|/ VN

-

-biopharm’

RIDA®GENE Bordetella

REF| PG2505

I R-Biopharm AG, An der neuen Bergstral3e 17, 64297 Darmstadt, Deutschland
Tel: +49 (0) 61 51 81 02-0 / Fax: +49 (0) 61 51 81 02-20



1. Zweckbestimmung

Fur die in-vitro Diagnostik. RIDA®GENE Bordetella ist eine real-time multiplex PCR
zum direkten qualitativen Nachweis und zur Differenzierung von Bordetella pertussis,
Bordetella parapertussis und Bordetella holmesii aus humanen Nasopharyngeal-
Abstrichen und -Spiilungen. Die RIDA®GENE Bordetella real-time multiplex PCR soll
die Diagnose eines durch Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis bzw.
Bordetella holmesii verursachten Keuchhustens untersttitzen.

2. Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Bordetella pertussis ist ein gramnegatives Bakterium, das eine akute respiratorische
Infektion verursacht, die als Pertussis oder Keuchhusten bezeichnet wird. Bordetella
holmesii, Bordetella parapertussis und Bordetella bronchiseptica verursachen
seltener eine Keuchhusten-ahnliche Erkrankung mit milderem Verlauf. Pertussis
kann bei Menschen jeder Altersgruppe schwere Symptome hervorrufen, die
besonders bei Sduglingen lebensbedrohend sein kénnen. Die WHO (World Health
Organization) schatzt, dass 2008 weltweit ca. 16 Millionen Pertussis-Félle auftraten,
von denen ca. 195.000 Falle bei Kindern zum Tode fithrten.! 2012 wurden in den
USA 41.800 Pertussis-Falle gemeldet.? Es wird geschatzt, dass etwa 3-35 % der
Bordetella-Infektionen durch B. parapertussis verursacht werden.** In einer US-
Studie Uber einen Zeitraum von 3 Jahren (2008 bis 2010) wurde B. parapertussis in
14 % der Proben als Ursache einer Pertussis-Erkrankung nachgewiesen.’

B. holmesii konnte in einer franzdsischen Studie in ca. 20 % der Pertussis-
Erkrankungen bei Jugendlichen und Erwachsenen nachgewiesen werden.®

Die Ubertragung einer Bordetella-Infektion erfolgt aerogen tiber eine
Tropfcheninfektion. Nach einer Inkubationszeit von 7 bis 10 Tagen verlauft die
Erkrankung in 3 Stadien: Stadium catarrhale (Dauer 1-2 Wochen) mit
grippeéhnlichen Symptomen, Stadium convulsivum (Dauer 1-6 Wochen) mit
anfallsartigem Auftreten von Hustenattacken gefolgt von Erbrechen und Stadium
decrementi (Dauer 6—10 Wochen), bei dem die Hustenanfélle abklingen.”®

Bei Bevolkerungsgruppen mit einer hohen Impfrate von Sauglingen und Kindern tritt
die Ubertragung von Pertussis weiterhin auf, da der Impfschutz nur 5-10 Jahre anhalt
und eine natirliche Infektion nur fir 10 bis 15 Jahre Schutz vor einer Reinfektion
bietet. Daher erfolgt die Ubertragung der Erkrankung in Populationen mit einer hohen
Durchimpfung zwischen Jugendlichen und Erwachsenen oder zwischen Menschen,
die keinen Impfschutz mehr haben.®? Eine kiirzlich durchgefiihrte Studie deutet
darauf hin, dass eine Pertussis-Impfung nicht gegen B. holmesii schiitzt.*

Fur die Labordiagnostik der Pertussis-Erkrankungen stehen verschiedene Methoden,
wie real-time PCR, Kultur und Serologie zur Verfiigung. Die Kultur ist fast 100 %
spezifisch und kann in den ersten 2 Wochen nach Symptombeginn der Erkrankung
eine Sensitivitat von bis zu 50 % haben, die mit der Zeit weiter abnimmt. Die
kulturelle Isolierung erfordert spezielle Kulturmedien und benétigt mindestens eine
Woche. Die Serologie-Diagnostik ist in der Frihphase der Erkrankung ungeeignet.

2 2019-05-17 RIDA®GENE Bordetella



Antikorper kdnnen frithestens 2 Wochen nach der Infektion oder Impfung
nachgewiesen werden. Verwendet werden kdnnen ELISA-Teste mit Pertussistoxin
(PT) oder filamentdsem Hamagglutinin (FHA) als Testantigen. FHA wird von allen
Bordetellen gebildet, wahrend PT nur von B. pertussis gebildet wird. Alle Pertussis-
Impfstoffe enthalten PT, wéhrend FHA eine Komponente von azellularen Pertussis-
Impfstoffen ist. Mit serologischen Tests kann eine Impfantwort nicht von einer
Infektion unterschieden werden. Die real-time PCR ermdglicht einen schnellen,
sensitiven und spezifischen Nachweis bis zu 4 Wochen nach Symptombeginn der
Erkrankung. Zudem lassen sich in einer real-time PCR die humanpathogenen
Bordetella Spezies differenzieren.®*

3. Testprinzip

RIDA®GENE Bordetella ist eine real-time multiplex PCR zum direkten qualitativen
Nachweis und zur Differenzierung von Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis
und Bordetella holmesii. Nach der DNA-Isolierung wird (falls vorhanden) das fir
Bordetella pertussis (1IS481), Bordetella parapertussis (pIS1001) und Bordetella
holmesii (1IS481, hiIS1001) spezifische Genfragment amplifiziert.

Die amplifizierten Zielsequenzen werden mit Hydrolyse-Sonden, die an einem Ende
mit dem Quencher und am anderen Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
(Fluorophor) markiert sind, nachgewiesen. In Gegenwart einer Zielsequenz
hybridisieren die Sonden mit den Amplikons. Wahrend der Extension trennt

die | Tag-Polymerase | den Reporter vom Quencher. Der Reporter emittiert ein
Fluoreszenzsignal, das durch die optische Einheit eines real-time PCR-Gerates
detektiert wird. Das Fluoreszenzsignal steigt mit der Menge der gebildeten Amplikons
an. Der RIDA®GENE Bordetella Test enthalt eine |Internal Control DNA| (ICD), um
die Probenpraparation und/oder eine potentielle PCR Inhibition kontrollieren zu
kénnen.
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4. Packungsinhalt

Tab. 1: Packungsinhalt (Die Reagenzien einer Packung reichen fir 100

Bestimmungen)

| Reaction Mix |

| Tag-Polymerase |

| Internal Control DNA |

| No Template Control |

v |Z20 N

| Positive Control |

5. Reagenzien und ihre Lagerung

1x
2X

1x

1x

1050 pl
80 ul
1700 pl
450 pl
200 pl

gelb
rot
orange
weild

blau

- Alle Reagenzien mussen lichtgeschitzt bei -20 °C gelagert werden und kénnen
bis zum aufgedruckten Verfallsdatum verwendet werden. Nach Erreichen des
Verfallsdatums kann keine Qualitdtsgarantie mehr iGbernommen werden.

- Vor dem Gebrauch sollten die Reagenzien schonend aufgetaut werden (z.B. im

Kuhlschrank bei 2 — 8 °C).

- Ein wiederholtes Einfrieren/Auftauen bis zu 20 Mal beeintrachtigt die Test-
eigenschaft nicht (ggf. Aliquots nach dem ersten Auftauen herstellen und die
Reagenzien sofort wieder einfrieren).

- Alle Reagenzien wahrend der PCR-Vorbereitung geeignet kihlen (2 — 8 °C).
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6. Zusatzlich benétigte Reagenzien — erforderliches Zubehor

Der RIDA®GENE Bordetella real-time PCR Test ist geeignet fir die Verwendung mit
folgenden Extraktionsplattformen und real-time PCR Geraten:

Tab. 2: Benotigtes Zubehor

Extraktionsplattformen

R-Biopharm RIDA® Xtract

Promega Maxwell® RSC

bioMérieux NucliSENS easy®MAG™

Roche LightCycler” 480l LightCycler” 480z
Agilent Technologies Mx3005P

Applied Biosystems ABI 7500

Bio-Rad CFX96™

QIAGEN Rotor-Gene Q

Hinweis: Bei Verwendung des Rotor-Gene Q (QIAGEN)  nur 0,1 ml
ReaktionsgefalRe verwenden

Sollten Sie weitere Extraktionsverfahren oder real-time PCR Gerate verwenden
wollen, kontaktieren Sie bitte R-Biopharm zur Uberpriifung der Kompatibilitat unter
mdx@r-biopharm.de.

- Sterile, medienfreie Nylon beflockte Abstrichtupfer (z.B. Copan Diagnostic Inc.,
Katalognummer 552C)

- RIDA"GENE Color Compensation Kit IV (PG0004) bei Verwendung des
LightCycler” 480 I und LightCycler” 480z

- Real-time PCR Verbrauchsmaterialien (Platten, Reaktionsgefalde, Folien)

- Zentrifuge mit Rotor fur Reaktionsgefalie

- Vortexer

- Pipetten (0,5 — 20 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 pl)

- Pipettenspitzen mit Filtern

- Puderfreie Einmalhandschuhe

- PCR-Wasser (Nuklease-freies Wasser)

7. VorsichtsmalRnahmen

Nur fur die in-vitro Diagnostik.

Dieser Test ist nur von geschultem Laborpersonal durchzufihren. Die Richtlinien zur
Arbeit in medizinischen Laboratorien sind zu beachten. Die Gebrauchsanweisung zur
Durchfiihrung des Tests ist strikt einzuhalten. Proben oder Reagenzien nicht mit dem
Mund pipettieren. Kontakt mit verletzter Haut oder Schleimhauten vermeiden.

RIDA®GENE Bordetella 2019-05-17 5



Wahrend des Umgangs mit Reagenzien und Proben, persénliche Schutzausriistung
(geeignetes Handschuhmaterial, Kittel, Schutzbrille) tragen und nach Abschluss des
Test die Hande waschen. In Bereichen, in denen mit Proben gearbeitet wird, nicht
rauchen, essen oder trinken.

- Eine rdumliche Trennung von Extraktion, PCR-Ansatz und PCR ist zu beachten, um
Querkontaminationen zu vermeiden.

- Klinische Proben missen als potentiell infektios angesehen werden und missen,
wie sdmtliche Reagenzien und Materialien, die mit potentiell infektibsen Proben
zusammenkommen, entsprechend entsorgt werden.

- Testkit nach Erreichen des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

Alle Reagenzien und Materialien missen nach Gebrauch sachgerecht und
eigenverantwortlich entsorgt werden. Bitte beachten sie bei der Entsorgung die
jeweils national geltenden Vorschriften.

Weitere Details siehe Safety Data Sheets (SDS) unter www.r-biopharm.com.

8. Sammlung und Lagerung der Proben

8.1 DNA-Praparation aus Nasopharyngeal-Abstrichprob  en

Fur die DNA-Praparation aus Nasopharyngeal-Abstrichproben wird ein kommerziell
erhaltliches DNA-Extraktionskit (z.B. RIDA® Xtract (R-Biopharm)) oder DNA
Extraktionssystem (z.B. Maxwell® RSC (Promega)) empfohlen. Die Angaben des
Herstellers sind zu beachten.

Es wird empfohlen fur die Nasopharyngeal-Abstriche 400 pl PCR-Wasser in ein
Préaparationsrohrchen vorzulegen. Den Abstrichtupfer in das Wasser tauchen und
den Stab abbrechen oder abschneiden. Das Praparationsrohrchen dicht
verschlieRen, kurz vortexen und die DNA Isolierung laut Herstellerangabe des DNA-
Isolierungskits oder DNA-Extraktionssystems durchfiihren.

Der RIDA®GENE Bordetella Test enthalt eine |Internal Control DNA|, die eine
maogliche PCR-Inhibition anzeigt, die Integritdt der Reagenzien Uberprift und eine
erfolgreiche Nukleinsdureextraktion bestatigt. Die | Internal Control DNA| kann
entweder nur als Inhibitionskontrolle oder als Extraktionskontrolle fur die
Probenpréaparation und als Inhibitionskontrolle verwendet werden.

Wird die |Internal Control DNA| nur als Inhibitionskontrolle verwendet, muss 1 yl
der |Internal Control DNA| dem Master-Mix hinzugefiigt werden (s. Tab. 4).

Wird die |Internal Control DNA| als Extraktionskontrolle fiir die Probenpréparation
und als Inhibitionskontrolle verwendet, miissen 20 ul |Internal Control

wahrend der Extraktion eingesetzt werden. Die |Internal Control DNA| soll
dem Proben-Lysispuffer-Mix und nicht direkt dem Probenmaterial zugefuigt werden.
Wir empfehlen je 1 pl der |Internal Control DNA| zum PCR-Mix der Negativkontrolle
und der Positivkontrolle zu pipettieren.
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8.2 DNA-Praparation aus Nasopharyngeal-Spulungen

Fur die DNA-Isolierung aus humanen Nasopharyngeal-Spilungen das
entsprechende Volumen fur die DNA Isolierung nach Angaben des Herstellers in das
DNA-Isolierungskit oder DNA-Isolierungssystem einsetzen.

Fur die DNA-Praparation aus Nasopharyngeal-Spulungen wird ein kommerziell
erhaltliches DNA-Extraktionskit (z.B. RIDA® Xtract (R-Biopharm)) oder DNA
Extraktionssystem (z.B. Maxwell® RSC (Promega)) empfohlen. Die Angaben des
Herstellers sind zu beachten.

Der RIDA®GENE Bordetella Test enthélt eine | Internal Control DNA|, die eine
maogliche PCR-Inhibition anzeigt, die Integritdt der Reagenzien Uberprift und eine
erfolgreiche Nukleinsédureextraktion bestatigt. Die | Internal Control DNA| kann
entweder nur als Inhibitionskontrolle oder als Extraktionskontrolle fur die
Probenpréaparation und als Inhibitionskontrolle verwendet werden.

Wird die |Internal Control DNA| nur als Inhibitionskontrolle verwendet, muss 1
der |Internal Control DNA| dem Master-Mix hinzugefiigt werden (s. Tab. 4).

Wird die |Internal Control DNA | als Extraktionskontrolle fiir die Probenpréaparation
und als Inhibitionskontrolle verwendet, miissen 20 pl der | Internal Control|

wahrend der Extraktion eingesetzt werden. Die | Internal Control DNA | soll
dem Proben-Lysispuffer-Mix und nicht direkt dem Probenmaterial zugefuigt werden.
Wir empfehlen je 1 pl der |Internal Control DNA | zum PCR-Mix der Negativkontrolle
und der Positivkontrolle zu pipettieren.
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9. Testdurchfuhrung

9.1 Herstellung des Master-Mix

Die Gesamtzahl der fur die PCR bendtigten Reaktionen (Proben und
Kontrollreaktionen) ist zu berechnen. Bei jedem Testlauf muss eine Positivkontrolle
und eine Negativkontrolle mitgefiihrt werden.

Es wird empfohlen den Master-Mix mit 10 % zusatzlichem Volumen anzusetzen, um
einen Pipettierverlust auszugleichen (s. Tab. 3, Tab. 4). Vor der Benutzung

den |Reaction Mix|, die | Tag-Polymerase|, die | Positive Control], die
und die | Internal Control DNA | auftauen, durchmischen und kurz
zentrifugieren. Reagenzien wahrend der Arbeitsschritte stets geeignet kiihlen (2 — 8 °C).

Tab. 3: Beispiel fur die Berechnung und Herstellung des Master-Mix fur
10 Reaktionen (ICD als Extraktions- und Inhibitionskontrolle)

Kit Code Komponenten des Menge pro Reaktion | 10 Reaktionen
Master-Mix (zuséatzlich 10 %)
1

| Reaction Mix | 19,3 pl 212,3 ul
2 | Tag-Polymerase | 0,7 ul 7,7 ul
Gesamt 20 220 pl

Master-Mix mischen und anschlie3end kurz zentrifugieren

Tab. 4: Beispiel fur die Berechnung und Herstellung des Master-Mix fir 10
Reaktionen (ICD nur als Inhibitionskontrolle)

Kit Code Komponenten des Menge pro 10 Reaktionen
Master-Mix Reaktion (zuséatzlich 10 %)

1 | Reaction Mix | 19,3 ul 212,3 pl

2 | Tag-Polymerase | 0,7 ul 7,7 ul

D | Internal Control DNA| | 1,0 ul 11 pl
Gesamt 21,0 W 2310

Master-Mix mischen und anschlieRend kurz zentrifugieren
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9.2 Herstellung des PCR-Mix

Je 20 ul des Master-Mix in die jeweiligen ReaktionsgefalRe (GefalRe/Platten)
pipettieren.

Negativkontrolle: Je 5 ul [ No Template Control| zum vorgelegten Master-
Mix pipettieren.

Hinweis: Wir empfehlen bei Verwendung der Inferna | Control DNA |als
Extraktionskontrolle fiir die Probenpraparation und als
Inhibitionskontrolle je 1 pl der Internal Control DNA | zum PCR-Mix
der Negativkontrolle zu pipettieren.

Proben: Je 5 ul DNA-Extrakt zum vorgelegten Master-Mix der
Probenreaktionen pipettieren.

Positivkontrolle: Je 5 pl | Positive Control| zum vorgelegten Master-Mix in
die dafiir vorgesehenen Reaktionsgefalie pipettieren.

Hinweis: Wir empfehlen bei Verwendung der Interna | Control DNA |als
Extraktionskontrolle fur die Probenpréaparation und die
Inhibitionskontrolle je 1 pl der Internal Control DNA | zum PCR-Mix
der Positivkontrolle zu pipettieren.

ReaktionsgefalRe bzw. Platte verschlie3en, mit wenigen Umdrehungen pro Minute
kurz zentrifugieren und in das real-time PCR-Geréat tberfihren. Die PCR
entsprechend der Gerateeinstellung starten (s. Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7, Tab. 8).
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9.3 Gerateeinstellungen
9.3.1 DNA real-time PCR Profil

Tab. 5: DNA real-time PCR Profil fiir LightCycler” Serie und Rotor-Gene Q

Initiale Denaturierung 1 min, 95 °C

Zyklen 45 Zyklen

PCR Denaturierung 10 sec, 95 °C
Annealing/Extension 15 sec, 60 °C

Temperature Transition Rate /

Ramp Rate eI

Hinweis: Das Annealing und die Extension finden im selben Sc hritt statt.

Tab. 6: DNA real-time PCR Profil fir Mx3005P, ABI7500 und CFX96™

Initiale Denaturierung 1 min, 95 °C

Zyklen 45 Zyklen

PCR Denaturierung 15 sec, 95 °C
Annealing/Extension 30 sec, 60 °C

Temperature Transition Rate /

Ramp Rate Maximum

Hinweis: Das Annealing und die Extension finden im selben Schritt statt.
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9.3.2 Universal real-time PCR Profil

Hinweis: Das Universal real-time PCR Profil fir DNA Tests sollte nur
verwendet werden, wenn RIDA ®GENE DNA und RIDA ®°GENE RNA
real-time PCR Tests in einem Lauf kombiniert werden

Tab. 7: Universal real-time PCR Profil fiir LightCycler” Serie

Reverse Transkription 10 min, 58 °C
Initiale Denaturierung 1 min, 95 °C
Zyklen 45 Zyklen
PCR Denaturierung 10 sec, 95 °C
Annealing/Extension 15 sec, 60 °C

Temperature Transition Rate /

Ramp Rate eI

Hinweis: Das Annealing und die Extension finden im selben Schritt statt.

Tab. 8: Universal real-time PCR Profil fr Mx3005P, ABI7500, Rotor-Gene Q und

CFX96™
Reverse Transkription 10 min, 58 °C
Initiale Denaturierung 1 min, 95 °C
Zyklen 45 Zyklen
PCR Denaturierung 15 sec, 95 °C
Annealing/Extension 30 sec, 60 °C

Temperature Transition Rate /

Ramp Rate Maximum

Hinweis : Das Annealing und die Extension finden im selben Sc  hritt statt.
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9.4 Detektionskanaleinstellung

Tab. 9: Auswahl der geeigneten Detektionskanéle

Real-time Nachweis Detektions- Bemerkun
PCR Gerat kanal g

Roche
LightCycler
480l

Roche
LightCycler
480 z

ABI 7500

Agilent
Techn.
Mx3005P

Bio-Rad
CFx96™

Qiagen
Rotor-Gene

Q

12

O

O

B. pertussis/B. holmesii |465/510

ICD 533/580

B. holmesii 533/610

B. parapertussis 618/660

B. pertussis/B. holmesii |465/510

ICD 540/580

B. holmesii 540/610

B. parapertussis 610/670

B. pertussis/B. holmesii | FAM

ICD VIC

B. holmesii ROX

B. parapertussis Cy5

B. pertussis/B. holmesii | FAM

ICD HEX

B. holmesii ROX

B. parapertussis Cy5

B. pertussis/B. holmesii | FAM

ICD VIC

B. holmesii ROX

B. parapertussis Cy5

B. pertussis/B. holmesii | Green

ICD Yellow

B. holmesii Orange

B. parapertussis Red
2019-05-17

RIDA"GENE Color
Compensation

Kit IV (PG0004)
wird benotigt

RIDAYGENE Color
Compensation

Kit IV (PG0004)
wird bendtigt

Stellen Sie den
passiven
Referenzfarbstoff ROX
auf none

Stellen Sie den
Referenzfarbstoff auf
none

Die Gain-Einstellungen
mussen fur alle Kanéle
auf 5
(Werkseinstellung)
eingestellt sein
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10. Qualitatskontrolle

Die Auswertung der Proben erfolgt Uber die Analyse-Software des jeweiligen real-
time PCR-Gerates nach den Angaben des Herstellers. Negativkontrolle und
Positivkontrolle missen die korrekten Ergebnisse zeigen (s. Tab. 10, Abb. 1, Abb. 2,

Abb. 3).

Die |Positive Control| fiir B. pertussis, B. parapertussis und B. holmesii liegt in einer
Konzentration von 10° Kopien/ul vor. Sie wird in einer Gesamtmenge von 5 x 103

Kopien in jedem PCR Lauf eingesetzt.

Tab. 10: Ein valider PCR-Lauf muss die folgenden Bedingungen erfullen:

Probe

Positivkontrolle

Negativkontrolle

Ergebnis

Positiv

Negativ

ICD Ct
NA *

Ct>20

Zielgen Ct

Siehe Quality
Assurance
Certificate

0

1 Ein Ct-Wert fiir die ICD ist nicht erforderlich um ein positives Ergebnis der
Positivkontrolle zu erhalten.

Wenn die Positivkontrolle in dem angegebenen Ct-Bereich nicht positiv ist, die
Negativkontrolle jedoch valide ist, missen alle Reaktionen inklusive der Kontrollen

neu angesetzt werden.

Wenn die Negativkontrolle nicht negativ ist, die Positivkontrolle jedoch valide ist,
missen alle Reaktionen inklusive der Kontrollen neu angesetzt werden.

Sollten die vorgegebenen Werte nicht erflllt sein, ist vor einer Testwiederholung

folgendes zu Uberprifen:

- Haltbarkeit der verwendeten Reagenzien
- Funktionsfahigkeit der eingesetzten Geréate
- Korrekte Testdurchfihrung

RIDA®GENE Bordetella
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Amplification Curves
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Abb.1: Korrekter Verlauf der Positivkontrolle und Negativkontrolle (Bordetella
pertussis/B. holmesii) auf dem LightCycler” 480l
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Abb.2 : Korrekter Verlauf der Positivkontrolle und Negativkontrolle (Bordetella
holmesii) auf dem LightCycler” 480l
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Amplification Curves
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Abb. 3: Korrekter Verlauf der Positivkontrolle und Negativkontrolle (Bordetella
parapertussis) auf dem LightCycler” 480l
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11. Interpretation der Ergebnisse

Die Probenauswertung der Ergebnisse erfolgt nach Tabelle 11.

Tab. 11: Probenauswertung

S I

B. pertussis/ B. B.

B. holmesii  holmesii parapertussis 112 SMETE
" : . " . B. pertussis
positiv negativ negativ positiv/negativ nachweisbar
- - : o . B. holmesii
positiv positiv negativ positiv/negativ nachweisbar*

i i i itiv/ i B. parapertussis
negativ negativ positiv positiv/negativ. | o icpar
negativ positiv negativ positiv/negativ | Ungiltig
negativ positiv positiv positiv/negativ | Ungiltig

B. pertussis und B.
positiv negativ positiv positiv/negativ | parapertussis
nachweisbar

B. holmesii und
positiv positiv dositiv positiv/inegativ B. parapertussis
nachweisbar*

Zielgene sind nicht

negativ negativ negativ positiv achweisbar

negativ negativ negativ negativ Ungultig

Hinweis: *siehe auch Punkt 8 in Kapitel 12: Grenzen  der Methode

B. pertussis, B. parapertussis bzw. B. holmesii ist nachweisbar, wenn die Proben-
DNA und die Internal Control DNA| eine Amplifikation im Nachweissystem zeigt.

B. pertussis, B. parapertussis bzw. B. holmesii ist ebenfalls nachweisbar, wenn die
Proben-DNA eine Amplifikation, jedoch keine Amplifikation fiir die | Internal Control
im Nachweissystem zeigt. Der Nachweis der | Internal Control DNA | ist in
diesem Fall nicht notwendig, da hohe Konzentrationen des Amplikons zu einem
schwachen oder fehlenden Signal der internen Amplifikationskontrolle fihren kénnen.

B. pertussis, B. parapertussis bzw. B. holmesii ist nicht nachweisbar, wenn die
Proben-DNA keine Amplifikation, aber die | Internal Control DNA | eine Amplifikation
im Nachweissystem zeigt. Eine Inhibierung der PCR-Reaktion kann durch die
Detektion der |Internal Control DNA| ausgeschlossen werden.
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Eine Probe ist ungiiltig, wenn die Proben-DNA und die |Internal Control DNA | im
Nachweissystem keine Amplifikation zeigt. In der Probe sind PCR-Inhibitoren
vorhanden bzw. es trat ein Fehler im Extraktionsverfahren auf. Die extrahierte Probe
sollte 1:10 mit PCR Wasser verdunnt und erneut amplifiziert werden oder es sollte
die Isolierung und Reinigung der Probe verbessert werden.

12. Grenzen der Methode

1.

Das Ergebnis der molekularbiologischen Untersuchung sollte nicht allein zur
Diagnose fuhren, sondern immer im Zusammenhang mit der Anamnese und
Symptomatik des Patienten betrachtet werden.

. Dieser Test ist nur fir Nasopharyngeal-Abstriche und -Spulungen validiert.
. Unsachgemal3e Probenentnahme, -transport, -lagerung und -handhabung oder

eine Erregerlast unterhalb der analytischen Sensitivitat des Tests kdnnen zu falsch
negativen Ergebnissen fihren.

. Die Anwesenheit von PCR-Inhibitoren kann zu nicht auswertbaren Ergebnissen

fuhren.

. Mutationen oder Polymorphismen in den Primer- oder Sondenbindungsregion

kénnen den Nachweis neuer oder unbekannter Varianten beeintrachtigen und mit
RIDA®GENE Bordetella zu falsch negativen Ergebnissen fiihren.

. Wie bei allen auf PCR basierenden in-vitro-diagnostischen Tests kénnen aul3erst

niedrige Konzentrationen der Zielsequenzen, die unter dem Detektionslimit (LoD)
liegen, nachgewiesen werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind nicht immer
reproduzierbar.

. Ein positives Testergebnis zeigt nicht notwendigerweise die Anwesenheit

lebensfahiger Organismen an. Ein positives Ergebnis deutet darauf hin, dass die B.
pertussis, B. parapertussis bzw. B. holmesii Zielgene (1IS481, 1S1001) vorhanden
sind.

. Bei einem positiven Signal fur B. pertussis und B. holmesii kann aufgrund der zu

detektierenden Zielgene eine Mischinfektion nicht ausgeschlossen werden.
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13. Leistungsmerkmale

13.1 Analytische Sensitivitat

Die RIDA®GENE Bordetella real-time multiplex PCR hat eine Nachweisgrenze von
= 10 DNA-Kopien / Reaktion fur B. pertussis, B. parapertussis und B. holmesii (s.
Abb. 4, Abb. 5, Abb. 6).

Die folgenden Abbildungen 4, 5 und 6 zeigen Verdiunnungsreihen von B. pertussis, B.
parapertussis und B. holmesii (jeweils 10°- 10* DNA Kopien/pl) auf dem LightCycler®
480I1.

Amplification Curves
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Abb. 4: Verdinnungsreihe Bordetella pertussis/B. holmesii
(10° - 10" DNA Kopien / pl) auf dem LightCycler” 480ll
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Amplification Curves
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Abb. 5: Verdiinnungsreihe Bordetella holmesii (10° - 10' DNA Kopien / pl) auf dem

LightCycler” 480ll
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Abb. 6: Verdiinnungsreihe Bordetella parapertussis (10° - 10 DNA Kopien / pl) auf

dem LightCycler” 480l

Die Nachweisgrenze des Gesamtverfahrens ist abhéngig von der Probenmatrix,
DNA-Extraktion und dem DNA-Gehalt.
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13.2 Analytische Spezifitat

Die RIDA®GENE Bordetella real-time multiplex PCR ist spezifisch fiir B. pertussis,
B. parapertussis und B. holmesii aus humanen Nasopharyngeal-Abstrichen und -

Spulungen. Es wurden keine Kreuzreaktivitaten zu den folgenden Spezies

festgestellt (s. Tab. 12):

Tab. 12: Kreuzreaktivitatstestung

Acinetobacter baumannii

Arcobacter butzleri

Adenovirus 1, human,
strain Adenoid 71

Adenovirus 7, human,
strain Gomen

Adenovirus 40, human,
srain Dugan

Adenovirus 41,human,
strain Tak

Aeromonas hydrophila
Bacillus cereus
Bacteroides fragilis
Campylobacter coli
Campylobacter fetus
Campylobacter lari

Campylobacter jejuni

Campylobacter
upsaliensis

Candida albicans

Citrobacter freundii

Clostridium difficile

Clostridium perfringens

Clostridium sordellii

Coronavirus 229E,
human

20

Coxsackie virus B4,
human

Cytomegalovirus, human
E. coli (026:H-)

E. coli (O6)

E. coli (0157:H7)

Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis

Epstein-Barr-Virus B95-8
strain

Haemophilus influenzae
Rd

Herpes simplex virus 1
strain Mclntyre

Herpes simplex virus 2
strain MS
Influenza virus A/PR/8/34

Klebsiella pneumoniae
strain MGH78578

Klebsiella oxytoca

Legionella pneumophila
subsp. pneumophila

Mycoplasma pneumoniae
Strain FH of Eaton Agent

Metapneumovirus,
human

Neisseria meningitides,
strain FAM18

Parainfluenza virus 1
strain C35, human

Parainfluenza virus 2
strain Greer, human

2019-05-17

Parainfluenza virus,
serotype 3

Parainfluenza virus 4b
strain CH19503, human

Proteus vulgaris

Pseudomonas
aeruginosa

Respiratory syncitial
virus, human, strain Long
Respiratory syncitial
virus, human, strain 9320

Rhinovirus, human,
Genogruppe A

Salmonella enteritidis
Salmonella typhimurium
Serratia liquefaciens

Shigella flexneri

Staphylococcus aureus
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
haemolyticus SM131

Staphylococcus hominis
subsp. novobiosepticus
R22

Streptococcus
pneumoniae strain NCTC
7465

Varicella Zoster Virus
(Type B)

Vibrio parahaemolyticus

Yersinia enterocolitica
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14. Versionsibersicht

Versionsnummer Kapitel und Bezeichnung

2019-05-17 3. Testprinzip

6. Zusatzlich bendtigte Reagenzien — erforderliches
Zubehor

9.4 Detektionskanaleinstellung
11. Interpretation der Ergebnisse
13.2 Analytische Spezifitat

15. Symbolerklarung

Allgemeine Symbole
In-vitro-Diagnostikum
Gebrauchsanweisung beachten
Lot Chargennummer
verwendbar bis
Lagertemperatur
Artikelnummer
Anzahl Tests

Herstelldatum

LD <f~"

Hersteller

Testspezifische Symbole

Nicht zutreffend
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