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1. Verwendungszweck

1.1. Kurzbeschreibung

Das PCR-Kit POET HEV der Gesellschaft zur Forschung, Entwicklung und Distribution von
Diagnostika im Blutspendewesen mbH (im Folgenden als GFE bezeichnet) ist ein Real-Time
PCR-Kit zum qualitativen Nachweis von Hepatitis-E-Virus (HEV) RNA.

1.2. Verwendungszweck

Das PCR-Kit POET HEYV ist ein gemalf 1VD-Richtlinie 98/79/EG CE-markiertes In-vitro-Diag-
nostik-Testkit fur die qualitative Untersuchung von humanen Plasmaproben, die im Rahmen
von Blutspenden entnommen wurden, zum Nachweis von Hepatitis E-Virus RNA (HEV RNA).

Das PCR-Kit POET HEV ist fur das Screening individueller Proben und Proben-Pools beste-
hend aus Aliquots individueller Proben gedacht.

Darlber hinaus ist das PCR-Kit POET HEV fir den qualitativen Nachweis von HEV in indivi-
duellen humanen Plasmaproben geeignet.

Die Prozessierung des PCR-Kits POET HEV erfolgt mit dem PoET Instrument der GFE.

2. Erklarung des Tests

Die Sicherheit von Blut und Blutprodukten erfordert die Feststellung der Eignung der Spender
und die Testung der gegebenen Spenden, um das Risiko einer moglichen Ubertragung viraler
Erreger bei der Transfusion von Blut und Blutbestandteilen zu minimieren. Aber auch durch
serologisches Screening kann die Gefahr einer Ubertragung viraler Infektionen durch Trans-
fusion nicht ausgeschlossen werden. Bei Blutspenden, die im Zeitraum der Serokonversion
gewonnen werden, besteht ein Restrisiko der Ubertragung [1]. Durch das Testen auf virale
Nukleinsduren mittels NAT (Nukleinsaure-Amplifikationstechnik) lasst sich das diagnostische
Zeitfenster frischer Infektionen verkiirzen und das Risiko einer Ubertragung minimieren.

Der Nachweis von HEV-spezifischer RNA in humanem Blut mit dem gebrauchsfertigen
PCR-Kit POET HEV erfolgt durch eine Real-Time Polymerase Chain Reaction (Real-Time
PCR) mit dem PoET Instrument.

Bei der PCR wird ein spezifischer Target-Bereich des HEV-Genoms mit dem PCR-Kit
PoET HEV amplifiziert. Dieser Bereich liegt in einer konservierten Region des HEV-Genoms.

Auf dem PoET Instrument wird das PCR-Kit POET HEV zusammen mit der POET Internal Con-
trol prozessiert, die den gesamten Prozess von der Probenvorbereitung bis zur Ergebnis-
auswertung Uberwacht. Diese Interne Kontrolle (IC) ist als separates Zubehor-Kit erhéaltlich.

Die Auswertung der mittels PCR erhobenen Daten findet auf dem PoET Instrument vollauto-
matisiert mit der Calliope Software statt.

3. Informationen zum Erreger HEV

Das Hepatitis-E-Virus (HEV) gehort zur Familie der Hepeviren (Hepeviridae) und wurde An-
fang der 1980iger Jahre erstmals nachgewiesen als weiterer Verursacher einer Hepatitis beim
Menschen. HEV ist ein kleines, unbehilltes, ikosaedrisches Viruspartikel mit einem (+)ssRNA
Genom von 7,2 kb [2][3].

Die Hepeviren wurden neu klassifiziert in die beiden Gattungen Orthohepeviren, die alle HEV
von Tetrapoden umfasst, und Piscihepeviren [4]. Die fur den Menschen pathogene Spezies
Orthohepevirus A infiziert eine Vielzahl verschiedener S&ugetierarten (u.a. Mensch, Schwein,
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Kaninchen, Hase, Rehwild, Kamel) und umfasst derzeit 8 Genotypen, die sich in ihrer
Wirtsspezifitat, geographischen Verteilung und Pathogenitat unterscheiden. Die Infektion er-
folgt intraspezifisch vor allem fékal-oral Uber kontaminiertes Wasser und Nahrung,
interspezifisch auch durch Fressen von infizierten Beutetieren [4][5].

Die Genotypen 1 und 2 sind nach derzeitigem Kenntnisstand nur human-pathogen und vor-
nehmlich in den tropischen Landern verbreitet. Die ebenfalls human-pathogenen Genotypen 3
und 4 haben ein breites Wirtsspektrum (u.a. Mensch, Schwein, Reh, Kaninchen, Ratte etc.),
wobei flr den Menschen das Schwein als Hauptreservoir dient. Wahrend der Genotyp 3 fast
weltweit in den gemaligten Zonen verbreitet ist, war der Genotyp 4 urspriinglich nur in Sutd-
ostasien beheimatet. Ein spezieller Subgenotyp 3rb hat sich auf das enge Verhaltnis Mensch-
Kaninchen spezialisiert [3][5].

Die Genotypen 5 und 6 wurden aus Wildschweinen in Japan isoliert und sind am nachsten mit
dem Genotyp 4 verwandt. Sie zeigen sich bisher nicht human-pathogen [6][7].

Aus Dromedar bzw. Trampeltier wurden die Genotypen 7 bzw. 8 isoliert [8][9], wobei bisher
nur der Genotyp 7 nachweislich human-pathogen ist [10].

Mit dem Orthohepevirus A am nachsten verwandt ist ein aus einem Elch isolierter Orthohepe-
virus, der wohl eine neue, eigene Spezies bildet und nach derzeitigem Stand nicht human-
pathogen ist [11].

Der Verlauf einer Infektion mit HEV ahnelt dem einer Hepatitis-A-Infektion, zeigt jedoch haufi-
ger einen asymptomatischen Verlauf. Erst nach durchschnittlich 6-7 Wochen zeigen sich
zunachst meist Grippe-ahnliche Symptome, bevor die typischen Symptome einer Leberent-
zundung wie Gelbsucht auftreten. Die Mortalitat wird fir die Genotypen 1&2 allgemein mit
1-4% angegeben, jedoch ist sie bei schwangeren Frauen mit 10-20% deutlich héher. Bei den
Genotypen 3&4 liegt die Mortalitat deutlich unter 1% [3].

Bei immunsupprimierten Personen wie Organtransplantierten kann eine Infektion mit HEV in
einen persistierenden Zustand tUbergehen und z.B. eine Leberzirrhose verursachen [2][3].

In Deutschland ist der Genotyp 3 endemisch und wird meist durch infiziertes Schweinefleisch
auf den Menschen Ubertragen. Die Seropravalenz der erwachsenen Bevolkerung liegt in der
Bundesrepublik Deutschland bei etwa 17% und nimmt mit zunehmendem Alter weiter zu. Die
Rate HEV-positiver Plasmaspenden liegt in Deutschland derzeit bei etwa 1:2000 bis
1:5000 [3].

4. Testprinzip

Das PCR-Kit kommt auf dem vollautomatisierten POET Instrument nach der Probenvorberei-
tung bei der anschlieenden PCR-Amplifikation und Detektion zum Einsatz. Der Nachweis der
viralen Nukleinsduren mit POET HEV basiert auf der Real-Time RT-PCR-Technologie. Die Da-
ten- und Ergebnisverwaltung erfolgt tiber die Calliope Software.

Das Verfahren untergliedert sich in folgende Teilschritte:
—  Probenvorbereitung

— PCR-Setup

— Amplifikation und Detektion

— Auswertung und Bericht
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Probenvorbereitung

Als Probenmaterial kommt humanes EDTA-Plasma zum Einsatz. Zu Prozessbeginn wird die
als Prozesskontrolle fur die Extraktion und die PCR-Amplifikation dienende PoET Internal Con-
trol (separat erhéaltlich) zum Probenmaterial zugegeben.

In der Probe befindliche Viruspartikel werden lysiert, die enthaltenen Nukleinséuren freigesetzt
und an magnetische Partikel gebunden. Durch Waschschritte werden andere Molekile wie
Proteine und weitere Verunreinigungen abgetrennt. Die gebundenen Nukleinsauren werden
dann mittels eines Elutionspuffers von den magnetischen Partikeln geldst. Der Elutionspuffer
enthalt die RNA der IC und gegebenenfalls die hachzuweisenden viralen Nukleinsauren.

PCR-Setup:

Der durch das PoET Instrument angesetzte PCR-Mastermix setzt sich aus einem universellen
enzyme mix und einem spezifischen oligo mix zusammen. Der oligo mix enthalt virusspezifi-
sche Oligonukleotide (Primer und Sonden), die bei Vorhandensein von HEV in der Probe an
hochkonservierte Regionen der viralen Nukleinsauren binden. Zusatzlich zu den virusspezifi-
schen Oligonukleotiden enth&lt der oligo mix Primer und Sonden fir die Amplifikation der
Sequenz der IC. Zusammen mit der POET Internal Control bildet das PCR-Kit POET HEV also
ein zweites heterologes, nicht kompetitives Amplifikationssystem als Interne Kontrolle in jeder
Probe.

Zur Vermeidung von Kontaminationen mit Amplifikaten vorausgegangener HEV PCR-Reakti-
onen enthalt der enzyme mix eine hitzelabile Uracil-DNA-Glycosylase (UNG) und dUTP im
Gemisch der Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs). Die UNG degradiert mdgliche ver-
schleppte Amplifikate im Reaktionsansatz bei Raumtemperatur vor dem Start der RT-PCR.
Wahrend des RT-Schritts wird die UNG durch die erhéhte Reaktionstemperatur von 55°C in-
aktiviert, so dass neu in der PCR gebildete Amplifikate nicht abgebaut werden.

Reverse Transkription:

Die RNA-Molekiile von HEV und der IC unterliegen der reversen Transkription durch eine re-
kombinante Variante des Enzyms M-MLV Reverse Transkriptase. Wéhrend der reversen
Transkription wird eine sequenzspezifische cDNA-Kopie der RNA von HEV und der IC herge-
stellt.

Amplifikation:

Die Amplifikation erfolgt auf Basis der mittels reverser Transkription hergestellten cDNA. Bei
der nachfolgenden PCR wird das Reaktionsgemisch erhitzt, um die enthaltene doppelstran-
gige DNA aufzutrennen wund als einzelstrangige DNA-Matrizen Dbereitzustellen
(,Denaturierung®). Beim Abkihlen des Gemisches lagern sich Sonden und Primer an die DNA-
Einzelstrange an (,Annealing®). In Gegenwart von Mg?*-lonen und Uberschissigen dNTPs
werden die Primer vom Enzym ,Thermus aquaticus (Taq) DNA Polymerase® entlang der Ziel-
matrizen verlangert (,Extension®). In jedem Zyklus werden auf diese Weise neue
doppelstrangige DNA-Molekile, das so genannte Amplifikat, erzeugt.

Dieser Prozess wird bis zum Erreichen einer festgelegten Anzahl von Zyklen wiederholt, wobei
unter idealen Reaktionsbedingungen jeder Zyklus die Menge an Ziel-DNA in Form von Ampli-
fikaten verdoppelt.

Detektion:

Die Detektion erfolgt Gber im Reaktionsgemisch enthaltene Oligonukleotid-Sonden, die am
5’-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff (,Reporter) und am 3’-Ende mit einem Quencher ge-
koppelt sind. Wahrend der Amplifikation kommt es in jedem PCR-Zyklus zu einer
Hybridisierung der sequenzspezifischen Sonde an das Template im Sequenzbereich zwischen
den Forward- und Reverse-Primer-Bindungsstellen. Wahrend der Extension des Forward-
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Primers wird die hybridisierte Sonde durch die 5°-3'-Exonukleasefunktion der Tag-DNA-Poly-
merase gespalten, wodurch der Reporter-Farbstoff freigesetzt wird. Solange die Sonde intakt
ist, wird bei Anregung durch eine externe Lichtquelle die Fluoreszenz des an der Sonde ge-
bundenen Reporter-Farbstoffs aufgrund der raumlichen N&he zum Quencher mittels
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) unterdriickt. Bei der Hydrolyse der Sonde wird
durch die rdumliche Trennung der Energietransfer zwischen Reporter und Quencher unterbro-
chen und damit das Fluoreszenz-Signal des Reporter-Farbstoffs verstarkt.

Mit jedem weiteren Zyklus werden zuséatzliche Sondenmolekile gespalten und damit bei wei-

teren Reporter-Quencher-Paaren der Energietransfer unterbrochen, wodurch sich die
Fluoreszenzintensitat in Abhéngigkeit der Menge des erzeugten Amplifikats erhoht.

Die entstehenden Signale sind sequenzspezifisch, da Sondenmolekile, deren Sequenzen
nicht komplementér zur Zielregion sind, nicht mit den Templates hybridisieren und nicht durch
die Tag-DNA-Polymerase gespalten werden kénnen.

Fir das nachzuweisende Virus und die IC kommen verschiedene Reporter-Farbstoffe mit un-
terschiedlichen Emissionsspektren an den jeweiligen Sonden zum Einsatz. Eine erfolgreiche
Amplifikation beider Templates kann daher durch den Signalanstieg in zwei unterschiedlichen
Fluoreszenzkanéalen detektiert werden.

Auswertung und Bericht:

Nach dem PCR-Lauf auf dem PoET Instrument erfolgt die Auswertung vollautomatisch durch
die Calliope Software. Nahere Details zur Auswertung werden im Benutzerhandbuch PoET In-
strument beschrieben.

5. Reagenzien und Materialien

Der Inhalt eines PCR-Kits POET HEV umfasst jeweils 30 Reagenzien-Rohrchen enzyme mix
und oligo mix.

PoET HEV

GFE Artikelnummer P2F-28-30

Anzahl Reaktionen pro Test (rxn) 28

Anzahl Tests pro Kit 30

Anzahl Reaktionen gesamt 840

Kit-Bestandteil: Volumen [uL] Bezeichnung Deckelfarbe
enzyme mix 1130 EM vl weifd

oligo mix HEV 148 O EV1 blau

5.1. Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Das PCR-Kit wird auf Trockeneis versendet. Das Produkt sollte nach Erhalt auf folgende
Punkte tberprft werden:

— den gefrorenen Zustand der Reagenzien
— die Integritat der Umverpackung, sowie der einzelnen Reagenz-Rdéhrchen
— die Vollstandigkeit hinsichtlich der Anzahl, Art und Beflllung der Reagenz-Rdhrchen

Das PCR-Kit POET HEV wird bei < -18°C gelagert und ist bis zum auf dem Etikett angegebe-
nen Datum haltbar. Nach Ablauf der deklarierten Haltbarkeit diirfen die Reagenzien nicht mehr
verwendet werden.
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é Abgelaufene Reagenzien werden vom PoET Instrument anhand der

Reagenzien-Barcodes erkannt und ausgeschlossen.

Die Reagenzien sind fir den einmaligen Gebrauch und nicht fur ein
wiederholtes Einfrieren und Auftauen vorgesehen. Eventuell verbliebene
Reagenzien mussen nach der Anwendung verworfen werden.

= Der oligo mix ist lichtempfindlich und sollte wahrend der Testvorbereitung vor
A\ Licht geschiitzt gelagert werden.

Zwischen Entnahme aus dem Gefrierschrank und Start des Analysenlaufs am
PoET Instrument dirfen maximal 5 Stunden vergehen. Falls die Réhrchen fir
mehrere Stunden geotffnet gelagert wurden, ist je hach Dauer und
Verdunstungsgrad die Funktionalitat nicht mehr gewahrleistet.

5.2. Entsorgung

— Die Komponenten enzyme mix und oligo mix des PCR-Kits POET HEV enthalten keine
Gefahrstoffe oder biogefahrliche Substanzen. Die Sicherheitsdatenblatter sind auf An-
frage beim Kundenservice von GFE erhaltlich.

— PCR-Platten (PCR Plates) und PCR-Reagenzienreste sowie damit in Kontakt gekom-
mene Verbrauchsmaterialien sind gemaf3 den geltenden Vorschriften zu entsorgen.

— Die Entsorgung der Nukleins&ure-Extraktionsreagenzien und deren Reste ist der Ge-
brauchsanweisung der Extraktion-Kits POET Extraction und POET Prep Reagent zu
entnehmen.

6. Erforderliche Ausristung

6.1. Geréate und Software

Vollautomatisiertes PoET Instrument inklusive Calliope Software und Benutzerhandbuch
PoOET Instrument.

6.2. Erforderliche Verbrauchsartikel fiir POET HEV auf dem PoET Instrument

Diese Verbrauchsmaterialien fir das PCR-Kit POET HEV auf dem PoET Instrument sind se-
parat von GFE erhaltlich:

Bezeichnung Beschreibung Artikelnummer
PCR Plates 4titude from Brooks Life Sciences FrameStar® 96 SP-0362
Frame Star® 96 (cut corner A12): 96-well semi-skirted PCR plate,
(cut corner A12) black wells, clear frame, bar-coded
Film roll 4titude from Brooks Life Sciences Heat Sealing film (1)

roll: "Clear Weld Heat Seal Mark 2*

@: Die Film roll (Folienrolle) wird im Rahmen der PoET Instrument Wartung durch den GFE Kunden-
service gewechselt.

Die fur die Verwendung der Zubehér- und Kontroll-Kits (Kap. 6.3) erforderlichen Verbrauchs-
materialien sind den zugehdrigen Gebrauchsanweisungen und dem Benutzerhandbuch
PoOET Instrument zu entnehmen.
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é Die Verwendung anderer Verbrauchsartikel auf dem PoET Instrument ist nicht
zulassig.

6.3. Zubehdr- und Kontroll-Kits zur Verwendung auf dem PoOET Instrument

POET Extraction [Artikelnummer P1A-24-04]
PoET Prep Reagent [Artikelnummer P1B-24-20]
POET Internal Control [Artikelnummer P1C-1440-60]
PoET Negative Control [Artikelnummer P3A-500-30]
POET HEV Positive Control [Artikelnummer P3F-180-30]

6.4. Zusatzlich bendtigte Ausristung

7.

Temperierbare Zentrifuge fir die Gewinnung von Plasma aus Primarréhrchen (EDTA-K2
Blutentnahmesysteme mit Gelbarriere). Nahere Angaben sind dem Benutzerhandbuch
PoET Instrument zu entnehmen.

Warnhinweise und VorsichtsmalRnahmen

Gute Laborpraxis

Auf das Tragen einer personlichen Schutzausristung (Kittel, Schutzbrille, Laborhand-
schuhe) achten.

In den Arbeitsbereichen des Labors nicht essen, trinken oder rauchen.

Die Proben als potentiell infektids behandeln, wie in ,Biosafety in Microbiological and Bi-
omedical Laboratories” [12] und dem CLSI-Dokument M29-A4 [13] beschrieben.

Wenn Probenmaterial verschttet wird, sofort mit einem geeigneten Mittel desinfizieren.
Kontaminierte Materialien als biologisch gefahrlich behandeln.

Nach Handhabung der Proben und Reagenzien die Hande desinfizieren und griindlich
waschen.

Alle Arbeitsflachen mit vom Robert-Koch-Institut (RKI) gelisteten Desinfektionsmitteln
reinigen und desinfizieren.

Potentielle Nukleinsaurekontaminationen mit DNA-ExitusPlus™ (AppliChem GmbH)
oder einem vergleichbar wirksamen Mittel nach Angaben des Herstellers beseitigen.
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Allgemeine Hinweise zum Gebrauch

Das PCR-Kit POET HEV nur in Kombination mit dem PoET Instrument und den beschrie-
benen Zubehor- und Kontroll-Kits sowie Verbrauchsartikeln einsetzen.

Alle Reagenzien ausschlief3lich zur In-vitro-Diagnostik verwenden.

Die Bedienung des PoET Instrument darf nur durch qualifiziertes und von GFE geschul-
tes Personal erfolgen.

Zur Verhitung der Kreuzkontamination von Proben oder Kontrollen sind alle Materialien,
die Proben oder Kontrollen enthalten, entsprechend den Vorschriften fur sicheres Arbei-
ten im Labor handzuhaben.

Proben, Kontrollen und PCR-Kits getrennt voneinander aufbewahren.

Fur den sicheren Umgang mit den benutzten und verschweil3ten Extraction Plates und
PCR Plates die Hinweise im Benutzerhandbuch PoET Instrument beachten.

Bei der Entsorgung aller Materialien, die mit potentiell infektibsen Proben in Kontakt ge-
kommen sind, die einschlagigen regionalen und Uberregionalen Vorschriften einhalten
(siehe insbesondere auch Gebrauchsanweisung der POET Zubehor-Kits).

Das PCR-Kit POET HEV im Temperaturbereich von +15°C bis +30°C anwenden.

Umgang mit Reagenzien

Die Deckel der Reagenzien vor Positionierung auf den Tragersystemen des PoET In-
strument abnehmen. Das PoET Instrument verfligt Uber keine Vorrichtung zum
automatisierten Entfernen von Deckeln (,Decapper®).

Das Beladen und Entladen der PoOET Instrument Reagenztrager mit PCR-Reagenzien
entsprechend den Vorgaben im Benutzerhandbuch PoET Instrument durchfiihren. Dies
gilt auch fur die korrekte Vorbereitung der Proben und Kontrollen. Jede Abweichung von
den angegebenen Verfahren kann die Testleistung beeintrachtigen.

Das Vertauschen von Rohrchendeckeln vermeiden, da dies zu Kontaminationen fiihren
kann.

Das PCR-Kit POET HEV ist fir den einmaligen Gebrauch konzipiert. Reagenzienreste
nicht weiterverwenden.

Reagenzien verschiedener Chargennummern des PCR-Kits POET HEV nicht austau-
schen oder kombinieren.

Reagenzien nach Ablauf ihrer Haltbarkeit nicht benutzen.
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8. Gewinnung, Handhabung und Lagerung der Plasmaproben

8.1. Probenmaterial

— Beider Validierung des PCR-Kits POET HEV wurde ausschlief3lich humanes EDTA-
Plasma als Probenmaterial verwendet. Alle leistungsbezogenen Angaben basieren auf
diesem Material, das infolgedessen zur Verwendung mit dem PoET Instrument empfoh-
len ist.

— Citratplasma-Proben sind fir den Einsatz mit dem PCR-Kit POET HEV nicht validiert.

—  Blutproben, die aus Heparin-Blutentnahmeréhrchen entnommen wurden, sowie Proben
von heparinisierten Personen, dirfen nicht verwendet werden, da Heparin die PCR be-
eintrachtigen kann [14].

é Alle Proben sind als potentiell infektios zu behandeln.

8.2. Probengewinnung & -vorbehandlung

— Die Blutentnahme soll mit handelstiblichen EDTA-K2 Blutenthahmesystemen mit Gelbar-
riere erfolgen (z.B. Sarstedt oder Becton Dickinson). Diese Réhrchen werden als
Primarréhrchen bezeichnet.

— EDTA-Blutréhrchen missen in der Regel unmittelbar nach der Blutentnahme, das heif3t
vor dem Abstellen des Roéhrchens, 6- bis 8-mal invertiert werden. Das korrekte Vorgehen
ist den Gebrauchsanweisungen der Réhrchen-Hersteller zu entnehmen.

— Das Plasma wird durch Zentrifugation der Réhrchen gemaR den Herstellerangaben ge-
wonnen. Dabei wandert die Gel-Barriere in die Mitte des Rohrchens und trennt die
Blutbestandteile der Vollblutprobe in Plasma (oben) und zellulare Bestandteile (unten).
Abweichende Bedingungen (z.B. flr die Zentrifugation) sind durch den Anwender zu va-
lidieren.

— Das PoET Instrument benétigt ein Plasma-Volumen von bis zu 1,5 mL. In Abh&ngigkeit
von der Testmethode kdnnen auch deutlich geringere Volumina verwendet werden. Na-
here Informationen sind dem Benutzerhandbuch PoET Instrument zu entnehmen.

Die Primarréhrchen missen ausreichend gefillt sein und es ist darauf zu
achten, dass keine Gelbestandteile oder Blutzellen das Plasma verunreinigen.
Dies kann zu einer Beeintrachtigung der Leistung des Testverfahrens fihren.

8.3. Probentransport

Probenmaterial soll ausschlie3lich in bruchsicheren Transportbehéltern verschickt werden, um
das Risiko des Auslaufens von Probenmaterial und infolgedessen das Infektionsrisiko zu re-
duzieren. Probenmaterial ist entsprechend den nationalen bzw. internationalen Bestimmungen
zum Versand von medizinischem Untersuchungsmaterial zu verpacken und zu versenden.

Die fur die Proben zuléassige Transportzeit und -temperatur orientiert sich an den Lagerungs-
bedingungen (siehe Kapitel 8.4).
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8.4. Probenlagerung

Die Vollblutproben in den EDTA-K2 Gel-Barriere Blutenthnahmeréhrchen missen innerhalb von
48 Stunden in die zellularen und Plasma-Bestandteile getrennt werden. Bis dahin kénnen die
Proben bei einer Temperatur von 0°C bis +35°C transportiert und gelagert werden.

Das EDTA-Plasma ist bei +2°C bis +8°C fir bis zu 12 Tage haltbar, ohne dass sich die HEV-
Viruslast messbar &ndert.

Die Testleistung kann durch Einfrieren und Auftauen oder langere Lagerung
der Proben beeintrachtigt werden. Abweichende Aufbewahrungsbedingungen
sind durch den Anwender zu validieren.

8.5. Proben fir das PoET Instrument bereitstellen

Im Kuhlschrank gelagertes Probenmaterial kann direkt eingesetzt und analysiert werden. Der
Umgang mit gefrorenem und nochmals aufgetautem Probenmaterial wurde nicht validiert. Da-
her liegen fir gefrorenes und wieder aufgetautes Probenmaterial keine Informationen vor.
Falls gefrorenes Plasma verwendet werden soll, wird empfohlen, das Plasma bei +37°C im
Wasserbad aufzutauen, um die Bildung von Prazipitaten zu verhindern, welche die Testleis-
tung beeinflussen kénnten.

9. Bearbeitung von Proben auf dem PoET Instrument

Allgemeine Hinweise fir das Arbeiten mit dem PoET Instrument:

Der Testablauf ist im Benutzerhandbuch PoET Instrument ausfiihrlich beschrieben. Im Fol-
genden ist der Testablauf fir POET HEV mit dem PoET Instrument zusammenfassend
dargestellt:

— Vor dem Lauf: Gerat und PC anschalten und Wartung gemaf3 Anweisungen am Bild-
schirm durchfiihren

—  Laufdurchfuhrung:
e Analysenmodus anwahlen
e Proben laden
e Testanforderungen zuweisen (Testtyp und Testparameter)
e POET Instrument mit Reagenzien und Verbrauchsmaterialien beladen
e Lauf starten
e Ergebnisse prifen
¢ Verbrauchsmaterialien entladen und Abfall entsorgen

In Abh&ngigkeit vom Testplan eines Laufes am PoET Instrument liegen die PCR-Ergebnisse
etwa 3,5 Stunden nach Laufstart vor.
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10. Kontrollverfahren

10.1. MaRnahmen zur Qualitatskontrolle

Der automatisierte Gesamtprozess bestehend aus Probenvorbereitung und PCR-Analyse wird
durch mehrere Kontrollen tberwacht:

Kontrolltyp Produkt Funktion

Interne POET Internal Die IC zeigt an, ob die Prozessierung von der Extraktion bis
Kontrolle (IC) Control zum Ergebnis fir jede Probe valide war.

PCR-Positivkon- | POET HEV Die PCR-Positivkontrolle enthalt HEV-spezifische In-Vitro-
trolle (PC) Positive Control | Transkripte und zeigt durch eine erfolgreiche HEV-Amplifika-

tion an, dass die korrekten Bedingungen fiir die PCR vom
Ansatz der PCR-Reaktion, Uiber die Versiegelung der
PCR Plates bis hin zur Durchfiihrung der PCR auf dem
POET Instrument eingehalten wurden.

PCR-Negativ- PoET Negative Die POET Negative Control zeigt an, dass die PCR-Reagen-
kontrolle (NC) Control zien kontaminationsfrei angesetzt wurden. Die NC entspricht
einer ,No Template Control“ (NTC).

11. Auswertung und Gultigkeit der Ergebnisse

Die Auswertung wird von der Calliope Software vorgenommen. Die Software analysiert die
Fluoreszenz-Signale aller PCR-Reaktionen inklusive der Kontrollen und bewertet, ob das Er-
gebnis insgesamt flr den Parameter HEV und fir jede einzelne Probe valide ist.

Sollte eines der Kriterien der Validitatsprufung nicht erfillt sein, wird der POET-Lauf als ungliltig
bewertet.

Wenn anhand der Ergebnisse der PCR-Kontrollen der Lauf als valide bewertet wird, werden
die einzelnen Probenergebnisse nach folgendem Schema bewertet:

Fall | HEV-Kanal IC-Kanal Bewertung Im Report
nicht reaktiv | invalide* Ergebnis ist invalide Invalid

2 nicht reaktiv | valide** Ergebnis ist valide und fur HEV nicht reaktiv Not Reactive

3 reaktiv valide** Ergebnis ist valide und fur HEV reaktiv Reactive

4 reaktiv invalide* Ergebnis ist valide und fur HEV reaktiv Reactive

*) nicht-reaktiv oder reaktiv, aber auRerhalb der IC-Grenzwerte
**) reaktiv und innerhalb der IC-Grenzwerte
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12. Verfahrenseinschrankungen

Das PCR-Kit POET HEYV ist ausschlie3lich fur den Gebrauch mit den Reagenzien
PoET Extraction, POET Prep Reagent, POET Internal Control, POET Negative Control
und PoET HEV Paositive Control am PoET Instrument vorgesehen.

Die Detektion der HEV-RNA ist abhangig von der in der Probe enthaltenen Menge an
virusspezifischen Nukleinsauren. Im Falle einer sehr geringen Viruslast (unterhalb der
Nachweisgrenze des Tests), kann diese durch das PCR-Kit POET HEV nicht zuverlassig
detektiert werden.

Falsche Probenabnahme, nicht-getestete Storsubstanzen und unsachgemalfe Probenla-
gerung und -vorbereitung kdnnen die Stabilitat des Virus und der Nukleinsduren negativ
beeinflussen und das Ergebnis der PCR beeintrachtigen. Dariiber hinaus kann das
Plasma inhibierende Subtanzen enthalten, die die Extraktion stéren oder in die PCR ge-
langen kdnnen.

Blutproben, die aus Heparin-Blutentnahmeréhrchen entnommen wurden, sowie Proben
von heparinisierten Personen, dirfen nicht verwendet werden, da Heparin die PCR be-
eintrachtigen kann.

Bei Proben mit einem sehr hohen Albumin-Gehalt (> 100 g/L) ist ein zuverlassiges Test-
ergebnis nicht sichergestellt.

Mutationen innerhalb der hochkonservierten Regionen des viralen Genoms kdnnen un-
ter Umsténden die Bindung der Oligonukleotide beeintrachtigen und die Detektion des
Virus verhindern.

Trotz Sequenzabgleich und Uberpriifung der Primer zur Erfassung der fiir das Blutspen-
dewesen im D-A-CH-Raum (Deutschland, Osterreich und die Schweiz) relevanten
Genotypen des Hepatitis-E-Virus lasst sich unter Umstanden ein neu beschriebener Ge-
notyp mit dem PCR-Kit POET HEV nicht erfassen.

In seltenen Fallen kann es bei Proben mit einer sehr hohen Viruslast zu einer Verschlep-
pung durch das PoET Instrument kommen. Bei Detektion eines PCR-Ergebnisses mit
frihem Amplifikationssignal kann es somit bei weiteren Proben im selben Lauf zu
schwach-reaktiven Ergebnissen kommen.
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13. Leistungsmerkmale
Zur Bestimmung der Leistungsmerkmale wurde als Standard der ,1% WHO International

Standard for Hepatitis E Virus RNA Nucleic Acid Amplification Techniques (NAT)-Based As-
says (PEI code 6329/10)“ eingesetzt.

13.1. Analytische Leistungsmerkmale

Analytische Sensitivitat HEV

Die Bestimmung der 95%igen Nachweisgrenze (95% NWG) fur HEV des PCR-Kits POET HEV
wurde mit einem Probenvolumen von 1,3 mL anhand der Extraktion und dem Nachweis von
verdiinnten Virusstandards in Plasma durchgefiihrt. Die Sensitivitat wurde anhand der Hit-Ra-
ten der seriellen Verdinnungen der Virusstandards und Durchfiihren einer Probit-Analyse
(log10) mit der Software IBM SPSS Statistics bestimmt.

Standard HEV
PEI Code 6329/10
95% NWG 15 IU/mL
Konfidenzintervall 12 - 18 IlU/mL

Analytische Sensitivitat bei kleineren Probeneinsatzvolumina

Werden Proben mit einem Plasmavolumen im Bereich von = 40,5 pyL und < 1300 pL in die
Analyse eingesetzt (z.B. im Falle von Probenpool-Aliquots oder Einzelproben mit geringerem
Ausgangsvolumen), wird auf dem PoET Instrument nach dem Transfer des Plasmas in die
Extraction Plates automatisch das Volumen zu 1,3 mL erganzt. Hierfir kommt die Komponente
sample diluent (SD) des Kits POET Extraction zum Einsatz. Im Rahmen der Validierung des
PCR-Kits POET HEV wurde bestétigt, dass das Ergéanzen mit SD keinen Einfluss auf die ana-
lytische Sensitivitat von POET HEV hat.

Auf eine korrekte Konfiguration der benétigten Probenformate ist zu achten. N&here Angaben
befinden sich im Benutzerhandbuch POET Instrument. Sollten andere Einstellungen ge-
winscht werden, so ist der Kundenservice von GFE zu kontaktieren.

13.2. Diagnostische Spezifitat

Im Rahmen der Bestimmung der diagnostischen Spezifitat des PCR-Kits POET HEV wurden
576 HEV-negative Proben anhand von Einzel-Plasma-Spenden aus Gel-Barriere-Blutab-
nahme-Roéhrchen untersucht.

Getestete Invalide Proben Valide nicht-reak- | Falsch-reaktive Spezifitat
Probenzahl tive Proben Proben P
576 25 551 0 100%

Bei den 551 valide getesteten Proben wurde keine falsch-reaktive Probe beobachtet. Somit ist
bisher von einer annahernd 100%igen Spezifitdét des PCR-Kits POET HEV auszugehen.

13.3. Gesamtausfallrate

Die Bestimmung der zu falsch negativen Ergebnissen fihrenden Fehlerrate (hier in Prozent
nicht-reaktive Proben) des Gesamtsystems (kurz ,Gesamtausfallrate”) des PCR-Kits
POET HEV erfolgte mit negativen Humanplasma-Proben, die mit HEV versetzt wurden. Die
Konzentration an HEV entsprach weniger als dem Dreifachen der 95% NWG.

Es wurde bei 288 Analysen kein Ausfall beobachtet. Daraus ergibt sich eine Ausfallrate von
0%.
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13.4. Genotypen

Die Detektierbarkeit aller relevanten Genotypen fur HEV wurde durch Alignments der verflg-
baren Sequenzen und darauf beruhender Primer-Selektion sichergestellt.

Darlber hinaus wurde die analytische Erfassung relevanter human-pathogener Geno- und
Subtypen, soweit verfigbar, an Proben mit bekannten Genotypen fir HEV untersucht. Diese
untersuchten Proben repréasentieren einen grofRen Teil der bislang bekannten Geno- und Sub-

typen.
Die Genotyp-Proben wurden (soweit spezifiziert) mit ca. dem Funffachen der 95% Nachweis-
grenze eingesetzt und getestet. Die nachfolgende Tabelle fasst die Ergebnisse zusammen:

Genotyp Anzahl Proben Hit-Rate [reaktiv / gesamt]
la 4 4]/4
le 2 2/2
2a 2 2/2
3 2 2/2
3b 6 6/6
3f 2 2/2
4c 2 2/2
4q 2 2/2

Die human-pathogenen Genotypen la -4g sind mit dem PCR-Kit POET HEV detektierbar.

13.5. Testung von Proben aus der Serokonversionsphase

Fur die Testung von Proben aus der Serokonversionsphase wurden Proben aus neun ver-
schiedenen Serokonversionspanels fir HEV untersucht. Die Proben der Panels wurden in
zwei verschiedenen Probentypen eingesetzt: a) 1:6 mit Plasma verdinnt und b) 1:96 mit
Plasma verdiinnt. Im Anschluss an die Testung mit dem PCR-Kit POET HEV erfolgte ein Ver-
gleich der Ergebnisse mit den in den Begleitunterlagen der Panels gemachten Angaben. Als
erwartetes Ergebnis sollen mit dem PCR-Kit POET HEV die Proben als reaktiv ermittelt wer-
den, die durch das jeweils in den Unterlagen benannte NAT-Testverfahren als reaktiv bestimmt
wurden.

Das PCR-Kit POET HEV erkennt eine HEV-Infektion in den neun getesteten Panels jeweils
friher, als der jeweilige Antikorper/Antigen-Referenz-Test, im Mittel um 18 Tage (1:96) bzw.
24 Tage (1:6) (Reduktion des diagnostischen Fensters). Im Vergleich zu den Vergleichs-NAT-
Tests detektiert das PCR-Kit POET HEV die RNA von HEV vergleichbar gut. Die Testung der
Serokonversionspanels unterstreicht somit die hohere Sensitivitat von NAT-Techniken gegen-
Uber serologischen Tests.

13.6. Untersuchungen zu Einschrankungen des Nachweisverfahrens

13.6.1. Stdrsubstanzen

Der Einfluss von Stoérstoffen auf das PCR-Kit POET HEV wurde mittels der Extraktion von un-
terschiedlichen Proben und HEV-Nachweis untersucht. Bei einem Teil der Proben wurde HEV-
negatives Plasma nur mit dem jeweiligen Storstoff versetzt und ein anderer Teil der Proben
wurde zusatzlich mit Virus-Standard bei 2,5-fach 95% NWG versetzt. Dabei wurden endogene
und exogene Storstoffe getestet.
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Endogene Storstoffe

Zur Beurteilung des Einflusses von Hamolyse sowie erhéhtem Bilirubin-, Albumin- und Trigly-
ceridgehalt auf die HEV-PCR wurden Plasmaproben mit dem jeweiligen potentiellen Storstoff
in mehreren Konzentrationen bis weit Uber die Normalwerte versetzt.

Ergebnisse der Testung endogener Storstoffe:

Endogener Storstoff | Konzentration Beobachtung
Bilirubin 20 — 50 mg/L keine Beeinflussung
Hamoglobin 250 — 2000 mg/L keine Beeinflussung
Triglyceride 25-409/L keine Beeinflussung
Albumin 60 — 100 g/L keine Beeinflussung
> 100 g/L Zuverlassiges Testergebnis nicht sichergestellt

Die getesteten endogenen potenziellen Storstoffe (Albumin, Bilirubin, Hamoglobin, Triglyce-
ride) haben in der Testkonzentration keine falsch-nicht-reaktiven oder falsch-reaktiven
Ergebnisse gezeigt. Fir Albumin-Konzentrationen in Proben bis zu 100 g/L ist keine Beein-
flussung der Testergebnisse aufgetreten. Bei noch héheren Konzentrationen von > 100 g/L
kann ein zuverlassiges Testergebnis nicht sichergestellt werden.

Exogene Storstoffe

Die Versuche zur Beurteilung des Einflusses von exogenen Stdrstoffen (Medikamente, die vor
der Blutspende genommen wurden) wurden in Anlehnung an die Angaben der Richtlinie
.EP7-A2 Interference Testing in Clinical Chemistry“ [15] durchgeflihrt. Die Auswahl der Medi-
kamente sowie deren eingesetzte Konzentration sind davon abgeleitet.

Ergebnisse der Testung exogener Stérstoffe:

Exogener Storstoff Wirkung Konzentration Beobachtung

Ascorbinsaure Antioxidans 60 pg/mL keine Beeinflussung
Acetaminophen / Paracetamol | Schmerzmittel 200 pg/mL keine Beeinflussung
Acetylsalicylsaure Schmerzmittel 652 pg/mL keine Beeinflussung
Ibuprofen Schmerzmittel 500 pg/mL keine Beeinflussung
Naproxen Schmerzmittel 500 pg/mL keine Beeinflussung
Phenylephrin-HCI Schnupfenmittel 82 pug/mL keine Beeinflussung
Atrovastatin Cholesterin-Senker | 335 pg/mL keine Beeinflussung
Loratadin Antihistaminikum 0,3 ug/mL keine Beeinflussung
Fluoxetin Antidepressivum 3,5 pg/mL keine Beeinflussung
Paroxetin Antidepressivum 1,0 pg/mL keine Beeinflussung
Sertralin Antidepressivum 0,6 ng/mL keine Beeinflussung

Die getesteten exogenen potenziellen Storstoffe haben in der jeweiligen Testkonzentration
keine falsch-nicht-reaktiven oder falsch-reaktiven Ergebnisse gezeigt.
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13.6.2. Kreuzreaktivitat

Die Gefahr unerwiinschter Nebenprodukte wurde durch Sequenzvergleiche der verwendeten
Primer und Sonden mit humanpathogenen potenziell kreuzreaktiven Virussequenzen und
durch ein darauf beruhendes Testdesign minimiert.

Im Rahmen der Validierung wurde der Einfluss genomischer Nukleinsduren von ausgewahlten
Viren auf das PCR-Kit POET HEV untersucht. Dazu wurde negatives Humanplasma (NHP) mit
Standards fur die zu testenden Viren versetzt, extrahiert und amplifiziert. Zusatzlich wurde
HEV-haltiges Plasma mit Standards fur die zu testenden Viren versetzt und untersucht. Bei
den HEV-haltigen Proben wurde bei der Testung HEV mit dem 2,5-fachen der 95% NWG ein-
gesetzt.

Ergebnisse der Testung der Kreuzreaktivitat:

Virus Nukleinsaure |Beobachtung

Cytomegalie-Virus DNA Keine Beeinflussung
Hepatitis-C Virus RNA Keine Beeinflussung
Hepatitis-B Virus DNA Keine Beeinflussung
Humanes Immundefizienz-Virus-1 RNA Keine Beeinflussung
Humanes Immundefizienz-Virus-2 RNA Keine Beeinflussung
Hepatitis-A Virus RNA Keine Beeinflussung
Parvovirus B19 DNA Keine Beeinflussung
West-Nil Virus RNA Keine Beeinflussung
Hepatitis-D Virus RNA Keine Beeinflussung
Adenovirus Typ | DNA Keine Beeinflussung

Bei den eingesetzten Viren wurde keine Beeinflussung auf das PCR-Kit POET HEV gemessen.
Alle Ansétze zeigten reaktive Ergebnisse fir die IC und keine falsch-reaktiven oder falsch-
nicht-reaktiven Ergebnisse fur HEV.

14. Anderungen im Analysenverfahren und in der Analysenleistung

Im Falle von wesentlichen Anderungen im Analysenverfahren und / oder in der Analysenleis-
tung der Reagenzien werden entsprechende Informationen vom Hersteller umgehend an die
Anwender weitergegeben. Dies gilt auch fiir die MaBnahmen, die aus diesen Anderungen re-
sultieren. Gegebenenfalls kann dies auch den Rickruf des In-vitro-Diagnostikums bedeuten.
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15. Erklarung der Symbole

LOT Symbol fiir ,Charge*
REF Symbol fiir ,Artikelnummer*
E JJJJ-MM Symbol fir ,Verwendbar bis...“ (Jahr-Monat)

Wsm

Symbol fur ,Ausreichend fur <n> Prifungen®
(n = Gesamtzahl an IVD-Prifungen)

/ﬂ,-l8°C

Symbol fir ,Oberer Temperaturgrenzwert”

Symbol fir ,Gebrauchsanweisung beachten®

3]
A\

Symbol fir ,,Achtung*

Hinweis auf Sicherheitsbezogene Angabe wie Warnhinweis oder
Vorsichtsmaf3nahme

®

Symbol fir ,Nicht wiederverwenden®

-

j/_it Symbol fir ,Vor Sonnenlicht schiitzen®
IVD Symbol fiir ,In-vitro-Diagnostikum*

Ce

Symbol fur Konformitat zur Europaischen Richtlinie 98/79/EG Uber in-
vitro-Diagnostika

wl

Symbol fir ,Hersteller*

GFE-Herstellerlogo
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16. Abkurzungsverzeichnis

95% NWG | Nachweisgrenze bei 95% Wahrscheinlichkeit

cDNA Complementary oder ,Copy“ DNA

DNA Deoxyribonucleic acid (DNS, Desoxyribonukleinsaure)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

dUuTP Desoxyuridintriphosphat

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid (Ethylendiamintetraessigsaure)
EM enzyme mix

HEV Hepatitis-E-Virus

IC Internal Control (Interne Kontrolle)

U International units (Internationale Einheiten)

NAT Nukleinsaure-Amplifikationstechnik

NC PoET Negative Control (PCR-Negativkontrolle)

NTC No Template Control

OM oligo mix

PC PCR Positive Control (PCR-Positivkontrolle); POET HEV Positive Control
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion)
RKI Robert-Koch-Institut

RNA Ribonucleic acid (RNS, Ribonukleinsaure)

RT Reverse Transkription

rxn Reactions (Reaktionen)

SD sample diluent (Aufflllmedium fir Proben)

UNG Uracil-DNA-Glycosylase

WHO World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)

17. Technischer Service

Fragen beziglich des PCR-Kits POET HEV kdnnen an den Kundenservice von GFE adressiert
werden:

E-Mail: service@qgfeblut.de
Web: https://www.gfeblut.de/contact-us/
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19. Haftungsausschluss und Markenschutz

* Die im PCR-Kit POET HEV enthaltene SuperScript® Ill Reverse Transcriptase ist ein
Produkt hergestellt und lizensiert durch Life Technologies by Thermo Fisher Scientific.

= Wahrend der Anwendung des PCR-Kits PoET HEV kommen die PCR-Platten
(PCR Plates) ,FrameStar® 96 (cut corner A12)“ mit Barcode [Artikelnummer SP-0362]
zum Einsatz. Diese unterliegen folgender Lizenzlimitierung: ,FrameStar® is covered by
one or more of the following US patents or their foreign counterparts, owned by Eppendorf
AG: US Patent Nos. 7,347,977 and 6,340,589. FrameStar® is a registered trademark
owned by 4titude® Ltd".

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