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NOTICE of CHANGE dated 08/06/2022
IMPORTANT COMMUNICATION FOR THE USERS OF PRODUCT:

«CMV ELITe MGB® Kit»
Ref. RTKO15PLD

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), Plasma and Whole Blood
- Update of PERFORMANCE CHARACTERISTICS:
o Change in Limit of Detection (LoD)
o Change in Linear measuring range
o Addition of Repeatability
o Addition of Reproducibility

- Introduction of IC cut-off value

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

THE REVIEW OF THIS IFU IS ALSO COMPATIBLE WITH THE PREVIOUS VERSION OF THE KIT
CET IFU MIS A JOUR ANNULE ET REMPLACE ET EST PARFAITEMENT COMPATIBLE AVEC LA VERSION
PRECEDENTE DU KIT
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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

0B [l

DIE REVIEW VON DIESER IFU IST KOMPATIBLE MIT DER VORIGE VERSION VON DEM TEST-KIT

Notice of Change nr. SCH mRTK015PLD_20_en dated 08/06/2022
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| VERWENDUNGSZWECK

Das Produkt ,CMV ELITe MGB® Kit* ist ein qualitativer und quantitativer Nukleinsdure-
Amplifikationstest zum Nachweis und zur Quantifizierung der DNA des humanen Zytomegalievirus (CMV)
in DNA-Proben, die aus in EDTA entnommenem Vollblut, in EDTA entnommenem Plasma, Liquor, Urin,
Mundschleimhautabstrichen, Fruchtwasser oder bronchoalveolaren Lavagen (BAL) / Bronchialaspirat (BA)
extrahiert wurden.

Das Produkt ist zur Verwendung bei der Diagnose und Uberwachung von CMV-Infektionen, sowie fiir
klinische Patientendaten und weitere Laborbefunde bestimmt.

TESTPRINZIPIEN

Der Assay besteht aus einer Echtzeit-Amplifikationsreaktion mit einem programmierbaren Thermostat,
der mit einem optischen System zum Fluoreszenznachweis ausgestattet ist.

In jeder Vertiefung werden zwei Amplifikationsreaktionen durchgefihrt, wobei zunéchst aus den Proben
extrahierte DNA getestet wird: eine spezifische Reaktion fir die Exon-4-Region des CMV-MIEA-Gens (major
immediate early antigen, HCMVUL123) und eine spezifische Reaktion fur eine Region des humanen beta-
Globin-Gens (interne Kontrolle der Hemmung). Die mit einem FAM-Fluorophor markierte, CMV-spezifische
Sonde mit ELITe MGB®-Technologie wird aktiviert, wenn sie mit dem spezifischen Produkt der CMV-
Amplifikationsreaktion hybridisiert. Die mit einem AP525-Fluorophor (analog zu VIC) markierte, flr 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 lassen sich das Vorhandensein und der Titer von CMV-DNA in der Ausgangsprobe
nachweisen.

Im Anschluss an den Amplifikationslauf kann die Dissoziationskurve (Schmelzkurve) analysiert werden,
um die Dissoziationstemperatur (Schmelztemperatur) zu ermitteln und das Vorhandensein der korrekten
Targets zu bestatigen oder das Vorhandensein von Mutationen zu identifizieren.

Der Test ist mit den in diesem Benutzerhandbuch beschriebenen Systemen validiert.

In der folgenden Abbildung ist der Mechanismus der Aktivierung und Fluoreszenzemission der ELITe
MGB®-Technologie-Sonde zusammenfassend dargestellt. Bitte beachten Sie, dass die Sonde wahrend des
Amplifikationszyklus nicht hydrolysiert wird, damit sie flir die Analyse der Dissoziationskurve verwendet werden
kann.

ELITe MGB® Sonde

Primer DNA-Pol
(Q ) X olymerase

Denaturierung

m Fluoreszenz

DNA-Matrize

Hybridisierung / Nachweis

Extension . 31 )
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| PRODUKTBESCHREIBUNG |

Das Produkt ,,CMV ELITe MGB® Kit“ enthlt das gebrauchsfertige Komplettgemisch ,CMV Q - PCR
Mix“ zur Echtzeit-Amplifikation in einer stabilisierenden Lésung, die in vier Einweg-Testréhrchen aliquotiert
wird. Jedes Rohrchen enthalt 540 pl Losung, die flr 24 Tests (bei Verarbeitung von mindestens 2 Proben pro
Lauf) mit dem ,,ELITe InGenius®“ und dem ,,ELITe BeGenius®“ System und 25 Tests mit anderen Systemen
ausreicht.

Die Primer und die CMV-spezifische Sonde (stabilisiert mit einer MGB®-Gruppe, markiert mit FAM-
Fluorophor und ausgeléscht mit einem nicht-fluoreszierenden Molekil) sind spezifisch fir die Exon-4-Region
des CMV-MIEA-Gens (major immediate early antigen, HCMVUL123).

Die Primer und die Sonde flr die interne Kontrolle (stabilisiert mit einer MGB®-Gruppe, markiert mit
AP525-Fluorophor, analog zu VIC, und ausgeléscht mit einem nicht-fluoreszierenden Molekdl) sind spezifisch
fur die Promoter- und 5-UTR-Region des humanen beta-Globin-Gens.

Das Reaktionsgemisch enthalt Puffer, Magnesiumchlorid, Triphosphatnukelotide, AP593-Fluorophor
(anstelle von ROX oder Cy5 als Passivreferenz fir die Fluoreszenz-Normalisierung verwendet), das Enzym
Uracil-N-Glycosidase (UNG) zur Inaktivierung der Kontamination durch das Amplifikationsprodukt sowie das
,Warmstart“-DNA-Polymerase-Enzym.

Das Produkt reicht aus fir 96 Tests mit dem ,ELITe InGenius® und ,ELITe BeGenius®"
einschlieBlich Standards und Kontrollen.

Das Produkt reicht aus fur 100 Tests mit anderen Systemen einschlieBlich Standards und Kontrollen.

| IM KIT ENTHALTENE MATERIALIEN

Komponente Beschreibung Menge Gefahrenklasse
CMV Q- PCR Mix Komplettes Reaktionsgemisch 4 x 540 pl

| BENOTIGTE MATERIALIEN (NICHT IM KIT 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 pl).

- Hochreines Wasser fiir die Molekularbiologie.

- Programmierbarer Thermostat mit optischem Fluoreszenznachweissystem 7300 Real-Time PCR System oder
7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument, das gemaB den Herstelleranweisungen kalibriert ist.

- Programmierbarer Thermostat mit optischem Fluoreszenznachweissystem cobas z 480 analyzer, das geman
den Herstelleranweisungen kalibriert ist.

SONSTIGE BENOTIGTE PRODUKTE

Die Reagenzien fir die Extraktion von DNA aus den Proben, die Positivkontrolle der Extraktion, die
Positivkontrolle der Amplifikation, die bekannten DNA-Mengenstandards und die Verbrauchsmaterialien sind
nicht in diesem Kit enthalten.

Fir die manuelle DNA-Extraktion aus zu analysierenden Proben ist die Verwendung des generischen
Produkts ,,EXTRAblood“ (ELITechGroup S.p.A., Bestell-Nr. EXTBO01), ein Kit zur Extraktion von DNA aus
zellularen und nicht-zellularen Proben, validiert.
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Fir die automatische Probenanalyse mit dem Gerat ,,ELITe InGenius“ (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr.
INT030) werden die folgenden generischen Produkte benétigt: die Extraktionskartuschen ,,ELITe InGenius® SP
200“ (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. INT032SP200) oder ,,ELITe InGenius® SP 1000“ (ELITechGroup S.p.A.,
Art.-Nr. INTO33SP1000), die Verbrauchsmaterialien fir die Extraktion und Amplifikation von Nukleinsduren aus
biologischen Proben

+ELITe InGenius® SP 200 Consumable Set“ (ELITechGroup S.p.A, Art.-Nr. INT032CS), ,,ELITe InGenius®
Waste Box“ (ELITechGroup S.p.A, Art.-Nr. F2102-000), ,,ELITe InGenius® PCR Cassette“ (ELITechGroup
S.p.A, Art.-Nr. INTO35PCR) und ,,300 pL Filter Tips Axygen“ (Axygen BioScience Inc., CA, USA, Art.-Nr. TF-
350-L-R-S).

Fir die automatische DNA-Extraktion, Amplifikation und Interpretation der Probenanalyse werden das
Geréat ,,ELITe InGenius“ (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. INT030) und die folgenden spezifischen Assay
Protocols (ELITechGroup S.p.A.) benétigt:

fur die Kalibratoren «CMV ELITe_STD» oder «CMV ELITe_STD_1000_100»,

fur die Positivkontrolle der Amplifikation «<CMV ELITe_PC» oder «CMV ELITe_PC_1000_100»,

fur die Negativkontrolle der Amplifikation «CMV ELITe_NC» oder «CMV ELITe_NC_1000_100»,

fuar die Probenanalyse ,CMV ELITe_WB_200_100“, ,CMV ELITe_PL_200_100“, ,CMV
ELITe_PL_1000_100“, ,CMV ELITe_CSF_200_100“, ,CMV ELITe_U_200_100“, ,CMV
ELITe_BS_200_100“, ,,CMV ELITe_AF_200_100“ und ,,CMV ELITe_BAL_200_100".

Fir die automatische Probenanalyse mit dem Gerét «ELITe BeGenius®» (ELITechGroup S.p.A., Art.-
Nr. INT040) sind die folgenden generischen Produkte validiert: die Extraktionskartuschen «ELITe InGenius® SP
200» (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. INT0O32SP200), die Verbrauchsmaterialien fur die Extraktion und
Amplifikation von Nukleinsduren aus biologischen Proben «ELITe InGenius® SP 200 Consumable Set»
(ELITechGroup S.p.A, Art.-Nr. INT032CS), «ELITe InGenius® Waste Box» (ELITechGroup S.p.A, Art.-Nr.
F2102-000), «ELITe InGenius® PCR Cassette» (ELITechGroup S.p.A, Art.-Nr. INTO35PCR) und «1000 pL
Filter Tips Tecan» (Tecan, Schweiz, Art.-Nr. 30180118).

Fir die automatische DNA-Extraktion, Amplifikation und Interpretation der Probenanalyse werden das
Gerat ,ELITe BeGenius“ (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. INT040) und die folgenden spezifischen Assay
Protocols (ELITechGroup S.p.A.) benétigt:

fur die Kalibratoren «CMV ELITe_Be_STD»,

fur die Positivkontrolle der Amplifikation «<CMV ELITe_Be_PC»,

fur die Negativkontrolle der Amplifikation «CMV ELITe_Be_NC»,

fur die Probenanalyse ,,CMV ELITe_Be_WB_200_100“ und ,,CMV ELITe_Be_PL_200_100“.

Fir die automatische DNA-Extraktion aus zu analysierenden Proben ist die Verwendung des
generischen Produkts ,,ELITe STAR 200 Extraction Kit“ (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. INTO11EX), ein Kit zur
Extraktion von Nukleinsaure aus biologischen Proben, mit dem Gerat ,ELITe STAR® (ELITechGroup S.p.A.,
Art.-Nr. INT010) validiert.

Far die automatische DNA-Extraktion und Vorbereitung von Mikrotiterplatten fiir die Amplifikation von zu
analysierenden Proben ist die Verwendung des generischen Produkts «ELITe GALAXY 300 Extraction Kit»
(ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. INTO21EX), ein Kit zur Extraktion von Nukleinsdure aus biologischen Proben,
mit dem Geréat «<ELITe GALAXY» (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. INT020) validiert.

Fir die automatische DNA-Extraktion aus zu analysierenden Proben sind die generischen Produkte
»NUcliSENS® easyMAG® Reagents“ (bioMérieux SA, Art.-Nr. 280130, 280131, 280132, 280133, 280134,
280135), Kits zur Extraktion von Nukleinsédure aus biologischen Proben, mit dem Gerat ,,NucliSENS®
easyMAG® (bioMérieux SA, Art.-Nr. 200111) ebenfalls validiert.

Fir die automatische DNA-Extraktion aus zu analysierenden Proben sind die Produkte
»QlAsymphony® DNA Mini Kit* (QIAGEN GmbH, Art.-Nr. 931236) und ,,QlAsymphony® DSP Virus /
Pathogen Midi kit“ (QIAGEN GmbH, Art.-Nr. 937055), Kits zur Extraktion von Nukleinsdure aus biologischen
Proben, mit dem Gerat ,,QlAsymphony® SP/AS“ (QIAGEN GmbH, Art.-Nr. 9001297, 9001301) und den
dazugehdrigen generischen Produkten ebenfalls validiert.

Fir die automatische DNA-Extraktion aus zu analysierenden Proben ist das Produkt «MagNA Pure 24
Total NA Isolation Kit» (Roche, Art.-Nr. 07658036001), ein Kit zur Extraktion von Nukleinsiure aus
biologischen Proben, mit dem Gerédt «MagNA Pure 24 System» (Roche, Art.-Nr. 07290519001) ebenfalls
validiert.
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Beim Einsatz eines 7300 Real-Time-PCR-Systems muss das generische Produkt ,,Q - PCR
Microplates” (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. RTSACCO01), Mikrotiterplatten mit 0,2-ml-Vertiefungen und
selbsthaftenden Dichtungsfolien fir die Echtzeit-Amplifikation, verwendet werden.

Beim Einsatz eines 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument muss das generische Produkt: ,,Q - PCR
Microplates Fast“ (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. RTSACCO02), Mikrotiterplatten mit 0,1-ml-Vertiefungen und
selbsthaftenden Dichtungsfolien fir die Echtzeit-Amplifikation, verwendet werden.

Beim Einsatz eines cobas z 480 analyzer muss das generische Produkt «AD-plate 0.3ml» (Roche, Art.-
Nr. 05232724001), Mikrotiterplatten mit 0,3-ml-Vertiefungen und selbsthaftenden Dichtungsfolien fir die
Echtzeit-Amplifikation, verwendet werden.

Wird ein Nachweis von CMV DNA benétigt (qualitative Analyse), verwenden Sie das Produkt ,,CMV -
ELITe Positive Control“ (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. CTRO15PLD) oder das Produkt ,,CMV - ELITe
Positive Control RF“ (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. CTR015PLD-R), Positive Control von Plasmid-DNA.

Werden der Nachweis und die Quantifizierung von CMV-DNA benétigt (quantitative Analyse), muss das
Produkt ,,CMV ELITe Standard“ (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. STDO15PLD), vier Verdlnnungen von
Plasmid-DNA bekannter Menge zur Ermittlung der Standardkurve, verwendet werden.

Als Positivkontrolle der Nukleinsdureextraktion aus nicht-zellularen Proben und als Inhibitionskontrolle
muss das generische Produkt «CPE - Internal Control» (ELITechGroup S.p.A., Art.-Nr. CTRCPE), eine
stabilisierte Losung, die zwei Plasmid-DNAs und die genomische RNA des MS2-Phagen enthalt, verwendet
werden.

Mithilfe eines Umrechnungsfaktors kénnen die Ergebnisse der quantitativen CMV-Analyse in
internationalen Einheiten gemé&s dem ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for Nucleic
Acid Amplification Techniques” (NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich) ausgedriickt werden.

| WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN |

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

Alle biologischen Proben sind so zu handhaben und zu entsorgen, als wéren sie potenziell infektids.
Direkten Kontakt mit den biologischen Proben vermeiden. Verspritzen und Aerosolbildung vermeiden. Die
Materialien, die mit den biologischen Proben in Kontakt kommen, missen 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 waren sie potenziell infektids. 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 Flussigabfall
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 grindlich waschen.

Ubrig gebliebene Reagenzien und Abfélle gemaRB den geltenden Vorschriften entsorgen.

Vor Durchfiihrung des Tests alle dem Produkt beiliegenden Anweisungen aufmerksam lesen.
Bei der Durchfiihrung des Tests die dem Produkt beiliegenden 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 dirfen nicht verwendet werden.

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen fiir molekularbiologische Anwendungen

Molekularbiologische Verfahren, wie die Nukleinsdureextraktion, -amplifikation und -detektion, dirfen
nur von qualifiziertem und geschultem Personal durchgefiinrt werden, um das Risiko von fehlerhaften
Ergebnissen zu vermeiden. Dies gilt insbesondere angesichts des Abbaus von in den Proben enthaltenden
Nukleinsauren sowie der Kontamination der Proben durch Amplifikationsprodukte.
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Bei manueller Einrichtung des Amplifikationslaufs ist eine raumliche Trennung von
Extraktion/Vorbereitung der Amplifikationsreaktionen und Amplifikation/Detektion von Amplifikationsprodukten
zu beachten. Niemals ein Amplifikationsprodukt in den flir die Extraktion/Vorbereitung von
Amplifikationsreaktionen vorbehaltenen Bereich einfihren.

Bei manueller Einrichtung des Amplifikationslaufs mulssen Laborkittel, Schutzhandschuhe und
Hilfsmittel vorhanden sein, die ausschlieBlich fir die Extraktion/Vorbereitung der Amplifikationsreaktionen und
fir die Amplifikation/Detektion von Amplifikationsprodukten verwendet werden. Niemals Laborkittel,
Schutzhandschuhe oder Hilfsmittel aus dem flr die Amplifikation / den Nachweis von Amplifikationsprodukten
vorbehaltenen Bereich in den fur die Extraktion/Vorbereitung der Amplifikationsreaktionen vorbehaltenen
Bereich bringen.

Die Proben durfen ausschlieBlich fir diese Art von Analyse verwendet werden. Die Proben missen
unter einer Laminar-Flow-Haube verarbeitet werden. Rohrchen, die verschiedene Proben enthalten, dirfen
niemals gleichzeitig gedffnet werden. Die zur Verarbeitung der Proben verwendeten Pipetten dirfen
ausschlieBlich flr diesen Zweck verwendet werden. Die Pipetten mussen nach dem Verdréangungsprinzip
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 Reagenzien missen unter einer Laminar-Flow-Haube gehandhabt werden. Die fiir die Amplifikation
bendtigten Reagenzien miissen so vorbereitet werden, dass sie in einem einzelnen Lauf verwendet werden
kénnen. Die Pipetten, die fiir die Handhabung der Reagenzien verwendet werden, dirfen nur fir diesen Zweck
verwendet werden. Die Pipetten missen nach dem Verdrdngungsprinzip 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 missen so verwendet werden, dass eine Freisetzung in die Umgebung
weitestgehend reduziert wird, um die Mdglichkeit einer Kontamination zu vermeiden. Die Pipetten, die flir die
Handhabung von Extraktionsprodukten verwendet werden, dirfen nur fir diesen Zweck verwendet werden.

Amplifikationsprodukte missen so verwendet werden, dass eine Freisetzung in die Umgebung
weitestgehend reduziert wird, um die Mdglichkeit einer Kontamination zu vermeiden. Die Pipetten, die flir die
Handhabung von Amplifikationsprodukten verwendet werden, dirfen nur fir diesen Zweck verwendet werden.

Komponentenspezifische Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen
Der CMV Q - PCR Mix muss bei -20 °C dunkel aufbewahrt werden.

Der CMV Q - PCR Mix darf maximal finf Mal eingefroren und wieder aufgetaut werden; weitere
Gefrier- und Auftauzyklen kénnen zu einem Verlust der Produktleistung fiihren.
Der CMV Q - PCR Mix kann fiir 5 unabhéngige Arbeitsldufe von jeweils 3 Stunden verwendet werden

oder fur bis zu 3 aufeinander folgende Arbeitsldufe von jeweils 3 Stunden im geklhlten Block des Gerats
verbleiben.

| ELITe InGenius® |

| PROBEN UND KONTROLLEN |

Proben
Dieses Produkt darf ausschlieBlich mit den folgenden klinischen Proben verwendet werden:
In EDTA enthommenes Vollblut

Die Vollblutproben fiir die Nukleinsdureextraktion missen gemaB den Laborrichtlinien in EDTA
entnommen und identifiziert werden. AuBerdem dirfen sie maximal drei Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und
aufbewahrt werden; anderenfalls miissen sie tiefgefroren bei -20 °C fir maximal dreiBig Tage oder bei -70 °C
fir langere Zeit aufbewahrt werden.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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 mdéglichen Nukleinséureabbau zu vermeiden.

Hinweis: Wird die Nukleinsaureextraktion aus Vollblut mit dem ELITe InGenius und der ELITe InGenius®
Software, Version 1.3 (oder entsprechende spatere Versionen) durchgefiihrt, ist das Extraktionsprotokoll CMV
ELITe_WB_200_100 zu verwenden. Dieses Protokoll verarbeitet 200 pl Probe, fligt die CPE Internal Control bei
10 pl/Extraktion hinzu und eluiert die Nukleinsguren in 100 pl Wasser.
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Bei Verwendung des Primarréhrchens variiert das Probenvolumen je nach Typ des geladenen
Roéhrchens. Weitere Informationen zur Einrichtung und Durchfihrung des Extraktionsverfahrens sind der
Gebrauchsanweisung des Extraktionskits zu entnehmen.

In EDTA enthommenes Plasma

Die Plasmaproben fir die Nukleinsiureextraktion missen gemaB den Laborrichtlinien in EDTA
entnommen und identifiziert werden. AuBerdem dirfen sie maximal drei Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und
aufbewahrt werden; anderenfalls missen sie tiefgefroren bei -20 °C flir maximal dreiBig Tage oder bei -70 °C
fur langere Zeit aufbewahrt werden.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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: Wird die DNA-Extraktion aus 200 pl Plasma mit dem ELITe InGenius und der ELITe InGenius
Software, Version 1.3 (oder entsprechende spatere Versionen) durchgefiihrt, sind die Extraktionsprotokolle
CMV ELITe_PL_200_100 zu verwenden. Diese Protokolle verarbeiten 200 pl Probe, fligen die CPE Internal
Control bei 10 pl/Extraktion hinzu und eluieren die Nukleins&uren in 100 pl Wasser.

Hinweis: Wird die Nukleinsdureextraktion aus 1000 pl Plasma mit dem ELITe InGenius und der ELITe
InGenius Software, Version 1.3 (oder entsprechende spatere Versionen) durchgefihrt, sind die
Extraktionsprotokolle CMV ELITe_PL_1000_100 zu verwenden. Dieses Protokoll verarbeitet 1000 ul Probe,
figt den CPE bei 10 pl / Extraktion hinzu und eluiert die Nukleins&uren in 100 pl.

Priméarréhrchen kénnen NICHT zusammen mit dem Assay-Protokoll CMV ELITe PL_1000_100
verwendet werden.

Liquor

Die Liquorproben fur die Nukleinsdureextraktion missen unter Vermeidung einer Kontamination mit
Patientenblut gemaB den Laborrichtlinien entnommen werden. AuBerdem dirfen sie maximal vier Stunden bei
+2 bis +8 °C transportiert und aufbewahrt werden; anderenfalls missen sie tiefgefroren bei -20 °C fir maximal
dreiBig Tage oder bei -70 °C fir langere Zeit aufbewahrt werden.

Vor der Analyse mit diesem Produkt missen 0,2 ml Probe in das im ,ELITe InGenius® SP 200
Consumable Set*“ enthaltene Extraktionsréhrchen tberfiihrt werden.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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 mdéglichen Nukleinsaureabbau zu vermeiden.

Hinweis: Wird die Nukleinsdureextraktion aus Liquor mit dem ELITe InGenius und der ELITe InGenius
Software, Version 1.3 (oder entsprechende spatere Versionen) durchgeflhrt, ist das Extraktionsprotokoll CMV
ELITe_CSF_200_100 zu verwenden. Dieses Protokoll verarbeitet 200 pl Probe, fligt den CPE bei 10 ul /
Extraktion hinzu und eluiert die Nukleinsduren in 100 pl.
Urin

Urinproben  fir die  Nukleinsdureextraktion missen gemaB den Laborrichtlinien in
konservierungsmittelfreien Behéltern entnommen werden. AuBerdem dirfen sie maximal vier Stunden bei
Raumtemperatur (+18 bis +25 °C) transportiert und aufbewahrt werden; anderenfalls missen sie tiefgefroren
bei -20 °C fir maximal dreiBig Tage oder bei -70 °C fir langere Zeit aufbewahrt werden.

Vor der Analyse mit diesem Produkt missen 0,2 ml Probe in das im ,ELITe InGenius® SP 200
Consumable Set“ enthaltene Extraktionsrohrchen tberflihrt werden.

Falls méglich, das Einfrieren von Morgenurinproben vermeiden. Das Einfrieren kann die Fallung von
Inhibitoren und den Verlust des DNA-Titers verursachen.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben in Aliquote aufzuteilen, um wiederholten Gefrier- und
Auftauzyklen vorzubeugen.

Hinweis: Wird die DNA-Extraktion aus Urin mit dem ELITe InGenius und der ELITe InGenius Software,
Version 1.3 (oder entsprechende spatere Versionen) durchgefiihrt, sind die Extraktionsprotokolle CMV
ELITe_U_200_100 zu verwenden. Dieses Protokoll verarbeitet 200 pl Probe, fligt den CPE bei 10 pl / Extraktion
hinzu und eluiert die Nukleinsauren in 100 pl.

Mundschleimhautabstrich

Die Mundschleimhaut-Abstrichproben flr die Nukleinsaureextraktion mussen mit den Entnahme- und
Transportsystemen ,eSwab Collection Kit* (COPAN ltalia S.p.A., Art.-Nr. 480CE) genommen und gemaB den
Laborrichtlinien identifiziert werden. AuBerdem dirfen sie maximal finf Tage bei Raumtemperatur (+18 bis
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+25 °C) bzw. maximal sieben Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und aufbewahrt werden; anderenfalls miissen
sie tiefgefroren bei -20 °C flir maximal sechs Monate oder bei -70 °C fiir langere Zeit aufbewahrt werden.

Vor der Analyse mit diesem Produkt missen 0,2 ml Probe in das im ,ELITe InGenius® SP 200
Consumable Set" enthaltene Extraktionsréhrchen Uberfihrt werden.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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 mdéglichen Nukleinséureabbau zu vermeiden.

Hinweis: Wird die Nukleinsdureextraktion aus Mundschleimhautabstrichen mit dem ELITe InGenius und der
ELITe InGenius Software, Version 1.3 (oder entsprechende spatere Versionen) durchgefiihrt, sind die
Extraktionsprotokolle CMV ELITe_BS_200_100 zu verwenden. Dieses Protokoll verarbeitet 200 pl Probe, fligt
den CPE bei 10 ul / Extraktion hinzu und eluiert die Nukleinsauren in 100 pl.

Fruchtwasser

Die Fruchtwasserproben fiir die Nukleinsdureextraktion missen gemaB den Laborrichtlinien
entnommen werden. AuBerdem dlrfen sie maximal vier Stunden bei +2 bis +8 °C transportiert und aufbewahrt
werden; anderenfalls missen sie tiefgefroren bei -20 °C fiir maximal dreiBig Tage oder bei -70 °C fir langere
Zeit aufbewahrt werden.

Vor der Analyse mit diesem Produkt missen 0,2 ml Probe in das im ,ELITe InGenius® SP 200
Consumable Set" enthaltene Extraktionsréhrchen Uberfihrt werden.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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 mdglichen Nukleinséureabbau zu vermeiden.

Hinweis: Wird die Nukleinsdureextraktion aus Fruchtwasser mit dem ELITe InGenius und der ELITe InGenius
Software, Version 1.3 (oder entsprechende spéatere Versionen) durchgefiihrt, sind die Extraktionsprotokolle
CMV ELITe_AF_200_100 zu verwenden. Dieses Protokoll verarbeitet 200 pl Probe, fiigt den CPE bei 10 pl /
Extraktion hinzu und eluiert die Nukleinsauren in 100 pl.

Bronchoalveolédre Lavage (BAL) und Bronchialaspirat (BA)

Die fir die DNA-Extraktion vorgesehenen BAL-/BA-Proben missen gemaB den Laborrichtlinien in
steriler physiologischer Lésung oder steriler PBS entnommen und dirfen maximal eine Woche bei +2 bis +8 °C
transportiert und aufbewahrt werden. Anderenfalls miissen sie tiefgefroren bei -20 °C fir maximal dreiBig Tage
oder bei -70 °C fUr bis zu ein Jahr aufbewahrt werden.

Vor der Analyse mit diesem Produkt missen 0,2 ml Probe in das im ,ELITe InGenius® SP 200
Consumable Set" enthaltene Extraktionsréhrchen tberfuhrt 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 mdéglichen Nukleinséureabbau zu vermeiden.

Besonders mukdse BAL-/BA-Proben kénnen gemaB den Laborrichtlinien mit Dithiothreitol-basierten
Reagenzien (z. B. Sputasol, Oxoid, Thermo Fisher Scientific) verflissigt werden.

Hinweis: Wird die DNA-Extraktion aus BAL/BA mit dem ELITe InGenius und der ELITe InGenius
Software, Version 1.3 (oder entsprechende spétere Versionen) durchgefiihrt, ist das Assay Protocol CMV
ELITe_BAL_200_100 zu verwenden. Dieses Protokoll verarbeitet 200 pul Probe, fligt den CPE bei 10 pl /
Extraktion hinzu und eluiert die Nukleinsauren in 100 pl.

Andere Proben:

Es liegen keine Daten zur Produktleistung mit DNA vor, die aus den folgenden klinischen Proben
extrahiert wurde: Leukozytensuspensionen und Granulozytensuspensionen.

Stoérende Substanzen

Die aus der Probe extrahierte DNA darf kein Heparin, Hamoglobin, Dextran, Ficoll®, Ethanol oder 2-
Propanol enthalten, um Inhibitionsprobleme und die Méglichkeit hdufiger unglltiger Ergebnisse zu verhindern.

Es liegen keine Daten zu einer Inhibition durch antivirale, antibiotische, chemotherapeutische oder
immunsupprimierende Medikamente vor.
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Amplifikationskalibratoren und Amplifikationskontrollen

Vor der Analyse von Proben ist es unbedingt erforderlich, die Kalibrationskurve und die
Reagenzienvalidierung fir jede Amplifikationsreagenzcharge zu generieren und zu genehmigen:

als Kalibratorset sind die vier Konzentrationswerte des CMV ELITe Standard zusammen mit dem
Protokoll ,,CMV ELITe_STD“ oder ,,CMV ELITe_STD_1000_100“ zu verwenden,
als Amplifikations-Positive Control ist CMV - ELITe Positive Control zusammen mit dem Protokoll
»-CMV ELITe_PC* oder ,,CMV ELITe_PC_1000_100“ zu verwenden,
als Amplifikations-Negative Control ist hochreines Wasser fiir die Molekularbiologie (nicht in diesem Kit
enthalten) zusammen mit dem Protokoll ,,CMV ELITe_NC*“ oder ,,CMV ELITe_NC_1000_100“ zu
verwenden.
Hinweis: Das System ELITe InGenius mit der ELITe InGenius Software benétigt fir jede in seiner Datenbank
gespeicherte Amplifikationsreagenzcharge genehmigte und glltige 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.
Die Kalibratoren und Amplifikationskontrollen miissen neu getestet werden, wenn eines der folgenden
Ereignisse eintritt:
- eine neue Charge von Amplifikationsreagenzien gestartet wird,
- die Ergebnisse der Qualitatskontrollanalyse (siehe nachster Abschnitt) liegen auBerhalb der Spezifikation,
- eine groBere Wartung wird am Geréat durchgeflhrt.

Qualitatskontrollen

Externe Qualitatskontrollen sind gemaR den einschlégigen Anforderungen der lokalen, staatlichen und
féderalen Akkreditierungsorganisationen anzuwenden. Externe Qualitatskontrollen sind auf dem Markt
erhéltlich.

| VERFAHREN BEI ELITe InGenius®

Das beim Gebrauch des CMV ELITe MGB® Kit mit dem System ELITe InGenius anzuwendende Verfahren
besteht aus drei Schritten:

- Prifung der Systembereitschaft
- Einrichtung des Laufs
- Uberpriifung und Genehmigung der Ergebnisse

Priifung der Systembereitschaft

Vor Beginn des Probenanalyselaufs gemaB der Geratedokumentation muss Folgendes durchgefiihrt
werden:

- ELITe InGenius einschalten und den Modus ,,CLOSED* (geschlossen) auswahlen.

- priifen, ob die Kalibratoren (CMV Q-PCR Standard) ausgefiihrt und genehmigt wurden und dass sie

noch nicht abgelaufen sind (Status). Dies kann auf der Startseite im Men( ,Calibration“ (Kalibration)

Uberprift werden;

- prifen (Kontrollen), ob die Amplifikationskontrollen (CMV Positive Control, CMV Negative Control)

ausgefihrt und genehmigt wurden und noch nicht abgelaufen sind (Status). Dies kann auf der Startseite

im Men( ,,Control“ (Kontrolle) Uberprift werden;

- den Typ des Laufs auswéhlen und den Lauf einrichten; dazu die Anweisungen auf der grafischen

Benutzeroberflache zur Einrichtung des Laufs befolgen und die von ELITechGroup bereitgestellten

Assay-Protokolle verwenden. Diese IVD-Protokolle wurden speziell mit ELITe MGB® Kits, Matrizes und

dem Gerat ELITe InGenius validiert.
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Die fir das ,,CMV ELITe MGB® Kit*“ verfiigbaren Assay-Protokolle sind in der nachfolgenden Tabelle
beschrieben.

Assay-Protokolle fiir CMV ELITe MGB® Kit

Name Matrix MaBeinheit Eigenschaften

Extraktionseingangsvolumen: 200 pl
Extrahiertes Eluatvolumen: 100 pl
Internal Control: 10 pl

CMV ELITe_WB_200_100 Vollblut gEqg/ml oder IU/ml | Sonifikation: KEINE
Verdlinnungsfaktor: 1

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

Extraktionseingangsvolumen: 200 pl
Extrahiertes Eluatvolumen: 100 pl
Internal Control: 10 pl

CMV ELITe_PL_200_100 Plasma gEg/ml oder IU/ml | Sonifikation: KEINE
Verdiinnungsfaktor: 1

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

Extraktionseingangsvolumen: 1000 pl
Extrahiertes Eluatvolumen: 100 pl
Internal Control: 10 pl

CMV ELITe_PL_1000_100 Plasma gEqg/ml oder IU/ml | Sonifikation: KEINE
Verdlinnungsfaktor: 1

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

Extraktionseingangsvolumen: 200 pl
Extrahiertes Eluatvolumen: 100 pl
Internal Control: 10 pl

CMV ELITe_CSF_200_100 Liquor gEg/ml oder IU/ml | Sonifikation: KEINE
Verdiinnungsfaktor: 1

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

Extraktionseingangsvolumen: 200 pl
Extrahiertes Eluatvolumen: 100 pl
Internal Control: 10 pl

CMV ELITe_U_200_100 Urin gEqg/ml oder IU/ml | Sonifikation: KEINE
Verdlinnungsfaktor: 1

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

Extraktionseingangsvolumen: 200 pl
Extrahiertes Eluatvolumen: 100 pl
Internal Control: 10 pl

gEg/ml oder IU/ml | Sonifikation: KEINE
Verdiinnungsfaktor: 1

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

Mundschleimhaut

CMV ELITe_BS_200_100 abstrich

Extraktionseingangsvolumen: 200 pl
Extrahiertes Eluatvolumen: 100 pl
Internal Control: 10 pl

CMV ELITe_AF_200_100 Fruchtwasser gEqg/ml oder IU/ml | Sonifikation: KEINE
Verdiinnungsfaktor: 1

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

Extraktionseingangsvolumen: 200 pl
Extrahiertes Eluatvolumen: 100 pl
Internal Control: 10 pl

CMV ELITe_BAL_200_100 BAL/BA gEag/ml oder IU/ml | Sonifikation: KEINE
Verdlinnungsfaktor: 1

Volumen PCR-Mix: 20 pl
Eingangsvolumen Proben-PCR: 20 ul
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Falls das betreffende Assay-Protokoll nicht im System vorhanden ist, wenden Sie sich an lhren
ELITechGroup Kundendienstvertreter vor Ort.

Protokolle fiir die qualitative Analyse sind auf Anfrage erhaltlich.
Einrichtung des Laufs

Das CMV ELITe MGB® Kit kann zusammen mit ELITe InGenius zur Durchfiihrung der folgenden Laufe
verwendet werden:
A. Integrierter Lauf (Extraktion + PCR),
B. Amplifikationslauf (nur PCR),
C. Kalibrationslauf (nur PCR),
D. Amplifikationslauf fir die Positiv- und Negativkontrolle (nur PCR).

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

Hinweis: Das ELITe InGenius System 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.

Die Hauptarbeitsgange zum Einrichten der vier Durchlauftypen sind nachfolgend beschrieben.
A. Integrierter Lauf

Gehen Sie zum Einrichten des integrierten Laufs wie folgt vor und befolgen Sie die Anweisungen auf
der grafischen Benutzeroberflache der Software:

1. CMV Q - PCR Mix-Réhrchen in ausreichender Anzahl fir den Lauf 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen. Jedes Rohrchen reicht aus fir die Vorbereitung von 24
Reaktionen unter optimalen Reagenzverbrauchsbedingungen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5
Sekunden lang herunterzentrifugieren.

Hinweis: CMV Q - PCR Mix im Dunkeln auftauen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. Fr den Lauf eine ausreichende Anzahl CPE-Réhrchen auftauen. Jedes Roéhrchen reicht aus fir 12
Extraktionen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren.

3. Auf der Startseite ,Perform Run“ (Lauf durchflihren) auswahlen.

4. Das Extraktionseingangsvolumen auswéhlen: 200 pl zum Verarbeiten von 200 pl Probe bzw.
1000 pl zum Verarbeiten von 1000 pl Probe; dabei sicherstellen dass das extrahierte Eluatvolumen
100 pl betragt.

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

6. Das zu verwendende Assay-Protokoll in der Spalte ,Assay“ auswahlen (d.h. CMV
ELITe_WB_200_100).

7. Sicherstellen, dass unter ,Protocol“ (Protokoll) Folgendes angezeigt wird: ,Extract + PCR®
(Extraktion + PCR).
8. Die Proben-Ladepositionen in der Spalte ,Sample Position“ (Probenposition) auswahlen:

- wird ein Primarréhrchen verwendet, ,Primary Tube“ (Prim&rréhrchen) auswahlen; das
Primé&rréhrchen kann erst ab 200 pl Probe verwendet werden;

- wird ein Sekundéarréhrchen verwendet, ,Extraction Tube” (Extraktionsréhrchen) auswahlen.
- Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.
9. CPE und CMV Q - PCR Mix auf den unter ,Inventory Block® (Bestandsblock) ausgewahlten

Bestandsblock laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf
LNext* (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 ,Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

11. Die PCR-Kassette (,PCR Cassette®), die Extraktionskartuschen ,ELITe InGenius SP 200“ oder
LELITe InGenius SP1000“, alle bendtigten Verbrauchsmaterialien und die zu extrahierenden
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Proben in die unter Schritt 8 angegebenen Positionen laden; hierzu die Anweisungen auf der
grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

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

Nach Beendigung des Vorgangs ermoglicht 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 0brige extrahierte Probe aus dem Gerdt herausgenommen,
verschlossen, gekennzeichnet und bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschitten der extrahierten Probe
vermeiden.

Hinweis: Am Ende des Laufs missen 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: Der PCR Mix kann flir 5 unabhangige Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden verwendet werden oder fir
bis zu 3 aufeinander folgende Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden im geklhlten Block des Geréts verbleiben.
Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der nachste Lauf beginnt.

B. Amplifikationslauf

Gehen Sie zum Einrichten des Amplifikationslaufs wie folgt vor und befolgen Sie die Anweisungen auf
der grafischen Benutzeroberflache:

1. CMV Q - PCR Mix-Réhrchen in ausreichender Anzahl fir den Lauf 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen. Jedes Rohrchen reicht aus fir 24 Reaktionen unter
optimalen Reagenzverbrauchsbedingungen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren.

Hinweis: CMV Q - PCR Mix im Dunkeln auftauen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

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

Selbst wenn keine Extraktion durchgeflhrt wird sicherstellen, dass das
Extraktionseingangsvolumen (,Extraction Input Volume®) 200 pl betrdgt, um 200 pl Probe zu
bearbeiten, bzw. 1000 pl, um 1000 pl Probe zu verarbeiten, und dass das extrahierte Eluatvolumen
(,Extracted Elute Volume*) 100 pl betragt.

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

5. Das zu verwendende Assay-Protokoll in der Spalte ,Assay“ auswdhlen (d.h. CMV
ELITe_WB_200_100).

In der Spalte ,Protocol“ (Protokoll) ,PCR Only“ (nur PCR) auswahlen.

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

8. Den CMV Q - PCR Mix auf den unter ,Inventory Block® (Bestandsblock) ausgewéhiten
Bestandsblock laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf
4Next* (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 ,Next” (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

10. Die PCR-Kassette (“PCR Cassette”) und die extrahierte Nukleinsdure-Proben gemaB den
Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache laden. 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 ermdglicht ELITe InGenius es dem Benutzer, die Ergebnisse
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anzuzeigen, zu genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.

Hinweis: Am Ende des Laufs kann die 0brige extrahierte Probe aus dem Gerédt herausgenommen,
verschlossen und bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschitten der extrahierten Probe vermeiden.

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

Hinweis: Der PCR Mix kann fir 5 unabhangige Arbeitsldufe von jeweils 3 Stunden verwendet werden oder flr
bis zu 3 aufeinander folgende Arbeitsldufe von jeweils 3 Stunden im gekihlten Block des Geréats verbleiben.
Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der néchste Lauf beginnt.

C. Kalibrationslauf

Gehen Sie zum Einrichten des Kalibrationslaufs wie folgt vor und befolgen Sie die Anweisungen auf der
grafischen Benutzeroberflache:

1. CMV Q - PCR Mix-Réhrchen in ausreichender Anzahl fir den Lauf 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen. Jedes Rohrchen reicht aus fir die Vorbereitung von 24
Reaktionen unter optimalen Reagenzverbrauchsbedingungen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5
Sekunden lang herunterzentrifugieren.
Hinweis: CMV Q - PCR Mix im Dunkeln auftauen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. CMV Q - PCR Standard-Réhrchen auftauen (Cal1: CMV Q-PCR Standards 102, Cal2: CMV Q-PCR
Standards 103, Cal3: CMV Q-PCR Standards 104, Cal4: CMV Q-PCR Standards 10%) 30 Minuten
bei Raumtemperatur (~+25 °C). Jedes Rdéhrchen reicht aus fir 4 Laufe. Vorsichtig mischen, den
Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren.

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

4. Selbst wenn keine Extraktion durchgefiihrt wird sicherstellen, dass das
Extraktionseingangsvolumen (,Extraction Input Volume®) 200 pl betrégt, um 200 pl Probe zu
bearbeiten, bzw. 1000 pl, um 1000 ul Probe zu verarbeiten; dabei sicherstellen dass das
extrahierte Eluatvolumen (,Extracted Elute Volume®) 100 pl betragt.

5. Beginnend mit der relevanten Spur das zu verwendende Assay Protocol in der Spalte ,Assay”
auswahlen (CMV ELITe_STD oder CMV ELITe_STD_1000 _100) und die Chargennummer und
das Ablaufdatum fir den CMV Q - PCR Standard eintragen. Auf die Schaltflache ,Next‘ (Weiter)
klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

6. Den CMV Q - PCR Mix auf den unter ,Inventory Block® (Bestandsblock) ausgewéhiten
Bestandsblock laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf
+Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

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

8. Die CMV Q-PCR Standard-Réhrchen und die PCR-Kassette (,PCR Cassette”) auf das Gerét
laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next* (Weiter)
klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren. Darauf achten, dass die PCR Standard-Flussigkeiten
in die richtigen Spuren eingesetzt werden, wie auf der grafischen Benutzeroberflache angegeben.

9. Die Gerétetir schlieBen.

10. Auf ,Start” driicken, um den Lauf zu starten.

Nach Beendigung des Vorgangs ermdéglicht 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 kénnen die Gbrigen Kalibratoren aus dem Gerat herausgenommen, verschlossen
und bei -20 °C gelagert werden.

Hinweis: Am Ende des Laufs mussen 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: Der PCR Mix kann fir 5 unabhangige Arbeitsldufe von jeweils 3 Stunden verwendet werden oder flr
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bis zu 3 aufeinander folgende Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden im geklhlten Block des Geréts verbleiben.
Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der nachste Lauf beginnt.

D. Amplifikationslauf fur Positive Control und Negative Control

Gehen Sie zum Einrichten des Amplifikationslaufs fir die Positivkontrolle und Negativkontrolle wie folgt
vor und befolgen Sie die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache:

1. CMV Q - PCR Mix-Réhrchen in ausreichender Anzahl fir den Lauf 30 Minuten bei Raumtemperatur
(~+25 °C) auftauen. Jedes Rdéhrchen reicht aus fir die Vorbereitung von 24 Reaktionen unter
optimalen Reagenzverbrauchsbedingungen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren.

Hinweis: CMV Q - PCR Mix im Dunkeln auftauen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. CMV - ELITe Positive Control-Réhrchen fir die Amplifikation der Positive Control 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen. Jedes Réhrchen reicht aus flir 4 Laufe. Vorsichtig mischen,
den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren.

3. Fur die Laufe mindestens 50 pl hochreines Wasser fiir die Molekularbiologie in ein Elutionsréhrchen
(im Lieferumfang des ELITe InGenius® SP Consumable Set enthalten) tberfihren.

4. Auf der Startseite ,Perform Run“ (Lauf durchflihren) auswéahlen.

5. Auch wenn keine Extraktion durchgefiihrt wird sicherstellen dass das Ektraktionseingangsvolumen
(,Extraction Input Volume®): 200 pl zum Verarbeiten von 200 pl Probe bzw. 1000 pl zum Verarbeiten
von 1000 pl Probe; dabei sicherstellen dass das extrahierte Eluatvolumen 100 pl betragt.

6. Fir die Positivkontrolle CMV ELITe_PC oder CMV ELITe_PC_1000_100 auswahlen und die
Chargennummer und das Ablaufdatum fiir die CMV Positive Control eintragen.

7. Fir die Negativkontrolle CMV ELITe NC oder CMV ELITe_NC_1000_100 auswéhlen und die
Chargennummer und das Ablaufdatum fir das hochreine Wasser fir die Molekularbiologie
eintragen.

Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

Den CMV Q - PCR Mix auf den unter ,Inventory Block“ (Bestandsblock) ausgewahlten
Bestandsblock laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache befolgen. Auf
4Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

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

11. Die Amplifikations-,PCR-Kassette, das CMV Positive Control-Réhrchen und/oder das Negative
Control-Réhrchen gemaB den Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache laden. Auf
4Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

12. Die Geratetir schlieBen.

13. Auf ,Start“ driicken, um den Lauf zu starten.

Nach Beendigung des Vorgangs ermoglicht ELITe InGenius es dem Benutzer, die Ergebnisse
anzuzeigen, zu genehmigen und zu speichern und den Bericht auszudrucken und zu speichern.
Hinweis: Die Positive Control und die Negative Control missen als Amplifikationskontrollen ausgefiihrt werden,
um die Regelkarten (,Control Charts") einzurichten. Zum Einrichten der Regelkarte sind vier Ergebnisse der
Positive Control und der Negative Control aus 4 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: Am Ende des Laufs kann die Tbrige Positive Control aus dem Gerat herausgenommen, verschlossen
und bei -20 °C gelagert werden. Die Ubrige Negative Control muss entsorgt werden.

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

Hinweis: Der PCR Mix kann flir 5 unabhangige Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden verwendet werden oder fir
bis zu 3 aufeinander folgende Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden im geklhlten Block des Geréts verbleiben.

SCH mRTK015PLD_de 08.06.2022 Uberarbeitete Version 20 Seite 14/80



CMV ELITe MGB® Kit
Reagenz flr die DNA-Amplifikation in
Echtzeit

RTK015PLD

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.

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 Geréts.

Hinweis: Ausfiihrliche Informationen sind dem Benutzerhandbuch des Geréts ELITe InGenius zu entnehmen.

ELITe InGenius generiert Ergebnisse mithilfe des CMV 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.

A. Validierung der Kalibrationskurve

Die von der spezifischen CMV-Sonde (,CMV*) in den Kalibrator-Amplifikationsreaktionen
ausgesendeten Fluoreszenzsignale werden automatisch analysiert und von der Geratesoftware mit den im
Assay Protocol ,CMV ELITe_STD” bzw. “CMV ELITe_STD_1000_100“ enthaltenen Parametern interpretiert.

Die fiur die Amplifikationsreagenzcharge spezifische Kalibrationskurve wird in der Datenbank
(,Calibration®) gespeichert, nachdem der ,,Administrator* oder ,Analyst* unter Befolgung der Anweisungen auf
der grafischen Benutzeroberflache die Genehmigung dazu erteilt hat.

Die fur die Amplifikationsreagenziencharge spezifische Kalibrationskurve 1auft nach 60 Tagen ab.

Vor der Analyse von Proben ist es unbedingt erforderlich, die Kalibrationskurve fir die verwendete
Amplifikationsreagenzcharge zu generieren und zu genehmigen. Die Verfugbarkeit von Kalibrationskurven-
Ergebnissen mit dem Status ,Approved” (Genehmigt) wird im Fenster ,Calibration“ (Kalibration) der ELITe
InGenius Software angezeigt.

Hinweis: Erflllt 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 miissen in diesem Fall wiederholt werden.

Hinweis: Wird die Kalibrationskurve zusammen mit Proben ausgefiihrt und ist ihr Ergebnis ungiltig, so werden
die Proben nicht quantifiziert und kénnen nicht freigegeben werden. 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 spezifischen CMV-Sonde (,CMV®) in der Amplifikationsreaktion der Positiv- und
Negativkontrolle ausgesendeten Fluoreszenzsignale werden automatisch analysiert und von der
Geréatesoftware mit den im Assay-Protokoll ,CMV ELITe_PC_1000_100% ,CMV ELITe_NC“ bzw. ,CMV
ELITe_NC_1000_100“ enthaltenen Parametern interpretiert.

Die Ergebnisse der Amplifikation der Positive Control und Negative Control, die fiir die verwendete
Amplifikationsreagenziencharge spezifisch sind, werden in der Datenbank (,Controls“) gespeichert. Sie kdnnen
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 flir die
Positive Control und die Negative Control laufen nach 15 Tagen ab.

Vor der Analyse von Proben ist es unbedingt erforderlich zu priifen, ob die Amplifikation der Positive
Control und Negative Control mit der zu verwendenden Amplifikationsreagenzcharge durchgefiihrt wurde und
genehmigte und gultige Ergebnisse vorliegen. Die Verfigbarkeit der Ergebnisse der Amplifikation der Positive
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Control und Negative Control mit dem Status ,Approved” (Genehmigt) wird im Fenster ,Controls“ (Kontrollen)
auf der grafischen Benutzeroberflache angezeigt. Fehlen die Ergebnisse des Amplifikationslaufs fir die Positive
Control und Negative Control, so sind sie wie oben beschrieben zu generieren.

Die Ergebnisse der Amplifikationslaufe flir die Positive Control und Negative Control werden von der
Geréatesoftware verwendet, um die Einrichtung der Regelkarten (,Control Charts®) zu berechnen. Zum
Einrichten der Regelkarte sind vier Ergebnisse der Positive Control und Negative Control 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: Erfillt das Ergebnis des Amplifikationslaufs flir die Positive Control bzw. Negative Control nicht die
Annahmekriterien, wird die Meldung ,Failed” (nicht bestanden) im Bildschirm ,Controls“ angezeigt und das
Ergebnis kann nicht genehmigt werden. In diesem Fall muss die Amplifikationsreaktion der Positive Control
bzw. Negative Control wiederholt werden.

Hinweis: Wird die Positive Control bzw. Negative Control als Amplifikationskontrolle zusammen mit Proben
ausgefiihrt und ist ihr Ergebnis unglltig, dann ist der gesamte Lauf ungultig und die Amplifikation aller Proben
muss wiederholt werden.

C. Validierung der Probenergebnisse

Die von der spezifischen CMV-Sonde (,CMV*) und der spezifischen Sonde fiir die interne Kontrolle
(,IC*) in der jeweiligen Proben-Amplifikationsreaktion ausgesendeten Fluoreszenzsignale werden automatisch
analysiert und von der Geréatesoftware mit den im Assay Protocol enthaltenen Parametern interpretiert.

Hinweis: Vor der Analyse von Proben ist es unbedingt erforderlich, die Kalibrationskurve und die
Amplifikationskontrollen fiir die verwendete Reagenziencharge zu generieren und zu genehmigen. Es wird
empfohlen, die Positive und die Negative Control zusammen mit den Kalibratoren auszufiihren. Dies ist jedoch
nicht zwingend erforderlich. Die Verfligbarkeit einer Kalibrationskurve sowie von Ergebnissen des
Amplifikationslaufs fir die Positive und Negative Control mit dem Status ,Approved“ (Genehmigt) wird in den
Fenstern ,Calibration (Kalibration) und ,Control“ (Kontrolle) der ELITe InGenius Software angezeigt und im
Abschnitt ,Assay Parameters” (Assayparameter) angegeben.

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

Der Probenlauf ist gultig, wenn die drei in der nachfolgenden Tabelle angegebenen Bedingungen erfillt sind.

1) Kalibrationskurve Status
CMV Q-PCR Standard APPROVED (Genehmigt)
2) Positive Control Status
CMV Positive Control APPROVED (Genehmigt)
3) Negative Control Status
CMV Negative Control APPROVED (Genehmigt)

Das System interpretiert das Assay-Ergebnis filir jede Probe automatisch gemaB dem Algorithmus der
ELITe InGenius Software und den Parametern des Assay-Protokolls.

Das System berechnet die Viruslast fir jede Probe automatisch. Das Ergebnis wird wie im Assay
Protocol festgelegt entweder in ,gEg/ml“ oder ,|U/ml“ angegeben.
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Die mdglichen Ergebnismeldungen einer Probe sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrt.
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Ergebnis des Probenlaufs Interpretation
CMV: DNA Detected, quantity equal to
XXX gEq/mL or lU/ mL (CMV: DNA CMV-DNA erkannt innerhalb des Messbereich des Tests, Menge
erkannt, Menge gleich XXX gEg/ml bzw. | wie angezeigt.
1U/ml)

CMV: DNA Detected, quantity below
LLoQ gEq/ mL or IU/ mL (CMV: DNA CMV-DNA erkannt unterhalb der unteren Bestimmungsgrenze des
erkannt, Menge unter LLoQ gEg/ml bzw. | Tests

1U/ml)

CMV: DNA Detected, quantity beyond
ULoQ gEq/ mL or IU/ mL (CMV: DNA CMV-DNA erkannt oberhalb der oberen Bestimmungsgrenze des
erkannt, Menge Uber ULoQ gEqg/ml bzw. | Tests

1U/ml)

CMV: DNA Not Detected or below

LoD gEq/mL or IlU/ mL (CMV: DNA CMV-DNA nicht erkannt oder unterhalb der Nachweisgrenze
nicht erkannt oder Menge unter LoD des Tests

gEg/ml bzw. [U/ml)

Invalid - Retest Sample (Unglltig - Probe | Ungiiltiges Testergebnis aufgrund von fehlerhafter Internal
erneut testen) Control (falsche Extraktion oder Verschleppung des Inhibitors).

Nicht fir die Ergebnisinterpretation geeignete Proben werden von der ELITe InGenius Software als
Jnvalid - Retest Sample* (Ungiltig - Probe erneut testen) ausgegeben. In diesem Fall wurde die Internal
Control-DNA aufgrund von Problemen beim Amplifikations- oder Extraktionsschritt nicht effizient erkannt (Abbau
von DNA, Verlust von DNA wahrend der Extraktion oder Verschleppung von Inhibitoren im Eluat), was zu
falsch-negativen Ergebnissen flihren kann.

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

Proben, die sich fir die Analyse eignen, in denen jedoch keine DNA erkannt werden konnte, werden
ausgegeben mit: ,DNA Not Detected or below LoD* (DNA nicht nachgewiesen oder unter Nachweisgrenze). In

diesem Fall kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Resistenzgen-DNA bei einer Konzentration unter der
Nachweisgrenze des Tests vorhanden ist (siehe ,Leistungsmerkmale®).

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

Die Ergebnisse des Probenlaufs werden in der Datenbank gespeichert und kénnen, falls gultig, vom
~+Administrator* oder ,Analyst* 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 kdénnen als ,Sample Report*
(Probenbericht) und ,Track Report* angezeigt werden.

Der ,Sample Report* zeigt die Details eines Probenlaufs sortiert nach Proben-ID (SID, ,Sample ID*) an.
Der ,Track Report” zeigt die Details eines Probenlaufs spurweise an.

Der ,Sample Report‘ und der ,Track Report* kénnen 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 enthommenes Vollblut

Die Vollblutproben flir die Nukleinsdureextraktion missen gemaB den Laborrichtlinien in EDTA
entnommen und identifiziert werden. AuBerdem dirfen sie maximal drei Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und
aufbewahrt werden; anderenfalls miissen sie tiefgefroren bei -20 °C fir maximal dreiBig Tage oder bei -70 °C
fur langere Zeit aufbewahrt werden.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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 Nukleins&ureabbau zu vermeiden.

Hinweis: Wird die DNA-Extraktion aus Vollblut mit dem ELITe BeGenius® und mit der ELITe BeGenius®
Software, Version 2.0.0 (oder entsprechende spéatere Versionen) durchgefiihrt, ist das Extraktionsprotokoll
CMV ELITe_Be_WB_200_100 zu verwenden. Dieses Protokoll verarbeitet 200 pl Probe, fligt die CPE Internal
Control bei 10 pl/Extraktion hinzu und eluiert die Nukleins&uren in 100 pl.

Bei Verwendung des Primarréhrchens variiert das Probenvolumen je nach Typ des geladenen
Réhrchens. Weitere Informationen zur Einrichtung und Durchfiihrung des Extraktionsverfahrens sind der
Gebrauchsanweisung des Extraktionskits zu entnehmen.

In EDTA enthommenes Plasma

Die Plasmaproben fir die Nukleinsdureextraktion mussen gemaB den Laborrichtlinien in EDTA
entnommen und identifiziert werden. AuBerdem dirfen sie maximal drei Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und
aufbewahrt werden; anderenfalls miissen sie tiefgefroren bei -20 °C fiir maximal dreiBig Tage oder bei -70 °C
fur langere Zeit aufbewahrt werden.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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 mdglichen Nukleinséureabbau zu vermeiden.
Hinweis: Wird die DNA-Extraktion aus 200 pl Plasma mit dem ELITe BeGenius® und mit der ELITe
BeGenius® Software, Version 2.0.0 (oder entsprechende spéatere Versionen) durchgefiihrt, ist das
Extraktionsprotokoll CMV ELITe_Be_PL_200_100 zu verwenden. Dieses Protokoll verarbeitet 200 pl Probe,
fligt die CPE Internal Control bei 10 pl/Extraktion hinzu und eluiert die Nukleins&uren in 100 pl.

Andere Proben:

Es liegen keine Daten Uber die Leistung des Produkts bei der Extraktion von DNA aus folgenden
klinischen Proben vor: Liquor, Urin, Mundschleimhautabstrich, Fruchtwasser, bronchoalveolare Lavage (BAL)
und Bronchialaspirat (BA), Leukozytensuspensionen oder Granulozytensuspensionen.

Stérende Substanzen
Die aus der Probe extrahierte DNA darf kein Heparin, Hamoglobin, Dextran, Ficoll®, Ethanol oder 2-
Propanol enthalten, um Inhibitionsprobleme und die Méglichkeit hdufiger unglltiger Ergebnisse zu verhindern.
Es liegen keine Daten zu einer Inhibition durch antivirale, antibiotische, chemotherapeutische oder
immunsupprimierende Medikamente vor.
Amplifikationskalibratoren und Amplifikationskontrollen
Vor der Analyse von Proben ist es unbedingt erforderlich, die Kalibrationskurve und die
Reagenzienvalidierung fir jede Amplifikationsreagenzcharge zu generieren und zu genehmigen:

als Kalibratorset sind die vier Konzentrationswerte des CMV ELITe Standard zusammen mit dem
Protokoll ,,CMV ELITe_Be_STD* zu verwenden,

als Amplifikations-Positive Control ist CMV - ELITe Positive Control zusammen mit dem Protokoll
,CMV ELITe_Be_PC* zu verwenden,

als Amplifikations-Negative Control ist hochreines Wasser fiir die Molekularbiologie (nicht in diesem Kit
enthalten) zusammen mit dem Protokoll ,,CMV ELITe_Be_NC* zu verwenden.
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Hinweis: Das System ELITe BeGenius mit der ELITe BeGenius Software benétigt fir jede in seiner
Datenbank gespeicherte Amplifikationsreagenzcharge genehmigte und guiltige 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.

Die Kalibratoren und Amplifikationskontrollen miissen neu getestet werden, wenn eines der folgenden
Ereignisse eintritt:

- eine neue Charge von Amplifikationsreagenzien gestartet wird,

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

- eine groBere Wartung wird am Geréat durchgefihrt.

Qualitatskontrollen

Externe Qualitatskontrollen sind gemaR den einschlégigen Anforderungen der lokalen, staatlichen und
féderalen Akkreditierungsorganisationen anzuwenden. Externe Qualitatskontrollen sind auf dem Markt
erhaltlich.

| VERFAHREN BEI ELITe BeGenius® |

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

Priifung der Systembereitschaft

Vor Beginn des Probenanalyselaufs gemaB der Geratedokumentation muss Folgendes durchgefiihrt
werden:

- ELITe BeGenius einschalten und den Modus ,,CLOSED* (geschlossen) auswéahlen,

- prifen, ob die Kalibratoren (CMV Q-PCR Standard) ausgefiihrt und genehmigt wurden und dass sie

noch nicht abgelaufen sind (Status). Dies kann auf der Startseite im Men( ,Calibration“ (Kalibration)

Oberprift werden,

- prifen, ob die Amplifikationskontrollen (CMV - Positive Control, CMV Negative Control) ausgefiihrt

und genehmigt wurden und noch nicht abgelaufen sind (Status). Dies kann auf der Startseite im Meni

,Control“ (Kontrolle) Uberprift werden,

- den Typ des Laufs auswéhlen und den Lauf einrichten; dazu die Anweisungen auf der grafischen

Benutzeroberflache zur Einrichtung des Laufs befolgen und die von ELITechGroup bereitgestellten

Assay-Protokolle verwenden. Diese IVD-Protokolle wurden speziell mit ELITe MGB Kits, Matrizes und

dem Gerat ELITe BeGenius validiert.

Die fiir das «CMV ELITe MGB?® Kit» verfligbaren Assay-Protokolle sind in der nachfolgenden Tabelle
beschrieben.
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Assay-Protokolle fiir ,CMV ELITe MGB® Kit“ und ELITe BeGenius

Name Matrix MaBeinheit Eigenschaften

Extraktionseingangsvolumen: 200 pl
Extrahiertes Eluatvolumen: 100 pl
CMV ELITe_Be_PL_200_100 Plasma gEq/ml oder | Internal Control: 10

- - T~ IU/ml Verdiinnungsfaktor: 1

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

Assay-Protokolle fiir ,,CMV ELITe MGB® Kit“ und ELITe BeGenius

Name Matrix MaBeinheit Eigenschaften

Extraktionseingangsvolumen: 200 pl
Extrahiertes Eluatvolumen: 100 pl
CMV ELITe_Be_WB_200_100 Vollblut gEg/ml oder | internal Control: 10 i

- - T~ 1U/mi Verdiinnungsfaktor: 1

Volumen PCR-Mix: 20 pl
Eingangsvolumen Proben-PCR: 20 ul
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Falls das betreffende Assay-Protokoll nicht im System vorhanden ist, wenden Sie sich an lhren
ELITechGroup Kundendienstvertreter vor Ort.

Protokolle fur die qualitative Analyse sind auf Anfrage erhaltlich.
Einrichtung des Laufs

Das CMV ELITe MGB® Kit zusammen mit ELITe BeGenius kann zur Durchfilhrung der folgenden
Laufe verwendet werden:
A. Probenlauf (EXTR + PCR),
B. Amplifikationslauf (nur PCR),
C. Kalibrationslauf (nur PCR),
D. Lauf flr Positive und Negative Control (nur PCR).

Alle fir den Lauf benétigten 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, Gber
das die Arbeitslauf-Informationen versendet werden kdnnen. Weitere Informationen finden Sie im
Benutzerhandbuch des Gerats.

Die wichtigsten Schritte fir die Einrichtung der vier Durchlauftypen sind nachfolgend beschrieben.
A. Probenlauf

Gehen Sie zum Einrichten des integrierten Laufs wie folgt vor und befolgen Sie die Anweisungen auf
der grafischen Benutzeroberflache der Software:

1. CMV Q - PCR Mix-Réhrchen in ausreichender Anzahl fir den Lauf 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen. Jedes neue Rdhrchen reicht aus fir die Vorbereitung von 24
Reaktionen unter optimalen Reagenzverbrauchsbedingungen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5
Sekunden lang herunterzentrifugieren.
Hinweis: CMV Q - PCR Mix im Dunkeln auftauen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. Die CPE-Rohrchen in ausreichender Anzahl fir den Lauf 30 Minuten bei Raumtemperatur
(~+25 °C) auftauen. Jedes neue Rdhrchen reicht aus fiir 12 Extraktionen. Vorsichtig mischen, den
Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren.

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

Die Racks aus der ,Kihleinheit* 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 ok~ w

Das Rack in die ,Kihleinheit“ 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®, 200 pl) und extrahiertes Eluatvolumen
(,Extracted Eluate Volume*®, 100 pl) kontrollieren.

9. Das zu verwendende Assay-Protokoll in der Spalte ,Assay“ auswdhlen (d.h. CMV
ELITe_Be_ PL_200_100). Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.
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10. Schritt 7 bis 9 ggf. fir Rack 4 wiederholen.
11. Die Elutionsréhrchen in die Racks 3 und 2 laden (immer mit Rack 3 beginnen).
Hinweis: Elutionsréhrchen kdnnen zur Verbesserung der Rlckverfolgbarkeit etikettiert werden.

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

13. Schritt 12 ggf. fir Rack 2 wiederholen.
14. CPE und CMV Q-PCR Mix in Rack 1 laden.

15. Das Rack 1 in die ,KUhleinheit* 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 200“ und den fiir die Extraktion
erforderlichen Verbrauchsmaterialien laden; hierzu die Anweisungen auf der grafischen
Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

19. Die Geratetir schlieBen.

20. 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 extrahierte Probe aus dem Gerédt herausgenommen,
verschlossen, gekennzeichnet und bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschiitten der extrahierten Probe
vermeiden.

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

Hinweis: Der PCR Mix kann fiir 5 unabhangige Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden verwendet werden oder fir
bis zu 3 aufeinander folgende Arbeitsldufe von jeweils 3 Stunden im gekihlten Block des Geréats verbleiben.
Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der néchste Lauf beginnt.

B. Amplifikationslauf

Gehen Sie zum Einrichten des Amplifikationslaufs mit eluierten Proben wie folgt vor und befolgen Sie
die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache:

1. CMV Q - PCR Mix-Réhrchen in ausreichender Anzahl flir den Lauf 30 Minuten bei Raumtemperatur
(~+25 °C) auftauen. Jedes neue Rdéhrchen reicht aus fir die Vorbereitung von 24 Reaktionen unter
optimalen Reagenzverbrauchsbedingungen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren.

Hinweis: CMV Q - PCR Mix im Dunkeln auftauen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. Auf der Startseite ,Perform Run“ (Lauf durchflihren) auswéhlen.

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

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

o o M w

Das Rack in die ,Kuhleinheit® einsetzen. Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.
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7. Selbst wenn keine Extraktion durchgeflihrt wird, das Extraktionseingangsvolumen (,Extraction Input
Volume*, 200 pl) und das extrahierte Eluatvolumen (,Extracted Eluate Volume®, 100 pl) kontrollieren.

8. Das zu verwendende Assay-Protokoll in der Spalte ,Assay“ auswéhlen (z.B. CMV
ELITe_Be_PL_200_100). Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren.

9. Schritt 7 bis 9 flir Rack 2 wiederholen.
10. CMV Q-PCR Mix in Rack 1 laden.

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

12. 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.

13. 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.

14. Die Geratetir schlieBen.
15. 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 0brige extrahierte Probe aus dem Gerdt herausgenommen,
verschlossen, gekennzeichnet und bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschiitten 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: Der PCR Mix kann fur 5 unabhangige Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden verwendet werden oder fir
bis zu 3 aufeinander folgende Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden im geklhlten Block des Geréts verbleiben.
Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der néchste Lauf beginnt.

C. Kalibrationslauf

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

1. CMV Q - PCR Mix-Réhrchen in ausreichender Anzahl fir den Lauf 30 Minuten bei Raumtemperatur
(~+25 °C) auftauen. Jedes neue Roéhrchen reicht aus fir die Vorbereitung von 24 Reaktionen unter
optimalen Reagenzverbrauchsbedingungen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren.

Hinweis: CMV Q - PCR Mix im Dunkeln auftauen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. Die CMV Q - PCR Standard-Réhrchen auftauen (Cal1: CMV Q-PCR Standards 102, Cal2: CMV Q-PCR
Standards 108, Cal3: CMV Q-PCR Standards 104, Cal4: CMV Q-PCR Standards 10%) 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25 °C). Jedes Roéhrchen reicht aus fir 4 Laufe. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5
Sekunden lang herunterzentrifugieren.

3. Auf der Startseite ,Perform Run® (Lauf durchfiihren) auswéahlen.
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 Rack in die ,Kuhleinheit* einsetzen. Auf ,Next (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

8. Das zu verwendende Assay-Protokoll der Spalte ,Assay” auswahlen (CMV ELITe_Be_STD). Auf die
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Schaltflache ,Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung fortzufahren. .
9. CMV Q-PCR Mix in Rack 2 laden.

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

11. Die Spitzensténder 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.

12. 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.

13. Die Gerétetr schlieBen.
14. 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 kénnen die Ubrigen Kalibratoren aus dem Gerat herausgenommen, verschlossen
und bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschiitten der Q-PCR Standards 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: Der PCR Mix kann fiir 5 unabhangige Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden verwendet werden oder fir
bis zu 3 aufeinander folgende Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden im geklhlten Block des Geréats verbleiben.
Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der néchste Lauf beginnt.

D. Lauf fiir die Positive Control und Negative Control

Gehen Sie zum Einrichten des Laufs fiir die Positive Control und Negative Control wie folgt vor und
befolgen Sie die Anweisungen auf der grafischen Benutzeroberflache:

1. CMV Q - PCR Mix-Réhrchen in ausreichender Anzahl fir den Lauf 30 Minuten bei Raumtemperatur
(~+25 °C) auftauen. Jedes neue Rdéhrchen reicht aus fiir die Vorbereitung von 24 Reaktionen unter
optimalen Reagenzverbrauchsbedingungen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren.

Hinweis: CMV Q - PCR Mix im Dunkeln auftauen, da dieses Reagenz lichtempfindlich ist.

2. Das CMV - ELITe Positive Control-Réhrchen fir die Amplifikation der Positive Control 30 Minuten bei
Raumtemperatur (~+25 °C) auftauen. Jedes R&hrchen reicht aus fur 4 Laufe. Vorsichtig mischen, den
Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren.

3. Fir den Lauf mindestens 50 pl hochreines Wasser fiir die Molekularbiologie (wie Negative Control) in
ein Elutionsréhrchen (im Lieferumfang des ELITe InGenius SP Consumable Set enthalten) tiberflihren.

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 &

Das Rack in die ,Kuhleinheit® einsetzen. Auf ,Next“ (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

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

10. CMV Q-PCR Mix in Rack 2 laden.

11. Das Rack 2 in die ,Kihleinheit einsetzen. Auf ,Next (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.
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12. Die Spitzensténder 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 Benutzeroberflache befolgen. Auf ,Next* (Weiter) klicken, um mit der Einrichtung
fortzufahren.

14. Die Geratetlr schlieBen.
15. 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 Gbrige Positive Control aus dem Gerat herausgenommen, verschlossen
und bei -20 °C gelagert werden. Ein Verschitten der Positive Control vermeiden.

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: Der PCR Mix kann fur 5 unabhangige Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden verwendet werden oder fir
bis zu 3 aufeinander folgende Arbeitslaufe von jeweils 3 Stunden im geklhlten Block des Geréts verbleiben.
Vorsichtig mischen und den Inhalt 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren, bevor der néchste 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.

Hinweis: Das ELITe BeGenius 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 Geréts.

ELITe BeGenius generiert Ergebnisse mithilfe des CMV ELITe MGB Kits und geht dabei
folgendermafen 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

Analytische Sensitivitat: Nachweisgrenze

Die analytische Sensitivitat dieses Assays, ausgedriickt als Nachweisgrenze (LoD, Limit of Detection)
der DNA-Amplifikation, ermdglicht den Nachweis von zirka 10 Kopien in 20ul DNA, die der
Amplifikationsreaktion hinzugefligt wurden.

Die Nachweisgrenze dieses Assays wurde mithilfe von Plasmid-DNA getestet. Diese enthielt das
Amplifikationsprodukt, dessen Ausgangskonzentration mit einem Spektrophotometer gemessen wurde. Die
Plasmid-DNA wurde auf einen Titer von 10 Kopien/20 pl in einer humanen genomischen DNA mit einem Titer
von 500 ng/20 pl verdiinnt. Diese Probe wurde in 12 Wiederholungen getestet. Dabei wurde die Amplifikation
mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. auf zwei verschiedenen ELITe InGenius-Geraten durchgefuhrt.

Proben Anzahl positiv negativ
10 Kopien Plasmid-DNA + 500 ng humane genomische DNA 24 23 1
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Die analytische Sensitivitit dieses Assays, der in Verbindung mit verschiedenen Matrizes und ELITe
InGenius verwendet wurde, wurde mit einer Reihe von CMV-Verdinnungen innerhalb der Grenzkonzentration
verifiziert. Die Reihe wurde durch Verdlinnen des ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus
for Nucleic Acid Amplification Techniques" (NIBSC code 09/162, Vereinigtes Kdnigreich) in CMV-DNA-negativer
Matrix angesetzt. Die Reihe bestand aus mindestens sechs Punkten rund um die Grenzkonzentration. Jede
Probe der Reihe wurde in mindestens 12 Wiederholungen getestet. Hierflir wurde das gesamte
Analyseverfahren, die Laufeinrichtung, Extraktion von Nukleinséuren, Echtzeit-Amplifikation und
Dateninterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefiihrt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Probit-Regression. Die Nachweisgrenze wurde fir die Konzentrationen berechnet,
bei denen die Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses bei 95 % liegt.

Die endglltigen Ergebnisse fir jede Matrix sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt.

Nachweisgrenze mit ELITe InGenius (IU/ml)

95 %-Konfidenzintervall

Probenvolumen Matrix 95 %-Positivitat Untere Obere
Grenze Grenze
Vollblut 109 IU/ml 71 IU/ml 239 1U/ml
Plasma 88 IU/mI 50 IU/ml 291 1U/ml

Liquor 58 IU/mI 48 IU/ml 82 IU/ml
200 pl Urin 151 IU/ml 119 IU/ml 214 1U/ml
Mundschleimhautabstrich 44 1U/ml 36 1U/ml 57 1U/ml

Fruchtwasser 57 IU/ml 46 1U/ml 78 1U/ml
BAL/BA 97 IU/ml 58 IU/ml 291 1U/ml

1000 pi Plasma 17 1U/ml 14 1U/ml 22 1U/ml

Die analytische Sensitivitdt als gEg/ml fir jede Matrix wird unter Anwendung des spezifischen
Umrechnungsfaktors berechnet, der auf Seite 25 angegeben ist.
Die analytische Sensitivitat als gEg/ml ist nachfolgend angegeben.

Nachweisgrenze mit ELITe InGenius (gEg/ml)

CMV ELITe MGB® Kit
Reagenz fiir die DNA-Amplifikation in
Echtzeit

RTK015PLD

Nachweisgrenze bei Vollblut- und Plasmaproben und ELITe InGenius

Probe Titer Ziel Anzahl Positiv Negativ
In EDTA entnommenes Vollblut 109 1U/ml CMV 20 20 0
In EDTA entnommenes Plasma 88 IU/ml CMV 20 20 0

Nachweisgrenze bei Vollblut- und Plasmaproben und ELITe BeGenius

Probe Titer Ziel Anzahl Positiv Negativ
In EDTA entnommenes Vollblut 109 1U/ml CMV 20 20 0
In EDTA entnommenes Plasma 88 IU/ml CMV 20 19 1

95 %-Konfidenzintervall
Probenvolumen Matrix 95 %-Positivitat Untere Obere Grenze
Grenze

Vollblut 156 gEq/ml 99 gEg/ml 332 gEg/ml

Plasma 293 gEq/ml 167 gEg/ml 970 gEg/ml

Liquor 193 gEq/ml 160 gEg/ml 273 gEg/ml

200 pl Urin 216 gEq/ml 170 gEg/ml 306 gEg/ml
Mundschleimhautabstrich 220 gEq/ml 180 gEg/ml 285 gEg/ml

Fruchtwasser 285 gEq/ml 230 gEg/ml 390 gEg/ml
BAL/BA 485 gEg/ml 290 gEg/ml 1455 gEg/ml

1000 pl Plasma 57 gEq/ml 47 gEg/ml 73 gEg/ml

Der berechnete LoD-Wert fir Vollblut- und Plasma-Matrizes (Probenvolumen 200 pl) wurde in
Verbindung mit ELITe InGenius und ELITe BeGenius durch Testen von 20 Replikaten von in EDTA
entnommenem Vollblut und 20 Replikaten von in EDTA entnommenem Plasma, die mit zertifiziertem CMV-
Referenzmaterial (1" WHO International Standard, NIBSC) in den behaupteten Konzentrationen dotiert waren,
verifiziert. Die LoD wird bestatigt, wenn mindestens 18 von 20 Replikaten gemaB CLSI-Standard EP17-A ein
positives Ergebnis haben.

Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt.
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Der LoD-Wert der CMV-Zielsequenz wurde fir in EDTA entnommenes Vollblut bei 109 1U/ml und fir in
EDTA entnommenes Plasma bei 88 IU/ml bestatigt.

Linearer Messbereich
Voliblut:

Der lineare Messbereich des CMV ELITe MGB® Kits, der in Verbindung mit Vollblut sowie ELITe
InGenius und ELITe BeGenius verwendet wird, wurde mit einer Reihe getestet, die durch Verdiinnen eines
CMV-Referenzmaterials (Notovir, ltalien) in CMV-DNA-negativer Matrix angesetzt wurde. Die Reihe bestand
aus acht Verdlnnungspunkten von 108 bis 102 IU/ml. Jede Probe der Reihe wurde in 3 Wiederholungen
getestet.

Die Analyse der erhaltenen Daten mittels linearer Regression ergab, dass der Assay zusammen mit
Vollblutproben bei allen Verdlinnungsstufen mit einem Quadrat des Korrelationskoeffizienten (R2) eine lineare
Reaktion von 0,991 bei ELITe InGenius und 0,992 bei ELITe BeGenius aufweist.

Fitted Line Plot InGenius Whole Blood
Log Obtained Qty = 0.3862 + 0.9557 Log Expected Qty

Fitted Line Plot BeGenius Whole Blood
Log Obtained Qty = - 0.4465 + 1.054 Log Expected Qty
s 0194087 o s 0200409
% RSq 992%
RSqad)  992%

Rsq 99.1%
RSqad)  990%

Log Obtained Qty

Log Expected Qty Log Expected Qty

Die untere Quantifizierungsgrenze (LLoQ) wurde auf die Konzentration festgesetzt, bei der prazise
(Standardabweichung = 0,2702 log IU/ml bei ELITe InGenius und 0,1925 log IU/ml bei ELITe BeGenius) und
genaue (systematische Messabweichung = 0,3453 log IU/ml bei ELITe InGenius und -0,1462 log IU/ml bei
ELITe BeGenius) quantitative Ergebnisse ausgegeben werden: 178 1U/ml.

Die obere Nachweisgrenze (ULoQ) wurde festgesetzt auf die hochste getestete Konzentration, bei der
préazise (Standardabweichung = 0,0597 log IU/ml bei ELITe InGenius und 0,1590 log IU/ml bei ELITe BeGenius)
und genaue (systematische Messabweichung bis -0,0683 log IU/ml bei ELITe InGenius und 0,0249 log |U/ml
bei ELITe BeGenius) quantitative Ergebnisse ausgegeben werden: 100.000.000 [U/ml.

Der lineare Messbereich in gEg/ml fur Vollblut wird unter Anwendung des spezifischen
Umrechnungsfaktors berechnet, der auf Seite 32 angegeben ist.

Die endgliltigen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Linearer Messbereich fiir Vollblutproben bei ELITe InGenius und ELITe BeGenius
MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 178 100.000.000
gEq/ml 254 142.857.143

Plasma (Probenvolumen 200 pl):
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Der lineare Messbereich des CMV ELITe MGB® Kits, der in Verbindung mit Plasma sowie ELITe
InGenius und ELITe BeGenius verwendet wird, wurde mit einer Reihe getestet, die durch Verdiinnen eines
CMV-Referenzmaterials (Notovir, ltalien) in CMV-DNA-negativer Matrix angesetzt wurde. Die Reihe bestand
aus acht Verdiinnungspunkten von 108 bis 80 IU/ml. Jede Probe der Reihe wurde in 3 Wiederholungen getestet.

Die Analyse der erhaltenen Daten mittels linearer Regression ergab, dass der Assay zusammen mit
Plasmaproben bei allen Verdinnungsstufen mit einem Quadrat des Korrelationskoeffizienten (R2) eine lineare
Reaktion von 0,995 bei ELITe InGenius und 0,996 bei ELITe BeGenius aufweist.

Fitted Line Plot InGenius Plasma Fitted Line Plot BeGenius Plasma
Log Obtained Qty = 0.1598 + 1.001 Log Expected Qty Log Obtained Qty = - 03110 + 1.055 Log Expected Qty

s 0147508 s s 0143847
£ 6%

R-Sq 0. RS 9.
R-Sqad)  99.5% sl R-Sqad)  99.6%

Log Obtained Qty
IS

Log Obtained Qty

Log Expected Qty Log Expected Qty

Die untere Quantifizierungsgrenze (LLoQ) wurde auf die LoD-Konzentration festgesetzt, bei der prazise
(Standardabweichung = 0,2701 log IU/ml bei ELITe InGenius und 0,2114 log IU/ml bei ELITe BeGenius) und
genaue (systematische Messabweichung = 0,3314 log IU/ml bei ELITe InGenius und -0,0619 log IU/ml bei
ELITe BeGenius) quantitative Ergebnisse ausgegeben werden: 88 IU/ml.

Die obere Nachweisgrenze (ULoQ) wurde festgesetzt auf die hochste getestete Konzentration, bei der
prazise (Standardabweichung = 0,0351 log IU/ml bei ELITe InGenius und 0,0675 log IU/ml bei ELITe BeGenius)
und genaue (systematische Messabweichung bis -0,3988 log IU/ml bei ELITe InGenius und -0,3865 log 1U/ml
bei ELITe BeGenius) quantitative Ergebnisse ausgegeben werden: 100.000.000 1U/ml.

Der lineare Messbereich als gEg/ml fir Plasma wird unter Anwendung des spezifischen
Umrechnungsfaktors berechnet, der auf Seite 32 angegeben ist.

Die endgdiltigen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Linearer Messbereich fiir Plasmaproben und ELITe InGenius und ELITe BeGenius
MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
IU/ml 88 100.000.000
gEq/ml 293 333.333.334

Andere Matrizes

Die Linearitdt dieses Assays in Verbindung mit ELITe InGenius wurde mit einer Reihe von CMV-
Verdlinnungen in den folgenden verschiedenen Matrizes Uberprift: Plasma (Probenvolumen 1000 pl), Liquor,
Urin, Mundschleimhautabstrich, Fruchtwasser, BAL/BA.

Die Linearitdt im Modus ,PCR Only“ (nur PCR) wurde mithilfe einer Verdlnnungsreihe (1 logio-
Verdinnungsschritte) einer Plasmid-DNA ermittelt. Diese enthielt das Amplifikationsprodukt, dessen
Ausgangskonzentration mit einem Spektrophotometer gemessen wurde. Die Verdiinnungen von 2 x 106
Genomaquivalenten pro Reaktion bis 2 x 101 Genomaquivalenten pro Reaktion wurden in 5 Wiederholungen
getestet. Dabei wurde die Amplifikation mit den Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefihrt. Die Analyse
der erhaltenen Daten mittels linearer Regression ergab, dass der Assay bei allen Verdiinnungen eine lineare
Reaktion aufweist (Quadrat des Korrelationskoeffizienten tiber 0,99).

Die Linearitdt im Modus ,Extract+PCR“ (Extraktion + PCR) dieses Assays, der in Verbindung mit
verschiedenen Matrizes und ELITe InGenius verwendet wurde, wurde mit einer Reihe von CMV-Verdlinnungen
verifiziert. Die Reihe wurde durch Verdlinnen des ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus
for Nucleic Acid Amplification Techniques" (NIBSC code 09/162, Vereinigtes Kdnigreich) in CMV-DNA-negativer
Matrix angesetzt. Die Reihe bestand aus funf Verdiinnungspunkten (1 log1o-Verdiinnungsschritte) von 108 1U/ml
bis 102 IU/ml. Jede Probe der Reihe wurde in mindestens 3 Wiederholungen getestet. Hierfiir wurde das
gesamte Analyseverfahren, die Laufeinrichtung, Extraktion von Nukleinsduren, Echtzeit-Amplifikation und
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Dateninterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefiihrt. Die Analyse
der erhaltenen Daten mittels linearer Regression ergab, dass der Assay bei allen Verdiinnungsstufen eine
lineare Reaktion aufweist.

Bestimmungsgrenzen

Die untere Grenze des linearen Messbereichs wurde auf die niedrigste Konzentration festgesetzt, bei
der 100 % Positivitdt sowie quantitative Ergebnisse mit einer Genauigkeit und Prazision innerhalb von +0,5 log
IU/ml erzielt werden. Die obere Grenze des linearen Messbereichs wurde auf die hdchste getestete
Konzentration festgesetzt, bei der quantitative Ergebnisse mit einer Genauigkeit und Prézision innerhalb von
+0,5 log 1U/ml erzielt werden.

Der lineare Messbereich als gEg/ml fir jede Matrix wird unter Anwendung des spezifischen
Umrechnungsfaktors berechnet, der auf Seite 32 angegeben ist.

Die Ergebnisse fir jede Matrix sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt.

Linearer Messbereich fiir Plasmaproben und ELITe InGenius

Probenvolumen MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 178 1.500.000
1000 pl
H gEq/ml 593 5.000.000
Linearer Messbereich fiir Liquorproben und ELITe InGenius
Probenvolumen MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 101 15.000.000
200 pl m
gEg/ml 335 50.000.000

Linearer Messbereich fiir Urinproben und ELITe InGenius

Probenvolumen MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 316 35.000.000
200 pl
H gEq/ml 451 50.000.000

Linearer Messbereich fiir Mundschleimhaut-Abstrichproben und ELITe InGenius

Probenvolumen MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
200 pl 1U/ml 100 10.000.000
gEqg/ml 500 50.000.000
Linearer Messbereich fiir Fruchtwasserproben und ELITe InGenius
Probenvolumen MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 100 10.000.000
2| |
00 p oEq/ml 500 50.000.000
Linearer Messbereich fiir BAL/BA-Proben und ELITe InGenius
Probenvolumen MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 178 10.000.000
200 pl
H gEq/ml 890 50.000.000

Wiederholpréazision

Die Wiederholprazision der mit dem Produkt CMV ELITe MGB Kit in Kombination mit den Systemen
ELITe InGenius und ELITe BeGenius erhaltenen Ergebnisse wurde durch Analyse einer Reihe von in EDTA
entnommenen Vollblutproben getestet. Die Reihe umfasste eine negative Probe und zwei Proben, die in
Konzentrationen von 3 x LoD (zirka 327 IU/ml) und von 10 x LoD (zirka 1090 IU/ml) mit zertifiziertem CMV-
Referenzmaterial (,1st WHO International Standard for CM Virus DNA®, NIBSC code 09/162, Vereinigtes
Konigreich) dotiert waren.

Die Wiederholprazision innerhalb des Laufs wurde auf ELITe InGenius durch die Analyse von Panel-
Proben in acht Wiederholungen, in zwei Laufen pro Tag und mit derselben Produkticharge, am selben Tag mit
demselben Geréat durch ein und denselben Bediener bestimmt. Die Proben wurden an zufalligen Positionen auf
dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract + PCR* (Extraktion + PCR) verarbeitet.
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Die laufibergreifende Wiederholprézision wurde auf ELITe InGenius durch die Analyse von Panel-
Proben in acht Wiederholungen, in zwei Laufen pro Tag und mit derselben Produktcharge, an zwei
verschiedenen Tagen mit demselben Geréat durch ein und denselben Bediener bestimmt. 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.
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Wiederholpréazision innerhalb des Laufs, ELITe InGenius

CMV Internal Control
Probe Pos./ Mittlerer o Pos./ Mittlerer o
Wiederh. | Ct-Wert | SP | VK% | \iederh. | Ct-Wert sb VK%
Negativ 0/8 - - -
3 x LoD 8/8 35,91 0,51 1,42 24/24 24,18 0,17 0,69
10 x LoD 8/8 33,98 0,29 0,86
Laufiibergreifende Wiederholpréazision, ELITe InGenius
CMV Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/16 - - -
3 x LoD 16/16 36,09 0,78 2,15 48/48 24,20 0,22 0,90
10 x LoD 16/16 34,07 0,25 0,75

erwartet und wies niedrige VK % der Ct-Werte aus, die 1,6 % bei CMV und 1,4 % bei der Internal Control nicht
Uberstiegen.

Vergleichspréazision

Die Vergleichsprazision der mit dem Produkt CMV ELITe MGB Kit in Kombination mit den Systemen
ELITe InGenius und ELITe BeGenius erhaltenen Ergebnisse wurde durch Analyse einer Reihe von
Vollblutproben getestet. Die Reihe umfasste eine negative Probe und zwei Proben, die in Konzentrationen von
3 x LoD (zirka 327 IU/ml) und von 10 x LoD (zirka 1090 IU/ml) mit zertifiziertem CMV-Referenzmaterial (,1st
WHO International Standard for CM Virus DNA®, NIBSC code 09/162, Vereinigtes Kdnigreich) dotiert waren.

Die gerateubergreifende Vergleichsprazision wurde auf ELITe InGenius durch die Analyse von Panel-
Proben durch zwei verschiedene Bediener in acht Wiederholungen, in einem Lauf pro Tag, an zwei Tagen unter
Verwendung derselben Charge und von zwei verschiedenen Geréten bestimmt. Die Proben wurden an
zufélligen Positionen auf dem ELITe InGenius System im Modus ,Extract + PCR" (Extraktion + PCR)
verarbeitet.

Die chargenibergreifende Vergleichsprazision wurde auf ELITe InGenius durch die Analyse von Panel-
Proben durch ein und denselben Bediener in acht Wiederholungen, in zwei Laufen pro Tag, unter Verwendung
von zwei verschiedenen Chargen und mit demselben Gerat bestimmt. Die Proben wurden an zufélligen
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 Vergleichspréazision als Ungenauigkeit zu bewerten.
Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.

Geratelibergreifende Vergleichsprazision, ELITe InGenius

Beim Test der Wiederholprazision auf ELITe InGenius erkannte der Assay die CMV-Zielsequenz wie
erwartet und wies niedrige VK % der Ct-Werte aus, die 2,2 % bei CMV und 0,9 % bei der Internal Control nicht
Uberstiegen.

Die Wiederholprézision innerhalb des Laufs wurde auf ELITe BeGenius durch die Analyse von Panel-
Proben in acht Wiederholungen, in einem Lauf pro Tag und mit derselben Produkticharge, am selben Tag mit
demselben Gerét durch ein und denselben Bediener bestimmt. Die Proben wurden an zufalligen Positionen auf
dem ELITe BeGenius System im Modus ,Extract + PCR" (Extraktion + PCR) verarbeitet.

Die laufibergreifende Wiederholprazision wurde auf ELITe BeGenius durch die Analyse von Panel-
Proben in acht Wiederholungen, in einem Lauf pro Tag und mit derselben Produkicharge, an zwei
verschiedenen Tagen mit demselben Geréat durch ein und denselben Bediener bestimmt. Die Proben wurden an
zufdlligen Positionen auf dem ELITe BeGenius System im Modus ,Extract + PCR“ (Extraktion + PCR)
verarbeitet.

CMv Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/8 - - -
3 x LoD 8/8 35,96 0,81 2,26 24/24 25,31 0,71 2,82
10 x LoD 8/8 33,62 0,36 1,07
Chargeniibergreifende Vergleichspréazision, ELITe InGenius
CMv Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/8 - - -
3 x LoD 8/8 35,97 0,65 1,82 24/24 25,20 0,65 2,59
10 x LoD 8/8 33,72 0,29 0,86

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.

Wiederholprézision innerhalb des Laufs, ELITe BeGenius

CMV Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/8 - - -
3 x LoD 8/8 37,21 0,49 1,33 24/24 27,21 0,38 1,39
10 x LoD 8/8 35,03 0,52 1,48
Laufiibergreifende Wiederholprézision, ELITe BeGenius
CMV Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/16 - - -
3 x LoD 16/16 37,51 0,61 1,63 48/48 27,18 0,37 1,38
10 x LoD 16/16 35,06 0,44 1,25

Beim Test der Wiederholprézision auf ELITe BeGenius erkannte der Assay die CMV-Zielsequenz wie
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Beim Test der Vergleichsprazision auf ELITe InGenius erkannte der Assay die CMV-Zielsequenz wie
erwartet und wies niedrige VK % der Ct-Werte aus, die 2,3 % bei CMV und 2,8 % bei der Internal Control nicht
Uberstiegen.

Die gerétetibergreifende Vergleichsprazision wurde auf ELITe BeGenius durch die Analyse von Panel-
Proben durch zwei verschiedene Bediener in acht Wiederholungen, in einem Lauf pro Tag, an zwei Tagen unter
Verwendung derselben Charge und von zwei verschiedenen Geraten bestimmt. Die Proben wurden an
zufélligen Positionen auf dem ELITe BeGenius System im Modus ,Extract + PCR" (Extraktion + PCR)
verarbeitet.

Die chargenibergreifende Vergleichsprazision wurde auf ELITe BeGenius durch die Analyse von
Panel-Proben durch ein und denselben Bediener in acht Wiederholungen, in zwei Laufen pro Tag, unter
Verwendung von zwei verschiedenen Chargen und mit demselben Gerat bestimmt. 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 Vergleichspréazision als Ungenauigkeit zu bewerten.
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Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.
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Gerételibergreifende Vergleichspréazision, ELITe BeGenius

Die Ergebnisse in IU/ml wurden unter Anwendung des Umrechnungsfaktors fir ELITe InGenius und
Plasma berechnet und sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

CMV Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/8 - - -
3x LoD 8/8 36,06 0,46 1,27 24/24 28,29 0,48 1,69
10 x LoD 8/8 34,12 0,23 0,66
Chargeniibergreifende Vergleichspréazision, ELITe BeGenius
CMV Internal Control
Probe Pos. / Mittlerer SD VK % Pos. / Mittlerer SD VK %
Wiederh. Ct-Wert Wiederh. Ct-Wert
Negativ 0/8 - - -
3x LoD 8/8 36,19 0,51 1,41 24/24 28,30 0,47 1,65
10 x LoD 8/8 34,22 0,12 0,36

Tests mit kalibrierten Referenzmaterialien und ELITe InGenius
Konsensus . Positiv / Mittlere Ergebnisse
Probe log IU/ml Standardabweichung Wiederholungen log IL?/mI

CMVDNA14-01 2,468 0,343 2/2 2,256
CMVDNA14-02 3,034 0,281 2/2 2,915
CMVDNA14-03 3,383 0,368 2/2 3,185
CMVDNA14-04 3,014 0,251 2/2 2,976
CMVDNA14-05 1,859 0,462 2/2 1,706
CMVDNA14-06 2,767 0,325 2/2 2,526
CMVDNA14-07 4,030 0,280 2/2 3,924
CMVDNA14-08 Negativ - 0/2 -

CMVDNA14-09 2,065 0,512 2/2 1,273
CMVDNA14-10 3,947 0,278 2/2 3,946

Beim Test der Vergleichsprazision auf ELITe BeGenius erkannte der Assay die CMV-Zielsequenz wie
erwartet und wies niedrige VK % der Ct-Werte aus, die 1,4 % bei CMV und 1,7 % bei der Internal Control nicht
Uberstiegen.

Reproduzierbarkeit mit zertifiziertem Referenzmaterial

Fir die Bewertung der analytischen Sensitivitat des Assays wurde die kalibrierte Reihe «CMV Molecular
“Q” Panel» (Qnostics, Ltd, Vereinigtes Konigreich) als Referenzmaterial verwendet. Jede Probe der Reihe
wurde in 2 Wiederholungen getestet. Hierfir wurden das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion,
Amplifikation, Detektion und Ergebnisinterpretation, mit dem ELITe InGenius System und Produkten der
ELITechGroup S.p.A. durchgefihrt.

Die ab 200 pl Probe erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tests mit kalibrierten Referenzmaterialien und ELITe InGenius
Probe Nenntiter Nenntiter log . Positiv / Mittlere Ergebnisse
1U/ml 1U/ml Wiederholungen log 1U/ml
CMVMQPO01-High 10° 5,000 22 5,024
CMVMQPO01-Medium 104 4,000 2/2 3,996
CMVMQPO01-Low 108 3,000 2/2 3,060
CMVMQPO01-Negative negativ - 0/2 -

Alle positiven Proben wurden als positiv mit einem Titer innerhalb des erwarteten Werts + 0,5 log
nachgewiesen.

Die ab 1000 pl Probe erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tests mit kalibrierten Referenzmaterialien und ELITe InGenius
Probe Nenntiter Nenntiter log . Positiv / Mittlere Ergebnisse
1U/ml 1U/ml Wiederholungen log 1U/ml
CMVMQPO01-High 10° 5,000 22 4,679
CMVMQPO01-Medium 104 4,000 2/2 3,717
CMVMQPO01-Low 103 3,000 2/2 2,733
CMVMQPO01-Negative negativ - 0/2 -

Alle positiven Proben wurden als positiv mit einem Titer innerhalb des erwarteten Werts + 0,5 log
nachgewiesen.

Fur die Durchfiihrung weiterer Tests wurde die Reihe ,QCMD 2014 Human Cytomegalovirus DNA EQA
Panel* (Qnostics Ltd, Vereinigtes Konigreich) als kalibriertes Referenzmaterial verwendet. Jede Probe der
Reihe wurde in 2 Wiederholungen getestet. Hierflr wurden das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion,
Amplifikation, Detektion und Ergebnisinterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der ELITechGroup
S.p.A. durchgefihrt.
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Alle Proben wurden richtig erkannt. Acht (8) von neun positiven Proben wurden innerhalb des vom
EQA-Konsensus definierten Bereichs + 1 Standardabweichung (SD) quantifiziert und eine Probe (CMVDNA14-
09) wurde innerhalb von 2 SD quantifiziert. Dies ist dadurch zu erklaren, dass der Probentiter unterhalb der
unteren Bestimmungsgrenze liegt.

Fir die Durchfiinrung weiterer Tests wurde die kalibrierte Reihe ,AcroMetrix® CMVi Panel (Acrometrix,
Life Technologies, USA) als Referenzmaterial verwendet. Jede Probe der Reihe wurde in 2 Wiederholungen
getestet. Hierfir wurden das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, Amplifikation, Detektion und
Ergebnisinterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgeflhrt.

Die Ergebnisse in IU/ml wurden unter Anwendung des Umrechnungsfaktors fir ELITe InGenius und
Plasma berechnet und sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tests mit kalibrierten Referenzmaterialien und ELITe InGenius
Probe Nenntiter Nenntiter log Positiv / Mittlere Ergebnisse
1U/ml 1U/ml Wiederholungen log 1U/ml
CMV DNA 3E6 3.000.000 6,477 2/2 6,386
CMV DNA 3E5 300.000 5,477 2/2 5,444
CMV DNA 3E4 30.000 4,477 2/2 4,473
CMV DNA 3E3 3.000 3,477 2/2 3,441
CMV DNA 3E2 300 2,477 2/2 2,575

Alle Proben wurden als positiv mit einem Titer innerhalb des erwarteten Werts + 0,5 log nachgewiesen.

Far die Durchfiihrung weiterer Tests wurde ab einem Probenvolumen von 1000 pl die Reihe ,QCMD
2017 Human Cytomegalovirus DNA EQA Panel* (Qnostics Ltd, Vereinigtes Koénigreich) als kalibriertes
Referenzmaterial verwendet. Jede Probe der Reihe wurde in 2 Wiederholungen getestet. Hierfir wurden das
gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, Amplifikation, Detektion und Ergebnisinterpretation, mit ELITe
InGenius und Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefihrt.

Die Ergebnisse in IU/ml wurden unter Anwendung des Umrechnungsfaktors fir ELITe InGenius und
Plasma berechnet und sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tests mit kalibrierten Referenzmaterialien und ELITe InGenius
Probe Konsensus ) Positiv / Mittlere Ergebnisse
log [U/ml Wiederholungen log IU/ml

CMVDNA17S-01 2,431 22 2,362
CMVDNA17S-02 3,762 2/2 3,665
CMVDNA17S-03 3,920 2/2 3,822
CMVDNA17S-04 2,847 2/2 2,671
CMVDNA17S-05 2,572 22 2,189
CMVDNA17S-06 2,849 2/2 2,658
CMVDNA17S-07 3,902 2/2 3,785
CMVDNA17S-08 3,746 22 3,667
CMVDNA17S-09 Negativ 0/2 -

CMVDNA17S-10 3,900 22 3,707
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Alle Proben wurden richtig erkannt. Die positiven Proben wurden mit einem Titer innerhalo des
erwarteten Werts + 0,5 log angegeben.

Faktor fiir die Umrechnung in internationale Einheiten

Der Umrechnungsfaktor zur Umrechnung eines quantitativen Ergebnisses von gEg/ml in internationale
Einheiten (International Units, 1U) / ml wurde mithilfe einer Reihe von mindestens drei Verdinnungen (1 logio
zwischen Verdiinnungen) des von der WHO (,,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for
Nucleic Acid Amplification Techniques®, NIBSC code 09/162, Vereinigtes Kdnigreich) anerkannten kalibrierten
Referenzmaterials in verschiedenen, negativ auf CMV-DNA getesteten Matrizes berechnet.

Jeder Punkt der Reihe wurde in mindestens 10 Wiederholungen getestet. Hierflir wurde die gesamte
Analyse, Extraktion, Amplifikation, Detektion und Ergebnisinterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der
ELITechGroup S.p.A. durchgefihrt.

Die Ergebnisse fir jede Matrix sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Faktor zur Umrechnung in internationale Einheiten mit ELITe InGenius

Probenvolumen Matrix Umrechnungsfaktor Fc (IU/gEq)

Voliblut 0,7

Plasma 0,3

Liquor 0,3

200 pl Urin 0,7

Mundschleimhautabstrich 0,2

Fruchtwasser 0,2

BAL/BA 0,2

1000 pl Plasma 0,3

Der Umrechnungsfaktor des CMV ELITe MGB® Kits, das zusammen mit in EDTA entnommenem
Vollblut und ELITe InGenius und ELITe BeGenius verwendet wurde, wurde mit einer Reihe von CMV-
Verdiinnungen verifiziert. Die Reihe wurde durch Verdinnen des ,1st WHO International Standard for Human
Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification Techniques" (NIBSC code 09/162, Vereinigtes Koénigreich) in
CMV-DNA-negativer Matrix angesetzt. Die Reihe bestand aus sieben Verdiinnungspunkten von zirka 108 1U/ml
bis 1025 IU/ml. Jede Probe der Reihe wurde in 3 Wiederholungen getestet.

Die Prazision der Zielquantifizierung als Standardabweichung von log 1U/ml lag sowohl bei ELITe
InGenius als auch bei ELITe BeGenius unter 0,5 log.

Die Genauigkeit der Zielquantifizierung als Differenz zwischen der theoretischen und der gemessenen
Konzentration in log IU/ml lag sowohl bei ELITe InGenius als auch bei ELITe BeGenius unter 0,5 log.

Diese Ergebnisse bestatigten den fir Vollblut 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.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung zusammengefasst.
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Plot of Log Obtained Qty_BeGenius vs Log Obtaines Qty_InGenius with Fitted Lines

Error Variance Ratio (Log Obtained Qty_BeGenius/Log Obtaines Qty_InGenius) = 1

- ——  Orthogonal
=== Least Squares

Log Obtained Qty_BeGenius
IS

3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5
Log Obtaines Qty_InGenius

Orthogonal:  Log Obtained Qty. BeGenius = - 0.257 + 0.987 Log Obtaines Qty.InGenius
Least Squares: Log Obtained Qty_BeGenius = - 0.226 + 0.980 Log Obtaines Qty.InGenius

Die orthogonale Regressionsanalyse ergab einen Achsenabschnitt von -0,257 (95%-KI: -0,503 bis -
0,011) und eine Steigung von 0,987 (95%-KIl: 0,934 bis 1,040). Die Analyse der linearen Regression ergab
einen R2-Wert von 0,986.

Der Umrechnungsfaktor des CMV ELITe MGB® Kits, das zusammen mit in EDTA entnommenem
Plasma (Probenvolumen 200 pl) und ELITe InGenius und ELITe BeGenius verwendet wurde, wurde mit einer
Reihe von CMV-Verdinnungen verifiziert. Die Reihe wurde durch Verdlnnen des ,1st WHO International
Standard for Human Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification Techniques" (NIBSC code 09/162,
Vereinigtes Konigreich) in CMV-DNA-negativer Matrix angesetzt. Die Reihe bestand aus acht
Verdiinnungspunkten von zirka 108 1U/ml bis 102 IU/ml. Jede Probe der Reihe wurde in 3 Wiederholungen
getestet.

Die Prazision der Zielquantifizierung als Standardabweichung von log IU/ml lag sowohl bei ELITe
InGenius als auch bei ELITe BeGenius unter 0,5 log.

Die Genauigkeit der Zielquantifizierung als Differenz zwischen der theoretischen und der gemessenen
Konzentration in log IU/ml lag sowohl bei ELITe InGenius als auch bei ELITe BeGenius unter 0,5 log.

Diese Ergebnisse bestatigten die fir Vollblut mit ELITe InGenius berechneten Umrechnungsfaktoren.

Zur Berechnung der Korrelation zwischen den Methoden wurden die mit ELITe InGenius und ELITe
BeGenius erhaltenen Ergebnisse mittels orthogonaler und linearer Regression analysiert.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung zusammengefasst.

Plot of Log Obtained Qty_BeGenius vs Log Obtained Qty_InGenius with Fitted Lines
Error Variance Ratio (Log Obtained Qty BeGenius/Log Obtained Qty_InGenius) = 1

6 ——  Orthogonal
=== Least Squares

Log Obtained Qty BeGenius

2 3 4 5 6
Log Obtained Qty_InGenius

Orthogonal:  Log Obtained Qty_BeGenius = - 0.360 + 1.029 Log Obtained Qty_InGenius
Least Squares: Log Obtained Qty_BeGenius = - 0.345 + 1.026 Log Obtained Qty_InGenius

In diesem Test ergab die orthogonale Regressionsanalyse eine Steigung von 1,029 (95-%-KI: 0,993 -
1,065) und einen Achsenabschnitt von -0,360 (95-%-KI: - 0,510; -0,209). Die Analyse der linearen Regression
ergab einen R2-Wert von 0,993.
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Robustheit: Nichtvorhandensein von Kreuzkontamination

Die Robustheit des Assays als das Nichtvorhandensein von Kreuzkontamination wurde mittels Analyse
der Ergebnisse aus finf Laufen, in denen CMV-DNA-negative Proben abwechselnd mit CMV-DNA-dotierten
Proben untersucht wurden, verifiziert. Keine der CMV-DNA-negativen Proben erzielte ein positives Ergebnis.

Das Nichtvorhandensein von Kreuzkontamination wurde mithilfe einer CMV-DNA-negativen
Vollblutprobe, die mit von der WHO (,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for Nucleic
Acid Amplification Techniques®, NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich) anerkanntem kalibriertem
Referenzmaterial dotiert war, bei einer Viruslast von 10.000 1U/ml, und einer CMV-DNA-negativen Vollblutprobe
verifiziert. Es wurden fiinf Reihen von 12 Proben getestet, wobei sich jeweils eine dotierte Proben mit einer
negativen Probe abwechselte. Dabei wurde das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, Amplifikation,
Detektion und Ergebnisinterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der ELITechGroup S.p.A.
durchgefuhrt.

Proben Anzahl positiv negativ
In EDTA entnommenes, CMV-DNA-dotiertes Vollblut 30 30 0
In EDTA entnommenes, CMV-DNA-negatives Vollblut 30 0 30

Robustheit: Fehlerrate des Gesamtsystems

Die Robustheit des Assays als die Fehlerrate des Gesamtsystems in Bezug auf falsch-negative
Ergebnisse wurde durch Analyse einer Reihe von CMV-DNA-dotierten, niedrigtitrigen Proben verifiziert und lag
demnach bei 1,7 %.

Die Fehlerrate des Gesamtsystems wurde mithilfe einer CMV-DNA-negativen Vollblutprobe, die mit
kalibriertem und zertifiziertem Referenzmaterial CMVDNA12-01, einer Probe des ,QCMD 2012 Human
Cytomegalovirus EQA Panel” (Qnostics, Vereinigtes Konigreich), dotiert war, bei einer Viruslast von 750 [U/ml
verifiziert. Flr die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, Amplifikation,
Detektion und Ergebnisinterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der ELITechGroup S.p.A.
durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-dotiertes Vollblut 60 59 1

Diagnostische Sensitivitat: Bestatigung positiver Proben

Vollblut und Plasma (Probenvolumen 200 pl):

Die diagnostische Sensitivitat des Assays als die Bestatigung positiver klinischer Proben wurde durch Analyse
einiger CMV-DNA-positiver klinischer Proben in Verbindung mit ELITe InGenius bewertet. Da ELITe BeGenius
gleichwertige analytische Leistungen wie ELITe InGenius aufweist. Da ELITe BeGenius gleichwertige
analytische Leistungen wie ELITe InGenius aufweist, ist die diagnostische Giite der auf den beiden
Instrumenten durchgefiihrten Tests ebenfalls als gleichwertig anzusehen. Daher gilt die mit ELITe InGenius
erhaltene diagnostische Sensitivitit des Assays auch fiir ELITe BeGenius.

Der Test ab 200 pl Probenvolumen wurde durchgefiihrt an:

- 60in EDTA entnommenen Vollblutproben, die CMV-DNA-positiv waren (getestet mit einem CE-IVD-
Produkt zur Echtzeit-Amplifikation).

- 54 in EDTA entnommenen Plasmaproben von Patienten, die CMV-DNA-positiv waren (getestet mit
einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation).

Fir die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, Amplifikation,
Detektion und Ergebnisinterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der ELITechGroup S.p.A.
durchgefihrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Probenvolumen | Proben Anzahl| positiv | negativ
200 ul In EDTA entnommenes, CMV-DNA-positives Vollblut 60 60 0
H In EDTA entnommenes, CMV-DNA-positives Plasma 54 54 0

Alle Vollblut- und Plasmaproben wurden als positiv bestatigt. Die diagnostische Sensitivitat des Assays
betrug in diesen Tests bei Vollblut- und Plasmaproben 100 %.
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Andere Matrizes

Die diagnostische Sensitivitat des Assays als die Bestétigung positiver klinischer Proben wurde durch
Analyse einiger CMV-DNA-positiver klinischer Proben in Verbindung mit ELITe InGenius und den folgenden
Matrizes bewertet: Plasma (Probenvolumen 1000 pl), Liquor, Urin, Mundschleimhautabstrich, Fruchtwasser,
BAL/BA.

Der Test ab 200 ul Probenvolumen wurde durchgefiihrt an:

- 20 CMV-DNA-negativen Liquorproben, die durch Hinzufigen von ,1st WHO International Standard
for Human Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification Techniques“ (NIBSC code 09/162,
Vereinigtes Kdnigreich) mit CMV-DNA dotiert waren.

- 31 Urinproben von Patienten, die CMV-DNA-positiv waren (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur
Echtzeit-Amplifikation).

- 50 CMV-DNA-negativen Mundschleimhaut-Abstrichproben, die durch Hinzufigen von ,1st WHO
International Standard for Human Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification Techniques®
(NIBSC code 09/162, Vereinigtes Kénigreich) mit CMV-DNA dotiert waren.

- 11 Fruchtwasserproben von CMV-DNA-positiven Patienten (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur
Echtzeit-Amplifikation) und an 20 CMV-DNA-negativen Fruchtwasserproben, die durch Hinzufiigen
von ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification
Techniques” (NIBSC code 09/162, Vereinigtes Kdnigreich) mit CMV-DNA dotiert waren.

- 49 BAL/BA-Proben von Patienten, die CMV-DNA-positiv waren (getestet mit einem CE-1VD-Produkt
zur Echtzeit-Amplifikation).

Der Test ab 1000 pl Probenvolumen wurde durchgefiihrt an in 60 EDTA entnommenen Plasmaproben
von Patienten, die CMV-DNA-positiv waren (getestet mit einem CE-1VD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation).

Fir die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, Amplifikation,
Detektion und Ergebnisinterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der ELITechGroup S.p.A.
durchgefihrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Probenvolumen | Proben Anzahl | positiv negativ
Mit CMV-DNA dotierter Liquor 20 20 0
CMV-DNA-positiver Urin 31 31 0

200 il Mit CMV-DNA dotierter Mundschleimhautabstrich 50 50 0
CMV-DNA-positives oder mit CMV-DNA dotiertes
Fruchtwasser 31 3 0
BAL/BA, CMV-DNA-positiv 49 49 0
1000 pl In EDTA entnommenes, CMV-DNA-positives Plasma 60 58 2

Alle Proben aller Matrizes, die ab einem Volumen von 200 pl analysiert wurden, wurden als positiv
bestatigt. Die diagnostische Sensitivitat des Assays betrug in diesen Tests 100 % bei jeder Matrix.

Alle analysierten Plasmaproben ab 1000 pl Probenvolumen waren zur Analyse valide, 58 von 60
Plasmaproben wurden als positiv bestatigt, zwei Proben waren abweichend negativ.
Die diagnostische Sensitivitat des Assays betrug in diesem Test 96,6 % bei Plasma.

Diagnostische Spezifitat: Bestatigung negativer Proben

Vollblut und Plasma (Probenvolumen 200 ul):

Die diagnostische Spezifitdt des Assays als die Bestatigung negativer Proben wurde durch Analyse
einiger CMV-DNA-negativer klinischer Proben in Verbindung mit ELITe InGenius 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 Sensitivitét des Assays auch fir ELITe BeGenius.

Der Test ab 200 ul Probenvolumen wurde durchgefiihrt an:

- 59 in EDTA entnommenen Vollblutproben, die CMV-DNA-negativ waren (getestet mit einem CE-
IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation).

- 58in EDTA entnommenen Plasmaproben von Patienten, die CMV-DNA-negativ waren (getestet mit
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einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation).

Flr die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, Amplifikation,
Detektion und Ergebnisinterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der ELITechGroup S.p.A.
durchgefihrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Probenvolumen Proben Anzahl | positiv | negativ
200 ul In EDTA entnommenes, CMV-DNA-negatives Vollblut 59 4 55
H In EDTA entnommenes, CMV-DNA-negatives Plasma 58 1 57

Alle Proben waren zur Analyse valide. Der Ct-Grenzwert fiir die IC wurde auf 35 fiir beide Matrizes festgelegt.

Funfundfiinfzig (55) von 59 Vollblutproben wurden als CMV-DNA-negativ bestatigt, vier Proben waren
abweichend positiv bei niedrigem Titer. Dieses Ergebnis ist dadurch zu erklaren, dass die Nachweisgrenze der
Referenzmethode héher liegt als die Nachweisgrenze des untersuchten Produkts.

Die diagnostische Spezifitat des Assays in Verbindung mit Vollblut betrug bei diesem Test 93,2 %.

Siebenundfiinfzig (57) von 58 Vollblutproben wurden als CMV-DNA-negativ bestétigt, eine Probe war
abweichend positiv bei niedrigem Titer.

Die diagnostische Spezifitat des Assays in Verbindung mit Plasma betrug bei diesem Test 98,3 %.

Andere Matrizes

Die diagnostische Spezifitdt des Assays als die Bestatigung negativer Proben wurde durch Analyse
einiger CMV-DNA-negativer klinischer Proben in Verbindung mit ELITe InGenius und den folgenden Matrizes
bewertet: Plasma (Probenvolumen 1000 pl), Liquor, Urin, Mundschleimhautabstrich, Fruchtwasser, BAL/BA.

Der Test ab 200 pl Probenvolumen wurde durchgefiihrt an:

- 7 CMV-DNA-negativen Liquorproben (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-
Amplifikation) und 3 vermutlich CMV-DNA-negativen Liquorproben.

- 8 CMV-DNA-negativen Urinproben (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation)
und 46 vermutlich CMV-DNA-negativen Urinproben.

- 52 vermutlich CMV-DNA-negativen Mundschleimhaut-Abstrichproben.

- 10 CMV-DNA-negativen Fruchtwasserproben (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-
Amplifikation) und 22 vermutlich CMV-DNA-negativen Fruchtwasserproben.

- 49 CMV-DNA-negativen BAL/BA-Proben (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-
Amplifikation).

Der Test ab 1000 pl Probenvolumen wurde durchgefiihrt an 57 in EDTA entnommenen, vermutlich
CMV-DNA-negativen Plasmaproben.

Fir die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion, Amplifikation,
Detektion und Ergebnisinterpretation, mit ELITe InGenius und Produkten der ELITechGroup S.p.A.
durchgefihrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Probenvolumen | Proben Anzahl | positiv | negativ
CMV-DNA-negativer oder vermutlich CMV-DNA- 20 0 20
negativer Liquor
CMV-DNA-negativer oder vermutlich CMV-DNA- 54 0 54
negativer Urin

200 pl Vermutlich CMV-DNA-negativer 52 2 50
Mundschleimhautabstrich
CMV-DNA-negatives oder vermutlich CMV-DNA- 32 0 32
negatives Fruchtwasser
BAL/BA, CMV-DNA-negativ 49 0 49
In EDTA entnommenes, vermutlich CMV-DNA-

1000 pl negatives Plasma 57 8 54

Alle analysierten Proben ab 200 pl Probenvolumen waren zur Analyse valide. Der Ct-Grenzwert fir die
IC wurde auf 35 fir alle Matrizes festgelegt.
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Fiinfzig (50) von 52 Mundschleimhaut-Abstrichproben wurden als CMV-DNA-negativ bestatigt, zwei
Proben waren abweichend positiv bei niedrigem Titer.
Die diagnostische Spezifitat des Assays in Verbindung mit Mundschleimhautabstrichen betrug 96 %.

Alle Fruchtwasser-, Urin-, Liquor- und BAL/BA-Proben wurden als CMV-DNA-negativ bestatigt.

Die diagnostische Spezifitat des Assays in Verbindung mit Fruchtwasser, Urin und Liquor betrug 100 %.

Alle analysierten Proben ab 1000 pl Probenvolumen waren zur Analyse valide.

Vierundfiinfzig (54) von 57 Proben wurden als CMV-DNA-negativ bestétigt, drei (3) Proben waren
abweichend positiv bei niedrigem Titer. Die diagnostische Spezifitidt des Assays betrug bei diesem Test 94,7 %.

ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument
ABI 7300 Real-Time PCR System

| PROBEN UND KONTROLLEN |

Proben

Dieses Produkt darf ausschlieBlich mit aus folgenden klinischen Proben extrahierter DNA verwendet
werden:

In EDTA entnommenes Vollblut

Die Vollblutproben fir die DNA-Extraktion miissen geméaB den Laborrichtlinien in EDTA entnommen
und identifiziert werden. AuBerdem dirfen sie maximal drei Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und aufbewahrt
werden; anderenfalls missen sie tiefgefroren bei -20 °C fir maximal dreiBig Tage oder bei -70 °C fir langere
Zeit aufbewahrt werden. Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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 Nukleinséureabbau zu vermeiden.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Vollblut (Zellprobe) mit dem Kit ,,EXTRAblood” durchfiihren,
befolgen Sie bitte die Gebrauchsanweisung: Beginnen Sie ab200 pul Probenvolumen und eluieren Sie die
Nukleinsauren in 100 pl Elutionspuffer.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Vollblut mit ELITe STAR und der Softwareversion 3.4.13 (oder
entsprechende  spatere  Versionen) durchfuhren,  verwenden  Sie das Extraktionsprotokoll
UUNI_E100_S200_ELI, das 200 pl Probenvolumen verwendet und den Extrakt in 100 pl eluiert. Proben in
Primarréhrchen kénnen direkt auf «ELITe STAR» geladen werden. Fir jede Probe ist immer ein
Mindestvolumen von 700 pl erforderlich. 200 pl CPE in ein Proteinase-Carrier-Réhrchen geben, wie in der
Gebrauchsanweisung des Extraktionskits angegeben. Informationen zum Extraktionsverfahren sind der
Gebrauchsanweisung des Extraktionskits zu entnehmen.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Vollblut mit ELITe GALAXY und der Softwareversion 1.3.1 (oder
entsprechende spatere Versionen) durchflihren, verwenden Sie das Extraktionsprotokoll xNA Extraction
(Universal), das 300 pl Probenvolumen verwendet und den Extrakt in 200 pl eluiert. Proben in Primarréhrchen
kénnen direkt auf ,,ELITe GALAXY* geladen werden. Fir jede Probe ist immer ein Mindestvolumen von 400—
650 pl, je nach Rohrchentyp, erforderlich. 10 pl/Probe von CPE hinzufigen. Der CPE muss wie in der
Gebrauchsanweisung des Extraktionskits angegeben zur IC + Tragerlésung gegeben werden. Informationen
zum Extraktionsverfahren sind der Gebrauchsanweisung des Extraktionskits zu entnehmen.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Vollblut mit dem Gerét «NucliSENS® easyMAG®» durchfiihren,
befolgen Sie bitte das Extraktionsprotokoll Generic 2.0.1 und die folgenden Anweisungen: 100 pl Probe in den
8-Well-Streifen Gberfiihren, den Streifen auf das Geréat laden und die Extraktion ohne Lyseinkubation ausfiihren.
Nachdem das Gerat EasyMAG® Lysis Buffer hinzugefiigt hat, den Streifen nicht herausnehmen und den
Streifeninhalt dreimal mit der mitgelieferten Mehrkanalpipette unter Anwendung des Programms Nr. 3 mischen.
10 Minuten inkubieren, dann mithilfe der Mehrkanalpipette NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silica unter
Anwendung des Programms Nr.3 zum Streifeninhalt hinzufligen und mit der Extraktion fortfahren. Die
Nukleinsauren in 50 pl Elutionspuffer eluieren.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Vollblut mit dem Gerét «QlAsymphony® SP/AS» und dem Kit
«QlAsymphony® DNA Mini Kit» und der Softwareversion 3.5 durchfiihren, verwenden Sie das
Extraktionsprotokoll Virus Blood_200_V4_default IC und befolgen Sie diese Anweisungen: Das Gerat kann
ein Primarréhrchen verwenden; fir die Extraktion werden 200 upl Probenvolumen bendtigt; das stets
erforderliche Totvolumen betragt 100 ul. Die Réhrchen mit dem ATE-Puffer wie in der Gebrauchsanweisung des
Kits angegeben in das Fach ,internal control* (interne Kontrolle) auf dem Gerat laden; die Position, an der
Eluate dispensiert werden, sowie das Elutionsvolumen von 60 pl angeben. Né&here Einzelheiten zum
Extraktionsverfahren sind den Angaben in der Gebrauchsanweisung des Kits zu entnehmen.
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In EDTA enthommenes Plasma

Die Plasmaproben fir die Nukleinsiureextraktion missen gemaB den Laborrichtlinien in EDTA
entnommen werden. AuBerdem dlrfen sie maximal drei Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und aufbewahrt
werden; anderenfalls mussen sie tiefgefroren bei -20 °C fir maximal dreiBig Tage oder bei -70 °C fir langere
Zeit aufbewahrt werden.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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 mdglichen Nukleinsdureabbau zu vermeiden.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Plasma mit ELITe STAR und der Softwareversion 3.4.13 (oder
entsprechende  spatere  Versionen)  durchfiihren,  verwenden Sie das  Extraktionsprotokoll
UUNI_E100_S200_ELI, das 200 pl Probenvolumen verwendet und den Extrakt in 100 pl eluiert. Proben in
Priméarréhrchen kénnen direkt auf «ELITe STAR» geladen werden. Fir jede Probe ist immer ein
Mindestvolumen von 700 pl erforderlich. 200 pl CPE in ein Proteinase-Carrier-Réhrchen geben, wie in der
Gebrauchsanweisung des Extraktionskits angegeben. Informationen zum Extraktionsverfahren sind der
Gebrauchsanweisung des Extraktionskits zu entnehmen.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Plasma mit ELITe GALAXY und der Softwareversion 1.3.1 (oder
entsprechende spétere Versionen) durchfiihren, verwenden Sie das Extraktionsprotokoll xNA Extraction
(Universal), das 300 pl Probenvolumen verwendet und den Extrakt in 200 pl eluiert. Proben in Primé&rréhrchen
kénnen direkt auf ,,ELITe GALAXY* geladen werden. Fir jede Probe ist immer ein Mindestvolumen von 400—
650 pl, je nach Roéhrchentyp, erforderlich. 10 pl/Probe von CPE hinzufligen. Der CPE muss wie in der
Gebrauchsanweisung des Extraktionskits angegeben zur IC + Tragerlésung gegeben werden. Informationen
zum Extraktionsverfahren sind der Gebrauchsanweisung des Extraktionskits zu entnehmen.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Plasma mit dem Geréat ,,QlAsymphony® SP/AS“ und dem Kit
,,QlAsymphony® DSP Virus / Pathogen Midi kit“ mit der Softwareversion 3.5 durchfiihren, verwenden Sie
das Extraktionsprotokoll ,, Virus Cell free 500_V3_DSP_default IC* und befolgen Sie diese Anweisungen: Das
Gerat kann ein Primarréhrchen verwenden; fir die Extraktion werden 500 pl Probenvolumen benétigt; das stets
erforderliche Totvolumen betragt 100 pl. Die Lésung mit dem AVE-Puffer und dem RNA-Tréger gemafB der
Gebrauchsanweisung des Extraktionskits ansetzen. Fur jede angeforderte Probe 6 ul CPE zur Ldsung
hinzufiigen. Die R&hrchen mit der Lésung wie in der Gebrauchsanweisung des Kits angegeben in das Fach
Lsinternal control“ (interne Kontrolle) auf dem Gerat laden; die Position, an der Eluate dispensiert werden, sowie
das Elutionsvolumen von 85 pl angeben. Nahere Einzelheiten zum Extraktionsverfahren sind den Angaben in
der Gebrauchsanweisung des Kits zu entnehmen.

Liquor

Die Liquorproben fur die Nukleinsdureextraktion missen unter Vermeidung einer Kontamination mit
Patientenblut gemaB den Laborrichtlinien entnommen werden. AuBerdem dirfen sie maximal vier Stunden bei
+2 bis +8 °C transportiert und aufbewahrt werden; anderenfalls missen sie tiefgefroren bei -20 °C fur maximal
dreiBig Tage oder bei -70 °C fir langere Zeit aufbewahrt werden.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben in Aliquote aufzuteilen, um wiederholten Gefrier- und
Auftauzyklen vorzubeugen.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Liquor mit dem Gerédt «NucliSENS® easyMAG®» durchfiihren,
befolgen Sie bitte das Extraktionsprotokoll Generic 2.0.1 und die folgenden Anweisungen: 500 ul Probe in den
8-Well-Streifen Uberfuhren und die Extraktion ausfiihren. Nach der 10-minitigen Inkubation 5 pl CPE fir die
interne Kontrolle und anschlieBend das NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silica hinzufiigen und mit der
Extraktion fortfahren. Die Nukleinsauren in 100 pl Elutionspuffer eluieren.
Urin

Urinproben  fir die  Nukleinsdureextraktion ~missen gema&B den Laborrichtlinien in
konservierungsmittelfreien Behéltern entnommen werden. AuBerdem dirfen sie maximal vier Stunden bei
Raumtemperatur (+18 bis +25 °C) transportiert und aufbewahrt werden; anderenfalls missen sie bei +2 bis
+8°C fur maximal drei Tage aufbewahrt werden. Falls mdglich, das Einfrieren von Morgenurinproben
vermeiden. Das Einfrieren kann die Fallung von Inhibitoren und den Verlust des DNA-Titers verursachen.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben in Aliquote aufzuteilen, um wiederholten Gefrier- und
Auftauzyklen vorzubeugen, und maximal dreiBig Tage bei -20 °C bzw. langer bei -70 °C aufzubewahren.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Urinproben mit dem Gerét ,,NucliSENS® easyMAG®* durchfiihren,
befolgen Sie bitte das Extraktionsprotokoll Generic 2.0.1 und die folgenden Anweisungen: 500 pl Probe in den
8-Well-Streifen Uberfihren, den Streifen auf das Gerét laden und die Extraktion ausflihren. Nach der 10-
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mindtigen Inkubation 5 pl CPE fir die interne Kontrolle hinzufiigen, anschlieBend mithilfe der Mehrkanalpipette
das NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silica unter Anwendung des Programms Nr. 3 zum Streifeninhalt
hinzufligen und mit der Extraktion fortfahren. Die Nukleins&uren in 100 pl Elutionspuffer eluieren.

Andere Proben:

Es liegen keine Daten Uber die Leistung des Produkts bei der Extraktion von DNA aus folgenden
klinischen Proben vor: Mundschleimhautabstrich, Fruchtwasser, bronchoalveoldre Lavage (BAL) und
Bronchialaspirat (BA), Leukozytensuspensionen oder Granulozytensuspensionen.

Stérende Substanzen

Die aus der Probe extrahierte DNA darf kein Heparin, Hamoglobin, Dextran, Ficoll®, Ethanol oder 2-
Propanol enthalten, um Inhibitionsprobleme und die Méglichkeit hdufiger unglltiger Ergebnisse zu verhindern.

Eine groBe Menge humaner genomischer DNA in der aus der Probe extrahierten DNA kann die
Amplifikationsreaktion hemmen.

Es liegen keine Daten zu einer Inhibition durch antivirale, antibiotische, chemotherapeutische oder
immunsupprimierende Medikamente vor.

Amplifikationskontrollen

Es st unbedingt erforderlich, jeden Amplifikationslauf mit einer Negativkontrolle und einer
Positivkontrolle zu validieren.

Far die Negativkontrolle hochreines Wasser fir die Molekularbiologie (nicht in diesem Kit enthalten)
verwenden.

Far die Positivkontrolle das Produkt ,,CMV - ELITe Positive Control“ oder das Produkt ,,CMV ELITe
Standard“ verwenden.

Qualitatskontrollen

Es wird empfohlen, das gesamte Analyseverfahren fir jeden Extraktions- und Amplifikationslauf durch
Testen von Prozesskontrollen, d. h. einer negativ getesteten Probe und einer positiv getesteten Probe oder
eines kalibrierten Referenzmaterials, zu validieren.

Externe Kontrollen sind gemé&B den einschlagigen Anforderungen der lokalen, staatlichen und féderalen
Akkreditierungsorganisationen zu verwenden. Ein Beispiel fir handelslbliche externe Kontrollen ist ,CMV
Molecular Q Panel” (Art.-Nr. CMVMQPO1 von Qnostics Ltd, Vereinigtes Koénigreich).

| VERFAHREN |

Einrichten des Echtzeit-Amplifikationslaufs
(Im Bereich fur die Amplifikation/Detektion von Amplifikationsprodukten durchzufiihren)

Bei Verwendung des Gerats 7300 Real-Time PCR System.

Vor Beginn des Laufs geméaB der Geratedokumentation muss Folgendes durchgefihrt werden:

- Echtzeit-Thermocycler einschalten, Computer einschalten, dedizierte Software ausflihren und einen
Lauf fur die ,absolute Quantifizierung* 6ffnen;

- im Detector Manager den Detektor (,detector) fiir die CMV-Sonde so einrichten, dass ,reporter”
(Reporter) = ,FAM* und ,quencher (Quencher) = ,none“ (nicht fluoreszenzierend) ist, und ,CMV*
nennen.

- im Detector Manager den Detektor (,detector”) flr die Sonde fur die interne Kontrolle so einrichten,
dass ,reporter” (Reporter) = ,VIC* (AP525 ist analog zu VIC) und ,quencher” (Quencher) = ,none“ (nicht
fluoreszenzierend) ist, und ,IC* nennen.

- fir jede in der Mikrotiterplatte verwendete Vertiefung im Well Inspector den Detektor (,detector”) (zu
messender Fluoreszenztyp) so einrichten, dass ,passive reference” (passive Referenz) = ,ROX* (AP593
wird statt ROX verwendet, Normalisierung der gemessenen Fluoreszenz) ist, und Reaktionstyp
festlegen (Probe, negative Amplifikationskontrolle, positive Amplifikationskontrolle oder Standard bei
bekannter Menge). Diese Informationen zum Arbeitsblatt am Ende dieser Gebrauchsanweisung
hinzufigen oder die Mikrotiterplatten-Einrichtung ausdrucken. Das Arbeitsblatt muss bei der
Uberflihrung des Reaktionsgemischs und der Proben in die Vertiefungen sorgfaltig befolgt werden.

Hinweis: Zum Bestimmen des DNA-Titers in der Ausgangsprobe eine Reaktionsreihe mit den Q - PCR
Standards (105 gEq, 104 gEq, 103 gEq, 102 gEq) ausfihren, um die Standardkurve zu erhalten.
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Nachfolgend ist beispielhaft aufgefiihrt, wie die quantitative Analyse von 12 Proben organisiert werden

00000000DC
C | 102 | 103 %

()
()
()
)

Legende: S1 - S12: Zu analysierende Proben; NC: Negative Control der Amplifikation;
102: 102-Standard-gEq; 103: 103-Standard-gEq; 104: 104-Standard-gEq; 105: 105-Standard-gEq.

GemaB der Geratedokumentation in der dedizierten Software (,Instrument > Thermal Cycler Protocol >
Thermal Profile“ (Gerat > Thermocycler-Protokoll > Temperaturprofil)) die Parameter des Temperaturzyklus
festlegen:

- zur Amplifikationsphase den Schritt zur Verlangerung bei 72 °C hinzufligen (,Add Step“ (Schritt
hinzufiigen));
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Hinweis: Die Fluoreszenzerfassung (,Instrument > Thermal Cycler Protocol > Settings > Data Collection®
(Gerét > Thermocycler-Protokoll > Einstellungen > Datenerfassung)) muss wahrend des Hybridisierungsschritts
auf 60 °C eingestellt sein.
- die Zeitsteuerung wie in der Tabelle ,,Temperaturzyklus“ angegeben andern;
- die Anzahl Zyklen auf 45 einstellen;
- das Volumen fir die Softwareemulation der Warmelbertragung zur Reaktion (,Sample volume®
(Probenvolumen)) auf 30 pl einstellen;
- optional: die Dissoziationsphase hinzufiigen (,Add Dissociation Stage®) und den Temperaturbereich
von 40 °C bis 80 °C einstellen.

Temperaturzyklus
Phase Temperaturen Zeitsteuerung

Dekontamination 50 °C 2 min
Erste Denaturierung 94 °C 2 min
94 °C 10s
Amplifikation und Detektion 60 °C 30s

(45 Zyklen) (Fluoreszenzerfassung)
72 °C 20's
Dissoziation 95 °C 15s
(optional) Y, 30s
80 °C 15s

Bei Verwendung eines 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument.

Vor Beginn des Laufs gemaB der Geratedokumentation muss Folgendes durchgefiihrt werden:

- Echtzeit-Thermocycler einschalten, Computer einschalten, dedizierte Software ausfiihren, einen Lauf
far die ,absolute Quantifizierung“ &ffnen und ,Run mode: Fast 7500 (Laufmodus: Fast 7500) einstellen;
- im Detector Manager den Detektor (,detector”) fiir die CMV-Sonde so einrichten, dass ,reporter”
(Reporter) = ,FAM* und ,quencher” (Quencher) = ,none“ (nicht fluoreszenzierend) ist, und ,CMV"
nennen.
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- im Detector Manager den Detektor (,detector”) flir die Sonde fir die interne Kontrolle so einrichten,
dass ,reporter” (Reporter) = ,VIC* (AP525 ahnelt VIC) und ,quencher® (Quencher) = ,none“ (nicht
fluoreszenzierend) ist, und ,IC* nennen;

- flr jede in der Mikrotiterplatte verwendete Vertiefung im Well Inspector den Detektor (,detector”) (zu
messender Fluoreszenztyp) so einrichten, dass ,passive reference” (passive Referenz) = ,Cy5“ (AP593
wird statt Cy5 verwendet, Normalisierung der gemessenen Fluoreszenz) ist, und Reaktionstyp festlegen
(Probe, negative Amplifikationskontrolle, positive Amplifikationskontrolle oder Standard bei bekannter
Menge). Diese Informationen zum Arbeitsblatt am Ende dieser Gebrauchsanweisung hinzufligen oder
die Mikrotiterplatten-Einrichtung ausdrucken. Das Arbeitsblatt muss bei der Uberflihrung des
Reaktionsgemischs und der Proben in die Vertiefungen sorgféltig befolgt werden.

Hinweis: Zum Bestimmen des DNA-Titers in der Ausgangsprobe eine Reaktionsreihe mit den Q - PCR
Standards (105 gEq, 104 gEq, 103 gEq, 102 gEq) ausfihren, um die Standardkurve zu erhalten.

Ein Beispiel fir einen Aufbau der quantitativen Analyse von 12 Proben ist im vorigen Abschnitt
angegeben, der das Verfahren fiir das Gerat 7300 Real Time PCR System beschreibt.

GemaB der Geratedokumentation in der dedizierten Software (,Instrument > Thermal Cycler Protocol >
Thermal Profile“ (Gerat > Thermocycler-Protokoll > Temperaturprofil)) die Parameter des Temperaturzyklus
festlegen:

- zur Amplifikationsphase den Schritt zur Verlangerung bei 72 °C hinzufligen (,Add Step“ (Schritt
hinzufiigen));

“

Hinweis: Die Fluoreszenzerfassung (,Instrument > Thermal Cycler Protocol > Settings > Data Collection
(Gerat > Thermocycler-Protokoll > Einstellungen > Datenerfassung)) muss wahrend des Hybridisierungsschritts
auf 60 °C eingestellt sein.
- die Zeitsteuerung wie in der Tabelle ,,Temperaturzyklus“ angegeben éndern;
- die Anzahl Zyklen auf 45 einstellen;
- das Volumen fir die Softwareemulation der Warmeubertragung zur Reaktion (,Sample volume
(Probenvolumen)) auf 30 pl einstellen;
- optional: die Dissoziationsphase hinzufligen (,Add Dissociation Stage“) und den Temperaturbereich
von 40 °C bis 80 °C einstellen.

Temperaturzyklus
Phase Temperaturen Zeitsteuerung

Dekontamination 50 °C 2 min
Erste Denaturierung 94 °C 2 min
94 °C 10s
Amplifikation und Detektion 60 °C 30s

(45 Zyklen) (Fluoreszenzerfassung)
72 °C 20s
95 °C 15s
Dissoziation 40 °C 1 min
(optional) 80 °C 15s
60 °C 15s

Einrichten der Amplifikation
(Im Bereich fir die Extraktion/Vorbereitung der Amplifikationsreaktionen durchzufiihren)

Vor Beginn des Laufs muss Folgendes durchgefiihrt werden:

- die Réhrchen mit den zu analysierenden Proben auftauen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden
lang herunterzentrifugieren und Réhrchen auf Eis lagern;

- die fur den Lauf bendtigten CMV Q - PCR Mix Roéhrchen auftauen und beachten, dass jedes
Réhrchen fir die Vorbereitung von 25 Reaktionen ausreicht. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5
Sekunden lang herunterzentrifugieren und Réhrchen auf Eis lagern;

- die Réhrchen CMV Q - PCR Standard auftauen. Vorsichtig mischen, den Inhalt 5 Sekunden lang
herunterzentrifugieren und Réhrchen auf Eis lagern;

- die wahrend des Laufs verwendete Amplifikations-Mikrotiterplatte zur Hand nehmen; dabei
puderfreie Handschuhe tragen und darauf achten, dass die Vertiefungen nicht beschadigt werden.
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1. 20 ul CMV Q - PCR Mix prézise auf den Boden der Vertiefungen in der Amplifikations-Mikrotiterplatte
pipettieren, wie zuvor im Arbeitsblatt festgelegt. Blaschenbildung vermeiden.

Hinweis: Wenn das Reaktionsgemisch nicht vollstandig aufgebraucht wird, das Restvolumen maximal einen
Monat bei -20 °C dunkel aufbewahren. Das Reaktionsgemisch maximal 5 Gefrier- und Auftauzyklen
unterziehen.

2. 20 pl DNA-Extrakt aus der ersten Probe prézise in die entsprechende Vertiefung der Amplifikations-
Mikrotiterplatte mit dem Reaktionsgemisch pipettieren, wie zuvor im Arbeitsblatt festgelegt. Die Probe
gut mischen, dazu die extrahierte DNA dreimal in das Reaktionsgemisch pipettieren. Blaschenbildung
vermeiden. Mit den brigen Proben extrahierter DNA auf die gleiche Weise verfahren.

3. 20 pl hochreines Wasser fiir die Molekularbiologie (nicht im Lieferumfang dieses Produkts enthalten)
prazise in die Vertiefung der Amplifikations-Mikrotiterplatte der Negativkontrolle der Amplifikation mit
dem Reaktionsgemisch pipettieren, wie zuvor im Arbeitsblatt festgelegt. Die Negativkontrolle gut mischen,
dazu das hochreine Wasser fiir die Molekularbiologie dreimal in das Reaktionsgemisch pipettieren.
Blaschenbildung vermeiden.

4. 20 pl CMV Q - PCR Standard 102 aus der ersten Probe prézise in die entsprechende Vertiefung der
Mikrotiterplatte fir die Amplifikation pipettieren, wie zuvor im Arbeitsblatt festgelegt. Den Standard gut
mischen, dazu den CMV Q - PCR Standard 102 dreimal in das Reaktionsgemisch pipettieren.
Blaschenbildung vermeiden. Mit den lbrigen CMV Q - PCR Standards (103, 104, 105) auf die gleiche
Weise verfahren.

Die Amplifikations-Mikrotiterplatte mit der Amplifikations-Dichtungsfolie dicht verschlieBen.

Die  Amplifikations-Mikrotiterplatte in den Echtzeit-Thermocycler im  Bereich fir die
Amplifikation/Detektion von Amplifikationsprodukten transferieren und den Temperaturzyklus fir die
Amplifikation starten; dabei die Laufeinstellung mit einem eindeutigen und wiedererkennbaren Dateinamen
(z. B. ,Jahr-Monat-Tag-CMV-EGSpA*) speichern.
Hinweis: Am Ende des Temperaturzyklus muss die Amplifikations-Mikrotiterplatte mit den
Reaktionsprodukten aus dem Gerét entfernt und ohne Kontamination der Umwelt beseitigt werden. Um ein
Verschitten der Reaktionsprodukte zu vermeiden darf die Amplifikations-Dichtungsfolie nicht von der
Amplifikations-Mikrotiterplatte entfernt werden.
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In der folgenden Abbildung ist die Vorbereitung der Amplifikationsreaktion zusammengefasst
dargestellt.

1) 20 pl
Q-PCR Mix hinzufiigen

2)20 pl
extrahierte DNA hinzufiligen

]

3)20 pl
Negative Control hinzufiigen

4)20 pl
Q-PCR Standard hinzufiigen

| Il
-

102 103 104 105

Hinweis: Wenn die Amplifikation mit dem Gerét ,,QIAsymphony® SP/AS* vorbereitet wird, die Mikrotiterplatte,
welche die Extrakte, die Reagenzien und die Amplifikations-Mikrotiterplatte enthalt, mithilfe der Spezialadapter
in die daflr vorgesehenen Facher einsetzen, anschlieBend die Angaben in der Gebrauchsanweisung des
Einrichtmoduls und die von der Software geforderten Schritte befolgen.

Hinweis: Wenn die Vorbereitung der Amplifikationsreaktion mit dem Gerat ,ELITe GALAXY" durchgefihrt wird,
die Elutions-Mikrotiterplatte, den Q-PCR Mix und die Amplifikations-Mikrotiterplatte wie in der
Gebrauchsanweisung des Gerats angegeben laden und die Schritte auf der grafischen Benutzeroberflache
befolgen.

Qualitative Analyse der Ergebnisse

Die aufgezeichneten Werte der von der spezifischen CMV-Sonde (FAM-Detektor ,CMV“) und der
spezifischen Sonde fir die interne Kontrolle (VIC-Detektor ,IC“) in den Amplifikationsreaktionen ausgesendeten
Fluoreszenz miissen von der Geratesoftware analysiert werden.

Vor Beginn der Analyse gemaB der Geratedokumentation muss Folgendes durchgefiihrt werden:

- manuell (,Results > Amplification plot > delta Rn vs Cycle“ (Ergebnisse > Amplifikationsdarstellung >
Delta Rn vs. Zyklus)) den Berechnungsbereich fir die Grundlinie (Fluoreszenz-Hintergrundniveau) von
Zyklus 6 auf Zyklus 15 andern;

Hinweis: Bei einer positiven Probe mit einem hohen CMV-DNA-Titer kann die FAM-Fluoreszenz der CMV-
spezifischen Sonde bereits vor dem Zyklus 15 beginnen anzusteigen. In diesem Fall muss der
Berechnungsbereich fiir die Grundlinie vom Zyklus 6 auf den von der Geratesoftware (,Results > Component*
(Ergebnisse > Komponente)) erkannten Zyklus, bei dem die FAM-Fluoreszenz der Probe anzusteigen beginnt,
angepasst werden.

Bei Verwendung des Gerats 7300 Real-Time PCR System:

- manuell den Schwellenwert (,,Threshold“) fiir den FAM-Detektor ,CMV* auf 0,1 einstellen;
- manuell den Schwellenwert (,,Threshold“) fir den VIC-Detektor ,IC* auf 0,05 einstellen.
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Bei Verwendung eines 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument:

- manuell den Schwellenwert (,,Threshold®) fiir den FAM-Detektor ,CMV* auf 0,2 einstellen;
- manuell den Schwellenwert (,,Threshold®) fiir den VIC-Detektor ,IC* auf 0,1 einstellen.

Die Werte der von den spezifischen Sonden in der Amplifikationsreaktion ausgesendeten Fluoreszenz
und der Schwellenwert (,Threshold“) der Fluoreszenz ermdglichen die Bestimmung des
Schwellenwertzyklus (,,Threshold cycle (Ct)), d. h. des Zyklus, in dem die Fluoreszenz den Schwellenwert
erreicht.

Bei den Amplifikationsreaktionen der vier Q - PCR Standards ermdglichen die Ct-Werte fiir CMV die
Berechnung der Standardkurve (,Results > Standard Curve“ (Ergebnisse > Standardkurve)) des
Amplifikationslaufs sowie die Validierung der Amplifikation und Detektion, wie in der folgenden Tabelle
dargestellt:

Reaktion Q - PCR Standard 105 . e L .
FAM-Detektor ,,CMV“ Assayergebnis Amplifikation/Detektion
Cts25 POSITIV KORREKT
Standardkurve q T .
FAM-Detektor ,,CMV* Akzeptanzbereich Amplifikation/Detektion
Korrelationskoeffizient (R2) 0,990 < R2 < 1,000 KORREKT

Ist das Ergebnis der Q - PCR Standard 105 Amplifikationsreaktion Ct > 25 oder Ct Undetermined (Ct
unbestimmt) oder liegt der Wert des Korrelationskoeffizienten (R2) nicht innerhalb der Grenzen des
Akzeptanzbereichs, wurde die Ziel-DNA nicht korrekt nachgewiesen. Das heiBt, dass wé&hrend des
Amplifikations- oder des Detektionsschritts Probleme aufgetreten sind (falsche Dispensierung des
Reaktionsgemischs oder der Standards, Abbau des Reaktionsgemischs oder der Standards, falsche Einstellung
der Standardposition, falsche Einstellung des Temperaturzyklus), die zu falschen Ergebnissen flihren kénnen.
Der Lauf ist ungdltig und muss ab dem Amplifikationsschritt wiederholt werden.

In der Amplifikationsreaktion der Negative Control dient der Ct-Wert von CMV (,Results > Report*
(Ergebnisse > Bericht)) der Validierung der Amplifikation und des Nachweises, wie in der folgenden Tabelle
dargestellt:

Reaktion der Negativkontrolle . e L .
FAM-Detektor , CMV* Assayergebnis Amplifikation/Detektion
Ct Undetermined (Ct unbestimmt) NEGATIV KORREKT

Weicht das Ergebnis der Amplifikationsreaktion fir die Negative Control bei CMV von ,Ct
Undetermined“ (CT unbestimmt) ab, wurde die Ziel-DNA nachgewiesen. Das heiBt, dass wahrend des
Amplifikationsschritts Probleme aufgetreten sind (Kontamination), die zu falschen und falsch-positiven
Ergebnissen flhren kdnnen. Der Lauf ist ungliltig und muss ab dem Amplifikationsschritt wiederholt werden.

In der Amplifikationsreaktion jeder Probe dient der Ct-Wert von CMV zum Nachweis der Ziel-DNA,
wahrend der Ct-Wert der Internal Control zur Validierung von Extraktion, Amplifikation und Detektion verwendet
wird.

Hinweis: Uberpriifen Sie mithilfe der Geréatesoftware (,Results > Amplification plot > delta Rn vs Cycle"
(Ergebnisse > Amplifikationsdarstellung > Delta Rn vs. Zyklus)), dass der Ct-Wert anhand eines schnellen und
regelméBigen Anstiegs der Fluoreszenzwerte und nicht anhand von Spitzen oder eines Anstiegs des
Hintergrunds (unregelméaBiger oder hoher Hintergrund) ermittelt wurde.

Dieses Produkt ist in der Lage, eine Mindestmenge von zirka 10 Genomaquivalenten in der
Amplifikationsreaktion nachzuweisen (siehe ,Leistungsmerkmale®).
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Die Ergebnisse als Ct der Amplifikationsreaktionen jeder Probe (,Results > Report* (Ergebnisse >
Bericht)) werden wie in der folgenden Tabelle beschrieben verwendet:

Prob ki i
robenreaktion Eignung der | agqayergebnis CMV-DNA
FAM-Detektor ,,CMV“ | VIC-Detektor ,,IC* Probe
Ct > 35 oder
Ct Undetermined (Ct ungeeignet ungiiltig -
Ct Undetermined (Ct unbestimmt)
unbestimmt)
. - . NICHT
Ct<35 geeignet gliltig, negativ ERKANNT
Ct > 35 oder
Ct Determined (Ct Ct Undetermined (Ct geeignet gultig, positiv ERKANNT
bestimmt) unbestimmt)
Ct=<35 geeignet giiltig, positiv ERKANNT

Ist das Ergebnis der Amplifikationsreaktion einer Probe Ct Undetermined (Ct unbestimmt) bei CMV
und Ct > 35 oder Ct Undetermined bei der internen Kontrolle, bedeutet dies, dass es nicht mdglich war, die
DNA fur die interne Kontrolle effizient nachzuweisen. In diesem Fall sind wahrend des Amplifikationsschritts
(ineffiziente oder nicht vorhandene Amplifikation) oder wahrend des Extraktionsschritts (Abbau von Proben-
DNA, Probe mit zu niedriger Zellzahl, Verlust von DNA wahrend der Extraktion oder Vorhandensein von
Inhibitoren in der extrahierten DNA) Probleme aufgetreten, die zu falschen und falsch-negativen Ergebnissen
fihren kénnen. Die Probe ist ungeeignet, der Assay ist ungulltig und muss ab der Extraktion einer neuen Probe
wiederholt werden.

Ist das Ergebnis der Amplifikationsreaktion einer Probe Ct Undetermined (Ct unbestimmt) bei CMV
und Ct = 35 bei der internen Kontrolle, bedeutet dies, dass die CMV-DNA in der aus der Probe extrahierten
DNA nicht nachgewiesen wurde; es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass der Titer der CMV-DNA
unter der Nachweisgrenze des Produkts (siehe ,Leistungsmerkmale®) liegt. In diesem Fall kann das Ergebnis
falsch-negativ sein.

Bei der Interpretation der mit diesem Test erhaltenen Ergebnisse missen alle klinischen Daten und
sonstigen Laborbefunde des Patienten berlcksichtigt werden.

Hinweis: Wird in der Amplifikationsreaktion einer Probe die CMV-DNA nachgewiesen, kann das Ergebnis der
internen Kontrolle ,Ct > 35" oder ,Ct Undetermined” (Ct unbestimmt) sein. So kann die wenig effiziente
Amplifikationsreaktion bei der Internal Control durch den Wettbewerb mit der hocheffizienten
Amplifikationsreaktion bei CMV-DNA verdrangt werden. In diesem Fall ist die Probe dennoch geeignet und das
positive Ergebnis des Assays gultig.

Quantitative Analyse der Ergebnisse

Nach Durchfiihrung des Verfahrens flr die qualitative Analyse der Ergebnisse kann die quantitative
Analyse der Ergebnisse der positiven Proben durchgeflhrt werden.

Die CMV-Ct-Werte in den Amplifikationsreaktionen der einzelnen Proben und die Standardkurve
(,Results > Standard Curve“ (Ergebnisse > Standardkurve)) des Amplifikationslaufs dienen dazu, die Menge
der in den Amplifikationsreaktionen der Proben vorhandenen Ziel-DNA zu berechnen.

Dieses Produkt ist in der Lage, von zirka 1.000.000 bis zirka 10 Genoméaquivalente pro
Amplifikationsreaktion zu quantifizieren (siehe ,Leistungsmerkmale®).

Probenergebnis — .
FAM-Detektor ,,CMV* CMV-Genomaéquivalente pro Reaktion
Menge > 1 x 106 MEHR ALS 1.000.000
1x101 < Menge <1 x 106 = Menge
Menge < 1 x 101 WENIGER ALS 10
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Die Ergebnisse (Menge) jeder Probe (,Results > Report* (Ergebnisse > Bericht)) dienen zur
Berechnung der Genomaquivalente (gEq) von CMV, die in der bei der Extraktion verwendeten Probe
vorhanden sind (Nc), gemaB dieser Formel:

Ve x Menge
Nc =

Ve xVa x Ep

Dabei ist:
Ve die Menge der bei der Extraktion verwendeten Probe im Verhaltnis zur gewlinschten MaBeinheit;
Ep die Effizienz des Verfahrens, der Extraktion und der Amplifikation, ausgedriickt als Dezimalzahl;
Ve das Gesamtvolumen des extrahierten Produkts ausgedriickt in pl;
Va das Volumen des in der Amplifikationsreaktion verwendeten Extraktionsprodukts ausgedriickt in pl;
Menge ist das Ergebnis der Amplifikationsreaktion der Probe ausgedriickt in gEq pro Reaktion.

Werden in EDTA entnommene Vollblutproben und das Extraktionskit ,EXTRAblood* verwendet und
muss das Ergebnis in gEg/ml ausgegeben werden, andert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Vollblut und ,EXTRAblood"
Nc (gEg/ml) = 25 x Menge

Werden in EDTA entnommene Vollblut- und Plasmaproben und ELITe STAR verwendet und muss das
Ergebnis in gEg/ml ausgegeben werden, lautet die Formel:

Vereinfachte Formel fiir Vollblut und Plasma und ELITe STAR
Nc (gEg/ml) = 28 x Menge

Werden in EDTA entnommene Vollblut- und Plasmaproben und ELITe GALAXY verwendet und muss
das Ergebnis in gEg/ml ausgegeben werden, lautet die Formel:

Vereinfachte Formel fiir Vollblut und Plasma und ELITe GALAXY
Nc (gEg/ml) = 35 x Menge

Werden in EDTA entnommene Vollblutproben und das Extraktionssystem ,NucliSENS® easyMAG®*
verwendet und muss das Ergebnis in gEq/ml ausgegeben werden, andert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Vollblut und ,,NucliSENS® easyMAG®*
Nc (gEg/ml) = 50 x Menge

Werden Liquor- und Urinproben und das Extraktionssystem ,NucliSENS® easyMAG®" verwendet und
muss das Ergebnis in gEg/ml ausgegeben werden, lautet die Formel:

Vereinfachte Formel fiir Liquor und Urin
und ,,NucliSENS® easyMAG®*

Nc (gEg/ml) = 10 x Menge

Werden in EDTA entnommene Vollblutproben und das Extraktionssystem ,QlAsymphony® SP/AS“
verwendet und muss das Ergebnis in gEg/ml ausgegeben werden, andert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Vollblut und «QIAsymphony® SP/AS»
Nc (gEg/ml) = 24 x Menge

Werden in EDTA entnommene Plasmaproben und das Extraktionssystem ,QlAsymphony® SP/AS*
verwendet und muss das Ergebnis in gEg/ml ausgegeben werden, andert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Plasma und ,,QlAsymphony® SP/AS“

Nc (gEg/ml) = 12 x Menge
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Werden in EDTA entnommene Vollblutproben und das Extraktionskit ,EXTRAblood* verwendet und

muss das Ergebnis in IU/ml ausgegeben werden, &ndert sich die Formel wie folgt:
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Vereinfachte Formel fiir Vollblut und ,EXTRAblood"

Fc = 0,76 IU/gEq
Nc (lU/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (lU/ml) = 19,0 x Menge

IU/ml ausgegeben werden, lautet die Formel:

Werden in EDTA entnommene Vollblutproben und ELITe STAR verwendet und muss das Ergebnis in

Vereinfachte Formel fiir Vollblut und ELITe STAR

Fc = 0,79 IU/gEq

Nc (lU/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (lU/ml) = 22,1 x Menge

IU/ml ausgegeben werden, lautet die Formel:

Werden in EDTA entnommene Plasmaproben und ELITe STAR verwendet und muss das Ergebnis in

Vereinfachte Formel fiir Plasma und ELITe STAR

Fc =1,10 IU/gEq

Nc (lU/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (lU/ml) = 30,8 x Menge

in lU/ml ausgegeben werden, lautet die Formel:

Werden in EDTA entnommene Vollblutproben und ELITe GALAXY verwendet und muss das Ergebnis

Vereinfachte Formel fiir Vollblut und ELITe GALAXY

Fc = 0,51 IU/gEq

Nc (lU/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (lU/ml) = 17,9 x Menge

in IlU/ml ausgegeben werden, lautet die Formel:

Werden in EDTA entnommene Plasmaproben und ELITe GALAXY verwendet und muss das Ergebnis

Vereinfachte Formel fiir Plasma und ELITe GALAXY

Fc = 0,27 IU/gEq
Nc (lU/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (lU/ml) = 9,5 x Menge

Werden in EDTA entnommene Vollblutproben und das Extraktionssystem ,NucliSENS® easyMAG®*

verwendet und muss das Ergebnis in lU/ml ausgegeben werden, andert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Vollblut und ,,NucliSENS® easyMAG®*

Fc = 0,61 IU/gEq

Nc (lU/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (lU/ml) = 30,5 x Menge
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Werden in EDTA entnommene Vollblutproben und das Extraktionssystem ,QlAsymphony® SP/AS“
verwendet und muss das Ergebnis in IlU/ml ausgegeben werden, andert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Vollblut und «QIAsymphony® SP/AS»
Fc = 0,46 IU/gEq

Nc (lU/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (lU/ml) = 11,0 x Menge

Werden in EDTA entnommene Plasmaproben und das Extraktionssystem ,QlAsymphony® SP/AS*
verwendet und muss das Ergebnis in IlU/ml ausgegeben werden, &ndert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Plasma und ,,QlAsymphony® SP/AS“
Fc = 0,87 IU/gEq

Nc (lU/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (IU/ml) = 10,4 x Menge

Dabei ist Fc der Umrechnungsfaktor, der mithilfe des von der WHO anerkannten kalibrierten
Referenzmaterials ,,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification
(NAT) Techniques®, NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich, berechnet wurde (siehe Abschnitt
,Leistungsmerkmale®).

| LEISTUNGSMERKMALE |

Analytische Sensitivitat: Nachweisgrenze

Die analytische Sensitivitat dieses Assays, ausgedriickt als Nachweisgrenze, ermdglicht den Nachweis
von zirka 11 Kopien in 20 pl DNA, die der Amplifikationsreaktion hinzugefligt wurden.

Die analytische Sensitivitat dieses Assays als dessen Nachweisgrenze wurde mithilfe von Plasmid-DNA
getestet. Diese enthielt das Amplifikationsprodukt, dessen Ausgangskonzentration mit einem
Spektrophotometer gemessen wurde. Die Plasmid-DNA wurde auf einen Titer von 10 Kopien / 20 pl in einer
humanen genomischen DNA mit einem Titer von 500 ng / 20 pl verdinnt. Diese Probe wurde in 50
Wiederholungen getestet. Dabei wurde die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefihrt.

Die endgliltigen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

10 Kopien Plasmid-DNA + 500 ng humane genomische DNA 50 50 0

Die analytische Sensitivitat dieses Assays, der in Verbindung mit Vollblutproben und ,EXTRAblood*
verwendet wurde, wurde mit einer Reihe von CMV-Verdiinnungen innerhalb der Grenzkonzentration verifiziert.
Die Reihe wurde unter Verwendung von CMV-DNA-negativen, mit kalibriertem und zertifiziertem
Referenzmaterial OptiQuant CMV DNA (AD169-Stamm, AcroMetrix Europe B.V., Niederlande) dotierten
Vollblutproben angesetzt. Die Viruskonzentrationen lagen im Bereich zwischen 1 gEg/ml und 3.160 gEg/ml.
Jede Probe der Reihe wurde in 24 Wiederholungen getestet. Hierflir wurden das gesamte Analyseverfahren,
die Extraktion und die Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefihrt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Probit-Regression. Die Nachweisgrenze wurde fir die Konzentrationen berechnet,
bei denen die Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses bei 95 % liegt.
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Die endgliltigen Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt.

Nachweisgrenze fiir Vollblutproben und ,EXTRAblood" (gEg/ml)

95 %-Konfidenzintervall
Untere Grenze Obere Grenze

95 %-Positivitat 279 gEq/ml 198 gEg/ml 466 gEg/ml

Nachweisgrenze fiir Vollblutproben und ,EXTRAblood" (JEq/Reaktion)

95 %-Konfidenzintervall
Untere Grenze Obere Grenze

95 %-Positivitat 11,2 gEg/Reaktion 7,9 gEg/Reaktion 18,6 gEg/Reaktion

Die Umrechnung von gEqg/ml in gEg/Reaktion erfolgte wie auf Seite 38 angegeben.

Die analytische Sensitivitat dieses Assays, der in Verbindung mit Vollblutproben und ELITe STAR
verwendet wurde, wurde mit einer Reihe von CMV-Verdiinnungen innerhalb der Grenzkonzentration verifiziert.
Die Reihe wurde durch Verdinnen des ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for
Nucleic Acid Amplification Techniques" (NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich) in CMV-DNA-negativem
EDTA-Vollblut angesetzt. Die Viruskonzentrationen lagen im Bereich zwischen 3,160 IU/ml und 1000 IU/ml.
Jede Probe der Reihe wurde in 12 Wiederholungen getestet. Hierflir wurde das gesamte Analyseverfahren, die
automatische Extraktion mit ELITe STAR und die Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.
durchgefiihrt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Probit-Regression. Die Nachweisgrenze wurde fiir die
Konzentrationen berechnet, bei denen die Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses bei 95 % liegt. Die
endglltigen Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt.

Nachweisgrenze fiir Vollblutproben und ELITe STAR (IU/ml)

95 %-Konfidenzintervall
Untere Grenze Obere Grenze

95 %-Positivitat 263 1U/ml 128 IU/ml 1.208 IU/ml

Die analytische Sensitivitat in gEg/ml ist nachfolgend angegeben:

Nachweisgrenze fiir Vollblutproben und ELITe STAR (gEq/ml)

95 %-Konfidenzintervall
Untere Grenze Obere Grenze

95 %-Positivitat 332 gEq/ml 162 gEg/ml 1.529 gEqg/ml

Die analytische Sensitivitat in gEg/ml bei Vollblutproben und ELITe STAR wird unter Anwendung des
spezifischen Umrechnungsfaktors berechnet, der auf Seite 38 angegeben ist.

Die analytische Sensitivitat dieses Assays, der in Verbindung mit Plasmaproben und ELITe STAR
verwendet wurde, wurde mit einer Reihe von CMV-Verdlinnungen innerhalb der Grenzkonzentration verifiziert.
Die Reihe wurde durch Verdinnen des ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for
Nucleic Acid Amplification Techniques“ (NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich) in CMV-DNA-negativem
EDTA-Plasma angesetzt. Die Viruskonzentrationen lagen im Bereich zwischen 3,160 IU/ml und 1000 IU/ml.
Jede Probe der Reihe wurde in 8 Wiederholungen getestet. Hierflir wurde das gesamte Analyseverfahren, die
automatische Extraktion mit ELITe STAR und die Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.
durchgefihrt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Probit-Regression. Die Nachweisgrenze wurde fir die
Konzentrationen berechnet, bei denen die Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses bei 95 % liegt.

Die endgliltigen Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt.

Nachweisgrenze fiir Plasmaproben und ELITe STAR (IU/ml)

95 %-Konfidenzintervall
Untere Grenze Obere Grenze

95 %-Positivitét 222 1U/ml 126 IU/ml 1.638 IU/ml

SCH mRTK015PLD_de 08.06.2022 Uberarbeitete Version 20 Seite 50/80



CMV ELITe MGB® Kit
Reagenz flr die DNA-Amplifikation in
Echtzeit

RTK015PLD

Die analytische Sensitivitat in gEg/ml ist nachfolgend angegeben:

Nachweisgrenze fiir Plasmaproben und ELITe STAR (gEqg/ml)

95 %-Konfidenzintervall
Untere Grenze Obere Grenze

95 %-Positivitat 201 gEg/ml 114 gEqg/ml 1.489 gEqg/ml

Die analytische Sensitivitat in gEg/ml bei Plasmaproben und ELITe STAR wird unter Anwendung des
spezifischen Umrechnungsfaktors berechnet, der auf Seite 38 angegeben ist.

Die analytische Sensitivitat dieses Assays, der in Verbindung mit Vollblutproben und ELITe GALAXY
verwendet wurde, wurde mit einer Reihe von CMV-Verdiinnungen innerhalb der Grenzkonzentration verifiziert.
Die Reihe wurde durch Verdiunnen des ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for
Nucleic Acid Amplification Techniques" (NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich) in CMV-DNA-negativem
EDTA-Vollblut angesetzt. Die Viruskonzentrationen lagen im Bereich zwischen 10 IU/ml und 560 IU/ml. Jede
Probe der Reihe wurde in 12 Wiederholungen getestet. Hierflir wurde das gesamte Analyseverfahren, die
Extraktion und PCR-Einstellung mit ELITe GALAXY und die Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup
S.p.A. durchgefiihrt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Probit-Regression. Die Nachweisgrenze wurde
fur die Konzentrationen berechnet, bei denen die Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses bei 95 % liegt.

Die endglltigen Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt.

Nachweisgrenze fiir Vollblutproben und ELITe GALAXY (IU/ml)

95 %-Konfidenzintervall
Untere Grenze Obere Grenze

95 %-Positivitat 127 1U/ml 75 1U/ml 435 IU/ml

Die analytische Sensitivitat in gEg/ml ist nachfolgend angegeben:

Nachweisgrenze fiir Vollblutproben und ELITe GALAXY (gEq/ml)

95 %-Konfidenzintervall
Untere Grenze Obere Grenze

95 %-Positivitat 249 gEq/ml 147 gEq/ml 853 gEqg/ml

Die analytische Sensitivitat in gEg/ml bei Vollblutproben und ELITe GALAXY wird unter Anwendung
des spezifischen Umrechnungsfaktors berechnet, der auf Seite 38 angegeben ist.

Die analytische Sensitivitat dieses Assays, der in Verbindung mit Plasmaproben und ELITe GALAXY
verwendet wurde, wurde mit einer Reihe von CMV-Verdiinnungen innerhalb der Grenzkonzentration verifiziert.
Die Reihe wurde durch Verdinnen des ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for
Nucleic Acid Amplification Techniques” (NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich) in CMV-DNA-negativem
EDTA-Plasma angesetzt. Die Viruskonzentrationen lagen im Bereich zwischen 10 IU/ml und 560 IU/ml. Jede
Probe der Reihe wurde in 12 Wiederholungen getestet. Hierfir wurde das gesamte Analyseverfahren, die
Extraktion und PCR-Einstellung mit ELITe GALAXY und die Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup
S.p.A. durchgefiihrt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Probit-Regression. Die Nachweisgrenze wurde
fur die Konzentrationen berechnet, bei denen die Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses bei 95 % liegt.

Die endgdltigen Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt.

Nachweisgrenze fiir Plasmaproben und ELITe GALAXY (IU/ml)

95 %-Konfidenzintervall
Untere Grenze Obere Grenze

95 %-Positivitat 140 1U/ml 86 1U/ml 381 IU/ml

Die analytische Sensitivitat in gEg/ml ist nachfolgend angegeben:

Nachweisgrenze fiir Plasmaproben und ELITe GALAXY (gEqg/ml)

95 %-Konfidenzintervall

Untere Grenze Obere Grenze
95 %-Positivitat 519 gEg/ml 319 gEg/ml 1.411 gEg/ml
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Die analytische Sensitivitat in gEg/ml bei Plasmaproben und ELITe GALAXY wird unter Anwendung
des spezifischen Umrechnungsfaktors berechnet, der auf Seite 38 angegeben ist.

Analytische Sensitivitét: linearer Messbereich

Die analytische Sensitivitait dieses Assays, ausgedriickt als linearer Messbereich, ermdglicht die
Quantifizierung von zirka 1.000.000 bis zirka 10 Genomaquivalenten in 20pl DNA, die der
Amplifikationsreaktion hinzugefligt wurden.

Die analytische Sensitivitdt dieses Assays wurde mithilfe einer Verdiinnungsreihe (1 logio-
Verdiinnungsschritte) einer Plasmid-DNA ermittelt. Diese enthielt das Amplifikationsprodukt, dessen
Ausgangskonzentration mit einem Spektrophotometer gemessen wurde. Die Verdiinnungen von 2,5 x 107
Genomagquivalenten pro Reaktion bis 2,5 x 101 Genomaquivalenten pro Reaktion wurden in 9 Wiederholungen
getestet. Dabei wurde die Amplifikation mit den Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefiihrt. Die Analyse
der erhaltenen Daten mittels linearer Regression ergab, dass der Assay bei allen Verdiinnungen eine lineare
Reaktion aufweist (Quadrat des Korrelationskoeffizienten tber 0,99).

Die untere Grenze des linearen Messbereichs dieses Assays, der in Verbindung mit Vollblutproben und
LEXTRAblood" verwendet wurde, wurde auf etwa 13 gEg/Reaktion festgelegt, weil in der Untersuchung der
Nachweisgrenze 316 gEg/ml die niedrigste Konzentration war, die eine 100 %ige Positivitdt ergab. Die untere
Grenze des linearen Messbereichs liegt innerhalb von 1 Logarithmus ab dem Q - PCR Standard
Amplifikationsstandard mit der niedrigsten Konzentration (102 gEq / 20 pl).

Die obere Grenze des linearen Messbereichs dieses Assays, der in Verbindung mit Vollblutproben und
LEXTRAblood" verwendet wurde, wurde auf 10¢ gEg/Reaktion festgelegt und liegt innerhalb von 1 Logarithmus
ab dem Q - PCR Standard Amplifikationsstandard mit der hdchsten Konzentration (105 gEq/ 20 pl). Die
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Linearer Messbereich fiir Vollblutproben und ,EXTRAblood*
Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 240 19.000.000
gEg/ml 316 25.000.000
gEg/Reaktion 12,6 1.000.000

Die Umrechnung von gEg/ml in gEg/Reaktion und umgekehrt erfolgte wie auf Seite 38 angegeben. Die
Umrechnung von gEg/ml in 1U/ml und umgekehrt erfolgte wie auf Seite 39 angegeben.

Die untere Grenze des linearen Messbereichs dieses Assays, der in Verbindung mit Vollblutproben und
ELITe GALAXY verwendet wurde, wurde auf etwa 10 gEg/Reaktion festgelegt, weil in der Untersuchung der
Nachweisgrenze 350 gEg/ml die niedrigste Konzentration war, die eine 100 %ige Positivitdt ergab. Die untere
Grenze des linearen Messbereichs liegt innerhalb von 1 Logarithmus ab dem Q - PCR Standard
Amplifikationsstandard mit der niedrigsten Konzentration (102 gEq / 20 pl).

Die obere Grenze des linearen Messbereichs dieses Assays, der in Verbindung mit Vollblutproben und
ELITe GALAXY verwendet wurde, wurde auf 108 gEg/Reaktion festgelegt und liegt innerhalb von
1 Logarithmus ab dem Q - PCR Standard Amplifikationsstandard mit der héchsten Konzentration (105 gEq/
20 pl). Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Linearer Messbereich fiir Vollblutproben und ELITe GALAXY
Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 178 17.800.000
gEg/ml 350 35.000.000
gEqg/Reaktion 10 1.000.000

Die Umrechnung von gEg/ml in gEg/Reaktion und umgekehrt erfolgte wie auf Seite 38 angegeben. Die
Umrechnung von gEg/ml in IU/ml und umgekehrt erfolgte wie auf Seite 39 angegeben.

Analytische Sensitivitat: Prazision und Genauigkeit

Die Prazision des Assays als die Variabilitdét der Ergebnisse, die mit mehreren Replikaten einer
innerhalb ein und desselben Laufs getesteten Probe erhalten wurde, ergab einen mittleren prozentualen
Variationskoeffizienten (VK %) fir Ct von unter 2 % innerhalb des Bereichs von 106 Molekillen bis 101
Molekilen in den 20 ul DNA, die der Amplifikationsreaktion hinzugefligt wurden.
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Die Prazision des Assays als die Variabilitit der Ergebnisse, die mit mehreren Replikaten einer
innerhalb ein und desselben Laufs getesteten Probe erhalten wurde, ergab einen mittleren prozentualen
Variationskoeffizienten (VK %) von zirka 21 % der gemessenen Mengen innerhalb des Bereichs von 106
Molekilen bis 101 Molekdlen in den 20 pul DNA, die der Amplifikationsreaktion hinzugefliigt wurden.

Die Genauigkeit des Assays als die Differenz zwischen dem mit mehreren Replikaten einer innerhalb
ein und desselben Laufs getesteten Probe erhaltenen Mittelwert der Ergebnisse und der theoretischen
Konzentration der Probe ergab eine mittlere prozentuale Ungenauigkeit (% Ungenauigkeit) von zirka 20 % der
gemessenen Mengen innerhalb des Bereichs von 106 Molekilen bis 101 Molekilen in den 20 ul DNA, die der
Amplifikationsreaktion hinzugefiigt wurden.

Die Prazision und die Genauigkeit wurden anhand von fiir die Untersuchung des linearen Messbereichs
gewonnenen Daten berechnet.

Analytische Sensitivitdt: Reproduzierbarkeit mit zertifiziertem Referenzmaterial

Die analytische Sensitivitat des Assays als die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen, die verglichen
wurden mit Ergebnissen, die mit anderen Assays in verschiedenen Laboren erhalten wurden, wurde durch
Testen von zertifiziertem Referenzmaterial Uberprift.

Fir die Durchfiihrung der Tests wurde eine Reihe von Verdinnungen von CMV innerhalb der
Grenzkonzentration als kalibriertes und zertifiziertes Referenzmaterial verwendet (AD169-Stamm, QCMD 2009
Human Cytomegalovirus DNA EQA Panel, Qnostics Ltd, Schottland, Vereinigtes Konigreich). Jede Probe der
Reihe wurde in 2 Wiederholungen getestet. Hierflir wurden das gesamte Analyseverfahren, die manuelle
Extraktion mit ,EXTRAblood“ und die Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgeflihrt.

CMV ELITe MGB® Kit
Reagenz fiir die DNA-Amplifikation in

RTK015PLD

Echtzeit
CMV12-07 3,490 0,377 22 3,321
CMV12-08 Negativ n. z. 0/2 nicht erkannt
CMV12-09 3,767 0,374 212 4,580
CMV12-10 2,826 0,456 1/2 4,111

Alle Proben wurden richtig erkannt. Die quantitativen Ergebnisse liegen innerhalb des vom Konsensus
definierten Bereichs + 1 SD.

Fir die Durchfiihrung weiterer Tests wurde eine Reihe von Verdlinnungen von CMV innerhalb der
Grenzkonzentration als kalibriertes Referenzmaterial verwendet (QCMD 2012 Human Cytomegalovirus DNA
EQA Panel, Qnostics Ltd, Vereinigtes Kdnigreich). Jede Probe wurde in Doppelbestimmungen getestet. Hierflr
wurden das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die Extraktion und PCR-Einstellung mit ELITe GALAXY
und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse in [U/ml wurden unter Anwendung des Umrechnungsfaktors fir ELITe GALAXY und
Plasma berechnet und sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tests mit kalibrierten Referenzmaterialien und ELITe GALAXY
Konsensus . Positiv / Mittlere Ergebnisse
Probe logio Viruskonz. Standardabwsichung Wiederholungen logio I?J/ml
CMV12-01 4.409 0.349 2/2 4,010
CMV12-02 3.925 0.335 2/2 3,484
CMV12-03 2.297 0.507 11 1,811
CMV12-04 2.021 0.617 2/2 1,647
CMV12-05 3.158 0.613 2/2 2,511
CMV12-06 3.448 0.361 2/2 3,106
CMV12-07 3.490 0.377 2/2 3,319
CMV12-08 Negativ n. z. 0/2 nicht erkannt
CMV12-09 3.767 0.374 2/2 3,486
CMV12-10 2.826 0.456 2/2 2,593

Tests mit zertifiziertem Referenzmaterial ,EXTRAblood"
Konsensus . Positiv / Mittlere Ergebnisse
Probe log1o Viruskonz. Standardabweichung Wiederholungen log1o ggq/ml

CMV09-01 4,368 0,465 2/2 4,064
CMV09-02 2,995 0,400 2/2 2,984
CMV09-03 2,297 0,583 22 2,038
CMV09-04 5,407 0,442 2/2 5,026
CMV09-05 2,996 0,444 2/2 2,902
CMV09-06 3,493 0,421 22 3,231
CMV09-07 4,379 0,412 2/2 4,129
CMV09-08 negativ n.z. 0/2 nicht erkannt
CMV09-09 6,374 0,457 22 5,943
CMV09-10 2,352 0,542 2/2 1,996
CMV09-11 2,407 0,513 2/2 2,105
CMV09-12 3,645 0,449 22 3,539

Alle Proben wurden richtig erkannt. Die erhaltenen quantitativen Ergebnisse liegen wie erforderlich
innerhalb des vom Konsensus fir kommerziell verfligbare Assays definierten Bereichs £+ 1 SD.

Fur die Durchflihrung weiterer Tests wurde eine Reihe von Verdinnungen von CMV innerhalb der
Grenzkonzentration als kalibriertes Referenzmaterial verwendet (QCMD 2012 Human Cytomegalovirus DNA
EQA Panel, Qnostics Ltd, Schottland, Vereinigtes Konigreich). Jede Probe wurde in Doppelbestimmungen
getestet. Hierfir wurden das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die Extraktion mit ELITe STAR und die
Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse in IU/ml wurden unter Anwendung des Umrechnungsfaktors fir ELITe STAR und
Plasma berechnet und sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tests mit kalibrierten Referenzmaterialien und ELITe STAR
Konsensus . Positiv / Mittlere Ergebnisse
Probe log1o Viruskonz. Standardabweichung Wiederholungen log1o U/ml
CMV12-01 4,409 0,349 2/2 4,580
CMV12-02 3,925 0,335 2/2 4,111
CMV12-03 2,297 0,507 1/2 2,423
CMV12-04 2,021 0,617 1/2 2,320
CMV12-05 3,158 0,613 2/2 3,529
CMV12-06 3,448 0,361 2/2 3,594
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Ein Replikat von CMV12-03 wurde wegen eines Systemfehlers wahrend des ersten Extraktionsschritts
aus der Analyse ausgeschlossen. In der qualitativen Analyse wurden alle Proben richtig erkannt. In der
quantitativen Analyse wurden 8/9 Proben innerhalb einer Differenz von 0,5 log zum erwarteten Titer richtig
quantifiziert. Die Proben CMV12-01 und CMV12-07 sind gepaarte Proben. Die Differenz zwischen CMV12-01
(4.035 Log1o) und CMV12-07 (3.296 Log1o) lag bei 0,691 und fallt damit in das erwartete Intervall. Das Ergebnis
von CMV12-07 wurde als glltig betrachtet.

Analytische Sensitivitat: Faktor fiir die Umrechnung in internationale Einheiten

Fir die Umrechnung des quantitativen Ergebnisses von gEg/ml in internationale Einheiten / ml wurde
der bei diesem Assay und in EDTA entnommenen Vollblutproben zu verwendende Umrechnungsfaktor
definiert als:

0,76 internationale Einheiten / gEq bei Verwendung des Kits ,,EXTRAblood” fiir die manuelle Extraktion;

0,79 internationale Einheiten / gEq bei Verwendung des Systems ,ELITe STAR® fir die automatische
Extraktion;

0,51 internationale Einheiten / gEq bei Verwendung des Systems ,ELITe GALAXY" fir die automatische
Extraktion;

0,61 internationale Einheiten / gEq bei Verwendung des Systems ,NucliSENS® easyMAG®* fiir die automatische
Extraktion;

0,46 internationale Einheiten / gEq bei Verwendung des Systems ,QlAsymphony® SP/AS* fur die automatische
Extraktion;

Fir die Umrechnung des quantitativen Ergebnisses von gEg/ml in internationale Einheiten / ml wurde
der bei diesem Assay und in EDTA entnommenen Plasmaproben zu verwendende Umrechnungsfaktor
definiert als:

1,10 internationale Einheiten / gEq bei Verwendung des Systems ,ELITe STAR® fir die automatische
Extraktion;

0,27 internationale Einheiten / gEq bei Verwendung des Systems ,ELITe GALAXY*“ fir die automatische
Extraktion;
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0,87 internationale Einheiten / gEq bei Verwendung des Systems ,QIAsymphony® SP/AS* fiir die automatische
Extraktion.

Die Daten zu den jeweiligen Umrechnungsfaktoren sind nachfolgend aufgefiihrt.

In EDTA entnommenes Vollblut

Der Umrechnungsfaktor wurde mithilfe einer Reihe von vier Verdinnungen (0,5 logto zwischen
Verdlinnungen) des von der WHO (,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for Nucleic
Acid Amplification Techniques”, NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich) anerkannten kalibrierten
Referenzmaterials in in EDTA entnommenem Vollblut berechnet.

Jeder Punkt der Reihe wurde in 8 Wiederholungen getestet. Hierfir wurden die gesamte Analyse, die
Extraktion mit <EXTRAblood» und die Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefihrt.

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglicht die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors (Fc)
von 0,76 internationalen Einheiten pro gEq nachgewiesenem CMV.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.
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Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefiihrt.

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglichte die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors
(Fc) von 0,61 internationalen Einheiten pro gEq nachgewiesenem CMV.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Umrechnung in internationale Einheiten bei Vollblut und «NucliSENS® easyMAG®» (Fc = 0,61 Ul/gEq)

Erwartete Konz.

Erwartete Konz.

Mittlere Menge

Mittlere Menge

Mittlere Menge

1U/ml log1o 1U/ml gEg/ml 1U/ml logro 1U/ml
316.255 5,500 564.835 344.549 5,537
100.000 5,000 178.704 109.009 5,037
31.625 4,500 51.454 31.387 4,497
10.000 4,000 14.141 8.626 3,936

Jeder Punkt der Reihe wurde in 8 Wiederholungen getestet. Hierfir wurden das gesamte
Analyseverfahren, die Extraktion mit dem automatischen Extraktionssystem «QIAsymphony® SP/AS» und die
Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A., durchgeflhrt.

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglichte die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors
(Fc) von 0,46 internationalen Einheiten (IU) pro gEq in Vollblutproben nachgewiesenem CMV.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Umrechnung in internationale Einheiten bei Vollblut und ,,EXTRAblood“ (Fc = 0,76 IU/gEq)
Erwartete Konz. Erwartete Konz. Mittlere Menge Mittlere Menge Mittlere Menge
1U/ml log1o [U/ml gEg/ml 1U/ml log1o [U/ml
316.255 5,500 362.383 275.411 5,440
100.000 5,000 155.738 118.361 5,073
31.625 4,500 39.503 30.022 4,477
10.000 4,000 13.623 10.353 4,015

Jeder Punkt der Reihe wurde in 15 Wiederholungen getestet. Die gesamte Analyse wurde mit ,ELITe
STAR" und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefiihrt.

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglicht die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors (Fc)
von 0,79 internationalen Einheiten (1U) pro gEq in Vollblutproben nachgewiesenem CMV.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgeflihrt.

Umrechnung in internationale Einheiten bei Vollblut und «QlAsymphony® SP/AS» (Fc = 0,46 IU/gEq)
Erwartete Konz. Erwartete Konz. Mittlere Menge Mittlere Menge Mittlere Menge
1U/ml log1o 1U/ml gEg/ml 1U/ml logio IU/ml
316.255 5,500 599.940 275.972 5,435
100.000 5,000 222.073 102.153 5,004
31.625 4,500 70.712 32.527 4,497
10.000 4,000 24.326 11.190 4,038

Umrechnung in internationale Einheiten bei Vollblut und ,,ELITe STAR” (Fc = 0,79 IU/gEq)

Erwartete Konz.

Erwartete Konz.

Mittlere Menge

Mittlere Menge

Mittlere Menge

1U/ml log1o 1U/ml gEg/mli 1U/ml log1o 1U/ml
316.255 5,500 566.090 464.398 5,620
100.000 5,000 135.119 106,744 4,997
31.625 4,500 42.655 33.698 4,488
10.000 4,000 14.486 11.444 4,014
3.162 3,500 3.717 2.936 3,401

In EDTA entnommenes Plasma

Der Umrechnungsfaktor wurde mithilfe einer Reihe von vier Verdiunnungen (0,5 log1o zwischen
Verdiinnungen) des von der WHO (,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for Nucleic
Acid Amplification Techniques®, NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich) anerkannten kalibrierten
Referenzmaterials in in EDTA entnommenem Plasma berechnet.

Jeder Punkt der Reihe wurde in 15 Wiederholungen getestet. Die gesamte Analyse wurde mit ,ELITe
STAR" und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefihrt.

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglicht die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors (Fc)
von 1,10 internationalen Einheiten (1U) pro gEq in Plasmaproben nachgewiesenem CMV.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Jeder Punkt der Reihe wurde in 15 Wiederholungen getestet. Hierflir wurden die gesamte Analyse,
Extraktion und PCR-Einstellung mit ELITe GALAXY und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup
S.p.A. durchgeflhrt.

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglicht die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors (Fc)
von 0,51 internationalen Einheiten (IU) pro gEq in Vollblutproben nachgewiesenem CMV.

Umrechnung in internationale Einheiten bei Plasma und ,,ELITe STAR" (Fc = 1,10 IU/gEq)

Erwartete Konz.

Erwartete Konz.

Mittlere Menge

Mittlere Menge

Mittlere Menge

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

1U/ml log1o IU/ml gEg/ml 1U/ml log1o [U/ml
316.255 5,500 282.851 311.136 5,481
100.000 5,000 107.043 117.747 5,048

31.625 4,500 30.868 33.955 4,512
10.000 4,000 8.632 9.495 3,972
3.162 3,500 2.814 3.096 3,468

Umrechnung in internationale Einheiten bei Vollblut und ,,ELITe GALAXY* (Fc = 0,51 IU/gEq)
Erwartete Konz. Erwartete Konz. Mittlere Menge Mittlere Menge Mittlere Menge
1U/ml log1o 1U/ml gEq/mi 1U/ml logio 1U/ml
316.255 5,500 473.265 240.507 5,370
100.000 5,000 217.626 110.595 5,036
31.625 4,500 55.656 28.284 4,438
10.000 4,000 24.229 12.313 4,076
3.162 3,500 7.809 3.968 3,575

Jeder Punkt der
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Jeder Punkt der Reihe wurde in 15 Wiederholungen getestet. Hierfir wurden die gesamte Analyse,
Extraktion und PCR-Einstellung mit ELITe GALAXY und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup
S.p.A. durchgefihrt.

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglicht die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors (Fc)
von 0,27 internationalen Einheiten (IU) pro gEq in Plasmaproben nachgewiesenem CMV.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Umrechnung in internationale Einheiten bei Plasma und ,,ELITe GALAXY" (Fc = 0,27 IU/gEq)
Erwartete Konz. Erwartete Konz. Mittlere Menge Mittlere Menge Mittlere Menge
1U/ml log1o [U/ml gEg/ml 1U/ml log1o [U/ml
316.228 5,500 1.095.881 301.020 5,413
100.000 5,000 460.141 126.393 5,033
31.623 4,500 117.258 32.209 4,448
10.000 4,000 43.980 12.081 4,053
3.162 3,500 13.713 3.767 3,546

Jeder Punkt der Reihe wurde in 8 Wiederholungen getestet. Hierfir wurden das gesamte
Analyseverfahren, die Extraktion mit dem automatischen Extraktionssystem «QIAsymphony® SP/AS» und die
Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A., durchgefuhrt.

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglichte die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors
(Fc) von 0,87 internationalen Einheiten (IU) pro gEq mittels Plasmaproben nachgewiesenem CMV.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgeflihrt.

Umrechnung in internationale Einheiten bei Plasma und ,,QlAsymphony® SP/AS“ (Fc = 0,87 IU/gEq)
Erwartete Konz. Erwartete Konz. Mittlere Menge Mittlere Menge Mittlere Menge
1U/ml logio 1U/ml gEg/ml 1U/ml log1o 1U/ml
316.255 5,500 330.340 287.396 5,458
100.000 5,000 101.683 88.464 4,947
31.625 4,500 40.963 35.638 4,551
10.000 4,000 13.148 11.438 4,058

Diagnostische Sensitivitat: Nachweis- und Quantifizierungseffizienz bei verschiedenen
Genotypen/Subtypen

Die diagnostische Sensitivitdt des Assays als die Nachweis- und Quantifizierungseffizienz bei
verschiedenen Genotypen/Subtypen wurde durch den Vergleich von Sequenzen mit Nukleotid-Datenbanken
bewertet.

Die Analyse der fir die Hybridisierung der Primer und des Fluoreszenzmarkers ausgewahlten Regionen
in der Anordnung der in den Datenbanken u. a. fiir den Exon-4-CMV MIEA-Gen-, den AD169- und den Merlin-
Stamm verfligbaren Sequenzen ergab eine Erhaltung und ein Nichtvorhandensein von signifikanten Mutationen.

Die diagnostische Sensitivitit des Assays als die Nachweis- und Quantifizierungseffizienz bei
verschiedenen Genotypen/Subtypen wurde mittels eines Plasmidkonstrukts, das die amplifizierte Region des
CMV-Stamms Merlin enthielt, bewertet.

Fur die Bewertung der Nachweis- und Quantifizierungseffizienz wurde ein Plasmidkonstrukt als
Referenzmaterial verwendet, das die amplifizierte Region des CMV-Stamms Merlin (GENEART AG,
Deutschland) enthielt. Die Plasmid-DNA wurde auf eine Konzentration von 100.000, 10.000, 1.000, 100 und 10
Kopien pro Reaktion verdiinnt. Jede Probe wurde mittels Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.
getestet.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Nachweis- und Quantifizierungseffizienz beim CMV-Stamm Merlin
Theoretische Konzentration " . Mittlere Ergebnisse
Probe Kopien/Reaktion Positive/Wiederholungen Kopien/R%aktion
Plasmid pMerlin 105 100.000 3/3 93.699
Plasmid pMerlin 104 10.000 3/3 8.815
Plasmid pMerlin 103 1.000 3/3 898
Plasmid pMerlin 102 100 3/3 100
Plasmid pMerlin 101 10 9/9 11

Das Plasmid pMerlin wurde bis zur Konzentration von 10 Kopien pro Reaktion richtig erkannt und
quantifiziert.
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Diagnostische Sensitivitat: Bestatigung positiver Proben

Die diagnostische Sensitivitat des Assays als die Bestétigung positiver klinischer Proben wurde durch
Analyse einiger CMV-DNA-positiver klinischer Vollblutproben bewertet.

Fir die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdt wurden 54 in EDTA entnommene Vollblutproben, die
CMV-DNA-positiv waren (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation) als Referenzmaterial
verwendet. Fir die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren, die manuelle Extraktion mit
LEXTRAblood" und die Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-positives Vollblut 54 53 0

Eine Probe fiel in zwei unabhangigen Analyselaufen ,ungiltig“ aus. Das Ergebnis ,unglltig® wurde
moglicherweise durch einen nicht identifizierten Inhibitor in der Probe verursacht. Diese Probe wurde nicht in die
Berechnung der diagnostischen Sensitivitdt einbezogen.

Die diagnostische Sensitivitat des Assays lag bei diesem Test liber 100 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdt wurden 60 in EDTA entnommene Vollblutproben
verwendet, die CMV-DNA-positiv waren (getestet mit einem CE-1VD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation). Fir die
Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die automatische Extraktion mit ELITe
STAR und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-positives Vollblut 60 57 0

Drei Proben fielen in zwei unabhangigen Analyseldufen ,ungdiltig“ aus.
Die diagnostische Sensitivitat des Assays betrug bei diesem Test 100 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdit wurden 68 in EDTA entnommene Plasmaproben
verwendet, die CMV-DNA-positiv waren (getestet mit einem CE-1VD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation). Fir die
Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die automatische Extraktion mit ELITe
STAR und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-positives Plasma 68 66 2

Zwei Proben ergaben mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. ein negatives Ergebnis. Diese
Nichtibereinstimmung kann dadurch erklart werden, dass der CMV-Titer der Probe nahe oder unter der
Nachweisgrenze der verwendeten Methode lag (280 gEqg/ml).

Die diagnostische Sensitivitat des Assays betrug bei diesem Test 97,1 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdt wurden 60 in EDTA entnommene Vollblutproben
verwendet, die CMV-DNA-positiv waren (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation). Fir die
Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die automatische Extraktion und PCR-
Einstellung mit ELITe GALAXY und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-positives Vollblut 60 59 1

Eine Probe ergab mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. ein negatives Ergebnis. Diese
Nichtlbereinstimmung lasst sich mdglicherweise durch einen Abbau der Probe erklaren.
Die diagnostische Sensitivitat des Assays betrug bei diesem Test 98,3 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdt wurden 51 in EDTA entnommene Plasmaproben
verwendet, die CMV-DNA-positiv waren (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation). Fir die
Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die automatische Extraktion und PCR-
Einstellung mit ELITe GALAXY und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-positives Plasma 51 47 4

Vier Proben ergaben mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. ein negatives Ergebnis. Die Titer der
abweichenden Proben (<350 gEg/ml, <350 gEg/ml, 961 gEg/ml bzw. 534 gEg/ml) liegen nahe der
Nachweisgrenze der verwendeten Methode.

In diesem Test lag die diagnostische Sensitivitat bei 92,2 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdt wurden 50 in EDTA entnommene Vollblutproben
verwendet, die von normalen, vermutlich CMV-DNA-negativen Spendern stammten und mit einer Probe von
zertifiziertem kalibriertem Referenzmaterial (QCMD 2009 Human Cytomegalovirus DNA EQA Panel, Qnostics
Ltd, Vereinigtes Kdnigreich) auf einen Titer von 1500 Kopien/ml dotiert waren. Fir die Testung jeder Probe
wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die Extraktion mit dem automatischen Extraktionssystem
LNUCIISENS® easyMAG® und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, mit CMV-DNA dotiertes Vollblut 50 50 0

Die diagnostische Sensitivitat des Assays lag bei diesem Test Giber 100 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdt wurden 60 in EDTA entnommene Vollblutproben
verwendet, die von normalen, vermutlich CMV-DNA-negativen Spendern stammten und mit einer Probe von
zertifiziertem kalibriertem Referenzmaterial (QCMD 2009 Human Cytomegalovirus DNA EQA Panel, Qnostics
Ltd, Vereinigtes Koénigreich) auf einen Titer von 700 Kopien/ml dotiert waren. Fir die Testung jeder Probe wurde
das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die Extraktion mit dem automatischen Extraktionssystem
L,QIAsymphony® SP/AS* und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, mit CMV-DNA dotiertes Vollblut 60 60 0

Die diagnostische Sensitivitat des Assays lag bei diesem Test Giber 100 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdt wurden als Referenzmaterial 60 in EDTA
entnommene Plasmaproben verwendet, die von normalen, vermutlich CMV-DNA-negativen Spendern
stammten und mit einer Probe von zertifiziertem Kkalibriertem Referenzmaterial (QCMD 2009 Human
Cytomegalovirus DNA EQA Panel, Qnostics Ltd, Vereinigtes Koénigreich) auf einen Titer von 360 Kopien/ml
dotiert waren. Fir die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die Extraktion
mit dem automatischen Extraktionssystem ,QIAsymphony® SP/AS“ und die Amplifikation mit Produkten der
ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, mit CMV-DNA dotiertes Plasma 60 60 0

Die diagnostische Sensitivitat des Assays lag bei diesem Test Giber 100 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdt wurden als Referenzmaterial 60 CMV-DNA-negative,
mit einer Probe von zertifiziertem kalibrietem Referenzmaterial (QCMD 2009 Human Cytomegalovirus DNA
EQA Panel, Qnostics Ltd, Vereinigtes Kénigreich) positiv getestete Liquorproben verwendet, die auf einen Titer
von 300 Kopien/ml dotiert waren. Fir die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren
durchgefiihrt: die Extraktion mit dem automatischen Extraktionssystem ,NucliSENS® easyMAG®“ und die
Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

Mit CMV-DNA dotierter Liquor 60 60 0

Die diagnostische Sensitivitat des Assays lag bei diesem Test Giber 100 %.
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Far die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdt wurden 52 CMV-DNA-positive (getestet mit einem
CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation) klinische Urinproben als Referenzmaterial verwendet. Fir die
Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die Extraktion mit dem automatischen
Extraktionssystem ,NucliSENS® easyMAG®* und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

CMV-DNA-positiver Urin 52 52 0

Die diagnostische Sensitivitat des Assays lag bei diesem Test Giber 100 %.

Analytische Spezifitat: Abwesenheit von Kreuzreaktivitat mit potenziell interferierenden Markern

Die analytische Spezifitdt des Assays als die Abwesenheit von Kreuzreaktivitdt mit anderen potenziell
interferierenden Markern wurde durch den Vergleich von Sequenzen mit Nukleotid-Datenbanken bewertet.

Die Analyse der Anordnung der Sequenzen der Primer und des Fluoreszenzmarkers mit den in
Datenbanken fir andere Organismen als CMV, darunter das komplette HHV6-Genom, verfligbaren Sequenzen
ergab, dass das humane Herpesvirus, das CMV am meisten ahnelt, deren Spezifitdt und die Abwesenheit einer
signifikanten Homologie aufzeigte.

Die analytische Spezifitat des Assays als die Abwesenheit von Kreuzreaktivitdt mit anderen potenziell
interferierenden Markern wurde durch Testen einiger CMV-DNA-negativer klinischer, HHV6-, EBV- oder VZV-
DNA-positiver Proben verifiziert. Die Proben wurden als negativ bestatigt.

Fir die Verifizierung der analytischen Spezifitat wurden 16 in EDTA entnommene Vollblutproben, die
CMV-DNA-negativ . und HHV6-, EBV- oder VZV-DNA-positiv waren (getestet mit CE-IVD-Produkten zur
Echtzeit-Amplifikation) als Referenzmaterial verwendet. Fir die Testung jeder Probe wurde das gesamte
Analyseverfahren, die Extraktion und Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgeflhrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Proben Anzahl positiv negativ
In EDTA entnommenes, HHV6-DNA-positives Vollblut 8 0 8
In EDTA entnommenes, EBV-DNA-positives Vollblut 7 0 7
In EDTA entnommenes, VZV-DNA-positives Vollblut 1 0 1

Diagnostische Spezifitat: Bestitigung negativer Proben

Die diagnostische Spezifitdt des Assays als die Bestatigung negativer Proben wurde durch Analyse
einiger CMV-DNA-negativer klinischer Vollblutproben bewertet.

Fir die Bewertung der diagnostischen Spezifitdt wurden 56 in EDTA entnommene Vollblutproben, die
CMV-DNA-negativ waren (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation) als Referenzmaterial
verwendet. Fir die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren, die manuelle Extraktion mit
LEXTRAblood" und die Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefihrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-negatives Vollblut 56 0 56

Die diagnostische Spezifitat des Assays lag bei diesem Test Uber 100 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Spezifitdt wurden 70 in EDTA entnommene Vollblutproben
verwendet, die CMV-DNA-negativ waren (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation). Far
die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die automatische Extraktion mit
ELITe STAR und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-negatives Vollblut 70 0 63

Sieben Proben fielen in zwei unabhangigen Analyseldufen ,ungdltig“ aus.
Die diagnostische Spezifitat des Assays betrug bei diesem Test 100 %.
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Fir die Bewertung der diagnostischen Spezifitait wurden 61 in EDTA entnommene Plasmaproben
verwendet, die CMV-DNA-negativ waren (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation). Fir
die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefuhrt: die automatische Extraktion mit
ELITe STAR und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-negatives Plasma 61 0 61

Die diagnostische Spezifitat des Assays betrug bei diesem Test 100 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Spezifitdt wurden 66 in EDTA entnommene Vollblutproben
verwendet, die CMV-DNA-negativ waren (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation). Fir
die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die automatische Extraktion und
PCR-Einstellung mit ELITe GALAXY und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-negatives Vollblut 66 0 65

Eine Probe fiel ,ungiltig“ aus, was mdglicherweise durch einen nicht identifizierten Inhibitor in der Probe
verursacht wurde. Diese Probe wurde nicht in die Berechnung der diagnostischen Sensitivitat einbezogen.
Die diagnostische Spezifitat des Assays betrug bei diesem Test 100 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Spezifitit wurden 64 in EDTA entnommene Plasmaproben
verwendet, die CMV-DNA-negativ waren (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation). Fir
die Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die automatische Extraktion und
PCR-Einstellung mit ELITe GALAXY und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-negatives Plasma 64 0 64

Die diagnostische Spezifitat des Assays betrug bei diesem Test 100 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Spezifitdt wurden 50 in EDTA entnommene Vollblutproben von
normalen, vermutlich CMV-DNA-negativen Spendern als Referenzmaterial verwendet. Fir die Testung jeder
Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die Extraktion mit dem automatischen
Extraktionssystem ,NucliSENS® easyMAG® und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-negatives Vollblut 50 0 50

Die diagnostische Spezifitat des Assays lag bei diesem Test Gber 100 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Spezifitdt wurden 60 in EDTA entnommene Vollblutproben von
normalen, vermutlich CMV-DNA-negativen Spendern als Referenzmaterial verwendet. Fir die Testung jeder
Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die Extraktion mit dem automatischen
Extraktionssystem ,QIAsymphony® SP/AS* und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-negatives Vollblut 60 1 59

Eine CMV-negative Blutprobe ergab mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. ein CMV-positives
Ergebnis bei einem sehr niedrigen Virustiter (zirka 2 gEqg/Reaktion). Diese Nichtlbereinstimmung lasst sich
durch eine latente CMV-Infektion erklaren, da das Virus in der Bevdlkerung weit verbreitet ist.

Die diagnostische Spezifitat des Assays betrug bei diesem Test 98,3 %.

Fir die Bewertung der diagnostischen Spezifitdt wurden 60 in EDTA entnommene Plasmaproben von
normalen, vermutlich CMV-DNA-negativen Spendern als Referenzmaterial verwendet. Fir die Testung jeder
Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die Extraktion mit dem automatischen
Extraktionssystem ,QIAsymphony® SP/AS“ und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.
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Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-negatives Plasma 60 1 59

Eine CMV-negative Plasmaprobe ergab mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. ein CMV-positives
Ergebnis bei einem sehr niedrigen Virustiter (zirka 2 gEg/Reaktion). Diese Nichtlibereinstimmung lasst sich
durch eine latente CMV-Infektion erklaren, da das Virus in der Bevdlkerung weit verbreitet ist.

Die diagnostische Spezifitat des Assays betrug bei diesem Test 98,3 %.

Far die Bewertung der diagnostischen Spezifitdt wurden 60 Liquorproben, die CMV-DNA-negativ waren
(getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation) als Referenzmaterial verwendet. Fir die
Testung jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die Extraktion mit dem automatischen
Extraktionssystem ,NucliSENS® easyMAG®" und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

CMV-negativer Liquor 60 0 60

Die diagnostische Spezifitat des Assays lag bei diesem Test Uber 100 %.

Far die Bewertung der diagnostischen Spezifitdt wurden 56 CMV-DNA-negative (getestet mit einem CE-
IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation) klinische Urinproben als Referenzmaterial verwendet. Fir die Testung
jeder Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt: die automatische Nukleinsdureextraktion mit
,NUCliISENS® easyMAG® und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. Die Ergebnisse sind in
der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positiv negativ

CMV-DNA-negativer Urin 56 1 55

Eine CMV-negative Urinprobe ergab mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. ein CMV-positives
Ergebnis. Diese Nichtibereinstimmung lasst sich durch einen sehr niedrigen Virustiter (4 gEg/Reaktion)
erklaren, der wahrscheinlich unter der Nachweisgrenze der Referenzmethode lag. Die diagnostische Spezifitat
betrug 98,2 %.

Robustheit: Nichtvorhandensein von Kreuzkontamination

Die Robustheit des Assays als das Nichtvorhandensein von Kreuzkontamination wurde mittels Analyse
der Ergebnisse aus fiinf Laufen, in denen CMV-DNA-negative Proben abwechselnd mit CMV-DNA-dotierten
Proben untersucht wurden, verifiziert. Keine der CMV-DNA-negativen Proben erzielte ein positives Ergebnis.

Das Nichtvorhandensein von Kreuzkontamination wurde mithilfe einer CMV-DNA-negativen, mit
kalibriertem und zertifiziertem Referenzmaterial OptiQuant CMV DNA (AD169-Stamm, AcroMetrix Europe B.V.,
Niederlande) dotierten Vollblutprobe mit einer Viruslast von 8.300 gEg/ml und einer CMV-DNA-negativen
Vollblutprobe verifiziert. Es wurden fiinf Reihen von 12 Proben getestet, wobei sich jeweils eine dotierte Proben
mit einer negativen Probe abwechselte. Dabei wurde das gesamte Analyseverfahren, d. h. die Extraktion und
Amplifikation, mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgeflhrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Proben Anzahl positiv negativ
In EDTA entnommenes, CMV-DNA-dotiertes Vollblut 30 30 0
In EDTA entnommenes, CMV-DNA-negatives Vollblut 30 0 30

Robustheit: Fehlerrate des Gesamtsystems

Die Robustheit des Assays als die Fehlerrate des Gesamtsystems in Bezug auf falsch-negative
Ergebnisse wurde durch Analyse einer Reihe von CMV-DNA-dotierten, niedrigtitrigen Proben verifiziert und lag
demnach unter 1,7 %.

Die Fehlerrate des Gesamtsystems wurde mithilfe einer Reihe von CMV-DNA-negativen, mit
kalibriertem und zertifiziertem Referenzmaterial OptiQuant CMV DNA (AD169-Stamm, AcroMetrix Europe B.V.,
Niederlande) dotierten Vollblutproben mit einer Viruslast von 900 gEqg/ml verifiziert. Fir die Testung jeder Probe
der Reihe wurde das gesamte Analyseverfahren, die Extraktion und Amplifikation, mit Produkten der
ELITechGroup S.p.A. durchgeflhrt.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt.

Proben Anzahl positiv negativ

In EDTA entnommenes, CMV-DNA-dotiertes Vollblut 60 60 0

| Roche cobas z 480 analyzer |

| PROBEN UND KONTROLLEN |

Proben

Dieses Produkt darf ausschlieBlich mit aus folgenden klinischen Proben extrahierter DNA verwendet
werden:

In EDTA enthommenes Vollblut

Die Vollblutproben fir die DNA-Extraktion missen gemaB den Laborrichtlinien in EDTA entnommen
und identifiziert werden. AuBerdem dirfen sie maximal drei Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und aufbewahrt
werden; anderenfalls mussen sie tiefgefroren bei -20 °C fir maximal dreiBig Tage oder bei -70 °C fir langere
Zeit aufbewahrt werden. Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Vollblutproben mit dem Gerat ,,MagNA Pure 24 System® und der
Softwareversion 1.0 (oder entsprechenden spéateren Versionen) durchfiihren, verwenden Sie das
Extraktionsprotokoll ,,Pathogen200“ und befolgen Sie diese Anweisungen: 350 pl Probe in das MagNA Pure
Tube 2.0 mL dispensieren, das Rohrchen in das Gerét einsetzen und mit der Extraktion beginnen. Dieses
Protokoll verarbeitet 200 pl Probe, fiigt CPE bei 20 pl/Extraktion hinzu und eluiert die Nukleinsauren in 100 pl.
Der CPE muss im Verhéltnis 1:2 in hochreinem Wasser fiir die Molekularbiologie verdiinnt werden. Nahere
Details zum Extraktionsverfahren sind den Angaben in der Gebrauchsanweisung des Kits zu entnehmen.

In EDTA entnommenes Plasma

Die Plasmaproben fir die Nukleinsiureextraktion missen gemaB den Laborrichtlinien in EDTA
entnommen werden. AuBerdem dlrfen sie maximal drei Tage bei +2 bis +8 °C transportiert und aufbewahrt
werden; anderenfalls mussen sie tiefgefroren bei -20 °C fir maximal dreiBig Tage oder bei -70 °C fir langere
Zeit aufbewahrt werden.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben 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 moglichen Nukleinsaureabbau zu vermeiden.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Plasmaproben mit dem Gerat ,,MagNA Pure 24 System“ und der
Softwareversion 1.0 (oder entsprechenden spéateren Versionen) durchfiihren, verwenden Sie das
Extraktionsprotokoll ,,Pathogen200“ und befolgen Sie diese Anweisungen: 350 pl Probe in das MagNA Pure
Tube 2.0 mL dispensieren, das Réhrchen in das Gerét einsetzen und mit der Extraktion beginnen. Dieses
Protokoll verarbeitet 200 pl Probe, fiigt CPE bei 20 pl/Extraktion hinzu und eluiert die Nukleinsauren in 100 pl.
Der CPE muss im Verhéltnis 1:2 in hochreinem Wasser fiir die Molekularbiologie verdiinnt werden. Nahere
Details zum Extraktionsverfahren sind den Angaben in der Gebrauchsanweisung des Kits zu entnehmen.
Urin

Urinproben  fir die  Nukleinsdureextraktion missen gemaB den Laborrichtlinien in
konservierungsmittelfreien Behéltern entnommen werden. AuBerdem dirfen sie maximal vier Stunden bei
Raumtemperatur (+18 bis +25 °C) transportiert und aufbewahrt werden; anderenfalls miissen sie bei +2 bis
+8°C fur maximal drei Tage aufbewahrt werden. Falls méglich, das Einfrieren von Morgenurinproben
vermeiden. Das Einfrieren kann die Fallung von Inhibitoren und den Verlust des DNA-Titers verursachen.

Es wird empfohlen, die einzufrierenden Proben in Aliquote aufzuteilen, um wiederholten Gefrier- und
Auftauzyklen vorzubeugen, und maximal dreiBig Tage bei -20 °C bzw. langer bei -70 °C aufzubewahren.

Hinweis: Wenn Sie die DNA-Extraktion aus Urinproben mit dem Geréat ,,MagNA Pure 24 System® und der
Softwareversion 1.0 (oder entsprechenden spateren Versionen) durchfilhren, verwenden Sie das
Extraktionsprotokoll ,,Pathogen200“ und befolgen Sie diese Anweisungen: 350 pl Probe in das MagNA Pure
Tube 2.0 mL dispensieren, das Réhrchen in das Geréat einsetzen und mit der Extraktion beginnen. Dieses
Protokoll verarbeitet 200 pl Probe, fligt CPE bei 20 pl/Extraktion hinzu und eluiert die Nukleinsauren in 100 pl.
Der CPE muss im Verhéltnis 1:2 in hochreinem Wasser fiir die Molekularbiologie verdiinnt werden. Néhere
Details zum Extraktionsverfahren sind den Angaben in der Gebrauchsanweisung des Kits zu entnehmen.
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Andere Proben:

Es liegen keine Daten Uber die Leistung des Produkts bei der Extraktion von DNA aus folgenden
klinischen Proben vor: Liquor, Mundschleimhautabstrich, Fruchtwasser, bronchoalveolare Lavage (BAL) und
Bronchialaspirat (BA), Leukozytensuspensionen oder Granulozytensuspensionen.

Storende Substanzen

Die aus der Probe extrahierte DNA darf kein Heparin, Hamoglobin, Dextran, Ficoll®, Ethanol oder 2-
Propanol enthalten, um Inhibitionsprobleme und die Méglichkeit haufiger ungdltiger Ergebnisse zu verhindern.

Eine groBe Menge humaner genomischer DNA in der aus der Probe extrahierten DNA kann die
Amplifikationsreaktion hemmen.

Es liegen keine Daten zu einer Inhibition durch antivirale, antibiotische, chemotherapeutische oder
immunsupprimierende Medikamente vor.

Amplifikationskontrollen

Es ist unbedingt erforderlich, jeden Amplifikationslauf mit einer Negativkontrolle und einer
Positivkontrolle zu validieren.

Bei der Negativkontrolle muss statt der aus der Probe extrahierten DNA hochreines Wasser fiir die
Molekularbiologie (nicht im Lieferumfang des Kits enthalten) zur Reaktion hinzugefligt werden.

Fur die Positivkontrolle das Produkt ,,CMV - ELITe Positive Control“ oder alternativ das Produkt ,,CMV
- ELITe Positive Control RF“ oder das Produkt ,,CMV ELITe Standard”“ verwenden.

Qualitatskontrollen

Es wird empfohlen, das gesamte Analyseverfahren fir jeden Extraktions- und Amplifikationslauf durch
Testen von Prozesskontrollen, d. h. einer negativ getesteten Probe und einer positiv getesteten Probe oder
eines kalibrierten Referenzmaterials, zu validieren.

VERFAHREN |

Einrichten des Echtzeit-Amplifikationslaufs
(Im Bereich fir die Amplifikation/Detektion von Amplifikationsprodukten durchzufiihren)

Bei Verwendung des Gerats cobas z 480 analyzer (Roche):

Vor Beginn des Laufs gemaB der Geratedokumentation muss Folgendes durchgefihrt werden:

- den Steuerrechner und den Echtzeit-Thermocycler einschalten; Die dedizierte Software 6ffnen und im
Hauptfenster unter ,New Experiment* (Neuer Versuch) einen Lauf 6ffnen;

- das Reaktionsvolumen (,Reaction volume®) auf 40 pl einstellen;

- jeder Probe im Probeneditor (,Sample editor“) eine ID zuweisen;

- den Temperaturzyklus der Reaktion gemaB der folgenden Tabelle definieren:

Temperaturzyklus
Phase Temperaturen Dauern

Dekontamination 50 °C 2 min
Erste Denaturierung 94 °C 2 min
94 °C 10s
Amplifikation und Detektion 60 °C 30s

(45 Zyklen) (Fluoreszenzerfassung)
72 °C 20s
Dissoziation 95°C 158
(optional) S05C 30s
80 °C 15s

Hinweis: Die Fluoreszenzerfassung erfolgt einzeln; die Heizrate (°C/s) auf 4,4 °C/s einstellen.

- die Kandle der Signalerfassung auswahlen: ,detector” (Detektor) fir den CMV-Sensor mit ,channel
FAM 465-510“ und ,detector” fir den IC-Sensor mit ,channel VIC 540-580%;
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Das am Ende dieses Benutzerhandbuchs angehéngte Arbeitsblatt ausfiillen; dazu diese Informationen
Ubertragen oder das Layout der Mikrotiterplatte ausdrucken. Dieses Arbeitsblatt muss bei der Uberfiihrung des
Reaktionsgemischs und der Proben in die Vertiefungen sorgfaltig befolgt werden.

Hinweis: Zum Bestimmen der Konzentration von DNA in der Ausgangsprobe miissen Sie eine Reaktionsreihe
mit dem Q - PCR Standard (105 gEq, 10* gEq, 108 gEq und 102 gEq) ausfihren, um die Standardkurve zu
erhalten.

Nachfolgend ist beispielhaft aufgefiihrt, wie die quantitative Analyse von 12 Proben organisiert werden
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Einrichten der Amplifikation
(Im Bereich fur die Extraktion/Vorbereitung der Amplifikationsreaktionen durchzuflhren)

Vor Beginn des Laufs muss Folgendes durchgeflihrt werden:

- die Testrdhrchen mit den zu analysierenden Proben auftauen. Die Réhrchen vorsichtig schitteln,
danach 5 Sekunden lang herunterzentrifugieren und auf Eis lagern;

- die fur den Lauf benétigten Testréhrchen mit dem CMV Q - PCR Mix auftauen und daran denken,
dass der Inhalt jedes Réhrchen fir 25 Reaktionen ausreicht. Die Réhrchen vorsichtig schitteln, danach
5 Sekunden lang herunterzentrifugieren und auf Eis lagern;

- das Testrohrchen mit CMV — Positive Control oder alternativ CMV - ELITe Positive Control RF oder
die Testréhrchen mit CMV Q - PCR Standard auftauen. Die Réhrchen vorsichtig schitteln, danach 5
Sekunden lang herunterzentrifugieren und auf Eis lagern;

- die fur den Lauf bendtigte AD-Platte bereitiegen; darauf achten, dass sie nur mit puderfreien
Handschuhen angefasst wird und die Vertiefungen nicht beschadigt werden.

1. 20 pl des Reaktionsgemischs CMV Q - PCR Mix unter Vermeidung von Bléaschenbildung préazise auf den
Boden der Vertiefungen der AD-Platte Gberflihren, wie zuvor auf dem Arbeitsblatt festgelegt.

Hinweis: Wenn das Reaktionsgemisch nicht vollstédndig aufgebraucht wird, das restliche Gemisch maximal

einen Monat bei -20 °C aufbewahren. Das Reaktionsgemisch maximal 5 Gefrier- und Auftauzyklen unterziehen.

2. 20 pl extrahierte DNA aus der ersten Probe prazise in die entsprechende Vertiefung der AD-Platte mit
dem Reaktionsgemisch pipettieren, wie zuvor auf dem Arbeitsblatt festgelegt. Die Probe gut mischen,
dazu die extrahierte DNA dreimal in das Reaktionsgemisch pipettieren. Sicherstellen, dass sich keine
Blaschen bilden. Mit der Gibrigen extrahierten DNA auf die gleiche Weise verfahren.

3. 20 pl hochreines Wasser fiir die Molekularbiologie (nicht im Lieferumfang dieses Produkts enthalten)
prazise in die Vertiefung der AD-Platte mit dem Reaktionsgemisch Uberflihren, das zuvor im Arbeitsblatt
als negative Amplifikationskontrolle festgelegt wurde. Die Negativkontrolle gut mischen, dazu das
hochreine Wasser fiir die Molekularbiologie dreimal in das Reaktionsgemisch pipettieren. Sicherstellen,
dass sich keine Blaschen bilden.
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4. Je nach bendtigtem Ergebnis (qualitativ oder quantitativ) muss eine dieser beiden Optionen befolgt
werden:

- Wenn ein qualitatives Ergebnis benétigt wird (Nachweis von CMV-DNA): 20 ul CMV - Positive Control
oder alternativ. CMV - ELITe Positive Control RF prézise in die entsprechende Vertiefung der
Amplifikations-Mikrotiterplatte mit dem Reaktionsgemisch pipettieren, wie zuvor im Arbeitsblatt
festgelegt. Die Positivkontrolle gut mischen, dazu die CMV - Positive Control dreimal in das
Reaktionsgemisch pipettieren. Blaschenbildung vermeiden.

- Wenn ein quantitatives Ergebnis bendtigt wird (Quantifizierung von CMV-DNA): 20 pl CMV Q - PCR
Standard 102 prazise in die entsprechende Vertiefung der Amplifikations-Mikrotiterplatte mit dem
Reaktionsgemisch pipettieren, wie zuvor im Arbeitsblatt festgelegt. Den Standard gut mischen, dazu den
CMV Q - PCR Standard 102 dreimal in das Reaktionsgemisch pipettieren. Blaschenbildung vermeiden. Mit
den Ubrigen CMV Q - PCR Standards (103, 104, 105) auf die gleiche Weise verfahren.

5. Die AD-Platte vorsichtig mit der Dichtungsfolie dicht verschlieBen.

6. Die AD-Platte in den Echtzeit-Thermocycler im Bereich fir die Amplifikation/Detektion von
Amplifikationsprodukten transferieren und den Temperaturzyklus fir die Amplifikation starten; dabei die
Laufeinstellungen mit einer eindeutigen und wiedererkennbaren ID (z. B. ,Jahr-Monat-Tag-CMV-EGSpA®)
speichern.

Hinweis: Am Ende des Temperaturzyklus missen die AD-Platte und die Reaktionsprodukte aus dem Gerat
entfernt und umweltgerecht entsorgt werden. Niemals die Dichtungsfolie von der Amplifikations-
Mikrotiterplatte entfernen, um ein Entweichen der Reaktionsprodukte zu vermeiden.

In der folgenden Abbildung ist die Vorbereitung der Amplifikationsreaktion zusammengefasst.

1)20 pl
Q - PCR Mix hinzufiigen

3)20 pl
Negative Control hinzufiigen

4) 20 pl
Q-PCR Standard hinzufiigen

2) 20 pl
extrahierte DNA hinzufiligen

102 10° 10* 105
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Analyse der qualitativen Ergebnisse

Die Werte der ausgesendeten Fluoreszenz, die vom CMV-Detektor und dem IC-Detektor wahrend der
Amplifikationsreaktionen aufgezeichnet wurden, miissen von der Geratesoftware analysiert werden.

Im Men( ,Analysis” (Analyse) ,Absolute Quant/Fit Points” (Absolute Quant./Anpass.Punkte) auswahlen
(2 Punkte)

Die Gruppe der zu analysierenden Proben auswahlen

Vor Beginn der Analyse gemaB der Gerdtedokumentation muss Folgendes durchgefiihrt werden:
- manuell den Berechnungsbereich (Schaltfliche ,Background” (Hintergrund)) fir das Fluoreszenz-
Hintergrundniveau (,Background Fluorescence Level“) von Zyklus 2 bis Zyklus 6 eingeben.

Bei Plasma- und Urinproben:

- manuell den Schwellenwert (,Threshold“) und das Rauschband (,Noiseband®) fir den FAM-Detektor
,CMV* auf 0,55 einstellen;

- manuell den Schwellenwert (,Threshold“) und das Rauschband (,Noiseband®) fiir den VIC-Detektor
LIC* auf 1,2 einstellen.

Bei Vollblutproben:

- manuell den Schwellenwert (,Threshold“) und das Rauschband (,Noiseband®) fir den FAM-Detektor
,CMV* auf 0,80 einstellen;

- manuell den Schwellenwert (,Threshold“) und das Rauschband (,Noiseband®) fiir den VIC-Detektor
LIC* auf 1,5 einstellen.

Die Werte der von den spezifischen Detektoren in der Amplifikationsreaktion ausgesendeten
Fluoreszenz sowie der Schwellenwert (,Threshold“) und das Rauschband (,Noiseband“) der Fluoreszenz
dienen zur Bestimmung des Schwellenwertzyklus (,Threshold Cycle (Ct)“), d. h. des Zyklus, in dem der
Fluoreszenzschwellenwert erreicht wird.

Bei den Amplifikationsreaktionen der vier Q - PCR Standards dienen die Ct-Werte fir CMV zur
Berechnung der Standardkurve (,Results > Standard Curve“ (Ergebnisse > Standardkurve)) dieses
Amplifikationslaufs sowie zur Validierung der Amplifikation und Detektion, wie in der folgenden Tabelle gezeigt:

Reaktion Q - PCR Standard 10° . e .
Detektor ,,CMV“ Assayergebnis Amplifikation/Detektion
Cts25 POSITIV KORREKT
Standardkurve q T .
Detektor ,CMV“ Akzeptanzbereich Amplifikation/Detektion
Korrelationskoeffizient (R2) 0,99<R2=<1,0 KORREKT

Wenn das Ergebnis der Amplifikationsreaktion fir den Q - PCR Standard 10° Ct > 25 oder Ct
Undetermined (Ct unbestimmt) ist oder der Wert des Korrelationskoeffizienten (R2) (,Correlation Coefficient
(R2)") auBerhalb der Grenzen des Akzeptanzbereichs liegt, wurde die Ziel-DNA nicht korrekt nachgewiesen.
Wahrend der Amplifikations- oder der Detektionsphase sind Probleme aufgetreten (falsche Dispensierung des
Reaktionsgemischs oder der Standards, Abbau des Reaktionsgemischs oder der Standards, falsche Einstellung
der Standardpositionen, falsche Einstellung des Temperaturzyklus), die zu falschen Ergebnissen fiihren
kdnnen. Der Lauf ist ungdiltig und muss ab der Amplifikationsphase wiederholt werden.

In der Amplifikationsreaktion der Negative Control dient der Ct-Wert von CMV (Fenster ,Analysis”
(Analyse)) der Validierung der Amplifikation und des Nachweises, wie in der folgenden Tabelle dargestellt:

Reaktion der Negative Control . e .
Detektor ,CMV* Assayergebnis Amplifikation/Detektion
Ct Undetermined (Ct unbestimmt) NEGATIV KORREKT

Ist das Ergebnis der Amplifikationsreaktion der Negative Control fir CMV nicht Ct Undetermined,
wurde das Vorhandensein der Ziel-DNA nachgewiesen. Wahrend der Amplifikationsphase sind Probleme
aufgetreten (Kontamination), die zu falschen und falsch-positiven Ergebnissen fiihren kdnnen. Der Lauf ist
ungultig und muss ab der Amplifikationsphase wiederholt werden.
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Bei den Amplifikationsreaktionen der einzelnen Proben dient der Ct-Wert fir CMV zum Nachweis der
Ziel-DNA, wahrend der Ct-Wert fir die Internal Control zur Validierung von Extraktion, Amplifikation und
Detektion verwendet wird.

Hinweis: Uberpriifen Sie mithilfe der Geratesoftware (Fenster ,Analysis* (Analyse)), dass der Ct-Wert anhand
eines schnellen und regelmaBigen Anstiegs der Fluoreszenzwerte und nicht anhand von Spitzen oder eines
Anstiegs des Hintergrundsignals (unregelmaBiger oder rauschender Hintergrund) ermittelt wurde.

Ergebnisse, wie der Ct-Wert, aus den Amplifikationsreaktionen der einzelnen Proben (Fenster
LAnalysis“) werden wie in der folgenden Tabelle dargestellt verwendet:

Probenreaktion i
I Eignung der Assayergebnis CMV-DNA
Detektor ,,CMV* Detektor ,,IC“ Probe
Ct > 35 oder
Ct Undetermined (Ct ungeeignet ungiiltig -
Ct Undetermined (Ct unbestimmt)
unbestimmt)
eeignet iiltig, negativ NICHT

Ct<35 geelg gultig, neg ERKANNT

Ct > 35 oder
Ct Determined (Ct Ct U::g;z;m:r:t()i (Ct geeignet gultig, positiv ERKANNT

bestimmt)

Ct<35 geeignet gultig, positiv ERKANNT

Ist das Ergebnis der Amplifikationsreaktion einer Probe Ct Undetermined (Ct unbestimmt) fur CMV und
Ct > 35 oder Ct Undetermined fiir die internal Control, konnte die internal Control-DNA nicht effizient
nachgewiesen werden. In diesem Fall sind wahrend der Amplifikationsphase (ineffiziente oder Null-
Amplifikation) oder wahrend der Extraktionsphase (abgebaute Proben-DNA, Probe mit zu niedriger Zellzahl,
Verlust von DNA wéhrend der Extraktion oder Vorhandensein von Inhibitoren in der extrahierten DNA)
Probleme aufgetreten, die zu falschen und falsch-negativen Ergebnissen fiihren kénnen. Die Probe ist
ungeeignet, der Assay ist ungultig und muss ab der Extraktion einer neuen Probe wiederholt werden.

Ist das Ergebnis der Amplifikationsreaktion einer Probe Ct Undetermined (Ct unbestimmt) bei CMV
und Ct = 35 bei der Internal Control, wurde die CMV-DNA in der aus der Probe extrahierten DNA nicht
nachgewiesen; es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die CMV-DNA in einer Konzentration
unterhalb der Nachweisgrenze des Produkts (siehe ,Leistungsmerkmale®) vorliegt. In diesem Fall wéare das
Ergebnis falsch-negativ.

Bei der Interpretation der mit diesem Test erhaltenen Ergebnisse missen alle klinischen Daten und
sonstigen Laborbefunde des Patienten berlicksichtigt werden.

Hinweis: Wird wéhrend der Amplifikationsreaktion einer Probe CMV-DNA nachgewiesen, kann die
Amplifikation der internal Control zu einem Ergebnis von Ct > 35 oder Ct Undetermined (Ct unbestimmt) fihren.
So kann die wenig effiziente Amplifikationsreaktion bei der internal Control durch den Wettbewerb mit der
hocheffizienten CMV-Reaktion verdrangt werden. In diesem Fall ist die Probe geeignet und das positive Assay-
Ergebnis giltig.

Analyse der quantitativen Ergebnisse

Nach Durchfihrung des Verfahrens fiir die qualitative Analyse kann die quantitative Analyse der
Ergebnisse der positiven Probe durchgefihrt werden.

Wenn das Ergebnis der Amplifikationsreaktion fir den Q - PCR Standard 10° Ct > 25 oder Ct
Undetermined (Ct unbestimmt) ist oder die Ct-Werte der vier Q-PCR Standards nicht im Bereich der
Standardkurve liegen, wurde die Ziel-DNA nicht korrekt nachgewiesen. Wahrend der Amplifikations- oder der
Detektionsphase sind Probleme aufgetreten (falsche Dispensierung des Reaktionsgemischs oder der
Standards, Abbau des Reaktionsgemischs oder der Standards, falsche Einstellung der Standardpositionen,
falsche Einstellung des Temperaturzyklus), die zu falschen Ergebnissen flihren kénnen. Der Lauf ist ungliltig
und muss ab der Amplifikationsphase wiederholt werden.
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Die Ct-Werte fir CMV in den Amplifikationsreaktionen der einzelnen Proben und die Standardkurve
(Schaltfliche Standard Curve) aus dem Amplifikationslauf dienen dazu, die Menge der in den
Amplifikationsreaktionen der Proben vorhandenen Ziel-DNA zu berechnen.

Dieses Produkt ist in der Lage, von 1.000.000 bis zirka 10 Genomaquivalente pro Reaktion bzw. von
25.000.000 bis 250 Genomagquivalente pro ml mit dem Extraktionssystem MagNA Pure 24 zu quantifizieren
(siehe ,Leistungsmerkmale®), wie in der folgenden Tabelle dargestellt:

Probenergebnis

FAM-Detektor ,CMV* CMV Genomaégquivalente pro Reaktion

Menge > 1 x 10° UBER 1.000.000
1,0 x 10" < Menge < 1 x 10° = Menge
Menge < 1,0 x 10" WENIGER ALS 10

Die Ergebnisse (Menge) jeder Probe (Fenster ,Analysis* (Analyse)) dienen zur Berechnung der in der
Ausgangsprobe vorhandenen Genoméquivalente (gEq) von CMV (Nc) geméB dieser Formel:

Ve x Menge
Nc =

Vc x Va x Ep

Dabei ist:
Ve die Menge der bei der Extraktion verwendeten Probe im Verhaltnis zur gewlinschten MaBeinheit;
Ep die Effizienz des Verfahrens, der Extraktion und der Amplifikation, ausgedriickt als Dezimalzahl;
Ve das aus der Extraktion erhaltene Gesamtvolumen ausgedriickt in pl;
Va das Volumen des in der Amplifikationsreaktion verwendeten Extraktionsprodukts ausgedriickt in pl;
Menge das Ergebnis der Amplifikationsreaktion der Probe ausgedriickt in gEq pro Reaktion.

Werden in EDTA entnommene Vollblut- und Plasmaproben und das Extraktionssystem MagNA Pure 24
verwendet und muss das Ergebnis in gEgq/ml ausgegeben werden, so andert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Voliblut, Plasma und Urin und MagNA Pure 24
Nc (gEg/ml) = 25 x Menge

Umrechnung des Ergebnisses in internationale Einheiten

Werden in EDTA entnommene Vollblutproben und MagNA Pure 24 verwendet und muss das Ergebnis
in IlU/ml ausgegeben werden, &ndert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Vollblut und MagNA Pure 24
Fc = 0,5 IU/gEq

Nc (lUu/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (IU/ml) = 12,5 x Menge

Werden in EDTA entnommene Plasmaproben und MagNA Pure 24 verwendet und muss das Ergebnis
in IU/ml ausgegeben werden, &ndert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Plasma und MagNA Pure 24
Fc = 0,4 IU/gEq

Nc (lU/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (lU/ml) = 10 x Menge
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Werden Urinproben und MagNA Pure 24 verwendet und muss das Ergebnis in IU/ml ausgegeben
werden, andert sich die Formel wie folgt:

Vereinfachte Formel fiir Urin und MagNA Pure 24

Fc =1,11U/gEq
Nc (lU/ml) = Nc (gEg/ml) x Fc

Nc (IU/ml) = 27,5 x Menge

Dabei ist Fc der Umrechnungsfaktor, der mithilfe des von der WHO anerkannten kalibrierten
Referenzmaterials ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification
(NAT) Techniques”, NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich, berechnet wurde (siehe Abschnitt
,Leistungsmerkmale*).

| LEISTUNGSMERKMALE |

Analytische Sensitivitat: Nachweisgrenze

Die analytische Sensitivitat dieses Assays, ausgedrickt als Nachweisgrenze, ermdglicht den Nachweis
von zirka 10 Kopien in 20 pl DNA, die der Amplifikationsreaktion hinzugefiigt wurden.

Die analytische Sensitivitét dieses Assays als dessen Nachweisgrenze wurde mithilfe von Plasmid-DNA
getestet. Diese enthielt das Amplifikationsprodukt, dessen Ausgangskonzentration mit einem
Spektrophotometer gemessen wurde. Die Plasmid-DNA wurde auf eine Konzentration von 10 Kopien/20 pl in
150.000 Kopien von pBETAGLOBIN/20 pl verdlinnt. Diese Probe wurde in 27 Wiederholungen zur
Durchfiihrung der Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. verwendet.

Die endgliltigen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positive | negative

10 Kopien Plasmid-DNA + 150.000 Kopien beta-Globin 27 26 1

Die analytische Sensitivitét dieses Assays, der in Verbindung mit Vollblut, Plasma und Urin und MagNA
Pure 24 verwendet wurde, wurde mit einer Reihe von CMV-Verdiinnungen innerhalb der Grenzkonzentration
verifiziert. Die Reihe wurde durch Verdlnnen des ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus
for Nucleic Acid Amplification Techniques" (NIBSC code 09/162, Vereinigtes Kdnigreich) in CMV-DNA-negativer
Matrix angesetzt. Die Reihe bestand aus sechs Punkten rund um die Grenzkonzentration. Jede Probe der
Reihe wurde in 12 Wiederholungen getestet. Hierfir wurde die Extraktion mit dem automatischen System
MagNA Pure 24 und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefiihrt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Probit-Regression. Die Nachweisgrenze wurde fiir die Konzentrationen berechnet,
bei denen die Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses bei 95 % liegt.

Die endgliltigen Ergebnisse fir jede Matrix sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt.

Nachweisgrenze mit MagNA Pure 24 (1U/ml)
95 %-Konfidenzintervall
Matrix 95 %-Positivitat Untere Obere
Grenze Grenze
Voliblut 135 1U/ml 84 1U/ml 354 [U/ml
Plasma 88 IU/ml 54 1U/ml 279 IU/ml
Urin 296 1U/ml 174 1U/ml 851 [U/ml

Die analytische Sensitivitat als gEg/ml fir jede Matrix wird unter Anwendung des spezifischen
Umrechnungsfaktors berechnet, der auf Seite 66 angegeben ist.
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Die analytische Sensitivitat als gEg/ml ist nachfolgend angegeben.

Nachweisgrenze mit MagNA Pure 24 (gEq/ml)
95 %-Konfidenzintervall
Matrix 95 %-Positivitat Untere Obere
Grenze Grenze
Vollblut 270 gEg/ml 168 gEq/ml 708 gEqg/ml
Plasma 220 gEq/ml 108 gEqg/ml 698 gEg/ml
Urin 269 gEg/ml 158 gEg/ml 774 gEg/ml

Analytische Sensitivitat: linearer Messbereich

Die analytische Sensitivitat dieses Assays, ausgedriickt als linearer Messbereich, ermdglicht die
Quantifizierung von zirka 1.000.000 bis 10 Genomé&quivalenten in 20 pl DNA, die der Amplifikationsreaktion
hinzugefligt wurden.

Die analytische Sensitivitdt dieses Assays wurde mithilfe einer Verdiinnungsreihe (1 logio zwischen
einer Verdlnnung und der nachsten) von Plasmid-DNA bewertet. Diese enthielt das Amplifikationsprodukt,
dessen Ausgangskonzentration mit einem Spektrophotometer gemessen wurde. Die Punkte der Reihe von 107
Molekilen pro Reaktion bis 10" Molekilen pro Reaktion wurden in 9 Wiederholungen zur Durchfiihrung der
Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. verwendet. Die Analyse der erhaltenen Daten mittels
linearer Regression ergab, dass der Assay bei allen Punkten der Reihe eine lineare Reaktion aufweist (linearer
Korrelationskoeffizient tiber 0,99).

Die untere Grenze des linearen Messbereichs lag bei rund 10 gEg/Reaktion innerhalb eines
Logarithmus ab der niedrigsten Konzentration des Q - PCR Standard Amplifikationsstandards (102 gEq / 20 pl).

Die obere Grenze des linearen Messbereichs lag bei 10° gEg/Reaktion innerhalb von einem
Logarithmus ab der héchsten Konzentration des Q - PCR Standard Amplifikationsstandards (105 gEq / 20 pl).

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Linearer Messbereich mit MagNA Pure 24
Untere Grenze Obere Grenze
gEqg/ml 250 25.000.000
gEqg/Reaktion 10 1.000.000

Die Umrechnungen von gEg/ml in gEg/Reaktion und umgekehrt erfolgten wie auf Seite 60 angegeben.

Die Linearitat dieses Assays, der in Verbindung mit verschiedenen Matrizes und MagNA Pure 24
verwendet wurde, wurde mit einer Reihe von CMV-Verdlinnungen verifiziert. Die Reihe wurde durch Verdinnen
des ,1st WHO International Standard for Human Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification Techniques”
(NIBSC code 09/162, Vereinigtes Konigreich) in CMV-DNA-negativer Matrix angesetzt. Die Reihe bestand aus
funf Verdlnnungspunkten (1 log10-Verdiinnungsschritte) von 108 IU/ml bis 102 IU/ml. Jede Probe der Reihe
wurde in vier Wiederholungen getestet. Hierfiir wurde die Extraktion mit dem automatischen System MagNA
Pure 24 und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefiihrt. Die Analyse der erhaltenen
Daten mittels linearer Regression ergab, dass der Assay bei allen Verdiinnungen Uber der Nachweisgrenze
eine lineare Reaktion aufweist.

Bestimmungsgrenze

Die untere Grenze des linearen Messbereichs wurde auf die niedrigste Konzentration festgesetzt, bei
der 100 % Positivitat sowie ausreichend genaue und prazise quantitative Ergebnisse erzielt werden. Die obere
Grenze des linearen Messbereichs wurde auf die hdchste getestete Konzentration festgesetzt, bei der
ausreichend genaue und prazise quantitative Ergebnisse erzielt werden.

Der lineare Messbereich als gEg/ml fir jede Matrix wird unter Anwendung des spezifischen
Umrechnungsfaktors berechnet, der auf Seite 66 angegeben ist.
Die Ergebnisse fir jede Matrix sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt.

Linearer Messbereich fiir Vollblutproben und MagNA Pure 24
MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 178 1.000.000
gEqg/ml 356 2.000.000
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Linearer Messbereich fiir Plasmaproben und MagNA Pure 24

MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 100 1.000.000
gEg/ml 250 2.500.000

Linearer Messbereich fiir Urinproben und MagNA Pure 24

MaBeinheit Untere Grenze Obere Grenze
1U/ml 1000 1.000.000
gEg/ml 909 909.091

Analytische Sensitivitat: Prazision und Genauigkeit

Die Prazision dieses Assays als die Variabilitat der Ergebnisse, die mit verschiedenen Replikaten einer
Probe in ein und demselben Amplifikationslauf erhalten wurden, ergab einen maximalen prozentualen
Variationskoeffizienten (VK %) der Ct-Werte unter 1,36 % im Bereich von 108 Molekdlen bis 10" Molekilen in
den 20 pl DNA, die der Amplifikationsreaktion hinzugeftigt wurden.

Die Prazision dieses Assays als die Variabilitat der Ergebnisse, die mit verschiedenen Replikaten einer
Probe in ein und demselben Amplifikationslauf erhalten wurden, ergab einen mittleren prozentualen
Variationskoeffizienten (VK %) der gemessenen Mengen von zirka 12,5 % im Bereich von 108 Molekulen bis 10!
Molekilen in den 20 ul DNA, die der Amplifikationsreaktion hinzugefligt wurden.

Die Genauigkeit dieses Assays als die Differenz zwischen dem Mittelwert der Ergebnisse, die mit
verschiedenen Replikaten einer Probe in ein und demselben Amplifikationslauf erhalten wurden und dem
theoretischen Konzentrationswert der Probe, ergab eine mittlere prozentuale Ungenauigkeit der gemessenen
log-Menge von zirka 2,2 % im Bereich von 10% Molekilen bis 10" Molekilen in den 20 ul DNA, die der
Amplifikationsreaktion hinzugefligt wurden.

Die Prézision und Genauigkeit wurden mithilfe der wahrend der Experimente zur Untersuchung des
linearen Messbereichs erhaltenen Daten ermittelt.

Reproduzierbarkeit mit zertifiziertem Referenzmaterial

Fir die Bewertung der analytischen Sensitivitat des Assays wurde die kalibrierte Reihe ,AcroMetrix®
CMVic Panel” (Acrometrix, Life Technologies, USA) als Referenzmaterial verwendet. Jede Probe der Reihe
wurde in 2 Wiederholungen getestet. Hierfir wurde die Extraktion mit dem automatischen Extraktionssystem
MagNA Pure 24 und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. durchgefiihrt.

Die Ergebnisse in 1U/ml wurden unter Anwendung des Umrechnungsfaktors fir MagNA Pure 24 und
Plasma berechnet und sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Tests mit kalibrierten Referenzmaterialien und MagNA Pure 24
Probe Nenntiter Nenntiter log Positiv / Mittlere Ergebnisse
1U/ml 1U/ml Wiederholungen log 1U/ml
CMV DNA 3E6 3.000.000 6,477 2/2 6,299
CMV DNA 3E5 300.000 5,477 2/2 5,280
CMV DNA 3E4 30.000 4,477 2/2 4,298
CMV DNA 3E3 3.000 3,477 2/2 3,364
CMV DNA 3E2 300 2,477 2/2 2,262

Alle Proben wurden als positiv mit einem Titer innerhalb des erwarteten Werts + 0,5 log nachgewiesen.
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Faktor fiir die Umrechnung in internationale Einheiten

Der bei diesem Assay fir die Umwandlung des quantitativen Ergebnisses von gEg/ml in IU/ml zu
verwendende Umrechnungsfaktor wurde mithilfe einer Reihe von WHO (,,1st WHO International Standard for
Human Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification Techniques, NIBSC code 09/162, Vereinigtes
Koénigreich) anerkannten kalibrierten Referenzmaterialien in den verschiedenen negativen Matrizes fir CMV-
DNA und zusammen mit MagNA Pure 24 berechnet. Die Reihe bestand aus 6 Verdlnnungsschritten von 1 log.
Jeder Punkt der Reihe wurde in 16 Wiederholungen getestet. Hierflr wurden das gesamte Analyseverfahren,
die Extraktion mit dem automatischen Extraktionssystem MagNA Pure 24 und die Amplifikation mit Produkten
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der ELITechGroup S.p.A., durchgefhrt.

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglichte die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors
(Fc) von 0,5 internationalen Einheiten (IU) pro gEq in Vollblutproben nachgewiesenem CMV.

Die Ergebnisse fir jede Matrix sind in der folgenden Tabelle aufgeflhrt.

Umrechnung in internationale Einheiten bei Vollblut und ,,MagNA Pure” (Fc = 0,5 IU/gEq)
Erwartete Konz. Erwartete Konz. Mittlere Menge Mittlere Menge Mittlere Menge
1U/ml log1o [U/ml gEg/ml 1U/ml log1o [U/ml
111.055 5,046 197.188 98.594 4,991
34.903 4,543 73.891 36.945 4,556
10.970 4,040 23.428 11.714 4,050
3.448 3,538 8.863 4.431 3,605
1.084 3,035 2.963 1.481 3,136
341 2,532 995 497 2,638

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglichte die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors
(Fc) von 0,4 internationalen Einheiten (IU) pro gEq in Plasmaproben nachgewiesenem CMV.

Die Ergebnisse fir jede Matrix sind in der folgenden Tabelle aufgeflhrt.

Umrechnung in internationale Einheiten bei Plasma und ,,MagNA Pure“ (Fc = 0,4 IU/gEq)
Erwartete Konz. Erwartete Konz. Mittlere Menge Mittlere Menge Mittlere Menge
1U/ml log1o [U/ml gEg/ml 1U/ml log1o [U/ml
111.055 5,046 235.469 94.188 4,969
34.903 4,543 89.375 35.750 4,548
10.970 4,040 25.950 10.380 4,008
3.448 3,538 9.683 3.873 3,576
1.084 3,035 3.189 1.276 3,086
341 2,532 910 364 2,526

Die Analyse der erhaltenen Daten ermdglichte die Berechnung eines mittleren Umrechnungsfaktors

(Fc) von 1,1 internationalen Einheiten (IU) pro gEq in Urinproben nachgewiesenem CMV.

Die Ergebnisse fir jede Matrix sind in der folgenden Tabelle aufgeflhrt.

Umrechnung in internationale Einheiten bei Urin und ,,MagNA Pure“ (Fc = 1,1 IU/gEq)
Erwartete Konz. Erwartete Konz. Mittlere Menge Mittlere Menge Mittlere Menge

1U/ml log1o [U/ml gEg/ml 1U/ml log1o [U/ml
316.228 5,500 217.719 242,110 5,379
100.000 5,000 91.719 100.891 4,995
31.623 4,500 33.484 36.833 4,557
10.000 4,000 10.550 11.605 4,053

3.162 3,500 3.434 3.777 3,565

1.000 3,000 1.050 1.155 3,054
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Diagnostische Sensitivitat: Bestatigung positiver Proben

Fir die Bewertung der diagnostischen Sensitivitdt wurden als Referenzmaterial 51 in EDTA
entnommene, CMV-DNA-positive (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-Amplifikation)
Vollblutproben, 63 in EDTA entnommene, CMV-DNA-positive (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-
Amplifikation) Plasmaproben, 6 CMV-DNA-positive (getestet mit einem CE-IVD-Produkt zur Echtzeit-
Amplifikation) Urinproben und 45 CMV-DNA-negative, durch Hinzufligen von ,1st WHO International Standard
for Human Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification Techniques® (NIBSC code 09/162, Vereinigtes
Konigreich) mit CMV-DNA dotierte Urinproben verwendet.

Flr jede Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgeflhrt: die Extraktion mit dem
automatischen Extraktionssystem MagNA Pure 24 und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup
S.p.A. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positive | negative
In EDTA entnommenes, CMV-DNA-positives Vollblut 51 51 0
In EDTA entnommenes, CMV-DNA-positives Plasma 63 62 1
CMV-DNA-positiver Urin 6 6 0
CMV-DNA-dotierter Urin 45 44 1

Alle Proben waren beim ersten Test giltig.

Alle Vollblutproben wurden als CMV-DNA-positiv bestatigt. Die diagnostische Sensitivitdt des Assays in
Verbindung mit Vollblutproben betrug 100 %.

Zweiundsechzig (62) von 63 Plasmaproben wurden als CMV-DNA-positiv bestatigt, wéhrend eine Probe
ein abweichend negatives Ergebnis aufwies. Die diagnostische Sensitivitdt des Assays in Verbindung mit
Plasmaproben betrug 98 %.

Alle klinischen Urinproben wurden als CMV-DNA-positiv bestatigt.

Eine dotierte Urinprobe ergab mit Produkten der ELITechGroup S.p.A. ein abweichend negatives
Ergebnis. Eine Erklarung flr diese Abweichung kann ein Praparationsfehler der Bedienperson sein.

Die diagnostische Sensitivitat des Assays in Verbindung mit Urinproben betrug 98 %.

Die diagnostische Gesamtsensitivitat des Assays betrug 98,8 %.
Diagnostische Spezifitat: Bestatigung negativer Proben

Fir die Bewertung der diagnostischen Spezifitait wurden 53 in EDTA entnommene, vermutlich CMV-
DNA-negative Vollblutproben, 50 in EDTA entnommene, vermutlich CMV-DNA-negative Plasmaproben und 49
vermutlich CMV-DNA-negative Urinproben als Referenzmaterial verwendet.

Fir jede Probe wurde das gesamte Analyseverfahren durchgeflhrt: die Extraktion mit dem
automatischen Extraktionssystem MagNA Pure 24 und die Amplifikation mit Produkten der ELITechGroup
S.p.A. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Proben Anzahl positive | negative
In EDTA entnommenes, vermutlich CMV-DNA-negatives Vollblut 53 1 52
In EDTA entnommenes, vermutlich CMV-DNA-negatives Plasma 50 2 48
Vermutlich CMV-DNA-negativer Urin 49 0 49

Alle Vollblutproben waren beim ersten Test glltig und zweiundfiinfzig (52) von 53 Vollblutproben
wurden als CMV-DNA-negativ bestétigt, wahrend eine Probe ein abweichend positives Ergebnis aufwies. Die
diagnostische Spezifitdt des Assays in Verbindung mit Vollblutproben betrug 98 %.

Neunundvierzig (49) von 50 Plasmaproben waren beim ersten Test giiltig, eine unglltige Probe ergab
nach Reamplifikation ein negatives Ergebnis. Achtundvierzig (48) von 50 Plasmaproben wurden als CMV-DNA-
negativ bestatigt, wéhrend zwei Proben abweichend positive Ergebnisse aufwiesen. Die diagnostische
Spezifitat des Assays in Verbindung mit Plasmaproben betrug 96 %.

Alle Urinproben waren beim ersten Test glltig und wurden als CMV-DNA-negativ bestatigt. Die
diagnostische Spezifitdt des Assays in Verbindung mit Urinproben betrug 100 %.

Die diagnostische Gesamtspezifitdt des Assays betrug 98 %.

Hinweis: Die vollstdndigen Daten und Ergebnisse der Tests, die zur Bewertung der Leistungsmerkmale des
Produkts mit Matrizes und Geraten durchgefiihrt wurden, sind in Abschnitt 7 der technischen Dokumentation
des ,CMV ELITe MGB®Kit“, FTP RTK015PLD, aufgefiihrt.
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GRENZEN DES VERFAHRENS

Dieses Produkt darf nur mit DNA verwendet werden, die aus den folgenden klinischen Proben
extrahiert wurde: in EDTA entnommenes Vollblut, in EDTA entnommenes Plasma, Liquor, Urin,
Mundschleimhautabstrich, Fruchtwasser und BAL.

Keine aus heparinisierten Proben extrahierte DNA zusammen mit diesem Produkt verwenden: Heparin
hemmt die Amplifikationsreaktion von Nukleinsduren und flihrt zu ungltigen Ergebnissen.

Keine mit Hamoglobin, Dextran, Ficoll®, Ethanol oder 2-Propanol kontaminierte extrahierte DNA
zusammen mit diesem Produkt verwenden: Diese Stoffe hemmen die Amplifikationsreaktion von Nukleinsauren
und kénnen zu ungdltigen Ergebnissen fuhren.

Mit diesem Produkt keine extrahierte DNA verwenden, die groBe Mengen an humaner genomischer
DNA enthalt, da diese die Amplifikationsreaktion von Nukleinsduren hemmen kann.

Es liegen keine Daten zur Produktleistung mit DNA vor, die aus den folgenden klinischen Proben
extrahiert wurde: Leukozytensuspensionen und Granulozytensuspensionen.

Dieses Produkt nur mit den validierten Instrumenten und den in Abschnitt ,Proben und Kontrollen®
angegebenen zugehdrigen klinischen Proben verwenden.

Es liegen keine Daten zu einer Inhibition durch antivirale, antibiotische, chemotherapeutische oder
immunsupprimierende Medikamente vor.

Die mit diesem Produkt erhaltenen Ergebnisse h@ngen von einer angemessenen Identifizierung,
Entnahme, Transportierung, Aufbewahrung und Verarbeitung der Proben ab. Zur Vermeidung falscher
Ergebnisse ist es daher notwendig, bei diesen Schritten vorsichtig vorzugehen und die den Produkten fir die
Nukleinsaureextraktion beiliegenden Gebrauchsanweisungen sorgfaltig zu befolgen.

Aufgrund ihrer hohen analytischen Sensitivitét ist die bei diesem Produkt verwendete Methode zur
Echtzeit-Amplifikation empfindlich fiir Kreuzkontaminationen durch CMV-positive klinische Proben, die
Positivkontrollen und die gleichen Amplifikationsprodukte. Kreuzkontaminationen flihren 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 Unfélle mit méglicherweise ernsten Folgen fir den Anwender und andere Personen vermieden
werden.

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

Dieses Produkt darf nur von 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.

Bei manueller Einrichtung des Amplifikationslaufs ist eine raumliche Trennung von
Extraktion/Vorbereitung der Amplifikationsreaktionen und Amplifikation/Detektion von Amplifikationsprodukten
zu beachten, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden.

Bei manueller Einrichtung des Amplifikationslaufs werden fir die Verwendung des Produkts
Spezialkleidung und Instrumente fir die Extraktion/Vorbereitung der Amplifikationsreaktionen und die
Amplifikation/Detektion von Amplifikationsprodukten bendtigt, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden.

Vor einer Umstellung auf eine neue Technologie sollten die Anwender aufgrund von inharenten
Unterschieden zwischen verschiedenen Technologien Korrelationsstudien zu den Methoden durchfiihren, um
die Unterschiede zwischen den Technologien absché&tzen zu kénnen.

Ein mit diesem Produkt erhaltenes negatives Ergebnis bedeutet, dass die CMV-DNA nicht in der DNA,
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.

Die mit diesem Produkt erhaltenen Ergebnisse kénnen manchmal aufgrund von Ausféllen der internen
Kontrolle ungiltig sein und eine Wiederholung des Tests erfordern. Eine erneute Testung ab der Extraktion
kann zu einer Verzégerung der endgdiltigen Testergebnisse fuhren.
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Etwaige Polymorphismen in der Primer- oder Sondenbindungsregion des viralen Genoms kdnnen den
Nachweis und die Quantifizierung der CMV-DNA beeintrachtigen.

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

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

FEHLERBEHEBUNG

Ziel-DNA nicht in der Positive Control oder den Q - PCR Standard Reaktionen erkannt oder
ungiiltiger Korrelationskoeffizient der Standardkurve

Mégliche Ursachen AbhilfemaBnahmen

Beim Dispensieren von Reagenzien in die Vertiefungen
der Mikrotiterplatten  vorsichtig vorgehen wund das
Arbeitsblatt befolgen.

Volumina des dispensierten Reaktionsgemischs
kontrollieren.

Volumina der dispensierten Positivkontrolle oder des
dispensierten Standards kontrollieren.

Falsches Dispensieren in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte.

Position von Reaktionsgemisch, Positivkontrolle oder
Lauf wurde auf ELITe InGenius und ELITe | Standards kontrollieren.
BeGenius falsch eingerichtet. Volumina von Reaktionsgemisch, Positivkontrolle oder
Standards kontrollieren.

Abbau der Sonde. Ein neues Aliquot des Reaktionsgemischs verwenden.
- Ein neues Aliquot der Positivkontrolle oder des Standards
Positivkontrolle oder Abbau des Standards. verwenden.
Positionseinstellungen fiir die Standardreaktionen des
Einstellfehler des Geréts. Geréts uberprifen.

Temperaturzyklus-Einstellungen des Gerats Uberpriifen.

Technischen Kundendienst der ELITechGroup

Geratefehler. kontaktieren.

Ziel-DNA in der Reaktion der Negative Control erkannt

Mogliche Ursachen AbhilfemaBnahmen
Verschitten des Inhalts des Proben-Testréhrchens
vermeiden.
Zwischen einer Probe und der nachsten immer die Spitzen

Falsches Dispensieren in die Vertiefungen der

Mikrotiterplatte. wechseln.

Beim Dispensieren von Proben, Negativkontrolle und
Standards in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten
vorsichtig vorgehen und das Arbeitsblatt befolgen.

Position von Reaktionsgemisch oder Negativkontrolle
Lauf wurde auf ELITe InGenius und ELITe | kontrollieren.

BeGenius falsch eingerichtet. Volumina des Reaktionsgemischs oder der
Negativkontrolle kontrollieren.

Positionseinstellungen flr Proben, Negativkontrolle und

Fehler beim Elnstellen des Gerats. Standards auf dem Gerat Uiberprifen.

Mikrotiterplatte schlecht versiegelt. Beim Versiegeln der Mikrotiterplatte vorsichtig vorgehen.

Kontamination des hochreinen Wassers fir die

Molekularbiologie. Ein neues Aliquot Wasser verwenden.

Kontamination des Reaktionsgemischs. Ein neues Aliquot des Reaktionsgemischs verwenden.
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Kontamination des Bereichs fir die
Extraktion/Vorbereitung der
Amplifikationsreaktionen.

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

Fehler 30103 bei ELITe InGenius

Mégliche Ursachen

AbhilfemaBnahmen

Geratefehler.

Technischen Kundendienst der
kontaktieren.

ELITechGroup

Ziel-DNA und Internal Control-DNA in den Probenreaktionen nicht erkannt

Magliche Ursachen

AbhilfemaBnahmen

Falsches Dispensieren in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte.

Verschiitten des Inhalts des Proben-Testréhrchens
vermeiden.

Zwischen einer Probe und der nachsten immer die Spitzen
wechseln.

Beim Dispensieren von Proben in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatten vorsichtig vorgehen und das Arbeitsblatt
befolgen.

Zu hohe Konzentration von Ziel-DNA in der
Probe.

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

- 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-Verdinnung in hochreinem
Wasser fiir die Molekularbiologie in einem ,Extract + PCR*-
Lauf (Extraktion + PCR) wiederholen.

Ungewdhnlich hoher Anteil positiver Ergebnisse innerhalb ein und desselben Laufs (Reaktionen mit

ahnlich spaten Ct-Werten)

Lauf wurde auf ELITe InGenius und ELITe
BeGenius falsch eingerichtet.

Position von Reaktionsgemisch oder Proben kontrollieren.

Volumina  von Reaktionsgemisch ~ oder Proben
kontrollieren.

Mégliche Ursachen

AbhilfemaBnahmen

Abbau der Internal Control.

Neue Aliquote der Internal Control verwenden.

Inhibiton  durch  die  Probe  stérende
Substanzen.

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

Extraktion und Amplifikation der Probe wiederholen.

Falsche Lagerung der Reagenzien.

Sicherstellen, dass das Reaktionsgemisch nicht mehr als
30 Minuten der Raumtemperatur ausgesetzt war.

Probleme bei der Extraktion.

Qualitdt und Konzentration der extrahierten DNA
Uberprifen.

Kontamination von Probe zu Probe bei
Préaanalyseschritten

Kontakt zwischen Mikropipette und Réhrchenwand
vermeiden.

Mikropipette nach dem Pipettieren jeder Probe mit frischer
3%iger Natriumhypochloritldsung oder DNA/RNA-Cleaner
reinigen.

Keine Pasteur-Pipetten verwenden. Die Pipetten missen
entweder Direktverdréngungspipetten sein oder
zusammen mit Aerosolfilterspitzen verwendet werden.
Proben in die letzten Positionen der Gerate einsetzen, wie
in der Gebrauchsanweisung von ELITe InGenius
angegeben. Die von der Software angegebene Ladefolge
beachten

Geratefehler.

Technischen Kundendienst der

kontaktieren.

ELITechGroup

UnregelméBige oder hohe Hintergrundfluoreszenz in den Reaktionen

Mdogliche Ursachen

AbhilfemaBnahmen

Falsche Dispensierung der Probe.

Beim Einmischen von Proben, Negativkontrolle und
Standards in das Reaktionsgemisch vorsichtig vorgehen
und dabei dreimal pipettieren. Blaschenbildung vermeiden.

Kontamination der Laborumgebung

Alle Oberflachen, die mit dem Bediener und den Proben
(einschlieBlich Pipetten) in Kontakt kommen, mit frischer
3%iger Natriumhypochloritldsung oder DNA/RNA-Cleaner
reinigen.

Einen UV-Dekontaminationszyklus durchfiihren.

Ein neues Roéhrchen mit PCR Mix und/oder KbE
verwenden.

Einstellfehler der Grundlinie.

Bereich fir die Grundlinienberechnung innerhalb von
Zyklen einstellen, in denen sich die Hintergrundfluoreszenz
bereits stabilisiert hat (die Daten unter ,Results”
(Ergebnisse), ,Component“ (Komponente) tGberprifen) und
die Zunahme des Fluoreszenzsignals noch nicht begonnen
hat, z. B. von Zyklus 6 auf Zyklus 15.

Die automatische Grundlinienberechnung durch Aktivieren
der Option ,Auto Baseline* verwenden.

Anomale Dissoziationskurve

Mdgliche Ursachen

AbhilfemaBnahmen

Fehlen eines definierten Peaks.

Definierter Peak, der sich jedoch von dem der
anderen Proben und der Standards oder
Positivkontrolle unterscheidet.

Kontrollieren, ob der Ct-Wert des FAM-Detektors unter 30
liegt.

GroBe Menge an Amplifikationsprodukt am Ende der
Reaktion kann die Schmelzkurvenanalyse beeintréchtigen.
Die Probenamplifikation ~ wiederholen, um das
Vorhandensein von Ziel-DNA mit einer méglichen Mutation
zu bestéatigen.

Die Ziel-DNA der Probe sollte sequenziert werden, um die
Mutation zu bestétigen.
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CMV ELITe MGB® Kit
Reagenz flr die DNA-Amplifikation in E RTKO15PLD
Echtzeit

| SYMBOLE |

Katalognummer.
/ﬂ[ Temperaturobergrenze.

m Chargenbezeichnung.

g Verwendbar bis (letzter Tag des Monats).

IVD In-vitro-Diagnostikum.

Zertifizierung ausgestellt von DEKRA Certification B.V., Niederlande.

Achtung, Gebrauchsanweisung beachten.

W Genligend fir ,n“ Tests.

Inhalt.

3
7'LT Vor Sonneneinstrahlung schiitzen.

“ Hersteller.

SCH mRTK015PLD_de 08.06.2022 Uberarbeitete Version 20 Seite 79/80

CMV ELITe MGB® Kit
Reagenz fiir die DNA-Amplifikation in RTKO15PLD
Echtzeit

c € Erflllt die Anforderungen der Europaischen Richtlinie 98/79/EG uber In-vitro-Diagnostika.
034

[ HINWEIS AN DEN KAUFER: EINGESCHRANKTE LIZENZ |

Dieses Produkt enthdlt Reagenzien, die von Life Technologies Corporation hergestellt wurden und im
Rahmen von Lizenzvereinbarungen zwischen ELITechGroup S.p.A. und deren Tochtergesellschaften und Life
Technologies Corporation vertrieben werden. Im Kaufpreis dieses Produkts eingeschlossen sind
eingeschrénkte, nicht Ubertragbare Rechte zum Gebrauch nur dieser Produktmenge ausschlieBlich fir
Aktivitdten des Kéufers mit direktem humandiagnostischem Bezug. Informationen zum Kauf einer Lizenz fir
dieses Produkt zu anderen als den oben genannten Zwecken sind erhéltlich bei Licensing Department, Life
Technologies Corporation, 5781 Van Allen Way, Carlsbad, CA 92008, USA. Tel.: +1(760)603-7200. Fax:
+1(760)602-6500. 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 0819133,1068358, 1144429, 1232157, 1261616 1430147,
1781675, 1789587, 1975256 und 2714939 sowie durch anhangige Patentanmeldungen geschutzt.

Diese eingeschrankte Lizenz gestattet es der natirlichen oder juristischen Person, der dieses Produkt
zur Verfigung gestellt wurde, das Produkt zu verwenden und die mithilfe des Produkts generierten Daten nur
fir humandiagnostische Zwecke zu verwenden. Weder die ELITechGroup S.p.A. noch deren Lizenzgeber
gewahren weitere, ausdrickliche oder stillschweigende Lizenzen fur andere Zwecke.

LELITe MGB® und das ,ELITe MGB®“-Geratelogo sind eingetragene Marken in der Européischen Union.
ELITe InGenius®und ELITe BeGenius®sind eingetragene Marken der ELITechGroup.

«NucliSENS® easyMAG®» sind eingetragene Marken von bioMérieux SA.

«QlAsymphony®» ist eine eingetragene Marke der QIAGEN GmbH.

Ficoll® ist eine eingetragene Marke von GE Healthcare Bio-Sciences AB.

MagNA Pure ist eine Marke von Roche.
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CMV ELITe MGB® kit used with Genius series platforms &r Techa

roup

Ref: RTKO15PLD

NERINC

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

A. Intended use

The «CMV ELITe MGB® Kit» product is a qualitative and quantitative nucleic acids amplification assay for the detection and
quantification of the DNA of Human Cytomegalovirus (CMV) in DNA samples extracted from whole blood collected in EDTA,
plasma collected in EDTA, cerebrospinal fluid (CSF), urine, buccal swab, amniotic fluid and bronchoalveolar lavage (BAL) /
bronchial aspirate (BA).

The product is intended for use in the diagnosis and monitoring of CMV infections, alongside patient clinical data and other laboratory
test outcomes.

The assay is CE-IVD validated in combination with Whole Blood EDTA and Plasma EDTA and the instruments ELITe InGenius and
ELITe BeGenius.

The assay is CE-IVD validated in combination with Cerebrospinal Fluid, Urine, Buccal swab, Amniotic fluid, BAL, BA and the instrument
ELITe InGenius.

B. Amplified sequence

Gene Fluorophore
Target CMV MIEA gene (exon 4 region) FAM
Internal Control Human beta Globin gene AP525

C. Validated matrix
Whole Blood EDTA, Plasma EDTA, Cerebrospinal Fluid, Urine, Buccal swab, Amniotic fluid, BAL, BA

D. Kit component

» Ready to use complete mixture
Number of tests per kit: 96

CMV Q-PCR Mix Z Freeze-thaw c cIZs er tube: 5

4 tubes of 540 pL : Y ) P )

> Maximum shelf-life: 24 months

» Storage Temperature: - 20°C

E. Material required not provided in the kit

ELITe InGenius instrument: INTO30 > CMV - ELITe Positive Control: CTRO15PLD

ELITe BeGenius instrument: INT0O40

ELITe InGenius SP200 Extraction Cartridge: INT032SP200
ELITe InGenius PCR Cassette: INTO35PCR

ELITe InGenius SP200 Consumable Set: INT032CS

CMV ELITe Standard: STDO15PLD

ELITe InGenius Waste Box: F2102-000

300 pL Filter Tips Axygen : TF-350-L-R-S (for INT030)
1000 pL Filter Tips Tecan : 30180118 (for INT040)

CPE - Internal Control: CTRCPE
F. ELITe InGenius protocol

> Sample volume 200 pL

> CPE Internal Control volume 10 pL

> Total eluate volume 100 pL

> PCR eluate input volume 20 uL

»  CMV Q-PCR Mix volume 20 uL

> Unit of quantitative result International Unit: IU/mL genome equivalent: gEq/mL (equivalent to copies/mL)
> Frequency of controls 15 days

> Frequency of calibration 60 days

G. ELITe InGenius/ELITe BeGenius Performances

Matrix Limit of Detection Diagnostic Sensitivity Diagnostic Specificity
Whole Blood 109 IU/mL - 156 gEq/mL 100% 60/60* 93% 55/59*
Plasma 88 IU/mL — 293gEq/mL 100% 54/54* 98% 57/58*
*confirmed samples/ tested samples
Matrix Linearity (gEq/mL) I.(Ilr:jela:‘:lli-:)y CF gEq/mL to IU/mL
Whole Blood 254 - 1.4x108 178 - 1 x108 0.7
Plasma 293 - 3.3x108 88 —1 x108 0.3

ANNEX1_SCH mRTKO15PLD_CMV_SP200_InGenius_AB



H. ELITe InGenius Performances

Matrix Limit of Detection Diagnostic Sensitivity Diagnostic Specificity
Cerebrospinal fluid 58 IU/mL - 193 gEq/mL 100% 20/20* 100% 20/20*
Urine 151 IU/mL - 216 gEq/mL 100% 31/31* 100% 54/54*
Buccal swab 44 IU/mL - 220 gEq/mL 100% 50/50* 96% 50/52*
Amniotic fluid 57 IU/mL - 285 gEq/mL 100% 31/31* 100% 32/32*
BAL/BA 97 IU/mL - 485 gEq/mL 100% 49/49* 100% 49/49*
CF
A Linearity . .
Matrix Linearity (1U/mL Egq/mL
(gEa/m) v {e/mt) to 10/mL
Cerebrospinal fluid 335 - 5x107 101 -1,5 x107 0.3
Urine 451 — 5x107 316 - 3,5 x107 0.7
Buccal swab 500 — 5x107 100-1,0 x107 0.2
Amniotic fluid 500 — 5x107 100 - 1,0 x107 0.2
BAL / BA 890 - 5x107 178 -1,0 x107 0.2

H. Reference Material

Panel name Provider Qualitative results Quantitative results
Molecular Q Panel: CMVMQPO01 Qnostics Concordance 100% (4/4)* Titre as expected value £ 0.5 log
Acrometrix: CMVDNA3E Thermo-Fisher Concordance 100% (5/5)* Titre as expected value + 0.5 log
QCMD 2014: CMVDNA14 Qnostics Concordance 100% (10/10)* Titre as expected value + 1 log**
*confirmed samples/ tested samples **within the range of quantification

|. ELITe InGenius Procedures

The user is guided step-by-step by the ELITe InGenius 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 InGenius 2. Verify calibrators: CMV Q-PCR 3. Thaw the CMV Q- PCR-Mix and the
Identification with username and standard in the “Calibration menu” CPE Internal Control tubes
password Verify controls: CMV pos. and neg. Vortex gently
Select the mode “Closed” controls in the “Control menu” Spin down 5 sec

NB: Both have been run, approved
and not expired

Procedure 1 - Complete run: Extraction + PCR

1. Select “Perform Run” on 2. Verify the extraction volumes: 3. Scan the sample barcodes with hand-
the touch screen Input:“200 uL”, elute: “100 pL” held barcode reader or type the
sample ID
won -
o e S
‘”%"’ e
—
Sl -
4. Select the “Assay protocol” of interest 5. Select the sample position: 6. Load the Q-PCR-Mix and the CPE

Primary tube or sonication tube Internal Control in the inventory block

ANNEX1_SCH mRTKO15PLD_CMV_SP200_InGenius_AB



7. Load: PCR cassette, Extraction
cartridge, Elution tube, Tip, sonication
tube and primary sample racks

i

L
T

1 to 4: Follow the Complete Run
procedure described above

7. Load the PCR cassette rack
Load the Q-PCR Mix in the inventory
block

1 to 4: Follow the Complete Run
procedure described above

7. Load: Extraction cartridge, Elution
tube, Tip cassette, sonication tube
and primary sample racks

ELITe BeGenius Procedures

8. Close the door
Start the run

Procedure 2 - PCR only

5. Select the protocol “PCR only” and
set the sample position “Extra tube”

8. Close the door
Start the run

Procedure 3 - Extraction only

5. Select the protocol “Extraction
Only” and set the sample position :
Primary tube or Secondary tube

8. Close the door
Start the run

9. View, approve and store the results

Results Display Graph

6. Load the extracted nucleic acid
tubes in the rack n°4

9. View, approve and store the results

6. Load the CPE Internal Control in the
inventory block

9. Archive the eluate sample

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

1. Switch on ELITe BeGenius
Identification with username and
password
Select the mode “Closed”

Before analysis

2. Verify calibrators: CMV Q-PCR
standard in the “Calibration menu”
Verify controls: CMV pos. and neg.
controls in the “Control menu”
NB: Both have been run, approved
and not expired

3. Thaw the CMV Q- PCR-Mix and the
CPE Internal Control tubes
Vortex gently
Spin down 5 sec

Procedure 1 - Complete run: Extraction + PCR

1. Select “Perform Run” on the touch
screen

Parform Run

2. Insert the Sample Rack with the
barcoded samples in the cooling area. The
barcode scan is already active

ANNEX1_SCH mRTKO15PLD_CMV_SP200_InGenius_AB

3. Verify the extraction volumes:
Input: “200 pL”, Eluate: “100 pL”

Perform Run



4. Select the “Assay protocol” of interest 5. Print the labels to barcode the

empty 6. Load the Q-PCR-Mix and the CPE Internal
rommn elution tubes. Load the tubes in the Control in Reagent Rack and insert it in the
: Elution cooling area

Rack and insert it in the cooling area

Perform Run

b

— ll:'i"I'I'I'I'I'I'I e 1
= - B e e
Ll s 2 @ 2
e
Note: if a second extraction is performed repeat 8~
steps from 2to 4 8 2 L s 82 @0
ek iz TS, Er);tcr;ctlon LS, i P 8. Close the door 9. View, approve and store the results

Start the run

Results Display Graph

\\
LYW

‘IOOOJ-’“‘

[ =
1 a
-

I 1o
°
©
°
oL
-

Procedure 2 - PCR only

1. Select “Perform Run” on the touch 2. Load the extracted nucleic acid 3. Select the “Assay protocol” of
screen and the click on the run mode «PCR  barcoded tubes in the Elution Rack and fifraTas
Only» insert it in the cooling area”

4. Load the Q-PCR-Mix in Reagent Rack 5. Close the door.
and insert it in the cooling area Start the run
Load filter tips and the PCR rack

6. View, approve and store the results

Procedure 3 - Extraction only

5. Select the protocol “Extraction Only” 6. Load the CPE Internal Control in the
1 to 4: Follow the Complete Run | . . . o
. in the Assay Protocol selection Elution Rack and insert it in the
procedure described above
screen. cooling area
7. Load: Filter Ti d the Extracti .
0ad: Fifter Tips and the Extraction 8. Close the door 9. Archive the eluate sample
Rack Start the run
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CMV ELITe MGB® kit used with ELITe InGenius®

t. ELITechGroup

ELITe InGenius® SP 1000

Ref: RTKO15PLD

This document is a simplified version of the official instruction for use. Please refer to the complete document before use: www.elitechgroup.com

[:]:!\_I This document is available only in English.

A. Intended use

The CMV ELITe MGB® Kit is a Real-Time PCR assay for the detection and quantification of the DNA of Human Cytomegalovirus (CMV).
The assay is CE-IVD validated in combination with the instrument ELITe InGenius®.

B. Amplified sequence

Fluorophore

Target CMV MIEA gene (exon 4 region) FAM
Internal Control Human beta Globin gene AP525
C. Validated matrix
Plasma EDTA
D. Kit component
) » Ready to use complete mixture

CMV Q-PCR Mix

» Number of tests per kit: 96
» Freeze-thaw cycles per tube: 5

4 tubes of 540 plL X4 » Maximum shelf-life: 24 months
» Storage Temperature: - 20°C
E. Material required not provided in the kit
ELITe InGenius instrument: INTO30 > CMV ELITe Positive Control: CTRO15PLD
ELITe InGenius SP1000 Extraction Cartridge: > CMV ELITe Standard: STDO15PLD
INTO33SP1000 > ELITe InGenius Waste Box: F2102-000
ELITe InGenius PCR Cassette: INTO35PCR > Filter Tips 300: TF-350-L-R-S
ELITe InGenius SP200 Consumable Set: INT032CS
CPE - Internal Control: CTRCPE
F. ELITe InGenius protocol
> Sample volume 1000 pL » Unit of quantitative International Unit:
> CPE Internal Control volume 10 pL result IU/mLgenome equivalent:
> Total eluate volume 100 pL gEqg/mL (equivalent to
> PCR eluate input volume 20 pL » Frequency of controls copies/mL) 15 days
> CMV Q-PCR Mix volume 20 pL » Frequency of calibration 60 days
G. Performance
Matrix Limit of Detection Diagnostic Sensitivity Diagnostic
Specificity
Plasma 17 IU/mL - 57 gEq/mL 97% 58/60* 95% 54/57*
*confirmed samples/
tested samples
Matrix Linearity Linearity (IU/mL) CF gEq/mL to
(gEa/mL) U/mL
Plasma 593 — 5x106 178 - 1,5 x107 0.3

H. Reference material tested

Panel name Provider
Molecular Q Panel: CMVMQPO01 Qnostics
QCMD 2017: CMVDNA17-S Qnostics

ANNEX2_SCH mRTKO15PLD_CMV_SP1000_InGenius_AB

Qualitative results Quantitative results
Concordance 100% (4/4)* Titre as expected value + 0.5 log

Concordance 100% (10/10)*  Titre as expected value + 0.5

log**
*confirmed samples/ tested samples **within the range of quantification


http://www.elitechgroup.com/

Procedures

The user is guided step-by-step by the ELITe InGenius 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.

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

Before analysis

Verify calibrators: CMV Q-PCR
standard in the “Calibration menu”
Verify controls: CMV pos. and neg.
controls in the “Control menu”

Thaw the CMV Q- PCR-Mix and the
CPE Internal Control tubes

Vortex gently

Spin down 5 sec

NB: Both have been run, approved
and not expired

Procedure 1 - Complete run: Extraction + PCR

1. Select “Perform Run” on
the touch screen

2. Verify the extraction volumes:
Input:“200 pL”, elute: “100 pL”

P

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

o ] o
> PN\ i é

6. Load the Q-PCR-Mix and the CPE
Internal Control in the inventory block

5. Select the sample position:

8. Close the door
Start the run

7. Load: PCR cassette, Extraction
cartridge, Elution tube, Tip, sonication
tube and primary sample racks

\

°

Saan

Procedure 2 - PCR only

Load the extracted nucleic acid
tubes in the rack n°4

1 to 4: Follow the Complete Run 5.
procedure described above

Select the protocol “PCR only” and 6.
set the sample position “Extra tube”

7. Load the PCR cassette rack 8. Close the door 9. View, approve and store the results
Load the Q-PCR Mix in the inventory Start the run
block
Procedure 3 - Extraction only
1 to 4: Follow the Complete Run 5. Select the protocol “Extraction 6. Load the CPE Internal Control in the

procedure described above Only” and set the sample position :

Primary tube or Secondary tube

inventory block

Close the door 9.
Start the run

7. Load: Extraction cartridge, Elution 8.
tube, Tip cassette, sonication tube
and primary sample racks

Archive the eluate sample
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CMV ELITe MGB® Kit used with ABI PCR instrument t.ELITechGroup

Ref: RTKO15PLD EMPOWERING IVD

E[ﬂ This document is a simplified version of the official instruction for use. Please refer to the complete document before use: www.elitechgroup.com

This document is available only in English.

A. Intended use
The CMV ELITe MGB Kit is a Real-Time PCR assay for the detection and quantification of the DNA of Human Cytomegalovirus (CMV). The
assay is CE-1VD validated in combination with ABI PCR thermal cyclers (Thermo-Fisher) and the following extraction systems: ELITe STAR
(ELITechGroup), ELITe GALAXY (ELITechGroup), easyMAG (BioMérieux) or QlAsymphony (Qiagen).
B. Amplified sequence
Gene Fluorophore
Target CMV MIEA gene (Exon 4 region) FAM
Internal Control human beta Globin gene VIC
C. Validated matrix
» Whole blood EDTA » Plasma EDTA » Cerebrospinal fluid » Urine
D. Kit Components
» Ready to use complete mixture
] » Number of tests per kit: 100
CMV Q-PCR Mix » Freeze-thaw cycles per tube: 5
X4 . .
4 tubes of 540 pL » Maximum shelf-life: 24 months
» Storage Temperature: - 20°C
E. Material required not provided in the kit
» 7500 Fast Dx and 7300 PCR Instrument » CMV - ELITe Positive Control: CTRO15PLD
»ELITe STAR: INTO10 » CMV ELITe Standard: STDO15PLD
» ELITe STAR 200 extraction kit: INTO11EX » easyMAG - Generic protocol2.0.1
» ELITe GALAXY: INT020 » QlAsymphony - DNA Mini kit or DSP Virus/Pathogen Midi kit
» ELITe GALAXY 300 extraction kit: INTO21EX » Molecular biology grade water
» CPE - Internal Control: CTRCPE
F. Performance
System Matrix Limit of Detection Diagnostic Sensitivity Diagnostic Specificity
Whole blood 263 1U/mL -332 geq/mL 100% (57/60)* 100% (63/70)*
ELITe STAR - ABI Plasma 222 IU/mL - 201 geq/mL 97.1% (66/68)* 100% (61/61)*
Whole blood 127 1U/mL - 249 geq/mL 98.3% (59/60)* 100% (65/66)*
Sl Sl - e Plasma 140 1U/mL - 519 geg/mL 92.2% (47/51)* 100% (64/64)
Whole blood - 100% (s50/50)* 100% (s0/50)*
easyMAG - ABI Cerebrospinal fluid - 100% (60/60)* 100% (60/60)*
Urine - 100% (52/52)* 98.2% (55/56)*
Whole blood - 100% (60/60)* 98.3% (59/60)*
S EEnY ~ ] Plasma - 100% (60/60)* 98.3% (59/60)*

*confirmed samples/tested samples

G Linearity (1U/mL) Conver.sion factor Conversion factor
gEq/reaction to gEq/mL gEq/mL to IU/mL
ELITe STAR - ABI 221 -> 22 x 106 (WB), 308 -> 30.8 x 106 (PL) 28 (WB,PL) 0.79 (WB), 1.10 (PL)
ELITe GALAXY - ABI 178-> 17.8 x 108 (WB), 105 -> 10 x 108 (PL) 35 (WB,PL) 0.51 (WB), 0.27 (PL)
easyMAG - ABI 305 - 30.5 x 105 (WB) 50 (WB), 10 (CSF, Urine) 0.61 (WB)
QlAsymphony - ABI 110 > 11 x 106 (WB), 104 -> 10 x 105 (PL) 24 (WB), 12 (PL) 0.46 (WB), 0.87 (PL)
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The procedure below summarized the main steps of the sample analysis with conventional PCR workflow: validated extraction
systems, PCR instrument settings, PCR set-up and result interpretation.

Extraction - Validated systems

X . X Sample volume Min. sample Total eluate CPE Internal
Extraction Validated matrix
processed volume volume Control volume
ELITe Star WB, Plasma 200 pL 700 pL 100 pL 200 pL for 12 samples
ELITe Galaxy WB, Plasma 300 plL 400 pL 200 plL 10 plL
wB 100 pL - 50 pL -
EasyMAG
CSF, Urine 500 plL - 100 pL 5 pL
WB 200 pL 300 pL 60 puL -
QlAsymphony
Plasma 500 pulL 600 plL 85 L 6 pL

Amplification - Settings of 7500 Fast Dx and 7300 PCR instruments

Switch on the thermal-cycler

Set “CMV” detector with “FAM” and quencher “none” Stage Temperature Timing
Set “Internal Control” detector with “VIC” and quencher Decontamination 50°C 2 min
“none” Denaturation 94°C 2 min
4. Set passive fluorescence as “Cy5” with 7500 Fast Dxand Amplification and 94°C 10 sec
as “ROX” with 7300 instrument detection 60°C 30 sec
5. Set up the thermal profil as indicated. Fluorescence 45 cycles 72°C 20 sec

acquisition must be set during hybridation step at 60°C The melt curve analysis is optional, refer to the complete IFU

Amplification - PCR Set-up

1. Thaw CMV Q PCR-Mix and Q-PCR standard tubes @
2. Mix gently and spin-down iy T
3. Pipet 20 pL of Q-PCR-Mix in all microplate wells in use ) 102 o3
4. Add, 20 pL of extracted DNA in sample wells, 20 pL of § E
molecular grade water in Negative Control well, and 20
uL of the 4 Q-PCR standards in standard curve wells
Each one has to be mixed by pipetting 3 times into the i) i
reaction mixture 104 [105
5. Seal the microplate with the amplification sealing sheet L] L]
Transfer the microplate in the thermocycler and start
Amplification - Threshold for qualitative analysis
Instrument CMV FAM Internal Control VIC
7500 Fast Dx Real Time PCR 0.2 0.1
7300 Real Time PCR 0.1 0.05

Interpretation - Qualitative results

CMV Ct value Internal Control Ct value Interpretation
Determined _ Positive
Ct<35 Negative

Undetermined
Ct >35 or Undetermined Invalid*

*Repeat the assay starting from the extraction

Interpretation - Quantitative results

The CMV Ct value obtained for each sample and the standard curve generated are used to calculate the quantity of target DNA in
the reaction.
The sample quantification ranges from approximately 10 to 10 gEq/reaction or approximately from 100 to 107 gEq/mL.
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This document is a simplified version of the official instruction for use. Please refer to the complete document before use: www.elitechgroup.com
This document is available only in English.

The CMV ELITe MGB Kit is a Real-Time PCR assay for the detection and quantification of the DNA of Human Cytomegalovirus (CMV). The
assay is CE-IVD validated in combination with Cobas Z 480 analyzer (Roche) and the following extraction systems: MagNA Pure 24

System.

Gene Fluorophore
Target CMV MIEA gene (Exon 4 region) FAM
Internal Control human beta Globin gene VIC
» Whole blood EDTA » Plasma EDTA » Urine

CMV Q-PCR Mix

Ready to use complete reaction mixture
Number of tests per kit: 100
Freeze and thaw cycles per tube: 5

4 tubes of 540 pL X4 Maximum shelf-life: 24 months
Storage temperature: -20°C
» Cobas Z 480 analyzer PCR Instrument
» MagNA Pure 24 System
» CMV — ELITe Positive Control: CTRO15PLD
» CMV — ELITe Positive Control RF:CTRO15PLD-R
» CMV ELITe Standard:STDO15PLD
» CPE - Internal Control: CTRCPE
» Molecular biology grade water
System Matrix Limit of Detection Diagnostic Sensitivity Diagnostic Specificity
Whole blood 135 1U/mL 270 geq/mL 100% (s1/51)* 98% (52/53)*
MagNA Pure 24 Plasma 88 IU/mL - 220 gg/mL 98% (62/63)* 96% (48/50)*
Urine 296 IU/mL - 269 geq/mL 98% (50/51)* 100% (a9/49)*
*confirmed samples/tested samples
. Linearity (IU/mL) Conversion factor Conversion factor
S Dot gEq/reaction to gEq/mL to IU/mL
gEq/mL
Whole blood 178 IU/mL -> 108 IU/mL 0.5
MagNA Pure 24 Plasma 100 IU/mL -> 108 IU/mL 25 (WB, PL, Urine) 0.4
Urine 103 1IU/mL -> 106 IU/mL 1.1
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The procedure below summarized the main steps of the sample analysis with conventional PCR workflow: validated extraction
systems, PCR instrument settings, PCR set-up and result interpretation.

Extraction - Validated systems

Sample volume

Validated matrix
processed

Extraction

MagNA Pure 24

WB PL, Urine 200 pL

Min. sample Total eluate CPE Internal
volume volume Control volume
350 pL 100 pL 20 pL Diluted 1:2

Amplification - Settings of Cobas-Z 480 PCR instruments

1. Switch on the thermal-cycler
Set “CMV” detector with “FAM” and quencher “465-510"

Set “Internal Control” detector with “VIC” and quencher
“540-580"

acquisition must be set during hybridation step at 60°C

Amplification -

Thaw CMV Q PCR-Mix and Q-PCR standard tubes

Mix gently and spin-down

Pipet 20 pL of Q-PCR-Mix in all microplate wells in use
Add 20 pL of extracted DNA in sample wells, 20 pL of
molecular grade water in Negative Control well, and 20
uL of the 4 Q-PCR standards in standard curve wells
Each one has to be mixed by pipetting 3 times into the
reaction mixture

W NPR

5. Seal the microplate with the amplification sealing sheet
Transfer the microplate in the thermocycler and start

Stage Temperature Timing
Decontamination 50°C 2 min
Denaturation 94°C 2 min
Amplification and 94°C 10 sec

detection 60°C 30 sec
45 cycles 72°C 20 sec

The melt curve analysis is optional, refer to the complete IFU

PCR Set-up

PCR Mix |
EllE

Amplification - Threshold for qualitative analysis

CMV FAM Internal Control VIC
0.80 1.5
0.55 1.2
0.55 1.2

Interpretation - Qualitative results

Instrument Matrix
WB
Cobas -7 480 Plasma
Urine
CMV Ct value Internal Control Ct value
Determined -

Ct<35

Ct >35 or Undetermined

Undetermined

Interpretation
Positive
Negative
Invalid*

*Repeat the assay starting from the extraction

Interpretation - Quantitative results

The CMV Ct value obtained for each sample and the standard curve generated are used to calculate the quantity of target DNA in

the reaction.

The sample quantification ranges from approximately 10 to 106 gEq/reaction or approximately from 250 to 2.5 107 gEq/mL.
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