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1 Zweckbestimmung

1.1 Verwendungszweck

PoET Multiscreen ist ein PCR-Kit flr den professionellen Gebrauch zur automatisierten In-vitro-Unter-
suchung von humanen Plasmaproben von Blutspendern.

Mit PoET Multiscreen erfolgt der qualitative Nachweis der RNA von Hepatitis-C-Virus (HCV), der DNA
von Hepatitis-B-Virus (HBV) und der RNA von Humanes Immundefizienz-Virus 1 oder 2 (HIV-1, HIV-2)
mittels Real-Time PCR zum Screening von individuellen Proben oder Pools aus Aliquots individueller
Proben.

Darlber hinaus ist POET Multiscreen fiir die Bestatigung der Ergebnisse von im Blutspende-Screening
getesteten Proben vorgesehen.

Die Prozessierung von PoET Multiscreen erfolgt mit dem PoET Instrument.

1.2 Vorgesehene Anwender

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

2 Hintergrund
2.1 Erregerinformation

2.1.1 HCV

Das Hepatitis-C-Virus (HCV; Hepacivirus hominis) ist ein behiilltes (+)ssRNA-Virus mit einem etwa
9,6 kb groRen Genom und der Erreger von Hepatitis C. HCV wird taxonomisch auch als Hepacivirus
hominis (vormals Hepacivirus C) bezeichnet und ist derzeit der einzige humanpathogene Vertreter des
Genus Hepacivirus in der Familie der Flaviviridae (1) (2).

Derzeit sind bei HCV acht Genotypen mit diversen Subgenotypen und rekombinanten Formen be-
kannt (3) (4) (5). Die genetische Diversitat der einzelnen Genotypen zueinander liegt bei liber 30 %. Als
RNA-Virus ist das Genom von HCV sehr variabel und das Virus wird als Quasispezies betrachtet. Diese
Variabilitat kann als wichtiger Grund angesehen werden, dass bisher kein Impfstoff gegen HCV entwi-
ckelt werden konnte.

HCV wird vorwiegend parenteral durch blutinfizierte Nadeln z.B. bei Drogenkonsum und Tatowierun-
gen lbertragen, seltener auch durch sexuelle Ubertragungswege (1). Durch die Einfiihrung der serolo-
gischen HCV-Blutspendetestung in 1991 in Deutschland ist die vorher vergleichsweise haufige
Ubertragung von HCV durch Bluttransfusionen und Blutprodukte sehr unwahrscheinlich geworden.
Das bei HCV mit durchschnittlich 60 Tagen ungewdhnlich weite diagnostische Fenster konnte durch
die Einfihrung der HCV-Testung mittels Nukleinsdure-Amplifikationstechnik (NAT) deutlich verkiirzt
werden (6). Die Einfliihrung der NAT-Testung auf HCV erfolgte in Deutschland in 1997.

Die akute Hepatitis, die sich 6-8 Wochen nach Infektion mit HCV entwickeln kann, zeigt meist nur einen
milden Krankheitsverlauf. Etwa 75 % der akut HCV-infizierten Personen entwickeln unbehandelt eine
chronische HCV-Infektion, die sich im weiteren Krankheitsverlauf haufig zu einer Leberzirrhose und
darauffolgend zu einem primaren Leberzellkarzinom weiterentwickeln kann. Es existiert derzeit kein
Impfstoff gegen HCV, jedoch steht zur Behandlung eine effektive, antivirale Therapie zur Verfligung,
die in den meisten Fallen zu einer Heilung fihrt (1).
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2.1.2 HBV

HBV, das Hepatitis-B-Virus, ist ein behlltes DNA-Virus mit einem zirkularen, partiell doppelstrangigen,
etwa 3,2 kb groRen Genom, das vorwiegend die Leber infiziert und eine Leberentziindung verursacht.
Neben den infektiosen Viren werden spharische oder filamentdse Viruspartikel gefunden, die keine
DNA enthalten und nicht infektits sind (1). HBV gehort zum Genus Orthohepadnavirus innerhalb der
Familie der Hepadnaviridae (7) (8) (9). Da HBV fiir seinen Replikationszyklus eine Reverse Transkrip-
tase benutzt, ist das HBV-Genom sehr variabel und das Virus kann Quasispezies generieren (10). Eine
weitere Besonderheit bei HBV ist das Auftreten von Viruspartikeln mit defekten Virusgenomen (11).

Bei HBV kennt man die humanen Genotypen A-H und viele daraus entstandene rekombinante Formen,

Ill

wie z.B. den Genotypen , I (A/C/G-Rekombinante) oder viele B/C-Rekombinationen, sowie verschie-
dene Genotypen von Gibbon und Menschenaffen, die nicht humanpathogen sind (9) (12) (13) (14). Ein
weiterer vermeintlich humanpathogener Genotyp ,J“ stellt einen Einzelfall dar, ist am nachsten mit
einer Gibbon-Sequenz verwandt und ist vermutlich durch eine Ubertragung vom Affen auf den Men-
schen entstanden (12) (15). In Europa sind vorwiegend die Genotypen A und D verbreitet (16).

HBV wird durch Virus-infizierte Kérperflissigkeiten wie Blut oder Blutprodukte, Speichel, Muttermilch
oder Schleimhéaute, z.B. bei der Geburt, oder durch Sexualverkehr tbertragen. Die Inkubationszeit
kann zwischen zwei und sechs Monaten betragen, da diese von der Erregerdosis, dem Infektionsweg
sowie dem Immunstatus der Exponierten abhdngig ist. Bei etwa 65 % der Infizierten verlauft die Infek-
tion asymptomatisch. Eine akute Hepatitis dauert etwa 2-4 Wochen an. Bei etwa 5-10 % aller Infizier-
ten entwickelt sich eine chronische Hepatitis, die im weiteren Verlauf zu einer Leberzirrhose und einem
primaren Leberzellkarzinom fuhren kann.

Bei einer akuten Hepatitis ist aufgrund der hohen Spontanheilungsrate keine Therapieindikation gege-
ben. Patienten mit einer chronischen Hepatitis B werden mit antiviralen Medikamenten behandelt.
Durch die aktive Immunisierung durch eine Schutzimpfung ist eine gezielte Prophylaxe der Hepatitis-
B-Infektion effektiv moglich. Trotz der verfligbaren Schutzimpfung stellt die Hepatitis-B-Infektion wei-
terhin eine berufsbedingt vorkommende Infektionskrankheit im Gesundheitswesen dar (17).

2.1.3 HIV

Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist der Erreger der Immunschwéachekrankheit AIDS. HIV bildet
ein komplexes, umhiilltes Virion bestlickt mit zwei linearen (+)ssRNA-Strangen. HIV gehort zur Gattung
der Lentiviren in der Familie der Retroviridae und man kennt derzeit die beiden humanen Arten HIV-1
und HIV-2. Der Ursprung beider Arten ist eine Ubertragung des Simian Immundefizienz-Virus (SIV) von
Affen auf den Menschen (1) (18).

Bei HIV-1 sind derzeit vier solcher unabhingiger Ubertragungen vom Schimpansen bzw. Gorilla auf den
Menschen als Subtypen M, N, O, und P bekannt (19). Vor allem die Subtyp-Gruppe M mit einer Vielzahl
von Subgenotypen und rekombinanten Formen hat Verbreitung gefunden und ist fiir iber 90 % aller
HIV-Infektionen weltweit verantwortlich. Die haufigsten Subtypen der Gruppe M sind der Subtyp Cin
Asien und Afrika sowie der Subtyp B in Europa und den Vereinigten Staaten. Hingegen ist der Subtyp O
vor allen in Westafrika verbreitet und von den Subtypen N und P sind insgesamt nur wenige Falle be-
kannt.

HIV-2 ist vorwiegend endemisch in Westafrika und man kennt derzeit acht Subtypen, die jeweils unab-
hangige Ubertragungen von den oft als Haustier gehaltenen Mangaben, einer Affenart der , Meerkat-
zenverwandten” (Cercopithecidae), auf den Menschen darstellen (19). Eine gewisse Relevanz fiir das
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Blutspendewesen haben allerdings nur die Subtypen A und B und davon abgeleitete rekombinante

Formen. Die anderen Subtypen stellen bisher nur lokale Einzelfalle dar.

HIV wird vor allem bei sexuellen Kontakten mit infektiosen Korperfliissigkeiten, im wesentlichen
Sperma, Vaginalsekret und dem Flissigkeitsfilm auf der Darmschleimhaut, libertragen, wobei der di-
rekte Blutkontakt mit Abstand das gréRte Ubertragungsrisiko darstellt. Das Infektionsrisiko nach einer
Transfusion von HIV-positivem Blut liegt bei (iber 90 %. Jedoch wurde durch die Einflihrung der Blut-
spendetestung (in Deutschland serologisch ab 1985, NAT ab 1997, ab 2004 verpflichtend) die Wahr-
scheinlichkeit der Transfusion einer HIV-positiven Spende auf ein Minimum reduziert (1:5.000.000 laut
RKI). Die Prdvalenz von HIV-2 in Deutschland ist niedrig, im Jahr 2018 gab es in Deutschland 2.818 HIV-
Neudiagnosen, darunter waren vier Infektionen mit HIV-2 (20). Der Krankheitsverlauf bei einer Infek-
tion mit HIV-2 ist beim Menschen meist milder und langsamer als bei HIV-1 und oftmals sogar ohne
erkennbare Symptome (21).

Der Krankheitsverlauf einer HIV-Infektion wird meist in drei Phasen unterteilt. Die erste Phase wird
auch Primarinfektion genannt und verlauft haufig inapparent. Die sich anschlieRende zweite Phase ist
meist eine mehrjahrige symptomfreie Latenzphase, die unbehandelt in der dritten Phase zu dem typi-
schen AIDS-Krankheitsbild flihrt, was letztlich zum Zusammenbruch der Immunabwehr und somit zum
Tod fuhrt (18). Es gibt keine HIV-Schutzimpfung, jedoch ist es heutzutage maglich, durch eine antiret-
rovirale Kombinationstherapie (cART, combined antiretroviral therapy) das Ausbrechen von AIDS fast
vollstandig zu verhindern (22).

2.2 Nutzen von NAT-Tests

Die Sicherheit von Blut und Blutprodukten erfordert die Feststellung der Spendereignung und die Tes-
tung der Spenden, um das Risiko einer méglichen Ubertragung viraler Erreger bei der Transfusion von
Blut und Blutbestandteilen zu minimieren. Durch serologisches Screening kann die Gefahr einer Uber-
tragung viraler Infektionen durch Transfusion zwar stark reduziert, aber nicht ausgeschlossen werden.
Bei Blutspenden, die im Zeitraum der Serokonversion gewonnen werden, besteht ein Restrisiko, dass
die Infektion nicht durch die serologischen Tests erfasst wird (23). Durch das Testen auf virale Nukle-
insduren mittels NAT l3sst sich das diagnostische Zeitfenster verkiirzen und das Risiko einer Ubertra-
gung weiter minimieren.

Die Studie von Faddy et al. (24) konnte durch die Erhebung der derzeitigen weltweiten Nutzung von
Blutspende-NAT zeigen, dass der Einsatz von NAT in den letzten Jahren zugenommen hat. Der prozen-
tuale Anteil an NAT-positiven Spenden, bemessen an der Gesamtanzahl an Spenden in 2019, betrug
0,0099 % fiir HIV, 0,0063 % fir HCV und 0,0247 % fiir HBV. Es zeigt sich dabei deutlich, dass NAT dazu
beitragt, die Sicherheit von Bluttransfusionen weltweit zu verbessern.

2.3 Testprinzip

Das Multiplex PCR-Kit POET Multiscreen besteht aus einer Real-Time PCR (Polymerase-Kettenreaktion)
zum Nachweis von HCV/HIV-spezifischer RNA und HBV-spezifischer DNA in humanen Blutplasmapro-
ben. Bei der PCR werden bei HCV zwei Target-Bereiche (X-Tail und 5° UTR) amplifiziert. Bei HBV ist
ebenfalls ein Dual-Target Design (Sequenziberlappungsbereich des P/X und C/P-Gens) etabliert. Der
Nachweis von HIV-1 ist durch ein Triple-Target Design (GAG, LTR und Pol3) sichergestellt. Bei HIV-2
wird ein konservierter Bereich des LTR-Gens amplifiziert.

PoET Multiscreen Gebrauchsanweisung Seite 5 | 30
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Mit PoET Multiscreen konnen die Nukleinsduren von HCV, HBV und HIV gleichzeitig in einer Reaktion

amplifiziert und anhand unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe voneinander unterschieden werden.
PoET Multiscreen differenziert jedoch nicht zwischen HIV-1 und HIV-2.

Bei sehr hohen Konzentrationen eines Virus kann es dazu kommen, dass die Amplifikation der anderen
Viren nicht mehr ungestort ablaufen kann. In der Software Calliope von PoET Instrument sind Grenz-
werte hinterlegt, um Falle dieser Art entsprechend zu berticksichtigen.

Alle PoET PCR-Kits enthalten zusatzlich zu den virusspezifischen Oligonukleotiden ein weiteres hetero-
loges, nicht-kompetitives Amplifikationssystem fiir die Interne Kontrolle (PoET Internal Control, ,1C“,
separat erhaltlich). Die IC wird jeder Probe zu Beginn der Probenvorbereitung zugesetzt und dient als
Extraktions- und Amplifikationskontrolle.

3 PoET-System Uberblick

Das PoET-System bietet eine vollautomatisierte Losung fiir die Extraktion, Amplifikation und Detektion
von Nukleinsduren von Infektionserregern in humanen Plasmaproben fliir Anwendungen im NAT-Hoch-
durchsatzscreening oder den Nachweis aus einzelnen Proben. Das PoET-System besteht aus einer
Reihe an unterschiedlichen Produkten, die einzeln erhaltlich sind.

POET-System

PoET-Reagenzien Verbrauchsartikel

=  PCR-Platten
=  Extraktionsplatten

POET Instrument =  PoET PCR-Kits

=  PoET Kontrollen .
. . = Probenrdhrchen
=  PoET Extraktionsreagenzien . .
= Pipettenspitzen

PoET Multiscreen Gebrauchsanweisung Seite 6 | 30
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4 Reagenzien

Das PCR-Kit PoET Multiscreen besteht aus zwei Komponenten, einem Réhrchen mit enzyme mix v2
(EM v2) und einem Réhrchen mit oligo mix MSN (O_M v1). Es werden beide Réhrchen fiir den Test mit
PoET Multiscreen bendtigt.

PoET Multiscreen
GFE-Katalognummer P2M-28-30
Basis-UDI-DI 42623533728MH
Anzahl Reaktionen pro Kit | 840 (30 x 28 Reaktionen)
Volumen inkl.
Kit Komponente | Name Primarverpackung Inhaltsstoffe Totvolumen
pro Kit
enzyme mix v2 EM v2 Réhrchen mit H20, Master Mix mit <1 % dUTP, | 30 x 1210 uL
Schraubdeckel dATP, dGTP, dCTP, dTTP und
(weiR) <1 % Taq Polymerase, < 0,001 %
Uracil-N-glycosylase, < 0,002 %
MMLV Reverse Transcriptase,
< 0,001 % RNase Inhibitor
oligo mix MSN O_Mvl Rohrchen mit Tris Puffer, < 0,03 % forward und | 30 x 250 uL
Schraubdeckel reverse HCV, HBV und HIV-1/2
(blau) und IC Primer, < 0,004 % HCV,
HBV und HIV-1/2 und IC Sonden
mit Fluoreszenzfarbstoff
4.1 Lagerung und Handhabung der Reagenzien
Material Lagerung Transport Anwendung
PoET Multiscreen <-18°C <-18°C +15 °C bis +30 °C

Die Reagenzien sind fiir den einmaligen Gebrauch bestimmt.
Nach Gebrauch in den R6hrchen verbleibende Reagenzien miissen entsorgt werden.

®

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

Spatestens 5 Stunden nach Entnahme der Reagenzien aus den Lagerorten die Ana-
lyse auf dem PoET Instrument starten. Die Reagenzien erst kurz vor Laufstart 6ffnen.

Keine abgelaufenen Reagenzien verwenden. PoET Instrument liberpriift die Rea-
genz-Barcodes und lasst keinen Lauf-Start mit abgelaufenen Reagenzien zu.

AN
A\
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4.2  Zusatzlich bendtigte Reagenzien und Verbrauchsartikel
Material Katalognummer
PoET Extraction P1A-24-04
PoET Prep Reagent P1B-24-20
POET Internal Control P1C-1440-60
PoET Universal Positive Control P3M-360-60
PoET Negative Control P3A-500-30
1000 uL-CO-RE Il Tips 235905
300 uL-CO-RE Il Tips 235903
Extraction Plate Set 43001-0730
PCR Plate SP-0362
13 mL Tube & Cap* 60.541.004 & 65.714

*QOptional. PoET Instrument Benutzerhandbuch fiir weitere Informationen tGber Primar- und Sekundarréhrchen beachten.

A Die Verwendung anderer Reagenzien und Verbrauchsartikel auf PoET Instrument ist

nicht zulassig.

4.3 Benotigte Gerate und Software
Gerat Katalognummer
PoET Instrument inkl. der Software Calliope v2.0 oder hoher POA

5 Warnhinweise und Vorsichtsmallnahmen

5.1 Allgemeine Vorsichtmalinahmen

Nur fir die In-vitro-Diagnostik verwenden.

Nur in Verbindung mit PoET Instrument und den dazugehorigen Reagenzienkits und Verbrauchsar-
tikeln verwenden.

Alle Arbeitsflachen gemal} der ,Guideline for Disinfection and Sterilization in Healthcare Facili-
ties" (25) oder vergleichbaren Methoden reinigen und desinfizieren.

Mogliche Nukleinsdurekontaminationen mit DNA-ExitusPlus™ (AppliChem GmbH) oder einem ver-
gleichbar wirksamen Mittel nach Angaben des Herstellers beseitigen.

Proben als potenziell infektios behandeln, wie in ,Biosafety in Microbiological and Biomedical La-
boratories" (26) und im CLSI-Dokument M29A4 (27) beschrieben. Wenn Probenmaterial verschiit-
tet wird, sofort mit einem geeigneten Mittel desinfizieren. Kontaminierte Materialien sind als
biologisch gefahrlich zu behandeln.

Wenn Proben oder Reagenzien auf dem PoET Instrument verschiittet werden, Anweisungen im
PoET Instrument Benutzerhandbuch zur Reinigung und Dekontaminierung der Oberfldche befol-
gen.

Alle Materialien, die mit potenziell infektidsen Proben und/ oder Reagenzien in Kontakt gekom-
men sind, gemaRk den einschlagigen regionalen und nationalen Vorschriften entsorgen.

Sicherheitsdatenblatter (MSDS) werden von GFE zur Verfligung gestellt.
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= Personliche Schutzausristung (Laborkittel, Augenschutz, Laborhandschuhe) tragen. In den ausge-
wiesenen Arbeitsbereichen nicht essen, trinken oder rauchen.

= Nach der Handhabung der Proben und Reagenzien sowie nach dem Ausziehen der Handschuhe die
Hande desinfizieren und grindlich waschen. Die Handschuhe zwischen der Handhabung von Pro-
ben, Kontrollen und Reagenzien wechseln. Beim Umgang mit Proben und Kontrollen eine Konta-
mination der Handschuhe vermeiden.

5.2 Umgang mit Reagenzien

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

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

= POET PCR-Kits werden auf Trockeneis versandt. Fir die sichere Handhabung und Entsorgung von
Trockeneis sind die lokalen Anweisungen und Richtlinien zu beachten.

= Das Produkt nach Erhalt auf gefrorenen Zustand, Unversehrtheit der Verpackung und Vollstandig-
keit Gberprifen. Wenn es Anzeichen fiir aufgetaute Reagenzien oder Beschadigungen gibt, diirfen
diese Produkte nicht verwendet werden.

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

= Den Austausch von Rohrchendeckeln vermeiden, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden.

= Die Reagenzien sind fir den einmaligen Gebrauch bestimmt. Reagenzienreste in den Réhrchen
dirfen nicht wiederverwendet werden.

= Verschiedene Chargen der gleichen Reagenzien dirfen nicht kombiniert werden.

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

6 Prozessablauf
Der Prozess mit PoET Instrument besteht aus den folgenden Schritten:
1. Probenvorbereitung
2. PCR-Setup
3. Amplifikation und Detektion
4

Auswertung und Bericht

6.1 Probenvorbereitung

Als Probenmaterial ist Humanplasma mit EDTA' oder CPD? als Antikoagulanz zu verwenden.

Die Proben konnen als Einzelspenderproben oder als gepoolte Proben, bestehend aus Aliquots von
Einzelspenden, bereitgestellt werden. PoET Instrument bietet die Moglichkeit, Pools aus sechs Einzel-
spenden zu erstellen. Weitere Informationen zu den mdéglichen Probenformaten und Pooling-Optio-
nen sind im PoET Instrument Benutzerhandbuch (Praanalytik und Probenprozessierung) zu finden.

1 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
2 Citrate-phosphate-dextrose (CPD)
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Die Probenvorbereitung setzt sich aus vier Schritten zusammen:

Schritt Beschreibung

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

Lyse und Die Viruspartikel werden lysiert, um die Nukleinsduren freizusetzen. Die freigesetzten

Bindung Nukleinsauren werden dann an magnetische Partikel gebunden.

Waschen Proteine und andere Verunreinigungen werden in zwei Waschschritten entfernt.

Elution Die Nukleinsdauren werden mit Elutionspuffer von den Magnetpartikeln abgeldst. Der Elu-

tionspuffer enthalt dann die RNA der IC und, wenn vorhanden, die viralen Nukleinsduren.

6.2 PCR-Setup

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

Der PCR-Mastermix besteht aus enzyme mix v2 (EM v2, nachfolgend EM genannt) und oligo mix MSN
(O_Mv1, nachfolgend OM genannt). Der OM enthalt virusspezifische Oligonukleotide (Primer und Son-
den), die an hoch konservierte Regionen der viralen Nukleinsduren binden. Darlber hinaus enthalt der
OM ein weiteres heterologes, nicht-kompetitives Amplifikationssystem mit Primern und Sonden zur
Amplifikation der Sequenz der Internen Kontrolle (IC). In Abwesenheit des Zielvirus zeigt eine erfolg-
reiche IC-PCR-Reaktion die korrekten PCR-Bedingungen an und validiert nicht-reaktive Zielvirus-Ergeb-
nisse.

Um eine Kontamination mit PCR-Produkten aus vorausgegangenen PCR-Reaktionen zu vermeiden,
enthalt der EM eine hitzelabile Uracil-DNA-Glykosylase (UNG) und Desoxyuridintriphosphat (dUTP) im
Gemisch der Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs). Etwaige verschleppte PCR-Produkte aus friiheren
PCR-Reaktionen werden vor Beginn der aktuellen RT-PCR bei Raumtemperatur durch die UNG abge-
baut. AnschlieBend wird die UNG wahrend der reversen Transkription bei erhdhter Temperatur inak-
tiviert.

6.3 Amplifikation und Detektion

Bevor die PCR-Amplifikation beginnt, wird die RNA der IC sowie die RNA von HCV und HIV-1/2 einer
reversen Transkription unterzogen, um cDNA-Kopien der RNA-Vorlagen herzustellen. Die reverse Tran-
skription erfolgt durch eine rekombinante Variante des Enzyms Moloney Murine Leukemia Virus
(M-MLV) reverse Transkriptase, die im EM enthalten ist. In der PCR-Reaktion werden dann die cDNA-
Kopien der IC sowie von HCV und HIV-1/2 parallel mit der DNA von HBV amplifiziert.

Die Amplifikationsreaktion wird (iber mehrere Zyklen hinweg wiederholt, wobei jeder Zyklus aus meh-
reren Schritten besteht. Zuerst wird das Reaktionsgemisch erhitzt, um die doppelstrangige DNA in ein-
zelstréangige DNA aufzuspalten (,Denaturierung”). Beim Abkihlen der Mischung lagern sich die Sonden
und Primer an die komplementiren DNA-Strdnge an (,,Annealing”). In Gegenwart von Mg*-lonen und
Uberschissigen dNTPs werden die Primer durch das Enzym Thermus aquaticus (Tag) DNA-Polymerase
entlang der Zielsequenzen verlangert (,,Elongation”). Die hybridisierten Sonden werden wahrend der
Elongation durch die 5'-3'-Exonukleaseaktivitdt der Tag-DNA-Polymerase in ihre Nukleotide gespalten.
In jedem Zyklus entstehen neue doppelstrangige DNA-Molekile (,Amplifikate”). Die PCR-Reaktion
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wird fiir 50 Zyklen durchgefiihrt. Ab dem sechsten PCR-Zyklus wird bei jedem Zyklus eine Fluoreszenz-

lichtmessung durchgefihrt.

Sonden fligen zusatzliche Spezifitat bei der Detektion hinzu, da Sondenmolekiile nur an komplemen-
tdre DNA-Strange der Zielregion hybridisieren kdnnen und Sonden nur dann von der Taq-DNA-Poly-
merase gespalten werden, wenn sie an den komplementaren DNA-Strang hybridisiert sind.

Um die Anzahl der produzierten Amplifikate nachweisen zu kénnen, sind die Sonden mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff (,,Reporter”) am 5'-Ende und mit einem Quencher am 3'-Ende gekoppelt. Bei intakten
Sondenmolekiilen wird aufgrund der raumlichen Nahe des Reporters zum Quencher das Fluoreszenz-
signal durch Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET) stark gedampft.

Wahrend der Elongation werden durch die 5'-3'-Exonukleolyseaktivitat der Tag-Polymerase die hybri-
disierten Sonden abgebaut und der Reporterfarbstoff wird freigesetzt. Der FRET wird unterbrochen
und somit das Fluoreszenzsignal emittiert. Das Fluoreszenzsignal steigt im Verhaltnis zur Anzahl der
produzierten Amplifikate.

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

6.4 Auswertung und Bericht

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

7 Testdurchfihrung

7.1 Voraussetzungen

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

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

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

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

7.2  Probenmaterial

= In den Validierungsstudien fir POET Multiscreen wurde menschliches EDTA- und CPD-Plasma von
lebenden Spendern verwendet. Alle leistungsbezogenen Informationen basieren auf diesen Mate-
rialien, die daher fiir die Verwendung von PoET Multiscreen mit dem PoET Instrument empfohlen
werden.

= Blutproben, die aus Heparin-Blutentnahmerdéhrchen entnommen wurden sowie Proben von hepa-
rinisierten Personen, dirfen nicht verwendet werden, da Heparin die PCR beeintrdchtigen
kann (28).

A Alle Proben sind als potentiell infektiés zu behandeln.
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7.3  Probennahme und Praanalytik

7.3.1 EDTA-Plasma

= Die Blutabnahme ist mit handelstblichen EDTA-Blutentnahmerdéhrchen mit oder ohne Gel-Barri-
ere (z.B. Sarstedt oder Becton Dickinson) entsprechend den Herstellerangaben durchzufiihren.

= Die Vollblutproben in den Primarréhrchen missen innerhalb von 48 Stunden nach Herstelleranga-
ben in die Zell- und Plasmabestandteile getrennt werden.

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

Plasma frei von sichtbaren Verunreinigungen, wie Gelkomponenten oder Blutzellen,

i Die Primdrrohrchen miissen ausreichend gefiillt sein. Es ist darauf zu achten, dass das
ist. Andernfalls kann dies zu einer Beeintrachtigung der Testleistung fiihren.

7.3.2 CPD-Plasma
= Die Probenentnahme und die Herstellung von CPD-Plasma erfolgen mit Blutbeutelsystemen (z.B.
Fresenius-Kabi oder Maco Pharma) gemaR den Anweisungen des Herstellers des Beutelsystems.

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

7.4  Probentransport
Die Transportdauer und -temperaturen missen den in Kapitel 7.5 beschriebenen Bedingungen ent-

sprechen.
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7.5 Probenlagerung

7.5.1 EDTA-Plasma
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=  Bis zur Trennung kénnen die Vollblutproben fir 48 Stunden bei +2 °C bis +35 °C transportiert und
gelagert werden.

= Nach der Trennung von den Zellen kann EDTA-Plasma in Priméar- oder Sekundarréhrchen bei +2 °C
bis +8 °C bis zu 7 Tage aufbewahrt werden, ohne dass sich die Viruslast von HCV, HBV und HIV-1/2
messbar verandert.

Die Testleistung kann durch Uberschreiten der angegebenen Lagerungsdauer des
EDTA-Plasmas beeintrachtigt werden.

7.5.2 CPD-Plasma
=  CPD-Plasmabeutel konnen in gefrorenem Zustand bei < -18 °C transportiert werden.

= Die gefrorenen CPD-Plasmabeutel konnen bei < -20 °C bis zu 3 Jahre gelagert werden, ohne dass
sich die Viruslast von HCV, HBV und HIV-1/2 messbar verandert.

Die Testleistung kann durch Uberschreiten der angegebenen Lagerungsdauer des
CPD-Plasmas beeintrachtigt werden.
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7.6 Durchfihrung der Testung mit PoET Instrument

Die Bedienung von PoET Instrument ist detailliert im PoET Instrument Benutzerhandbuch (Betrieb, Cal-
liope) beschrieben.
Im Folgenden ist der Testablauf zusammenfassend dargestellt:

Schritt | Aktion(en)

POET Instrument fiir den Betrieb vorbereiten:
e Falls erforderlich: POET Instrument einschalten

1 e Falls erforderlich: Proben, Reagenzien und Verbrauchsartikel eines vorausgegangenen Laufs
entladen. Reagenzien und Verbrauchsartikel sachgerecht entsorgen. Proben je nach Bedarf ent-
weder sachgerecht entsorgen oder entsprechend einlagern.

e Falls erforderlich: Wartungen gemafR Anweisungen auf dem Bildschirm durchfiihren

Lauf vorbereiten:

e Prozess-Modus auswahlen

2 e Proben in das Gerét laden

e Testanforderungen zuweisen (Testtypen und Test-Parameter)
e Reagenzien und Verbrauchsartikel laden

3 Lauf durchfiihren

PoET Instrument entladen:
e Proben, Reagenzien und Verbrauchsartikel entladen.
e Reagenzien und Verbrauchsartikel sachgerecht entsorgen.

e Proben je nach Bedarf entweder sachgerecht entsorgen oder entsprechend einlagern.

Je nach den gewahlten Test-Parametern und der Anzahl der Proben liegen die PCR-Ergebnisse einer
Probenserie etwa 3,5 Stunden nach Beginn des Laufs vor.

7.7 Proben fir einen PoET Instrument Lauf vorbereiten

Im Kihlschrank gelagerte EDTA-Proben kénnen direkt verwendet und analysiert werden. Gefrorene
CPD-Plasmabeutel missen vor der Testung aufgetaut werden und das Probenmaterial muss in Sekun-
darréhrchen tberfuhrt werden. Informationen tber Priméar- und Sekundarrohrchen, die auf dem Gerat
verwendet werden kdnnen, sind im PoET Instrument Benutzerhandbuch zu finden.

7.8 Weitere Vorbereitungen fir den Laufstart
= Zusatzlich zu den hier beschriebenen Punkten die Gebrauchsanweisungen (IFU) der anderen be-
notigten PoET-Produkte beachten.

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

= PCR-Kits und PCR-Kontrollen kénnen gefroren oder aufgetaut auf das PoET Instrument geladen
werden, solange die in Kapitel 4.1 genannten Standzeiten eingehalten werden.

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

= Vor der Verwendung jeden Reagenzbehilter visuell Gberpriifen, um sicherzustellen, dass keine
Undichtigkeit vorliegt. Bei Anzeichen von Undichtigkeit nicht fiir den Test verwenden.

= Die Deckel der Reagenzréhrchen und die Peel-Seal-Folien der Rechteckbecher der Extraktionsrea-
genzien entfernen, bevor sie auf die Trager des PoET Instrument gestellt werden. PoET Instrument
verfligt iber keine Vorrichtung zum automatischen Entfernen der Deckel (,,Decapper”) oder zum
Durchstechen der Folien.
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= Um eine Verdunstung der Reagenzien zu vermeiden, die Deckel und Peel-Seal-Folien erst kurz vor
dem Gebrauch entfernen. Die Peel-Seal-Folien der Rechteckbecher vorsichtig entfernen, um ein
Verschiitten von Reagenzien zu vermeiden.

= Darauf achten, dass keine Flissigkeitsreste in den Deckeln oder an den Rohrchenwéanden anhaf-
ten.

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

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

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

=  Fir die ordnungsgemalle Wartung des Gerats das PoET Instrument Benutzerhandbuch lesen.

Nach Sicherstellung der obigen Punkte kann der Lauf gestartet werden.

7.9 Berechnung der Ergebnisse

Die Auswertung der PCR-Rohdaten erfolgt mit der Software Calliope. Jede Amplifikationskurve wird
einzeln mit dem Auswerte-Algorithmus analysiert. Den Amplifikationskurven von reaktiven Proben
werden hierbei ,,Positive Points" (PP) zugeordnet. Als zweiten Wert fiir die Ergebnisbewertung berech-
net der Algorithmus den , Quotienten" (Q) fiir jede einzelne Kurve. Dieser Wert ergibt sich aus dem
hochsten Fluoreszenzwert der letzten drei Zyklen geteilt durch den niedrigsten Fluoreszenzwert der
ersten drei Zyklen. Er stellt die Signalstarke der einzelnen Kurve dar.

Bei der Durchfiihrung und Auswertung der PCR werden verschiedene Fluoreszenzkanale des Real-Time
PCR-Cyclers benutzt, so dass die drei Virus-Parameter von PoET Multiscreen sowie die IC differenziert
werden kénnen:

Virus-Parameter Test-Parameter in Calliope | Fluoreszenzkanal
HCV HCVm FAM

HBV HBVm ROX

HIV HIVm VIC

IC IC CY5

PoET Multiscreen Gebrauchsanweisung
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7.10 Kontrollmallnahmen und Validitat der Ergebnisse

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

trollen Gberwacht:

(PC)

Positive Control

Kontroll-Typ Produkt Funktion

Interne Kontrolle POET Internal IC wird jeder Probe vor Beginn der Prozessierung zugegeben. Fiir

(I1C) Control jede nicht reaktive Probe gibt die IC an, ob die Bearbeitung von
der Extraktion bis zum Ergebnis valide ist.

PCR-Positivkontrolle | PoET Universal PC werden als separate Reaktionen angesetzt.

Die PCR-Positivkontrolle enthalt synthetische Nukleinsduren der
Amplikons von PoET Multiscreen. Sie dient dem Beleg, dass die
an der Amplifikationsreaktion von HCV, HBV und HIV beteiligten
Reagenzien funktional sind.

PCR-Negativkontrolle
(NC)

PoET Negative
Control

NC werden als separate Reaktionen angesetzt.

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

Basierend auf den PP- und Q-Werten der Kontrollen ermittelt Calliope, ob das Gesamtergebnis fir die

Probenserie und jede einzelne Probe valide ist.

7.10.1 Validierung der PCR-Negativkontrollen (NC)

Die PCR-Negativkontrolle, POET Negative Control, wird als separate Reaktion angesetzt. Die individu-
elle Reaktion wird bei PoET Multiscreen als valide bewertet, wenn weder der IC noch einem der drei
zu detektierenden Virus-Parameter ein PP-Wert zugewiesen wird.

Je nach Probenserie werden auf einer PCR-Platte mehrere PCR-Negativkontrollen angesetzt. Ob das
NC-Gesamtergebnis als valide zu bewerten ist, hdngt von der Ergebniskonstellation der individuellen
Reaktionen ab.

Bewertun il IS TC LS Definition
‘ PCR-Platte
NC- .
C'Gesamtergebms 1 Dieser NC wird kein PP-Wert zugewiesen.
valide
Allen NC werden keine PP-Werte zugewiesen.
NC-Gesamtergebnis 59
valide
Hochstens einer NC wird ein PP-Wert zugewiesen.
NC- .
. ¢ G.esamtergebms 1 Dieser NC wird ein PP-Wert zugewiesen.
invalide
NC-Gesamtergebnis 59 Mehr als einer NC auf einer PCR-Platte wird ein PP-
invalide - Wert zugewiesen.

Im Falle eines invaliden NC-Gesamtergebnisses werden automatisch alle Ergebnisse der zugehoérigen

Probenserie als invalide bewertet.
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7.10.2 Validierung der PCR-Positivkontrollen (PC)

Die PCR-Positivkontrolle, POET Universal Positive Control, wird als separate Reaktion angesetzt. Die in-
dividuelle Reaktion wird bei POET Multiscreen als valide bewertet, wenn fur alle drei zu detektierenden
Virus-Parameter die PP- und Q-Werte innerhalb der Grenzwerte liegen. Die Grenzwerte sind in der
Software Calliope hinterlegt.

Je nach Probenserie werden auf einer PCR-Platte mehrere PCR-Positivkontrollen angesetzt. Ob das
PC-Gesamtergebnis als valide zu bewerten ist, hangt von der Ergebniskonstellation der individuellen
Reaktionen ab.

Anzahl PC auf ei ——
Bewertung PEFZQ?PIat::eau einer Definition

PC-Gesamtergebnis

valide 1 PP- und Q-Wert dieser PC liegen innerhalb der Grenzwerte.

PP- und Q-Werte aller PC liegen innerhalb der Grenzwerte.
PC-Gesamtergebnis

. 22
valide PP- oder Q-Wert von hochstens einer PC liegt auRRerhalb der
Grenzwerte.
.PC-G.esamtergebnls 1 PP- oder Q-Wert dieser PC liegt auBerhalb der Grenzwerte.
invalide
PC-Gesamtergebnis 59 PP- oder Q-Werte von mehr als einer PC liegen aullerhalb
invalide - der Grenzwerte.

Im Falle eines invaliden PC-Gesamtergebnisses werden automatisch alle Ergebnisse der zugehorigen
Probenserie als invalide bewertet.

7.10.3 Validierung der Internen Kontrolle (IC)

PoOET Internal Control wird jeder Probe vor Beginn der Prozessierung zugegeben. Die Proben enthalten
somit einen zusatzlichen Analyten, der zusammen mit den Infektionserregern die gesamte Probenpro-
zessierung durchlauft. PoET Internal Control dient der Bewertung der Validitat der Ergebnisse der ge-
testeten Proben.

Da die IC den gesamten Prozess durchliuft, dient sie der funktionellen Uberwachung der verwendeten
Reagenzien und des zum Einsatz kommenden PoET Instrument. Die Analyse der IC-Validitat wird nur
durchgefiihrt, wenn die Gesamtergebnisse der PCR-Kontrollen (PC, NC) fiir die entsprechende Proben-
serie valide sind.

Die Bewertung der IC wird fiur jede Probenposition auf der PCR-Platte individuell durchgefihrt. Ein IC-
Ergebnis wird als valide bewertet, wenn die IC sich innerhalb der vorgegebenen Grenzwerte befindet.
Nur wenn das IC-Ergebnis als valide bewertet wird, kdnnen nicht reaktiv (not reactive)-Ergebnisse fir
die Virus-Parameter HCV, HBV oder HIV ebenfalls als valide bewertet werden.

Bei Virus-Parametern, die das Ergebnis reaktiv (reactive) erhalten, wird das IC-Ergebnis ignoriert und
das Ergebnis reaktiv (reactive) bleibt fir diese Virus-Parameter bestehen.

7.11 Interpretation der Ergebnisse

Generell sind Probenergebnisse nur valide, wenn die entsprechenden PCR-Kontrollen (PC, NC) der zu-
gehorigen Probenserie valide sind und wenn keine Bearbeitungsfehler oder sonstigen Stérungen auf-
getreten sind. Eine giiltige Probenserie in einem Lauf mit PoET Instrument kann sowohl valide als auch
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invalide Probenergebnisse enthalten. Invalide Probenergebnisse erfordern eine Testwiederholung. Va-

lide Probenergebnisse kdnnen entweder reaktiv (reactive) oder nicht reaktiv (not reactive) sein.

Je nach Konfiguration liefert Calliope die Ergebnisse entweder automatisch an ein Laborinformations-

managementsystem (LIS, LIMS) oder die Ergebnisse miissen manuell Gberprift und an ein LIS tbertra-

gen werden. Weitere Einzelheiten kénnen dem PoET Instrument Benutzerhandbuch (Calliope)

entnommen werden.

7.12 Verfahrenseinschrankungen

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

Falsche Probenentnahme, unsachgemaRe Probenlagerung und -vorbereitung kénnen die Stabilitat
der Viren und Nukleinsduren negativ beeinflussen und die PCR-Ergebnisse beeintrachtigen.

Sollten bei EDTA-R6hrchen ohne Gel-Barriere Teile des zelluldren Sediments im Plasma sichtbar
sein oder der Verdacht bestehen, dass das Sediment aufgewirbelt wurde, konnen die Réhrchen
nachzentrifugiert werden.

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

Bei nicht getesteten Storsubstanzen und Storsubstanzen jenseits der in den Leistungsdaten ange-
gebenen Konzentrationen ist ein zuverlassiges Testergebnis nicht sichergestellt (siehe Kapitel 8.3.3
und 8.3.4).

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

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

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

7.13 Entsorgung

Um ein Auslaufen von Reagenzienresten aus benutzten Extraktions- und PCR-Platten zu verhin-
dern, werden die relevanten Platten im Prozess automatisch versiegelt.

Alle Materialien, die mit Reagenzien in Beriihrung gekommen sind, gemaR den einschlagigen regi-
onalen und nationalen Vorschriften entsorgen.

Reagenzienreste gemal den einschlagigen regionalen und nationalen Vorschriften entsorgen.

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

Hinweise zur Entsorgung der in Kombination mit dem PCR-Kit verwendeten Kits und Verbrauchs-
artikeln den entsprechenden Gebrauchsanweisungen und Sicherheitsdatenblattern entnehmen.
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8 Leistungsmerkmale

Die Leistungsmerkmale von PoET Multiscreen wurden unter Verwendung der folgenden Standards er-
hoben:

= 6" WHO International Standard for hepatitis C virus RNA for nucleic acid amplification techniques
(NIBSC code: 18/184)

» 4™ WHO International Standard for HBV DNA for NAT (NIBSC code: 10/266)
» 4" WHO HIV-1 International Standard (NIBSC code: 16/194)

=  2"™WHO International Standard for Human Immunodeficiency Virus type 2 RNA for Nucleic Acid
Amplification Techniques (NIBSC code: 16/296)

8.1 Wichtigste Testmerkmale

Probentyp EDTA- oder CPD-Plasma
Benotigtes Probenvolumen 200 — 1500 pL*
Prozessiertes Probenvolumen 40,5-1300 pL*

Nachweisgrenze

HCV 5,5 1U/mL

HBV 1,51U/mL
HIV-1 13,2 1IU/mL
HIV-2 5,7 IU/mL
Spezifitat
EDTA-Plasma mit Gel-Barriere 100 %
EDTA-Plasma ohne Gel-Barriere 100 %
CDP-Plasma 100 %
Testdauer Je nach Testplan des PoET-Laufs liegen die Ergebnisse etwa

3,5 Stunden nach Beginn des Laufs vor.

* Abhangig vom verwendeten Testtyp. Weitere Informationen sind im PoET Instrument Benutzerhandbuch zu finden.
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8.2 Analytische Sensitivitat

8.2.1 Nachweisgrenze (NWG)

Die Bestimmung der 95 %igen Nachweisgrenze (95 % NWG) fur HCV, HBV und HIV-1/2 mit dem PCR-
Kit POET Multiscreen wurde mit einem Probenvolumen von 1,3 mL unter Verwendung von verdiinnten
Virusstandards in EDTA-Plasma, welches aus Primarréhrchen mit Gel-Barriere stammte, durchgefiihrt.
Die NWG wurde durch eine PROBIT-Analyse (log10) mit der Software IBM SPSS Statistics auf der Grund-
lage der Trefferquoten der seriellen Verdiinnungen der Virusstandards bestimmt.

HCV HBV HIV-1 HIV-2
vw;gc::’t;:';:tci‘_’g:;:ta"dard: 6 18/184 4™ 0/266 4% 16/194 27 16/296

95 % NWG 5,5 1U/mL 1,5 1U/mL 13,2 1U/mL 5,7 1U/mL
Konfidenzintervall 4,5-7,1 1U/mL 1,2-1,9 lU/mL 10,4-20,2 IlU/mL | 3,4-22,51U/mL

Fiir CPD-Plasma und EDTA-Plasma aus Primarréhrchen ohne Gel-Barriere wurde die 95 % NWG anhand
einer Hit-Ratenbestimmung fiir die entsprechende Viruskonzentration bestatigt. CPD-Plasma sowie
EDTA-Plasma ohne Gelbarriere haben keinen negativen Einfluss auf die Sensitivitdt von HCV, HBV und
HIV-1/2.

8.2.2 NWSG fur kleinere Probenvolumina

Werden Proben mit einem Plasmavolumen < 1,3 mL im Test verwendet, fullt POET Instrument das Vo-
lumen automatisch mit sample diluent (SD), einem Bestandteil von PoET Extraction, auf 1,3 mL Ge-
samtvolumen auf. Die NWG von PoET Multiscreen wird entsprechend dem Verdinnungsfaktor
reduziert.

Im Rahmen der Validierung des PCR-Kits POET Multiscreen wurde bestétigt, dass das Auffillen mit SD
anstelle von Plasma keinen Einfluss auf die Leistungsdaten von HCV, HBV und HIV-1/2 hat. Weitere
Informationen zum Probenauffiillvolumen sind im PoET Instrument Benutzerhandbuch (Praanalytik
und Probenprozessierung) zu finden.

8.2.3

Die Detektierbarkeit aller relevanten Geno- und Subtypen fir HCV, HBV, HIV-1 und HIV-2 wurde durch
Alignments der verfligbaren Sequenzen und darauf beruhender Primer-Selektion sichergestellt.

Genotypenpanel

Darliber hinaus wurde die analytische Erfassung relevanter humanpathogener Geno- und Subtypen,
soweit verfligbar, an Proben mit bekannten Genotypen fir HCV, HBV, HIV-1 und HIV-2 untersucht.
Diese untersuchten Proben reprasentieren einen grolRen Teil der bislang bekannten Geno- und Subty-
pen.

Die Geno- und Subtyp-Proben wurden (soweit spezifiziert) mit dem 5-fachen der 95% NWG eingesetzt
und getestet.
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HCV
Genotyp Anzahl Proben* Hit-Rate [reaktiv / gesamt]
1 22 21/22
2 26 26 /26
3 19 19/19
4 20 20/ 20
5 19 19/ 19
6 12 12/ 12

*Anzahl inklusive der Subtypen

Die bei HCV getesteten Genotypen 1-6 werden mit dem PCR-Kit POET Multiscreen umfanglich detek-
tiert. Fir die Genotypen 7 und 8 sind keine Proben verfiigbar. Diese Genotypen wurden entsprechend
nicht getestet. Die vorliegenden Sequenzen sind in den Ziel-Bereichen der HCV-PCR hoch konserviert.

Der Nachweis der Genotypen 7 und 8 ist auf Basis der Sequenzanalysen und davon abgeleiteter Primer-

Auswahl sichergestellt.

HBV
Genotyp Anzahl Proben* Hit-Rate [reaktiv / gesamt]
A 18 18/18
B 11 11/ 11
C 12 12/12
D 12 12/12
E 7 7/7
F 6 6/6
G 3 3/3
H 1 1/1

*Anzahl inklusive der Sub-Genotypen

Die HBV-Genotypen A-H werden mit dem PCR-Kit POET Multiscreen detektiert.

HIV-1
Genotyp Anzahl Proben Hit-Rate [reaktiv / gesamt]
A 9 9/9
B 9 9/9
C 9 9/9
D 10 10/ 10
E 3 3/3
F 9 9/9
G 9 9/9
H 5 5/5
J 2 2/2
K 1 1/1
N 4 4/4
0} 10 10/10
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HIV-1
Genotyp Anzahl Proben Hit-Rate [reaktiv / gesamt]
rekombinante Subtyp-Varianten
AG,JU 1 1/1
Al 7 6/7
AA-GH 1 1/1
AB 8 7/8
ADG 1 1/1
AE 10 10/10
AG 11 11/11
AG-GH 2 2/2
BG 1 1/1
BF 1 1/1
CcC 1 1/1
cb 1 1/1
CPX 2 2/2
CRFO1/CRF15 1 1/1
DF 3 3/3
GH 2 2/2
GJ 1 1/1

Die HIV-1 Geno-/Subtypen A-H, J, K, N und O sowie die getesteten Subtyp-Rekombinanten werden mit
dem PCR-Kit PoET Multiscreen detektiert. Fiir den sehr seltenen Genotyp P war kein Material verfiig-
bar, dieser Genotyp wurde deshalb nicht getestet. Die Sequenz im Ziel-Bereich der HIV-PCR ist hoch
konserviert und zeigt keine Genotypen-spezifischen Varianzen, so dass der Nachweis von Genotyp P
sichergestellt ist.

HIV-2
Genotyp Anzahl Proben Hit-Rate [reaktiv / gesamt]
A 9 9/9
B 3 3/3
AB 2 2/2

Die HIV-2 Genotypen A und B, sowie die rekombinante Form AB werden mit dem PCR-Kit POET Mul-
tiscreen detektiert. Die Genotypen C, D, E, F, G sind beschriebene Einzelfélle fiir die keine Patienten-
proben verfiigbar sind.
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8.3 Analytische Spezifitat

8.3.1 Experimentelles Design Kreuzreaktivitat und Einfluss von Storsubstanzen

Die Kreuzreaktivitat und der Einfluss von Stérsubstanzen auf das PCR-Kit POET Multiscreen wurde an-
hand der Extraktion verschiedener Proben und des Nachweises von HCV, HBV und HIV untersucht. In
einem Teil der Proben wurde HCV, HBV und HIV-negatives Plasma nur mit der jeweiligen Substanz
versetzt. Ein anderer Teil der Proben wurde zusatzlich mit HCV, HBV, HIV-1 und HIV-2-Virusstandard
versetzt. An Stoérfaktoren wurden potentielle kreuzregierende Pathogene und endogene und exogene
Storsubstanzen getestet.

8.3.2 Kreuzreagierende Substanzen und klinische Zustande

Sequenzvergleiche der Primer und Sonden mit potentiell kreuzreaktiven humanpathogenen Virusse-
guenzen und ein optimiertes PCR-Design minimieren das Risiko unerwiinschter PCR-Nebenprodukte.
Im Rahmen der Validierung wurde der Einfluss von genomischen Nukleinsduren ausgewahlter Viren
und Bakterien auf das PCR-Kit PoET Multiscreen untersucht. Zu diesem Zweck wurde negatives huma-
nes EDTA-Plasma (NHP) mit Standards fiir die zu testenden Viren oder Bakterien versetzt, extrahiert
und amplifiziert. Zusatzlich wurde HCV, HBV, HIV-1 und HIV-2 positives Plasma mit Standards fiir die
zu testenden Viren/Bakterien versetzt, extrahiert und amplifiziert. Die HCV, HBV, HIV-1 und HIV-2-po-
sitiven Proben wurden mit HCV, HBV, HIV-1 und HIV-2 in der 5-fachen 95 % NWG versetzt.

Testergebnisse fir Kreuzreaktivitat:

Spezies Domdne Nukleinsaure Beobachtung

Japanisches-Enzephalitis-Virus (JEV) Virus RNA Keine Beeinflussung
St.-Louis-Enzephalitis-Virus (SLEV) Virus RNA Keine Beeinflussung
West-Nil-Virus (WNV Lineage 1) Virus RNA Keine Beeinflussung
Zika-Virus (ZIKV) Virus RNA Keine Beeinflussung
Gelbfieber-Virus (YFV) Virus RNA Keine Beeinflussung
Dengue-Virus (DENV) Virus RNA Keine Beeinflussung
Humanes T-lymphotropes Virus 1 (HTLV-1) | Virus RNA Keine Beeinflussung
Humanes T-lymphotropes Virus 2 (HTLV-2) | Virus RNA Keine Beeinflussung
Chikungunya-Virus (ChikV) Virus RNA Keine Beeinflussung
Hepatitis-E-Virus (HEV) Virus RNA Keine Beeinflussung
Parvovirus B19 (B19V) Virus DNA Keine Beeinflussung
Hepatitis-A-Virus (HAV) Virus RNA Keine Beeinflussung
Hepatitis-D-Virus (HDV) Virus RNA Keine Beeinflussung
Adenovirus Virus DNA Keine Beeinflussung
BK-Virus (BKV) Virus DNA Keine Beeinflussung
Herpes-simplex-Virus 1 (HSV-1) Virus DNA Keine Beeinflussung
Herpes-simplex-Virus 2 (HSV-2) Virus DNA Keine Beeinflussung
Humanes Herpesvirus Typ 6b (HHV-6b) Virus DNA Keine Beeinflussung
Humanes Herpesvirus 7 (HHV-7) Virus DNA Keine Beeinflussung
Varicella-Zoster-Virus (VZV) Virus DNA Keine Beeinflussung
Cytomegalievirus (CMV) Virus DNA Keine Beeinflussung
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Spezies Domdne Nukleinsdure Beobachtung

Epstein-Barr-Virus (EBV) Virus DNA Keine Beeinflussung
Serratia marcescens Bakterium DNA Keine Beeinflussung
Klebsiella pneumoniae Bakterium DNA Keine Beeinflussung
Streptococcus pyogenes Bakterium DNA Keine Beeinflussung

Bei den eingesetzten Viren/Bakterien konnte kein Einfluss auf die PCR-Leistung von PoET Multiscreen
festgestellt werden. Alle PCR-Reaktionen zeigten reaktive Ergebnisse fiir IC und keine falsch-reaktiven
oder falsch-nicht-reaktiven Ergebnisse fir HCV, HBV oder HIV.

Zusatzlichen wurde gezeigt, dass keine Kreuzreaktivitat zwischen HCV, HBV und HIV vorliegt.
8.3.3 Endogene Interferenzen

Um den Einfluss von Hdmolyse und erhéhtem Bilirubin-, Albumin- und Triglyceridgehalt auf POET Mul-
tiscreen zu beurteilen, wurden Plasmaproben mit der jeweiligen endogenen Substanz in verschiedenen
Konzentrationen bis hin zu abnorm hohen Werten versetzt. Die Testung erfolgte mit CPD-Plasma.

Endogene Substanz Konzentration Beobachtung
Bilirubin <50 mg/L Keine Beeinflussung
Hamoglobin <2000 mg/L Keine Beeinflussung
Triglyceride <40g/L Keine Beeinflussung
<60 g/L Keine Beeinflussung
Albumin
>60g/L Zuverlassiges Testergebnis nicht sicher gestellt

Die getesteten endogenen potenziellen Storstoffe (Bilirubin, Himoglobin, Triglyceride) haben in der
Testkonzentration keine falsch-nicht-reaktiven oder falsch-reaktiven Ergebnisse in CPD-Plasma ge-
zeigt. Eine Beeinflussung der Testergebnisse wurde nicht beobachtet. Albumin in hohen Konzentrati-
onen > 60 g/L in CPD-Plasma kann stérend wirken. Der Referenzbereich liegt bei gesunden Personen
der Altersgruppe von 20 bis 60 Jahren zwischen 30-50 g/L (29). Derartig hohe Albumin-Konzentratio-
nen kénnen zu invaliden bzw. vereinzelt zu falsch-nicht-reaktiven Ergebnissen fiihren.

Zusatzlich wurde Albumin als endogener potenzieller Storstoff in EDTA-Plasma getestet, da Albumin in
den zu testenden Blutspendeproben den gréRten Einfluss auf die Ergebnisse ausiiben kann.

Endogene Substanz Konzentration Beobachtung

Albumin <120g/L Keine Beeinflussung

Albumin hat in EDTA-Plasma keine falsch-nicht-reaktiven oder falsch-reaktiven Ergebnisse mit
PoET Multiscreen gezeigt. Es ist keine Beeinflussung der Testergebnisse aufgetreten.

8.3.4 Exogene Interferenzen

Die Tests zur Beurteilung des Einflusses exogener Substanzen (vor der Blutspende eingenommene Me-
dikamente) wurden auf der Grundlage der Angaben in der Richtlinie ,EP7A2 Interference Testing in
Clinical Chemistry" durchgefiihrt (30). Die Auswahl der Medikamente und deren Konzentrationen wur-
den aus dieser Richtlinie abgeleitet. Diese Validierungstests wurden mit CPD-Plasma durchgefiihrt.
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Exogene Substanz Wirkung Konzentration Beobachtung

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

Die untersuchten exogenen Storstoffe haben weder fir HCV, HBV, HIV-1 oder HIV-2-negative noch fir
HCV, HBV, HIV-1 oder HIV-2-positive Proben einen Einfluss auf die Analyseergebnisse mit POET Mul-
tiscreen gezeigt.

8.4 Fehlerrate des Gesamtsystems

Die Bestimmung der Fehlerrate des Gesamtsystems (kurz ,, Ausfallrate"), die zu falsch-nicht-reaktiven
Ergebnissen (in Prozent nicht-reaktiver Proben) des PCR-Kits POET Multiscreen fiihrt, wurde durch die
Untersuchung von je 288 Proben von HCV, HBV, HIV-1 und HIV-2 durchgefiihrt. Fir diesen Test wurde
negatives EDTA-Plasma mit HCV, HBV, HIV-1 oder HIV-2 in 3-facher 95 % NWG versetzt.

Alle untersuchten validen Proben der verschiedenen Virus-Parameter waren reaktiv. Es wurde eine
Wiederholbarkeit von 100 % erreicht, die Ausfallrate lag bei 0 %.

8.5 Klinische Leistungsparameter

8.5.1 Serokonversionspanels

Es wurden je zehn im Handel erhiltliche Serokonversionspanels fiir die Parameter HCV und HIV-1 so-
wie neun Panels fiir HBV getestet. Flr HIV-2 sind keine Serokonversionspanels verfiigbar. Ziel war der
Nachweis, dass PoET Multiscreen Proben als reaktiv ermittelt, die sich in der Phase vor der Serokon-
version befinden. Der Abgleich mit den Testergebnissen der Nachweise auf pathogen-spezifische An-
tikorper erfolgte mit den in den Panel-Unterlagen benannten Vergleichstests.

Bei allen getesteten Serokonversionspanels konnte, im zeitlichen Verlauf der Proben eines Panels, eine
Detektion von reaktiven Proben mit POET Multiscreen noch vor den reaktiven Ergebnissen der Antikor-
per-Tests festgestellt werden. PoET Multiscreen kann als NAT-basierter Test eine Infektion bereits vor
eintretender Serokonversion nachweisen.

Parallel zur Testung mit dem PCR-Kit POET Multiscreen wurden zusatzlich Daten mit CE-markierten
NAT-Referenztests erhoben. Beide Datensets wurden verglichen und bewertet. Die Ubereinstimmung
der Ergebnisse der NAT-Tests liegt bei 95 %. Mit PoET Multiscreen konnten mehr Proben erfolgreich
detektiert werden als mit den NAT-Referenztests.
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8.5.2 Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitdt wurde anhand verfligbarer Spenderproben (Proben, die im NAT-Refe-
renztest positiv waren) sowie anhand negativer Einzelspenden, die zur Simulation positiver Einzelspen-
den mit Viren versetzt wurden, ermittelt.

Proben aus den Serokonversionspanels wurden ebenfalls als positive Spenderproben betrachtet, so-
lange der Referenztest auch ein reaktives Ergebnis ausgewiesen hat.

. Anzahl getesteter Anzahl reaktiver Diagnostische
Virus-Parameter e erae
Proben Proben Sensitivitat
HCV 153 152 99,3%
HBV 111 111 100 %
HIV-1 168 166 98,8 %
HIV-2 14 14 100 %
Gesamt 446 443 99,3 %

Bei insgesamt 446 untersuchten Proben wurde eine durchschnittliche diagnostische Sensitivitdt von
99,3 % erreicht. Fir HBV und HIV-2 betragt die diagnostische Sensitivitdt 100 %. Bei HIV-1 wurde sie
mit 98,8 % und bei HCV mit 99,3 % bestimmt. PoET Multiscreen entspricht damit dem Stand der Tech-
nik und kann die genannten Viren zuverlassig nachweisen.

8.5.3 Diagnostische Spezifitat

Um die diagnostische Spezifitdat des PCR-Kits POET Multiscreen zu bestimmen, wurden HCV, HBV, HIV-1
oder HIV-2-negative Proben anhand einzelner EDTA- und CPD-Plasmaspenden untersucht.

Plasma Anzahl valider Anzahl Spezifitit
nicht-reaktiver Proben falsch-reaktiver Proben P

EDTA (mit und ohne Gelbarriere) 668 0 100 %

CPD 96 0 100 %

Bei den getesteten Proben wurden keine falsch-reaktiven Proben beobachtet. Somit ist bisher von ei-
ner anndahernd 100%igen Spezifitat des PCR-Kits POET Multiscreen auszugehen.
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9 Uberblick Reagenzien und Material

Reagenzien Hersteller Katalognummer Lagerung

PoET Multiscreen GFE P2M-28-30 <-18°C

PoET Universal Positive Control | GFE P3M-360-60 <-18°C

POET Extraction GFE P1A-24-04 +2 °C bis +8 °C
POET Prep Reagent GFE P1B-24-20 +2 °C bis +25 °C
PoET Internal Control GFE P1C-1440-60 <-18°C

PoET Negative Control GFE P3A-500-30 <-18°C
Material Hersteller Katalognummer
POET Instrument inkl. Calliope Software GFE POA

1000 uL CO-RE Il Tips Hamilton Bonaduz AG 235905

300 uL CO-RE Il Tips Hamilton Bonaduz AG 235903
Extraction Plate Set GFE 43001-0730

PCR Plate Azenta Life Sciences SP-0362

13 mL Tube & Cap Sarstedt AG & Co. 60.541.004 & 65.714

PoET Instrument Benutzerhandbuch fir weitere Informationen beachten. Alle Artikel werden von GFE
geliefert.

10 Hersteller und Kundenservice

Gesellschaft zur Forschung, Entwicklung und Distribution von Diagnostika im

Blutspendewesen mbH
Altenhoferallee 3, 60438 Frankfurt am Main, Germany

Telefon: +49 (0) 69 / 400 5513 0
Fragen zu PoET-Produkten und -Schulungen bitte an die lokale GFE-Vertretung richten:
Web: https://www.gfeblut.de/contact-us/

10.1 Meldungen

Die zustdndige Behorde vor Ort und GFE missen informiert werden, wenn es bei der Verwendung
dieses Produkts zu (mutmaRlich) schwerwiegenden Vorkommnissen kommt.

Unter dem folgenden Link ist eine Zusammenfassung des Berichts zu Sicherheit und Leistung von
PoET Multiscreen zu finden: https://ec.europa.eu/tools/eudamed. Bis zum vollen Funktionsumfang
von EUDAMED bitte an die lokale GFE-Vertretung wenden.

PoET Multiscreen Gebrauchsanweisung Seite 27 | 30


https://www.gfeblut.de/contact-us/
https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Versi 2
2 GFE crsion’?

11

12

10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

Marken und Patente
PoET und Calliope sind eingetragene Namen im Besitz von GFE.

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

Wahrend der Anwendung der PCR-Kits kommen die PCR-Platten (PCR Plates) “FrameStar® 96 (cut
corner A12)“ with barcode [Artikelnummer SP0362] zum Einsatz. Diese unterliegen folgender Li-
zenzlimitierung: “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 Azenta Life Sciences”.

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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