l dondirerek asagi
indirin.
4. Tam cobas z 480 plakasi (96 kuyulu) igin SARS-CoV-2 Amp Primers ile SARS-CoV-2
Internal Control icin bir alikot karigsimi hazirlayin.
4a. SARS-CoV-2 Amp Primers ve SARS-CoV-2 Internal Control'un gerekli hacimlerini
Tablo 11'e gore yeni bir 1,5 mL'lik PCR icermeyen tlipe aktarin.
4b. Kapagi kapatin ve tlipl 3 kez ters gevirin veya tlipl 3-5 sn puls vorteksleyin.
4c. CoOzeltiyi tuptn dibine getirmek igin IC'yi iceren SARS-CoV-2 Amp Primers'l asagi
dogru déndurin.
Tablo 11. SARS-CoV-2 Amp Primers + IC karisimi kurulumu

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC karigimi Reaksiyon sayisi Hacim
(1)

) Stok Son 96 rxn
Reaktifler konsantrasyonu  konsantrasyon Lrxn (+ %20 ekstra hacim®)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/pl 15 172,8
Toplam SARS-CoV-2
Amp Primers + IC karigimi e o

* Not: SARS-CoV-2 Amp Primers ve SARS-CoV-2 Internal Control hacimlerini test edilecek 6rnek sayisina gére
ayarlayin. Olii hacmi telafi etmek igin ekstra hacmi degerlendirin.
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5. Tablo 12'ye gore bir reaksiyon karisimi hazirlayin ve tiipt 3 kez ters gevirerek iyice

karigtirin.
Tablo 12. Reaksiyon karigimi kurulumu
RT-PCR reaksiyon karigimi Reaksiyon sayisi Hacim
(1)
) Stok Son 96 rxn
Reakiifler konsantrasyonu konsantrasyon Lrxn (+%20 ekstra hacim®)

SARS-CoV-2 UM

Amp Buffer + ROX karigimi G 153 s (e
SARS-CoV-2 Amp Primers + IC 2.0x 1x 8.75 1008
karigimi

Toplam reaksiyon hacmi - 15,00 1728

* Not: SARS-CoV-2 UM Amp Buffer ve SARS-CoV-2 Amp Primers hacimlerini test edilecek érnek sayisina gére
ayarlayin. Oli hacmi telafi etmek igin ekstra hacmi degerlendirin.

6. 8l nikleaz icermeyen suyu NEC'ye atanan kuyuya dagitin.
7. 10 pl niikleaz icermeyen suyu NTC'ye atanan kuyuya yikleyin.

8. 2 ul SARS-CoV-2 UM Prep Buffer't NEC'ye atanan her kuyuya ve hazirlanan érneklere
dagitin.

9. 8 ul hazirlanmis 6rnegdi SARS-CoV-2 UM Prep Buffer'l igeren bir kuyuya ekleyin. Yukari
asagi pipetleme yaparak 5 kez karigtirin.

10. Adim 5'te hazirlanan reaksiyon karigimindan 15 pl'yi érneklere ve kontrollere ayrilan
kuyulara ekleyin (Sekil 5 érnek olarak sunulmustur). Yukari asagi pipetleme yaparak 5
kez karistirin.

11. 10 pl SARS-CoV-2 Positive Control uygun kuyuya yikleyin. Yukari asagi pipetleme
yaparak 5 kez karigtirin.

12. Capraz kontaminasyonu 6nlemek igin PCR plakasini iyice kapatin. Ayri kuyularda siki bir

muhr elde etmek i¢in tim plakaya homojen sekilde basing uyguladidinizdan emin olun.

13. Siviyl kuyunun alt kisminda toplamak icin PCR plakasini kisa slre santrifijleyin.
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14.

16.

17.
18.

ilk kullanim: Light Cycler 480 SW UDF 2.0.0 yaziliminda, open tools (araglari ag)
o6gesine tiklayin ve asagidaki eksitasyon-emisyon kombinasyonlarini ayarlamak igin
detection formats (saptama formatlari) 6gesini segin: 465-510 (FAM), 540-580 (HEX)
ve 610-670 (ATTO647N).

. 25 pl reaksiyon hacmi igin real-time RT-PCR programini Tablo 13'a gore segin.

Not: Sayfanin Ust kisminda, Adim 14'te olusturulan saptama formatini segmek igin

detection format (saptama formati) 6gesini segin.

Not: Real-time RT-PCR programinin 5 adiminin her birinde 1,6°C/sn'lik 6zel bir artis hiz

kullanin.

Not: Veri edinme, baglanma/uzatma adimi sirasinda gergeklestiriimelidir.

Not: Lutfen daha ayrintili bilgi icin cobas z 480 Kullanim Talimatlari belgesine bakin.
Plakayi gercek zamanl dongiileyiciye yerlestirin (PCR plaka diizeninin bir 6rnegi Sekil
5'te sunulmustur).

Calismayi baslatin.

Calismanin sonunda sonuglari analiz edin (bkz. Sonuclar bolim).

Tablo 13. cobas z 480 icin SARS-CoV-2 Prep&Amp UM programi

Adimlar Sire Sicaklik (°C) Artis Hizi Dongii sayisi  Analiz Modu
(°Clsn)

Ters Transkripsiyon 10 dak 50 1,6 1 Yok

PCR ilk 1s1 aktivasyonu 2 dak 95 1,6 1 Yok

2 adimli déngiileme 40 Kantifikasyon
Denatiirasyon 5sn 95 16 Higbiri
Birlestirme/Uzatma 30 sn 58 1,6 Tek

Soguma 1 dak 37 16 1 Yok

I S

Sekil 5. cobas z 480'de plaka diizeni 6rnegi
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Protokol: QuantStudio 5 Dx'te Ornek Hazirlama
ve SARS-CoV-2 Saptamasi

Bu protokol, QuantStudio 5 Dx real-time RT-PCR cihazinda, tasima besiyerinde saklanan
insan nazal, nazofaringeal veya orofaringeal surintilerinde ve seyreltimemis tukuirik

orneklerinde SARS-CoV-2 hedeflerinin hazirlanmasi ve saptanmasina yoneliktir.

Bagslamadan 6nce énemli noktalar.

e Kutu ve tim bilesen etiketlerinin Uistlinde basili olan son kullanma tarihlerine ve saklama
kosullarina uyuldugunu dogrulayin. Siresi dolmus veya yanlis saklanmis bilesenleri
kullanmayin.

® Bakimi iyi yapilmis ve kalibre edilmis ekipmanlari kullanin.

® Deney sirasinda RNAzlar ile kontaminasyondan kaginmaya ve niikleaz igermeyen
plastik malzemeler kullanmaya 6zen gdsterin.

® QuantStudio 5 Dx kullanirken, ilk kullanimdan énce master karigsim tiipiine ROX boyasi
eklenmelidir.

Baslamadan énce yapilacaklar

® Solunum drnekleri, hazirlama adimlari ve reaksiyon kurulumu sirasinda oda sicakliginda
saklanabilir; ancak buz Ustlinde veya 4°C'de sogutma rafinda saklanmasi dnerilir.

e Tukulrik 6rnegi buz ustlinde veya 4°C'de buz Ustunde tutulabilir ancak bunlarin hazirlik
adimlari ve reaksiyon kurulumu sirasinda oda sicakliginda (15-25°C) tutulmasi 6nerilir.

® QuantStudio 5 kullanilirken ROX boyasi gereklidir.

e Kullanimdan o6nce, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, NTC i¢in Su ve SARS-CoV-2 Positive
Control'un 15-25°C'de tamamen g¢oézunmesini bekleyin. Tupleri kullanima kadar oda
sicakliginda ve isiktan koruyarak saklayin.

e Kullanimdan énce, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer ve SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'i
2-3 kez ters gevirerek (vortekslemeyin) ve ardindan hizlica bir kez dondiirerek homojen
hale getirin. Diger tim reaktifler, 3-5 saniye puls vorteksleme ile veya 2-3 kez ters cevrilip
ardindan bir kez hizlica déndurilerek homojen hale getirilebilir.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Kullanim Talimatlari (El Kitabi) 01/2022 39



® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, saptama adimi igin klinik érneklerde bulunan RNAzlar
inhibe eder ancak virls inaktive edici bir gbzelti degildir. Tim 6rneklere tehlikeli olabilecegi
dusundlerek muamele yapilmaldir.

® Real-time RT-PCR platformunun déngiileme kosullarinin bu protokolde belirtilen sekilde
oldugunu dogrulayin.

® Birden fazla dondurma-¢dzdiirme déngisiinden kaginmak igin reaktiflerden alikot alinabilir.
® Reaksiyon karigimini taze olarak hazirlayin (real-time RT-PCR plaka baslangicina <2 saat).

e Kontaminasyonu en aza indirmek i¢in drnek ve real-time RT-PCR hazirlama ayr bélgelerde
yapiimahdir.

Prosedur

Ornek hazirlama: Solunum yolu numuneleri (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal
suruntdler) igin Adim 1'i izleyin. Tukurik numuneleri igin Adim 2'ye gegin.
1. Solunum yolu numuneleri (nazal, orofaringeal ve nazofaringeal surintiler):
Ta. Ornegi iceren suriintiyil kuvvetle vorteksleyin.
1b. 50-200 pl 6rnek alikotunu 1,5 mL'lik PCR igermeyen tiplere alin
lc. Birisitma blogunda 70°C'de 10 dakika 1sitma adimini gergeklestirin.
1d. Ornekleri buz iistiinde en az 5 dakika boyunca sogutun, ardindan érnekleri 4°C'de
buz Ustlinde saklayin.
2. Tukuruk érnekleri:
2a. Swvilastirma (pipetlemeyi kolaylastirmak igin): tikirik 6rnegini 15 dakika boyunca
95 °C'ye isitin (belirtiimemis hacim, kap veya isitma cihazi).
2b. Ornegi 8-10 kez nazikge yukari ve asagi pipetleyerek homojen hale getirin.
2c. 50 pl 6rnek alikotunu 1,5 ml'lik PCR igermeyen bir tiipe alin.
2d. Bir isitma blogunda 15 dakika boyunca 95°C'ye isitma adimini gergeklestirin,
ardindan 6rnegi, PCR kuyusu veya tiiplne ylkleyene kadar en az 5 dakika
boyunca RT'de tutun.
3. llk kullanimda, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer't ROX Reference Dye ile tamamlayin.
3a. Birtip SARS-CoV-2 UM Amp Buffer'a 32,8 ul ROX boyasi ekleyin.
3b. SARS-CoV-2 UM Amp Buffer ve ROX boyasi iceren kapagi kapatin ve tipi 3 kez
ters cevirin.
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3c. Tupun dibinde ROX boyasi iceren SARS-CoV-2 UM Amp Buffer't dondurerek asagi

indirin.

Internal Control igin bir alikot karisimi hazirlayin.

4a.

Tam QuantStudio 5 Dx plakasi (96 kuyulu) icin SARS-CoV-2 Amp Primers ile SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 Amp Primers ve SARS-CoV-2 Internal Control'un gerekli

hacimlerini Tablo 14'e goére yeni bir 1,5 mL'lik PCR igermeyen tlpe aktarin.

4b.

4c.
dogru dondiriin.

Tablo 14. SARS-CoV-2 Amp Primers + IC karisimi kurulumu

Kapagi kapatin ve tlipi 3 kez ters gevirin veya tiipi 3-5 sn puls vorteksleyin.
Cozeltiyi tupun dibine getirmek icin IC'yi iceren SARS-CoV-2 Amp Primers'i agagi

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC karigimi Reaksiyon sayisi Hacim
(1)

96 rxn

Reaktifler Stok Son 1rxn X X
konsantrasyonu  konsantrasyon (+ %20 ekstra hacim®)

SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/ul 10 cp/pl 15 172,8
Toplam SARS-CoV-2
Amp Primers + IC karisimi e o

* Not: SARS-CoV-2 Amp Primers ve SARS-CoV-2 Internal Control hacimlerini test edilecek érnek sayisina gére

ayarlayin. Olii hacmi telafi etmek igin ekstra hacmi degerlendirin.

5. Tablo 15'e gore bir reaksiyon karisimi hazirlayin ve tlpu 3 kez ters gevirerek iyice karistirin.

Tablo 15. Reaksiyon karigimi kurulumu

RT-PCR reaksiyon karigimi Reaksiyon sayisi Hacim
(k)

96 rxn

Reaktifler Stok Son 1rxn .
konsantrasyonu konsantrasyon (+9%20 ekstra hacim®)

SARS-CoV-2 UM
Amp Buffer + ROX karigimi X CL Di2s A
SARS-CoV-2 Amp Primers + IC 2.0x 1x 8.75 1008
karigimi
Toplam reaksiyon hacmi - 15,00 1728

* Not: SARS-CoV-2 UM Amp Buffer ve SARS-CoV-2 Amp Primers hacimlerini test edilecek érnek sayisina gére

ayarlayin. Oli hacmi telafi etmek igin ekstra hacmi degerlendirin.

6. 8l nikleaz icermeyen suyu NEC'ye atanan kuyuya dagitin.

7. 10 pl niikleaz icermeyen suyu NTC'ye atanan kuyuya yikleyin.
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13.
14.

15.

2 pl SARS-CoV-2 UM Prep Buffer't NEC'ye atanan her kuyuya ve hazirlanan drneklere
dagitin.

. 8 pl hazirlanmis 6rnegi SARS-CoV-2 UM Prep Buffer'i igeren bir kuyuya ekleyin. Yukari

asagl pipetleme yaparak 5 kez karistirin.

. Adim 5'te hazirlanan reaksiyon karisimindan 15 pl'yi érneklere ve kontrollere ayrilan

kuyulara ekleyin (Sekil 6 6rnek olarak sunulmustur). Yukari asagi pipetleme yaparak 5
kez karistirin.

. 10 pl SARS-CoV-2 Positive Control uygun kuyuya ylkleyin. Yukari asagi pipetleme

yaparak 5 kez karistirin.

. Capraz kontaminasyonu 6nlemek icin PCR plakasini iyice kapatin. Ayri kuyularda siki

bir muhdr elde etmek icin tim plakaya homojen sekilde basin¢ uyguladiginizdan emin
olun.

Siviy1 kuyunun alt kisminda toplamak igin PCR plakasini kisa siire santrifijleyin.

ilk kullanim: Sablon, QuantStudio 5 Dx TD yazilim sirimi 1.0.1 veya (izerinde
olugturulmali ve ¢alisma, QuantStudio 5 Dx IVD yaziliminda baslatiimadan 6nce
yayinlanmahdir. Sablonu uygun sekilde ayarlayin:

Not: Properties (Ozellikler) sekmesinde, Experiment type (Deney tipi) secenegini
Standard Curve (Standart Egri) olarak ve Run mode (Calisma modu) segenegini
Standard (Standart) olarak yapilandirin.

Not: Method (Yontem) sekmesinde, 25 pl reaksiyon hacmi igin real-time RT-PCR
programini ayarlayin (Tablo 16).

Not: Veri edinme, baglanma/uzatma adimi sirasinda gerceklestiriimelidir.

Not: Plate (Plaka) sekmesinde, Passive Reference (Pasif Referans) olarak ROX
6gesini segin ve FAM, VIC ve Cy5'i Baskilayici Bulunmayan Hedefler olarak (None
(Hicbiri) 6gesini secin) ayarlayin.

Not: Lutfen daha ayrintil bilgi igin QuantStudio 5 Dx Kullanim Talimatlari belgesine

bakin.

QuantStudio 5 Dx IVD Yaziliminda, énceden Adim 14'te olusturulan sablonu yukleyin.
Kullanilan kuyulari secin ve FAM, VIC ve Cy5 Hedeflerini uygulayin.
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16. Plakayi gergek zamanli déngileyiciye yerlestirin (PCR plaka diizeninin bir 6rnegi Sekil
6'da sunulmustur).
17. Calismay! baslatin.

18. Calismanin sonunda sonuglari analiz edin (bkz. Sonuglar boltimu).
Tablo 16. QuantStudio 5 Dx icin SARS-CoV-2 Prep&Amp UM programi

Asama Adim Sire Sicaklik (°C) Dongl Edinim
sayls|
Tutma 1. Ters Transkripsiyon 10 dak 50 1 Hayir
2. PCRilk isi aktivasyonu 2 dak 95 1 Hayir
PCR 2 adimli dénglileme 40
Denatiirasyon 5sn 95 1 Hayir
Birlestirme/Uzatma 30 sn 58 1 FAM, VIC ve Cy5

Sekil 6. QuantStudio 5 Dx'te plaka diizeni 6rnegi
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Sonuclar

RGQ MDx 5plex HRM'de analiz

RGQ MDx 5plex HRM'de veriler, uUreticinin talimatlarina gére Rotor-Gene Q yazilim

sirimu 2.3.1 (veya Uzeri) ile analiz edilir (Rotor-Gene Q MDx Kullanim Kilavuzu,
Revizyon 7, Eylil 2018).

Veri analizi igin dénguleri kirpma 6zelligi kullaniimalidir (Sekil 7): Cycling A.Green Ham
Kanalini agin. Options (Secenekler) > Crop Start Cycles (Baslangi¢c Doéngulerini Kirp)
6gesine gidin ve iletisim kutusuna 5 degerini girin. Cycling A(from 5).Green adinda yeni bir
kanal olusturulur. Aynisi, Cycling A(from 5).Red ve Cycling A(from 5).Yellow kanallarini
olusturmak Uzere Red ve Yellow ham kanallari igin de yapilmalidir.

t Rotor-Gene Q) Series Software VIRTUAL MODE - 20210617_LoD-LoB_Run12_R0D_RGQ_RD12-035_CLM (1)

File Analysis Run Gain View Window Help

7l z % 7 : =

7 € e & @ # OB W B OB B .
New Open Save Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Amange
Channels 77 Cycling A.Green /7 Cycling ANellow .7 Cycling ARed /7 Cycling Alfrom 5).Green /7 Cycling A(from 5).Vellow 27 €

~
100

2

Fluorescence

20

0 T T u T T

g 5 10 15 20 2
Cycle

Adjust Seale .| AutaScale. Default Seale| Opt=-- '

MNormalise to Cycling A.Vellow

Normalise to Cycling ARed
Nermalise to Cycling A(from 5).Green
Normalise to Cycling A(from 5).¥ellow
Nermalise to Cycling A(from 5).Red
Crop starfcycles

Crop end cycles

v

Sekil 7. RGQ MDx 5plex HRM ¢alisma analizine yonelik olarak dongii kirpma ayarinin ekran goriintiisii
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Analiz menusini (Sekil 8) agin ve olugturulan her bir Cycling A(from 5) kanali igin, farkli analizler

arasinda tutarlilik saglamak adina asagidaki analiz parametrelerini uygulayin (Tablo 17).

Tablo 17. RGQ MDx 5plex HRM igin analiz parametreleri

Kanallar Green Red Yellow

Floresans esigi 0,03 0,03 0,03

Egim diizeltmesi Evet Evet Evet

Dinamik tup Evet Evet Evet

Hareket noktasi Hayir 10-20 10-20

Aykiri Deger Kaldirma: Evet Hayir Hayir

Reaksiyon Etkinligi Esigi Etkin %0

Kirpilmis baslangi¢ déngdileri 5 5 5

Kesme donglleri Ct >38,00, 40,00 Hayir Ct >35,00, 40,00
olarak kabul edilir olarak kabul edilir

RGQ yaziliminda galisma sonuglari, analiz sirasinda agilan kantitasyon sonuglari gridinde
mevcuttur. Veriler, virgulle ayrilan deger metni (.csv) formatinda disa aktarilabili: RGQ
Yazilimi penceresinde, File (Dosya) > save as (farkli kaydet) > Excel analysis sheet (Excel
analiz sayfasi) 6gesini secin. Sonuglari disa aktarmadan énce tim &rneklerin segildiginden
emin olun (Sekil 8).

Analysis n
25td Curves (Rel) | Other.. |
Guantitation l Melt ] |

K’ ! I
" Cycling Alfrom 5).Red (Page
% Cycling Affrom 5).vellow (Pac

Cucling A Green

Cycling A Red

Cycling & Yellow

Show Hide
[~ Auto-shrink windaw

Sekil 8. Analiz parametrelerini uygulamak ve sonuglari digsa aktarmak igin secilen kanallarin ekran gériintiisii
(RGQ MDx 5plex HRM c¢alisma analizi).

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Kullanim Talimatlari (El Kitabi) 01/2022 45




ABI 7500 Fast Dx'te analiz

ABI 7500 Fast Dx'te veriler, Ureticinin talimatlarina gére 7500 Fast Sistem Yazilimi stirim 1.4.1
(veya Uzeri) ile analiz edilir. setup (ayar) sekmesinde, kuyu grubunu veya analizde bulunan
plakanin tamamini segin ve kuyu denetleyici pencerelerini agmak igin sag tiklayin. 3 florofor
(FAM, VIC ve Cy5) secilmeli ve Passive reference (Pasif referans) olarak ROX segilmelidir.
Asagidaki parametreler, farkli analizler arasinda tutarlilik icin gereklidir (Tablo 18).

Tablo 18. ABI 7500 Fast Dx igin analiz parametreleri

Kanallar FAM Cy5 VIC

Pasif boya ROX ROX ROX
Floresans esigi 0,13 0,025 0,05
Referans cizgi Otomatik Otomatik Otomatik
Kesme dongiileri g; ;igkggh itceJ,dci)lci)r Hayir g;;ﬁggh T‘gaon?r

ABI SDS yaziliminda, segilen kuyu grubunun veya plakanin tamaminin Ct de@erleri Results
(Sonuglar) ana boluminun data (veri) sayfasinda mevcuttur. Veriler, virgllle ayrilan deger
metni (.csv) formatinda disa aktarilabilir: SDS Yazilimi penceresinde File (Dosya) > Export
(Diga Aktar) > Results (Sonuglar) 6gesini segin (meni 6desi Ct de segcilebilir). Disa aktarilan
dosyanin formatini .csv olarak segin.

CFX96 Dx'te analiz

CFX96 Dx'te veriler, Ureticinin talimatlarina gére CFX Manager Dx Yazilimi siriim
3.1.3090.1022 (veya Uzeri) ile analiz edilir. Deneyde kullanilan tim kuyular igin FAM, HEX
ve Cy5 secilmelidir. Asagidaki parametreler, farkh analizler arasinda tutarlilik igin gereklidir
(Tablo 19).
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Tablo 19. CFX96 Dx icin analiz parametreleri

olarak kabul edilir

olarak kabul edilir

Kanallar FAM HEX Cy5

Cq belirleme modu: Tek esik Evet Evet Evet
Referans Ayari:

e cikartilmis egri uydurma Evet Evet Evet
e Floresans sapma diizeltmesi Evet Evet Evet

uygulama
Esik (RFU) 250 300 100
Kesme dongileri Ct >39,00, 40,00 Ct >35,00, 40,00 Hayir

CFX manager Dx yaziliminda, segilen kuyu grubunun veya plakanin tamaminin Ct degerleri

(yazihmda Cq olarak adlandirilir) Quantification Data (Kantifikasyon Verileri) béluminin

veri sayfasinda mevcuttur. Veriler, Export (Diga Aktar) > Custom Export (Ozel Diga Aktar)

segilerek ve parametreler Sekil 9'a goére ayarlanarak virgllle ayrilan deger metni (.csv)

olarak disa aktarilabilir.

Expodt Fomat: | CSV ("cav) >

§ Dmts o Export
5 iciude Fun Homation Header

| Sampia Descrption Exporied Columns
7] Wel

Fluomphore

Target Name

Contert

Rephcate Number

Sampie Name

Biological Set Nams

Wel Note

IDRICRIERIE

e m
i
g

H

ication

Ca

Stavting Guantity

Cq Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation
Curve

Mek Tempersture

Mek Peak Haight

Mkt Pesk Bagn Tempersture
{ [T Meh Peak End Temperatue
§ End Pont

{ |[] End Port Cal

{ |[J Erd RFU

f OOOrE

Set as Defaut Configuration
Eot

Sekil 9. CFX96 Dx icin ham veri dosyasi parametreleri
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cobas z 480'de analiz

cobas z 480'de veriler, Ureticinin talimatlarina gére LightCycler 480 SW UDF siriim 2.0.0
(veya Uzeri) ile analiz edilir. Yalnizca deneyde kullanilan kuyularla olmak tzere, érneklerin
bir alt setini olusturun. Her bir kanal igin, bir Abs Quant/Fit Points (Mutlak
Kantifikasyon/Uyum Noktalari) Analiz sayfasi olusturun ve farkl deneyler arasinda tutarlilik
saglamak igin asagidaki parametreleri kullanin (Tablo 20).

Tablo 20. cobas z 480 icin analiz parametreleri

Kanallar FAM (465-510) HEX (540-580) ATTO647N (610-670)
Cycle range
(Dongii arahgi) sekmesi 1-40 1-40 6-40

e Birinci - Son doéng

e Arka plan 5/10 5/10 6/11
Noise band
(Guriiltl bandi) sekmesi STD Carpici STD Carpici STD Carpici

e YoOntem

e STD Carpici degeri 50 40 25
Analysis (Analiz) 2 2 2
sekmesi

e Uyum noktalari

e Esik yontemi Otomatik Otomatik Otomatik
Kesme déngusi Ct >39,00, 40,00 Ct >35,00, 40,00 Hayir
olarak kabul edilir olarak kabul edilir

LightCycler 480 SW UDF suriim 2.0.0'da (veya uzeri), secilen bir kuyu grubunun veya
plakanin tamaminin Ct degerleri (yazihmda Cp olarak adlandirilir) analysis (analiz)
boluminde mevcuttur (Sekil 10). Veriler, sonug tablosuna sag tiklayip Export table (Tabloyu

disa aktar) 6gesi segilerek kanala gére metin dosyasi (.txt) formatinda disa aktarilabilir.
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Sekil 10. LightCycler 480 SW UDF siiriim 2.0.0'da (veya lizeri) disa aktarilan verilerin ekran goéruntusa.

QuantStudio 5 Dx'te analiz

QuantStudio 5 Dx'te veriler, Ureticinin talimatlarina gére QuantStudio 5 Dx IVD Yazilimi
surim 1.0.1 (veya uzeri) ile analiz edilir. Assign Targets and Samples (Hedefleri ve
Ornekleri Ata) penceresinde, deneyde kullanilan tim kuyular igin 3 florofor (FAM, VIC ve
Cyb5) secilmeli ve Passive reference (Pasif referans) olarak ROX secilmelidir. Asagidaki

parametreler, farkli analizler arasinda tutarlilik igin gereklidir (Tablo 21).
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Tablo 21. QuantStudio 5 Dx i¢in analiz parametreleri

olarak kabul edilir

Kanallar FAM VIC Cy5
Pasif boya ROX ROX ROX
Floresans esigi 0,21 0,062 0,04
Referans cizgi Otomatik Otomatik Otomatik
Kesme déngiileri Ct >39,00, 40,00 Ct >35,00, 40,00 Hayir

olarak kabul edilir

Veriler calisma sayfasi veya metin (.xls, .xIsx, .txt) olarak disa aktarilabilir. QuantStudio 5 Dx
IVD Yazilimi penceresinin Export (Disa Aktar) sekmesinde content (icerik) boliumuande tim
secenekleri secin ve unify the above content into one file (yukaridaki icerigi tek dosyada

birlestir) secenegini segin.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Pozitif kontrol (Positive Control, PC), N1 ve N2 genleri, RGQ MDx 5plex HRM ile Green
floresans kanalinda veya ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 ve QuantStudio 5 Dx'te
floresan FAM kanalinda saptanir.

RNaz P'den olusan ornekleme kontroli, RGQ MDx 5plex HRM ile Yellow floresans
kanalinda veya ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 ve QuantStudio 5 Dx ile VIC/HEX
floresans kanalinda saptanir. Her klinik 6rnek, oOrnekleme kontroli amplifikasyonu
gOstermelidir. PC'de, insan sekanslarinin yokluguna ragmen Sari bir amplifikasyon
g6rulebilir. Bu durumda, PC Yellow kanalindaki bir sinyal géz ardi edilebilir cinki Green
kanalindaki gl floresans sinyali Yellow kanalina tagabilir. Dahili kontrol (Internal Control,
IC), SARS-CoV-2 Amp Primers'e dahil edilir. Sablonsuz kontrolde (No Template Control,
NTC), ekstraksiyonsuz kontrolde (No Extraction Control, NEC), pozitif kontrolde (Positive
Control, PC) ve RGQ MDx 5plex HRM ile Red floresans kanaliyla veya ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 ve QuantStudio 5 Dx ile Cy5/ATTO647N floresans kanaliyla klinik
orneklerde saptanir. Bir real-time RT-PCR c¢alismasinin gecerli olmasi i¢in (Tablo 22, Tablo
23) icinde gosterildigi sekilde PC, NTC ve NEC kontrolleri gergeklestiriimelidir.

Tablo 22. RGQ MDx 5plex HRM icin ¢alisma gecerlilik kriterleri ve sonug¢ yorumlama

Kontrol Green kanalda  Yellow kanalda Red kanalda Yorumlama
saptama saptama saptama
Ct <38,00 indiferant indiferant PC gegerlidir.
Pozitif kontrol o
(Positive Control, PC) SiESiEL indiferant indiferant P sl
veya Ct yok
Sablonsuz kontrol Ct >38.00 Ct > 35.00 NTC/NEC
(No Template Control, NTC) veya Ct yok veya Ct yok Evet gegcerlidir.
veya
Ekstraksiyonsuz kontrol reen veya Yellow'da amplifikasyon ile ;o NTC/NEC
(No Extraction Control, NEC) diger kombinasyonlar gecersizdir.
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Tablo 23. ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 ve QuantStudio 5 Dx real-time RT-PCR cihazlari igin
calisma gecerlilik kriterleri ve sonu¢ yorumlamasi

Kontrol FAM boyasinda VIC/HEX Cy5/ATTO647N Yorumlama
saptama* boyasinda boyasinda
saptama* saptama*

N Ct<39,00 indiferant indiferant PC gegerlidir.
Pozitif kontrol o
(Positive Control, PC) (Cii i Indiferant indiferant S g

veya Ct yok
Sablonsuz kontrol Ct>39,00 Ct>35,00 Evet NTC/NEC
(No Template Control, veya Ct yok veya Ct yok Ve gecerlidir.
NTC) veya
Ekstraksiyonsuz kontrol FAM veya VIC/HEX icinde . NTC/NEC
(No Extraction Control, amplifikasyon ile baska herhangi bir  Indiferant gegersizdir.
NEC) kombinasyon

Test edilen Ornekleri dogrulamak igin ornekler beklenen sekilde amplifiye edilmeli ve

saptanmalidir.

Tablo 24. RGQ MDx 5plex HRM igin 6rnek gecerlilik kriterleri ve sonug yorumlama

Green kanalda Yellow kanalda Red kanalda Yorumlama
saptama saptama saptama
Ct <38,00 indiferant indiferant Ornek, SARS-CoV-2 RNA'sI bakimindan pozitiftir.
Ct >38,00 Ct<35.00 indiferant Ornek negatiftir, SARS-CoV-2 RNA's|
veya Ct yok saptanmamistir.
Ct >38,00 Ct >35,00 Ge(;er'5|z qrnek. Insan materyall'saptﬁmmadl veya
Evet yetersiz miktarda saptandi. Yeniden 6érnek alma
veya Ct yok veya Ct yok e
gereklidir.
Ct >38,00 Ct >35,00 Havir Gegersiz 6rnek. Real-time RT-PCR reaksiyonu
veya Ct yok veya Ct yok Y inhibe edildi. Tekrar test gereklidir.

Tablo 25. ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 ve QuantStudio 5 Dx real-time RT-PCR cihazlari igin
ornek gecerlilik kriterleri ve sonug yorumlamasi.

FAM boyasinda VIC/HEX Cy5/ATTO647N Yorumlama

saptama* boyasinda boyasinda

saptama* saptama*

Ct 39,00 indiferant indiferant Ornek pozitiftir.
Ct >39,00 Ct<35.00 indiferant Ornek negatiftir, SARS-CoV-2 saptanmamigtir.
veya Ct yok
Ct >39,00 Ct >35,00 Evet Gegersiz érnek. Insan materyali saptanmamustir.
veya Ct yok veya Ct yok Yeniden drnek alma gereklidir.
Ct >39,00 Ct >35,00 [T Gegersiz 6rnek. Real-time RT-PCR reaksiyonu
veya Ct yok veya Ct yok Y inhibe edildi. Tekrar test gereklidir.
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Sinirlamalar

® Sadece in vitro tani amagh kullanim igindir.

® artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'ten alinan sonuglarin tani, tedavi veya diger hasta
ybnetimi kararlarinda tek basina temel alinmasi amaglanmamistir. Negatif sonuclar,
SARS-CoV-2 enfeksiyonunu olasilik disinda birakmaz ve hasta tedavisi kararinda tek
basina temel alinmamalidir.

e Uriin 6zellikle in vitro diagnostik prosedurler konusunda talimat ve egitim almis personel
tarafindan kullanima yoneliktir.

® Optimum PCR sonuglari elde etmek igin real-time RT-PCR platformunun kullanim
kilavuzuna (Rotor-Gene Q 5-plex HRM MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480
veya QuantStudio 5 Dx) harfiyen uyulmasi gerekir.

® Tum bilesenlerin etiketleri ve kutusunda basili son kullanma tarihlerine dikkat edilmelidir.
Son kullanma tarihi gegmis bilesenleri kullanmayin.

® Solunum enfeksiyonu belirti ve semptomlari olmayan hastalardan alinan tikurik
numuneleri bu testin performansi belirlenmemistir.

® Tipte kan izleri gdzlemlendiginde dislk pozitif bir klinik drnegin test edilmesi durumunda
yanlig negatif sonug riskini dnlemek icin bu durum kayda alinmalidir ve érnek, artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit kullanildiginda negatif sonug verirse hastadan yeniden
ornek alinmali ve artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ile yeniden test edilmelidir.
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Performans

Analitik duyarlilik (Tespit siniri)

Analitik duyarhhk veya tespit siniri, test edilen érneklerin 2%95'inin pozitif sonug olugturdugu
en dlsik konsantrasyon olarak tanimlanir. LoD, ticari tedarikgilerden (ZeptoMetrix®) alinan
inaktif viral partikullerin ylksek titreli stoklariyla hazirlanan negatif nazofaringeal 6rneklerin
ve sivilastinimis seyreltimemis tikarik orneklerinin seri diliisyonlari analiz edilerek
degerlendirilmigtir. LoD deneyleri icin her bir numuneye ydénelik iki 6rnek havuzu
kullaniimistir. Elde edilen LoD konsantrasyonunu onaylamak igin, tiim tekrarlarin tespit orani
2%95 olmalidir (tekrarlarin en az 19/20'si pozitif sinyal Gretmelidir).

LoD konsantrasyonu, 6ne surilen real-time RT-PCR platformlarindaki (RGQ MDx, ABI 7500
Fast Dx, CFX96 Dx, QuantStudio 5 Dx ve cobas z 480) nazofaringeal ve seyreltimemis
tukurdk numunelerinde dogrulanmisgtir.

Nazal, orofaringeal ve nazofaringeal érnekler

LoD; RGQ MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx ve QuantStudio 5 Dx i¢in 950 cp/ml olarak
ve cobas z 480 igin 475 cp/ml olarak one sirilmustir (bkz. Tablo 26)

Seyreltimemis tikiruk oérnekleri

LoD, RGQ MDx i¢in 950 cp/ml olarak ve ABI 7500 Fast Dx, cobas z 480, QuantStudio 5 Dx
ve CFX96 Dx i¢in 1200 cp/ml olarak 6ne surilmustir (bkz. Tablo 26).
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Tablo 26. Her bir real-time RT-PCR platformu i¢in LoD sonuglan ozeti

Platform Numune tipi Dogrulanmig LoD (cp/ml)
RGQ MDx NPS 950
Seyreltilmemis tikirik 950
ABI 7500 Fast Dx NPS 950
Seyreltilmemis tikirik 1200
QuantStudio5 Dx NPS 950
Seyreltilmemis tlkirik 1200
cobas z 480 NPS 475
Seyreltilmemis tikirik 1200
CFX96 Dx NPS 950
Seyreltilmemis tikirik 1200

Analitik 6zgullik ¢calismalari (Dahil olma ve munhasirlik/capraz
reaktivite)

Dahil olma

artus SARS-CoV-2 Amp Primers ve Probes Urlinlerinin dahil olma degeri, GISAID veri
tabaninda (www.gisaid.org) bulunan sekanslar Uzerinde in siliko analiz yapilarak
degerlendiriimistir. COVID CG'de (https://covidcg.org), destekleyici GISAID meta
verileriyle toplam 722.488 sekans (23/03/2021'de mevcut) analiz edilmistir. Sekanslar
WIV04 referans sekansi (poli-A kuyrugunun uzunlugu hari¢ olmak (izere Wuhan-Hu-
1/NC_045512.2 ile %100 ayni) ile uyumlu hale getiriimis ve tek nukleotid varyasyonlari
(Single Nucleotide Variation, SNV), artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Primerleri ve
Problarinin hedefledigi genomik bélgede analiz edilmistir. Tanimlanan SNV'lerin prevalansi
ve ayrica es zamanli gergeklesen mutasyonlarin sikigi %1'in altinda kalmustir. ilgili
niikleotidlerdeki 3' ucundan son 1 ila 3 nikleotidde SNV bulunmamigstir. SNV bulunmasinin
performansi etkilemesi beklenir. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in, yayinlanan
sekanslarin %100'Uin{ saptayabildigi kabul edilmistir.
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Minhasirlik/Capraz reaktivite
in siliko analiz

artus SARS-CoV-2 Amp Primers ve Probes urlinlerinin miinhasirligi, NCBI veri bankasinda
saklanan sekanslar lizerinde in siliko analiz yapilarak degerlendirilmistir. in siliko analiz, test
edilen patojenlerden bazilarinin, artus SARS-CoV-2 primerleri veya problarindan biriyle
%80'in Gzerinde homolojiye sahip oldugunu géstermistir. Bunlar arasinda Candida albicans,
SARS-CoV-1, Streptococcus pyogenes ve Streptococcus salivarius yer almaktadir.
Pseudomonas aeruginosa, SARS-CoV-2 tahlilinin primerleri/problarindan biriyle %80'in
altinda homolojiye sahip olmustur. Bununla birlikte, artus SARS-CoV-2 Amp Primers and
Probes, NCBI nr/nt veri tabaninda saklanan farkli sekanslar ile higbir olasi amplifikasyon
gbstermemistir.

in siliko PCR ile, 500 bp sinirli potansiyel amplikon boyutuna sahip toplam 36 bakteriyel,
viral ve fungal sus (Tablo 27) analiz edilmistir. Patojen sekanslari NCBI veri tabanindan
alinmistir ancak bu patojenlerden higbiri in siliko amplifikasyon gdstermemistir. Tablo 27'de,
in siliko test edilen patojenlerin listesi gdsterilmektedir.

Tablo 27. In siliko test edilen patojenlerin listesi.

Patojenler Sus/Tip Taksonomi Kimligi In siliko PCR sonuglari
Adenovirls Tip 3 Tip 3 45659 Eslesme yok
Adenovirls Tip 4 Tip4 28280 Eslesme yok
Adenovirls Tip 5 Tip5 28285 Eslesme yok
Adenoviris Tip 7A Tip 7A 85755 Eslesme yok
Adenoviris Tip 14 Tip 14 10521 Eslesme yok
Adenoviris Tip 31 Tip 31 10529 Eslesme yok
Bordetella pertussis A639 520 Eslesme yok
Candida albicans S(Z:%gi 4 5476 Olasi amplifikasyon yok**
Chlamydia pneumoniae (;I_\</VVL1%239 115713 Eslesme yok
Enterovirlis Tip 68 42789 Eslesme yok

* Primerler/problardan biriyle sekans eslesmesi <%80 homoloji géstermistir.
Primerler/problardan biriyle sekans eslesmesi 2%80 homoloji gdstermistir.
(Devami bir sonraki sayfadadir)
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Tablo 27. (Bir 6nceki sayfadan devam etmektedir)

Patojenler Sus/Tip Taksonomi Kimligi In siliko PCR sonuglari
Haemophilus influenzae KW20 727 Eslesme yok
Insan koronaviriisii 229E 11137 Eslesme yok
Insan koronaviriisii NL63 277944 Eslesme yok
Insan koronaviriisii HKU-1 290028 Eslesme yok
insan koronaviriisii OC43 0C43 31631 Eslesme yok
Insan Koronaviriisii MERS-CoV 1335626 Eslesme yok
Insan Metapnémoviriis uygulanamaz 162145 Eslesme yok
Influenza A HIN1 114727 Eslesme yok
Influenza A H3N2 119210 Eslesme yok
Influenza B uygulanamaz 11520 Eslesme yok
Mycoplasma pneumoniae M'él.l_2|9 272634 Eslesme yok
Parainfluenza virist Tip 1 12730 Eslesme yok
Parainfluenza virusu Tip 2 2560525 Eslesme yok
Parainfluenza virusu Tip 3 11216 Eslesme yok
Parainfluenza virisu Tip 4 2560526 Eslesme yok
Pneumocystis jirovecii RU7 42068 Eslesme yok
Pseudomonas aeruginosa PAO1 287 OlasI amplifikasyon yok*
Respiratuvar sinsitiyal virtis Tip A (RSV-A) 208893 Eslesme yok
Respiratuvar sinsitiyal virtis Tip B (RSV-B) 208895 Eslesme yok
Rinovirlis Tip A 147711 Eslesme yok
Rinovirlis TipB 147712 Eslesme yok
SARS-coronavirus Tor2 694009 Olasi amplifikasyon yok®
Staphylococcus epidermidis uygulanamaz 1282 Eslesme yok
Streptococcus pyogenes uygulanamaz 1314 Olasi amplifikasyon yok"
Streptococcus salivarius ATCC(ZEQ’;'SlgMD'S 1304 Olasi amplifikasyon yok"
Streptococcus pneumoniae AI\T((::'I(':CZ.?.%GSGZQ 1313 Eslesme yok

*

-+

Primerler/problardan biriyle sekans eslesmesi <%80 homoloji gdstermistir.

Primerler/problardan biriyle sekans eslesmesi 2%80 homoloji gostermistir.
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In vitro analiz

Capraz reaktivite, in siliko analizde SARS-CoV-2 Amp Primers ile 2%80 homoloji gbsteren
patojenler ile in vitro olarak dogrulanmistir. Ornekler, tedarikgisinin énerisi dogrultusunda
seyreltiimemis olarak test edilen SARS-CoV-1 hari¢ olmak tizere, 108 cp/ml konsantrasyonda
potansiyel gapraz reaktif organizmalar nazofaringeal sirlintiiye eklenerek hazirlanmigtir. Bu
patojenlerden hicbiri in vitro capraz reaktivite géstermemistir.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit tahlilinin mikrobiyal etkilesimi, 6nerilen patojenlerden
olugan bir panel lzerinde in vitro olarak degerlendirilmistir (Tablo 28). Ornekler, maksimum
5 patojen (viral hedefler icin 105 TCID50/mL, bakteriyel ve fungal hedefler icin 108 cp/mL
veya stok konsantrasyonuna dayali olarak mimkiin olan en yiliksek konsantrasyonda) 2,87
x LoD'de inaktif SARS-CoV-2 partikilleri (Zeptometrix) eklenmis negatif nazofaringeal
surlntulere eklenerek hazirlanmistir. NATtrol™ Panelleri ve SARS-CoV-1'e dogrudan 2,87
x LoD'de inaktif SARS-CoV-2 viral partikulleri (Zeptometrix) eklenmistir. Test edilen her bir
mikroorganizma havuzunun sonuglari ve ilgili konsantrasyonlar asagida 6zetlenmistir.

Tablo 28'de, mikrobiyal etkilesimi test edilen patojenlerin listesi gosterilmektedir.

Tablo 28. Mikrobiyal etkilesim bakimindan in vitro test edilen patojenlerin listesi.

Havuz
Kimligi / ’ . Son -
Arnek Mikroorganizma Kaynak consantrasyon Birim Sonug
Kimligi
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,72E+03 cp/ml
insan koronaviriisii 229E  Zeptometrix (0810229CFHI) 1,43E+05 TCID50/ml
Havuz 1 Insan koronaviriisii OC43  Zeptometrix (0810024CFHI) 5,86E+04  TCID50/mI Etk;):fim
insan koronaviriisii NL63  Zeptometrix (0810228CFHI) 2,84E+04 TCID50/ml
Adenovirlis T3 Zeptometrix (0810016CFHI) 1,43E+05 TCID50/ml
Parainfluenza viriisu 1 Zeptometrix (0810014CFHI) 9,14E+06 TCID50/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,72E+03 cp/ml o
- ilesim
Havuz 2 adenoviriis T31 Zeptometrix (0810073CFHI) 1,67E+04  TCID50/ml yok
Parainfluenza virtisti 2 Zeptometrix (0810015CFHI) 4,29E+04 TCID50/ml
influenza B .
Florida/02/2006 Zeptometrix (0810037CFHI) 1,43E+05 TCID50/ml
Rinovirtis T 1A Zeptometrix (0810012CFNHI) 2,86E+04 TCID50/ml

(Devami bir sonraki sayfadadir)
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Tablo 28 (Bir dnceki sayfadan devam etmektedir)

Havuz
Kimligi / ’ ; Son .
Ornek Mikroorganizma Kaynak consantrasyon Birim Sonug
Kimligi
SARS-CoV-2 Zeptometrix 2,72E+03 cp/ml
(NATSARS(COV2)-ERC) ' p
Parainfluenza Virisu T3 Zeptometrix (0810016CFHI) 1,43E+07 TCID50/ml
Haemophilus influenzae ATCC (51907D-5) 1,00E+06 CFU/mI
Havuz 3 Etkilesim
Streptococcus yok
pneumoniae ATCC (700669DQ) 3,30E+06 CFU/ml
Candida albicans Zeptometrix (0801504DNA) 1,00E+06 CFU/mI
Staphylocaccus ATCC (12228DQ) 460E+06  CFU/mI
epidermidis
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 cp/ml
Adenoviris T7A Zeptometrix (0810021CFHI) 1,02E+06 TCID50/ml Etkiles]
ilesim
Havuz 4 g ontococcus pyogenes  ATCC (700294DQ) 1,00E+07 CFUImI yok
Mycoplasma pneumoniae  Zeptometrix (0801579DNA) 1,00E+08 CFU/mI
Pseudomonas aeruginosa ATCC (47085DQ) 1,00E+07 CFU/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,72E+03 cp/ml
Respiratuvar sinsitiyal .
virtis RSVA Zeptometrix (0810482CFHI) 7,14E+04 TCID50/mlI
Havuz 5 Influenza A H1N1 Etkilegim
o Zeptometrix (0810165CFHI) 1,43E+04 TCID50/ml  yok
California
g?;‘;’ov"us Tip 68 Ana Zeptometrix (0810300CFHI)  1,43E+05  TCID50/m
Adenoviris T14 Zeptometrix (0810108CFHI) 2,86E+04 TCID50/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 cp/ml
MERS-coronavirus Zeptometrix (0810575CFHI) 1,43E+04 TCID50/ml
Havuz 6 Adenoviriis T4 Zeptometrix (0810070CFHI) 1,43E+05 TCID50/ml  Etkilesim
. . e yok
Insan Metapnémovirlsi .
("MPV) Tip B Zeptometrix (0810156CFHI) 7,14E+03 TCID50/ml
Respiratuvar Sinsitiyal .
Viris Tip B (RSV-B) Zeptometrix (0810040CFHI) 1,43E+03 TCID50/ml
(Devami bir sonraki sayfadadir)
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Tablo 28 (Bir dnceki sayfadan devam etmektedir)

(NATSARS-ST)

Havuz
Kimligi / : ’ Son .
Arnek Mikroorganizma Kaynak consantrasyon Birim Sonug
Kimligi
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)- 2,73E+03 cp/ml
ERC)
i Zeptometrix
Adenovirlis T5 (0810020CFHI) 6,43E+05 TCID50/ml
Havuz 7 . A Zeptometrix Etkilesim yol
Parainfluenza virusi 4B (0810060BCFHI) 7,14E+04 TCID50/ml
influenza A H3N2 Zeptometrix
Switzerland/9715293/13 (0810511CFHI) ZECES e
Streptococcus salivarius (ZB? EX{TS;Z)E)B) 1,00E+06 CFU/mI
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)- 2,73E+03 cp/ml
ERC)
NATrol Panel RP1 (influenza
A H3N2 (Brisbane/10/07),
Influenza A H1N1 (NY/02/2009), .
Havuz 8  pginoviriis (Tip 1A), Adenoviriis Etkilesim yot
T3, Parainfluenza T1, . -
Parainfluenza viriisi T4, Zeptometrix (MDZ001)  Bilinmiyor*  Uygulanamaz
Metapnomoviris (Peru 6-2003)
C. pneumoniae (CWL-029),
M. pneumoniae (M129),
Koksakivirlis (Tip Al))
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)- 2,73E+03 cp/ml
ERC)
NATrol Panel RP2 (influenza A
H1 (New Caledonia/20/99),
Havuz 9 Influenza B (Florida/02/06), Etkilesim yol
RSV-A, Parainfluenza T2,
Parainfluenza T3, Koronavirtis Zeptometrix (MDZ001)  Bilinmiyor*  Uygulanamaz
HKU rekombinant,
Koronavirusler (OC43, NL63,
229E), Bordetella pertussis
(A639))
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)- 2,73E+03 cp/ml
pavuz ERC) Etiilesim yot
SARS-CoV-1 Zeptometrix Bilinmiyor*  Uygulanamaz

* Konsantrasyon tedarikgi tarafindan belirtiimemistir.
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Olumsuz etkileyen maddeler

Nazal, orofaringeal ve nazofaringeal strinti érnekleri

Olumsuz etkiledigi kabul edilen maddelerin (Tablo 29'da listelenen maddeler igin) artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit performansi lzerindeki etkisi degerlendirilmigtir. Testler,
negatif nazofaringeal sirintllerden olugan 3 havuzda ve 4 x LoD inaktif SARS-CoV-2 viral
partikilleri (Zeptometrix) eklenmis pozitif nazofaringeal slrtntilerden olusan 3 havuzda
gerceklestiriimistir. Deneyler, 1 operator tarafindan 1 pilot kit ile RGQ MDx 5plex HRM
platformunda (4 cihazda) gerceklestirilmigtir.

Her havuz, bir ¢ozlcu iginde ¢ozilmis olumsuz etkileyen maddeyi (test 6rnegi) veya tek
basina ¢6zlcuyu (kontrol 6rnegi) test etmek lGzere 2'ye ayrilmistir. Green ve Red floresans
kanallarindaki dogruluk oranlari, test ve teste karsilik gelen kontrol érnekleri arasinda
karsilastirniimistir. Etkilesim yoklugunda, test ve teste karsilik gelen kontrol érnekleri ayni

dogruluk oranina sahiptir.

Tablo 29, test edilen maddelerden higbirinin, Green floresans kanalinda artus SARS-CoV-2

Prep&Amp UM Kit performansini olumsuz yénde etkilemedigini gdstermektedir.

Tablo 29. Olumsuz etkileyen maddelerin listesi ve Green kanalinda elde edilen dogruluk oranlari.

. ; Negatif nazofaringeal Pozitif (4x LoD)
Olumsuz etkileyen ; Test edilen SO A ! L .
Islev siirtintiideki Dogruluk nazofaringeal strintudeki
maddeler konsantrasyon -
Orani sonuglari dogruluk orani sonuglar
Tob . Sistemik 1 ma/mi Etkilesim yok Etkilesim yok
obramisin antibiyotik mgim 0/15 15/15
. Nazal Etkilesim yok Etkilesim yok
Mupirosin antibiyotik 6,6 mg/ml
T 0/15 15/15
Etkilesim yok Etkilesim yok
Flutikazon Nazal %5 (h/h) sim Y sim
kortikosteroid 0/15 15/15
Mentol Oral anestezik Etkilesim yok Etkilesim yok
. o . 0,5 mg/ml
(Bogaz pastilleri) Ve analjezik 0/15 15/15
. . Etkilesim yok Etkilesim yok
Oksimetazolin Nazal sprey %210 (h/h)
0/15 15/15

Devami bir sonraki sayfadadir
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Tablo 29 (bir 6nceki sayfadan devam etmektedir)

Olumsuz etkileven ) Test edilen Negatif nazofaringeal Pozitif (4x LoD)
maddeler Y Islev Konsantrasyon suruntudeki Dogruluk nazofaringeal suruntudeki
Y Orani sonuglari dogruluk orani sonuglan
Antiviral Etkilesim yok Etkilesim yok
Oseltamivir : 3,3 mg/ml 15/15
ila
g 015
Misin Etkilesim yok Etkilegim yok
15/15
(Bovin submaksiller 2,5 mg/ml 0/15
bezi tip I-S)
Etkilesim yok Etkilesim yok
0,
Tam Kan %4 (h/h) 15 15/15

*

Bir artefakta karsilik gelen bir amplifikasyon saptanmistir.

Seyreltimemis tikiruk oérnekleri

Olumsuz etkiledigi kabul edilen sekiz maddenin (Tablo 30'da listelenen maddeler igin) artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit performansi Uzerindeki etkisi degerlendirilmigtir. Testler, iki
dilisyon seviyesi gergeklestirmek Uzere ikiye béliinen 1 adet negatif seyreltiimemis tikirik
6rnegdi havuzunda gergeklestiriimistir: (1) negatif seyreltimemis tukurik érnekleri ve (2) klinik
performansi olusturulmus pozitif seyreltiimemis tiikirik 6rnekleri (negatif havuza, 3x LoD
(3600 cp/ml) seviyesinde inaktif SARS-CoV-2 viral partikilleri (Zeptometrix) eklenerek elde
edilmigstir). Seyreltiimemis tiikirik drnekleri, bir ticari kit ile 3 operator tarafindan cobas z 480
platformu ile test edilmistir.

Her bir olumsuz etkileyen madde igin drnek tekrarlari, bir ¢ézlicu iginde ¢ézulmus olumsuz
etkileyen maddeyi (test 6rnegi) veya tek basina ¢ozlclyi (kontrol 6rnegi) test etmek lzere
2'ye ayriimisgtir. Green, Red ve Yellow floresans kanallarindaki dogruluk oranlari, test ve
teste karsilik gelen kontrol érnekleri arasinda kargilastiriimistir. Etkilesim yoklugunda, test
ve teste karsilik gelen kontrol 6rnekleri ayni dogruluk oranina sahiptir.

Kalitatif (6rnek durumu) analiz bakimindan, test edilen sekiz olumsuz etkileyen madde (bkz.
Tablo 30), pozitif ve negatif tikirik 6rneklerinde artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
sonucunu etkilememektedir.
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Tablo 30, test edilen maddelerden higbirinin, Green floresans kanalinda artus SARS-CoV-2

Prep&Amp UM Kit performansini olumsuz yonde etkilemedigini gdstermektedir.

Tablo 30. Olumsuz etkileyen madde listesi ve Green kanalinda elde edilen dogruluk oranlari.

Olumsuz islev Test Edilen Negatif Pozitif (3 ila 5x LoD)
etkileyen madde* Konsantrasyon seyreltilmemis seyreltiimemis
tukurik érneklerinde tikiruk 6rneklerinde
Dogruluk Orani Dogruluk Orani
Sonuglari Sonuglari
Tam kan Endojen madde: %31 h/h Etkilesim yok* Etkilesim yok*
insan gDNA's|, 0/8 8/8
|6kositler, eritrositler
Altoids® Seker %2 a/h Etkilesim yok Etkilesim yok
0/8 8/8
Aspirin Antienflamatuar ilag %1 a/h Etkilesim yok Etkilesim yok
0/8 8/8
Listerine® Antiseptik gargara %1 h/h Etkilesim yok Etkilesim yok
0/8 8/8
Ricola® Seker %1 a’/h Etkilesim yok Etkilesim yok
0/8 8/8
Colgate® Total SF Dis beyazlatma %0,1 a/h Etkilesim yok Etkilesim yok
Whitening™ Dis  6zellikli dis macunu 0/8 /8
Macunu
Tussidane® Sirop  Kuru 6ksurik igin ilag %1 h/h Etkilesim yok Etkilesim yok
0/8 8/8
Pulmofluide® Balgamli 6ksurik igin %31 h/h Etkilesim yok Etkilesim yok
ilag 0/8 8/8

*

Tam kanda, Red kanalinda IC tespiti igin, drnek gegerliligi etkilenmeksizin olumsuz bir etki g6zlemlenmistir
(inhibisyonun %10-40'). Green kanalinda, 6rnek durumu tam kandan etkilenmemistir ancak hafif bir Ct sapmasi
g6zlemlenmistir (kontrol érnegine kiyasla tam kan ile ortalama 1,35 Ct daha sonra).

Tupte kan izleri gézlemlendiginde dusuk pozitif bir klinik 6rnegin test edilmesi durumunda yanhs negatif
riskini 6nlemek igin bu durum kayda alinmaldir ve 6rnek, artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

kullanildiginda negatif sonug verirse hastadan yeniden seyreltimemis tiukuriuk alinmali ve 6rnek, artus

SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ile yeniden test edilmelidir.
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Ornek stabilite calismasi

Ornek stabilite galismasi, farkli drnek saklama kosullarinin, artus SARS-CoV-2 Prep&Amp
UM Kkitlerinin kalitatif (dogruluk orani analizi) ve kantitatif (Ct sapma analizi) sonuglari
Uzerindeki etkisini degerlendirmek Uzere gergeklestiriimistir. Deneyler, iki dilisyon seviyesi
analiz edilerek gergeklestirilmistir: (1) negatif érnekler ve (2) inaktif SARS-CoV-2 viral
partikillerinin eklenmesiyle elde edilen klinik performansi olusturulmus pozitif érnekler
(Zeptometrix). Orneklerin (tilkiirik ve NPS) stabilitesini dogrulamak igin, tekrarlarin
2%95'inin ayni dogruluk oranini vermesi ve her bir stabilite kosulu olustugunda 0 zaman
noktasindan <%10 bir Ct sapmasi sart kosulmustur.

Nazal, orofaringeal ve nazofaringeal érnekler:

Test edilen farkli stabilite kosullari Tablo 31'de listelenmistir. Testler 3 6rnek havuzu
kullanilarak gergeklestiriimigtir. Negatif NPS o&rnekleri, 5x LoD (4750 cp/ml) Kklinik
performansi olusturulmus pozitif NPS &érnekleri ve tg lot BRS1 (N2 dizisi, 1000 cp/10pL),
BRS2 (RNAse P gblock, 1000 cp/10uL) ve BRS3 (N1 dizisi, 1000 cp/10uL) parti salinim
6rnegdi ABI 7500 Fast Dx platformuyla test edilmigstir.

Kalitatif ve kantitatif analiz sonuglarina bakildiginda, test edilen NPS 0Ornegi saklama
kosullari dogruluk oranini etkilememis (beklenen durumun aynisi tespit edilmistir) ve artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM kit'in sonuglarinda énemli Ct sapmalarina yol agmamistir.
Dolayisiyla, test edilen NPS orneklerinin tim farkli saklama kosullarina ragmen kit

performansi sabit kalmistir (bkz. Tablo 31).

Tablo 31'de nazofaringeal 6rneklerin stabilite kosullari gésterilmektedir

Tablo 31. Nazofaringeal 6rnek stabilitesi kosullari.

Kosullar Ornek stabilitesi iddiasi
FIT 3FT

4°C (2°C ila 8°C) 72 saat

-70°C 2 hafta
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Seyreltiimemis tiklrik érnekleri

Test edilen farkli stabilite kosullari Tablo 32'de listelenmigstir. Testler 2 érnek havuzu
kullanilarak gergeklestiriimigtir. Negatif seyreltimemis tikirik o6rnekleri ve 3xLoD
(3600 cp/ml) klinik performansi olusturulmus pozitif seyreltimemis tikirtik &rnekleri
ABI 7500 Fast Dx platformuyla test edilmistir.

Kalitatif ve kantitatif analiz sonuglarina bakildiginda, test edilen saklama kosullari dogruluk
oranini etkilememis (beklenen durumun aynisi tespit edilmistir) ve artus SARS-CoV-2
Prep&Amp UM kit'in sonuglarinda énemli Ct sapmalarina yol agmamistir. Dolayisiyla, kitin
performansi test edilen seyreltimemis tikirik orneklerinin farkli saklama kosullarina

ragmen sabit kalmistir.

Tablo 32'de seyreltiimemis tlkirik stabilite kosullari gosterilmektedir.

Tablo 32. Seyreltiimemis Tukdurlk 6rnek stabilitesi kosulu

Kosullar Ornek stabilitesi iddiasi
FIT 3F/T
RT (18°C ila 26°C) 72 saat
4°C (2°C ila 8°C) 72 saat
Birlesik kosul: (6 saat RT'de, 72 saat 4°C'de (2 ila 8°C) 6 saat RT'de, ardindan 72 saat 4°C'de (2 ila 8°C),
ve 8 giin —20°C'de (-30°C ila —15°C) ardindan 7 glin —20°C'de (-30°C to -—15°C)
—20°C (-30°C ila—15°C) 1 ay (30,5 giin)
Kesinlik

Kesinlik calismasi, yeniden Uretilebilirligi (ayni 6rnek farkli galismalar ve kosullarda tekrar
edilmigtir: 5 giin, 3 kit lotu, 3 operatdr ve 2 cihaz) ve tekrarlanabilirligi (ayn1 6rnek ayni
calisma ve kosulda tekrar edilmistir) degerlendirmistir. Testler, RGQ MDx cihazinda, negatif
nazofaringeal 6rnekler ve 5 x LoD ile bozundurulmus negatif nazofaringeal érnekler Gizerinde

gergeklestirilmistir.
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Her dilisyon seviyesi icin 204 veri noktasi alinmigtir. Tekrarlanabilirlik ve yeniden

Uretilebilirlik verileri, Green, Yellow ve Red kanallarinda SARS-CoV-2 hedefleri icin standart

sapmay! (Standard Deviation, SD) ve varyasyon katsayisini (Coefficient of Variation, %CV)
belirlemek igin kullaniimistir. Tablo 33, artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in Green
kanalinda 0,63 SD (%2,03 CV), Yellow kanalinda 0,54 SD (%2,22 CV) ve Red kanalinda

1,28 SD (%4,10 CV) genel kesinlige sahip oldugunu goéstermektedir.

Tablo 33. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in standart sapmasi ve varyasyon katsayisi.

Ornekler ve Toplam Glnler Gruplar Operatorler Cihazlar Calismalar Galisma
saptama kanali p arasi arasi arasi arasi arasi ici
Standart sapma (Standard Deviation, SD)
(Varyasyon katsayisi (Coefficient of Variation, %CV))
Negatif NPS 0,54 0,09 0,10 0,06 0,11 0,09 0,50
Yellow kanal (2,22) 0,37) 0,42) 0,27) (0,47) (0,36) (2,05)
Negatif NPS 1,15 0,0 0,55 0,00 0,12 0,39 0,92
Red kanal (3,68) (0,00)0 (1,76) (0,00) (0,40) (1,26) (2,96)
Ef;é”"durmm@ 0,63 018 031 0,00 0,08 0,00 0,51
Green kanal (2,03) (0,59) (1,00) (0,00) (0,25) (0,00) (1,64)
Ec';zsundurulmus 047 0,13 0,24 0,05 0,18 0,00 0,33
Yellow kanal (1.99) (0,53) (0,98) (0,20) 0,73) (0,00) (1,38)
Egzsund“'“'mug‘ 1,28 012 0,58 011 0,00 0,49 1,02
Red kanal (4,10) (0,37) (1,84) (0,34) (0,00) (1,57) (3,27)
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Klinik Performans

Nazofaringeal sirintiler

artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp tahlilinin klinik performansi, tagsima besiyeri i¢cinde geriye
donulk nazofaringeal siriintlii numuneleri kullanilarak degerlendirilmistir ve bunlar 150 klinik

numuneden olusmaktadir.

Tim numuneler COVID-19 enfeksiyonu belirti ve semptomlari gésteren hastalardan alinmis

ve kullanilacag zamana kadar dondurulmustur.

Klinik dogrulama ABI 7500 Fast Dx Uzerinde gerceklestiriimistir. Tablo 34, artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in bir referans yontemle kargilastirmali olarak performansini
raporlamaktadir.

Tablo 34. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in bir referans yontemle karsilagtirmali olarak klinik
performansi.

Ornek Durumu N Pozitif %'si %95 Cl Negatif %'si %95 CI
Pozitif 52 98,1 89,9-99,7 19
(51/52) (1/52)
Negatif 98 51 - 94,9
88,7-97,8
(5/98) (93/98)

Uyumsuz sonuglar, G¢lincl bir yontemle degerlendiriimis ve bir olasilik tablosuyla yeniden
analiz edilmigtir. Genel klinik performans sonuglari, Pozitif Uyumluluk Orani (Positive
Percent Agreement, PPA) ve Negatif Uyumluluk Orani (Negative Percent Agreement, NPA)
olarak ifade edilmigtir ve Tablo 35'te gosterilmektedir.
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Tablo 35. Uyumsuz sonug¢ analizinden sonra artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in klinik performansi.

Ornek Durumu N Pozitif %'si %95 Cl Negatif %'si %95 CI

Pozitif 52 98,1 89,9-99,7 1,9 -
(51/52) (1/52)

Negatif 98 5,1 - 94,9 88,7-97,8
(5/98) (93/98)

Asagida, uyumluluk gosteren 6rnek fraksiyonlari ile beklenen érnek durumlarini igeren pozitif
ve negatif uyumluluk orani (sirasiyla PPA ve NPA) listelenmektedir:

Pozitif Uyumluluk Orani

(Positive Percent Agreement, PPA): 51/52 = %98,1 (%95 CI: %89,9-%99,7)
Negatif Uyumluluk Orani
(Negative Percent Agreement, NPA): 93/98 = %94,9 (%95 CI: %88,6-%97,8)
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Asemptomatik bireyler dahil nazofaringeal strtintiler

artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp tahlilinin klinik performansi, tagima besiyeri i¢cinde geriye
doniik nazofaringeal sirtinti numuneleri kullanilarak degerlendirilmistir ve bunlar 153 klinik

numuneden olusmaktadir.

Tim numuneler, COVID-19 enfeksiyonundan siiphelenilmesi icin semptomlar veya bagka

nedenler bulunmayan kisilerden toplanmistir.

Klinik dogrulama ABI 7500 Fast Dx (izerinde gergeklestiriimistir. Ornek gecerlilik kriterlerine
gore gecersiz bir durum nedeniyle artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit test edildikten

sonra on alti 6rnek analiz diginda birakilmistir (Tablo 23).

Tablo 36, artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in referans yonteme gére performansini,
pozitif uyumluluk orani (Positive Percent Agreement, PPA) ve negatif uyumluluk orani
(Negative Percent Agreement, NPA) olarak ifade edilecek sekilde raporlamaktadir.

Tablo 36. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in bir referans yontemle karsilagtirmali olarak klinik performansi

Ornek Durumu N Pozitif %'si %95 Cl Negatif %'si %95 CI
Pozitif 50 64,0 50,1-75,9 36,0 -
(32/50) (18/50)
Negatif 87 1,15 - 98,85
93,8-99,8
(1/87) (86/87)

On dokuz uyumsuz sonug, tgtincl bir ydntemle degerlendirilmis ve bir olasilik tablosuyla
yeniden analiz edilmistir. Genel klinik performans sonuglari, Pozitif Uyumluluk Orani
(Positive Percent Agreement, PPA) ve Negatif Uyumluluk Orani (Negative Percent
Agreement, NPA) olarak ifade edilmigtir ve Tablo 37'de gdsterilmektedir.

Tablo 37. Uyumsuz sonug analizinden sonra artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in klinik performansi

Ornek Durumu N Pozitif %'si %95 Cl Negatif %'si %95 CI
Pozitif 32 100,0 89,3-100,0 0 (0/32)
(32/32)
Negatif 105 0,95 - 99,05 94,8-99,8
(1/105) (104/105)
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On sekiz yanhs negatif érnek gergek negatifler olarak yeniden siniflandirilirken bir yanlis

pozitif, yanlis pozitif olarak kalmistir.

Asagida, uyumluluk gdsteren érnek fraksiyonlari ile beklenen érnek durumlarini igeren pozitif

ve negatif uyumluluk orani (sirasiyla PPA ve NPA) listelenmektedir:

Pozitif Uyumluluk Orani

(Positive Percent Agreement, PPA): 32/32 = %100,0 (%95 CI: %89,3-%100,0)
Negatif Uyumluluk Orani

(Negative Percent Agreement, NPA):  104/105 = %99,05 (%95 CI: %94,8-%99,8)

Seyreltimemis tikiruk oérnekleri

artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp tahlilinin klinik performansi, 142 tikirik numunesinden

olugsmak Uzere, seyreltiimemis tlkurik numuneleri kullanilarak degerlendirilmigtir.

Tim numuneler COVID-19 enfeksiyonu belirti ve semptomlar gésteren hastalardan
alinmistir. Klinik dogrulama ABI 7500 Fast Dx lizerinde gerceklestirilmistir. Ornek gegerlilik
kriterlerine gore, her iki testin gecgersiz bir duruma sahip olmasi nedeniyle artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ve ayrica referans yontemle test edildikten sonra on iki
ornek analiz disinda birakilmigtir.

Tablo 38, artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in bir referans yontemle kargilastirmali
olarak performansini raporlamaktadir.

Tablo 38. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in bir referans yontemle karsilastirmali olarak klinik performansi.

Ornek Durumu N Pozitif %'si %95 Cl Negatif %'si %95 CI
Pozitif 45 93,33 82,14-97,71 6,67
(42/45) (3/45)
Negatif 85 0 - 100
95,68-100,00
(0/85) (85/85)
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Ug uyumsuz sonug, tiglincl bir yéntemle degerlendirilmis ve bir olasilik tablosuyla yeniden
analiz edilmistir. Genel klinik performans sonuglari, Pozitif Uyumluluk Orani (Positive
Percent Agreement, PPA) ve Negatif Uyumluluk Orani (Negative Percent Agreement, NPA)
olarak ifade edilmigtir ve Tablo 39'da gosteriimektedir.

Tablo 39. Uyumsuz sonug analizinden sonra artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit'in klinik performansi.

Ornek Durumu N Pozitif %'si %95 CI Negatif %'si %95 CI
Pozitif 43 97,67 87,94-99,59 2,32
(42/43) (1/43)
Negatif 87 0 - 100
95,77-100,00
(0/87) (87/87)

iki yanlis negatif sonug gergek negatif olarak yeniden siniflandirilirken, bir yanlis negatif

sonug ise yanlis negatif olarak kalmistir.

Asagida, uyumluluk gdsteren érnek fraksiyonlari ile beklenen érnek durumlarini igeren pozitif
ve negatif uyumluluk orani (sirasiyla PPA ve NPA) listelenmektedir:

Pozitif Uyumluluk Orani

(Positive Percent Agreement, PPA): 42/43 = %97,67 (%95 Cl: %87,94 - %99,59)
Negatif Uyumluluk Orani

(Negative Percent Agreement, NPA): 87/87 = %100,00 (%95 Cl: %95,77-%100,00)
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu, ortaya cikabilecek sorunlarin ¢ézilmesine yardimci olabilir.

Daha fazla bilgi igin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina da

bakin: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Yorum ve dneriler

Pozitif Kontrolde (Positive Control, PC) Zayif veya Eksik Yesil sinyal (FAM)

a) RT-PCR veri analizi icin secilen Veri analizinde; analitik SARS-CoV-2 RT-PCR hedefleri i¢in floresans
floresans kanali protokole kanali FAM (Green), 6rnekleme kontroli igin floresans kanali
uymamaktadir. HEX/VIC/JOE (Yellow) ve dahili kontrol igin Cy5/Atto (Red) 6gesini

segin.

b) Sicaklik profilinin yanhs RT-PCR programini protokolle karsilagtirin.
programlanmasi.

c) Hatali PCR reaksiyonu Calisma adimlarinizi pipetleme semasiyla dogrulayin ve gerekirse
konfiglirasyonu PCR'l tekrarlayin.

d) Bir veya daha fazla kit bileseninin Saklama kosullarina uyun, reaktiflerin son kullanma tarihini dogrulayin
saklama kosullari talimatlara uygun ve gerekirse yeni bir kit kullanin.
degildir veya artus SARS-CoV-2 RT-

PCR Kit'in stresi dolmustur.

e) Veriyapilandirma sirasinda real-time  Bu kilavuzda agiklanan sekilde real-time RT-PCR platformunuzla ilgili
RT-PCR platformunun hatali sekilde onerilen yapilandirmalari uygulayin.
yapilandiriimasi.

f)  PCR inhibe olmustur. Kontaminant girigsinden kacinmak igin molekler biyoloji

laboratuvarinda iyi uygulamalari izleyin.

Calisma alani ve cihazlarin duzenli araliklarla dekontamine
edildiginden emin olun.

Bu kilavuzda belirtilen protokoli izleyin. Reaktifin son kullanma tarihini
kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin. Tahlili bagka bir 6rnek ile
tekrarlayin.

Sablonsuz Kontrolde veya Ekstraksiyonsuz Kontrolde yesil sinyal (FAM)

RT-PCR plakas! hazirlama islemi
sirasinda SARS-CoV-2 sekanslari ile
kontaminasyon gerceklesmistir.

RT-PCR'yi yeni reaktiflerle tekrarlayin.

Kontaminant girisinden kacinmak igin molekiiler biyoloji
laboratuvarinda iyi uygulamalari izleyin. Bu el kitabinda belirtilen
protokolii izleyin.

Calisma alani ve cihazlarin diizenli araliklarla dekontamine
edildiginden emin olun.

Dahili Kontrolden zayif veya eksik Kirmizi sinyal (Cy5/Atto)

a)

RT-PCR reaksiyonunda bir
interferan girisi olmustur. PCR inhibe
olmustur.

Kontaminant girisinden kaginmak igin molekiiler biyoloji
laboratuvarinda iyi uygulamalari izleyin.

Calisma alani ve cihazlarin diizenli araliklarla dekontamine
edildiginden emin olun.

Bu kilavuzda belirtilen protokoli izleyin.
Deneyi yeni alinmig bir érnek ile tekrarlayin.
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Yorum ve dneriler

b) Dahili kontrol bozunmustur.

c) Veriyapilandirma sirasinda real-time
RT-PCR platformunun hatali sekilde
yapilandiriimasi.

RNAz girigsinden kacinmak igin molekuler biyoloji laboratuvarinda iyi
uygulamalari izleyin. Bu kilavuzda belirtilen 6nerileri izleyin.

Calisma alani ve cihazlarin dizenli araliklarla dekontamine
edildiginden emin olun.

Saklama kosullarina uyun, reaktiflerin son kullanma tarihini kontrol
edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

Bu kilavuzda agiklanan sekilde real-time RT-PCR platformunuzla ilgili
onerilen yapilandirmalari uygulayin.

Ornekleme kontroliinde zayif veya eksik Sari sinyal (VIC/HEX)

a) Kilinik 6rnek bozunmustur.

b) Numune diizgiin sekilde
alinmamistir. Sriinti Gzerinde
yeterli insan hiicresi toplanmamisg
veya tagima besiyerinde
aktariimamistir.

¢) Veri yapilandirma sirasinda real-time
RT-PCR platformunun hatali sekilde
yapilandiriimasi.

Saklama, isleme ve tagima icin 6rnek alma cihazinin tedarikgisi
tarafindan saglanan onerilere uyun.

SARS-CoV-2 UM Prep Buffer ile 6rnek hazirlama adimlari dahil olmak
Uzere, bu kilavuzda belirtilen protokole uyun.

Saklama kosullarina uyun, SARS-CoV-2 UM Prep Buffer gibi
reaktiflerin son kullanma tarihini kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit
kullanin.

Numune alma ve numune isleme igin érnek alma cihazinin tedarikgisi
tarafindan saglanan 6nerilere uyun.

Bu kilavuzda agiklanan sekilde real-time RT-PCR platformunuzla ilgili
yapilandirmalari uygulayin.
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Semboller

Asagidaki semboller, kullanim talimatlarinda veya ambalaj ve etikette goérilebilir:

Sembol tanimi

768 veya 3072 reaksiyon icin yeterli reaktif icerir

Son kullanma tarihi

V| in vitro tani amagli tibbi cihaz

—| I @ o
=
S ) g

Katalog numarasi

R, Kullanma Talimati revizyonu olup n ise revizyon numarasidir

Sicaklik sinirlamasi

LOT Lot numarasi
Bilesenler
icindekiler
@l Numara
Kiresel Ticaret Parga Numarasi
Rn
4

Uretici
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Sembol

Sembol tanimi

=

2
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>

Kullanma talimatlarina bakin

Glines 1s1gindan uzak tutun

Uyari/dikkat
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lletisim Bilgileri

Teknik yardim ve daha fazla bilgi igin litfen support.qgiagen.com adresinden QIAGEN
Teknik Servisleri ile iletisime gegin.
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Siparis Bilgisi

Rotor

Caps, 0,1 ml Grtindnu kilitlemek icin

Uriin icerik Kat. no.
artus SARS-CoV-2 768 reaksiyon icin: Hazirlama Tamponu, 4511460
Prep&Amp UM Kit (768) ROX boyasi, Master Karisim, Primerler ve

Problar, Dahili Kontrol, Su (NTC) ve Pozitif
Kontrol
artus SARS-CoV-2 3072 reaksiyon icin: Hazirlama Tamponu, 4511469
Prep&Amp UM Kit ROX boyasi, Master Karisim, Primerler ve
(3072) Problar, Dahili Kontrol, Su (NTC) ve Pozitif
Kontrol
Cihaz ve aksesuarlar
PCR tubes, 0,1 ml for 72-well rotor, Strip tupleri ve kapaklar ile 981103
Rotor-Gene Q 5-plex kullanim igin
HRM MDx
Rotor-Gene Q software Rotor-Gene Q yazilimi v2.3.1 (veya Uzeri)
Rotor-Gene Q 5-plex 5 kanalli real-time PCR dongdleyici, yuksek 9002032
HRM MDx ¢6zUndrlGkIG melt analizéri, yazihm, dizisti
bilgisayar ve aksesuarlar; pargalar ve isgilik
icin 1 yil garanti, kurulum
72-Well Rotor Strip Tubes and Caps, 0,1 ml Grind icin, 9018903
10-50 pl reaksiyon hacimleriyle
Locking Ring 72-Well 72-Well Rotor igindeki Strip Tubes and 9018904

Glncel lisanslama bilgisi ve Urline 6zgu ret beyanlari igin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya
kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.qiagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servislerinden veya yerel distribitdrinizden
istenebilir.
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Belge Revizyon Gecmisi

Revizyon

Aciklama

R1, Nisan 2021

R2, Temmuz 2021

R3, Eylul 2021

R4, Ocak 2022

Ik siiriim.

istem Kapsami: Test, asemptomatik bireylerde kabul gérmustiir. Kullanim Amaci,
COVID-19 enfeksiyonundan siiphelenilmesi icin semptomlar veya baska nedenler
bulunmayan kisiler dahil edilecek sekilde giincellenmistir. Performans verilerine,
asemptomatik bireyleri igeren klinik performans bolimu eklenmistir.

istem Kapsami:

1. Tukdrdk numuneleri kullanilan testlerin eklenmesi.

2. Is akiginin degistirimesi.

3. 3 ek platform ve bunlarin ilgili yazilimlari ile kullanim: CFX Manager Dx Yazilim
surimi 3.1.3090.1022 (veya uzeri) ile CFX96 Dx, LightCycler 480 SW UDF surim

2.0.0 (veya Uzeri) ile cobas z 480 ve QuantStudio 5 Dx IVD Yazilim sirimi 1.0.1
(veya uzeri) ile QuantStudio 5 Dx.

4. Nazofaringeal, nazal ve orofaringeal suruntl Orneklerine iliskin performans
bélimiine 3 ek platformun (CFX96 Dx, cobas z 480, QuantStudio 5 Dx) tespit siniri
eklenmisgtir.

5. Performans &zellikleri bolimu giincellenmistir.

6. RGQ cihazi igin yalnizca floresans kanallari (Green, Red, Yellow) tutulmustur
(parantez igindeki boya adlar silinmistir).

7. CFX96 Dx, ABI7500 Fast Dx, cobas z 480 ve QuantStudio 5 Dx i¢in yalnizca boya
adlari tutulmustur.

8. ABI7500 Fast Dx igin A/1, B/2 ve E/5 floresans filtreleri silinmistir. Yalnizca boya
adlar (Fam, Vic ve Cy5) tutulmustur.

9. Daha net bir sunum saglamak igin klinik performans bdlimindeki Tablo 34-37'de
degisiklikler.

Tablo 39 kisminda yazim hatasi diizeltmesi.
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artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Ki
Bu drindin kullanimi herhangi bir alicinin veya iriin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

in Sinirli Lisans Sozlesmesi

1. Uriin yalnizca iriinle birlikte ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca panelin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir.
QIAGEN, bu panel ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.qgiagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu panelin icinde
yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirilmesi igin kendi fikri miilkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden
bazilari QIAGEN kullanicilari tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test edilmemis veya optimize
edilmemistir. QIAGEN (gtincii taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

2. Agcikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu panel ve/veya kullanimlarinin Gglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
3. Bu panel ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.
4. QIAGEN agikga ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tim lisanslari agikga reddeder.

5. Panelin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini ve bagka
birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlasmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirh lisans anlagmasinin
veya panel ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tim durumlarda avukat Gcreti dahil tim sorusturma ve
mahkeme masraflarini geri alabilir.

Giincellenmis lisans sartlari igin bkz. www.giagen.com.
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Ticari Markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, artus®, Prep&Amp™, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection); CFX96™, Hard-
Shell® (Bio-Rad Laboratories, Inc.); Clinical and Laboratory Standards Institute®, CLSI® (Clinical and Laboratory Standards Institute, Inc); Zeptometrix®, NATtrol™
(Cole-Parmer); Colgate®, Total SF Whitening™ (Colgate-Palmolive Company); Listerine® (Johnson & Johnson); Tussidane® (Laboratoires Des Realisations
Therapeutiques Elerte); Pulmofluide® (Laboratoires Gerda); Excel® (Microsoft Corporation); Ricola® (Ricola Group); cobas®, LightCycler® (Roche Group); ABI®,
MicroAmp™, EnduraPlate™, QuantStudio®, Thermo Fisher Scientific® (Thermo Fisher Scientific veya Bagli Kuruluslari); Altoids® (Wm. Wrigley Jr. Company). Bu
belgede gegen tescilli adlar, ticari markalar vb. agikga bu sekilde belirtiimemis olsa bile yasalarca korunmaktadir.

01/2022 R4 HB-2850-004 © 2021 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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