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1. Uber diese Gebrauchsanweisung

Diese Gebrauchsanweisung dient zur Anleitung des Benutzers bei der Verwendung
des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5. Kapitel 1-6 und 9-14
enthalten allgemeine Informationen und Anweisungen, die fir alle in Verbindung
mit dem AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 verwendeten Workflows
gelten. Kapitel 7 gibt Anweisungen zur Verwendung des Produkts in Verbindung
mit dem AltoStar® Automation System AM16 (Hamilton; nachfolgend abgekdirzt als
AltoStar® AM16) und der AltoStar® Connect Software (Version 1.7.4 oder hdher,
Hamilton) fur das automatisierte PCR-Setup sowie mit dem CFX96™ Deep Well
Dx System* (Bio-Rad, nachfolgend abgekirzt als CFX96™ DW Dx) und der
CFX Manager™ Dx Software (Version 3.1, Bio-Rad) fir die Real-Time-PCR.
Kapitel 8 gibt Anweisungen zur Verwendung des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 in Verbindung mit anderen Methoden zur Nukleinsdure-Extraktion
und anderen Real-Time-PCR-Geraten. Detaillierte Informationen zur Verwendung
des AltoStar® AM16, der AltoStar® Connect Software, des AltoStar® Purification
Kit 1.5, der AltoStar® Internal Control 1.5 und des CFX96™ DW Dx finden Sie in
den nachstehend aufgefihrten Gebrauchsanweisungen:

» AltoStar® Automation System AM16 Handbuch IVD (Hamilton)

+ AltoStar® Connect Software Handbuch VD (Hamilton)

» Gebrauchsanweisung AltoStar® Purification Kit 1.5

* Gebrauchsanweisung AltoStar® Internal Control 1.5

e CFX96™ Dx und CFX96™ Deep Well Dx Systeme Bedienungsanleitung
(Bio-Rad)

* ,CFX96™ Deep Well Dx System* ist der neue Markenname der IVD-Version des CFX96™
Deep Well Real-Time PCR Detection System (Detektionssystem) (Bio-Rad).



AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5

In diesem Handbuch ist den Begriffen VORSICHT und HINWEIS durchgéangig
folgende Bedeutung zugeordnet:

Hebt Anweisungen und Verfahren hervor, deren Nichtbefolgung oder
fehlerhafte Umsetzung zu Verletzungen fuihren und/oder die Funktion
des Produkts beeintrachtigen kann. Wenden Sie sich an den technischen
Support von altona Diagnostics, falls Sie Hilfe bendétigen.

- Dieses Symbol steht neben Informationen, die fur den Benutzer nitzlich,
1 fir die Austbung der Funktion jedoch nicht essenziell sind.

Lesen Sie die Gebrauchsanweisung vor Verwendung des Produkts sorgfaltig durch.

2. Zweckbestimmung

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 ist ein in-vitro diagnostischer
Test auf Basis der Real-Time-PCR-Technologie fiir den qualitativen Nachweis und
die Differenzierung von Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A
(H1N1)pdm09-Virus-spezifischer RNA in humanen Atemwegsabstrichen. Es ist
als Hilfsmittel fir den Nachweis von Influenza A-, Influenza B- und Influenza A
(H1N1)pdmQ9-Virus-Infektionen vorgesehen.

Die mit dem AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 generierten
Ergebnisse muissen in Verbindung mit anderen klinischen Befunden und
Laborbefunden interpretiert werden.

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 ist fir die Verwendung
durch professionelle Nutzer bestimmt, die in molekularbiologischen Techniken und
in-vitro-diagnostischen Verfahren geschult sind.
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3. Inhalt des Kits
Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 enthalt die folgenden

Komponenten:
Tabelle 1: Kitkomponenten

Nominalvolumen
[uI/R6hrchen]

Deckelfarbe Komponente Anzahl Réhrchen

Master A"
Violett Master B"

PC*
Weil3 NTC?

N N o 0o

250

" Enthalt biologisches Material tierischen Ursprungs

2 Enthalt ein zusatzliches Volumen von 25 pl, um das Totvolumen fiir das Liquid Handling des
AltoStar® AM16 auszugleichen

3 Enthalt ein zusatzliches Volumen von 55 pl, um das Totvolumen fiir das Liquid Handling des
AltoStar® AM16 auszugleichen

4 Die Positive Control (Positivkontrolle) enthalt Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und
Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-spezifische RNA

9 No Template Control (Negativkontrolle)

Uberpriifen Sie das Produkt und seine Komponenten vor der ersten
Verwendung auf Vollstandigkeit in Bezug auf Anzahl, Typ und

A Abfillvolumina. Benutzen Sie kein beschadigtes oder unvollstandiges
Produkt, da dies die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen
kann.

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 enthélt ausreichende
Mengen an Reagenzien, um 96 Reaktionen in maximal 8 Laufen auszufihren.

10
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Das Produkt wird auf Trockeneis verschickt. Uberpriifen Sie das Produkt und seine
Komponenten sofort nach Erhalt und vor der ersten Verwendung auf folgende
Punkte:

» Intaktheit

» Vollistandigkeit in Bezug auf Anzahl, Typ und Abfullvolumina
» Korrekte Kennzeichnung

* Verfallsdatum

* Gefrorenen Zustand

¢ Klarheit und Abwesenheit von Partikeln

Sollten ein oder mehrere Komponenten bei Erhalt nicht gefroren sein, Gefalle
beschadigt sein oder fehlen, kontaktieren Sie den technischen Support von altona
Diagnostics (siehe Kapitel 12. Technischer Support).

4. Lagerung und Handhabung

Alle im AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 enthaltenen Komponenten
sind gebrauchsfertige Losungen.

4.1 Lagerung

Alle Komponenten des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 sind
sofort ab Erhalt bei -25 °C bis -15 °C aufzubewahren.

UnsachgemalRe Lagerung kann die Leistungsfahigkeit des Produkts
beeintrachtigen.

Verwenden Sie keine Produkte Uber ihr Verfallsdatum hinaus. Bei
A Verwendung abgelaufener Produkte kann die Leistungsfahigkeit des
Produkts beeintrachtigt sein.

11
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4.2 Handhabung

Uberschreiten Sie weder die Anzahl der in dieser Gebrauchsanweisung
angegebenen  Auftau-/Einfrierzyklen  noch  die  angegebene
Handhabungsdauer, da dies die Leistungsfahigkeit des Produkts
beeintrachtigen kann.

Die unsachgemafe Handhabung von Produktkomponenten und
Proben kann zu Kontaminationen fiihren und die Leistungsfahigkeit des
Produkts beeintrachtigen:

- Vertauschen Sie nicht die Deckel von Reaktionsgefallen und
Flaschen.

- Lagern Sie positives und/oder potentiell positives Material getrennt
A von den Kitkomponenten.

- Nutzen Sie getrennte Arbeitsbereiche zur Probenvorbereitung, fiir
den Reaktionsansatz und zur Amplifikation/Detektion.

- Entsorgen Sie nach der Handhabung von positivem und/oder
potentiell positivem Material grundséatzlich lhre Handschuhe.

- Offnen Sie nach Abschluss der Amplifikation grundsatzlich keine
PCR-Platten und/oder -Réhrchen.

Verwendung von verschiedenen Kit-Lots kann die Leistungsfahigkeit

: Vermischen Sie keine Komponenten aus verschiedenen Kit-Lots. Die
des Produkts beeintrachtigen.

4.2.1 Master A und Master B

Nach dem Auftauen sind Master A und Master B 5 Stunden lang bei bis zu +30 °C
stabil.

12
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Wurden Master A und Master B aufgetaut aber nicht benutzt, kbnnen
[ sie erneut eingefroren und fir spatere Laufe noch ein weiteres Mal
1 aufgetaut werden. Entsorgen Sie die Réhrchendeckel nach dem Offnen
und nutzen Sie zum VerschlieRen neue Deckel, um Kontaminationen

der Reagenzien zu vermeiden.

4.2.2 Positive Control (Positivkontrolle) und No Template
Control (Negativkontrolle)

1. Nach dem Auftauen sind die Positive Control (PC, Positivkontrolle) und die No
Template Control (NTC, Negativkontrolle) 5 Stunden lang bei bis zu +30 °C
stabil.

2. Entsorgen Sie die Deckel der PC- und NTC-Rohrchen nach jeder Verwendung
und verwenden Sie neue Deckel, um eine Kontamination der Reagenzien zu
vermeiden.

3. Schlielen Sie nach Verwendung der PC und NTC die zugehoérigen Réhrchen
mit neuen Deckeln und frieren Sie sie sofort ein.

4. Uberschreiten Sie fir jedes PC- und NTC-Réhrchen nicht die folgende
Anzahl an Auftau-/Einfrierzyklen: Auftauen 1 — Einfrieren 1 — Auftauen 2 —
Einfrieren 2 — Auftauen 3 — Einfrieren 3 — Auftauen 4

5. Produktbeschreibung

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 ist ein in-vitro-diagnostischer
Test fir den qualitativen Nachweis und die Differenzierung von Influenza-A-Virus-,
Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-spezifischer RNA in
humanen Atemwegsabstrichen.

Es basiert auf der Real-Time-RT-PCR-Technologie und nutzt die Reverse-
Transkriptase-Reaktion (RT), um die RNA in komplementdre DNA (cDNA)
umzuwandeln, die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation der
Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-
spezifischen Zielsequenzen sowie fluoreszenzmarkierte, zielsequenzspezifische
Sonden flur den Nachweis der vervielfaltigten DNA.

13
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Zuséatzlich zu dem Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)
pdm09-Virus-RNA spezifischen Amplifikations- und Nachweissystem enthalt der
Assay Oligonukleotide fiir die Amplifikation und den Nachweis der internen Kontrolle
(internal control, AltoStar® Internal Control 1.5; im Folgenden als IC abgekiirzt).

Die fiir Influenza-A-Virus-RNA spezifischen Sonden sind mit dem Fluorophor FAM™
markiert, die fir Influenza-B-Virus-RNA spezifischen Sonden mit dem Fluorophor
Cy5 und die fur Influenza-A(H1N1)pdmO09-Virus-RNA spezifischen Sonden mit
dem Fluorophor ROX™. Die fiir die IC spezifische Sonde ist mit einem Fluorophor
(JOE™) markiert, das z. B. im VIC™ Kanal nachweisbar ist.

Durch die Verwendung unterschiedlich markierter Sonden wird die gleichzeitige
Detektion von Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdm0Q9-
Virus-spezifischer RNA sowie der IC in den entsprechenden Detektionskanalen des
verwendeten Real-Time-PCR-Gerats ermdglicht.

5.1 Hintergrundinformationen

Influenza, gemeinhin als Grippe bezeichnet, ist eine Infektionskrankheit, die von
RNA-Viren der Familie Orthomyxoviridae (Influenzaviren) hervorgerufen wird [1,2].
Charakteristisch fiir Influenzaviren ist die fortwahrende Veranderungen ihrer Haupt-
Oberflachenantigene Hamagglutinin (H) und Neuraminidase (N) (Antigen-Drift) [3].
Sie infizieren Végel und Séugetiere per Ubertragung durch Aerosole [4]. Humane
Influenza-A- und Influenza-B-Viren verursachen schwere Infektionen, die in erster
Linie die Atemwege betreffen und mit Fieber und Husten als haufigste Symptome
einhergehen. In schwereren Fallen kann die Grippe eine Lungenentziindung nach
sich ziehen, die, insbesondere bei Kindern und alteren Menschen, tddlich verlaufen
kann [5].

14
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5.2 Beschreibung der Komponenten

5.2.1 Master A und Master B

Master A und Master B enthalten alle Komponenten (PCR-Puffer, Reverse
Transkriptase, DNA-Polymerase, Magnesiumsalz, Primer und Sonden), die fir die
reverse Transkription sowie fur die PCR-vermittelte Amplifikation, Zieldetektion und
Differenzierung von Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)
pdm09-Virus-spezifischer RNA sowie der IC in einem Reaktionsansatz erforderlich
sind.

5.2.2 Positive Control (Positivkontrolle)

Die PC enthalt standardisierte Konzentrationen an Influenza-A-Virus-, Influenza-
B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-spezifischer RNA. Die PC wird
verwendet, um die Funktion der Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und
Influenza-A(H1N1)pdmO09-Virus-spezifischen =~ Amplifikations- und Nachweis-
systeme zu verifizieren, die im AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5
enthalten sind.

5.2.3 No Template Control (Negativkontrolle)

Die NTC enthalt weder Influenza-A-Virus- noch Influenza-B-Virus- noch Influenza-
A(H1N1)pdm09-Virus-spezifische RNA, aber das Template fiir die IC. Die NTC wird
als Negativkontrolle in der fiir die Influenza-A-Virus-, die Influenza-B-Virus- und die
Influenza-A(H1N1)pdmO09-Virus-RNA spezifischen Real-Time-RT-PCR verwendet
und zeigt eine mdgliche Kontamination von Master A und Master B an.

15
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5.3 Workflows

5.3.1 AltoStar® Workflow
Der AltoStar® Workflow umfasst die folgenden IVD-Produkte:

AltoStar® Automation System AM16 (Hamilton)
AltoStar® Connect Software Version 1.7.4 oder héher (Hamilton)

CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad) mit CFX Manager™ Dx Software
Version 3.1 (Bio-Rad)

Der Workflow umfasst die folgenden Schritte:

4,

Programmierung eines AltoStar® Laufs.

Aufreinigungslauf auf dem AltoStar® AM16 unter Verwendung des AltoStar®
Purification Kit 1.5 und der AltoStar® Internal Control 1.5.

RT-PCR-Setup-Lauf auf dem AltoStar® AM16 unter Verwendung des AltoStar®
Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5.

Real-Time-RT-PCR-Lauf auf einem CFX96™ DW Dx.

Weitere Informationen zu den Schritten 3 und 4 des Workflows finden Sie in
Kapitel 7. Verwendung des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 in
Verbindung mit dem AltoStar® Workflow. Alle Probenarten und Probenvolumina, die

fur die Verwendung mit dem AltoStar® Purification Kit 1.5 spezifiziert sind, kdnnen

gleichzeitig auf dem AltoStar® AM16 verarbeitet werden. Jede Probe kann mit so

vielen Real-Time-PCR-Assays parallel analysiert werden, wie es das verfligbare

Eluat erlaubt.

i Assays mit unterschiedlichen PCR-Temperaturprofilen werden

automatisch auf separate PCR-Platten sortiert.

16
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5.3.2 Andere Workflows

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 kann in Verbindung
mit kompatiblen Workflows (manuell oder automatisiert) verwendet werden.
Real-Time-PCR-Gerate, die zur Verwendung mit dem AltoStar® Influenza Screen
& Type RT-PCR Kit 1.5 validiert wurden, sind in Kapitel 5.3.2.2 Real-Time-PCR-
Gerate aufgefuhrt. Alternative Extraktionsverfahren muissen durch den Benutzer
validiert werden.

5.3.2.1 Nukleinsaure-Extraktion

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 kann in Verbindung mit
anderen Nukleinsaure-Extraktionssystemen als dem AltoStar® AM16 verwendet
werden. Alternative Verfahren zur Nukleinsdure-Extraktion missen durch den
Benutzer validiert werden. In Kapitel 8.2.1 Probenvorbereitung finden Sie
Anweisungen zur Verwendung der AltoStar® Internal Control 1.5 in Kombination mit
anderen Extraktionsverfahren als dem AltoStar® Purification Kit 1.5.

5.3.2.2 Real-Time-PCR-Gerate

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 wurde unter Verwendung
der folgenden Real-Time-PCR-Gerate entwickelt und validiert:

* ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems)

« CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad)

e CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

* LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

* QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)

Wird eines der vorab aufgefiihrten Real-Time-PCR-Gerate (auRer dem CFX96™
Deep Well Dx System) verwendet, so mussen das PCR-Setup, die Programmierung
des Gerats und die Datenanalyse manuell durchgefiihrt werden (detaillierte
Informationen hierzu finden Sie in den Kapiteln 8.2.2 Master Mix Ansatz bis 8.2.5
Datenanalyse).

17
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5.4 Proben

5.4.1 Probenarten

Die folgende Probenart ist fir die Verwendung in Verbindung mit dem AltoStar®
Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 validiert:

* Proben aus humanen Atemwegsabstrichen

Verwenden Sie keine anderen Probenarten! Die Verwendung anderer
Probenarten kann die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen.

5.4.2 Probenentnahme und -handhabung

Die Probenentnahme muss mithilfe von Tupfern mit Enden aus Dacron- oder
Polyesterfasern und Kunststoffstielen erfolgen. Bei Verwendung von Trockentupfern
mussen diese anschlieBend in einem universellen Transportmedium (z. B. UTM®
von Copan) resuspendiert werden. Calciumalginat-Tupfer, Tupfer mit Holzstielen
und/oder Baumwollenden sowie in Agar-Gel gesammelte Tupfer durfen nicht
verwendet werden. Der Transport ist in Ubereinstimmung mit den lokalen und
nationalen Vorschriften fiir den Transport biologischer Materialien durchzufihren.

In UTM® resuspendierte Atemwegsabstrich-Proben sind vor ihrer Verwendung nicht
langer als 48 Stunden bei Raumtemperatur (+20 °C bis +25 °C), 5 Tage bei +2 °C
bis +8 °C oder 2 Monate bei -25 °C bis -15 °C aufzubewahren.

Behandeln Sie Proben immer als infektidse und (bio-)gefahrdende
Materialien gemafy den entsprechenden Anforderungen an sicheres

A Arbeiten im Labor. Verschittetes Probenmaterial sollte sofort mithilfe
eines geeigneten Desinfektionsmittels beseitigt werden. Behandeln Sie
kontaminiertes Material als biogefahrdend.
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Die gefrorene Lagerung der Proben beeintrachtigt nicht die
Produktleistung. Vergewissern Sie sich bei Verwendung von gefrorenen

1 Proben als Ausgangsmaterial, dass diese vor Gebrauch vollstandig
aufgetaut und ausreichend durchmischt sind.

Die Proben missen frei von Feststoffen und hochviskosen Anteilen sein.
Feststoffe und hochviskose Anteile beeintrachtigen den Probentransfer

1 auf dem AltoStar® AM16 und die Proben konnen nicht verarbeitet
werden.

[ Die Verwendung von Tupfern aus Calciumalginat kann zu
1 fehlerbehafteten oder ungliltigen Ergebnissen durch Inhibition der PCR-
Reaktion fuhren.

Die Verwendung von Tupfern mit Holzstielen und/oder Baumwollenden

L sowie von Tupfern mit Agar-Gel als Transportmedium kann den

1 Probentransfer auf dem AltoStar® AM16 durch Reste von Holz,

Baumwolle und/oder Agar beeintrachtigen und die Proben kénnen nicht
verarbeitet werden.

19



AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5

6. Warnungen, VorsichtsmaBnahmen und Einschrankungen

Uberpriifen Sie das Produkt und seine Komponenten vor der ersten
Verwendung auf Vollstandigkeit in Bezug auf Anzahl, Typ und Abfillvolumina.
Benutzen Sie kein beschadigtes oder unvollstandiges Produkt, da dies die
Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen kann.

Unsachgemafe Lagerung kann die Leistungsfahigkeit des Produkts
beeintrachtigen.

Verwenden Sie keine Produkte Uber ihr Verfallsdatum hinaus. Bei Verwendung
abgelaufener Produkte kann die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigt
sein.

Uberschreiten Sie weder die Anzahl der in dieser Gebrauchsanweisung
angegebenen Auftau-/Einfrierzyklen noch die angegebene Handhabungs-
dauer, da dies die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen kann.

Die unsachgemafRe Handhabung von Produktkomponenten und Proben
kann zu Kontaminationen fiihren und die Leistungsfahigkeit des Produkts
beeintrachtigen:

o Vertauschen Sie nicht die Deckel von Reaktionsgefafien und Flaschen.

o Lagern Sie positives und/oder potentiell positives Material getrennt von
den Kitkomponenten.

o Nutzen Sie getrennte Arbeitsbereiche zur Probenvorbereitung, fir den
Reaktionsansatz und zur Amplifikation/Detektion.

> Entsorgen Sie nach der Handhabung von positivem und/oder potentiell
positivem Material grundséatzlich lhre Handschuhe.

- Offnen Sie nach Abschluss der Amplifikation grundsétzlich keine PCR-
Platten und/oder -Réhrchen.

Vermischen Sie keine Komponenten aus verschiedenen Kit-Lots. Die
Verwendung von verschiedenen Kit-Lots kann die Leistungsfahigkeit des
Produkts beeintrachtigen.

Verwenden Sie keine anderen Probenarten! Die Verwendung anderer
Probenarten kann die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen.

Behandeln Sie Proben immer als infektiose und (bio-)gefahrdende Materialien
gemall den entsprechenden Anforderungen an sicheres Arbeiten im
Labor. Verschiittetes Probenmaterial sollte sofort mithilfe eines geeigneten
Desinfektionsmittels beseitigt werden. Behandeln Sie kontaminiertes Material
als biogefahrdend.
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Die Lagerung der Eluate unter falschen Bedingungen kann zum Abbau
der Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und/oder Influenza-A(H1N1)
pdm09-Virus-Zielsequenzen fihren und die Leistungsfahigkeit des Produkts
beeintrachtigen.

Verwenden Sie keine andere Version des Assay-Protokolls als jene, die auf
dem 2D-Barcode in dieser Gebrauchsanweisung angegeben ist. Die
Verwendung einer falschen Version des Assay-Protokolls kann die
Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen.

Werden die Produktkomponenten nach dem Auftauen nicht oder nicht
ausreichend zentrifugiert, kann es zu einer Kontamination der Komponenten
mit Reagenzienriickstanden am Deckel kommen, was die Leistungsfahigkeit
des Produkts beeintrachtigen kann.

Verwenden Sie die Deckel der Rohrchen nicht mehr als einmal, um eine
Kontamination der Reagenzien zu vermeiden, da dies die Leistungsfahigkeit
des Produkts beeintrachtigen kann.

Wie bei jedem diagnostischen Test sind die Ergebnisse unter Berlicksichtigung
aller klinischen Befunde und Laborbefunde zu interpretieren.

Das Vorhandensein von PCR-Inhibitoren kann zu falschnegativen oder
ungultigen Ergebnissen fihren.

Verwenden Sie fir den Master Mix Ansatz keine anderen Volumina an
Master A und Master B als in dieser Gebrauchsanweisung angegeben. Dies
kann die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen.

Uberschreiten Sie nicht die maximale Aufbewahrungszeit fiir den PCR-Mix.
Dies kann die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen.

Vertauschen Sie wahrend des PCR-Setups oder des Transfers in das PCR-
Instrument keine Proben oder Proben-IDs. Dies kann zu falschpositiven oder
falschnegativen Ergebnissen durch inkorrekte Zuordnung der Proben flhren.

Verwenden Sie keine anderen PCR-Bedingungen als in dieser
Gebrauchsanweisung angegeben. Dies kann die Leistungsfahigkeit des
Produkts beeintrachtigen.

Verwenden Sie fiir die Datenanalyse keine Kontroll-Einstellungen, die von den
Angaben in dieser Gebrauchsanweisung abweichen, da dies zu fehlerhaften
IVD-Ergebnissen fiihren kann.

Sollten die Proben andere Erreger als Influenza-A-Virus, Influenza-B-Virus und/
oder Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus enthalten, kann es zu Kreuzreaktionen
oder zu einer Konkurrenzreaktion zu Ungunsten der Amplifikation der
Zielsequenz kommen, was zu fehlerhaften IVD-Ergebnissen fuhrt.
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.

Die Entsorgung gefahrlicher und biologischer Abfalle muss in
Ubereinstimmung mit den lokalen und nationalen Vorschriften erfolgen, um
eine Kontamination der Umwelt zu vermeiden.

Méoglicherweise auftretende Mutationen in den Zielregionen des Influenza-A-
Virus-, Influenza-B-Virus- und/oder Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-Genoms,
die durch in diesem Kit verwendete Primer und/oder Sonden abgedeckt
werden, kénnen dazu fiihren, dass die Erreger trotz Vorhandenseins nicht
detektiert werden.

Einige selten auftretende Stdmme des Schweinegrippevirus, z. B. Influenza
A/Parana/720/2015 (H1N2v) und Influenza A G4 EA H1N1, die dieselbe
Matrixgen-Zielsequenz enthalten wie Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus, werden
falschlich als Influenza-A(H1N1)pdmQ9-Virus typisiert.
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7. Verwendung des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 in Verbindung mit dem AltoStar®
Workflow

Im nachfolgenden Teil dieser Gebrauchsanweisung ist die Verwendung des
AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 in Verbindung mit dem AltoStar®
Workflow beschrieben. Der AltoStar® Workflow sieht die Verwendung verschiedener
IVD-Produkte (AltoStar® AM16, die AltoStar® Connect Software, das AltoStar®
Purification Kit 1.5, die AltoStar® Internal Control 1.5 und den CFX96™ DW Dx)
vor. Die Verwendung dieser Produkte ist in den jeweiligen Gebrauchsanweisungen
genauer beschrieben.

» AltoStar® Automation System AM16 Handbuch IVD (Hamilton)
» AltoStar® Connect Software Handbuch IVD (Hamilton)

* Gebrauchsanweisung AltoStar® Purification Kit 1.5

* Gebrauchsanweisung AltoStar® Internal Control 1.5

e CFX96™ Dx und CFX96™ Deep Well Dx Systeme Bedienungsanleitung
(Bio-Rad)

7.1 Probenvolumen

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 ist fir die Aufreinigung
von Nukleinsduren aus einem Probenvolumen von 500 pl bei Verwendung des
AltoStar® AM16 validiert. Zur Berlicksichtigung des Totvolumens des verwendeten
Probenrohrchens ist ein erhdhtes Probenvolumen vorzusehen (siehe Kapitel 7.2
Probenrdhrchen).

7.2 Probenroéhrchen

Geeignete Probenroéhrchen zur Verwendung mit dem AltoStar® AM16 sind bei
altona Diagnostics erhaltlich (7-mI-Réhrchen mit Deckel, 82 x 13 mm, VK000010).
Andere Probenréhrchen kénnen durch den Benutzer auf ihre Eignung gepriift
werden. Genauere Informationen hierzu finden Sie in der Gebrauchsanweisung des
AltoStar® Purification Kit 1.5.
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7.3 Proben-Barcodes

Zur automatisierten Probenerkennung durch den AltoStar® AM16 missen alle
Probenréhrchen mit einem geeigneten Barcode gekennzeichnet sein. Genauere
Informationen hierzu finden Sie in der Gebrauchsanweisung des AltoStar®
Purification Kit 1.5.

7.4 Bendtigtes, nicht mitgeliefertes Zubehor fiir den AltoStar®
Workflow

Das in Tabelle 2 angegebene Zubehdr muss bei altona Diagnostics bestellt werden.

Tabelle 2: Erforderliche Materialien und Gerate

Material Beschreibung Bestelinr.

Produktpaket aus dem AltoStar®
AltoStar® Molecular Diagnostic ~ Automation System AM16, der AltoStar®

Workflow Connect Software (Version 1.7.4 oder AM16
héher) und IT-Hardware
Produktpaket aus dem CFX96™ Deep
. Well Dx System mit der CFX Manager™
e Dx Software (Version 3.1), einem DT16
Barcode-Scanner und IT-Hardware
Chemie fir die Isolierung und
e ; Aufreinigung von Nukleinsauren zur PK15-16/
AltoStar® Purification Kit 1.5 Verwendung in Verbindung mit dem PK15-46
AltoStar® Automation System AM16
Kontrolle fur die Extraktion, PCR- 1C15-16/
AltoStar® Internal Control 1.5 Amplifikation und Detektion von
e 1C15-46
Nukleinsauren
PCR Plate 96-We||‘-PIatte (semi-skirted) mit Barcode VK000005
und weillen Wells
PCR Plate Sealing Foil Versiegelungsfolie fir die PCR-Platte VK000006
1.000-pl-Filterspitzen zur Verwendung in
1,000 pl CO-RE Tips Verbindung mit dem AltoStar® Automation ~ VK000007

System AM16
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Material Beschreibung Bestelinr.

300-pl-Filterspitzen zur Verwendung in

300 ul CO-RE Tips Verbindung mit dem AltoStar® Automation ~ VK000008
System AM16

Bl s Rohrchen mit I.3arcode zum Mischen von VK000002
PCR-Reagenzien
Autoklavierbarer Sterilbeutel zur

Waste Bag Verwendung in Verbindung mit dem VK000009
AltoStar® Automation System AM16

Screw Cap - red Schraubdeckel fir PC Réhrchen (rot) VK000012

S G e Schraubdeckel fir Master A Rohrchen VK000013
(blau)

S G e S(?hraubdeckel fir Master B Réhrchen VK000015
(violett)

Screw Cap - white Schraubdeckel fir NTC Réhrchen (weil) VK000016

Tabelle 3: Zusatzliche Labormaterialien und -gerate

Material Beschreibung Bestelinr.
z. B. AltoStar® Plate Sealer VK000023

Plattenversiegler
z. B. PX1 Plate Sealer (Bio-Rad) VK000033

7.5 Allgemeine Materialien und Gerate
* Labormixer (Vortex)
* Puderfreie Einmalhandschuhe

« Zentrifuge zum Abzentrifugieren der AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 Komponenten

* Zentrifuge zum Abzentrifugieren der PCR-Platten
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7.6 Verfahren

7.6.1 Ubersicht iiber den AltoStar® Workflow

Alle Schritte des vollstandigen AltoStar® Workflows sind in Tabelle 4
zusammengefasst. Informationen zu den spezifischen Einstellungen bei
Verwendung in Kombination mit dem AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 finden Sie in Kapitel 7.6.2 Programmierung eines AltoStar® Laufs.
Detaillierte Anweisungen zu den Schritten 1-5 finden Sie in der Gebrauchs-
anweisung des AltoStar® Purification Kit 1.5, der AltoStar® Connect Software und
des AltoStar® AM16.

Schritte 6-11 sind in den Kapiteln 7.6.3 Starten eines PCR-Setup-Laufs bis 7.6.10
Export von PCR-Ergebnissen zur manuellen Ergebnisinterpretation genauer
beschrieben.
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Tabelle 4: Ubersicht {iber den AltoStar® Workflow

Schritt

1. Starten des AltoStar®
AM16

2. Ausfiihren von

Wartungslaufen

3. Programmieren eines
AltoStar® Laufs

o

Handlung

Schalten Sie den AltoStar® AM16 ein.
Schalten Sie den Computer und den Monitor ein.
Starten Sie die AltoStar® Connect Software.

Klicken Sie in der Menlleiste auf Application
— Instrument Maintenance (Anwendung —
Geratewartung).

Wenn die wdchentliche Wartung fallig ist, klicken
Sie auf Start Weekly Maintenance (Wdchentliche
Wartung starten).

Wenn die tagliche Wartung fallig ist, klicken Sie
auf Start Daily Maintenance (Tagliche Wartung
starten).

Befolgen Sie die Bildschirmanweisungen fir den
Wartungsprozess.

Klicken Sie in der Meniileiste auf Program Run
— Program Run (AltoStar® Purification) [Lauf
programmieren — Lauf programmieren (AltoStar®
Aufreinigung)]. Wechseln Sie alternativ zuriick auf den
Startbildschirm und klicken Sie auf die Schaltflache
Program Run (Lauf programmieren).

Geben Sie die Proben ein oder importieren Sie sie aus
dem LIMS.

Wabhlen Sie folgenden Assay fir die Proben aus, wenn
er nicht bereits aus dem LIMS importiert wurde:

AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5

Klicken Sie in der Menlleiste auf die Schaltflache
Create Run (Lauf erstellen), um den AltoStar® Lauf zu
erstellen.
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Schritt

4. Starten eines .

Aufreinigungslaufs

Handlung

Klicken Sie in der Menlileiste auf Purification — Start
Purification (Aufreinigung — Aufreinigung starten).
Wechseln Sie alternativ zurlick auf den Startbildschirm
und klicken Sie auf die Schaltflache Start Purification
(Aufreinigung starten).

Wabhlen Sie den Aufreinigungslauf aus, den Sie starten
mochten, um die Proben anzuzeigen, die zu dem
ausgewahlten Aufreinigungslauf gehéren.

Bereiten Sie die Aufreinigungsreagenzien vor:

Vergewissern  Sie  sich, dass die zu
verwendenden Aufreinigungsreagenzien dieselbe
Beladungsnummer aufweisen (Ausnahme:
AltoStar® Internal Control 1.5) und dass sie nicht
abgelaufen sind.

Sind im Lysepuffer Ausfallungen zu erkennen,
erhitzen Sie ihn leicht (< +50 °C), bis sie vollstandig
aufgelost sind.

Lassen Sie die IC (AltoStar® Internal Control 1.5)
auftauen und vortexen Sie sie fiir 5 Sekunden.

Vortexen Sie die Magnetic Beads fir 5 Sekunden.
Achten Sie dabei darauf, dass der Deckel nicht
feucht wird.

Bereiten Sie die Proben fiir den Aufreinigungslauf vor,
den Sie starten mochten. Gehen Sie dabei vor, wie in
der Gebrauchsanweisung fiir das AltoStar® Purification
Kit 1.5 beschrieben.

Klicken Sie in der Menileiste auf Start Run (Lauf
starten).

Lassen Sie sich von den Dialogfenstern Loading
(Laden) leiten und beladen Sie das Gerat
entsprechend.

Bestatigen Sie die Meldung Loading complete
(Beladung abgeschlossen) mit OK oder warten Sie
10 Sekunden.

Das System fiihrt den Aufreinigungslauf nun automatisch
aus.
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Schritt Handlung

5. Beenden des * Vergewissern Sie sich, dass die Beladungsplattform
leer ist, und bestatigen Sie das Dialogfenster Run
finished (Lauf beendet) mit OK.

« Befolgen Sie die Anweisungen im Dialogfenster
Maintenance (Wartung) und bestatigen Sie mit OK.
¢ Versiegeln und lagern Sie die Komponenten des

AltoStar® Purification Kit 1.5, die wiederverwendet
werden kdnnen.

Aufreinigungslaufs

Die Eluate sind in den unversiegelten Eluatplatten bei
Raumtemperatur (maximal +30 °C) bis zu 4 Stunden lang
stabil.

¢ Wird der zugehdrige PCR-Setup-Lauf nicht direkt im
Anschluss gestartet, versiegeln Sie die Eluatplatte mit
Eluatplatten-Versiegelungsfolie und lagern Sie sie fur
bis zu 24 Stunden bei +2 °C bis +8 °C.

e Lassen Sie sich die Aufreinigungslaufergebnisse
anzeigen, um sich von der erfolgreichen Verarbeitung
aller Proben zu Uberzeugen.
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Schritt Handlung

6. Starten eines PCR- * Klicken Sie in der Mendleiste auf PCR Setup — Start
PCR Setup (PCR-Setup — PCR-Setup starten).
Wechseln Sie alternativ zurlick auf den Startbildschirm
und klicken Sie auf die Schaltflache Start PCR Setup
(PCR-Setup starten).

¢ Wahlen Sie den zu startenden PCR-Setup-Lauf
aus, um die Eluatplatte und Reagenzien aus dem
ausgewahlten PCR-Setup-Lauf anzuzeigen.

Setup-Laufs

* Bereiten Sie die PCR-Reagenzien vor:

o \ergewissern Sie sich, dass die zu verwendenden
Master und Kontrollen aus demselben Kit-Lot
stammen und nicht abgelaufen sind.

o Tauen Sie die erforderliche Anzahl an Master- und
Kontroll-Réhrchen auf, vortexen Sie sie kurz und
zentrifugieren Sie sie ab.

«  Wenn die Eluatplatte versiegelt ist, zentrifugieren Sie
die Platte kurz ab und entsiegeln Sie sie vorsichtig.

* Klicken Sie in der Meniileiste auf Start Run (Lauf
starten).

* Lassen Sie sich von dem Dialogfenster Loading
(Laden) leiten und beladen Sie das Gerat
entsprechend.

* Bestatigen Sie die Meldung Loading complete

(Beladung abgeschlossen) mit OK oder warten Sie
10 Sekunden.

Das System fiihrt den PCR-Setup-Lauf nun automatisch
aus.

7. Beenden des PCR- « \Vergewissern Sie sich, dass die Beladungsplattform
leer ist, und bestdtigen Sie das Dialogfenster Run
finished (Lauf beendet) mit OK.

+ Befolgen Sie die Anweisungen im Dialogfenster
Maintenance (Wartung) und bestatigen Sie mit OK.

Setup-Laufs

* VerschlieBen und lagern Sie die Komponenten des
AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5, die
wiederverwendet werden konnen.

« Lassen Sie sich die Ergebnisse des PCR-Setup-Laufs
anzeigen, um sich von der erfolgreichen Verarbeitung
aller Proben zu tiberzeugen.
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Schritt Handlung

8. Versiegeln der PCR- - Versiegeln Sie die PCR-Platte mit PCR-
Platte Plattenversiegelungsfolie.

9. Starten des PCR-Laufs « Schalten Sie den CFX96™ DW Dx, den verbundenen
Computer und den Monitor ein.

« Starten Sie die CFX Manager™ Dx Software.
- Offnen Sie den CFX96™ DW Dx.

e Zentrifugieren Sie die PCR-Platte ab und setzen Sie
sie in den CFX96™ DW Dx ein.

* Wahlen Sie in der Menlleiste File — Open — LIMS
File... (Datei — Offnen — LIMS-Datei...).

¢ Scannen Sie den Barcode der PCR-Platte mit dem
Hand-Barcodescanner.

* SchlieRen Sie den CFX96™ DW Dx.

* Klicken Sie auf die Schaltflache Start Run (Lauf
starten), um den PCR-Lauf zu starten. Benennen und
speichern Sie die Datei fiir den PCR-Lauf.

Der CFX96™ DW Dx fiihrt den PCR-Lauf nun automatisch
aus.

10. Aufteilen der Assays + Teilen Sie alle Assays innerhalb des PCR-Laufs in
zur individuellen Analyse getrennte Well-Gruppen auf.

(G EINA e g e Gehen Sie fur jede Well-Gruppe separat wie folgt vor:
und Interpretieren der *« Nehmen Sie bei allen Wells Baseline-Korrekturen fiir
Ergebnisse des PCR-Laufs alle verwendeten Detektionskanéle vor.

* SchlieBen Sie Wells mit irregularen PCR-Signalen
aus.

* Legen Siedie Schwellenwerte fiir alle Detektionskanale
entsprechend den Kontrollen fest.

« SchlieRen Sie Wells mit ungtiltigen Daten aus.

¢ Generieren Sie die LIMS-Ergebnisdatei fir den Export
der Ergebnisse in das LIMS.

¢ Generieren Sie den Ergebnisbericht fir die manuelle
Ergebnisinterpretation.
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Die Lagerung der Eluate unter falschen Bedingungen kann zum Abbau
der Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und/oder Influenza-A(H1N1)
pdm09-Virus-Zielsequenzen fiihren und die Leistungsfahigkeit des
Produkts beeintrachtigen.

7.6.2 Programmierung eines AltoStar® Laufs

Detaillierte Anweisungen fur das Starten eines AltoStar® Laufs finden Sie in
den Gebrauchsanweisungen fiir das AltoStar® Purification Kit 1.5, die AltoStar®
Connect Software und den AltoStar® AM16. Die spezifischen Einstellungen fir
die Verwendung in Kombination mit dem AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 sind nachfolgend aufgefuhrt:

* PC und NTC werden ausgewahit.

» Das erforderliche Probenvolumen betragt 500 pl zuziglich des Totvolumens
des jeweiligen Probenrdhrchens (siehe Kapitel 7.1 Probenvolumen und 7.2
Probenrdhrchen).

» Das erforderliche Eluat-Volumen fiir das AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 betragt 10 pl.

» Achten Sie darauf, dass die korrekte Version des Assay-Protokolls fiir den
Lauf verwendet wird. Informationen zu der aktuellen Version des Protokolls
finden Sie in Kapitel 16. Assay-Protokoll fiir die AltoStar® Connect Software
und Informationen zur LIMS-Integration. Das jeweilige Assay-Protokoll ist
in dem dort dargestellten 2D-Barcode verschliisselt. Informationen zum
Import des Aufreinigungs- und des Assay-Protokolls in die AltoStar® Connect
Software finden Sie in der entsprechenden Gebrauchsanweisung.

Verwenden Sie keine andere Version des Assay-Protokolls als jene, die
auf dem 2D-Barcode in dieser Gebrauchsanweisung angegeben ist.
Die Verwendung einer falschen Version des Assay-Protokolls kann die
Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen.
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7.6.3 Starten eines PCR-Setup-Laufs

1. Wahlen Sie in der Meniileiste PCR Setup — Start PCR Setup (PCR-Setup
— PCR-Setup starten) aus. Rufen Sie alternativ erneut den Startbildschirm
der AltoStar® Connect Software auf und klicken Sie auf die Schaltflache Start
PCR Setup (PCR-Setup starten). Der Bildschirm Start PCR Setup Run (PCR-
Setup-Lauf starten) wird angezeigt.

Die programmierten PCR-Setup-Laufe werden in der Tabelle Programmed PCR
Setup Runs (Programmierte PCR-Setup-Laufe) auf der linken Seite des Bildschirms
angezeigt.

2. Wabhlen Sie den zu startenden PCR-Setup-Lauf in der Tabelle Programmed
PCR Setup Runs (Programmierte PCR-Setup-Laufe) aus.

* Die in dem ausgewahlten PCR-Setup-Run enthaltenen Proben werden in
der Tabelle oben auf der rechten Seite des Bildschirms angezeigt [Samples
in selected PCR Setup Run (Proben im ausgewahlten PCR-Setup-Lauf)].

+ Die fir den ausgewahlten PCR-Setup-Lauf erforderlichen Kontrollen
werden in der Tabelle rechts mittig auf dem Bildschirm angezeigt [Controls
in selected PCR Setup Run (Kontrollen im ausgewahlten PCR-Setup-
Lauf)].

» Die Anzahl der erforderlichen Master-Réhrchen fiir den ausgewahlten PCR-
Setup-Lauf wird in der Tabelle rechts unten auf dem Bildschirm angezeigt
[Required master tubes for the selected PCR Setup Run (Bendétigte Master-
Réhrchen flr das ausgewahlte PCR-Setup)].

Die Anzahl der priorisierten Proben in einem PCR-Setup-Lauf wird in
3 der Spalte No. of prioritized Samples (Anzahl priorisierter Proben)
1 angezeigt. Fiihren Sie PCR-Setup-Laufe mit priorisierten Proben zuerst
aus, um eine schnellstmogliche Verarbeitung priorisierter Proben zu
erreichen.

Bevor Sie in der Mentileiste auf die Schaltflache Start Run (Lauf starten) klicken,
mussen Sie die erforderlichen Reagenzien vorbereiten, wie im Kapitel 7.6.3.1
Vorbereiten von Reagenzien fiir einen PCR-Setup-Lauf beschrieben. Wurde die
Eluatplatte fir den ausgewahlten PCR-Setup-Lauf zur Lagerung versiegelt, bereiten
Sie diese, wie in der Gebrauchsanweisung fiir das AltoStar® Purification Kit 1.5
beschrieben, vor.
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7.6.3.1 Vorbereiten von Reagenzien fiir einen PCR-Setup-Lauf

1. Tauen Sie die erforderlichen Kontrollen und die bendtigte Anzahl an Master-
Rohrchen bei Raumtemperatur (max. +30 °C) vollstandig auf.

2. Durchmischen Sie die Proben durch leichtes Vortexen.

3. Zentrifugieren Sie die Réhrchen kurz ab, um etwaige Tropfen aus dem Deckel
zu entfernen.

Werden die Produktkomponenten nach dem Auftauen nicht oder
nicht ausreichend zentrifugiert, kann es zu einer Kontamination der
Komponenten mit Reagenzienriickstdnden am Deckel kommen, was
die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen kann.

7.6.3.2 Beladen des AltoStar® AM16 fiir einen PCR-Setup-Lauf

Detaillierte  Informationen zum Beladungsprozess finden Sie in den
Gebrauchsanweisungen fir den AltoStar® AM16 und die AltoStar® Connect
Software.

1. Klicken Sie in der Menileiste des Bildschirms Start PCR Setup Run (PCR-
Setup-Lauf starten) auf die Schaltflache Start Run (Lauf starten), um das
Dialogfenster Loading (Laden) anzuzeigen.

Im Dialogfenster Loading (Laden) werden eine Visualisierung des Decks des
AltoStar® AM16 im oberen Bereich und eine Tabelle mit den Tragern, den jeweiligen
Spuren fiir die einzelnen Trager auf dem Deck des AltoStar® AM16, dem auf
die einzelnen Trager zu ladenden Material und Kommentaren beziglich der
Tragerbeladung angezeigt.
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Wahlen Sie zur Visualisierung der Position eines Elements auf dem
Trager und der Position des Tragers auf dem Deck des AltoStar® AM16
die entsprechende Tabellenzeile im Dialogfenster Loading (Laden) aus.

Die Position des Elements und seines Tragers wird wie folgt visualisiert:

- Hervorhebung in Rot in der Visualisierung des Geratedecks

- Auf dem AltoStar® AM16 durch blinkende Beladungslichter Gber der
Spur, auf der der ausgewahlte Trager zu platzieren ist

2. Beladen Sie die jeweils geeigneten Trager mit dem erforderlichen Material, der
vorbereiteten Eluatplatte und den vorbereiteten Reagenzien.

Tauschen Sie nur vollstandig leere 1.000-pl-Spitzenracks gegen
vollsténdig befiillte 1.000-pl-Spitzenracks auf dem Spitzentrager aus.

Tauschen Sie nur vollstandig leere 300-ul-Spitzenracks gegen vollstiandig
befiillte 300-ul-Spitzenracks auf dem Spitzen- und Plattentrager aus.

1

Das Austauschen von Spitzenracks, die nicht vollstandig leer sind,
sowie das Austauschen einzelner Spitzen kann zu Problemen bei der
automatischen Spitzenverwaltung und somit zu Laufabbrichen fiihren.

Platzieren Sie die erforderliche Eluatplatte so, dass sich Well A1 auf der
linken Seite der schwarzen Plattenposition befindet.

Platzieren Sie eine PCR-Platte so, dass sich Well A1 auf der linken Seite
der Plattenposition mit der silbernen Front befindet.

Beladen Sie fiir jeden Assay des PCR-Setup-Laufs einen Réhrchentrager
24 mit einem ungebrauchten Mischréhrchen.

Driicken Sie die R6hrchen auf dem Trager vorsichtig bis zum Tragerboden
nach unten und drehen Sie die Rohrchen so, dass die Réhrchenbarcodes
durch das Tragerfenster sichtbar sind.

Beladen Sie den Reagenzréhrchentrager 32 mit den Assay-Komponenten,
die fur den PCR-Setup-Lauf benétigt werden.

Driicken Sie die Rohrchen auf dem Trager vorsichtig bis zum Tragerboden
nach unten und drehen Sie die Rohrchen so, dass die Rohrchenbarcodes
durch das Tragerfenster sichtbar sind.
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1 Die Reihenfolge der einzelnen Réhrchen in den Tragern ist beliebig.

Das Volumen der geladenen Komponenten wird vor der Verarbeitung

nicht durch das System Uberprift. Nicht ausreichende Komponenten-
1 Volumina verhindern ein erfolgreiches PCR-Setup fiir den betroffenen
Assay.

[ ] Wird ein PCR-Setup-Lauf gestartet, wahrend sich die Deckel noch auf
1 den Réhrchen befinden, kann dies zum Abbruch des Laufs wahrend der
Verarbeitung fihren.

3. Beladen Sie die Trager so, dass sich der Trager-Barcode auf der Riickseite
rechts befindet.

4. Setzen Sie die beladenen Trager in die entsprechenden Spuren zwischen
dem vorderen und dem hinteren Gleitblock der Beladungsplattform ein und
positionieren Sie sie so, dass sie die Stopphaken an der anderen Seite der
Beladungsplattform berihren.

Werden die Trager ber die Stopphaken hinaus geschoben, kann das
Gerat beschadigt und der Beladungsprozess beeintrachtigt werden.

5. Achten Sie darauf, dass sich Spitzenabwurfblech und Spitzenabfallbehalter
an der richtigen Position befinden und dass der Behalter mit einem neuen
Abfallbeutel versehen ist.

6. Klicken Sie im Dialogfenster Loading (Laden) auf OK, um mit dem
Beladungsprozess fortzufahren.
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o Wenn Sie auf Cancel (Abbrechen) klicken, wird der PCR-Setup-Lauf
abgebrochen, kann aber erneut gestartet werden (siehe Kapitel 7.6.3
Starten eines PCR-Setup-Laufs).

Der AltoStar® AM16 zieht die Trager in das Gerat ein und fiihrt eine Barcode-
Verifizierung durch.

Das AltoStar® AM16 verifiziert automatisch folgende Punkte:

- Den korrekten Typ und die korrekte Position der geladenen Trager

- Die korrekte Identitat und Position der geladenen Elemente auf den
® Tragern

1 - Die Lotibereinstimmung der Komponenten der einzelnen AltoStar®
Assay Kits

- Dass keine der geladenen AltoStar® Assay-Komponenten abgelaufen
sind
- Die korrekte Position des Spitzenabwurfblechs

Kommt es bei einer dieser Uberpriifungen zu einem Fehler, wird dem Benutzer
eine Fehlermeldung mit einer genauen Problembeschreibung und entsprechenden
AbhilfemalRnahmen angezeigt. Weitere Informationen zum Umgang mit Fehlern
finden Sie in der Gebrauchsanweisung der AltoStar® Connect Software.

3 Werden die Positionen von Komponenten nach dem Einzug des Tragers
in das Gerat geandert, kann es zum Abbruch des PCR-Setup-Laufs
und/oder zu Schaden am Gerat kommen.

Wenn alle Uberpriifungen abgeschlossen sind, wird das Dialogfeld Loading
complete (Beladung abgeschlossen) angezeigt.
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7. Bestatigen Sie das Dialogfeld Loading complete (Beladung abgeschlossen),
indem Sie auf OK klicken oder warten Sie 10 Sekunden auf den automatischen
Start des Prozesses.

o Wenn Sie auf Cancel (Abbrechen) klicken, wird der PCR-Setup-Lauf
1 abgebrochen, kann aber erneut gestartet werden (siehe Kapitel 7.6.3
Starten eines PCR-Setup-Laufs).

Der PCR-Setup-Lauf wird gestartet und ohne Benutzerinteraktion durchgefiihrt.

7.6.3.3 Wahrend des PCR-Setup-Laufs

Bis zum Abschluss des PCR-Setup-Laufs sind keine weiteren Benutzerinteraktionen
erforderlich. Der Bildschirm Processing Status (Prozess-Status) wird angezeigt.
Dort werden der Status des PCR-Setup-Laufs sowie die geschatzte verbleibende
Dauer angegeben.

o Schieben oder Ziehen an den Tragern oder an der Tir des AltoStar®
AM16 wahrend eines PCR-Setup-Laufs kann zum Abbruch des Laufs
fuhren.

7.6.4 Fertigstellung des PCR-Setup-Laufs

Nach Abschluss des PCR-Setup-Laufs wird das Dialogfenster Run finished (Lauf
beendet) angezeigt.

1. Stellen Sie sicher, dass die Beladungsplattform leer ist.

2. Bestatigen Sie das Dialogfenster Run finished (Lauf beendet), indem Sie auf
OK klicken.

Die Trager werden vom AltoStar® AM16 entladen. Achten Sie darauf, das Gerat
beim Entladen der Trager nicht zu behindern.

Nach dem Entladen wird das Dialogfenster Maintenance (Wartung) angezeigt.
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3. Befolgen Sie die Anweisungen im Dialogfenster Maintenance (Wartung).

In der Tabelle des Dialogfensters wird die Anzahl der Reaktionen in den Master-
Réhrchen angezeigt, die nicht im PCR-Setup-Lauf verwendet wurden.

4. Wird nun direkt ein weiterer PCR-Setup-Lauf mit der derzeit geladenen
Eluatplatte gestartet, kann die Eluatplatte unversiegelt in der Tragerposition
bleiben. Ist dies nicht der Fall, so versiegeln Sie die Eluatplatte und lagern Sie
sie ein. Weiterflihrende Informationen finden Sie in der Gebrauchsanweisung
des AltoStar® Purification Kit 1.5.

- Die Eluate in der Eluatplatte sind bei Raumtemperatur (max. +30 °C)
1 nach Abschluss des Aufreinigungslaufs bis zu 4 Stunden lang stabil.

5. VerschlieRen Sie Reagenzrohrchen mit geeigneten unbenutzten Deckeln.

um eine Kontamination der Reagenzien zu vermeiden, da dies die

: Verwenden Sie die Deckel der Rohrchen nicht mehr als einmal,
Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen kann.

6. Bewahren Sie Reagenzien zur Wiederverwendung gemaf der Beschreibung
in Kapitel 4.2 Handhabung auf.

7. Entsorgen Sie die gebrauchten Materialien (siehe Kapitel 10. Entsorgung).

8. Bestatigen Sie das Dialogfenster Maintenance (Wartung) mit einem Klick auf
OK.

7.6.4.1 Ergebnisse des PCR-Setup-Laufs

Die Ergebnisse des PCR-Setup-Laufs werden in der AltoStar® Connect Software
gespeichert.

1. Klicken Sie in der Meniileiste auf PCR Setup — PCR Setup Results (PCR-
Setup — PCR-Setup-Ergebnisse), um den Ergebnisbildschirm aufzurufen.
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Auf dem Bildschirm Results (Ergebnis) wird eine Tabelle mit allen Proben angezeigt,
die im letzten PCR-Setup-Lauf verwendet wurden sowie eine Spalte Status (Status)
auf der rechten Seite, der zu entnehmen ist, ob das PCR-Setup fiir eine bestimmte
Probe vollstandig durchgefiihrt wurde (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Ergebnisse des PCR-Setup-Laufs

Status (Status) Ergebnis des PCR-Setup-Laufs

» Das Eluat wurde im PCR-Setup-Lauf erfolgreich verarbeitet.

e Der resultierende RT-PCR-Mix kann direkt flir einen PCR-Lauf
verwendet werden.

» Das Eluat wurde nicht erfolgreich verarbeitet.

» Der betreffende RT-PCR-Mix wird in der nachfolgenden PCR-
Analyse automatisch ausgelassen.

2. Klicken Sie zum Anzeigen der Ergebnisse vorheriger PCR-Setup-Laufe in der
Menlleiste auf die Schaltflache Load (Laden), wahlen Sie den gewtnschten
PCR-Setup-Lauf aus der Liste im angezeigten Dialogfenster Load Results
(Ergebnisse laden) aus und klicken Sie auf OK.

Die AltoStar® Connect Software generiert automatisch 3 Ergebnisdateien des PCR-
Setup-Laufs:

* Eine LIMS-Datei (.xml), um detaillierte Informationen zum PCR-Setup-Lauf
einschlief3lich der Ergebnisse an das LIMS weiterzuleiten

e Ein Bericht (.pdf) mit detaillierten Informationen zum PCR-Setup-Lauf
einschliel3lich der Ergebnisse zu Dokumentationszwecken

* Eine Cycler-Datei (.plrn) zur automatischen Programmierung des CFX96™
DW Dx

Diese Dateien werden am in den Systemeinstellungen angegebenen Speicherort
der AltoStar® Connect Software abgelegt.
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Die Ergebnisdateien von PCR-Setup-Laufen kénnen erneut generiert

werden, indem Sie den entsprechenden PCR-Setup-Lauf laden und auf
die Schaltflache Create LIMS File (LIMS-Datei erstellen) klicken, um

1 die LIMS-Datei zu erstellen, auf Create Report (Report erstellen), um
den Bericht zu erstellen und auf Create Bio-Rad Cycler File (Bio-Rad
Cyclerdatei erstellen), um die Cycler-Datei zu erstellen.

7.6.5 Versiegelung der PCR-Platte

Nach Abschluss des PCR-Setup-Laufs muss die PCR-Platte mit PCR-
Plattenversiegelungsfolie versiegelt werden. Es wird empfohlen, den AltoStar® Plate
Sealer [4s3™ Semi-Automatic Sheet Heat Sealer (4titude)] oder den PX1 PCR
Plate Sealer (Bio-Rad) zu verwenden. Die Eignung anderer als der empfohlenen
Plattenversiegler muss vom Benutzer evaluiert werden.

Gehen Sie bei Verwendung eines der empfohlenen Plattenversiegler wie folgt vor:

1. Schalten Sie den Plattenversiegler ein und vergewissern Sie sich, dass sich
der Plattenadapter nicht in dem Schubfach befindet.

2. \Vergewissern Sie sich, dass am Plattenversiegler folgende Einstellungen
vorgenommen wurden:

Tabelle 6: Einstellungen des Plattenversieglers

Plattenversiegler Einstellungen

Temperatur [°C] Zeit [s]
AltoStar® Plate Sealer

[4s3™ Semi-Automatic 170 2
Sheet Heat Sealer (4titude)]

PX1 PCR Plate Sealer
(Bio-Rad)

175 3

3. Warten Sie, bis die eingestellte Temperatur erreicht ist. Dies kann einige
Minuten dauern.
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4,
5.

Platzieren Sie die PCR-Platte auf dem Plattenadapter des Plattenversieglers.

Legen Sie die PCR-Plattenversiegelungsfolie so auf die PCR-Platte, dass der
Aufdruck ,THIS SIDE UP* (diese Seite nach oben) zu lesen ist. Achten Sie
darauf, dass alle Wells der PCR-Platte mit Folie bedeckt sind und dass kein
Well durch den Schriftzug verdeckt ist.

. Wird der Plattenversiegler bedient, ohne dass sich der Plattenadapter

mehr funktioniert. Kontaktieren Sie in diesem Fall den technischen

1 im Schubfach befindet, kann dies dazu fiihren, dass der Versiegler nicht

Support von altona Diagnostics (siehe Kapitel 12. Technischer Support).

Wenn die PCR-Plattenversiegelungsfolie oder der Rahmen nicht
ordnungsgemal platziert wurden, bleibt die Folie beim Versiegeln
maoglicherweise an der Heizplatte innerhalb des Plattenversieglers

1 haften. Dies flhrt dazu, dass der Versiegeler nicht mehr funktioniert.

6.

Lassen Sie in diesem Fall, oder falls der Versiegelungsschritt ohne PCR-
Plattenversiegelungsfolie eingeleitet wurde, den Plattenversiegler auf
Raumtemperatur herunterkiihlen und kontaktieren Sie den technischen
Support von altona Diagnostics (siehe Kapitel 12. Technischer Support).

Befestigen Sie den Versiegelungsrahmen auf der Oberseite, um die
Versiegelungsfolie nach unten zu driicken.

Offnen Sie das Schubfach, indem Sie die Schaltfliche Operate (Bedienen)*/
[&** driicken.

Platzieren Sie den Zusammenbau bestehend aus dem Plattenadapter, der
PCR-Platte, der PCR-Plattenversiegelungsfolie und dem Versiegelungsrahmen
im Plattenversiegler und driicken Sie auf die Schaltflache Operate (Bedienen)*/
[&**,

Das Schubfach schlief3t sich automatisch, fiihrt den Versiegelungsschritt tiber
den eingestellten Zeitraum aus und 6ffnet sich automatisch wieder.

. Nehmen Sie die versiegelte PCR-Platte und den Plattenadapter aus dem

Plattenversiegler und schlieRen Sie den Plattenversiegler, indem Sie auf die
Schaltflache Close (Schlief3en)*/ [&F* driicken.

* AltoStar® Plate Sealer [4s3™ Semi-Automatic Sheet Heat Sealer (4titude)]
**PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad)
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7.6.5.1 Stabilitat des PCR-Mix

Nach Abschluss des PCR-Setup-Laufs bleibt der RT-PCR-Mix in der versiegelten
PCR-Platte bei Raumtemperatur (max. +30 °C) noch 30 Minuten stabil.

Uberschreiten Sie nicht die maximale Aufoewahrungszeit fiir den PCR-
Mix. Dies kann die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen.

7.6.6 Starten eines PCR-Laufs

Der PCR-Lauf wird auf einem CFX96™ DW Dx durchgefiihrt und von der CFX
Manager™ Dx Software gesteuert.

1. Schalten Sie den CFX96™ DW Dx, den verbundenen Computer und den
Monitor ein.

2. Starten Sie die CFX Manager™ Dx Software.

3. Wahlen Sie in der Mendleiste der CFX Manager™ Dx Software File — Open
— LIMS File... (Datei — Offnen — LIMS-Datei...) aus, um das Dialogfenster
Open LIMS File (LIMS-Datei 6ffnen) zu 6ffnen.

4. \ergewissern Sie sich im Dialogfenster Open LIMS File (LIMS-Datei 6ffnen),
dass der Cursor unten auf dem Bildschirm in dem Feld File name (Dateiname)
blinkt. Ist dies nicht der Fall, klicken Sie in das Feld File name (Dateiname).

5. Scannen Sie den PCR-Platten-Barcode mit dem Hand-Barcodescanner,
um die richtige LIMS-Datei automatisch auszuwahlen und zu 6&ffnen. Das
Dialogfenster Run Setup (Lauf-Setup) wird angezeigt.

[ Alle fur den Start des PCR-Laufs erforderlichen Parameter werden unter
Verwendung der Cycler-Datei automatisch von der AltoStar® Connect
Software an den CFX96™ DW Dx ubertragen.

6. Klicken Sie auf die Schaltflache Open Lid (Deckel 6ffnen) im Dialogfenster
Run Setup (Lauf-Setup), um den Deckel des CFX96™ DW Dx zu 6ffnen.
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7. Zentrifugieren Sie die versiegelte PCR-Platte kurz ab, um sicherzustellen,
dass sich die gesamte Flissigkeit am Boden der Wells befindet.

8. Setzen Sie die versiegelte PCR-Platte in den Heizblock des CFX96™ DW Dx
ein. Dabei weist Well A1 zur linken Seite.

9. SchlielRen Sie den CFX96™ DW Dx per Klick auf die Schaltflache Close Lid
(Deckel schlieRen) im Dialogfenster Run Setup (Lauf-Setup).

10. Starten Sie den PCR-Lauf, indem Sie auf die Schaltflaiche Start Run (Lauf
starten) im Dialogfenster Run Setup (Lauf-Setup) klicken.

7.6.6.1 Wahrend des PCR-Laufs

Bis zum Abschluss des PCR-Laufs sind keine Benutzerinteraktionen erforderlich.
Das Dialogfenster Run Details (Laufdetails) wird angezeigt. Dort werden der Status
des PCR-Laufs sowie die geschatzte verbleibende Dauer angegeben.

Wird der Deckel des CFX96™ DW Dx durch Bedienung der
3 entsprechenden Taste auf der Deckelvorderseite oder durch Klicken
1 auf die Schaltflache Open Lid (Deckel 6ffnen) im Dialogfenster Run
Details (Laufdetails) wahrend eines PCR-Laufs geoffnet, wird der Lauf
abgebrochen und alle Ergebnisse sind damit ungiltig.

Nach Abschluss des PCR-Laufs wird das Fenster Data Analysis (Datenanalyse)
angezeigt, in dem die Amplifikationskurven, das Platten-Layout und die Ergebnisse
dargestellt sind.

7.6.6.2 Zuordnung von Assays zu Well-Gruppen

Im AltoStar® Workflow werden ein bis mehrere PCR-Assays gleichzeitig auf einer
PCR-Platte verarbeitet. Jeder Assay muss jedoch durch den Benutzer entsprechend
der Gebrauchsanweisung fiir den jeweiligen Assay separat analysiert werden.

Daher muss der Benutzer alle Assays auf einer PCR-Platte in der CFX Manager™
Dx Software separaten Well-Gruppen zuordnen.
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1. Klicken Sie im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) auf die Schaltflache
Plate Setup (Platten-Setup) in der Menuleiste und wahlen Sie View/Edit Plate
(Platte anzeigen/bearbeiten) aus. Das Dialogfenster Plate Editor (Platten-
Editor) wird angezeigt (siehe Abbildung 1).

Plate Editor - L111572.pltd a X
File Settings Editing Tools ?
&l £ Scan Mode | All Channels ) Wel Gruups. & Trace Styles... Plate Loading Guide _
1 2 3 4
Select Fuorophores...
NTC Unk Unk @
Influenza A HEV
Internal Contro Internal Contro
A Influenza A HIN1pdm03 Sample Type >
Influenza B uenza B
NTC | 1152012349912 Sample 7 | 00000007 Sample 10 | 00000010
AltoStar Influenza Screen & Type AltoStar Influenza Screen & Type AltoStar HEW RT-PCR Kit 1.5 Tammet Name
Pos Unk o :
Influenza A Influenza A s
B Influenza A HIN1pdm09 nfluenza A H1IN1pdm09 z Tones
Influenza B Influenza B
nfluenza PC | 115119012004 Sample & | 00000008 none>
AltoStar Influenza Sereen & Type. AltoStar Influenza Screen & Type -
unk C
Influenza A Snenss
! s <
Cc Influenza A HIN1pdm09
Influenza B Loa Sample Name

Sample 1 | 00000001 NTC | 1262012345912

AltoStar Infusnza Seresn & Type. AltoStar HEV RT-PCR Kit 1.5 <none>
Unk I  s.d

fluenza A HEV
Internal Control
D Influenza A HIN1pdm09 -
Influenza B none>
‘Sample 2 | 00000002 HEV Q51 | 126038051910
AoStar Influsnza Screen & Type AltoStar HEV RT-PCR Kit 1 5
Unk
Influenza A HEV Loa Replicate #
E Influenza A HIN1pdm09 1 <
Influenza B
Sample 3 | 00000003 HEV 0S2 | 126038051910 slicate Sede
AltoStar Influenza Screen & Type AltoStar HEV RT-PCR Kit 1.5
Unkc :
Influenza A HEV ﬂ Experiment Settings...
Internal Control
F Influenza A HIN1pdm09

z?] Clear Replicate

Influenza B
Sample 4 | 00000004

HEV Qs3 | 126038051910

AltoStar Influenza Screen & Type. AltoStar HEV RT-PCR Kit 1.5 Clear Wells
R
[ HEV [ Exclude Wells in Analysis
G
Influenza B
Sample 5 | 00000005 HEV 054 | 126038051910
AltoStar Influenza Screen & Type AltoStar HEV RT-PCR Kit 1.5
Unk Unkc
Influenza A
Internal Control
H Influenza A HIN1pdm03
Influenza B
Sample & | 0000000 Sample 9 | 00000003
AltoStar Influenza Screen & Type AltoStar HEV RT-PCR Kit 1.5
I3 i |
e oK Cancel
Plate Type: BR Whie @) Target Name (O Concentration [ Sample [] Wel Group ] Biological Set  [] Well Note

Abb. 1: Dialogfenster Plate Editor (Platten-Editor)

2. Klicken Sie im Dialogfenster Plate Editor (Platten-Editor) auf Well Groups...
(Well-Gruppen...) in der Menlleiste. Das Dialogfenster Well Groups Manager
(Well-Gruppen-Manager) wird angezeigt (siehe Abbildung 2).

Klicken Sie auf die Schaltflache Add (Hinzuftigen).

4. Geben Sie den Namen des ersten Assays in das Textfeld ein.
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5. Wahlen Sie alle Wells im Bereich der PCR-Platte aus, die zum ersten Assay
gehdren (siehe Abbildung 2). Die Wells, die zu einem bestimmten Assay
gehoren, lassen sich im Dialogfenster Plate Editor (Platten-Editor) anhand des
Eintrags im Feld Biological Set (biologische Gruppe) ermitteln.

Well Groups Manager X

Add |AltcStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit 1.5 v Delete

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

>
<
=]
=

5
o

mon

(=]

m

“
g

x

@

Unk

ok || cancal |

Abb. 2: Dialogfenster Well Groups Manager (Well-Gruppen-Manager)

6. Wiederholen Sie die Schritte 3-5 flr alle Assays auf der PCR-Platte.

7. Bestatigen Sie die Zuweisung der Well-Gruppe, indem Sie auf OK klicken.
Das Dialogfenster Well Groups Manager (Well-Gruppen-Manager) wird
geschlossen.

8. SchlieRen Sie das Dialogfenster Plate Editor (Platten-Editor), indem Sie auf
OK klicken.

9. Bestatigen Sie die Ubernahme der Anderungen mit einem Klick auf Yes (Ja).
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7.6.7 PCR-Datenanalyse

Die Ergebnisse aller Assays (Well-Gruppen) auf der PCR-Platte sind in der in
Abbildung 3 dargestellten Reihenfolge zu analysieren.

Auswahl der Well-Gruppe des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5

Analyse gemiR dieser Gebrauchsanweisung durchfiihren

Baseline-Korrektur
fur die Detektionskanale FAM™ (Influenza-A-Virus), VIC™ (IC), ROX™ [Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus]
und Cy5 (Influenza-B-Virus)

Ausschluss aller Wells mit irrequléaren PCR-Signalen
(z. B. linearer Signalanstieg, Signalspitzen etc.)

Einstellung der Schwellenwerte
fur die Detektionskanile FAM™ (Influenza-A-Virus), VIC™ (IC), ROX™ [Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus]

und Cy5 (Influenza-B-Virus) gemaR der Kontrollen

Ausschluss aller Wells, die keine giiltigen Daten enthalten
gemaR Laborspezifikationen und den Angaben in dieser Gebrauchsanweisung

Die Ergebnisinterpretation wird vom Die Ergebnisinterpretation wird vom
LIMS durchgefiihrt Benutzer manuell durchgefiihrt

Export von PCR-Ergebnissen als LIMS- Export von PCR-Ergebnissen als Bericht
Ergebnisdatei (.pdf)
(.csv)

Ergebnisauswertung
(2. B. Berechnung von Probenkonzentrationen)

Auswahl des nachsten zu analysierenden Assays (Well-Gruppe)

Abb. 3: PCR-Datenanalyse-Prozess
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Achten Sie darauf, im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) die Well Group (Well-
Gruppe) des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 auszuwahlen.
Klicken Sie dazu auf das Dropdown-Menl Well Group (Well-Gruppe) rechts neben
der Schaltflache Well Group (Well-Gruppe) (siehe Abbildung 4) in der Menlileiste.
Verwenden Sie nicht die ,All Wells* (Alle Wells) Well Group (Well-Gruppe). Die
Auswahl in Abbildung 4 wird als allgemeine Beispielansicht verwendet.

Achten Sie vor dem Analysieren der Ergebnisse darauf, dass die Well-Gruppe des
AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 alle Wells des AltoStar® Influenza
Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 enthalt und keine Wells von anderen Assays.

-
g || Al Wells v |

AltoStar Influenz
AltoStar HEV k

Abb. 4: Schaltflache und Dropdown-Menu Well Group (Well-Gruppe)

° . .
1 Die zusammengefasste Analyse von mehr als einem Assay kann zu

fehlerhaften Ergebnissen flihren.

Berucksichtigung aller klinischen Befunde und Laborbefunde zu

: Wie bei jedem diagnostischen Test sind die Ergebnisse unter
interpretieren.
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7.6.7.1 Baseline-Korrektur

Die von der CFX Manager™ Dx Software verwendeten Baseline-Einstellungen
mussen eventuell fiir einzelne Wells des Assays [Well Group (Well-Gruppe)], die

Gegenstand der Analyse sind, korrigiert werden.

1.

Achten Sie darauf, im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) die Well Group
(Well-Gruppe) des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5
auszuwahlen. Klicken Sie dazu auf das Dropdown-Menu Well Group (Well-
Gruppe) rechts neben der Schaltflache Well Group (Well-Gruppe) (siehe
Abbildung 4) in der Menlileiste.

Setzen Sie links im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) nur im
Kontrollkéastchen neben FAM fiur den Detektionskanal der Influenza-A-Virus-
Zielsequenz ein Hakchen.

Klicken Sie in der Menlleiste des Fensters Data Analysis (Datenanalyse)
auf Settings — Baseline Threshold... (Einstellungen — Baseline-
Schwellenwert...), um das Dialogfenster Baseline Threshold (Baseline-
Schwellenwert) zu 6ffnen (siehe Abbildung 5).

Klicken Sie einmal auf das Symbol ¢ in der Uberschrift der Spalte Baseline
End (Baseline-Ende), um die Tabelle nach aufsteigenden Baseline End
(Baseline-Ende) Werten zu ordnen.
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5. Wabhlen Sie alle Zeilen mit einem Baseline End (Baseline-Ende) Wert zwischen
1 und 9 aus (siehe Abbildung 5).

Baseline Threshold (]
Baseline Cycles
) Auto Calculated
@ User Defined Bold indicates a changed value.
Baseline Baseline v
Wel O Fuor 0_ R o. g n::
1 A0l FAM 3 4
2 |BO2 FAM 3 4
3 B0 FAM 3 4
4 |co2 FAM 3 9| §
5 |Co1 FAM 3 23 |7
6 D02 FAM 3 25
7 |(D0 FAM 3 26
8 G0 FAM 3 27
9 FO1 FAM 3 27
10 |E02 FAM 3 28
11 EN FAM 3 28
All Selected Rows:  Begin: |3 & End: a8 B
Single Threshold h
@ Auto Calculated: 998,84
() User Defined: 998.84
[ ok ][ cencel ]
&

Abb. 5: Dialogfenster Baseline Threshold (Baseline-Schwellenwert)

6. Setzen Sie den Wert im Feld End: (Ende:) fur die ausgewahlten Zeilen auf 45
(siehe Abbildung 5).

7. Bestéatigen Sie die Einstellungen, indem Sie auf OK klicken.

8. Entfernen Sie links im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) das Hakchen aus
dem Kontrollkastchen neben FAM und setzen Sie nur das Hakchen in dem
Kontrollkastchen neben VIC fir den Ziel-Detektionskanal der IC.

9. Wiederholen Sie die Schritte 3—7 fir die Detektionskanale VIC™ (IC), ROX™
[Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus] und Cy5 (Influenza-B-Virus).
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7.6.7.2 Ausschluss irregularer PCR-Signale

Gliltige Ergebnisse kénnen nur aus PCR-Signalen abgeleitet werden, die frei von
Signalartefakten sind. Solche Artefakte kénnen beispielsweise durch Kontamination
oder Blaschen im RT-PCR-Mix verursacht werden. PCR-Signale, die Signalartefakte
enthalten, missen vom Nutzer ausgeschlossen werden.

1. Achten Sie darauf, im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) die Well Group
(Well-Gruppe) des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5
auszuwahlen. Klicken Sie dazu auf das Dropdown-MenU Well Group (Well-
Gruppe) rechts neben der Schaltflache Well Group (Well-Gruppe) (siehe
Abbildung 4) in der Menlileiste.
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2,

Identifizieren Sie Wells mit irreguléaren PCR-Signalen (lineare Signalzunahme,
Signalspitzen usw.) in den Detektionskandlen FAM™ (Influenza-A-Virus-
Ziel), VIC™ (IC), Cy5 (Influenza-B-Virus-Ziel) und ROX™ [Influenza-A(H1N1)
pdm09-Virus-Ziel] (siehe Abbildung 6).

a Data Analysis - L111572.pcrd

a| AltoStar Influe |

(7] Quantiication QuartiicaﬁonDala Gene Expression (298] End Point [E] Allelic Discrimination

File View Settings Export Tools & plate setup -

9000
8000 4§

Amplification EI

7000 4
6000 4
5000 4

RFU

4000 3
3000 4
2000 4
1000 *-

0 10 20 30 40

Completed | | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Abb. 6: Fenster Data Analysis (Datenanalyse): irregulares PCR-Signal
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3. Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf jedes der betroffenen Wells und
wahlen Sie Well... — Exclude from Analysis (Well... — Von der Analyse
ausschlief3en) (siehe Abbildung 7).

z Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools Plate Setup ~

2 [ osorne |
(@ awertication [f8] Quantiicaion Data ] Gene Expression 98] End ot [1Z] Ateic Discrminaton

Amplification El

[ Y I I I
1 Y I I I
Tl
[ ) I I I
O
[ Welet ] viewomy T [ |

Copy Remove from View

Completed | Copy as Image Set Color...
s Exclude from Analysis

Print Selection...

Abb. 7: Fenster Data Analysis (Datenanalyse): Well von der Analyse ausschlieRen

53



AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5

4. Das ausgewahlte Well wird von der Analyse ausgeschlossen. Fur dieses Well
werden keine Ergebnisse generiert (siehe Abbildung 8).

ﬁ Data Analysis - L111572.perd

File View Settings Export Tools %Pla‘te Setup =

2 [tosrioe |

(@] auenthcaion [ Quantiication Data ] Gene Bxpression [E98] End Pont 1] Alehc Discrminaton

Amplification

5000
2000 7
FOOO L.... ool

6000 4
5000 3

RFU

4000 5
3000 J
2000 3
1000 %-

Completed | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Abb. 8: Fenster Data Analysis (Datenanalyse): ausgeschlossenes Well
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7.6.7.3 Festlegen von Schwellenwerten

Die Schwellenwerte fir die Detektionskanale FAM™ (Influenza-A-Virus-Ziel), VIC™
(IC), Cy5 (Influenza-B-Virus-Ziel) und ROX™ [Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-Ziel]
missen durch den Benutzer entsprechend den Signalen der Kontrollen manuell
eingegeben werden.

1. Achten Sie darauf, im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) die Well Group
(Well-Gruppe) des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5
auszuwahlen. Klicken Sie dazu auf das Dropdown-MenU Well Group (Well-
Gruppe) rechts neben der Schaltflache Well Group (Well-Gruppe) (siehe
Abbildung 4) in der Menlileiste.
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2. Setzen Sie links im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) nur im
Kontrollkéstchen neben VIC fiir den Detektionskanal der IC ein Hakchen

(siehe Abbildung 9).

e Data Analysis - L111572.perd

File View Settings Export Tools Plate Setup'lg‘|
(@] auartication [(8] Quanthication Dete  gj{] Gene Expression [E88] End Point [FZ] Atk Discimination

Amplification El

5000
5000
4000 -
& 3000 .
2000

1000 ]

[ i
4] 10 20 30 40
Cycles [] Log Scale

|I:|Fm Fvc Jrox o5

Completed | || Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Abb. 9: Fenster Data Analysis (Datenanalyse): Festlegen des VIC™ Schwellenwerts
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3. Wahlen Sie in der Platten-Ansicht des Fensters Data Analysis (Datenanalyse)
nur das Well fir die NTC aus (siehe Abbildung 9).

4. Ziehen Sie den Schwellenwert in den Exponentialbereich des NTC-Signals
(siehe Abbildung 9).

- Die NTC enthalt das IC-Template, das ein IC-Signal in einem gultigen
1 NTC-Well auslost.

5. Entfernen Sie links im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) das Hakchen
aus dem Kontrollkastchen neben VIC und setzen Sie das Hakchen im
Kontrollkastchen neben FAM flir den Detektionskanal der Influenza-A-Virus-
Zielsequenz (siehe Abbildung 10).
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e Data Analysis - L111572.perd

file View Settings Export Tools &, plate Setup'la‘|
(@] auartticaton [{8] Quantication Dete  g(j{] Gene Expression [E88] End Point [T Atk Discimination

Amplification El

2000
2000 4
T000 J
&000 3
5000 1
= 2000 4
3000 4
2000 3

1000 4

03 >
] 10 20 30 40

|IZFAM Ovc Jrox o5

N I
ook | NN I Y Y I I I
I N A O

Completed | || Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Abb. 10: Fenster Data Analysis (Datenanalyse): Festlegen des FAM™ Schwellenwerts

6. Wahlen Sie nur die Wells mit der NTC und der PC in der Platten-Ansicht des
Fensters Data Analysis (Datenanalyse) aus (siehe Abbildung 10).

7. Ziehen Sie den Schwellenwert deutlich tiber das Signal der NTC hinaus in den
exponentiellen Bereich des Signals der PC (siehe Abbildung 10).
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8. Entfernen Sie zur Auswahl des Detektionskanals fur die Influenza-B-Virus-
und die Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-Zielsequenz das Hakchen aus dem
Kontrollkéstchen fir FAM links im Fenster Data Analysis (Datenanalyse),
setzen Sie das Hakchen bei Cy5 bzw. ROX und wiederholen Sie die Schritte
6und?7.

7.6.8 Giultigkeit von PCR-Ergebnissen

7.6.8.1 Ausschluss von Wells mit ungiiltigen Daten

Wells, die keine glltigen Daten enthalten, missen durch den Benutzer von der
Generierung der Ergebnisse ausgeschlossen werden.

1. Achten Sie darauf, im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) die Well Group
(Well-Gruppe) des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5
auszuwahlen. Klicken Sie dazu auf das Dropdown-Menu Well Group (Well-
Gruppe) rechts neben der Schaltflache Well Group (Well-Gruppe) (siehe
Abbildung 4) in der Menlileiste.

2. |Identifizieren Sie alle Wells mit ungtiltigen Daten. Ein Well ist ungltig, wenn
mindestens eine der folgenden Bedingungen zutrifft:
a) Der gesamte Lauf ist unglltig (siehe Kapitel 7.6.8.2 Giltigkeit
diagnostischer PCR-Laufe).

b) Die Daten fur das Well erflllen nicht die Kontrollbedingungen fur ein
glltiges Ergebnis (siehe Kapitel 7.6.8.3 Giiltigkeit der Ergebnisse fiir eine
Probe).
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3. Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf jedes Well, das ungiiltige Daten
gemal den Kapiteln 7.6.8.2 Giiltigkeit diagnostischer PCR-Laufe bis 7.6.8.3
Gliltigkeit der Ergebnisse fir eine Probe enthalt und wahlen Sie Well... —
Exclude from Analysis (Well... — Von der Analyse ausschliefen) (siehe

Abbildungen 11 und 12).

s Data Analysis - L111572.perd

File View Settings Export Tools &, piate setup - ‘ @ “
Quantication |7 quantication Data | Gene Expression End Point [12] Allelic Discrimination

Amplification EI

| Completed | || Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Abb. 11: Fenster Data Analysis (Datenanalyse): ungliltiges Well
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s Data Analysis - L111572.perd

File View Settings Export Tools I'-'Iate Setup ~

s ‘ AltoStar Influe ~ ‘

(] quanttcation () quantfication Data gfi[| Gene Expression [228] End Pont [TZ] Alelic Discrmination

Amplification EI

6000 A

5000 4

4000

e 3000 4

2000 4

1000 1

Cycles D Log Scale

OFfm Mwvic [JRox [Jcys

View Only

Remove from View

Copy as Image Set Color...

Print...
Print Selection...

Export to Excel...
Export to CSV...
Export to Xml...

Well Labels

Abb. 12: Fenster Data Analysis (Datenanalyse): unglltiges Well von der Analyse
ausschlieRen

Das ausgewahlte Well wird von der Analyse ausgeschlossen. Fir dieses Well
werden keine Ergebnisse generiert.
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7.6.8.2 Gultigkeit diagnostischer PCR-Laufe

Ein diagnostischer PCR-Lauf ist giiltig, wenn die folgenden Kontrollbedingungen
erfullt sind:

Tabelle 7: Kontrollbedingungen fir einen gultigen PCR-Lauf

Kontrolle Detektionskanal

ROX™
[Influenza-
A(H1N1)pdm09-
Virus-Ziel]

FAM™ Cy5

(Influenza-A- (Influenza-B- VIC™ (IC)

Virus-Ziel) Virus-Ziel)

Nicht anwendbar

+

Ein diagnostischer PCR-Lauf ist ungiiltig, wenn:

» Der Lauf nicht abgeschlossen wurde.

* Mindestens eine der Kontrollbedingungen fiir einen glltigen diagnostischen
PCR-Lauf nicht erflllt ist.

SchlieRen Sie bei einem ungultigen diagnostischen PCR-Lauf alle Wells von
der Analyse aus und wiederholen Sie den AltoStar® Lauf unter Verwendung der
urspriinglichen Proben.

7.6.8.3 Giiltigkeit der Ergebnisse fiir eine Probe

Das Ergebnis fiir eine spezifische Probe ist ungiiltig, wenn die Signale in den
Detektionskandlen VIC™ (IC), FAM™ (Influenza-A-Virus-Ziel), Cy5 (Influenza-B-
Virus-Ziel) und ROX™ [Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-Ziel] negativ sind (siehe
Tabelle 8). Tritt ein ungliltiges Ergebnis fir eine Probe auf, schlielen Sie das Well
von der Analyse aus und wiederholen Sie den Test mit der urspriinglichen Probe
oder entnehmen Sie eine neue Probe und testen Sie diese.
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Tabelle 8: Gliltigkeit des Ergebnisses

Detektionskanal

FAM™ Cy5™ ROX™ Giiltigkeit des
Infl -A i
(Influenza-A- | (Influenza-B- (ﬁ:N:';':;OQ VIC™ (IC) Ergebnisses
Virus-Ziel) Virus-Ziel) Virusr:Ziel]
. Gltiges
Ergebnis
_ o Gliltiges
Ergebnis
Gltiges
Ergebnis
Gliltiges
Ergebnis
_ _ _ _ Ungiiltiges
Ergebnis

* Eine Detektion der IC ist nicht erforderlich, wenn die Influenza-A-Virus- und/oder die
Influenza-B-Virus- und/oder die Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-Zielsequenz detektiert
wird. Eine hohe Konzentration an Influenza-A-Virus- und/oder Influenza-B-Virus- und/oder
Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-RNA kann zu einem reduzierten oder ausbleibenden Signal
der IC flhren.
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7.6.9 Export von PCR-Ergebnissen zur automatischen
Ergebnisinterpretation

Um die Ergebnisse eines PCR-Laufs einem verbundenen LIMS zur automatischen
Ergebnisinterpretation zur Verfigung zu stellen, mussen diese als LIMS-
Ergebnisdatei (.csv) exportiert werden.

1. Achten Sie darauf, im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) die Well Group
(Well-Gruppe) des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5
auszuwahlen. Klicken Sie dazu auf das Dropdown-MenU Well Group (Well-
Gruppe) rechts neben der Schaltflache Well Group (Well-Gruppe) (siehe
Abbildung 4) in der Menlileiste.

2. Vergewissern Sie sich, dass alle Schritte des Analyseprozesses (siehe
Kapitel 7.6.7.1 Baseline-Korrektur bis 7.6.8.1 Ausschluss von Wells mit
ungliltigen Daten) fir die Well-Gruppe des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 abgeschlossen wurden.

3. Klicken Sie in der Menlileiste des Fensters Data Analysis (Datenanalyse)
auf Export — Export All Data Sheets (Exportieren — Alle Datenblatter
exportieren), um das Dialogfenster Browse For Folder (Ordner suchen) zu
offnen.

4. Geben Sie im Dialogfenster Browse For Folder (Ordner suchen) den
Speicherort fiir die zu generierenden LIMS-Ergebnisdateien an und klicken Sie
auf OK.

Die LIMS-Integration muss gemal den Spezifikationen von altona

Diagnostics umgesetzt werden. Informationen zur LIMS-Integration
finden Sie in Kapitel 16. Assay-Protokoll fiir die AltoStar® Connect

1 Software und Informationen zur LIMS-Integration und/oder kontaktieren
Sie den technischen Support von altona Diagnostics (siehe Kapitel 12.
Technischer Support).
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Werden die Ergebnisse von mehr als einem Assay (Well-Gruppe) aus
einem PCR-Lauf in demselben Ordner gespeichert, so werden die LIMS-

1 Ergebnisdateien des ersten Assays (der ersten Well-Gruppe) mit den

LIMS-Ergebnisdateien des zweiten Assays (der zweiten Well-Gruppe)
Uberschrieben. In diesem Fall konnen die LIMS-Ergebnisdateien des
ersten Assays (der ersten Well-Gruppe) erneut exportiert werden.

7.6.10 Export von PCR-Ergebnissen zur manuellen

Ergebnisinterpretation

Wenn die Ergebnisse nicht zur automatischen Ergebnisinterpretation an ein LIMS

weitergeleitet werden, muss die Ergebnisinterpretation manuell durch den Benutzer

vorgenommen werden. Zu diesem Zweck missen die Analyseergebnisse fir jeden

Assay (jede Well-Gruppe) in Form eines Berichts exportiert werden.

3.

Achten Sie darauf, im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) die Well Group
(Well-Gruppe) des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5
auszuwahlen. Klicken Sie dazu auf das Dropdown-Menli Well Group (Well-
Gruppe) rechts neben der Schaltflache Well Group (Well-Gruppe) (siehe
Abbildung 4) in der Menlileiste.

Setzen Sie links im Fenster Data Analysis (Datenanalyse) Hakchen in den
Kontrollkastchen fir VIC, FAM, ROX und Cy5.

Vergewissern Sie sich, dass alle Schritte des Analyseprozesses (siehe
Kapitel 7.6.7.1 Baseline-Korrektur bis 7.6.8.1 Ausschluss von Wells mit
ungliltigen Daten) fir die Well-Gruppe des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 abgeschlossen wurden.

Klicken Sie in der Menlleiste des Fensters Data Analysis (Datenanalyse)
auf Tools — Reports... (Tools — Berichte...), um das Dialogfenster Report
(Bericht) zu 6ffnen.

65



AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5

5. Achten Sie darauf, dass oben links im Dialogfenster Report (Bericht)
mindestens die folgenden Inhalte ausgewahlt sind (siehe Abbildung 13):

] Header
Report Information
LI Notes

[ Run Setup

1 Run Information
Protocol

{"] Plate Display
EAqQuantification

1 Analysis Settings
L[] Amplification Chart
A Standard Curve Chart
_{]Data

[ Gene Expression - Bar Chart
A Analysis Settings
Chart

Target Names
—/]Sample Names

—] Data

L[] Target Stability

Abb. 13: Dialogfenster Report (Bericht)

6. Wahlen Sie weitere Inhalte fiir den Bericht aus oder ab, indem Sie die
entsprechenden Kontrollkastchen aktivieren oder deaktivieren.

7. Klicken Sie in der Menlileiste des Dialogfensters Report (Bericht) auf File —
Save As... (Datei — Speichern unter...), um das Dialogfenster Save Report
(Bericht speichern) zu 6ffnen.

8. Geben Sie im Dialogfenster Save Report (Bericht speichern) den Namen und
den Speicherort der zu generierenden Berichtsdatei an und klicken Sie auf
Save (Speichern).
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7.6.10.1 Manuelle Interpretation der Ergebnisse

1. Offnen Sie die Berichtsdatei, die fiir die Well-Gruppe des AltoStar® Influenza
Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 generiert wurde (siehe Kapitel 7.6.10 Export
von PCR-Ergebnissen zur manuellen Ergebnisinterpretation).

2, Beachten Sie die Tabelle Quantification Data (Quantifizierungsdaten) im Bericht
(siehe Abbildung 14). Die Tabelle enthalt 4 Zeilen fir jedes Sample (Probe) —
je eine flir das Target (Ziel) Influenza A, Influenza B und Influenza A (H1N1)
pdm09 sowie eine fir das Target (Ziel) Internal Control (Interne Kontrolle).

Quantification Data

WellFluoff Target |Content] Sample iological Set Name Cq [Cq Mean|Cq Std. Dev|Well Note]
A01| Cy5 | Influenza B NTC NTC | 115119012004 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit) N/A [ 0.00 0.000

BO1| CyS Influenza B | Pas Ctrl Influenza PC | 115119012004 Altostar Influenza Screen & Type RT-PCRKit|31 38| 31.38 0.000

B02| Cy5 | Influenza B Unkn Sample 8 | 00000008 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit[33.41| 33.41 0.000 qualitative
C01[ Cy5 | InfluenzaB | Unkn Sample 1| 00000001 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCR Kit| N/A | 0.00 0,000 |qualitative
DO1[ Cy5 | InfluenzaB | Unkn Sample 2 | 00000002 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit| N/A | 0.00 0.000 | qualitative
£01] Cy5 | InfluenzaB | Unkn Sample 3 | 00000003 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit] N/A | 0.00 0000 |qualitative
FO1| Cy5 | Influenza B Unkn Sample 4 | 00000004 Altostar Influenza Screen & Type RT-PCRKit| N/A | 0.00 0.000 qualitative
HO1| Cy5 | Influenza B Unkn Sample 6 | 00000006 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit| N/A | 0.00 0.000 qualitative
AO01|FAM |  influenza A NTC NTC| 115119012004 Altostar Influenza Screen & Type RT-PCRKit| N/A |  0.00 0.000

BO1|FAM| Influenza A | Pos Ctrl Influenza PC | 115119012004 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCR kit|30.07| 30.07 0.000

B02| FAM | InfluenzaA | Unkn Sample 8 | 00000008 Altostar Influenza Screen & Type RT-PCRKit| N/A |  0.00 0.000

CO1| FAM | Influenza A Unkn Sample 1| 00000001 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCR kit|29.25| 29.25 0.000 qualitative
DO1| FAM| InfluenzaA | Unkn Sample 2 | 00000002 Altostar Influenza Screen & Type RT-PCRKit| N/A |  0.00 0.000 qualitative
E01|FAM | Influenza A Unkn Sample 3 | 00000003 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit| N/A |  0.00 0.000 qualitative
FO1|FAM | Influenza A Unkn Sample 4 | 00000004 Altostar Influenza Screen & Type RT-PCR Kit| N/A 0.00 0.000 qualitative
HO1| FAM |  Influenza A Unkn Sample 6 | 00000006 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit| N/A | 0.00 0.000 qualitative
A01| ROX [Influenza AHIN1| NTC NTC | 115115012004 Altostar Influenza Screen & Type RT-PCR Kit| N/A 0.00 0.000

B01| ROX |Influenza AHIN1| Pas Ctrl Influenza PC | 115119012004 Altostar Influenza Screen & Type RT-PCR Kit, 31.52 31.52 0.000

B02 | ROX | Influenza AHIN1| Unkn Sample 8 | 00000008 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit| N/A |  0.00 0.000 qualitative
€01 | ROX |Influenza AHIN1| Unkn Sample 1] 00000001 Altostar Influenza Screen & Type RT-PCR kit| N/A | 0.00 0.000 |qualitative
D01 | ROX |Influenza AHIN1| Unkn Sample 2 | 00000002 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit| N/A |  0.00 0.000 qualitative
EO01 | ROX | Influenza AHIN1| Unkn Semple 3 | 00000003 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCR Kit| N/A |  0.00 0.000 qualitative
FO1 | ROX |Influenza AHIN1| Unkn Sample 4 | 00000004 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit|32.16] 32.16 0.000

HO1| ROX |Influenza AHIN1| Unkn Sample 6 | 00000006 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit] N/A | 0.00 0.000 q

AD3| VIC |internal Control] NTC NTC | 115119012004 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit[24 91| 24 91 0.000

B02| VIC |internal Control| Unkn Sample 8 | 00000008 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCR Kit[25.30|  25.30 0.000 q

€01 VIC |Internal Control| Unkn Sample 1| 00000001 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCR Kit|25 34| 2534 0.000

D01 VIC |Internal Control| Unkn Sample 2 | 00000002 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit|25.45| 25.45 0.000 q

E01| VIC |Internal Control| Unkn Sample 3 | 00000003 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCR Kit|25 27| 2527 0.000

FO1| VIC |internal Control| Unkn Sample 4 | 00000004 AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCRKit[25.38| 25.38 0.000 q

HO1| VIC |Internal Control| Unkn Sample 6 | 00000006 Altostar Influenza Screen & Type RT-PCR Kit|25 40| 25 40 0.000

Abb. 14: Bericht: Quantification Data (Quantifizierungsdaten)

Qualitative Ergebnisse werden mit dem Begriff qualitative (qualitativ) in der Spalte
Well Note (Well-Hinweis) der Tabelle Quantification Data (Quantifizierungsdaten)
gekennzeichnet.

3. Identifizieren Sie alle Zeilen mit dem Target (Ziel) Influenza A, Influenza B
oder Influenza A (H1N1)pdm09 und dem Begriff qualitative (qualitativ) in der
Spalte Well Note (Well-Hinweis).

4. In diesen Zeilen finden Sie in der Spalte Cc| das Ergebnis des jeweiligen
Sample (Probe).
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5. Entnehmen Sie der Tabelle 9, wie die Ergebnisse zu interpretieren sind.

Tabelle 9: Ergebnisinterpretation

Schwellenwertzyklus (Cq) fur die Ziele

Influenza-A-Virus, Influenza-B-Virus und Ergebnisinterpretation
Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus.

Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- oder
1-45 Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-spezifische
RNA erkannt.

Keine Influenza-A-Virus-, Influenza-B-
Virus- oder Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-
spezifische RNA erkannt. Probe enthalt
keine nachweisbaren Mengen an Influenza-
A-Virus-, Influenza-B-Virus- oder Influenza-
A(H1N1)pdm09-Virus-spezifischer RNA.

N/A
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8. Verwendung des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 in Verbindung mit anderen Real-Time-
PCR-Geraten als dem CFX96™ Deep Well Dx System

Neben dem CFX96™ DW Dx wurde das AltoStar® Influenza Screen & Type

RT-PCR Kit 1.5 mit weiteren Real-Time-PCR-Geraten validiert (siehe Kapitel

5.3.2.2 Real-Time-PCR-Geréte). In den nachfolgenden Kapiteln 8.1 Bendtigtes,

nicht mitgeliefertes Zubehér und 8.2 Verfahren wird beschrieben, wie das AltoStar®

Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 in Verbindung mit diesen Geraten zu

verwenden ist.

8.1 Benotigtes, nicht mitgeliefertes Zubehor
Folgende Gerate und Materialien werden bendétigt:
» Allgemeine Materialien und Geréate (siehe Kapitel 7.5 Allgemeine Materialien

und Gerate)

CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad)

.

o 96-Well-PCR-Platten und Versiegelungsfolie (detaillierte Angaben in
Tabelle 2)

.

CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

o 96-Well-PCR-Platten und Versiegelungsfolie (detaillierte Angaben in
Tabelle 2)

* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)

o 0,1-ml-Strip-Tubes mit Deckeln [STRIP Tubes 0,1 ml fir Rotor-Gene®
Cycler (LTF Labortechnik) oder vergleichbares Material]

* QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System und ABI Prism® 7500 SDS (Applied
Biosystems)

o 96-Well-PCR-Platten und Versiegelungsfolie [MicroAmp™  Optical

96-Well Reaction Plate und MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied
Biosystems) oder vergleichbares Material]
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» LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

o 96-Well-PCR-Platten und Versiegelungsfolie [LightCycler® 480 Multiwell
Plate 96, white und LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche) oder
vergleichbares Material]

i Es wird nicht empfohlen, andere Materialien oder Gerate zu verwenden,

als in dieser Gebrauchsanweisung angegeben.

8.2 Verfahren

8.2.1 Probenvorbereitung

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 wurde unter Verwendung
des AltoStar® AM16 in Kombination mit dem AltoStar® Purification Kit 1.5 validiert.

Alternative Systeme und Kits zur Nukleinsdure-Extraktion koénnen ebenso
geeignet sein. Der Anwender muss das Nukleinsadure-Extraktionsverfahren auf
Verwendbarkeit mit dem AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 priifen
und validieren.

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 muss in Verbindung mit
einer heterologen IC (AltoStar® Internal Control 1.5) verwendet werden, anhand
dessen sich auch das Verfahren zur Probenvorbereitung (Nukleinsdure-Extraktion)
und die nachfolgende PCR kontrollieren lassen.

¢ Wenn zur Nukleinsaure-Extraktion eine andere Methode als die Kombination
des AltoStar® AM16 mit dem AltoStar® Purification Kit 1.5 angewandt wird,
muss die IC wahrend des Lyseschritts der Nukleinsaure-Extraktion zugegeben
werden.

» Die IC istimmer dem Probe/Lysepuffer-Gemisch zuzugeben.

» Das hinzuzufligende Volumen an IC hangt immer und ausschlie3lich von dem
jeweiligen Elutionsvolumen ab. Es betragt immer 50 % des Elutionsvolumens.
Soll zum Beispiel die Nukleinsdure mit 60 pl Elutionspuffer oder Wasser
eluiert werden, sind je Probe 30 pl der IC zu dem Probe/Lysepuffer-Gemisch
zuzugeben.
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Die Lagerung der Eluate unter falschen Bedingungen kann zum Abbau
der Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und/oder Influenza-A(H1N1)
pdm09-Virus-Zielsequenzen fiihren und die Leistungsfahigkeit des
Produkts beeintrachtigen.

8.2.2 Master Mix Ansatz

Alle Komponenten des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 und alle
Proben missen vollstandig aufgetaut, gemischt (durch Auf- und Abpipettieren oder
vorsichtiges Vortexen) und vor der Verwendung kurz zentrifugiert werden. Setzen
Sie den Master Mix entsprechend dem folgenden Pipettierschema an:

Tabelle 10: Pipettierschema (Master Mix Ansatz)

Anzahl der Reaktionen

(rxns)
Master A 5l 60 pl
Master B 15 pl 180 pl
Master Mix Volumen 20 ul 240 pl

Verwenden Sie fur den Master Mix Ansatz keine anderen Volumina an
A Master A und Master B als in dieser Gebrauchsanweisung angegeben.
Dies kann die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen.

Werden die Produktkomponenten nach dem Auftauen nicht oder
nicht ausreichend zentrifugiert, kann es zu einer Kontamination der
Komponenten mit Reagenzienriickstanden am Deckel kommen, was
die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen kann.
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8.2.3 Reaktionsansatz

1.

Pipettieren Sie 20 pl des Master Mix in jedes erforderliche Well einer
geeigneten optisch klaren 96-Well-PCR-Platte oder eines geeigneten optisch
klaren Reaktionsréhrchens.

Flgen Sie jeweils 10 ul der Probe (Eluat aus der Nukleinsaure-Extraktion) oder
10 ul der Kontrollen (PC oder NTC) hinzu.

Tabelle 11: Pipettierschema (Reaktionsansatz)

Reaktionsansatz

Master Mix 20 pl
Probe oder Kontrolle 10 pl
Gesamtvolumen 30 pl

Achten Sie darauf, dass bei jedem Lauf mindestens 1 PC sowie 1 NTC
verwendet werden.

Mischen Sie die Proben und die Kontrollen griindlich mit dem Master Mix,
indem Sie auf- und abpipettieren.

VerschlieRen Sie die 96-Well-PCR-Platte mit PCR-Plattenversiegelungsfolie
und die Reaktionsréhrchen mit passenden Deckeln (siehe Kapitel 8.1
Bendtigtes, nicht mitgeliefertes Zubehdr).

Zentrifugieren Sie die 96-Well-PCR-Platte in einer Zentrifuge mit einem Rotor
fur Mikrotiterplatten 30 Sekunden lang bei etwa 1.000 x g (ca. 3.000 UPM).

Nach Abschluss des PCR-Setups bleibt der PCR-Mix bei Raumtemperatur
(max. +30 °C) noch 30 Minuten stabil.

é Uberschreiten Sie nicht die maximale Aufbewahrungszeit fir den

PCR-Mix. Dies kann die Leistungsfahigkeit des Produkts beeintrachtigen.
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Vertauschen Sie wahrend des PCR-Setups oder des Transfers in
das PCR-Instrument keine Proben oder Proben-IDs. Dies kann zu
falschpositiven oder falschnegativen Ergebnissen durch inkorrekte
Zuordnung der Proben flihren.

8.2.4 PCR-Lauf

8.2.4.1 Programmierung des Real-Time-PCR-Gerdtes

Grundlegende Informationen zur Einrichtung und Programmierung der
unterschiedlichen Real-Time-PCR-Gerate finden Sie in der Gebrauchsanweisung
des jeweiligen Gerats.

FUr detaillierte Anweisungen zur Programmierung beztglich der Verwendung des
AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 in Verbindung mit verschiedenen
Real-Time-PCR-Geraten kontaktieren Sie den technischen Support von altona
Diagnostics (siehe Kapitel 12. Technischer Support).

8.2.4.2 Einstellungen fiir den Lauf

Geben Sie die folgenden Grundeinstellungen ein:

Tabelle 12: Einstellungen fir den Lauf

Einstellungen

Reaktionsvolumen 30 pl
Heizrate Default
Passive Referenz* Keine

* Falls erforderlich
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Geben Sie die folgenden Fluoreszenz-Detektionskanale (Farbstoffe) ein:

Tabelle 13: Fluoreszenz-Detektionskanale

Ziel Detektorname Reporter Quencher
Influenza A Influenza A FAM™ (Ohne)
Influenza B Influenza B Cy5 (Ohne)
Influenza A (H1N1)pdm09 Influenza A ROX™ (Ohne)
(H1N1)pdm09
Interne Kontrolle Internal Control JOE™ (Ohne)

Geben Sie Informationen zum Temperaturprofil und zur Fluoreszenzmessung wie
folgt ein:

Tabelle 14: Temperaturprofil und Fluoreszenzmessung

Phase Wiederho- oG Temperatur
lungen [°C]

Reverse Halten 1 - 55 20:00
Transkription

Denaturierung Halten 1 - 95 02:00

- 95 00:15

Amplifikation Cycling 45 Ja 515 00:45

- 72 00:15

Verwenden Sie keine anderen PCR-Bedingungen als in dieser
A Gebrauchsanweisung angegeben. Dies kann die Leistungsfahigkeit des
Produkts beeintrachtigen.
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8.2.5 Datenanalyse

Grundlegende Informationen zur Datenanalyse auf den einzelnen Real-Time-PCR-
Geraten finden Sie in der Gebrauchsanweisung des jeweiligen Real-Time-PCR-
Gerats.

Detaillierte Anweisungen zur Analyse der mit dem AltoStar® Influenza Screen &
Type RT-PCR Kit 1.5 an den einzelnen Real-Time-PCR-Geraten generierten Daten
erhalten Sie auf Anfrage beim technischen Support von altona Diagnostics (siehe
Kapitel 12. Technischer Support).

Die Kriterien fur die Gultigkeit diagnostischer PCR-Laufe sowie fur die
Ergebnisinterpretation, unabhangig von dem verwendeten Real-Time-PCR-Gerét,
sind in den Kapiteln 7.6.8.2 Glltigkeit diagnostischer PCR-Laufe bis 7.6.8.3
Gliltigkeit der Ergebnisse fir eine Probe, in Kapitel 7.6.10.1 Manuelle Interpretation
der Ergebnisse sowie in Tabelle 9 beschrieben.

von den Angaben in dieser Gebrauchsanweisung abweichen, da dies

C Verwenden Sie flur die Datenanalyse keine Kontroll-Einstellungen, die
zu fehlerhaften IVD-Ergebnissen fuhren kann.

Berlcksichtigung aller klinischen Befunde und Laborbefunde zu

C Wie bei jedem diagnostischen Test sind die Ergebnisse unter
interpretieren.
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9. Leistungsdaten

Die Leistung des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 wurde unter
Verwendung von handelstiblichem Influenza-A-Virus-Material (Influenza A H3N2,
Stamm  Wisconsin/67/05), Influenza-A(H1N1)pdmO09-Virus-Material  (Stamm
A/NY/02/2009) und Influenza-B-Virus-Material (Stamm Florida/04/06) bewertet.

9.1 Atemwegsabstriche

9.1.1 Analytische Sensitivitat

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze (limit of detection, LoD) wurde eine
Verdinnungsreihe von handelsublichem Influenza-A-Virus-Material (Influenza A
H3N2, Stamm Wisconsin/67/05), Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-Material (Stamm
A/NY/02/2009) und Influenza-B-Virus-Material (Stamm  Florida/04/06) in
universellem Transportmedium (UTM®, Copan) mit kiinstlichem Nasensekret
[5 % w/v Mucin, 5 % v/v Blut, 0,8 % v/v NaCl (95 %ige Losung) und 0,00002 %
w/v _humane genomische DNA (510k-Antrag fur BD MAX™ MRSA XT-Assay;
Zugangsnummer: K133605)] von 2,00E+03 Kopien/ml bis 1,00E+01 Kopien/ml
angesetzt.

Fir jede Verdinnung wurden 8 Replikate in 3 separaten Laufen getestet
(Gesamtanzahl n = 24 je Verdiinnung), wofir Kombinationen aus folgenden
Produkten eingesetzt wurden:

* 3 Lots AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5
+ 3 Lots AltoStar® Purification Kit 1.5

+ 3 Lots AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 AltoStar® AM16 Gerate

+ 3 CFX96™ DW Dx Gerate

Die Daten aus samtlichen Laufen wurden zusammengefiihrt und einer Probit-
Analyse unterzogen, um den LoD-Wert von 95 % zu bestimmen.
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Tabelle 15: PCR-Ergebnisse zur Berechnung der analytischen Sensitivitat des AltoStar®
Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 fir Influenza-A-Virus

Konzentration

[Kopien/ml] N [gesamt] N [positiv] Trefferquote [%]
2,00E+03
____
7,50E+02
____
2,50E+02
____
5,00E+01
____
1,00E+01

Die LoD des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 fiir den Nachweis
von Influenza-A-Virus in UTM® betragt 370 Kopien/ml (95 % Vertrauensintervall:
243-693 Kopien/ml).
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Tabelle 16: PCR-Ergebnisse zur Berechnung der analytischen Sensitivitat des AltoStar®
Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 fir Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus

Konzentration

[Kopien/ml] N [gesamt] N [positiv] Trefferquote [%]
2,00E+03
____
7,50E+02
____
2,50E+02
____
5,00E+01
____
1,00E+01

Die LoD des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 fiir den Nachweis
von Influenza-A(H1N1)pdmQ09-Virus in UTM® betragt 241 Kopien/ml (95 %
Vertrauensintervall: 156—475 Kopien/ml).
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Tabelle 17: PCR-Ergebnisse zur Berechnung der analytischen Sensitivitat des AltoStar®
Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 fir Influenza-B-Virus

Konzentration

[Kopien/ml] N [gesamt] N [positiv] Trefferquote [%]
2,00E+03 24 24 100
1,00E+03 24 24 100
7,50E+02 24 24 100
5,00E+02 24 22 92
2,50E+02 24 21 88
1,00E+02 24 17 71
5,00E+01 24 10 42
2,50E+01 24 6 25
1,00E+01 24 4 17

Die LoD des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 fiir den Nachweis
von Influenza-B-Virus in UTM® betragt 478 Kopien/ml (95 % Vertrauensintervall:
306-922 Kopien/ml).

9.1.2 Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitét des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 ist
durch die sorgfaltige Auswahl der Oligonukleotide (Primer und Sonden) gesichert.
Die Oligonukleotide wurden per Sequenzabgleich gegen die verdffentlichten
Sequenzen Uberprift, um sicherzustellen, dass alle relevanten Influenza-A-Virus-,
Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-Genotypen detektiert
werden.

Zur Uberpriifung der analytischen Spezifitit des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 wurden die nachfolgenden Experimente durchgefihrt (siehe Kapitel
9.1.2.1 Negativproben bis 9.1.2.3 Kreuzreaktionen).
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9.1.2.1 Negativproben

40 Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-
negative Atemwegsabstrich-Proben von Einzelspendern wurden mit dem AltoStar®
Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 getestet. Alle (40 von 40) Proben waren
negativ fir Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdmO09-
Virus-spezifische RNA und positiv firr die IC. Die analytische Spezifitat des AltoStar®
Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 fir Atemwegsabstrich-Proben betragt
=95 %.

9.1.2.2 Storende Substanzen

Zur Bewertung des Einflusses potentiell stdrender exogener Substanzen auf die
Leistung des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 wurden ausgewahlte
Substanzen in UTM® mit klnstlichem Nasensekret angereichert. Diese Proben
enthielten auBerdem Influenza-A-Virus, Influenza-B-Virus und Influenza-A(H1N1)
pdm09-Virus in Konzentrationen von je 3 x LoD gemal dem fir jeden Stamm
bestimmten Wert [1,11E+03 Kopien/ml fur Influenza-A-Virus, 1,43E+03 Kopien/ml
fur Influenza-B-Virus und 7,23E+02 Kopien/ml fir Influenza-A(H1N1)pdmQ9-Virus].
Proben ohne Influenza-Virus wurden ebenfalls getestet

Die Ergebnisse fur Proben mit potentiell storenden Substanzen wurden mit den
Ergebnissen verglichen, die mit UTM® ohne angereicherte stérenden Substanzen
erhalten wurden. Jede Probe wurde in 3 Replikaten verarbeitet.

Keine Beeintrachtigungen wurden bei Proben mit erhéhten Konzentrationen
folgender Substanzen festgestellt:

» Exogene Substanzen

o Antiallergisches Nasenspray (mit Beclomethason-Dipropionat)

o Abschwellendes Nasenspray (mit Xylometazolinhydrochlorid und
Dexpanthenol)

o Mupirocin

o Zanamivir
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A\

9.1.2.3 Kreuzreaktionen

Das Vorhandensein von PCR-Inhibitoren kann zu falschnegativen oder
ungultigen Ergebnissen flhren.

Die analytische Spezifitat des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 in
Bezug auf Kreuzreaktionen mit anderen Erregern als Influenza-Virus wurde durch

Tests mit folgenden Erregern ermittelt:

» Erregern mit Verwandtschaft zu Influenza-Virus

» Erregern, die vergleichbare Symptome hervorrufen wie eine Infektion mit

Influenza-Virus

* Erregern, deren Vorhandensein im Organismus von Patienten mit einer
Influenza-Virus-Infektion wahrscheinlich ist

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 zeigte keine Kreuzreaktionen

mit den folgenden Erregern:

* Adenovirus

* Bordetella pertussis

* Bordetella parapertussis

*  Chlamydia pneumoniae

« Enterovirus

* Haemophilus influenzae

* Humanes Coronavirus 229E
* Humanes Coronavirus OC43
* Humanes Coronavirus NL63

* Humanes Metapneumovirus A
(hMPV A)
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Humanes Metapneumovirus B
(hMPV B)

Legionella pneumophila
MERS-Coronavirus
Mycoplasma pneumoniae
Moraxella catarrhalis

Respiratorisches Synzytial-Virus A
(RSV-A)

Respiratorisches Synzytial-Virus B
(RSV-B)

Rhinovirus
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» Schweres akutes respiratorisches » Schweres akutes respiratorisches
Syndrom-Coronavirus-1 Syndrom-Coronavirus-2
(SARS-CoV-1) (SARS-CoV-2)

» Streptococcus pneumoniae

Sollten die Proben andere Erreger als Influenza-A-Virus, Influenza-
B-Virus und/oder Influenza-A(H1N1)pdmQ09-Virus enthalten, kann es

A zu Kreuzreaktionen oder zu einer Konkurrenzreaktion zu Ungunsten
der Amplifikation der Zielsequenz kommen, was zu fehlerhaften 1VD-
Ergebnissen fihrt.

Einige selten auftretende Stamme des Schweinegrippevirus, z. B.
Influenza A/Parana/720/2015 (H1N2v) und Influenza A G4 EA H1N1,

A die dieselbe Matrixgen-Zielsequenz enthalten wie Influenza-A(H1N1)
pdm09-Virus, werden falschlich als Influenza-A(H1N1)pdmO09-Virus
typisiert.

Zusatzlich wurden Influenza-Viren getestet. Das AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 gab keine falschpositiven Signale im Influenza-A-Virus- und im
Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-spezifischen Detektionskanal ab, wenn Influenza-
B-Virus getestet wurde. Es waren auch keine falschpositiven Signale im Influenza-
B-Virus-spezifischen Detektionskanal zu beobachten, wenn Influenza-A-Viren
getestet wurden.

9.1.3 Reaktivitat

Die Spezifitdat des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 in Bezug
auf den Nachweis der unterschiedlichen Influenza-Virus-Stdmme wird in erster
Linie durch die Auswahl der Primer und Sonden sichergestellt. Um zu verifizieren,
dass das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 flir den spezifischen
Nachweis verschiedener Influenza-Viren geeignet ist, wurden die nachfolgend
genannten Stamme getestet (siehe Tabelle 18).

82



AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5

Tabelle 18: Getestete Stdmme von Influenza-A-Virus und Influenza-B-Virus

Detektions-
Detektions- Detektions-
kanal ROX™
kanal FAM™ kanal Cy5
Subtyp/Stamm (Influenza-A
(Influenza-A- (Influenza-B-
virusziey | HINDPAMO9- 1 5 e s Ziel)
Virus-Ziel)

Detektions-
kanal VIC™
(Interne
Kontrolle)
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Maoglicherweise auftretende Mutationen in den Zielregionen des

pdm09-Virus-Genoms, die durch in diesem Kit verwendete Primer und/

C Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und/oder Influenza-A(H1N1)

oder Sonden abgedeckt werden, kénnen dazu fihren, dass die Erreger
trotz Vorhandenseins nicht detektiert werden.

9.1.4 Prazision

Die Prazision des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 wurde anhand
eines Panels folgender Proben ermittelt:

.

1 hochpositive Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)
pdm09-Virus-Probe (5,00E+03 Kopien/ml) in UTM®

1 schwach positive Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-
A(H1N1)pdm09-Virus-Probe von 3 x LoD (1,11E+03 Kopien/ml,
1,43E+03 Kopien/ml bzw. 7,23E+02 Kopien/ml) in UTM®

1 Influenza-A-Virus, Influenza-B-Virus und Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-
negative Probe in UTM®

Jede Probe des Panels wurde in mindestens 4 Replikaten pro Lauf getestet.

Es wurden 5 Laufe an 5 verschiedenen Tagen mit Kombinationen folgender
Produkte durchgefihrt:

3 Lots AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5
3 Lots AltoStar® Purification Kit 1.5

3 Lots AltoStar® Internal Control 1.5

3 AltoStar® AM16 Gerate

3 CFX96™ DW Dx Gerate

Wiederholbarkeit (laufinterne Variabilitdt), Variabilitdét zwischen Lots und

Reproduzierbarkeit (Gesamtvariabilitat) wurden auf der Grundlage folgender Werte

ermittelt:
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* Werte des Schwellenwertzyklus (C_*) fir die hochpositiven Influenza-A-

Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-Proben (siehe
Tabelle 19)

*  Werte des Schwellenwertzyklus (C *) fur die IC in den Influenza-A-Virus-,

Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdmO09-Virus-negativen Proben
(siehe Tabelle 20)

*

Bitte beachten Sie, dass der gewahlte Term Cq mit der Bezeichnung C, aquivalent ist, die

unter Umstanden in anderen Cyclern als dem CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad)
verwendet wird.

Tabelle 19: Prazisionsdaten (CV % basierend auf C_-Werten) fur hochpositive Proben von
Influenza-A-Virus, Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus und Influenza-B-Virus in UTM®

Hochpositive Hochpositive Hochpositive
Influenza-A- Influenza-A(H1N1) Influenza-B-
Virus-Probe pdm09-Virus-Probe Virus-Probe

[CV % basierend [CV % basierend [CV % basierend
auf Cq-Werten] auf Cq-Werten] auf Cq-Werten]

0,26-1,01 0,28-1,35 0,72-2,31

1,56 0,51 1,11

1,76 0,91 1,67

Alle bei 3 x LoD getesteten Proben (schwach positive Proben) waren positiv.

Tabelle 20: Prazisionsdaten (CV % basierend auf C_-Werten) fur die IC in Influenza-A-
Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-negativen Proben

0,10-0,42

0,95

1,03
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9.1.5 Gesamtausfallrate

Die Robustheit des AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 wurde durch
Testen von 40 Influenza-A-Virus-, Influenza-B-Virus- und Influenza-A(H1N1)pdm09-
Virus-negativen Atemwegsabstrich-Proben von Einzelspendern, angereichert mit
Influenza-A-Virus, Influenza-B-Virus und Influenza-A(H1N1)pdmQ9-Virus bis zu
einer Endkonzentration von 3 x LoD (1,11E+03 Kopien/ml, 1,43E+03 Kopien/ml bzw.
7,23E+02 Kopien/ml), bewertet. Alle (40 von 40) Proben wurden im Influenza-A-
Virus-, im Influenza-B-Virus- bzw. im Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus-spezifischen
Fluoreszenzdetektionskanal (FAM™, Cy5 bzw. ROX™) positiv getestet.

9.1.6 Verschleppung

Verschleppung ist in erster Linie ein Workflow-abhangiges Risiko und unabhangig
vom verwendeten PCR-Assay. Fur den AltoStar® Workflow wurde das AltoStar®
Parvovirus B19 PCR Kit 1.5 als exemplarisches Modell eingesetzt. Eine mdgliche
Kreuzkontamination durch Verschleppung von hochpositiven Proben wurde
evaluiert, indem abwechselnd hochpositive (1,00E+07 I1U/ml) und negative
Parvovirus-B19-Proben (n = 44 pro Lauf; 2 Laufe) mit dem AltoStar® Parvovirus B19
PCR Kit 1.5 getestet wurden. Es konnte keine Verschleppung beobachtet werden,
d. h. alle Negativkontrollen fur Parvovirus B19 wurden negativ getestet.

9.1.7 Klinische Leistungsdaten

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 wurde in einer Studie
mit dem CE-gekennzeichneten RIDA®GENE Flu real-time RT-PCR (R-Biopharm
AG) verglichen. Nachtraglich wurden 193 im Rahmen der Influenza-Virus-
Routinetiberwachung gesammelte Atemwegsabstrich-Proben parallel getestet:

Das RIDA®GENE Flu real-time RT-PCR (R-Biopharm AG) wurde in Kombination mit
dem MagNA Pure® 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit (Roche) auf dem MagNA
Pure® 96 Instrument (Roche) eingesetzt.
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Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 wurde in Kombination mit
dem AltoStar® Purification Kit 1.5 und der AltoStar® Internal Control 1.5 auf dem
AltoStar® AM16 und auf dem CFX96™ DW Dx eingesetzt.

Fir die qualitative Analyse wurden alle Proben mit einem ungtltigen Ergebnis bei
mindestens einem der beiden Assays ausgeschlossen.

Die Ergebnisse fiir die 177 verbleibenden Proben sind in Tabelle 21 dargestellit.

Tabelle 21: Testergebnisse zur Bewertung der diagnostischen Sensitivitat und Spezifitat fur
Influenza-Virus in Proben aus Atemwegsabstrichen

RIDA®GENE Flu real-time RT-PCR (R-Biopharm AG)

POSITIV NEGATIV
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N o o
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L5y =
§ [ @ 2 92
S
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Die diagnostische Sensitivitdt und Spezifitat des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 fur Influenza-Virus betrugen im Vergleich mit dem RIDA®GENE Flu
real-time RT-PCR (R-Biopharm AG) 98 % bzw. 95 %.

Die Ergebnisse flr die 177 verbleibenden Proben fiir den Nachweis von Influenza-
A-Virus sind in Tabelle 22 dargestellt.
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Tabelle 22: Testergebnisse zur Bewertung der diagnostischen Sensitivitat und Spezifitat fur
Influenza-A-Virus in Proben aus Atemwegsabstrichen

RIDA®GENE Flu real-time RT-PCR (R-Biopharm AG)
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Die diagnostische Sensitivitat und Spezifitat des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 fir Influenza-A-Virus betrugen im Vergleich mit dem RIDA®GENE
Flu real-time RT-PCR (R-Biopharm AG) betrugen 100 % bzw. 99 %.

Die Ergebnisse flr die 177 verbleibenden Proben fiir den Nachweis von Influenza-
A(H1N1)pdm09-Virus sind in Tabelle 23 dargestellt.

Tabelle 23: Testergebnisse zur Bewertung der diagnostischen Sensitivitat und Spezifitat fur
Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus in Proben aus Atemwegsabstrichen

RIDA®GENE Flu real-time RT-PCR (R-Biopharm AG)
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Die diagnostische Sensitivitdt und Spezifitdt des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 fir Influenza-A(H1N1)pdm09-Virus betrugen im Vergleich mit dem
RIDA®GENE Flu real-time RT-PCR (R-Biopharm AG) betrugen 100 % bzw. 98 %.

Die Ergebnisse flr die 177 verbleibenden Proben fir den Nachweis von Influenza-
B-Virus sind in Tabelle 24 dargestellt.

Tabelle 24: Testergebnisse zur Bewertung der diagnostischen Sensitivitat und Spezifitat fur
Influenza-B-Virus in Proben aus Atemwegsabstrichen

RIDA®GENE Flu real-time RT-PCR (R-Biopharm AG)

POSITIV NEGATIV
=
S w >
5 E
(] n 59 4
c X )
N o o
S o
Sa
=~ .
iy
@ e o 2 112
S
2 z

Die diagnostische Sensitivitat und Spezifitat des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 fir Influenza-B-Virus betrugen im Vergleich mit dem RIDA®GENE
Flu real-time RT-PCR (R-Biopharm AG) jeweils 97 %.
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10. Entsorgung

Entsorgen Sie gefahrliche und biologische Abfélle in Ubereinstimmung mit den
lokalen und nationalen Vorschriften. Uberschiissige Produktkomponenten und
Abfalle durfen nicht ins Abwasser, in Wasserlaufe oder ins Erdreich gelangen.

Behandeln Sie Proben immer als infektidse und (bio-)gefahrdende
Materialien gemafy den entsprechenden Anforderungen an sicheres

A Arbeiten im Labor. Verschittetes Probenmaterial sollte sofort mithilfe
eines geeigneten Desinfektionsmittels beseitigt werden. Behandeln Sie
kontaminiertes Material als biogefahrdend.

Ubereinstimmung mit den lokalen und nationalen Vorschriften erfolgen,

C Die Entsorgung geféahrlicher und biologischer Abfélle muss in
um eine Kontamination der Umwelt zu vermeiden.

: Die PCR-Platte muss in versiegelter Form entsorgt werden, da die PCR-
1 Plattenversiegelungsfolie nicht entfernt werden kann.

11. Qualitatskontrolle

In  Ubereinstimmung mit dem nach EN ISO 13485 zertifizierten
Qualitatsmanagementsystem von altona Diagnostic GmbH wird jedes Lot des
AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 auf eine Reihe festgelegter
Spezifikationen hin getestet, um eine gleichbleibende Produktqualitdt zu
gewahrleisten.
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12. Technischer Support

Zur Inanspruchnahme von Kundenbetreuung kontaktieren Sie den technischen
Support von altona Diagnostics:

E-Mail: support@altona-diagnostics.com
Telefon: +49-(0)40-5480676-0

L Alle gravierenden Zwischenfalle im Zusammenhang mit dem Produkt
mussen altona Diagnostics und den zustéandigen Behorden lhres
Landes gemeldet werden.

13. Literatur

[1] International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Index of Viruses —
Orthomyxovirus (2019) Virus Taxonomy: Ausgabe 2018b. https://talk.ictvonline.org/
taxonomy/, letzter Zugriff am 24. Marz 2020.

[2] Kawaoka Y, ed. (2006) ,Influenza Virology: Current Topics® Caister Academic Press
ISBN 978-1-904455-06-6. https://www.caister.com/flu, letzter Zugriff am 24. Marz 2020.

[3] Bouvier NM, Palese P (2008). ,The biology of influenza viruses“ Vaccine Band.26,
Suppl. 4:D49-D53. doi:10.1016/j.vaccine.2008.07.039 PMID 19230160.

[4] Richard M, Fouchier RAM (2016) ,Influenza A virus transmission via respiratory aerosols
or droplets as it relates to pandemic potential.“ FEMS Microbiology Reviews Band 40,
Ausgabe 1:68-85. doi:10.1093/femsre/fuv039. PMID 26385895.

[5] World Health Organization (WHO) Fact sheets - ,Influenza (Seasonal)‘ 18. November
2018 https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/influenza-(seasonal), letzter
Zugriff am 24. Marz 2020.

91



AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5

14. Handelsmarken und Haftungsausschliusse

4s3™ (4titude); AltoStar® (altona Diagnostics); ABI Prism®, QuantStudio™ (Applied
Biosystems); CFX96™, CFXManager™ (Bio-Rad); UTM® (Copan); Rotor-Gene®
(QIAGEN); RIDA®GENE (R-Biopharm AG); LOINC® (Regenstrief Institute, Inc.);
LightCycler®, MagNA Pure® (Roche); FAM™, JOE™, MicroAmp™, ROX™, VIC™
(Thermo Fisher Scientific).

Eingetragene Namen, Marken usw., die in diesem Dokument verwendet werden,
sind, auch wenn sie nicht ausdrlcklich als solche gekennzeichnet sind, nicht als
gesetzlich ungeschitzt anzusehen.

Das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5 ist ein gemaf der In-vitro-
Diagnostikrichtlinie 98/79/EG des Europaischen Parlamentes und des Rates CE-
gepruftes diagnostisches Kit.

Produkt bei der FDA weder registriert noch zugelassen.
Nicht in allen Landern verfugbar.

© 2022 altona Diagnostics GmbH; alle Rechte vorbehalten.
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15. Symbole

IVD In-vitro-Diagnostikum
Global Trade Item Number
Chargennummer
Inhalt
Deckelfarbe
Produktnummer
@I Nummer
COMP Komponente

Gebrauchsanweisung beachten

Enthalt ausreichend Reagenzien flr ,n
Tests/Reaktionen (rxns)

Lagertemperatur

Verwendbar bis

Hersteller

Vorsicht

5 b Ew~ 9403

AT Materialnummer
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ED Version

Hinweis
1

Enthalt biologisches Material tierischen

Ursprungs
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16. Assay-Protokoll fiir die AltoStar® Connect Software
und Informationen zur LIMS-Integration

Der 2D-Barcode in Abbildung 15 ist fir die Installation des aktuellsten
Assay-Protokolls fiir die Verwendung des AltoStar® Influenza Screen & Type
RT-PCR Kit 1.5 auf dem AltoStar® AM16 zu verwenden. Der Barcode kann nur in
ausgedruckter Form gescannt werden. Sie kdnnen den Barcode direkt aus dem
Handbuch scannen oder ihn auf einem separaten Blatt ausdrucken. Bitte beachten
Sie, dass sich die Groflke des Ausdrucks darauf auswirkt, wie gut sich der Barcode
scannen lasst. Achten Sie darauf, die GroRe auf 100 % zu skalieren. Richten Sie
den Scanner an der roten Linie auf dem Barcode aus. Details zur Verwaltung der
Assay-Protokolle finden Sie im entsprechenden Kapitel der Gebrauchsanweisung
fur die AltoStar® Connect Software. Informationen zur LIMS-Integration finden Sie
in Tabelle 26.

AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR Kit 1.5

Checksum: DDA2AC44E080CB00A5930213EEAFFA6C370CF6FF

Abb.  15: Assay-Protokoll-Barcode fiir das AltoStar® Influenza Screen & Type RT-PCR
Kit 1.5
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Tabelle 25: Changelog fur das Assay-Protokoll

Protokollversion Aktualisierungen

1 Erste Version

Tabelle 26: Informationen fiir die LIMS-Integration

Verwendung Daten

Testauftrag (LIMS — AltoStar® AM16) AltoStar Influenza Screen & Type RT-PCR
Kit 1.5

Testergebnis (CFX96™ DW Dx — LIMS) Influenza A
Kanal 1

Testergebnis (CFX96™ DW Dx — LIMS) Influenza A (H1N1)pdm09
Kanal 3

Informationen und Support zu LOINC® (Logical Observation Identifiers Names and
Codes) finden Sie auf der Website der altona Diagnostics GmbH (www.altona-

diagnostics.com), oder kontaktieren Sie den technischen Support von altona
Diagnostics (siehe Kapitel 12. Technischer Support).
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17. Anderungshistorie
Tabelle 27: Anderungshistorie

Datum der
Kennung Ausgabe Anderungen
[Monat/Jahr]

MAN-AS0161540-
DE-S01

10/2021 Erste Veroffentlichung
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Seite absichtlich frei gelassen
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altona Diagnostics GmbH
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phone +49 40 548 0676 0
fax +49 40 548 0676 10
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www.altona-diagnostics.com
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