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Kullanim Amaci

Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit, COVID-19 klinik ve/veya epidemiyolojik kriterlerini karsilayan
kisilerden alinan nazofaringeal (NP), nazal ve orofaringeal (OP) svab numunelerinden izole edilmis
ve saflastinimis SARS-CoV-2'de RNA'nin kalitatif tayini igin tasarlanmis, gergek zamanli bir
RT-PCR in vitro diyagnostik testtir.*

Sonuglar, SARS-CoV-2 RNA'sinin tanimlanmasi igindir. SARS-CoV-2 RNA genellikle enfeksiyonun
akut evresinde st solunum yolu numunelerinde tespit edilebilir. Pozitif sonuglar, SARS-CoV-2
RNA varligini isaret eder; hastanin enfeksiyon durumunun belirlenmesi igin, hasta oykusuyle ve
diger tan bilgileriyle klinik iliski gerekir. Pozitif sonuglar, diger virUslerle es zamanli enfeksiyonu
veya bakteriyel enfeksiyonu ekarte etmez. Tespit edilen ajan, hastalidin kesin nedeni olmayabilir.

Negatif sonuglar SARS-CoV-2 enfeksiyonunu diglamaz ve hastanin yonetimiyle ilgili kararlar icin
yegane temel olarak kullaniimamalidir. Negatif sonuglar, diger klinik gozlemler, hasta oykusu ve
epidemiyolojik bilgilerle birlikte degerlendirilmelidir.

Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit, Agilent sisteminin ve in vitro tani prosedurlerinin igleyisinde
Ozel talimat verilmis ve egitim almis vasifli ve egitimli klinik laboratuvar personeli tarafindan
kullaniimak uzere tasarlanmistir.

* Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit analizinin performansi, UTM veya VCM tasima ortaminda alinan
nazofaringeal svab numune tipi kullanilarak belirlenmistir. Orofaringeal svablar, nazal svablar ve orta tirbinat
nazal svablari, Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit analiziyle kullanima ydnelik uygun numune tipleri olarak
kabul edilir ancak bu numune tipleriyle performans belirlenmemistir. Orofaringeal svablar,

nazal svablar ve orta tlrbinat nazal svablarin (bir saglik uzmaninin gézetiminde kendi kendine alinan ya da
saglik uzmani tarafindan alinan) testleri, COVID-19 semptomlari olan hastalarla sinirlidir.
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Uriin Acgiklamasi

Uriine Genel Bakig/Test ilkesi

Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit gergek zamanli, ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyon (gQRT-PCR) testidir. SARS-CoV-2 primer ve prob setleri, saglik uzmanlarinin COVID-19
sliphesi duydugu hastalardan alinan nazofaringeal (NP), nazal ve orofaringeal (OP) svab
numunelerinde SARS-CoV-2 RNA'nin tespit edilmesiigin tasarlanmistir.

Test Adimlarinin Agiklamasi

Otomatik ekstraksiyon sistemi kullanilarak (QIAsymphony ile Qiagen QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Mini Kit, KingFisher Flex ile ThermoFisher MagMAX Viral/Pathogen Il Kit)
yaklasik 140-200 pl (ekstraksiyon yontemine bagli olarak) nazofaringeal (NP) svab
numunelerinden niikleik asitler izole edilir ve saflastirilir. Saflastirilan nikleik asit (5 pl) ters
transkripsiyonla cDNA yapilir ve ardindan, desteklenen gergek zamanli PCR cihazlarinda Agilent
Brilliant Ill gRT-PCR reaktifleri kullanilarak bir adimli gRT-PCR reaksiyonunda amplifiye edilir.
Proseste prob, ileri ve geri primerler arasinda bulunan spesifik bir hedef dizisine yeniden
birlestirilir. PCR dongusunun genisleme evresi esnasinda Taqg polimerazin 5' nukleaz aktivitesi
probu bozundurarak haberci boyanin sonduricu boyadan ayrilmasina neden olur, boylelikle
floresan bir sinyal olusturur. Her dongiyle, ilave haberci boya molekilleri ilgili problarindan
ayrilarak floresan yogunlugunu artirir. Floresan yogunlugu, desteklenen gergek zamanli PCR
cihazlari (Agilent AriaMx/AriaDx, ABI 7500 Fast ya da Bio-Rad CFX96) tarafindan her PCR
dongusunde izlenir.

Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit ile Kullanilacak Kontrol
Materyalleri

+ Analiz prosesinde, yanlis pozitif sonuclara yol agabilecek kontaminasyon kontrold yapiimasi
icin “sablonsuz” (negatif) bir kontrol gerekir ve PCR plakasi bagina en az bir kez kullaniimalidir.
Kullanici, ekstrakte edilmis RNA yerine, sablonsuz kontrol olarak kullaniimak Gzere su ekler.

+ Hedeflenen SARS-CoV-2 RNA'yI tespit etme mekanizmasinin bozulmadigindan emin olmak
icin pozitif sablon kontroll gerekir ve PCR plakasi basina en az bir kez kullaniimalidir
(50 kopya/reaksiyon). Kitteki pozitif kontrol, viral hedef dizilerine karsilik gelen sentetik
RNA'dIr.

Orijinal numunedeki RNA'nin ekstraksiyon esnasinda iyi korunmasini saglamak tzere bir
ekstraksiyon kontroli (Insan Numune Kontroli veya HSC) gerekir ve ekstraksiyon serisi
basina en az bir kez kullanilmalidir.

* Orijinal numuneden RNA'nin gRT-PCR reaksiyonunda tespit edilebilir olmasini saglamak tizere
bir dahili kontrol (insan RNaz P geni) gerekir. Yeterli hiicresel RNA ile gogu insan numunesinde
ve HSC'de tespit edilmesi beklenir. insan numunelerinde, SARS-CoV-2 viral RNA's! yiiksek
konsantrasyonlarda mevcut oldugunda dahili kontrol tespit edilmeyebilir.
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Kitle birlikte temin edilen kontroller

Tablo 1 Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit ile birlikte temin edilen kontrol

Kontrol Tipi Kontrol Adi Tedarikei Adi Tedarikgi p/n

Pozitif Agilent SARS-CoV-2 Agilent K1180-64200
Positive RNA Ctl Dx

Gerekli olan ancak kitle birlikte temin edilmeyen kontroller

+ “Sablonsuz” (negatif) kontrol olarak kullanilacak, molekuler sinif, nikleaz icermeyen su
+ Ekstraksiyon kontroli: CDC tavsiyeleri temelinde musteriye cesitli segenekler sunulur
CDC tarafindan uretilen insan Numune Kontrolt, KT0189

Negatif insan numune materyali: Laboratuvarlar, ekstrakte etmek ve klinik 6rneklerin
yaninda bir ekstraksiyon kontroli olarak galistirmak tzere bir insan numune materyali
hacmi (Or. insan serumlari veya birlestiriimis kalan negatif solunum numuneleri)
hazirlayabilir. Bu materyal, birden fazla ¢alistirmada kullanilacak kadar yeterli hacimde
hazirlanmalidir. Ekstraksiyon kontroll olarak kullanilmadan 6nce materyal, bu kullanma
talimatlarinda listelenen HSC icin beklenen sonuglar olusturdugundan emin olunmasi igin
test edilmelidir.

Yapay insan numunesi materyali: Laboratuvarlar, herhangi bir insan hiicre dizisini (6r.
A549, Hela ya da 293) PBS iginde siispanse ederek yapay insan numunesi materyalleri
hazirlayabilir. Bu materyal, birden fazla galistirmada kullanilacak kadar yeterli hacimde
hazirlanmalidir. Ekstraksiyon kontroll olarak kullanilmadan 6nce materyal, bu kullanma
talimatlarinda listelenen HSC icin beklenen sonuglar olusturdugundan emin olunmasi igin
test edilmelidir.
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Analiz is Akis

Analize baslamak igin, uygun bir insan Numune Kontrolinin yaninda nazofaringeal test
numunelerinden nukleik asit ekstrakte edin.

Ardindan, ekstrakte edilmis RNA numuneleri ve temin edilen pozitif RNA kontrold kullanilarak
multipleks gRT-PCR deneyi galistirin. Sablonsuz Kontrol (NTC) dahil edin.

gRT-PCR ¢alismasi tamamlandiginda, N1 ile N2 viral hedeflerinin ve insan RNaz P geni hedefinin
amplifikasyonu igin verileri analiz edin.

Son olarak, test numunelerii¢in sonuglari rapor edin.

Test numuneleri ve ekstraksiyon kontrolu
kullanilarak ornek lizisi, nukleik asit yakalama
ve ellsyon transferi

l

N1, N2 ve RNaz P hedeflerinin multipleks
tespiti icin kontrol reaksiyonlari ve test
numunesi RNA'siyla gRT-PCR

|

Her test ve kontrol drnedinde hangi hedeflerin
oldugunu belirlemek tzere gRT-PCR verilerinin
analizi

v

Sonuglarin rapor edilmesi

Sekil 1 SARS-CoV2 gRT-PCR Dx Analizinin is Akisi
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Temin Edilen Materyaller

Tablo 2'de, Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit ile birlikte temin edilen materyaller ve bunlarin
sicaklikla ilgili gereklilikleri listelenmektedir. Materyallerin saklanmasiyla ilgili diger talimatlar igin

bkz. “Saklama ve Kullanim”, sayfa 17.

Tablo2 Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit, p/n K1180A ile birlikte temin edilen materyaller

Materyaller Miktar

Bilesenler

Saklama Sicakhgi

Agilent SARS-CoV-2
gRT-PCR Dx Reagents,
p/n K1180-64100*

400 gRT-PCR reaksiyon igin
yeterli (test numuneleri ve
kontroller)

Her gRT-PCR reaksiyon
plakasinda, kontrol
reaksiyonlari igin en az 3
kuyucuk olmasi gerektigini
unutmayin.

Agilent SARS-CoV-2
Positive RNA Ctl Dx,
p/n K1180-64200%

8 analiz testi igin yeterlidir

2x Brilliant Il Ultra-Fast
gRT-PCR Master Mix Dx

RT/RNase Block Dx
Reference Dye Dx'
100 mM DTT Dx

10x SARS-CoV-2 Primer/Probe
Mix Dx*

SARS-CoV-2 Synthetic Positive
RNA Control Dx

Aldiginizda -20°C'de saklayin.

Aldiginizda -20°C’de saklayin.
Aldiginizda -20°C'de saklayin.
Aldiginizda -20°C'de saklayin.
Aldiginizda -20°C'de saklayin.

Aldiginizda -80°C’de saklayin.

* SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Reagents kit, Agilent p/n K1180B gibi ayri olarak da satiga sunulmaktadir.
T Bu reaktif 1siga duyarlidir ve miimkiin olugunda isiktan uzak tutulmalidir.
T SARS-CoV-2 Positive RNA Ctl Dx de Agilent p/n K1180C gibi ayri olarak satisa sunulmaktadir.

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit

11



Gerekli Olan Ancak Temin Edilmeyen Reaktifler, Materyaller,
Ekipmanlar ve Yazilim

Tablo 3'te, protokolln, otomasyon igin bir cihazda gerceklestirilen RNA ekstraksiyon adimina
iliskin segenekler listelenmektedir. RNA ekstraksiyon proseduirU “Niikleik Asit Ekstraksiyonu igin
Talimatlar”, sayfa 18'de agiklanmaktadir.

Tablo 3 RNA ekstraksiyon segenekleri — Gereklidir ancak temin edilmez

RNA Ekstraksiyon Kiti Cihaz

QIAGEN QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit, p/n 937055 QIAGEN QlAsymphony SP,
p/n 9001297 (otomasyon)

Thermo Fisher Scientific MagMAX Viral/Pathogen Il Nikleik Asit Thermo Fisher Scientific KingFisher
izolasyon Kiti, Thermo Fisher p/n A48383 Flex Saflastirma Sistemi,
p/n 5400630 (otomasyon)

Tablo 4'te, insan Numune Kontroli segenekleri listelenmektedir. Bu kontrol rnegi, niikleik asidin
basarili bigcimde geri kazanildigini ve ekstraksiyon reaktifinin buttinlugunu ortaya koymak Uzere
ekstraksiyon prosedur kontrolU olarak kullanilan bir insan hicre kdlturt preparatidir.

Tablo 4 insan Numune Kontrolii se¢enekleri — Gereklidir ancak temin edilmez

insan Numune Kontrolii  Agiklama

insan Numune Kontrolii ~ CDC tarafindan (retilir ve satilir,

(HSC), 10 flakon x 500 CDC HSC, pH 7,2-7,4de 0,01 M PBS iginde siispanse sivi olarak temin edilen,

pl, CDC p/n KTO189 enfeksiyoz olmayan (beta-Propiolakton ile islenmis), kiltlrlenmis insan hiicre
materyalinden olusur.

Negatif insan numune Laboratuvar tarafindan hazirlanir.

materyali Bu tip insan Numune Kontroli, ekstrakte ediimeye ve klinik numunelerin
yaninda bir ekstraksiyon kontroll olarak galistinimaya yonelik bir insan
numune materyali hacmidir (Or. insan serumlari veya birlestiriimis artik negatif
solunum numuneleri). Bu materyal, birden fazla galistirmada kullanilacak kadar
yeterli hacimde hazirlanmalidir. Ekstraksiyon kontroli olarak kullaniimadan
dnce materyal, bu kullanma talimatlarinda listelenen HSC igin beklenen
sonuglarr olusturdugundan emin olunmast icin test edilmelidir.

Yapay insan numunesi Laboratuvar tarafindan hazirlanir.

materyali Bu tip insan Numune Kontrolii, herhangi bir insan hiicre dizisi (6r. A549, Hela ya
da 293) PBS iginde siispanse edilerek hazirlanan yapay insan numunesi
materyalleridir. Bu materyal, birden fazla galistirmada kullanilacak kadar yeterli
hacimde hazirlanmalidir. Malzeme, bu Kullanma Talimatlarinda listelenen
insan Numune Kontroli igin beklenen sonuglari Grettiginden emin olmak igin
ekstraksiyon kontroli olarak kullaniimadan dnce test edilmelidir.

Tablo 5 ile Tablo 6 arasinda, gerekli olan ancak Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit ile birlikte
temin edilmeyen ilave reaktifler, materyaller, ekipmanlar ve cihazlar listelenmektedir.
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Tablo 5 Gerekli olan ancak temin edilmeyen reaktifler ve materyaller

Reaktif veya materyal Bicim
Molekuler sinif, nikleaz icermeyen su Reaktif
%10 gamasir suyu gozeltisi (%5,25-6 hipokloritli gamasir suyunun 1:10 seyreltisi) Materyal
DNAZap, Ambion p/n AM9890 veya esdeder dekontaminasyon maddesi Materyal
RNase AWAY, Fisher Scientific p/n 21-236-21 veya esdeder dekontaminasyon maddesi ~ Materyal
Tek kullanimlik pudrasiz eldivenler ve cerrahi onlikler Materyal
Steril, nikleaz igermeyen, aerosol bariyerli pipet uglari Materyal
Nukleaz icermeyen 1,5 ml mikrosantrifij tipleri Materyal
Nukleaz icermeyen 2 ml mikrosantrifij tpleri Materyal
Nukleaz icermeyen 96 kuyucuklu plakalar, 200 pl Materyal
Secilen gergek zamanli PCR sistemiyle uyumlu plakalar kullanin

Nikleaz icermeyen 8x tlp stripi Materyal
96 kuyucuklu PCR plakalarr igin Nikleaz icermeyen yapiskanli plaka Materyal
sizdirmazliklari ya da

Nikleaz icermeyen 8x optik kapak stripi

Secilen gergek zamanli PCR sistemiyle uyumlu sizdirmazliklar ya da stripler kullanin

MicroAmp Optical Film Sikistirma Pedleri, Thermo Fisher Scientific, p/n 4312639* Materyal

* Sikistirma pedleri yalnizca, AriaMx/AriaDx Gergek Zamanli PCR sisteminde plakalarin sizdirmazliginin

saglanmasi igin yapiskan sizdirmazliklar kullanilirken gereklidir

Tablo 6 Gerekli olan ancak temin edilmeyen cihazlar, yazilim ve ekipmanlar

Cihaz, yazilim veya ekipman Bicim
Gergek zamanli PCR sistemi Bilgisayar ve
+ Agilent AriaMx Gergek Zamanli PCR Sistemi (p/n G8830A) ya da AriaDx Gergek yazilimla birlikte
Zamanli PCR Sistemi (p/n K8930AA) cihaz
Yazilim: Aria yazilim srimii 1.71 ve 1.8 Elektronik izleme Yazilimi (p/n K8930AA ile
birlikte verilir ya da p/n G5380AA koduyla ayri olarak sunulur)
« ABI 7500 Fast Gergek Zamanli PCR Cihazi, dizlstU bilgisayarla (p/n 4351106) veya
masalisti bilgisayarla (p/n 4351107)
Yazilim: 7500 Yazilim strtimu 2.3 ile Design & Analysis Yazilimi stirim 2.4.3
+ Bio-Rad CFX96 Touch Gergek Zamanli PCR Tespit Sistemi (p/n 1855195) veya
Baslangig Paketiyle CFX96 Touch Gergek Zamanli PCR Tespit Sistemi (p/n 1855196)
Yazilim: CFX Maestro Yazilimi 2.0 stirim 4.1.2 (p/n 1855196 ile birlikte verilir veya
p/n 12004110 koduyla ayri olarak sunulur)
Gergek zamanli PCR yazilimindan disa aktarilan verileri gorintileme yazilimi, Yazilim
or. Microsoft Excel
Vorteks karistirici Ekipman
Mikrosantrif(j Ekipman
96 kuyucuklu plakalar icin plaka santrifiji Ekipman
P10, P20, P200 ve P1000 mikro pipetorler Ekipman

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Tablo 6 Gerekli olan ancak temin edilmeyen cihazlar, yazilim ve ekipmanlar (continued)

Cihaz, yazilm veya ekipman Bicim

Gok kanalli pipetorler (5-50 pl) Ekipman
Mikrosantriftj tdpleri igin raklar Ekipman
iki adet (2) 96 kuyucuklu soguk rak Ekipman
Buz kovasi Ekipman

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Giivenlik Onemleri

1 Hatali sonug riskinden kaginilmasi igin Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit is akisi vasifli ve
egitimli personel tarafindan gergeklestirilmelidir. Yanlis pozitif sonuglar olugsmasini 6nlemek
amaclyla hasta orneklerini ve kontrollerini hazirlamak igin ayri alanlar kullanin.

2 Butest yalnizca SARS-CoV-2'den niikleik asidin tespit edilmesi igin onaylanmistir, baska bir
virls veya patojen igin degildir.

3 Kullanma Talimatlarinin tamamini dikkatlice okuyun.

4 Orneklere ve kontrollere daima glivenli laboratuvar proseddirlerine uygun sekilde enfeksiydz
ve/veya biyozararli madde olarak muamele edilmelidir. 2019-nCoV ile iligkili Numunelerin
Kullaniimasina ve islenmesine Yonelik Ara Laboratuvar Biyoguvenlik Kilavuzlarina bakin.
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/lab-biosafety-guidelines.html

5 Numuneleri kullanirken gerekli 6nlemlere uyun. Potansiyel enfeksiyoz drneklerin kullanimina
iliskin gincel kilavuzlarla tutarl sekilde kisisel koruyucu ekipmanlar (KKE) kullanin. Dokilme
meydana gelirse, hemen dezenfekte edin.

6 Numuneler enfeksiyoz olabilir. Bu analizi gergeklestirirken Evrensel Onlemleri uygulayin.
Kullanim ve elden ¢ikarmayla ilgili dogru yontemler, laboratuvar direktorU tarafindan
belirlenmelidir. Yalnizca enfeksiyoz materyallerin kullanimiyla ilgili uygun egitimi almig
personelin bu tani prosedurinu gergeklestirmesine izin verilmelidir.

7 Kamu saglidi yetkilileri tarafindan onerilen gincel klinik tarama kriterleri temelinde 2019-nCoV
enfeksiyonu slphesi varsa, numuneler uygun enfeksiyon kontrol 6nlemleri uygulanarak
alinmaldir.

8 Yalnizca temin edilen veya belirtilen tek kullanimlik laboratuvar gereglerini kullanin.

9 Daima aerosol bariyerleri olan pipet uclar kullanin. Kullanilmis uglar steril olmali ve DNaz ile
RNaz icermemelidir.

10 PCR bazli analizler, dnceki PCR reaksiyonlarindan amplifikasyon Urtnlerinin yanhslikla girmesi
durumlarina yatkindir. Test 6rneklerinin veya reaktiflerin kontamine olmasi halinde hatali bir
sonug olusabilir. Laboratuvardaki is akisi tek yonli bir sekilde ilerletiimelidir. is akisi boyunca
orneklerin PCR druntyle kontamine olmasini onlemek igin asagidaki en iyi uygulamalari
kullanin:

Ayri PCR oncesi ve PCR sonrasi is istasyonlari belirleyin ve her alanda 6zel malzemeler ile
reaktifler kullanin. Ozellikle, PCR sonrasi calismaya atanmis materyalleri is akisinin PCR
oncesi segmentleri igin asla kullanmayin. Ozel PCR 6ncesi ¢dzeltilerini pipetlemek igin
daima nukleaz igermeyen, aerosole dayanikli uglari olan 6zel PCR oncesi pipetorler kullanin.

Calisma alanlarini temiz tutun. PCR Oncesi yuzeyleri glinde bir kez ve her analiz arasinda,
%10 gamasir suyu ¢ozeltisi ve/veya DNAZap ya da RNase AWAY gibi bir Grlnle temizleyin.
Kalan gamasir suyunu %70 etanol ile giderin.

Temiz bir laboratuvar onltgu ve temiz, pudrasiz eldivenler giyin. Kontamine olmus
olabilecek yuzeylerle temas ettikten sonra eldiven degistirmeyi de igerecek sekilde iyi
laboratuvar hijyeni uygulayin.

Tdm manuel sivi aktarimlari arasinda aerosol bariyerli pipet uglarini degistirin.

Orneklerden niikleik asit ekstrakte ederken, drnekler arasinda gapraz kontaminasyon
olusmasi riskini en disuk duizeye indirmek igin dogru aseptik teknigi kullanin ve drneklere
yanlislikla nikleazlar girmesini onleyin.

MUmkin oldugunda, reaktif ve reaksiyon tiplerini kapakli ya da kapali tutun.
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11 Calisma alanlarinin iginde bir sey yemeyin, igmeyin, tutun mamulu kullanmayin ya da makyaj
malzemeleri uygulamayin.

12 Analiz reaktifleri, analiz protokold veya enstriimantasyonda degisikliklere izin verilmemektedir.

13 Reaktifler, Tablo 2, sayfa 11 ve “Saklama ve Kullanim”, sayfa 17 icerisinde belirtildigi gibi
saklanmali ve kullaniimalidir.

14 Belirtilen son kullanma tarihinden sonra kiti kullanmayin.
15 Ati§, yerel dizenlemelere ve devlet dizenlemelerine uygun sekilde elden ¢ikarin.
16 Guvenlik Veri Belgeleri www.agilent.com adresinde bulunabilir.

17 Gergek zamanli PCR cihazinda, Guanidinyum tiyosiyanat icerebilecek materyal veya guanidin
iceren materyaller kullanmayin. Sodyum hipokloritle (gamasir suyu) birlestirilirse yiiksek
diizeyde reaktif ve/veya toksik bilesikler olusabilir.

18 Pozitif sonuglar, SARS-CoV-2 RNA'sinin varligini isaret eder.
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Saklama ve Kullanim

Uriin ambalaji
Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit Grinunu aldiginizda, drintin kutusunda goruntr hasar olup

olmadigini dikkatlice inceleyin. Urliniin kutusunda hasar oldugu saptanirsa, Agilent Teknik Destek

birimiyle irtibat kurun.

Reaktiflerin saklanmasi, kullanilmasi ve stabilitesi

Kullanmadan once daima son kullanma tarihini kontrol edin. Son kullanma tarihi gegmis
reaktifleri kullanmayin.

+ Florojenik problari isiktan koruyun.

+ Primerler, problar (alikotlar dahil) ve enzim ana karisimi ¢ozddiriilmeli ve hazirlik ve kullanim
esnasinda her zaman buz ya da soJuk rak Gzerinde tutulmalidir.

Kontroller ¢ozdurulmeli ve hazirlik ve kullanim esnasinda her zaman buz ya da soguk rak
dzerinde tutulmaldir.

+ Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit reaktiflerinin saklama sicakliklar igin bkz. Tablo 2,
sayfa 11.

Numunelerin alinmasi, kullanilmasi ve saklanmasi

Numunelerin uygun olmayan sekilde veya yanlis alinmasi, saklanmasi ve taginmasi halinde yanls
test sonuglari olusmasi muhtemeldir. Numune kalitesinin onemi nedeniyle, numune alimiyla ilgili

egitim verilmesi dnemle tavsiye edilir. Uygun bir kaynak olarak CLSI MM13-A'ya bakilabilir.
+  Numunenin Alinmasi

2019 Yeni Koronavirs (2019-nCoV) igin Tetkik Edilmekte Olan Hastalardan Klinik
Numunelerin Alinmasi, Kullanilmasi ve Test Edilmesine Yonelik Ara Kilavuzlara bakin:
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-nCoV/lab/guidelines-clinical-specimens.html

Dogru alim yontemleri igin, numune alim cihazi Ureticisinin talimatlarina uyun.
+ Numunelerin Taginmasi

Hastadan alinan klinik materyal uygun bir tagima sistemine yerlestiriimelidir. Agilent
SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit igin bu, viral tasima ortami (VTM), evrensel tagima ortami
(UTM), salin, Sivi Amies veya numune tasima ortaminda (STM) NP numunelerini igerir.

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit K1180A
Kullanma Talimatlari

3 Niikleik Asit Ekstraksiyonu igin Talimatlar

Nukleik Asit Ekstraksiyonu 19

Bu boliimde, klinik test drneklerinden ve insan Numune Kontroliinden RNA'nin ekstrakte
edilmesine yonelik talimatlar yer almaktadir.

Agilent
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Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit performansi, insan numunelerinden arindirilan sablon
RNAnin miktarina ve kalitesine baglidir. Piyasada bulunan asagidaki RNA ekstraksiyon kitleri
ve proseddirleri, kitle kullanilacak RNA'nin geri kazaniimasi ve saflidi icin onaylanmis ve
dogrulanmustir.

Ornek ekstraksiyonu igin, treticinin onerdigi prosedurler (asagidaki tavsiyelerde belirtilenler
disinda) izlenmelidir. Her bir ekstraksiyon serisine Insan Numune Kontroll dahil edilmelidir.

QIAGEN QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit, otomasyon protokolii
Tavsiye: 140 ul ornek kullanin ve 60 ul tamponla elie edin.
MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit, otomasyon protokolii

Tavsiye: 200 pl ornek kullanin ve 50 pl tamponla elie edin.

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Agilent SARS-CoV-2 gqRT-PCR Dx Kit K1180A
Kullanma Talimatlari

4 gRT-PCR Reaksiyonlarini Hazirlama Talimatlari

Gergek Zamanli PCR Sisteminde gRT-PCR Deneyini Ayarlama 21
gRT-PCR Reaksiyonlarini Hazirlama 41

Bu bolimde, test ornekleri ve kontrol drnekleri igin kantitatif ters transkripsiyon PCR (qRT-PCR)
reaksiyonlarinin hazirlanmasina yonelik talimatlar yer almaktadir.

Agilent
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Gercek Zamanl PCR Sisteminde gRT-PCR Deneyini Ayarlama

gRT-PCR reaksiyon plakasini ayarlamadan once, reaksiyon plakasi hazirlanir hazirlanmaz cihazin
galismaya hazir olmasi igin gergcek zamanli PCR sisteminde deneyi ayarlayin.

Spesifik gercek zamanli PCR sisteminizin talimatlarini izleyin.

Agilent AriaMx/AriaDx Gergek Zamanli PCR Sistemi

+ Gerekli ayarlarin oldugu bir sablon dosyaniz yoksa bkz. “AriaMx/AriaDx deneyini olugturma ve
ayarlama (heniiz bir sablon olusturulmadiysa gereklidir)”, sayfa 21.

+ Kullanilacak bir sablon dosyaniz varsa bkz. “AriaMx/AriaDx deneyini kayitli sablondan
olusturma”, sayfa 27.

Kullanmadan en az 3 saat once AriaMx ya da AriaDx cihazini agin. Kullanima
her zaman hazir olmasini saglamak Uzere cihaz daima acik birakilabilir.

Cihaz spesifikasyonlarina gore, calisma kosullar 20-30°C, %20-80 nem,
ve <2000 metre rakimdir.

ABI 7500 Fast Gergek Zamanl PCR Cihazi

Gerekli ayarlarin oldugu bir sablon dosyaniz yoksa bkz. “ABI 7500 Fast deneyini olugturma ve
ayarlama (heniiz bir sablon olusturulmadiysa gereklidir)”, sayfa 27.

+ Kullanilacak bir sablon dosyaniz varsa bkz. “ABI 7500 Fast deneyini kayitli sablondan
olusturma”, sayfa 33.

Bio-Rad CFX96 Touch Gergek Zamanli PCR Tespit Sistemi

« Gerekli ayarlarin oldugu kayith protokol ve plaka dosyalariniz yoksa bkz. “Bio-Rad CFX96
Touch Gergek Zamanli PCR deneyini olusturma ve ayarlama (kayith protokol ve plaka
dosyalari heniiz olusturulmamigsa gereklidir)”, sayfa 33.

Kayith protokol ve plaka dosyalariniz varsa bkz. “Kayith protokol ve plaka dosyalarindan
Bio-Rad CFX96 Touch Gergek Zamanli PCR deneyini olugturma”, sayfa 39.

AriaMx/AriaDx deneyini olusturma ve ayarlama (heniiz bir sablon
olusturulmadiysa gereklidir)

Deney igin bir sablon zaten varsa, “AriaMx/AriaDx deneyini kayith sablondan olusturma”,
sayfa 27 kismina gidin.

Adim 1. Deneyi olusturma

Cihaza bagl bilgisayardan, Aria yazihm uygulamasini agarak Getting Started ekranina gelin.
2 New Experiment altinda Experiment Types 0desine tiklayin (zaten segili degilse).

3 Ekranin ortasinda, Sekil 2'de gosterildigi gibi Quantitative PCR, Fluorescence Probe
ogesini segin.
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Getting Started Experiment Types

= » New o
4 Experiment _~ Quantitative PCR
- ﬂ DMA Binding Dye
Experiment Types Including Standard Melt
My Templates
From LIMS file...
Allele Discrimination
é! DMA Binding Dye
; New Including High Resolution Melt
— Project
Multiple
Experiment Analysis
'-III Comparative Quantitation
=% Saved
Recently Opened Experiment Name |Experiment 1

Browse...

7 Quantitative PCR
Fluorescence Probe

|-%' Allele Discrimination
o
Fluorescence Probe

,’é\ User Defined

Create

Sekil 2 Aria Getting Started ekrani — Quantitative PCR, Fluorescence Probe secili

4 Experiment Name alanina deney icin bir ad yazin ve Create 6Jesine tiklayin.

Yeni deney, Plate Setup ekraninda agilir. Plaka haritasinda tim kuyucuklar varsayilan olarak

segilidir.

Plakanin tiim kuyucuklarinda bir gRT-PCR reaksiyonu olacaksa 96 kuyucudun tamaminin segilmesi
uygundur. Plaka kuyucuklarindan herhangi biri bos olacaksa, bu adimda o kuyucuklarin segimini

kaldirin.

Adim 2. Kuyucuk tiplerini ve kuyucuk adlarini atama

5 Ekranin sag tarafindaki Properties panelinde, Well type acllir listesini genisletin ve Unknown

ogesini segin.

Plaka haritasinda tim kuyucuklar Unknown seklinde isaretlidir.
6 Kuyucuk A12'yi No Template Control (NTC) olarak atayin.
a Plaka haritasinda kuyucuk A12'ye tiklayarak o kuyucugu segin.

b Ekranin sag tarafindaki Properties panelinde, Well type acllir listesini genisletin ve NTC

ogesini segin.

Plaka haritasinda kuyucuk A12 NTC olarak isaretlenirken, diger tim kuyucuklar Unknown

kuyucuk tirtine atanmis halde kalir.

7 Plaka haritasinda, tim kuyucuklari tekrar segin.

Plaka haritasinin sol Ust kosesindeki onay kutusuna tiklandiginda tim kuyucuklar secilir.

Simdi plaka ayari, Sekil 3'te sunuldugu gibi gorindar.

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Sekil 3 Aria Plate Setup ekranindaki kuyucuk ttrd atamalari

8 Kuyucuk adlarini kontrol kuyucuklarina ve isterseniz, test ornekleri igin kullanilan kuyucuklara
atayin. Kontrol kuyucuklarina atanacak kuyucuk adlari Tablo 7'de sunulmaktadir. Manuel
olarak ya da atanacak kuyucuk adlarinin yaninda kuyucuk kimliklerinin listelendigi, virgulle
ayrilan metin dosyasini ya da bir Excel elektronik tablosunu ice aktararak kuyucuk adlari
atayabilirsiniz.

Kuyucuk adlarini manuel olarak atamak igin, Type kisminda Show ayarini Name seklinde
degistirin. Plakadaki kuyucuklar secin, ardindan segcili kuyucuklarin adini Well Name
alanina yazin.

Bir Excel ya da metin dosyasindan kuyucuk adlar atamak igin, plaka haritasina sag tiklayin
ve Import Well Name 6Jesini segin. Agilan iletisim kutusunda, Excel veya metin dosyasini
segin. Dosya bicimlendirmesiyle ilgili gereklilikler igin Aria yardim sistemine bakin.

Tablo 7 Kontrol kuyucuklari igin kuyucuk adi atamalari

Kuyucuk Kimligi Kuyucuk adi
A12 NTC

B12 HSC*

H12 Pos

* Plakaya dahil edilmesi gereken birden fazla insan Numunesi Kontrol drneginiz varsa, bu reaksiyonlar igin
siitun 12'deki ilave kuyucuklar kullanin ve kuyucuklari uygun sekilde adlandirin (6r. HSC1, HSC2 vb.).
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Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit

Adim 3. Boyalar ve hedefler atama
9 Properties panelinde, Add Dyes kisminin altinda, FAM, HEX ve Cy5 onay kutularini isaretleyin.

Isaretlenen boyalarin her biri igin renk kodlu noktalar, plaka haritasinin tim kuyucuklarinda
gorundr.

10 Reference Dye agllir listesinde ROX 6desini segin.

Plaka haritasinda tim kuyucuklarda “R” etiketli, renk kodlu bir nokta gortndr.
11 Targets 0gesinin yanindaki oka b tiklayin.
12 Goriinen Target Name alanlarinda, Sekil 4'e uygun sekilde hedef adlarini yazin.

Add Dyes Targets q
Use Dye Mame Target Mame

DEw N e
V) [Rox  ~]
@ (e -] [N
% R L
Oles +
O [amoss -]

Reference Dye RO v

© OO0 00

Sekil 4 Aria Plate Setup ekranindaki boya ve hedef atamalari

Adim 4. Termal profili ayarlama
13 Ekranin sol tarafinda, Set Up kisminin altinda Thermal Profile 6gesine tiklayin.

Thermal Profile ekrani acilarak varsayilan termal profili gosterir.
14 Dongu programinin baslangicina bir RT segmenti ekleyin.

a Ekranda, imleci Hot Start segmenti lizerine getirin. Hot Start segmentinin sol tarafinda
gorlinen + simgesine tiklayin (Sekil 5'te sunuldugu gibi).
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Sekil 5 Aria Thermal Profile ekranina yeni segment ekleme

Program yeni segment icin mevcut segment tirlerinin listelendigi bir yer isareti agar.
b Yerisareti segmentinde RT 6gesine tiklayin.

Simdi termal profil, Sekil 6'da sunuldugu gibi gortndr.
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Sekil 6 Aria Thermal Profile ekranindaki termal profil

15 Ekraninizdaki termal profilin, Tablo 8'de sunulan termal dongui programiyla eslestiginden emin
olun.

Tablo 8 AriaMx/AriaDx Gergek Zamanli PCR Sistemi i¢in termal dongii programi

Segment Numarasi  Dongii Sayisi Siire Sicakhk
1 1 10 dakika 50°C
2 1 3 dakika 95°C
3 40 5 saniye 95°C
10 saniye 60°C

Adim 5. Deneyi sablon olarak kaydetme
16 File > Save As Template 6Jelerine tiklayin.

Save As iletisim kutusu acilir. Dosya tiirii, AriaMx Template Files (dosya uzantisi amxt) ya da
AriaDx Template Files (dosya uzantisi adxt) olarak ayarlanir.

17 Yeni sablon icin bir klasér segin.
18 File name alanina Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR yazin.
19 Save 0gesine tiklayin.

lletisim kutusu kapanir ve program yeni sablon dosyasini belirlenmis klasore kaydeder.
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Gelecekteki analizler igin, gRT-PCR deneyini “AriaMx/AriaDx deneyini kayitli sablondan
olusturma” kisminda acgiklandigi gibi olusturmak ve ayarlamak amaciyla kayitli sablonu
kullanin.

Bu noktada dodrudan “qRT-PCR Reaksiyonlarini Hazirlama”, sayfa 41 kismina gidin.

AriaMx/AriaDx deneyini kayitl sablondan olusturma

Gerekli plaka ayari ve termal profilin oldudu bir deney sablonu olusturulmamissa, bkz.
“AriaMx/AriaDx deneyini olugturma ve ayarlama (heniiz bir sablon olusturulmadiysa
gereklidir)”, sayfa 21.

1 Cihaza bagli bilgisayardan, Aria yazilim uygulamasini agarak Getting Started ekranina gelin.
2 New Experiment altinda My Templates 0Jesine tiklayin.

3 Experiment Name alanina yeni deney icin bir ad yazin.

4 Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR sablonunu segin ve deneyi olusturun.

Sablon varsayilan klasordeyse, dogrudan sablona tiklayarak sablonu segin ve ardindan
Create 0gesine tiklayin (ya da dogrudan sablona gift tiklayin). Program yeni deneyi
olusturur ve deneyi Plate Setup ekraninda acar.

Sablon mevcut durumda segili klasorde degilse, tarayici penceresini agmak icin Browse to
Template simgesine (asagdida gosterilmektedir) tiklayin. Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR
sablon dosyasinin oldugu klasore gozatin. Dosyayi segin ve Open 6gesine tiklayin. Program
yeni deneyi olusturur ve deneyi Plate Setup ekraninda acar.

H

Bu noktada dogrudan “qRT-PCR Reaksiyonlarini Hazirlama”, sayfa 41 kismina gidin.

ABI 7500 Fast deneyini olugsturma ve ayarlama (heniiz bir sablon
olusturulmadiysa gereklidir)

Deney icin bir sablon zaten varsa, “ABI 7500 Fast deneyini kayith sablondan olusturma”,
sayfa 33 kismina gidin.

Adim 1. Deneyi olugturma

1 ABI 7500 Fast cihazini agin.

2 Cihaza bagl bilgisayardan, 7500 Sistemi Yazilim uygulamasini agin.

3 Home ekraninda Set Up altinda, Advanced Setup 6desine tiklayin.
Experiment ekrani acilir.

4 Ekranin sol tarafindaki Experiment Menu icerisinde, Setup altinda Experiment Properties
0gesine tiklayin (zaten segili degilse).

Deney Ozelliklerinin ayarlari ekranin orta kisminda gosterilir.
5 Tablo 9'da sunulan secimleri ve girisleri kullanarak ekrandaki sorular yanitlayin.
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Tablo 9 Deney Ozellikleri ayarlari

Soru Segimler/girigler

How do you want to identify this experiment? (Bu deneyi nasil  + Experiment Name: Deney igin benzersiz
tanimlamak istiyorsunuz?) bir ad yazin

+ Barcode: Bos birakin

+ User Name: Adinizi yazin

+ Comments: Istediginiz yorumlar varsa
yazin veya bos birakin

Which instrument are you using to run the experiment? 7500 Fast (96 Kuyucuk)
(Deneyi galistirmak igin hangi cihazi kullaniyorsunuz?)

What type of experiment do you want to set up? Miktar Tayini — Standart Egri
(Hangi deney tliriinG ayarlamak istiyorsunuz?)

Which reagents do you want to use to detect the target TagMan® Reaktifleri
sequence? (Hedef diziyi tespit etmek igin hangi reaktifleri
kullanmak istiyorsunuz?)

Which ramp speed to you want to use in the instrument run? ~ Hizli
(Cihazin galigmasinda hangi rampa hizini kullanmak
istiyorsunuz?)

Adim 2. Hedefleri ve ornekleri tanimlama

6

Ekranin sol tarafindaki Experiment Menu icerisinde, Setup altinda Plate Setup 0gesine
tiklayin. Ust kisimda Define Targets and Samples sekmesinin segili oldugundan emin olun.
Hedeflerin ve 6rneklerin tanimlanmasina yonelik araglar ekranin orta kisminda gosterilir.
Define Targets tablosunda, Sekil 7'de sunuldugu gibi N1, N2 ve RP igin hedefler olusturun.
Tabloya gerektigi sekilde bir satir eklemek icin Add New Target 6gesine tiklayin.

Quencher segiminde, tUm hedefler igcin NFQ-MGB 6desini secin. Color segimi igin, varsayilani
kullanin ya da istediginiz rengi segin.

Define Targets

| Add Mew Target | Add Saved Target | Save Target | Delete Target ‘ |

Target Mame Reporter Quencher Color

N1 | [FAm  INFQ-MGB ~ ~
N2 | lvic v INFO-MGB v v
RP |lcvs v [NFO-MGB v v

Sekil 7 7500 Yazilimi Plaka Ayari ekranindaki hedef tanimlari

8

Define Samples tablosunda, Sekil 8'de sunuldugu gibi 6rnek adlari olusturun.
Tabloya gerektigi sekilde bir satir eklemek icin Add New Sample 6gesine tiklayin.

Ug 6rnek, insan Numune Kontrolli (HSC), Sablonsuz Kontrol (NTC) ve SARS-CoV-2 Sentetik
Pozitif RNA Kontrolld pozitif kontroldir (Pos). Test orneklerine bir rnek adi atanmadigina
dikkat edin.
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Color segimi igin, varsayilani kullanin ya da istediginiz rengi segin.

Define Samples

| Add Mew Sample | Add Saved Sample | Save Sample | Delete Sample | |

Sample Mame

Cuolor

HsC

INTC

|F'os

Sekil 8 7500 Yazilimi Plaka Ayari ekranindaki 6rnek tanimlari

Adim 3. Hedefler ve gorevler atama

9 Ekranin Ust kisminda, Assign Targets and Samples sekmesine tiklayin. View Plate Layout
sekmesinin secili oldugundan emin olun.

Ekranda, 96 kuyucuklu plakanin bir plaka haritasi gosterilir.
10 Plaka haritasinda, 96 kuyucugun hepsini segin.

Segili kuyucuklar mavi renkli olarak vurgulanip, ortalarinda beyaz renkli bir oval sekil olur.

Plakanin tim kuyucuklarinda bir gRT-PCR reaksiyonu olacaksa 96 kuyucugun tamaminin segilmesi
uygundur. Plaka kuyucuklarindan herhangi biri bos olacaksa, bu adimda o kuyucuklari segcmeyin.

11 Assign target(s) to the selected wells altindaki tabloda, tim kuyucuklarda g hedefin de
izlenecegini ve rapor edilecegini gostermek Uzere Assign stitunundaki ¢ onay kutusunu da
isaretleyin. Task stitununda, Ug hedef igin de “U” 6gesinin segili oldugundan emin olun.

Bkz. Sekil 9.

Plaka haritasinda, 96 kuyucugun hepsinde her hedef icin bir simge gosterilir.

Assign target(s) to the selected wells.

Assign Target Task Cuantity

N1 | E L
N2 s i
RP w s s

Sekil 9 7500 Yazilim GorinUimu Plaka Diizeni sekmesindeki hedef atamalari

12 Sablonsuz Kontrol kuyucugu igin atanmig gorevi degistirin.
a Plaka haritasinda kuyucuk A12'yi segin.

b Assign target(s) to the selected wells kisminin altindaki tabloda, i hedef igin de Task
sUtunundaki secimi “N” olarak degistirin. Assign stitunundaki onay kutularinin isaretli
kaldigindan emin olun.

Simdi plaka haritasi $ekil 10'da sunuldugdu gibi gorinar.

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 29



I 1 3 4 i} i} 7 8 ] 10 11 12
I [N T [N [N [N T [N [N [N [N R
& ([ n2 2 [ n2 [ n2 [ »z [ 2 2 [ n2 [ n2 [ »z [ 2 w2
mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP mRP mHP mRP mRP WRP
[N [N DT [N [Mna [N [N I [T [N [Mna [N [N
B ([ vz [ n2 [ n2 [ n2 [ »z [ vz [ n2 [ n2 [ n2 [ »z [ vz I n2
mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP
[ w1 w1 [ na [ na [ n1 [ w1 w1 [ na [ na [ n1 [ w1 [
C [ vz [ nz [ nz [ n2 [ nz [ nz [z [ n2 [ n2 [ nz [ nz [ nz
mnP mnP mnP mnp mnP mnP mnP mnP mnp mnP mnP mnP
[ N1 w1 [0 wa [T na [ w1 [ w1 w1 [ na [T na [ w1 [ w1 [
D ([ n2 [ n2 [ w2 [ n2 [ w2 [ vz [ n2 [0 n2 [ n2 [ w2 [ vz [ n2
mnp mI?P mnp mnp mI?P mnp mI?P mnp mnp mI?P mnp mRP
[N [n [Mna [T w1 w1 [N [n [N [T w1 w1 LT [
E |[@nz [ nz @~z [ w2 [ w2 [ vz [ nz M~z [ w2 [ w2 [ vz [ nz
mnp mPP mnp mnp mnp mnp mPP mnp mnp mnp mnp mnp
I [N [T N1 [N [N [N [N [T N1 [N [Mne [N Iy 1T
F I w2 [ vz [ vz [ nz | n=z | nz2 [ vz [ vz [ nz | n=z | nz2 [ vz
mnp mRP mnP mnP mnP mnp mRP mnP mnP mnP mnp mRP
I [N T [N [N [N T [N [N [N [N T
G ([ n2 2 [ n2 [ n2 [ »z [ 2 2 [ n2 [ n2 [ »z [ 2 [ n2
mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP
[N [N DT [N [Mna [N [N I [T [N [Mna [N [N
H ([ n2 [ n2 [ n2 [ n2 [ »z [ vz [ n2 [ n2 [ n2 [ »z [ vz I n2
mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP
Sekil 10 7500 Sistemi Plaka Ayari ekranindaki plaka haritasi

Adim 4. Kontrol ornekleri atama

13 Kuyucuk A12'ye Sablonsuz Kontroll atayin.
a Plaka haritasinda kuyucuk A12'yi segin.
b Assign sample(s) to the selected wells altindaki tabloda NTC 6desini isaretleyin.

Ornek adi NTC secili kuyucukta gosterilir.
14 Kuyucuk B12'ye insan Numune Kontroll 6rnegini atayin.
a Plaka haritasinda kuyucuk B12'yi segin.

Plakaya dahil edilmesi gereken birden fazla insan Numune Kontroli drnediniz varsa,
plaka haritasinda stitun 12'de gerekli ek kuyucuk sayisini segin.

b Assign sample(s) to the selected wells altindaki tabloda HSC 6gesini isaretleyin.

Ornek adi HSC segili kuyucuklarda gosterilir.
15 SARS-CoV-2 Sentetik Pozitif RNA Kontrold drnedini kuyucuk H12'ye atayin.
a Plaka haritasinda kuyucuk H12'yi secin.
b Assign sample(s) to the selected wells altindaki tabloda Pos 6gesini isaretleyin.

Ornek adi Pos segili kuyucukta gosterilir.

Adim 5. Referans boyayi atama

16 Select the dye to use as the passive reference 6Jesinin altindaki tabloda ROX 6gesini secin.
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Adim 6. Calisma yontemini ayarlama

17 Ekranin sol tarafindaki Experiment Menu igerisinde, Setup altinda Run Method 6gesine

tiklayin. Ust kisimdaki Tabular View sekmesine tiklayin.

Reaksiyon hacminin ve termal profilin tanimlanmasina yonelik araglar ekranin orta kisminda

gosterilir.

18 Reaction Volume Per Well alaninin 20 pl olarak ayarlandigindan emin olun. Ayarlanmamissa,

alana 20 yazin.

19 Termal profili Sekil 11'de sunulanla eslesecek sekilde ayarlayin. Ayarlar Tablo 10'da da

oOzetlenmektedir.

50°C ters transkripsiyon adimi igin termal profilin basglangicina yeni bir bekletme evresi

eklemeniz gerekiyorsa asagidaki adimlari uygulayin.
a Termal profil gortintistinde en soldaki evreyi segin.
b Add Stage > Holding o6gelerine tiklayin.

Termal profilin basglangicina yeni bir bekletme evresi eklenir. Sicakligi ve sureyi Sekil 11'de

sunulanlarla eslesecek sekilde ayarlayin.

Holding Stage Holding Stage Cycling Stage
Number of Cycles: 40
] Enable AutoDelta
Starting Cycle: 2
Ramp Rate (%)f |100.0 = 100.0 = 100.0 100.0
Temperature ( C)f| |50.0 = 85.0 = 95.0 = 60.0 2
Time| L10:00 = 03:00 (= 00:05 (= 00:30 (2
AutoDelta Temp:
AutoDelta Time:
Collect Data on Ramp;
Collect Data on Hold:
Step 1 Step 1 Step 1 Step 2

Sekil 11 7500 Yazilimi Galisma Yontemi ekraninda termal profil
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Tablo 10 7500 Fast Gergek Zamanl PCR Cihazi igin termal profil ayarlari

Segment Numarasi Dongii Sayisi Siire Sicaklk
1 1 10 dakika 50°C
2 1 3 dakika 95°C
3 40 5 saniye 95°C
30 saniye 60°C

Adim 7. Deneyi kaydetme

20 Ekranin Ust kisminda, Save segenekleri menisini genisletmek izere Save digmesinin
yanindaki asagi oka tiklayin.

21 MenUde Save As 0gesini secin.

Save As iletigim kutusu agllir.
22 Yeni deney dosyasi igin bir klasor segin.
23 File name alanina deney igin bir ad yazin.
24 Dosya tlrlnin Experiment Document Single files (*.eds) olarak ayarlandigindan emin olun.
25 Save 0gesine tiklayin.

Illetisim kutusu kapanir ve program deney dosyasini belirlenmis klasore kaydeder.

Adim 8. Deneyi gelecekte kullanmak iizere bir sablon olarak kaydetme

26 Save segenekleri menlsUni genisletmek Uzere Save digmesinin yanindaki asagi oka tiklayin.
27 Menlde Save As Template 6gesini secin.
Save As Template iletisim kutusu agilir,
28 Yeni sablon icin bir klasor segin.
29 File name alanina Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR yazin.

30 Dosya tlrtnin Experiment Document Template files (*.edt) olarak ayarlandigindan emin
olun.

31 Save ogesine tiklayin.
Iletisim kutusu kapanir ve program yeni sablon dosyasini belirlenmis klasore kaydeder.

Gelecekteki analizler igin, gRT-PCR deneyini “ABI 7500 Fast deneyini kayith sablondan
olusturma” kisminda agiklandidi gibi olusturmak ve ayarlamak amaciyla kayitli sablonu
kullanin.

Bu noktada dodrudan “qRT-PCR Reaksiyonlarini Hazirlama”, sayfa 41 kismina gidin.
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ABI 7500 Fast deneyini kayith sablondan olusturma

Gerekli plaka ayari ve termal profilin oldugu bir deney sablonu olusturulmamissa, bkz. “ABI 7500
Fast deneyini olusturma ve ayarlama (heniiz bir sablon olusturulmadiysa gereklidir)”, sayfa 27.

Adim 1. Deneyi olusturma

1 ABI 7500 Fast cihazini agin.
2 Cihaza bagli bilgisayardan, 7500 Sistemi Yazilim uygulamasini agin.
3 Home ekraninda Set Up altinda, Template 6Jesine tiklayin.

Open iletisim kutusu agcilir.

4 jletisim kutusunda, sablonun kaydedildigi klasore gidin.

5 Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR.edt dosyasina dogrudan gift tiklayin.
Cihaz baslatilr.

7500 Sistem Yazilimi agilarak, Experiment ekraninda Plate Setup gosterilir.

Adim 2. Deneyi kaydetme

6 Ekranin Ust kisminda, Save segenekleri menusUnu genisletmek Uzere Save dugmesinin
yanindaki asagi oka tiklayin.

7 Menude Save As 0gesini secin.
Save As iletisim kutusu acilir.
8 Yenideney dosyasi igin bir klasor segin.
9 File name alanina deney igin bir ad yazin.
10 Dosya tlriintin Experiment Document Single files (*.eds) olarak ayarlandigindan emin olun.
11 Save 6gesine tiklayin.
lletisim kutusu kapanir ve program deney dosyasini belirlenmis klasore kaydeder.

Bu noktada dodrudan “qRT-PCR Reaksiyonlarini Hazirlama”, sayfa 41 kismina gidin.

Bio-Rad CFX96 Touch Gercek Zamanli PCR deneyini olugturma ve
ayarlama (kayitl protokol ve plaka dosyalari heniiz olusturulmamisgsa
gereklidir)

ilgili protokol ve plaka dosyalari zaten varsa “Kayith protokol ve plaka dosyalarindan Bio-Rad
CFX96 Touch Gergek Zamanli PCR deneyini olugturma”, sayfa 39 kismina gidin.

Adim 1. Deneyi olusturma

1 CFX96 Touch Gergek Zamanli PCR cihazini agin.
2 Cihaza bagli bilgisayardan, Bio-Rad CFX Maestro yazilim uygulamasini agin.

3 Startup Wizard icerisinde Select instrument acilir listesini CFX96 olarak ayarlayin, ardindan
User-defined dgesine tikayin.

Run Setup ekrani agilarak Protocol sekmesi gosterilir. Varsayilan termal profil, ekranin orta
kisminda gosterilir.
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Adim 2. Termal profili ayarlama
4 Express Load agllir listesinde 2-Step_Amp.prcl 6gesini segin.

Termal profil, floresan problariyla kullaniimasi uygun olan 2 adiml bir amplifikasyon
protokollinin varsayilan ayarlarina gtincellenir.

Express Load
2-5tep_Amp prcl e

Sekil 12  CFX Maestro Protokol sekmesinde Express Load ayari 2-Step_Amp.prcl olarak
yapiimis

5 Edit Selected 6Jesine tiklayin.

Protocol Editor penceresi agilir.

6 Protocol Editor penceresinde, ters transkripsiyon igin termal profilin baslangicina bir adim
ekleyin.

a Termal profil gortintdstnde adim 1'i segin.
b Insert Step acilir listesinde Before 6desini segin.
¢ Insert Step 6desine tiklayin.

Secili adimdan once yeni bir adim 1 eklenir.
d VYeni adimin ayarlarini 10 dakika boyunca 50°C olarak dizenleyin.

7 Termal profilin diger adimlarini Sekil 13'te sunulanlarla eslesecek sekilde ayarlayin.
Ayarlar Tablo 11'de de 6zetlenmektedir. GOTO adiminin (adim 5) 39 kez tekrarlanacak
sekilde ayarlandigindan emin olun.

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit

34



Protocol Editor - 2-5tep_Amp.prel
File  Settings Tools ?
HI ‘ﬂéi‘ Insert Step | Before | Sample Volume ul | Est. Run Time 00:59:00
1 2 3 4 5
950 C 550 C
300 0:05
800 C G |z
S00_C 0:10 o I
10:00 [ [ D
0
]
N ® =
1 500  C for 10:00
Insert Step 2 950 C fﬂi 300
— 3 950 C for0:5
["e] Insert Gradient 4 600 C for0:10
+ Plate Read
= 5 GOTO3 .39  moretimes
END
=N
(2]
@ Delete Step
oK Cancel
Sekil 13  CFX Maestro Protokol Dizenleyici penceresinde termal profil
Tablo 11 Bio-Rad CFX96 Touch Gergek Zamanl PCR Cihazi igin termal dongii programi
Segment Numarasi  Dongii Sayisi Siire Sicakhk
1 1 10 dakika 50°C
2 1 3 dakika 95°C
3 40 5 saniye 95°C
10 saniye 60°C
Adim 3. Protokol dosyasini kaydetme
8 Save 0gesine tiklayin.
Save As iletisim kutusu agilarak deney igin protokol dosyasini kaydetmeniz istenir.
Protokol dosyasinda, Run Setup ekraninin Protocol sekmesinden ayarlar yer alir.
9 Protokol dosyasi icin bir klasor segin.
10 File name alanina Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Protocol yazin.
11 Dosya tUrlinlin Protocol File (*.prcl) olarak ayarlandigindan emin olun.
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12 Save 0gesine tiklayin.

lletisim kutusu kapanir ve program protokol dosyasini belirlenmis klasore kaydeder.
13 Protocol Editor penceresini kapatmak icin OK 6gesine tiklayin.

Gelecekteki analizler igin, “Kayitl protokol ve plaka dosyalarindan Bio-Rad CFX96 Touch
Gergek Zamanli PCR deneyini olusturma” kisminda acgiklandigr gibi Protocol sekmesini
ayarlamak Uzere kayith protokol dosyasini kullanin.

Adim 4. Floroforlari segme ve hedef adlari atama

14 Run Setup ekraninin alt kismindan Next 6gesine tiklayin.

Run Setup ekrani Plate sekmesine ilerler. Ekranin orta kisminda plaka haritasinin bir gorintisu

sunulur.

15 Scan Mode agllir listesinin All Channels seklinde ayarlandigindan emin olun.

16 Edit Selected oJesine tiklayin.

Plate Editor penceresi aclilir.

17 Plate Editor penceresinde Select Fluorophores 6gdesine tiklayin.

Select Fluorophores iletisim kutusu acllir.

18 iletisim kutusunda, FAM, HEX ve Cy5 floroforlarinin onay kutularini isaretleyin. Diger tim
floroforlarin onay kutularini temizleyin. Bkz. Sekil 14.

Fluorophare

JFam

Sekil 14

SYER.

HEX

TET

Cal Orange 560
Cal Gold 540
VIC

ROX

Texas Red
Cal Red 610
Tex 615
Cy5

Quasar 670
Quasar 705
Cy5-5
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19 OK ogesine tiklayin.
Select Fluorophores iletisim kutusu kapanir. Segili g florofor, Plate Editor penceresinin sag
tarafinda Target Names kisminin altinda gdsterilir.

20 Plaka haritasinda tim kuyucuklari segin.
Secili kuyucuklar mavi renkli olarak vurgulanir.
Plakanin tim kuyucuklarinda bir gRT-PCR reaksiyonu olacaksa 96 kuyucugun tamaminin secgilmesi
uygundur. Plaka kuyucuklarindan herhangi biri bos olacaksa, bu adimda o kuyucuklari segmeyin.

21 Target Names altinda, (g floroforun da isaretlendiginden ve tim kuyucuklarda tg floroforun
adinin da gosterildiginden emin olun.

22 Florofor adlarinin yanindaki alanlarda, Sekil 15'te sunuldugu gibi floroforlarin hedef adlarini
yazin. Her bir adi yazdiktan sonra, adi plaka kuyucuklarina uygulamak Uzere Enter tusuna
basin.

Target Mames

Load [ FAM N1 v| g
load [ HEX N2 k=
load [ Cy5  |RP ME:

Sekil 15  CFX Maestro Plaka Diizenleyici penceresinde hedef adi atamalari

Adim 5. Ornek tiirleri ve 6rnek adlari atama

23 Sablonsuz Kontrol 6rnek tirtnd atayin.
a Plaka haritasinda kuyucuk A12'yi segin.
b Sample Type acllir listesinde NTC 6gesini segin.

NTC etiketi, kuyucuk A12'nin tst kisminda gosterilir.

24 Kalan kuyucuklarin, Sekil 16'da sunuldugu gibi kuyucugun tst kismindaki Unk etiketiyle
belirtildigi Uzere Bilinmeyen ornek tirine atandigindan emin olun.
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1 2 =) 4 5 6 7 a 9 10 1 12

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk NTC

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

A N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

B N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

C N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

o N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

E N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

F N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

G N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

M1 N1 Ni M1 N1 N1 M1 N1 M1 Ni N1 N1

H N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Sekil 16  CFX Maestro Plaka Dizenleyici penceresinde 6rnek tiiri atamalari

25 Kuyucuk B12'ye insan Numune Kontrol 6rnegi igin 6rnek adi atayin.
a Plaka haritasinda kuyucuk B12'yi segin.

Plakaya dahil edilmesi gereken birden fazla insan Numune Kontroli érneginiz varsa, plaka
haritasinda sttun 12'de gerekli ek kuyucuk sayisini secin.

b Sample Names altindaki alana $ekil 17'de sunuldugu gibi HSC yazin. Enter tusuna basin.

Ornek adi HSC secili kuyucuklarda gdsterilir.

Sample Mames

Load [ |HSC v| 4=

Sekil 17 CFX Maestro Plaka Duizenleyici penceresinde HSC ornek adi ekleme
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26 Kuyucuk H12'de SARS-CoV-2 Sentetik Pozitif RNA Kontroll 6rnegi igin drnek adi atayin.
a Plaka haritasinda kuyucuk H12'yi secin.
b Sample Names altindaki alana Pos yazin. Enter tusuna basin.

Ornek adi Pos kuyucuk H12'de gosterilir.

Adim 6. Plaka dosyasini kaydetme
27 Save 0gesine tiklayin.

Save As iletisim kutusu agilarak deney igin plaka dosyasini kaydetmeniz istenir.
Plaka dosyasinda, Run Setup ekraninin Plate sekmesinden ayarlar yer alir.

28 Plaka dosyasi igin bir klasor segin.

29 File name alanina Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Plate adini yazin.
30 Dosya tlrlnln Plate File (*.pltd) olarak ayarlandigindan emin olun.
31 Save 6gesine tiklayin.

lletisim kutusu kapanir ve program plaka dosyasini belirlenmis klasore kaydeder.
32 Plate Editor penceresini kapatmak igin OK 6gesine tiklayin.
33 Run Setup ekraninin alt kismindan Next 6gesine tiklayin.

Run Setup ekrani Start Run sekmesine ilerler.

Gelecekteki analizler igin, “Kayith protokol ve plaka dosyalarindan Bio-Rad CFX96 Touch
Gergek Zamanl PCR deneyini olusturma” kisminda agiklandidi gibi Plate sekmesini
ayarlamak Uzere kayith plaka dosyasini kullanin.

Bu noktada dodrudan “qRT-PCR Reaksiyonlarini Hazirlama”, sayfa 41 kismina gidin.

Kayith protokol ve plaka dosyalarindan Bio-Rad CFX96 Touch Gergek
Zamanl PCR deneyini olusturma

Gerekli plaka ayari ve termal profilin oldugu bir deney olusturulmamissa, bkz. “Bio-Rad CFX96
Touch Gergek Zamanli PCR deneyini olusturma ve ayarlama (kayith protokol ve plaka dosyalari
heniiz olusturulmamigsa gereklidir)”, sayfa 33.

Adim 1. Deneyi olusturma

1 CFX96 Touch Gergek Zamanli PCR cihazini agin.
2 Cihaza bagli bilgisayardan, Bio-Rad CFX Maestro yazilim uygulamasini agin.

3 Startup Wizard icerisinde Select instrument acilir listesini CFX96 olarak ayarlayin, ardindan
User-defined dgesine tikayin.

Run Setup ekrani acllarak Protocol sekmesi gosterilir. Varsayilan termal profil, ekranin orta
kisminda gosterilir.

Adim 2. Protokol dosyasini yiikleme

4 Select Existing 0gesine tiklayin.

Select Protocol iletisim kutusu agilir.
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5 lletisim kutusunda, Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Protocol.prcl dosyasinin kaydedildigi
klasore gidin.

6 Dogrudan protokol dosyasina gift tiklayin.

Protokol dosyasindaki ayarlar deneye yuklenir.

Adim 3. Plaka dosyasini yiikleme
7 Run Setup ekraninin alt kismindan Next 6desine tiklayin.

Run Setup ekrani Plate sekmesine ilerler. Ekranin orta kisminda plaka haritasinin bir gorintisu
sunulur.

8 Select Existing 6Jesine tiklayin.

Select Plate iletisim kutusu acilir.

9 iletisim kutusunda, Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Plate.pltd dosyasinin kaydedildigi klasore
gidin.
10 Dogrudan plaka dosyasina gift tiklayin.

Plaka dosyasindaki ayarlar deneye yiklenir.
11 Run Setup ekraninin alt kismindan Next 6gesine tiklayin.

Run Setup ekrani Start Run sekmesine ilerler.

Bu noktada dogrudan “qRT-PCR Reaksiyonlarini Hazirlama”, sayfa 41 kismina gidin.
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gRT-PCR Reaksiyonlarini Hazirlama

gRT-PCR plakasini kullanmadan hemen 6nce hazirlayin ve gercek zamanli PCR cihazina
ylUklenene kadar daima buz tzerinde veya soguk rak iginde tutun.

Adim 1. PCR oncesi is istasyonunda qRT-PCR reaktif karisimini ve plakayi hazirlama

1 Donmus qRT-PCR reaktifleri varsa buz Gizerinde ¢ozdurtin. Gerekli reaktif listesi igin bkz.
Tablo 12. 10x SAR-CoV-2 Primer/Probe Mix Dx ve Reference Dye Dx'i isiktan korunmus
halde muhafaza edin.

2 Nikleaz igermeyen suyla temin edilen Reference Dye Dx'in 1:500 oraninda seyreltisini
hazirlayin (reaksiyonlarda 30 nM son konsantrasyon igin). Referans boyayi igeren tim
gOzeltileri isiktan korunmus halde tutun.

Seyreltilmis Reference Dye Dx, 4°C'de 1siktan korunmus tipte saklandiginda, giin icerisinde
ilave analizler ayarlanmasi icin kullanilabilir.

3 Tablo 12'deki bilesenleri listelenen sirada birlestirerek reaktif karisimini hazirlayin. Asagida
listelenen bilesenlerden birden fazlasini kullanarak tim ornekler icin tek bir reaktif karigimi

hazirlayin (3 kontrol ve 93 adede kadar test ornegi). Reaktif karisimini buz tzerinde ve igiktan

korunmus halde tutun. Kullanmadan hemen once reaktif karisimini hazirlayin.
96 reaksiyon hazirliyorsaniz, reaktif karigimini 2 ml tip icinde hazirlayin.
48 reaksiyon hazirliyorsaniz, reaktif karisimini 1,5 ml tdp igcinde hazirlayin.

Kolaylik saglamasi agisindan Tablo 12'de, 1 reaksiyon, 48 reaksiyon ve 96 reaksiyonun
hazirlanmasi igin hacimler yer alir.

Tablo 12 gqRT-PCR Reaktif Karigimi

Bilesen 1 reaksiyon igin hacim 48 reaksiyon i¢in hacim 96 reaksiyon igin hacim
(fazlalk dahil) (fazlalk dahil)

Nukleaz igermeyen su 1,5u 81 ul 162 pl

2x Brilliant Il Ultra-Fast gRT-PCR Master Mix 10 Wl 540 ul 1080 pl

Dx

10x SAR-CoV-2 Primer/Probe Mix Dx 2 ul 108 ul 216 ul

100 MM DTT Dx 0.2 l 10,8 pl 21,6

Seyreltilmis Reference Dye Dx (adim 2'den) 0,3 ul 16,2 pl 32,4 ul

RT/RNase Block Dx Tl 54 ul 108 pl

4 Reaktif karisimini kabarcik olusturmadan vorteks karistiricida nazikce karistirin, ardindan tlpu

5 saniye boyunca mikrosantrifujde dondurun.

5 15 pl reaktif karisimini asagidaki prosedtirt kullanarak 96 kuyucuklu plakanin kuyucuklarina
dagitin.

a 96 kuyucuklu soguk rak igine temiz, 8x tlp stripi koyun.
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b 190 pl reaktif karisimini (96 reaksiyon calistiriliyorsa) veya 100 pl reaktif karisimini
(48 reaksiyon calistiriliyorsa) stripteki 8 tliptin her birine dagitin. Gerekirse, tiiplerin alt
kisminda mevcut olabilecek buytk kabarciklari ¢ikarin.

¢ Cok kanalli pipetorle, 8 kuyucuklu strip tdpinden 15 ul reaktif karisimini, 96 kuyucuklu
plakanin sutunlarina aktarin. Proses boyunca plakayi buz Uzerinde ya da 96 kuyucuklu
soguk rak iginde ve i1siktan korunmus halde tutun.

Yalnizca 48 reaksiyon ¢alistiriyorsaniz, sttun 1 ila 6'yi bos birakin.

6 Plakanin Uzeri kapaliyken, plakayi ornek ekleme igin belirlenmis PCR oncesi is istasyonu
alanina alin. Plakayi buz Uzerinde veya soguk rak iginde tutun.

Adim 2. Kontrol ve test 6rneklerini PCR 6ncesi is istasyonunda (6rnek ekleme alani)
gRT-PCR plakasina ekleme

7 SARS-CoV-2 Sentetik Pozitif RNA Kontrolunt, 10 kopya/ul ¢galisma stoguna seyreltin.

a Nukleaz icermeyen 99 ul suyu, temiz 1,5 ml tlp icine ekleyin. Bu tlpe, seyreltiimemis
SARS-CoV-2 Sentetik Pozitif RNA Kontroltintin 1 pl'lik kismini ekleyin. Vorteks karistiricida
iyice karistirin, ardindan mikrosantrifj iginde kisa streli dondurtn.

b Nukleaz icermeyen 99 ul suyu, baska bir temiz 1,5 ml tup icine ekleyin. Bu tupe, adim a'da
hazirlanan, seyreltiimis SARS-CoV-2 Sentetik Pozitif RNA Kontroltndn 1 ul'lik kismini
ekleyin. Vorteks karistiricida iyice karistirin, ardindan mikrosantrifdjj iginde kisa streli
dondurun.

Bu tlip, SARS-CoV-2 Sentetik Pozitif RNA Kontrollinin galisma stogunu, 10 kopya/pl
konsantrasyonda igerir.

Calisma stogu 4°C'de saklandiginda, gun igerisinde ilave analizler ayarlanmasi icin
kullanilabilir. SARS-CoV-2 Sentetik Pozitif RNA Kontrolinin baslangigtaki stogunu -80°C'ye
geri getirin.
8 Kontrol reaksiyonlarini Sekil 18'de sunuldugu gibi ayarlayin.
Sablonsuz Kontrol (NTC) igin, niikleaz igermeyen 5 ul suyu kuyucuk A12'ye ekleyin.
insan Numune Kontrolli (HSC) igin, insan Numune Kontroliinden hazirlanan RNA'yi kisa
sureli vorteksleyin. Ardindan kuyucuk B12'ye 5 ul RNA ekleyin.
Plakaya dahil edilmesi gereken birden fazla HSC 6rneginiz varsa, plakayr gRT-PCR cihazi
yaziliminda ayarlarken sutun 12'de belirlenmis bigimde ilave kuyucuklar kullanin.

SARS-CoV-2 Sentetik Pozitif RNA Kontroli igin (Pos), seyreltiimis SARS-CoV-2 Sentetik
Pozitif RNA Kontrolinin 5 ul'lik kismini kuyucuk H12'ye ekleyin.

9 Test drnekleri igin reaksiyonlar (S1 ila S93) Sekil 18'de sunuldugdu gibi ayarlayin.
Kontaminasyon olusmasini onlemek igin sik sik eldiven degistirin.

Test drneklerinden hazirlanan RNA orneklerini kisa sureli vorteksleyin. Ardindan 5 saniye
boyunca mikrosantrifujde dondarun.

Her ornek icin gRT-PCR plakasinin bir kuyucuguna 5 ul ekleyin. Her kuyucuga hangi ornegin
eklendigini dikkatlice izleyin. Her ekleme sonrasinda uglar degistirin.

gRT-PCR plakasi yapiskan sizdirmazlikla kapatilacaksa kabarcik olusturmadan karisimlari
yukari ve asadi kisa sureli olarak pipetleyip, kapatmadan once reaksiyonlari karistirin.
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Yalnizca 48 reaksiyon galistiriyorsaniz, S1 ila S48 igin etiketlenmis plaka

kuyucuklarini bos birakin.

10 Plakayi yapiskan sizdirmazlikla veya tlp kapagi stripleriyle kapatin.

11 Plaka tlp kapag stripleriyle kapatildiysa vorteks karistiricida kisa streli karistirin. (Yapiskan
sizdirmazlikla kapatilmis plakalar igin vorteks karistirici kullanmayin.)

12 Plakayi, plaka santrifiju icinde kisa sureli dondurdn.

13 Agilent AriaMx/AriaDx Gergek Zamanl PCR Sistemini kullaniyorsaniz ve plakayi yapiskan
sizdirmazlikla kapattiysaniz, plaka tzerine bir sikistirma pedi ekleyin.

14 Gergek zamanl PCR sisteminizde dogrudan gRT-PCR gerceklestirmeye gegin.

Bkz. “Agilent AriaMx/AriaDx Gergek Zamanli PCR Sisteminde qRT-PCR Gergeklestirme”,

sayfa 45

Bkz. “ABI 7500 Fast Gergek Zamanl PCR Cihazinda qRT-PCR Gergeklestirme”, sayfa 53
Bkz. “Bio-Rad CFX96 Touch Gergek Zamanli PCR Tespit Sisteminde qRT-PCR

Gergeklestirme”, sayfa 60

112 (3|4 (56789 1011|112
A S1 S9 S17 | S25 | S33 | S41 | S49 | S57 | S65 | S73 | S81 | NTC
B S2 | S10 | S18 | S26 | S34 | S42 | S50 | S58 | S66 | S74 | S82 | HSC
C S3 S11 | S19 | S27 | S35 | S43 | S51 | S59 | S67 | S75 | S83 | S89
D S4 | S12 | S20 | S28 | S36 | S44 | S52 | S60 | S68 | S76 | S84 | S90
E S5 | S13 | S21 | S29 | S37 | S45 | S53 | S61 | S69 | S77 | S85 | S91
F S6 | S14 | S22 | S30 | S38 | S46 | Sb4 | S62 | S70 | S78 | S86 | S92
G S7 | S15 | S23 | S31 | S39 | S47 | S55 | S63 | S71 | S79 | S87 | S93
H S8 S16 | S24 | S32 | S40 | S48 | S56 | S64 | S72 | S80 | S88 | Pos

Sekil 18  Test 6rnedi 1-93 ve kontrol drnekleri (Sablonsuz Kontrol [NTC], insan Numune
Kontrolii [HSC] ve Synthetic Positive RNA Control Dx [Pos]) igin plaka ayari
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Agilent SARS-CoV-2 gqRT-PCR Dx Kit K1180A
Kullanma Talimatlari

5 qRT-PCR Gergeklestirme Talimatlari

Agilent AriaMx/AriaDx Gergek Zamanli PCR Sisteminde gRT-PCR Gergeklestirme 45
ABI 7500 Fast Gergek Zamanli PCR Cihazinda gRT-PCR Gergeklestirme 53
Bio-Rad CFX96 Touch Gergek Zamanli PCR Tespit Sisteminde gRT-PCR Gergeklestirme 60

Bu bolimde, segili Gergek Zamanli PCR cihazinda gRT-PCR dongl programi gergeklestirmeyle
ilgili talimatlar yer almaktadir.

Agilent
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Agilent AriaMx/AriaDx Gergek Zamanl PCR Sisteminde qRT-PCR
Gerceklestirme

Bu bolimde, Agilent AriaMx ya da AriaDx Gergek Zamanli PCR Sisteminde gRT-PCR
gercgeklestirmeyle ilgili prosedur agiklanmaktadir.

AriaMx/AriaDx sisteminde qRT-PCR programini ¢alistirma

A WON =

AriaMx/AriaDx cihazinin agik oldugundan emin olun.

Cihaza bagli bilgisayardan, Aria uygulamasinda daha dnce olusturdugunuz deneyi agin.
Thermal Profile ekranina, Run Status ekranina veya Raw Data Plots ekranina gidin.

Run 6gesine tiklayin.

Instrument Explorer iletisim kutusu agilir.

Calistirma icin kullanacadiniz cihazi bulun ve Send Config 6desine tiklayin. (Cihaz arama ve
eklemeyle ilgili talimatlar igin AriaMx ya da AriaDx Kurulum ve Kullanim Kilavuzuna bakin.)

Aria programini son baslattiginizdan bu yana ilk defa bir cihaza baglaniyorsaniz, Login
iletisim kutusu agilir. Agilir listeden Username secin, Password alanina oturum agma

parolanizi yazin ve Login 6desine tiklayin. Farkli bir kullanici hesabiyla oturum agmak igin,

cihaz adina sag tiklayin ve Log off current user 6Jesine tiklayin. Ardindan, istediginiz
kullanici hesabini kullanarak oturum agabilirsiniz.

Deney henlz kaydedilmediyse, devam etmeden 6nce deneyi kaydetmeniz istenir.
Reaksiyon plakanizi cihaza goturin ve termal blok igine yukleyin.

Cihazin dokunmatik ekraninda, Thermal Profile ekraninda hazirlanmis deneyi agin ve Run
Experiment 6Jesine basin.

Cihaz, deneyi calistirmaya baslar.

Bilgisayar programina donin. Program sizi Run Status ekranina gotirlr; buradan,
galistirmanin ilerleme durumunu izleyebilirsiniz.

Calistirmanin izlenmesi zorunlu degildir. Calistirma tamamlanmadan 6nce Aria yazilimini
kapatirsaniz, galistirma sonrasi deney dosyasinin kaydedilecedi yeri not edin.
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AriaMx/AriaDx deneyi igin veri analizi ayarlari atama

Adim 1. Tiim kuyucuklardaki tiim hedefler icin amplifikasyon gizimlerini goriintiileme

1 Calistirma tamamlandidinda, Aria yaziliminda deney dosyasini agin.
2 Ekranin sol tarafinda Analysis Criteria 6Jesine tiklayin.

Analiz igin ayarlarin belirtiimesine dair ayarlarin yer aldigi Analysis Criteria ekrani agilir.
3 $Sekil 19'da sunuldugu gibi ttim kuyucuklarin, kuyucuk tdrlerinin ve hedeflerin analiz igin
secildiginden emin olun.

Plakada bos kuyucuklar varsa bu kuyucuklarin Plate Setup sekmesinde Blank
kuyucuk tirtine atandigindan emin olun.

A ngilent Arialvtc - O X

RAriaMx A © @

File Instrument | 110220 - IFU... % | &

Experiment Area @) &

1 2 3 4 5 ] 7 B 9 10 11 12
P se Nmcmia e
(9] @) O (9] © © (2] (9] (9] @) O (9]
Plate Setup
Thermal Prﬂﬁle B ETETT
® \@ ® ‘@ ® \@ ® ® ® ® ® ®
© (%) (9] (9] © (9] (9]
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[ Ll
0 © (9] o (0] (9] (9]
© o (@] (9] ‘
:
© 0
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Run Status

Raws Data Plots

@ Analysis

Analysis Criteria

i
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s & ¢ & | ¢
® ” ® ® " ® || ® H ®
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Q

Export Data

Fll
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T

Sekil 19  Aria Analiz Kriterleri ekrani

A

{é}

é; Experiment Notes

4 Ekranin sol tarafindaki Graphical Displays 6Jesine tiklayin.

Analiz parametrelerinin ayarlanmasina yonelik araclarla verilerin gosterildigi Graphical
Displays ekrani agilir.

5 Ekranda Amplification Plots grafiginin gosterildiginden ve varsayilan analiz parametrelerinin
Sekil 20'de sunulanlarla eslestiginden emin olun.

Sekil 20'de sunulan analiz parametrelerinin bitin panelini gormuyorsaniz, paneli genisletmek
Uzere Smoothing ayarinin hemen altindaki asa@i oka tiklayin.
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Deneyinizdeki varsayilan Threshold Fluorescence degerlerinin Sekil 20°'de sunulanlardan
muhtemelen farkli olacadini unutmayin. Yazilim, arka plan dongu araligindaki floresan parazit
seviyesine gore varsayllan degerleri hesaplar. Sonug olarak, varsayilan degerler deneyler
arasinda farklilik gosterir.

o

() Amplification Plots
Fluorescence R "RETY
Term ' B e,

Smoothing  On o
s

Bazeline .
Correction &J
Crosstalk :
Correction I&J

Graph Type ~ Linear | Log
Threshold Fluorescence:

] n1 B oo @ ™
[+ mz B oo @ =9
RP B oo @ W

Background Based Threshold
Cycle Range "3 5 EHtwig ° &

Sigma Multiplier |5 10 |3

Sekil 20  Aria yaziiminda Amplifikasyon Cizimleri igin varsayilan ayarlar (Esik Floresan
degerleri deneyler arasinda farklilik gosterir)

6 Background Based Threshold altinda, varsayilan dongu araliginin 5 ila 9 oldugundan emin
olun.

7 Erken amplifikasyon olan amplifikasyon gizimlerini kontrol edin (6r. dongii 9°'dan 6nce). Erken
amplifikasyonu olan test orneklerini analizin disinda tutun ve daha dusuk bir konsantrasyonda
tekrar test edin.

Olagandisi sekilde yliksek viral RNA konsantrasyonlari olan test érneklerinde, viral hedeflerin
amplifikasyonu ¢ok erken bir déngl numarasinda (<9) tespit edilebilir diizeylere ulasabilir.
Baslangigtaki dizeltme hesaplamalarinin pargasi olarak yazilim, bu gibi erken amplifikasyon
sinyallerini arka plan paraziti olarak yorumlayabilir ve bu 6rneklerdeki viral hedeflere bir Cq
degeri atamayabilir.

Baslangi¢ diizeltmesi olmayan Amplifikasyon Cizimlerini gorinttleyerek (Floresan Terimi R
veya Rn) bu gibi test 6rnekleri olup olmadidini izleyin. Test érneklerinin herhangi biri, dongu
9'dan 6nce amplifikasyon belirtileri gosterirse, Analysis Criteria ekranindan secgimlerini
kaldirarak bu kuyucuklar analizden cikarin. ilgili eliisyon tamponunu kullanarak niikleik asidi
1:100 oraninda seyreltip ornek icin gRT-PCR reaksiyonunu tekrar galistirin.

Adim 2. Esik degerlerini degerlendirme

8 Graph Type ayarinda secimi Linear iken Log olarak degistirin. Fluorescence Term'in ARn
olarak ayarlandigindan emin olun.

Amplifikasyon Gizimleri log degerlerinde gortintilendiginde arka plan sinyal parazitinin daha
iyi gortindmu saglanir. Bir ornek Sekil 21'de sunulmaktadir. Her hedef igin esik gizgisi yatay
Gizgi olarak gosterilir.

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 47



Amplification Plots X

1

0.1

0.0

)
=

Fluorescence (ARn)
=1
g

0.00001

0.000001

5 10 15 20 25 30 35
Cycles

Sekil 21 Log dlgeginde Aria Amplifikasyon Cizimleri — hedef esikler yatay gizgiler olarak
gosterilir

9 N1 hedefiigin amplifikasyon gizimlerini ve varsayilan esigi gorsel olarak degerlendirin.

a Grafigin altinda bulunan hedefleri gorintule simgesine tiklayin. -

b Acilan menilde, Amplifikasyon Cizimleri grafiginde yalnizca N1 hedefinin gorinmesini
saglayacak sekilde diger tim hedeflerin kutularini temizleyin.

¢ Esigin hem arka plan parazitinin Ustlinde olacak kadar ylksek hem de Ussel amplifikasyon
fazinda gizimleri igerecek kadar diistk olup olmadigini belirleyin (bkz. Sekil 23). Bu
saptama temelinde Tablo 13'te yonlendirildigi gibi ilerleyin.

10 Adim 9'u N2 hedefi igin ve yine RP hedefi i¢in tekrarlayin.

11 Threshold Fluorescence altinda, Sekil 22'de sunuldudu gibi tig hedefin de isaretlendiginden ve
uc Threshold Fluorescence degerinin de kilitlendiginden emin olun.

12 Grafigin altinda bulunan hedefleri gorintile simgesine tiklayin. - Tum hedeflerin
secildiginden emin olun.
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Threshold Fluorescence:

(] M1 0.021 8
V] N2 0.028 8
RP 0.038 %

Sekil 22  Hedefler segili ve Esik Floresan degerleri kilitli
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Sekil 23 N1 hedefiigin Aria Amplifikasyon Cizgileri

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit

49



Tablo 13 Aria yazilminda optimum esik ayarini dogrulama

Esik konumu Aciklama islem

Optimum konum  Arka plan parazitinin « Kilit simgesine tiklayarak, ekranin sag tarafindaki Threshold Fluorescence
Ustunde ve Ussel degerini kilitleyin.
amplifikasyon fazinda
tdm gizimleri igeriyor Deger kilitlendiginde, kilit simgesi kapali konumda olur. Deger kilitlenirse,

herhangi bir analiz kriteri degistirildiginde deger degistiriimez.

Cok ylksek Ussel amplifikasyon + Arka plan paraziti istisnai sekilde yiksek olan kuyucuklara bakin. Bunun gibi
fazindaki bazi gizimler aykiri kuyucuklar yazilimin esigi gok ylksege ayarlamasina neden olabilir.
esigi gegmez + O kuyucugu analizin disinda birakmak icin Analysis Criteria ekranina geri

gidin. Aykin kuyucuk disarida birakildiginda yazilim esigi tekrar hesaplar.
Alternatif olarak, grafikte esik gizgisini yeni bir konuma manuel olarak
sUriklemek igin fareyi kullanin.

* Yeni esigin optimum konumda oldugunu dogrulayin ve Threshold
Fluorescence degerini yukarida agiklandigi gibi kilitleyin.

+ Yeni deger kilitlendiginde, Analysis Criteria ekranina bir kez daha donerek,
aykir kuyucugu analize tekrar dahil edin.*

* Aykirt kuyucuk igin amplifikasyon gizimi, herhangi bir ddngii numarasinda
Ussel amplifikasyon gostermiyorsa, dislrilen esigin yaziimin kuyucuga bir Cq
degeri atamasina neden olmadigindan emin olun (arka plan sinyal parazitinin
esidi gegmesi nedeniyle). Neden oluyorsa, o kuyucuk igin dider analiz ayarlarini
degistirmeyi deneyin, or. Baslangig Diizeltme ayarini degistirin.

Cok dustk Bazi gizimler arka plan + Esigi, arka plan parazit seviyesinin hemen Ustlne yukseltin.
parazitinin Ustinde
olmaz.

Adim 3. NTC kuyucugunda sonuglari dogrulama

13 Results Tablosunda, kuyucuk A12'de bulunan Sablonsuz Kontrol (NTC) reaksiyonunu bulun.

14 Ug hedef igin de Cq sttununda “No Cq” oldugundan ya da Cq degerinin >37,00 oldugundan
emin olun.

Herhangi bir hedef icin NTC reaksiyonunda Cq dederi <37,00 ise, 6rnek kontaminasyonu meydana
gelmis olabilir. Calistirmayi gecersiz kilin ve kilavuzlara kati sekilde uyarak analizi tekrar edin.

Aria yazilimindan verileri disa aktarma

Adim 1. Disa aktarma ayarlarini tanimlama ve kaydetme

Disa aktarma ayarlari zaten kaydedilmisse, dogrudan “Adim 2. Verileri disa aktarma”, sayfa 52
kismina gidin.

1 Ekranin sol tarafinda, Results kisminin altinda Export Data 6Jesine tiklayin.
Export Data ekrani agilr.

2 Export Configuration panelinde, disa aktarilan veriler igin bir dosya tlrU segin, or. Excel.

3 ltems altinda, Tabular Results onay kutusunun isaretli oldugundan emin olun. Diger 6delerin
onay kutularini temizleyin. Bkz. Sekil 24.
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Items
D Plate 5etup #

D Thermal Profile #
D Amplification Plots
@ Tabular Results  #
D Experiment Motes #

Sekil 24 Aria yazilimi Veri Disa Aktarma ekrani — Disa aktarilacak 6geler

4 Hangi veri sutunlarinin dahil edilecegini 6zellestirmek Uzere Tabular Results 6Jesinin
yanindaki kursun kalem simgesine tiklayin.
Column Options iletisim kutusu acllir.

5 Dahil edilmek tzere isaretlenmis sutunlar yalnizca Sekil 25'te gosterilenler olacak bigimde
ayarlari degistirin.

A" Column Options *
Select Columns (Select All | | Restore Defaults] |
[well (I Threshold (ARn) (JCq Ave. Treated Ind. (ARn) Isaretli situnlar:
[Iwell Type (JBaseline Start Cycle (JJCq SD Treated Ind. (ARn) Well
[JWell Hame (JBaseline End Cycle (JMelt Smoothing # Well Type
(oye 1cq (ARn) [(Melt Norm. Well Name
[ Target (CJFinal Call {4Rn) () Tm Product 1 [-Rn'(T}) Target
(JReplicate (JQuantity {nanograms) () Tm Product 2 [-Rn'(T}) Threshold
(IR Last (JQuantity Avg. {nanograms) (JTm Product 3 (-Rn'(T)) C
(J4R Last (JQuantity SD (nanograms) (JTm Product 4 (-Rn'(T})) :
(JRn Last (JR2 (ARn) (JTm Product 5 (-Rn'(T}))
(JARn Last (Jslope (Rn) () Tm Product & [-Rn'(T})
(JRLast/RFirst (Jefficiency (%)
0K Cancel

Sekil 25  Aria Column Options iletisim kutusu

6 Degisikliklerinizi kaydetmek ve iletisim kutusunu kapatmak i¢in OK 6desine tiklayin.
7 Disa aktarma ayarlarini yeni bir tanim olarak kaydedin.

a Export Configuration panelinde Definition agilir listesini genisletin.

b Add New ogesine tiklayin.

Add New Definition iletisim kutusu acilir.
¢ Definition Name alanina Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Data yazin. Bkz. Sekil 26.
d Use Current Settings onay kutusunun isaretli oldugundan emin olun.
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e Add ogesine tiklayin.

A Add New Definition ot

Definition Name: |Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Datd |

Use Current Settings

Add Cancel

Sekil 26  Aria Add New Definition iletisim kutusu

Adim 2. Verileri diga aktarma

8 Export Configuration panelinde Definition agllir listesinin Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Data
olarak ayarlandigindan emin olun.

9 Export Data odesine tiklayin.

Rapor, secilen dosya turu i¢in varsayilan uygulamada acllir.

10 Sonuglari yorumlamak igin, test drneklerinin ve kontrollerin her birinde Cq verilerini inceleyin.
Bkz. Boliim 6, “Analiz ve Sonuglar.”
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ABI 7500 Fast Gercek Zamanli PCR Cihazinda gqRT-PCR
Gerceklestirme

Bu bolumde, Applied Biosystems 7500 Fast Gergek Zamanlh PCR Cihazinda gRT-PCR
gercgeklestirmeyle ilgili prosedir agiklanmaktadir.

ABI 7500 Fast Gergek Zamanli PCR Cihazinda qRT-PCR Programini
Calistirma

1 ABI 7500 Fast cihazinin agik oldugundan emin olun.
2 Cihaza bagli bilgisayardan, 7500 yaziliminda daha once olusturdugunuz deneyi agin.

3 Cihazda tepsi kapisina bastirarak kapagi agin. Reaksiyon plakanizi cihazin termal bloguna
yukleyin.

4 Tepsikapisini iterek kapagi kapatin.
5 Bilgisayarda START RUN 6gesine tiklayin.

Cihaz, deneyi calistirmaya baslar.

ABI 7500 Fast deneyi igin veri analizi ayarlari atama

Adim 1. Tiim kuyucuklardaki tiim hedefler i¢in amplifikasyon gizimlerini goriintiileme

1 Calistirma tamamlandiginda, Design & Analysis yazilim uygulamasinda deneyi acin.

2 Ekranin Ust kisminda, zaten segili degilse Quality Check sekmesine tiklayin. Acilir listede
Amplification Plot 6Jesinin segili oldugundan emin olun.

Ekranda amplifikasyon gizimleri, her kuyucuktaki sonuglarin bir tablosu ve plaka haritasinin bir
semasl gosterilir.

Plakada bos kuyucuklar varsa, o kuyucuklar igin olan tim hedefleri analizden
glkarin ve tekrar analiz yapin.

3 Actions > Primary Analysis Setting oJelerine tiklayin.

Primary Analysis Settings iletisim kutusu agilir. Bu iletisim kutusundaki varsayilan ayarlar
Sekil 27'de sunulmaktadir.

4 Ayarin Sekil 27'de sunulanlarla eslestiginden emin olun. Gerekirse Reset to Default 6gesine
tiklayin.
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Primary Analysis Setting X

General Well Cg QC Alerts
PCR Stage/Step Stage 3, Step 2 - Algorithm Settings Baseline Threshold v
Target Use Default Auto Threshold Threshold Auto Baseline Baseline Start Baseline End
Default Setting AUTO v AUTO AUTO
N1 v AUTO v AUTO AUTO
N2 v AUTO v AUTO AUTO
RP v AUTO v AUTO AUTO

Sekil 27  Design & Analysis Primary Analysis Setting iletisim kutusundaki varsayilan ayarlar

5 Save 6desine tiklayin.

Primary Analysis Settings iletisim kutusu kapanir.

6 Analyze digmesinin kosesinde yesil renkli bir onay isareti oldugundan emin olun. Yoksa
Analyze 6gesine tiklayin.

7 Erken amplifikasyon olan amplifikasyon gizimlerini kontrol edin (6r. dongl 9'dan once). Erken
amplifikasyonu olan test 6rneklerini analizden gikarin ve daha diistk bir konsantrasyonda
tekrar test edin.

Olagandisi sekilde yliksek viral RNA konsantrasyonlari olan test drneklerinde, viral hedeflerin
amplifikasyonu gok erken bir déngl numarasinda (<9) tespit edilebilir diizeylere ulasabilir.
Baslangigtaki diizeltme hesaplamalarinin pargasi olarak yazilim, bu gibi erken amplifikasyon
sinyallerini arka plan paraziti olarak yorumlayabilir ve bu 6rneklerdeki viral hedeflere bir Cq
degeri atamayabilir.

Baslangig diizeltmesi olmadan Amplifikasyon Cizimlerini gorintileyerek (Y Value Rn olarak
ayarli) bu gibi test 6rnekleri olup olmadigini izleyin. Test 6rneklerinin herhangi biri, dongi 9'dan
once amplifikasyon belirtileri gosterirse, Quality Check ekranindan kaldirarak o kuyucuklari
analizden ¢ikarin. ilgili eliisyon tamponunu kullanarak niikleik asidi 1:100 oraninda seyreltip
ornek igin gRT-PCR reaksiyonunu tekrar galistirin.

Adim 2. Esik degerlerini degerlendirme
8 Amplifikasyon Cizimi grafiginin hemen Ustlindeki Ayarlar simgesine tiklayin

Settings iletisim kutusu General sekmesinde acilir.
9 Y Value ayarinin ARn olarak yapildigindan emin olun.
10 Y Scale agilir listesinde, Sekil 28'de sunuldugu gibi secimi Linear iken Log olarak degistirin.
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Amplifikasyon Cizimleri log dederlerinde gortntilendiginde arka plan sinyal parazitinin daha
iyi goriindmu saglanir. Bir 6rnek Sekil 29'de sunulmaktadir. Her hedef igin esik gizgisi yatay
Gizgi olarak gosterilir.

General X Axis Y Axis

Plot Title Amplification Plot
Color By Target -
Y Value @ ARn Rn

' Y Scale Log -

Show Legend [ | Cg Mark

; Unselected Tooltip
Replicates of selected

Threshold Baseline

Reset Setting

Sekil 28  Design & Analysis Amplifikasyon Cizimi Genel Ayarlari

Amplifikasyon Gizimi

1.00 o

0.100

AHn

0.0100

0.00100

N1 N2 RP

Sekil 29  Design & Analysis Amplifikasyon Cizimleri log 6lgedinde — hedef esikler yatay cizgiler
olarak gosteriliyor

11 N7 hedefi igin amplifikasyon gizimlerini ve varsayilan esigi gorsel olarak degerlendirin.
a Ekranin sol tarafinda, Targets acllir listesini genisletin.
b Yalnizca N1 hedefini segin, ardindan agilir listeyi daraltin.
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¢ Esigin hem arka plan parazitinin Ustlinde olacak kadar ylksek hem de Ussel amplifikasyon
fazinda gizimleri icerecek kadar diistk olup olmadidini belirleyin (bkz. Sekil 30).

Bu saptama temelinde Tablo 14'te yonlendirildigi gibi ilerleyin.
12 Adim 171'i N2 hedefi igin ve yine RP hedefi igin tekrarlayin.

13 Ekranin sol tarafinda Targets altinda, hedefe gore filtrelemeyi kaldirmak igin Clear all 6gesine

tiklayin.

Amplifikasyon Gizimi

ussel
amplifikasyon

ABn

- esik

arka plan
paraziti

Dongi
N1

Sekil 30  Design & Analysis N1 hedefi igin Amplifikasyon Cizimleri
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Tablo 14 Design & Analysis yaziliminda optimum esik ayarini dogrulama

Esik konumu

Aciklama

islem

Optimum konum

Cok yuksek

Arka plan parazitinin
Ustlnde ve Ussel
amplifikasyon fazinda
tdm gizimleri igeriyor

Ussel amplifikasyon
fazindaki bazi gizimler
esigi gegmez

+ Esikleri mevcut deg@erlerinde birakin.

+ Arka plan paraziti istisnai sekilde ytksek olan kuyucuklara bakin. Bunun gibi

aykiri kuyucuklar yazilimin esigi gok ylksege ayarlamasina neden olabilir.
Plaka haritasinda aykiri kuyucugu segin.

Plaka haritasinin hemen ustlindeki ara¢ gubugunda, tig nokta bulunan

digmeye tiklayin. Agilan mentide Omit Wells 6Jesine tiklayin.

+ Analyze 6gesine tiklayin. Aykir kuyucuk disarida birakildiginda yazilim esigi
tekrar hesaplar. Alternatif olarak, grafikte esik gizgisini yeni bir konuma
manuel olarak siriklemek igin fareyi kullanin.

+ Tudm amplifikasyon gizimlerini gorintilemek icin plaka haritasindaki tim
kuyucuklar segin. Yeni esigin optimum konumda oldugunu dogrulayin.

+ Uc nokta bulunan diigmeye tekrar tiklayin. Acilan meniide, aykiri kuyucugu

analize tekrar dahil etmek icin Unomit Wells 6Jesine tiklayin.*

* Aykirt kuyucuk igin amplifikasyon gizimi, herhangi bir ddngti numarasinda
Ussel amplifikasyon gostermiyorsa, duslrilen esigin yaziimin kuyucuga bir Cq
degeri atamasina neden olmadigindan emin olun (arka plan sinyal parazitinin
esigi gegmesi nedeniyle). Neden oluyorsa, o kuyucuk igin diger analiz ayarlarini
degistirmeyi deneyin, 6r. Baglangi¢ Baslama ve/veya Baslangig Bitis dongu
sayllarini ayarlayin.

Cok dustk Bazi gizimler arka plan
parazitinin Ustinde

olmaz.

+ Esigi, arka plan parazit seviyesinin hemen Ustlune yukseltin.

Adim 3. NTC kuyucugunda sonuglar dogrulama

14 Kuyucuk Tablosunda, kuyucuk A12'de bulunan Sablonsuz Kontrol (NTC) reaksiyonunu bulun.

15 Ug hedef icin de Cq siitununda “Undetermined” oldugundan ya da Cq degerinin >37,00
oldugundan emin olun.

Herhangi bir hedef icin NTC reaksiyonunda Cq dederi <37,00 ise, 6rnek kontaminasyonu meydana
gelmis olabilir. Calistirmayi gecersiz kilin ve kilavuzlara kati sekilde uyarak analizi tekrar edin.

Design & Analysis yazilimindan Kuyucuk Tablosu verilerini CSV
dosyasina aktarma

Adim 1. Kuyucuk Tablosunda yer alan siitunlar 6zellestirme
1 Kuyucuk Tablosunun hemen Ustlindeki arag cubugunda View 6desine tiklayin.

Sekil 31'de sunuldugu gibi, mevcut butun tablo sutunlarinin listelendigi bir ment agilir.
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v
Omit

N2 Sample

Target
RR

Task
N1 Dyes

v e
NZ 9

M Cq Conf
AF

Amp Score
N1 Amp Status
Annotated
Baszeline Start
Baseline End
N1 Gurve Quality

Result Quality
v

lzzues

Sekil 31 Design & Analysis Kuyucuk Tablosu igin gortintileme menUsU — varsayilan sutun
secimi

2 Dahil edilmek Uzere isaretlenmis sutunlar yalnizca Well, Sample, Target, Task ve Cq olacak
bicimde ayarlar degistirin. Bkz. Sekil 32.
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N1 Omit
Na Sample
Target i§aret|i sutunlar:
RE S
ask Sample
N1 Ees Target
i C
o Q¢ Task
Cq Conf
FF ; Ca
1 Amp Score
N1 Amp Status
Annotated
M3

Bazeline Start
RR Baseline End
Curve Quality
N1 - ’
Result Quality

N2 lzzues

Sekil 32 Design & Analysis Kuyucuk Tablosu i¢in gorintileme mentist — 6zel stitun segimi

3 Mentyl daraltmak i¢in View 6desine tiklayin.

Adim 2. Verileri diga aktarma

4 Kuyucuk Tablosunun hemen Ustindeki ara¢ gcubugunda, t¢ nokta bulunan arag cubugu
ddgmesine tiklayin. sws

5 Acilan menude Export 0gesine tiklayin.

CSV dosyasinin kaydedilmesi igin bir iletisim kutusu agilr.

6 Dosya igin bir klasor segin.

7 File name alanina dosya icin bir ad yazin.

8 Save 0gesine tiklayin.
lletisim kutusu kapanir ve program verileri CSV dosya tiirl olarak disa aktarir ve belirlenmis
klasore kaydeder.

9 Sonuglari yorumlamak igin, dosyayi agin ve test ornekleri ile kontrollerin her birinde Cq
verilerini inceleyin. Bkz. Boliim 6, “Analiz ve Sonuglar.”
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Bio-Rad CFX96 Touch Gercek Zamanli PCR Tespit Sisteminde
gRT-PCR Gercgeklestirme

Bu boltimde, Bio-Rad CFX96 Touch Gergek Zamanli PCR Tespit Sisteminde gRT-PCR
gercgeklestirmeyle ilgili prosedur agiklanmaktadir.

CFX96 Touch Gergek Zamanl PCR Tespit Sisteminde gRT-PCR
programini ¢alistirma

CFX96 Touch cihazinin agik oldugundan emin olun.

2 Cihaza bagli bilgisayardan, CFX Maestro yazilim uygulamasinda daha dnce olusturdugunuz
deneyi agin.

3 Run Setup ekranindaki Start Run sekmesine gidin.

Cihaz aciksa ancak Block Name altinda gosterilmiyorsa, ekranin sol Ust kosesindeki Detect
Instrument(s) 6desine tiklayin.

4 Tabloda, deneyin galistinimasinda kullanilacak cihazi segin.
5 Open Lid 6Jesine tiklayin.

Cihaz kapagi acilir.
6 Reaksiyon plakanizi cihazin termal bloguna yukleyin.
7 Bilgisayarda Close Lid 6desine tiklayin.

Cihaz kapagi kapanir.
8 Start Run 0gesine tiklayin.
9 Calistirma dosyasiniistediginiz klasore kaydedin. Bir dosya adi girin ve Save 6desine tiklayin.

Cihaz, deneyi ¢alistirmaya baslar.

CFX96 Touch Gergek Zamanl PCR Tespit Sisteminde veri analizi
ayarlari atama

Adim 1. Tiim kuyucuklardaki tiim hedefler i¢in amplifikasyon gizimlerini goriintiileme
1 Calistirma tamamlandidinda, CFX Maestro yazilim uygulamasinda deneyi agin.

Deney, Data Analysis penceresinde agcilir.
2 Pencerenin Ust kisminda, zaten segili degilse Quantification sekmesine tiklayin.

Pencerede amplifikasyon cizimleri, her kuyucuktaki sonuglarin bir tablosu ve plaka haritasinin
bir semasi gosterilir.
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3 Floresan Sapma Duzeltme ozelligini uygulayin.
Data Analysis penceresinin ust kisminda Settings > Baseline Settings > Apply
Fluorescence Drift Correction 6delerine tiklayin.
Yazilim, baslangi¢ dongu araliginda mevcut olabilecek herhangi bir floresan sinyali
sapmasini otomatik olarak diizeltir.

4 Erken amplifikasyon olan amplifikasyon gizimlerini kontrol edin (6r. dongii 9'dan 6nce). Erken
amplifikasyonu olan test orneklerini analizin disinda tutun ve daha dusuk bir konsantrasyonda
tekrar test edin.

Olagandisi sekilde yliksek viral RNA konsantrasyonlari olan test érneklerinde, viral hedeflerin
amplifikasyonu ¢ok erken bir déngl numarasinda (<9) tespit edilebilir diizeylere ulasabilir.
Baslangigtaki dizeltme hesaplamalarinin pargasi olarak yazilim, bu gibi erken amplifikasyon
sinyallerini arka plan paraziti olarak yorumlayabilir ve bu 6rneklerdeki viral hedeflere bir Cq
degeri atamayabilir.

Baslangig diizeltmesi olmadan amplifikasyon gizimlerini goriintlleyerek (Baseline Setting No
Baseline Subtraction olarak ayarli) bu gibi test ornekleri olup olmadigini izleyin. Test
orneklerinin herhangi biri, dongt 9'dan dnce amplifikasyon belirtileri gosterirse, Plate Editor
penceresinden kaldirarak o kuyucuklari analizden gikarin. ilgili eliisyon tamponunu kullanarak
ntikleik asidi 1:100 oraninda seyreltip 6rnek igin gRT-PCR reaksiyonunu tekrar galistirin.

Adim 2. Esik degerlerini degerlendirme

5 Settings > Baseline Setting kismindaki segimi kontrol ederek Baseline Subtracted Curve Fit
seklinde belirlendiginden emin olun.

6 Amplifikasyon grafigine sag tiklayin ve Show Threshold Values 6gesini secin (zaten isaretli
degilse).

Her hedef icin esik gizgisi yatay gizgi olarak gosterilir.

7 Amplifikasyon grafiginin sag alt kosesinin yakinindaki Log onay kutusunu isaretleyin.
Amplifikasyon ¢izimleri log de@erlerinde goériintilendiginde arka plan sinyal parazitinin daha iyi
gorunumu saglanir.

8 Y eksenii¢in minimum degeri 0,0 olarak ayarlayin.

a Amplifikasyon grafiginin sag tarafindaki Gizelge Ayarlar simgesine tiklayin. g

Chart Settings iletisim kutusu acllir.

Axes Scale sekmesine tiklayin.

Auto Scale onay kutusunu temizleyin.

Y-Axis (log 10) igin Min sitununda, Sekil 33'te gosterildigi gibi 0,0 yazin.

® o O T

OK 0gesine tiklayin.

letisim kutusu kapanir ve Y ekseni 6lgedi 0,0'dan baslanarak, gizimlerde sinyal parazitinin
gosterilmesine olanak tanir. Bir drnek Sekil 34'de sunulmaktadir.
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Chart Settings X

Chart And Axes Fonts  Axes Scale

Scale: [ Auto Scale

Min Max
¥-ais: (0 T 42 =

Y-fuis Jog 10). (0.0 = (4.0

4k

Grid Lines Minor Ticks

Apply QK Cancel

Sekil 33  Maestro Chart Settings iletisim kutusu — Axes Scale sekmesi

Amplifikasyon
0t - T r T
1{}3 Y -
CRC & IR :

0 10 20 30 40

Dongii Log S

Sekil 34  Log olcedinde Maestro Amplifikasyon grafigi — hedef esikler yatay gizgiler olarak
gosterilir

9 N1 hedefi igin amplifikasyon gizimlerini ve varsayilan esigi gorsel olarak degerlendirin.

a Amplifikasyon grafiginin altinda, gorintilemek tzere yalnizca FAM (N1) hedefini segmek
icin onay kutularini kullanin.
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b Esigin hem arka plan parazitinin Ustlnde olacak kadar yiksek hem de Ussel amplifikasyon
fazinda gizimleri icerecek kadar diistk olup olmadigini belirleyin (bkz. Sekil 35). Bu
saptama temelinde Tablo 15'te yonlendirildigi gibi ilerleyin.

10 Adim 171'i N2 hedefi igin ve yine RP hedefi igin tekrarlayin.

Amplifikasyon
we— - - -
107 oo LI SR
iissel
~I| amplifikasyon| : 1
E 10 _?_@ ...... ................... : _-e$|k
10" + arka plan
.,.h,__w ilparaziti
Iy AP i
o PRIV
0 10
] Log 5c

Sekil 35 N1 hedefi igin Maestro Amplifikasyon grafigi
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Tablo 15 Design & Analysis yaziliminda optimum esik ayarini dogrulama

Esik konumu Aciklama islem

Optimum konum  Arka plan parazitinin + Esikleri mevcut degerlerinde birakin.
Ustunde ve Ussel
amplifikasyon fazinda
tdm gizimleri igeriyor

Cok yuksek Ussel amplifikasyon + Arka plan paraziti istisnai sekilde ytksek olan kuyucuklara bakin. Bunun gibi
fazindaki bazi gizimler aykiri kuyucuklar yazilimin esigi gok ylksege ayarlamasina neden olabilir.
esigi gegmez + Plate Editor'l agmak igin Plate Setup > View/Edit Plate 6Jelerine tiklayin.

+ Plaka haritasinda aykiri kuyucugu segin.

+ Plate Editor'in sag tarafindaki panelde Exclude Wells in Analysis etiketli
onay kutusunu isaretleyin (panelin alt kisminda bulunur).

+ OK 6gesine tiklayin. Degisiklikleri uygulamak isteyip istemediginiz
soruldugunda, Yes 6gesine tiklayin. Aykiri kuyucuk disarida birakildiginda
yazilim esigi tekrar hesaplar. Alternatif olarak, grafikte esik ¢izgisini yeni bir
konuma manuel olarak suriklemek igin fareyi kullanin.

+ Amplifikasyon grafiginin sag tarafinda, Baseline Threshold iletisim kutusunu
agcmak igin Baseline Threshold simgesine tiklayin.

+ Single Threshold altinda, secimi Auto Calculated iken User Defined olarak
degistirin. (Boylelikle, aykiri kuyucuk tekrar dahil edildiginde yazilimin esigi
yeniden hesaplamasi engellenir.) iletisim kutusunu kapatmak igin OK
ogesine tiklayin.

+ Plate Editor'i yeniden agmak igin Plate Setup > View/Edit Plate 6Jelerine
tiklayin. Aykin kuyucugu segin ve Exclude Wells in Analysis onay kutusunu
temizleyin. OK 6Jesine ve ardindan Yes 6Jesine tiklayin.

« Amplifikasyon grafiginin altindaki plaka haritasinda, aykir kuyucugu analize
tekrar dahil etmek igin tim kuyucuklari segin.*

* Aykir kuyucuk igin amplifikasyon ¢izimi, herhangi bir ddngt numarasinda
Ussel amplifikasyon gostermiyorsa, diislrilen esigin yazilimin kuyucuga bir Cq
degeri atamasina neden olmadigindan emin olun (arka plan sinyal parazitinin
esidi gegcmesi nedeniyle). Neden oluyorsa, o kuyucuk igin diger analiz ayarlarini
degistirmeyi deneyin, or. Baslangig Baslama ve/veya Baslangi¢ Bitis dongu
sayllarini ayarlayin.

Cok dustk Bazi gizimler arka plan + Esigi, arka plan parazit seviyesinin hemen Ustlne yulkseltin.
parazitinin tstinde
olmaz.

Adim 3. NTC kuyucugunda sonuglari dogrulama

11 Sonuglarin goértntdlendigi tabloda, kuyucuk A12'de bulunan Sablonsuz Kontrol (NTC)
reaksiyonunu bulun.

12 Ug hedef igin de Cq sitununda “N/A” oldugundan ya da Cq degerinin >37,00 oldugundan
emin olun.

Herhangi bir hedef icin NTC reaksiyonunda Cq degeri <37,00 ise, 6rnek kontaminasyonu meydana
gelmis olabilir. Calistirmayi gegersiz kilin ve kilavuzlara kati sekilde uyarak analizi tekrar edin.
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CFX Maestro yazilimindan verileri disa aktarma

1 Data Analysis penceresinin ust kisminda Export > Custom Export 0Jelerine tiklayin.

Custom Export iletisim kutusu acilir.
2 Export Format alaninda, disa aktarilan veriler icin bir dosya tlirl segin, 6r. Excel 2007 (*.xIsx).

Bilgisayarinizda, segili dosya turuni agmak igin gerekli yazilimin oldugundan emin olun.

3 lletisim kutusunda, onay kutularini Sekil 36'da sunuldugu gibi isaretleyin. Exported Columns
bolimUunu inceleyerek, Well, Target Name, Sample Name ve Cq 6Jelerinin listelendiginden
emin olun.

Export Format: | Excel 2007 ("xlsx)

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Wl Wel

[ Fucrophare Tanget Name
Target Name gample MName
[] Content q

[] Replicate Mumber
Sample Name

[] Biclogical Group Name
[] Well Note

Quantification

Cq

[] Starting Guantity

[] Cq Mean

{ |] Cq Standard Deviation

[] Guantity Standand Deviation

[l >

| Melt Curve |

[] Mek Temperature '
[] Melt Peak Height

[] Melt Peak Begin Temperature
[] Melt Peak End Temperature

End Point

] End Point Call
] End RFU

Customize Column MNames...

Set as Default Configuration

Export Close

Sekil 36  CFX Maestro uygulamasi i¢in ozel veri disa aktarma ayarlari
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4 Export 0Jesine tiklayin.

Save As iletisim kutusu acilir.

5 Dosya igin bir klasor segin.

6 File name alanina dosya igin bir ad yazin ya da varsayilani kullanin.

7 Save 0gesine tiklayin.
lletisim kutusu kapanir ve program verileri segili dosya tirii olarak disa aktarir ve belirlenmis
klasore kaydeder.

8 Sonuglar yorumlamak igin, dosyayi agin ve test ornekleri ile kontrollerin her birinde Cq
verilerini inceleyin. Bkz. Boliim 6, “Analiz ve Sonuglar.”
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6 Analiz ve Sonugclar

Sonuglarin Yorumlanmasi 68

Bu bolimde, gRT-PCR verileri temelinde analiz sonuglarinin yorumlanmasiyla ilgili bilgiler yer
almaktadir.
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Sonuglarin Yorumlanmasi

Kontrol ornekleri i¢in sonuglar ve yorumlama

Herhangi bir kontrol, Tablo 16'da aciklandi§i gibi beklenen performansi gostermiyorsa, analiz
yanlis ayarlanmis veya yUrtttlmuUs olabilir ya da bir reaktif veya ekipman arizasi meydana gelmis
olabilir. Boyle bir durumda, galistirmayi gecersiz kilin ve analizi tekrarlayin.

Sablonsuz Kontrol (NTC)

NTC, RNA yerine gRT-PCR reaksiyonunda nukleaz igermeyen su kullaniimasindan olusur. NTC
reaksiyonu, Ug hedefin herhangi biri igin 37,00 dongu i¢inde esik ¢izgisini gegen floresan blylime
egrileri gostermemelidir. NTC reaksiyonu, Cq degeri < 37,00 olan bir bdylime egrisi gosterirse,
ornek kontaminasyonu meydana gelmis olabilir. Calistirmayi gegersiz kilin ve kilavuzlara kati
sekilde uyarak analizi tekrar edin.

SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control Dx

SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control Dx i¢in gRT-PCR reaksiyonu, Cq degeri 37,00 veya
daha diistk olan 2019-nCoV_N1 ve 2019-nCoV_N2 hedefleriyle pozitif bir sonug verirken, insan
RNaz p gen hedefiyle negatif bir sonug (Cq tespit edilmedi ya da Cq >37,00 olarak rapor edilir)

verecektir.

insan Numune Kontrolii

insan Numune Kontroll, enfeksiyoz olmayan insan hiicrelerinden olusur ve basarili RNA

ekstraksiyonu ve ekstraksiyon reaktifi bitlinligu ortaya koymak tzere RNA ekstraksiyonu
prosedur kontroll olarak kullanilir. insan Numune Kontrolinden ekstrakte edilen RNA igin
gRT-PCR reaksiyonu, Cq degeri 37,00 veya daha dislk olan RP hedefiyle pozitif bir sonug
vermelidir. NT ve N2 SARS-CoV-2 hedefleri, negatif sonuglar vermelidir (Cq tespit edilmedi
ya da Cq >37,00 olarak rapor edilir).

Tablo 16 Kontrollerin Beklenen Performansi

Kontrol tiirii  Kontrol adi izlemek igin kullanilir N1 hedef sonucu N2 hedef sonucu RP hedef sonucu
Pozitif SARS-CoV-2 Primer ve prob Pozitif Pozitif Negatif
Synthetic Positive btlinltgu de dahil (Cq £37,00) (Cq £37,00) (Cq tespit edilmedi
RNA Control Dx olmak tzere onemli ya da Cq >37,00)
reaktif hatasl
Negatif NTC Reaktif ve/veya Negatif Negatif Negatif
cevresel (Cq tespit edilmedi  (Cq tespit edilmedi  (Cq tespit edilmedi
kontaminasyon ya da Cq >37,00) ya da Cq >37,00) ya da Cq >37,00)
Ekstraksiyon insan Numune Lizis ve ekstraksiyon Negatif Negatif Pozitif
Kontroll prosediriinde hata, (Cq tespit edilmedi  (Cq tespit edilmedi  (Cq <37,00)

ekstraksiyon
esnasinda olasi
kontaminasyon

ya da Cq >37,00)

ya da Cq >37,00)
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Klinik ornekler i¢in sonuclar ve yorumlama

Tablo 17'de, analiz icin beklenen sonuglar listelenmektedir. Bir laboratuvar, analiz kontrolleri igin
beklenmedik sonuglar alirsa veya kesin olmayan ya da gegersiz sonuglar alinirsa ve onerilen
tekrar test yapilarak ¢oziimlenemiyorsa, danismanlik almak ve olasi numune sevki igin litfen CDC
ile irtibat kurun.

insan RNaz P geni (RP) hedefi

Tim klinik 6rnekler, 37,00 dongt icinde (Cq <37,00) esik gizgisini gegen RP hedefi igin floresan
blydme egrileri gostermelidir, boylelikle insan RNaz P geninin varligini isaret etmelidir. Herhangi
bir klinik 6rnekte RP hedefinin tespit edilememesi asadidakileri gosterebilir:

* Nukleik asidin klinik materyallerden yanlis ekstrakte edilmesiyle, RNA kaybi ve/veya RNA
bozulmasi ya da inhibitor maddelerin taginmasina yol agiimasi.

Yetersiz alim ya da numune butunltk kaybi nedeniyle yeterli insan hucresel materyali
olmamasi.

* Yanlis analiz ayari ve yuritmesi.
+ Reaktif veya ekipman arizasi.

RP analizi, insan klinik numuneleri igin pozitif bir sonug Uretmezse, asagidaki gibi yorumlayin:

+ Porzitif RP yokken dahi N1 ve N2 hedefleri pozitifse (Cq <37,00), sonug gegerli kabul edilmelidir.
Ozellikle yiiksek viral yiikii olan numunelerde, baslangigtaki klinik érnekte distik hiicre sayilari
olmasi nedeniyle veya viral hedeflerin RP amplifikasyon etkinligini azaltmasi nedeniyle bazi
ornekler RNaz P blylme egrileri gdsteremeyebilir. Negatif RP sinyali, klinik numunede
SARS-CoV-2 virisud RNA'sinin varligini dislamaz.

RP hedefi negatifse (Cq tespit edilmedi ya da Cq >37,00), N1 ve N2 hedeflerinin biri ya da her
ikisi negatifse (Cq tespit edilmedi ya da Cq >37,00), sonuc¢ numune igin gegersiz kabul
edilmelidir. Numune kalintisi varsa, ekstraksiyon prosedirini ve testi tekrarlayin. Yeniden
testten sonra tim hedefler negatif kalirsa, sonuclari gegersiz olarak rapor edin ve mimkinse
yeni bir numune toplanmalidir.

2019-nCoV_N1 ve 2019-nCoV_N2 hedefleri

+ Tum kontroller beklenen performansi gosterdiginde, asadidaki kosul karsilanirsa bir numune
SARS-CoV-2 i¢in pozitif kabul edilir.
Hem N1 hem de N2 hedefleri icin biylme egrileri, 37,00 dongu iginde (Cq < 37,00) esik
gizgisini geger. RP hedefi pozitif olabilir veya olmayabilir (yukaridaki agiklamaya bakin)
ancak SARS-CoV-2 sonucu hala gecerlidir.

« TUm kontroller beklenen performansi gosterdiginde, asagidaki kosullarin HER IKiSI
karsilanirsa bir numune SARS-CoV-2 igin negatif kabul edilmelidir.
N1 ve N2 hedefleri igin blylme egrileri, 37,00 dongt iginde (Cq tespit edilmedi veya
Cqg >37,00) esik gizgisini GECMEZ.
RP hedefi igin blylme egrisi, 37,00 dongd iginde (Cq <37,00) esik gizgisini GECER.
+ TUm kontroller beklenen performansi gosterdiginde, asagdidaki kosullarin HERHANGI BRI
karsilanirsa bir numunenin SARS-CoV-2 icin kesin olmadigi kabul edilir.
2019-nCoV hedeflerinin biri igin blylime egrisi 37,00 dongu iginde (Cq < 37,00) esik
gizgisini gegerken, diger 2019-nCoV hedefi icin blyume egrisi 37,00 dongu icinde esik
gizgisini gegmez (Cq tespit edilmedi ya da Cq >37,00). RP hedefi igin biyime egrisi,
37,00 dongti icinde (Cq < 37,00) esik gizgisini geger.
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Kesin olmayan numuneler i¢in, numuneden ekstrakte edilen RNA tekrar test edilmelidir. RNA
kalintisi yoksa, kalan numuneden tekrar RNA ekstrakte edin ve tekrar test edin. Ayni sonug
alinirsa, kesin olmayan sonucu rapor edin.

« Insan Numune Kontrolii N1 ya da N2 igin pozitifse (Cq < 37,00), ekstraksiyon veya érnek
isleme esnasinda kontaminasyon meydana gelmis olabilir. insan Numune Kontrollyle birlikte
ekstrakte edilen numuneler igin tim sonuglari gegersiz yapin. Numuneleri ve insan Numune
Kontroluiinl tekrar ekstrakte edin ve yeniden test edin.

Tablo 17 SARS-CoV-2 gRT-PCR analizi igin beklenen sonuclar

2019-nCoV_N1 2019-nCoV_N2 insan RNaz P Sonug Rapor islemler
geni yorumlama*
Pozitif Pozitif Pozitif VEYA ~ SARS-CoV-2 Pozitif Sonuglari CDC'ye ve
(Cq <37,00) (Cq <37,00) Negatif tespit edildi SARS-CoV-2  gonderene rapor edin
Negatif Negatif Pozitif SARS-CoV-2 Tespit Sonuglari, gdnderene rapor
(Cq tespit edilmedi  (Cq tespit edilmedi (Cq <£37,00) tespit edilmedi  edilmedi edin. Diger solunum virisleri
ya da Cq >37,00) ya da Cq >37,00) igin test yapmayi g6z oniinde
bulundurun.”
Pozitif Negatif Pozitif Kesin olmayan  Kesin degil Ekstrakte edilmis ornegi
(Cq <37,00) (Cq tespit edilmedi (Cq <37,00) sonug tekrar test edin ve/veya
ya da Cq >37,00) ekstraksiyonu ve gRT-PCR'I
tekrarlaymn.
Negatif Pozitif Pozitif Kesin olmayan  Kesin degil Ekstrakte edilmis 6rnegi
(Cq tespit edilmedi (Cq <£37,00) (Cq <£37,00) sonug tekrar test edin ve/veya
ya da Cq >37,00) ekstraksiyonu ve gRT-PCRl
tekrarlayin.
2019-nCov hedeflerinin biri veya daha Negatif Gegersiz sonug  Gegersiz Ekstraksiyonu ve gRT-PCR’I
fazlasl negatifse (Cq tespit edilmedi ya da (Cq tespit tekrarlayin. Tekrar edilen
Cqg >37,00) edilmediya da sonug gegersiz kalirsa,
Cqg >37,00) hastadan yeni bir numune

almayi goz oniinde
bulundurun.

* Laboratuvarlar, tani sonuglarini uygun oldugu sekilde ve spesifik raporlama sistemlerine uygun sekilde rapor etmelidir.

T Optimum numune tipleri ve 2019-nCoV nedeniyle olusan enfeksiyonlar esnasinda pik viral seviyeler icin zamanlama
belirlenmemistir. Virsin tespit edilmesi igin, ayni hastadan birden fazla numune alinmasi gerekebilir. Hastanin yeni
maruziyetlerinde veya klinik goriniminde 2019-nCoV enfeksiyonu olasilii isaret ediliyorsa ve diger hastalik nedenleri (6r. diger
solunum hastalidi) igin tani testleri negatifse, yanlis negatif sonug olasiligi 6zellikle dikkate alinmalidir. 2019-nCoV enfeksiyonu
sliphesi hala varsa, kamu saglidi yetkililerine danisilarak yeniden test yapilmasi géz ontinde bulundurulmalidir.
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7 Kalite Kontrol

Kalite Kontrol 72

Bu bolimde, analize yonelik kalite kontrol onlemleriyle ilgili bilgiler yer almaktadir.

Agilent

71



Kalite Kontrol

+ Kalite kontrol gereklilikleri, yerel dizenlemeler ve devlet dizenlemelerine ya da akreditasyon

gerekliliklerine ve kullanici laboratuvarinin standart kalite kontrol prosedurlerine uygun sekilde

gerceklestiriimelidir.
+ Kalite kontrol prosedurleri, reaktif ve analiz performansinin izlenmesi igin tasarlanmistir.

+ Her yeni kit lotuyla tani érnekleri calistirmadan once, tim reaktiflerin ve kit bilesenlerinin
dizgln galistigindan emin olmak Uzere tim pozitif kontrolleri test edin.

« lyi laboratuvar uygulamasinda (cGLP), her bir niikleik asit izolasyon serisine pozitif bir
ekstraksiyon kontrolu dahil edilmesi onerilmektedir.

+ Insan Numune Kontrol(, test edilecek her numune serisiyle niikleik asit ekstraksiyonuna
ilerlemelidir.

« Her amplifikasyon ve tespit calismasina daima, sablonsuz kontrol (NTC) ve SARS-CoV-2
Sentetik Pozitif RNA Kontrold dahil edin.

« Insan RNaz P geni igin prob/primer seti (10x SARS-CoV-2 Primer/Prob Karisimina dahil)
numune kalitesi ve ekstraksiyonunu kontrol eder.
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8 Analizin Kisitlamalari

Kisitlamalar 74

Bu bolimde, Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit ile yapilan analizin kisitlamalari agiklanmaktadir
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Kisitlamalar

1 Bu analizin kullanimi, prosedurde egitimli personelle sinirlidir. Bu talimatlara uyulmamasi
halinde hatali sonuglar olusabilir.

2 Guvenilir sonuglar elde edilmesi, numunelerin uygun sekilde alinmasina, tasinmasina,
saklanmasina ve islenmesine baglidir.

3 lyi laboratuvar uygulamalarina ve bu kullanma talimatlarinda belirtilen prosedurlere uyarak
kontaminasyon olugsmasini onleyin.

4 Negatif sonuglar, SARS-CoV-2 enfeksiyonlarini diglamaz ve tedavi ya da diger yonetim
kararlari igin yegane temel olarak kullaniimamalidir.

5 Pozitif sonug, ilgili viristen nikleik asit tespitini isaret eder. Nukleik asit, virds canli olmadiktan
sonra dahi kalici olabilir.

6 Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit analizinin performansi, UTM veya VCM tasima ortaminda
alinan nazofaringeal svab numune tipi kullanilarak belirlenmigtir. Orofaringeal svablar, nazal
svablar ve orta turbinat nazal svablari, Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit analiziyle kullanima
yonelik uygun numune tipleri olarak kabul edilir ancak bu numune tipleriyle performans
belirlenmemistir. Orofaringeal svablar, nazal svablar ve orta tiirbinat nazal svablarin (bir saglik
uzmaninin gozetiminde kendi kendine alinan ya da saglik uzmani tarafindan alinan) testleri,
COVID-19 semptomlari olan hastalarla sinirlidir.

7 Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit, insan Numune Kontroli olarak kullanima yonelik bir 6rnek
icermez. Bu kontrol olarak kullanilan érnek, laboratuvar tarafindan dogrulanmalidir.
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9 Performans Ozellikleri

Performans Ozellikleri 76

Bu bolimde, Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit driiniiniin performans 6zellikleri yer almaktadir.
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Performans Ozellikleri

Asagidaki veriler, Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit trlindnln performans ozelliklerini ortaya
koymaktadir. Tim ornek ekstraksiyonlari, sayfa 19'da “Niikleik Asit Ekstraksiyonu” kisminda
onerilen numune giris hacimlerini ve eltisyon hacimlerini kullanmistir,

Analitik Hassasiyet (Tespit Sinir)

Agilent, desteklenen (g adet gergek zamanli PCR sisteminin her birinde ve desteklenen nikleik
asit ekstraksiyon proseddrlerinin her biriyle en azindan %95 oraninda Agilent SARS-CoV-2
gRT-PCR Dx Kit tarafindan tespit edilebilen en disiik SARS-CoV-2 viral konsantrasyonunu

(viral genom kopyasi sayisi olarak ifade edilir) belirlemek amaciyla bir Tespit Siniri (LoD) galismas!
gercgeklestirmistir.

Istenen SARS-CoV-2 hedef konsantrasyonu serisini elde etmek amaciyla LoD test 6rnek panelleri
SARS-CoV-2 standardi, birlestirilmis negatif klinik numunelerle (negatif matris) seyreltilerek
olusturulmustur. Tdm klinik numuneler, Acil Durumda Kullanim Onayi olan ve Agilent tarafindan
ilaveten onaylanmis bir SARS-CoV-2 testi kullanilarak satici tarafindan daha nce SARS-CoV-2 igin
test edilmis nazofaringeal svablar olmustur.

Iki adet ©n tam analiz LoD deneyinde, konsantrasyon basina (¢ kopyayla bir viral konsantrasyon
aralig kullanilmistir. On deneyde, 0,75 ila 3 kopya/pl araliginda test edilen konsantrasyonlarda

konsantrasyon araligi. On deneyin sonuglari, nihai LoD'un muhtemelen bu aralikta diisecegini ve
ekstraksiyon yontemine ve gergek zamanli PCR sistemine bagli olarak degisecegini gostermistir.

Nihai tam analiz LoD onay deneyi, U¢ hedef giris seviyesinde yurtttlmastur: 0,75, 1 ve 1,5
kopya/ul. Uc hedef giris seviyesinin her birinde, olasi tim ekstraksiyon yontemi/gercek zamanli
PCR sistemi kombinasyonlarinda 20 tekil ekstraksiyon kopyasi test edilmistir. Tablo 18'de, o
deneydeki pozitif tespit oranlari sunulmaktadir. 20/20 tespit orani, 20 ekstraksiyon kopyasinin
hepsinin, ekstraksiyon yontemi ve gergek zamanli PCR sisteminin o kombinasyonuyla tespit
edilebildigini gostermektedir.

Tablo 18 Nihai Tespit Limiti Onayi — Her bir gercek zamanli PCR sisteminde (Agilent AriaMx, ABI 7500 ve Bio-Rad
CFX96) her bir niikleik asit ekstraksiyon yontemiyle pozitif tespit oranlar*

Ekstraksiyon oncesinde QIAsymphony ile QIAsymphony DSP KingFisher Flex ile MagMAX
SARS-CoV-2 viral hedef giris Virus/Pathogen Midi Kit (otomatik Viral/Pathogen Il Niikleik Asit izolasyon
seviyesi (kopya/pl) ekstraksiyon) Kiti (otomatik ekstraksiyon)

AriaMx 7500 CFX96 AriaMx 7500 CFX96
15 19/19 (1) 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20
1 1/10 (10) 20/20 17/18 (2) 19/19 (1) 18/19 (1) 18/18(2)
0,75 3/13 (7) 15/16 (4) 18/18 (2) 15/16 (4) 19/19 (1) 16/16 (4)

* Tespit oranlari, toplam pozitif ve negatif kopya sayisi arasindaki pozitif kopya sayisi olarak ifade edilir. Mevcut oldugunda
parantez icindeki sayilar, kesin olmayan kopya sayisini belirtir. Bu durumlarda toplam pozitif ve negatif kopya sayisi 20'den azdir.
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Tablo 19'da, her bir ekstraksiyon yontemi/gergek zamanli PCR sistemi kombinasyonu i¢in nihai
LoD degerleri 0zetlenmektedir. Bu degerler, en azindan %95 oranda Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR
Dx Kit tarafindan tespit edilebilecek olan, ul nikleik asit ekstrakti basina viral kopya sayisini temsil
etmektedir.

Tablo 19 Nihai Tespit Siniri Ozeti — Her bir gergek zamanli PCR sisteminde (Agilent AriaMx, ABI 7500 ve Bio-Rad
CFX96) her bir niikleik asit ekstraksiyon yontemi igin LoD

Niikleik asit ekstraksiyon yontemi Biitiin Analizin Tespit Sinin (kopya/pil)
AriaMx 7500 CFX96
QIAsymphony ile QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit 1,5 1 1,5

(otomatik ekstraksiyon)

KingFisher Flex ile MagMAX Viral/Pathogen Il Nikleik Asit izolasyon Kiti 1 1,5 1,5
(otomatik ekstraksiyon)

Analitik Kapsayicilik

Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit Grlinlinde, insan RNaz P geni ve N1 ile N2 viral hedefleriigin
oligontiikleotid primer ve prob dizileri, CDC 2019-Yeni Koronavirs (2019-nCoV) Yalnizca Acil
Durumda Kullanima Yonelik Gergek Zamanli RT-PCR Tani Panelinde kullanilan diziyle aynidir.

Bu panelin kapsayicili§i daha 6nce belirlenmistir.

Capraz Reaktivite

Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit Grlintnde, insan RNaz P geni ve N1 ile N2 viral hedefleri igin
oligontiikleotid primer ve prob dizileri, CDC 2019-Yeni Koronaviris (2019-nCoV) Yalnizca Acil
Durumda Kullanima Yonelik Gergek Zamanli RT-PCR Tani Panelinde kullanilan diziyle aynidir.

Bu panelin gapraz reaktivitesi daha dnce belirlenmistir.

Klinik Degerlendirme

Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit Urlinlyle, insan nazofaringeal svab (NP) numuneleri
kullanilarak bir klinik degerlendirme ¢alismasi yapilmistir. Her test kosulu i¢in toplam 80 numune
test edilmistir: 40 negatif NP numunesi ve 40 pozitif NP numunesi. Her numune igin pozitif veya
negatif durumu, SARS-CoV-2'ye yonelik Acil Durumda Kullanim Onayli (EUA) gRT-PCR analiziyle
onaylanmistir. Klinik degerlendirmenin hedefi, Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit urtinuyle elde
edilen test sonuglarinin, SARS-CoV-2'ye yonelik karsilastirict EUA gRT-PCR analizinde elde edilen
sonuglarla klinik uyumunun (pozitif/negatif) degerlendirilmesi olmustur.

Bu Kullanma Talimatlarinda saglanan tavsiyeler ve Ureticinin protokoli kullanilarak, desteklenen
otomatik ekstraksiyon platformlarinin her ikisiyle (QIAsymphony SP ile QIAGEN QlAsymphony
DSP Virus/Pathogen Midi Kit ve KingFisher Flex Saflastirma Sistemi ile Thermo Fisher Scientific
MagMAX Viral/Pathogen Il Niikleik Asit izolasyon Kiti) her numune tzerinde niikleik asit
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Ekstrakte edilen her 6rnek ardindan, bu Kullanma
Talimatlarinda agiklandigi gibi, desteklenen gergek zamanli PCR sistemlerinin tglinde de
(Agilent AriaMx, ABI 7500 ve Bio-Rad CFX96) test edilmistir. Boylelikle her numune, bu
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calismadaki alti (6) farkli kosulda test edilmistir. Kabul kriterleri olarak, Agilent SARS-CoV-2
gRT-PCR Dx Kit ve karsilastirici analiz arasinda en az %95 pozitif ve negatif uyum gerekli olmustur.
Uyumla ilgili sonuglar Tablo 20'de 6zetlenmektedir.

Tablo 20 Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit ve SARS-CoV-2'ye yonelik karsilastirici EUA qRT-PCR analizi
arasindaki pozitif ylizde uyumu (PPA), negatif yiizde uyumu (NPA) ve genel uyum (OA)

Ekstraksiyon QlAsymphony QIAsymphony QIAsymphony KingFisher KingFisher KingFisher
platformu:

Gergek zamanl PCR AriaMx 7500 CFX96 AriaMx 7500 CFX96
sistemi:

PPA %974 %100,0 %100,0 %97,5 %97,5 %97,5

NPA %100,0 %97,5 %100,0 %97,5 %97,5 %97,5

OA %98,7 %98,8 %100,0 %97,5 %97,5 %97,5
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10 Referans

Uriin Etiketleri 80

Bu bolimde, Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit Urtind igin drdn etiketlerinin kopyalari yer
almaktadir.
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Uriin Etiketleri

2 4 CE [ 1] agitent.comichemvsars-cov-2-gper-ax-kit
a%a haf
...-:‘ Agllent +44 161 492 7054

Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Reagents

K1180-64100 & 2022-04-20 I \>/ 400
ABC123 -25°C
5301 Siovens Cresk BN, Santa Claa, CA 95051, USA Podudnd
Manufactured at 2600 Glostrup, Denmark

1834 State Hwy 71 W, Cedar Creek, TX 78612, USA
wawiagilent.com

uD % (01) 0 5700574 03375 0 (10) ABC123 (17) 220429

Sekil 37  K1180-64100 igin kutu etiketi

2X Brilliant 111 3
qRT-PCR Master Mix Dx Ji’ _15°C
[ReF]5191-6866 -25°C
ABC123

2 mi tJ 2020-12-31

Sekil 38  5191-6866 igin sise etiketi

RT/RNase Block Dx (€

A15°C
[REF]5191-6870 secf
ABC123
400 pl 2 2020-12-31

Sekil 39  5191-6870 igin tup etiketi
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Reference Dye Dx C€

YJSDC
[REF]5191-6871 -25°C
ABC123

100 gl 1 mM £ 2020-12-31

Sekil 40 5191-6871 igin tiip etiketi

100 mM DTT Dx C€ [vo]

JYJSDC
[REF]5191-6872 -25°C
ABC123

100 p 0d 2020-12-31

Sekil 41 5191-6872 igin tup etiketi

10X SARS-CoV-2 ¢
Primer/Probe Mix Dx

*-15"0
[ReF]5191-6867 -—25°C
ABC123

800 £ 2020-12-31

Sekil 42 5191-6867 igin tup etiketi

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit

81



o C€ [ 1] agitent.comichemsars-cov-2-gper-ax-kit
o%a haf
:_...: Aglle“t +44 161 492 7054

Agilent SARS-CoV-2 Positive RNA Ctl Dx

K1180-64200 I 2022-04-20 I \/ 8
ABC123 -85°C

Agilent Technologies, Inc. Agilent Technologies DenmarkApS
5301 Stevens CreekBlvd, Santa Clara, CA 95051, U SA Produkiionsve) 42

Manufactured at 2600 Glostrup, Denmark
1834 State Hwy 71 W, Cedar Creek, TH 78612, USA
wewiagilentcom

uD

G (01) 0 5700574 03376 7 (10) ABC123 (17) 220429

Sekil 43  K1180-64200 igin kutu etiketi

SARS-Cov-2 Synthetic €€
Positive RNA Control Dx Ji’ 75°C
[rer]5191-6868 -85°C
ABC123

16 pl td 2020-12-31

Sekil 44  5191-6868 igin tup etiketi

Kullanma Talimatlari — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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