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1 Zweckbestimmung

1.1 Verwendungszweck

PoET CMV ist ein PCR-Kit fiir den professionellen Gebrauch zur automatisierten In-vitro-Untersuchung
von humanen Plasmaproben von Blutspendern. Mit POET CMV erfolgt der qualitative Nachweis der
DNA von Humanes Cytomegalovirus (CMV) mittels Real-Time PCR zum Screening von individuellen
Proben oder Pools aus Aliquots individueller Proben. Darliber hinaus ist POET CMV fiir die Bestatigung
der Ergebnisse von im Screening getesteten Proben vorgesehen.

Die Prozessierung von PoET CMV erfolgt mit dem PoET Instrument.

1.2 Vorgesehene Anwender

Die Anwendung muss durch qualifiziertes Laborpersonal erfolgen, das in In-vitro-Diagnostik-Verfahren
unterrichtet und ausgebildet wurde, sowie die Benutzereinweisung am PoET Instrument erfolgreich
abgeschlossen hat.

2 Hintergrund

2.1 Erregerinformation

Das humane Cytomegalovirus (HCMV, CMV oder HHV-5) gehort zur Familie der Herpesviridae und zur
Unterfamilie der Beta-Herpesviridae. Weitere sieben bekannte Viren, wie z. B. Herpes Simplex, geho-
ren zur gleichen Unterfamilie (1).

Der Name des Virus leitet sich von seiner Fahigkeit ab, infizierte Zellen zu vergréRern (Zytomegalie).
Sein Genom ist in ein Kapsid eingebettet. AuBerdem befindet sich zwischen dem Kapsid und der Virus-
hille eine Proteinschicht namens Tegument (2). Das Genom besteht aus einer linearen doppelstrangi-
gen DNA (236 kbp). Fiir CMV ist nur ein Serotyp oder Genotyp bekannt, dessen Genom sich bei ver-
schiedenen Virusisolaten unterscheidet. Acht virale Glykoproteine werden zur Unterscheidung zwi-
schen den Isolaten verwendet (3), die phylogenetisch gesehen keine unterschiedlichen Genotypen dar-
stellen.

CMV wird Giber Kérperfliissigkeiten (z. B. Speichel, Urin und Genitalsekrete) iibertragen. Die Ubertra-
gung durch Blut, Transplantate und Muttermilch ist von besonderer Bedeutung. Muttermilch spielt
eine wesentliche Rolle als Reservoir der Viren und ist eine Grundlage der naturlichen Epidemiologie
von CMV (4). CMV ist weltweit verbreitet und seine endemische Verbreitung schwankt zwischen 50 %
und fast 100 %.

Die Inkubationszeit des Virus betrdgt etwa vier bis sechs Wochen. Symptome treten bei immunkom-
petenten Personen selten auf und dulSern sich vorwiegend in unspezifischen Symptomen wie Schnup-
fen und Husten. Schwerere Verldufe werden bei immuninkompetenten oder immunsupprimierten
Personen beobachtet, insbesondere bei Transplantatempfangern, Neugeborenen oder HIV-Infizierten.
Wahrend bei Neugeborenen Wachstums- und Nervenstdrungen auftreten, duBert sich die Infektion
bei AIDS-Patienten haufig als Fieber, Kolitis, Retinitis oder tédliche Lungenentziindung. Das Virus gilt
als plazentagangig und stellt eine Gefahr fiir das ungeborene Kind dar, wenn die Mutter infiziert ist. Es
ist der haufigste virale Erreger von Embryo- und Fetopathien (5). Derzeit gibt es keine Impfung gegen
CMV, aber es ist moglich in schweren Fallen virostatische Medikamente zu verabreichen. Wie alle Her-
pesviren geht auch CMV in eine latente Phase tber (6).
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2.2  Nutzen von NAT Tests

CMV kann durch die Transfusion von Blut und Blutprodukten lbertragen werden. Diese durch Trans-
fusionen Gbertragenen CMV-Infektionen (TT-CMV) sind selten, kénnen aber Komplikationen verursa-
chen, wenn die Empfanger immunsupprimiert oder immuninkompetent sind. Um das Risiko einer TT-
CMV-Infektion fir diese Patientengruppe zu minimieren, wird haufig empfohlen, nur CMV-getestete
Blutprodukte fiir Transfusionen zu verwenden.

Die weltweite Seropravalenz von CMV bei Blutspendern ist hoch (83,16 % CMV IgG) (7). In einer Sero-
pravalenzstudie, die mit deutschen Blutspendern durchgefiihrt wurde, wurden Antikérper bei etwa
30 % der jungen Erwachsenen und bei 70 % der (iber 50-Jahrigen nachgewiesen (8).

Zum Schutz von Hochrisikoempfangern vor TT-CMV ist es sinnvoll, die Blutkonserven mittels Nuklein-
saure-Amplifikations-Technik (NAT) zu testen, um schwere Verldufe zu verhindern (2) (5).

2.3 Testprinzip

Das PCR-Kit POET CMV besteht aus einer Real-Time PCR (Polymerase-Kettenreaktion) zum Nachweis
von CMV-spezifischer DNA in humanen Blutplasmaproben. PoET CMV amplifiziert drei verschiedene
Zielsequenzen des CMV-Genoms. Die Zielsequenzen befinden sich in den gut konservierten Regionen
der UL83-, UL123- und US9-Gene.

Alle PoET PCR-Kits enthalten zusatzlich zu den virusspezifischen Oligonukleotiden ein zweites hetero-
loges, nicht-kompetitives Amplifikationssystem zur Amplifikation der internen Kontrollsequenz
(PoET Internal Control, ,IC", separat erhaltlich). Die IC wird jeder Probe zu Beginn der Probenvorberei-
tung zugesetzt.

3 POET System Uberblick

Das PoET System ist eine vollautomatisierte Losung flir die Extraktion, Amplifikation und Detektion von
Nukleinsdauren von Infektionserregern in humanen Plasmaproben fiir Anwendungen im IVD-Hoch-
durchsatzscreening oder dem Nachweis aus einzelnen Proben. Das PoET System besteht aus einer
Reihe an unterschiedlichen Produkten, die einzeln erhaltlich sind.

POET System

POET Instrument PoET Reagenzien Verbrauchsartikel

e  PCR-Platten
e  Extraktionsplatten

e  PoET PCR-Kits

e  PoET Kontrollen .
. . e  Probenrdhrchen
e  POET Extraktionsreagenzien

e Pipettenspitzen

PoET CMV Gebrauchsanweisung Seite 5 | 26
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4 Reagenzien

Das PCR-Kit POET CMV besteht aus zwei Komponenten, einem Réhrchen mit enzyme mix (EM) und ei-
nem Réhrchen mit oligo mix CMV (OM). Es werden beide Réhrchen fiir den CMV-Test bendtigt.

PoET CMV
GFE Katalognummer P2G-28-30
Basis UDI-DI 42623533720LZ

Anzahl Reaktionen pro Kit | 840

Kit Komponente | Name Primarverpackung Inhaltsstoffe Menge pro Kit
enzyme mix EM vl Rohrchen mit H20, < 1 % Master Mix mit dUTP, | 30x 1130 uL
Schraubdeckel dATP, dGTP, dCTP, dTTP und Taq
(weiB) Polymerase, < 0.001 % Uracil-N-

glycosylase, < 0.002 % MMLV Re-
verse Transcriptase, < 0.01 %
RNase Inhibitor

oligo mix CMV O_CM vl | Réhrchen mit Tris Puffer, < 0.3 % forward und 30 x 148 pL
Schraubdeckel reverse CMV und IC Primer,
(blau) < 0.1 % CMV Sonden mit Fluores-

zenzfarbstoff, < 0.05 % IC Sonden
mit Fluoreszenzfarbstoff

4.1 Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Material Lagerung Transport Anwendung

PoET CMV <-18°C <-18°C +15 °C bis +30 °C

® Die Reagenzien sind fiir den einmaligen Gebrauch bestimmt. Nach Gebrauch verblei-
bende Reagenzien miissen entsorgt werden.

Der oligo mix ist lichtempfindlich und sollte wahrend der Testvorbereitung vor Licht
geschiitzt aufbewahrt werden.

Analyse auf dem PoET Instrument gestartet werden. Bei gedffneten Reagenzien, die
mehrere Stunden gelagert wurden, ist die Funktionalitdt nicht mehr gewahrleistet.

e
N~
AN
)
ﬁ Spatestens 5 Stunden nach Entnahme der Reagenzien aus den Lagerorten muss die
A Keine abgelaufenen Reagenzien verwenden. PoET Instrument Uberpriift die Reagenz-

Barcodes und lasst keinen Lauf-Start mit abgelaufenen Reagenzien zu.
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4.2 Zusatzlich bendtigte Materialien

Diese Reagenzien und Verbrauchsartikel zur Verwendung auf PoET Instrument sind separat bei GFE

erhaltlich:
Material Katalognummer
PoET Extraction P1A-24-04
POET Prep Reagent P1B-24-20
PoET Internal Control P1C-1440-60
PoET CMV Positive Control P3G-180-30
PoET Negative Control P3A-500-30
1000uL-CO-RE Il Tips 235905
300uL-CO-RE Il Tips 235903
Extraction Plate Set 43001-0703
PCR Plate SP-0362

13 mL Tube & Cap*

60.541.004 & 65.714

*QOptional. PoET Instrument Benutzerhandbuch fiir weitere Informationen Gber Priméar- und Sekundarréhrchen beachten.

A Die Verwendung anderer Verbrauchsartikel auf PoET Instrument ist nicht zulassig.

4.3 Benotigte Gerate und Software

Material

Katalognummer

PoET Instrument inkl. Calliope Software

P9A

PoET CMV Gebrauchsanweisung
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5

5.1

5.2

Warnhinweise und VorsichtsmaRnahmen

Allgemeine VorsichtmalRinahmen
Nur fir die In-vitro-Diagnostik verwenden.
Nur in Verbindung mit PoET Instrument und den dazugehorigen Reagenzienkits und Verbrauchsar-
tikeln verwenden.
Alle Arbeitsflachen gemaR der ,Guideline for Disinfection and Sterilization in Healthcare Facilities"
(9) oder vergleichbaren Methoden Reinigen und Desinfizieren.
Mogliche Nukleinsdurekontaminationen mit DNA-ExitusPlus™ (AppliChem GmbH) oder einem ver-
gleichbar wirksamen Mittel nach Angaben des Herstellers beseitigen.
Proben als potenziell infektios behandeln, wie in ,Biosafety in Microbiological and Biomedical La-
boratories" (10) und CLSI-Dokument M29A4 (11) beschrieben. Wenn Probenmaterial verschittet
wird, sofort mit einem geeigneten Mittel desinfizieren. Kontaminierte Materialien sind als biolo-
gisch gefdhrlich zu behandeln.
Wenn Proben oder Reagenzien auf dem PoET Instrument verschiittet werden, Anweisungen im
PoET Instrument Benutzerhandbuch zur Reinigung und Dekontaminierung der Oberflache befol-
gen.
Alle Materialien, die mit potenziell infektidsen Proben und/oder Reagenzien in Kontakt gekommen
sind, gemaR den einschlagigen regionalen und nationalen Vorschriften entsorgen.

Sicherheitsdatenblatter (MSDS) werden von GFE zur Verfliigung gestellt.

Personliche Schutzausriistung (Laborkittel, Augenschutz, Laborhandschuhe) tragen. In den ausge-
wiesenen Arbeitsbereichen nicht essen, trinken oder rauchen.

Nach der Handhabung der Proben und Reagenzien sowie nach dem Ausziehen der Handschuhe die
Hande desinfizieren und grindlich waschen. Die Handschuhe missen zwischen der Handhabung
von Proben, Kontrollen und Reagenzien gewechselt werden. Beim Umgang mit Proben und Kon-
trollen eine Kontamination der Handschuhe vermeiden.

Umgang mit Reagenzien
Alle Reagenzien, Kontrollen und Proben gemaR der guten Laborpraxis handhaben, um eine Ver-
schleppung von Proben oder Reagenzien zu verhindern.

Proben, Kontrollen und PCR-Kits getrennt lagern.
Alle Reagenzien, Kontrollen und Proben aufrecht und bei den angegebenen Temperaturen lagern.

PoET PCR-Kits und Kontrollen werden auf Trockeneis versandt. Fiir die sichere Handhabung und
Entsorgung sind die lokalen Anweisungen und Richtlinien zu beachten.

Das/die Produkt(e) nach Erhalt tiberprifen (d. h. gefrorener Zustand der PCR-Kits und Kontrollen,
Unversehrtheit der Verpackung, Vollstandigkeit). Wenn es Anzeichen flir aufgetaute Reagenzien
oder Beschadigungen gibt, diirfen diese Produkte nicht fiir den Test verwendet werden.

PCR-Reagenzien sind lichtempfindlich. Darauf achten, sie vor Lichtquellen geschiitzt zu lagern und
zu handhaben.

Den Austausch von Réhrchendeckeln vermeiden, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden.

Die Reagenzien sind fiir den einmaligen Gebrauch bestimmt. Reagenzienreste dirfen nicht wie-
derverwendet werden.
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= Verschiedene Chargen der gleichen Reagenzien nicht kombinieren.

= Reagenzien nicht mehr verwenden, nachdem ihre Haltbarkeit abgelaufen ist.

= Extraktionsreagenzien enthalten gefdhrliche Stoffe. Entsprechend dem Sicherheitsdatenblatt und
Kapitel 7.13 dieser Gebrauchsanweisung sicher lagern, handhaben und entsorgen.

6 Prozessablauf

Der Prozess auf PoET Instrument besteht aus folgenden Schritten:
1. Probenvorbereitung

2. PCR-Setup

3. Amplifikation und Detektion

4

Auswertung und Bericht

6.1 Probenvorbereitung

Das verwendete Probenmaterial ist Humanplasma (EDTA oder CPD).

Die Proben konnen als Einzelspenderproben oder als gepoolte Proben, bestehend aus Aliquots von
Einzelspenden, bereitgestellt werden.

PoET Instrument bietet die Moglichkeit, Pools aus 6 Einzelspenden zu erstellen. Weitere Informationen
zu den moglichen Probenformaten und Pooling-Optionen sind im PoET Instrument Benutzerhandbuch
(Kapitel 6) zu finden.

Schritt Beschreibung

IC Zugabe Zu Beginn des Prozesses wird den Proben die PoET Internal Control (IC, separat erhélt-
lich), als Prozesskontrolle fiir die Extraktion und PCR-Amplifikation jeder einzelnen
Probe, zugesetzt.

Die Viruspartikel werden lysiert, um die Nukleinsduren freizusetzen. In einem zweiten

Lyse und Bindung
Schritt werden die Nukleinsduren an magnetische Partikel gebunden.

Waschen Proteine und andere Verunreinigungen werden in zwei Waschschritten entfernt.

Die Nukleinsduren werden dann mit Elutionspuffer von den Magnetpartikeln eluiert.
Der riickgewonnene Elutionspuffer enthalt die RNA der IC und virale Nukleinsauren,
die nachgewiesen werden sollen.

Elution

6.2 PCR-Setup

Waihrend des PCR-Setups werden der PCR-Mastermix, die Eluate und die PCR-Kontrollen (Positiv- und
Negativkontrollen) in die PCR-Platte(n) pipettiert.

Der PCR-Mastermix besteht aus einem universellen enzyme mix (EM) und einem spezifischen oligo mix
(OM). Der OM enthalt virusspezifische Oligonukleotide (Primer und Sonden), die an hoch konservierte
Regionen der viralen Nukleinsduren binden. Dariiber hinaus enthalt der OM ein zweites heterologes,
nicht-kompetitives Amplifikationssystem mit Primern und Sonden zur Amplifikation der internen Kon-
trollsequenz (IC). In Abwesenheit des Zielvirus zeigt eine erfolgreiche IC-PCR-Reaktion die korrekten
PCR-Bedingungen an und validiert nicht-reaktive Zielvirus-Ergebnisse.

Um eine Kontamination mit PCR-Produkten aus vorausgegangenen PCR-Reaktionen zu vermeiden,
enthalt der EM eine hitzelabile Uracil-DNA-Glykosylase (UNG) und Desoxyuridintriphosphat (dUTP) im
Gemisch der Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs). Etwaige verschleppte PCR-Produkte aus friiheren
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PCR-Reaktionen werden vor Beginn der aktuellen RT-PCR bei Raumtemperatur durch die UNG elimi-

niert. Anschliefend wird die UNG wahrend der reversen Transkription bei erhohter Temperatur inak-
tiviert.

6.3 Amplifikation und Detektion

Bevor die PCR-Amplifikation beginnt, wird die RNA der IC einer reversen Transkription unterzogen, um
cDNA-Kopien der RNA-Vorlagen herzustellen. Die reverse Transkription erfolgt durch eine rekombi-
nante Variante des Enzyms Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) reverse Transkriptase, die im
enzyme mix (EM) enthalten ist. In der PCR-Reaktion werden dann die cDNA-Kopien der IC und die DNA
des Zielvirus parallel amplifiziert.

Das Reaktionsgemisch wird erhitzt, um die doppelstrangige DNA in einzelstrangige DNA aufzuspalten
(,,Denaturierung"). Beim Abkiihlen der Mischung lagern sich die Sonden und Primer an die komple-
mentdren DNA-Strdnge an (,Annealing"). In Gegenwart von Mg*-lonen und Uberschiissigen dNTPs
werden die Primer durch das Enzym Thermus aquaticus (Taq) DNA-Polymerase entlang der Zielsequen-
zen verlangert (,,Elongation"). Die hybridisierten Sonden werden wahrend der Elongation durch die 5'-
3'-Exonukleaseaktivitdt der Tag-DNA-Polymerase gespalten.

In jedem Zyklus entstehen neue doppelstrangige DNA-Molekile (,,Amplifikate"). Die PCR-Reaktion
wird Uber 50 Zyklen durchgefiihrt. Ab dem sechsten PCR-Zyklus wird bei jedem Zyklus eine Fluores-
zenzlichtmessung durchgefihrt.

Sonden fligen eine zuséatzliche Ebene der Spezifitat hinzu, da Sondenmolekiile nur an komplementare
DNA-Strange der Zielregion hybridisieren kdnnen und Sonden nur dann von der Tag-DNA-Polymerase
gespalten werden, wenn sie an den komplementaren DNA-Strang hybridisiert sind.

Um die Anzahl der produzierten Amplifikate nachweisen zu kénnen, werden die Sonden mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (,,Reporter) am 5'-Ende und mit einem Quencher am 3'-Ende gekoppelt. Auf-
grund der raumlichen Ndhe des Reporters zum Quencher wird das Fluoreszenzsignal durch Fluores-
zenzresonanzenergietransfer (FRET) stark gedampft. Solange die Sonde intakt ist, wird bei Anregung
durch eine externe Lichtquelle keine Fluoreszenz emittiert.

Wahrend der Elongation wird der Reporterfarbstoff freigesetzt und somit das Fluoreszenzsignal emit-
tiert. Das Fluoreszenzsignal steigt im Verhaltnis zur Anzahl der produzierten Amplifikate.

Fir die Zielviren und die IC werden unterschiedliche Reporterfarbstoffe mit spezifischen Fluoreszenz-
spektren verwendet. Die erfolgreiche Amplifikation der Zielviren und der IC kann daher anhand des
Signalanstiegs in zwei verschiedenen Fluoreszenzkanalen nachgewiesen werden.

6.4 Auswertung und Bericht

Nach dem PCR-Lauf auf dem PoET Instrument erfolgt die Analyse und Auswertung vollautomatisch mit
der Calliope Software. Weitere Details zur Auswertung sind in Kapitel 7.10 beschrieben.
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7 Testdurchfihrung

7.1 Voraussetzungen

= Nur Personal, das in der Verwendung von PoET-Produkten und im Umgang mit infektiosem Mate-
rial geschult und qualifiziert ist, sollte dieses Verfahren durchfihren.

= Die angegebenen Verfahren und Vorgaben genau befolgen, um sicherzustellen, dass der Test kor-
rekt durchgefiihrt wird. Jede Abweichung von den Verfahren und Vorgaben kann die Testleistung
beeintrachtigen.

= Dieses Produkt nur fiir den vorgesehenen Zweck verwenden.
= Nur die angegebenen Reagenzien und Verbrauchsartikel verwenden.

= Das Produkt in einem Temperaturbereich von +15 °C bis +30 °C verwenden.

7.2  Probenmaterial

= |n den Validierungsstudien fiir die POET-Produktlinie wurde menschliches EDTA- und CPD-Plasma
von lebenden Patienten als Probentyp verwendet. Alle leistungsbezogenen Informationen basie-
ren auf diesem Material, das daher fir die Verwendung mit dem PoET Instrument empfohlen wird.

= Blutproben, die aus Heparin-Blutentnahmerdhrchen entnommen wurden, sowie Proben von he-
parinisierten Personen diirfen nicht verwendet werden, da Heparin die PCR beeintrachtigen kann
(12).

A Alle Proben sind als potentiell infektiés zu behandeln.

7.3 Probennahme und Praanalytik

7.3.1 EDTA-Plasma

= Die Blutabnahme ist mit handelsiiblichen EDTA-K2-Blutentnahmesystemen mit Gel-Barriere (z.B.
Sarstedt oder Becton Dickinson) entsprechend den Herstellerangaben durchzufiihren.

= Die Vollblutproben in den EDTA-K2-Blutentnahmeréhrchen mit Gelbarriere missen innerhalb von
48 Stunden nach Herstellerangaben in die Zell- und Plasmabestandteile getrennt werden.

= Je nach Testmethode bendtigt POET Instrument ein Volumen von bis zu 1,5 mL pro Probe. Weitere
Informationen sind im PoET Instrument Benutzerhandbuch zu finden (Kapitel 6).

Die Primarréhrchen miissen ausreichend gefiillt sein. Es ist darauf zu achten, dass
keine Gelkomponenten oder Blutzellen das Plasma verunreinigen. Andernfalls kann
dies zu einer Beeintrachtigung der Testleistung fiihren.

7.3.2 CPD-Plasma

= Die Probenentnahme und die Herstellung von CPD-Plasma erfolgt mit Blutbeutelsystemen (z.B.
Fresenius-Kabi oder Maco Pharma) geméaRR den Anweisungen des Herstellers des Probenentnah-
mebeutels.

= Je nach Testmethode bendtigt PoET Instrument ein Volumen von bis zu 1,5 mL pro Probe. Weitere
Informationen sind im PoET Instrument Benutzerhandbuch zu finden (Kapitel 6).
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7.4

Probentransport

Die Transportdauer und -bedingungen missen den Lagerbedingungen entsprechen (siehe nachstes

Kapitel).

7.5

Probenlagerung

7.5.1 EDTA-Plasma

Temperatur [°C]

35
Vollblut
max.2d
8 —
5 von den Zellen separiertes Plasma
i, max. 14 d
2 |
’ | [
2 16

Gesamt Tage nach Blutabnahme [d]
Die Proben kdénnen transportiert und bis zur Trennung 48 Stunden lang bei +2 °C bis +35 °C gela-
gert werden.

Nach der Trennung von den Zellen kann EDTA-Plasma in Primar- oder Sekundarréhrchen bei +2 °C
bis +8 °C bis zu 14 Tage aufbewahrt werden, ohne dass sich die CMV-Viruslast messbar verdandert.

Plasmaproben kénnen fir 60 Tage bei < -18 °C eingefroren gelagert werden.

Gefrorene Plasmaproben missen im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut werden, um Prazipitate zu
vermeiden.

Aufgetaute Plasmaproben miissen umgehend nach Entnahme eines Aliquots zur Testung wieder
eingefroren werden.

Nicht mehr als drei Einfrier-/Auftauzyklen anwenden.

Die Testleistung kann durch eine zu lange Lagerung des EDTA-Plasmas beeintrachtigt
werden.

Vollblutproben diirfen nicht eingefroren werden.

7.5.2 CPD-Plasma

Die gefrorenen CPD-Plasmabeutel kdnnen bei < -30 °C gelagert werden, bis die angegebene Halt-
barkeitsdauer des einzelnen Beutels erreicht ist.

Gefrorene Plasmaproben missen im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut werden, um Prazipitate zu
vermeiden.

Aufgetaute Plasmaproben kénnen nicht gelagert werden und miissen umgehend nach Entnahme
eines Aliquots zur Testung aliquotiert und wieder eingefroren werden.

f‘f Die Testleistung kann durch eine zu lange Lagerung des CPD-Plasmas beeintrachtigt

werden.
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7.6 Durchfihrung der Testung auf PoET Instrument

Die Bedienung von PoET Instrument ist detailliert im PoET Instrument Benutzerhandbuch beschrieben
(Kapitel 7 und 8).
Im Folgenden ist der Testablauf zusammenfassend dargestellt:

Schritt | Aktion(en)
1 POET Instrument und PC einschalten
2 Wartung gemaR Anweisung auf dem Bildschirm durchfiihren.
Lauf vorbereiten:
e  Prozess-Modus auswahlen
3 e Probenin das Gerat laden
e Testanforderungen zuweisen (Testtypen und Testparameter)
Reagenzien und Verbrauchsartikel laden
4 Lauf starten
5 Ergebnisse priifen
Probenrdhrchen entladen. Falls nétig, Réhrchen fir die weitere Verwendung mit Deckeln ver-
6 schlieen.

Verbrauchsartikel und ReagenzgefalRe (Rohrchen und Rechteckbecher) entladen und Abfall ent-
sorgen.

Je nach den gewahlten Testparametern und der Anzahl der Proben liegen die PCR-Ergebnisse einer

Probenserie etwa 3,5 Stunden nach Beginn des Laufs vor.

7.7 Proben fur einen PoET Instrument Lauf vorbereiten

Informationen Uber Primar- und Sekundarréhrchen, die auf dem Gerat verwendet werden kdnnen,

sind in Kapitel 4.2 ,,Zusatzlich bendtigte Materialien” und im PoET Instrument Benutzerhandbuch zu

finden.

Im Kiihlschrank gelagerte EDTA-Proben kénnen direkt verwendet und analysiert werden. Gefrorene

EDTA- und CPD-Proben miissen in einem Wasserbad bei +37 °C aufgetaut werden.

7.8 Weitere Vorbereitungen

= Die bendtigte Anzahl an Réhrchen von PoET Internal Control vor der Verwendung bei +15 °C bis
+30 °C vollstandig auftauen.

= PCR-Kits und PCR-Kontrollen kdnnen gefroren auf das PoET Instrument geladen werden.

= POET Extraction und PoET Prep Reagent konnen direkt verwendet werden.

= Vor der Verwendung jedes Reagenzrohrchen visuell Uberpriifen, um sicherzustellen, dass keine
Undichtigkeit vorliegt. Bei Anzeichen von Undichtigkeit darf das Réhrchen nicht flir den Test ver-
wendet werden.

= Die Deckel der Reagenzrohrchen und die Peel-Seal-Folien der Rechteckbecher der Extraktionsrea-
genzien entfernen, bevor sie auf die Trager des PoET Instrument gestellt werden. PoET Instrument
verflgt nicht Gber eine Vorrichtung zum automatischen Entfernen der Deckel (,,Decapper”) oder
zum Durchstechen der Folien.
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= Um eine Verdunstung der Reagenzien zu vermeiden, die Deckel und Peel-Seal-Folien erst kurz vor

dem Gebrauch entfernen. Die Peel-Seal-Folien der Rechteckbecher vorsichtig entfernen, um ein
Verschiitten von Reagenzien zu vermeiden.

= Darauf achten, dass keine Flissigkeitsreste in den Deckeln oder an den Rohrchenwéanden zuriick-
bleiben.

= Beim Einsetzen der Proben- und Reagenzrohrchen in die Trager darauf achten, dass die Barcode-
Etiketten durch die Offnungen an der Seite der Trager sichtbar sind. Die Barcode-Spezifikationen
finden Sie im PoET Instrument Benutzerhandbuch.

= Das Be- und Entladen der Reagenzientrager des PoET Instrument gemals den Angaben im PoET In-
strument Benutzerhandbuch (Kapitel 7) durchfihren.

= Verbrauchsartikel sind nur fiir den einmaligen Gebrauch bestimmt. Sie diirfen nicht wiederver-
wendet werden.

=  Firdie ordnungsgemalie Wartung des Gerats bitte das PoET Instrument Benutzerhandbuch lesen.

7.9 Berechnung der Ergebnisse

Die Auswertung der PCR-Rohdaten erfolgt mit der Calliope Software. Jede einzelne Amplifikations-
kurve wird mit dem firmeneigenen Algorithmus von GFE analysiert (bewertet), und reaktiven Kurven
werden ,Positive Points" (PP) zugeordnet. Als zweiten Wert flr die Ergebnisbewertung berechnet der
Algorithmus den ,Quotienten"” (Q) fir jede einzelne Kurve. Dieser Wert ergibt sich aus dem hochsten
Fluoreszenzwert der letzten Zyklen geteilt durch den niedrigsten Fluoreszenzwert der ersten Zyklen.
Er stellt die Signalstarke der einzelnen Kurve dar.

7.10 KontrollmaBnahmen und Validitat der Ergebnisse

Der gesamte Prozess von der Probenvorbereitung bis zur PCR-Analyse wird von verschiedenen Kon-
trollen Gberwacht:

Kontroll-Typ Produkt Funktion

Interne Kontrolle PoET Internal IC wird jeder Probe vor Beginn der Prozessierung zugegeben. Fir

(1C) Control jede nicht reaktive Probe gibt die IC an, ob die Bearbeitung von
der Extraktion bis zum Ergebnis valide ist.

PCR-Positivkontrolle PoET CMV PCs werden als separate Reaktionen angesetzt.

(PC) Positive Control | Die PCR-Positivkontrolle enthélt synthetische Nukleinsiuren von

CMV. Sie dient dem Beleg, dass die an der Amplifikationsreaktion
von CMV beteiligten Reagenzien funktional sind.

PCR-Negativkontrolle | PoET Negative NCs werden als separate Reaktionen angesetzt.

(NC) Control Die PCR-Negativkontrolle dient dem Beleg, dass die an der Amp-
lifikationsreaktion beteiligten Reagenzien nicht mit den jeweils
nachzuweisenden Nukleinsduren kontaminiert sind.

Basierend auf den PP und Q Werten der Kontrollen ermittelt Calliope ob das Gesamtergebnis fiir die
Probenserie und jede einzelne Probe valide ist.
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7.10.1 Validierung der PCR-Negativkontrollen (NCs)
PoET Negative Control besteht aus einer wassrigen Pufferldsung und wird als separate Reaktion ange-

setzt. Sie dient als PCR-Negativkontrolle dem Beleg, dass die an der Amplifikationsreaktion beteiligten
Reagenzien nicht mit den jeweils nachzuweisenden Nukleinsduren kontaminiert sind.

NC-Ergebnisse miissen ,,not reactive” fiir das Zielvirus und die IC sein.

Wenn mehr als eine NC-Reaktion fiir das Zielvirus auf einer PCR-Platte vorhanden ist, darf nur eine NC
reaktiv fur das Zielvirus oder die IC sein.

Fall NC-Ergebnis fiir Zielvirus und IC Bewertung

1 Alle NC auf derselben PCR-Platte sind nicht reaktiv. NC-Gesamtergebnis ist valide

Nur wenn > eine NC pro Zielvirus auf derselben PCR-Platte ist: . .
2 ) ] . NC-Gesamtergebnis ist valide
Eine NC ist reaktiv.

3 > Zwei oder alle NC auf einer PCR-Platte sind reaktiv. NC-Gesamtergebnis ist invalide

Im Falle eines invaliden NC-Gesamtergebnisses wird der PoET-Lauf automatisch als ungiiltig fiir die
entsprechende Probenserie bewertet.

7.10.2 Validierung der PCR-Positivkontrollen (PCs)

PCR-Positivkontrollen werden als separate Reaktionen angesetzt. Sie dienen dem Beleg, dass die an
der Amplifikationsreaktion der genannten Virusparameter beteiligten Reagenzien funktional sind.
PC-Ergebnisse muissen ,reactive” flr das Zielvirus sein und die vorgegebenen Grenzwerte fiir PP und
Q einhalten. Diese Grenzwerte sind in der Calliope Software hinterlegt.

Wenn mehr als eine PC-Reaktion fiir das Zielvirus auf einer PCR-Platte vorhanden ist, darf nur eine PC
,hot reactive” fiir das Zielvirus sein oder den PP Grenzwert Uberschreiten oder den Q Grenzwert un-
terschreiten.

Fall PC-Ergebnis fiir das Zielvirus Bewertung

Alle PC auf derselben PCR-Platte sind reaktiv und innerhalb der . .
1 PC-Gesamtergebnis ist valide
PP und Q Grenzwerte.

Nur wenn > eine PC pro Zielvirus auf derselben PCR-Platte ist: o .
2 . L . PC-Gesamtergebnis ist valide
Eine PC ist nicht reaktiv oder auRerhalb der PP / Q Grenzwerte.

3 > Zwei oder alle PC auf einer PCR-Platte sind nicht reaktiv oder PC-Gesamtergebnis ist invalide
auBerhalb der PP / Q Grenzwerte. g

Im Falle eines invaliden PC-Gesamtergebnisses wird der PoET-Lauf automatisch als ungiltig fir die

entsprechende Probenserie bewertet.
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7.10.3 Validierung der Internen Kontrolle (IC) und Ergebnisermittlung

PoET Internal Control wird jeder Probe vor Beginn der Prozessierung zugegeben. Die Proben enthalten
somit einen zusatzlichen Analyten, der zusammen mit den Infektionserregern die gesamte
Probenprozessierung durchlauft. PoET Internal Control dient der Bewertung der Validitat der
Ergebnisse der getesteten Proben.

Da die IC den gesamten Prozess durchliuft, dient sie der funktionellen Uberwachung der verwendeten
Reagenzien und des zum Einsatz kommenden PoET Instrument.

Die Analyse der IC-Validitat wird nur durchgefiihrt, wenn die Gesamtergebnisse der PCR-Kontrollen
(PC, NC) fur die entsprechende Probenserie giiltig sind. Sind die Proben fiir das Zielvirus ,not reactive",
missen die IC-Ergebnisse reaktiv sein und die vorgegebenen Grenzwerte fiir PP und Q einhalten. Diese
Grenzwerte werden in der Calliope Software gespeichert.

Ist die IC nicht reaktiv, Uberschreitet sie den Grenzwert fiir den PP-Wert oder bleibt sie unter dem
Grenzwert fur den Q-Wert, wird die entsprechende Probenposition auf der PCR-Platte als ungiltig be-
wertet. Im Falle eines reaktiven Ergebnisses fir das Zielvirus ist das Ergebnis der IC nicht relevant und
kann reaktiv sein oder nicht.

Fall IC Bewertung
1 nicht reaktiv oder auBerhalb der PP und/ oder Q Grenzwerte IC Ergebnis ist invalide
2 reaktiv und innerhalb der PP und/ oder Q Grenzwerte IC Ergebnis ist valide

7.11 Interpretation der Ergebnisse

Eine glltige Probenserie in einem einzelnen PoET Instrument Lauf kann sowohl valide als auch ungiil-
tige Probenergebnisse enthalten.

Probenergebnisse sind nur valide, wenn die entsprechenden PCR-Kontrollen (PC, NC) der zugehérigen
Probenserie valide sind und wenn keine Bearbeitungsfehler aufgetreten sind. Ungiiltige Probenergeb-
nisse erfordern eine Testwiederholung.

Valide Probenergebnisse kdnnen entweder ,reactive” oder , not reactive” sein:

Probenergebnis Interpretation
. Zielvirus ist reaktiv und IC kann reaktiv sein oder nicht / die PP und Q Grenzwerte erfil-
Reactive .
len oder nicht
Not reactive Zielvirus ist nicht reaktiv und IC erfillt die PP und Q Grenzwerte
Zielvirus ist nicht reaktiv und IC nicht reaktiv oder erfillt die PP und Q Grenzwerte nicht
Invalid oder

Ergebnis wurde wegen Bearbeitungsfehlern, z.B: Pipettierfehler oder ungiiltige Kontrol-
len auf invalide gesetzt.

Je nach Konfiguration liefert Calliope die Ergebnisse entweder automatisch an ein Laborinformations-
managementsystem (LIS, LIMS) oder die Ergebnisse miissen manuell (iberprift und an ein LIS ibertra-
gen werden. Weitere Einzelheiten konnen dem PoET Instrument Benutzerhandbuch (Kapitel 4 und 8)
entnommen werden.
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7.12 Verfahrenseinschrankungen

= Der Nachweis von viralen Nukleinsduren ist konzentrationsabhangig. Virusnukleinsduren in Kon-
zentrationen unterhalb der Nachweisgrenze des Tests kdnnen mit dem PCR-Kit nicht zuverlassig
nachgewiesen werden.

= Falsche Probenentnahme, nicht getestete Storsubstanzen und unsachgeméafRe Probenlagerung
und -vorbereitung kdnnen die Stabilitdt der Viren und Nukleinsdauren negativ beeinflussen und die
PCR-Ergebnisse beeintrachtigen.

= Blutproben, die aus Heparin-Blutentnahmerdhrchen entnommen wurden, sowie Proben von he-
parinisierten Personen dirfen nicht verwendet werden, da Heparin die PCR beeintrachtigen kann.

= Bei CPD-Plasma Proben mit Albumin-Gehalten > 60 g/L sind zuverlassige Testergebnisse nicht ge-
wahrleistet.

=  Praexpositionsprophylaxe-Praparate oder andere virostatische Medikamente, die von Blutspen-
dern eingenommen werden, kénnen zu niedrigen Konzentrationen viraler Nukleinsduren fihren,
die dementsprechend nicht zuverldssig nachgewiesen werden kénnen (siehe oben).

= Trotz Sequenzabgleich und Verifizierung der Primer zum Nachweis der fiir die Blutspende relevan-
ten Varianten konnen Mutationen innerhalb der hochkonservierten Regionen des viralen Genoms
die Oligonukleotidbindung und damit den Virusnachweis beeintrachtigen.

=  Bei Proben mit sehr hoher Viruslast kann eine Verschleppung wahrend der Probenhandhabung
und -verarbeitung nicht ausgeschlossen werden. Beim Nachweis eines PCR-Ergebnisses mit sehr
niedrigem PP-Wert kdnnen daher Proben desselben Laufs schwach reaktive Ergebnisse zeigen.

7.13 Entsorgung

=  POET Extraction lysis buffer enthalt Guanidiniumthiocyanat. Den Kontakt des Reagenzes mit der
Haut, den Augen oder den Schleimhauten vermeiden. Sollte es dennoch zu einem Kontakt kom-
men, sofort mit reichlich Wasser auswaschen. Der Lysepuffer darf nicht mit Natriumhypochloritl6-
sung (Bleichmittel) in Berihrung kommen. Diese Mischung kann ein hochgiftiges Gas erzeugen.

=  Benutzte Extraktions- und PCR-Platten werden am Ende des Prozesses versiegelt. Alle Materialien,
die mit Reagenzien in Berlihrung gekommen sind, gemal’ den einschlagigen regionalen und natio-
nalen Vorschriften entsorgen.

= Reagenzienreste gemaR den einschldgigen regionalen und nationalen Vorschriften entsorgen.

= Alle Materialien, die mit potenziell infektiosen Proben in Beriihrung gekommen sind, gemal den
einschlagigen regionalen und nationalen Vorschriften entsorgen.
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8 Leistungsmerkmale

Die Leistungsmerkmale von PoET CMV wurden unter Verwendung des ,, 1st WHO International Stan-
dard for Human Cytomegalovirus for Nucleic Acid Amplification Techniques; NIBSC code: 09/162 er-
hoben.

8.1 W.ichtigste Testmerkmale

Probentyp EDTA oder CPD Plasma
Bendtigtes Probenvolumen 200 - 1500 pL*
Prozessiertes Probenvolumen 40,5-1300 pL*
Nachweisgrenze 12,5 1U/mL
Spezifitat 100 %
Je nach Testplan des PoET-Laufs liegen die Ergebnisse etwa 3,5
Testdauer . R
Stunden nach dem Laden der Probe in das Gerét vor.

* Abhéangig von der bendtigten Sensitivitat fir die Testung. Weitere Informationen sind im PoET Instrument Benutzerhand-
buch zu finden oder beim lokalen GFE Vertreter zu erfragen.

8.2 Analytische Sensitivitat

8.2.1 Nachweisgrenze (NWG)

Die Bestimmung der 95 %igen Nachweisgrenze (95 % NWG) fiir CMV mit dem PCR-Kit POET CMV wurde
mit einem Probenvolumen von 1,3 mL unter Verwendung von verdiinnten Virusstandards in EDTA-
Plasma durchgefiihrt. Die NWG wurde durch eine PROBIT-Analyse (log10) mit der Software IBM SPSS
Statistics auf der Grundlage der Trefferquoten der seriellen Verdiinnungen der Virusstandards be-

stimmt.
Standard CMV NIBSC code: 09/162
95 % NWG 12,5 1U/mL
Konfidenzintervall 9,3-19,0 IU/mL

Fir CPD-Plasma wurde die Hitrate fiir die Viruskonzentration auf der Grundlage der 95 % NWG von
EDTA-Plasma bestimmt. CPD-Plasma hat keinen negativen Einfluss auf die Sensitivitdt von POET CMV.

8.2.2 NWG fir kleinere Probenvolumen

Werden Proben mit einem Plasmavolumen < 1,3 mL im Test verwendet (z. B. bei Probenpools oder
Einzelspenden mit geringerem Ausgangsvolumen), flllt PoET Instrument das Volumen automatisch mit
sample diluent (SD), einem Bestandteil von PoET Extraction, auf 1,3 mL Gesamtvolumen auf. Die NWG
von PoET CMV wird entsprechend dem Verdiinnungsfaktor reduziert.

Im Rahmen der Validierung des PCR-Kits POET CMV wurde bestétigt, dass das Auffillen mit SD anstelle
von Plasma keinen Einfluss auf die NWG von PoET CMV hat. Weitere Informationen zum Probenauf-
flllvolumen sind im PoET Instrument Benutzerhandbuch (Kapitel 6) zu finden.

PoET CMV Gebrauchsanweisung Seite 18 | 26



Version 1
2023-03

2 GFE

8.2.3
Drei im Handel erhaltliche Serokonversionspanels fiir CMV entsprachen den Anforderungen der Ge-

Serokonversionspanels

meinsamen Spezifikationen (CS). Jedes Panel-Mitglied wurde in zwei verschiedenen Probentypen ge-
testet: a) 1:6 verdinnt mit EDTA-Plasma und b) 1:96 verdiinnt mit EDTA-Plasma. Nach der Analyse mit
dem PCR-Kit POET CMV wurde ein Vergleich der Ergebnisse mit den Angaben in den Begleitdokumen-
ten des Panels durchgefiihrt. Erwartungsgemall werden mit dem PCR-Kit PoET CMV auch Proben als
reaktiv bestimmt, die mit der in den jeweiligen Dokumenten genannten NAT-Testmethode (CE-IVD-
gekennzeichneter Referenz-NAT fiir CMV) als reaktiv bestimmt wurden.

Nur fir 1 der 3 CMV-Serokonversionspanels waren NAT-Referenzdaten verfiigbar. Eine Probe inner-
halb des Infektionsverlaufs wurde von PoET CMV in einer Verdiinnung von 1:6 und 1:96 eindeutig
nachgewiesen, wahrend die Referenz-NAT ein nicht reaktives Ergebnis zeigte.

Fiir alle anderen Serokonversionspanels wurden in der Panelbeschreibung nur serologische Ergebnisse
angegeben. Mit PoET CMV konnten jedoch einige Proben, die serologisch noch als CMV-negativ be-
wertet wurden, in jedem Panel bereits als CMV-reaktiv nachgewiesen werden. Umgekehrt ist zu be-
obachten, dass, sobald die serologischen Ergebnisse positiv sind und somit ein Riickgang der Viruslast
zu erwarten ist, die Proben mit POET CMV nicht mehr nachgewiesen werden kénnen.

Basierend auf der begrenzten Verfligbarkeit von Serokonversionspanels liefert das PCR-Kit POET CMV
im Durchschnitt reaktive Ergebnisse ca. 5 Tage friher als der jeweilige serologische CMV-Referenztest,
selbst bei Probenpools von 2 6.

Die Prifung der Serokonversionspanels weist somit auf die hohere Sensitivitat der NAT-Techniken im
Vergleich zu den serologischen Testmethoden hin (siehe Tabelle).

Panel Abbott Architect | Abbott Architect | Roche cobas® | POET CMV PoET CMV
TaqMan
CMV IgM Test CMV IgG Test Referenz-NAT | Probenpool? Probenpool*
erster positiver erster positiver erster positi- (n=6) erster (n=96) erster
Tag" Tag" ver Tag" positiver Tag” | positiver Tag”
0615-0039
1 1 7 1
(SeraCare) > v > >
SCP-CMV-002 1 55 29 nv 26 26
(Biomex)
SC'P-CMV-OOS 6 6 v 0 0
(Biomex)

nv: nicht verfligbar

# Tag 0 entspricht dem Zeitpunkt der ersten Blutentnahme
1 Der Test verwendete Probenverdiinnungen, die einem Pool aus 6 oder 96 Spenden entsprechen.

8.2.4 Genotypenpanels

Die Priifung der PCR-Inklusivitat verschiedener Genotypen ist nicht anwendbar, da es bei CMV keine

phylogenetisch unterschiedlichen Genotypen gibt.
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8.3 Analytische Spezifitat

8.3.1 Experimentelles Design

Der Einfluss von Storsubstanzen auf das PCR-Kit PoOET CMV wurde anhand der Extraktion verschiedener
Proben und des Nachweises von CMV untersucht. In einem Teil der Proben wurde CMV-negatives
Plasma nur mit der jeweiligen Substanz versetzt. Ein anderer Teil der Proben wurde zusatzlich mit ei-
nem CMV-Virusstandard mit 2,5-facher 95 % NWG versetzt. Es wurden endogene und exogene
Storsubstanzen getestet.

8.3.2 Kreuzreagierende Substanzen und klinische Zustande

Sequenzvergleiche der Primer und Sonden mit potentiell kreuzreaktiven humanpathogenen Virusse-
guenzen und ein optimiertes PCR-Design minimieren das Risiko unerwiinschter PCR-Nebenprodukte.
Im Rahmen der Validierung wurde der Einfluss von genomischen Nukleinsdauren ausgewahlter Viren
auf das PCR-Kit POET CMV untersucht. Zu diesem Zweck wurde negatives humanes EDTA-Plasma (NHP)
mit Standards fir die zu testenden Viren/Bakterien versetzt, extrahiert und amplifiziert. Zusatzlich
wurde CMV-positives Plasma mit Standards fiir die zu testenden Viren/Bakterien versetzt und analy-
siert. Die CMV-positiven Proben wurden mit CMV in der 5-fachen 95 % NWG versetzt.

Testergebnisse flr Kreuzreaktivitat:

Spezies Domdne Nukleinsdure | Beobachtung

Hepatitis B Virus (HBV) Virus DNA Keine Beeinflussung
Hepatitis C Virus (HCV) Virus RNA Keine Beeinflussung
Hepatitis E Virus (HEV) Virus RNA Keine Beeinflussung
Humanes Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1) Virus RNA Keine Beeinflussung
Humanes Immundefizienz-Virus 2 (HIV-2) Virus RNA Keine Beeinflussung
Parvovirus B19 (B19V) Virus DNA Keine Beeinflussung
Hepatitis A Virus (HAV) Virus RNA Keine Beeinflussung
West Nil Virus lineage 2 (WNV lineage 2) Virus RNA Keine Beeinflussung
Hepatitis D Virus (HDV) Virus RNA Keine Beeinflussung
Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV1*) Virus DNA Keine Beeinflussung
Herpes Simplex Virus Typ 2 (HSV2*) Virus DNA Keine Beeinflussung
Human Herpesvirus 6B (HHV 6b*) Virus DNA Keine Beeinflussung
Human Herpesvirus 7 (HHV 7%) Virus DNA Keine Beeinflussung
Varizella Zoster Virus (VZV*) Virus DNA Keine Beeinflussung
Epstein-Barr Virus* (EBV) Virus DNA Keine Beeinflussung
BK Virus (BKV) Virus DNA Keine Beeinflussung
Adenovirus Virus DNA Keine Beeinflussung
Serratia marcescens Bakterium DNA Keine Beeinflussung
Klebsiella pneumoniae Bakterium DNA Keine Beeinflussung
Streptococcus pyogenes Bakterium DNA Keine Beeinflussung

*) Herpesviridae

Bei den getesteten Viren und Bakterien konnte kein Einfluss auf die PCR-Leistung von PoET CMV fest-
gestellt werden. Alle PCR-Reaktionen zeigten reaktive Ergebnisse fiir IC und keine falsch-reaktiven oder
falsch-nicht-reaktiven Ergebnisse fir CMV. Insbesondere wurde keine Kreuzreaktivitat mit anderen Vi-
ren der Herpesviridae-Familie festgestellt.
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8.3.3 Endogene Interferenzen

Um den Einfluss von Hdmolyse und erhéhtem Bilirubin-, Albumin- und Triglyceridgehalt auf PoOET CMV
zu beurteilen, wurden Plasmaproben mit der jeweiligen endogenen Substanz in verschiedenen Kon-
zentrationen bis hin zu abnorm hohen Werten versetzt. Diese Validierung wurde fiir EDTA- und CPD-
Plasma durchgefihrt.

Testergebnisse flir endogene Substanzen mit EDTA-Plasma:

Endogene Substanz Konzentration Beobachtung

Bilirubin <50 mg/L Keine Beeinflussung
Hamoglobin <2000 mg/L Keine Beeinflussung
Triglyceride <40g/L Keine Beeinflussung
Albumin <120g/L Keine Beeinflussung

Die verschiedenen Konzentrationen der zugesetzten Storsubstanzen hatten keinen Einfluss auf die De-

tektion von positiven oder negativen Proben aus EDTA-Plasma mit POET CM V.

Ergebnisse der Tests auf endogene Substanzen mit CPD-Plasma:

Endogene Substanz Konzentration Beobachtung
Bilirubin <50 mg/L Keine Beeinflussung
Hamoglobin <2000 mg/L Keine Beeinflussung
Triglyceride <40g/L Keine Beeinflussung

<60 g/L Keine Beeinflussung
Albumin

>80 g/L Beeinflussung beobachtet

Die verschiedenen Konzentrationen von Bilirubin, Hdmoglobin und Triglyceriden hatten keinen Einfluss
auf die Detektion von positiven oder negativen Proben aus CPD-Plasma mit POET CMV.

Bei CPD-Plasma Proben mit Aloumin-Konzentrationen bis zu 60 g/L ist keine Beeinflussung der Tester-
gebnisse aufgetreten. Bei CPD-Plasma Proben mit Albumin-Konzentrationen > 60 g/L sind zuverlassige
Testergebnisse nicht gewahrleistet.
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8.3.4 Exogene Interferenzen
Die Tests zur Beurteilung des Einflusses exogener Substanzen (vor der Blutspende eingenommene Me-

dikamente) wurden auf der Grundlage der Angaben in der Richtlinie ,EP7A2 Interference Testing in
Clinical Chemistry" (13) durchgefiihrt. Die Auswahl der Medikamente und deren Konzentrationen wur-
den aus dieser Richtlinie abgeleitet. Diese Validierungstests wurden nur mit EDTA-Plasma durchge-

fuhrt.

Exogene Substanz Wirkung Konzentration Beobachtung

Ascorbinsdure Antioxidans 60 pg/mL Keine Beeinflussung
Acetaminophen / Paracetamol Schmerzmittel 200 pg/mL Keine Beeinflussung
Aspirin Schmerzmittel 652 pg/mL Keine Beeinflussung
Ibuprofen Schmerzmittel 500 pg/mL Keine Beeinflussung
Naproxen Schmerzmittel 500 pg/mL Keine Beeinflussung
Phenylephrin HCI Abschwellend 82 ug/mL Keine Beeinflussung
Atrovastatin Statin 335 pg/mL Keine Beeinflussung
Loratadin Antihistamin 0,3 ug/mL Keine Beeinflussung
Fluoxetin Antidepressivum 3,5 ug/mL Keine Beeinflussung
Paroxetin Antidepressivum 1,0 ug/mL Keine Beeinflussung
Sertralin Antidepressivum 0,6 pg/mL Keine Beeinflussung

Die getesteten exogenen Substanzen zeigten in der jeweiligen Konzentration keine falsch-nicht-reak-
tiven oder falsch-reaktiven Ergebnisse.

8.4 Gesamtsystem Ausfallrate

Die Bestimmung der Systemausfallrate, die zu falschen nicht-reaktiven Ergebnissen (in Prozent nicht-
reaktiver Proben) des Gesamtsystems (kurz , Ausfallrate") des PCR-Kits POET CMV fiihrt, wurde durch
die Untersuchung von 288 Proben auf CMV durchgefiihrt. Flir diesen Test wurde negatives EDTA-
Plasma mit CMV in dreifacher 95 % NWG versetzt.

Bei den 288 Analysen wurde kein Versagen beobachtet. Daraus ergibt sich eine Ausfallrate von 0 %.

8.5 Klinische Leistungsparameter

8.5.1 Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitat wurde anhand verfligbarer Panels von Spenderproben (Proben, die im
NAT-Referenztest positiv waren) und anfanglich negativer Einzelspenden ermittelt, die zur Simulation
positiver Einzelspenden mit Viren versetzt wurden.

Proben aus den Serokonversionspanels wurden ebenfalls als positive Spenderproben betrachtet und
bei der Berechnung der Gesamtzahl der Proben beriicksichtigt (1 Panel = 1 Spender).

Anzahl getesteter Proben Anzahl reaktiver Proben Diagnostische Sensitivitat

128 128 100 %

Bei insgesamt 128 untersuchten Proben wurde eine diagnostische Sensitivitdt von 100 % erreicht. Alle
Proben wurden mit POET CMV zuverldssig nachgewiesen.
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8.5.2

Diagnostische Spezifitat

Um die diagnostische Spezifitat des PCR-Kits POET CMV zu bestimmen, wurden CMV-negative Proben

anhand einzelner EDTA-Plasmaspenden aus Blutabnahmerdhrchen mit Gelbarriere untersucht.

Anzahl valider nicht reaktiver Proben

Anzahl falsch reaktiver Proben

Spezifitat

938

0

100%

Unter den 938 giiltigen Proben konnte keine falsch-reaktive Probe beobachtet werden. Somit kann fir

das PCR-Kit POET CMV von einer Spezifitat von 100 % ausgegangen werden, wenn EDTA-Plasma ver-

wendet wird.

Die Spezifitdt von POET CMV wurde zusatzlich anhand einzelner CMV-negativer CPD-Plasmaspenden

untersucht.
Anzahl valider nicht reaktiver Proben Anzahl falsch reaktiver Proben Spezifitat
47 0 100%

Unter den 47 gliltigen Proben konnte keine falsch-reaktive Probe beobachtet werden. Somit kann fiir

das PCR-Kit POET CMV von einer Spezifitdt von 100 % ausgegangen werden, wenn CPD-Plasma verwen-

det wird.

9 Uberblick tiber Reagenzien und Material

Material Hersteller Katalognummer Lagerung

POET CMV GFE P2G-28-30 <-18°C

PoET CMV Positive Control GFE P3G-180-30 <-18°C

PoET Extraction GFE P1A-24-04 +2 °C bis +8 °C, aufrecht
POET Prep Reagent GFE P1B-24-20 +2 °C bis +8 °C, aufrecht
PoET Internal Control GFE P1C-1440-60 <-18°C

PoET Negative Control GFE P3A-500-30 <-18°C

Material Hersteller Katalognummer

PoET Instrument inkl. Calliope Software GFE POA

1000 uL CO-RE Il Tips Hamilton Bonaduz AG 235905

300 uL CO-RE Il Tips Hamilton Bonaduz AG 235903

Extraction Plate Set GFE 43001-0703

PCR Plate Azenta Life Sciences SP-0362

13 mL Tube & Cap

Sarstedt AG & Co.

60.541.004 & 65.714

PoET Instrument Benutzerhandbuch fir weitere Informationen beachten. Alle Artikel werden von GFE geliefert.
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10 Hersteller und Kundendienst

Gesellschaft zur Forschung, Entwicklung und Distribution von Diagnostika im Blutspende-

wesen mbH
M Altenhoferallee 3, 60438 Frankfurt/Main, Germany

Telefon: +49 (0) 69 / 400 5513 0
Fax: +49 (0) 69 / 400 5513 21

Fragen zu PoET-Produkten und -Schulungen bitte an den lokalen GFE-Vertreter richten:
Web: https://www.gfeblut.de/contact-us/

10.1 Meldungen

Die zustdndige Behorde vor Ort und GFE missen informiert werden, wenn es bei der Verwendung

dieses Produkts zu schwerwiegenden Vorkommnissen kommt.

Unter dem folgenden Link ist eine Zusammenfassung des Berichts zu Sicherheit und Leistung zu finden:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed. Bis zum vollen Funktionsumfang von EUDAMED bitte an den lo-

kalen GFE-Vertreter wenden.

11 Marken und Patente

PoET und Calliope sind eingetragene Namen im Besitz von GFE.

Die in den PCR-Kits enthaltene SuperScript® Ill reverse transcriptase ist ein Produkt hergestellt und
lizensiert durch Life Technologies by Thermo Fisher Scientific.

Wahrend der Anwendung der PCR-Kits kommen die PCR-Platten (PCR Plates) “FrameStar® 96 (cut
corner A12)” with barcode [Artikelnummer SP0362] zum Einsatz. Diese unterliegen folgender
Lizenzlimitierung: “FrameStar® is covered by one or more of the following US patents or their for-
eign counterparts, owned by Eppendorf AG: US Patent Nos. 7,347,977 and 6,340,589. FrameStar®
is a registered trademark owned by Azenta Life Sciences”.

Weitere, in diesem Dokument verwendete registrierte Namen, Marken, etc. sind nicht als rechtlich
ungeschtzt zu betrachten, auch wenn sie nicht speziell gekennzeichnet sind.
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13 Symbole

Die folgenden Symbole werden bei der Kennzeichnung von GFE Produkten verwendet:
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