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Verwendungszweck

Das RespiFast RG Panel ist ein qualitativer MultiplexPCR-Test zum Nachweis und zur
Differenzierung  von 16 RNAViren,” 2 DNAViren und 4 Bakterien, welche
Atemwegsinfektionen beim Menschen auslésen kénnen. Es handelt sich um folgende Erreger:
Adenovirus, Bocavirus, Coronavirus OC43, Coronavirus 229E, Coronavirus NL63/HKUT,
humanes Metapneumovirus (hMPV), Influenza-A-Virus, Influenza-B-Virus, Influenza-A-Virus
Subtyp  HIN1pdm09,  Parainfluenzavirus ~ Typ 1,  Parainfluenzavirus  Typ 2,
Parainfluenzavirus Typ 3, Parainfluenzavirus Typ 4, Rhinovirus/Enterovirus, respiratorisches
Synzytial-Virus Typ A (RSVA), respiratorisches Synzytial-Virus Typ B (RSVB), Bordefella
pertussis, Chlamydophila  pneumoniae, legionella pneumophila und  Mycoplasma

pneumoniae.

In Verbindung mit anderen klinischen Befunden und Laborergebnissen unterstitzt das
RespiFast RG Panel die Diagnose von Atemwegsinfektionen. Ein negatives Ergebnis bedeutet
nicht unbedingt die Abwesenheit einer viralen oder bakteriellen Atemwegsinfektion; ein
negatives Ergebnis sollte nicht als alleinige Grundlage fir eine Diagnose, Behandlung oder
andere Therapieentscheidungen verwendet werden. Ein positives Ergebnis schlief3t eine
Koinfektion mit weiteren Pathogenen nicht aus. Das/die nachgewiesene/n Pathogen/e

ist/sind unter Umstanden nicht der eigentliche Krankheitsausldser.

In die endgiltige Diagnose missen andere Labortests und die Beurteilung des klinischen
Bildes einflieBen. Das Produkt ist nur zur Verwendung durch entsprechend ausgebildetes

Laborpersonal bestimmt.

" Das RespiFast RG Panel weist 16 RNA-Viren nach, differenziert dabei aber nicht zwischen Rhinovirus und Enterovirus
und nicht zwischen Coronavirus HKU1 und Coronavirus NL63.
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Zusammenfassung und Erlauterung

Akute Atemwegsinfektionen sind die haufigste akute Infektion bei Erwachsenen und Kindern.
Bei Patienten mit beeintrdchtigtem Immunsystem stellen sie ein  erhebliches
Gesundheitsproblem dar. Atemwegsinfektionen werden haufig in Infektionen der unteren
Atemwege und Infektionen der oberen Atemwege unterteilt. Beispiele fir Infektionen der
oberen Atemwege sind Rhinorrhd, Konjunktivitis, Pharyngitis, Otitis media und Sinusitis.
Beispiele fur Infektionen der unteren Atemwege sind Pneumonie, Bronchiolitis und Bronchitis.
Akute Atemwegsinfektionen kénnen sowohl durch Viren als auch durch Bakterien
hervorgerufen werden und die maglichen Erreger sind ebenso zahlreich wie divers — eine

groBe Herausforderung fir die Diagnostik.

Nukleinsgureamplifikationstests haben sich als schnelle, sensitive und spezifische Alternative
erwiesen, sowohl als Einzeltests als auch im Multiplex-Format. Im Multiplex-Format kann mehr
als eine Zielsequenz gleichzeitig amplifiziert werden. Dies erlaubt Einblicke in die
Bedeutung von Mischinfektionen und in die Prognose und Rekrudeszenz der

Atemwegserkrankung.

Prinzipien des Verfahrens

Das RespiFast RG Panel basiert auf der SmartFinder®Technologie, die eine hochkomplexe
Analyse von bis zu 14 Zielsequenzen in einer einzigen Real-Time-PCR-Reaktion erlaubt. Das
RespiFast RG Panel enthdlt 23 verschiedene RespiFast-Primersdtze zusammen mit 15
fluoreszenzmarkierten SMART-Sonden (SMART: engl. singletube multiplex amplification in
real time, deutsch etwa Einzelrdhrchen-Multiplex-Amplifikation in  Echtzeit), was den
Nachweis von 22 verschiedenen Pathogenen sowie einer internen Kontrolle und 2
Amplifikationskontrollen erméglicht. Die Reaktion beginnt mit einer Préamplifikation, bei der
eine reverse Transkription mit einer PCR zur Amplifikation der Ziel|DNA oder -cDNA

kombiniert wird. AnschlieBend wird ein Teil des Praamplifikationsansatzes in zwei PCR-
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Rohrchen UberfGhrt. In Schritt 2 werden zwei separate Reaktionen durchgefihrt. Der

Nachweis erfolgt Gber eine Schmelzkurvenanalyse. In Abbildung 1 ist eine schematische
Darstellung des Ablaufs des Tests gezeigt.
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Abbildung 1. Uberblick iber den Ablauf des RespiFast RG Panels.

Das RespiFast RG Panel arbeitet zum Nachweis der Pathogen-Nukleinséuren mit dem Gerét
Rotor-Gene Q MDx oder Rotor-Gene Q.
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Der Test enthélt eine interne Kontrolle (IC) zur Unterscheidung von echt-negativen und durch
Abbau von Nukleinsguren, PCR-Inhibition oder Fehlschlagen des Tests verursachten falsch-
negativen  Probenergebnissen. Das RespiFast RG  Panel enthélt zusdtzlich 2
Amplifikationskontrollen (AC), durch die gegebenenfalls zwischen einer erfolglosen

Extraktion und einer erfolglosen Amplifikation im Test unterschieden werden kann.

Als Ausgangsprobe dienen Gesamtnukleinsduren, die aus Nasopharyngealabstrichen
extrahiert und aufgereinigt wurden. Die Probenvorbereitung ist ein separates Verfahren, das
nicht Bestandteil des Panels ist. Verwenden Sie geeignete Verfahren und Produkte zur
Handhabung der Proben und zur Extraktion und Aufreinigung der Nukleinsguren (siche
.Lagerung und Handhabung der Proben”, Seite 14, und ,Extraktion und Vorbereitung der

Nukleinséuren”, Seite 14).

Zielgene

Die fir das Design der Sonden und Primer verwendeten Zielgene sind in Tabelle 1
aufgefihrt.
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Tabelle 1. Zielgene des RespiFast RG Panels

Analyt Gen Abk. des
Pathogens
Kontrollen
Interne Kontrolle Lyseprotein-Gen des Phagen MS2 IC
Amplifikationskontrolle 1 einzigartige kiinstliche Sequenz ACI1
Amplifikationskontrolle 2 einzigartige kinstliche Sequenz AC2
Viren
Adenovirus Hexon(H)-Gen Adeno
Bocavirus Nichtkapsid(NP1)-Gen Boca
Coronavirus 229E Nukleokapsidprotein(NP)-Gen 229E
Coronavirus HKU1 Nukleokapsidphosphoprotein(N)-Gen HKU1
Coronavirus NL63 Nukleokapsidprotein(NP)-Gen NL63
Coronavirus OC43 Nukleokapsidprotein(NP)-Gen OC43
Humanes Metapneumovirus Nukleokapsidprotein(NP)-Gen hMPV
Influenza-A-Virus Matrixprotein(M1)-Gen InfA
Influenza-B-Virus Matrixprotein(M1)-Gen InfB
Influenza-A-Virus Subtyp HIN1pdm09 Neuraminidase-Gen HINI1
Parainfluenzavirus Typ 1 Héamagglutinin-Neuraminidase(HN)-Gen PIV1
Parainfluenzavirus Typ 2 Hamagglutinin-Neuraminidase(HN)-Gen PIV2
Parainfluenzavirus Typ 3 Héamagglutinin-Neuraminidase(HN)-Gen PIV3
Parainfluenzavirus Typ 4 Hauptnukleokapsidprotein(N)-Gen PIV4

Rhinovirus/Enterovirus
Respiratorisches Synzytial-Virus Typ A
Respiratorisches Synzytial-Virus Typ B

Bakterien

Bordetella pertussis
Chlamydophila pneumoniae

Legionella pneumophila

Mycoplasma pneumoniae

5'-untranslatierter Bereich des Polyprotein(PP)-Gens
Nicht-Strukturprotein-Gen

Nukleoprotein-Gen

Insertionssequenz 481 (I1S481)
Major-Outer-Membrane-Protein(OmpA)-Gen
Macrophage-Inhibitor-Potentiator(Mip)-Gen
Cytadhesin-Protein(P1)-Gen

Rhino/Entero
RSVA
RSVB

B. pert
C. pneu
L. pneu

M. pneu
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Mit jeder Probe werden eine Praamplifikation (Schritt 1) und zwei Schrit-2-Reaktionen
durchgefihrt. Die Pathogene, die Markierungsmolekile und der angegebene Tn-Wert der
jeweiligen SMART-Hybridisierungssonden der 2 RespiFastReaktionen sind in Tabelle 2
aufgefihrt.

Tabelle 2. Zielanalyte und zugeharige T.-Werte der SMART-Sonden

Markierung  SMART-Sonde T. °C) Abkirzung des Abkirzung des
Akzeptanzbereich Pathogens Pathogens
(Gemisch 1) (Gemisch 2)

Cy®5 Cy5-Sonde 1 50,5-53,5* L. pneu OC43
Cy5-Sonde 2a 55-58 B. pert -
Cy5-Sonde 2b 52,5-55,5 - HKU1/NL63
Cy5-Sonde 3 60,5-63,5 Rhino/Entero

58,5-61,5 229E

Cy5-Sonde 4 66,5-69,5 C. pneu =
Cy5-Sonde 5 70,5-73,5 M. pneu -
Cy5-Sonde 6 76-79 - HINI1

ROX™ ROX-Sonde 1 53,5-56,5 RSVA PIV1
ROX-Sonde 2 58-61 Adeno PIV2
ROX-Sonde 3 62,5-65,5 hMPV PIV3
ROX-Sonde 4 66,5-69,5 RSVB PIV4
ROX-Sonde 5 72,5-75,5 InfA Boca
ROX-Sonde 6 76,5-79,5 InfB =

BHQ®1 BHQ1-Sonde 1 70,5-73,5 IC IC
BHQ1-Sonde AC1  61-64 AC1 -
BHQ1-Sonde AC2  55,5-58,5 - AC2

* Bei der Cy5-Sonde 1 erscheint mitunter ein Doppelpeak. Der T.-Wert des zweiten Peaks ist der korrekte.
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Im Lieferumfang enthaltene Materialien

Kit-Inhalt
RespiFast RG Panel (25)
Katalog-Nr. 4693163
Anzahl der Reaktionen 25
Inhalt Farbe des Deckels Volumen
Pre-amplification master mix (Praamplifikations-Master-  Lila > 160 pl
Mix)
Pre-amplification primer mix (Praamplifikations-Primer- ~ Weif3 > 220 pl
Mix)
RespiFast buffer 1 (contains AC1) [RespiFast-Puffer 1 Rot > 500 pl
(enthalt AC1)]
RespiFast buffer 2 (contains AC2) [RespiFast-Puffer 2 Blau > 500 pl
(enthalt AC2)]
RespiFast enzyme (RespiFast-Enzym) Orange > 55l
Internal Control (IC) [Interne Kontrolle (IC)] Schwarz > 450 pl
Positive Control (PC) [Positivkontrolle (PC)] Griin > 50 pl
Dilution buffer (Verdiinnungspuffer) Transparent > 1500 pl

RespiFast RG Panel Handbook (English) [RespiFast RG

Panel Gebrauchsanweisung, englisch]

1x

Vom Anwender bereitzustellende Materialien

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Einmal-Laborhandschuhe

und eine Schutzbrille. Weitere Informationen

kénnen

entsprechenden

Sicherheitsdatenblattern (safety data sheets, SDS) entnehmen, die Sie vom jeweiligen

Hersteller beziehen kénnen.
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Reagenzien

RNA/DNA-Extraktionskit (siehe ,Extraktion und Vorbereitung der Nukleinséuren”, Seite
14)

RNase/DNase-freies Wasser

Verbrauchsmaterialien

Einweg-Pipettenspitzen mit hydrophoben Filtern
Einweg-,Low-Retention”-Pipettenspitzen mit hydrophoben Filtern

RNase/DNase-freie 1,5-ml-ReaktionsgefaBe

RNase/DNase-freie 0,2-ml-PCR-Réhrchen (Einzelrdhrchen mit Deckel oder PCR-Streifen

mit einzelnen Deckeln)

PCR-Streifen und Deckel, 0,1 ml, zur Verwendung mit Geréten der Reihe Rotor-Gene Q
(Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, QIAGEN-Kat.-Nr. 981103 oder 981106)

Gerdte/Ausristung

Verstellbare Pipetten:* 0,1-2 pl, 2-20 pl, 20-200 pl
Vortex-Mischer*

Tischzentrifuge* mit Rotor fir 2-ml-ReaktionsgeféBe
Zentrifuge* fir 0,2-mRohrchen

Kuhlblock oder Eis

Thermocycler* fir O,2-ml-PCR-Réhrchen mit beheiztem Deckel und
Temperiergeschwindigkeit von 1-5 °C/Sekunde (fir Praamplifikation; z. B.
Blockthermocycler GeneAmp® PCR System 9700)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* oder Rotor-Gene Q 5plex HRM* mit Zubehér

* Stellen Sie sicher, dass die Gerdte gemaf3 den Herstellerempfehlungen geprift und kalibriert wurden.
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Warnhinweise und Vorsichtsmafinahmen

In-vitro-Diagnostikum

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Einmal-Laborhandschuhe
und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den entsprechenden

Sicherheitsdatenblattern entnehmen (safety data sheets, SDS). In unserer Online-Sammlung

der Sicherheitsdatenbldtter unter www.giagen.com/safety finden Sie zu jedem QIAGEN-Kit
und zu jeder KitKomponente das jeweilige SDS als PDF-Datei, die Sie einsehen und

ausdrucken konnen.

Sicherheitsinformationen  zum verwendeten Extraktionskit finden Sie im jeweiligen
zugehdrigen Handbuch. Sicherheitsinformationen zu den Gerdten finden Sie in den

jeweiligen Benutzerhandbiichern der Gerdte.

Entsorgen Sie Proben und Ansdtze gemaf lhren ortlichen Sicherheitsvorschriften.
Allgemeine VorsichtsmaBnahmen

Folgendes sollte vom Anwender immer beachtet werden:

e Dieser molekularbiologische Test darf nur von qualifiziertem Laborpersonal durchgefihrt

werden.

e Positivmaterial (Proben und Positivkontrollen) separat von allen anderen Reagenzien
lagern und verarbeiten und in einem réumlich getrennten Bereich zum Reaktionsgemisch

hinzufigen.
® Bei der Durchfilhrung des Tests Einmal-Handschuhe tragen.

e Einwegspitzen mit hydrophoben Filtern verwenden, um Kreuzkontaminationen zu

vermeiden.
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Zum Pipettieren des Praamplifikations-Master-Mix und des RespiFast-Enzyms Einweg-

JLow-Retention“Pipettenspitzen mit hydrophoben Filtern verwenden.
RNase/DNase-freie PCR-RShrchen verwenden.
RNA/DNA-Proben immer auf Eis auftauen und auf Eis oder in einem Kiihlblock halten.

Enzyme immer auf Eis oder in einem Kihlblock halten, solange sie auBerhalb des
Gefrierschranks sind. Enzyme sorgfaltig behandeln und sehr vorsichtig mischen.

Nach dem Auftauen die Reagenzien fir 5 Sekunden in einer Zentrifuge anzentrifugieren
und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mischen.

Die Programmierung des Rotor-Gene Q mit den jeweiligen Programmen sollte vor Beginn

des Tests durchgefihrt werden.

PCR-Rhrchen und -Platten immer kurz anzentrifugieren und vorsichtig offnen, um

Aerosole zu vermeiden.

Hinweis: Wir empfehlen zur Vermeidung von Kontaminationen, die Arbeitsschritte in PCR-

Werkbdnken in 3 abgetrennten Bereichen durchzufihren:

Bereich 1: Vorbereitung der Master-Mixe fir Praamplifikation und Schritt 2/Schmelz-

kurvenanalyse

Bereich 2: Zugabe der RNA/DNA-Proben zum Reaktionsgemisch

Bereich 3: Durchfihrung von Prdamplifikation, Schritt 2 und Schmelzkurvenanalyse in
2 Schritten:

® Durchfihrung der Praamplifikation

® Hinzufigen der Praamplifikationsprodukte zum Schritt-2-Gemisch (vorzugsweise in einer

PCR-Werkbank) und Durchfihrung von Schritt 2 und Schmelzkurvenanalyse
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Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Die Komponenten des RespiFast RG Panels sind dunkel bei 30 bis =15 °C zu lagern — untfer
diesen Lagerbedingungen sind sie mindestens bis zu dem auf dem Efikett angegebenen
Verfallsdatum haltbar. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren (> 5 x) sollte vermieden

werden, da dadurch die Leistungsfahigkeit des Assays verringert werden kann.

Lagerung und Handhabung der Proben

Der korrekte Nachweis von respiratorischen Pathogenen ist abhéngig von einer guten
Probenqualitét, dem schnellen Transport der Proben ins Labor und der korrekten Lagerung
vor Durchfihrung der Labortests. Zum Nachweis von viralen und/oder bakteriellen

Infektionen der Atemwege sind Nasopharyngealabstriche geeignet.

Die klinischen Proben sollten so rasch wie méglich zum Labor transportiert, aliquotiert und
verarbeitet werden. Die Proben sollten auf 4 °C gehalten werden. Wenn die Proben nicht
innerhalb von 48 Stunden verarbeitet werden kénnen, sollten sie bei oder unter -20 °C,

vorzugsweise bei -70 °C, gelagert werden.

Durchfthrung

Extraktion und Vorbereitung der Nukleinsduren

Der QlAamp® MinElute® Virus Spin Kit und der QIAsymphony® DSP Virus/Pathogen Mini Kit
von QIAGEN, aufgefihrt in Tabelle 3, sind validiert fir die Aufreinigung von DNA und RNA
aus dem angegebenen humanen Probentyp zur Verwendung mit dem RespiFast RG Panel.
Fihren Sie die Nukleinsdureaufreinigung gemé&B den Anweisungen im Handbuch des Kits

durch.
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Tabelle 3. Zur Verwendung mit dem RespiFast RG Panel validierte Aufreinigungskits

Probentyp Nukleinsaure-Isolierungskit Katalognummer (QIAGEN)

Nasopharyngealabstriche QIAamp MinElute Virus Spin Kit (50) 57704

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini 937036
Kit mit ,Complex 200"-Protokoll

Verwenden Sie 200 pl Probenmaterial und eluieren Sie in 60 pl Elutionspuffer. Wir raten
dringend von dem Versuch ab, die Nukleinséuren aufzukonzentrieren, da dies die Gefahr
einer Inhibition der RT-PCR-Enzyme erhdhen kdnnte. Zur lysierten Probe wird eine interne

Kontrolle zugegeben (siehe ,Verwenden von interner Kontrolle und Carrier-RNA”, Seite 16).

Wir empfehlen bei Verwendung des QlAamp MinElute Virus Spin Kits, die Zugabe des
Lysepuffers zur Probe in einer Sicherheitswerkbank mit laminarer Luftstromung durchzufihren.
Nach Lyse der Probe kann das Exiraktionsverfahren auf dem normalen Labortisch fortgefihrt
werden. Es empfiehlt sich, die Sicherheitswerkbank nach der Verwendung mit einer
Dekontaminationsldsung (z. B. 1000 ppm Chlorbleiche)” zu dekontaminieren und fir
30 Minuten das UV-licht anzustellen.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Wiederauftauen der extrahierten DNA/RNA
soweit wie méglich. Falls die Nukleinsdureextrakte innerhalb eines Tages weiterverarbeitet

werden, sollten sie bei 4 °C gelagert werden. Fir léngere Zeitrdume ist die extrahierte

RNA/DNA bei -20 °C oder -70 °C zu lagern.

* Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Einmal-Laborhandschuhe und eine Schutzbrille.
Weitere Informationen kénnen Sie den entsprechenden Sicherheitsdatenbldttern (safety data sheets, SDS) entnehmen,
die Sie vom jeweiligen Hersteller beziehen kénnen.
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Verwenden einer Negativkontrolle

A In jedem Llauf sollle eine Negativkontrolle mitgefihrt werden. Eine

Negativkontrolle besteht aus 200 pl Wasser in PCR-Qualitdt plus interne Kontrolle. Diese
Negativkontrolle wird wie eine normale Probe behandelt, inklusive Nukleinsgure-
extraktionsverfahren. In der Endauswertung dient die Negativkontrolle als Referenzwert fir
das Hintergrundsignal des FAM/ROX- und des FAM/Cy5-Kanals und fir die positiven IC-
und AC-Signale im griinen Kanal.

Verwenden von interner Kontrolle und Carrier-RNA

Bei der Verwendung des QlAamp MinElute Virus Spin Kits oder des QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen Mini Kits zusammen mit dem RespiFast RG Panel muss die interne Kontrolle
(IC) im Aufreinigungsverfahren mitgefihrt werden, um die Uberwachung der Effizienz der
Probenvorbereitung und des nachfolgenden Tests zu ermdglichen. Zudem muss sowohl bei
Verwendung des QlAamp MinElute Virus Spin Kits als auch bei Verwendung des
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kits Carrier-DNA angesetzt werden.

Als IC fungiert der Phage MS2. Die IC dient der Kontrolle von Lyse, RNA/DNA-Extraktion,
der Testleistung des RespiFast RG Panels und der Uberprifung auf mégliche PCR-Inhibition.
Die IC wird zusammen mit der Carrier-RNA dem Lysepuffer vor Zugabe zur Probe zugesetzt.

Die Menge der zugesetzten IC ist unabhéngig vom urspriinglichen Volumen der Probe.

Die Menge der zugesetzten IC ist abhdngig vom Elutionsvolumen. Bei Verwendung des
QlAamp MinElute Virus Spin Kits wird die extrahierte RNA/DNA in einem Volumen von
60 pl eluiert. Das dem Puffer AL zuzufiigende Volumen an IC betragt 5,5 pl pro Probe (siehe
Tabelle 4).

Bei Vorliegen einer starken Infektion oder mehrerer Infektionen ist der Schmelzpeak der IC

unter Umstdnden in der Endauswertung nicht erkennbar. Dies lasst sich durch hohe Mengen
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an Pathogen-NukleinsGuren erklaren, welche den GrofBteil der Reagenzien des Tests
verbrauchen. Daher ist der Test auch giltig, wenn das IC-Signal fehlt, sofern ein oder

mehrere spezifische Schmelzpeaks, welche eine Infektion anzeigen, vorhanden sind.

Tabelle 4. Erforderliche Volumina von Puffer AL, Carrier-RNA-Puffer-AVE-Gemisch und IC bei Extraktion mit dem
QlAamp MinElute Virus Spin Kit

Anzahl Proben  Volumen Puffer AL (ml)  Volumen Carrier-RNA-AVE (pl)  Volumen interne Kontrolle {pl)
1 0,22 6,2 55
2 0,44 12,3 11
3 0,66 18,5 16,5
4 0,88 24,6 22
5 1,1 30,8 27,5
6 1,32 36,9 33
7 1,54 43,1 38,5
8 1,76 49,2 44
9 1,98 55,4 49,5
10 2,2 61,5 55
11 2,42 67,7 60,5
12 2,64 73,8 66

Bei der Verwendung des QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kits zusammen mit dem
RespiFast RG Panel muss die interne Kontrolle im Aufreinigungsverfahren mitgefihrt werden,
um die Uberwachung der Effizienz der Probenvorbereitung und des nachfolgenden Tests zu

erméglichen.

Fir die Berechnung der internen Kontrolle (IC) sollte der ,IC Calculator” der QlAsymphony
Management Console (QMC) benutzt werden.

Fir ein garantiertes Elutionsvolumen von &0 pl ist es erforderlich, dass das Gerdt ein

tatsdchliches Volumen von 90 pl zur Probe gibt. Die Menge an zugesetzter IC betragt 7,5 pl
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pro Probe. Stellen Sie daher im ,IC Calculator” der QlAsymphony Management Console
(QMC) einen Wert von 7,5 im Feld ,Internal Control/Sample” ein.

Tabelle 5 zeigt die Zugabe der internen Kontrolle in einem Verhdlinis von 7,5 pl pro Probe.

Es ist empfehlenswert, unmittelbar vor jedem Lauf frische Mischungen herzustellen.

Tabelle 5. Ansetzen von Carrier-RNA und interner Kontrolle

n = Anzahl der Proben und Kontrollen
n<13 n>13

Volumen (pl) Volumen (pl)
Komponente {Sarstedt-Rohrchen)* (Corning-Rohrchen)t
Carrier-RNA-Vorratslésung (CARRIER) (n+3)x3 (n+5)x3
Interne Kontrolle (n+3)x7,5 (n+5)x7,5
Puffer AVE (n+3)x109,5 (n+5)x 109,5
Endvolumen pro Probe (ohne Totvolumen) 120 120
Gesamtvolumen fiir n Proben (n+3)x120 [n+5)x120

* 2-ml-ReaktionsgefaBe Typ H und Typ | (Sarstedt, Kat.-Nr. 72.693 bzw. 72.694). Wenn Sie die interne Kontrolle als
Vorratsldsung in einem gréBeren Réhrchen ansetzen, missen Sie das Gesamtvolumen jeder Komponente mit der
Anzahl der verwendeten IC-RShrchen multiplizieren. Es wird ein der Menge von 3 zusétzlichen Proben
entsprechendes zusdtzliches Volumen an IC-Gemisch (d. h. 360 pl) benétigt. Befiillen Sie die Rohrchen nicht mit mehr
als 1,92 ml Gesamtvolumen (entsprechend einer Hochstzahl von 13 Proben).

Falls Lésung fir mehr als 13 Reaktionen in 2,0-ml-ReaktionsgeféBen verwendet werden soll, setzen Sie die Reaktionen
in einem grofleren Réhrchen an und verteilen Sie sie dann auf mehrere Réhrchen. Achten Sie darauf, dass in jedem
Réhrchen ein der Menge von 3 zusétzlichen Proben entsprechendes Zusatzvolumen enthalten ist.

t 14-mlRundboden-Réhrchen aus Polystyrol, 17 x 100 mm (Fa. Corning, friher Becton Dickinson, Kat.-Nr. 352051)
Vom Gemisch der internen Kontrolle wird ein Volumen benétigt, das 5 zusétzlichen Proben (d. h. 600 pl) entspricht.
Befiillen Se das Réhrchen nicht mit mehr als 13,92 ml Gesamtvolumen.

Verwenden der Amplifikationskontrolle

Die RespiFast-Puffer T und 2 enthalten beide eine fir den jeweiligen Puffer spezifische
Amplifikationskontrolle (AC). Mit der AC wird der zweite Teil des RespiFast-Protokolls
kontrolliert: die korrekte Zugabe der Reagenzien und die Anwendung der korrekten PCR-
und Schmelzkurvenanalyseprotokolle. AC 1 und AC 2 werden Uber eine BHQ1-markierte
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Nachweissonde detektiert und zeigen unterschiedliche Tw-Werte, so dass ein Vertauschen

der Reaktionen von Gemisch 1 und Gemisch 2 detektiert werden kann.

Die ACReaktion kann in der Gesamtreaktion durch Kompetition gehemmt werden, wenn
eine starke Infektion detektiert wird. Falls kein Pathogen in der Reaktion nachgewiesen wird,
muss die AC einen Schmelzpeak zeigen, um die Abwesenheit von Pathogenreaktionen in

dieser Reaktion zu validieren.

Wenn eine starke Infektion in einem der RespiFastGemische einer Probe nachgewiesen
wird, kann die IC méglicherweise in diesem RespiFast-Gemisch und auch dem zugehorigen
anderen RespiFast-Gemisch nicht detektiert werden, weil sie wahrend der Préamplifikation
durch Kompetition des Pathogens nicht ausreichend amplifiziert wurde. In diesem Fall l&sst
sich durch Anwesenheit der AC im anderen RespiFast-Gemisch zeigen, dass die

Amplifikation in beiden RespiFastGemischen korrekt ablief.
Verwenden der Positivkontrolle

Das RespiFast RG Panel enthdlt als Positivkontrolle ein DNA-Plasmid, das die Zielsequenzen
von 4 Pathogenen enthélt, die mit dem Test nachgewiesen werden kdnnen. Tabelle 6 gibt
einen Uberblick iber die Zusammensetzung der Positivkontrolle. Die Positivkontrolle muss
keiner Extraktion unterzogen werden und wird weiter als normale Probe im RespiFast-RG-
Protokoll behandelt. Die Verwendung der Positivkontrolle in einem RespiFast RG Panel wird

empfohlen, ist aber nicht verpflichtend.

Tabelle 6. Positivkontrolle

Analyt Detektionsgemisch Detektionskanal Durchschnittliche T,
Influenza A Gemisch 1 FAM/ROX 74 °C

Bordetella pertussis Gemisch 1 FAM/Cy5 56,5 °C
Parainfluenzavirus Typ 2 Gemisch 2 FAM/ROX 59,5 °C
Coronavirus 229E Gemisch 2 FAM/Cy5 60 °C
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Protokoll: PCR-Amplifikation und
Schmelzkurvenanalyse

Vorbereitungen

Alle Reagenzien und die Template-RNA/DNA auftaven lassen (sofern gefroren) und die

Réhrchen auf Eis halten.

Setzen Sie von den verschiedenen Gemischen jeweils etwas groBere Volumina als

erforderlich an, um Pipettierverluste auszugleichen.

Durchfihrung

Praamplifikation

1.

Schwenken Sie den Praamplifikations-Master-Mix mehrmals iber Kopf, um
sicherzustellen, dass er vollstandig aufgetaut und homogen gemischt ist. Zentrifugieren
Sie das Rohrchen kurz an. Setzen Sie das Praamplifikations-Reaktionsgemisch gemaf3

Tabelle 7 an und halten Sie es auf Eis.

Das Reaktionsgemisch enthdlt in der Regel alle Komponenten, die fiir die PCR bengtigt

werden, mit Ausnahme der Probe.

Hinweis: Die Gemische fir Schritt 2 kdnnen zusammen mit dem Praamplifikationsgemisch
hergestellt werden und sollten dann bis zur Verwendung dunkel bei 4 °C aufbewahrt
werden. Die Gemische kénnen nur gleichzeitig hergestellt werden, wenn das gesamte
Verfahren ohne Verzdgerung durchgefihrt wird; zwischen den zwei Schritten sind dann
keine Pausen zulassig. Bei langerer Lagerung (z. B. iber Nacht) ist die Stabilitét der

Gemische nicht gewdhrleistet.
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Tabelle 7. Ansetzen des Praamplifikations-Reaktionsgemisches

Anzahl Proben 1 12
(Farbe des Rohrchendeckels)

Préamplifikations-Master-Mix (lila) 6,25yl 75 pl
Praamplifikations-Primer-Mix (weif}) 8,75 pl 105 pl
Gesamtvolumen 15 pl 180 pl

2. Mischen Sie das Praamplifikations-Reaktionsgemisch vorsichtig, aber grindlich, und
pipettieren Sie 15 pl des Gemischs in jedes 0,2-m-PCR-R6hrchen. Geben Sie dann 10 pl
der eluierten Proben-DNA/RNA bzw. der Negativkontrolle oder Positivkontrolle hinzu

(siehe Tabelle 8).

3. SchlieBen Sie die PCR-Rdhrchen und mischen Sie den Inhalt gut. Zentrifugieren Sie die

Rohrchen kurz an und geben Sie die Réhrchen zuriick auf Eis oder in einen Kihlblock.

Tabelle 8. Ansetzen der Prdamplifikationsreaktionen

Anzahl Proben 1 12
Praamplifikations-Reaktionsgemisch 15l e 15 ¢l
Probe, Negativkontrolle oder Positivkontrolle 10 pl je 10 pl
Gesamtvolumen 25 pl je 25 pl
4. Programmieren Sie den Blockthermocycler gemafB Tabelle 9.
Tabelle 9. Programm des Thermocyclers fir die Praamplifikafion
Reverse Transkription: 10 Minuten 50 °C
Anfénglicher Aktivierungsschritt: 2 Minuten 95 “C
3-Schritt-Zyklus:
Denaturierung 20 Sekunden 94 °C
Annealing 20 Sekunden 55°C
Verlangerung 35 Sekunden 72 °C
Anzahl der Zyklen 40
Halten: - 20 °C
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5. Starten Sie das Praamplifikationsprogramm, wahrend die PCR-RShrchen noch auf Eis
sind. Warten Sie, bis der Thermocycler 50 °C erreicht hat. Setzen Sie dann die Réhrchen

in den Thermocycler und schlieBen Sie den beheizten Deckel.

RespiFast RG Panel Schritt 2

6. Erstellen Sie anhand der folgenden Schritte ein Temperaturprofil fir den Rotor-Gene Q.

Eine Ubersicht des Thermocyclerprogramms finden Sie in Tabelle 10.

Einstellen allgemeiner Parameter Abbildung 2,
Abbildung 3
Erstellen never Kandle Abbildung 4 bis
Abbildung 7
Einstellen der Verstdrkungswerte Abbildung 8,
Abbildung 9
Programmieren des Temperaturprofils Abbildung 10 bis
Abbildung 15
Programmieren des Schmelzprogramms Abbildung 16,
Abbildung 17
Zusammenfassung und Speichern der Vorlage Abbildung 18,
Abbildung 19
Start des Laufs Abbildung 20

Alle Angaben beziehen sich auf die Softwareversion 2.3 des Rotor-Gene Q. Einzelheiten
zur Programmierung des Rotor-Gene Q entnehmen Sie bitte dem Benutzerhandbuch des
Gerdts. Die jeweiligen Einstellungen sind in den Abbildungen durch schwarze Rahmen
hervorgehoben. Die Abbildungen zeigen die Einstellungen fir Gerdte der Reihe Rotor-

Gene Q.
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Tabelle 10. Uberblick Gber das Thermocyclerprogramm fir Schritt 2

Anmerkungen

PCR 1: 3-Schritt-Zyklus:

Denaturierung
Annealing
Verléngerung

Anzahl der Zyklen

Denaturierung
Annealing
Denaturierung
Anzahl der Zyklen

Denaturierung:

Schmelzprogramm:

Anfanglicher Denaturierungsschritt:

PCR 2: 3-Schritt-Zyklus:

2 Minuten

15 Sekunden
15 Sekunden
15 Sekunden
10

15 Sekunden
15 Sekunden
15 Sekunden
23

2 Minuten

95 °C

94 °C
55°C
72 °C

94 °C
50 °C
72 °C

95 °C
40-90 °C

Hochspezifische
PCR

Datenerfassung™*

Datenerfassung'

* Kandle fir die Datenerfassung: Griin, Verstarkung 4; Rot, Verstarkung 1; FAM™/ROX, Verstarkung 8; FAM/Cy5,

Verstarkung 10.

t Kandle fir die Datenerfassung: Griin, Rot, FAM/ROX und FAM/Cy5. Verwenden Sie die Einstellung ,Optimize gain
before melt on all tubes” (Verstdrkung bei allen Rdhrchen vor Schmelzen optimieren). , The gain giving the highest
fluorescence less than 95 will be selected.” (Die Verstarkung, die den hdchsten Fluoreszenzwert unter 95 ergibt, wird

ausgewdhlt.)

23
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7. Offnen Sie zundchst das Dialogfeld ,New Run Wizard” (Assistent fir neuen Lauf)
(Abbildung 2). Markieren Sie das Kontrollkastchen ,Locking Ring Attached” {Schliefring
angebracht) und klicken Sie dann auf ,Next” (Weiter).

‘New Run Wizard w

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor
72-Well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

[V Locking Ring Attached

Skip Wizard Bac}

Abbildung 2. Das Dialogfeld ,New Run Wizard”.
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8. Wahlen Sie als Volumen der Reaktion ,25” und klicken Sie auf ,Next” {Abbildung 3).

New Run Wizard 2
This zcreen displays mizcellaneous options for the run. Complete the fields, Click. this ﬁuttnn ta
clicking Mexst when you are ready to move to the next page. move to the nest
page in the wizard, If
. - it iz dizabled, vou
gzl IG'E'QEn rnay need to perform
N ) at operation oh this
ates page before

continuing.

Reaction I:f 3

Wolume [pL]

Sample Layout : I'I, 2, 3. > 2

Skiptwizard | << Back

Abbildung 3. Einstellen allgemeiner Parameter.
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9. Klicken Sie im ndchsten ,New Run Wizard"-Dialogfeld (Abbildung 4) auf die
Schaltflache ,Create New” (Neuerstellung) und programmieren Sie 2 zusatzliche Kandle
wie in Abbildung 5 bis Abbildung 7 gezeigt.

Hew Run Wizard E

Temperature Profile : This box displaps
help on elements in
the wizard. For help
on an ikem, hower
wour mouze over the
itemn for help. vou
can alo click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Edit Prafile ... |

Channel Setup :

N arne | Source | Detector | Gain |

Green 470nm  510nm 5 :

el B30nm  555nm g

Qrange  585nm E10nm 5 Edit Gain... |

Red E2Bnm  BEOnm g

Crimzon B30nm  F10hp 7 Bemove |
Fiezet Defaults |

Gain Optimization... |

Skipwizard | << Back Mewt»> |

Abbildung 4. Erstellen never Kandle.
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Mew Run Wizard

Temperature Prafile :

The channels editor

lets pou edit gains
an_g define new

-

“* Edit Channel

E armn gighal
ceddetector

figurations for

Settings :

A channel iz a zource and detector combination used to
acquire data. Here you can modify theze parameters to create

news combinations for new chemisties.

runs.

Edit Profile ... |

Channel Setup

Mare ; |FaM /RO
Source : |4?Dnm ;I
Detector IEi'I Onm ;I

Gain : IS j
I

tame | Sour
Green 470y
Tellow 530n
Orange  585r|
Red E25r
Crimzon  B30n

T e ]

I 0K I Cancel

Gain Optimization... |

Skip wizard |

<< Back | Mext »> I

Abbildung 5. Erstellen des neuen Kanals ,FAM/ROX".
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New Run Wizard

Edit Profile ... |

Narme : | FAM/Cy5

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
wizard. For help
= item, hover
[ “ Edit Channel WImousccwuthe
. — for help. You
Seitrgs: also click on a
A channel is a source and detector combination used to bo box to display
acquire data. Here you can modify these parameters to create F about its
new combinations for new chemistries. ilable settings.

Source:  |470nm ~|
Detector : IEEEInm ;I

Gain : [10 j

Gain Optimisation... | I

Skipwizard | <<Back | New>> |

Abbildung 6. Erstellen des neuen Kanals ,FAM/Cy5”.
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Mew Run Wizard

Temperature Profile : This box displays
help an elements in
the wizard. For help
on an item, hover
wour moLze over the
itermn for help. v'ou
can also click on a
combo box to display
help about its

available zettings.
Edit Profile ... |

Channel Setup

I ame | Source | Detector | Gain |
Green 470nm  510nm
Tellow 530nm  B55nmM
Orange 585nm  B10nm
Fed 628nm  BEOnm
Crimzon G380nm  F10hp
FaM/ROX  470nm  E10nm
Fabd /Tyl 470nm  BEOnm

Gain Optimizatior...

Edit Gair...

Bemove

= 00 - N m

=

Rezet Defaults

Skip Wizard << Back Hext »>>

Abbildung 7. Neue Kandle hinzugefigt.
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10.Bearbeiten Sie die Verstdrkungswerte {,Gain”) der einzelnen Kandle wie in Abbildung 8
gezeigt. Die einzustellenden Verstirkungswerte der einzelnen Kandle sind in Abbildung
9 gezeigt.
Die Verstarkungswerte fir den Rotor-Gene Q wurden so ausgewdhlt, dass eine Sattigung
der Detektionskandle vermieden wird. Falls dennoch die Sattigung eines oder mehrerer
Detektionskandle beobachtet wird, ist der Verstarkungswert des betreffenden Kanals

anzupassen und eine neve Schmelzkurvenanalyse durchzufihren.

Temperature Frofile ; This box displaps
help on elements in
the wizard. For help
on an ikem, hower
WaLr mouse aver the
itern for help. 'ou
zah alzo click on a
- combo box to dizplay

Gain for Green 1 help about its

available settings.
Edit Profile ... | 'I
-10

Channel Setup :

Mame | Source | De
Green 470 = 2
o B30nm 55 Cemesl | ‘
Qrange 585nm Bl } {
Red E25hm  BEUnm ]
Crimzan B80nm  F10hp 7 Hemave |
FAM/ROD  470nm  E10nm ]
FAM/CYS  470nm  BBOnm 10 Feset Defals |
Gain Qptimization... |
SkipWizard | << Back Mest>> |

Abbildung 8. Einstellen der Verstarkungswerte. In der Abbildung ist beispielhaft die Einstellung der Verstérkung des
Kanals Cycling Green auf 4 gezeigt.
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Mew Run Wizard

Temperature Profile : This box displays
help an elements in
the wizard. For help
on an item, hover
wour moLze over the
itermn for help. v'ou
can also click on a
combo box to display
help about its

available zettings.
Edit Profile ... |

Chanrel Setup

Create New. ..

Edit..

Bemove

Fishd /R 00

‘ Rezet Defaults

FAM/CyS  470nm_ 660nm 10
Gain Optimizatior... |
SkipWizad | << Back News> |

Abbildung 9. Einzustellende Verstarkungswerte fir alle Kandle. Die folgenden Kandle werden benétigt: Griin,
Verstarkung 4; Rot, Verstérkung 1; FAM/ROX, Verstarkung 8; FAM/Cy5, Verstarkung 10.
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11.Klicken Sie im néchsten ,New Run Wizard“-Dialogfeld (Abbildung 10) auf die
Schaltflache ,Edit Profile” (Profil bearbeiten) und programmieren Sie das

Temperaturprofil wie in Abbildung 11 bis Abbildung 16 gezeigt.

Mew Run Wizard E

Temperature Profile : This bow displaps
help on elements it
the wizard. For help
an ah item, hower
your moLze over the
item for help. Tou
can alzo click on a
combo bos to display
help about itz
available zettings.

Edit Profile ...
Channel Setup

M arne | Saource | Detectar | Gain | Create Mew... I
Green 470nm B10nm 4 E dit |
Tellow B30nm  BRBAmM A —
Orange B38nm  E10nm L3
Red E28nm  BEOnm 1

Crimzan G30nm  F10hp 7 Bemaove |
FAMAROX  470nm  E10nm a Reset Defaul
FAM/CyS  470nm BEOnm 100 Ml
Gain Qptimizatior... |

Skip'wizard | << Back News> |

Abbildung 10. Bearbeiten des Profils.
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H

@, 8 d | e

MNew Open |Save As Help

The run will take approximately 3 minute(z) to complete. The graph below represents the run to be performed :

ces cycle below to madify it ;

Hrild Irigert after... |
Insert before. .. |

Remave |

Hold Temperature: g5 |![;

Hold Time: : 2 |ming 0 |secs

Abbildung 11. Anfénglicher Denaturierungsschritt.
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Z . 8 H @
MNew Open SaveAs | Help
The run will take approximately 20 minute(z) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Inzert after... |
Inzert before... |
Remave |

This cucle repeatll 10 | time(s)
2 ‘ ‘ Click on one of the steps below to modify it, o press + or - to add and remove steps for this cycle.

-]

I 34°C for 15 secs I

sa 15 zeconds 4

% 728C for 15 secs
I Tovsein e |
[~ Touchdown B5IC for 15 secs

3 | |

Abbildung 12. PCR 1.
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H ¥ H

[ew Cpen Save As

Edit Profile

[E3

The run will take approximately 72 minute(s] to complete. The graph below represents the min to be performed :

Click on a cpcle below to modify it :

Holc! [Read-0nly)

Irzert after... |
Izert before.. |
Fiemave |

odify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step j

[Foecose]

SUEE

15 seconds
Acquinng o Cycling &

on FAM/CYE, FAM/RD,
Green, Red

I~ Long Range
I~ | Touchdawn

50°C for 15 secs

7200 for 15 secs

— o ]

Abbildung 13. PCR 2 einschlieBlich Signalerfassung bei 50 °C. Die fir die Datenerfassung benétigten Kandle sind in

Abbildung 14 gezeigt.
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™8 Edit Profile
7 . 8 H| e

The rn wil take

Same az Previous I[New Acquisition]

(Kl

Acquizition Configuration :
| Available Channels : Acquiring Channels :

i

Mame | j Mame |
Crimzon FaM/CyE
Click an acycle t Q| HRM j FAM/RON
Hald Orange Green
Cycling “rellow ﬂ Fed
Cycling 2
Hold 2
To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >. To stop acquiting from a

channel, select it in the right-hand list and click <. To remave all acquisitions, click <<.
Fiamp from IE

Riizing by |1_

W ait for IE Dye Chart »» |

Don't Acquire Help

Wit Fior |5_ Dye Channel Selection Chart

Acquire to ’:

470nm | 5100m | FAM, SYBR Green 14, Fluarescein, EvaGreen-, Alexa Fluar 488

Gain Optimizat
¥ Optimise

Yellow  [530nm [555nm |JOEY, WICE, HEX, TET, CAL Fluor Gold 5404, akima *rellow-’

Orange | 585nm | 610nm RO, CAL Fluor Red 610, Cy3.54, Texas Red', Alexa Fluor 558
The gain givi = = =
AEENY B25mm |6B0nm | Cy5Y, Quasar 5707, Alexa Fluor 337
will be selecte

B30nm | 710hp Quazarf05Y, Alexa Fluor 6304

460nm | 510nm | S¥TO 94, EvalGreen-

Abbildung 14. Auswahl aller fiir die Datenerfassung bendtigten Kandile.
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A . g8 H | e

Tew Open  Save As Help

The run will take approximately 74 minute(z) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to maodify it :

Hold Inzert after... |

Cycling

] " Inzert befare. .. |
—

Hold T ture: : o
2- old Temperature . o5 |-E

Hold Time :

2 |mins 0 |secs

Abbildung 15. Denaturierung der PCR-Produkte.
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M Edit Profile

.U H | e

Tew Open  Save As Help

The rurn will take approximately 108 minute(s] to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Haold Inzert after... |

Cycling

Cycling 2 Inzert befare... |
Remove |

Ramp from |40 = degrees to |30 = degrees,
Riizing by |1 j degree(s) each step,
W ait For ISD zeconds of pre-melt conditioning on first step,
W ait For 5 jl zeconds for each step afterwards.

Acquire to el & | on FAk/CYE, FAM/R O, Green, Red

Gair Optimization

|v Optimise gain before melt on all tubes:

The gain giving the highest fluorescence less than |95 ﬂ-‘

will be selected.

Abbildung 16. Schmelzprogramm.
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™8 Edit Profile x|
7 . 8 H| e
The rn wil take
—————————— Same a3 Previous : I[New Acquisition] j
—
Acquizition Configuration :
Awailable Channels : Acquiring Channels :
Name | j Narne |
Crimzon FaM/CyE ]
Click an acycle t [ | HRM j FAM/RON
Hald Orange Green
Cycling “rellow ﬂ Fed
Cycling 2
Hold 2
el To acquire from a channel, select it from the hist in the left and click >, To stop acquinhg from a
channel, select it in the right-hand list and click <. To remave all acquisitions, click <<.
Fiamp from IE 2
Riizing by |1_ | |
Wi ait for IE Dye Chart »» | ) Don't Acquire
Wait far |5_ Dye Channel Selection Chart
Acquire to ’:
) o A470nm | 510nm FAMY SYER Green 14, Fluorescein, EvaGreen, Alexa Fluor 4585
Gain Optimisat - - -
- Yellow  [530nm [555nm |JOEY, WICE, HEX, TET, CAL Fluor Gold 5404, akima *rellow-’
¥ Optimise
Orange | 585nm | 610nm RO, CAL Fluor Red 610, Cy3.54, Texas Red', Alexa Fluor 558
The gain givi - - -
e gan ) B25nm |B60nm |05, Quasar 707, Alexa Fluor 6337
will be selecte
B30nm | 710hp Quazarf05Y, Alexa Fluor 6304
460nm | 510nm | S¥TO 94, EvalGreen-
ok
Abbildung 17. Datenerfassung wihrend des Schmelzprogramms.
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Temperature Profile :

Mew Run Wizard

Channel Setup :

|

Gain Optimizatior...

Hame | Source | D etector | Gain | a | Create Mew.. |
Green 470nm  510nm 4 Ll
rellow 530nm  B55nm 5 —
Orange B85nm  B10nm 5 Edit Gain... |
Fed E25nm  BREOnm 1

Crimzon 680nm  710hp 7 | | Remove |
HFRM 460nm  510nm 7

FAM/ROX  470nm  B10nm 8 | _Reset Defauls |

edit the profile
zhowr in the box
above.

x|

Click thiz button to

Skipwizard | << Back || Nest »> :

Abbildung 18. Zusammenfassung des Temperaturprofils.
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12.Speichern Sie die Vorlage fir spéter ab (,Save Template”, Abbildung 19).

New Run Wizard x|

Summary :
Sefting | Yalue
Fak /TR Gain 10
Fak /RO Gain a
Green Gain 4
Fed Gain 1
Ratar 724 el Rotor
Sample Layaut 1.2.3. ..
Reaction Yolume [in microliters] 25

Start Bun

Once you've confirmed that your run seftings are comect, click Start Bun to Save Template 'I
begin the run. Click Sawe Template to save settings far future runs.

Skip "Wizard << Back

Abbildung 19. Speichern der Vorlage zum spéteren Gebrauch.

13.Setzen Sie das Schritt-2-Gemisch 1 gemaf Tabelle 11 und das Schritt-2-Gemisch 2

gemdf3 Tabelle 12 an und mischen Sie die Ansdtze vorsichtig, aber griindlich.

Falls die Schritt-2-Gemische bereits in Schritt 1 angesetzt wurden, warten Sie, bis das

Praamplifikationsprogramm beendet ist, und fahren Sie dann mit Schritt 14 fort.
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Tabelle 11. Ansetzen des Schritt-2-Gemisches 1

Anzahl Proben 1 12
(Farbe des Rohrchendeckels)

RespiFast-Puffer 1 (rot) 19 pl 228 pl
RespiFastEnzym (orange) 1l 12 pl
Gesamtvolumen des Schritt-2-Gemisches 1 20 pl 240 pl

Tabelle 12. Ansetzen des Schritt-2-Gemisches 2

Anzahl Proben 1 12
(Farbe des Rohrchendeckels)

RespiFast-Puffer 2 (blau) 19 pl 228 pl
RespiFastEnzym (orange) 1l 12 pl
Gesamtvolumen des Schritt-2-Gemisches 2 20 pl 240 pl

14 Pipettieren Sie fir jede Probe 20 pl Schritt-2-Gemisch 1 in ein Réhrchen eines PCR-
Streifens fir den Rotor-Gene und 20 pl Schritt-2-Gemisch 2 in ein weiteres Réhrchen

eines PCR-Streifens fir den Rotor-Gene.

15.Nehmen Sie nach Beendigung des Praamplifikationsprogramms (Schritt 5) die PCR-
Réhrchen aus dem Thermocycler und zentrifugieren Sie sie kurz an. Pipettieren Sie von
jeder Praamplifikationsreaktion je 5 pl in die zwei vorbereiteten Rdhrchen des PCR-

Streifens mit Schrit-2-Gemisch 1 bzw. Schritt-2-Gemisch 2 (siche Tabelle 13).
Tabelle 13. Ansetzen der Schritt-2-Reaktionen

Anzahl Proben 1 12
Schritt-2-Gemisch 1 20 pl je 20 pl
Praamplifikationsreaktion 5l e 5l
Gesamtvolumen 25 pl je 25 pl
Schrit-2-Gemisch 2 20 pl ie 20 pl
Praamplifikationsreaktion 5l je 5l
Gesamtvolumen 25 pl je 25 pl

16.SchlieBBen Sie die PCR-Streifen mit den passenden Deckeln und setzen Sie sie in den
Rotor des Rotor-Gene Q.
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17 .Setzen Sie den Rotor in den Rotor-Gene Q ein. Setzen Sie unbedingt den SchlieBring
(locking ring, Zubehér des Rotor-Gene Q) auf den Rotor, um ein unbeabsichtigtes Offnen

der ReaktionsgefdBe wahrend des Laufs zu verhindern.

18.Starten Sie den Lauf (Abbildung 20) mit der gespeicherten Vorlage (Schritt 12).

New Run Wizard x|

Sumrnary :
Setfting | W alue |
FAMACTS Gain 10
Fak /RO Gain a
Green Gain 4
Fed Gain 1
Raotor F24fell Rotar
Sample Layout 1.2.3. ..
Reaction VYolume (in microliters] 25

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to Save Template
beain the run. Click Save Template to zave settings for future runs.

1

Skip Wizard << Back

Abbildung 20. Starten des Laufs.
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Interpretation der Ergebnisse

Normalisierung

Auf den Gerdten der Reihe Rotor-Gene Q missen die Rohdaten des Kanals FAM/Cy5
zundchst normalisiert werden, um die Uberlappung der verschiedenen Kandle

auszugleichen.

Offnen Sie zur Normalisierung des Cy5-Signals den Rohdatenkanal ,Melt A.FAM/Cy5”
(Schmelzkurve A.FAM/Cy5, Filtereinstellung 470-660 nm). Klicken Sie auf die Schaltflache
.Option” und wdahlen Sie die Option ,Normalise to Melt A FAM/ROX" (Normalisieren auf
Schmelzkurve A.FAM/ROX) aus. Die neu erstellle Rohdatendatei Melt A.LFAM/Cy5/Melt
A.FAM/ROX muss noch zusdtzlich auf den roten Kanal normalisiert werden (Filtereinstellung
625/660 nm). Dies wird erreicht durch Offnen der neuen Rohdatendatei Melt
A.FAM/Cy5/Melt A.FAM/ROX, Klicken auf die Schaltfliche ,Option” und Auswdéhlen der
Option ,Normalise to Melt A.Red” (Normalisieren auf Schmelzkurve A.Rof). Mit dieser
Normalisierung wird die temperaturabhéngige Fluoreszenz von Cy5 korrigiert, so dass

symmetrischere Schmelzpeaks entstehen.
Analyse

Offnen Sie zur Analyse der Rohdatendatei das Fenster ,Analysis” (Analyse) und wahlen Sie
auf dem Reiter ,Melt” (Schmelzkurven) die jeweilige normalisierte Rohdatendatei fiir
FAM/Cy5 aus. Die Signale der Kandle Grin (IC, Filtereinstellung 470-510 nm) und
FAM/ROX (Filtereinstellung 470-610 nm) missen nicht normalisiert werden; die
entsprechenden Rohdatendateien der Kandle FAM/ROX und Grin werden ebenfalls
ausgewdhlt. Die jeweiligen Schmelztemperaturen der SMART-Sonden sind in Tabelle 14,
Seite 47, aufgefihrt.
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Schwellenwert

Bei Verwendung der in Tabelle 10 (Seite 23) und Abbildung 16 (Seite 38) aufgefihrten
Verstarkungswerte der Software des Rotor-Gene Q im Schmelzprogramm der Schritt-2-
Reaktion des RespiFast RG Panels sollten die folgenden Schwellenwerte fir die

Schmelzkurven zur Analyse der Probenergebnisse festgelegt werden.

e FAM/ROX-Kanal: Schwellenwert = 1
o FAM/Cy5-Kanal (normalisiert): Schwellenwert = O

® Griner Kanal (IC): Kehren Sie das Vorzeichen von dF/dT um und wahlen Sie alle Proben
aus, die in den Kandlen FAM/ROX und FAM/Cy5 mit beiden Gemischen keinen
positiven Schmelzpeak zeigten. Setzen Sie den Schwellenwert manuell auf den hachsten
Fluoreszenzwert, der zwischen 40 und 45 °C mit diesen negativen Proben erhalten
wurde. Proben, die bei beiden Gemischen Schmelzpeaks im Tn-Akzeptanzbereich der
infernen Kontrolle und der Amplifikationskontrollen zeigten, kdnnen jetzt als echt-negative
Proben angesehen werden (siehe Beispiel in Abbildung 21). Proben, bei denen kein oder
nur ein positives Ergebnis der internen Kontrolle oder kein oder nur ein positives Ergebnis
der Amplifikationskontrollen detektiert wird, missen als ungiiltig angesehen werden.

Ungultige Proben missen erneut getestet werden.
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Abbildung 21. Beispiel einer im griinen Kanal detektierten negativen Probe: Gemisch-1-Reaktion in Griin, Gemisch-2-
Reaktion in Pink. Schwellenwert ist eingestellt auf den héchsten Fluoreszenzwert zwischen 40 und 45 °C.
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Tabelle 14. Zielanalyte und zugeharige T.-Werte der SMART-Sonden

Abkirzung des
T. {°C) Pathogens Abkiirzung des
Markierung SMART-Sonde Akzeptanzbereich  (Gemisch 1) Pathogens (Gemisch 2)
Cy5 Cy5-Sonde 1 50,5-53,5* L. pneu 0C43
Cy5-Sonde 2a 55-58 B. pert -
Cy5-Sonde 2b 5285:550 = HKUT/NL63
Cy5-Sonde 3 60,5-63,5 Rhino/Entero
58,5-61,5 229E
Cy5-Sonde 4 66,5-69,5 C. pneu -
Cy5-Sonde 5 70,5-73,5 M. pneu -
Cy5-Sonde 6 76-79 - HIN1
ROX ROX-Sonde 1 53,5-56,5 RSVA PIV1
ROX-Sonde 2 5861 Adeno PIV2
ROX-Sonde 3 62,5-65,5 hMPV PIV3
ROX-Sonde 4 66,5-69,5 RSVB PIV4
ROX-Sonde 5 72,5-75,5 InfA Boca
ROX-Sonde 6 76,5-79,5 InfB =
BHQI BHQ1-Sonde 1 70,5-73,5 IC IC
BHQ1-Sonde AC1 61-64 ACI -
BHQ1-Sonde AC 55,5-58,5 - AC2

* Bei der Cy5-Sonde 1 erscheint manchmal ein Doppelpeak. Der T.-Wert des zweiten Peaks ist der korrekte.
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Einen Uberblick iber die Schmelzkurvenergebnisse finden Sie in Tabelle 15.

Tabelle 15. Schmelzkurvenergebnisse des RespiFast RG Panels

Probenreaktion RespiFast

Gemisch 1 Gemisch 2
FAM FAM

ROX Cy5 IC ACl1 [ROX Cy5 IC AC2 | Ergebnis der Probe
+ - +/- +/- = - +/- + | Positiv fir ROX-1-Analyt*
- + 4/ +/- - - +/- o+ Positiv fir Cy5-1-Analyt*
- R + - +/— +/- | Positiv fir ROX-2-Analyt*
- - +/- o+ - +  +/- +/- | Positiv fir Cy5-2-Analyt*
- - + + - - + + | Negativ
+ + /- o+~ - - +/- + | Positiv fir ROX-1- und Cy5-1-Analyt*
- - +/- o+ + +  +/- +/- | Positiv fir ROX-2- und Cy5-2-Analyt*
+ - +/- +/-| + - +/- +/- | Positiv fir ROX-1- und ROX-2-Analyt*!
- +  +/- +/-| - + +/- +/- | Positiv fir Cy5-1- und Cy5-2-Analyt*t
+ - +/- /-] - +  +/- +/- | Positiv fir ROX-1- und Cy5-2-Analyt*!
- +  +/- +/-| + - +/- +/- | Positiv fir Cy5-1- und ROX-2-Analyt*t
+ - +/- +/-| - - - - | Ungiiltig, da keine Reaktion in Gemisch 2
- +  +/- +/-| - - - - | Ungiiltig, da keine Reaktion in Gemisch 2
- - - - + - +/- +/- | Ungiltig, da keine Reaktion in Gemisch 1
- - - - - + +/- +/- | Ungiiltig, da keine Reaktion in Gemisch 1
- - - - - - - - | Ungiltig
_ _ _ . _ _ _ . Ungiiltig, Fehler bei Extraktion/keine Probe in 2SMART-

Reaktion hinzugefiigt

* Die jeweiligen Pathogene sind in Tabelle 14 zu finden.

' Jede Kombination dieser Ergebnisse ist mdglich, was zu positiven Ergebnissen fir mehrere Analyte, die mit
Gemisch 1 oder Gemisch 2 im ROX- oder im Cy5-Detektionskanal detektiert werden, fiihren kann.
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Hinweis: Eine Reaktion des RespiFast RG Panels wird als giltig angesehen bei Anwesenheit

eines der folgenden Merkmale:

® Positiver Pathogen-Schmelzpeak
® Positiver AC-Schmelzpeak und ein positiver IC-Peck

® Positiver AC-Schmelzpeak {IC wird nicht detektiert aufgrund von Kompetition durch starke
Infektion, die mit dem zugehdrigen anderen RespiFast-Schritt-2-Gemisch detektiert

wurde).

Ungiltige Reaktionen missen erneut getestet werden. Wenn nur eine der zwei RespiFast
Schritt-2-Reaktionen einer Probe ein ungiltiges Ergebnis zeigt, muss die ungiltige RespiFast-
RG-Panel-Reaktion wiederholt werden, beginnend mit der Préamplifikationsreaktion (mit zur

Verfigung stehendem Nukleinscureextrakt).

Wenn eine Probe ein ungiltiges Ergebnis aufgrund der Abwesenheit von Pathogen, IC und
AC oder aufgrund der Abwesenheit von Pathogen und IC zeigt, muss die RespiFastRG-
Panel-Reaktion wiederholt werden, beginnend bei der Nukleinsdureextraktion aus der

urspringlichen Probe.
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Hilfe zur Fehlerbehebung

In diesem Abschnitt finden Sie nitzliche Hinweise, die lhnen bei der Ldsung eventuell
auftretender Probleme helfen kdnnen. Weitere Informationen finden Sie auch im Internet auf
der  ,Frequently  Asked  Questions”Seite  unseres  SupportCenters  unter:

www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Die Wissenschaftler des Technischen Service bei

QIAGEN beantworten gerne lhre Fragen zu den Angaben und Protokollen in diesem
Handbuch sowie zu Probenvorbereitungs- und Testtechnologien allgemein {Mdglichkeiten

der Kontaktaufnahme finden Sie auf der hinteren Umschlagseite und im Infernet unter

www.giagen.com).

Kommentare und Vorschlige

Keine spezifischen Schmelzpeaks erkennbar und IC-Schmelzpeak nicht erkennbar

a) Thermocycler falsch Programmieren Sie den Thermocycler gemaf3 , Protokoll: PCR-Amplifikation
programmiert und Schmelzkurvenanalyse”, Seite 20, und wiederholen Sie den Test.

b) Pipettierfehler oder Wiederholen Sie den RespiFast-Test gemaB , Protokoll: PCR-Amplifikation und
fehlendes Reagenz Schmelzkurvenanalyse”, Seite 20.

c) IC nicht hinzugefiigt oder IC  Es ist wichtig, dass die IC und die CarrierRNA zum Lysepuffer hinzugefigt
vor Zugabe des Lysepuffers  werden, vorzugsweise nachdem dieser zur Probe gegeben wurde. Dies gilt
zur Probe hinzugefiigt unabhdngig vom verwendeten Extraktionsprotokoll (siehe , Verwenden von

interner Kontrolle und CarrierRNA”, Seite 16). Anderenfalls kann die IC
durch in der Probe vorhandene Nukleasen abgebaut werden. Wiederholen
Sie die Nukleinsdureextraktion und den RespiFast-Test.

d) PCRInhibitoren in der Probe ~ Wiederholen Sie den Test mit einer fiinffach verdiinnten Losung der isolierten

RNA/DNA.
Kein IC-Schmelzpeak erkennbar bei erkennbaren pathogenspezifischen Schmelzpeaks

Starke Infektion und/oder Die IC wurde im Test durch Kompetition verdréngt. Das Ergebnis ist trotzdem
mehrere Infektionen gultig.
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Kommentare und Vorschlige

Falsche Schmelzpeaks erkennbar

Kreuzkontamination Achten Sie darauf, dass die Reaktionsschritte in separaten Rdumen
durchgefishrt werden, um Kreuzkontaminationen zu verhindern.

Wiederholen Sie den RespiFast-Test.

Uberprisfen Sie das Thermocyclerprogramm und stellen Sie sicher, dass alle
Handhabungsschritte wie in ,Protokoll: PCR-Amplifikation und
Schmelzkurvenanalyse”, Seite 20, beschrieben durchgefiihrt werden. Achten
Sie darauf, dass auf Eis gearbeitet wird, wo dies im Protokoll vorgeschrieben
ist.

Wiederholen Sie den RespiFast-Test.

Qualitatskontrolle

Das RespiFast RG Panel wird von PathoFinder BV in Maastricht, Niederlande, hergestellt,
innerhalb von gemaB EN ISO 13485:2012 akkreditierten Qualitatssystemen.

Grenzen des Verfahrens

In Verbindung mit anderen klinischen Befunden und Laborergebnissen unterstitzt das
RespiFast RG Panel die Diagnose von Atemwegsinfektionen. Ein negatives Ergebnis bedeutet
nicht unbedingt die Abwesenheit einer viralen oder bakteriellen Atemwegsinfektion. Ein
negatives Ergebnis sollte nicht als alleinige Grundlage fir eine Diagnose, Behandlung oder
andere Therapieentscheidungen verwendet werden. Ein positives Ergebnis schlieBt eine
Koinfektion mit weiteren Pathogenen nicht aus. Das/die nachgewiesene/n Pathogen/e

ist/sind unter Umstanden nicht der eigentliche Krankheitsausléser.

In die endgiiltige Diagnose miissen andere Labortests und die Beurteilung des klinischen

Bildes einfliefen.

Das Produkt ist nur zur Verwendung durch entsprechend ausgebildetes Laborpersonal

bestimmt.
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Leistungsmerkmale

Angaben zu den Lleistungsmerkmalen des RespiFast RG Panels finden Sie unter

www.giagen.com/p/RespiFast-RG-Panel-CE.
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Symbole

Die folgenden Symbole kénnen auf der Verpackung und Kennzeichnung erscheinen:

Symbol Definition des Symbols

Inhalt ausreichend fiir <N> Reaktionen

z

<IN>

Zur Verwendung bis

4

<
o

In-Vitro-Diagnostikum
Katalognummer
Chargennummer
Materialnummer

GTIN Global Trade Item Number (internationale Artikelnummer)

Zulassiger Temperaturbereich

Hersteller

Die Gebrauchsanweisung beachten

L EL

Achtung
--.\."/
I Von direkter Sonneneinstrahlung fernhalten
| |
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Kontaktinformationen

Technische Hinweise und zusétzliche nitzliche Informationen finden Sie in unserem
Technischen Support-Center unter www.qiagen.com/Support oder telefonisch unter 00800-
22-44-6000. Dariber hinaus ist lhnen das Team vom Technischen Service gerne behilflich,
fals  Sie Rat oder weitere Informationen zu QIAGEN Produkten bendtigen

(Kontaktinformationen siehe hintere Umschlagseite oder unter www.qgiagen.com).
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Bestellinformationen

Produkt Inhalt Kat.-Nr.
RespiFast RG Panel CE VD, Fir  25Recktionen: 4693163
Praamplifikations-Master-Mix,  interne

Kontrolle, Praamplifikations-Primer-Mix,
RespiFast-Puffer, RespiFast-Enzym,

Positivkontrolle

QlAamp MinElute Virus Spin Kit - zur gleichzeitigen Aufreinigung von viraler

DNA und RNA aus Nasopharyngealabstrichen

QIAamp MinElute Virus Spin Kit ~ Fir 50 Mini-Préparationen: 57704
(50) 50 QlAamp MinElute Saulen, QIAGEN

Protease, Carrier-RNA, Puffer,

Collection Tubes (2 ml)

QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kit - zur gleichzeitigen
automatisierten Aufreinigung von viraler DNA und RNA aus
Nasopharyngealabstrichen fir den Gebrauch in Kombination mit dem
Gerdt QlAsymphony SP

QlAsymphony DSP Fir 192 Praparationen (je 200 pl): 937036
Virus/Pathogen Mini Kit 2 Reagenzienkartuschen und Enzym-
Racks sowie Zubehor

QlAsymphony SP

QlAsymphony Probenvorbereitungsmodul; 1 Jahr Garantie auf Teile und 9001297
Arbeit
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Rotor-Gene Q MDx - fir IVD-validierte Real-Time-PCR-Analysen in
klinischen Anwendungen

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Real-Time-PCR-Cycler und HRM- 9002032
Platform Analysator {fur hochauflésende
Schmelzkurvenanalyse) mit 5 Kandlen
(grin, gelb, orange, rot, dunkelrot) plus
HRM-Kanal, Laptop, Software,
Zubehdr, inklusive 1 Jahr Garantie auf
Teile und Arbeit; ohne Installation und

Schulung

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Real-Time-PCR-Cycler und HRM- 9002033
System Analysator {fir hochauflésende
Schmelzkurvenanalyse] mit 5 Kandlen
(grin, gelb, orange, rot, dunkelrot) plus
HRM-Kanal, Laptop, Software,
Zubehdr, 1 Jahr Garantie auf Teile und
Arbeit; inklusive Installation und

Schulung

Rotor-Gene Q - fir herausragende Leistung in der Real-Time-PCR

Rotor-Gene Q 5plex HRM RealTimePCR-Cycler und HRM- 9001580
Platform Analysator (fir hochauflésende
Schmelzkurvenanalyse] mit 5 Kandlen
(grin, gelb, orange, rot, dunkelrot) plus
HRM-Kanal, Laptop, Software,
Zubehdr, inklusive 1 Jahr Garantie auf
Teile und Arbeit; ohne Installation und

Schulung
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Rotor-Gene Q 5plex HRM
System

Zubehor zum Rotor-Gene Q

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(250)

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(2500)

Real-Time-PCR-Cycler und HRM-
Analysator {fir hochauflésende
Schmelzkurvenanalyse) mit 5 Kandlen
(grin, gelb, orange, rot, dunkelrot) plus
HRM-Kanal, Laptop, Software,
Zubehér, 1 Jahr Garantie auf Teile und
Arbeit; inklusive Installation und
Schulung

250 Streifen mit je 4 Réhrchen und
Deckeln, fir 1000 Reaktionen mit
10-50 pl

10 x 250 Streifen mit je 4 Réhrchen
und Deckeln, fir 10 000 Reaktionen
mit 10-50 pl

9001650

981103

981106

Aktvelle Lizenzinformationen und produktspezifische rechiliche Hinweise finden Sie im
jeweiligen QIAGEN Kit- oder Gerdte-Handbuch. QIAGEN Kit- und Gerdte-Handbiicher

stehen im Internet unfer www.giagen.com zur Verfigung oder kdnnen vom Technischen

Service von QIAGEN oder lhrem Handler vor Ort angefordert werden.
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Warenzeichen/Markennamen: QIAGEN®, QlAamp®, MinElute®, QlAsymphony®, Rotor-Gene® (QIAGEN-Gruppe); BHQ® (Biosearch Technologies, Inc.); Cy® (GE
Healthcare); FAM™, GeneAmp®, ROX™ (Life Technologies Corporation); SmartFinder (PathoFinder B.V.).

Ei hrankte N

ung fiir das RespiFast RG Panel
Mit der Nutzung dieses Produkts erkennen Kéufer und Anwender des Produkis die folgenden Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur geméB den mit dem Produkt zur Verfiigung gestellten Protokollen und dieser Gebrauchsanweisung und mit den Komponenten, die im Panel
geliefert werden, verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen seiner Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zum Panel gehdrenden Komponenten mit anderen
Komponenten, die nicht zum Panel gehéren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der in mit dem Produkt zur Verfigung gestellten Protokollen, dieser
Gebrauch isung sowie in zusétzlichen, unter www.qiagen.com verfigbaren Protokollen beschriebenen Anwendungen. Einige dieser zusétzlichen Protokolle
wurden von Anwendern fiir andere Anwender zur Verfiigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN nicht vollsténdig getestet und optimiert. QIAGEN gewdhrt
auf diese Protokolle keine Garantie und bernimmt auch keine Garantie dafiir, dass sie die Rechte Dritter nicht verletzen.

2. Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus ibernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafir, dass dieses Panel und/oder die mit ihm
durchgefilhrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzen.

3. Dieses Panel und seine Komponenten sind fiir die einmalige Verwendung lizenziert und dirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder weiterverkauft
werden.

4. QIAGEN lehnt auBer der ausdriicklich gewdhrten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.

5. Kéaufer und Anwender des Panels stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten
Handlungen im obigen Sinne filhren kdnnten oder solche erleichtern knnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung an jedem Ort
gerichtlich geltend machen und wird sémfliche Ermitflungs- und Gerichtsk , inklusive Anwaltsgebishren, zuriickfordern, die ihm bei der Geltendmachung dieser
eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines seiner geistigen Eigentumsrechte im Zu hang mit dem Panel und/oder dessen Komponenten
entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen kénnen im Internet unter www.giagen.com nachgelesen werden.
Hinweis an den Kaufer

Dieses Produkt wird von PathoFinder BV in Maastricht, Niederlande, hergestellt, innerhalb von gemdB EN ISO 13485:2012 akkreditierten Qualitétssystemen. Diese
Produkte werden nur fir die Verwendung durch den Endnutzer verkauft, sie dirfen nicht weiterverkauft, vertrieben oder umgepackt werden.

© 2015 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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Bestellungen www.qgiagen.com/contact | Technischer Service support.giagen.com | Website www.qgiagen.com

1090425 145021934



