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NOTICE of CHANGE dated 23/09/2022

IMPORTANT COMMUNICATION FOR THE USERS OF
PRODUCT:

«HIV1 ELITe MGB Kit»
Ref. RTK600ING

This new revision of the Instruction for Use (IFU) contains the following changes:

- Extension of the use of the product in association with «ELITe BeGenius®»
instrument (REF INT040).

Composition, use and performance of the product remain unchanged.

PLEASE NOTE

LA REVISIONE DI QUESTO IFU E’ COMPATIBILE ANCHE CON LA VERSIONE PRECEDENTE DEL KIT

P
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THE REVIEW OF THIS IFU IS ALSO COMPATIBLE WITH THE PREVIOUS VERSION OF THE KIT

E
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CET IFU MIS A JOUR ANNULE ET REMPLACE ET EST PARFAITEMENT COMPATIBLE AVEC LA VERSION
PRECEDENTE DU KIT

LA REVISION DE ESTE IFU ES COMPATIBLE TAMBIEN CON LA VERSION ANTERIOR DEL KIT

A REVISAO DO ESTE IFU ETAMBEM COMPATIVEL COM A VERSAO ANTERIOR DO KIT

1 E

DIESE FASSUNG DER GEBRAUCHSANLEITUNG IST KOMPATIBEL MIT DER VORHERIGEN VERSION DES
TESTKITS

Notice of Change nr. SCH mRTK600ING_04_en dated 23/09/2022
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| VERWENDUNGSZWECK |

Das Produkt ,HIV1 ELITe MGB® Kit“ ist ein quantitativer Nukleinsaure-RT- (reverse Transkription)
und Amplifikationstest zum Nachweis und zur Quantifizierung der RNA des Humanen Immundefizienz-
Virus 1 (HIV1) in RNA-Proben, die aus klinischen Proben extrahiert wurden.

Der Test dient zum Nachweis der RNA von HIV1 der Gruppe M (Subtypen A, B, C, D, F, G, H, J, K, L),
der Gruppe O, der Gruppe N und der wichtigsten CRF-Subtypen CRF01-AE, CRF02-AG und CRF03-AB.

Der Test ist in Verbindung mit den Systemen ,ELITe InGenius® und ,ELITe BeGenius® validiert und
verwendet in EDTA oder in ACD entnommene humane Plasmaproben.

Zusammen mit den klinischen Daten und weiteren Laborbefunden des Patienten unterstltzt das
Produkt die Behandlung von HIV1-Infizierten, die sich einer antiviralen Therapie unterziehen.

Dieses Produkt ist nicht fir den Einsatz als Screening-Test auf das Vorhandensein von HIV1 in Blut
oder Blutprodukten oder als diagnostischer Test zur Bestatigung des Vorliegens einer HIV1-Infektion
bestimmt.
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| TESTPRINZIP

Der Assay besteht aus einer RT- (reverse Transkription) und einer Echtzeit-Amplifikationsreaktion
(Ein-Schritt-Methode), die mit ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius, einem automatisierten und integriertem
System zur Extraktion, reversen Transkription, Amplifikation und zum Nachweis von Nukleinsduren sowie zur
Ergebnisinterpretation, durchgefiihrt wird.

Ausgehend von RNA, die mit ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius aus den zu testenden Proben
extrahiert wurde, fuhrt der vollstandige HIV1 PCR Mix eine fir das Polymerasegen (Integrase-Region) von
HIV1 und fir eine Region der genomischen RNA des MS2-Phagen spezifische reverse Transkriptions- und
Amplifikationsreaktion (exogene interne Kontrolle der Extraktion und Inhibition) durch.

Die mit einem FAM-Fluorophor markierten, HIV1-spezifischen Sonden mit ELITe MGB®- und
TagMan™ MGB®-Technologie werden aktiviert, wenn sie mit dem spezifischen Produkt der HIV1-
Amplifikationsreaktion hybridisieren. Die mit einem AP525-Fluorophor markierte, fiir die interne Kontrolle
spezifische Sonde mit ELITe MGB®-Technologie wird aktiviert, wenn sie mit dem spezifischen Produkt der
Amplifikationsreaktion der internen Kontrolle hybridisiert. Die Fluoreszenzemission erhéht sich mit Zunahme
des spezifischen Produkts der Amplifikationsreaktion und wird vom Gerat gemessen und aufgezeichnet.
Durch die Verarbeitung der Daten werden das Vorhandensein und der Titer von HIV1-RNA in der Probe
nachgewiesen.

In der folgenden Abbildung ist der Mechanismus der Aktivierung und Fluoreszenzemission der ELITe
MGB®-Technologie-Sonde zusammenfassend dargestellt.

ELITe MGB® Sonde

Primer DNA-Polymerase
(=" !

Denaturierung

cDNA-Matrize

Hybridisierung / Nachweis

Extension
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PRODUKTBESCHREIBUNG

Das Produkt HIV1 ELITe MGB Kit umfasst die folgenden Komponenten:
e HIV1 ELITe MGB® Mix

Diese Komponente enthalt die folgenden zwei Unterkomponenten:

- LHIV1 PCR Mix“, ein optimiertes und stabilisiertes Gemisch aus Oligonukleotiden und
Reagenzien fiir die reverse Transkription und Echtzeit-Amplifikation, das in vier Testrohrchen
voraliquotiert wird (WEISSER Verschluss). Jedes Roéhrchen enthalt 600 pl Losung, die fir 24
Tests (Verarbeitung von mindestens 5 Proben pro Lauf) zusammen mit ELITe InGenius bzw.
ELITe BeGenius ausreicht.

Die Primer und Sonden fur HIV1 (stabilisiert mit einer MGB®-Gruppe, markiert mit FAM-
Fluorophor und ausgeldscht mit einem nicht-fluoreszierenden Anteil, ,Eclipse®) sind spezifisch fir
das Polymerasegen (Integrase-Region) von HIV1. Das HIV1-Signal wird durch den Kanal 1
(HIV1) von ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius nachgewiesen.

Primer und Sonde fur die interne Kontrolle (stabilisiert mit einer MGB®-Gruppe, markiert mit
AP525-Fluorophor und ausgeldéscht mit einem nicht-fluoreszierenden Anteil, ,Eclipse) sind
spezifisch flr eine Region der genomischen RNA des MS2-Phagen). Das Signal der Internal
Control wird durch den Kanal 2 (IC) von ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius nachgewiesen.
AuBerdem enthdlt das Reaktionsgemisch den  Puffer, Magnesiumchlorid, die
Nukleotidtriphosphate und das fiir den Warmstart geeignete DNA-Polymerase-Enzym.

- ,RT EnzymeMix“, ein optimiertes und stabilisiertes Gemisch aus Enzymen zur reversen
Transkription, voraliquotiert in zwei Testrohrchen (Verschluss mit SCHWARZEM Einsatz).
Jedes Rohrchen enthélt 20 pl Lésung, die fir 48 Tests (Verarbeitung von mindestens 5 Proben
pro Lauf) zusammen mit ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius. ausreicht.

Bei Verwendung von 20 pl bzw. 0,3 pl pro Reaktion sind die beiden Unterkomponenten ausreichend
fur 96 Tests mit ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius.

« HIV1 ELITe Standard

Diese Komponente enthélt die Unterkomponenten ,HIV1 Q-PCR Standard", vier stabilisierte Plasmid-
DNA-Lésungen mit bekanntem Titer, die jeweils in ein gebrauchsfertiges Testréhrchen aliquotiert sind.
Jedes Roéhrchen enthalt 160 pl Losung, die fir 2 Laufe ausreicht. Die Plasmid-DNA enthalt eine Region des
Polymerasegens von HIV1. Der Nachweis und die Quantifizierung von HIV1-DNA als Ergebnis der Analyse
mit der Komponente HIV1 ELITe MGB Mix zusammen mit dem Gerét ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius
ermoglicht die Berechnung der Standardkurve des Systems (Produkicharge und Geréat) fur die HIV1-
Quantifizierung.

Die  Plasmid-DNA-Konzentration in  Kopien/ml  wurde im  Spektrophotometer  mittels
Extinktionsmessung ermittelt. Diese Plasmid-DNA-Konzentration wurde mittels eines Umrechnungsfaktors mit
dem ,WHO International Standard 4th HIV-1 International Standard“ (NIBSC code 16/194, Vereinigtes
Kénigreich) in Bezug gesetzt, um die Berechnung der Konzentration in internationalen Einheiten pro ml (1U/ml)
zu ermdglichen.

Bei Verwendung von 20 pl pro Reaktion ist die Komponente ausreichend fiir 2 separate Analyselaufe
mit ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius.

e HIV1 - ELITe Positive Control

Diese Komponente enthélt die Unterkomponente ,HIV1 Positive Control“, eine stabilisierte Lésung
von Plasmid-DNA mit bekanntem Titer, aliquotiert in zwei gebrauchsfertigen Testréhrchen. Jedes
Testréhrchen enthélt 160 pl Losung, die fur 4 Laufe ausreicht. Die Plasmid-DNA enthalt eine Region des
Polymerasegens von HIV1. Der Nachweis und die Quantifizierung von Ziel-DNA als Ergebnis der Analyse mit
der Komponente HIV1 ELITe MGB Mix zusammen mit ELITe InGenius- und ELITe BeGenius-Geréten
ermdglicht die Validierung des Systems (Produktcharge und Gerat) fir den Nachweis und die Quantifizierung
von HIV1.

Bei Verwendung von 20 pl pro Reaktion ist die Komponente ausreichend flir 8 separate Analyseléaufe
mit ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius.

« HIV1 Internal Control

Diese Komponente enthdlt die Unterkomponente ,HIV1 CPE®, eine stabilisierte Ldsung der
genomischen RNA des MS2-Phagen, aliquotiert in acht gebrauchsfertigen Testrohrchen. Jedes Réhrchen
enthalt 160 pl Losung, die fir 12 Tests (Verarbeitung von mindestens 2 Proben pro Lauf) ausreicht. Die
genomische RNA des MS2-Phagen wird als Vorlage fir die exogene interne Kontrolle verwendet. Der
Nachweis von MS2 cDNA als Ergebnis der Analyse mit der Komponente HIV1 ELITe MGB Mix zusammen
mit ELITe InGenius- bzw. ELITe BeGenius-Geraten ermdglicht die Validierung der Ergebnisse von HIV1-
negativen Proben.
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Bei Verwendung von 10 pl pro Extraktion ist die Komponente ausreichend fir 96 Tests mit ELITe
InGenius bzw. ELITe BeGenius.

IM LIEFERUMFANG DES PRODUKTS ENTHALTENE

MATERIALIEN
Komponente Unterkomponente Beschreibung Menge [Gefahrenklasse
Gemisch aus Reagenzien fir
. die reverse Transkription und
At :TCSFE(’;@)'I"NG Echtzet-Ampifatin i Rofrchen | 4 x 600 .
e o e o WEISSEM Verschluss
S Enzyme zur reversen Transkriptase
RT EnzymeMix in Réhrchen mit 2 %20 ul .
Art-Nr. RTS003-RT Verschluss mit SCHWARZEM s
Einsatz
HIV1 Q-PCR Standard 10° Plasmidlosung in Réhrchen mit 1x160 ul
Art.-Nr. STD600ING-5 ROTEM Verschluss X 160K
HIV1 Q-PCR Standard 10* Plasmidldsung in Réhrchen mit 1x160 ul
HIV1 ELITe Standard Art.-Nr. STD600ING-4 BLAUEM Verschluss H R
Art.-Nr. STD600ING HIV1 Q-PCR Standard 10° | Plasmidigsung in Réhrchen mit 1x160ul
Art.-Nr. STD600ING-3 GRUNEM Verschluss a
HIV1 Q-PCR Standard 10? Plasmidlésung in Réhrchen mit 1x160 ul
Art.-Nr. STD600ING-2 GELBEM Verschluss X 100K
HIV1 - ELITe Positive Control HIV1 Positive Control Plasmidlosung in Réhrchen mit 2% 160 ul _
Art.-Nr. CTR600ING Art.-Nr. CTR600ING SCHWARZEM Verschluss L
Lésung mit Plasmid-DNAs und
HIV1 Internal Control HIV1 CPE genomischer RNA des MS2- 8x160 ul N
Art.-Nr. CPE600ING Art.-Nr. CPE600ING Phagen in Réhrchen mit H
NEUTRALEM Verschl

[ BENOTIGTE MATERIALIEN (NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN) |

- Laminar-Flow-Haube.

- Puderfreie Einweghandschuhe aus Nitril oder einem &hnlichen Material.

- Vortex-Mixer.

- Tisch-Mikrozentrifuge (12.000—-14.000 U/min).

- Mikropipetten und sterile Spitzen mit Aerosolfilter oder sterile Direktverdrangerspitzen (0,5-10 pl, 2—
20 pl, 5-50 pl, 50-200 pl, 200-1000 ).

- Sarstedt 2,0-mI-Réhrchen mit Schraubverschluss (Sarstedt Art.-Nr. 72.694.005).

- Hochreines Wasser fiir die Molekularbiologie.

SONSTIGE BENOTIGTE PRODUKTE |

Die Reagenzien fir die Extraktion von RNA aus den zu analysierenden Proben und die
Verbrauchsmaterialien sind nicht im Lieferumfang dieses Produkts enthalten.

Fur die automatische Nukleinsdureextraktion, reverse Transkription, Echtzeit-Amplifikation und
Ergebnisinterpretation von zu analysierenden Proben werden das Gerat ELITe InGenius (ELITechGroup
S.p.A., EG SpA, Art.-Nr. INT030) und die folgenden spezifischen Assay Protocols (EG SpA) bendtigt:

- Parameter fir die Amplifikation der Kalibratoren ,HIV1 ELITe_STD",
- Parameter fir die Amplifikation der Positivkontrolle ,HIV1 ELITe_PC*,
- Parameter fir die Amplifikation der Negative Control ,HIV1 ELITe_NC*,
- Parameter fir zu analysierende Plasmaproben ,HIV1 ELITe_PL_600_50".
Bei dem Geréat ELITe InGenius werden die folgenden generischen Produkte bendtigt:
- Extraktionskartuschen ,ELITe InGenius® SP 1000“ (EG SpA, Art.-Nr. INTO33SP1000),

- Verbrauchsmaterialien fir die Extraktion ,ELITe InGenius® SP 200 Consumable Set“ (EG SpA, Art.-
Nr. INT032CS),

- Amplifikationskartuschen ,ELITe InGenius® PCR Cassette* (EG SpA, Art.-Nr. INTO35PCR),
- Spitzen ,300 pL Filter Tips Axygen“ (Axygen BioScience Inc., CA, USA, Art.-Nr. TF-350-L-R-S),
- Abfallboxen ,,ELITe InGenius® Waste Box“ (EG SpA, Art.-Nr. F2102-000).
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Fur die automatische Nukleinsaureextraktion, Echtzeit-Amplifikation und Ergebnisinterpretation von zu
analysierenden Proben werden das Gerat ELITe BeGenius (ELITechGroup S.p.A., EG SpA, Art.-Nr. INT040)
und die folgenden spezifischen Assay Protocols (EG SpA) benétigt:

- Parameter fir die Amplifikation der Kalibratoren ,HIV1 ELITe_Be_STD",
- Parameter fir die Amplifikation der Positive Control ,HIV1 ELITe_Be_PC*,
- Parameter fir die Amplifikation der Negative Control ,HIV1 ELITe_Be_NC*,
- Parameter flr zu analysierende Plasmaproben ,HIV1 ELITe_Be_PL_600_50".
Bei dem Geréat ELITe BeGenius werden die folgenden generischen Produkte benétigt:
- Extraktionskartuschen ,ELITe InGenius® SP 1000“ (EG SpA, Art.-Nr. INTO33SP1000),

- Verbrauchsmaterialien fiir die Extraktion ,ELITe InGenius® SP 200 Consumable Set* (EG SpA, Art.-
Nr. INT032CS),

- Amplifikationskartuschen ,ELITe InGenius® PCR Cassette* (EG SpA, Art.-Nr. INTO35PCR),
- Spitzen , 1000 pl Filter Tips Tecan“ (Tecan, Schweiz, Art.-Nr. 30180118),
- Abfallboxen ,,ELITe InGenius® Waste Box*“ (EG SpA, Art.-Nr. F2102-000).

[ WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN |

Dieses Produkt ist nur fiir die In-vitro-Anwendung bestimmt.
Allgemeine Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

Alle biologischen Proben sind so zu handhaben und zu entsorgen, als wéaren sie potenziell infektids.
Direkten Kontakt mit den biologischen Proben vermeiden. Verspritzen und Aerosolbildung vermeiden. Die
Materialien, die mit den biologischen Proben in Kontakt kommen, miissen vor der Entsorgung mindestens 30
Minuten mit 3 % Natriumhypochlorit behandelt oder eine Stunde bei 121 °C autoklaviert werden.

Alle zur Durchfiihrung des Tests verwendeten Reagenzien und Materialien sind so zu handhaben und
zu entsorgen, als wéren sie potenziell infektiés. Direkten Kontakt mit den Reagenzien vermeiden. Verspritzen
und Aerosolbildung vermeiden. Abfall ist unter Einhaltung angemessener Sicherheitsstandards zu handhaben
und zu entsorgen. Brennbares Einwegmaterial muss verbrannt werden. Saurer und basischer Flissigabfall
muss vor der Entsorgung neutralisiert werden.

Geeignete Schutzkleidung und Handschuhe zum Schutz der Augen und des Gesichts tragen.
Lésungen niemals mit dem Mund pipettieren.

Essen, Trinken, Rauchen und Schminken sind in den Arbeitsbereichen verboten.

Die Hande nach der Handhabung von Proben und Reagenzien griindlich waschen.

Ubrig gebliebene Reagenzien und Abfélle gemaB den geltenden Vorschriften entsorgen.

Vor der Durchfiihrung des Assays alle mit dem Produkt bereitgestellten Anweisungen aufmerksam
lesen.

Waéhrend der Durchflihrung des Assays alle mit dem Produkt bereitgestellten Anweisungen befolgen.
Das Produkt darf nach Ablauf des angegebenen Ablaufdatums nicht mehr verwendet werden.

Es dirfen nur die mit dem Produkt bereitgestellten und vom Hersteller empfohlenen Reagenzien
verwendet werden.

Reagenzien von anderen Chargen dirfen nicht verwendet werden.

Reagenzien von anderen Herstellern diirfen nicht verwendet werden.

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen fiir molekularbiologische Anwendungen

Molekularbiologische Verfahren dirfen nur von qualifizierten und geschulten Fachkraften durchgefiihrt
werden, um fehlerhafte Ergebnisse zu vermeiden, insbesondere im Hinblick auf die Zersetzung der in den
Proben enthaltenen Nukleins&uren oder die Kontamination der Proben durch Amplifikationsprodukte.

Fir die Einrichtung des Arbeitslaufs werden dafiir vorgesehene Laborkittel, Schutzhandschuhe und
Hilfsmittel benétigt.

Die Proben missen geeignet und maoglichst fir diese Art der Analyse bestimmt sein. Die Proben
missen unter einer Sicherheitswerkbank verarbeitet werden. Die zur Verarbeitung der Proben verwendeten
Pipetten dirfen ausschlieBlich fir diesen Zweck verwendet werden. Die Pipetten missen nach dem
Verdrangungsprinzip arbeiten oder in Verbindung mit Aerosol-Filterspitzen verwendet werden. Die
verwendeten Spitzen mlssen steril, frei von DNasen und RNasen sowie frei von DNA und RNA sein.
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Die Reagenzien missen unter einer Laminar-Flow-Haube gehandhabt werden. Die fir den Lauf
bendtigten Reagenzien missen so vorbereitet werden, dass sie an einem einzelnen Tag verwendet werden
kénnen. Die Pipetten, die flr die Handhabung der Reagenzien verwendet werden, dirfen nur fir diesen
Zweck verwendet werden. Die Pipetten mussen nach dem Verdrangungsprinzip arbeiten oder in Verbindung
mit Aerosol-Filterspitzen verwendet werden. Die verwendeten Spitzen missen steril, frei von DNasen und
RNasen sowie frei von DNA und RNA sein.

Die Extraktionsprodukte miissen so verwendet werden, dass eine Freisetzung in die Umgebung
weitestgehend reduziert wird, um die Mdglichkeit einer Kontamination zu vermeiden.

Die PCR Cassettes miissen so gehandhabt werden, dass die Diffusion von Amplifikationsprodukten in
die Umgebung und die Kontamination der Proben und Reagenzien vermieden werden.

Komponentenspezifische Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen
e HIV1 ELITe MGB Mix

Der HIV1 PCR Mix muss bei einer Temperatur von unter -20 °C dunkel aufbewahrt werden.

Der HIV1 PCR Mix muss nach der ersten Offnung des Ro&hrchens innerhalb von einem Monat
verwendet werden.

Der HIV1 PCR Mix darf maximal fiinf Mal eingefroren und wieder aufgetaut werden; weitere Gefrier-
und Auftauzyklen kdnnen zu einem Verlust der Produktleistung fiihren.

Der RT EnzymeMix muss bei einer Temperatur von unter -20 °C aufoewahrt werden.

Der RT EnzymeMix muss nach der ersten Offnung des Rohrchens innerhalb von einem Monat
verwendet werden.

Der RT EnzymeMix darf bei jedem Gebrauch nicht langer als 10 Minuten Temperaturen Gber -20 °C
ausgesetzt werden.

Der RT EnzymeMix darf nicht mehr als zehn Mal Temperaturen Uber -20 °C ausgesetzt werden: Eine
dariber hinausgehende Verwendung kann zu einem Verlust der Produktleistung fihren.

e HIV1 ELITe Standard

Der HIV1 Q-PCR Standard muss bei einer Temperatur von unter -20 °C aufbewahrt werden.

Der HIV1 Q-PCR Standard muss nach der ersten Offnung des Réhrchens innerhalb von einem Monat
verwendet werden.

Der HIV1 Q-PCR Standard darf maximal zwei Mal eingefroren und wieder aufgetaut werden; weitere
Gefrier- und Auftauzyklen kdnnen zu einem Titerverlust flhren.

Der HIV1 Q-PCR Standard darf fir bis zu zwei unabhéngige Arbeitslaufe von jeweils zwei
Stunden im Gerét ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius gelassen werden (Laufmodus ,PCR Only“ (nur
PCR)).

e HIV1 - ELITe Positive Control

Die HIV1 Positive Control muss bei einer Temperatur von unter -20 °C aufbewahrt werden.

Die HIV1 Positive Control muss nach der ersten Offnung des Rdéhrchens innerhalb von einem Monat
verwendet werden.

Die HIV1 Positive Control darf maximal vier Mal eingefroren und wieder aufgetaut werden; weitere
Gefrier- und Auftauzyklen kdnnen zu einem Verlust der Produktleistung flhren.

Die HIV1 Positive Control darf fiir bis zu vier unabhéngige Arbeitslaufe von jeweils drei Stunden
im Gerat ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius gelassen werden (Laufmodus ,Extraction + PCR Only*
(Extraktion + nur PCR)).

e HIV1 Internal Control

Der HIV1 CPE muss bei einer Temperatur von unter -20 °C aufbewahrt werden.

Der HIV1 CPE muss nach der ersten Offnung des Réhrchens innerhalb von einem Monat verwendet
werden.

Der HIV1 CPE darf maximal zwélf Mal eingefroren und wieder aufgetaut werden; weitere Gefrier- und
Auftauzyklen kénnen zu einem Verlust der Produktleistung flhren.

Der HIV1 CPE darf fir bis zu sechs unabhéngige Arbeitslaufe von jeweils drei Stunden im Gerét
ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius verbleiben (Laufmodus ,Extraction + PCR* (Extraktion + PCR)).
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| ELITe InGenius |

| PROBEN UND KONTROLLEN |

Proben
Dieses Produkt darf ausschlieBlich mit den folgenden klinischen Proben verwendet werden:
In EDTA oder ACD enthommenes Plasma

Plasmaproben fiir die Nukleinsaureextraktion miissen gemaRB den Laborrichtlinien in EDTA oder ACD
entnommen und identifiziert werden. AuBerdem dirfen sie maximal 24 Stunden bei Raumtemperatur (+18/+25
°C) bzw. maximal 3 Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und aufbewahrt werden. Anderenfalls missen sie
tiefgefroren bei -20 °C fir maximal 1 Monat oder bei -70 °C fur 6 Monate aufbewahrt werden.

Es wird empfohlen, die Proben vor dem Einfrieren in Aliquote aufzuteilen, um wiederholten Gefrier-
und Auftauzyklen vorzubeugen. Bei Verwendung von gefrorenen Proben miissen die Proben unmittelbar vor
der Extraktion aufgetaut werden, um einen méglichen Nukleinsdureabbau zu vermeiden.

Hinweis: Die RNA-Extraktion aus in EDTA oder ACD entnommenem Plasma wird mit dem System ELITe
InGenius und der ELITe InGenius Software, Version 1.3 (oder entsprechende spatere Versionen) unter
Verwendung des Assay Protocol HIV1 ELITe_PL_600_50 durchgefiihrt. Dieses Protokoll verarbeitet 600 pl
Probe, flgt den HIV1 CPE (interne Kontrolle) bei 10 pl pro Extraktion hinzu und eluiert die Nukleinsduren in
50 pl. Primarréhrchen kdnnen nicht zusammen mit dem Assay Protocol verwendet werden.

Aufgereinigte Nukleinséuren kénnen einen Monat bei -20 °C aufbewahrt werden.
Andere Proben

Derzeit liegen keine Daten zur Produktleistung mit anderen klinischen Proben, wie z. B. Vollblut,
Serum oder Liquor (CSF) vor.

Stérende Substanzen

Verfligbare Daten zu einer Inhibition durch Arzneimittel und andere Substanzen sind im Abschnitt
,Potenziell stérende Substanzen” des Kapitels ,Leistungsmerkmale“ aufgefiihrt.

Verwenden Sie kein in Heparin entnommenes Plasma, um eine Hemmung der Amplifikationsreaktion
und haufige ungiltige Ergebnisse zu verhindern.

Amplifikationskontrollen

Vor der Analyse von Proben ist es unbedingt erforderlich, die Kalibrationskurve und die
Amplifikationskontrollen fir jede Amplifikationsreagenz-Charge zu generieren und zu genehmigen:

- als Kalibratorset sind die vier Konzentrationswerte der im Lieferumfang dieses Kits enthaltenen
Komponente HIV1 ELITe Standard zusammen mit dem Assay Protocol HIV1 ELITe_STD zu
verwenden,

- als Amplifikations-Positivkontrolle ist die im Lieferumfang dieses Kits enthaltene Komponente HIV1 -
ELITe Positive Control zusammen mit dem Assay Protocol HIV1 PLUS ELITe_PC zu verwenden,

- als Amplifikations-Negative Control ist hochreines Wasser fiir die Molekularbiologie (nicht in diesem
Kit enthalten) zusammen mit dem Assay Protocol HIV1 ELITe_NC zu verwenden.

Hinweis: Das System ELITe InGenius benétigt fir jede in seiner Datenbank gespeicherte
Amplifikationsreagenzcharge genehmigte und giltige Ergebnisse der Kalibrationskurve und der
Amplifikationskontrollen.
Genehmigte und in der Datenbank gespeicherte Kalibrationskurven laufen nach 60 Tagen ab. Am
Ablaufdatum miissen die Q-PCR Standards zusammen mit der Amplifikationsreagenziencharge erneut
verarbeitet werden.
Die genehmigten und in der Datenbank gespeicherten Ergebnisse der Amplifikationskontrolle laufen nach 15
Tagen ab. Am Ablaufdatum missen die Positive Control und Negative Control zusammen mit der
Amplifikationsreagenzcharge erneut verarbeitet werden.
Darliber hinaus missen die Kalibratoren und Amplifikationskontrollen erneut generiert werden, wenn:

- eine neue Charge von Reagenzien gestartet wird,

- die Ergebnisse der Qualitatskontrollanalyse (siehe nachster Abschnitt) auBerhalb der Spezifikation

liegen,
- eine groBere Wartung am ELITe InGenius-Geréat durchgeflhrt wird.
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Qualitatskontrollen

Die geplante Validierung des Extraktions- und Amplifikationsverfahrens wird empfohlen. Es kénnen
getestete Proben oder zertifiziertes Referenzmaterial verwendet werden. Externe Kontrollen sind gemaB den
einschlagigen Anforderungen der lokalen, staatlichen und fdderalen Akkreditierungsorganisationen zu
verwenden.

| VERFAHREN

Das beim Gebrauch des HIV1 ELITe MGB Kit mit dem ELITe InGenius System anzuwendende
Verfahren besteht aus drei Schritten:
- Prifung der Systembereitschaft,
- Einrichtung des Laufs,
- Uberpriifung und Export der Ergebnisse.

Priifung der Systembereitschaft
Vor Beginn des Laufs gemaB der Geratedokumentation muss Folgendes durchgefiihrt werden:
- ELITe InGenius einschalten und den Anmeldemodus ,,CLOSED* (geschlossen) auswahlen.

- Prifen, ob die Kalibratoren (HIV1 Q-PCR Standard) zusammen mit der zu verwendenden
Amplifikationsreagenzcharge ausgefiihrt und genehmigt wurden und noch nicht abgelaufen sind
(Status). Liegen keine genehmigten oder glltigen Kalibratoren vor, sind diese wie in den folgenden
Abschnitten beschrieben auszufiihren.

- prifen, ob die Amplifikationskontrollen (HIV1 Positive Control, HIV1 Negative Control) zusammen
mit der zu verwendenden Amplifikationsreagenzcharge ausgeflihrt und genehmigt wurden und noch
nicht abgelaufen sind (Status). Liegen keine genehmigten oder giiltigen Amplifikationskontrollen vor,
sind diese wie in den folgenden Abschnitten beschrieben auszufiihren.

- Den Typ des Laufs auswahlen, dazu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache zur
Einrichtung des Laufs befolgen und die von ELITechGroup S.p.A. bereitgestellten Assay-Protokolle
verwenden. Diese IVD-Protokolle wurden speziell mit ELITe MGB Kits und dem Gerat ELITe InGenius
sowie der genannten Matrix validiert.

Die flr das Testen von Proben mit dem Produkt HIV1 ELITe MGB Kit verfligbaren Assay Protocols
sind in der nachfolgenden Tabelle beschrieben:

Assay-Protokoll fiir HIV1 ELITe MGB Kit und ELITe InGenius

Name Matrix Bericht Eigenschaften

Extraktionseingangsvolumen: 600 pl
Extrahiertes Elutionsvolumen: 50 pl

Positiv / Internal Control: 10 pl
HIV1 ELITe_PL_600_50 Plasma Kopien/ml / IU/ml | Beschallung: KEINE
/ Negativ Verdlnnungsfaktor: 1,7

Volumen PCR-Mix: 20 pl
Eingangsvolumen Proben-PCR: 20 pl

Falls das betreffende Assay-Protokoll nicht im System geladen ist, wenden Sie sich an lhren
ELITechGroup Kundendienstvertreter vor Ort.

Einrichtung des Laufs

Das Produkt HIV1 ELITe MGB Kit kann mit dem System ELITe InGenius fir die Durchfiihrung der
folgenden Laufe verwendet werden:
A. Integrierter Lauf (Extraktion + PCR),
B. Amplifikationslauf (nur PCR),
C. Kalibrationslauf (nur PCR),
D. Amplifikationslauf fir die Positive Control und Negative Control [PCR Only (nur PCR)].

Alle fur den Lauf bendtigten Parameter sind in dem auf dem Gerat verfligbaren Assay-Protokoll
enthalten und werden bei Auswahl des Assay-Protokolls automatisch abgerufen.

Hinweis: Das System ELITe InGenius kann mit dem Laborinformationssystem (LIS, Laboratory Information
System) verbunden werden, Uber das die Arbeitslauf-Informationen geladen werden kdnnen. Weitere
Informationen finden Sie im Benutzerhandbuch des Gerats.

Vor Beginn des Laufs ist es unbedingt notwendig, Folgendes durchzuflihren:
1. Die fir den Lauf benétigten HIV1 PCR Mix Testrohrchen (WEISSER Verschluss) 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen und daran denken, dass der Inhalt jedes Réhrchens fiir 24 Tests
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ausreicht. Durch Vortexen dreimal 10 Sekunden lang mischen, den Rdhrcheninhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren und die Réhrchen auf Eis lagern,

Hinweis: HIV1 PCR Mix im Dunkeln auftauen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. Die fir den Lauf bendtigten RT EnzymeMix Rohrchen (Verschluss mit SCHWARZEM Einsatz)
herausnehmen und daran denken, dass der Inhalt jedes Rdhrchens flr die Einrichtung von 48 Tests
ausreicht. Die Réhrchen vorsichtig schitteln, Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren Réhrchen
und in Eis aufbewahren.

Hinweis: Der RT EnzymeMix darf nicht langer als 10 Minuten Temperaturen Uber -20 °C ausgesetzt werden.

3. Ein 2-mlI-Réhrchen mit Schraubverschluss (Sarstedt Art.-Nr. 72.694.005, nicht im Lieferumfang des
Kits enthalten) fir das komplette Reaktionsgemisch zubereiten und erkennbar mit einem
Permanentmarker kennzeichnen.

4. Die Volumina der zwei Unterkomponenten, die fir die Zubereitung des kompletten
Reaktionsgemischs benétigt werden, auf Grundlage der Anzahl an zu analysierenden Proben
berechnen, wie in der folgenden Tabelle beschrieben.

Hinweis: Zur Berechnung der Volumina der fiir die Zubereitung des kompletten Reaktionsgemischs zu
verwendenden zwei Unterkomponenten missen die Anzahl der im Lauf zu testenden Proben (N) definiert und
die nachfolgende Tabelle beachtet werden.

Probenanzahl (N) HIV1 PCR Mix RT EnzymeMix
1=<N<5 (N+1)x20 pl (N+1)x0,3pl
6<N<11 (N +2)x20pl (N+2)x0,3ul
N=12 290 pl 4,4 pl

5. Das komplette Reaktionsgemisch zubereiten: dazu die errechneten Volumina der zwei
Komponenten in das dafiir vorgesehene 2-ml-Réhrchen geben.

6. Dreimal durch Vortexen bei niedriger Drehzahl 10 Sekunden lang mischen, das Réhrchen 5
Sekunden lang herunterzentrifugieren und die R6hrchen auf Eis lagern.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch sollte innerhalb von 7 Stunden verwendet werden, wenn es im
gekihlten Block des Gerats verbleibt. Das komplette Reaktionsgemisch darf nicht zur Wiederverwendung
aufbewahrt werden.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch ist lichtempfindlich und darf daher keinem direkten Licht
ausgesetzt werden.

Die wichtigsten Schritte flr die Einrichtung der drei Durchlauftypen sind in den folgenden Abschnitten
beschrieben.

A. Integrierter Lauf

Zur Einrichtung eines integrierten Laufs mit Probenextraktion und -amplifikation flhren Sie die
folgenden Schritte durch, wie auf der grafischen Benutzeroberflache angegeben:

1. Die Testréhrchen mit den zu analysierenden Proben bei Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen und
geman den Laborrichtlinien und dem Abschnitt ,Proben und Kontrollen* handhaben.
Daran denken, dass 600 pl Probe fiir die Analyse bendtigt werden.

2. Die HIV1 CPE-Rohrchen fir den Lauf 30 Minuten bei Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen. Jedes
Réhrchen reicht aus flir 12 Extraktionen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren.

Auf der Startseite ,Perform Run® (Lauf durchfiihren) auswahlen.

Sicherstellen, dass das Extraktionseingangsvolumen (,Extraction Input Volume®) 1000 ul (auch wenn
600 pl Probe verwendet werden) und das extrahierte Eluatvolumen (,Extracted Elute Volume*) 50 pl
betragt.

5. Fur jede relevante Spur unter ,SamplelD” (SID) die Proben-ID eingeben oder den Proben-Barcode
einscannen.

6. Das zu verwendende Assay Protocol in der Spalte ,Assay” auswéahlen (z. B. HIV1 ELITe_PL_600_50).

7. Sicherstellen, dass unter ,Protocol“ (Protokoll) Folgendes angezeigt wird: ,Extract + PCR* (Extraktion
+ PCR).

8. Die Proben-Ladeposition ,Extraction Tube“ (Extraktionsréhrchen) in der Spalte ,Sample Position”
(Probenposition) auswahlen: Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.
Far die Analyse missen 600 pl Probe in das Extraktionsréhrchen Gberfiihrt werden. ELITe InGenius
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behélt eventuell Gberschissiges Volumen im Extraktionsréhrchen.

9. Das komplette Reaktionsgemisch und HIV1 CPE auf den unter ,Inventory Block® (Bestandsblock)
ausgewahlten Bestandsblock laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache
befolgen und die Chargennummer und das Verfallsdatum von HIV1 PCR Mix und HIV1 CPE
eintragen. Auf die Schaltflache ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

10. Die Spitzenstander in den unter ,Inventory Area“(Bestandsbereich) ausgewahlten Bestandsbereich
laden und kontrollieren; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf
die Schaltflache ,Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

11. Die PCR-Kassetten, die ELITe InGenius SP 1000 Extraktionskartuschen, alle benétigten
Verbrauchsmaterialien und die zu extrahierenden Proben laden; hierzu die Anweisungen auf der
grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um fortzufahren.

12. Die Geratetlr schlieBen.
13. Auf ,Start” driicken, um den Lauf zu starten.

Nach Beendigung des Vorgangs ermdéglicht das System ELITe InGenius es dem Benutzer, die
Ergebnisse anzuzeigen, zu genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.

Hinweis: Am Ende des Laufs muss die Ubrige extrahierte Probe im Elutionsréhrchen aus dem Gerét
herausgenommen, verschlossen, gekennzeichnet und maximal einen Monat bei -20 °C gelagert werden. Ein
Verschitten der extrahierten Probe vermeiden.

Hinweis: Am Ende des Laufs mussen die PCR-Kassetten mit den Amplifikationsprodukten, die
Extraktionskartuschen und die Verbrauchsmaterialien aus dem Gerat entfernt und ohne Kontamination der
Umwelt entsorgt werden. Ein Verschitten der Amplifikationsprodukte vermeiden.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch kann bis zu 2 Arbeitsldufe von jeweils 3 Stunden sowie fir die
zum Starten eines dritten Arbeitslaufs ndtige Zeit (insgesamt 7 Stunden) im gekihlten Block des Gerats
verbleiben. Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der nachste Lauf
beginnt.

B. Amplifikationslauf

Zum Einrichten des Amplifikationslaufs ab der extrahierten RNA die folgenden Schritte ausfiihren, wie
auf der grafischen Benutzeroberflache angegeben:

1. Die Testrdhrchen mit den zu analysierenden extrahierten Nukleinsaure-Proben auf Raumtemperatur
(~ +25 °C) auftauen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren.

Auf der Startseite ,Perform Run® (Lauf durchfiihren) auswahlen.

w

Selbst wenn keine Extraktion durchgefiihrt wird, sicherstellen, dass das Extraktionseingangsvolumen
(,Extraction Input Volume*) 1000 pl (auch wenn 600 pl Probe verwendet wurden) und das extrahierte
Eluatvolumen 50 pl betragt.

Fir jede relevante Spur die Proben-ID eingeben oder den Proben-Barcode einscannen.
Das zu verwendende Assay Protocol in der Spalte ,Assay"“ auswahlen (z. B. HIV1 ELITe_PL_600_50).
In der Spalte ,Protocol“ (Protokoll) ,PCR Only“ (nur PCR) auswahlen.

Sicherstellen, dass die Ladeposition der Probe in der Spalte ,Sample Position* (Probenposition)
,Elution Tube (bottom row)“ (Elutionsréhr. (untere Reihe)) lautet. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit
der Einrichtung fortzufahren.

N o o &

8. Das komplette Reaktionsgemisch auf den unter ,Inventory Block” (Bestandsblock) ausgewahlten
Bestandsblock laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen und die
Chargennummer und das Verfallsdatum von HIV1 PCR Mix eintragen. Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um
mit der Einrichtung fortzufahren.

9. Die Spitzenstéander in den unter ,Inventory Area“(Bestandsbereich) ausgewéhlten Bestandsbereich
laden und kontrollieren; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf
4Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

10. Die PCR-Kassetten und die extrahierte Nukleinsdure-Proben gemaB den Anweisungen auf der
grafischen Benutzeroberflache laden. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um fortzufahren.

11. Die Geratetur schlieBen.
12. Auf ,Start“ driicken, um den Lauf zu starten.

Nach Beendigung des Vorgangs ermoglicht das System ELITe InGenius es dem Benutzer, die
Ergebnisse anzuzeigen, zu genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.
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Hinweis: Am Ende des Laufs muss die uUbrige extrahierte Probe im Elutionsréhrchen aus dem Geréat
herausgenommen, verschlossen und einen Monat bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschitten der
extrahierten Probe vermeiden.

Hinweis: Am Ende des Laufs missen die PCR-Kassetten mit den Amplifikationsprodukten und die
Verbrauchsmaterialien aus dem Gerat entfernt und ohne Kontamination der Umwelt entsorgt werden. Ein
Verschitten der Amplifikationsprodukte vermeiden.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch kann bis zu 2 Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden sowie fir die
zum Starten eines dritten Arbeitslaufs nétige Zeit (insgesamt 7 Stunden) im gekihlten Block des Gerats
verbleiben. Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der nachste Lauf
beginnt.

C. Kalibrationslauf

Zum Einrichten des Kalibrationslaufs mit Q-PCR-Standards fihren Sie die folgenden Schritte durch,
wie auf der grafischen Benutzeroberflache angegeben:

1. HIV1 Q-PCR Standard-Rohrchen auftauen (Cal1: HIV1 Q-PCR Standards 102, Cal2: HIV1 Q-PCR
Standards 103, Cal3: HIV1 Q-PCR Standards 104, Cal4: HIV1 Q-PCR Standards 105) 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25°C). Jedes Rohrchen reicht aus fir die Vorbereitung von 2 Reaktionen.
Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren.

2. Auf der Startseite ,Perform Run® (Lauf durchflihren) auswéahlen.

3. Selbst wenn keine Extraktion durchgefiihrt wird, sicherstellen, dass das Extraktionseingangsvolumen
(,Extraction Input Volume*) 1000 pl (auch wenn 600 pl Probe verwendet werden) und das extrahierte
Eluatvolumen 50 pl betragt.

4. In der relevanten Spur das Assay Protocol ,HIV1 ELITe_STD" in der Spalte ,Assay“ auswéhlen und
die Chargennummer und das Verfallsdatum des HIV1 Q-PCR Standard eintragen. Auf ,Next* (Weiter)
klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

5. Das komplette Reaktionsgemisch auf den unter ,Inventory Block” (Bestandsblock) ausgewéhlten
Bestandsblock laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen und die
Chargennummer und das Verfallsdatum von HIV1 PCR Mix eintragen. Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um
mit der Einrichtung fortzufahren.

6. Die Spitzensténder in den unter ,Inventory Area“(Bestandsbereich) ausgewahiten Bestandsbereich
laden und kontrollieren; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf
JNext (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

7. Die PCR-Kassetten (,PCR Cassettes”), die HIV1 Q-PCR Standard-Réhrchen gemé&B den
Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflaiche laden. Auf ,Next (Weiter) klicken, um
fortzufahren.

8. Die Geratetlr schlieBen.
9. Auf ,Start“ drlicken, um den Lauf zu starten.

Nach Beendigung des Vorgangs ermdglicht das System ELITe InGenius es dem Benutzer, die
Ergebnisse anzuzeigen, zu genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.

Hinweis: Am Ende des Laufs missen die Ubrigen HIV1 Q - PCR Standards aus dem Geréat
herausgenommen, verschlossen und bei -20 °C gelagert werden.

Hinweis: Die HIV1 Q-PCR Standards koénnen fiir 2 unabhéngige Arbeitsldufe von jeweils 2 Stunden
verwendet werden.

Hinweis: Am Ende des Laufs missen die PCR-Kassetten mit den Reaktionsprodukten und die
Verbrauchsmaterialien aus dem Gerat entfernt und ohne Kontamination der Umwelt entsorgt werden. Ein
Verschitten der Amplifikationsprodukte vermeiden.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch kann bis zu 2 Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden sowie fir die
zum Starten eines dritten Arbeitslaufs nétige Zeit (insgesamt 7 Stunden) im gekihlten Block des Gerats
verbleiben. Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der nachste Lauf
beginnt.

D. Amplifikationslauf fur Positive Control und Negative Control

Zur Einrichtung des Amplifikationslaufs mit der Positiv- und Negativkontrolle fiihren Sie die folgenden
Schritte durch, wie auf der grafischen Benutzeroberflache angegeben:
1. HIV1 Positive Control-Réhrchen fur den Lauf 30 Minuten bei Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen.

Jedes Rdhrchen reicht aus fir die Vorbereitung von 4 Reaktionen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5
Sekunden lang herunterzentrifugieren.
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2. Als Negativkontrolle mindestens 50 pl hochreines Wasser fir die Molekularbiologie in ein
Elutionsréhrchen (im Lieferumfang des ELITe InGenius SP 200 Consumable Set enthalten)
Uberfiihren.

3. Auf der Startseite ,Perform Run® (Lauf durchfiihren) auswahlen.

4. Selbst wenn keine Extraktion durchgefiihrt wird, sicherstellen, dass das Extraktionseingangsvolumen
(,Extraction Input Volume*) 1000 pl (auch wenn 600 pl Probe verwendet werden) und das extrahierte
Eluatvolumen 50 pl betragt.

5. Inder relevanten Spur das zu verwendende Assay Protocol in der Spalte ,Assay“ auswéahlen.

6. Fur die Positivkontrolle das Assay Protocol ,HIV1 ELITe_PC*" in der Spalte ,Assay“ auswéhlen und die
Chargennummer und das Ablaufdatum fir HIV1 Positive Control eintragen.

7. Fur die Negativkontrolle das Assay Protocol ,HIV1 ELITe_NC* in der Spalte ,Assay“ auswahlen und
die Chargennummer und das Ablaufdatum fir das hochreine Wasser fiir die Molekularbiologie
eintragen. Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

8. Das komplette Reaktionsgemisch auf den unter ,Inventory Block“ (Bestandsblock) ausgewdhlten
Bestandsblock laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen und die
Chargennummer und das Verfallsdatum von HIV1 PCR Mix eintragen. Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um
mit der Einrichtung fortzufahren.

9. Die Spitzenstander in den unter ,Inventory Area“(Bestandsbereich) ausgewahlten Bestandsbereich
laden und kontrollieren; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf
4Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

10. Die PCR Cassettes, das HIV1 Positive Control-Réhrchen und das Negative Control-Réhrchen
gemaB den Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache laden. Auf ,Next* (Weiter) klicken,
um fortzufahren.

11.Die Geratetur schlieBen.
12.Auf ,Start” driicken, um den Lauf zu starten.

Nach Beendigung des Vorgangs ermdglicht das System ELITe InGenius es dem Benutzer, die
Ergebnisse anzuzeigen, zu genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.

Hinweis: Am Ende des Laufs kann die Ubrige HIV1 Positive Control aus dem Gerat herausgenommen,
verschlossen und bei -20 °C gelagert werden. Die Uibrige Negative Control muss entsorgt werden.

Hinweis: Die HIV1 Positive Control kann fir 4 unabhéngige Arbeitsldufe von jeweils 3 Stunden verwendet
werden.

Hinweis: Am Ende des Laufs mussen die PCR-Kassetten (PCR Cassettes) mit den Reaktionsprodukten und
anderen Verbrauchsmaterialien aus dem Gerat entfernt und ohne Kontamination der Umwelt entsorgt werden.
Ein Verschitten der Amplifikationsprodukte vermeiden.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch kann bis zu 2 Arbeitsldufe von jeweils 3 Stunden sowie fir die
zum Starten eines dritten Arbeitslaufs ndtige Zeit (insgesamt 7 Stunden) im gekihlten Block des Gerats
verbleiben. Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der nachste Lauf
beginnt.

Uberpriifung und Genehmigung der Ergebnisse

Am Ende des Laufs wird der Bildschirm ,Results Display” (Ergebnisanzeige) automatisch angezeigt.
Auf diesem Bildschirm werden die Proben-/Standard-/Kontrollergebnisse sowie die Informationen zum Lauf
angezeigt. Uber diesen Bildschirm kann das Ergebnis genehmigt und kénnen die Berichte (,Sample Report”
(Probenbericht) oder ,Track Report* (Spurbericht)) ausgedruckt oder gespeichert werden. Weitere
Informationen finden Sie im Benutzerhandbuch des Gerats.

Hinweis: Das ELITe InGenius System kann mit dem Laborinformationssystem (LIS, Laboratory Information
System) verbunden werden, Uber das die Arbeitslauf-Ergebnisse an das Rechenzentrum des Labors gesendet
werden kénnen. Weitere Informationen finden Sie im Benutzerhandbuch des Gerats.

Das ELITe InGenius System generiert die Ergebnisse mithilfe des Produkts HIV1 ELITe MGB Kit und
geht dabei folgendermaBen vor:
A. Validierung der Kalibrationskurve,
B. Validierung der Ergebnisse der Positive Control und der Negative Control,
C. Validierung der Probenergebnisse,
D. Ausgabe des Probenergebnisberichts.
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A. Validierung der Kalibrationskurve

Die von der Sonde fir HIV1 (Kanal ,HIV1“) in den Kalibrator-Amplifikationsreaktionen ausgesendeten
Fluoreszenzsignale werden automatisch analysiert und von der Geratesoftware mit den im Assay Protocol
,HIV1 ELITe_STD*" enthaltenen Parametern interpretiert.

Die fir die Amplifikationsreagenzcharge spezifische Kalibrationskurve wird in der Datenbank
(,Calibration) gespeichert. Sie kann von Mitarbeitern mit der Qualifikation ,Administrator” oder ,Analyst* unter
Befolgung der Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache angezeigt und genehmigt werden.

Die fUr die Amplifikationsreagenzcharge spezifische Kalibrationskurve lauft nach 60 Tagen ab.

Hinweis: Erfullt die Kalibrationskurve nicht die Annahmekriterien, wird die Meldung ,Failed“ (nicht bestanden)
auf dem Bildschirm ,Calibration* angezeigt und die Kurve kann nicht genehmigt werden. Die Kalibrator-
Amplifikationsreaktionen missen in diesem Fall wiederholt werden.

Hinweis: Wird die Kalibrationskurve zusammen mit Proben ausgeflihrt und ist ihr Ergebnis ungliltig, so ist der
gesamte Lauf unglltig. In diesem Fall muss die Amplifikation aller Proben ebenfalls wiederholt werden.

B. Validierung der Ergebnisse des Amplifikationslaufs fiir die Positive Control und Negative
Control

Die von der Sonde fir HIV1 (Kanal ,HIV1“) in der Amplifikationsreaktion der Positiv- und
Negativkontrolle ausgesendeten Fluoreszenzsignale werden automatisch analysiert und von der
Geréatesoftware mit den in den Assay Protocols ,HIV1 ELITe_PC“ und ,HIV1 ELITe_NC*“ enthaltenen
Parametern interpretiert.

Die Ergebnisse der Amplifikation der Positive Control und Negative Control, die fir die verwendete
Amplifikationsreagenziencharge spezifisch sind, werden in der Datenbank (,Controls) gespeichert. Sie
kénnen von Mitarbeitern mit der Qualifikation ,Administrator” oder ,Analyst* unter Befolgung der Anweisungen
auf der grafischen Benutzeroberflache angezeigt und genehmigt werden.

Die fir die Amplifikationsreagenziencharge spezifischen Ergebnisse des Amplifikationslaufs fur die
Positiv- und die Negativkontrolle laufen nach 15 Tagen ab.

Die Ergebnisse der Amplifikationslaufe fir die Positiv- und Negativkontrolle werden von der
Geratesoftware verwendet, um die Regelkarten (,Control Charts“) zu berechnen. Zum Einrichten der
Regelkarte sind vier Ergebnisse der Positiv- und der Negativkontrolle aus vier verschiedenen Laufen
erforderlich. AnschlieBend werden die Ergebnisse der Positive Control und der Negative Control zur
Uberwachung der Leistung der Amplifikationsstufen herangezogen. Weitere Informationen finden Sie im
Benutzerhandbuch des Gerats.

Hinweis: Erflllt das Ergebnis der Amplifikation fir die Positiv- bzw. Negativkontrolle nicht die
Annahmekriterien, wird die Meldung ,Failed” (nicht bestanden) im Bildschirm ,Controls“ (Kontrollen) angezeigt
und das Ergebnis kann nicht genehmigt werden. In diesem Fall muss die Amplifikationsreaktion der Positiv-
bzw. Negativkontrolle wiederholt werden.

Hinweis: Wird die Positiv- bzw. Negativkontrolle zusammen mit zu testenden Proben ausgefiihrt und ist ihr
Ergebnis ungliltig, so kénnen die Proben genehmigt werden, die Ergebnisse werden jedoch nicht validiert. In
diesem Fall muss die Amplifikation aller Proben ebenfalls wiederholt werden.

C. Validierung der Probenergebnisse

Die von den Sonden fir HIV1 (Kanal ,HIV1“) und von der Sonde der internen Kontrolle (Kanal ,IC*) in
den Amplifikationsreaktionen der Probe ausgesendeten Fluoreszenzsignale werden automatisch analysiert
und von der Geréatesoftware mit den im Assay Protocol ,HIV1 ELITe_PL_600_50“ enthaltenen Parametern
interpretiert.

Die Ergebnisse werden in den vom Gerét generierten Berichten (,Result Display” (Ergebnisanzeige))
angezeigt.

Der Probenlauf kann genehmigt werden, wenn die drei in der nachfolgenden Tabelle angegebenen
Bedingungen erfillt sind.

1) Kalibrationskurve Status
APPROVED
HIV1 Q-PCR Standards (Genehmigt)
2) Positive Control Status
- APPROVED
HIV1 Positive Control (Genehmigt)
3) Negative Control Status
. APPROVED
HIV1 Negative Control (Genehmigt)
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Das System interpretiert das Assayergebnis fir jede Probe automatisch gemaB dem Algorithmus der
ELITe InGenius Software und den Parametern des Assay Protocol.

Die mdglichen Ergebnismeldungen sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrt.

Ergebnis des Probenlaufs Interpretation

HIVI: RNA Detected, quantity equal to ,XXX* HIV1-RNA wurde in der Probe innerhalb des Messbereichs

copies / mL or IU / mL (RNA erkannt, Menge } . .
gleich ,XXX* Kopien/ml oder 1U/mi). des Tests in der angezeigten Menge nachgewiesen.

HIV1: RNA Detected, quantity below ,LLoQ"
copies / mL or IU / mL (RNA erkannt, Menge
unter ,LLoQ* Kopien/ml oder IU/ml).

HIV1-RNA wurde in der Probe unterhalb der unteren
Bestimmungsgrenze (LLoQ) des Tests nachgewiesen.

HIV1: RNA Detected, quantity beyond ,ULoQ"
copies / mL or IU / mL (RNA erkannt, Menge
Gber ,ULoQ" Kopien/ml oder IU/ml).

HIV1-RNA wurde in der Probe oberhalb der oberen
Bestimmungsgrenze (ULoQ) des Tests nachgewiesen.

In der Probe wurde keine HIV1-RNA nachgewiesen. Die
Probe wurde negativ auf HIV1-RNA getestet oder die HIV1-
RNA-Konzentration liegt unter der Nachweisgrenze (LoD)
des Assays.

HIV1: RNA Not Detected or below ,LoD" copies
/ mL or IU/mL (RNA nicht erkannt oder Menge
unter ,LoD* Kopien/ml oder 1U/ml).

Ungiiltiges Testergebnis durch fehlerhafte interne
Kontrolle  (falsche  Extraktion,  Verschleppung von
Inhibitoren). Der Test sollte wiederholt werden.

Invalid - Retest Sample (Ungiiltig - Probe
erneut testen).

Von der ELITe InGenius Software als ,Invalid - Retest Sample* (Unglltig - Probe erneut testen)
ausgegebene Proben sind nicht fur die Ergebnisinterpretation geeignet. In diesem Fall wurde die interne
Kontrol-RNA aufgrund von Problemen beim RT- (reverse Transkription), Amplifikations- oder
Extraktionsschritt nicht effizient erkannt (Abbau oder Verlust von RNA wahrend der Extraktion oder
Verschleppung von Inhibitoren im Eluat), was zu falschen Ergebnissen fihren kann.

Wenn das Eluatvolumen ausreicht, kann die extrahierte Probe verdiinnt oder unverdiinnt mithilfe eines
Amplifikationslaufs im Modus ,PCR Only“ (nur PCR) erneut getestet werden. Ist auch das zweite Ergebnis
unglltig, muss die Probe beginnend mit der Extraktion eines neuen Aliquots im Modus ,Extract + PCR®
(Extraktion + PCR) erneut getestet werden.

Als ,HIV1 RNA Not Detected or below LoD“ (HIV1-RNA nicht nachgewiesen oder unter
Nachweisgrenze) ausgegebene Proben sind fir die Analyse geeignet, es war jedoch nicht méglich, HIV1-RNA
nachzuweisen. In diesem Fall kann nicht ausgeschlossen werden, dass die HIV1-RNA bei einer Konzentration
unter der Nachweisgrenze des Tests vorhanden ist (siehe ,Leistungsmerkmale®).

HIV1-RNA-positive Proben, bei denen der Test eine Konzentration unter der Nachweisgrenze erkennt,
werden als ,HIV1: RNA Detected, quantity below LLoQ* (HIV1: RNA erkannt, Menge unter LLoQ) ausgegeben
(siehe ,Leistungsmerkmale*).

Hinweis: Bei der Interpretation der mit diesem Test erhaltenen Ergebnisse miissen alle klinischen Daten und
sonstigen Laborbefunde des Patienten beriicksichtigt werden.

Die Ergebnisse des Probenlaufs werden in der Datenbank gespeichert und kdénnen, falls gltig, von
Mitarbeitern, die als ,Administrator* oder ,Analyst* qualifiziert sind, unter Befolgung der Anweisungen auf der
grafischen Benutzeroberflache unter ,Result Display” (Ergebnisanzeige) genehmigt werden. Uber das Fenster
,Result Display“ kénnen die Ergebnisse des Probenlaufs als ,Sample Report* (Probenbericht) und ,Track
Report” (Spurbericht) ausgedruckt und gespeichert werden.

D. Ausgabe des Probenergebnisberichts

Die Probenergebnisse werden in der Datenbank gespeichert und kénnen als ,Sample Report*
(Probenbericht) und , Track Report* (Spurbericht) angezeigt und exportiert werden.

Der ,Sample Report“ zeigt die Details eines Arbeitslaufs sortiert nach ausgewahlter Probe (SID,
~Sample ID%) an.

Der ,Track Report” zeigt die Details eines Arbeitslaufs nach ausgewahlter Spur an.

Der ,Sample Report“ und der ,Track Report* kdnnen ausgedruckt und von autorisiertem Personal
unterschrieben werden.
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| ELITe BeGenius |

| PROBEN UND KONTROLLEN |

Proben
Dieses Produkt darf ausschlieBlich mit den folgenden klinischen Proben verwendet werden:
In EDTA oder ACD enthommenes Plasma

Plasmaproben fiir die Nukleinsaureextraktion miissen gemaRB den Laborrichtlinien in EDTA oder ACD
entnommen und identifiziert werden. AuBerdem dirfen sie maximal drei Tage bei Raumtemperatur (+18 bis
~+25 °C) bzw. maximal fiinf Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und aufbewahrt werden. Anderenfalls miissen
sie tiefgefroren bei ~-20 °C fir maximal einen Monat oder bei ~-70 °C flir 6 Monate aufbewahrt werden.

Es wird empfohlen, die Proben vor dem Einfrieren in Aliquote aufzuteilen, um wiederholten Gefrier-
und Auftauzyklen vorzubeugen. Bei Verwendung von gefrorenen Proben missen die Proben unmittelbar vor
der Extraktion aufgetaut werden, um einen méglichen Nukleinsdureabbau zu vermeiden.

Hinweis: Die RNA-Extraktion aus in EDTA oder ACD entnommenem Plasma wird mit dem System ELITe
BeGenius und der ELITe BeGenius Software, Version 2.1.0 (oder entsprechende spatere Versionen) unter
Verwendung des Assay-Protokolls HIV1 ELITe_Be_ PL_600_50 durchgefihrt. Dieses Protokoll verarbeitet
600 pl Probe, fiigt den HIV1 CPE (Internal Control) bei 10 ul pro Extraktion hinzu und eluiert die Nukleins&uren
in 50 pl.

Aufgereinigte Nukleinséuren kénnen einen Monat bei ~-20 °C aufbewahrt werden.
Andere Proben

Derzeit liegen keine Daten zur Produktleistung mit anderen klinischen Proben, wie z. B. Vollblut,
Serum oder Liquor (CSF) vor.

Stérende Substanzen

Verfligbare Daten zu einer Inhibition durch Arzneimittel und andere Substanzen sind im Abschnitt
,Potenziell stérende Substanzen“ des Kapitels ,Leistungsmerkmale“ aufgefiihrt.

Verwenden Sie kein in Heparin entnommenes Plasma, um eine Hemmung der Amplifikationsreaktion
und haufige ungultige Ergebnisse zu verhindern.

Amplifikationskontrollen

Vor der Analyse von Proben ist es erforderlich, die Kalibrationskurve und die Amplifikationskontrollen
far jede Amplifikationsreagenz-Charge zu generieren und zu genehmigen:

- als Kalibratorset sind die vier Konzentrationswerte des im Lieferumfang dieses Kits enthaltenen
Produkts HIV1 ELITe Standard zusammen mit dem Assay-Protokoll HIV1 ELITe_Be_STD zu
verwenden,

- als Amplifikations-Positive Control ist das im Lieferumfang dieses Kits enthaltene Produkt HIV1 -
ELITe Positive Control zusammen mit dem Assay Protocol HIV1 ELITe_Be_PC zu verwenden,

- als Amplifikations-Negative Control ist hochreines Wasser fir die Molekularbiologie (nicht in diesem
Kit enthalten) zusammen mit dem Assay-Protokoll HIV1 ELITe_Be_NC zu verwenden.

Hinweis: Das System ELITe BeGenius benétigt fir jede in seiner Datenbank gespeicherte
Amplifikationsreagenzcharge genehmigte und giltige Ergebnisse der Kalibrationskurve und der
Amplifikationskontrollen.
Genehmigte und in der Datenbank gespeicherte Kalibrationskurven laufen nach 60 Tagen ab. Am
Ablaufdatum missen die Q-PCR Standards zusammen mit der Amplifikationsreagenziencharge erneut
verarbeitet werden.
Die genehmigten und in der Datenbank gespeicherten Ergebnisse der Amplifikationskontrolle laufen nach 15
Tagen ab. Am Ablaufdatum missen die Positive Control und Negative Control zusammen mit der
Amplifikationsreagenzcharge erneut verarbeitet werden.
Darliber hinaus missen die Kalibratoren und Amplifikationskontrollen erneut generiert werden, wenn:

- eine neue Charge von Reagenzien gestartet wird,

- die Ergebnisse der Qualitatskontrollanalyse (siehe nachster Abschnitt) auBerhalb der Spezifikation

liegen,
- eine groBere Wartung am ELITe BeGenius-Gerét durchgefihrt wird.
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Qualitatskontrollen

Die geplante Validierung des Extraktions- und Amplifikationsverfahrens wird empfohlen. Es kénnen
getestete Proben oder zertifiziertes Referenzmaterial verwendet werden. Externe Kontrollen sind gemaB den
einschlagigen Anforderungen der lokalen, staatlichen und fdderalen Akkreditierungsorganisationen zu
verwenden.

| VERFAHREN

Das beim Gebrauch des HIV1 ELITe MGB Kit mit dem System ELITe BeGenius anzuwendende
Verfahren besteht aus drei Schritten:
- Prifung der Systembereitschaft,
- Einrichtung des Laufs,
- Uberpriifung und Export der Ergebnisse.

Priifung der Systembereitschaft
Vor Beginn des Laufs gemaB der Geratedokumentation muss Folgendes durchgefiihrt werden:
- ELITe BeGenius einschalten und den Anmeldemodus ,CLOSED" (geschlossen) auswahlen.

- Prifen, ob die Kalibratoren (HIV1 Q-PCR Standard) zusammen mit der zu verwendenden
Amplifikationsreagenzcharge ausgefiihrt und genehmigt wurden und noch nicht abgelaufen sind
(Status). Liegen keine genehmigten oder giltigen Kalibratoren vor, sind diese wie in den folgenden
Abschnitten beschrieben auszufiihren.

- prifen, ob die Amplifikationskontrollen (HIV1 Positive Control, HIV1 Negative Control) zusammen
mit der zu verwendenden Amplifikationsreagenzcharge ausgefiihrt und genehmigt wurden und noch
nicht abgelaufen sind (Status). Liegen keine genehmigten oder giiltigen Amplifikationskontrollen vor,
sind diese wie in den folgenden Abschnitten beschrieben auszufihren.

- Den Typ des Laufs auswahlen, dazu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache zur
Einrichtung des Laufs befolgen und die von ELITechGroup S.p.A. bereitgestellten Assay-Protokolle
verwenden. Diese IVD-Protokolle wurden speziell mit ELITe MGB Kits und dem Gerédt ELITe
BeGenius sowie der genannten Matrix validiert.

- Die fUr das Testen von Proben mit dem Produkt HIV1 ELITe MGB Kit verfigbaren Assay Protocols
sind in der nachfolgenden Tabelle beschrieben:

Assay-Protokolle fiir HIV1 ELITe MGB Kit und ELITe BeGenius

Name Matrix Bericht Eigenschaften

Extraktionseingangsvolumen: 600 pl
Positiv / Extrahiertes Elutionsvolumen: 50 pl
1U/ml Internal Control: 10 pl
Kopien/ml/ | Verdliinnungsfaktor: 1,7
Negativ Volumen PCR-Mix: 20 pl
Eingangsvolumen Proben-PCR: 20 pl

HIV1 ELITe_Be_PL_600_50 Plasma

- Falls das betreffende Assay-Protokoll nicht im System geladen ist, wenden Sie sich an lhren
ELITechGroup Kundendienstvertreter vor Ort.

- Einrichtung des Laufs

- Das Produkt HIV1 ELITe MGB Kit kann mit dem System ELITe BeGenius fir die Durchfiihrung der
folgenden Laufe verwendet werden:
A. Integrierter Lauf (Extraktion + PCR),
B. Amplifikationslauf (nur PCR),
C. Kalibrationslauf (nur PCR),
D. Amplifikationslauf fir die Positive Control und Negative Control [PCR Only (nur PCR)].

Alle fur den Lauf bendtigten Parameter sind in dem auf dem Gerat verfligbaren Assay-Protokoll
enthalten und werden bei Auswahl des Assay-Protokolls automatisch abgerufen.

Hinweis: Das System ELITe BeGenius kann mit dem Laborinformationssystem (LIS) verbunden werden,
Uber das die Arbeitslauf-Informationen geladen werden kénnen. Weitere Informationen finden Sie im
Benutzerhandbuch des Geréts.

Vor Beginn des Laufs ist es unbedingt notwendig, Folgendes durchzuflihren:

1. Die fir den Lauf bendtigten HIV1 PCR Mix Testréhrchen (WEISSER Verschluss) 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen und daran denken, dass der Inhalt jedes Réhrchens fir 24 Tests
ausreicht. Durch Vortexen dreimal 10 Sekunden lang mischen, den Réhrcheninhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren und die Réhrchen auf Eis lagern,
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Hinweis: HIV1 PCR Mix im Dunkeln auftauen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. Die fur den Lauf bendtigten RT EnzymeMix Réhrchen (Verschluss mit SCHWARZEM Einsatz)
herausnehmen und daran denken, dass der Inhalt jedes Rohrchens fir die Einrichtung von 48 Tests
ausreicht. Die Réhrchen vorsichtig schitteln, Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren Réhrchen
und in Eis aufbewahren.

Hinweis: Der RT EnzymeMix darf nicht langer als 10 Minuten Temperaturen tber -20 °C ausgesetzt werden.

3. Ein 2-ml-Réhrchen mit Schraubverschluss (Sarstedt Art.-Nr. 72.694.005, nicht im Lieferumfang des
Kits enthalten) fir das komplette Reaktionsgemisch zubereiten und erkennbar mit einem
Permanentmarker kennzeichnen.

4. Die Volumina der zwei Unterkomponenten, die flir die Zubereitung des kompletten
Reaktionsgemischs benétigt werden, auf Grundlage der Anzahl an zu analysierenden Proben
berechnen, wie in der folgenden Tabelle beschrieben.

Hinweis: Zur Berechnung der Volumina der fir die Zubereitung des kompletten Reaktionsgemischs zu
verwendenden zwei Unterkomponenten missen die Anzahl der im Lauf zu testenden Proben (N) definiert und
die nachfolgende Tabelle beachtet werden.

Probenanzahl (N) HIV1 PCR Mix RT EnzymeMix
1sN<5 (N+1)x20pl (N+1)x0,3pl
6<N<11 (N +2)x20 pl (N+2)x0,3pl
N=12 290 pl 4,4l

5. Das komplette Reaktionsgemisch zubereiten: dazu die errechneten Volumina der zwei
Komponenten in das dafiir vorgesehene 2-ml-Réhrchen geben.

6. Dreimal durch Vortexen bei niedriger Drehzahl 10 Sekunden lang mischen, das Roéhrchen 5
Sekunden lang herunterzentrifugieren und die Réhrchen auf Eis lagern.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch sollte innerhalb von 7 Stunden verwendet werden, wenn es im
gekuhlten Block des Gerats verbleibt. Das komplette Reaktionsgemisch darf nicht zur Wiederverwendung
aufbewahrt werden.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch ist lichtempfindlich und darf daher keinem direkten Licht
ausgesetzt werden.

Die wichtigsten Schritte flir die Einrichtung der drei Durchlauftypen sind in den folgenden Abschnitten
beschrieben.

A. Integrierter Lauf

Zur Einrichtung eines integrierten Laufs mit Probenextraktion und -amplifikation fiihren Sie die
folgenden Schritte durch, wie auf der grafischen Benutzeroberflache angegeben:

1. Die Testréhrchen mit den zu analysierenden Proben bei Raumtemperatur (+18 bis 25 °C) auftauen
und gemanB den Laborrichtlinien und dem Abschnitt ,,Proben und Kontrollen“ handhaben.
Daran denken, dass 600 pl Probe fiir die Analyse benétigt werden.

2. Die HIV1 CPE-Rd&hrchen fur den Lauf 30 Minuten bei Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen. Jedes
Réhrchen reicht aus fir 12 Extraktionen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren.

Auf der Startseite ,Perform Run“ (Lauf durchfiihren) auswahlen.
Die Racks aus der ,Kuhleinheit* entnehmen und auf den Zubereitungstisch stellen.
Den Laufmodus wéhlen: ,Extract + PCR* (Extraktion + PCR).

Die Proben in die Racks 5 und 4 laden (immer mit Rack 5 beginnen).

N o o M~ w

Das Rack in die ,Klhleinheit* einsetzen. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

Hinweis: Beim Laden von Sekundarréhrchen ,2-ml-Réhrchen” angeben. Bei Sekundarréhrchen ohne Barcode
die Proben-ID manuell eingeben.

8. Extraktionseingangsvolumen (,Extraction Input Volume®, 600 pl) und extrahiertes Eluatvolumen
(,Extracted Eluate Volume*, 50 pl) kontrollieren.

9. Das zu verwendende Assay-Protokoll in der Spalte ,Assay“ auswahlen (d.h. HIV1
ELITe_Be_PL_600_50). Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

10. Schritt 7 bis 9 ggf. fir Rack 4 wiederholen.
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11. Die Elutionsréhrchen in die Racks 3 und 2 laden (immer mit Rack 3 beginnen).
Hinweis: Elutionsréhrchen kénnen zur Verbesserung der Rickverfolgbarkeit etikettiert werden.

12. Das Rack in die ,Kihleinheit* einsetzen. Auf ,Next® (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

13. Schritt 11 und 12 ggf. fir Rack 2 wiederholen.
14. CPE und das komplette Reaktionsgemisch in Rack 1 laden.

15. Das Rack 1 in die ,Kihleinheit* einsetzen. Auf ,Next‘ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

16. Die Spitzenstander in den Bestandsbereich (,Inventory Area“) laden und kontrollieren; hierzu die
Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next” (Weiter) klicken, um mit der
Einrichtung fortzufahren.

17. Den Korb mit der PCR-Kassette in den Bestandsbereich laden; hierzu die Anweisungen auf der
grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

18. Den Korb mit den Extraktionskartuschen ,ELITe InGenius SP 1000 und den flr die Extraktion
erforderlichen Verbrauchsmaterialien laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen
Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

19. Die Geratetlr schlieBen.
20. Auf ,Start” drlicken, um den Lauf zu starten.

Nach Beendigung des Vorgangs ermdglicht ELITe BeGenius es dem Benutzer, die Ergebnisse
anzuzeigen, zu genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.

Hinweis: Am Ende des Laufs kann die Ubrige extrahierte Probe aus dem Gerat herausgenommen,
verschlossen, gekennzeichnet und bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschitten der extrahierten Probe
vermeiden.

Hinweis: Am Ende des Laufs mlssen die PCR-Kassette (,PCR Cassette*) mit den Reaktionsprodukten und
die Verbrauchsmaterialien aus dem Gerat entfernt und ohne Kontamination der Umwelt entsorgt werden. Ein
Verschitten der Reaktionsprodukte vermeiden.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch kann bis zu 2 Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden sowie fir die
zum Starten eines dritten Arbeitslaufs ndétige Zeit (insgesamt 7 Stunden) in der ,Kulhleinheit* des Gerats
verbleiben. Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der nachste Lauf
beginnt.

B. Amplifikationslauf

Zum Einrichten des Amplifikationslaufs ab der extrahierten RNA die folgenden Schritte gemaB den
Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache ausfiihren:

1. Die Testréhrchen mit den zu analysierenden extrahierten Nukleinsaure-Proben auf Raumtemperatur
(~ +25 °C) auftauen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren.

. Auf der Startseite ,Perform Run® (Lauf durchfiihren) auswahlen.
. Die Racks 1, 2 und 3 aus der ,Kuhleinheit entnehmen und auf den Zubereitungstisch stellen.
. Den Laufmodus wahlen: ,PCR Only“ (Nur PCR).

. Die Proben in die Racks 3 und 2 laden (immer mit Rack 3 beginnen).

(o241 - /B \V]

. Das Rack in die ,Kihleinheit* einsetzen. Auf ,Next‘ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

7. Selbst wenn keine Extraktion durchgefiihrt wird, das Extraktionseingangsvolumen (,Extraction Input
Volume®, 600 pl) und das extrahierte Eluatvolumen (,Extracted Eluate Volume®, 50 pl) kontrollieren.

8. Das zu verwendende Assay-Protokoll in der Spalte ,Assay“ auswahlen (z.B. HIV1
ELITe_Be PL_600_50). Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

9. Schritt 5 bis 8 ggf. fir Rack 2 wiederholen.
10.Das komplette Reaktionsgemisch in Rack 1 laden.

11.Das Rack 1 in die ,Klhleinheit* einsetzen. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.
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12.Die Spitzenstédnder in den Bestandsbereich (,Inventory Area“) laden und kontrollieren; hierzu die
Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der
Einrichtung fortzufahren.

13.Den Korb mit der PCR-Kassette in den Bestandsbereich laden; hierzu die Anweisungen auf der
grafischen Benutzeroberflaiche befolgen. Auf ,Next (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

14.Die Gerétetir schlieBen.
15.Auf ,Start” driicken, um den Lauf zu starten.

Nach Beendigung des Vorgangs ermoglicht ELITe BeGenius es dem Benutzer, die Ergebnisse
anzuzeigen, zu genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.

Hinweis: Am Ende des Laufs kann die Ubrige extrahierte Probe aus dem Gerat herausgenommen,
verschlossen, gekennzeichnet und bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschitten der extrahierten Probe
vermeiden.

Hinweis: Am Ende des Laufs muss die PCR-Kassette (,PCR Cassette) mit den Reaktionsprodukten aus dem
Gerat entfernt und ohne Kontamination der Umwelt entsorgt werden. Ein Verschitten der Reaktionsprodukte
vermeiden.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch kann bis zu 2 Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden sowie fir die
zum Starten eines dritten Arbeitslaufs nétige Zeit (insgesamt 7 Stunden) in der ,Klhleinheit* des Geréts
verbleiben. Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der nachste Lauf
beginnt.

C. Kalibrationslauf

Gehen Sie zum Einrichten des Kalibrationslaufs mit den Q-PCR Standards wie folgt vor und befolgen
Sie die nachstehenden Anweisungen gemaB der grafischen Benutzeroberflache:

1. HIV1 Q-PCR Standard-Réhrchen auftauen (Cali: HIV1 Q-PCR Standards 102, Cal2: HIV1 Q-PCR
Standards 103, Cal3: HIV1 Q-PCR Standards 104, Cal4: HIV1 Q-PCR Standards 10°%) 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25°C). Jedes Rohrchen reicht aus fir die Vorbereitung von 2 Reaktionen.
Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren.

Auf der Startseite ,Perform Run® (Lauf durchfiihren) auswahlen.

Die Racks 1, 2 und 3 aus der ,Klhleinheit* entnehmen und auf den Zubereitungstisch stellen.
Den Laufmodus wéhlen: ,PCR Only“ (Nur PCR).

Die Kalibratorréhrchen in Rack 3 laden.

[

Das zu verwendende Assay-Protokoll der Spalte ,Assay” auswahlen (z. B. HIV1 ELITe_Be_STD). Auf
die Schaltflache ,Next" (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

N

Das komplette Reaktionsgemisch in Rack 2 laden.

Das Rack 2 in die ,Kihleinheit* einsetzen. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

9. Die Spitzenstander in den Bestandsbereich (,Inventory Area“) laden und kontrollieren; hierzu die
Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um mit der
Einrichtung fortzufahren.

10. Den Korb mit der PCR-Kassette in den Bestandsbereich laden; hierzu die Anweisungen auf der
grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

11. Die Geratetir schlieBen.
12. Auf ,Start” driicken, um den Lauf zu starten.

Nach Beendigung des Vorgangs ermoglicht ELITe BeGenius es dem Benutzer, die Ergebnisse
anzuzeigen, zu genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.

Hinweis: Am Ende des Laufs kdénnen die Ubrigen Kalibratoren aus dem Gerat herausgenommen,
verschlossen und bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschitten der Q-PCR Standards vermeiden.

Hinweis: Die HIV1 Q-PCR Standards konnen fiir 2 unabhangige Arbeitslaufe von jeweils 2 Stunden
verwendet werden.

Hinweis: Am Ende des Laufs muss die PCR-Kassette (,PCR Cassette“) mit den Reaktionsprodukten aus dem
Gerat entfernt und ohne Kontamination der Umwelt entsorgt werden. Ein Verschitten der Reaktionsprodukte
vermeiden.
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Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch kann bis zu 2 Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden sowie fir die
zum Starten eines dritten Arbeitslaufs nétige Zeit (insgesamt 7 Stunden) im gekuhlten Block des Gerats
verbleiben. Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der nachste Lauf
beginnt.

D. Lauf fiir die Positive Control und Negative Control

Gehen Sie zur Einrichtung des Amplifikationslaufs mit der Positive Control und Negative Control wie
folgt vor und befolgen Sie die nachstehenden Anweisungen gemaB der grafischen Benutzeroberflache:

1. HIV1 Positive Control-Rdhrchen fir den Lauf 30 Minuten bei Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen.
Jedes Réhrchen reicht aus fur die Vorbereitung von 4 Reaktionen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5
Sekunden lang herunterzentrifugieren.

2. Fur die Laufe mindestens 50 pl hochreines Wasser fiir die Molekularbiologie (wie Negative Control) in
ein Elutionsréhrchen (im Lieferumfang des ELITe InGenius SP Consumable Set enthalten)
Uberfihren.

Auf der Startseite ,Perform Run® (Lauf durchfiihren) auswahlen.

Die Racks 1, 2 und 3 aus der ,Kihleinheit* entnehmen und auf den Zubereitungstisch stellen.
Den Laufmodus wéhlen: ,PCR Only“ (Nur PCR).

Die Rohrchen fir die Positive und Negative Control in Rack 3 laden.

N o o M

Das zu verwendende Assay-Protokoll der Spalte ,Assay”“ auswahlen (HIV1 ELITe_Be_PC und HIV1
ELITe_Be_NC). Auf die Schaltflache ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

Das komplette Reaktionsgemisch in Rack 2 laden.

©

Das Rack 2 in die ,Kihleinheit“ einsetzen. Auf ,Next‘ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

10. Die Spitzenstander in den Bestandsbereich (,Inventory Area“) laden und kontrollieren; hierzu die
Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next (Weiter) klicken, um mit der
Einrichtung fortzufahren.

11. Den Korb mit der PCR-Kassette in den Bestandsbereich laden; hierzu die Anweisungen auf der
grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

12. Die Geratetir schlieBen.
13. Auf ,Start” driicken, um den Lauf zu starten.

Nach Beendigung des Vorgangs ermdglicht ELITe BeGenius es dem Benutzer, die Ergebnisse
anzuzeigen, zu genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.

Hinweis: Am Ende des Laufs kann die Ubrige Positive Control aus dem Gerdt herausgenommen,
verschlossen und bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschitten der Positive Control vermeiden. Die Ubrige
Negative Control muss entsorgt werden.

Hinweis: Die HIV1 Positive Control kann fir 4 unabhéngige Arbeitsldufe von jeweils 3 Stunden verwendet
werden.

Hinweis: Am Ende des Laufs missen die PCR-Kassetten (,PCR Cassettes®) mit den Reaktionsprodukten aus
dem Gerat entfernt und ohne Kontamination der Umwelt entsorgt werden. Ein Verschitten der
Reaktionsprodukte vermeiden.

Hinweis: Das komplette Reaktionsgemisch kann bis zu 2 Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden sowie fir die
zum Starten eines dritten Arbeitslaufs ndtige Zeit (insgesamt 7 Stunden) im gekihlten Block des Gerats
verbleiben. Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der nachste Lauf
beginnt.

Uberpriifung und Genehmigung der Ergebnisse

Am Ende des Laufs wird der Bildschirm ,Results Display“ (Ergebnisanzeige) automatisch angezeigt.
Auf diesem Bildschirm werden die Proben-/Kalibrator-/Kontrollergebnisse sowie die Informationen zum Lauf
angezeigt. Uber diesen Bildschirm kann das Ergebnis genehmigt und kénnen die Berichte (,Sample Report”
(Probenbericht) oder ,Track Report* (Spurbericht)) ausgedruckt oder gespeichert werden. Weitere
Informationen finden Sie im Benutzerhandbuch des Gerats.
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Das ELITe BeGenius System generiert Ergebnisse mithilfe des HIV1 ELITe MGB Kit und geht dabei
folgendermaBen vor:
A. Validierung der Kalibrationskurve,
B. Validierung der Ergebnisse des Amplifikationslaufs fir die Positive Control und die Negative
Control,
C. Validierung der Probenergebnisse,
D. Ausgabe des Probenergebnisberichts.

Hinweis: Einzelheiten sind den entsprechenden Kapiteln des ELITe InGenius Handbuchs zu entnehmen.

LEISTUNGSMERKMALE BEI
ELITe InGenius und ELITe BeGenius

Nachweisgrenze (LoD)

Die Nachweisgrenze (LoD) des HIV1 ELITe MGB Kit wurde in Kombination mit Plasmaproben und
dem ELITe InGenius System definiert.

Die LoD wurde durch Testen einer Reihe von in ACD entnommenen, HIV1-negativen Plasmaproben,
die mit zertifiziertem HIV1-Referenzmaterial (4" WHO International Standard, NIBSC) mit bekanntem Titer
dotiert waren, definiert. Es wurden sechs Verdinnungsstufen von 100 IU/ml bis 6 IU/ml zubereitet. Jede
Verdlinnungsstufe wurde in 24 Wiederholungen mit dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract + PCR*
(Extraktion + PCR) verarbeitet. Die LoD wurde mittels Probit-Regressionsanalyse der Daten als die
Konzentration geschatzt, bei der eine 95%ige Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses vorliegt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Nachweisgrenze (IU/ml) bei in ACD entnommenen Plasmaproben und ELITe InGenius

95 % Konfidenzintervall
Ziel LoD
Untergrenze Obergrenze
HIV1 60 40 122

Die Nachweisgrenze in Kopien/ml bei in ACD entnommenem Plasma wurde unter Anwendung des
spezifischen Umrechnungsfaktors (2,3 IU/Kopie) berechnet. Die analytische Sensitivitdt als Kopien/ml ist
nachfolgend angegeben.

Nachweisgrenze (Kopien/ml) bei in ACD enthommenen Plasmaproben und ELITe InGenius

95 % Konfidenzintervall
Ziel LoD
Untergrenze Obergrenze
HIV1 26 17 53

Der berechnete LoD-Wert wurde durch Testen von 30 Replikaten von in ACD entnommenem Plasma
und 30 Replikaten von in EDTA entnommenem Plasma, die mit zertifiziertem HIV1-Referenzmaterial (4" WHO
International Standard, NIBSC) in den behaupteten Konzentrationen dotiert waren, verifiziert. Die LoD wird
bestéatigt, wenn mindestens 27 von 30 Replikaten gemaB CLSI-Standard EP17-A ein positives Ergebnis
haben.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgeflhrt.

Uberpriifung der Nachweisgrenze bei Plasma und ELITe BeGenius

Probe Titer Ziel Anzahl Positiv Negativ
In ACD entnommenes
Plasma 60 IU/ml HIV1 30 30 0
In EDTA entnommenes
Plasma 60 IU/ml HIV1 30 27 3

Der LoD-Wert der HIV1-Zielsequenz wurde auf dem ELITe BeGenius fir in ACD entnommenes
Plasma und fiir in EDTA entnommenes Plasma bei 60 IU/ml bestatigt.

Matrixaquivalenz: EDTA-Plasma vs. ACD-Plasma

Die Gleichwertigkeit der Leistungen des HIV1 ELITe MGB Kit wurde anhand von in ACD
entnommenen Plasmaproben und in EDTA entnommenen Plasmaproben mit dem ELITe InGenius System
verifiziert.

Es wurden 30 in EDTA entnommene Plasmaproben und 30 in ACD entnommene Plasmaproben von
denselben 30 Spendern (gepaarte Proben), die in einem CE/IVD-gekennzeichneten Immunassay negativ auf
HIV1 getestet worden waren, getestet. Die Proben wurden mit dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract
+ PCR" (Extraktion + PCR) getestet. Die negative prozentuale Ubereinstimmung wurde bewertet. Der
Variationskoeffizient (VK %) von Ct-Werten der internen Kontrolle wurde berechnet, um die Ubereinstimmung
der beiden Matrizes zu bewerten.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt.

Negative
- . prozentuale IC Ct Gesamt-IC Ct
Probe Anzahl | Positiv Negativ Ubereinstim VK % VK %
mung

In EDTA enthommenes 30 1 29 1.80
Plasma
In ACD entnommenes 96,7 % 181

30 0 30 1,81
Plasma

Die positiv getestete Plasmaprobe hatte einen sehr niedrigen Titer (unter 60 IU/ml), der mit einer
fehlenden Identifizierung durch den immunologischen CE-gekennzeichneten IVD-Test zur Bescheinigung der
Negativitat der Probe vereinbar ist.

Es wurden 30 gepaarte, in EDTA entnommene Plasmaproben und in ACD entnommene
Plasmaproben, die in einem CE-gekennzeichneten IVD-Immunassay negativ auf HIV1 getestet und in einer
Konzentration von 3 x LoD (zirka 180 1U/ml) mit zertifiziertem Referenzmaterial (4" WHO HIV1 International
Standard, NIBSC) dotiert worden waren, getestet. Die Proben wurden mit dem ELITe InGenius System im
Modus ,Extract + PCR* (Extraktion + PCR) getestet. Die positive prozentuale Ubereinstimmung wurde
bewertet. Der Variationskoeffizient (VK %) von Ct-Werten der HIV1-Zielsequenz wurde berechnet, um die
Ubereinstimmung der beiden Matrizes zu bewerten.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefhrt.

Uberpriifung der Nachweisgrenze bei Plasma und ELITe InGenius

Probe Titer Ziel Anzahl Positiv Negativ
In ACD entnommenes
Plasma 60 1U/ml HIV1 30 29 1
In EDTA entnommenes
Plasma 60 1U/ml HIV1 30 28 2

Positive Gesamt- |Messabweic
Probe g:f Positiv Negativ | Ubereinstim H\IIYJO/Ct HIV1 Ct VK hung
mung in % ° % (log 1U/ml)
::anESE)n'I;A entnommenes 30 30 0 1,81
100 % 1,53 0,0744
In ACD entnommenes 30 30 0 118
Plasma ’

Der LoD-Wert der HIV1-Zielsequenz wurde fir in ACD entnommenes Plasma und fir in EDTA
entnommenes Plasma bei 60 1U/ml bestatigt.

Der berechnete LoD-Wert wurde mit ELITe BeGenius durch Testen von 30 Replikaten von in ACD
entnommenem Plasma und 30 Replikaten von in EDTA entnommenem Plasma, die mit zertifiziertem HIV1-
Referenzmaterial (4" WHO International Standard, NIBSC) in den behaupteten Konzentrationen dotiert waren,
verifiziert. Die LoD wird bestétigt, wenn mindestens 27 von 30 Replikaten gemaB CLSI-Standard EP17-A ein
positives Ergebnis haben.
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In diesen Tests wiesen die 30 gepaarten, in EDTA entnommenen Plasmaproben und in ACD
entnommenen Plasmaproben bei der Analyse mit dem HIV1 ELITe MGB Kit in Kombination mit dem ELITe

InGenius System gleichwertige Leistungen auf.

Weitere Tests zur Gleichwertigkeit der Matrizes wurden bei der Untersuchung des linearen

Messbereichs durchgefiihrt.

Linearer Messbereich

Der lineare Messbereich des HIV1 ELITe MGB Kit wurde in Kombination mit Plasmaproben und dem
ELITe InGenius bzw. ELITe BeGenius System bestimmt.
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Der lineare Messbereich wurde mithilfe einer Reihe von Verdinnungen von Referenzmaterial von
HIV1 Gruppe M Subtyp B (ZeptoMetrix) in HIV1-negativen EDTA-Plasma-Proben und den Systemen ELITe
InGenius und ELITe BeGenius bestimmt. Die Reihe bestand aus zehn Verdiunnungspunkten von zirka
3,2x 108 IU/ml bis 50 IU/ml. Jede Probe der Reihe wurde in 3 Wiederholungen mit den Systemen ELITe
InGenius und ELITE BeGenius im Modus ,Extract + PCR" (Extraktion + PCR) verarbeitet.

Die Analyse der erhaltenen Daten mittels polynomieller Regression und linearer Regression ergab,
dass bei ELITe InGenius der Assay bei allen Verdiinnungen eine lineare Reaktion mit einem Quadrat des
Korrelationskoeffizienten (R2) von 0,996 aufweist.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung aufgefiihrt.

Fitted Line Plot
Log Obtained Qty = 0,3162 + 0,9743 Log Expected Gty
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Die untere Quantifizierungsgrenze (LLoQ) wurde festgesetzt auf die LoD-Konzentration, bei der
préazise (Standardabweichung = 0,3049 log IU/ml) und genaue (systematische Messabweichung = 0,0759 log
IU/ml) quantitative Ergebnisse innerhalb von +0,5 log IU/ml: 60 1U/ml.

Die obere Quantifizierungsgrenze (ULoQ) wurde festgesetzt auf die hdchste Konzentration, bei der
préazise (Standardabweichung = 0,0816 log IU/ml) und genaue (systematische Messabweichung = 0,1459 log
1U/ml) quantitative Ergebnisse innerhalb von £0,5 log IU/ml: 319.290.322 1U/ml.

Der lineare Messbereich als Kopie/ml fir EDTA-Plasma wird unter Anwendung des spezifischen
Umrechnungsfaktors (2,3 1U/Kopie) berechnet.

Die endgliltigen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Linearer Messbereich fiir EDTA-Plasmaproben und ELITe InGenius
Unterer Grenzwert Oberer Grenzwert
60 1U/ml 319.290.322 1U/ml
26 Kopien/ml 138.821.879 Kopien/ml|

Der lineare Messbereich des HIV1 ELITe MGB® Kit wurde zusammen mit Plasmaproben und dem
System ELITe BeGenius mithilfe einer Reihe von Verdlinnungen von Referenzmaterial von HIV1 Gruppe M
Subtyp B (ZeptoMetrix) in HIV1-negativen, in ACD entnommenen Plasmaproben bestimmt. Die Reihe bestand
aus zehn Verdlnnungspunkten von zirka 3,2 x 108 IU/ml bis 50 IU/ml. Jede Probe der Reihe wurde in 3
Wiederholungen mit dem ELITe BeGenius® System im Modus ,Extract + PCR* (Extraktion + PCR) verarbeitet.

Die Analyse der erhaltenen Daten mittels polynomieller Regression und linearer Regression ergab,
dass bei ELITe BeGenius der Assay bei allen Verdiinnungen eine lineare Reaktion mit einem Quadrat des
Korrelationskoeffizienten (R2) von 0,998 aufweist.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung aufgefihrt.

Fitted Line Plot BeGenius
Obtained Qty (Log IU/mL) = 0.09818 + 1.002 Expected Qty (Log IU/mL)
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Die untere Quantifizierungsgrenze (LLoQ) wurde festgesetzt auf die LoD-Konzentration, bei der
prazise (Standardabweichung = 0,3353 log IU/ml) und genaue (systematische Messabweichung = 0,3004 log
1U/ml) quantitative Ergebnisse innerhalb von £0,5 log IU/ml: 60 IU/ml ausgegeben werden.

Die obere Quantifizierungsgrenze (ULoQ) wurde festgesetzt auf die héchste Konzentration, bei der
prazise (Standardabweichung = 0,0891 log IU/ml) und genaue (systematische Messabweichung = 0,1258 log
1U/ml) quantitative Ergebnisse innerhalb von £0,5 log I1U/ml: 319.290.322 |U/ml.

Der lineare Messbereich als Kopie/ml fir EDTA-Plasma wird unter Anwendung des spezifischen
Umrechnungsfaktors (2,3 1U/Kopie) berechnet.

Die endguiltigen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Linearer Messbereich fiir EDTA-Plasmaproben und ELITe BeGenius
Unterer Grenzwert Oberer Grenzwert
60 [U/ml 319.290.322 1U/ml
26 Kopien/ml 138.821.879 Kopien/ml

Die Linearitat der Quantifizierung wurde mittels Analyse von in EDTA entnommenem negativem
Plasma verifiziert, das mit HIV1-Referenzmaterial (HIV-1 Subtypen-Panel, Virologisches Institut,
Universitatsklinikum Erlangen) fir die wichtigsten HIV1-Genotypen (Gruppe M Subtyp A, C, D, CRFO01-AE, F,
G, GH, H, CRF02-AG, Gruppe O und Gruppe N) dotiert worden war. Jeder HIV1-Genotyp wurde in einer
Reihe von 6 Verdiunnungsstufen getestet. Jede Verdiinnungsstufe wurde in 2 Wiederholungen mit dem ELITe
InGenius System im Modus ,Extract + PCR" (Extraktion + PCR) getestet.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung aufgefihrt.
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Die Linearitat der Quantifizierung des Assays wurde fir die wichtigsten HIV1-Genotypen (Gruppe M
Subtyp A, C, D, CRF01-AE, F, G, GH, H, CRF02-AG, Gruppe O und Gruppe N) bestétigt: Dabei lagen der R2-
Wert im Bereich zwischen 0,972 und 0,999 und die quantitativen Ergebnisse innerhalb von +0,5 log 1U/ml mit
Ausnahme der HIV1-Gruppe N, die im Vergleich zum theoretischen Wert um zirka 1,5 log 1U/ml zu hoch
angesetzt war. Diese Probe wurde jedoch auch von ,cobas® HIV-1 for use on the 6800 Systems* (Roche
Diagnostics) Uberschatzt.

Die Linearitat der Quantifizierung wurde mittels Analyse von in EDTA entnommenem negativem
Plasma und in ACD entnommenem negativem Plasma, das mit Referenzmaterial von HIV1 Gruppe M Subtyp
B (Zeptometrix) dotiert war, verifiziert. Jede Matrix wurde in einer Reihe von 6 Verdinnungsstufen getestet.
Jede Verdiinnungsstufe wurde in 2 Wiederholungen mit dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract +
PCR“ (Extraktion + PCR) getestet. Als Referenz wurden entsprechende Testergebnisse mit in EDTA
entnommenem Plasma angegeben.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung aufgefiihrt.

Linear Regression analysis
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Die Linearitdt des Assays wurde fir in EDTA entnommenes Plasma und in ACD entnommenes
Plasma bestatigt; dabei lagen die quantitativen Ergebnisse innerhalb von +0,5 log IU/ml und R2 jeweils
zwischen 0,984 und 0,980.

Inklusivitat: Nachweis- und Quantifizierungseffizienz bei verschiedenen Genotypen

Die Nachweiseffizienz fiir verschiedene Genotypen von HIV1 wurde mittels In-Silico-Vergleich der in
den Nukleotid-Datenbanken verfligbaren Sequenzen bewertet.

Die Analyse der fiir die Hybridisierung der Primer und der Sonde ausgewdhlten Regionen in der
Anordnung der in der Datenbank verfligbaren Sequenzen des Polymerasegens (Integrase-Region) ergab eine
ausreichende Sequenzkonservierung bei den HIV1-Genotypen der Gruppe M (Subtyp A, B, C, D, F, G, H, J,
K, L), Gruppe O, Gruppe N, Gruppe P und den CRF-Subtypen CRF01-AE, CRF02-AG, CRF03-AB. Daher
sind ein effizienter Nachweis und eine effiziente Quantifizierung bei den verschiedenen HIV1-Genotypen zu
erwarten.

Die Inklusivitat des Assays als die Nachweis- und Quantifizierungseffizienz bei verschiedenen
Genotypen wurde durch Testen von zwei Referenzmaterial-Reihen verifiziert:

- ,1st WHO International Reference Preparation for HIV-1 CRF’s*, (NIBSC, code: 13/214) einschlieBlich
Gruppe O, CRF 11 GJ, CRF02-AG, CRFO01-AE, CRF01 A, G, J, U, CRF BG 24, Subtyp J, Subtyp C,
Subtyp G und CRF ADG,
- ,HIV-1 Subtypen-Panel“, (Virologisches Institut, Universitatsklinikum Erlangen), ein Panel mit 20
Elementen unterschiedlicher Zusammenstellung von HIV1 der Gruppe M Subtyp A, B, C, D, CRFO01-AE,
F, G, Hund GH, CRF02-AG, Gruppe O und Gruppe N.

Jede Probe der Reihe wurde auf eine Konzentration von 3 x LoD (zirka 180 IU/ml) in negativen, in
ACD entnommenen Plasmaproben verdinnt und mit dem ELITe InGenius System im Modus ,Extraction +
PCR*" (Extraktion + PCR) getestet.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgeflihrt.

1st WHO International Reference Preparation for HIV-1 CRF’s
Stamm Theoretischer Pos. / Mittlerer Mittelwert
e R Wert IU/ml | Wiederh. | Ct-Wert 1U/ml
Gruppe O BCFO01 180 3/3 31,92 2.808
CRF11 GJ MP1307 180 3/3 34,60 478
CRF02-AG P1261 180 3/3 35,34 299
CRFO01-AE CM244 180 3/3 36,48 142
CRF01 A,GJ,U [96CM1849 180 3/3 37,15 90
CRF BG 24 X2456 180 3/3 36,69 123
Subtyp J SE9173 180 3/3 35,91 210
Subtyp C X1936 180 3/3 36,01 199
Subtyp G P962 180 3/3 35,08 344
CRF ADG 24203 180 3/3 34,67 461
HIV-1 Subtypen-Panel, Erlangen
Proben-ID Stamm Theoretischer I_:’os. / Mittlerer Mittelwert

Wert 1U/ml Wiederh. Ct-Wert 1U/ml
HIV1 A1 92UG029 180 3/3 35,27 345
HIV1 A2 00KE_KER2018 180 3/3 34,62 506
HIV1 B1 92TH026 180 3/3 35,27 311
HIV1 B2 90TH_BK132 180 3/3 34,77 452
HIV1 CH 92BR025 180 3/3 35,01 372
HIV1 C2 99ET 14 180 3/3 34,74 466
HIV1 D1 92UG021 180 3/3 35,53 265
HIV1 D2 92UG035 180 3/3 34,12 683
HIV1 D3 92UG024 180 3/3 34,50 531
HIV1 E1 92TH022 180 3/3 36,28 166
HIV1 FA 93BR029 180 3/3 35,44 282
HIV1 F2 93BR020 180 3/3 35,58 251
HIV1 G RU570 180 3/3 36,96 109
HIV1 H V1525 180 3/3 35,11 361
HIV1 GH VI557 180 3/3 35,17 336
HIV1 AG1 01CM.0005BBY 180 3/3 36,23 176
HIV1 AG2 01CM.0008BBY 180 3/3 34,74 451
HIV1 N YBF30 180 3/3 30,60 7.694
HIV1 O1 MVP5180 180 3/3 34,47 555
HIV1 02 CA-9 180 3/3 31,34 4.615

Alle Proben wurden mit dem HIV1 ELITe MGB Kit zusammen mit dem ELITe InGenius-Gerat korrekt
erkannt und innerhalb des theoretischen Titers von +0,5 log IU/ml (57-569 IU/ml) quantifiziert, mit Ausnahme
von vier Proben, die Uberschatzt wurden. Insbesondere wurden die HIV1-Gruppen N und O im Vergleich mit
dem theoretischen Wert um mehr als 1 log IU/ml Uberschéatzt. Diese Proben wurden jedoch auch von ,cobas
HIV-1 for use on the 6800 Systems" (Roche Diagnostics) Uberschétzt.

Potenziell interferierende Marker: Kreuzreaktivitat

Die potenzielle Kreuzreaktivitdt mit anderen ungewollten Organismen des Assays wurde durch den In-
silico-Vergleich von in den Nukleotid-Datenbanken vorhandenen Sequenzen bewertet.

Die fir die Hybridisierung der Primer und der Sonde ausgewd&hlten Regionen wurden bei der
Anordnung der Sequenzen anderer in der Datenbank verfligbarer Organismen Uberprift. Die Analyse der
Hybridisierungsregionen ergab die Abwesenheit signifikanter Homologien mit den ungewollten Organismen,
mit Ausnahme von HIV2, dem am engsten verwandten Organismus mit HIV1, bei dem die Homologie beinahe
80 % betrug.

Die Abwesenheit von Kreuzreaktivitdt mit anderen Organismen, die in klinischen Plasmaproben zu
finden sind, wurde ebenfalls durch das Testen einer Reihe zertifizierter Referenzmaterialien verifiziert.

Proben von genomischer DNA oder RNA von verschiedenen potenziell interferierenden Markern
(ATCC, NIBSC, ZeptoMetrix) wurden mit dem ELITe InGenius System im Modus ,PCR Only“ (nur PCR) in
hoher Konzentration (mindestens 10° Kopien/Reaktion) in drei Wiederholungen analysiert. Zur Nachahmung
der extrahierten klinischen Proben wurden die genomischen DNAs oder RNAs der einzelnen Organismen mit
80.000 Kopien der internen Kontrolle pro Reaktion erganzt.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Proben-ID H\:\\Ili;dt:f\-./ Ergebnis

HIV2 3/3 Kreuzreaktivitat
HTLV1 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
HTLV2 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
CMV 0/3 Keine Kreuzreaktivitit
EBV 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
HAV 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
HIV1 0/3 Keine Kreuzreaktivitit
HCV 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
HEV 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
HSVA 0/3 Keine Kreuzreaktivitit
HSV2 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
HHV6 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
24 0/3 Keine Kreuzreaktivitit
Proben-ID H\:\\Ili;dt:f\-./ Ergebnis
Influenza A 0/3 Keine Kreuzreaktivitit
Influenza B 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
RSV 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
ADV 0/3 Keine Kreuzreaktivitit
WNV 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
DV3 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
EV 0/3 Keine Kreuzreaktivitit
PVB19 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
Staphylococcus aureus 0/3 Keine Kreuzreaktivitat
Candida albicans 0/3 Keine Kreuzreaktivitit

Alle getesteten potenziell interferierenden Marker wiesen fir die HIV1-Zielsequenz beim Test mit dem
HIV1 ELITe MGB Kit keine Kreuzreaktivitat auf, bei HIV2 kénnen jedoch positive Ergebnisse mit einer 2.000-
mal geringeren Quantifizierung als der theoretische HIV2-Titer ausgegeben werden.

Potenziell interferierende Marker: Interferenz

Die Abwesenheit von Interferenz durch andere Organismen, die in klinischen Plasmaproben zu finden
sind, wurde durch das Testen einer Reihe zertifizierter Referenzmaterialien verifiziert.

Proben von genomischer DNA oder RNA von verschiedenen potenziell interferierenden Markern
(ATCC, NIBSC, ZeptoMetrix) wurden in hoher Konzentration (mindestens 105 Kopien/Reaktion) mit HIV1-
genomischer RNA (PEI) bei niedriger Konzentration (etwa 20 Kopien/Reaktion) dotiert. Die Proben wurden in
drei Wiederholungen mit dem ELITe InGenius System im Modus ,PCR Only“ (nur PCR) analysiert. Zur
Nachahmung der extrahierten klinischen Proben wurde jede Probe mit 80.000 Kopien der internen Kontrolle
pro Reaktion erganzt.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Proben-ID H‘;‘)Ii; d':ﬁf‘:/ Ergebnis
HIV2 3/3 Keine Interferenz
HTLV1 3/3 Keine Interferenz
HTLV2 3/3 Keine Interferenz
CMV 3/3 Keine Interferenz
EBV 3/3 Keine Interferenz
HAV 3/3 Keine Interferenz
HIV1 3/3 Keine Interferenz
HCV 3/3 Keine Interferenz
HEV 3/3 Keine Interferenz
HSV1 3/3 Keine Interferenz
HSV2 3/3 Keine Interferenz
HHV6 3/3 Keine Interferenz
VzZVv 3/3 Keine Interferenz
Influenza A 3/3 Keine Interferenz
Influenza B 3/3 Keine Interferenz
RSV 3/3 Keine Interferenz
ADV 3/3 Keine Interferenz
WNV 3/3 Keine Interferenz
DV3 3/3 Keine Interferenz
EV 3/3 Keine Interferenz
PVB19 3/3 Keine Interferenz
Staphylococcus aureus 3/3 Keine Interferenz
Candida albicans 3/3 Keine Interferenz

Bei Vorhandensein der getesteten potenziell interferierenden Organismen wurde fir die HIV1-
Zielsequenz beim Test mit dem HIV1 ELITe MGB Kit keine Hemmung der Amplifikation festgestellt.

Hinweis: Selbst HIV2 hemmt den HIV1-Nachweis nicht und kann aufgrund der HIV2-Kreuzreaktivitét eine
HIV1-Uberquantifizierung in Proben von doppelt infizierten Personen verursachen.

Potenziell interferierende Substanzen

Die Wirkung potenziell stérender Substanzen wurde durch Analyse des Panels ,AcroMetrix® Inhibition
Panel® (Thermo Fisher Scientific Inc.) bewertet, das endogene, aus Hamolyse, lkterus und Lipamie
resultierende Substanzen und exogene Substanzen, EDTA und Heparin, enthielt.

Die Proben des Inhibitionspanels wurden in einer Konzentration von 3 x LoD (zirka 180 IU/ml) mit
zertifiziertem HIV1-Referenzmaterial (PEI) dotiert.

Darliber hinaus wurden 14 weitere potenziell interferierende Substanzen in relevanten
Konzentrationen getestet: Ganciclovir, Azithromycin, Abacavir, Emtricitabin, Lamivudin, Tenofovir, Doravirin,
Efavirenz, Rilpivirin, Atazanavir, Darunavir, Bictegravir, Elvitegravir, Maraviroc.

Die Substanzen wurden einzeln zu in ACD entnommenem, HIV1-negativem Plasma, das in einer
Konzentration von 3 x LoD (zirka 180 IU/ml) mit zertifiziertem HIV1-Referenzmaterial (PEI) dotiert war,
hinzugeflgt.

Die Proben wurden in drei Wiederholungen mit dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract +
PCR* (Extraktion + PCR) verarbeitet. Die Ct-Werte (Referenz- und Testwerte) der HIV1-Zielsequenz und der
internen Kontrolle wurden zur Berechnung des prozentualen Variationskoeffizienten (VK %) herangezogen,
um die mdgliche Interferenz zu bewerten.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Probe s/ | HIVA CtVK % | IC CtVK % Ergebnis

EDTA 3/3 1,91 0,96 Keine Interferenz
Heparin 0/3 - 10,82 Interferenz

Hamolytisches Blut hoch 3/3 0,99 1,35 Keine Interferenz
Lipdmisches Plamsa 3/3 0,94 0,44 Keine Interferenz
Ikterisches Plasma 3/3 1,10 2,44 Keine Interferenz
Ganciclovir 3/3 0,80 0,32 Keine Interferenz
Azithromycin 3/3 0,92 0,41 Keine Interferenz
Abacavir 3/3 1,61 0,53 Keine Interferenz
Emtricitabin 3/3 1,06 0,65 Keine Interferenz
Lamivudin 3/3 1,61 0,47 Keine Interferenz
Tenofovir 3/3 0,84 0,92 Keine Interferenz
Doravirin 3/3 1,03 0,59 Keine Interferenz
Efavirenz 3/3 1,70 1,12 Keine Interferenz
Rilpivirin 3/3 1,11 0,39 Keine Interferenz
Atazanavir 3/3 0,87 0,73 Keine Interferenz
Darunavir 3/3 1,53 0,91 Keine Interferenz
Bictegravir 3/3 1,09 0,42 Keine Interferenz
Elvitegravir 3/3 1,23 0,63 Keine Interferenz
Maraviroc 3/3 1,68 0,78 Keine Interferenz

Die meisten getesteten Substanzen interferieren nicht mit der Amplifikation von HIV1 oder der internen
Kontrolle. Die prozentualen Variationskoeffizienten (VK %) der Ct-Werte lagen unter 2,5 %.

Es wurde zwar bestétigt, dass Heparin in der Lage ist, die Amplifikation von HIV1 zu hemmen, doch
dank des Ct-Grenzwerts der interne Kontrolle (IC-Ct < 33) fallen die Proben ,ungultig“ und nicht ,falsch-
negativ* aus.

Nichtvorhandensein von Kreuzkontamination

Das Nichtvorhandensein von Kreuzkontamination wurde durch Analyse der Ergebnisse aus funf
Laufen, in denen HIV1-RNA-negative Plasmaproben abwechselnd mit in einer Konzentration von 1x108 [U/ml
mit zertifiziertem HIV1-Referenzmaterial (ZeptoMetrix) dotierten Plasmaproben, untersucht wurden, getestet.

Es wurden funf Reihen von Proben mit dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract + PCR"
(Extraktion + PCR) getestet, wobei sich jeweils sechs positive Proben mit sechs negativen Probe
abwechselten.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Proben Anzahl Negativ Positiv
ACD-Plasma dotiert auf 1x10% HIV1 1U/ml 30 0 30
In ACD entnommenes, HIV1-negatives Plasma 30 30 0

Bei keiner der getesteten HIV1-negativen Proben wurden falsch-positive Ergebnisse erhalten. Bei
diesem Test wurde weder innerhalb des Laufs noch laufiibergreifend eine Kreuzkontamination festgestellt.

Fehlerrate des Gesamtsystems

Die Fehlerrate des Gesamtsystems, die zu falsch-negativen Ergebnissen flihnren kann, wurde mit
ELITe InGenius mittels Analyse einer Reihe von mit niedrigen Titer mit HIV1-RNA dotierten Proben verifiziert.

Es wurden 100 verschiedene, in EDTA entnommene Plasmaproben und 30 verschiedene, in ACD
entnommene Plasmaproben, die negativ auf HIV1-RNA getestet worden waren, in einer Konzentration von 3 x
LoD (zirka 180 IU/ml) mit zertifiziertem Referenzmaterial (PEI) dotiert. Die Proben wurden mit dem ELITe
InGenius System im Modus ,Extract + PCR* (Extraktion + PCR) getestet.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl Negativ Positiv M'“emﬁ::l e
In EDTA entnommenes, HIV1-dotiertes 100 0 100 047
Plasma

In ACD entnommenes, HIV1-dotiertes 30 0 30 196
Plasma

Bei keiner der getesteten HIV1-positiven Proben wurden falsch-negative Ergebnisse erhalten. Bei
diesem Test lag die Fehlerrate des Gesamtsystems bei 0 %.
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Die Fehlerrate des Gesamtsystems, die zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren kann, wurde mit
ELITe BeGenius mittels Analyse einer Reihe von mit niedrigen Titer mit HIV1-RNA dotierten Proben
verifiziert.

Es wurden 100 verschiedene, in EDTA entnommene Plasmaproben, die negativ auf HIV1-RNA
getestet worden waren, in einer Konzentration von 3 x LoD (zirka 180 IU/ml) mit zertifiziertem
Referenzmaterial (PEI) dotiert. Die Proben wurden mit dem ELITe BeGenius System im Modus ,Extract +
PCR* (Extraktion + PCR) getestet.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Mittelwert HIV1

Proben Anzahl Negativ Positiv u/mi

In EDTA entnommenes, HIV1-dotiertes

Plasma 100 0 100 294

Bei keiner der getesteten HIV1-positiven Proben wurden falsch-negative Ergebnisse erhalten. Bei
diesem Test lag die Fehlerrate des Gesamtsystems bei 0 %.

Wiederholpréazision

Die Wiederholprazision der mit dem Produkt HIV1 ELITe MGB Kit in Kombination mit den Systemen
ELITe InGenius und ELITe BeGenius erhaltenen Ergebnisse wurde durch Analyse einer Reihe von
Plasmaproben getestet. Die Reihe umfasste eine negative Probe und zwei Proben, die in Konzentrationen von
3 x LoD (zirka 180 IU/ml) und von 10 x LoD (zirka 600 1U/ml) mit zertifiziertem HIV1-Referenzmaterial (PEI)
dotiert waren.

Die Wiederholprazision wurde an zwei verschiedenen Tagen mittels Analyse von Panel-Proben in vier
Wiederholungen, in zwei Laufen pro Tag und mit derselben Produktcharge bestimmt. Drei Produktchargen
wurden auf ein und demselben Gerét durch ein und denselben Bediener verwendet. Die Proben wurden an
zufdlligen Positionen auf dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract + PCR" (Extraktion + PCR)
verarbeitet.

Die Ct-Werte der Zielsequenz und der Internal Control wurden zur Berechnung des VK %
herangezogen, um die Wiederholprazision als Ungenauigkeit zu bewerten.

Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengefasst.

Wiederholprazision innerhalb des Laufs auf ELITe InGenius

HIV1 Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/8 Unbestimmt - -
3 x LoD 8/8 34,91 0,34 0,99 24/24 29,38 0,30 1,01
10 x LoD 8/8 33,08 0,24 0,73
Laufiibergreifende Wiederholpréazision auf ELITe InGenius
HIV1 Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/16 Unbestimmt - -
3 x LoD 16/16 35,00 0,37 1,07 48/48 29,40 0,27 0,91
10 x LoD 16/16 33,13 0,21 0,63

Beim Test der Wiederholprézision auf dem ELITe InGenius erkannte der Assay die HIV1-Zielsequenz
wie erwartet und wies Ct-Werte mit einem VK % unter 5 % bei HIV1 und bei der Internal Control aus.

Die Wiederholprézision der mit dem Produkt HIV1 ELITe MGB Kit in Kombination mit dem ELITe
BeGenius System erhaltenen Ergebnisse wurde durch Analyse einer Reihe von Plasmaproben getestet. Die
Reihe umfasste eine negative Probe und zwei Proben, die in Konzentrationen von 3 x LoD (zirka 180 IU/ml)
und von 10 x LoD (zirka 600 IU/ml) mit zertifiziertem HIV1-Referenzmaterial (4 WHO International Standard,
NIBSC) dotiert waren.

Die Wiederholprazision wurde an zwei verschiedenen Tagen mittels Analyse von Panel-Proben in acht
Wiederholungen, in einem Lauf pro Tag und mit derselben Produktcharge bestimmt. Drei Produktchargen
wurden auf ein und demselben Geréat durch ein und denselben Bediener verwendet. Die Proben wurden an
zufalligen Positionen auf dem ELITe BeGenius System im Modus ,Extract + PCR" (Extraktion + PCR)
verarbeitet.

Die Ct-Werte der Zielsequenz und der Internal Control wurden zur Berechnung des VK %
herangezogen, um die Wiederholprazision als Ungenauigkeit zu bewerten.
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Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengefasst.

Wiederholpréazision innerhalb des Laufs auf ELITe BeGenius

Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.

Geratelibergreifende Vergleichspréazision auf ELITe BeGenius

HIV1 Internal Control
Probe Pos./Wiederh. Mittlerer SD VK % | Pos./Wiederh. | Mittlerer SD VK %
Ct-Wert Ct-Wert
Negativ 0/8 Unbestimmt - -
3 x LoD 8/8 35,90 0,72 2,02 24/24 29,71 0,40 1,34
10 x LoD 8/8 33,94 0,62 1,83
Laufiibergreifende Wiederholprazision auf ELITe BeGenius
HIV1 Internal Control
Probe Pos./Wiederh. Mittlerer SD VK % | Pos./Wiederh. | Mittlerer SD VK %
Ct-Wert Ct-Wert
Negativ 0/16 Unbestimmt - -
3 x LoD 16/16 35,99 0,59 1,64 48/48 29,78 0,32 1,06
10 x LoD 16/16 34,11 0,51 1,49

Beim Test der Wiederholprazision auf dem ELITe BeGenius erkannte der Assay die HIV1-
Zielsequenz wie erwartet und wies Ct-Werte mit einem VK % unter 5 % bei HIV1 und bei der Internal Control
aus.

Vergleichsprazision

Die Vergleichsprazision der mit dem Produkt HIV1 ELITe MGB Kit in Kombination mit den Systemen
ELITe InGenius und ELITe BeGenius erhaltenen Ergebnisse wurde durch Analyse einer Reihe von
Plasmaproben getestet. Die Reihe umfasste eine negative Probe und zwei Proben, die in Konzentrationen von
3 x LoD (zirka 180 1U/ml) und von 10 x LoD (zirka 600 IU/ml) mit zertifiziertem HIV1-Referenzmaterial (PEI)
dotiert waren.

Die Vergleichsprézision wurde an zwei Tagen pro Standort mittels Analyse von Panel-Proben in vier
Wiederholungen in einem Lauf pro Tag bestimmt. Drei verschiedene Produkichargen wurden an drei
verschiedenen Standorten auf drei verschiedenen Geréten durch drei Bediener verwendet. Die Proben
wurden an zufalligen Positionen auf dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract + PCR* (Extraktion +
PCR) verarbeitet.

Die Ct-Werte der Zielsequenz und der Internal Control wurden zur Berechnung des VK %
herangezogen, um die Vergleichsprazision als Ungenauigkeit zu bewerten.

Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.

HIV1 Internal Control
Probe Pos./Wiederh. Mittlerer SD VK % | Pos./Wiederh. | Mittlerer SD VK %
Ct-Wert Ct-Wert
Negativ 0/24 Unbestimmt - -
3 x LoD 24/24 35,86 0,59 1,65 72/72 29,97 0,74 2,47
10 x LoD 24/24 34,12 0,41 1,19
Chargeniibergreifende Vergleichspréazision auf ELITe BeGenius
HIV1 Internal Control
Probe Pos./Wiederh. Mittlerer SD VK % | Pos./Wiederh. | Mittlerer SD VK %
Ct-Wert Ct-Wert
Negativ 0/48 Unbestimmt - -
3 x LoD 48/48 35,79 0,67 1,87 144/144 29,92 0,56 1,87
10 x LoD 48/48 34,06 0,33 0,98

Standortiibergreifende Vergleichsprazision auf ELITe InGenius

Beim Test der Vergleichsprazision auf dem ELITe BeGenius erkannte der Assay die HIV1-
Zielsequenz wie erwartet und wies Ct-Werte mit einem VK % unter 5 % bei HIV1 und bei der Internal Control
aus.

Faktor fiir die Umrechnung in internationale Einheiten

Der Umrechnungsfaktor zum Umrechnen der quantitativen Ergebnisse von Kopien/ml in internationale
Einheiten (International Units, 1U) / ml wurde mithilfe einer Reihe von vier Verdinnungen (0,5 log zwischen
Verdinnungen) des zertifizierten kalibrierten Referenzmaterials ,4" WHO HIV1 International Standard“
(NIBSC) in negativ auf HIV1-RNA getestetem Plasma, das in EDTA entnommen worden war, berechnet.

Jeder Punkt der Reihe wurde in 27 Wiederholungen getestet, wobei drei verschiedene
Produktchargen auf drei verschiedenen Geraten an drei verschiedenen Tagen verwendet wurden. Die Proben
wurden an zufalligen Positionen auf dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract + PCR" (Extraktion +
PCR) verarbeitet.

Der Umrechnungsfaktor wurde mittels Analyse des logarithmischen Konzentrationsunterschieds
zwischen dem Referenztiter in IU/ml und den erhaltenen Ergebnissen in Kopien/ml berechnet und betragt
2,3 IU/Kopie.

Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.

Umrechnungsfaktor in internationalen Einheiten, Fc = 2,3 IU/Kopie

Referenz Probe Ergebnis Differenz von
Mittelwert Mittelwert Mittelwert log Log
Ll log IU/ml | Anzahl | ™) 1U/ml 1U/ml (Ref.-Test)
10.000 4,0000 27 4.052 9.320 3,9623 +0,0377
3.162 3,5000 26 1.379 3.172 3,4913 +0,0087
1.000 3,0000 27 500 1.149 3,0494 -0,0494
316 2,5000 27 156 359 2,5366 -0,0366

HIV1 Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/24 Unbestimmt - -
3 x LoD 24/24 35,01 0,66 1,88 72/72 29,51 0,40 1,36
10 x LoD 24/24 33,34 0,23 0,68
Chargeniibergreifende Vergleichspréazision auf ELITe InGenius
HIV1 Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/48 Unbestimmt - -
3 x LoD 48/48 35,06 0,39 1,10 144/144 29,64 0,38 1,29
10 x LoD 48/48 33,31 0,32 0,97

Beim Test der Vergleichsprazision auf dem ELITe InGenius erkannte der Assay die HIV1-Zielsequenz
wie erwartet und wies Ct-Werte mit einem VK % unter 5 % bei HIV1 und bei der Internal Control aus.

Die Vergleichsprazision der mit dem Produkt HIV1 ELITe MGB Kit in Kombination mit dem ELITe
BeGenius System erhaltenen Ergebnisse wurde durch Analyse einer Reihe von Plasmaproben getestet. Die
Reihe umfasste eine negative Probe und zwei Proben, die in Konzentrationen von 3 x LoD (zirka 180 IU/ml)
und von 10 x LoD (zirka 600 IU/ml) mit zertifiziertem HIV1-Referenzmaterial (4" WHO International Standard,
NIBSC) dotiert waren.

Die Vergleichsprézision wurde an zwei Tagen pro Gerat mittels Analyse von Panel-Proben in vier
Wiederholungen in einem Lauf pro Tag bestimmt. Drei verschiedene Produktichargen wurden auf drei
verschiedenen Geréten durch drei verschiedene Bediener verwendet. Die Proben wurden an zufélligen
Positionen auf dem ELITe BeGenius System im Modus ,Extract + PCR* (Extraktion + PCR) verarbeitet.

Die Ct-Werte der Zielsequenz und der Internal Control wurden zur Berechnung des VK %
herangezogen, um die Vergleichsprazision als Ungenauigkeit zu bewerten.
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Da die Gleichwertigkeit zwischen in EDTA entnommenem Plasma und ACD-Plasma bewiesen wurde
(siehe ,Gleichwertigkeit der Matrizes“ und ,Linearer Messbereich®), kann der Umrechnungsfaktor auf die zwei
Matrizes angewandt werden.

Der Umrechnungsfaktor zum Umrechnen der quantitativen Ergebnisse von Kopien/ml in internationale
Einheiten (International Units, IU)/ml wurde mit ELITe BeGenius und ELITe InGenius mithilfe einer Reihe von
Verdlnnungen (0,5 log zwischen Verdlnnungen) des zertifizierten kalibrierten Referenzmaterials (4" WHO
International Standard, NIBSC) in negativ auf HIV1-RNA getestetem Plasma, das in EDTA entnommen
worden war, verifiziert. Die Reihe bestand aus fuinf Verdiinnungspunkten von zirka 4,0 log 1U/ml bis 1,9 1U/ml.
Jeder Punkt der Reihe wurde in 4 Wiederholungen getestet.

Die Préazision der Zielquantifizierung als Standardabweichung von log IU/ml lag unter 0,5 log.

Die Genauigkeit der Zielquantifizierung als Differenz zwischen der theoretischen und der gemessenen
Konzentration in log IU/ml lag unter 0,5 log.

Diese Ergebnisse bestétigten den fur Plasmaproben mit ELITe InGenius berechneten
Umrechnungsfaktor.

Zur Berechnung der Korrelation zwischen den Methoden wurden die mit ELITe InGenius und ELITe
BeGenius erhaltenen Ergebnisse mittels orthogonaler und linearer Regression analysiert.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung zusammengefasst.

Plot of BeGenius Qty (Log 1U/mL) vs InGenius Qty (Log IU/mL) with Fitted Lines
Error Variance Ratio (BeGenius Qty (Log IU/mL)/InGenius Qty (Log IU/mL)) = 1

40

BeGenius Qty (Log IU/mL)

20 25

InGenius Qty (Log IU/mL)

40

Orthogonal:  BeGenius Qty (Log IU/mL) = - 0.066 + 0.998 InGenius Qty (Log 1U/mL)
Least Squares: BeGenius Qty (Log IU/mL) = - 0.054 + 0.993 InGenius Qty (Log 1U/mL)

Die orthogonale Regressionsanalyse ergab einen Achsenabschnitt von -0,066 (95-%-KI: -0,194 bis
0,061) und eine Steigung von 0,998 (95%-KI: 0,953 bis 1,042). Die Analyse der linearen Regression ergab
einen R2-Wert von 0,991.

Vergleichsprazision mit Referenzmaterial

Die Reproduzierbarkeit der Assayergebnisse, die verglichen wurden mit Ergebnissen, die mit anderen
Methoden in verschiedenen Laboren erhalten wurden, wurde durch Analyse der Ringversuchsreihe ,QCMD
2018 Human Immunodeficiency Virus RNA EQA Programme*“ (Qnostics) Gberprift.

Jeder Punkt der Reihe wurde mit dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract + PCR" (Extraktion

+ PCR) getestet.

Die Mengenwerte des Konsensus handelslblicher Systeme zur Echtzeit-Amplifikation wurden mit den
Ergebnissen des Assays verglichen, um die Genauigkeit anhand der Messabweichung zu bewerten.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt.

SeraCare HIV1 Panel R(I)E(r:;:bcl:-n(i)sBs:s Testergebnisse Differenz
Proben-ID Charge Log c/ml Log c/ml (GEmEE)
SeraCare_01 10047508 2,7482 3,1209 -0,3727
SeraCare 02 10056461 - - -
SeraCare_03 10047514 2,2405 2,2068 +0,0337
SeraCare_04 10047519 4,3546 4,2142 +0,1405
SeraCare_05 10044233 3,0799 3,0881 -0,0082
SeraCare_06 10056463 3,2601 3,5190 -0,2590
SeraCare_07 10047518 4,5548 4,8794 -0,3246
SeraCare_08 10047515 4,1651 4,0840 +0,0810
SeraCare 09 10047517 45124 4,6529 -0,1405
SeraCare_10 10047520 4,8556 4,8175 +0,0382
SeraCare_11 10057462 4,1700 4,1761 -0,0061
SeraCare 12 10057427 - B -
SeraCare HIV1 Panel Azzzgnggo Testergebnisse Differenz
Proben-ID Charge Log c/ml Log c/mi (Ref.-Test)

SeraCare_01 10047508 3,0934 3,1209 -0,0275
SeraCare 02 10056461 - - -
SeraCare_03 10047514 2,1038 2,2068 -0,1030
SeraCare_04 10047519 4,3077 4,2142 +0,0935
SeraCare_05 10044233 3,1232 3,0881 +0,0351
SeraCare_06 10056463 3,5190 3,5190 +0,0000
SeraCare_07 10047518 4,5339 4,8794 -0,3456
SeraCare 08 10047515 4,2273 4,0840 +0,1433
SeraCare_09 10047517 4,7333 4,6529 +0,0804
SeraCare_10 10047520 4,7928 4,8175 -0,0247
SeraCare_11 10057462 4,0934 4,1761 -0,0826
SeraCare 12 10057427 - B -

QCMD 2018 HIV1 Panel Konsensus Testergebnisse Differenz von
Proben-ID Probeninhalt Log c/mi Log c/ml R elf-.?Tge st)

HIV1IRNA18S-01 HIV1 Negative - - -

HIVIRNA18S-02 HIV1 Typ B 3,777 3,920 -0,143
HIV1IRNA18S-03 HIV1 Typ B 3,767 3,908 -0,141
HIVIRNA18S-04 HIV1 Typ B 2,315 2,449 -0,134
HIVIRNA18S-05 HIV1 Typ AG 2,987 3,466 -0,479
HIV1IRNA18S-06 HIV1 Typ C 2,345 2,316 +0,029
HIVIRNA18S-07 HIV1 Typ C 3,357 3,307 +0,050
HIVIRNA18S-08 HIV1 Typ C 2,330 2,140 +0,190

In diesem Test konnte der Assay alle Panel-Mitglieder korrekt nachweisen. Die sieben positiven
Proben wurden innerhalb des Bereichs des technologischen Konsensus * 0,5 log IU/ml quantifiziert.

Die Reproduzierbarkeit der Assayergebnisse wurde auch durch Testen des Panels ,HIV-1 RNA EDTA
AccuSet™ Performance Panel“ (SeraCare) Uberpriift.

Jeder Punkt der Reihe wurde mit dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract + PCR" (Extraktion

+ PCR) getestet.

Der Referenzquantifizierungswert

(Abbott) wurden mit den Ergebnissen des Assays verglichen,

Messabweichung zu bewerten.
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In diesem Test konnte der Assay alle Panel-Mitglieder korrekt nachweisen. Die zehn positiven Proben
wurden innerhalb des Bereichs des Referenzergebnisses (handelsibliche Systeme zur Echtzeit-Amplifikation)
+ 0,5 log IU/ml quantifiziert.

Diagnostische Sensitivitat: Methodenkorrelation

Die diagnostische Sensitivitit des Assays als die Korrelation der mit unterschiedlichen Methoden
erhaltenen Ergebnisse wurde mit ELITe InGenius durch die Analyse HIV1-RNA-positiver klinischer Patienten,
die sich einer antiviralen Therapie unterzogen und deren Ergebnisse innerhalb des Messbereichs des HIV1
ELITe MBG Kit und CE/IVD-gekennzeichneter molekulardiagnostischer Referenzmethoden (,cobas HIV-1 for
use on the 4800 System*“ und ,cobas HIV-1 for use on the 6800 System“, Roche Diagnostics, Cobas HIV-1)
lagen, bewertet. Da ELITe BeGenius gleichwertige analytische Leistungen wie ELITe InGenius aufweist, ist
die diagnostische Gite der auf den beiden Instrumenten durchgefiihrten Tests ebenfalls als gleichwertig
anzusehen. Daher gilt die mit ELITe InGenius erhaltene diagnostische Sensitivitat des Assays auch fir ELITe
BeGenius.

Die Korrelationsstudie wurde an Standort 1 mit 33 HIV1-RNA-positiven klinischen EDTA-
Plasmaproben durchgefiihrt, wobei ,cobas HIV-1 for use on the 6800 System“ als Vergleichsmethode
herangezogen wurde.

Fur die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, reverse
Transkription, Amplifikation, Detektion und Ergebnisinterpretation, mit den Produkten der ELITechGroup
S.p.A. und den Referenzmethoden durchgefiihrt. Zur Berechnung der Korrelation zwischen den Methoden
wurden die mit dem HIV1 ELITe MBG Kit und den Referenzmethoden erhaltenen Ergebnisse mittels
orthogonaler und linearer Regression analysiert.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung zusammengefasst.

Plot of HIV1 ELITe MGB Kit Log cp/mL vs Cobas HIV-1 Log cp/mL with Fitted Lines
Error Wariance Ratio (HIV1 ELITe MGB Kit Log cp/mL/Cobas HIV-1 Log cp/mL) = 1

s ——  Orthoganal

— — Least Squares

HIV1 ELITe MGE Kit Log cp/mL

Cobas HIV-1 Log cp/mL

Orthogonal:  HIV1 ELITe MGB Kit Log cp/ml = - 0306 = 1.053 Cobas HIV-1 Leg cp/ml
Least Squares: HIV1ELITe MGE Kit Log ep/ml = - 0217 + 1.025 Cobas HIV-1 Leg cp/mi

In diesem Test ergab die orthogonale Regressionsanalyse eine Steigung von 1,053 (95-%-KI: 0,967
bis 1,138) und einen Achsenabschnitt von -0,306 (95-%-Kl: -0,591 bis -0,020). Die Analyse der linearen
Regression ergab einen R2-Wert von 0,950.

Die Korrelationsstudie wurde an Standort 2 und Standort 3 mit den folgenden 107 EDTA-
Plasmaproben durchgefiihrt, wobei ,cobas HIV-1 for use on the 4800 System“ als Vergleichsmethode
herangezogen wurde:

- Standort 2: 29 HIV1-RNA-positive, in EDTA entnommene klinische Plasmaproben,

- Standort 3: 78 HIV1-RNA-positive, in EDTA entnommene klinische Plasmaproben.

Fir die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, reverse
Transkription, Amplifikation, Detektion und Ergebnisinterpretation, mit den Produkten der ELITechGroup
S.p.A. und den Referenzmethoden durchgefihrt. Zur Berechnung der Korrelation zwischen den Methoden
wurden die mit dem HIV1 ELITe MBG Kit und den Referenzmethoden erhaltenen Ergebnisse mittels
orthogonaler und linearer Regression analysiert.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung zusammengefasst.

Plot of HIV1 ELITe MGB Kit Log cp/mL vs Cobas HIV-1Log cp/mL with Fitted Lines
Error Variance Ratio (HIV1 ELITe MGB Kit Log cp/mL/Cobas HIV-1 Log cp/mL) = 1

7 ——  Orthogonal

=== Least Squares

HIV1 ELITe MGB Kit Log cp/mL
I

1 2 3 4 5 6
Cobas HIV-1 Log cp/mL

Orthogonal:  HIV1 ELITe MGB Kit Log cp/mL = - 0.024 + 1.025 Cobas HIV-1 Log cp/mL
Least Squares: HIV'T ELITe MGB Kit Log cp/mL = 0.029 + 1.070 Cobas HIV-1 Log ¢p/mL

In diesem Test ergab die orthogonale Regressionsanalyse eine Steigung von 1,025 (95-%-KI: 0,992
bis 1,059) und einen Achsenabschnitt von -0,024 (95-%-Kl: -0,152 bis 0,104). Die Analyse der linearen
Regression ergab einen R2-Wert von 0,971.
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Da zwei Referenzmethoden (,cobas HIV-1 for use on the 4800 System*“ und ,cobas HIV-1 for use on
the 6800 System“, Roche Diagnostics, Cobas HIV-1) gleichwertige Leistungen aufweisen, wurde die
Korrelationsstudie auch mit den zusammengefassten Ergebnissen der drei verschiedenen Standorte
durchgefihrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung zusammengefasst.

Plot of Log cp/mL HIV1 ELITe MGB Kit vs Log cp/mL Cobas HIV-1 with Fitted Lines
Error Variance Ratio (Log cp/mL HIV1 ELITe MGB Kit/Log cp/mL Cobas HIV-1) = 1

7 ——  Orthogonal

= =~ Least Squares

w - « *

Log cp/mL HIV1 ELITe MGB Kit

~

1 2 3 4 5 6
Log cp/mL Cobas HIV-1

Orthogonal:  Log cp/mL HIVT ELITe MGB Kit = - 0.125 + 1.040 Log cp/mL Cobas HIV-1
Least Squares: Log cp/mL HIV'T ELITe MGB Kit = - 0.059 + 1.020 Log cp/mL Cobas HIV-T1

In diesem Test ergab die orthogonale Regressionsanalyse eine Steigung von 1,040 (95-%-KI: 1,006—
1,073) und einen Achsenabschnitt von -0,125 (95-%-KIl: -0,248—-0,002). Die Analyse der linearen Regression
ergab einen R2-Wert von 0,964.

Diagnostische Spezifitat: Bestitigung negativer Proben

Die diagnostische Spezifitat des Assays als die negative prozentuale Ubereinstimmung von mit
unterschiedlichen Methoden erhaltenen Ergebnissen wurde mit ELITe InGenius durch die Analyse HIV1-
RNA-negativer  klinischer ~ Proben, die mit CE/IVD-gekennzeichneten  molekulardiagnostischen
Referenzmethoden (,cobas HIV-1 for use on the 4800 System“ und ,cobas HIV-1 for use on the 6800
System*, Roche Diagnostics, Cobas HIV-1) getestet wurden, bewertet. Da ELITe BeGenius gleichwertige
analytische Leistungen wie ELITe InGenius aufweist, ist die diagnostische Gite der auf den beiden
Instrumenten durchgeflihrten Tests ebenfalls als gleichwertig anzusehen. Daher gilt die mit ELITe InGenius
erhaltene diagnostische Spezifitidt des Assays auch fir ELITe BeGenius.

Da zwei Referenzmethoden (,cobas HIV-1 for use on the 4800 System“ und ,cobas HIV-1 for use on
the 6800 System“, Roche Diagnostics, Cobas HIV-1) gleichwertige Leistungen aufweisen, wurde die Studie
zur diagnostischen Spezifitdt auch mit den zusammengefassten Ergebnissen der drei verschiedenen
Standorte mit den folgenden 196 in EDTA entnommenen Plasmaproben durchgefihrt:

- Standort 1: 90 HIV1-RNA-negative, in EDTA entnommene klinische Plasmaproben,

- Standort 2: 77 HIV1-RNA-negative, in EDTA entnommene klinische Plasmaproben,

- Standort 3: 29 HIV1-RNA-negative, in EDTA entnommene klinische Plasmaproben.

Fur die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, reverse
Transkription, Amplifikation, Detektion und Ergebnisinterpretation, mit den Produkten der ELITechGroup
S.p.A. durchgefiihrt. Die mit dem HIV1 ELITe MBG Kit erhaltenen Ergebnisse wurden analysiert, um die
negative prozentuale Ubereinstimmung mit den Referenzmethoden zu berechnen.

Die Ergebnisse nach Diskrepanzanalyse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

- . ... | Diagnostische
Proben Anzahl | Positiv | Negativ | Ungiiltig Spezifitat
In EDTA entnommenes, HIV1-RNA-negatives 196 1 195 0 99.5 %
Plasma

Bei diesem Test wurden 195 Proben als negativ bestétigt. Eine Probe ergab ein abweichend positives
Ergebnis mit einem Titer unter der Nachweisgrenze des HIV1 ELITe MBG Kit und der Referenzmethoden.
Diese Probe hat einen sehr niedrigen Titer, der zufallig positive Ergebnisse generieren kann. Die
diagnostische Spezifitat des HIV1 ELITe MBG Kit betrug 99,5 %.

Hinweis: Die vollstandigen Daten und Ergebnisse der Tests, die zur Bewertung der Leistungsmerkmale des
Produkts mit Matrizes und Geraten durchgefilihrt wurden, sind in Abschnitt 7 der technischen Dokumentation
des ,HIV1 ELITe MGB Kit*, FTP 600ING, aufgefiihrt.
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| GRENZEN DES VERFAHRENS

Dieses Produkt darf nur mit den folgenden klinischen Proben verwendet werden: In EDTA oder ACD
entnommenes Plasma.

In EDTA oder ACD entnommenes Plasma kann aus Vollblut gewonnen werden, das nicht langer als
24 Stunden bei +2 bis +25 °C gelagert wurde.

Kein in Heparin enthommenes Plasma zusammen mit diesem Produkt verwenden: Heparin hemmt die
Amplifikationsreaktion von Nukleins&uren und fiihrt zu ungltigen Ergebnissen.

Derzeit liegen keine Daten zu Produktleistungen mit anderen klinischen Proben, wie z. B. Vollblut,
Serum oder Liquor (CSF) vor.

Dieses Produkt ist nicht fiir den Einsatz als Screening-Test auf das Vorhandensein von HIV1 in Blut
oder Blutprodukten oder als diagnostischer Test zur Bestatigung des Vorliegens einer HIV1-Infektion
bestimmt.

Dieses Produkt zeigt eine Kreuzreaktivitdt mit HIV2, die positive Ergebnisse mit einer 2.000-mal
geringeren Quantifizierung als der theoretische HIV2-Titer aufweisen kann. Dennoch stellt die Kreuzreaktivitat
mit HIV2 aufgrund des Verwendungszwecks des Produkts, der HIV2-Epidemiologie und der Implementierung
eindeutiger diagnostischer Algorithmen (z. B. CDC), die darauf abzielen, eine HIV1- von einer HIV2-Infektion
zu unterscheiden, kein echtes Problem dar. Der HIV1 ELITe MGB Kit ist jedoch nicht optimal als Hilfsmittel bei
der Behandlung von doppelt mit HIV1 und HIV2 infizierten Personen geeignet. In diesem Fall hemmt HIV2 den
HIV1-Nachweis nicht und kann aufgrund der HIV2-Kreuzreaktivitdt eine HIV1-Uberquantifizierung
verursachen.

Die mit diesem Produkt erhaltenen Ergebnisse hangen von der angemessenen Identifizierung,
Entnahme, Transportierung, Aufbewahrung und Verarbeitung der Proben ab. Zur Vermeidung falscher
Ergebnisse ist es daher notwendig, bei diesen Schritten sorgféltig vorzugehen und die dem Produkt
beiliegende Gebrauchsanweisung sorgféltig zu befolgen.

Aufgrund ihrer hohen analytischen Sensitivitat ist die bei diesem Produkt verwendete Methode zur
Echtzeit-Amplifikation empfindlich fiir Kreuzkontaminationen durch die positiven Proben, die Positive Control
und die gleichen Amplifikationsprodukte. Kreuzkontaminationen fiihren zu falsch-positiven Ergebnissen. Durch
das Produktformat werden Kreuzkontaminationen begrenzt. Trotzdem kdnnen Kreuzkontaminationen nur
durch Beachtung der guten Laborpraxis und der vorliegenden Gebrauchsanweisung vermieden werden.

Dieses Produkt darf nur von qualifiziertem Personal, das im Umgang mit potenziell infektidsen
biologischen Proben und als geféhrlich klassifizierten chemischen Praparaten geschult ist, verwendet werden.
Dadurch sollen Unfalle mit méglicherweise ernsten Folgen flr den Anwender und andere Personen vermieden
werden.

Die Verwendung dieses Produkts erfordert Arbeitskleidung und Arbeitsbereiche, die fiir den Umgang
mit potenziell infektidsen biologischen Proben und als geféhrlich klassifizierten chemischen Praparaten
geeignet sind, um Unfalle mit mdglicherweise ernsten Folgen fir den Anwender und andere Personen zu
vermeiden.

Dieses Produkt macht das Tragen von Spezialkleidung und das Verwenden von fir die Einrichtung
des Arbeitslaufs vorgesehenen Instrumente erforderlich, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden.

Dieses Produkt darf nur von professionellem, qualifiziertem Personal, das im Umgang mit
molekularbiologischen Techniken, wie Extraktion, Amplifikation und Nachweis von Nukleinsduren geschult ist,
verwendet werden. Dadurch sollen falsche Ergebnisse vermieden werden.

Eine r&umliche Trennung von Vorbereitung des kompletten Reaktionsgemischs und die
Extraktion/Amplifikation/Detektion von Amplifikationsprodukten ist zu beachten, um falsch-positive Ergebnisse
zu vermeiden.

Vor einer Umstellung auf eine neue Technologie sollten die Anwender aufgrund von inh&renten
Unterschieden zwischen verschiedenen Technologien Korrelationsstudien zu den Methoden durchflihren, um
die Unterschiede zwischen den Technologien abschétzen zu kénnen.

Ein mit diesem Produkt erhaltenes negatives Ergebnis bedeutet, dass die Ziel-RNA nicht in der RNA,
die aus der Probe extrahiert wurde, nachgewiesen wurde. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
die Erregerlast unter dem Detektionslimit des Produkts liegt (siehe ,Leistungsmerkmale®). In diesem Fall kann
das Ergebnis falsch-negativ sein.

Mit diesem Produkt erhaltene Ergebnisse kénnen manchmal aufgrund von Ausféllen der internen
Kontrolle unglltig sein. In diesem Fall ist die Probe beginnend mit der Extraktion erneut zu testen, was zu
Verzdgerungen der endgiltigen Testergebnisse flihren kann.

Etwaige Polymorphismen, Insertion oder Deletionen in der Primer- oder Sondenbindungsregion der
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Ziel-RNA kénnen den Nachweis und die Quantifizierung der Ziel-RNA beeintréchtigen.

Wie bei allen diagnostischen Produkten missen bei der Interpretation der mit diesem Test erhaltenen
Ergebnisse alle klinischen Daten und sonstigen Laborbefunde des Patienten berlicksichtigt werden.

Wie bei allen diagnostischen Produkten besteht auch bei diesem Produkt ein Restrisiko von
unglltigen, falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnissen. Dieses Restrisiko kann nicht eliminiert oder
weiter minimiert werden. In manchen Fallen kann dieses Restrisiko zu falschen Entscheidungen mit potenziell
gefahrlichen Auswirkungen auf den Patienten beitragen.

FEHLERBEHEBUNG

Ungiiltige Reaktion des Q-PCR Standard oder der Positive Control
Ungiiltige Standardkurve

Mdgliche Ursachen AbhilfemaBnahmen

Position von komplettem Reaktionsgemisch, Q-PCR
Standards und Positivkontrolle kontrollieren.
Volumina von komplettem Reaktionsgemisch, Q-PCR
Standards und Positivkontrolle kontrollieren.

Einstellfehler des Gerats.

Volumina der bei der Zubereitung des kompletten
Reaktionsgemischs verwendeten Reagenzien
kontrollieren.

Fehler bei der Zubereitung des kompletten
Reaktionsgemischs.

Das komplette Reaktionsgemisch nicht fiir mehr als drei
Laufe verwenden (7 Stunden im Bestandsbereich).

Den RT EnzymeMix nicht langer als 10 Minuten bei
Temperaturen Gber -20 °C aufbewahren.

Das komplette Reaktionsgemisch nicht langer als 30
Minuten bei Raumtemperatur aufbewahren.
Ein neues Aliguot Unterkomponenten verwenden.

Abbau des kompletten Reaktionsgemischs
oder seiner Unterkomponenten.

Den Q-PCR Standard nicht fir mehr als 2 unabhangige
Arbeitslaufe  verwenden  (jeweils 2 Stunden im

Extraktionsbereich).
Abbau von Q-PCR Standards oder Positive | Die Positive Control nicht fir mehr als 4 unabhangige
Control. Arbeitslaufe  verwenden (jeweils 3 Stunden im
Extraktionsbereich).
Neue Aliquote von Q-PCR Standards oder Positive Control
verwenden.

Technischen Kundendienst der ELITechGroup

Geratefehler. kontaktieren.

Ungiiltige Reaktion der Negative Control

Mdgliche Ursachen AbhilfemaBnahmen

Position des kompletten Reaktionsgemischs und der
Negativkontrolle kontrollieren.
Volumina des kompletten Reaktionsgemischs und der
Negativkontrolle kontrollieren.

Einstellfehler des Gerats.

Kontamination des kompletten
Reaktionsgemischs oder seiner
Unterkomponenten.

Das komplette Reaktionsgemisch erneut zubereiten.
Ein neues Aliquot der Komponenten verwenden.

Die Negative Control nicht fir mehr als 1 Lauf verwenden.
Kontamination der Negative Control. Ein neues Aliqguot hochreines Wasser fir die
Molekularbiologie verwenden.

Oberflachen mit wéassrigen Reinigungsmitteln reinigen,
Laborkittel waschen, verwendete Testréhrchen und
Spitzen austauschen.

Kontamination des Extraktionsbereichs, von
Racks oder des Bestandsblocks.

Technischen Kundendienst der ELITechGroup

Gerétefehler. kontaktieren.
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Ungiiltige Probenreaktion

Mégliche Ursachen

AbhilfemaBnahmen

Einstellfehler des Gerats.

Position des kompletten Reaktionsgemischs und der Probe
kontrollieren.

Volumina des kompletten Reaktionsgemischs und der
Probe kontrollieren.

Fehler bei der Zubereitung des kompletten
Reaktionsgemischs.

Volumina der bei der Zubereitung des kompletten
Reaktionsgemischs verwendeten Reagenzien
kontrollieren.

Abbau des kompletten Reaktionsgemischs
oder seiner Unterkomponenten.

Das komplette Reaktionsgemisch nicht fir mehr als drei
Laufe verwenden (7 Stunden im Bestandsbereich).

Das komplette Reaktionsgemisch nicht langer als 30
Minuten bei Raumtemperatur aufbewahren.

Den RT EnzymeMix nicht langer als 10 Minuten bei
Temperaturen tber -20 °C aufbewahren.

Das komplette Reaktionsgemisch erneut zubereiten.

Ein neues Aliquot Unterkomponenten verwenden.

Abbau der Templates fiir die Internal Control.

Ein neues Aliquot der Internal Control verwenden.

Inhibiton  durch  die  Probe  stérende
Substanzen.

Amplifikation der eluierten Probe mit einer 1:2-Verdlinnung
in hochreinem Wasser fiir die Molekularbiologie in einem
,PCR Only“-Lauf (nur PCR) wiederholen.

Extraktion mit einer 1:2-Verdinnung der Probe in
hochreinem Wasser flr die Molekularbiologie in einem
,Extract + PCR"-Lauf (Extraktion + PCR) wiederholen.

Geratefehler.

Technischen Kundendienst der ELITechGroup
kontaktieren.

Fehler 30103

Méogliche Ursachen

AbhilfemaBnahmen

Zu hohe Konzentration von Ziel-DNA in der
Probe.

Wenn im PCR-Diagramm eine signifikante Amplifikation zu
beobachten ist:

- entsprechende Spur fir die Probe auswahlen und
Ergebnis manuell bestéatigen.

Wenn ein Ct-Wert benétigt wird:

- Amplifikation der eluierten Probe mit einer 1:10-
Verdlnnung in hochreinem  Wasser  fir  die
Molekularbiologie in einem ,PCR Only“-Lauf (nur PCR)
wiederholen oder

- Extraktion mit einer 1:10-Verdlnnung der Priméarprobe in
hochreinem Wasser flr die Molekularbiologie in einem
,Extract + PCR"-Lauf (Extraktion + PCR) wiederholen.

TH Error (Schwellenwert-Fehler), SDM Error (Fehler bei Maximum der zweiten Ableitung), Ct Error

(Ct-Fehler)

Méogliche Ursachen

AbhilfemaBnahmen

Probe mit anormaler Diagrammform.

Wenn im PCR-Diagramm eine signifikante Amplifikation zu
beobachten ist, die Fehler generiert:

- Amplifikation der eluierten Probe mit einer 1:10-
Verdlinnung in hochreinem  Wasser  fir  die
Molekularbiologie in einem ,PCR Only“-Lauf (nur PCR)
wiederholen oder

- Extraktion mit einer 1:10-Verdlnnung der Primé&rprobe in
hochreinem Wasser fir die Molekularbiologie in einem

,Extract + PCR"-Lauf (Extraktion + PCR) wiederholen.
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Erflllt die Anforderungen der Européischen Richtlinie 98/79/EG uber In-vitro-Diagnostika.
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[ HINWEIS AN DEN KAUFER: EINGESCHRANKTE LIZENZ |

Dieses Produkt enthalt Reagenzien, die von Thermo Fisher Scientific hergestellt wurden und im
Rahmen von Lizenzvereinbarungen zwischen ELITechGroup S.p.A. und deren Tochtergesellschaften und
Thermo Fisher Scientific vertrieben werden. Im Kaufpreis dieses Produkts eingeschlossen sind
eingeschrankte, nicht Ubertragbare Rechte zum Gebrauch nur dieser Produktmenge ausschlieBlich fir
Aktivitaten des Kaufers mit direktem humandiagnostischem Bezug. Informationen zum Kauf einer Lizenz fur
dieses Produkt zu anderen als den oben genannten Zwecken sind erhéltlich bei Licensing Department,
Thermo Fisher Scientific. E-Mail: outlicensing@thermofisher.com.

ELITe MGB® Nachweisreagenzien sind durch eines oder mehrere der US-Patente mit den Nummern
6,127,121, 6,485,906, 6,660,845, 6,699,975, 6,727,356, 6,790,945, 6,949,367, 6,972,328, 7,045,610,
7,319,022, 7,368,549, 7,381,818, 7,662,942, 7,671,218, 7,715,989, 7,723,038, 7,759,126, 7,767,834,
7,897,736, 8,008,522, 8,067,177, 8,163,910, 8,389,745, 8,969,003, 8,980,855, 9,056,887, 9,085,800 und
9,169,256 und der EP-Patente mit den Nummern 1068358, 1144429, 1232157, 1261616 1430147, 1781675,
1789587, 1975256 und 2714939 sowie durch anhdngige Patentanmeldungen geschdtzt.

Die ELITe InGenius®- und ELITe BeGenius®-Technologie ist durch Patente und Patentanmeldungen
geschutzt.

Diese eingeschrankte Lizenz erlaubt der Person oder Einrichtung, der das Produkt zur Verfligung
gestellt wurde, das Produkt und die bei Verwendung des Produkts erzeugten Daten ausschlieBlich fir die
Humandiagnostik zu verwenden. Weder die ELITechGroup S.p.A. noch deren Lizenzgeber gewahren weitere,
ausdrickliche oder stillschweigende Lizenzen fiir andere Zwecke.

TagMan™ ist eine Marke von Thermo Fisher Scientific.

cobas® ist eine eingetragene Marke von Roche Diagnostics.

ELITe MGB®, das ELITe MGB®-Geratelogo, ELITe InGenius® und ELITe BeGenius® sind in der Européischen Union eingetragene Marken
der ELITechGroup.
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HIV1 ELITe MGB® Kit used in association with Genius series® o

Ref: RTK60OING

fii Caution, this document is a simplified version of the official instruction for use. This document is available only in English.
Please refer to the complete document before use: www.elitechgroup.com

Intended use

The “HIV1 ELITe MGB® Kit” product is a quantitative nucleic acids reverse transcription and amplification assay for the detection and
the quantification of the RNA of Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV1) in RNA samples extracted from clinical specimens.
The assay is able to detect the RNA of HIV1 belonging to group M (subtypes A, B, C, D, F, G, H, J, K, L), group O, group N and major
CRF subtypes CRFO1-AE, CRF02-AG and CRF03-AB.

The assay is validated in association with “ELITe InGenius®” and “ELITe BeGenius®” system starting from human plasma collected in
EDTA or in ACD samples.

The product is intended for use as an aid in the management of HIV1-infected individuals undergoing antiviral therapy, together with
patient’s clinical data and other laboratory test results.

Amplified sequence

Sequence Gene Fluorophore Channel
Target HIV1 polymerase gene (integrase region) FAM HIV1
Internal Control MS2 AP525 IC

Validated matrix

> Plasma EDTA > Plasma ACD
Kit content
HIV1 ELITe MGB Mix HIV1 ELITe Standard HIV1 - ELITe Positive Control HIV1 Internal Control
i () (M) (T
Y {
{Im)
X4 X2 ﬁ X1 X8
HIV PCR Mix RT EnzymeMix Ready-to-use Calibrators:  Ready-to-use PC Ready-to-use IC
4 tubes of 600 pL 2 tubes of 20 pL 10%, 104, 103, 102 2 tubes of 160 pL 8 tubes of 160 pL
96 reactions per kit 96 reactions per kit 1 set of 4 tubes of 160 uL 8 reactions per kit 96 extractions per kit
5 freeze-thaw cycles 10 freeze-thaw cycles 2 freeze-thaw cycles 4 freeze-thaw cycles 12 freeze-thaw cycles
Maximum shelf-life: 18 months Storage Temperature: -20 °C
Material required not provided in the kit
> ELITe InGenius instrument: INTO30 > ELITe InGenius SP200 Consumable Set: INT032CS
> ELITe BeGenius instrument: INTO40 > ELITe InGenius Waste Box: F2102-000
> ELITe InGenius SP 1000 Extraction Cartridge: > Filter Tips 300 pL: TF-350-L-R-S
INTO33SP1000 > 1000 pL Filter Tips Tecan: 30180118
> ELITe InGenius PCR Cassette: INTO35PCR
ELITe InGenius and ELITe BeGenius protocol
> Sample volume 600 pL > Unit of quantitative result International Unit: IU/mL
> HIV1 CPE volume 10 pL Copies: Copies/mL
> Total elution volume 50 pL »  Conversion factor to IU 2.3 1U/copy
> PCR elution input volume 20 uL > Frequency of controls 15 days
> Complete PCR Mix volume 20 uL > Frequency of calibration 60 days
ELITe InGenius and ELITe BeGenius Performance
Matrix Limit of Detection Method Correlation Diagnostic Specificity
601U/ mL R? = 0.964 99.5%
Plasma . . )
26 copies / mL 141 quantified samples 195 confirmed samples / 196 tested samples

reference methods:
“cobas® HIV1 for use on the 4800 Systems” and
“cobas® HIV1 for use on the 6800 Systems”, Roche Diagnostics.
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Sample preparation

Plasma samples collected in EDTA or ACD samples must be identified according to laboratory guidelines, transported and stored
at room temperature (~+25 °C) for a maximum of one day or at +2 / +8 °C for a maximum of three days. Otherwise, they must
be frozen and stored at ~-20 °C for a maximum of one month or at ~-70 °C for six months. Do not use Plasma collected in
heparin in order to prevent inhibition of amplification reaction and frequent invalid results.

ELITe InGenius Procedures

The user is guided step-by-step by the ELITe InGenius software to prepare the run. All the steps: extraction, reverse
transcription, amplification and result interpretation are automatically performed. Three operational modes are available:
complete run, or extraction only, or PCR only.

1. Switch on ELITe InGenius.
Log in with username and password
Select the mode “Closed”

4. Prepare the complete reaction mixture

Before analysis

Verify calibrators: HIV1 Q-PCR
Standard in the “Calibration” menu
Verify controls: HIV1 Positive Control
and HIV1 Negative Control in the
“Controls” menu

Note: Both must have been run,
approved and not expired

Sample Number (N) HIV1 PCR Mix RT EnzymeMix
1<N<5 (N+1)x20uL (N+1)x0.3puL
6<N<11 (N+2)x20puL (N+2)x0.3puL

N=12 290 pL 4.4 pL

Procedure 1 - Complete run: Extraction + PCR

1. Select “Perform Run” on the touch

screen

4. Select the “Assay protoco

In

of

interest: HIV1 ELITe_PL_600_50

7. Load: PCR cassette, Extraction
cartridge, Elution tube, Tip Cassette,

Extraction Tube racks

1 to 4: Follow the Complete Run
procedure described above

7. Load: PCR cassette rack and the
Elution tube rack with the

extracted nucleic acid

1 to 4: Follow the Complete Run
procedure described above

7. Load: Extraction cartridge, Elution
tube, Tip cassette, Extraction Tube

racks

Verify the extraction volumes:

Input: “1000 pL”, elution: “50 uL”

Select the method “Extract + PCR”
and the sample position:
Extraction Tube

Close the door

Start the run

Procedure 2 - PCR only

Select the method “PCR only” and
set the sample position “Elution
Tube”

Close the door
Start the run

Procedure 3 - Extraction only

Select the method “Extraction
Only” and set the sample position:
Extraction Tube

Close the door
Start the run

Annex_SCH mRTK600ING_HIV_ InGenius_BeGenius_AB

3.

Thaw the HIV1 PCR Mix and the HIV1
CPE tubes

Vortex gently

Spin down 5 sec

Keep the RT EnzymeMix in ice

Vortex gently

Spin down 5 sec

Keep the complete reaction mixture
in ice. Do not expose to direct light.

Scan the sample barcodes with hand-
held barcode reader or type the
sample ID

Load the complete reaction mixture
and the Internal Control in the
inventory block

View, approve and store the results

Load the complete reaction
mixture in the inventory block

View, approve and store the
results

Load the Internal Control in the
inventory block

Archive the eluate sample
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ELITe BeGenius Procedures

The user is guided step-by-step by the ELITe BeGenius software to prepare the run. All the steps: extraction,
amplification and result interpretation are automatically performed. Three operational mode are available:
complete run, or extraction only, or PCR only.

Before analysis

1. Switch on ELITe BeGenius. 2. Verify calibrators: HIV1 Q-PCR 3. Thaw the HIV1 PCR Mix and the HIV1
Log in with username and password Standard in the “Calibration” menu CPE tubes
Select the mode “Closed” Verify controls: HIV1 Positive Control Vortex gently

and HIV1 Negative Control in the Spin down 5 sec

“Controls” menu Keep the RT EnzymeMix in ice

Note: Both must have been run,
approved and not expired

4. Prepare the complete reaction mixture 5. Vortex gently
Sample Number (N) HIV1 PCR Mix RT EnzymeMix Spin down 5 sec
1<N<5 (N+1)x20pL (N+1)x0.3 uL Keep the complete reaction mixture
6<N<11 (N+2)x20pL (N+2)x0.3pL in ice. Do not expose to direct light.
N=12 290 pL 4.4 L

Procedure 1 - Complete run: Extraction + PCR

1. Select “Perform Run” on the touch 2. Insert the Sample Rack with the 3. Verify the extraction volumes:
screen and then click on the run mode barcoded samples in the cooling area. The Input: “600 pL”, Eluate: “50 pL”
«Extraction and PCR» barcode scan is already active

Barform Run

S TR 5 P <

|u

4. Select the “Assay protocol” of interest 5. Print the labels to barcode the empty 6. Load the complete reaction mixture and
= — elution tubes. Load the tubes in the Elution the CPE Internal Control in Reagent Rack
= = Rack and insert it in the cooling area and insert it in the cooling area

Perform Run

perform Run

— e
Note: if a second extraction is performed repeat N e A e - o
steps from 2 to 4 o s
7. Load: Filter Tips, Extraction rack, and 8. Close the door. Start the run

PCR rack

Results Display Graph |

a =] e
Procedure 2 - PCR only
1. Select “Perform Run” on the touch 2. Load the extracted nucleic acid 3. Select the “Assay protocol” of interest
screen and the click on the run mode barcoded tubes in the Elution Rack and
«PCR Only» insert it in the cooling area
4. Load the complete reaction mixturein 5. Close the door. Start the run 6. View, approve and store the results

Reagent Rack and insert it in the
cooling area Load filter tips and the PCR
rack
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Procedure 3 - Extraction only

|u

1to 4 : Follow the Complete Run 5. Select the protoco

procedure described above

screen.
7. Load : Filter Tips and the Extraction 8. Close the door
Rack Start the run
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Extraction Only”
in the Assay Protocol selection

6. Load the CPE Internal Control in the
Elution Rack and insert it in the
cooling area

9. Archive the eluate sample
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