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1. Verwendungszweck

Der AzureSeq CE gPCR Kit SARS-CoV-2 fiir 200 Reaktionen ist ein RT-qgPCR-basierter Test, der bei
Personen mit Symptomen einer COVID-19 Infektion dem qualitativen Nachweis der 2019-nCoV
Nukleinsdure in Nasen-Rachen- und Mund-Rachen-Abstrichen dient.

Die Ergebnisse eignen sich zur Identifikation der 2019-nCoV RNA. Die 2019-nCoV RNA lasst sich
in der Regel in der akuten Phase der Infektion in Nasen-Rachen- und Mund-Rachen-Abstrichen
nachweisen. Positive Ergebnisse weisen auf eine aktive Infektion hin.

Negative Ergebnisse schlieRen eine 2019-nCoV Infektion nicht aus und kdnnen alleine nicht zur
therapeutischen Entscheidungsfindung genutzt werden. Negative Ergebnisse miissen mit der
klinischen Observation, der Anamnese und den epidemiologischen Daten kombiniert werden.
AzureSeq CE gPCR Kit SARS-CoV-2 fiir 200 Reaktionen wurde fiir die Anwendung durch
Fachpersonal eines klinischen Laboratoriums entwickelt, das in der Technik von Echtzeit-PCR-
Tests und in vitro diagnostischen Verfahren geschult wurde.

2. Prinzip der Methode

Der Test ist eine Echtzeit-Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (rRT-PCR-Test). Die
Produktkomponenten sind kompatibel mit den CDC 2019-nCoV Primern und Proben, die dem
Nachweis von zwei Sequenzen des 2019-nCoV Nukleokapsidgens in Nasen-Rachen- und Mund-
Rachen-Abstrichen von Patienten mit Symptomen einer COVID-19 Infektion dienen. Das Produkt
ist des Weiteren auch kompatibel mit den CDC Primern und Proben, die in klinischen Proben dem
Detektieren von humanen RNasen P (RP) dienen.

Die Zielsequenzen des SARS-CoV-2 Genoms sind die gleichen, die auch die CDC in ihrem Echtzeit-
RT-PCR-Diagnostik-Panel fiir das 2019-nCoV untersucht. Diese Sequenzen befinden sich in zwei
unterschiedlichen Regionen (N1 und N2) des Nukleokapsid (N) Gens des Virus. Als Kontrolle dient
das Gen RNase P.

Die Isolierung und Praparation der Nukleinsauren aus Nasen-Rachen- und Mund-Rachen-
Abstrichen erfolgt mit einem etablierten Nukleinsdure-Extraktions-System. Anfangsmenge und
Elutionsvolumen der zur Untersuchung notwendigen Probe sind verfahrensabhangig. Das
Produkt ermoglicht auch die Untersuchung von in Virentransportmedien geldsten und
warmebehandelten Proben.

Die gereinigte Nukleinsdure wird im AzureSeq CE gPCR Kit SARS-CoV-2 fiir 200 Reaktionen (im
Weiteren AzureSeq — 200 CE) Master Mix durch reverse Transkription zu cDNA. Wahrend des
Prozesses bindet sich die Sonde an eine spezielle Zielsequenz, die sich zwischen Vorwarts- und
Rickwartsprimer befindet. In der Extensionsphase des PCR-Zyklus spaltet die 5 Nuklease
Aktivitat der Tag-Polymerase die Sonde, wodurch sich der Reporter-Farbstoff vom dem
Quenscher-Farbstoff entfernt und ein Fluoreszenzsignal generieren kann. Bei jedem Zyklus
spalten sich weitere Reporter-Farbstoffmolekiile von den Sonden ab, wodurch die
Fluoreszenzintensitat zunimmt. Bei der PCR-Reaktion wird die Fluoreszenzintensitat pro Zyklus
Uberwacht.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll Version: v1; Dokument Version: v03
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3. Produktinhalt

Produktcode Produktname i’;z:r:l‘:ir Menge (uL)
OA-ITMP-MM-100 2X InhibiTaq Multiplex HotStart MasterMix 2 1000
OA-RT-200 RTScript Reverse Transcriptase, 200U/uL 1 100
OA-CPPM-100uL CoVi Primer/Probe Mix 3 2 100
OA-NFW-350uL Nuclease Free Water 2 350

4. Versand und Lagerung

Der Versand von AzureSeq — 200 CE erfolgt auf Trockeneis. Die Komponenten kommen in
gefrorenem Zustand an. Kontaktieren Sie bitte unseren Kundendienst
(azureseq.support@omixon.com), wenn eine der Komponenten nicht vorschriftsmaRig
ankommt.

Die Degradation der Reagenzien ist zu vermeiden, nach der Ankunft sind die Komponenten
bei -20 °C zu lagern.

Sofern Sie in einer Region mit haufigem Stromausfall arbeiten, ist die Aufstellung eines
Ersatzgenerators und eines Temperaturadapters zur Sicherstellung der entsprechenden Kihlung
der Komponenten zu empfehlen.

Die vom Hersteller garantierte Haltbarkeitsdauer betragt 12 Monate. Benutzen Sie das Produkt
nicht nach Ablauf des Verfallsdatums.

Benutzen Sie kein beschadigtes Produkt.

Die Komponenten dirfen nicht wieder eingefroren / aufgetaut werden, weil das zum Abbau des
Reagenzes fuhren kann.

Gebrauchte Reagenzien und Abfallprodukte sind den értlichen Vorschriften gemal zu entsorgen.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll Version: v1; Dokument Version: vO3
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5. Probenentnahme, -transfer und -lagerung

Eine ungenligende oder unbrauchbare Probenentnahme, -transport und -lagerung kann die
Wahrscheinlichkeit falsch-negativer Ergebnisse erhéhen.

5.1 Probenentnahme

Unter Bezugnahme auf die CDC Webseite: ‘Interim Guidelines for Collecting, Handling and
Testing Clinical Specimens from Patients Under Investigation (OUIs) for 2019 Novel Coronavirus
(2019-nCoVY)'.

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-nCoV/guidelines-clinical-specimens.html

Das zur Probenentnahme benutzende Wattestabchen muss aus synthetischer Watte und einem
Plastikstab bestehen. Stabchen aus Calciumalginat oder Holz diirfen nicht verwendet werden,
weil diese Materialien PCR Inhibitoren und Viren inaktivierende Substanzen enthalten kénnen.
Befolgen Sie die Anweisungen des Herstellers der Probenentnahmegerate, um die richtigen
Methoden zur Entnahme zu verwenden. .

Mund-Rachen-Abstriche

Wischen Sie den hinteren Rachen mit einem sterilen Wattestdbchen ab (dabei die Zunge nicht
berihren). Legen Sie das Wattestabchen sofort ins etikettierte sterile, Viren- Transportmedium
enthaltende Rohrchen. Brechen Sie jeden Applikator an der Markierung oder in der Ndhe der
Watte ab oder schneiden Sie mit einer sterilen Schere ab. Proben missen gleich abgekiihlt und
kiihl transportiert werden.

Nasen-Rachen-Abstrichen

Fiihren Sie ein steriles Wattestiabchen parallel zum Gaumen in das Nasenloch ein. Das
Wattestdbchen sollte eine Tiefe erreichen, die dem Abstand zwischen den Nasenl6chern und der
duReren Offnung des Ohrs entspricht. Halten Sie das Wattestidbchen einige Sekunden lang and
dieser Stelle, um Sekrete aufzunehmen. Entfernen Sie das Wattestdabchen langsam, wahrend Sie
es drehen. Legen Sie das Wattestdbchen sofort in etikettierte sterile, Viren-Transportmedien
enthaltende Rohrchen. Brechen Sie jeden Applikator an der eingekerbten Linie oder in der Nahe
der Watte ab oder schneiden Sie ihn mit einer sterilen Schere ab. Proben soll sofort mit
KiUhlpackungen versendet sein.

5.2 Probentransport

Alle Proben missen mit einer Eiskihl- / Eisgelbox / Trockeneis transportiert und sicher
verschlossen und behandelt werden.

Der Transport den klinischen Proben muss den 6rtlichen Vorschriften entsprechen. Die 6rtlichen
Vorschriften zur biologischen Sicherheit flir SARS-CoV-2 missen befolgt werden.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll Version: v1; Dokument Version: v03
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5.3 Behandlung

Wahrend der Handhabung potenziell infektioser Proben sollten Laboranten geeignete
personliche Schutzausriistung tragen, die Einweghandschuhe, Laborkittel und Augenschutz
umfasst.

Spezifische Anweisungen zur Behandlung mit klinischen Proben fiir die Coronavirus-Krankheit
2019 finden Sie auch auf der oben genannten CDC-Webseite.

5.4 Lagerung

Die Proben kdnnen nach der Entnahme bis zu 48 Stunden bei 2-8 ° C gelagert werden. Bei einer
Lagerung von mehr als 2 Tagen sollten die Proben bei -70 ° C eingefroren werden.

Wenn die Probe langer als 48 Stunden gelagert wird, ist eine Extraktion der RNAmit einem
herkdmmlichen, validierten System erforderlich.

Wenn die Probe nicht eingefroren und weniger als 48 Stunden gelagert wird, kann ein
Arbeitsverlauf mit direkter Methode (ohne RNA Isolierung) erfolgen..

Wiederholtes Einfrieren und Auftauen einer Probe sollte vermieden werden. Wenn eine Probe
zum erneuten Testen aufbewahrt wird, sollte sie in verschiedenen Réhrchen aliquotiert werden,
um Einfrier- und Auftauzyklen zu vermeiden.

Abhangig von der Art der Probe und dem verwendeten Transportmedium kann eine spezifische
Lagerung und zur RNA-Isolierung eine Vorbehandlung der Probe erforderlich sein. Bitte beachten
Sie die Anweisungen des Herstellers.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll Version: v1; Dokument Version: v03
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6. Benotigte, aber im Lieferumfang nicht enthaltene
Materialien und Gerate.

6.1. Gerate

e Echtzeit-PCR-Gerat, das in FAM, HEX oder ROX (oder dazu aquivalenten) Kanalen
detektieren kann.

e Heizblock (kompatibel mit den 1,5 mL Mikrozentrifugenréhrchen des Testes, der
Inkubation bei 95 °C dienend)

e Mikropipetten fiir 100 pL und 1000 uL

e Mehrkanalpipetten fiir 10 puL und 100 pL

e Vortex Mixer

e Zentrifuge

6.2. Reagenzien

Viral/total RNA Extraktionssystem

Viren Transportmedien (Clinichem, Copan, Puritan, CDC VTM, mwe Medical Wire)
CoVi Negativkontrolle (Cat# OA-CVNC-150)

CoVi Positivkontrolle (Cat# OA-CVPC-150)

6.3. Verbrauchsmaterial

e Optische Platte, die mit dem benutzten qPCR-Gerat kompatibel ist

e Optische Folie, die mit dem benutzten qPCR-Gerat kompatibel ist

e DNase/RNase-freie sterile Einmal-Pipettenspitzen (10 pL, 100 pL und 1000 uL)
e DNase/RNase-freies 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen

e Einweghandschuhe

e Oberflachendesinfektionsmittel

e Material zur RNA-Isolierung

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll Version: v1; Dokument Version: v03
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7. Warnungen und VorsichtsmaRnahmen

Zur angemessenen Ausflihrung des Testes ist eine gute Laborpraxis (,,Good laboratory practices”)
unverzichtbar. Aufgrund der hohen Sensitivitat des Produktes ist bei der Handhabung der Proben
und Materialien darauf zu achten, dass keine Verunreinigungen der Reagenzien und
Amplifikationsmischungen auftreten.

Es muss auf Einhaltung der folgenden Punkte geachtet werden.

e Lesen Sie die Gebrauchsanweisung, bevor Sie mit dem Verarbeiten der Proben beginnen.
Ein Abweichen von den beschriebenen Schritten kann die optimale Leistung beeinflussen.

e Benutzen Sie ein Desinfektionsmittel zur Reinigung und Desinfizierung der bei der
Probenverarbeitung benutzten Flachen.

e Desinfizieren Sie gebrauchte Proben, Reagenzien und andere potenziell verunreinigte
Materialien und entsorgen Sie sie gemal’ den ortlichen Vorschriften.

e Halten Sie sich bei der Durchfihrung der Untersuchung an die allgemeinen Schutz-
malRknahmen. Behandeln Sie die Proben als potenziell infektios.

e Tragen Sie bei der Ausfiihrung der Laborprozesse eine Schutzbekleidung.

e Waschen Sie sich nach Ablegen der Handschuhe griindlich die Hande, entsorgen Sie die
Handschuhe in Abfallbehéltern fir Gefahrengut.

e Losen, verdiinnen Sie die Reagenzien ausschlieBlich wie hier (Gebrauchsanweisung)
beschrieben. Benutzen Sie keine von der Gebrauchsanweisung abweichenden
Reagenzienmengen. Diese falschen Praktiken kdnnten zu Fehlern flhren.

e Bei Fehlern, die sich aus dem Nichteinhalten der Gebrauchsanweisungen ergeben,
Ubernimmt der Lieferant keine Garantie flr die Validitat der Ergebnisse.

e Verwenden Sie das Produkt nicht bei sichtbaren Schaden (z. B. zerbrochene
Komponenten, lockere Verschlisse).

e Verwenden Sie das Produkt nicht nach Ablauf des Verfallsdatums.

e Ersetzen oder mischen Sie die AzureSeqg-Reagenzien nicht mit Produkten anderer
Hersteller.

e Alle Gerdate missen den Anweisungen des Herstellers gemaR betrieben und gewartet
werden.

e Jeder Arbeitsplatz muss mit eigenen Pipetten unterschiedlichen Volumens bzw. den
notwendigen Hilfsmaterialien und Ausriistungen ausgestattet sein.

e Mischen Sie nicht gleiche Produkte, Komponenten unterschiedlicher Produktion (mit
unterschiedlicher Chargennummer).

e Rauchen, trinken, essen Sie nicht und verwenden Sie keine Kosmetika in Bereichen, in
denen Sie mit Proben und Produktkomponenten arbeiten.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll Version: v1; Dokument Version: v03
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8. Verfahren

Das Produkt AzureSeq-200 CE enthalt ein Kontrollassay zur Untersuchung der RNase P RNA. Das
ist eine interne Kontrolle, die in jeder untersuchten Probe die Anwesenheit von Nukleinsdure im
System nachweist, womit die Funktionalitat der Produktkomponenten sichergestellt ist.

Eine externe Kontrolle zum Produkt AzureSeq-200 CE ist nicht enthalten. Die fir den Test
notwendige Positiv- bzw. Negativkontrolle ist flir den Benutzer als separates Produkt erhaltlich
(Omixon Biocomputing Ltd, Katalognummer s. Sektion 5), ansonsten kénnen eigene Kontrollen
des Laboratoriums benutzt werden.

8.1. Instruktionen zur Zusammenstellung des Tests

Bei einem Arbeitsverlauf mit direkter Methode (ohne RNA Isolierung) folgen Sie dem unten
aufgefihrten Protokoll vom 1. Schritt an.

Bei Verarbeitung von RNA, die mit einem herkdmmlichen, validierten System extrahiert wurde,
lassen Sie die Schritte 1-4 aus und beginnen Sie den Arbeitsverlauf mit dem 5. Schritt des
Protokolls.

8.1.1. Arbeitsverlauf

Nur bei der Verarbeitung von in Virentransportmedien (VTM) gel6sten Proben aus Nasen-
Rachen- und Mund-Rachen-Abstrichen empfohlen. Empfohlene VTM: Clinichem, Copan, Puritan,
CDC VTM, mwe Medical Wire.

Die Proben kénnen maximal 48 Stunden bei 4 °C in dem Virentransportmedium aufbewahrt
werden.

1. Probe im Virentransportmedium vom Abstrichstdbchen losen.

2. 100-200 pL der im Virentransportmittel gelésten Probe in ein neues Dnase/RNase-freies
Rohrchen pipettieren.

3. Proben 5 Minuten bei 95 °C inkubieren.

4. Rohrchen mit einer Geschwindigkeit von ~1500 x rpm 30 Sekunden zentrifugieren, dann
bis zum nachsten Schritt auf Eis legen.

5. Rohrchen mit Markierung CoVi Primer/Probe Mix 3 (braunes Rohrchen/Deckel) auf Eis
platzieren, dann ca. 30 Minuten auftauen lassen. Nach dem Auftauen einige Sekunden
die Rohrchen zentrifugieren, damit sich der Inhalt absetzt. Dann 384 pL nukleasefreies
Wasser zugeben. Wasserhaltiges Rohrchen markieren.

6. Rohrchen bei maximaler Geschwindigkeit 10 Sekunden vortexen, dann kurz
zentrifugieren, damit sich der Inhalt absetzt.

7. Mastermix in einem sauberen Raum oder einem dafiir bestimmten Bereich folgender-
malen zusammenstellen:

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll Version: v1; Dokument Version: v03
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Zusammenstellen der Reaktion fiir 20 uL Endvolumen

Komponente Volume(r:{Seaktion Volumen/l((l)‘(l)-)Reaktionen Endkonzentration
2x InhibiTaq Multiplex qPCR MasterMix 10 1000 1x
RTScript Reverse Transcriptase, 200U/uL 0.5 50 5U/uL

Diluted Primer/Probe Mix (step #5) 4.5 450 1x

8. Den Mastermix mit einer Pipette, eingestellt auf das Volumen der zuzugebenden 2x
Mastermix Menge, suspendieren oder kurz vortexen, dann einige Sekundieren
zentrifugieren, damit sich der Inhalt absetzt.

9. 15 pL Mastermix in die entsprechende Plattenpositionen verteilen.

10. 5L Probe, Positiv- oder Negativkontrolle den entsprechenden Plattenpositionen
hinzugeben.

11. Nach Abdecken der Platte mit Folie einige Sekunden vortexen, schliefilich die Platte einige
Sekunden zentrifugieren.

12. Platte in das qPCR Gerat einsetzen und folgendes Programm starten:

Empfohlene PCR-Konditionen:

Bezeichnung des Prozessteils ‘ Stadium Anzahl der Zyklen Temperatur (°C) ‘ Zeit

RT-Inkubation 1 1 50 15 Minuten
Enzymaktivierung 2 1 95 2 Minuten
95 3 Sekunden
Amplifikation 3 45
60%** 30 Sekunden

** Fir die Detektion der Fluoreszenz in der Hybridisierungs/Extensionsphase (60 °C) FAM, HEX und ROS (oder
dquivalente) Kanale benutzen.
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8.2 gPCR Konfiguration

8.2.1 QuantStudio 3, 5, 7 Pro

Dm,/éﬂn

1. Erstellen Sie ein neues Experiment und stellen Sie die Parameter (Instrumententyp,

Blocktyp, Experimente Typ, Chemie, Laufmodus) gemaR der folgenden Abbildung ein.

& QuantStudic™ Design & Analysis Software v1.5.1 - O x
File Edt  Analysis Toals  Help

Select an Option

New Experiment Open Existing Experiment
4+ +
=¥
[cetergemen |

£ bome
& QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1 — O =
File Edt Analysis Tools  Help

Properties Plaie Run Resulls Export

Experiment Properties O; Save

Name

Barcode

User name

Instrument type

Block type

Experiment type

Chemistry

fun mode

AzureSeq-200 CF

QuantStugio™ 3 System
96-Well 0.2-mL Blotk
Standard Curve
TaqMani® Reagents
Standard

anage chemistry details
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2. Stellen Sie die Methode gemal dem oben beschriebenen PCR- Konditionen ein.

f
@ QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1 - u] %
File Edt Analysis Toals Help

Properties  Method Plate Run Results Export
Experiment Method [ Aetion v O Seve v
Volume Cawer
1050
|
Hold stage PCR stage
90 950°C
oz00 16°Cs  po-03
&
1.6°C/s
16°Cs
oc
500°C 0 30
. - @
(<€) o (%)
§/ 16°Cs ?
Stepl Step? Step Step?
45 3]
Legends: [} Data Collection On Data Collection O [[[] Pawse on Pause OF &} Advanced Settings V' VeriFlex

3. Stellen Sie die Zielgene und Proben auf der Platte ein und weisen Sie die Kanéle zu.

@ QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1 - o X
Fle ES Awysis Tods e

Propertes Mehod  Plate Aun  Resuls  Export
Assign Targets and Samples @ Action o sewe
Advanced Setp
= Eme] (ot 4 s 7 8 9 1 1
e 2
a on o x ﬂ ﬂ
one L] x
N o - x

~ Sampl @ Add [# Action
Sampteame P
0
O W x v
u
[ml ™ x
=N ] - s
Om x
E
= Biological Replicate Groups F) Add
wets [l120 @o o 76 Empty

4. Exportieren Sie das Protokoll auf ein USB-Laufwerk.
Importieren Sie das Experiment vom USB-Laufwerk des gPCR Instruments, setzen Sie die
Platte ein und starten Sie den Lauf.
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8.2.2 Roche LightCycler 480 Instrument

Weitere Informationen zur Verwendung des Instruments finden Sie in der Gebrauchsanleitung
des LightCycler 480-Instruments.

1. Erstellen Sie ein Detektions Format, um die Zielgene (N1, N2, RNase P) und die Kandle (FAM,
HEX, ROX - oder dquivalente) einzurichten.

Starten Sie die Software neu, um auf das neu erstellte Detektions Format zuzugreifen.
Wahlen Sie den Platten Typ und erstellen Sie ein neues Experiment.

Wahlen Sie das neue Detektions Format aus der Dropdown-Liste.

Stellen Sie die BlockgroRe auf 96 und das Reaktionsvolumen auf 20 L ein.

Stellen Sie die in Schritt 8.1.1 beschriebenen PCR-Konditionen ein.

Stellen Sie den Analysemodus ‘None’ fiir RT-Inkubation und Enzymaktivierung und

N o v s~ wN

"Quantification" fir den Amplifikation ein.

8. Stellen Sie die Ramp Geschwindigkeit fir Stufe 1, 2 und den ersten Schritt von Stufe 3 auf 4,4
und fiir den zweiten Schritt von Stufe 3 auf 2,2 ein.

9. Setzen Sie die Platte ein und starten Sie den Lauf.

8.2.3 Bio-RAD CFX96 Touch

Weitere Informationen zur Verwendung des Instruments finden Sie in der Gebrauchsanleitung
des CFX96 ™ Touch Instruments.

1. Fihren Sie die CFX Manager-Software auf dem an den CFX96 angeschlossenen Computer
aus.

Erstellen Sie ein neues Protokoll, indem Sie den Lauftyp ‘User-defined’ auswahlen.

3. Klicken Sie im ‘Protokol’ Menii auf ‘Edit Selected, um Anderungen am Protokoll
vorzunehmen. Stellen Sie die Parameter der in Sektion 8.1.1 beschriebenen PCR- Konditionen
ein.

Klicken Sie im ‘Plate’ Men( auf ‘Edit Selected’, um die Platte einzustellen.
Klicken Sie auf ’Select Fluorophores’ und aktivieren Sie die Fluorophore (FAM, HEX, ROX -
oder dquivalente).

6. Geben Sie die Plattenpositionen der Positivkontrolle an, stellen Sie den Probentyp auf
‘Positivkontrolle’ und stellen Sie die Fluoreszenzen ein (N1 Zielgen - FAM, N2 Zielgen - HEX,
Rnase P - ROX).

7. Geben Sie die Plattenpositionen der Negativkontrolle an, stellen Sie den Probentyp auf
‘Negativkontrolle’ und stellen Sie die Fluoreszenzen ein (N1 Zielgen - FAM, N2 Zielgen - HEX,
Rnase P - ROX).

8. Plattenpositionen mit klinischen Proben sollten als ,Unbekannt’ angegeben werden. Stellen
Sie die Fluoreszenzen ein (N1 Zielgen - FAM, N2 Zielgen - HEX, Rnase P - ROX).

9. Im Einstellungs-Men stellen Sie den Plattentyp auf BR weil} ein.

10. Gehen Sie zu Start, wahlen Sie den Blocknamen (PCR-Instrument) und starten Sie den Lauf.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll Version: v1; Dokument Version: v03
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9. Interpretation der Ergebnisse

Vor der Interpretation der Patientenergebnisse ist die Untersuchung der Testkontrolle
notwendig. Bei ungiiltiger Kontrolle ist auch das Patientenergebnis nicht auswertbar. Die
Fluoreszenzwerte in FAM (N1 Marker), HEX (N2 Marker) und ROX (RNase P Marker) (oder
adaquaten) Kanalen in der Hybridisierungs/Extensionsphase (60 °C) detektieren. Ct-Werte unter
40 konnen bei BioRad CFX96, Roche Lightcycler 480 System und QuantStudio 3, 5 und 7Pro
Geraten als positiv interpretiert werden.

SARS-CoV-2 | SARS-CoV-2 Interpretation der

RNase P MaBnahmen

N1 N2 Ergebnisse

Melden Sie das Ergebnis dem Gesundheitsdienstleister und

* * +/- Positiv SARS-CoV-2 dem Gesundheitsamt.

Nur einer der zwei

Zielbereiche ist positiv. +/- Unsicher Eine Wiederholung des Tests ist notwendig.

- - + SARC-Cov-2 ,|St nicht Melden Sie das Ergebnis dem Gesundheitsdienstleister.
zu detektieren

Eine Wiederholung des Tests ist notwendig. Ist er noch

immer ungultig, so ist eine erneute Probenentnahme

- - - Ungliltig empfohlen. Ist eine erneute Probeentnahme nicht méglich,

so melden Sie das Ergebnis dem Gesundheitsdienstleister
und dem Gesundheitsamt.

Obige Tabelle als allgemeinen Leitfaden zur Interpretation der Ergebnisse nutzen.
Patientenergebnisse sind nur dann interpretierbar, wenn alle Kontrollen des gleichen Laufs als
glltig angesehen werden konnen. Ist eine oder sind eventuell beide Kontrollen ungiiltig oder
zeigen sie ein nicht erwartetes Ergebnis, so sind die Patientenergebnisse des gegebenen Laufs
nicht zu gebrauchen.

RNase P (Extraktionskontrolle)

Bei der RNase P Reaktion soll jede klinische Probe eine Fluoreszenz Steigungskurve zeigen, die
innerhalb von 40 Zyklen den Schwellenwert iberschreitet (<40 Ct) und damit das Vorhandensein
des humanen RNase P Gens nachweist. Wenn RNase P in einer Probe nicht detektiert wird, kann
dies Folgendes bedeuten:

e RNA Verlust/Degradation infolge nicht adaquater Isolierung/Warmebehandlung der
Nukleinsadure.

e Keine ausreichende Zellzahl durch mangelhafte Probennahme oder Integritatsverlust der
Probe.

e Der Test wurde nicht richtig zusammengestellt, ausgefiihrt.

e Reagenz-, Geratefehler.
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Zeigt der RNase P Assay bei humanen klinischen Proben kein positives Ergebnis, so ist die
folgende Interpretation empfohlen:

Ist 2019-nCoV N1 und N2 positiv, so ist das Ergebnis auch bei fehlender positiver RNase P
als gliltig anzusehen. Es ist moglich, dass einzelne Proben wegen der niedrigen Zellzahlen
in der urspriinglichen klinischen Probe keine RNase P Steigungskurve zeigen. Das negative
RNase P Signal schlieRt die Prasenz von 2019-nCoV Virus RNA in den klinischen Proben
nicht aus.

Sind in einer Probe alle 2019-nCoV Marker UND auch RNase P negativ, so ist das Ergebnis
als ungiiltig zu betrachten. Steht noch ausreichend Probenmaterial zur Verfligung, so sind
das Extraktionsverfahren und die Untersuchung zu wiederholen. Bleiben nach der
erneuten Untersuchung alle Marker negativ, dann sind die Ergebnisse als ungiiltig zu
qualifizieren und moglichst eine neue Probe entnommen werden.

2019-nCoV Markers (N1 und N2)

Zeigen alle Kontrollen das erwartete Ergebnis, dann ist die Probe als negativ zu
betrachten, wenn die Steigungskurven der 2019-nCoV Marker (N1, N2) den
Schwellenwert innerhalb von 40 Zyklen nicht liberschreiten (> 40 Ct), die RNase P Kurve
ihn dagegen lberschreitet (< 40 Ct).

Zeigen alle Kontrollen das erwartete Ergebnis, dann ist die Probe als positiv auf
2019-nCoV zu betrachten, wenn alle Steigungskurven der 2019-nCoV Marker (N1, N2) den
Schwellenwert innerhalb von 40 Zyklen Uberschreiten (< 40 Ct). Die Ergebnisse der
2019-nCoV Marker sind auch weiterhin als glltig anzusehen, unabhangig von der
positiven oder negativen RNase P.

Zeigen alle Kontrollen das erwartete Ergebnis bzw. Giberschreiten die Steigungskurven der
2019-nCoV Markers (N1, N2) und der RNase P Marker den Schwellenwert innerhalb von
40 Zyklen nicht (also Ct > 40), so ist das Ergebnis ungliltig. Die Untersuchung der aus der
Probe (mit direkter Methode oder herkdmmlichem Isolierungsprozess) extrahierten RNA
ist zu wiederholen. Steht keine weitere RNA zur Verfligung, ist aus der verbliebenen Probe
erneut RNA zu isolieren und der Test zu wiederholen. Sind in der erneut untersuchten
Probe alle Marker und RNase P negativ, so ist das Ergebnis unglltig und eine erneute
Probenentnahme zu tberlegen.

Zeigen alle Kontrollen das erwartete Ergebnis und iberschreitet die Steigungskurve eines
Markers (entweder N1 oder N2; aber nicht beide Marker) den Schwellenwert innerhalb von
40 Zyklen (also Ct < 40), dann ist das Ergebnis nicht tUberzeugend, der Test ist zu
wiederholen. Steht keine verbliebene RNA zur Verfligung, ist aus der verbliebenen Probe
erneut RNA zu isolieren und der Test zu wiederholen.
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10. Einschrankungen

e Vor Einsatz des Produktes ist das Laborpersonal in der Anwendung dieser Technologie zu
schulen.

e Die diagnostischen Ergebnisse sind zusammen mit anderen klinischen Symptomen,
Laborbefunden zu interpretieren, alleine sind sie nicht zu verwenden.

e Die Validierung von Systemen oder Verfahren, die nicht in den Leistungsstudien der
Omixon Biocomputing Ltd enthalten sind, sind Aufgabe des Benutzers.

e Das Produkt kann nur bei Proben aus Nasen-Rachen- und Mund-Rachen-Abstrichen
angewandt werden.

e Die Wirksamkeit der direkten Methode (ohne RNA Extraktion; Warmebehandlung) hangt
stark vom Virentransportmedium (VTM) wahrend der Probenentnahme ab. Die
Virentransportmedien folgender Hersteller sind besonders zu empfehlen: Clinichem,
Copan, Puritan, CDC VTM, mwe Medical Wire. Die Medien anderer Hersteller sind vom
Anwender zu validieren.

e Ein negatives Ergebnis schlieRt die Infektion nicht aus, die Ergebnisse hdangen von der
richtigen Probenentnahme und dem Abwesenheit von Inhibitoren ab. Die Anwesenheit
von PCR Inhibitoren kann zu ungiiltigen oder nicht tiberzeugenden Ergebnissen fiihren.
Diese Falle erfordern eine Wiederholung.

e Falsch-positive Ergebnisse konnen aus mehreren Griinden auftreten, die meist in
Verbindung mit Verunreinigungen wahrend der Bearbeitung und Vorbereitung der RNA
Proben stehen.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll Version: v1; Dokument Version: v03
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11. Problemlosungen

Méogliche Ursache

Dn"l,/él:l"l

Losungsvorschlag

Schwache oder fehlende
Fluoreszenzintensitat der
positiven Kontrolle

Degradation der Probe

Ein neues Probenaliquot benutzen oder den Test mit
einem neuen Produkt mit anderer Chargennummer
wiederholen.

Starke Inkonsistenz der
Fluoreszenzintensitat bei
gleichen Proben

Ungenaues Pipettieren

Kalibrierte Pipetten benutzen, sich liberzeugen, dass in
alle Kavitaten/Rohrchen die gleiche Reagenzmenge
eingebracht wurde.

Detektieren von Fluoreszenz
in der negativen Kontrolle

Kontamination,
Verunreinigungen aus
vorherigen Schritten

Nach jeder Probe Pipettenspitze austauschen. Beim
Austeilen der Proben, negativen bzw. positiven
Kontrollen sorgfiltig arbeiten.

Kontamination des
Amplifikations-Mastermix

Ein neues Aliquot des Amplifikations-Mastermix
benutzen.

Kontamination des
isolierenden/vorbereitenden
Bereichs

Desinfektionsmittel zur Reinigung der Oberflachen
benutzen.

Fehlendes Fluoreszenzsignal
sowohl in den Proben als

Degradierte Probe

Neues Aliquot der Probe benutzen.

Falsche PCR Einstellung

Richtigkeit der Einstellungen am qPCR-Gerat
kontrollieren.

auch der positiven Kontrolle.

Schlecht zubereiteter
Mastermix, wahrscheinlich
ausgelassenes Reagenz

Komponenten kontrollieren und Vorbereitungen zum
PCR-Mastermix wiederholen.

Falsch-negatives Ergebnis

Anwesenheit von RT-PCR-
Inhibitoren

RNA-isolierendes Produkt vor Gebrauch validieren.
Virentransportmittel der in der Gebrauchsanweisung
aufgelisteten Hersteller benutzen.

UnsachgemaRe
Probenentnahme

Der validierten Methode der Probenentnahme folgen.

Nichteinhalten der Anweisungen
in der Gebrauchsanweisung

Vor Ausfliihrung des Tests Gebrauchsanweisung lesen.
Ein Abweichen von der Beschreibung kann die optimale
Funktion des Produkts beeinflussen.

Benutzen von nicht erlaubtem
Reagenz

Reagenzien des AzureSeq Kits nicht durch Reagenzien
anderer Hersteller ersetzen oder mit ihnen mischen.

Falsch-positives Ergebnis

Kontamination, Vertauschen der
Proben

Besonders sorgfaltig bei der Verarbeitung der
Patientenproben vorgehen, eindeutige und validierte
Nachverfolgungsverfahren im Laboratorium benutzen.
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12. Qualitatskontrolle

Die Validierung des gesamten Verfahrens (direkt oder mit RNA Isolierung) und der Amplifikation
mit negativen bzw. positiven Kontrollen oder kalibrierter Referenz ist zu empfehlen.

13. Leistungsmerkmale

13.1. Analytische Sensitivitat — Studien zur Nachweisgrenze (LoD)

Die LoD Studie bestimmt die niedrigste SARS-CoV-2 Konzentration (Kopien (cp)/Reaktion), die
mit dem Produkt AzureSeq — 200 CE bei N1 und N2 Assays zu mindestens 95 % detektiert werden
kann. Die Studie wurde an mehreren quantitativen PCR-Geraten durchgefihrt.

13.1.1. BioRad CFX96 Touch

Bei dem BioRad CFX96 Touch Real-Time Detection System betragt der LoD Wert der AzureSeq —
200 CE Reagenzien bezogen auf die genomische RNA beim N1 Target 5 Kopien/20 uL Reaktion
(d.h. 0,25 Kopien/ pL) und beim N2 Target 10 Kopien/20 uL Reaktion (d.h. 0,5 Kopien/ uL). Die
genomische RNA wurde der PCR Reaktion unmittelbar zugesetzt und am BioRAD CFX96 Touch
Real-Time Detection System analysiert.

Genomische RNA Untersuchung am BioRAD CFX96 Touch Real-Time Detection System Ger:it

Zielgen
RNA Konz. (Kopien/pL) 0.05 (.2x) 0.25(1x) | 0.5(2x) 0.05 (.1x) 0.5(1x) [ 1(2x)
Positiv/Gesamtzahl 10/20 20/20 20/20 1/20 20/20 | 20/20
Mittlerer Ct-Wert (positive N/A 37.05 36.25 N/A 37.01 35.91
Falle)
Ct-Streuung N/A 0.68 0.55 N/A 0.5 0.33

13.1.2. Applied Biosystems QuantStudio 3/5/7 Pro Real-time PCR System

Beim Applied Biosystems QuantStudio 3 Echtzeit-PCR-Gerat betrdgt der LoD Wert der AzureSeq —
200 CE Reagenzien bezogen auf die genomische RNA sowohl beim N1 Target als auch beim
N2 Target 10 Kopien/20 uL Reaktion (d.h. 0,5 Kopien/ pL). Die genomische RNA wurde der PCR-
Reaktion unmittelbar zugesetzt und am Applied Biosystems QuantStudio Echtzeit-PCR-Gerat
analysiert.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll Version: v1; Dokument Version: vO3
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Die vergleichende Konkordanzstudie der QuantStudio 3, 5 und 7 Pro Plattformen wurde unter
Verwendung von 20 zuvor als SARS-CoV-2 positiv (n = 11) und negativ (n = 9) identifizierten
klinischen Proben durchgefiihrt. Bei den positiven Proben wurde der mittlere Ct-Wert fir N1, N2
und RNase P an allen Geraten berechnet, wahrend bei allen negativen Fallen der mittlere Ct-Wert
flir RNase P berechnet wurde. Diese Daten zeigen, dass es hinsichtlich der zu erwartenden
klinischen Ergebnisse keine Unterschiede zwischen den drei untersuchten Plattformen gibt.

Genomische RNA am ThermoFisher QuantStudio 3 Real-Time PCR System Gerdit

Zielgen
RNA Konz. (Kopien/uL) 0.25 0.5 1 2 0.25 0.5 1 2
Positiv/Gesamtzahl 16/20 | 20/20 | 20/20 | 20/20 | 15/20 | 19/20 | 20/20 | 20/20

Mittlerer Ct-Wert (positive Félle) | 32.04 | 31.12 | 30.45 | 29.04 | 38.67 | 37.02 | 36.47 | 34.35

Ct-Streuung 7.89 | 3.58 | 410 | 4.09 | 2.57 4.78 2.61 3.14

13.1.3. Roche LightCycler® 480 System

Es wurde festgestellt, dass die RNA Konzentration des Echtzeit PCR Systems sowohl beim
N1 Target als auch beim N2 Target 10 Kopien/20 uL Reaktion (d.h. 0,5 Kopien/ uL) betragt. Die
genomische RNA wurde der PCR Reaktion unmittelbar zugesetzt und am LightCycler® 480 Real-
Time PCR System analysiert.

Genomische RNA am Roche LightCycler® 480 System Gerqit

Zielgen N1 ‘
RNA Konz. (Kopien/pL) 0.5 1 2 0.5 1 2
Positiv/Gesamtzahl 22/23 | 23/23 | 23/23 | 23/23 | 23/23 | 23/23
Mittlerer Ct-Wert (positive Félle) 37.63 | 36.76 | 35.78 | 36.37 | 35.55 | 34.61
Ct-Streuung 091 | 0.57 | 0.20 | 1.80 | 0.47 | 0.44
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13.2. Inklusivitatstest — analytische Spezifitat

AzureSeq — 200 CE verwendet von der CDC designte, als N1 und N2 SARS-CoV-2 Marker benutzte
Primer/Sonden, an denen die in silico Analyse mit bekannten Sequenzen von SARS-CoV-2
durchgefiihrt wurde. Die Daten der Analyse sind bei der FDA unter EUA EUA200001 ,,CDC 2019-

Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostics Panel” zur Verfligung gestellt.

Ergebnisse — in silico Analyse der Primer- und Sondensequenzen

Die Primer- und Sondensequenzen des CDC 2019 nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic Panels
wurden mit den 31.623 Sequenzen in der seit 20. Juni 2020 verfligbaren Datenbank der Global
Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID, https://www.gisaid.org) abgeglichen, um die
vorhergesagte Inklusivitdt des CDC 2019 nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic Panels zu
demonstrieren. Nukleotid-Fehlpaarungen der Primer/Sonderegionen mit Frequenzen von mehr
als 0,1 % sind weiter unten dargestellt. Ausgenommen die in der dritten Position der N1in>1 %
(2,00 %) vorkommenden Nukleotid-Fehlpaarungen, betragt die Gesamthaufigkeit <1 %, was
darauf hinweist, dass das Auftreten von Fehlpaarungen sporadisch war. Bei den N1-Proben
wurden nur in einer Sequenz (0,0032 %) zwei Nukleotid-Fehlpaarungen gefunden. Bei
N1-Rickwartsprimern zeigten Sequenzen aus einem anderen Isolat (0,0032 %) zwei Nukleotid-
Fehlpaarungen. Bei den N2-Primer- bzw. Sondenregionen wurden keine Sequenzen gefunden, bei
denen mehr als eine Fehlpaarung zu beobachten war. Das Risiko von Fehlpaarungen, wobei die
deutliche Abnahme der Reaktivitat zu falsch-negativen Ergebnissen fiihrt, ist aufgrund des
Designs der Primer und Sonden gering. Aufgrund der Schmelztemperatur (iber 60 °C und der
Hybridisierungstemperatur von 55°C konnen zwei Nukleotid-Fehlpaarungen gut toleriert
werden.

In silico Inklusivitdtsanalyse des CDC 2019-nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic Panels zwischen
31.623 Genomsequenzen, die seit 20. Juni 2020 bei GISAID verfiigbar sind.

Primer/Probe N1 Probe N1 revers N2 Probe
Position (5'>3’) 3 15 21 13
Nukleotid-Fehlpaarung C>T G>T T>C C>T
Anzahl der Fehlpaarungen 632 34 71 46
Haufigkeit der Fehlpaarungen (%) 2.00 0.11 0.22 0.15

13.3. Kreuzreaktivitat- analytische Spezifitat

AzureSeq — 200 CE verwendet von der CDC designte, als N1 und N2 SARS-CoV-2 Marker benutzte
Primer/Sonden, an denen ein in silico Test der Kreuzreaktivitat durchgefiihrt wurde. Das CDC
flhrte auch Labortests zur Kreuzreaktivitat mit von der FDA empfohlenen Organismen durch. Die
Daten dieser Analysen sind tiber FDA EUA EUA200001 ,,CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV)
Real-Time RT-PCR Diagnostics Panel” zu erreichen.
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Testergebnisse zur Spezifitat/Exklusivitat

BLAST Algorithmen von 2019-nCoV rRT-PCR Assay Primern und Sonden wurden mit 6ffentlich
zuganglichen Nukleotid Sequenzen verglichen. Folgende Datenbank-Suchparameter wurden
dabei verwendet:

1. Die Auswahl der Nukleotide enthielt GenBank, EMBL, DDBJ, PDB, RefSeq Sequenzen. Aus-
geschlossen waren EST, STS, GSS, WGS, TSA, patentierte, Phase 0, 1 und 2 HTGS Sequenzen
und Sequenzen langer als 100 Mb.

2. Die Datenbank enthalt keine redundanten Daten. Gleiche Sequenzen wurden in eine Einheit

eingeteilt, wobei die Zugangsdaten, Adressen, Gl, taxonomischen Daten bewahrt wurden.

Die Datenbank wurde am 3. Oktober 2019 aktualisiert.

Die Suchparameter suchen automatisch kurze Sequenzen, der Grenzwert betragt 1000.

Die Punktzahl fiir die Ubereinstimmung ist 1, fiir die Abweichung -3.

Bei der Anpassung wurden fir das Generieren eines Spalts zwischen den Nukleotiden

5 Strafpunkte, fiir die Extension 2 Strafpunkte kalkuliert.

ok w

2019-nCoV_N1 Test:

Die Sondensequenz des N1 2019-nCoV rRT-PCR Testes zeigte eine hohe Homologie mit dem SARS
Coronavirus und dem Genom des SARS-artigen Coronavirus von Fledermausen, die Vorwarts-
und Riuckwartsprimer zeigten diese jedoch nicht. Die Kombination von Primern und Sonde zeigt
keine signifikante Homologie mit dem humanen Genom, anderen Coronaviren oder der
humanen Mikroflora, so flihrt sie nicht zu falsch-positiven rRT-PCR Ergebnissen.

2019-nCoV_N2 Test:

Die Sequenz der Vorwartsprimer des N2 2019-nCoV rRT-PCR Tests zeigt eine hohe Homologie mit
dem Genom des SARS-artigen Coronavirus von Fledermausen. Bei dem Riickwartsprimer und der
Sonde konnte weder mit dem humanen Genom noch mit anderen Coronaviren oder humaner
Mikroflora eine Homologie beobachtet werden. Die Kombination von Primern und Sonde fuhrt
nicht zu falsch-positiven rRT-PCR Ergebnissen.

Zusammenfassend zeigen die fir die spezifische Detektion von 2019-nCoV designten 2019-nCoV
rRT-PCR N1 und N2 Teste kombiniert keine Homologie mit dem humanen Genom, anderen
Coronaviren oder humaner Mikroflora und fihren dadurch nicht zu falsch-positiven Ergebnissen.

Die analytische Spezifitat und Exklusivitat des 2019-nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic Panels
wurde auch mit Tests mehrerer Organismen belegt. Die Studien wurden an Nukleinsdauren
durchgefiihrt, die mit dem QIAGEN EZ1 Advanced XL Instrument und dem EZ1 DSP Virus Kit
extrahiert wurden. Die Nukleinsdure wurden aus einem Praparat mit hohem Titer (typischerweise
> 105 PFU/mL oder > 106 CFU/mL) extrahiert. Die Analyse erfolgte mit ThemoFisher Scientific
TagPath™ 1-Step RT-gPCR Master Mix, CG an einem Applied Biosystems™ 7500 Fast Dx Real-Time
PCR Instrument. Die Daten ergaben bei Testung mit dem CDC 2019-nCoV Real-Time RT-PCR
Diagnostic Panel fiir alle Organismen die erwarteten Ergebnisse.
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Die Spezifitdt und Exklusivitit des CDC 2019-nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel

Virus Stamm Quelle 2019-nCoV N1 2019-nCoV N1 Ergebnis
Humanes Coronavirus 229E Isolat 0/3 0/3 negativ
Humanes Coronavirus 0C43 Isolat 0/3 0/3 negativ
Humanes Coronavirus NL63 Klinische Probe | 0/3 0/3 negativ
Humanes Coronavirus HKU1 Klinische Probe | 0/3 0/3 negativ
MERS-Coronavirus - Isolat 0/3 0/3 negativ
SARS-Coronavirus - Isolat 0/3 0/3 negativ
Bocavirus - Klinische Probe | 0/3 0/3 negativ
Mycoplasma pneumoniae - Isolat 0/3 0/3 negativ
Streptococcus - Isolat 0/3 0/3 negativ
Influenza A (H1N1) - Isolat 0/3 0/3 negativ
Influenza A (H3N2) - Isolat 0/3 0/3 negativ
Influenza B - Isolat 0/3 0/3 negativ
Humanes Adenovirus (Typ 1) | Ad71 Isolat 0/3 0/3 negativ
Humanes Metapneumovirus | - Isolat 0/3 0/3 negativ
Respiratory Syncytial Virus Long A Isolat 0/3 0/3 negativ
Rhinovirus - Isolat 0/3 0/3 negativ
Parainfluenza 1 C35 Isolat 0/3 0/3 negativ
Parainfluenza 2 Greer Isolat 0/3 0/3 negativ
Parainfluenza 3 C-43 Isolat 0/3 0/3 negativ
Parainfluenza 4 M-25 Isolat 0/3 0/3 negativ

13.4. Mikrobiologische Interferenzstudien

Mikrobiologische Interferenzstudien sind nicht notwendig, da die in silico Analyse der CDC (FDA
EUA EUA200001 ,CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostics

Panel”) nicht die Kriterien erfiillte, die solche Studien erfordern wirden.

13.5. Stabilitatstest

Der Stabilitatstest des Produktes wurde mit verschiedenen Enzym-Mastermixen durchgefihrt.

Flinfzig (50) Kopien genomischer RNA wurden im BioRad CFX96 Touch Detection System in 20 pL-
Reaktionen eingegeben. Mit jedem Mastermix wurden 12 positive Proben getestet.

Getestete Enzym-Mastermixe:

e Thermo Fisher TagPath 1-Step RT-qPCR System
e Promega GoTaq Probe-1 Step RT-gPCR System

e AzureSeq-200 CE
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Vergleich der Reagenzien: Untersuchung in die PCR-Reaktion
gespickter genomischer RNA in BioRad-Gerten

Zielgen N1 \p
Thermo Fisher Promega Thermo Fisher Promega
. AzureSeqg-200 TaqPath GoTaq Probe | AzureSeq-200 TaqPath 1- GoTaq Probe
Mastermix 1-Step RT- Step RT-gPCR
CE 1-Step RT- CE . 1-Step RT-
qPCR Master PCR Systemn Master Mix, PCR Svstemn
Mix,cG | 9T CG arin oy
Positiv/Gesamtzahl 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12
Mittlerer Ct-Wert 34.78 33.12 33.97 35.89 35.38 35.87
Streuung — Ct 0.31 0.24 0.20 0.27 0.25 0.16

13.6. Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit

Mit der Zugabe von positiver und negativer Kontrolle zur PCR-Reaktion wurden — die
Gebrauchsanweisung befolgend — positive und negative Proben hergestellt. Je 5 positive und
negative Proben wurden im QuantStudio 3 (Applied Biosystems) Echtzeit-PCR-Gerat prozessiert.
Mit Tests durch zwei Operatoren wurden Schatzungen der Wiederholbarkeit und
Reproduzierbarkeit, im Hinblick auf die Variabilitdt innerhalb des Laufs und zwischen den
Operatoren, aufgestellt.

Operator 1 - Ergebnisse Operator 2 — Ergebnisse

Ubereinstimmung

der Operatoren

N1 N2 RNase Ubereinstimmung N2 RNase Ubereinstimmung (%)
P  der Replikate (%) P der Replikate (%)
Positive
Proben 5/5 | 5/5 | 5/5 100 5/5 5/5 5/5 100 100
Negative
Proben 5/5 | 5/5 | 5/5 100 5/5 5/5 5/5 100 100
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13.7. Klinische Leistung

Die klinischen oropharyngealen (OP) Abstriche — die zuvor von BioRad CFX96 als positiv
(11 Proben) oder negativ (6 Proben) bewertet wurden — isolierten wir im KingFisher Flex System.
Von der eluierten Probe wurden fiinf (5) Mikroliter zu den AzureSeq-200 CE Reagenziengegeben,
amplifiziert und mit dem BioRad CFX96 System detektiert. Alle positiven und negativen Proben
zeigten eine 100 %ige Ubereinstimmung mit der vorherigen Charakterisierung.

Die klinischen oropharyngealen (OP) Proben (30 positive, 30 negative) wurden in das
Virentransportmedium des Anbieters Clinichem Ltd. (Magyarorszag) eingebracht und nach
Warmebehandlung verarbeitet. Von der warmebehandelten Probe wurden finf (5) Mikroliter zu
den AzureSeq-200 CE Reagenzien gegeben, amplifiziert und mit dem Roche LightCycler® 480
System Gerat detektiert. Alle positiven und negativen Proben zeigten eine 100 %ige
Ubereinstimmung mit der vorherigen Charakterisierung.

AzureSeq-200 CE Referenz-

Ergebnisse ergebnisse Konkord
Plattform Probentyp Protokoll o (;r) ane
(1)
Positiv Negativ | Positiv| Negativ
Klinischer
it RNA
BioRAD CFX96 oropharyngealer (OP) m|' 11 6 11 6 100
. Isolierung
Abstrich
Roche Klinischer
LightCycler® nasopharyngealer (NP) E:T;i’:p‘ 30 30 30 30 100
480 Abstrich &
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15. Symbolerklarung

LOT LOT/Chargennummer
Referenz/Katalognummer

Ei
m
M

Lesen Sie die Gebrauchsanweisung

WWW.0MIXoN.com

Inhalt reicht aus flir <n> Tests

¢

2

Hersteller, das hier markierte Datum weist
auf das Herstellungsdatum hin

E

-15"C
Empfohlene Lagerungstemperatur

g
o

Verfallsdatum

lVD In-vitro-Diagnostikum
c € Conformité Européenne

16. Kontakt

Bei Fragen zur Gebrauchsanweisung wenden Sie sich an den folgenden Kontakt:

E-Mail
azureseq.support@omixon.com

Telefon
+36-70-672-7551

Hersteller Informationen:

Firmenname: Omixon Biocomputing Ltd.
Besuchsadresse: Kaposvar u. 14-18
Stadt: Budapest

Postleitzahl: H-1117

Land: Ungarn
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