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Verwendungszweck

Das arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ist ein Realtime-RT-PCR-Test fir den qualitativen
Nachweis von Nukleinsduren von SARS-CoV-2 in nasopharyngealen  Abstrichen
(Nasopharyngeal Swab, NPS), nasalen Abstrichen und oropharyngealen Abstrichen von
Personen mit Anzeichen und Symptomen einer Infektion oder Personen ohne Symptome oder

sonstige Hinweise, die den Verdacht auf eine COVID-19-Infekfion begrinden.

Es ist in Kombination mit klinischen Beobachtungen, der Anamnese sowie epidemiologischen
Informationen als Hilfsmittel fir die Diagnose von COVID-19 in der akuten Phase der Infektion

vorgesehen.

Das artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ist fir die Verwendung in einer
molekularbiologischen Laborumgebung durch professionelle Anwender, wie z. B. geschultes
klinisches Laborpersonal, das in den Techniken der Realtime PCR und in-vitro-diagnostischen

Verfahren ausgebildet wurde, vorgesehen.

Negative Ergebnisse schlieflen eine Infektion mit SARS-CoV-2 nicht aus und dirfen nicht als

alleinige Grundlage fir Entscheidungen des Patientenmanagements dienen.

Das artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ist fir die Verwendung mit dem Rotor-Gene Q (RGQ)
MDx System oder dem ABI 7500 Fast Dx als Realtime PCR-System vorgesehen.
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Beschreibung und Prinzip

Angaben zum Pathogen

Bei den Coronaviren, einer Gattung der Familie der Coronaviridae, handelt es sich um grof3e
umhillte positiv-strangige RNA-Viren, die hochansteckende Krankheiten bei Menschen und
Haustieren verursachen (1). Coronaviren, die den Menschen infizieren, sind nachweislich fir
ein Drittel der normalen Erkdaltungsinfektionen verantwortlich. Sie sind auBerdem urséchlich

bekannt fir nosokomiale Infektionen der oberen Atemwege bei Frihgeborenen (2).

Ein neues Mitglied der Coronavirus-Familie verursachte einen Ausbruch der Atemwegserkrankung
in der Stadt Wuhan in China (1, 3). Das zundchst als neuartiges Coronavirus (2019-nCoV)
bezeichnete SARS-CoV-2 unterscheidet sich vom SARS-CoV (1, 3), das fir den Ausbruch im Jahr
2003 verantwortlich war, sowie vom MERS-CoV, das seit 2012 im Nahen Osten zirkuliert.
SARS-CoV-2 ist der Erreger der Krankheit COVID-19. Die SARS-CoV-2RNA ist in der frihen und
akuten Phase der Infekfion in verschiedenen Proben aus dem oberen Respirationstrakt (nasale,

oropharyngeale und nasopharyngeale Abstriche) nachweisbar (3).

In Verbindung mit der Anamnese und der SARS-CoV-2-Epidemiologie sind RT-PCR-Assays zum
Goldstandard fir die Diagnose von SARS-CoV-2 geworden. Das Europdische Zentrum fir die
Prévention und die Kontrolle von Krankheiten (European Centre for Disease Prevention and
Control, ECDC) hat vorgeschlagen, RT-PCR-basierte Assays mit Immunoassays zu kombinieren,
um den Infektionsstatus zu iberwachen und die Effizienz der restriktiven MaBBnahmen zur

Kontrolle des Ausbruchs zu bewerten (4, 5).

Der SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Assay zielt auf 2 virale Gene (N1- und N2-Gen) ab, die im
selben Fluoreszenzkanal detektiert werden. Es erfolgt keine Differenzierung zwischen den
beiden Zielgenen, sodass die Amplifikation eines beliebigen dieser zwei Gene zu einem
Fluoreszenzsignal fihrt. Positive Ergebnisse deuten auf die Gegenwart des SARS-CoV-2-Virus
hin, schlieBen eine Koinfektion mit anderen Pathogenen jedoch nicht aus. Andererseits

schlieBen negative RT-PCR-Ergebnisse eine mdgliche Infektion nicht aus.
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Zusammenfassung und Erlauterung

Das arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ist ein gebrauchsfertiges System mit einem einfachen
Schritt zur Probenvorbereitung, auf den die Detektion der SARS-CoV-2RNA mittels RT-PCR
entweder auf dem RGQ MDx System oder auf den ABI 7500 Fast Dx Platformen folgt
(Abbildung 1). Der SARS-CoV-2 UM Amp Buffer enthalt die Reagenzien und Enzyme fir die
spezifische Amplifikation einer 72-Basenpaar(bp)-Region und einer 67-bp-Region aus dem RNA-
Genom von SARS-CoV-2 und fir den direkten Nachweis der Amplifikate im Fluoreszenzkanal
,Green” des RGQ MDx Gerdts sowie mit dem Fluoreszenzfilter A/1 des ABI 7500 Fast Dx.

Das Primer- und Sondengemisch des artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit enthdlt auch die fir
die RNAse P-Amplifikationen bendtigten Oligonukleotide. Wenn diese Amplifikate im
Fluoreszenzkanal ,Yellow” des RGQ MDx Gerdts oder mit dem Fluoreszenzfilter B/2 des ABI
7500 Fast Dx detektiert werden, ist gewdhrleistet, dass ausreichend biologische Probe auf
dem Tupfer gesammelt wurde. Diese Kontrolle ist entscheidend, um das Vorhandensein von
biologischen Proben in SARS-CoV-2-negativen Proben sicherzustellen. Eine Amplifikation sollte
immer nachweisbar sein, da sie sonst die Qualitat der Probe in Frage stellt.

Das artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit enthdlt zudem ein drittes heterologes
Amplifikationssystem zur Erkennung einer mdglichen RT-PCR-Inhibition. Dies erfolgt Uber die
Detektion einer internen RNAXKontrolle (Internal Control, IC) im Fluoreszenzkanal ,Red” des
RGQ MDx Gerdts und mit dem FluoreszenZfilter E/5 des ABI 7500 Fast Dx. Da die IC im
SARS-CoV-2 Amp Primers Mix enthalten ist, sollte ihre Amplifikation konstant sein, es sei denn,
es ist ein RT-PCR-Inhibitor in der Probe oder in der RT-PCR-Reaktion vorhanden, der die
Amplifikation verzégert oder verhindert.

Externe Positiv- und Negativkontrollen (SARS-CoV-2 Positive Control bzw. nukleasefreies
Wasser als Kontrolle ohne Template [No Template Control, NTC]) sind im artus SARS-CoV-2
Prep&Amp UM Kit enthalten, um die korrekte Durchfihrung des PCR-Schritts zu bestatigen.
Eine Kontrolle ohne Extraktion (SARS-CoV-2 UM Prep Buffer als NEC verwendet) wird dringend
empfohlen, um die Abwesenheit von RT-PCR-Inhibitoren im Vorbereitungspuffer zu iberpriifen.

Zusammengenommen Uberwachen diese Kontrollen die Effizienz der reversen Transkription
und der PCR-Schritte.
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Arbeitsablauf des arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
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(Fortsetzung von der vorhergehenden Seite)

E = 8 pl Probe zugeben Probe JLooccnacorcocl NEC
Assay- i Probe (erhitz) > [8630
einrichtung ! )g% o
2. Probe L slelelelele)
e e e
: = 15 pl Reaktionsgemisch zugeben (alle Wells Probe 1880000200208
Assay- i Reaktionsgemisch ﬁ 9 9 ( ) > |
einrichtung ! :
Reaktions- !
gemisch - . |
: 10 pl Positivkontrolle zugeben
Assay- ! SARS-CoV-2 "
einrichtung ! Positive Control "
Positivkontrolle A ~
: RT-PCR artus SARS-CoV-2
E Schritte Reaktionszyklen Daver Temperatur
E Reverse Transkription — 10 min 50°C
i Aktivierung — 2 min 95 °C
E Denaturierung 5s 95 °C
' i | . 40x .
RT.PCR E Annealing/Elongation 30s 58 °C
! |
: l oder l
: RGQ MDx 5plex HRM ABI 7500 Fast Dx

Abbildung 1 Arbeitsablauf des arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
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Im Lieferumfang enthaltene Materialien

Kit-Inhalt
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
Katalog-Nr. 4511460 4511469
Anzahl der Reaktionen 768 3072
Rohrchenfarbe  Deckelfarbe  Identitéit Rohrchen-1D Vo|(:|l1)1en Vol(::;ien
Transparent Preparation Buffer 8 x 930
Gelb SARS-CoV-2 UM Prep Buffer . 2 x 930 X
(Vorbereitungspuffer)
Transparent Blau SARS-CoV-2 UM Amp Buffer Master Mix 4x1440 16 x 1440
(Master-Mix)
Transparent Lila SARS-CoV-2 Amp Primers P"E“ers ez ielzs 4x1680 16x 1680
(Primer und Sonden)
Transparent Griin SARS-CoV-2 Internal Control Internal Control (IC) 1 x 1390 4x1390
(Interne Kontrolle)
Transparent Rot SARS-CoV-2 Positive Control Posi!iye Control 1 x 220 4 x 220
(Positivkontrolle)
Transparent Water for NTC Water (NTC) 4 x 1900
Transparent (Wasser fir NTC) (Wasser (NTC)) 1x 1900 *
Transparent ROX Reference Dye ROX Dye 4x210
UG Gl (ROX-Referenzfarbstoff) (ROX-Farbstoff) Rl *
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Kitkomponenten

Reagenzien

Die Reagenzvolumen in den einzelnen Rhrchen sind fir 8 Chargen je 96 Proben (Kit mit
768 Reaktionen) oder 32 Chargen je 96 Reaktionen (Kit mit 3072 Reaktionen) optimiert,
einschlieBlich einer Positivkontrolle (Positive Control, PC), einer Kontrolle ohne Template (No

Template Control, NTC) und einer Exiraktionskontrolle (No Extraction Control, NEC).

Es konnen weniger oder mehr Proben analysiert werden, jedoch ist dann der
Reagenzverbrauch suboptimal. Es wird empfohlen, mehrfache Einfrier-/Auftauzyklen zu
vermeiden. Die Reagenzien kénnen aliquotiert werden, um mehrfache Einfrier-/Auftauzyklen

zu vermeiden.

Primer und Sonden

Die Primer und Sonden, die auf die SARS-CoV-2-Sequenzen abzielen, basieren auf den
Primern und Sonden, die von den US-amerikanischen Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) entwickelt wurden.

Kontrollen und Kalibratoren

Der Assay enthdlt 5 Kontrollen zur Uberwachung der RT-PCR-Effizienz.

Interne Kontrolle (Internal Control, IC): Bei der internen Kontrolle handelt es sich um eine
einzelstrangige IVIRNA, die die Gegenwart von Kontaminanten nachweist, welche die
reverse Transkription inhibieren kénnten. Die interne Kontrolle Gberwacht auch die Effizienz
der reversen Transkription in der Kontrolle ohne Template (No Template Control, NTC) und

der Extraktionskontrolle (No Extraction Control, NEC).
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Kontrolle ohne Template (No Template Control, NTC): Die Kontrolle ohne Template besteht
aus nukleasefreiem Wasser. Sie wird der PCR-Platte zugegeben, um eine mégliche
Einschleppung von Kontaminanten, die zu einer Fehlinterpretation der SARS-CoV-2-Ziele

fihren konnten, wahrend der Vorbereitung der PCR-Platte zu verifizieren.

Positivkontrolle (Positive Control, PC): Die Positivkontrolle ist eine doppelsirangige DNA, die
mit SARS-CoV-2 Primers and Probes (P&P Mix) amplifiziert ist. Ihr Nachweis bestatigt die
Funktionsfahigkeit der am PCR-Amplifikationsschritt beteiligten Reagenzien.

Extraktionskontrolle (No Extraction Control, NEC): Die Extraktionskontrolle besteht aus dem
SARS-CoV-2 UM Prep Buffer. Sie wird parallel zu den klinischen Proben verarbeitet, um eine
mogliche  Einschleppung von Kontaminanten, die zu einer Fehlinterpretation der

SARS-CoV-2-Ziele fihren kénnten, wéhrend der Probenvorbereitung zu verifizieren.

Probenkontrolle: Die Probenkontrolle detektiert das RNase P Gen und ist entscheidend, um das
Vorhandensein von biologischen Proben in SARS-CoV-2-negativen Proben sicherzustellen. Die
Amplifikation der Probenkontrolle sollte immer nachweisbar sein, da sie sonst die Qualitat der

Probe in Frage stellt.

Plattformen und Software

Stellen Sie vor dem Gebrauch sicher, dass die Gerdte gemd3 den Empfehlungen des
Herstellers gewartet und kalibriert wurden. Dieses Kit kann fir zwei Workflows verwendet
werden, die den Einsatz des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM oder des ABI 7500 Fast Dx

Gerdts und der jeweils entsprechenden Software erfordern:

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM: Rotor-Gene Q Software, Version 2.3.1 oder hher
e ABI 7500 Fast Dx: SDS Software, Version 1.4.1 oder hdher
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Erforderliche, nicht im Lieferumfang enthaltene
Materialien

Verbrauchsmaterialien

e Puderfreie Einmal-Laborhandschuhe
e Sterile und nukleasefreie Pipettenspitzen mit Filtern
® PCR-reie 1,5-ml- oder 2-ml-Réhrchen

® 0,1-ml-PCR-R8hrchen zur Verwendung mit dem Rotor-Gene® Q MDx (Strip Tubes and Caps,
0.1 ml, Kat.-Nr. 981103)

o 96-Well MicroAmp™ zur Verwendung mit der ABI 7500 Fast Dx qPCR Plattform
(Applied Biosystems 96-Well-Platte, Kat.-Nr. N8010560)

® MicroAmp Optical Adhesive Film zur Verwendung mit der ABI 7500 Fast Dx gPCR
Platform (Applied Biosystems, Kat.-Nr. 4360954)

Ausstattung/Geréte *

e Tischzentrifuge mit Rotor fiir 2-m|-Reaktionsréhrchen
® Pipetten (einstellbar)

® Vortexer

® Heizblock

® Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM (Kat.-Nr. 9002032) mit Rotor-Gene Q Software ab
Version 2.3.1

® Rotor-Disc 72 Rotor (Kat.-Nr. 9018899)
® Rotor-Disc 72 Locking Ring (Kat.-Nr. 9018900)
e 72-Well-ladeblock (QIAGEN Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, Kat.-Nr. 9018901)

® Ersatzweise: ABl 7500 Fast Dx gPCR Platform (Thermo Fisher Scientific®, Kat.-Nr. 4406985)
mit Software ab Version 1.4.1 und einer 96-Well-Plattenzentrifuge

* Stellen Sie vor dem Gebrauch und sofern zutreffend sicher, dass die Gerdte geméf3 den Empfehlungen des
Herstellers geprisft und kalibriert wurden.
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Warnungen und Vorsichtsmaf3inahmen

Bitte beachten Sie, dass Sie ggf. verpflichtet sind, lhre lokalen Vorschriften zur Meldung
schwerwiegender Vorfdlle, die im Zusammenhang mit dem Produkt aufgetreten sind, an den
Hersteller und die Regulierungsbehorde, welcher der Anwender und/oder der Patient

unterliegt, zu konsultieren.
Sicherheitshinweise

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien stets einen geeigneten Laborkittel, Einmal-
Laborhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen finden Sie in den jeweiligen
Sicherheitsdatenblattern (Safety Data Sheets, SDS). In unserer Online-Sammlung der
Sicherheitsdatenbldtter unter www.giagen.com/safety finden Sie zu jedem QIAGENKit und
zu jeder KitKomponente das jeweilige SDS als praktische und kompakte PDF-Datei, die Sie

einsehen und ausdrucken kénnen.

Tragen Sie immer eine geeignete personliche Schutzausriistung, einschlieBlich, aber nicht
beschrankt auf puderfreie Handschuhe, Laborkittel und Schutzbrille. Schiitzen Sie Haut, Augen

und Schleimhéute. Wechseln Sie die Handschuhe héufig, wenn Sie mit Proben arbeiten.

Alle Proben sind als potenziell gefdhrlich zu behandeln. Beachten Sie stets die in einschlagigen
Richtlinien wie z. B. in Profection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired
Infections, Approved Guideline (M29) des Clinical and Laboratory Standards Institute® (CLSI)

oder in anderen relevanten Dokumenten beschriebenen Sicherheitsvorkehrungen.

Die Proben sind potenziell infektiés. Proben- und Assay-Abfdlle sind gemafB3 den ortlichen

Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.
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Vorsichtsmaf3inahmen

Beachten Sie die Ublichen Laborverfahren, um lhren Arbeitsbereich sauber und
kontaminationsfrei zu halten. Legen Sie einen Bereich mit spezifischer Ausstattung fir die
Arbeit mit RNA fest.

Befolgen Sie die gute Laborpraxis, um Kreuzkontaminationen zu minimieren.

Achten Sie darauf, eine Kontamination mit RNAse wahrend des Experiments zu vermeiden,

und verwenden Sie RNAse-freie KunststoffgefcBe.

legen Sie Wert auf eine gute Rickfihrbarkeit mit schlissigen Aufzeichnungen,

insbesondere fir die Probenidentifizierung.
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Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Die auf der Verpackung und den Etiketten aller Komponenten des Kits aufgedruckten
Verfallsdaten und Lagerungsbedingungen sind zu beachten. Abgelaufene oder falsch

gelagerte Komponenten diirfen nicht verwendet werden.

Das artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit kann bei 30 °C bis -15 °C fir 6 Monate oder bis

zum Verfallsdatum aufbewahrt werden.
Probentransport, lagerung und -handhabung

Das artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ist fir die Verwendung mit nasopharyngealen,
nasalen und oropharyngealen Abstrichen bestimmt. Alle Proben sind als potenziell geféhrlich

zu behandeln.

Die US-amerikanischen Centers for Disease Control and Prevention (CDC) und Public Health
England haben Richtlinien fir die Entnahme, Handhabung und Testung von klinischen Proben
erstellt. Weitere Informationen finden Sie in diesen Richtlinien oder in anderen relevanten

nationalen Referenzlaborprotokollen.
Probenentnahme, -transport und -lagerung

Fir die Entnahme, Lagerung und den Transport von Abstrichproben beachten Sie bitte die
Empfehlungen des Herstellers. Die Abstrichtupfer missen vollsténdig in das Transportmedium

eingetaucht sein, um die Probenintegritdt zu erhalten.
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Protokoll: Probenvorbereitung und Nachweis von

SARS-CoV-2 auf dem RGQ MDx 5plex HRM

Dieses Protokoll beschreibt die Proben- und RT-PCR-Vorbereitung auf dem RGQ MDx 5plex
HRM zum Nachweis der SARS-CoV-2-Ziele in menschlichen nasalen, nasopharyngealen oder

oropharyngealen Abstrichen, die in Transportmedien gelagert werden.

Wichtige Hinweise vor Beginn

Vergewissern Sie sich, dass die auf der Verpackung und den Etiketten aller Komponenten
aufgedruckten Verfallsdaten und Lagerungsbedingungen beachtet wurden. Abgelaufene
oder falsch gelagerte Komponenten dirfen nicht verwendet werden.

Verwenden Sie gut gewartete und kalibrierte Gerdgte.

Achten Sie wéhrend des Experiments darauf, Kontaminationen mit RNasen zu vermeiden
und nukleasefreie Kunststoffartikel zu verwenden.

Vorbereitende Schritte

Die Proben kénnen wéhrend der Vorbereitungsschritte und des Reaktionsaufbaus bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden, es wird jedoch empfohlen, sie auf Eis oder bei 4 °C
auf einem Kihlgestell aufzubewahren.

Lassen Sie den SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, den SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, die
SARS-CoV-2 Amp Primers, die SARS-CoV-2 IC, das Wasser fir NTC und die SARS-CoV-2
Positive Control bei Raumtemperatur (15-25 °C) vollstédndig auftauen. Bewahren Sie die
Réhrchen bis zur Verwendung bei Raumtemperatur und vor Licht geschitzt auf.
Homogenisieren Sie vor der Verwendung den SARS-CoV-2 UM Prep Buffer und den
SARS-CoV-2 UM Amp Buffer durch 2 bis 3-maliges Invertieren (nicht Vortexen) und
anschlieBendes schnelles Schleudern. Alle anderen Einzelreagenzien kdnnen durch
Vortexen in Impulsen fir 3 bis 5 Sekunden oder durch 2-3-maliges Invertieren und
anschlieBendes schnelles Schleudern homogenisiert werden.
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Der SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inhibiert in den klinischen Proben vorhandene RNasen
fir den Detektionsschritt, ist aber keine Virus-inaktivierende Lésung. Alle Proben sind als
potenziell gefdhrlich zu behandeln.

Vergewissern Sie sich, dass die Bedingungen fir die Reaktionszyklen auf der gPCR-Plattform
den Angaben in diesem Protokoll entsprechen.

e Die Reagenzien kdnnen aliquotiert werden, um mehrere Einfrier-/Auftauzyklen zu vermeiden.
e Bereiten Sie das Reaktionsgemisch frisch vor (< 2 h vor Beginn der RT-PCR).
® Um Kontaminationen méglichst gering zu halten, sollte die Vorbereitung der Proben und
der RT-PCR in separaten Bereichen erfolgen.
Verfahren
1. Probenvorbereitung
Ta. Vortexen Sie den Tupfer mit der Probe griindlich.
Tb. Aliquotieren Sie 50-200 pl der Probe in PCR-freie 1,5-ml-Réhrchen.
lc. Fuhren Sie einen 10-minitigen Heizschritt bei 70 °C auf einem Heizblock durch.
Lassen Sie die Proben mindestens 5 min lang auf Eis abkihlen. Bewahren Sie die
Proben anschlieBend auf Eis oder bei 4 °C auf.
2. Vervollsténdigen Sie beim ersten Gebrauch den SARS-CoV-2 UM Amp Buffer mit dem

ROX-Referenzfarbstoff.

2a. Geben Sie 32,8 pl des ROX-Farbstoffs in ein Réhrchen mit SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.

2b. SchlieBen Sie den Deckel des Réhrchens mit SARS-CoV-2 UM Amp Buffer und
ROX-Farbstoff und schwenken Sie das Réhrchen 3-mal um.

2c. Zentrifugieren Sie den SARS-CoV-2 UM Amp Buffer mit ROX-Farbstoff, sodass er sich
am Boden des Rohrchens sammelt.

. Bereiten Sie fir eine vollstandige RGQ MDx-Platte (72 Wells) ein Aliquot einer Mischung

aus SARS-CoV-2 Amp Primers und SARS-CoV-2 Internal Control vor.

3a. Uberfragen Sie die erforderlichen Volumen der SARS-CoV-2 Amp Primer und der
SARS-CoV-2 Internal Control gemé&B Tabelle 1 in ein neues PCR-reies 1,5-ml-Rdhrchen.

3b. SchlieBen Sie den Deckel und schwenken Sie das Réhrchen 3-mal um oder Vortexen
Sie es 3-5 s lang in Impulsen.

3c. Zentrifugieren Sie die Losung der SARS-CoV-2 Amp Primers mit der IC, sodass sie
sich am Boden des Réhrchens sammelt.
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Tabelle 1. Zusammensetzung des Gemischs aus SARS-CoV-2 Amp Primers+ IC

Gemisch aus SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Anzahl der Reaktionen

Volumen (pl)
Reagenzien Stammkonzentration  Endkonzentration 1 Rkt. 72'!!e¢?khonen (+22 f
zusdtzliches Volumen*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 638
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/ypl 10 cp/pl 1,5 132
Gemisch aus SARS-CoV-2 Amp 8,75 770

Primers + IC insgesamt

*

Hinweis: Passen Sie die Volumina der SARS-CoV-2 UM Amp Primer und der SARS-CoV-2 Internal Control entsprechend
der Anzahl der zu testenden Proben an. Rechnen Sie ein Zusatzvolumen ein, um das Totvolumen auszugleichen.

4. Stellen Sie gemaf Tabelle 2 ein Reaktionsgemisch her und mischen Sie es griindlich.

Tabelle 2. Zusammensetzung des Reaktionsgemischs

RT-PCR-Reaktionsgemisch

Anzahl der Reaktionen
Volumen (pl)

72 Reaktionen (+20 %

Reagenzien Stammkonzentration ~ Endkonzentration 1 Rkt. susétzliches Volumen*]
SARS-CoV-2 UM Amp Buffer! 4x 1x 6,25 540
SARS-CoV-2 Amp Primers* 2,9x 1x 8,75 756
Gesamtreaktionsvolumen - 15,00 1296

* Hinweis: Passen Sie die Volumina des SARS-CoV-2 UM Amp Buffer und der SARS-CoV-2 Amp Primers entsprechend
der Anzahl der zu testenden Proben an. Rechnen Sie ein Zusatzvolumen ein, um das Totvolumen auszugleichen.

T Mit ROX-Referenzfarbstoff vervollsténdigter SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.

# Mit SARS-CoV-2 Internal Control vervollstandigte SARS-CoV-2 Amp Primers.

5. Dispensieren Sie 8 pl nukleasefreies Wasser in das PCRR6hrchen fir die NEC.
Laden Sie 10 pl nukleasefreies Wasser in das PCR-Réhrchen fiir die NTC.

7. Dispensieren Sie 2 pl des SARS-CoV-2 UM Prep Buffer in jedes PCRR&hrchen, das dem
NEC und den vorbereiteten Proben zugewiesen ist.

8. Geben Sie 8 pl der vorbereiteten Probe in ein PCR-RShrchen mit dem SARS-CoV-2 UM
Prep Buffer. Mischen Sie durch 5-maliges Auf- und Abpipettieren.
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9. Geben Sie 15 pl des in Schritt 4 angesetzten Reaktionsgemischs in die Réhrchen fir die

Proben und Kontrollen (Abbildung 2 dient als Beispiel). Mischen Sie durch 5-maliges
Auf- und Abpipettieren. SchlieBen Sie dann die Deckel aller PCR-R&hrchen mit Ausnahme

des fir die SARS-CoV-2 Positive Control vorgesehenen Réhrchens.

Hinweis: Vergewissern Sie sich, dass die Rohrchen fest verschlossen sind, um eine

Kreuzkontamination zu vermeiden.

10.Laden Sie 10 pl der SARS-CoV-2 Positive Control in das entsprechende PCR-Réhrchen.
Mischen Sie durch 5-maliges Auf- und Abpipettieren.

11.Richten Sie das RT-PCR-Programm des RGQ MDx 5plex HRM geméf den Angaben in

Tabelle 3 ein.

Hinweis: Die Datenerfassung sollte wéhrend des Annealing-/Elongationsschritts erfolgen.

12.Stellen  Sie die Rohrchen in einen Realtime-PCR-Thermocycler (Beispiel fir die

Réhrchenanordnung siehe Abbildung 2) und starten Sie das Zyklusprogramm gemaf der
Beschreibung in Tabelle 3.

Hinweis: Achten Sie darauf, dass die Réhrchenposition und -reihenfolge zwischen dem

Assay-Setup und den Schritten im Real-Time-Cycler gleich bleibt.

Tabelle 3. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Programm

Schritte Daver Temperatur (°C) Anzahl der Zyklen Erfassung
Reverse Transkription 10 min 50 1 Nein
,:;Zrﬁlflii?eerung der PCR Al e ! el
2-Schritt-Zyklen
Denaturierung 5s 95 40 Nein
Annealing/Extension 30s 58 Green (FAM), Yellow (HEX)

und Red (Atto)
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:1: PC

| 2:NTC

- 1 3:NEC

& | 4: Probe 1
3 5: Probe 2
. . 6: Probe 3
.. a7

Abbildung 2. Beispiel firr eine Rshrchenanordnung auf der RGQ MDx 5plex HRM Platiform

13 Klicken Sie unter ,New Run Wizard” (Assistent fir neve Laufe) auf Gain optimization
(Verstarkungsoptimierung) und 6ffnen Sie Auto-gain Optimization Setup (Einrichtung der
automatischen Verstarkungsoptimierung).

14.Vergewissern Sie sich, dass die Erfassungskandle wie in Tabelle 4 beschrieben eingestellt sind.
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Tabelle 4. RGQ MDx 5plex HRM Konfiguration

Name Position PC- Min. Messwert Max. Messwert
Rohrchen (FI) (Fl) Verstirkung
Grisn 1* 5F 10 FI
Yellow 1* 5Fl 10 FI
Red 1* 5Fl 10 FI

*

15.Wahlen Sie Perform optimization before the first acquisition (Optimierung vor der 1. Erfassung

durchfihren).

16.Starten Sie den Lauf.

17.Analysieren Sie am Ende des Laufs die Ergebnisse (sieche Abschnitt Ergebnisse).

Hinweis: Dies muss entsprechend der Position des R8hrchens mit der SARS-CoV-2 Positive Control gedndert werden.
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Protokoll: Probenvorbereitung und Nachweis von

SARS-CoV-2 auf dem ABI 7500 Fast Dx

Dieses Protokoll dient der Vorbereitung und dem Nachweis von SARS-CoV-2-Zielen in

menschlichen nasalen, nasopharyngealen oder oropharyngealen Abstrichen, die in
Transportmedien gelagert sind, auf dem ABI 7500 Fast Dx qPCR Gerdit.

Wichtige Hinweise vor Beginn

Vergewissern Sie sich, dass die auf der Verpackung und den Etiketten aller Komponenten
aufgedruckten Verfallsdaten und Lagerungsbedingungen beachtet wurden. Abgelaufene
oder falsch gelagerte Komponenten dirfen nicht verwendet werden.

Verwenden Sie gut gewartete und kalibrierte Gerdte.

Achten Sie wéhrend des Experiments darauf, Kontaminationen mit RNasen zu vermeiden
und nukleasefreie Kunststoffartikel zu verwenden.

Bei Verwendung des ABI 7500 Fast Dx muss dem Réhrchen mit Master-Mix vor der ersten
Verwendung ROX-Farbstoff zugegeben werden.

Vorbereitende Schritte

Die Proben kénnen wéhrend der Vorbereitungsschritte und des Reaktionsaufbaus bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden, es wird jedoch empfohlen, sie auf Eis oder bei 4 °C
auf einem Kihlgestell aufzubewahren.

Bei Verwendung des ABI 7500 Fast Dx ist der ROX-Farbstoff erforderlich.
Die Daten missen mit der ROX-Passivfarbstoffeinstellung erfasst werden.

Lassen Sie den SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, den SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, die SARS-
CoV-2 Amp Primers, die SARS-CoV-2 IC, das Wasser fir NTC und die SARS-CoV-2 Positive
Control bei Raumtemperatur (15-25 °C) vollsténdig auftauen. Bewahren Sie die Réhrchen
bis zur Verwendung bei Raumtemperatur und vor Licht geschitzt auf.
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Homogenisieren Sie vor der Verwendung den SARS-CoV-2 UM Prep Buffer und den
SARS-CoV-2 UM Amp Buffer durch 2 bis 3-maliges Invertieren (nicht Vortexen) und
anschlieBendes schnelles Schleudern. Alle anderen Einzelreagenzien kénnen durch
Vortexen in Impulsen fir 3 bis 5 Sekunden oder durch 2-3-maliges Invertieren und
anschlieBendes schnelles Schleudern homogenisiert werden.

Der SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inhibiert in den klinischen Proben vorhandene RNasen
fir den Detektionsschritt, ist aber keine Virusiinaktivierende Lésung. Alle Proben sind als

potenziell gefdhrlich zu behandeln.

Vergewissern Sie sich, dass die Bedingungen fir die Reaktionszyklen auf der gPCR-Plattform

den Angaben in diesem Protokoll entsprechen.
Die Reagenzien kénnen aliquotiert werden, um mehrere Einfrier-/Auftauzyklen zu vermeiden.
Bereiten Sie das Reaktionsgemisch frisch vor (< 2 h vor Beginn der RT-PCR).

Um Kontaminationen maglichst gering zu halten, sollte die Vorbereitung der Proben und

der RT-PCR in separaten Bereichen erfolgen.

Verfahren

1.

Probenvorbereitung

Ta. Vortexen Sie den Tupfer mit der Probe griindlich.

Tb. Aliquotieren Sie 50-200 pl der Probe in PCR-freie 1,5-ml-Réhrchen.

lc. Fuhren Sie einen 10-minitigen Heizschritt bei 70 °C auf einem Heizblock durch.
Lassen Sie die Proben mindestens 5 min lang auf Eis abkihlen. Bewahren Sie die
Proben anschliefend auf Eis oder bei 4 °C auf.

Vervollstandigen Sie beim ersten Gebrauch den SARS-CoV-2 UM Amp Buffer mit dem

ROX-Referenzfarbstoff.

2a. Geben Sie 32,8 pl des ROX-Farbstoffs in ein Réhrchen mit SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.

2b. SchlieBen Sie den Deckel des Rdhrchens mit SARS-CoV-2 UM Amp Buffer und
ROX-Farbstoff und schwenken Sie das Rdhrchen 3-mal um.

2c.  Zentrifugieren Sie den SARS-CoV-2 UM Amp Buffer mit ROX-Farbstoff, sodass er sich
am Boden des Réhrchens sammelt.

. Bereiten Sie fir eine vollstindige ABI 7500 Fast Dx-Platte (96 Wells) ein Aliquot einer

Mischung aus SARS-CoV-2 Amp Primers und SARS-CoV-2 Internal Control vor.
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3a. Ubertragen Sie die erforderlichen Volumen der SARS-CoV-2 Amp Primers und der
SARS-CoV-2 Internal Control gemdaf Tabelle 5 in ein neues PCRreies 1,5-ml-Réhrchen.
3b. SchlieBen Sie den Deckel und schwenken Sie das Réhrchen 3-mal um oder Vortexen

Sie es 3-5 s lang in Impulsen.
3c. Zentrifugieren Sie die SARS-CoV-2 Amp Primers, die die IC enthalten, ab, damit sich
die Lésung auf den Boden des Rohrchens absetzt.

Tabelle 5. Zusammensetzung des Gemischs aus SARS-CoV-2 Amp Primers+ IC

Gemisch aus SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Anzahl der Reaktionen
Volumen (pl)

96 Reaktionen (+21 %

Reagenzien Stammkonzentration  Endkonzentration 1 Rkt. susiitzliches Volumen*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 841
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/pl 1,5 174

Gemisch aus SARS-CoV-2
Amp Primers + IC insgesamt

8,75 1015

*

Hinweis: Passen Sie die Volumina der SARS-CoV-2 UM Amp Primer und der SARS-CoV-2 Internal Control entsprechend
der Anzahl der zu testenden Proben an. Rechnen Sie ein Zusatzvolumen ein, um das Totvolumen auszugleichen.

4. Stellen Sie gemaf Tabelle 6 ein Reaktionsgemisch her und mischen Sie es grindlich.

Tabelle 6. Zusammensetzung des Reaktionsgemischs

RT-PCR-Reaktionsgemisch Anzahl der Reaktionen
Volumen (pl)
Reagenzien Stammkonzentration  Endkonzentration 1 Rkt. 96.? ec}khonen (+20 f
zusdtzliches Volumen*)
SARS-CoV-2 UM Amp Buffer! 4x 1x 6,25 720
SARS-CoV-2 Amp Primers* 2,9x 1x 8,75 1008
Gesamtreaktionsvolumen - 15,00 1728

* Hinweis: Passen Sie das Volumen des SARS-CoV-2 UM Amp Buffers und der SARS-CoV-2 Amp Primers entsprechend
der Anzahl zu testender Proben an. Rechnen Sie ein Zusatzvolumen ein, um das Totvolumen auszugleichen.

T Mit ROX-Referenzfarbstoff vervollsténdigter SARS-CoV-2 UM Amp Buffer

¥ Mit SARS-CoV-2 Internal Control vervollsténdigte SARS-CoV-2 Amp Primers

5. Dispensieren Sie 8 pl nukleasefreies Wasser in das Well fir die NEC.
6. Laden Sie 10 pl nukleasefreies Wasser in das Well fir die NTC.
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7. Dispensieren Sie 2 pl SARS-CoV-2 UM Prep Buffer in jedes Well fir die NEC und in die
vorbereiteten Proben.

8. Geben Sie 8 pl der vorbereiteten Probe in ein Well mit dem SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.
Mischen Sie durch 5-maliges Auf- und Abpipettieren.

9. Geben Sie 15 pl der in Schritt 4 vorbereiteten Reaktionsmischung in die fir die Proben und
Kontrollen vorgesehenen Vertiefungen (siehe Beispiel in Abbildung 3). Mischen Sie durch
5-maliges Auf- und Abpipettieren.

10.Laden Sie 10 pl der SARS-CoV-2 Positive Control in das entsprechende Well. Mischen Sie
durch 5-maliges Auf- und Abpipettieren.

11.Versiegeln Sie die PCR-Platte, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Achten Sie darauf,
gleichmdBigen Druck auf die ganze Platte auszuiben, um fir alle Wells eine gute
Abdichtung zu erreichen.

12. Zentrifugieren Sie die PCR-Platte kurz, damit sich die Flussigkeit am Boden der Wells sammelt.

13.Setzen Sie das RT-PCR-Programm des ABI 7500 Fast Dx gemdf3 Tabelle 7 in den Laufmodus
,Standard 7500”.

Hinweis: Die Datenerfassung sollte wahrend des Annealing-/Elongationsschritts erfolgen.

Hinweis: Weitere Informationen finden Sie in der Gebrauchsanweisung fiir den ABI 7500
Fast Dx.

14.legen Sie die Platte in den Realtime-Cycler (ein Beispiel fir das Layout einer PCR-Platte ist
in Abbildung 3 zu finden) und starten Sie das Cycling-Programm, wie in Tabelle 7

beschrieben.

15.Waéhlen Sie die genutzten Wells aus und wenden Sie die Reporter FAM, VIC und Cy5 an.
Fir die Datenerfassung muss der ROX-Passivfarbstoff auf ON (EIN) gestellt sein.

16.Vergewissern Sie sich, dass die Standardkurve des ABI 7500 Fast Dx auf ,Absolute

Quantitation” (Absolute Quantifizierung) eingestellt ist.
17.Starten Sie den Lauf.

18.Analysieren Sie am Ende des Laufs die Ergebnisse (sieche Abschnitt Ergebnisse).
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Tabelle 7. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Programm

Schritte Daver Temperatur (°C) Anzahl der Zyklen Erfassung

Reverse Transkription 10 min 50 1 Nein
Anféngliche . .
Hitzeaktivierung der PCR 2 min & ! el
2-Schritt-Zyklen

Denaturierung 5s 95 40 Nein

szl ST 30 58 Green [FAM), Yellow (VIC)

und Red (Cy5)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

H

Abbildung 3. Beispielhafte Plattenanordnung auf dem ABI 7500 Fast Dx
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Ergebnisse

Auf dem RGQ MDx 5plex HRM werden die Daten mit der Rotor-Gene Q Software ab Version
2.3.1 gemdB den Anweisungen des Herstellers ausgewertet (Rotor-Gene Q MDx
Bedienungsanleitung, Revision 7, September 2018). Die folgenden Analyseparameter sind
erforderlich, um eine Konsistenz zwischen den verschiedenen Analysen zu gewdhrleisten
(Tabelle 8).

Tabelle 8. Analyseparameter fiir den RGQ MDx 5plex HRM

Kandle Green Red Yellow
Fluoreszenzschwelle 0,03 0,03 0,03
Steigungskorrektur Ja Ja Ja
Dynamisches Réhrchen Ja Ja Ja
Ausgangspunkt Nein 10-20 10-20
Ausreifer entfernen: Ja Nein Nein
Reaktionseffizienzschwellenwert Aktiviert O %
Geldschte erste Zyklen 5 5 5
Cut-off-Zyklen Ct >38,00 wird als Nein Ct >35,00 wird als
40,00 betrachtet 40,00 betrachtet

In der Software des RGQ stehen Ergebnisse in der Quantifizierungsergebnistabelle zur
Verfigung, die wéhrend der Analysen gedffnet ist. Die Daten der ausgewdhlten Proben werden
in der Tabelle zusammengefasst und kénnen als Excel®-Datei exportiert werden, indem Sie mit
der rechten Maustaste in das Raster klicken und Export to Excel (Nach Excel exportieren) wahlen.

Vergewissern Sie sich vor dem Export der Ergebnisse, dass alle Proben ausgewdahlt sind.

Auf dem ABI werden die Daten mit der 7500 Fast System Software ab Version 1.4.1 gemaf
den Anweisungen des Herstellers analysiert. Die folgenden Parameter sind erforderlich, um

eine Konsistenz zwischen den verschiedenen Analysen zu gewdhrleisten (Tabelle 9).
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Tabelle 9. Analyseparameter fiir den ABI 7500 Fast Dx

Kandle FAM* VIC/HEX* Cy5/Atto*
Passivfarbstoff ROX ROX ROX
Fluoreszenzschwelle 0,13 0,05 0,025
Basislinieneinstellung Auto Auto Auto
Cut-off-Zyklen Ct >39,00 wird als Nein Ct >35,00 wird als
40,00 betrachtet 40,00 betrachtet

* FAM = Filter A/1 fir ABI-Plattform, VIC/HEX = Filter B/2 fir ABI-Plattform, Cy5/Atto = Filter E/5 fir ABI-Plattform

In der ABI SDS Software sind die Ct-Werte einer ausgewdhlten Gruppe von Wells oder der
gesamten Platte im Blatt Report (Bericht) des Hauptbereichs Results (Ergebnisse) verfigbar. Die

Daten kénnen im Format ,durch Komma getrennte Werte” (.csv) gespeichert werden

(empfohlen): Wéhlen Sie im Fenster der SDS Software File (Datei) > Export (Exportieren) >

Results (Ergebnisse) (Meniipunkt Ct kann auch gewdhlt werden). Wahlen Sie fir das Format

"

der exportierten Datei ,,.csv”.
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Interpretation der Ergebnisse

Die Positivkontrolle (Positve Control, PC) sowie die N1- und N2-Gene werden auf dem RGQ
MDx 5plex HRM im Fluoreszenzkanal ,Green” detektiert (oder im Fluoreszenzkanal FAM auf
dem ABI).

Die Probenkontrolle, bestehend aus RNAse P, wird auf dem RGQ MDx 5Splex HRM im
Fluoreszenzkanal ,Yellow” detektiert (oder im Fluoreszenzkanal VIC/HEX auf dem ABI). Fir
jede klinische Probe sollte eine Amplifikation der Probenkontrolle erfolgen. Bei der PC kann
trotz des Fehlens menschlicher Sequenzen eine Amplifikation im gelben Kanal beobachtet
werden. In diesem Fall kann ein Signal fir die PC im gelben Kanal ignoriert werden, da das
starke Fluoreszenzsignal im grinen Kanal in den gelben Kanal Gbergehen kann.

Die interne Kontrolle (Internal Control, IC) ist in den SARS-CoV-2 Amp-Primern enthalten. Die
Detektion der Kontrolle ohne Template (No Template Control, NTC), der Kontrolle ohne
Extraktion (No Extraction Control, NEC), der Positivkontrolle (Positive Control, PC) und der
klinischen Proben erfolgt auf dem RGQ MDx 5plex HRM im Fluoreszenzkanal ,Red” (oder im
Fluoreszenzkanal Cy5/Atto auf dem ABI).

Um die RT-PCR-Laufe zu validieren, missen die PC-, NTC- und NEC-Kontrollen wie erwartet
amplifiziert und detektiert werden.

Tabelle 10. Laufvalidierungskriterien und Ergebnisinterpretation fiir den RGQ MDx 5plex HRM

Kontrolle Detektion im Detektion im Kanal ~ Detektion im Kanal  Interpretation
Kanal ,Green” Yellow” +Red”
Ct< 38,00 Indifferent Indifferent Lauf ist validiert.

Positivkontrolle (PC) P
C'.> el el Indifferent Indifferent Lm{f I.S' el
Kein Ct validiert.
Ct>38,00 oder Ct>35000der | Lauf ist validiert.

Kontrolle ohne Kein Ct Kein Ct a

Template (NTC) oder o -

Extraktionskontrolle (NEC) Beﬁeblgg gnd-ere .Koml?‘mchonen . Lauf ist nicht

mit Amplifikation im griinen oder Indifferent validiert.
gelben Kanal
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Tabelle 11. Laufvalidierungskriterien und Ergebnisinterpretation fiir den ABI 7500 Fast Dx

Amplifikation in FAM oder VIC/HEX

Kontrolle Detektion im Detektion im Detektion im Interpretation
FAM-Farbstoff* VIC/HEX-Farbstoff*  Cy5/Atto-Farbstoff*
Ct < 39,00 Indifferent Indifferent Lauf ist validiert.
Positivkentrolle (PC) Ct > 39,00 oder Lauf ist nicht
; ! Indifferent Indifferent o
Kein Ct validiert.
Ct>39,00 oder  Ct> 35,00 oder Lauf ist validiert.
Kontrolle ohne Kein Ct Kein Ct Ja
Template (NTC) oder
Extraktionskontrolle (NEC) Alle anderen Kombinationen mit . Lauf ist nicht
Indifferent

validiert.

* FAM = Filter A/1 fir ABI-Plattform, VIC/HEX = Filter B/2 fir ABI-Plattform, Cy5/Atto = Filter E/5 fir ABI-Plattform

Um die getesteten Proben zu validieren, miissen die Proben erwartungsgemaf3 amplifiziert und

detektiert werden

Tabelle 12. Probenvalidierungskriterien und Ergebnisinterpretation fiir den RGQ MDx 5plex HRM

Detektion im Detektion im Detektion im Interpretation
Kanal ,Green”  Kanal ,Yellow”  Kanal ,Red”
Ct < 38,00 Indifferent Indifferent Probe ist positiv fir SARS-CoV-2-RNA.
Ct > 38,00 ) Probe ist negativ, SARS-CoV-2-RNA wird nicht
oder Kein Ct Ct < 35,00 Indifferent nachgewiesen.
Ct > 38.00 Ct > 35.00 Ungiiltige Probe. Kein oder zu wenig Humanmaterial
oder Ke;n Ct oder Ke}n Ct Ja erkannt. Erneute Probeentnahme erforderlich.
Ct > 3800 Ct> 35.00 ) Ungiiltige Probe. RT-qPCR-Reaktion ist inhibiert.
oder Kein Gt oder Kein Gt Nein Wiederholungstest erforderlich.
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Tabelle 13. Probenvalidierungskriterien und Ergebnisinterpretation fiir den ABI 7500 Fast Dx

Detektion im Detektion im Detektion im Interpretation
FAM-Farbstoff*  VIC/HEX- Cy5/Atto-
Farbstoff* Farbstoff*
Ct < 39,00 Indifferent Indifferent Probe ist positiv.
Ct > 39,00 ) Probe ist negativ, SARS-CoV-2 wird nicht
oder Kein Ct Ct< 35,00 Indifferent nachgewiesen.
Ct> 3900 Ct > 3500 oder Ungiiltige Probe. Kein Humanmaterial erkannt.
oder Ke;n Ct Kein Ct ' Ja Erneute Probeentnahme erforderlich.
Ct > 39 00 Ct > 35 00 oder Ungiltige Probe. RT-qPCR-Reaktion ist inhibiert.
oder Ke;n Ct Kein Ct ' Nein Wiederholungstest erforderlich.

* FAM = Filter A/1 fir ABI-Plattform, VIC/HEX = Filter B/2 fiir ABI-Plattform, Cy5/Atto = Filter E/5 fir ABI-Plattform
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Anwendungseinschrankungen

® Fir in-itro-diagnostische Anwendungen.

® Die Ergebnisse des arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit sind nicht als alleinige Grundlage fir
die Diagnose, Behandlung oder andere Entscheidungen des Patienfenmanagements
vorgesehen. Negative Ergebnisse schlieBen eine Infektion mit SARS-CoV-2 nicht aus und sollten

nicht die alleinige Grundlage fir eine Entscheidung zur Behandlung des Patienten bilden.

® Das Produkt ist zur Verwendung durch Personal vorgesehen, das speziell in in-vitro-

diagnostischen Verfahren unterrichtet und geschult wurde.

® Fir optimale PCR-Ergebnisse ist die strikte Einhaltung der Gebrauchsanweisung der
gPCR-Plattform (Rotor-Gene Q 5-plex HRM MDx oder ABI 7500 Fast Dx) erforderlich.

e Die auf der Verpackung und den Etiketten der einzelnen Komponenten angegebenen

Verfallsdaten sind zu beachten. Abgelaufene Reagenzien dirfen nicht benutzt werden.
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Leistung

Analytische Sensitivitat (Nachweisgrenze)

Die analytische Sensitivitat oder Nachweisgrenze (Limit of Detection, LoD) ist definiert als die
niedrigste Konzentration, bei der > 95 % der getesteten Proben ein positives Ergebnis liefern.

Die LoD wurde durch die Analyse serieller Verdinnungen negativer nasopharyngealer
Abstrichproben bestimmt, die mit hochtitrigen Stdmmen inaktivierter Viruspartikel von
kommerziellen Anbiefern (ZeptoMetrix®) hergestellt wurden. Um die ermittelte LoD-Konzentration
zu bestdtigen, muss die Detektionsrate aller Wiederholungen > 95 % sein (mindestens
19/20 Wiederholungen missen ein positives Signal erzeugen). Die LoD-Konzentration wurde
auf beiden angegebenen Realtime PCR-Plattformen unter Verwendung von zwei
verschiedenen Reagenzchargen bestatigt.

Die angegebene Nachweisgrenze fir das artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit liegt auf
beiden Real-time PCR-Platiformen bei 950 cp/ml.

Analytische Spezifitatsstudien (Inklusivitat und Exklusivitat/Kreuzreaktivitat)

Inklusivit&t

Die Inklusivitct der arfus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes wurde mit einer In-silico-Analyse der
in der GISAID-Datenbank (www.gisaid.org) verfigbaren Sequenzen bewertet. Insgesamt wurden
722.488 Sequenzen (Stand 23.03.2021) von COVID CG (htips://covideg.org) analysiert,
ergdnzt durch GISAID-Metadaten. Die Sequenzen wurden mit der WIVO4-Referenzsequenz
aligniert (zu 100 % identisch mit Wuhan-Hu-1/NC_045512.2, mit Ausnahme der Lange des
Poly-A-Schwanzes) und die Einzelnukleotid-Varianten (Single Nucleotide Variations, SNVs) wurden
in der genomischen Zielregion der arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Primers and Probes
analysiert. Die Prévalenz der identifizierten SNVs blieb unter 1 %, ebenso wie die Haufigkeit der
gleichzeitig auftretenden Mutationen. Kein SNV wurde an den letzten 1 bis 3 Nukleotiden vom
3"“Ende in den jeweiligen Oligonukleotiden lokalisiert, wodurch eine Auswirkung auf die Leistung
erwartet wird. Es wird davon ausgegangen, dass das arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit in der
Lage ist, 100 % der verdffentlichten Sequenzen nachzuweisen.
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Exklusivitat/Kreuzreaktivitat

In-silico-Analyse

Die Exklusivitat der artus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes wurde mit einer In-silico-
Analyse der in der NCBI-Datenbank verfigbaren Sequenzen bewertet. Die In-silico-Analyse
zeigte, dass einige der getesteten Pathogene eine Homologie von mehr als 80 % mit einem
der artus SARS-CoV-2 Primern oder Sonden aufweisen. Dazu gehéren Candida albicans,
SARS-CoV-1, Streptococcus pyogenes und Streptococcus salivarius. Pseudomonas aeruginosa
hatte weniger als 80 % Homologie mit einem der Primer/Sonden des SARS-CoV-2-Assays. Die
artus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes zeigten jedoch keine mégliche Amplifikation mit
den verschiedenen Sequenzen aus der NCBI nr/nt Datenbank.

Insgesamt wurden 36 Bakterien-, Viren- und Pilzstdmme mittels In-silico-PCR mit einer begrenzten
mdglichen AmplifikatgréfBe von 500 bp analysiert. Die Pathogen-Sequenzen stammen aus der
NCBI-Datenbank, jedoch zeigte keiner dieser Pathogene eine Amplifikation in silico.

Tabelle 14. Liste der in silico getesteten Pathogene.

Pathogene Stamm/Typ Taxonomie-ID In-silico-PCR-Ergebnisse
Adenovirus Typ 3 Typ 3 45659 Keine Ubereinstimmung
Adenovirus Typ 4 Typ 4 28280 Keine Ubereinstimmung
Adenovirus Typ 5 Typ 5 28285 Keine Ubereinstimmung
Adenovirus Typ 7A Typ 7A 85755 Keine Ubereinstimmung
Adenovirus Typ 14 Typ 14 10521 Keine Ubereinstimmung
Adenovirus Typ 31 Typ 31 10529 Keine Ubereinstimmung
Bordetella pertussis A639 520 Keine Ubereinstimmung
Candida albicans Séggé]’A 5476 Keine mogliche Amplifikation**
Chlamydia pneumoniae (%\\jv\/ho;; 115713 Keine Ubereinstimmung
Enterovirus Typ 68 42789 Keine Ubereinstimmung

* Sequenzibereinstimmung mit einem der Primer/Sonden zeigte eine Homologie von <80 %.

T Sequenzibereinstimmung mit einem der Primer/Sonden zeigte eine Homologie > 80 %.
(Fortsetzung auf der néichsten Seite)
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Tabelle 14 (Fortsetzung von der vorhergehenden Seite)

Pathogene Stamm/Typ Taxonomie-ID In-silico-PCR-Ergebnisse
Haemophilus influenzae KwW20 727 Keine Ubereinstimmung
Humanes Coronavirus 229E 11137 Keine Ubereinstimmung
Humanes Coronavirus NL63 277944 Keine Ubereinstimmung
Humanes Coronavirus HKU-1 290028 Keine Ubereinstimmung
Humanes Coronavirus OC43 0OC43 31631 Keine Ubereinstimmung
Humanes Coronavirus MERS-CoV 1335626 Keine Ubereinstimmung
Humanes Metapneumovirus k. A 162145 Keine Ubereinstimmung
Influenza A HINI1 114727 Keine Ubereinstimmung
Influenza A H3N2 119210 Keine Ubereinstimmung
Influenza B k. A 11520 Keine Ubereinstimmung
Mycoplasma pneumoniae MFEQ 272634 Keine Ubereinstimmung
Parainfluenza-Virus Typ 1 12730 Keine Ubereinstimmung
Parainfluenza-Virus Typ 2 2560525 Keine Ubereinstimmung
Parainfluenza-Virus Typ 3 11216 Keine Ubereinstimmung
Parainfluenza-Virus Typ 4 2560526 Keine Ubereinstimmung
Pneumocystis jirovecii RU7 42068 Keine Ubereinstimmung
Pseudomonas aeruginosa PAOI 287 Keine mégliche Amplifikation*
Respiratorisches Synzytial-Virus Typ A (RSV-A) 208893 Keine Ubereinstimmung
Respiratorisches Synzytial-Virus Typ B (RSV-B) 208895 Keine Ubereinstimmung
Rhinovirus Typ A 147711 Keine Ubereinstimmung
Rhinovirus Typ B 147712 Keine Ubereinstimmung
SARS-Coronavirus Tor2 694009 Keine mégliche Amplifikation®
Staphylococcus epidermidis k. A 1282 Keine Ubereinstimmung
Streptococcus pyogenes k. A 1314 Keine mdgliche Amplifikation®
Streptococcus salivarius ATCC(@C%A@;SQADS 1304 Keine mdgliche Amplifikation®
Streptococcus pneumoniae ANT(é?CzCi%%gQ 1313 Keine Ubereinstimmung

*

Sequenziibereinstimmung mit einem der Primer/Sonden zeigte eine Homologie von <80 %.
T Sequenzibereinstimmung mit einem der Primer/Sonden zeigte eine Homologie > 80 %.
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In-vitro-Analyse

Die Kreuzreaktivitét wurde in vitro mit Pathogenen verifiziert, die in der In-ilico-Analyse eine
Homologie von >80 % mit den SARS-CoV-2-Amp Primern aufwiesen. Die Proben wurden
vorbereitet, indem die Matrix der nasopharyngealen Abstriche mit potenziell kreuzreaktiven
Organismen bei 10¢ cp/ml versetzt wurde, mit Ausnahme von SARS-CoV-1, das geméf der
Empfehlung des Lieferanten unverdinnt getestet wurde. Keines dieser Pathogene zeigte in vitro
Kreuzreaktivitdt.

Die mikrobiell bedingte Storung des artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Assays wurde in vitro
an einer Reihe von empfohlenen Pathogenen bewertet. Die Proben wurden vorbereitet, indem
maximal 5 Pathogene in negative nasopharyngeale Abstriche mit  inaktivierten
SARS-CoV-2-Partikeln (Zeptometrix) mit einer Konzentration von 2,87 x LoD zugegeben wurden,
und zwar bei 105 TCID50/ml fir virale Ziele, bei 10° cp/ml fir bakterielle und fungale Ziele,
oder bei der héchstméglichen Konzentration auf Basis der Stammkonzentration. Die NATirol™
Panels und SARS-CoV-1 wurden direkt mit inaktivierten SARS-CoV-2-Viruspartikeln (Zeptometrix)
mit einer Konzentration von 2,87 x LoD versetzt. Die Ergebnisse fir jeden getesteten
Mikroorganismen-Pool und die jeweiligen Konzentrationen sind unten zusammengefasst.

Tabelle 15. Liste der in vitro getesteten Pathogene bei mikrobiell bedingten Stérungen.

E‘rflls:r)\/lD Mikroorganismus Quelle Endkonzentration  Einheit Ergebnis
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2}-ERC) 2.72E+03 cp/ml
Humanes Coronavirus 229E  Zeptometrix (08 10229CFHI) 1.43E+05 TCID50/ml
Pool 1 Humanes Coronavirus OC43  Zeptometrix (0810024CFHI) 5.86E+04 TCID50/ml | K?ine
nterferenz
Humanes Coronavirus NL63  Zeptometrix (0810228CFHI) 2.84E+04 TCID50/ml
Adenovirus T3 Zeptometrix (08100 16CFHI) 1.43E+05 TCID50/ml
Parainfluenza-Virus 1 Zeptometrix (0810014CFHI) 9.14E+06 TCID50/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)ERC) 2.72E+03 cp/ml
Adenovirus T31 Zeptometrix (08 10073CFHI) 1.67E+04 TCID50/ml
Pool2  Parainfluenza-Virus 2 Zeptometrix (0810015CFHI) ~ 4.29E+04  TCID50/ml Keine
Interferenz
Influenza B Florida/02/2006  Zeptometrix (08 10037CFHI) 1.43E+05 TCID50/ml
Rhinovirus T 1A Zeptometrix
(0810012CFNH) 2.86E+04 TCID50/ml

(Fortsetzung auf der néchsten Seite)
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Tabelle 15 (Fortsetzung von der vorhergehenden Seite)

Pool-ID/ " . . . | . .
Proben-ID Mikroorganismus Quelle Endkonzentration  Einheit Ergebnis
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2}ERC) 2.72E+03 cp/ml
Parainfluenza-Virus T3 Zeptometrix (0810016CFHI) 1.43E+07 TCID50/ml
Pool3  Haemophilus influenzae ATCC (51907D-5) 1.00E+06 CFU/ml Keine
Inferferenz
Streptococcus pneumoniae ATCC (700669DQ) 3.30E+06 CFU/ml
Candida albicans Zeptometrix (0801504DNA) 1.00E+06 CFU/ml
Staphylococcus epidermidis ATCC (12228DQ) 4.60E+06 CFU/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)ERC) 2.73E+03 cp/ml
Adenovirus T7A Zeptometrix (0810021CFHI) 1.02E+06 TCID50/ml Kei
eine
Pool 4 Streptococcus pyogenes ATCC (700294DQ) 1.00E+07 CFU/ml Interferenz
Mycoplasma pneumoniae Zeptometrix (0801579DNA) 1.00E+08 CFU/ml
Pseudomonas aeruginosa ATCC (47085DQ) 1.00E+07 CFU/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2.72E+03 cp/ml
Respiratorisches Synzytial . |
Virus RSVA Zeptometrix (0810482CFHI) 7.14E+04 TCID50/m
Pool 5 Keine
Influenza A HIN1 California  Zeptometrix (0810165CFHI) 1.43E+04 TCID50/ml  Interferenz
E’:ﬁ;‘gf:’;gp o8 Zeptometrix (0810300CFH)  1.43E+05  TCID50/ml
Adenovirus T14 Zeptometrix (0810108CFHI) 2.86E+04 TCID50/ml
Zeptometrix
SARSCoV-2 (NATSARS(COV2)ERC) 2.73E+03 cp/ml
MERS-Coronavirus Zeptometrix (0810575CFHI) 1.43E+04 TCID50/ml
Pool 6 Adenovirus T4 Zeptometrix (08 10070CFHI) 1.43E+05 TCID50/ml Keine
o0 " M ) Interferenz
(h‘;/’{’;;;e;yp g*“P“e”m"V"”S Zeptometrix (0810156CFH))  7.14E+03  TCID50/ml
Respiratorisches Synzyfial ) ohix (0810040CFH)  1.43E403  TCID50/ml
Virus Typ B (RSV-8) eplomet : "

(Fortsetzung auf der néchsten Seite)
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Tabelle 15 (Fortsetzung von der vorhergehenden Seite)

Pool-ID/ " . . . | . .
Proben-ID Mikroorganismus Quelle Endkonzentration  Einheit Ergebnis
Zeptometrix
SARSCoV-2 (NATSARS(COV2)ERC) 2.73E+03 cp/ml
. Zeptometrix
Adenovirus T5 (0810020CFH) 6.43E+05 TCID50/ml
Pool 7" parcinfivenzaVirus 48 Zeptomelrix 74E0E TCD5O/ml Inkfom
arainfluenza-Virus (0810060BCFH . ml  Interferenz
Influenza A H3N2 Zeptometrix
Schweiz/9715293/13 (081051 1CFHI) PO [
Streptococcus salivarius Zeptometrix (BAA-1024D-5) 1.00E+06 CFU/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2.73E+03 cp/ml
NATrol Panel RP1 (Influenza A
H3N2 (Brisbane/10/07),
Influenza A HIN1
(NY/02/2009), Rhinovirus Keine
Pool8 [y 1A), Adenovirus T3, Interferenz
Parainfluenza T1, Zeptometrix (MDZ001) Unbekannt* k. A.
Parainfluenzavirus T4,
Metapneumovirus (Peru 6-2003)
C. pneumoniae (CWL-029),
M. pneumoniae (M129),
Coxsackievirus (Typ A1)
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-£RC) 2.73E+03 cp/ml
NATrol Panel RP2 (Influenza A H1
(Neukaledonien/20/99), )
Pool 9 Influenza B (Florida/02/06), | K?ne
. i nterterenz
RSVA' Parainfivenza T2, . Zeptometrix (MDZ0O1) Unbekannt* k. A.
Parainfluenza T3, Coronavirus
HKU rekombinant, Coronaviren
(OC43, NL63, 229E), Bordetella
pertussis (A639)
Zeptometrix
Pool 10 |- SN2 INATSARS(COV2)ER)  273E+03 cp/ml Keine
Interferenz
SARS-CoV-1 Zeptometrix (NATSARS-ST)  Unbekannt* k A
* Konzentration wird vom Lieferanten nicht mitgeteilt.
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Stérsubstanzen

Die Auswirkung von mutmaBlichen Stérsubstanzen (fir die in Tabelle 16 aufgefihrten
Substanzen) auf die Leistung des artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit wurde bewertet. Die Tests
wurden an 3 Pools negativer nasopharyngealer Abstriche und an 3 Pools positiver
nasopharyngealer Abstriche durchgefihrt, die mit inakfivierten SARS-CoV-2-Viruspartikeln
(Zeptometrix) mit einer Konzentration von 4 x LoD versetzt wurden. Die Experimente wurden auf
der RGQ MDx 5plex HRM-Plattform (auf 4 Geréten) von 1 Bediener mit 1 PilotKit durchgefihrt.

Jeder Pool wurde in 2 geteilt, um entweder die in einem Lésungsmittel geldste Storsubstanz
(Testprobe) oder das Losungsmittel allein (Kontrollprobe) zu testen. Die Trefferquoten im griinen
und roten Fluoreszenzkanal wurden zwischen dem Test und den entsprechenden
Kontrollproben verglichen. Bei Abwesenheit von Stérungen haben der Test und die

zugehdrigen Kontrollproben die gleiche Trefferquote.

Tabelle 16 zeigt, dass keine der getesteten Substanzen die Leistung des arfus SARS-CoV-2
Prep&Amp UM Kit im griinen Fluoreszenzkanal beeintrachtigt.

Tabelle 16. Liste der Storsubstanzen.

Storsubstanzen Funktion Ergebnis ist ein Ergebnis ist ein positiver
Getestete negativer nasopharyngealer Abstrich
Konzentration nasopharyngealer (4 x LoD)
Abstrich
. Systemisches Keine Stérung Keine Stérung
Tobramycin Antibiofikum 1 mg/ml 0/15 0/15
. Antibiotische Keine Stérung Keine Stérung
Epicel Nasensalbe &6 meil 0/15 0/15
. Nasales o Keine Stérung Keine Stérung
Fluticason Kortikosteroid 5% (v/v) 0/15 0/15
Menthol Orales Keine Stérung Keine Stérung
(Halstabletten) Andsthetikum und 0,5 mg/ml 0/15 0/15

Analgetikum

(Fortsetzung auf der néichsten Seite)
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Tabelle 16. (Fortsetzung von der vorhergehenden Seite)

Storsubstanzen Funktion Ergebnis ist ein Ergebnis ist ein positiver
Getestete negativer nasopharyngealer Abstrich
Konzentration nasopharyngealer (4 x LoD)
Abstrich
Oxymetazolin Nasenspray 10 % (v/v) Keine Stérung (0/15) Keine Stérung (0/15)
Oseltamivir Anh\{lrales 3,3 mg/ml Keine Stérung (0/15) Keine Stérung (0/15)
Medikament
Mucin 2,5 mg/ml Keine Stérung (0/15) Keine Stérung (0/15)
(Rinder-Submaxillardriise
Typ I-S)
Vollblut 4% (v/v) Keine Stoérung (1/15%) Keine Stérung (0/15)

* Es wurde eine Amplifikation erkannt, die einem Artefakt entspricht.

Prazision

Die Prazisionsstudie bewertete die Reproduzierbarkeit (dieselbe Probe wird in verschiedenen
Laufen und unter verschiedenen Bedingungen wiederholt: 5 Tage, 3 Kit-Chargen, 3 Bediener
und 2 Gerdte) und die Wiederholbarkeit (die gleiche Probe wird im gleichen Lauf und unter
den gleichen Bedingungen wiederholt). Die Tests erfolgten auf dem RGQ MDx mit negativen
nasopharyngealen Proben und negativen nasopharyngealen Proben, versetzt mit einer

Konzentration von 5 x LoD.

Fir jede Verdinnungsstufe wurden 204 Datenpunkte erfasst. Wiederholbarkeits- und
Reproduzierbarkeitsdaten wurden verwendet, um die Standardabweichung (Standard
Deviation, SD) und den Variationskoeffizienten (Coefficient of Variation, %CV) fir die
SARS-CoV-2-Ziele im grinen, gelben und roten Kanal zu bestimmen. Tabelle 17 zeigt, dass
das arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit eine Gesamtprézision von 0,63 SD (2,03 %CV) im
grinen Kanal, von 0,54 SD (2,22 %CV) im gelben Kanal und von 1,28 SD (4,10 %CV) im

roten Kanal aufweist.
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Tabelle 17. Standardabweichung und Variationskoeffizient des artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

Proben und Insqesamt Tag-zu-  Charge-  Bediener-zu-  Instrument-zu-  Lauf-  Innerhalb
Detektionskanal 9 Tag zu-Charge Bediener Instrument zu-lauf  des Laufs

Standardabweichung (Standard Deviation, SD)
(Variationskoeffizient [Coefficient of Variation, %CV])

Negative

nasopharyngeale 0,54 0,09 0,10 0,06 0,11 0,09 0,50
Abstrichprobe (2,22) (0,37) (0,42) (0,27) (0,47) (0,36)  (2,05)
Kanal , Yellow”

Negative

nasopharyngeale 1,15 0,0 0,55 0,00 0,12 0,39 0,92

Abstrichprobe (3,68) (0,00) (1,76) (0,00) (0,40) (1,26)  (2,96)
Kanal ,Red”

Gespikte

nasopharyngeale 0,63 0,18 0,31 0,00 0,08 0,00 0,51

Abstrichprobe (2,03) (0,59) (1,00 (0,00) (0,25) (0,00)  (1,64)
Kanal ,Green”

Gespikte

nasopharyngeale 0,47 0,13 0,24 0,05 0,18 0,00 0,33
Abstrichprobe (1,93) (0,53) (0,98) (0,20) (0,73) (0,000  (1,38)
Kanal , Yellow”

Gespikte

nasopharyngeale 1,28 0,12 0,58 0,11 0,00 0,49 1,02
Abstrichprobe (4,10) (0,37) (1,84) (0,34) (0,00) (1,57)  (3,27)
Kanal ,Red”

Klinische Leistungsmerkmale

Die klinischen Leistungsmerkmale des artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp Assays wurde anhand
von retrospektiven nasopharyngealen Abstrichproben in  Transportmedium  bewertet,
bestehend aus:

® 98 SARS-CoV-2-RNA-negativen Proben

® 52 SARS-CoV-2-RNA-positiven Proben

Alle Proben wurden von Patienten mit Anzeichen und Symptomen einer COVID-19-Infektion

entnommen und bis zur Verwendung gefroren gelagert.
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Die klinische Validierung wurde mit dem ABI 7500 Fast Dx durchgefihrt. Tabelle 18 zeigt die
Leistungsmerkmale des artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit im Vergleich zu einer
Referenzmethode, ausgedriickt als prozentuale positive Ubereinstimmung (Positive Percent

Agreement, PPA) und als prozentuale negative Ubereinstimmung (Negative Percent
Agreement, NPA).

Tabelle 18. Klinische Leistungsmerkmale des artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit im Vergleich zu einer Referenzmethode

Probentyp N % Positiv 95-%-Kl % Negativ 95-%-Kl
Positiv 52 98,1 89,9-99,7 5,1
(51/52) (5/98)
Negcfiv 98 ],9 94,9 887-97 8
(1/52) (93/98) Y

Abweichende Ergebnisse wurden mit einer dritten Methode ausgewertet und anhand einer
Kontingenztabelle neu analysiert. Die Gesamtergebnisse fir die klinischen Leistungsmerkmale
werden als prozentuale positive Ubereinstimmung (Positive Percent Agreement, PPA) und
prozentuale negative Ubereinstimmung (Negative Percent Agreement, NPA) ausgedriickt und
sind in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19. Klinische Leistungsmerkmale des arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

Probentyp N % Positiv 95-%-KI % Negativ 95-%-KI
Positiv 52 98,1 89,9-99,7 5,1
(51/52) (5/98)
Negativ 98 1,9 94,9 88,7-97.8
(1/52) (93/98)
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Nachstehend sind der Anteil der Gbereinstimmenden Proben sowie die prozentuale positive
und negative Ubereinstimmung (PPA bzw. NPA) mit den erwarteten Probenzustdnden

aufgefihrt:

Prozentuale positive Ubereinstimmung
(Positive Percent Agreement, PPA%): 51/52 = 98,1 % (95-%Kl: 89,9 %-99,7 %)

Prozentuale negative Ubereinstimmung
(Negative Percent Agreement, NPA%): 93/98 = 94,9 % (95-%KI: 88,6 %-97,8 %)

Klinische Leistungsmerkmale, einschlieBlich asymptomatischer Personen

Die klinischen Leistungsmerkmale des arfus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp Assays wurde anhand
von refrospektiven nasopharyngealen Abstrichproben in  Transportmedium bewertet,

bestehend aus:

® 100 SARS-CoV-2-RNA-negativen Proben
® 53 SARS-CoV-2-RNA-positiven Proben

Alle Proben wurden Patienten ohne Symptome oder sonstige Hinweise, die den Verdacht auf

eine COVID-19-Infektion begrinden, entnommen.

Die klinische Validierung wurde mit dem ABI 7500 Fast Dx durchgefihrt. Sechzehn Proben
wurden nach dem Test mit dem arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit aufgrund des Status

Lungiltig” geméafB den Probenvaliditétskriterien von der Analyse ausgeschlossen (Tabelle 13).

Tabelle 20 zeigt die Leistungsmerkmale des arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit im Vergleich
zu einer Referenzmethode, ausgedriickt als prozentuale positive Ubereinstimmung (Positive
Percent Agreement, PPA) und prozentuale negative Ubereinstimmung (Negative Percent
Agreement, NPA).
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Tabelle 20. Klinische Leistungsmerkmale des artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit im Vergleich zu einer Referenzmethode

Probentyp N % Positiv 95-%-KI % Negativ 95-%-KI

Positiv 50 64,0 50,1-75,9 1,15 -
(32/50) (1/87)

Negativ 87 36,0 - 98,85 93.8-99 8
(18/50) (86/87) ! '

Neunzehn abweichende Ergebnisse wurden mit einer dritten Methode untersucht und anhand
einer Kontingenztabelle neu analysiert. Die Gesamtergebnisse fir die klinischen
Leistungsmerkmale werden als prozentuale positive Ubereinstimmung  (Positive Percent
Agreement, PPA) und prozentuale negative Ubereinstimmung (Negative Percent Agreement,
NPA) ausgedrickt und sind in Tabelle 21 dargestellt.

Tabelle 21. Klinische Leistungsmerkmale des artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

Probentyp N % Positiv 95-%-Kl % Negativ 95-%-Kl
Positiv 32 100,0 89,3-100,0 0,95
(32/32) (1/105)
Negativ 105 : - 99,05 94,8-99.8
(104/105)

Achtzehn falsch negative Proben wurden neu als richtig negativ eingestuft, wahrend eine

falsch positive Probe falsch positiv blieb.

Nachstehend sind der Anteil der Ubereinstimmenden Proben sowie die prozentuale positive
und negative Ubereinstimmung (PPA bzw. NPA) mit den erwarteten Probenzustanden

aufgefihrt:

Prozentuale positive Ubereinstimmung

(Positive Percent Agreement, PPA): 32/32 = 100,0 % (95-%Kl: 89,3 %-100,0 %)
Prozentuale negative Ubereinstimmung
(Negative Percent Agreement, NPA): 104/105 = 99,05 % (95-%Kl: 94,8 %-99,8 %)
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Hilfe zur Fehlerbehebung

In

diesem Abschnitt zur Fehlerbehebung

finden Sie hilfreiche Informationen zur

Behebung méglicher Probleme. Weitere Informationen finden Sie auch auf der Seite

.Frequently

Asked Questions” (Haufig gestellte

Fragen) unseres Support-Centers

unter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Kommentare und Vorschlige

Schwaches oder kein Signal im Kanal ,,Green” (FAM) fiir die Positivkontrolle (Positive Control, PC)

a)

b)
<)

d

e

f

Der ausgewdhlte Fluoreszenzkanal
fir die RT-PCR-Datenanalyse
entspricht nicht dem Protokoll.

Fehlerhafte Programmierung
des Temperaturprofils.

Fehlerhafte Konfiguration der
PCR-Reaktion.

Die Lagerungsbedingungen fir eine
oder mehrere Kit-Komponente(n)
entsprachen nicht den in
Anweisungen oder das Verfallsdatum
des artus SARS-CoV-2 RT-PCR Kits ist
berschritten.

Fehlerhafte Konfiguration der
gPCR-Plattform wahrend der
Datenkonfiguration.

Die PCR wurde inhibiert.

Wahlen Sie fir die Datenanalyse den Fluoreszenzkanal FAM (Griin)
fir die analytischen SARS-CoV-2-RT-PCR-Ziele, den Fluoreszenzkanal
HEX/VIC/JOE (Gelb) fir die Probenkontrolle und Cy5/Atto (Rot) fisr

die interne Kontrolle aus.

Vergleichen Sie das RT-PCR-Programm mit den Angaben im Protokoll.

Verifizieren Sie lhre Arbeitsschritte anhand des Pipettierschemas
und wiederholen Sie ggf. die PCR.

Beachten Sie die Lagerungsbedingungen und Verfallsdaten der
Reagenzien und verwenden Sie bei Bedarf ein neues Kit.

Wenden Sie die fir Ihre gPCR-Plattform geltenden empfohlenen
Konfigurationen an, die in diesem Handbuch beschrieben sind.

Orientieren Sie sich an der guten Praxis fir Molekularbiologie-Labore,
um die Einschleppung von Kontaminanten zu vermeiden.

Stellen Sie sicher, dass Arbeitsfléichen und Geréte regelmafig
dekontaminiert werden.

Befolgen Sie das in diesem Handbuch beschriebene Protokoll.
Uberprifen Sie das Verfallsdatum des Reagenzes (siehe Etikett), und
verwenden Sie bei Bedarf ein neues Kit. Wiederholen Sie den Assay
mit einer anderen Probe.

Signal im Kanal ,Green” (FAM) in der Kontrolle ohne Template oder Extraktionskontrolle

Woéhrend der Vorbereitung der
RT-PCR-Platte ist es zur Kontamination
mit SARS-CoV-2-Sequenzen gekommen.

Wiederholen Sie die RT-PCR mit neuen Reagenzien.

Orientieren Sie sich an der guten Praxis fir Molekularbiologie-Labore,
um die Einschleppung von Kontaminanten zu vermeiden. Befolgen
Sie das in diesem Handbuch beschriebene Protokoll.

Stellen Sie sicher, dass Arbeitsfldchen und Geréte regelmaBig
dekontaminiert werden.
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Kommentare und Vorschldge

Schwaches oder kein rotes Signal (Cy5/Atto) von der internen Kontrolle

a) Eine Stérsubstanz wurde in die
RT-PCR-Reaktion eingeschleppt.
Die PCR-Reaktion wurde inhibiert.

b) Die interne Kontrolle hat sich zersetzt.

c) Fehlerhafte Konfiguration der
gPCR-Plattform wahrend der
Datenkonfiguration.

Orientieren Sie sich an der guten Praxis fir Molekularbiologie-Labore,
um die Einschleppung von Kontaminanten zu vermeiden.

Stellen Sie sicher, dass Arbeitsfldchen und Geréte regelmaBig
dekontaminiert werden.

Befolgen Sie das in diesem Handbuch beschriebene Protokoll.
Wiederholen Sie das Experiment mit einer neu entnommenen Probe.

Orientieren Sie sich an der guten Praxis fir Molekularbiologie-Labore,
um die Einschleppung von RNasen zu vermeiden. Befolgen Sie die
in diesem Handbuch beschriebenen Empfehlungen.

Stellen Sie sicher, dass Arbeitsfléichen und Geréte regelmafig
dekontaminiert werden.

Beachten Sie die Lagerungsbedingungen und Verfallsdaten der
Reagenzien und verwenden Sie bei Bedarf ein neues Kit.

Wenden Sie die fir Ihre gPCR-Plattform geltenden empfohlenen
Konfigurationen an, die in diesem Handbuch beschrieben sind.

Schwaches oder kein gelbes Signal (VIC/HEX) der Probenkontrolle

a) Die klinische Probe hat sich zersetzt.

b) Die Probe wurde nicht korrekt
entnommen. Es wurden nicht
ausreichend menschliche Zellen
auf dem Tupfer gesammelt oder in
das Transportmedium iberfihrt.

c) Fehlerhafte Konfiguration der
gPCR-Plattform wahrend der
Datenkonfiguration.

Befolgen Sie fiir Lagerung, Handhabung und Transport der Proben
die Empfehlungen des Herstellers der Entnahmevorrichtung.

Befolgen Sie das in diesem Handbuch beschriebene Protokoll

einschlieBlich der Probenvorbereitungsschritte mit dem SARS-CoV-2
UM Prep Buffer.

Halten Sie die Lagerungsbedingungen ein, Gberpriifen Sie die
Verfallsdaten der Reagenzien, z. B. fir den SARS-CoV-2 UM Prep
Buffer, und verwenden Sie bei Bedarf ein neues Kit.

Befolgen Sie fir Entnahme und Handhabung der Proben die
Empfehlungen des Herstellers der Entnahmevorrichtung.

Wenden Sie die fiir Ihre qPCR-Plattform geltenden Konfigurationen an,
die in diesem Handbuch beschrieben sind.
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Symbole

In der Gebrauchsanweisung oder auf der Verpackung und Etikettierung kénnen die folgenden

Symbole verwendet werden:

Bedeutung des Symbols

Inhalt ausreichend fiir 768 oder 3072 Reaktionen

wn
mé‘é
3
o
>

Verwendbar bis
VD In-vitro-Diagnostikum

Katalognummer

Chargennummer
Komponenten

Enthalt

[NUM]  Anzahl

Internationale Artikelnummer

-~
=

R steht fir Revision der Gebrauchsanweisung, n ist die Revisionsnummer

Zulassiger Temperaturbereich

Hersteller

Gebrauchsanweisung beachten

= 1

N!
)

Vor Sonneneinstrahlung schiitzen

=)

Warnung/Vorsicht

>
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Kontakt

Fiir technische Hinweise und weitere Informationen wenden Sie sich bitte an den Technischen

Service von QIAGEN support.qiagen.com.
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Bestellinformationen

Produkt Inhalt Kat.-Nr.
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp Fir 768 Reaktionen: 4511460
UM Kit (768) Vorbereitungspuffer, ROX-Farbstoff,

Master-Mix, Primer und Sonden,
interne Kontrolle, Wasser (NTC)
und Positivkontrolle
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp Fur 3072 Reaktionen: 4511469
UM Kit (3072) Vorbereitungspuffer, ROX-Farbstoff,
Master-Mix, Primer und Sonden,
interne Kontrolle, Wasser (NTC)
und Positivkontrolle
Gerét und Zubehor
PCR Tubes, 0.1 ml fir Zur Verwendung mit 72-Well Rotor, 981103
Rotor-Gene Q 5-plex HRM MDx  Réhrchenstreifen und Deckeln
Rotor-Gene Q Software Rotor-Gene Q Software v2.3.1
(oder hoher)
Rotor-Gene Q 5-plex HRM MDx  Realtime PCR Thermocycler mit 9002032
5 Kandlen, HRM-Analysator,
Software, Laptop und Zubehér;
1 Jahr Garantie auf Teile und Arbeit,
Installation
Loading Block 72 x 0,1-ml-Rdhrchen 9018901

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische rechtliche Haftungsausschlisse finden Sie
im Handbuch oder Benutzerhandbuch des jeweiligen QIAGEN<Kits. Handbicher und
Benutzerhandbiicher zu QIAGENKits sind unter www.qiagen.com verfigbar oder kénnen

beim Technischen Service von QIAGEN oder lhrem &rilichen Handler angefordert werden.
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Bearbeitungshistorie des Dokuments

Revision Beschreibung
R1, April 2021 Erstversion.
R2, Juli 2021 Anwendungserweiterung: Der Test wurde fir asymptomatische

Personen etabliert. Der Verwendungszweck wurde durch den
Einschluss von Personen ohne Symptome oder sonstige Hinweise,
die den Verdacht auf eine COVID-19-Infektion begriinden,
aktualisiert. Der Abschnitt Giber Klinische Leistungsmerkmale,
einschlieBlich asymptomatischer Personen wurde den Daten zur
Leistung hinzugefiigt.

Der Hinweis ,Die Leistungsmerkmale dieses Tests wurden nicht fir
Patienten ohne Anzeichen und Symptome einer Atemwegsinfektion
bestimmt” im Abschnitt Anwendungseinschrénkungen wurde entfernt.

Kleinere redaktionelle und Formatierungsénderungen.

Ei hrénkte N ink g fir das artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

Mit der Verwendung dieses Produkts erkennen Kéufer oder Benutzer des Produkts die folgenden Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur geméB den mit dem Produkt und diesem Handbuch bereitgestellten Protokollen und nur mit den Komponenten, die im Panel mitgeliefert
werden, verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen ihrer Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zu den Panels gehdrenden Komponenten mit anderen
Komponenten, die nicht zu den Panels gehéren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der mit dem Produkt, diesem Handbuch, bereitgestellten und in
zusdtzlichen, unter www.qgiagen.com verfiigbaren Protokollen beschriebenen Anwendungen. Einige dieser zusdtzlichen Protokolle wurden von QIAGEN-Benutzern fir
andere QIAGEN-Benutzer zur Verfiigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN nicht eingehend gepriift oder optimiert. QIAGEN ibernimmt fiir diese Protokolle
keine Garantie und garantiert auch nicht, dass sie keine Rechte Dritter verletzen.

2. Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus iibernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafiir, dass dieses Panel und/oder die mit diesem Panel
durchgefishrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzen.

3.  Dieses Panel und die zugehdrigen Komponenten sind fir die einmalige Verwendung lizenziert und dirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder
weiterverkauft werden.

4. QIAGEN lehnt auBBer der ausdriicklich gewdhrten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.

5. Kéufer und Anwender des Panels stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten
Handlungen im obigen Sinne filhren oder solche erleichtern kdnnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschréinkten Nutzungsvereinbarung an jedem Ort gerichtlich
geltend machen und wird samtliche Ermittlungs- und Gerichtsk inklusive Anwaltsgebiihren, zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser eingeschrénkten
Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen Ei echte im Z thang mit dem Panel und/oder seinen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen finden Sie im Internet unter www.qiagen.com.

Marken: QIAGEN®, Sample to Insight®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection); Clinical and Laboratory Standards Institute®,
CLSI® (Clinical and Laboratory Standards Institute, Inc); Zeptometrix®, NATtol™ (Cole-Parmer); Excel® (Microsoft Corporation); ABI®, MicroAmp™, Thermo Fisher
Scientific® (Thermo Fisher Scientific oder seine Tochtergesellschaften). Eingetragene Namen, Marken usw., die in diesem Dokument verwendet werden, gelten auch ohne
ausdriickliche Kennzeichnung als gesetzlich geschiitzt.

07/2021 R2 HB-2850-002 © 2021 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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