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Malzemenin Adi L .
Name of the Material Liyofilize SARS-CoV-2 Sentetik RNA Fragmani
Malzemenin Kodu
Reference Material Code UME RM 2020
Onay Tarihi 24.09.2020
Issue Date e
Son Revizyon Tarihi ) : .
Last Revision Date 29.04.2021 (Revizyon tarihgesi son sayfadadir)
Gegerlilik Siiresi _ .
Validity Period Satis tarihinden itibaren 4 ay
Atanmis Degerler
Assigned Values
Sarlll [2]
Gen Bélgesi Atanmlqueger Standar(t:(?apma
RdRp-IP2 (Fransa) 24,38 0,35
RdRp-IP4 (Fransa) 21,72 0,12
RdRp (Almanya) 21,70 0,87
E (Almanya) 19,33 0,10
N1 (ABD CDC) 20,81 0,19
N2 (ABD CDC) 22,03 0,19
Orf1ab (Cin CDC) 22,55 0,40
N (Cin CDC) 23,61 0,33
Orfl (Hong Kong) 22,81 0,23
N (Hong Kong) 22,96 0,12
22,01 0,04

RNAse P (ABD CDC)

[1] Atanmis deger, liyofilize malzemenin sulandiriimasi ve 1000 kat seyreltilmis ¢ozeltisinin iki farkhi gtinde tg tekrarli (n = 6)
RT-gPCR dlguimiinde elde edilen Cq degerlerinin ortalamasidir.
[2] RT-gPCR olgiimiinde elde edilen Cq degerlerinin (n = 6) standart sapmasidir.
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Tanimlama

Description

Liyofilize SARS-CoV-2 Sentetik RNA Fragmani (UME RM 2020), SARS-CoV-2 virisunun, bilimsel
literatlirde en cok rastlanan Ters Transkripsiyon Gergcek Zamanli Polimeraz Zincir Tepkimesi (RT-gPCR)
Olcim protokollerinde kullanilan gen fragmanlarini icermektedir (Ek 1). Malzeme, 10 farkli SARS-CoV-2
gen fragmani ve insan RNase P gen fragmani igeren 1079 baz uzunlugunda tek iplikli sentetik RNA’dan
olusmaktadir (Ek 2). Malzeme, olusturulan yapinin plazmit icerisine klonlanmasi, plazmidin restriksiyon
enzim ile kesimi sonrasi in vitro transkripsiyonu ile elde edilmistir. Malzemenin dizisi, ters transkripsiyon
sonrasi Sanger Dizileme ydntemi ile dogrulanmis ve Gen Bankasrna MWO001217 erisim numarasi ile
kaydedilmigtir.

Malzeme, 2,5 ng/pL toplam insan kontrol RNA’s1 (Thermo Fisher 4307281) eklenmis 1 mM sodyum sitrat
tamponu (pH: 6,5) icerisinde sivi formda 100 yL hacimde doldurulmus ve liyofilize edilerek satisa
sunulmustur. Liyofilize malzeme, Qubit RNA floresan élglimiine gore yaklasik 10™ kopya SARS-CoV-2
sentetik RNA fragmani icermektedir.

Uniteler arasindaki homojenlik testinde bagil standart sapma %0,4 bulundugundan malzemenin kullanim
amacina uygun yeterli homojenlige sahip oldugu gdsterilmigtir.

Malzemenin tasima kosullarindaki kararhligi +4 °C, +25 °C ve +45 °C sicakliklarda 17 gin slreyle ve
saklama kosullarindaki kararhligi ise -20 °C, +4 °C ve +25 °C sicaklikta dort ay slreyle test edilmis ve
herhangi bir bozunma egilimi gézlenmemistir.

Malzeme satista oldugu surece kararlihk kontrolleri yapilarak kararsizlik durumunda musteriler
bilgilendirilecektir.

Kullanim Amaci

Intended Use

Malzeme, COVID-19 hastaliyi etkeni SARS-CoV-2 virlisinun, ters transkripsiyon basamagindan
itibaren, RT-gPCR yontemi ile dlgiimesinde pozitif kalite kontrol malzemesi olarak kullanima uygundur.

UME RM 2020, sertifikall referans malzeme degildir.

Kullanim Talimatlan

Instructions for Use

Malzeme, +45 °C ve altindaki ortam sicakliginda nakliye siresinin iki haftayr gegmemesi kosuluyla
tasinabilir.

Malzeme, liyofilize formda oldugundan sulandirma islemi 6ncesi santrifuj edilmeli ve malzemeye buz
Uzerinde 100 uL nikleaz (RNaz ve DNaz) icermeyen saf su eklenmelidir. RNA, tlpun i¢c ¢eperlerine
yapismis olabileceginden tupun i¢ ceperleri mikropipet ile bes defa al-ver yapilarak yikanmali ve
sonrasinda tum sivi santrifiijlenerek tlip tabaninda toplanmalidir.

Malzeme, sulandirma isleminden hemen sonra nikleaz (RNaz ve DNaz) icermeyen saf su ile seri olarak
1000 kat veya istenilen farkh bir oranda seyreltilip tiplere bdlinerek -70 °C veya daha dusuk sicaklikta
saklanmalidir. TUm seyreltme igslemleri buz tzerinde yapiimalidir.
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Seyreltilerek dondurulmus malzeme, her bir deney icin buz tzerinde eritiimeli ve PCR tlipuine eklenene
kadar buz Uzerinde tutulmahdir. TUp icerisinde kalan malzeme tekrar kullaniimamalidir.

Seyreltimi yapilan referans malzemeden her bir RT-gPCR veya RT-dPCR icin en az 5 yL hacimde
kullaniimalidir.

Malzemenin 1000 kat seyreltimi ile 100 uL hacimde 1000 adet tip elde edilebilmektedir. Her bir
RT-gPCR veya RT-dPCR igin 5 pL kullanildijinda bu referans malzeme ile 20000 RT-gPCR veya
RT-dPCR gergeklestirilebilmektedir.

Referans malzemenin seyreltimi ile ilgili daha fazla bilgi, tGriin génderimi bilgilendirmesine ek olarak
paylasiimaktadir.

Saklama Kosullar
Storage Conditions

Liyofilize malzeme, +25 °C veya daha diguk sicakliklarda saklanmalidir.

Malzemenin sulandiriima ve seyreltiimesinden sonra -70 °C veya daha dlslUk sicaklikta saklanmasi
Onerilmektedir.

TUBITAK UME malzeme ile ilgili bildirdigi saklama kosullari ve kullanim talimatina uyulmamasi
nedeniyle malzemede meydana gelebilecek degisikliklerden sorumlu tutulamaz.

Guvenlik Uyarilan
Safety Information

UME RM 2020, SARS-CoV-2 virisunun kiguk gen fragmanlarini igermekte olup in vitro kosullarda
(deney tlipunde) uretilmistir. Malzeme, canh virUs icermediginden enfeksiydz 6zelligi bulunmamaktadir.

Normal laboratuvar dnlemleri uygulanir. Malzemenin mevcut olan guvenlik kurallarina gére kullanimi ve
atilmasi 6nemle tavsiye edilir.

Latfen, kullanimdan énce Guvenlik Bilgi Formu’nu okuyunuz.

Katilimcilar
Participants

Malzemenin hazirlama ve O6lgim calismalarinin gergeklestirildigi laboratuvara ait bilgiler asagidaki
tabloda verilmigtir.

Laboratuvar Adi Adresi

TUBITAK Gebze Yerleskesi, Baris Mah. Dr. Zeki Acar Cad. No.1 41470
Gebze - Kocaeli, Turkiye

TUBITAK UME
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Atanmis Degerin Belirlenmesinde Kullanilan Teknikler

Techniques Used for the Determination of the Assigned Values

Gen bdlgelerinin RT-gPCR dlgumleri Roche LightCycler® 480 Real Time PCR cihazi ve SensiFAST™
No-ROX One-Step Kiti (Meridian Bioscience BIO-76001) kullanilarak gerceklestirilmistir. Tek asamali
RT-qPCR kosullari: Ters transkripsiyon 45 °C 10 dakika (RdRp-Almanya: 30 dakika); enzim aktivasyonu
95 °C 5 dakika (RdRp-Almanya: 15 dakika); denatlrasyon 95 °C 15 s; amplifikasyon 58 °C 45 s ve
toplamda 50 dénguddr.

Malzemenin icerdigi gen bolgeleri icin belirlenen Cq degerleri, kullanim talimatinda belirtildigi sekilde
1000 kat seyreltilerek hazirlanan malzemenin RT-gPCR metodu ile iki gin ve u¢ tekrarli dlgiimleri
sonucunda elde edilmistir. Her bir gen icin elde edilen Cq degerleri (n = 6) kullanilarak standart
sapmalari hesaplanmis ve atanmis degerler ile birlikte verilmistir. Primer ve prob dizilimleri ve bilgileri
Ek1’de verilmektedir.

Belirtilen degerler sertifikalandiriimis dederler olmayip sadece referans malzemenin igerigi hakkinda bilgi
vermektedir.

Referans malzemenin hazirlanmasi ve deger atamasi hakkinda daha ayrintii bilgi makalede
verilmistir [6].

Revizyon Tarihgesi
Revision History

Tarih Aciklama

24.09.2020 | ik yayin.

RdRp (Almanya) gen fragmani analizi igin dizeltilmis ters primer dizisi ve yeni prob ile
atanmis deger degistirildi.

Ek 1'de yer alan RdRp (Almanya) gen fragmani analizi i¢in ters primer dizisi ve prob boyasi
bilgisi degistirildi.

Cihaz modeli, kit bilgisi ve RT-qPCR kosullari ile ilgili bilgiler eklendi.

Kaynaklar bélimuindeki [2] numarali referansa diizeltme ve makale ile ilgili bilgi eklendi.

11.11.2020

Malzeme Bilgi Formu’nun gegerlilik siiresi satistan sonra 4 ay olarak giincellendi.
Saklama kosullar altinda liyofilize malzemenin saklama sicakhgi +25 °C veya daha dusuk
sicakliklar olarak guncellendi.

RT-gPCR metodu kullanilarak bir set dlgiim daha yapilarak Atanmis Degerler tablosu ve
29.04.2021 “Atanmis Degerin Belirlenmesinde Kullanilan Teknikler” bolimu giincellendi.

Tanimlama kismina Qubit RNA floresan dlgiimu ifadesi ve uzun dénem kararlilik sonuglari
eklendi.

Kullanim talimatlarina seyreltim ile ilgili not eklendi.

Referans Malzeme hakkinda ayrintili bilgi iceren makale bilgisi eklendi.
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Ek 1. Liyofilize SARS-CoV-2 sentetik RNA fragmani dretiminde kullanilan hedef gen bolgeleri, ve RT-

gPCR ol¢cumlerinde kullanilan primer ve prob dizi ve igerik bilgileri

Gen Bolgesi Primer ve Prob Dizileri Modifikasyon Referans
F-ATGAGCTTAGTCCTGTTG

(IT:C:;?S-II:IIZ;Z R-CTCCCTTTGTTGTGTTGT [1]
P-AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA HEX-BHQO-1
F-GGTAACTGGTATGATTTCG

(RFC:EES_!S“ R-CTGGTCAAGGTTAATATAGG [1]
P-TCATACAAACCACGCCAGG FAM-BHQO-1
F-GTGARATGGTCATGTGTGGCGG

Eﬂggnya) R-CARATGTTAAARACACTATTAGCATA [2]*
P-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC FAM-ZEN-IBFQ
F-ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT

(FjAlmanya) R-ATATTGCAGCAGTACGCACACA [2]
P-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG FAM-ZEN-IRBRFQ
F-GACCCCAAAATCAGCGAAAT

z&H)CDC) R-TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG [3]
P-ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC FAM-ZEN-IBFQ
F-TTACAAACATTGGCCGCAAA

E\lAZBD CDC) R-GCGCGACATTCCGAAGAA [3]
P-ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG FAM-ZEN-IRBRFQ
F-CCCTGTGGGTTTTACACTTAA

%I:%?DC) R-ACGATTGTGCATCAGCTGA [4]
P-CCGTCTGCGGTATGTGGAAAGGTTATGG FAM-BHQO-1
F-GGGGAACTTCTCCTGCTAGAAT

z\lgin ¢ne) R-CAGACATTTTGCTCTCAAGCTG [4]
P-TTGCTGCTGCTTGACAGATT FAM-BHO-1
F-TGGGGYTTTACRGGTAACCT

8Eigl<ong) R-AACRCGCTTAACAAAGCACTC [5]
P-TAGTTGTGATGCWATCATGACTAG FAM-BHQ-1
F-TAATCAGACAAGGAACTGATTA

E\'Hong Kong) F-CCAAGGTGTGACTTCCATG [5]
P-GCAAATTGTGCAATTTGCGG FAM-BHQO-1
F-AGATTTGGACCTGCGAGCG

EANBADS‘E[F;C) R-GAGCGGCTGTCTCCACAAGT [3]
P-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG HEX-BHQO-1
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Ek 2. Liyofilize SARS-CoV-2 Sentetik RNA Fragmani Baz Dizilimi

GGGAGAAUGAGCUUAGUCCUGUUGCACUACGACAGAUGUCUUGUGCUGCCGGUACUACACAAACUGCUUG
CACUGAUGACAAUGCGUUAGCUUACUACAACACAACAAAGGGAGGUGACCCUGUGGGUUUUACACUUAAA
AACACAGUCUGUACCGUCUGCGGUAUGUGGAAAGGUUAUGGCUGUAGUUGUGAUCAACUCCGCGAACCCA
UGCUUCAGUCAGCUGAUGCACAAUCGUUUAUGGUAACUGGUAUGAUUUCGGUGAUUUCAUACAAACCACG
CCAGGUAGUGGAGUUCCUGUUGUAGAUUCUUAUUAUUCAUUGUUAAUGCCUAUAUUAACCUUGACCAGGG
GAGUGAAAUGGUCAUGUGUGGCGGUUCACUAUAUGUUAAACCAGGUGGAACCUCAUCAGGAGAUGCCACA
ACUGCUUAUGCUAAUAGUGUUUUUAACAUUUGUCAAUGGGGUUUUACAGGUAACCUACAAAGCAACCAUG
AUCUGUAUUGUCAAGUCCAUGGUAAUGCACAUGUAGCUAGUUGUGAUGCAAUCAUGACUAGGUGUCUAGC
UGUCCACGAGUGCUUUGUUAAGCGUGUUGAAGACAGGUACGUUAAUAGUUAAUAGCGUACUUCUUUUUCU
UGCUUUCGUGGUAUUCUUGCUAGUUACACUAGCCAUCCUUACUGCGCUUCGAUUGUGUGCGUACUGCUGC
AAUAUUGUGGACCCCAAAAUCAGCGAAAUGCACCCCGCAUUACGUUUGGUGGACCCUCAGAUUCAACUGG
CAGUAACCAGAAUUAGGGGAACUUCUCCUGCUAGAAUGGCUGGCAAUGGCGGUGAUGCUGCUCUUGCUUU
GCUGCUGCUUGACAGAUUGAACCAGCUUGAGAGCAAAAUGUCUGGUACUAAUCAGACAAGGAACUGAUUA
CAAACAUUGGCCGCAAAUUGCACAAUUUGCCCCCAGCGCUUCAGCGUUCUUCGGAAUGUCGCGCAUUGGC
AUGGAAGUCACACCUUCGCUGCAGCCGGGAGAUUUGGACCUGCGAGCGGGUUCUGACCUGAAGGCUCUGC
GCGGACUUGUGGAGACAGCCGCUCGGAUC

Kaynaklar
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