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Verwendungszweck

Der cobas® EBV-Test ist ein in-vitro-Nukleinsdure-Amplifikationstest zur quantitativen Bestimmung von Epstein-Barr-
Virus (EBV)-DNA in EDTA-Humanplasma auf den cobas® 5800/6800/8800 Systems.

Der cobas® EBV-Test ist zur Unterstiitzung der Diagnose und Behandlung von EBV bei Transplantationspatienten
vorgesehen. Bei Patienten, die auf EBV iiberwacht werden, konnen DNA-Reihenmessungen auf moglicherweise
erforderliche Anpassungen der Therapie hinweisen und zur Beurteilung der Virusreaktion auf die Behandlung verwendet
werden.

Die Ergebnisse des cobas® EBV-Tests miissen im Kontext aller relevanten klinischen Befunde und Laborwerte interpretiert
werden.

Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Hintergrund

Bei Transplantatempfingern besteht ein erhohtes Risiko fiir viele virale oder bakterielle Infektionen, die, anders als bei
Menschen mit einem guten Gesundheitszustand, eher zu schwerwiegenden gesundheitlichen Beeintrachtigungen fithren
konnen. Dieses erhohte Risiko ist z. T. auf eine eingeschridnkte Funktion des Immunsystems aufgrund von immun-
suppressiven Medikamenten zuriickzufiihren. Transplantationspatienten sind jedoch auf die Einnahme solcher
Medikamente angewiesen, um das Risiko einer TransplantatabstofSung zu minimieren."?

Das EBV gehort zur Familie der Herpesviren. Es handelt sich hierbei um behiillte, doppelstringige DNA-Viren (Genom
ca. 172 kb). Die beiden wichtigsten EBV-Genotypen (Genotyp 1 und 2) werden anhand der Unterschiede im nukledren
Antigen des Epstein-Barr-Virus (EBNA-2) definiert. EBV-Infektionen bei Menschen sind weit verbreitet: Uber 90 % aller
Erwachsenen haben bereits eine Infektion mit EBV durchlebt, wonach dauerhaft eine latente Infektion bestehen bleibt.
Das EBV ist bei einigen neu infizierten Jugendlichen und Erwachsenen Ausloser der Infektiosen Mononukleose
(Pfeiffersches Driisenfieber). Es korreliert auflerdem mit unterschiedlichen Krebserkrankungen, u. a. Nasopharynx-
karzinomen, dem Burkitt-Lymphom oder Morbus Hodgkin. Bei Personen mit angeborener oder erworbener
Immunschwiche, z. B. Transplantatempfingern oder Patienten mit dem humanen Immundefekt-Virus bzw. dem
erworbenen Immundefekt-Syndrom (HIV/AIDS) kann EBV zu einem Lymphoproliferativen Syndrom fiihren.’

EBV kann bei Transplantatempfiangern durch die Reaktivierung des latenten Virus aus B-Gedachtniszellen oder durch
eine neue Primdrinfektion andere Erkrankungen hervorrufen. Dies gilt insbesondere fiir EBV-negative Transplantat-
empfinger, die Transplantate von EBV-positiven Spendern erhalten.’ Die schwerste Komplikation infolge einer EBV -
Infektion ist das Posttransplantationslymphom (PTLD), welches iiblicherweise durch eine B-Zell-Neoplasie hervorgerufen
wird.* Im Allgemeinen sind {iber 70 % aller PTLD-Erkrankungen bei Transplantatempfangern mit einer EBV-Infektion
assoziiert. Das Risiko fiir das Auftreten eines PTLD ist in den ersten 12 Monaten nach der Transplantation am hochsten:
Uber 90 % aller PTLD-Erkrankungen in diesem Zeitraum konnen auf eine EBV-Infektion zuriickgefithrt werden. In bis zu
20 % aller Fille, in denen das PTLD spéter als 12 Monate nach der Transplantation auftritt, steht dieses nicht in
Zusammenhang mit dem EBV.*>

Ein EBV-negativer Serostatus des Transplantatempfingers, ein junges Lebensalter und die Gabe lymphozytenabbauender
Antikdrper sind Faktoren, die ein frithes Auftreten eines PTLD begiinstigen. Das Risiko hangt ebenfalls von der Art des
transplantierten Organs ab.>®
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Durch die frithzeitige Diagnose einer Erstinfektion mit dem EBV sowie die Uberwachung auf DNA-Ebene konnen
therapeutische Mafinahmen schneller ergriffen werden, die der Progression der EBV-assoziierten Erkrankung
entgegenwirken. Gemaf! den aktuellen Leitlinien sollte insbesondere bei EBV-negativen Transplantatempfangern, die als
Hochrisikopatienten gelten, eine regelmiflige EBV-Uberwachung mit quantitativen Nukleinsduretests (NAT) erfolgen.**
Der genaue medizinisch relevante virale Schwellenwert ist aufgrund der Inter- Assay-Variabilitit zwar noch umstritten,
das Konzept des kritischen Schwellenwerts hat jedoch seine Gtiltigkeit, denn eine Reihe von Studien zum natiirlichen
Krankheitsverlauf zeigt, dass hohere EBV-DNA-Konzentrationen mit einem erhohten Risiko fiir die Entwicklung einer
EBV-Erkrankung und eines PTLD einhergehen.*>” Zwar werden EBV-Tests sowohl an Plasma- als auch an
Vollblutproben durchgefiihrt, jedoch bestehen Hinweise darauf, dass Plasma spezifischere Ergebnisse fiir den Nachweis
eines PTLD liefert.>”*

Die Herabsetzung von Immunsuppressivadosen und die Behandlung mit lymphozytenabbauenden Antikérpern sind
gangige therapeutische Mafinahmen zur Senkung der EBV-DNA-Konzentration und zur Verhinderung eines PTLD.

Die meisten Patienten sprechen gut auf eine praventive Therapie zur Senkung der EBV-DNA-Konzentration an. Dennoch
tritt bei bis zu 20 % der Patienten spéter ein PTLD auf, insbesondere wenn seit der Transplantation mehr als 12 Monate
vergangen sind.”

Die Tatsache, dass die meisten Labortests fiir die EBV-Quantifizierung nicht standardisiert sind, hat zu Inter-Labor- und
Inter-Assay-Variabilititen der DNA-Konzentrationen gefiihrt. Daher konnen die DNA-Konzentrationen aus
unterschiedlichen Labors und Tests nicht einfach miteinander verglichen werden.” Aus diesem Grund hat die WHO einen
internationalen Standard fiir die EBV-Quantifizierung entwickelt, mit dem nun Tests unter Verwendung der Einheit
IE/ml standardisiert werden.” Um in allen Labors einheitliche Ergebnisse zu erzielen und die klinische Behandlung von
Patienten mit erhohtem EBV-/PTLD-Risiko zu verbessern, ist die formale Bewertung der Reproduzierbarkeit und
Giiltigkeit der EBV-DNA-Konzentration entscheidend.

Nutzen von NAT-Tests

Vor einer Transplantation wird die EBV-Serologie von Spender und Empfanger bestimmt, um Aufschluss tiber das Risiko
tir EBV-assoziierte Komplikationen im Zusammenhang mit der Transplantation zu erlangen. Allerdings sind die
serologischen Befunde nicht empfindlich bzw. prézise genug, um die Patienten nach der Transplantation zu tiberwachen.
EBV-Zellkulturmethoden sind langsam und haben in diesem Zusammenhang einen geringen pradiktiven Wert. Der
direkte Nachweis von EBV-DNA mittels Echtzeit-PCR-Methoden zeichnet sich potenziell durch einen breiten
dynamischen Bereich sowie durch hohe Prazision, Sensitivitit und Spezifitit aus.

Erkldarung des Tests

Der cobas® EBV-Test ist ein quantitativer Test zur Verwendung auf den cobas® 5800/6800/8800 Systems. Der cobas® EBV -
Test ermoglicht den Nachweis und die quantitative Bestimmung von EBV-DNA in EDTA-Plasma von Infizierten. Zur
quantitativen Bestimmung der Viruslast dient ein nicht aus EBV stammender DNA-Quantifizierungsstandard (DNA-QS),
der bei der Verarbeitung jeder Probe zugegeben wird. Der DNA-QS dient zudem zur Uberwachung des gesamten
Prozesses der Probenvorbereitung und PCR-Amplifikation. Zusétzlich kommen bei dem Test drei externe Kontrollen
zum Einsatz: eine Positivkontrolle mit hohem Titer, eine Positivkontrolle mit niedrigem Titer und eine Negativkontrolle.
Die hoch positiven und niedrig positiven externen Kontrollen werden durch Verdiinnung einer Stammlésung mit einem
Titer hergestellt, der auf den internationalen WHO-Standard fiir EBV riickfiihrbar ist. Jede Charge des Amplifikations-
/Detektions-Kits ist so kalibriert, dass sie auf den internationalen WHO-Standard fiir EBV riickfithrbar ist.
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Testprinzipien

Der cobas® EBV-Test beruht auf einer vollautomatisierten Probenvorbereitung (Extraktion und Aufreinigung der
Nukleinsduren) gefolgt von PCR-Amplifikation und Detektion. Das cobas® 5800 System ist als ein integriertes Gerét
ausgelegt. Die cobas® 6800/8800 Systems bestehen aus einem Probenzufuhrmodul, einem Transfermodul, einem
Aufarbeitungsmodul und einem Analysenmodul. Die automatisierte Datenverwaltung erfolgt iiber die Software des
cobas® 5800 Systems oder der cobas® 6800/8800 Systems, die die Ergebnisse aller Tests als ,, Target not detected®,
»EBV-DNA nachgewiesen unter der unteren Quantifizierungsgrenze®, ,EBV-DNA nachgewiesen iiber der oberen
Quantifizierungsgrenze® einstuft oder einen Wert im linearen Bereich von ,,untere Quantifizierungsgrenze < x < obere
Quantifizierungsgrenze® angibt. Die Ergebnisse konnen direkt am Bildschirm des Systems eingesehen, exportiert oder
als Bericht ausgedruckt werden.

Die in der Patientenprobe enthaltene Nukleinsdure und die zugegebenen DNA-QS-Molekiile werden gleichzeitig
extrahiert. Die virale Nukleinsdure wird schliefllich durch Zugabe von Proteinase und Lysereagenz zur Probe freigesetzt.
Die freigesetzte Nukleinsaure bindet an die Silica-Oberfldche der hinzugefiigten magnetischen Glaspartikel. Nicht
gebundene Substanzen und Verunreinigungen, beispielsweise denaturiertes Protein, Zelltriimmer und potenzielle PCR-
Inhibitoren werden durch anschlieflende Waschreagenzschritte entfernt. Die aufgereinigte Nukleinsaure wird danach
mit einem Elutionspuffer bei erhohter Temperatur von den Glaspartikeln geldst.

Die selektive Amplifikation von Zielnukleinsdure aus der Probe erfolgt anhand eines virusspezifischen Dual Target-
Ansatzes aus hochkonservierten EBV-Regionen im EBV-EBNA-1- sowie im EBV-BMRF-Gen. Zur selektiven
Amplifikation des DNA-QS werden speziell ausgewihlte, sequenzspezifische Forward- und Reverse-Primer eingesetzt,
die keine Homologie mit dem EBV-Genom aufweisen. Fiir die Amplifikation wird ein thermostabiles DNA-Polymerase-
enzym eingesetzt. Die Ziel- und DNA-QS-Sequenzen werden unter Verwendung eines universellen PCR-Amplifikations-
profils mit vordefinierten Temperaturschritten und vordefinierter Zyklusanzahl gleichzeitig amplifiziert. Der Master-Mix
enthalt anstelle von Desoxythymidintriphosphat (dTTP) Desoxyuridintriphosphat (dUTP), das in die neu synthetisierte
DNA (Amplifikat) eingebaut wird.'’"'* Etwaige Verunreinigungen durch Amplifikate aus vorherigen PCR-Léufen werden
beim Erwédrmen im ersten thermozyklischen Schritt durch das im PCR-Mix enthaltene Enzym AmpErase (Uracil-N-
Glykosylase) eliminiert. Neu gebildete Amplifikate dagegen werden nicht eliminiert, da das AmpErase-Enzym durch
Temperaturen iiber 55 °C inaktiviert wird.

Der cobas® EBV-Master-Mix enthilt zwei Detektionssonden, die fiir die EBV-Zielsequenzen spezifisch sind, sowie eine
weitere fiir den DNA-QS. Die Sonden sind mit zielspezifischen fluoreszierenden Reporterfarbstoffen markiert, die den
gleichzeitigen Nachweis der EBV-Zielsequenz und des DNA-QS in zwei verschiedenen Zielkanalen ermdglichen.'> '
Das Fluoreszenzsignal der intakten Sonden wird durch den Quencher-Farbstoff unterdriickt. Wahrend des PCR-
Amplifikationsschritts wird die Sonde an die betreffenden einstrangigen DNA-Templates hybridisiert und durch die
5'-3'-Nukleaseaktivitdt der DNA-Polymerase gespalten. Dadurch kommt es zur Trennung der Reporter- und Quencher-
Farbstoffe, und es entsteht ein Fluoreszenzsignal. Mit jedem PCR-Zyklus werden zunehmende Mengen gespaltener
Sonden erzeugt, und das kumulative Signal des Reporterfarbstoffs steigt entsprechend an. Die Echtzeit-Detektion und
Unterscheidung der PCR-Produkte wird durch Messen der Fluoreszenz der freigesetzten Reporterfarbstoffe erreicht, die
die Viruszielsequenzen und den DNA-QS repriasentieren.
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Reagenzien und Materialien

cobas® EBV-Reagenzien und Kontrollen

Die mit dem cobas® EBV-Test mitgelieferten Materialien sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Alle zusitzlich benétigten
Materialien sind in Tabelle 2 bis Tabelle 4 sowie Tabelle 8 bis Tabelle 9 aufgefiihrt.

In den Abschnitten Reagenzien und Materialien sowie Vorsichtsmainahmen und ordnungsgemifle Handhabung
finden Sie die Gefahrenhinweise zum Produkt.

Tabelle 1 cobas® EBV

cobas® EBV

Bei 2-8 °C lagern.

Kassette mit 192 Tests (P/N 09040943190)

Kitkomponenten Reagenzienbestandteile Menge je Kit
192 Tests

Proteinase-L6sung Tris-Puffer, < 0,05 % EDTA, Calciumchlorid, Calciumacetat, 22,3 ml
(PASE) 8 % Proteinase, Glycerin

EUH210: Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage erhéltlich.

EUH208: Enthalt Subtilisin von Bacillus subtilis. Kann allergische

Reaktionen hervorrufen.
DNA-Quantiﬁzierungs_ Tris-Puffer, < 0,05 % EDTA, < 0,001 % Nicht-EBV-DNA- 21,2 ml
standard Konstrukt mit einer Nicht-EBV-Primer- und einer eindeutigen
(DNA QS) Sonden-Bindungsregion (nicht-infektiose DNA),

< 0,002 % Poly-rA-RNA (synthetisch), < 0,1 % Natriumazid
Elutionspuffer Tris-Puffer, 0,2 % Methyl-4-Hydroxybenzoat 21,2 ml
(EB)
Master-Mix-Reagenz 1 Manganacetat, Kaliumhydroxid, < 0,1 % Natriumazid 7,5 ml
(MMX-R1)
EBV-Master-Mix- Tricin-Puffer, Kaliumacetat, < 18 % Dimethylsulfoxid, Glycerin, 9,7 ml
Reagenz 2 < 0,1 % Tween 20, EDTA, < 0,12 % dATP, dCTP, dGTP, dUTP,
(EBV MMX-R2) < 0,01 % Upstream- und Downstream-EBV-Primer,

< 0,01 % Quantifizierungsstandard-Forward- und -Reverse-

Primer, < 0,01 % fluoreszenzmarkierte, fir EBV bzw. den EBV-

Quantifizierungsstandard spezifische Oligonukleotidsonden,

< 0,01 % Oligonukleotid-Aptamer, < 0,01 % Z05D-DNA-

Polymerase, < 0,10 % AmpErase-Enzym (Uracil-N-Glykosylase,

mikrobiell), < 0,1 % Natriumazid
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Tabelle 2 cobas® EBV/BKV Control Kit
cobas® EBV/BKYV Control Kit

Bei 2-8 °C lagern.

Zur Verwendung auf dem cobas® 5800 System (P/N 09040951190)
Zur Verwendung auf den cobas® 6800/8800 Systems (P/N 08688214190 oder P/N 09040951190)

Humanplasma, EBV-DNA nicht
mittels PCR-Methoden
nachweisbar

0,1 % ProClin® 300 als
Konservierungsmittel**

Kitkomponenten Reagenzienbestandteile Menge je Kit Sicherheitssymbole und -hinweise*
Niedrig positive < 0,001 % in Lambda- 4 ml
EBV/BKV- Bakteriophagenhillprotein (8 x0,5ml) \_p/
Kontrolle verkapselte synthetische \ ,
(EBV/BKV L(+)C) (Plasmid) EBV-DNA, Normal- \*_/
Humanplasma, EBV-DNA
nicht mittels PCR-Methoden WARNUNG ) )
nachweisbar H317: Kann allergische Hautreaktionen verursachen.
0.1 % ProClin® 300 als HLIHZ: Schadlich fir Wasserorganismen, mit langfristiger
. ) Wirkung.
Konservierungsmittel**
P261: Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/ Aerosol
vermeiden.
P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P280: Schutzhandschuhe tragen.
P333 + P313: Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat
einholen / &rztliche Hilfe hinzuziehen.
P362 + P364: Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor
erneutem Tragen waschen.
P501: Inhalt/Behélter einer zugelassenen
Abfallbeseitigungsanlage zufiihren.
55965-84-9 Reaktionsmasse von: 5-Chloro-2-methyl-4-
isothiazolin-3-on und 2-Methyl-2H-isothiazol-3-on (3:1).
Hoch positive < 0,001 % in Lambda- 4 ml
EBV/BKV- Bakteriophagenhillprotein (8 x0,5ml) \_p/
Kontrolle verkapselte synthetische \ ,
(EBV/BKV H(+)C) | (Plasmid) EBV-DNA, Normal- \*_/

WARNUNG

H317: Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

H412: Schadlich fir Wasserorganismen, mit langfristiger
Wirkung.

P261: Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol
vermeiden.

P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280: Schutzhandschuhe tragen.

P333 + P313: Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat
einholen / arztliche Hilfe hinzuziehen.

P362 + P364: Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor
erneutem Tragen waschen.

P501: Inhalt/Behalter einer zugelassenen
Abfallbeseitigungsanlage zufiihren.

55965-84-9 Reaktionsmasse von: 5-Chloro-2-methyl-
4-isothiazolin-3-on und 2-Methyl-2H-isothiazol-3-on (3:1).

* Die Sicherheitskennzeichnung der Produkte erfolgt in erster Linie gemafl GHS-Verordnung der EU.

** Gefihrliche Substanz oder gefihrliches Gemisch
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Tabelle 3 cobas® Buffer Negative Control Kit

cobas® Buffer Negative Control Kit

Bei 2-8 °C lagern.

Zur Verwendung auf dem cobas® 5800 System (P/N 09051953190)

Zur Verwendung auf den cobas® 6800/8800 Systems (P/N 07002238190 oder P/N 09051953190)

Kitkomponenten Reagenzienbestandteile Menge je Kit

cobas® Puffer-Negativkontrolle Tris-Puffer, < 0,1 % Natriumazid, EDTA, 0,002 % Poly-rA-RNA (synthetisch) | 16 ml
(BUF (-) C) (16 x 1 ml)

09478116001-03DE
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cobas® omni Reagenzien fiir die Probenvorbereitung

Tabelle 4 cobas® omni Reagenzien fiir die Probenvorbereitung

Reagenzien Reagenzienbestandteile Menge je Kit | Sicherheitssymbole und -hinweise*

cobas® omni Magnetische Glaspartikel, Tris-Puffer, | 480 Tests Keine Angabe

MGP Reagent 0,1 % Methyl-4 Hydroxybenzoat,

(MGP) < 0,1 % Natriumazid

Bei 2-8 °C lagern.

(P/N 06997546190)

cobas® omni Tris-Puffer, 0,1 % Methyl-4 Hydroxy- | 4 x 875 ml Keine Angabe

Specimen Diluent | ,on/04t < 0,1 9% Natriumazid

(SPEC DIL)

Bei 2-8 °C lagern.

(P/N 06997511190)

cobas® omni 43 9% (Gew.-%) Guanidinthiocyanat™, | 4 x 875 ml

Lysis Reagent 5 % (Massenvol.-%) Polidocanol*,

(LYS) 2 % (Massenvol.-%) Dithiothreitol**,

Bei2-8 °Clagemn. | Dihydro-Natriumcitrat

(P/N 06997538190)
GEFAHR
H302 + H332: Gesundheitsschadlich bei Verschlucken
oder Einatmen.
H314: Verursacht schwere Verdatzungen der Haut und
schwere Augenschaden.
H411: Giftig fir Wasserorganismen, mit langfristiger
Wirkung.
EUH032: Entwickelt bei Berlihrung mit Sdure sehr giftige
Gase.
P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/
Gesichtsschutz/Gehorschutz tragen.
P303 + P361 + P353: BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT
(oder dem Haar): Alle kontaminierten Kleidungsstiicke
sofort ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen.
P304 + P340 + P310: BEI EINATMEN: Die Person an die
frische Luft bringen und fiir ungehinderte Atmung sorgen.
Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen.
P305 + P351 + P338 + P310: BEl KONTAKT MIT DEN
AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser
aussplilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Maéglichkeit entfernen. Weiter ausspulen. Sofort
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen.
P391: Verschiittete Mengen aufnehmen.
593-84-0 Guanidinthiocyanat
9002-92-0 Polidocanol
3483-12-3 (R*,R*)-1,4-Dimercaptobutan-2,3-diol

cobas® omni Natriumcitratdihydrat, 421 Keine Angabe

Wash Reagent 0,1 % Methyl-4-Hydroxybenzoat

(WASH)

Bei 15-30 °C lagern.

(P/N 06997503190)

*  Die Sicherheitskennzeichnung der Produkte erfolgt in erster Linie geméfl GHS-Verordnung der EU.

** Gefdhrliche Substanz oder gefihrliches Gemisch.
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Lagerungsbedingungen fiir Reagenzien

Reagenzien miissen wie in Tabelle 5, Tabelle 6 und Tabelle 7 angegeben gelagert und gehandhabt werden.

Reagenzien, die sich nicht im cobas® 5800 System oder den cobas® 6800/8800 Systems befinden, bei der in Tabelle 5

angegebenen Temperatur lagern.

Tabelle 5 Reagenzlagerung (wenn sich das Reagenz nicht im System befindet)

Reagenz Lagertemperatur
cobas® EBV 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

Handhabung der Reagenzien fiir das cobas® 5800 System

Reagenzien im cobas® 5800 System werden bei angemessenen Temperaturen aufbewahrt und ihr Verfallsdatum wird vom
System tiberwacht. Das System ldsst die Verwendung der Reagenzien nur zu, wenn alle in Tabelle 6 angegebenen

Bedingungen erfiillt sind. Das System verhindert automatisch die Verwendung von abgelaufenen Reagenzien. In Tabelle 6

sind die Bedingungen fiir die Reagenzhandhabung aufgefiihrt, die vom cobas® 5800 System gepriift werden.

Tabelle 6 Bedingungen fir die Haltbarkeit der Reagenzien, die vom cobas® 5800 System gepriift werden

Anzahl der Liufe,

Reagenz Verfallsdatum des Kits I_-_Ialtbarkeit n_ach dem fiir die dieses Kit _Haltball'.keit
Offnen des Kits verwendet werden | im Gerit
kann

cobas® EBV Datum nicht Gberschritten | 90 Tage ab erstem Gebrauch | Max. 40 Laufe Max. 36 Tage**
cobas® EBV/BKV Control Kit Datum nicht Gberschritten | Keine Angabe* Keine Angabe Max. 36 Tage*™*
cobas® Buffer Negative Control Kit | Datum nicht (iberschritten | Keine Angabe* Keine Angabe Max. 36 Tage*™*
cobas® omni Lysis Reagent Datum nicht Gberschritten | 30 Tage ab dem Laden** Keine Angabe Keine Angabe
cobas® omni MGP Reagent Datum nicht Gberschritten | 30 Tage ab dem Laden** Keine Angabe Keine Angabe
cobas® omni Specimen Diluent Datum nicht Gberschritten | 30 Tage ab dem Laden** Keine Angabe Keine Angabe
cobas® omni Wash Reagent Datum nicht Gberschritten | 30 Tage ab dem Laden** Keine Angabe Keine Angabe

*  Reagenzien fiir den Einmalgebrauch

** Zeit ab dem erstmaligen Laden des Reagenzes in das cobas® 5800 System.
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Handhabung der Reagenzien fiir die cobas® 6800/8800 Systems

Reagenzien in den cobas® 6800/8800 Systems werden bei angemessenen Temperaturen autbewahrt und ihr Verfallsdatum

wird vom System iiberwacht. Die cobas® 6800/8800 Systems lassen die Verwendung der Reagenzien nur zu, wenn alle in

Tabelle 7 angegebenen Bedingungen erfiillt sind. Das System verhindert automatisch die Verwendung von abgelaufenen

Reagenzien. In Tabelle 7 sind die Bedingungen fiir die Reagenzhandhabung aufgefiihrt, die von den cobas® 6800/8800

Systems gepriift werden.

Tabelle 7 Bedingungen fir die Haltbarkeit fir Reagenzien, die von den cobas® 6800/8800 Systems gepriift werden

Reagenz Verfallsdatum des Kits Haltbarkeit nach dem | Anzahl der Liufe, | Haltbarkeit im Geréat
Offnen des Kits fiir die dieses Kit | (kumulative Zeit im
verwendet Gerit au3erhalb der
werden kann Kiihlung)
cobas® EBV Datum nicht tGberschritten | 90 Tage ab erstem Max. 40 Laufe Max. 40 Stunden
Gebrauch
cobas® EBV/BKV Control Kit Datum nicht tiberschritten | Keine Angabe* Keine Angabe Max. 8 Stunden
cobas® Buffer Negative Control Kit | Datum nicht (iberschritten | Keine Angabe* Keine Angabe Max. 10 Stunden
cobas® omni Lysis Reagent Datum nicht Gberschritten | 30 Tage ab dem Laden** | Keine Angabe Keine Angabe
cobas® omni MGP Reagent Datum nicht tGberschritten | 30 Tage ab dem Laden** | Keine Angabe Keine Angabe
cobas® omni Specimen Diluent Datum nicht tGberschritten | 30 Tage ab dem Laden** | Keine Angabe Keine Angabe
cobas® omni Wash Reagent Datum nicht Gberschritten | 30 Tage ab dem Laden** | Keine Angabe Keine Angabe

* Reagenzien fiir den Einmalgebrauch.

** Zeit ab dem erstmaligen Laden des Reagenzes in die cobas® 6800/8800 Systems.
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Zusitzlich benotigte Materialien fiir das cobas® 5800 System

Tabelle 8 Materialien und Verbrauchsmaterialien zur Verwendung auf dem cobas® 5800 System

Material P/N

cobas® omni Processing Plate 24 08413975001
cobas® omni Amplification Plate 24 08499853001
cobas® omni Liquid Waste Plate 24 08413983001
Pipettenspitzen CORE TIPS mit Filter, 1 ml 04639642001
Pipettenspitzen CORE TIPS mit Filter, 300 pl 07345607001
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
Beutel fiir Festabfélle 07435967001
oder oder

Beutel fir Festabfélle mit Einsatz 08030073001
cobas® omni Sekundéarrohrchen 13 x 75 (optional)* 06438776001

* Eine ausfiihrliche Bestellliste fiir Probenracks ist bei der zustandigen Roche-Vertretung erhaltlich.

Zusitzlich benotigte Materialien fiir die cobas® 6800/8800 Systems

Tabelle 9 Materialien und Verbrauchsmaterialien zur Verwendung auf den cobas® 6800/8800 Systems

Material 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

Beutel fir Festabfalle und Festabfallbehalter

oder

Beutel furr Festabfalle mit Einsatz und neuer Beutel fur Festabfélle fiir Kit-Schublade

07435967001 und 07094361001
oder
08030073001 und 08387281001
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Benoétigte Gerate und Software

Die cobas® 5800 Software und das cobas® EBV Analysepaket fiir das cobas® 5800 System miissen auf dem cobas® 5800
Gerit installiert werden. Die Data Manager-Software und der PC fiir das cobas® 5800 System werden mit dem System

bereitgestellt.

Die cobas® 6800/8800 Software und das cobas® EBV-Analysenpaket miissen auf dem Gerit (bzw. den Geriten) installiert

sein. Der IG-Server (Instrument Gateway) ist Bestandteil des Systems.

Tabelle 10 Geréite

Ausstattung P/N

cobas® 5800 System 08707464001
cobas® 6800 System (mit beweglicher Plattform) 06379672001
cobas® 6800 System (feststehend) 05524245001
cobas® 8800 System 05412722001
Probenzufuhrmodul 06301037001

Zusitzliche Informationen finden Sie in der Benutzerunterstiitzung und/oder den Benutzerhandbiichern des cobas® 5800 Systems bzw. der

cobas® 6800/8800 Systems.

Hinweis: Eine ausfiihrliche Bestellliste fiir Primér- und Sekundérréhrchen, Probenracks, Racks fiir verstopfte Spitzen und Racktrays, die auf den
Geriten verwendet werden konnen, ist bei der zustdndigen Roche-Vertretung erhéltlich.
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cobas® EBV

VorsichtsmafRnahmen und ordnungsgeméaf3e Handhabung

Warnhinweise und Vorsichtsmaf3nahmen

Wie bei allen Testverfahren ist gute Laborpraxis eine unerlissliche Voraussetzung fiir die uneingeschrankte Leistung
dieses Tests. Aufgrund der hohen Sensitivitit dieses Tests ist besonders darauf zu achten, dass die Reagenzien und
Amplifikationsgemische nicht kontaminiert werden.

Nur zur Verwendung als in vitro-Diagnostikum bestimmt.

Der cobas® EBV-Test wurde nicht zur Verwendung als Screening-Test fiir das Vorliegen von EBV in Blut oder
Blutprodukten evaluiert.

Alle Patientenproben sind als potenziell infektios und gemiaf3 den Vorschriften fiir sicheres Arbeiten im Labor
wie in ,,Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories“ und dem CLSI-Dokument M29-A4
beschrieben zu behandeln.'>'® Dieses Verfahren darf nur von Personal angewandt werden, das mit dem

cobas® EBV-Test und den cobas® 5800/6800/8800 Systems vertraut und in der Handhabung infektioser
Materialien geschult ist.

Alle von Menschen gewonnenen Materialien sind als potenziell infektids zu betrachten und miissen unter
Anwendung genereller Vorsichtsmafinahmen gehandhabt werden. Wenn Material verschiittet wurde,
betroffenes Areal unverziiglich mit einer frisch zubereiteten Losung aus 0,6%igem Natrium- oder Kalium-
hypochlorit in destilliertem oder entionisiertem Wasser desinfizieren oder die jeweiligen Laborverfahren
beachten.

Das cobas® EBV/BKV Control Kit enthilt aus menschlichem Blut gewonnenes Plasma. Bei der Untersuchung des
Ausgangsmaterials mittels PCR-Methoden konnten geringe Mengen von EBV-DNA nachgewiesen werden, die
in einem vertretbaren Bereich lagen. Mit keiner der bekannten Testmethoden kann jedoch eine Ubertragung von
Infektionserregern durch humane Blutprodukte ausgeschlossen werden.

Vollblut und andere Proben in Primirréhrchen nicht einfrieren.

Nur die mitgelieferten oder die als erforderlich angegebenen Verbrauchsmaterialien verwenden, um eine
optimale Leistung des Tests zu gewéhrleisten.

Sicherheitsdatenblatter (Safety Data Sheets, SDS) sind auf Anfrage bei der zustindigen Roche-Vertretung
erhiltlich.

Alle Verfahren und Vorschriften sind sorgfiltig einzuhalten, um eine korrekte Durchfithrung des Tests
sicherzustellen. Jede Abweichung von den Verfahren und Vorschriften kann sich auf die optimale Leistung

des Tests auswirken.

Es kann zu falsch-positiven Ergebnissen kommen, wenn wihrend der Handhabung und Bearbeitung der Proben
eine Probenverschleppung nicht vermieden wird.

Da tiber 90 % aller Erwachsenen chronische EBV-Tréger sind und bis zu 10°* Kopien/ml EBV-Viren tiber den
Speichel ausscheiden, sowie aufgrund der hohen Sensitivitit des Tests, sind entsprechende Mafinahmen im
Labor zur Vermeidung von Kontaminationen unerlésslich."”

Schwerwiegende Vorkommnisse, die bei Verwendung dieses Tests auftreten, miissen den zustindigen Behorden
und dem Hersteller gemeldet werden.

09478116001-03DE
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Umgang mit Reagenzien

Alle Reagenzien, Kontrollen und Proben sind gemaf3 der guten Laborpraxis zu handhaben, um eine Verschleppung
der Proben und Kontrollen zu vermeiden.

Alle Reagenzkassetten, Verdiinnungslosungen, Lysereagenzien und Waschreagenzien vor der Verwendung
visuell auf auslaufende Fliissigkeit tiberpriifen. Liegen Anzeichen fiir undichte Stellen vor, das betreffende
Material nicht fiir den Test verwenden.

cobas® omni Lysis Reagent enthélt die potenziell gefahrliche Chemikalie Guanidinthiocyanat. Haut, Augen und
Schleimhéute vor Kontakt mit Reagenzien schiitzen. Bei Kontakt sofort mit reichlich Wasser abspiilen, um
Verdtzungen zu vermeiden.

cobas® EBV-Testkits, cobas® omni MGP Reagent und cobas® omni Specimen Diluent enthalten Natriumazid als
Konservierungsstoff. Haut, Augen und Schleimhéaute vor Kontakt mit Reagenzien schiitzen. Bei Kontakt sofort
mit reichlich Wasser abspiilen, um Veritzungen zu vermeiden. Verschiittete Reagenzien vor dem Aufwischen
zundchst mit Wasser verdiinnen.

cobas® omni Lysis Reagent enthélt Guanidinthiocyanat und darf nicht in Kontakt mit Natriumhypochloritlosung
(Haushaltsbleiche) gebracht werden. Dieses Gemisch kann ein hochgiftiges Gas erzeugen.

Samtliche Materialien, die mit Proben und Reagenzien in Beriihrung gekommen sind, gemaf; den geltenden
Vorschriften entsorgen.

Gute Laborpraxis

Nicht mit dem Mund pipettieren.

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

Beim Umgang mit Proben und Reagenzien sind Laborhandschuhe, Laborkittel und Schutzbrille zu tragen. Um
eine Kontamination zu vermeiden, miissen die Handschuhe zwischen der Handhabung von Proben und den
cobas® EBV-Kits, der niedrig positiven EBV/BKV-Kontrolle (EBV/BKV L(+)C), der hoch positiven EBV/BKV-
Kontrolle (EBV/BKV H(+)C), der cobas® Buffer Negative Control (BUF (-) C) und den cobas® omni Reagenzien
jeweils gewechselt werden. Darauf achten, dass die Handschuhe beim Umgang mit den Proben und Kontrollen
nicht kontaminiert werden.

Nach Gebrauch der Proben und Kitreagenzien sowie nach dem Ausziehen der Handschuhe griindlich die Hande
waschen.

Alle Arbeitsflichen im Labor griindlich mit einer frisch hergestellten Losung aus 0,6%igem Natrium- oder
Kaliumhypochlorit in destilliertem oder entionisiertem Wasser reinigen und desinfizieren. Anschlieflend die
Arbeitsflichen mit 70%igem Ethanol abwischen.

Wenn Fliissigkeiten auf dem cobas® 5800 System oder den cobas® 6800/8800 Systems verschiittet wurden, die
Oberflichen gemafl den Anweisungen in der Benutzerunterstiitzung und/oder im Benutzerhandbuch des
cobas® 5800 Systems bzw. der cobas® 6800/8800 Systems reinigen und dekontaminieren.

09478116001-03DE
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Entnahme, Transport und Lagerung von Proben

Hinweis: Alle Proben und Kontrollen sind wie potenzielle Ubertriger von Infektionserregern zu behandeln.
Alle Proben bei den angegebenen Temperaturen lagern.
Erhdhte Umgebungstemperaturen wirken sich auf die Probenstabilitat aus.
Bei Verwendung gefrorener Proben in Sekundarrohrchen die Proben bei Zimmertemperatur (15-30 °C) vollstéandig auftauen
lassen, kurz mischen (z. B. 3 bis 5 Sekunden im Vortexer) und anschlief3end zentrifugieren, um das gesamte Probenvolumen
am Réhrchenboden zu sammeln.

Falls nach dem Zentrifugieren das Risiko besteht, dass Zellen in das Plasma resuspendiert wurden, sollte vor der
Verarbeitung auf dem Gerét eine erneute Zentrifugation in Betracht gezogen werden.

Proben

e Das Vollblut ist in BD Vacutainer® PPT™ Plasmavorbereitungsrohrchen fiir molekulare diagnostische Tests
oder in sterilen Rohrchen mit EDTA als Antikoagulans zu sammeln. Die Anweisungen des Probenréhrchen-
Herstellers beachten. Siehe Abbildung 1.

e Vollblut, das fir molekulardiagnostische Tests in BD Vacutainer® PPT™ Plasmavorbereitungsréhrchen oder in
sterilen Rohrchen mit EDTA als Antikoagulans gesammelt wurde, kann vor der Vorbereitung des Plasmas bei
2 bis 25 °C maximal 24 Stunden lang gelagert und/oder transportiert werden. Beim Zentrifugieren die
Anweisungen des Geriteherstellers beachten.

e Plasmaproben konnen nach der Abtrennung 24 Stunden lang bei 2 bis 30 °C in Primar- oder Sekundérrohren
gelagert werden; auflerdem gilt:

o Lagerung in Primar- oder Sekundarréhrchen fiir maximal 6 Tage bei 2 °C bis 8 °C.
o Lagerung in Sekundarréhrchen fiir maximal 6 Monate bei < -18 °C.
e Plasmaproben diirfen viermal bei < -18 °C eingefroren und wieder aufgetaut werden.

09478116001-03DE
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Abbildung 1 Lagerbedingungen fiir Proben
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e Wenn Proben versandt werden sollen, sind sie gemaf; den geltenden nationalen und internationalen
Vorschriften fiir den Transport von Proben und Krankheitserregern zu verpacken und zu beschriften.
Gebrauchsanweisung

Hinweise zum Verfahren

¢ Die cobas® EBV-Reagenzien, das cobas® EBV/BKV Control Kit, das cobas® Buffer Negative Control Kit und
die cobas® omni Reagenzien nach dem Verfallsdatum nicht mehr verwenden.

e Verbrauchsmaterialien nicht wiederverwenden. Sie sind ausschliefllich zum Einmalgebrauch vorgesehen.

e Informationen zur ordnungsgeméflen Wartung der Gerite finden Sie in der Benutzerunterstiitzung und/oder
dem Benutzerhandbuch des cobas® 5800 Systems bzw. der cobas® 6800/8800 Systems.
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Durchfiihrung des cobas® EBV-Tests auf dem cobas® 5800 System

Zur Durchfithrung des cobas® EBV-Tests ist ein Probenvolumen von mindestens 350 pl erforderlich, davon werden 200 pl
verarbeitet. Der Testablauf ist in der Benutzerunterstiitzung und/oder im Benutzerhandbuch des cobas® 5800 Systems
ausfiihrlich beschrieben. In Abbildung 2 ist der Ablauf zusammenfassend dargestellt.

Abbildung 2 cobas® EBV-Testablauf auf dem cobas® 5800 System

- Beim System anmelden.

Proben in das System laden:

e Probenracks in das System laden.

¢ Vorbereitung erfolgt automatisch durch das System.
o Tests auswéhlen.

Reagenzien und Verbrauchsmaterialien auf Anforderung des Systems nachfllen:
o Testspezifische Reagenzkassette(n) laden.
o Kontroll-Miniracks laden.

¢ Probenaufarbeitungsspitzen laden.

o Elutionsspitzen laden.

e Probenaufarbeitungsplatten laden.

o Platten fiir Flissigabfall laden.

o Amplifikationsplatten laden.

o MGP-Kassette laden.

e Probenverdiinnungslésung nachfillen.

o Lysereagenz nachfillen.

o Waschreagenz nachfiillen.

I Den Lauf starten, indem Sie in der Benutzeroberflache die Schaltflache flir den

Bearbeitungsstart auswéhlen; alle nachfolgenden Laufe starten automatisch,
sofern sie nicht manuell verschoben werden.

Ergebnisse priifen und exportieren.

Probenréhrchen, die die Anforderungen an das Mindestvolumen erfiillen, bei
Bedarf fiir den zuktinftigen Gebrauch entnehmen und verschliefsen.

Das Gerat reinigen:

o Leere Kontroll-Miniracks entnehmen.

o Leere testspezifische Reagenzkassette(n) entnehmen.
¢ Die Amplifikationsplattenschublade leeren.

o Flissigabfall entsorgen.

o Festabfall entsorgen.
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Durchfiihrung des cobas® EBV-Tests auf den cobas® 6800/8800 Systems

Zur Durchfithrung des cobas® EBV-Tests ist ein Probenvolumen von mindestens 350 pl erforderlich, davon werden 200 pl
verarbeitet. Der Testablauf ist in der Benutzerunterstiitzung und/oder im Benutzerhandbuch der cobas® 6800/8800
Systems ausfiihrlich beschrieben. In Abbildung 3 ist der Ablauf zusammenfassend dargestellt.

Abbildung 3 cobas® EBV-Testablauf auf den cobas® 6800/8800 Systems

Beim System anmelden.
Zum Vorbereiten des Systems ,Start” driicken.
Tests auswahlen.

Reagenzien und Verbrauchsmaterialien auf Anforderung des Systems nachfllen:
o Testspezifische Reagenzkassette laden.

o Kontrollkassetten laden.

o Pipettierspitzen laden.

e Probenaufarbeitungsplatten laden.

o MGP-Reagenz laden.

o Amplifikationsplatten laden.

¢ Probenverdiinnungslésung nachfillen.

o Lysereagenz nachfillen.

e Waschreagenz nachfiillen.

Proben in das System laden:
e Probenracks und Racks flir verstopfte Spitzen in das Probenzufuhrmodul laden.
o Sicherstellen, dass die Proben im Transfermodul aufgenommen wurden.

Lauf mit der Schaltflaiche ,,Manuell starten“ in der Benutzeroberflache starten oder
den automatischen Start des Laufs nach 120 Minuten (oder wenn der Batch
vollstadndig ist) programmieren.

Ergebnisse priifen und exportieren.

Probenréhrchen, die die Anforderungen an das Mindestvolumen erfiillen, bei Bedarf
fur den zukiinftigen Gebrauch entnehmen und verschlieRen.

Das Gerat reinigen:

¢ Leere Kontrollkassetten entnehmen.

¢ Die Amplifikationsplattenschublade leeren.
o Flissigabfall entsorgen.

o Festabfall entsorgen.
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Ergebnisse

Die cobas® 5800/6800/8800 Systems dienen zur automatischen Bestimmung der EBV-DNA-Konzentration in Proben und
Kontrollen. Die EBV-DNA-Konzentration wird in internationalen Einheiten pro Milliliter (IE/ml) angegeben.

Qualititskontrolle und Giiltigkeit der Ergebnisse auf dem cobas® 5800 System

e Mindestens alle 72 Stunden und mit jeder neuen Kitcharge werden eine Negativkontrolle [(-) Ctrl] sowie zwei
Positivkontrollen, eine niedrig positive [EBV/BKV L(+)C] und eine hoch positive [EBV/BKV H(+)C], mitgefiihrt.
Positiv- bzw. Negativkontrollen konnen, wenn dies aufgrund der Laborverfahren und/oder der geltenden
Vorschriften erforderlich ist, auch haufiger angesetzt werden.

e Die cobas® 5800 Systemsoftware und/oder den Bericht auf Flags und entsprechende Ergebnisse kontrollieren, um
die Giiltigkeit der Ergebnisse zu iiberpriifen.

Die cobas® 5800 Software markiert Ergebnisse bei ausgefallenen Negativ- oder Positivkontrollen automatisch als ungiiltig.

HINWEIS: Das cobas® 5800 System wird mit der Standardeinstellung ausgeliefert, bei der mit jedem Lauf ein Satz
Kontrollen (Positiv- und Negativkontrollen) analysiert wird; es kann aber je nach Laborverfahren und geltenden
Vorschriften auch so konfiguriert werden, dass das Intervall bis zu 72 Stunden betragt. Fiir weitere Informationen wenden
Sie sich an Thren Roche Servicetechniker und/oder den technischen Kundendienst von Roche.

Kontrollergebnisse auf dem cobas® 5800 System
Die Ergebnisse der Kontrollen werden in der cobas® 5800 Software in der Anwendung ,, Kontrollen® angezeigt.

e Kontrollen werden in der Spalte ,,Kontrollergebnis“ mit ,,Giiltig“ gekennzeichnet, wenn alle Zielsequenzen der
Kontrolle als giiltig ausgegeben werden. Kontrollen werden in der Spalte ,,Kontrollergebnis“ mit ,,Ungiiltig“
gekennzeichnet, wenn alle oder mindestens eine Zielsequenz der Kontrolle als ungiiltig ausgegeben werden.

e Bei mit,,Ungiiltig“ gekennzeichneten Kontrollen erscheint in der Spalte ,,Flags“ ein Hinweis. In der Detailansicht
werden weitere Informationen dazu angezeigt, warum die Kontrolle als ungiiltig ausgegeben wurde und was der
Flag bedeutet.

e Ist eine der Kontrollen ungiiltig, miissen alle Kontrollen und alle zugehorigen Proben erneut getestet werden.

Qualitiatskontrolle und Giiltigkeit der Ergebnisse auf den cobas® 6800/8800
Systems

e Mitjedem Batch werden eine Negativkontrolle [(-) Ctrl], eine niedrig positive Kontrolle [EBV/BKV L(+)C] und
eine hoch positive Kontrolle [EBV/BKV H(+)C] mitgefiihrt.

e Die cobas® 6800/8800 Software und/oder den Bericht auf Flags und entsprechende Ergebnisse kontrollieren, um
die Giiltigkeit des Batches zu tiberpriifen.

e Der Batch ist giiltig, wenn fiir keine der drei Kontrollen Flags ausgegeben wurden, d. h. weder fiir die Negativ-
kontrolle noch fiir die beiden Positivkontrollen EBV/BKV L(+)C und EBV/BKV H(+)C. In der Ergebnis-
iibersicht werden die Negativkontrolle als () Ctrl und die schwach und hoch positiven Kontrollen als
EBV/BKV L(+)C bzw. EBV/BKV H(+)C dargestellt.
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Die cobas® 6800/8800 Software markiert Ergebnisse bei ausgefallenen Negativ- und Positivkontrollen automatisch als

ungiiltig.
Kontroll-Flags auf den cobas® 6800/8800 Systems

Tabelle 11 Kontroll-Flags fiir Negativ- und Positivkontrollen

Negativkontrolle Flag Ergebnis | Interpretation

(=) Ctrl Qo2 Ungliltig Ungiltiges Ergebnis oder der errechnete Titer fir die Negativkontrolle ist
(Kontrollbatch fehlerhaft) nicht negativ.

Positivkontrolle Flag Ergebnis | Interpretation

EBV/BKV L(+)C Qo2 Ungiiltig Unglltiges Ergebnis oder der errechnete Titerwert fir die niedrig positive
(Kontrollbatch fehlerhaft) Kontrolle liegt nicht im Sollbereich.

EBV/BKV H(+)C Qo2 Ungliltig Ungliltiges Ergebnis oder der errechnete Titerwert flr die hoch positive
(Kontrollbatch fehlerhaft) Kontrolle liegt nicht im Sollbereich.

Wenn der Kontroll-Batch ungiiltig ist, muss der Test mit allen Proben aus dem betroffenen Batch wiederholt werden.

Interpretation der Ergebnisse

Bei giiltigen Batches sind die einzelnen Proben in der Software des cobas® 5800 Systems bzw. der cobas® 6800/8800
Systems und/oder in den Berichten auf Flags zu kontrollieren. Die Ergebnisse sind wie folgt zu interpretieren:

e Ein giiltiger Batch kann sowohl giiltige als auch ungiiltige Probenergebnisse enthalten.

Tabelle 12 Interpretation der Ergebnisse fiir die einzelnen Zielsequenzen

Ergebnisse Interpretation

Target Not Detected EBV-DNA nicht nachgewiesen.
Ergebnisse als ,,EBV nicht nachgewiesen® angeben.

< Titer Min? Der errechnete Titer liegt unterhalb der unteren Quantifizierungsgrenze des Tests. Ergebnisse als
~EBV nachgewiesen, unter (Titer min)“ angeben.

Titer min = 35,0 IE/ml

Titer Der errechnete Titer liegt innerhalb des linearen Bereichs des Tests, d. h. er ist groRer oder gleich
Titer Min und kleiner oder gleich Titer Max.

Ergebnisse als ,,(Titer) von EBV nachgewiesen® angeben.

> Titer Max? Der errechnete Titer liegt Gber der oberen Quantifizierungsgrenze des Tests. Ergebnisse als
»EBV nachgewiesen, Gber (Titer max)“ angeben.

Titer max = 1,0E+08 IE/ml

* Das Probenergebnis ,,< Titer Min“ (Zielsequenz nachgewiesen unter der unteren Quantifizierungsgrenze) muss im Kontext mit anderen klinischen
Daten interpretiert werden und darf nicht als alleinige Grundlage fiir Therapieentscheidungen herangezogen werden.

b Das Probenergebnis ,,> Titer Max“ bezieht sich auf EBV-positive Proben, bei denen EBV mit einem Titer {iber der oberen Quantifizierungsgrenze
nachgewiesen wurde. Wenn ein quantitatives Ergebnis gewiinscht wird, die urspriingliche Probe mit EBV-negativem EDTA-Humanplasma
verdiinnen und den Test wiederholen. Das dabei ermittelte Ergebnis mit dem Verdiinnungsfaktor multiplizieren.
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Interpretation der Ergebnisse auf dem cobas® 5800 System
Die Ergebnisse der Proben werden in der cobas® 5800 Software in der Anwendung ,,Ergebnisse” angezeigt.

Bei giiltigen Kontroll-Batches die einzelnen Proben in der cobas® 5800 Software und/oder im Bericht auf Flags
kontrollieren. Die Ergebnisse sind wie folgt zu interpretieren:
e Einem giiltigen Kontroll-Batch zugehorige Proben werden in der Spalte ,,Kontrollergebnis® als ,,Giiltig“ angezeigt,
wenn fiir alle Kontrollzielsequenzen das Ergebnis ,,Giiltig“ ausgegeben wurde. Einem fehlgeschlagenen Kontroll-
Batch zugehorige Proben werden in der Spalte ,,Kontrollergebnis“ als ,,Ungiiltig“ angezeigt, wenn fiir alle
Kontrollzielsequenzen das Ergebnis ,,Ungiiltig“ ausgegeben wurde.
e Wenn die zu einer Probe gehorigen Kontrollen ungiiltig sind, wird das Probenergebnis mit einem der folgenden
Flags versehen:
o QO5D: Fehler bei der Ergebnisvalidierung infolge einer ungiiltigen Positivkontrolle
o QO6D: Fehler bei der Ergebnisvalidierung infolge einer ungiiltigen Negativkontrolle
e Die Ergebniswerte in der Spalte ,,Ergebnisse“ zu den einzelnen Zielsequenzen einer Probe sind wie in Tabelle 11
oben dargestellt zu interpretieren.
Wenn mindestens eine Zielsequenz einer Probe als ,,Ungiiltig“ gekennzeichnet wurde, zeigt die cobas® 5800 Software

einen Hinweis in der Spalte ,,Flags“ an. In der Detailansicht werden weitere Informationen dazu angezeigt, warum die

Zielsequenz(en) der Probe als ungiiltig ausgegeben wurde(n) und was der Flag bedeutet.

Interpretation der Ergebnisse auf den cobas® 6800/8800 Systems

Bei giiltigen Batches die einzelnen Proben in der cobas® 6800/8800 Software und/oder im Bericht auf Flags kontrollieren.
Die Ergebnisse sind wie folgt zu interpretieren:

e Die Proben werden in der Spalte ,,Giiltig“ mit ,,Ja“ gekennzeichnet, wenn fiir alle angeforderten Zielregionen
giiltige Ergebnisse erhalten wurden. Die Proben werden in der Spalte ,,Giiltig“ mit ,,Nein“ gekennzeichnet, wenn
ggf. zusitzliche Interpretationen und Mafinahmen erforderlich sind.

e Die Ergebniswerte zu den einzelnen Zielsequenzen einer Probe sind wie in Tabelle 12 oben dargestellt zu
interpretieren.

Verfahrenseinschrankungen

e Der cobas® EBV-Test ist ausschliefllich fiir den Gebrauch mit dem cobas® EBV/BKV Control Kit, cobas® Buffer
Negative Control Kit, cobas® omni MGP Reagent, cobas® omni Lysis Reagent, cobas® omni Specimen Diluent
und cobas® omni Wash Reagent auf den cobas® 5800/6800/8800 Systems validiert.

e Zuverldssige Ergebnisse hingen von der sachgeméfien Gewinnung, Lagerung und Bearbeitung der Proben ab.

e Dieser Test wurde ausschliefilich fiir die Verwendung mit EDTA-Plasma validiert. Wenn mit dem cobas® EBV-
Test andere Arten von Proben getestet werden, konnen falsche Ergebnisse erzielt werden. Die Messung der
Viruslast in Plasma ist nicht direkt mit der Messung anderer Probenarten vergleichbar.

¢ Die Quantifizierung von EBV-DNA kann durch das Probenentnahmeverfahren, patientenbezogene Faktoren
(d. h. Alter, Vorhandensein von Symptomen) und/oder das Infektionsstadium beeinflusst werden.

e  Wie bei allen molekularen Tests konnen Mutationen in den Zielregionen, die durch den cobas® EBV-Test
abgedeckt werden, die Primer- und/oder Sondenbindung beeintrachtigen und dadurch zur Unterquantifizierung
oder Nichterkennung des Virus fiithren.
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e Bevor Benutzer zwischen verschiedenen Verfahren wechseln, sollten sie aufgrund der inhdrenten Unterschiede
zwischen den Verfahren in ihrem Labor Studien zur Korrelation der Methoden durchfithren, um die
Unterschiede der Verfahren zu ermitteln. Auflerdem sollten Benutzer stets die eigenen Richtlinien und

Verfahren beachten.
e Der cobas® EBV-Test ist nicht zur Verwendung als Screening-Test fiir das Vorliegen von EBV in Blut oder

Blutprodukten vorgesehen.

Nichtklinische Leistungsmerkmale
Wichtige Leistungsmerkmale zu den cobas® 6800/8800 Systems

Nachweisgrenze (LoD)
Internationaler WHO-Standard

Die Nachweisgrenze des cobas® EBV-Tests wurde anhand einer Verdiinnungsreihe des 1. internationalen WHO-
Standards fiir das Epstein-Barr-Virus fiir Nukleinsdure- Amplifikationsverfahren (1. internationaler WHO-Standard fiir
EBV, vom NIBSC bereitgestellt: NIBSC 09/260) in EBV-negativem EDTA-Humanplasma bestimmt. Panels mit sechs
Konzentrationen und einer Leerprobe wurden mit drei Chargen von cobas® EBV-Reagenzien an mehreren Tagen mit

mehreren Liufen, Anwendern und Geriten getestet.

Die Ergebnisse fiir EDTA-Plasma sind in Tabelle 13 bis Tabelle 15 dargestellt. Die Untersuchungen ergeben, dass bei der
am wenigsten empfindlichen Charge die Konzentration 18,8 IE/ml betragt (gemafs PROBIT wird fiir die Konzentration
bei einem 95 %-Konfidenzintervall zwischen 14,5 und 27,5 IE/ml in EDTA-Plasma eine Trefferquote von 95 % erwartet).
Die geringste Konzentration mit einer Trefferquote von > 95 % in EDTA-Plasma betrigt 20,0 IE/ml.

Tabelle 13 Nachweisgrenze in EDTA-Plasma, Charge 1

Ausgangstiterkonzentration | Anzahl der giiltigen Replikate Anzahl positiver Replikate Trefferquote in %
(EBV-DNA, IE/mI)

50,0 63 63 100,0
35,0 63 62 98,4
20,0 63 61 96,8
10,0 63 53 84,1
5,0 63 37 58,7
25 63 26 41,3
0,0 63 0 0,0

LoD geméfs PROBIT bei 18,8 IE/m

95 % Trefferquote 95 %-Konfidenzintervall: 14,5-27,5 |IE/ml
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Tabelle 14 Nachweisgrenze in EDTA-Plasma, Charge 2

Ausgangstiterkonzentration | Anzahl der giiltigen Replikate Anzahl positiver Replikate Trefferquote in %
(EBV-DNA, IE/mI)

50,0 63 63 100,0
35,0 63 63 100,0
20,0 63 63 100,0
10,0 63 58 92,1
5,0 63 35 55,6
25 63 20 31,8
0,0 63 0 0,0

LoD geméfs PROBIT bei 12,4 1IE/ml

95 % Trefferquote 95 %-Konfidenzintervall: 10,0-17,0 IE/ml

Tabelle 15 Nachweisgrenze in EDTA-Plasma, Charge 3

Ausgangstiterkonzentration
(EBV-DNA, IE/mI)

Anzahl der giiltigen Replikate

Anzahl positiver Replikate

Trefferquote in %

95 % Trefferquote

95 %-Konfidenzintervall: 14,4-27,1 IE/ml

50,0 63 63 100,0
35,0 63 63 100,0
20,0 63 62 98,4
10,0 63 48 76,2
5,0 63 38 60,3
25 63 26 41,3
0,0 63 0 0,0
LoD geméaR PROBIT bei 18,6 IE/ml

Linearer Bereich

Die Linearitit des cobas® EBV-Tests wurde anhand einer Verdiinnungsreihe aus 17 Panelproben evaluiert, die EBV-DNA
des Genotyps 1 liber den gesamten linearen Bereich des Tests enthielten. 11 Panelproben, die den gesamten linearen
Bereich des Tests abdecken, wurden aus einer Lambda-DNA-Stammldsung mit hohem Titer hergestellt. 6 Panelproben,
die den unteren und mittleren linearen Bereich des Tests abdecken, wurden aus einer klinischen Probe hergestellt.

Jede Panelprobe wurde mit 36 Replikaten iiber drei Chargen von cobas® EBV-Testreagenzien getestet. Die Ergebnisse
dieser Tests sind in Abbildung 4 dargestellt.

Es wurde gezeigt, dass der lineare Bereich des cobas® EBV-Tests von 1,40E+01 IE/ml bis 2,30E+08 IE/ml reicht und die
absolute Abweichung von der nichtlinearen Regression in EDTA-Humanplasma maximal +0,1 log;, betragt (siehe
Abbildung 4). Im gesamten linearen Bereich liegt die Genauigkeit des Tests innerhalb von 0,2 log.
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Abbildung 4 Bestimmung des linearen Bereichs fiir EDTA-Plasma
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Laborinterne Prazision

Die Prézision des cobas® EBV-Tests wurde anhand einer Verdiinnungsreihe bestimmt, bei der EBV-DNA des Genotyps 1
mit hohem Titer in EBV-negativem EDTA-Plasma analysiert werden. Dabei wurden an 12 Tagen unter Verwendung von
drei Gerdten und drei Anwendern sechs Verdiinnungsstufen mit 72 Replikaten fiir jede Verdiinnung tiber drei Chargen
von cobas® EBV-Reagenzien getestet. Alle Proben durchliefen das gesamte cobas® EBV-Testverfahren auf voll-
automatisierten cobas® 6800/8800 Systems. Die hier angegebene Prazision spiegelt daher alle Aspekte des Testverfahrens

wider. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

Der cobas® EBV-Test zeigte fiir drei Chargen von Reagenzien, die {iber einen Konzentrationsbereich von 1,08E+02 IE/ml

bis 5,40+07 IE/ml getestet wurden, eine hohe Prézision.

Tabelle 16 Laborinterne Prézision descobas® EBV-Tests

Nenn- Zugewiesene EDTA-Plasma
konzentration Konzentration Charge 1 Charge 2 Charge 3 Alle Chargen

HE/mi] [IE/mI] SD SD SD SD gepoolt
5,00E+07 5,40E+07 0,03 0,04 0,04 0,04
1,00E+06 1,08E+06 0,02 0,03 0,02 0,02
1,00E+05 1,08E+05 0,02 0,02 0,03 0,02
1,00E+04 1,08E+04 0,04 0,02 0,03 0,03
1,00E+03 1,08E+03 0,05 0,05 0,05 0,05
1,00E+02 1,08E+02 0,17 0,18 0,15 0,17
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Genotypverifizierung

Die Leistung des cobas® EBV-Tests fiir EBV des Genotyps 2 wurde wie folgt evaluiert:
e Verifizierung der Nachweisgrenze
e Verifizierung des linearen Bereichs

Verifizierung der Nachweisgrenze fiir Genotyp 2

EBV-DNA fiir Genotyp 2 wurde in EBV-negativem EDTA-Plasma auf drei verschiedene Konzentrationen verdiinnt. Die
Trefferquote wurde mit 63 Replikaten je Konzentration bestimmt. Die Tests wurden mit drei Chargen der cobas® EBV-
Reagenzien an mehreren Tagen mit mehreren Laufen, Anwendern und Geriten durchgefiihrt. Die Ergebnisse belegen,
dass mit dem cobas® EBV-Test EBV-DNA des Genotyps 2 in einer Konzentration von 18,8 IE/ml mit einer Trefferquote
von > 95 % nachgewiesen werden kann.

Verifizierung des linearen Bereichs fiir Genotyp 2

Die zur Verifizierung der Genotypenlinearitit des cobas® EBV-Tests verwendete Verdiinnungsreihe umfasste acht
Panelproben, die den gesamten linearen Bereich des Tests abdecken. Die Tests wurden mit drei Chargen der cobas® EBV-
Reagenzien durchgefiihrt. Es wurden 12 Replikate je Konzentration in EDTA-Plasma getestet.

Der lineare Bereich des cobas® EBV-Tests wurde fiir Genotyp 2 verifiziert.

Spezifitat

Die Spezifitit des cobas® EBV-Tests wurde durch die Analyse von EBV-negativen EDTA-Plasmaproben von Einzel-
spendern bestimmt. Dazu wurden 101 EDTA-Plasmaproben mit drei Chargen von cobas® EBV-Reagenzien getestet.
Alle Proben wurden negativ auf EBV-DNA getestet. Die Spezifitit des cobas® EBV-Tests betrug im Test-Panel 100 %
(unteres einseitiges 95-%-Konfidenzintervall: 97,08 %).
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Analytische Spezifitat

Zur Evaluierung der analytischen Spezifitit des cobas® EBV-Tests wurde ein Panel aus Mikroorganismen mit EBV-DNA-
positivem und EBV-DNA-negativem EDTA-Plasma fiir Bakterien und Hefe auf eine Konzentration von

1,00E+06 Einheiten/ml (Zellen/ml, CFU/ml, IFU/ml, CCU/ml) und fiir Viren auf eine Konzentration zwischen 3,00E+05
und 1,00E+06 Einheiten/ml (IE/ml, Kopien/ml, Zellen/ml, TCIDs,/ml) verdiinnt. Die verwendeten Organismen sind in
Tabelle 17 aufgefiihrt. Jede Panelprobe wurde mit dem cobas® EBV-Test evaluiert. Keines der Nicht-EBV-Pathogene
beeintrachtigte die Testleistung.

Tabelle 17 Zur Bestimmung der Kreuzreaktivitat getestete Mikroorganismen

Viren Bakterien Hefen

Adenovirus Typ 5 Propionibacterium acnes Aspergillus niger

Humanes Polyomavirus (BK-Virus) Staphylococcus aureus Candida albicans

Cytomegalievirus

Chlamydia trachomatis

Cryptococcus neoformans

Hepatitis-B-Virus

Clostridium perfringens

Hepatitis-C-Virus

Enterococcus faecalis

Herpes simplex-Virus Typ 1

Escherichia coli

Herpes simplex-Virus Typ 2

Klebsiella pneumoniae

Humanes Herpesvirus Typ 6

Listeria monocytogenes

Humanes Herpesvirus Typ 7

Mycobacterium avium

Humanes Herpesvirus Typ 8

Neisseria gonorrhoeae

Humanes Immundefizienz-Virus Typ 1 | Staphylococcus epidermidis -

Humanes Immundefizienz-Virus Typ 2 | Streptococcus pyogenes -

Humanes Papillomavirus Mycoplasma pneumoniae -

JC-Virus Salmonella enterica -

Parvovirus B19 Streptococcus pneumoniae -

Simian-Virus 40

Varicella-Zoster-Virus - -

Analytische Spezifitat — Storsubstanzen

Es wurden Proben mit erhéhten Werten von Triglyzeriden (33,0 g/1), konjugiertem Bilirubin (0,2 g/1), unkonjugiertem
Bilirubin (0,2 g/1), Albumin (60,0 g/1), Himoglobin (2,0 g/1) und erh6hten Human-DNA-Werten (2 mg/l) mit und ohne
EBV-DNA getestet. Die getesteten endogenen potenziellen Stérsubstanzen haben nachweislich keinen storenden Einfluss
auf die Leistung des cobas® EBV-Tests.

Zusitzlich wurden die in Tabelle 18 aufgefithrten Wirkstoffe in dreifacher Crux-Konzentration mit und ohne EBV-DNA
getestet.

Keine der potenziellen Storsubstanzen fiihrte zu einer Storung der Testleistung.
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Tabelle 18 Wirkstoffe, die auf einen mdglichen stérenden Einfluss auf die quantitative Bestimmung von EBV-DNA mit dem cobas® EBV-Test

getestet wurden

Wirkstoffklasse

Freiname

Antimikrobiotikum

Cefotetan

Sulfamethoxazol

Clavulanat-Kalium

Ticarcillin-Dinatrium

Fluconazol Trimethoprim
Piperacillin Vancomycin
Tazobactam-Natrium Micafungin

Substanzen zur Behandlung Ganciclovir Cidofovir

von Herpes-Viren Valganciclovir Foscarnet
Acyclovir Letermovir

Immunsuppressiva Azathioprin Prednison
Ciclosporin Sirolimus
Everolimus Tacrolimus

Mycophenolat-Mofetil

Mycophenolsédure
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Korrelation der Methoden

Die Leistung des cobas® EBV-Tests wurde anhand eines Vergleichstests ermittelt, in dem EDTA-Plasmaproben EBV-
infizierter Patienten analysiert wurden. Die EDTA-Plasmaproben lagen bei beiden Tests innerhalb des Quantifizierungs-
bereichs und wurden in einzelnen Replikaten getestet. Es wurde eine Deming-Regressionsanalyse durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Deming-Regression sind in Abbildung 5 dargestellt.

Abbildung 5 Regressionsanalyse des cobas® EBV-Tests im Vergleich zum Vergleichstest
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Zur Ermittlung der Gesamtsystemausfall-Rate fiir den cobas® EBV-Test wurden 100 Replikate von EDTA-Plasma getestet,
das mit EBV-positiven klinischen Proben versetzt wurde. Diese Proben wurden mit einer Konzentration der 3fachen
Nachweisgrenze getestet.

Die Studie ergab, dass alle Replikate giiltig und fiir die EBV-Zielsequenz positiv waren, was einer Gesamtsystemausfall-
Rate von 0 % entspricht (oberes einseitiges 95-%-Konfidenzintervall: 2,95 %).

Kreuzkontamination

Zur Ermittlung der Kreuzkontaminationsrate des cobas® EBV-Tests wurden 240 Replikate einer EBV-negativen Matrix-
probe sowie 225 Replikate einer Probe mit hohem EBV-Titer von ungefihr 2,00E+07 IE/ml getestet. Es wurden insgesamt
fiinf Laufe mit Positiv- und Negativproben in Schachbrettkonfiguration durchgefiihrt.

Alle 240 Replikate der Negativprobe waren negativ, was einer Kreuzkontaminationsrate von 0 % entspricht (oberes
einseitiges 95-%-Konfidenzintervall: 1,24 %).
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Klinische Leistungsmerkmale fiir die cobas® 6800/8800 Systems

Reproduzierbarkeit des cobas® EBV-Tests

Die Reproduzierbarkeit des cobas® EBV-Tests wurde unter Einbeziehung von Faktoren (Reagenzcharge, Testzentrum,
Batch und Testtag) evaluiert, die sich bei routinemafigen klinischen Tests darauf auswirken konnten, welche Ergebnisse
erzielt werden. Die Untersuchung wurde an 3 Testzentren mit 3 Reagenzchargen eines aus positiven sowie eines aus
negativen Proben bestehenden Probenpanels durchgefiihrt. Daraus ergibt sich eine Gesamtanzahl von 270 Tests (ohne
Kontrollen). Beide Panels wurden mit EDTA-Plasma erstellt, das fiir das EBV-Kapsidantigen spezifische IgG negativ war,
zur Bestdtigung der Negativitdt mittels Plasma-NAT auf EBV getestet und mit einem internationalen WHO-Standard fiir
EBV, EBV-Zellkulturiiberstand oder einem EBV-DNA enthaltenden Lambda-Phagemid versetzt. Zwei Anwender an
jedem Standort testeten jede Reagenzcharge iiber einen Zeitraum von 5 Tagen. Es wurden 2 Laufe (1 Lauf = 1 Batch;

1 Batch = 1 Panel + 3 Kontrollen) pro Anwender und Tag durchgefiihrt, und fiir jeden Lauf wurden 3 Replikate jeder
Panelprobe analysiert. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Tabelle 19 zusammengefasst.

Tabelle 19 Zuordenbarer Prozentsatz der Gesamtvarianz (% TV), Standardabweichung (SD) der Gesamtprézision und lognormaler VK (%)
der EBV-DNA-Konzentration (log:o IE/ml) nach positiver Panelprobe

Erwartungs- | Gemessene Test- Taa/ Innerhalb
wert der mittlere? Anzahl Charge zentrum Anweg:l der Batch eines Gesamt- Gesamt-
EBV-DNA- EBV-DNA- der % TV® % TV° % TV° % TV® Batchs prézision | préazision
Konzentration | Konzentration| Tests® (VK 9%0)¢ (VK 9%)¢ (VK 9%)¢ (VK 90)¢ % TV° SDe VK (%)
(logio IE/ml) | (log:o IE/ml) (VK %)4
11 % 2% 3% 84 %
0
2,02 2,09 270 (11.97) (5.30) 0 % (0,00) (6.34) (34.25) 0,158 37,56
43 % 15 % 16 % 26 %
0
3,70 3,68 270 (10,07) (5.92) 0 % (0,00) (6.23) 7.81) 0,067 15,43
39 % 10 % 24 % 28 %
0
4,70 4,68 270 (8.54) (4.24) 0 % (0,00) (6.63) (7.18) 0,059 13,70
7% 58 % 21 % 15 %
0
5,70 5,50 268 (11.39) (34.36) 0 % (0,00) (20,18) (17.08) 0,191 46,16
27 % 15 % 13 % 45 %
0,
7,70 7,76 270 (8.63) (6.52) 0 % (0,88) 6.01) (11.26) 0,073 16,83

2 Mittels SAS-MIXED-Verfahren berechnet.

® Anzahl der giiltigen Tests mit nachweisbarem DNA-Wert.

€% TV = Prozentualer Anteil an der Gesamtvarianz.

4VK % = Lognormaler prozentualer Variationskoeffizient = sqrt(10A[SDA2 x In(10)] - 1) x 100.

¢ Anhand Gesamtvariabilitit aus SAS-MIXED-Verfahren berechnet.

Hinweis: Die Tabelle umfasst nur Ergebnisse mit nachweisbarem DNA-Wert. SD = Standardabweichung. VK (%) = Variationskoeffizient;
EBV = Epstein-Barr-Virus.

Der cobas® EBV-Test wies fiir die jeweilige Vergleichskonzentration eine akzeptable klinische Reproduzierbarkeit auf.
Zudem erkannte das System 100 % der Proben mit einer Konzentration der 3fachen LLoQ korrekt. Das cobas® 6800 und
das cobas® 8800 System haben den gleichen modularen Aufbau und erwiesen sich bei Verwendung des cobas® EBV-Tests
als dquivalent. Alle ermittelten Grenzen der 95-%-Konfidenzintervalle fiir die Differenz zwischen 2 Messungen fiir
denselben Patienten lagen im Bereich von +0,53 log;o IE/ml. Dies bedeutet, dass der Test als klinisch relevant erachtete
Anderungen der EBV-DNA-Konzentration feststellen kann.

09478116001-03DE
Doc Rev. 3.0 31




cobas® EBV

In den 270 giiltigen Tests mit den negativen Panelproben, die auf den cobas® 6800/8800 Systems durchgefithrt wurden,
wurde bei 14 Proben (5,19 %) Positivitdt unterhalb der LLoQ festgestellt. Die Ergebnisse standen nicht mit einem
bestimmten Gerét/Zentrum oder einer bestimmten Reagenzcharge in Zusammenhang. Das Vorliegen von EBV-DNA

in diesen Proben wurde durch die heminested PCR und DNA-Sequenzierung bestitigt.

Leistungsmerkmale des cobas® EBV-Tests

Die klinischen Leistungsmerkmale des cobas® EBV-Tests wurden an drei Testzentren naher untersucht. Dazu wurde die

EBV-DNA-Konzentration sowohl in klinischen Proben (unverdiinnte und verdiinnte) von mit EBV infizierten und nicht

infizierten Patienten als auch in kiinstlich hergestellten EDTA-Plasmaproben, die mit einem EB-Kulturvirus versetzt

wurden, gemessen. Als Vergleichstest diente ein etablierter laborentwickelter Nukleinsduretest, hier ,,Vergleichs-EBV-
LDT* genannt (LDT: Laboratory Developed Test). Von allen mit dem cobas® EBV-Test und dem EBV-Vergleichstest
getesteten Proben waren 464 (439 unverdiinnte oder verdiinnte klinische Proben von 72 Transplantatempfiangern sowie

25 kiinstlich hergestellte Proben) in beiden Tests giiltig und fiir eine Analyse der klinischen Konkordanz auswertbar.

Tabelle 20 Konkordanzanalyse zwischen dem cobas® EBV-Test und dem Vergleichs-LDT zu den EBV-DNA-Konzentrationsergebnissen fiir

alle Proben
cobas® EBV Vergleichs- Vergleichs- Vergleichs- Vergleichs- Vergleichs- Vergleichs- | Gesamt
(logio IE/mI) EBV-LDT EBV-LDT EBV-LDT EBV-LDT EBV-LDT EBV-LDT
(log+o IE/mI) (log+o IE/mI) (logio IE/mI) (log+o IE/mI) (log+o IE/mI) (log+o IE/mI)
Target Not < LLoQ (< 2) 2 bis < 2,6 2,6 bis < 3,2 3,2 bis 3,8 >3,8
Detected
Target Not Detected 95 17 17 0 0 0 129
< LLoQ (< 2) 39 46 75 11 0 0 171
2 bis < 2,6 1 2 16 37 6 0 62
2,6 bis < 3,2 1 0 5 15 30 1 52
3,2 bis 3,8 0 0 0 0 9 11 20
> 3,8 0 0 0 0 1 29 30
Gesamt 136 65 113 63 46 41 464
Ubereinstimmung |, /1361 98,5 00| (65/65) 100 % | (96/113) 85,0 % | (52/63) 82,5 % | (40/46)87,0% | (40/41)97.6 % .

Spalte (%)

(95-%-KD?2

(94,8 %, 99,6 %)

(94,4 %, 100 %)

(77,2 %, 90,4 %)

(71,4 %, 90,0 %)

(74,3 %, 93,9 %)

(87,4 %, 99,6 %)

Hinweis: LLoQ = untere Quantifizierungsgrenze des Vergleichs-EBV-LDT (100 IE/ml).

Fiir den Vergleichs-EBV-LDT wurde eine Standardabweichung von 0,3 logio IE/ml ermittelt (Studie zur analytischen Prézision des EBV-LDT).

In diese Tabelle wurden die gepaarten Proben aufgenommen, die fiir die Analyse der klinischen Konkordanz auswertbar waren.

* Es wurde angenommen, dass alle Proben voneinander unabhingig sind.

KI = Konfidenzintervall

Eine DNA-Sequenzierung reprasentativer Proben von Patienten mit durchgangig um mehr als 1 log;o IE/ml des DNA-

Werts versetzten Ergebnissen ergab fiir keine Primer- oder Sondenzielregion des cobas® EBV-Tests eine Sequenz-

Fehlpaarung.

Als nicht tibereinstimmend waren Ergebnisse definiert, die weiter als ein Késtchen von der Diagonalen entfernt sind (grau
dargestellt). Fiir ,,Ubereinstimmung Spalte®, in der Spalte ,, Target Not Detected* fiir den Vergleichs-EBV-LDT, wurden
die Zahlen fiir ,,Target Not Detected” und ,,< LLoQ (< 2)“ fiir den cobas® EBV-Test zusammengefiihrt. Der Grund dafiir,
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die Zellen fiir ,,< LLoQ“ und ,, Target Not Detected” fiir die Spalte ,, Target Not Detected” zusammenzunehmen, ist, dass
der Unterschied zwischen keinem nachgewiesenen Ziel und einer Konzentration unterhalb der unteren Quantifizierungs-
grenze klinisch nicht erheblich ist und beide sich aus analytischer Sicht im unteren Messbereich befinden, der anfillig fiir
zufillige Abweichungen ist.

Von den 43 negativen Proben, die fiir die Bestimmung der NPA beim cobas® EBV-Test zusammengestellt wurden und
im Vergleichs-EBV-LDT negativ waren, waren 41 Proben im cobas® EBV-Test negativ. Damit lag die NPA bei 95,4 %
mit einem exakten 95-%-KI von 84,2 % bis 99,4 %. Zwei Proben, die im Vergleichs-EBV-LDT negativ waren, waren
im cobas® EBV-Test positiv (< LLoQ) und im ergénzenden serologischen Test seropositiv fiir das fiir EBV-VCA
(Viruskapsidantigen) und EBNA-1 spezifische IgG.

Die Konkordanz zwischen dem cobas® EBV-Test und dem Vergleichs-EBV-LDT wurde zudem anhand verschiedener
klinischer Schwellenwerte ausgewertet.

Tabelle 21 Zusammenfassung der Konkordanz zwischen dem cobas® EBV-Test und dem Vergleichs-EBV-LDT fiir alle Proben anhand

verschiedener Schwellenwerte

Ubereinstimmung in Prozent
< Schwellenwert
95 0o KIP
(n/N)

Ubereinstimmung in Prozent
2 Schwellenwert
95 % KIP
(n/N)

Target Not Detected

98,5 % (134/136)
(94,8 %, 99,6 %)

89,6 % (294/328)
(85,9 %, 92,5 %)

LLoQ? (2,0 logo IE/mI)

98,0 % (197/201)
(95,0 %, 99,2 %)

60,8 % (160/263)
(54,8 %, 66,5 %)

3,0 logqo IE/ml

100,0 % (363/363)
(99,0 %, 100,0 %)

64,4 % (65/101)
(54,6 %, 73,0 %)

4,0 logqo IE/ml

100,0 % (431/431)
(99,1 %, 100,0 %)

84,8 00 (28/33)
(69,1 %, 93,3 %)

* LLoQ = untere Quantifizierungsgrenze des Vergleichs-EBV-LDT (100 IE/ml).

b KI = Konfidenzintervall.

Von allen mit dem cobas® EBV-Test getesteten Proben, die im Vergleichs-EBV-Test EBV-positiv waren, waren insgesamt

158 (139 unverdiinnte oder verdiinnte klinische Proben von 28 Transplantatempfangern sowie 19 kiinstlich hergestellte

Proben) fiir die Korrelationsanalyse an den drei Testzentren auswertbar.
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Abbildung 6 Korrelation zwischen dem cobas® EBV-Test und dem Vergleichs-EBV-LDT fiir alle Proben: Diagramm der linearen Deming-
Regression der DNA-Konzentration (logqo IE/ml)

cobas® EBV (logso IE/mI)

Deming-Regression (N = 158): Y = -0,45 + 1,025X

R =095
% 95-0-KI: Achsenabschnitt = (-0,637, -0,263);
14, Steigung = (0,974, 1,076)
T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Vergleichs-EBV-LDT (logio IE/mI)

Eine zusitzlich durchgefiihrte Diagrammanalyse zu Abweichungen bei der DNA-Konzentration zeigte eine systematische
Abweichung zwischen den beiden Tests, die fiir den gesamten iliberlappenden linearen Bereich konstant ist. Das 95-%-KI
fir den Achsenabschnitt der angelegten Gerade in den analysierten Diagrammen lag bei —0,456 bis 0,104 und damit im
Bereich von +0,6 log;o IE/ml (+2-mal die Standardabweichung fiir die analytische Prizision des Vergleichs-EBV-LDT).

Des Weiteren wurde eine mittlere systematische Abweichung von -0,364 log, IE/ml ermittelt, und die systematische
Abweichung zwischen den beiden Tests betrug -0,352 logio IE/ml und -0,376 logio IE/ml fiir Proben mit einer DNA-
Konzentration von 3 bzw. 4 log, IE/ml.

Systeméaquivalenz und -vergleich

Die Systeméquivalenz der cobas® 5800, cobas® 6800 und cobas® 8800 Systems wurde anhand von Leistungsstudien belegt.
Die in der Gebrauchsanweisung aufgefithrten Ergebnisse zeigen, dass die Leistungsmerkmale fiir alle Systeme gleich sind.
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Weitere Informationen

Wichtigste Leistungsmerkmale des Tests

Probenmaterial EDTA-Plasma
Erforderliche Probenmindestmenge 350 pl*
Probenverarbeitungsvolumen 200 pl

Analytische Sensitivitat 18,8 IE/ml

Linearer Bereich 35,0 IE/ml bis 1E+08 IE/ml
Spezifitit 100 %

Nachweisbare Genotypen EBV des Genotyps 1 und 2

* Fiir die cobas® omni Sekundirréhrchen wurde ein Totvolumen von 150 pl ermittelt. Andere Testrohrchen kénnen ein anderes Totvolumen
aufweisen und mehr oder weniger Volumen erfordern. Fiir weitere Informationen wenden Sie sich an den zustindigen Servicemitarbeiter von
Roche Diagnostics.
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Symbole

Die folgenden Symbole werden bei der Kennzeichnung von Roche PCR-Diagnostikprodukten verwendet.
Tabelle 22 Symbole zur Kennzeichnung von Roche PCR-Diagnostikprodukten

Age/DOB| Alter oder Geburtsdatum

sSwW

Zusatz-Software

[Assigned Range [copies/m] | Sollbereich

(Kopien/ml)

[Assigned Range [1U/mL] Sollbereich

>IE/mD

Bevollmé&chtigter in der
Européaischen Gemeinschaft

|EC|REP)

[IIRRRRRNRNN
BARCODE

LOT
f\% Biogefahrdung

REF

Barcode-Datenblatt

Chargenbezeichnung

Bestellnummer

CE-Kennzeichnung fur

Konformitéat; dieses Produkt
entspricht den geltenden
Vorschriften fiir die CE-

Kennzeichnung fir In-vitro-
Diagnostika.

Collect Date| Entnahmedatum
Ei Gebrauchsanweisung
=] beachten
W Ausreichend fiir <n> Tests

CONTENT

Inhalt der Packung

CONTROL | Kontrolle

Herstellungsdatum

q
”E Produkt fur patientennahe
Tests
[ 4
[

Produkt zur
d Eigenanwendung

£

09478116001-03DE

Produkt nicht fir
patientennahe Tests
geeignet

Produkt nicht zur
Eigenanwendung geeignet

& Vertrieb
(Hinweis: ggf. Angabe von
Land/Region unter dem Symbol)

[/

@ % a:‘o-l-O@@@@

Nicht wiederverwenden

Frauen, weiblich

Nur zur Beurteilung der
IVD-Leistung

Globale Artikelnummer
GTIN

Import

=
S

In-vitro-Diagnostikum

Unterer Grenzwert des
Sollbereichs

F
r—
=

Manner, mannlich
Hersteller
CONTROL

Negativkontrolle

Nicht steril

%lm

)

£ Patientenname

# Patienten-1D

=l =B

Hier abziehen

588

CONTROL | + | Positivkontrolle

QS copies /PCR

Quantifizierungsstandard

zur Berechnung der

QS IU/PCR | Ergebnisse, in
Internationalen Einheiten
pro PCR-Reaktion

Seriennummer

SN

Site

Zentrum, Labor

| Procedure | Standard | Standardverfahren

|STERILE|FO)

Mit Ethylenoxid sterilisiert

Im Dunkeln lagern

Temperaturbegrenzung

Datei mit Testdefinitionen

Diese Seite oben

ie-o |

| Procedure [ UltraSensitive | Ultrasensitives Verfahren

Einmalige Produktkennung

uDI
Oberer Grenzwert des

ULR Sollbereichs
Urine Fill Line| Falllinie fiir Urin

Nur fur die USA: In den
USA darf dieser Test nach
den gesetzlichen

Rx Only Vorschriften nur durch

einen Arzt oder auf
arztliche Verschreibung
abgegeben werden.

g Verwendbar bis

Quantifizierungsstandard zur Berechnung der
Ergebnisse, in Kopien pro PCR-Reaktion
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Technischer Support

Fiir technischen Support wenden Sie sich bitte an Thre Roche-Vertretung vor Ort:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Hersteller und Importeur

Tabelle 23 Hersteller und Importeur

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

Hergestellt in den USA

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

Marken und Patente

Siehe https://diagnostics.roche.com/us/en/about-us/patents

Copyright
©2023 Roche Molecular Systems, Inc.

Roche Diagnostics GmbH
EC|REP| sandhoferStr. 116 I V D
68305 Mannheim

2797 Germany
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Dokumentversion

Dokumentversionsiibersicht

Doc Rev. 2.0 Auf der Titelseite sowie in Tabelle 2 und 3 wurden die Bestellnummern fiir die Kontrollkits hinzugefiigt.

09/2022 Der Abschnitt Marken und Patente einschlielich des darin enthaltenen Links wurde aktualisiert.

Bei Fragen wenden Sie sich bitte an lhre Roche-Vertretung vor Ort.

Doc Rev. 3.0 In den Abschnitten Gebrauchsanweisung und Wichtigste Leistungsmerkmale des Tests wurde die
05/2023 erforderliche Probenmindestmenge auf den urspriinglichen Wert zuriickgesetzt.

Die Angabe zur Meldung schwerwiegender Vorkommnissen an die zustédndigen Behérden wurde aktualisiert.
Die Marke cobas® wurde aktualisiert.

Es wurden geringfligige Formulierungsanderungen vorgenommen.

Bei Fragen wenden Sie sich bitte an Ihre Roche-Vertretung vor Ort.

Unter dem folgenden Link finden Sie eine Zusammenfassung des Berichts zu Sicherheit und Leistung:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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