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Tilsigtet brug

cobas® BKV er en in vitro-nukleinsyreamplifikationstest til kvantificering af BK-virus (BKV) DNA i humant EDTA-
plasma og urin stabiliseret i cobas® PCR Media.

I EDTA-plasma er cobas® BKV beregnet som en hjalp ved diagnostik og behandling at BKV hos transplanterede
patienter. Hos patienter, der overviges for BKV i EDTA-plasma, kan man bruge serielle DNA-malinger til indikation
af behovet for eventuelle behandlingseendringer og til vurdering af virusresponsen pa behandlingen.

I urin stabiliseret i cobas® PCR Media er cobas® BKV beregnet som en hjelp ved diagnostik og behandling af BKV hos
transplanterede patienter.

Resultaterne fra cobas® BKV skal fortolkes pa baggrund af alle relevante kliniske og laboratoriemaessige fund.

cobas® BKV er ikke beregnet til brug som en screeningstest til blod eller blodprodukter.

Oversigt og forklaring af testen

Baggrund

Transplanterede patienter har en oget risiko for at fa flere virus- og bakterieinfektioner med dertilhorende oget sandsyn-
lighed for alvorlige, negative sundhedsfelgevirkninger for gruppen af transplanterede patienter sammenlignet med den
generelle sunde befolkningsgruppe. Denne ogede risiko skyldes delvist den reducerede immunsystemfunktion pga. den
immunsupprimerende medicin, som transplanterede patienter far for at reducere risikoen for transplantatafstedning."*

BK-virus (BKV) er en lille (~5 kb), ikke-kappebeerende deoxyribonukleinsyrevirus (DNA-virus), der tilherer polyoma-
virus-familien. Der er fire BKV-hovedundertyper, hvoraf undertype I er den mest almindeligt paviste (80 %) efterfulgt
af undertype IV (15 %).” BKV seropreevalens er > 80 % i den generelle sunde, voksne befolkningsgruppe.* Hos immun-
kompetente personer er BKV ikke forbundet med signifikant patologi. BKV-infektion kan dog forarsage alvorlig klinisk
sygdom hos immunkompromitterede patienter, herunder transplanterede patienter.’

BKV-infektioner er mest almindeligt forekommende i nyrerne og urinvejene. Efter en primaer infektion forbliver virus
latent i det renale tubulere epitel og uretere epitel og kan blive reaktiveret hos immunkompromitterede personer.
Nyretransplanterede patienter har storre risiko for BKV-relaterede komplikationer sammenlignet med personer med
andre transplantationstyper, herunder PVN (Polyoma Virus Nephropathy) og ureter stenose. PVN forekommer hos

op til 10 % af de nyretransplanterede patienter, og ca. 50 % af de PVN-bergrte patienter oplever problemer ifm. med
implantation af transplantater. Derudover udvikler ca. 3 % af de nyretransplanterede patienter BKV-relateret ureter
stenose.” Heematopoietisk stamcelletransplanterede patienter (HSCT-patienter) oplever ogsa BKV-relaterede komplika-
tioner med en hejere hyppighed — mest almindeligt i form af heemoragisk cystitis (HC). Mellem 5 til 15 % af HSCT-
patienterne oplever HC.!

Retningslinjerne anbefaler regelmaessig BKV-monitorering af nyretransplanterede patienter i op til 5 ar efter transplan-
tationen.® En sidan monitoreringstilgang kan identificere 80-90 % af de patienter, der har risiko for PVN. Test af plasma
for BKV-vireemi anbefales som en del af strategien til identifikation af patienter med eget risiko for PVN, enten som en
bekraftende test for de patienter, der er pavist BKV-vireemi for, eller som den primaere testmetode ved rutinemaeessig
screening.® Der findes i ojeblikket ingen anbefalinger for rutinemeessig BKV-monitorering for HSCT-patienter, og test

08919011001-02DA

Doc Rev. 2.0 4



cobas® BKV

anbefales primeert til evalueringen af patienter med hamaturi og kliniske symptomer pa cystitis. Et BKV DNA-niveau pa
mere end 10.000 kopier/ml er forbundet med en storre risiko for HC hos transplanterede patienter.”

For nyretransplanterede patienter, som har en vedvarende forhgjelse af plasma-BKV DNA-niveauer, der normalt
defineres som en maling med mere end 10.000 kopier/ml, anbefales test af plasma for BKV hver 1-2 uger, indtil DNA-
niveauet ikke leengere kan detekteres ved to pa hinanden folgende malinger.

Mange laboratorietest til BKV-kvantificering er ikke standardiseret, hvilket resulterer i stor variabilitet mellem
laboratorier og analyser.®” Derudover kan urinbestanddele forarsage BKV-aggregation, som ogsé kan pavirke den
kvantitative variabilitet.*® Formel vurdering af reproducerbarheden og validiteten af BKV DNA-niveauet er afgorende
for at sikre konsistens mellem resultaterne (uanset hvilket laboratorium analysen blev udfert pa) ved klinisk behandling
af patienter med BKV-relaterede sygdomme.

Selvom den pracise medicinsk relevante virusterskel stadig er til debat pga. variabilitet mellem analyserne, synes
konceptet med den kritiske teerskel at veere validt og er beskrevet i undersogelser af den naturlige historik, der viser,
at hojere BKV DNA-niveauer er forbundet med oget risiko for udviklingen af PVN og HC.*’

Begrundelse for NAT-test

Polyoma-virusserologi bruges ikke rutinemsessigt i kliniske miljger. Det har kun veerdi til pavisning af, om en patient
tidligere har vaeret smittet med BKV og har risiko for reaktivering. Der er lang svartid ved virusdyrkningsmetoder, og da
de samtidigt er semi-kvantitative, er de af begraenset veerdi til anvendelse for immunkompromitterede patienter, hvor det
er normalt med lave virusniveauer. Direkte detektion af BKV DNA med real-time PCR-metoder tilbyder potentielt et
bredt dynamisk omrade, preecision samt optimal sensitivitet og specificitet til brug til transplanterede patienter.

Forklaring af testen

cobas® BKV er en kvantitativ test, der korer pa cobas® 6800 System og cobas® 8800 System. cobas® BKV giver mulighed for
detektion og kvantificering af BKV DNA i EDTA-plasma og urin stabiliseret i cobas® PCR Media fra inficerede patienter.
BKV DNA-niveauet kvantificeres mod en ikke-BKV DNA-kvantificeringsstandard (DNA-QS), som tilsettes i hver prove
under provebehandlingen. DNA-QS fungerer ogsa som overvagning af hele proveforberedelsen og PCR-amplifikations-
processen. Derudover bruger testen tre eksterne kontroller: en hej titer-positiv, en lav titer-positiv og en negativ kontrol.

Principper for proceduren

cobas® BKV er baseret pa en fuldt automatiseret proveforberedelse (ekstrahering af nukleinsyrer og oprensning) efterfulgt
af PCR-amplifikation og detektion. cobas® 6800/8800 Systems bestar af proveforsyningsmodulet, transfermodulet,
processeringsmodulet og analysemodulet. Automatiseret dataadministration udferes ved hjalp af cobas® 6800/8800-
softwaren, som tilknytter testresultater til alle test som enten target er ikke pavist, BKV DNA pavist < LLoQ (nedre
kvantificeringsgraense), BKV DNA pavist > ULoQ (evre kvantificeringsgraense) eller en vaerdi i det lineaere interval

LLoQ < x < ULoQ. Resultaterne kan gennemses direkte pa skaermen, eksporteres eller udskrives i en rapport.

Nukleinsyrer fra patientprever og tilsatte lambda-DNA-QS-molekyler ekstraheres samtidigt. De virale nukleinsyrer
frigives derefter ved tilseetning af proteinase og lysisreagens i proven. De frigivne nukleinsyrer binder sig til silicium-
overfladen pa de tilsatte magnetiske glaspartikler. Ubundne stoffer og urenheder, som f.eks. denaturerede proteiner,
cellerester og potentielle PCR-heemmere, fjernes efterfolgende med vaskereagenstrin, og de oprensede nukleinsyrer
elueres fra de magnetiske glaspartikler med elueringsbuffer ved forhgjet temperatur.
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Selektiv amplifikation af target-nukleinsyren fra proven opnés ved brug af en dual target-virusspecifik metode baseret

pé de bedst konserverede omrader i BKV, der findes i det lille BKV t-antigen-omrade og BKV VP2-omradet. Selektiv
amplifikation af DNA-QS opnés ved brug af sekvensspecifikke forward og reverse primere, som velges for ikke at have
nogen homologi med BKV-genomet. Der anvendes et termostabilt DNA-polymerase-enzym til amplifikation. Target- og
DNA-QS-sekvenserne amplificeres samtidigt ved hjelp af en universel PCR-amplifikationsprofil med foruddefinerede
temperaturtrin og cyklusantal. Master mix'et indeholder deoxyuridintrifosfat (dUTP) i stedet for deoxythymidin-trifosfat
(dTTP), som inkorporeres i det nyligt syntetiserede DNA (amplikon).'""* Ethvert kontaminerende amplikon fra tidligere
PCR-kersler elimineres af AmpErase-enzymet, som er inkluderet i PCR-mixet, ved opvarmning under den forste termiske
cyklus. Nyligt dannet amplikon elimineres dog ikke, da AmpErase-enzymet inaktiveres, nar det udsattes for temperaturer
over 55 °C.

cobas” BKV master mix indeholder to detektionsprober, der er specifikke for BKV-targetsekvenser, og én specifik for
DNA-QS. Proberne er merket med target-specifikke fluorescerende rapportfarvestoffer, hvilket giver mulighed for
samtidig detektion af BKV-target og DNA-QS i to forskellige targetkanaler.'>'* Fluorescenssignalet i de intakte prober
undertrykkes af quencherfarvestoffet. Under PCR-amplifikationstrinnet medferer hybridiseringen af proben til de
specifikke enkeltstrengede DNA-templates en spaltning vha. 5'-til-3"-nukleaseaktiviteten i DNA-polymerasen, hvilket
resulterer i separation af rapport- og quencherfarvestofferne og derved generering af et fluorescenssignal. For hver PCR-
cyklus genereres ogede mangder af klovede prober, og det samlede signal fra rapportfarvestoffet foreges tilsvarende. Der
opnas real-time detektion og diskrimination af PCR-produkter ved at male fluorescensen i de frigivne rapportfarvestofter
for virustargets og DNA-QS.
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Reagenser og materialer

cobas® BKV-reagenser og -kontroller

De medfelgende materialer til cobas® BKV findes i Tabel 1. Nodvendige men ikke medfelgende materialer findes i Tabel 2
til og med Tabel 4 samt Tabel 7 til og med Tabel 9.

Se afsnittet Reagenser og materialer og afsnittet Krav til forholdsregler og handtering for at fa oplysninger om farer ved
produktet.

Tabel 1

cobas® BKV

cobas® BKV
Opbevares ved 2-8 °C.

Kassette med 192 test (P/N 08688249190)

Komponenter i kittet Indholdsstoffer i reagenser Antal pr. kit
192 test

Proteinaseoplgsning Tris-buffer, < 0,05 % EDTA, kalciumklorid, kalciumacetat, 8 % proteinase 22,3 ml
(PASE) EUH210: Sikkerhedsdatablad kan pa anmodning rekvireres.

EUH208: Indeholder subtilisin. Kan udlgse allergisk reaktion.
DNA-kvantificerings- Tris-buffer, < 0,05 % EDTA, < 0,001 % ikke-BKV DNA-konstruktion 21,2 ml
standard indeholdende ikke-BKV-primerbinding og et unikt probeomrade (ikke-
(DNA QS) infektiss DNA), < 0,002 % Poly rA RNA (syntetisk), < 0,1 % natriumazid
Elueringsbuffer Tris-buffer, 0,2 % methyl-4 hydroxybenzoat 21,2 ml
(EB)
Master Mix-reagens 1 Manganacetat, kaliumhydroxid, < 0,1 % natriumazid 7,5 mi
(MMX-R1)
BKV Master Mix- Tricinbuffer, kaliumacetat, < 18 % dimethylsulfoxid, glycerol, 9,7 ml
reagens 2 < 0,1 % Tween 20, EDTA, < 0,12 % dATP, dCTP, dGTP, dUTPs,
(BKV MMX-R2) < 0,01 % upstream- og downstream-BKV-primere,

< 0,01 % kvantificeringsstandard forward og reverse primere,

< 0,01 % fluorescensmaerkede oligonukleotidprober, der er specifikke for

BKV og BKV-kvantificeringsstandarden, < 0,01 % oligonukleotid aptamer,

< 0,1 % Z05D DNA-polymerase, < 0,10 % AmpErase-enzym (uracil-N-

glycosylase) (mikrobielt), < 0,1 % natriumazid
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Tabel 2

cobas® EBV/BKV Control Kit

cobas® EBV/BKV Control Kit

Opbevares ved 2-8 °C.
(P/N 08688214190)

Komponenter Indholdsstoffer i reagenser Antal Sikkerhedssymbol og advarsel*
i kittet pr. kit
EBV/BKV < 0,001 % syntetisk (plasmid) 4 ml
lav positiv kontrol BKV DNA indkapslet i Lambda- (8x0,5mb -—
(EBV/BKV L(+)C) bakteriofag proteinkappe, normalt \ ,
humant plasma, BKV DNA, som I
ikke kan pavises ved hjeelp af
PCR-metoder. ADVARSEL
0,1 % ProClin® 300-konserverings- H317: Kan forarsage allergisk hudreaktion.
middel** P261: Undga indanding af pulver/rag/gas/tdge/damp/spray.
P272: Tilsmudset arbejdstgj bar ikke fjernes fra arbejds-
pladsen.
P280: Brug beskyttelseshandsker.
P333 + P313: Ved hudirritation eller udsleet: Sag leegehjeelp.
P362 + P364: Forurenet tgj tages af og vaskes, far det bruges
igen.
P501: Indholdet/beholderen bortskaffes til et godkendt
affaldsmodtagelsesanleeg.
55965-84-9-reaktionsmasse pé: 5-chlor-2-methyl-
4-isothiazolin-3-on [EF-nr. 247-500-7] og 2-methyl-
2H-isothiazol-3-on [EF-nr. 220-239-6] (3:1)
EBV/BKV < 0,001 % syntetisk (plasmid) 4 ml
hgj positiv kontrol BKV DNA indkapslet i Lambda- (8x05ml -
(EBV/BKV H(+)C) bakteriofag proteinkappe, normalt

humant plasma, BKV DNA, som
ikke kan péavises ved hjeelp af PCR-
metoder.

0,1 % ProClin® 300-konserverings-
middel**

) &
ADVARSEL

H317: Kan forarsage allergisk hudreaktion.

P261: Undgéa indanding af pulver/rag/gas/tdge/damp/spray.
P272: Tilsmudset arbejdstgj bgr ikke fjernes fra arbejds-
pladsen.

P280: Brug beskyttelseshandsker.

P333 + P313: Ved hudirritation eller udsleet: S@g leegehjeelp.
P362 + P364: Forurenet tgj tages af og vaskes, far det bruges
igen.

P501: Indholdet/beholderen bortskaffes til et godkendt
affaldsmodtagelsesanlaeg.

55965-84-9-reaktionsmasse pa: 5-chlor-2-methyl-
4-isothiazolin-3-on [EF-nr. 247-500-7] og 2-methyl-
2H-isothiazol-3-on [EF-nr. 220-239-6] (3:1)

*

**  Biologisk farlig substans.
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Tabel 3 cobas® Buffer Negative Control Kit

cobas® Buffer Negative Control Kit
Opbevares ved 2-8 °C.
(P/N 07002238190)

Komponenter i kittet Indholdsstoffer i reagenser Antal pr. kit
cobas® Buffer Tris-buffer, < 0,1 % natriumazid, EDTA, 16 ml
Negative Control < 0,002 % Poly rA RNA (syntetisk) (16 x 1ml)
(BUF (-) C)

08919011001-02DA
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cobas omni-reagenser til prgveforberedelse

Tabel 4 cobas omni-reagenser til progveforberedelse*
Reagenser Indholdsstoffer i reagenser Antal Sikkerhedssymbol og advarsel**
pr. kit

cobas omni Magnetiske glaspartikler, Tris-buffer, 480 test Ikke relevant

MGP Reagent 0,1 % methyl-4 hydroxybenzoat,

(MGP) < 0,1 % natriumazid

Opbevares ved 2-8 °C.

(P/N 06997546190)

cobas omni Tris-buffer, 0,1 % methyl-4 4 x 875 ml Ikke relevant

Specimen Diluent hydroxybenzoat,

(SPEC DIL) < 0,1 % natriumazid

Opbevares ved 2-8 °C.

(P/N 06997511190)

cobas omni 43 % (w/w) guanidinthiocyanat**, 4 x 875 ml

Lysis Reagent 5 0% (w/v) polidocanol**,

(LYS) 2 % (w/v) dithiothreitol***,

Opbevares ved 2-8 °C. natriumcitratdihydrat

(P/N 06997538190) FARE
H302 + H332: Farlig ved indtagelse eller indanding.
H314: Forarsager sveere aetsninger og gjenskader.
H412: Skadelig for vandlevende organismer, med
langvarige virkninger.
EUH032: Udvikler meget giftig gas ved kontakt med syre.
P261: Undga indanding af pulver/reg/gas/tdge/damp/
spray.
P273: Undgé udledning til miljget.
P280: Beer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/
gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.
P303 + P361 + P353 VED KONTAKT MED HUDEN (eller
héret): Alt tilsmudset tgj tages straks af. Skyl huden med
vand.
P304 + P340 + P310 VED INDANDING: Flyt personen til
et sted med frisk luft og sgrg for, at vejrtreekningen lettes.
Ring omgaende til en GIFTINFORMATION/Izge.
P305 + P351 + P338 + P310 VED KONTAKT MED
@INENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan gares let. Fortseaet
skylning. Ring omgaende til en GIFTINFORMATION/lzge.
593-84-0 Guanidiniumthiocyanat
9002-92-0 Polidocanol
3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimercaptobutan-2,3-diol

cobas omni Natriumcitratdihydrat, 4,21 Ikke relevant

Wash Reagent 0,1 % methyl-4 hydroxybenzoat

(WASH)

Opbevares ved 15-30 °C.
(P/N 06997503190)

*  Disse reagenser er ikke inkluderet i cobas® BKV-testkittet. Se listen over yderligere pédkraevede materialer (Tabel 7).

** Produktsikkerhedsmeerkningen felger primaert EU GHS-retningslinjerne.

*** Biologisk farlig substans.
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Krav til opbevaring og handtering af reagenser

Reagenser skal opbevares og handteres som angivet i Tabel 5 og Tabel 6.

Nar reagenserne ikke er indsat pa cobas® 6800/8800 Systems, skal de opbevares ved den temperatur, der er angivet

i Tabel 5.

Tabel 5 Opbevaring af reagenser (nar reagenset ikke er pa systemet)

Reagens Opbevaringstemperatur
cobas® BKV - 192 2-8 °C

cobas® EBV/BKV Control Kit 2-8 °C

cobas® Buffer Negative Control Kit 2-8 °C

cobas omni Lysis Reagent 2-8 °C

cobas omni MGP Reagent 2-8 °C

cobas omni Specimen Diluent 2-8 °C

cobas omni Wash Reagent 15-30 °C

Reagenser, der er indsat pa cobas® 6800/8800 Systems, opbevares ved de relevante temperaturer, og deres udlebsdato

overvages af systemet. cobas® 6800/8800 Systems giver kun mulighed for brug af reagenserne, hvis alle de betingelser,

der er vist i Tabel 6, overholdes. Systemet forhindrer automatisk brugen af udlebne reagenser. Tabel 6 giver brugeren

mulighed for at fa et indblik i de betingelser for reagenshandtering, der handhzves af cobas® 6800/8800 Systems.

Tabel 6 Udlgbsbetingelser for reagenser som handhzevet af cobas® 6800/8800 Systems

Reagens

Udlgbsdato for kittet

Holdbarhed for
abent kit

Antal karsler,
som dette kit
kan bruges i

Holdbarhed pa systemet
(samlet tid pa systemet
uden for keleskab)

cobas® BKV - 192

Dato ikke overskredet

90 dage fra fgrste brug

Maks. 40 karsler

Maks. 40 timer

cobas® EBV/BKV Control Kit

Dato ikke overskredet

Ikke relevant?

Ikke relevant

Maks. 8 timer

cobas® Buffer Negative Control Kit

Dato ikke overskredet

lkke relevant?

Ikke relevant

Maks. 10 timer

cobas omni Lysis Reagent

Dato ikke overskredet

30 dage fra indsaetning*

Ikke relevant

Ikke relevant

cobas omni MGP Reagent

Dato ikke overskredet

30 dage fra indseetning*

Ikke relevant

Ikke relevant

cobas omni Specimen Diluent

Dato ikke overskredet

30 dage fra indsatning*

Ikke relevant

Ikke relevant

cobas omni Wash Reagent

Dato ikke overskredet

30 dage fra indseetning*

Ikke relevant

Ikke relevant

2 Reagenser til engangsbrug

* Tiden males fra forste gang, det pagaeldende reagens indsettes pa cobas® 6800/8800 Systems.
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Yderligere ngdvendige materialer

Tabel 7 Materialer og forbrugsartikler til brug pa cobas® 6800/8800 Systems

Materiale P/N

cobas omni Processing Plate 05534917001
cobas omni Amplification Plate 05534941001
cobas omni Pipette Tips 05534925001
cobas omni Liquid Waste Container 07094388001
cobas omni Lysis Reagent 06997538190
cobas omni MGP Reagent 06997546190
cobas omni Specimen Diluent 06997511190
cobas omni Wash Reagent 06997503190

Pose til fast affald og beholder til fast affald
eller
Pose til fast affald med indsats og kit med skuffe

07435967001 og 07094361001
eller
08030073001 og 08387281001

Beholder til fast affald 07094361001
cobas omni Secondary Tubes 13 x 75 (valgfrit) 06438776001
cobas® PCR Media Secondary Tube Kit* 07958048190
cobas® PCR Media Tube Replacement Cap Kit 07958056190
cobas® PCR Media Disposable Tube Stand (valgfrit) 07958064190

* Der kreeves MPA 16 mm- og/eller RD5-racks til brug med cobas® BKV. Der skal bruges et MPA 16 mm-rack til indsaetning af
sekundeare cobas® PCR Media-ror i cobas® 6800/8800 System. Kontakt den lokale Roche-repraesentant for at f en detaljeret
ordreliste til proveracks, racks til clottede spidser og rackbakker, der er godkendt p4 instrumenterne.

Tabel 8 Urinprgvetagningskit til brug med cobas® BKV

Provetagningskit P/N
cobas® PCR Urine Sample Kit 05170486190
cobas® PCR Media Kit 06466281190

Bemerk! cobas® PCR-urinprevekit bruges til at tage og transportere urinprever. Hvert cobas® PCR-urinprevekit indeholder

100 cobas® PCR-urinprevepakker. Hver pakke indeholder 1 engangspipette og 1 cobas® PCR Media-rer med 4,3 ml cobas® PCR

Media. cobas® PCR Media fungerer som et nukleinsyrestabiliserende transport- og opbevaringsmedie til urinprever. For urinprever,

der sendes direkte til laboratoriet uden brug af cobas® PCR-urinprevekittet ved indsamling, kan cobas® PCR Media-kittet med

100 cobas® PCR Media-ror (uden engangspipetter) bruges som et alternativ under den forudsaetning, at urinpreven overferes inden

for 24 timer fra indsamlingen.

08919011001-02DA

Doc Rev. 2.0

12



cobas® BKV

Pakravede instrumenter og software

cobas® 6800/8800-softwaren og cobas® BKV-analysepakken skal veere installeret pa instrumentet eller instrumenterne.
IG-serveren (Instrument Gateway-serveren) folger med systemet.

Tabel 9 Instrumenter
Udstyr P/N
cobas® 6800 System (flytbar systemopszetning) 05524245001 og 06379672001
cobas® 6800 System (fast) 05524245001 og 06379664001
cobas® 8800 System 05412722001
Prgveforsyningsmodul 06301037001

Bemerk: cobas® BKV accepterer de primere ror, der bruges til urinprevetyper, som er indsamlet i cobas® PCR Media.
Se brugervejledningen og/eller brugerassistancen til cobas® 6800/8800 Systems for at fa yderligere oplysninger.

Krav til forholdsregler og handtering

Advarsler og forholdsregler

Som ved alle testprocedurer er det vigtigt med god laboratoriepraksis, for at analysen skal kunne fungere korrekt. Pa
grund af testens hoje sensitivitet skal man veere omhyggelig med at undga, at reagenser og amplifikationsblandinger
kontamineres.

e Kun til in vitro-diagnostisk.

e cobas® BKV er ikke blevet evalueret til brug som en screeningstest for tilstedevaerelsen af BKV i blod eller
blodprodukter.

e Alle patientprover skal handteres som smittefarligt materiale ved brug af gode laboratorieprocedurer som dem,
der er beskrevet i Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories og i CLSI-dokumentet M29-A4."'>16
Denne procedure ma kun udferes af medarbejdere, der er uddannet i brugen af cobas® BKV og cobas® 6800/8800
Systems.

e Alt materiale, der stammer fra mennesker, skal betragtes som potentielt smittefarligt og skal handteres med
generelle sikkerhedsforanstaltninger. Hvis der spildes materiale, skal det berorte omréde straks desinficeres med
en nyfremstillet 0,6 % oplesning af natrium- eller kaliumhypoklorit i destilleret eller deioniseret vand (fortyndet
blegemiddel 1:10), eller de relevante procedurer for laboratoriet skal folges.

e cobas® EBV/BKV-kontrolkittet indeholder plasma, der stammer fra humant blod. Kildematerialet er blevet testet
ved hjelp af PCR-metoder og viste acceptable spor af lave niveauer af BKV DNA. Ingen kendte testmetoder kan
helt udelukke, at produkter, der stammer humant blod, kan overfore smitstoffer.

o Fuldblod eller urinprever, der er opbevaret i primare ror, ma ikke nedfryses.

e Brug kun medfelgende eller specificerede forbrugsartikler for at sikre testens optimale performance.

e Der kan rekvireres sikkerhedsdatablade (SDS'er) ved henvendelse til den lokale Roche-repraesentant.

e Folg de angivne procedurer og retningslinjer noje, sé testen udferes korrekt. Eventuelle afvigelser fra
procedurerne og retningslinjerne kan pavirke den optimale performance for testen.

e Der kan forekomme falsk-positive resultater, hvis krydskontaminering ikke kontrolleres tilstraekkeligt under
héndtering og behandling af prover.
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cobas® PCR Media (fra primeert proverer) indeholder guanidinhydroklorid. Undga direkte kontakt mellem
guanidinhydroklorid og natriumhypoklorit (blegemiddel) eller andre staerkt reaktive reagenser som syrer

eller baser. Disse blandinger kan frigive en giftig gas. Rengor med egnet laboratorierengeringsmiddel og vand,

hvis der spildes vaeske, som indeholder guanidinhydroklorid. Hvis den spildte vaeske indeholder potentielt
smittefarlige stoffer, skal det berorte omrade FORST rengores med laboratorierengeringsmiddel og vand og
derefter med 0,6 % natrium- eller kaliumhypoklorit.

Handtering af reagenser

Handeter alle reagenser, kontroller og prover i overensstemmelse med god laboratoriepraksis for at undga
krydskontaminering af prover eller kontroller.

Inspicer hver reagenskassette, diluent, lysisreagens og vaskereagens visuelt for brug for at sikre, at der ikke er
tegn pa utaetheder. Materialet mé ikke anvendes til test, hvis der er tegn pa utetheder.

cobas omni Lysis Reagent indeholder guanidinthiocyanat, der er et potentielt farligt kemikalie. Undga, at hud,
gjne og slimhinder kommer i kontakt med reagenser. Ved kontakt skylles straks med rigelige mangder vand.
Ellers kan der opsté atsninger.

cobas® BKV-testkit, cobas omni MGP Reagent og cobas omni Specimen Diluent indeholder natriumazid som
konserveringsmiddel. Undga, at hud, gjne og slimhinder kommer i kontakt med reagenser. Ved kontakt skylles
straks med rigelige meengder vand. Ellers kan der opsta setsninger. Hvis disse reagenser spildes, fortyndes med
vand, for de torres op.

cobas omni Lysis Reagent, som indeholder guanidinthiocyanat, ma ikke komme i kontakt med
natriumhypoklorit (blegemiddel). Denne blanding kan danne en meget giftig gas.

Alt materiale, der har veeret i kontakt med prover og reagenser, skal bortskaffes i overensstemmelse med
nationale, regionale og lokale bestemmelser.

God laboratoriepraksis

Brug ikke mundpipettering.

Der ma ikke spises, drikkes eller ryges i de angivne arbejdsomréder.

Anvend beskyttelseshandsker, seerligt arbejdstej og beskyttelsesbriller ved handtering af prover og reagenser.
Handskerne skal skiftes mellem handtering af prover og cobas® BKV kit, EBV/BKYV lav positiv kontrol
(EBV/BKV L(+)C), EBV/BKV hgj positiv kontrol (EBV/BKV H(+)C), cobas® Buffer Negative Control Kit
og cobas omni-reagenser for at forhindre kontaminering. Undga at kontaminere handsker ved handtering
af prover og kontroller.

Vask haeenderne grundigt efter handtering af prover og kitreagenser og efter aftagning af handskerne.
Rengor og desinficer alle arbejdsflader i laboratoriet grundigt med blegemiddel fortyndet med deioniseret
eller destilleret vand til en 0,6 % oplesning af natrium- eller kaliumhypoklorit. (fortyndet blegemiddel 1:10).
Oploesningen skal vare nyfremstillet. Tor overfladen efter med 70 % ethanol.

Hvis der spildes materiale pa cobas® 6800/8800-instrumentet, skal anvisningerne i brugervejledningen
og/eller brugerassistancen til cobas® 6800/8800 Systems folges for korrekt rengering og dekontaminering

af instrumentoverfladerne.
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Indsamling, transport og opbevaring af prover

Bemazerk! Alle prover og kontroller skal handteres som potentielt smittefarlige.

EDTA-plasmaprever

e Opbevar alle prover ved de angivne temperaturer. Provernes stabilitet pavirkes af forhejede temperaturer.

e Hvis der benyttes frosne prover i sekundare ror, skal proverne placeres ved stuetemperatur (15-30 °C), indtil
de er fuldsteendigt optoede, og derefter blandes kort (f.eks. pa en vortex-mixer i 3-5 sekunder) og centrifugeres
for at samle hele provevolumen i bunden af roret.

e Fuldblod skal indsamles i BD Vacutainer®” PPT™-ror (Plasma Preparation Tubes) til molekylere
diagnosticeringstestmetoder eller i sterile ror med EDTA som antikoagulerende middel. Folg instruktionerne
fra producenten af blodprevetagningsroret. Se figur 1.

e Fuldblod, der er indsamlet i BD Vacutainer®” PPT™ (Plasma Preparation Tubes) til molekylere diagnosticerings-
testmetoder eller i sterile ror med EDTA som antikoagulerende middel, kan opbevares og/eller transporteres i op
til 24 timer ved 2-25 °C for forberedelse af plasma. Der skal foretages centrifugering i henhold til producentens
anvisninger.

e Ved separation kan plasmaprever opbevares i 24 timer ved 2-30 °C i primeere eller sekundere ror, efterfulgt af:

o Opbevaring i primeere eller sekundeere ror i op til 6 dage ved 2-8 °C.
o Opbevaring i sekundeare ror i op til 6 maneder ved < -20 °C.

e Plasmaproever kan holde op til fire nedfrysninger/opteninger, nar de nedfryses til < -20 °C.

e Hvis proverne skal sendes, skal de pakkes og meerkes i overensstemmelse med de galdende nationale og/eller
internationale bestemmelser for transport af prover og «tiologiske stoffer.

Figur 1 Prgveopbevaringsforhold for EDTA-plasma
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Urinprever

e Brug kun cobas® PCR-urinprevekittet til at indsamle og stabilisere urinprover til cobas® BKV. cobas® BKV er ikke
valideret til brug med andre enheder til indsamling af urinprever eller andre medietyper. Brug af cobas® BKV med
andre enheder til indsamling af urinprover eller andre medietyper kan medfere falsk-negative, falsk-positive
og/eller invalide resultater.

e Urinprever skal straks overfores til cobas® PCR Media-roret (stabiliseret). Hvis proverne ikke kan overferes
straks, kan de opbevares ved 2 °C til 30 °C i op til 24 timer. Nar urinpreverne er stabiliseret i cobas® PCR Media,
kan preverne opbevares i op til 90 dage ved 2-30 °C. Se Figur 2.

e For urinprever, der ikke er testet, skal toppen af veeskeniveauet ligge mellem de to sorte streger pa cobas® PCR
Media-rerets meerkatvindue. Hvis veeskeniveauet ligger over eller under disse streger, er proven ikke indsamlet
korrekt, og den kan ikke bruges til analyse.

e Hyvis der ikke er en tilstreekkelig meengde urinprove (4,3 ml) tilgaengelig til fortynding i cobas® PCR-urinprove-
roret, kan urinen fortyndes manuelt med cobas® PCR Media. For testning med cobas® BKV skal mindst 0,5 ml
ufortyndet urinprove fortyndes manuelt i cobas® PCR Media (forholdet 1:1).

e For at undga krydskontaminering af behandlede prover skal der anvendes ekstra lig til cobas® PCR Media-ror
i en anden farve (neutral; se Yderligere nedvendige materialer) til at genlukke proverne efter testning.

e Huis der kreeves yderligere test, skal man serge for, at der er mindst 1,2 ml resterende prove i cobas® PCR Media-
roret.

e Huvis proverne skal sendes, skal de pakkes og merkes i overensstemmelse med de geeldende nationale og/eller
internationale bestemmelser for transport af prover og @tiologiske stoffer.

Figur 2 Prgveopbevaringsforhold for urin
30
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5 urinpreve for
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™
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08919011001-02DA
Doc Rev. 2.0 16




cobas® BKV

Brugsanvisning

Procedurebemarkninger

Brug ikke cobas® BKV-reagenser, cobas® EBV/BKV Control Kit, cobas® Buffer Negative Control Kit eller
cobas omni-reagenser efter deres udlgbsdatoer.

Genanvend ikke forbrugsartikler. De er kun beregnet til engangsbrug.

Kontrollér, at provens barkodemaerkater pa provererene er synlige gennem abningen i siden af de pagaldende
RD5- eller MPA-proverack. Se brugervejledningen til cobas® 6800/8800 Systems for at fa oplysninger om de
korrekte barkodespecifikationer og yderligere oplysninger om indsatning af proverorene.

Se brugervejledningen og/eller brugerassistancen til cobas® 6800/8800 Systems for at fa oplysninger om korrekt
vedligeholdelse af instrumenterne.

Korsel af cobas® BKV

cobas® BKV kan keres med en minimumsprevevolumen pé 350 ul for EDTA-plasma og 550 pul for stabiliserede

urinprever. Instrumentets testprocedure er beskrevet i detaljer i brugervejledningen og/eller brugerassistancen til

cobas® 6800/8800 Systems. Figur 3 nedenfor opsummerer proceduren.

Prover skal veere uden lag og indszttes direkte pa racks til behandling i cobas® 6800/8800 Systems.

En enkelt korsel kan besta af en hvilken som helst kombination af prever (plasma, stabiliseret urin).
EDTA-plasma og stabiliserede urinprever skal behandles ved hjelp af provetypevalg i brugergransefladen (UI)
i cobas® BKV som beskrevet i Figur 3, trin 1.
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Figur 3 cobas® BKV-proceduren

Log pa systemet

Tryk pa Start for at forberede systemet

Bestil test

e Velg "Plasma" for at bestille EDTA-plasmapraver

e Veelg "Urine" for at bestille urinprgver indsamlet i cobas® PCR Media

Genopfyld reagenser og forbrugsartikler som angivet af systemet
¢ Indseet den testspecifikke reagenskassette

¢ Indseet kontrolkassetter

¢ Indseet pipettespidser

¢ Indseet processeringsplader

e Indseet MGP-reagens

Indsaet amplifikationsplader

Genopfyld pravediluent

o Genopfyld lysisreagens

o Genopfyld vaskereagens

Indseettelse af prgver i systemet
e  For primeere urinprgver, der er indsamleti cobas® PCR Media
o Tag laget af rgret
o  Overfar rgret direkte til racket
e Indseet prgveracket og racket til clottede spidser i prgveforsyningsmodulet
e  Bekreeft, at prgverne er blevet accepteret i transfermodulet

Start karslen ved at veelge knappen til manuel start (Start manually) i brugerinterfacet, eller
fa den til at starte automatisk efter 120 minutter, eller hvis batchen er fuld

Gennemse og eksportér resultater

Fjern og seet om ngdvendigt 1&g pa de prevergr, der opfylder den pakreevede mindstevolumen,
til fremtidig brug

Renggr instrumentet

e Udtag tomme kontrolkassetter

Tgm skuffen med amplifikationspladen
Tom flydende affald

Tgm fast affald
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Resultater

cobas® 6800/8800 Systems beregner automatisk BKV DNA-koncentrationen for preverne og kontrollerne. BKV DNA-
koncentration er udtrykt i internationale enheder pr. milliliter (IE/ml).

Kvalitetskontrol og validitet af resultater

e En negativ kontrol [(-) C] og to positive kontroller, en lav positiv kontrol [EBV/BKV L(+)C] og en hej positiv
kontrol [EBV/BKV H(+)C] processeres med hver batch.

e [ cobas® 6800/8800-softwaren og/eller -rapporten kontrolleres for markeringer og deres tilhorende resultater
for at sikre, at batchen er valid.

e Batchen er valid, hvis der ikke vises nogen markeringer for de tre kontroller, der inkluderer én negativ kontrol
og to positive kontroller: EBV/BKV L(+)C, EBV/BKV H(+)C. Det negative kontrolresultat vises som (-) C, og
de lave og heje positive kontroller vises som EBV/BKV L(+)C og EBV/BKV H(+)C.

Resultater erklaeres automatisk invalide af cobas® 6800/8800-softwaren baseret pa negative og positive kontrolfejl.

Kontrolmarkeringer

Tabel 10  Kontrolmarkeringer for negative og positive kontroller

Negativ kontrol Markering Resultat  Fortolkning

=C Qo2 Invalid Et invalidt resultat eller det beregnede titerresultat for den
(Kontrolbatch mislykkedes) negative kontrol er ikke negativt.

Positiv kontrol Markering Resultat  Fortolkning

EBV/BKV L(+)C Qo2 Invalid Et invalidt resultat, eller det beregnede titerresultat for den lave
(Kontrolbatch mislykkedes) positive kontrol er ikke inden for det tildelte interval.

EBV/BKV H(+)C Qo2 Invalid Et invalidt resultat, eller det beregnede titerresultat for den hgje
(Kontrolbatch mislykkedes) positive kontrol er ikke inden for det tildelte interval.

Hvis kontrolbatchen er invalid, skal man gentage testen af alle prover i den pavirkede batch.
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Fortolkning af resultater

For valide batches skal hver enkelt prove kontrolleres for flag i cobas® 6800/8800-softwaren og/eller -rapporten.

Resultatfortolkningen skal veere som folger:

Tabel 11

En valid batch kan indeholde béde valide og invalide proveresultater.

Target-resultater til individuel target-resultatfortolkning

Resultater Fortolkning

Target Not Detected BKV DNA ikke pavist.

Rapportér resultater som "BKV ikke pavist'.

< Titer Min Den beregnede titer er under den lave kvantificeringsgreense (LLoQ) for analysen.

Rapportér resultaterne som "BKV pévist, under (titer min.)".

EDTA-plasma titer min. = 21,5 IE/ml
Urin titer min. = 200 IE/ml

Titer

Det beregnede titerresultat er inden for det linesere omrade af analysen - stgrre end eller lig
med titer min. og mindre end eller lig med titer maks.

Rapportér resultater som "(Titer) i BKV pavist".

> Titer Max? Den beregnede titer er over den gvre kvantificeringsgraeense (ULoQ) for analysen.

Rapportér resultaterne som "BKV pavist, stgrre end (titer maks.)".
EDTA-plasma og urin titer maks. = 1,0E4-08 IE/ml

* Proveresultat "> Titer Max" henviser til BKV-positive prover, der er pavist med titre over den evre graense for kvantificering

(ULoQ). Hvis der onskes et kvantitativt resultat, skal den oprindelige prove fortyndes med BKV-negativt humant EDTA-plasma,

og testen gentages. Multiplicér det rapporterede resultat med fortyndingsfaktoren.

Begraensninger ved procedurerne

cobas® BKV er kun evalueret til brug sammen med cobas® EBV/BKV Control Kit, cobas® Buffer Negative

Control Kit, cobas omni MGP Reagent, cobas omni Lysis Reagent, cobas omni Specimen Diluent og cobas omni

Wash Reagent til brug pa cobas® 6800/8800 Systems.

Pélidelige resultater er atheengige af korrekte procedurer til provetagning, -opbevaring og -behandling.
Denne test er kun valideret til brug med EDTA-plasma og stabiliseret urin. Test af andre provetyper med
cobas® BKV kan medfere ungjagtige resultater. Malinger af DNA-niveauet i plasma og stabiliseret urin er ikke
direkte sammenlignelige med hinanden og malinger af andre provetyper.

Kvantificeringen af BKV DNA kan pavirkes af provetagningsmetoder, patientfaktorer (dvs. alder, forekomst
af symptomer) og/eller infektionsstadiet.

Forringelse af BKV DNA i en ufortyndet urinpreve kan pavirke kvantificeringen."” Urin skal overfores til
cobas® PCR Media for at opné preveholdbarheden.

Den kvantitative variabilitet i BKV DNA, der er forbundet med urin, er observeret i proveholdbarhedsforseg
pa forskellige provetagningstidspunkter (ufortyndet urin) eller i forskellige afmalte meengder af samme prove
(ufortyndet urin og urin stabiliseret i cobas® PCR Media).

Pé grund af disse begreensninger bor BKV DNA-resultater i urin fortolkes med forsigtighed i sammenhzng
med kliniske og andre laboratoriemaessige fund og ber ikke vere det eneste grundlag for beslutninger ifm.
behandlingen.

Urin kan indeholde hoje niveauer af BKV DNA med en risiko for overforsel af kontaminering.'
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e Som med enhver molekyler test kan mutationer i target-omraderne i cobas® BKV pavirke primere og/eller
probebindingsresultater, hvilket medferer underkvantificering af eller manglende evne til at detektere virussen.

e Pagrund af naturlige forskelle mellem teknologier anbefales det, at brugeren udferer
metodekorrelationsundersogelser i laboratoriet for at pavise teknologiske forskelle, for der skiftes fra én teknologi
til en anden. Brugerne bor folge de aktuelle politikker/procedurer.

e cobas® BKV er ikke beregnet til brug som en screeningstest for tilstedeverelsen af BKV i blod eller blod-
produkter.

Evaluering af ikke-klinisk performance

Vigtige egenskaber for performance for EDTA-plasmaprovetypen

Detektionsgraense (LoD) WHO's internationale standard

Detektionsgraensen for cobas® BKV for WHO's internationale standard blev bestemt ved at analysere serielle fortyndinger
af 1* WHO BKV International Standard fra NIBSC (NIBSC 14/212) pa BKV-negativt humant EDTA-plasma. Paneler med
seks koncentrationsniveauer samt et blindt blev testet ved hjalp af tre lot af cobas® BKV-reagenser samt flere korsler, dage,
brugere og instrumenter.

Resultaterne for EDTA-plasma vises i Tabel 12 til og med Tabel 14. Undersogelsen paviste, at med det mindst sensitive
lot, sa er den koncentration, hvor der ventes en 95 % hit rate for PROBIT, 21,5 IE/ml med et 95 % konfidensinterval pa
16,3-32,4 IE/ml i EDTA-plasma. Den laveste koncentration med en hit rate > 95 % er 19,0 IE/ml i EDTA-plasma.

Tabel 12  Detektionsgreense i EDTA-plasma, lot 1

Koncentration i inputtiter Antal valide Antal positive Hit rate i %
(BKV DNA IE/ml) bestemmelser
80,0 63 63 100,0
38,0 63 63 100,0
19,0 63 60 95,2
9,5 63 46 73,0
4,75 63 36 57,1
2,38 63 23 36,5
0 62 0 0,0
LoD via PROBIT ved 95 % hit rate 21,5 IE/ml

95 % konfidensinterval: 16,3-32,4 IE/ml
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Tabel 13  Detektionsgreense i EDTA-plasma, lot 2

Koncentration i inputtiter Antal valide Antal positive Hit rate i %
(BKV DNA IE/ml) bestemmelser
80,0 62 62 100,0
38,0 63 63 100,0
19,0 63 61 96,8
9,5 63 48 76,2
4,75 63 34 54,0
2,38 62 23 37,1
0 62 0 0,0
LoD via PROBIT ved 95 % hit rate 19,7 IE/ml

95 % konfidensinterval: 15,0-29,2 IE/ml

Tabel 14  Detektionsgreense i EDTA-plasma, lot 3

Koncentration i inputtiter Antal valide Antal positive Hit rate i %
(BKV DNA IE/ml) bestemmelser

80,0 63 63 100,0
38,0 63 63 100,0
19,0 63 60 95,2

9,5 63 50 79,4
4,75 63 35 55,6
2,38 63 22 35,0

0 63 0 0,0

LoD via PROBIT ved 95 % hit rate 19,3 IE/ml

95 % konfidensinterval: 14,8-28,5 IE/ml

Lineaert interval

Lineariteten i cobas® BKV blev evalueret ved hjelp af en fortyndingsserie bestdende af 18 panelmedlemmer med BKV-
undergruppe Ib DNA, som spaender over analysens linezre interval. Der blev anvendt en lambda-DNA-stock-oplesning
med hoj titer til forberedelse af 11 panelmedlemmer, som spandte over hele det linezre interval. Der blev anvendt en
klinisk preve til forberedelse af syv panelmedlemmer, der deekkede de mellemste og nedre niveauer af det lineaere interval.

Hvert panelmedlem blev testet i 36 bestemmelser med tre lot af cobas® BKV-reagenser, og resultaterne af undersogelsen er
vist i Figur 4.

cobas® BKV blev pavist at vaere lineaer fra 1,01E+01 til 1,97E+08 IE/ml og viser en absolut afvigelse fra den mere passende
ikke-linezere regression pd mindre end eller lig med +0,1 logio i humant EDTA-plasma (se Figur 4). Pa tveers af det linezere
omrade var testens nejagtighed inden for +0,2 log,.
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Figur 4 Bestemmelse af lineaert omrade i EDTA-plasma
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Praecision - intra-laboratorium

Precisionen af cobas® BKV blev bestemt ved analyse af serielle fortyndinger af BKV DNA med hej titer (undergruppe Ib)
i BKV-negativt EDTA-plasma. Fem fortyndingsniveauer blev testet i 72 bestemmelser for hvert niveau med tre lot af
cobas® BKV-reagenser ved hjelp af fire instrumenter og to brugere over 12 dage. Hver af proverne blev kort igennem hele
cobas® BKV-proceduren pa et fuldautomatisk cobas® 6800/8800 Systems. Den angivne praecision repreaesenterer derfor alle
aspekter af testproceduren. Resultaterne vises i Tabel 15.

cobas® BKV viste hoj pracision for tre lot med reagenser, der blev testet pa tvers af et koncentrationsomrade pa
9,83E+01 IE/ml til 9,83E+05 IE/ml.

Tabel 15 Praecision i laboratoriet mht. cobas® BKV*

EDTA-plasma

Nominel Tildelt
koncentration koncentration Lot 1 Lot 2 Lot 3 Alle lot
[IE/ml] [IE/mi] ) ) SD Poolet SD

1,00E+06 9,83E+05 0,02 0,02 0,04 0,03
1,00E+05 9,83E+04 0,03 0,04 0,04 0,04
1,00E+04 9,83E+03 0,04 0,05 0,03 0,04
6,00E4+03 5,90E+03 0,03 0,05 0,03 0,04
1,00E4-02 9,83E+01 0,09 0,11 0,11 0,11

* Titerdata anses for at vaere log-normalfordelt og analyseres efter logio-transformationen. Kolonnerne med standardafvigelser (SD) viser den
samlede log-transformerede titer for hvert af de tre reagenslot.
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Bekraeftelse af undertype
Performance for cobas® BKV pa BKV-undertype I (med undergrupperne Ia og Ic), II, III og IV blev evalueret ved:

e Bekraftelse af detektionsgraensen
o Bekraftelse af det lineaere interval

Bekreeftelse af detektionsgraensen for undertype 1 (med undergrupperne la og lc), Il, 1ll og IV

BKV DNA for de fem forskellige undertyper/undergrupper (Ia, Ic, II, III og IV) blev fortyndet til tre forskellige koncentra-
tionsniveauer i BKV-negativt EDTA-plasma. Hit rate-bestemmelsen blev udfort med 63 bestemmelser for hvert niveau.
Testen blev foretaget med tre lot af cobas® BKV-reagenser samt flere korsler, dage, brugere og instrumenter. Disse resul-
tater bekraefter, at cobas® BKV detekterede BKV DNA for fem forskellige undertyper/undergrupper ved koncentrationer
pa 21,5 IE/ml med en hit rate pa > 95 %.

Bekreeftelse af det linezre interval for undertype | (med undergrupperne la og Ic), Il, 1ll og IV

Den fortyndingsserie, der bruges ved bekreftelsen af linearitetsundersegelsen af undertyper/undergrupper i cobas® BKV,
bestér af otte panelmedlemmer, der speender over det linezre interval for analysen. Testen blev foretaget med tre lot af
cobas® BKV-reagenset. Der blev testet 12 bestemmelser pr. niveau i EDTA-plasma.

Det linezere interval for cobas® BKV blev bekrzaftet for alle fem undertyper/undergrupper (Ia, Ic, II, III og IV).

Specificitet

Specificiteten for cobas® BKV blev bestemt ved at analysere BKV-negative EDTA-plasmaprover fra individuelle donorer.
104 individuelle EDTA-plasmaprover blev testet med tre lot af cobas® BKV-reagenser. Alle prover blev testet negative for
BKV DNA. I testpanelet var specificiteten for cobas® BKV 100 % (nedre ensidet 95 % konfidensinterval: 97,16 %).

Analytisk specificitet

Den analytiske specificitet for cobas® BKV blev evalueret ved at teste et panel af mikroorganismer i en koncentration pa
1,00E+06 enheder/ml (CFU/ml, celler/ml, CCU/ml, IFU/ml) for bakterier og ger og mellem 1,00E+05 enheder/ml og
1,00E+06 enheder/ml (kopier/ml, TCIDso/ml, IE/ml, celler/ml) for vira. Mikroorganismer blev fortyndet i BKV-negativt
humant EDTA-plasma samt humant EDTA-plasma, der indeholdt (100 IE/ml) BKV DNA. De specifikke organismer,

der blev testet, er angivet i Tabel 16. Hver prove blev testet i tredobbelt bestemmelse. Ingen af ikke-BKV-patogenerne
interfererede med testens performance ved de testede koncentrationer. Negative resultater blev bestemt ved hjelp af
cobas® BKYV for alle mikroorganismer uden BKV-target, og positive resultater blev bestemt for alle mikroorganismeprever
med BKV-target. Derudover var den gennemsnitlige logio-titer for hver af de positive BKV-prever, der indeholdt
potentielt krydsreagerende organismer, inden for +0,5 logi, af den gennemsnitlige log;o-titer for den pageeldende positive
berigede kontrol.
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Tabel 16  Mikroorganismer, der er testet for krydsreaktivitet

Vira

Bakterier

Geer

Adenovirus, type 5
Cytomegalovirus

Epstein Barr-virus
Hepatitis B-virus

Hepatitis C-virus

Herpes simplexvirus, typel
Herpes simplexvirus, type 2
Human herpesvirus, type 6
Human herpesvirus, type 7
Human herpesvirus, type 8

Human immundefektvirus-1
Human immundefektvirus-2

Human papillomavirus
JC-virus
Parvovirus B19

Simian-virus 40
Varicella-Zoster-virus

Propionibacterium acnes
Staphylococcus aureus
Chlamydia trachomatis
Clostridium perfringens
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Listeria monocytogenes
Mycobacterium avium

Neisseria gonorrhoeae

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus pyogenes

Mycoplasma pneumoniae

Salmonella enterica

Streptococcus pneumoniae

Aspergillus niger
Candida albicans

Cryptococcus neoformans
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Interfererende stoffer

Hoje niveauer af triglycerider (33 g/1), konjugeret bilirubin (0,2 g/1), ukonjugeret bilirubin (0,2 g/1), albumin (60 g/1),
hamoglobin (2 g/l1) og humant DNA (2 mg/l) i prover blev testet ved tilstedeveaerelse (100 IE/ml) og fraveer af BKV DNA.
De testede endogene interferenser udviste ingen interferens med testens performance for cobas® BKV.

Derudover blev leegemiddelstoffer, der er angivet i Tabel 17, testet ved tre gange Cn.x ved tilstedeveerelse og fraveer af

BKV DNA.

Alle potentielt interfererende stoffer viste sig ikke at interferere med testens performance. Negative resultater blev bestemt

ved hjelp af cobas® BKV for alle prover uden BKV-target, og positive resultater blev bestemt for alle prover med BKV-

target. Derudover var den gennemsnitlige logo-titer for hver af de positive BKV-prover, der indeholdte potentielt inter-

fererende stoffer, inden for +0,5 log, af den gennemsnitlige log,o-titer for den pagaldende positive berigelseskontrol.

Tabel 17  Leegemiddelstoffer, der er testet for interferens med kvantificeringen af BKV DNA ved hjeelp af cobas® BKV

Legemiddelklasse

Legemidlets generiske navn

Antimikrobiel

Cefotetan

Kaliumclavulanat

Sulfamethoxazol

Ticarcillin disodium

Fluconazol Trimethoprim
Piperacillin Vancomycin
Tazobactam natrium Micafungin
Forbindelser til behandling af herpesvira | Ganciclovir Cidofovir
Valganciclovir Foscarnet
Acyclovir Letermovir
Immunsuppressivt leegemiddel Azathioprin Prednison
Cyclosporin Sirolimus
Everolimus Tacrolimus
Mycophenolat mofetil Mycophenolsyre
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Metodekorrelation

Performance for cobas® BKV blev vurderet ved sammenligning med en komparatoranalyse ved at analysere EDTA-
plasmaprever fra BKV-inficerede patienter. EDTA-plasmaprever inden for kvantificeringsintervallet for begge test
blev testet som enkelte bestemmelser. Der blev foretaget en Deming-regressionsanalyse.

Deming-regressionsresultaterne vises i Figur 5.

Figur 5 Regressionsanalysen for cobas® BKYV ift. komparatoranalyse
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Systemfejlsfrekvens

Systemfejlfrekvensen for cobas® BKV blev bestemt ved at teste 100 bestemmelser af EDTA-plasma beriget med en BKV-
positiv klinisk preve. Disse prover blev testet ved en koncentration pé 3 x LoD.

Resultaterne af denne undersogelse viste, at alle bestemmelser var valide og positive for BKV-target, hvilket medferte en
generel systemfejlsfrekvens pa 0 % (ovre ensidet 95 % konfidensinterval 2,95 %).

08919011001-02DA

Doc Rev. 2.0 27



cobas® BKV

Krydskontaminering

Krydskontamineringsforholdet for cobas® BKV blev bestemt ved at teste 240 bestemmelser af en BKV-negativ matrix-
prove og 225 bestemmelser af en BKV DNA-prove med hgj titer ved 2,00E+07 IE/ml. I alt blev der udfert fem kersler
med positive og negative prover i en checkerboard-konfiguration.

Alle 240 bestemmelser af den negative prove var negative, hvilket medforte et krydskontamineringsforhold pé 0 %
(ovre ensidet 95 % konfidensinterval 1,24 %).

Vigtige egenskaber for performance for urinprgvetypen

Detektionsgraense (LoD) WHO's internationale standard

Detektionsgraeensen for cobas® BKV for WHO's internationale standard blev bestemt ved at analysere serielle fortyndinger
af 1* WHO BKV International Standard fra NIBSC (NIBSC 14/212) pa poolede BKV-negative urinprever stabiliseret

i cobas® PCR Media. Paneler med seks koncentrationsniveauer samt et blindt blev testet ved hjlp af tre lot af

cobas® BKV-reagenser samt flere korsler, dage, brugere og instrumenter.

Resultaterne for poolede urinprever stabiliseret i cobas® PCR Media vises i Tabel 18 til og med Tabel 20. Undersogelsen
paviste, at med det mindst sensitive lot, er den koncentration, hvor der ventes en 95 % hit rate for PROBIT, 12,2 IE/ml
med et 95 % konfidensinterval pa 9,2-18,3 IE/ml i ufortyndet urin. Den laveste koncentration med en hit rate > 95 % er
10,0 IE/ml i ufortyndet urin.

Tabel 18  Detektionsgraense i urin, lot 1

Koncentration i inputtiter* Antal valide Antal positive Hit rate i %
(BKV DNA IE/ml) bestemmelser
40,0 63 63 100,0
20,0 63 63 100,0
10,0 63 60 95,2
5,0 63 47 74,6
25 63 25 39,7
1,25 63 26 41,3
0 63 0 0,0
LoD via PROBIT ved 95 % hit rate 12,2 IE/ml

95 % konfidensinterval: 9,2-18,3 1E/ml

* Urinprover testet stabiliseret i cobas® PCR Media. Koncentration i inputtiter brugt til beregning pa baggrund af ufortyndet urin.
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Tabel 19  Detektionsgreense i urin, lot 2

Koncentration i inputtiter* Antal valide Antal positive Hit rate i %
(BKV DNA IE/ml) bestemmelser
40,0 63 63 100,0
20,0 63 63 100,0
10,0 63 60 95,2
5,0 63 42 66,7
25 63 32 50,8
1,25 63 17 27,0
0 63 0 0,0
LoD via PROBIT ved 95 % hit rate 11,9 IE/ml

95 % konfidensinterval: 9,2-17,3 1E/ml

* Urinprever testet stabiliseret i cobas® PCR Media. Koncentration i inputtiter brugt til beregning pa baggrund af ufortyndet urin.

Tabel 20  Detektionsgraense i urin, lot 3

Koncentration i inputtiter* Antal valide Antal positive Hit rate i %
(BKV DNA IE/mD) bestemmelser
40,0 63 63 100,0
20,0 63 63 100,0
10,0 63 61 96,8
5,0 63 46 73,0
25 63 39 61,9
1,25 63 19 30,2
0 63 0 0,0
LoD via PROBIT ved 95 % hit rate 10,1 IE/ml

95 % konfidensinterval: 7,8-14,7 1E/ml

* Urinprever testet stabiliseret i cobas® PCR Media. Koncentration i inputtiter brugt til beregning pa baggrund af ufortyndet urin.
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Lineart interval

Lineariteten i cobas® BKV blev evalueret ved hjelp af en fortyndingsserie bestaende af 10 panelmedlemmer med en klinisk
prove (BKV-undergruppe Ib), som spaender over analysens linezere interval. Der blev anvendt en lambda-DNA-stock-
oplesning med hoj titer til forberedelse af 12 panelmedlemmer, som spaendte over hele det lineare interval.

Hvert panelmedlem blev testet i 36 bestemmelser med tre lot af cobas® BKV-reagenser, og resultaterne af undersogelsen
er vist i Figur 6.

cobas® BKV blev pavist at vaere lineaer fra 7,41E+01 IE/ml til 7,41E+08 IE/ml og viser en absolut afvigelse fra den mere
passende ikke-linezere regression pa mindre end eller lig med +0,1 logyo i poolede urinprever stabiliseret i cobas® PCR
Media (se Figur 6). Pa tveers af det lineaere omrade var testens nejagtighed inden for +0,2 logio.

Figur 6 Bestemmelse af linezert omrade i urin
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Praecision - intra-laboratorium

Precisionen af cobas® BKV blev bestemt ved analyse af serielle fortyndinger af BKV DNA med hej titer (undergruppe Ib)
i poolede BKV-negative urinprever stabiliseret i cobas® PCR Media. Fem fortyndingsniveauer blev testet i 72 bestem-
melser for hvert niveau med tre lot af cobas® BKV-reagenser ved hjalp af to instrumenter og to brugere over 12 dage.
Hver af proverne blev kort igennem hele cobas® BKV-proceduren pé et fuldautomatisk cobas® 6800/8800 Systems.

Den angivne pracision repreaesenterer derfor alle aspekter af testproceduren. Resultaterne vises i Tabel 21.

cobas® BKV viste hoj pracision for tre lot med reagenser, der blev testet pa tvers af et koncentrationsomrade pa
7,41E+02 IE/ml til 7,41E+05 IE/ml.

Tabel 21 Preecision i laboratoriet mht. cobas® BKV*

Urinprgver stabiliseret i cobas® PCR Media

Nominel Tildelt
koncentration koncentration Lot 1 Lot 2 Lot 3 Alle lot
[1E/mi] [1E/mi] SD SD SD Poolet SD

1,00E+06 7,41E+05 0,02 0,02 0,02 0,02
1,00E+05 7,41E+04 0,02 0,03 0,02 0,03
1,00E4-04 7,41E+03 0,03 0,03 0,03 0,03
6,00E+03 4,44F+03 0,04 0,03 0,04 0,03
1,00E+03 7,41E+02 0,05 0,05 0,04 0,05

* Titerdata anses for at veere log-normalfordelt og analyseres efter logio-transformationen. Kolonnerne med standardafvigelser (SD) viser den
samlede log-transformerede titer for hvert af de tre reagenslot.

Bekraeftelse af undertype

Performance for cobas® BKV pa BKV-undertype I (med undergrupperne Ia og Ic), II, IIT og IV blev evalueret ved:
e Bekraftelse af detektionsgraensen
o Bekraftelse af det lineaere interval

Bekraftelse af detektionsgraensen for undertype | (med undergrupperne la og Ic), Il, lll og IV

BKV DNA for de fem forskellige undertyper/undergrupper (Ia, Ic, II, III og IV) blev fortyndet til tre forskellige koncen-
trationsniveauer i poolede BKV-negative urinprever stabiliseret i cobas® PCR Media. Hit rate-bestemmelsen blev udfert
med 63 bestemmelser for hvert niveau. Testen blev foretaget med tre lot af cobas® BKV-reagenser samt flere korsler, dage,
brugere og instrumenter. Disse resultater bekrefter, at cobas® BKV detekterede BKV DNA for fem forskellige under-
typer/undergrupper ved koncentrationer pa 12,2 IE/ml med en hit rate pd > 95 %.

Bekreeftelse af det linezre interval for undertype | (med undergrupperne la og Ic), Il, lll og IV

Den fortyndingsserie, der bruges ved bekraftelsen af linearitetsundersegelsen af undertyper/undergrupper i cobas® BKV,
bestar af otte panelmedlemmer, der spender over det linezre interval for analysen. Testen blev foretaget med tre lot af
cobas® BKV-reagenset. Der blev testet 12 bestemmelser pr. niveau i urin stabiliseret i cobas® PCR Media.

Det linezre interval for cobas® BKV blev bekrzaftet for alle fem undertyper/undergrupper (Ia, Ic, II, III og IV).
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Specificitet

Specificiteten for cobas® BKV blev bestemt ved at analysere BKV-negative urinprever stabiliseret i cobas® PCR Media fra
individuelle donorer. Et hundrede individuelle urinprover blev testet med tre lot af cobas® BKV-reagenser. Alle prover
blev testet negative for BKV DNA. I testpanelet var specificiteten for cobas® BKV 100 % (nedre ensidet 95 % konfidens-
interval: 97,05 %).

Analytisk specificitet

Den analytiske specificitet for cobas® BKV blev evalueret ved at teste et panel af mikroorganismer i en koncentration pa
mellem 1,00E+06 enheder/ml og 2,00E+06 enheder/ml (CFU/ml, celler/ml, CCU/ml, IFU/ml) for bakterier og geer og pa
1,00E+05 enheder/ml (kopier/ml, TCIDso/ml, IE/ml, celler/ml) for vira. Mikroorganismer blev fortyndet i BKV DNA-
negativ urin samt urin, der indeholdt (600 IE/ml) BKV DNA. De specifikke organismer, der blev testet, er angivet

i Tabel 22. Hver prove blev testet i tredobbelt bestemmelse. Ingen af ikke-BKV-patogenerne interfererede med testens
performance ved de testede koncentrationer. Negative resultater blev bestemt ved hjelp af cobas® BKV for alle mikro-
organismer uden BKV-target, og positive resultater blev bestemt for alle mikroorganismeprover med BKV-target.
Derudover var den gennemsnitlige logy,-titer for hver af de positive BKV-prover, der indeholdt potentielt krydsreagerende
organismer, inden for +0,5 logi, af den gennemsnitlige logio-titer for den pégeeldende positive berigede kontrol.

Tabel 22  Mikroorganismer, der er testet for krydsreaktivitet

Vira Bakterier Geer
Herpes simplexvirus-2 Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa Candida albicans
Human papillomavirus 16 Bacillus subtilis Staphylococcus aureus Candida glabrata
Neisseria gonorrhoeae Staphylococcus saphrophyticus Candida parapsilosis
Corynebacterium diphteriae Streptococcus agalactiae Candida tropicalis
Escherichia coli Streptococcus bovis
Enterobacter cloacae Streptococcus pneumoniae
Enterococcus faecalis Streptococcus oralis/viridans
Enterococcus faecium Proteus mirabilis
Klebsiella pneumoniae Staphylococcus epidermidis
Lactobacillus acidophilus Ureaplasma urealyticum
Treponema pallidum Mycoplasma genitalium

Lactobacillus crispatus
Trichomonas vaginalis
Chlamydia trachomatis
Lactobacillus jensenii
Lactobacillus vaginalis

Morganella morganii
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Interfererende stoffer

Hoje albumin-koncentrationer (0,5 % w/v), konjugeret bilirubin (1 % w/v), glukose (1 % w/v), mononukleare celler

i perifert blod (1,00E+06 celler/ml), mucus (ved tilstedevaerelse af 1 mucus-podepind pr. 4,3 ml prove), sur pH (pH 4),
alkalisk pH (pH 9), sed (1 podeprove dyppet i seed pr. 4,3 ml prove), natrium (300 mEq/1) og fuldblod (10 % v/v) i prever
blev testet ved tilstedevaerelse af (600 IE/ml) og fravaer af BKV DNA. De testede endogene interferenser udviste ingen

interferens med testens performance for cobas® BKV.

Derudover blev leegemiddelstoffer, der er angivet i Tabel 23, testet ved tilstedeverelse og fraveer af BKV DNA.

Alle potentielt interfererende stoffer med undtagelse af talkumpulver viste sig ikke at interferere med testens performance.

Talkumpulver ved < 0,05 % viste ingen interferens med cobas® BKV. Negative resultater blev bestemt ved hjzlp af cobas®

BKYV for alle prover uden BKV-target, og positive resultater blev bestemt for alle prover med BKV-target. Derudover var

den gennemsnitlige logo-titer for hver af de positive BKV-prever, der indeholdte potentielt interfererende stoffer, inden

for £0,5 log)o af den gennemsnitlige log,-titer for den pageeldende positive berigelseskontrol.

Tabel 23  Leegemiddelstoffer, der er testet for interferens med kvantificeringen af BKV DNA ved hjeelp af cobas® BKV

Leegemiddelklasse Aktivt stof Koncentration Leegemidlets generiske navn
Antimikrobiel Clotrimazole 100 pg/ml Gyne-Lotrimin 7
701 pmol/I Arilin rapid
Metronidazol Vaginale stikpiller
Vagi Metro Cream
Nidazea Gel
@strogen, steroidhormon Estradiol 4,41 nmol/l Estrace
Analgetikum Phenazopyridinhydrochlorid 200 pg/ml Azo Standard
Acetaminofen 1324 pmol/I Acetaminofen
Smgremiddel Propylenglycol 1000 pg/ml K-Y UltraGel
Ikke-steroidt antiinflammatorisk Acetylsalicylsyre 3,62 mmol/I Acetylsalicylsyre
leegemiddel Naproxen 2.170 pmol/l Naproxen
Ibuprofen 2.425 pmol/l Ibuprofen
Ikke relevant Talkum 0,05 % (w/v) Talkumpulver
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Metodekorrelation

Performance for cobas® BKV blev vurderet ved sammenligning med en komparatoranalyse ved at analysere urinprover
fra BKV-inficerede patienter. Urinprover inden for kvantificeringsintervallet for begge test blev testet som enkelte bestem-
melser. Der blev foretaget en Deming-regressionsanalyse.

Deming-regressionsresultaterne vises i Figur 7.

Figur 7 Regressionsanalysen for cobas® BKYV ift. komparatoranalyse
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o Deming Regression (N =76): Y =0,5 + 0,92X
2 R*=0,88
95 % ClI for heeldning = (0,84, 1,00)
95 % ClI for skeeringspunkt = (-1,56, 2,56)

1 2 3 4 5 ] 7 g ]
Komparatoranalyse (logio IE/mI)

Krydskontaminering

Krydskontamineringsforholdet for cobas® BKV blev bestemt ved at teste 240 bestemmelser af en BKV-negativ matrix-
prove og 225 bestemmelser af en BKV DNA-prove med hej titer ved 1,00E+09 IE/ml. I alt blev der udfert fem kersler
med positive og negative prover i en checkerboard-konfiguration.

Alle 240 bestemmelser af den negative prove var negative, hvilket medforte et krydskontamineringsforhold pa 0,0 %
(ovre ensidet 95 % konfidensinterval 1,24 %).
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cobas® BKV

Yderligere oplysninger

Vigtige testfunktioner

Prgvetype
Mindste pakraevede prevemangde
Prevebehandlingsvolumen

Analytisk sensitivitet

Lineeert interval
Specificitet
Detekterede undertyper

EDTA-plasma
350 pl*
200 pl

21,5 IE/ml (tosidet 95 % konfidensinterval:
16,3-32,4 |IE/ml)

21,5 IE/ml til 1E408 IE/ml
100 %

Urinprgver stabiliseret i cobas® PCR Media
550 pl*
400 pl

12,2 IE/ml (tosidet 95 % konfidensinterval:
9,2-18,3 IE/ml)

200 IE/ml til 1E408 IE/mlI
100 %

BKV-undertype | (med undergrupperne la, Ib og Ic), II, lll og IV

* Dedvolumen pé 150 ul er identificeret for sekundaere cobas omni-rer. Andre ror, der bruges til testning, kan have en anden dedvolumen og
kraeve mere eller mindre minimumsvolumen.

08919011001-02DA

Doc Rev. 2.0

35



cobas® BKV

Symboler

Folgende symboler anvendes ved Roche PCR-diagnostiske produkter.

Tabel 24  Symboler, der er anvendt ved Roche PCR-diagnostiske produkter

' CONTROL
@ Hjselpesoftware I.I.R Nedre graense for tildelt [ CONTROL | —|

interval Negativ kontrol

sw

Autoriseret UI.R @vre greense for tildelt
repreesentant i EF interval

Positiv kontrol

'.;K."'(Q(','.;'E' Barkodedataark

Opbevares mgrkt

Kontrol
LOT Lotnummer Indeholder tilstreekkeligt [ Assigned Range [copies/mL] |
til <n> tests Tildelt interval (kopier/ml)
| Assigned Range [IU/mL] |

(E' Biologisk fare Temperaturbegraensning
&

Tildelt interval (IE/ml)

| Procedure | Standard |

Testdefinitionsfil

REF| Katalognummer

m Se brugsanvisning
Indhold i pakning

Standardprocedure

| Procedure | UltraSensitive |

Producent —
Ultrasensitive procedure

QS copies/PCR

Sidste anvendelsesdato QS kopier pr. PCR-reaktion. Brug QS kopier
pr. PCR-reaktion til beregning af resultaterne.

Global Trade Item QS IE pr. PCR-reaktion. Brug QS internationale
Number enheder (IE) pr. PCR-reaktion til beregning
af resultaterne.

g OO~ YD

D Distribueret af

Kun til evaluering af
g SN

IVD-performance europeiske direktiv 98/79/EF om

medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik.

Dette produkt overholder kravene i det
Serienummer c €

Kun USA: Ifalge

amerikansk lovgivning
Rx Only ma denne enhed kun ﬁl Fremstillingsdato

seelges af eller efter
anmodning fra en laege.

Medicinsk udstyr til -
IVD in vitro-diagnostik ® Ma ikke genbruges

Teknisk kundesupport i USA 1-800-526-1247
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Producent og distributgrer

Tabel 25  Producent og distributarer

Roche Molecular Systems, Inc.
1080 US Highway 202 South
Branchburg, NJ 08876 USA
www.roche.com

Roche Diagnostics GmbH Roche Diagnostics

Sandhofer Strasse 116 9115 Hague Road

68305 Mannheim, Germany Indianapolis, IN 46250-0457 USA
(For Technical Assistance call the

Roche Response Center
toll-free: 1-800-526-1247)

Varemeaerker og patenter

Se http://www.roche-diagnostics.us/patents

Copyright
©2020 Roche Molecular Systems, Inc.
Roche Diagnostics GmbH
EC|REP| sandhoferStr. 116
68305 Mannheim
Germany
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Dokumentrevision

Oplysninger om dokumentrevision

Doc Rev. 1.0 Farste udgivelse.

07/2019

Doc Rev. 2.0 Opdateret til at omfatte angivelser af praveholdbarhed for urin.
04/2020

Afsnit er opdateret eller tilfgjet for at understgtte indhold specifikt for urin.

Opbevaringen af praver i sekundeere rgr er forleenget (< -20 °C) til op til 6 méneder.

Kontakt den lokale Roche-repraesentant ved eventuelle spgrgsmal.
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