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artus SARS RG RT-PCR Kit

For die Verwendung mit dem arfus 3000 bzw. dem Rotor-Gene 3000

1. Inhalt
Beschriftung Art.-Nr. 4511263
und Inhalt 24 Reaktionen
SARS-CoV RG/TM Master 2 x 12 rxns
SARS-CoV LC/RG/TM QS 1°
1 x 10% cop/ul 1 x 200 ul
SARS-CoV LC/RG/TM QS 2°
1 x 10% cop/ul 1 x 200 ul
SARS-CoV LC/RG/TM QS 3°
1 x 10% cop/ul 1 x 200 ul
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4"
1x 10" cop/ul 1 x 200 ul
SARS-CoV LC/RG/TMIC” 1% 1.000 ul
Wei3 Water (PCR grade) 1 x 1.000 ul
Qs = Quantifizierungsstandard

Interne Kontrolle

o
|

2. Lagerung

Die Komponenten des artus SARS RG RT-PCR Kits werden bei —30 °C bis -15
°C gelagert und sind bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Datum haltbar.
Wiederholtes Auftauen und Einfrieren (> 2 x) sollte vermieden werden, da
dadurch die Sensitivitét verringert wird. Bei unregelméafBBigem Gebrauch sollten
deshalb die Reagenzien aliquotiert werden. Sollte die Notwendigkeit
bestehen, die Komponenten bei +4°C zu lagern, darf ein Zeitraum von funf

Stunden nicht Uberschritten werden.

" Das artus SARS RG RT-PCR Kit kann auch in Verbindung mit dem Rotor-Gene™ 2000

verwendet werden.
|
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3. Zusatzlich benétigte Materialien und Geréte

» Puderfreie Laborhandschuhe

» RNA-Isolierungskit (siehe 8.2 RNA-Isolierung)

» Pipetten (einstellbar)

» Sterile Pipettenspitzen mit Filter

*  Vortex-Mixer

» Tischzentrifuge mit Rotor fir 2 ml-Reaktionsgeféfie

» artus 3000 bzw. Rotor-Gene 3000

* 0,1 ml PCR-Reaktionsgefafe fur die Verwendung des 72-well-Rotors

(0.1 ml Strip Tubes and Caps, QIAGEN Hamburg, Cat. No.:
4699982;

0.1 mltubes, Corbett Research, Cat. No.: ST-1001)
» Alternativ: 0,2 ml PCR-Reaktionsgeféfle fur die Verwendung des 36-

well-Rotors (z. B. 0.2 ml PCR Tubes, QIAGEN Hamburg, Cat. No.:
4699983; 0.2 ml tubes, Corbett Research, Cat. No.: SE- 1003F)

» Kuhlblock (72-/96-Well Loading Block, QIAGEN Hamburg, Cat. No.:
4699980/4699981; 72/96 well loading block, Corbett Research,
Cat.No.: 3001-008/3001-009)

4. Allgemeine VorsichtsmaBnahmen

Folgendes sollte vom Anwender immer beachtet werden:

» Sterile Pipettenspitzen mit Filter verwenden.

* Positivmaterial (Proben, Kontrollen, Amplifikate) rédumlich getrennt
von den Ubrigen Reagenzien lagern, aufreinigen und zur Reaktion
zusetzen.

* Alle Komponenten vor Testbeginn vollsténdig bei Raumtemperatur
auftauen.

» AnschlieBend die Komponenten grindlich durchmischen und kurz

zentrifugieren.

e Zigig auf Eis oder im Kuhlblock (72/96 well loading block) arbeiten.
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5. Erreger-Informationen

Coronaviren gehdren zur Familie der Coronaviridae und sind gro3e umhullte
Positiv-Strang-RNA-Viren, die hochvirulente Krankheiten bei Menschen und
Haustieren verursachen. Zwei bisher bekannte humane Coronaviren sind fur
ein Drittel der normalen Erkaltungskrankheiten und nosokomialen Infekte der

oberen Atemwege bei Frihgeborenen verantwortlich.

Ein neues Mitglied der Coronavirus-Familie gilt als Verursacher des schweren
akuten Atemwegssyndroms (,Severe Acute Respiratory Syndrome”, SARS). Ein
Teil des Polymerase-Gens des SARS-Coronavirus (SARS-CoV) wurde bei einem
Patienten durch das Bernhard-Nocht-Institut fur Tropenmedizin in Hamburg
und durch kooperierende Laboratorien per PCR identifiziert. Auf der Basis
dieses Tests wurde ein kommerzielles Real-Time RT-PCR-System fir den
direkten Nachweis des SARS-CoV entwickelt. Die PCR kann genetisches
Material des SARS-CoV in verschiedenen Proben (Blut, Atemwegs-Sekrete

oder Gewebe) detektieren.
Auswertung derTestergebnisse

Wichtig: Beachten Sie bitte die  offiziellen Hinweise der
Weltgesundheitsorganisation  (WHO)  auf folgender Internetadresse:

http://www.who.int/csr/sars/guidelines/en.

Positive Testergebnisse: Ein positiver SARS-CoV-Test weist darauf hin, dass
eine SARS-CoV-Infektion vorliegt, auch wenn der Patient keine SARS-

Symptome zeigt.

Negative Testergebnisse: Ein negativer SARS-CoV-Test schlief3t nicht aus, dass
der Patient an SARS erkrankt ist. Die Grinde fUr ein negatives Testergebnis

trotz einer SARS-Symptomatik kénnen sein:
e Zum Zeitpunkt der Probenentnahme war das Virus in dem

Probenmaterial nicht enthalten (es ist derzeit unklar, in welchem
|
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Stadium der SARS-CoV-Pathogenese das Virus in einem bestimmten

Probenmaterial nachweisbarist).
* Der Patient zeigt SARS-ahnliche Symptome, die durch einen

anderen Erreger verursacht werden.

6. Prinzip der Real-Time PCR

Bei der Diagnostik mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden spezifische
Bereiche aus dem Erregergenom amplifiziert. Die Detektion findet bei der
Real-Time PCR mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen statt. Diese sind in der
Regel an Oligonukleotid-Sonden gekoppelt, die spezifisch an das PCR-
Amplifikat binden. Die Detektion der Fluoreszenzintensitdten im Verlauf der
Real-Time PCR erméglicht den Nachweis und die Quantifizierung der
Produkte, ohne die Probenréhrchen nach der PCR wieder &ffnen zu mussen

(Mackay,2004).

7. Produktbeschreibung

Der artus SARS RG RT-PCR Kit ist ein gebrauchsfertiges System fur den
Nachweis von SARS-CoV-RNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im
artus 3000 bzw. Rotor-Gene 3000. Der SARS-CoV RG/TM Master beinhaltet
Reagenzien und Enzyme fir die reverse Transkription und spezifische
Amplifikation eines 92 bp langen Abschnitts des SARS- CoV-Genoms sowie
fur die unmittelbare Detektion des Amplifikats im Fluoreszenz-Kanal Cycling
A.FAM des artus 3000 bzw. Rotor-Gene 3000. Daneben enthdalt der artus
SARS RG RT-PCR Kit zum Nachweis einer mdglichen PCR-Inhibition ein
zweites heterologes Amplifikationssystem. Dieses wird als Interne Kontrolle
(IC) im Fluoreszenz-Kanal Cycling A.JOE detektiert. Dabei wird die
Nachweisgrenze der analytischen SARS- CoV RT-PCR (sieche 11.1 Analytische
Sensitivitét) nicht herabgesetzt. Es werden externe Positivkontrollen (SARS-CoV

LC/RG/TM QS 1 - 4) mitgeliefert, mit deren Hilfe eine Bestimmung der
|
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Erregerlast vorgenommen werden kann. Dazu lesen Sie bitte den Absaiz 8.4

Quantifizierung.

8. Protokoll

8.1 Praanalytik: Entnahme, Lagerung und Transport
vonProben

Beachte: Alle Proben sind als potentiell infektiés zu behandeln.

Wichtig: Bisher vorliegende Daten weisen Sputum als am besten geeignetstes
Probenmaterial zum SARS-CoV-Nachweis aus. Wir empfehlen daher die

Verwendung dieses Materials mit dem artus SARS RG RT-PCR Kit.

Die interne Validierung des artus SARS RG RT-PCR Kits wurde mit
Serumproben  durchgefGhrt.  Andere  Probenmaterialien  wie BAL,
nasopharyngeale Spulung, Abstriche, Lungengewebe und Sputum sind noch
nicht vollstdndig validiert. Bitte nutzen Sie nur die empfohlenen RNA-

Isolierungs-Kits (siehe 8.2 RNA-Isolierung) fUr die Proben- Vorbereitung.

Bei bestimmten Probenmaterialien sind besondere Vorschriften zur Entnahme,

Lagerung und Transport unbedingt zu bericksichtigen.

Beachte: Beachten Sie auch hierzu die offiziellen Hinweise der WHO auf

folgender Internetseite: http://www.who.int/csr/sars/sampling/en/.
8.1.1 Probenentnahme

Zur Entnahme von Abstrichproben bitte folgende Materialien verwenden:
Nur Abstrichtupfer mit Dacron®- oder Rayon-Spitzen auf Stielen aus Kunststoff

verwenden. Keine Abstrichtupfer mit Holz- oder Aluminiumstiel benutzen.

8.1.2 Probenlagerung

Die Testleistung kann durch routineméaBiges Einfrieren oder IUngere Lagerung

der Proben beeintrUchtigt werden.

Die Loﬁerunﬁ der Proben erfolg’r bei 2 - 8°C. SWenn die Abs’rrichﬁroben zZU
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einem Untersuchungslabor verschickt werden missen, sind sie sobald wie
méglich nach Entnahme in Ubereinstimmung mit den Laborvorschriften for

den Transport von SARS-CoV zu versenden.)

Abstrichproben, die nicht direkt nach Eingang im Labor getestet werden, sind
bei 2 - 8C zu lagern und innerhalb von einem Tag zu verarbeiten.
Abstrichproben, die nicht innerhalb von einem Tag nach Entnahme verarbeitet
werden kénnen, missen bei -20°C oder kalter gelagert und innerhalb von 30

Tagen nach Entnahmedatum getestet werden.

8.1.3 Probentransport

Abstrichproben missen gekihlttransportiert werden.

Wenn die Abstrichproben zu einem Labor verschickt werden mussen, sind sie
sobald wie méglich nach der Entnahme in Ubereinstimmung mit den
Laborvorschriften fir den Transport unter Kihlung zu versenden. Die Proben

sind nach den geltenden lokalen und staatlichen Vorschriften fir den

Transportvon krankheitsverursachenden Stoffen zu versenden.”
8.2 RNA-Isolierung

RNA-Isolierungskits werden von verschiedenen Herstellern angeboten. In
Abhé&ngigkeit vom Protokoll des gewdhlten Herstellers setzen Sie die

angegebene Probenmenge in die Aufreinigung ein und fUhren die RNA-

Isolierung entsprechend der Vorschrift durch. Folgende Isolierungskits werden

empfohlen:

Probenmaterial Aufreinigungskit Katalognummer  Hersteller ~ Carrier-RNA
Sputum, Serum,

BAL, A oI RNA
nasopharyngeale Q amp Y|rc RN 52 904 QIAGEN enthalten

. Mini Kit (50)

Spilung,
RNeasy nicht

Lungengewebe Mini Kit (50) 74 104 QIAGEN enthalten

"International Air Transport Association. Dangerous Goods Regulations, 41st Edition,
2000.704.
|
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Bei Verwendung von Sputum als Probenmaterial beachten Sie bitte folgenden
Hinweis: Zur Probenaufbereitung mischen Sie die Probe in einem
Reaktionsgefa3 zu gleichen Teilen mit einer 0,9 % NaCl-Lésung, die 1 % N-
Acetylcystein (Sigma Kat.-Nr. A 8199) enthdlt (z. B. 300 ul Sputum +300 wul
NaCl-Gemisch). Nach einer Inkubation des Gemischs bei Raum-temperatur
for 30 min setzen Sie 140 ul des Lysats fur die nachfolgende RNA-Aufreinigung
mit dem QlAamp Viral RNA Mini Kit ein und folgen den weiteren

Protokollangaben des Herstellers.

» Der Einsatz von Carrier-RNA ist fur die Effizienz der Aufreinigung und
damit for die DNA-/RNA-Ausbeute von entscheidender Bedeutung. Um
eine hoéhere Stabilitét der im QlAamp Viral RNA Mini Kit mitgelieferten
Carrier-RNA zu erzielen, empfehlen wir folgendes von den Angaben im
Handbuch des Isolierungskits abweichendes Vorgehen:

a. Resuspendieren Sie die lyophilisierte Carrier-RNA vor Erstbenutzung

des Isolierungskits in 310 ul des im Kit enthaltenen Elutionspuffers
(Endkonzentration 1 ug/ul, keinen Lysispuffer verwenden) und
portionieren Sie diese Carrier-RNA-Lésung auf eine lhren
Anforderungen entsprechende Anzahl von Aliquots, die bei -20°C
gelagert werden mussen. Vermeiden Sie das wiederholte Auftauen
(> 2 x) eines Carrier-RNA-Aliquots.

b. Vor Beginn jeder Aufreinigung muss ein Gemisch aus Lysispuffer und
Carrier-RNA  (und ggf. Interner Kontrolle, siehe 8.3 Interne

Kontrolle) gemdafl folgendem Pipettierschema frisch hergestellt

werden.
Anzahl der Proben 1 12
Lysispuffer AVL 560 ul 6.720 ul
Carrier-RNA (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Gesamivolumen 565,6 pl 6.787,2 ul
Yolumen fiir die Aufreinigung 560 pl je 560 ul
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c. Setzen Sie das frisch hergestellte Gemisch aus Lysispuffer und
Carrier-RNA sofort fur die Aufreinigung ein. Eine Lagerung des
Gemisches ist nicht moglich.

= Bei Aufreinigungen, die Ethanol-haltige Waschpuffer benutzen, stellen Sie
unbedingt sicher, dass vor der Elution ein zusétzlicher Zentrifugations-
schritt (drei Minuten, 13.000 Upm) zur Beseitigung von Ethanol-

Ruckstdnden durchgefohrt wird. Dies verhindert mégliche PCR-

Inhibitionen.
* Der artus SARS RG RT-PCR Kit ist nicht geeignet for

Aufreinigungsverfahren, die auf der Grundlage von Phenol arbeiten.

Wichtig: Die Interne Kontrolle des artus SARS RG RT-PCR Kits kann direkt in

die Aufreinigung eingesetzt werden (siehe 8.3 Interne Kontrolle).

8.3 Interne Kontrolle

Es wird eine Interne Kontrolle (SARS-CoV LC/RG/TM IC) mitgeliefert. Mitdieser
haben Sie die Mdglichkeit, sowohl die Aufreinigung der RNA als auch eine
mégliche Inhibition der PCR zu kontrollieren (siehe Abb. 1). Fur diese
Anwendung geben Sie die Interne Kontrolle in einem Verhdltnis von0,1 ul pro 1
ul Elutionsvolumen zur Aufreinigung hinzu. Verwenden Siebeispielsweise den
QIAamp Viral RNA Mini Kit und eluieren die RNA in 60 ul AVE-Puffer, dann
setzen Sie bitte 6 ul der Internen Kontrolle ein. Wenn Sie

z. B. in 50 ul eluieren, so setzen Sie entsprechend 5 ul ein. Die Menge der
eingesetzten Internen Kontrolle ist nur abhéngig vom Elutionsvolumen. Die Interne
Kontrolle und Carrier-RNA (sieche 8.2 RNA-Isolierung) durfen nur zugesetzt

werden zum

»  Gemisch aus Lysispuffer und Probenmaterial oder

e direkt zum Lysispuffer.
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Die Interne Kontrolle darf nicht direkt zum Probenmaterial gegeben werden.
Bei Zugabe zum Lysispuffer ist zu beachten, dass das Gemisch aus Interner
Kontrolle und Lysispuffer/Carrier-RNA frisch angesetzt werden muss und
sofort einzusetzen ist (Lagerung des Gemischs bei Raumtemperatur oder im
Kihlschrank kann bereits nach wenigen Stunden zum Ausfall der Internen
Kontrolle und zu einer Verminderung der Aufreinigungseffizienz fGhren).

Pipettieren Sie die Interne Kontrolle und die Carrier-RNA nicht direkt zum

Probenmaterial.

Optional kann die Interne Kontrolle ausschlieBlich zur Kontrolle einer
méglichen Inhibition der PCR verwendet werden (siche Abb. 2). Hierfirgeben
Sie pro Ansatz 1 ul der Internen Kontrolle direkt zu 15 ul SARS-CoV RG/TM

Master hinzu. Verwenden Sie fur jede PCR-Reaktion 15 ul
des so hergestellten Master Mixes und fiigen Sie anschlieBend 10 ul der

aufgereinigten Probe hinzu. Sollten Sie einen Lauf fir mehrere Proben
ansetzen, so erhéhen Sie die bendtigten Mengen des SARS- CoV RG/TM
Masters und der Internen Kontrolle entsprechend der Probenzahl (siehe 8.5

Vorbereitung der PCR).

8.4 Quantifizierung

Die mitgelieferten Quantifizierungsstandards (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4)
wurden gegen die Standards des Robert-Koch-Instituts, Berlin, kalibriert. Sie
werden wie eine bereits aufgereinigte Probe behandelt und im gleichen
Volumen eingesetzt (10 ul). Um im artus 3000 bzw. Rotor-Gene 3000 eine
Standardkurve zu erstellen, setzen Sie bitte alle vier mitgelieferten
Quantifizierungsstandards ein, definieren Sie diese im MenoGfenster Edit
Samples als Standards und geben Sie die angegebenen Konzentrationen ein
(siehe artus 3000 Software Manual bzw. Rotor-Gene Manual, Version 4.6).
Auch fur nachfolgende Quantifizierungen kann diese Standardkurve

verwendet werden, wenn mindestens ein Standard einer definierten
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Konzentration wdhrend des aktuellen Laufs mitgefohrt wird. DafOr ist es
erforderlich, die zuvor erstellte Standardkurve zu importieren (siehe artus
3000 Software Manual bzw. Rotor-Gene Manual, Version 4.6). Bei dieser
Form der Quantifizierung muss jedoch bericksichtigt werden, dass es infolge
der Variabilitét zwischen den PCR-L&ufen zu Abweichungen im Ergebnis

kommen kann.

Beachte: Die Quantifizierungsstandards sind definiert als Kopien/ul. Zur
Umrechnung der anhand der Standardkurve ermittelten Werte in Kopien/ml

Probenmaterial istfolgende Formel anzuwenden:

Ergebnis (Kopien/ul) x Elutionsvolumen (pl)
Ergebnis (Kopien/ml) =

Probenvolumen (ml)

Bitte beachten Sie, dass grundsaizlich das urspringliche Probenvolumen in

die o. g. Formel einzusetzen ist. Das ist zu berUcksichtigen, wenn das
Probenvolumen vor der Nukleinsdure-Aufreinigung veréndert worden ist (z. B.
Einengung durch Zentrifugation oder Erhéhung durch Auffillen auf das fur die

Aufreinigung geforderte Volumen).

" Die durch die Zugabe der Internen Kontrolle bedingte Volumenerhéhung wird beim
Ansetzen der PCR-Reaktion vernachléssigt. Die Sensitivitét des Nachweissystems wird
nicht beeintréchtigt.
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Wichtig: Zur Vereinfachung der quantitativen Auswertung von artus- Systemen
am artus 3000 bzw. Rotor-Gene 3000 gibt es unter

www.qiagen.com/Products/BylabFocus/MDX einen Leitfaden (Technical Note
zur Quantifizierung am artus 3000 bzw. Rotor-Gene 3000).

8.5 Vorbereitung der PCR

Stellen Sie sicher, dass der Kuhlblock (Zubehér des artus 3000 bzw. Rotor-
Gene 3000) auf etwa +4°C vorgekUhlt ist. Setzen Sie die fur die geplanten
Reaktionen erforderliche Anzahl PCR-Reaktionsgefédfie ein. Beachten Sie
dabei, dass pro PCR-Lauf mindestens ein Quantifizierungsstandard sowie eine
Negativkontrolle (Water, PCR grade) mitgefGhrt werden. Zur Erstellung einer
Standardkurve nutzen sie pro PCR- Lauf bitte alle mitgelieferten
Quantifizierungsstandards (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4). Alle Reagenzien
sollten vor Testbeginn vollstandig bei Raumtemperatur aufgetaut, gut
durchmischt (mehrfaches Auf- und Abpipettieren oder mehrmaliges

Invertieren des Reaktionsgeféfies) und anschlieBend anzentrifugiert werden.

Wollen Sie mit der Internen Kontrolle sowohl die Aufreinigung der RNA als
auch eine mdgliche Inhibition der PCR kontrollieren, so muss zuvor die
Interne Kontrolle zur Aufreinigung zugegeben werden (siehe 8.3 Interne
Kontrolle). Verwenden Sie in diesem Fall folgendes Pipettierschema (siehe

auch schematische Ubersicht in Abb. 1):

SARS-CaV RG/ TM Maister 15t T80l

1. Ansetzen des
Master Mi SARS-CoV LC/RG/TMIC 0 ul 0 ul
asterivixes Gesamivolumen 15 ul 180 ul
2. Ansetzen der Master Mix 15 ul e 15 ul
Probe 10 ul je 10 ul

PCR-Reakti

Saion Gesamtvolumen 25 ul je 25 pl

Wollen Sie die Interne Kontrolle ausschlieBBlich zur Kontrolle einer PCR-
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Inhibition einsetzen, so muss sie direkt zum SARS-CoV RG/TM Master
zugesetzt werden. In diesem Fall verwenden sie folgendes Pipettierschema

(siehe auch schematische Ubersicht in Abb. 2):

SARS-CoV RG/TM Master 15 ul 180 ul
1. Ansetzen des
Master Mi SARS-CoV LC/RG/TMIC 1 ul 12 ul
astervies Gesamtvolumen 16 ul 192 ul’
i 15ul ie 15 ul’
2. Ansetzen der Master Mix - e
Probe 10 ul je 10 ul
PCR-Reakti
CR-Realdion Gesamtvolumen 25 ul je 25 ul

Pipettieren Sie in jedes PCR-Reaktionsgefa3 15 ul des Master Mixes. Anschlief3end
geben Sie 10 ul des Eluats aus der RNA-Isolierung hinzu und mischen
grondlich durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren. Entsprechend missen als
Positivkontrolle 10 ul von mindestens einem der Quantifizierungs- standards
(SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4) und als Negativkontrolle 10 ulWasser (Water,
PCR grade) eingesetzt werden. VerschlieBen Sie die PCR-Reaktionsgefafie. Achten
Sie darauf, dass ein Locking Ring (Zubehoér des artus 3000 bzw. Rotor-Gene
3000) auf den Rotor aufgesetzt wird, um ein unbeabsichtigtes Offnen der

ReaktionsgeféfBe wahrend des Laufs zuverhindern.

" Die durch die Zugabe der Internen Kontrolle bedingte Volumenerhdhung wird beim
Ansetzen der PCR-Reaktion vernachlassigt. Die Sensitivitdt des Nachweissystems wird
nicht beeintréchtigt.

artus SARS RG RT-PCR Kit 02/2015 19



Zugabe der Internen Kontrolle zur Aufreinigung

Abb. 1: Schematischer Arbeitsablauf zur Kontrolle von Aufreinigung und
PCR-Inhibition.

*

Bei jedem Pipettierschritt ist unbedingt darauf zu achten, dass
die zu verwendenden Lésungen vollsténdig aufgetaut, gut
durchmischt und kurz zentrifugiert sind.
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Zugabe der Internen Kontrolle zum artus Master

e e
\ Y
o

v v

Y

Abb. 2: Schematischer Arbeitsablauf zur Kontrolle der PCR-Inhibition.

*

Bei jedem Pipettierschritt ist unbedingt darauf zu achten, dass
die zu verwendenden Ldésungen vollsténdig aufgetaut, gut
durchmischt und kurz zentrifugiert sind.
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8.6 Programmierung des artus 3000 bzw. Rotor-Gene
3000

Zur Detektion der SARS-CoV-RNA erstellen Sie auf |hrem artus 3000 bzw.
Rotor-Gene 3000 ein Temperaturprofil gemé&B den folgenden sechs
Arbeitsschritten (siehe Abb. 3 - 8).

A.  Einstellung allgemeiner PCR-Parameter Abb. 3
B.  Reverse Transkription der RNA Abb. 4
C. Initiale Aktivierung des Hot Start-Enzyms Abb. 5
D. Amplifikation der cDNA Abb. 6
E.  Einstellung der Sensitivitat der Fluoreszenz-Kandéle Abb. 7
F.  Startdesartus 3000- bzw. Rotor-Gene 3000-Laufs Abb. 8

Alle Angaben beziehen sich auf die artus 3000-Software- Version 5.0.69 bzw.
Rotor-Gene-Software-Version 4.6.94. Einzelheiten zur Programmierung des
artus 3000 bzw. Rotor-Gene 3000 entnehmen Sie bitte dem artus 3000
Software Manual bzw. dem Rotor-Gene Manual, Version 4.6. In den
Abbildungen  sind diese  Einstellungen durch  schwarze Rahmen
hervorgehoben.

Ubertragen Sie zundchst das PCR-Reaktionsvolumen in das Menifenster

New Experiment Wizard (siehe Abb. 3).
New Experiment Wizard B4

This screen displays miscellaneous options for the experiment. Complete the This box displays

; i help on elements in
fields, clicking Next when you are ready to move to the next page. e izl B Fisko

on an item, hover
your mouse aver the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Operator : lartus

Notes :

il Feaction I =
Yolume (pL): & =

Carousel : I 72l ;]

Sample Layout: |In rows 1-8 =l

High Speed Yes ¥
Rotor :

[V Spike Checking (Recommended)

SkipWizard | <<Back | MNews> |

Abb. 3: Einstellung allgemeiner PCR-Parameter.
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Die Programmierung des Temperaturprofils wird durch Aktivierung der

Funktion Edit im nd&chsten New Experiment  Wizard-Menifenster

vorgenommen (siehe Abb. 4, 5 und 6).

x|
0O, & | ?
New Open Save As Help
The run will take approzimately 108 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :
2le below to modify it :
1 | i — ——_— T ane,m |
Cyclig Insert before... I
Remove |
Hold Temperatwe:  5g I °
2- Hold Time : 10 |mins 0 lsecs
I” | Denature
I~ | Calibration Step
3
Abb. 4: Reverse Transkription der RNA.
x|
D, = B ?
New Open Save As Help
The run 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 :
1 _Insen e, |
Remove |
Hold Temperature: g5 | "
2 Hold Time : 10 mins secs
[V Denature
[ Calibration Step
oK

Abb. 5: Initiale Aktivierung des Hot Start-Enzyms.
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BN Edit Profile - e x|

0O . & ﬂ‘?
Mew  Open Saveds | Help

The run will take approximately 110 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

1 --b R =

This cycle repeatsl 45 fJtime(s).
2 [~ Touchdown I Long Range

Ui

;[ - | Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Abb. 6: Amplifikation der cDNA.

Entsprechend der Fluoreszenz-IntensitGten in den PCR-Ans&izen muss der
Messbereich der Fluoreszenz-Kandle bestimmt werden. Diese Einstellung
erfolgt im MenUfenster Auto Gain Calibration Setup (Aktivierung im
Menufenster New Experiment Wizard unter Calibrate). Bitte stellen Sie die
Kalibrierungs-Temperatur auf die Annealing-Temperatur des Amplifikations-

Programms ein (siehe Abb. 7).
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Auto Gain Calibration Setup | X
— Calibration :

ﬁ Auto-Gain Calibration will read the fluoresence on the inserted sample at

different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature to|55 %1 deglees.l 1
Calibrate &ll | Calibrate Acquiring |

I~ Perform Calibration Before Running Experiment

— Channel Settings :

| > Add.
Name | Tube Postion | Min Reading | Max Reading | Edt. |
JOE Al 5F1 T0FI =
FoM A1 5FI 10 L_Lsniove l
Remove &l l

2
Manual. | Close |  Hep |

Abb. 7: Einstellung der Sensitivitdt der Fluoreszenz-Kandle.
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Die durch die Kanal-Kalibrierung ermittelten Gain-Werte werden automatisch

gespeichert und sind im letzten Menufenster der Programmierung aufgefthrt

(siehe Abb. 8).

New Experiment Wizard

Quick Check :

il

I 1

IV Locking Ring Attached Setting | Value |
- JOE Gain 10
FAM Gain 4

Spike Suppression  On

High Speed Rotor ~ On

Machine Type Multi-Channel (72Well Carousel)
Sample Layout A1-48,B1-88, ...

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to ii § Start Bun F 2
begin the experiment. —

SkipWizard | <«<Back | Hewss |

Abb. 8: Start des artus 3000™ - bzw. Rotor-Gene™ 3000-Laufs.
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9. Auswertung

Die Auswertung erfolgt mit der artus 3000- bzw. Rotor-Gene-Software nach
Anleitung des Herstellers (artus 3000 Software Manual bzw. Rotor-Gene

Manual, Version 4.6).
Folgende Ergebnisse kénnen aufireten:

1. Im Fluoreszenz-Kanal Cycling A.FAM wird ein Signal detektiert.

Das Ergebnis der Analyse ist positiv: Die Probe enthélt SARS-CoV-RNA.

In diesem Fall ist die Detektion eines Signals im Kanal Cycling A.JOE unwesentlich,
da hohe Ausgangskonzentrationen an SARS-CoV-RNA (positives Signal im Kanal
Cycling A.FAM) zu einem reduzierten bis ausbleibenden Fluoreszenz-Signal der

Internen Kontrolle im Kanal Cycling A.JOE fihren kénnen (Kompetition).

2. Im Fluoreszenz-Kanal Cycling A.FAM wird kein Signal detektiert, sondern

nur im Kanal Cycling A.JOE (Signal der Internen Kontrolle).

In der Probe ist keine SARS-CoV-RNA nachweisbar. Sie kann daher als

negativangesehen werden.
Bei negativer SARS-CoV RT-PCR schlie3t das detektierte Signal der Internen Kontrolle

die Méglichkeit einer RT-PCR-Inhibition aus.

3. Weder im Kanal Cycling A.FAM noch im Kanal Cycling A.JOE wird ein
Signal detektiert.
Eine diagnostische Aussage ist nicht méglich.

Hinweise zu Fehlerquellen und deren Beseitigung sind unter 10. Troubleshooting

aufgefGhrt.

Beispiele fur positive und negative PCR-Reaktionen sind in Abb. 9 und Abb.

10 wiedergegeben.
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03
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QS3
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0,15) QS1

04
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Ql To 13 o s 20 P T30 T35 Ta0 Tacycle

Abb.  9:  Nachweis der Quantifizierungsstandards  (SARS-CoV
LC/RG/TM QS 1 - 4) im Fluoreszenz-Kanal Cycling A.FAM.
NTC: non-template control (Negativkontrolle).

Norm. Fluoro.

045|

04)

035

03]

025

. QS 1-QS 4+NTC

0435

01

0,08]

6 Threshold J
é?l o s o T15 20 5 30 T35 Y40 TaCyele

Abb. 10: Nachweis der Internen Kontrolle (IC) im Fluoreszenz-Kanal
Cycling AJOE bei gleichzeitiger =~ Amplifikation der
Quantifizierungsstandards (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4).
NTC: non-template control (Negativkontrolle).
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10. Troubleshooting
Kein Signal bei den Positivkontrollen (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4) im

Fluoreszenz-Kanal Cycling A.FAM:
» Die Wahl des Fluoreszenz-Kanals bei der PCR-Datenanalyse entspricht

nicht den Protokollangaben.

€ Wdéhlen Sie fur die Datenanalyse den Fluoreszenz-Kanal Cycling
A.FAM fir die analytische SARS-CoV RT-PCR und den Fluoreszenz-
Kanal Cycling A.JOE fur die RT-PCR der Internen Kontrolle.

» Die Programmierung des Temperaturprofils des artus 3000 bzw.

Rotor-Gene 3000 ist fehlerhaft.

© Vergleichen Sie das Temperaturprofil mit den Protokollangaben (siehe

8.6 Programmierung des artus 3000 bzw. Rotor-Gene 3000).
e Fehlerhaftes Zusammenstellen der PCR-Reaktion.

© Uberprifen Sie lhre Arbeitsschritte mit Hilfe des Pipettierschemas
(siehe 8.5 Vorbereitung der PCR) und wiederholen Sie ggf. die PCR.

» Die Lagerungsbedingungen fir eine oder mehrere Kit-Komponenten
entsprachen nicht den in 2. Lagerung angefUhrten Vorschriften oder das
Haltbarkeitsdatum des artus SARS RG RT-PCR Kits wurde Uberschritten.
© Bitte Uberprifen Sie sowohl Lagerungsbedingungen als auch

Haltbarkeitsdatum (siehe Kit-Etikett) der Reagenzien und verwenden

Sie ggf. einen neuen Kit.

Schwaches oder ausbleibendes Signal der Internen Kontrolle im Fluoreszenz-
Kanal Cycling A.JOE bei gleichzeitiger Abwesenheit eines Signals im Kanal
Cycling A.FAM:
» Die PCR-Bedingungen entsprechen nicht dem Protokoll.

© Uberprifen Sie die PCR-Bedingungen (siehe oben) und wiederholen

Sie ggf. die PCR mit korrigierten Einstellungen.
» Die PCR wurde inhibiert.

© Stellen Sie sicher, dass Sie ein von uns empfohlenes Aufreinigungs-
verfahren benutzen (sieche 8.2 RNA-Isolierung) und halten Sie sich
exakt an die Herstellervorschrift.
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€ Vergewissern Sie sich, dass bei der RNA-Aufreinigung der zusdtzliche
empfohlene Zentrifugationsschritt zur vollstdndigen Entfernung von
Ethanol-Resten vor der Elution durchgefhrt wurde (siehe

8.2 RNA-Isolierung).

» Es liegen aufreinigungsbedingte RNA-Verluste vor.

© Sollte die Interne Kontrolle zur Aufreinigung zugegeben worden sein,
kann ein Ausbleiben des Signals der Internen Kontrolle bedeuten,
dass aufreinigungsbedingte RNA-Verluste vorliegen. Stellen Sie
sicher, dass Sie ein von uns empfohlenes Aufreinigungsverfahren
anwenden (sieche 8.2 RNA-Isolierung) und halten Sie sich an die
Herstellervorschrift.

» Die Lagerungsbedingungen fir eine oder mehrere Kit-Komponenten
entsprachen nicht den in 2. Lagerung angefihrten Vorschriften oder das
Haltbarkeitsdatum des artus SARS RG RT-PCR Kits wurde Gberschritten.
© Bitte Uberprifen Sie sowohl Lagerungsbedingungen als auch

Haltbarkeitsdatum (siehe Kit-Etikett) der Reagenzien und verwenden

Sie ggf. einen neuen Kit.

Signale bei den Negativkontrollen im Fluoreszenz-Kanal Cycling A.FAM der

analytischen RT-PCR.
* Esliegt eine Kontamination wéhrend der Vorbereitung der PCR vor.

€ Wiederholen Sie die PCR mit noch unbenutzten Reagenzien in
Replikaten.

© Verschlieen Sie die einzelnen PCR-Geféfle nach Méglichkeit jeweils
unmittelbar nach Zugabe der zu untersuchenden Probe.

@ Pipettieren Sie die Positivkontrollen grundsétzlich zuletzt.

€ Stellen Sie sicher, dass Arbeitsflachen und -geréte regelméfig
dekontaminiert werden.

» Esliegt eine aufreinigungsbedingte Kontamination vor.

€ Wiederholen Sie die Aufreinigung und PCR der zu untersuchenden
Proben unter Verwendung noch unbenutzter Reagenzien.

€ Stellen Sie sicher, dass Arbeitsflaéchen und -geréte regelméfBig
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dekontaminiert werden.

Sollten weitere Fragen oder Probleme auftreten, kontaktieren Sie bitte

unseren Technischen Service.

11. Spezifikationen

11.1 Analytische Sensitivitdt

Zur Bestimmung der analytischen Sensitivitét des artus SARS RG RT- PCR
Kits wurde eine Standard-Verdinnungsreihe von 10 bis nominal 0,003 in
vitro transkribierten RNA-Kopien pro ul des SARS-CoV-Amplikons erstellt und
mit dem artus SARS RG RT-PCR Kit analysiert. Die Untersuchungen wurden
an drei verschiedenen Tagen in Form von Achtfach-Bestimmungen
durchgefihrt. Das Ergebnis ist mit Hilfe einer Probit-Analyse ermittelt worden.
Deren graphische Auswertung ist in Abb. 11 dargestelli. Die analytische
Nachweisgrenze des artus SARS RG RT- PCR Kits liegt demzufolge bei 0,5
Kopien/ul (p = 0,05). Dies bedeutet, dass 0,5 Kopien/ul mit einer

Wahrscheinlichkeit von 95 % detektiert werden kénnen.

Probit-Analyse: SARS-Coronavirus (artus 3000/Rotor-Gene 3000)

-0,34585 £ 0,5 Kopienil (95%)

Proportions

log (dose)
Abb. 11: Analytische Sensitivitat des artus SARS RG RT-PCR Kits.
|
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11.2 Spezifitat

Die Spezifitdt des artus SARS RG RT-PCR Kits wird in erster Linie durch die
Auswahl der Primer und Sonden sowie die Wahl stringenter
Reaktionsbedingungen gewdhrleistet. Die Primer und Sonden sind anhand
einer Sequenzvergleichs-Analyse auf eventuelle Homologien zu allen in
Genbanken publizierten Sequenzen Uberprift worden. Auf diese Weise wurde

auch die Detektierbarkeit aller relevanten Sub- und Genotypen kontrolliert.

Die Validierung der Spezifitat erfolgte zudem an 30 verschiedenen SARS-CoV
negativen Serumproben, die mit den im SARS-CoV RG/TM Master
enthaltenen SARS-CoV spezifischen Primern und Sonden kein Signal

generierten.

FUr die Bestimmung der Spezifitat des artus SARS RG RT-PCR Kits wurde die in
Tabelle 1 aufgefihrte Kontrollgruppe auf ihre Kreuzreaktivitét untersucht.

Keiner der getesteten Erreger war reaktiv.

Tabelle 1: Spezifitétstestung des Kits mit potentiell kreuzreaktiven Erregern.

Interne Kontrolle

SARS-CoV .
Kontroll Cycling A.JOE
ontroligruppe (Cycling A.FAM) (Cycling )
HCoV OC 43 ATCC (Human coronavirus OC 43) - +
HCoV 229 E ATCC (Human coronavirus 229 E) - +
SB 1 + 4 HCoV (Human coronavirus SB 1 + 4) - +
SB 164 HCoV (Human coronavirus SB 164) - +
IBV Beaudelle (Avian infectious bronchitis virus
+
Beaudelle)
BCV 212 (Bovine CoV212) - +
TGEV Perdue (Porcinetransmissible
e . +
gastroenteritis virus Perdue)
TGEV Pur 46 C 188 (Porcine transmissible N

gastroenteritis virus Pur)
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11.3 Prazision

Die Prazisionsdaten for den artus SARS RG RT-PCR Kit erlauben die
Ermittlung der Totalvarianz (Gesamistreuung) des Testsystems. Diese
Totalvarianz setzt sich zusammen aus der Intra-Assay Variabilitét (Streuung von
Proben derselben Konzentration innerhalb eines Versuchsansatzes), der Inter-
Assay Variabilitét (Streuung aufgrund der Anwendung durch verschiedene
Personen innerhalb eines Labors und unter Benutzung verschiedener Gerdte
gleichen Typs) und der Inter-Chargen Variabilitét (Streuung unter Verwendung
unterschiedlicher Chargen). Dabei werden jeweils die Standardabweichung,
die Varianz und der Variationskoeffizient sowohl for die Erreger-spezifische als

auch fur die PCR der Internen Kontrolle berechnet.

Diese Daten wurden fir den artus SARS RG RT-PCR Kit anhand des
Quantifizierungsstandards mit der geringsten Konzentration (QS 4; 10
Kopien/ul) ermittelt. Die Untersuchungen wurden in Form von Achtfach-
Bestimmungen durchgefUhrt. Die Auswertung der Ergebnisse wurde anhand
der Ct-Werte der Amplifikationskurven (Ct: threshold cycle, siehe Tabelle 2)
vorgenommen. Demnach betragt die Gesamtstreuung einer beliebigen Probe
der genannten Konzentration 1,66 %, fir den Nachweis der Internen Kontrolle
1,28 %. Diese Werte basieren auf der Gesamtheit aller Einzelwerte der

ermittelten Variabilitéten.
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Tabelle 2: Prézisionsdaten auf Grundlage der Ct-Werte.

Standard- Vari Variations-
abweichung arianz koeffizient [%

Intra-Assay Variabilitéit:
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4 0,15 0,02 0,48
Intra-Assay Variabilitét:

0,40 0,15 1,67
Interne Kontrolle
Inter-Assay Variabilitét:

0,23 0,05 0,75
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4
Inter-Assay Variabilitét:

1,13 1,28 4,53
Interne Kontrolle
Inter-Chargen Variabilitat: ) )
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4 0.5 0,25 1,69
Inter-Chargen Variabilitat:

0,94 0,63 3,62
Interne Kontrolle
Totalvarianz:
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4 0,51 0,26 1,66
Totalvarianz:

1,13 1,28 1,28
Interne Kontrolle

11.4 Robustheit

Die Uberprifung der Robustheit dient der Ermittlung der Gesamtausfallrate
des artus SARS RG RT-PCR Kits. Hierzu wurden 30 SARS-CoV negative
Serumproben mit je 1,5 Kopien/ul Elutionsvolumen SARS-CoV-Kontroll-RNA
(dreifache Konzentration der analytischen Sensitivitdtsgrenze) versetzt, mit
dem QIAamp Viral RNA Mini Kit aufgereinigt (siehe 8.2 RNA-Isolierung) und
mit dem artus SARS RG RT-PCR Kit analysiert. Die Ausfallrate fir SARS-CoV
betrug fur die Gesamtheit der Proben O %. Die Robustheit der Internen
Kontrolle wurde zusétzlich durch die Aufreinigung und Analyse von 30 SARS-
CoV negativen Serumproben Uberprift. Die Gesamtausfallrate betrug 0 %.
Inhibitionen wurden nicht beobachtet. Damit betrégt die Robustheit des artus

SARS RG RT-PCR Kits = 99 %.

artus SARS RG RT-PCR Kit 02/2015 31



11.5 Reproduzierbarkeit

Die Daten der Reproduzierbarkeit werden zum Zweck der regelmdfligen
Leistungsbewertung des artus SARS RG RT-PCR Kits sowie des
Leistungsvergleichs mit anderen Produkien durch die Teilnahme an

Ringversuchen erhoben.

11.6 Diagnostische Evaluierung

Der artus SARS RG RT-PCR Kit wird derzeit noch in mehreren Studien

evaluiert.

12. Besondere Hinweise zum Produkt-Gebrauch

Alle Reagenzien diUrfen ausschlieBlich zur In-vitro-Diagnostik

verwendet werden.

« Die Anwendung sollte durch Personal erfolgen, das speziell in In-
vitro-Diagnostika-Verfahren unterrichtet und ausgebildet wurde.

» Die genaue Einhaltung des Protokolls ist unbedingt erforderlich, um

optimale PCR-Ergebnisse zu erreichen.

« Die oauf der Verpackung und den Etiketten der einzelnen
Komponenten angegebenen Verfallsdaten sind zu beachten.

Abgelaufene Reagenzien sind nicht zu benutzen.

13. Sicherheitsinformationen

Sicherheitsinformationen zum artus SARS RG RT-PCR Kit kdnnen Sie dem
entsprechenden Sicherheitsdatenblatt entnehmen (safety data sheet, SDS).

Dieses finden Sie als kompakte und anwenderfreundliche PDF-Datei unter

www.giagen.com/safety.

|
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14. Qualitatskontrolle

In Ubereinstimmung mit dem I1SO 9001 und ISO 13485-zertifizierten Qualitéts-
Management-System von QIAGEN wurde jede Charge des artus SARS RG RT-
PCR Kits gegen vorgegebene Spezifikationen getestet, um eine einheitliche

Produktqualitét zu gewdhrleisten.
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16. Erkldrung der Symbole

Verwendbar bis

0 Chargenbezeichnung
Hersteller
E Bestellnummer

Materialnummer
Handbuch

In-vitro-diagnostisches Medizinprodukt
Ethanol
GTIN Global Trade ltem Number (Globale Artikelnummer)

Inhalt reicht fir <N> Tests

Zulassiger Temperaturbereich

< <gEE=: IR

S Quantifizierungsstandard

iIC Interne Kontrolle

o
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