
544891

To |@inbiome com]
From

Sent

Subject RE Rapportage
Received

5 41 PM

Sun 8 23 2020 12 15 41 PM

5 1 2eDag

Dank je wel voor de uitleg duidelijk

De nieuwe opzet van de RdRP PCR staat hieronder

Table 1 Original RdRp gene primers and probes Corman et al [l]

Oligonucleotide Sequence Label Target

RdRp SARSr F SarbecoGTG ARA TGG TCA TGT GTG GCG G

RdRp_SARSr R SarbecoCAR ATG TTA AAS ACA CIA TTA GCA TA

RdRp_SARSr Pl SarbecoCCA GGT GGW ACR TCA TCM GGT GAT GC TXR BHQ2

RdRp SARSr P2 CAG GTG GAA CCT CAT CAG GAG ATG C FAM BHQ1 SARS CoV 2

Table 2 Adjusted primers and probe specific for SARS CoV 2 RdRp gene

Oligonucleotide LabelSequence

RdRp_SARS F2 GTG AAA TGG TCA TGT GTG GCG G

RdRp_SARS R2 CAA ATG TTA AAA ACA CTA TTA GCA TAA GCA

RdRp_SARS P2 2 CCA GGT GGA ACC TCA TCA GGA GAT GC FAM BHQ1

Table 3 Composition reagents mixture for RdRP gene SARS CoV 2 RT PCR The primers and probes obtained from Biolegio were premixed at a final

concentration of 10 pM primers and 5 pM probe

RdRp qRT PCR Hi

4xTaqman Fast Virus MM 5

Primers probe Mix 10 pM 3

PCR grade water 7

Specimen nucleic acid 5

Total volume 20 pi

Table 4 Amplification temperature protocol
Flold Time

sec

Slope
•C sec

PCR Program Segment
number

Temp

Target °C

Acquisition
mode

Reverse Transcription 1 50 900 EXTERNAL

Denaturation lnactivation 1 95 120 EXTERNAL

Denaturation 1 95 60 4 4 None

LC

480
Amplification 1 95 10 4 4 None

cycles 50 Single2 60 30 2 2
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Cooling 1 40 30 4 4 None

Door aanpassing van de primers kunnen die niet meer voor Sarbeco detectie gebruikt worden

Met vriendelijke groeten

5 1 2e

5 1 2e @inbiome comFrom

Sent woensdag 19 augustus 2020 10 53
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5 1 2eBeste

Nog bedankt voor je snelle reactie na ons telefoontje

In antwoord op je vragen de negatieve beoordeling van Sen Serie 04 was op grond van slechts 1 Ct waarde gegenereerd van de 3

triplo s waarbij de curve geen mooie S vorm had De dubieuze beoordeling van Spec 06 was op grond van 2 van de 3 triplo s

positief waarbij beiden ookgeen geweldige S curve hadden

Wij gebruiken jullie R en E gen primers probes die we bestellen bij Biolegio

Ik ben wel geinteresseerd in jullie geoptimaliseerde PCR

Het is nog onzeker of we doorgaan met de opwerkingsmethode gebruikt in deze validatie dus we wachten dan iig nog met

validatieop klinische monsters

Met vriendelijke groet
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Hartelijk dank voor de resultaten

Bijgevoegd de verwachte resultaten

Het specificiteitspanel klopt op E gen PCR mooi RdRp blijft wat achter EQA_CoV20 06 zou ook RdRp positief
moeten zijn EQA_CoV20 04 is voorlopig beoordeeld als educatief monster Omdat jullie het 2de lab zijn die

resultaten voor deze versie van het panel rapporteren kan ik nog geen overzicht geven van wat zo door de bank

genomen gescoord wordt

Het sensitiviteitspanel is conform wat verwacht wordt Hier wordt E gen alleen ook bij educatief monster Sen Serie

04 gevonden Je hebt dat beoordeeld met negatief terwijl bij specificiteit E gen alleen positief is beoordeeld met

dubieus Heeft dat een reden

Andere labs bereiken dit resultaat met sensitiviteitpanel
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Kwalitatieve resultaten

sensitiviteitsserie SARS CoV 2
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Per a orafom m ztjn atleen de twee meest gevoekge fargefs in cfeze

grafiek \veergegeven

Niet alle taboratoria gebruiken tests waar twee gen targets gebruikt
worden Een positieve uirslag Man roegekend warden bij een dubbel

positief compostet stgnaal van beide gen targets of by een positief

signaal by een van beide gen targets tn dit figuur staat bet percentage
positieve uttslagen per Sen serienummer weergegeven

Daarmee zijn de resultaten voldoende goed om met de opzet van de test door te gaan met aandachtpuntje voor de

RdRP gen opzet Welke RdRP gen primers en probes gebruiken jullie Wij hebben sinds kort onze in house test

geupdate naar SARS CoV 2 specifieke primers en probe waardoor de test gevoeliger is geworden en zo goed als

gelijk aan de E gen PCR presteert verwachte resultaten sheet is nog metoude opzet Mocht je interesse hebben

laat maar weten

Wil je deze opzet ook nog laten confirmeren dus eerste 10 negatieven en eerste 5 positieve klinische diagnostiek
monsters Dat is gebruikelijk in de opschalingsstrategie Zo ja dan stuur ik ook het inzendformulier hiervoor

Met vriendelijke groeten
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Hierbij ter evaluatie onze resultaten van het ronde 5 panel

Kind regards met vriendelijke groet

T 31

l 5 inbiome comE
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