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Ucel pouzitia
cobas® BKV je in vitro amplifika¢ny test nukleovych kyselin na kvantifikiciu DNA BK virusu (BKV) v [udskej EDTA
plazme a moci stabilizovanom v médiu cobas® PCR Media.

V EDTA plazme je test cobas® BKV urceny na pouzitie ako pomoc pri diagnostike a manazmente BKV u pacientov
s transplantatom. U pacientov, ktori absolvuju monitorovanie BKV v EDTA plazme, sa mozu pouzit sériové merania
DNA, aby sa zistila potreba potencialnej zmeny v liecbe a aby sa ohodnotila virusova reakcia na liecbu.

V modi stabilizovanom v médiu cobas® PCR Media je test cobas® BKV uréeny na pouzitie ako pomoc pri diagnostike
a manazmente BKV u pacientov s transplantatom.

Vysledky testu cobas® BKV sa musia interpretovat v ramci kontextu vsetkych prislusnych klinickych testov a laboratérnych
nélezov.

Test cobas® BKV nie je urceny na testovanie v krvi ani krvnych produktoch.

Suahrn a vysvetlenie testu

Zakladné informacie

Prijemcovia transplantatov podstupuju zvysené riziko mnohych virusovych a bakterialnych infekcii, u ktorych je vacsia
pravdepodobnost, Ze budi mat silné nepriaznivé ucinky u populdcie pacientov s transplantdtom v porovnani s beznou
zdravou populaciou. Toto zvysené riziko sa da ¢iasto¢ne pripisat oslabenej funkénosti imunitného systému spdsobenej
imunosupresivnymi liekmi, ktoré dostavaju pacienti s transplantdtom, aby sa znizila pravdepodobnost odmietnutia
transplantatu.”?

Virus BK (BKV) je maly (~5 kb) neobaleny virus s deoxyribonukleovou kyselinou (DNA), ktory patri do skupiny
polyomavirusov. Existuju $tyri hlavné podtypy BKV, z ktorych je podtyp I najbeznejsie detegovany (80 %); za nim
nasleduje podtyp IV (15 %).” Séroprevalencia BKV v beznej zdravej dospelej populacii dosahuje hodnotu > 80 %.*

U imunokompetentnych os6b sa BKV nespaja s vyznamnou patolégiou. Avsak BKV infekcia moze sposobit nebezpecné
klinické choroby u imunokompromitovanych osob, a to vratane prijemcov transplantatov.’

Infekcie BKV sa najcastejsie prejavia v oblickach a mocovych cestach. Po primarnej infekcii virus zostava v latentnej
podobe v rendlnom tubuldrnom epiteli a moze sa opatovne aktivovat u imunokompromitovanych jednotlivcov. Pacienti
s transplantovanymi obli¢ckami majua vécsie riziko ziskania komplikacii pridruzenych k BKV v porovnani s prijemcami
inych transplantovanych organov, vratane nefropatie spojenej s virusom polyému (PVN) a stendzou maternice. Do 10 %
prijemcov transplantovanych obli¢iek postihne PVN a okolo 50 % pacientov postihnutych PVN trpi zlyhanim
transplantatu. Navyse, priblizne 3 % prijemcov transplantatu obliciek ziska sten6zu maternice spojenti s BKV.
Transplantacie hematopoietickych kmenovych buniek (HSCT) takisto byvaju castejsie spojené s komplikaciami
stvisiacimi s BKV, najbeznejsie vo forme hemoragickej cystitidy (HC). Od 5 do 15 % HSCT pacientov trpi HC.'

Smernice odporucaju pravidelné monitorovanie BKV u pacientov s transplantovanou obli¢kou do 5 rokov po
transplantacii.® Tento monitorovaci pristup dokaze identifikovat 80 az 90 % pacientov, ktorych ohrozuje PVN. Testovanie
plazmy na virémiu BKV sa odporuca ako stcast stratégie na identifikdciu pacientov so zvy$enym rizikom PVN, bud ako
potvrdzujuci test pre pacientov, u ktorych sa zisti viriria BKV, alebo ako primarny testovaci sposob pre rutinny skrining.®
V sticasnosti neexistuju ziadne odporucania na rutinné monitorovanie BKV u pacientov s HSCT a testovanie sa odporuca

09478124001-03SK

Doc Rev. 3.0 5



cobas® BKV

predovsetkym na vyhodnotenie pacientov s hemattriou a klinickymi symptémami cystitidy. Avsak arovenn BKV DNA
vacsia ako 10 000 kopii/ml sa spaja s vys$im rizikom HC u pacientov s transplantatom.”

U pacientov s transplantovanou oblickou, ktori maji konstantne zvy$end troven BKV DNA v plazme, bezne definovanu
ako meranie nad 10 000 kdpii/ml, sa testovanie BKV v plazme odporuca vykonat kazdé 1 - 2 tyzdne dovtedy, kym sa
uroven DNA nevrati na nezistitelnt iroven v ramci dvoch po sebe nasledujucich merani.

Mnohé laboratérne testy na kvantifikiciu BKV nie st §tandardizované, ¢o vedie k vysokej variabilite medzi laboratériami
a medzi testami.>” Okrem toho moézu zlozky mocu spdsobit agregéciu BKV, ¢o moéze tiez ovplyvnit kvantitativnu
variabilitu.®>® Formdlne hodnotenie reprodukovatelnosti a platnosti urovni BKV DNA je rozhodujice na zabezpecenie
konzistentnych vysledkov (bez ohladu na to, v ktorom laboratériu sa test vykonal) pre klinicky manazment pacientov

s chorobami stvisiacimi s BKV.

Zatial ¢o presnad, zdravotnicky relevantnd hranica hladiny virusov je stile predmetom diskusie v dosledku variability medzi
jednotlivymi analyzami, koncept kritickej hranice sa javi ako platny a uvadza sa v §tadiach prirodnej historie, a ukazuje, ze
vyssie urovne BKV DNA st spojené so zvySenym rizikom rozvoja PVN a HC.%’

Ododvodnenie pouzitia NAT testovania

Sérologia virusu polydmu sa bezne nepouziva v klinickom prostredi. Jej hodnota spociva len v uréeni, ¢i uz bol pacient
infikovany BKV a podstupuje riziko opitovnej aktivacie. Metody kultivécie virusov st zdlhavé, pretoze st semi-
kvantitativne, maji malé vyuzitie u imunokompromitovanych pacientov, kde st bezné nizke hladiny virusu. Priame
zachytenie BKV DNA pomocou met6d PCR potencialne pontka $iroku dynamicku $kalu, presnost a optimalnu citlivost
a $pecifickost pre pouzitie u transplantovanych pacientov s transplantatom.

Vysvetlenie testu

cobas® BKV je kvantitativny test, ktory sa aplikuje pomocou systémov cobas® 5800/6800/8800. Test cobas® BKV umoznuje
zaznamenanie a stanovenie mnozstva BKV DNA v EDTA plazme a moci stabilizovanom v médiu cobas® PCR Media

u infikovanych pacientov. Urovent BKV DNA je kvantifikovana oproti kvantifikaénému $tandardu bez BKV DNA (DNA-
QS), ktory sa aplikuje do kazdej vzorky pocas jej spracovania. DNA-QS slazi takisto na monitorovanie celkovej pripravy
vzorky a procesu amplifikdcie procesu PCR. Okrem toho test pouziva tri externé kontroly: vysokd titer pozitivnu, nizku
titer pozitivnu a negativnu kontrolu. Vysoko pozitivna a nizko pozitivna externa kontrola sa vyraba riedenim zo
zasobného materialu s titrom nadvédzujicim na medzinarodny $tandard BKV WHO. Kazd4 $arza amplifika¢nej/detekéne;
supravy je kalibrovana podla medzinarodného $tandardu BKV WHO.

Principy procedtry

Test cobas® BKV je zalozeny na plne automatizovanej priprave vzoriek (extrakcia nukleovych kyselin a vy¢istenie), po
ktorych nasleduje amplifikacia PCR a detekcia. Systém cobas® 5800 je navrhnuty ako jeden integrovany pristroj. Systémy
cobas® 6800/8800 pozostavaji z modulu na podavanie vzoriek, prenosového modulu, spracovacieho modulu

a analytického modulu. Automatizovany manazment idajov sa vykonava pomocou softvéru cobas® 5800 alebo

cobas® 6800/8800, ktory priraduje vysledky testovania vsetkych testov bud ako ciel nezisteny, zisteny BKV DNA < LLoQ
(dolny limit kvantifikdcie), zisteny BKV DNA > ULoQ (horny limit kvantifikacie), alebo hodnota v linedrnom rozsahu
LLoQ < x < ULoQ. Vysledky sa daju sledovat priamo na systémovej obrazovke, mozu byt exportované alebo vytlacené ako
sprava.
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Nukleové kyseliny zo vzoriek pacientov a pridané DNA-QS lambda molekuly sa extrahuja simultanne. V skratke, virusova
nukleova kyselina sa uvolnuje pridanim proteinazy a dezintegra¢ného ¢inidla do vzorky. Uvolnena nukleova kyselina sa
viaze na silikatovy povrch pridanych magnetickych gulocok. Neviazané latky a necistoty ako je denaturovany protein,
bunkovy odpad a potencialne PCR inhibitory sa odstranuju naslednymi krokmi premyvacieho ¢inidla a vy¢istena

nukleova kyselina sa vymyva zo sklenych guléc¢ok pomocou eluéného pufru pri vysokej teplote.

Selektivna amplifikdcia cielovej nukleovej kyseliny zo vzorky sa dosahuje pomocou $pecifického pristupu k dvom cielom
v ramci DNA virusu vo vysoko konzervovanych oblastiach BKV umiestnenych v malej t-antigénovej oblasti BKV a BKV
VP2 oblasti. Selektivna amplifikacia DNA-QS sa dosahuje pomocou sekvencne $pecifickych priamych a reverznych
primerov, ktoré su navrhnuté, aby neboli homologické s gendmom BKV. Na amplifikaciu DNA sa pouziva termostabilny
enzym polymerazy. Cielové sekvencie DNA-QS sa amplifikuju simultanne s pouzitim univerzdlneho PCR amplifika¢ného
profilu s krokmi vopred urcenej teploty a poctom cyklov. Hlavna zmes zahfna deoxyuridin trifosfat (dUTP) namiesto
deoxytymidin trifosfatu (dTTP), ktory je zapracovany do Cerstvo syntetizovanej DNA (amplikon).'*'* Kazdy
kontaminujuci amplikoén z predchadzajucich cyklov PCR sa po zahriati pocas prvého kroku tepelného cyklu eliminuje
enzymom AmpErase, ktory je sicastou zmesi PCR. Av$ak novosformovany amplikon sa neeliminuje, nakolko enzym
AmpErase sa deaktivuje, ked sa vystavi teplotam nad 55 °C.

Hlavna zmes testu cobas® BKV obsahuje dve detekéné sondy $pecifické pre cielové sekvencie BKV a jednu pre DNA-QS.
Sondy st oznacené cielovo $pecifickymi fluorescenénymi reportérovymi (indika¢nymi) farbivami, ktoré umoznuju
stcasnu detekciu ciefovych BKV a DNA-QS vo dvoch réznych cielovych kandloch.'> * Fluorescen¢ny signal intaktnych
sond je potlacany zhasacom (tlmiacim farbivom). Po¢as kroku PCR amplifikdcie vedie hybridizacia sondy k $pecifickym
jednovlaknovym tsekom DNA k jej tiepeniu vplyvom 5' - 3' nukleazovej aktivity DNA polymerazy, ¢o vedie k separacii
reportérovych a zhasacich farbiv a vzniku fluorescen¢ného signélu. Pri kazdom cykle PCR vznika rastiice mnozstvo
roz$tiepenych sond, ¢im sucasne dochadza k zosilneniu kumulovaného signalu reportéra. Zaznamenanie a diskriminacia
PCR produktov v realnom case sa zavi$i meranim fluorescencie uvolnenych signaliza¢nych farieb pre virusové ciele

a DNA-QS.
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Cinidla a materialy

cobas® BKYV ¢inidla a kontroly

Materidly poskytované na test cobas® BKV uvadza Tab. 1. Pozadované, no neposkytované materialy uvadza Tab. 2 az
Tab. 4 a Tab. 8 az Tab. 10.

Informacie o nebezpe¢nosti produktu néjdete v ¢asti Cinidla a materialy a Preventivne opatrenia a poZiadavky na

manipulaciu.

Tab.1 cobas® BKY

cobas® BKV
Skladujte pri 2 - 8 °C

192 testovacich kaziet (P/N 09040960190)

Sucasti stpravy

Zlozenie cinidiel

Mnozstvo v stiprave

¢inidlo 2
(BKV MMX-R2)

192 testov

Roztok proteinazy Tris pufer, < 0,05 % EDTA, chlorid vdpenaty, octan vépenaty, 8 % proteinaza, glycerol | 22,3 ml
(PASE) EUH210: Na poziadanie mozZno poskytnut kartu bezpe¢nostnych tdajov.

EUH208: Obsahuje subtilizin z kmena Bacillus subtilis. M6ze vyvolat alergicku

reakciu.
Standard DNA Tris pufer, < 0,05 % EDTA, < 0,001 % latka bez BKV DNA obsahujtca vazbu 21,2 ml
kvantifikacie priméru bez BKV a jedine¢nd oblast pre sondu (neinfekéna DNA), < 0,002 % Poly
(DNA QS) rA RNA (syntetickd), < 0,1 % azid sodny
Eluény pufer Tris pufer, 0,2 % metyl-4 hydroxybenzoét 21,2 ml
(EB)
Hlavna zmes éinidlo 1 Octan manganaty, hydroxid draselny, < 0,1 % azid sodny 7,5 ml
(MMX-R1)
BKV hlavna zmes Tricinovy pufer, octan draselny, < 18 % dimetylsulfoxid, glycerol, < 0,1 % Tween 20, 9,7 ml

EDTA, < 0,12 % dATP, dCTP, dGTP, dUTPs, < 0,01 % BKV priméry priame a reverzné,
< 0,01 % kvantifika¢né Standardy primérov priamych a reverznych,

< 0,01 % fluorescenéne znac¢ené oligonukleotidové sondy Specifické pre BKV a BKV
kvantifika¢ny $tandard, < 0,01 % oligonukleotidovy aptamér, < 0,01 % Z05D DNA
polymeraza, < 0,10 % AmpErase (uracil-N-glykozyldza) (mikrobidlna),

< 0,1 % azid sodny
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Tab. 2

cobas® EBV/BKV Control Kit

cobas® EBV/BKYV Control Kit

Skladujte pri 2 - 8 °C

Uréené na pouZitie v systéme cobas® 5800 (P/N 09040951190)
Uréené na pouZitie v systémoch cobas® 6800/8800 (P/N 08688214190 alebo P/N 09040951190)

obalovacom proteine, normélna
[udska plazma, BKV DNA
nezistitelné metédami PCR

0,1 % konzervacn4 latka
ProClin® 300**

Sucéasti stpravy Zlozenie ¢inidiel Mnozstvo Bezpecénostny symbol a varovanie*
v stiprave
EBV/BKV nizko < 0,001 % synteticky (plazmid) 4 ml
pozitivna kontrola BKV DNA zakapsulovany (8 x 0,5ml) \ap/
(EBV/BKV L(+)C) v lambda bakteriofdagovom \ ,
obafovacom proteine, normélna \*_/
I’ud§k§ pla%ma, E,>KV QNA VYSTRAHA
nezistitelné metédami PCR ) )
H317: Moze vyvolat alergicku koznu reakciu.
0,1 % konzervacna latka . o | . R .
ProClin® 300** H412: Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi G¢inkami.
P261: Zabrante vdychovaniu prachu/dymu/plynu/hmly/pér/
aeros6lov.
P273: Zabrante uvolfneniu do Zivotného prostredia.
P280: Pouzivajte ochranné rukavice.
P333 + P313: Ak sa prejavi podrézdenie pokozky alebo sa
vytvoria vyrazky: vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.
P362 + P364: Kontaminovany odev vyzlecte a pred dalSim
pouzitim vyperte.
P501: Zneskodnite obsah/nédobu v zariadeni schvdlenom na
likviddciu odpadov.
55965-84-9 Reakénd masa: 5-chlér-2-metyl-4-izotiazolin-
3-6nu a 2-metyl-2H-izotiazol-3-6nu (3 : 1).
EBV/BKV vysoko < 0,001 % synteticky (plazmid) 4 ml
pozitivna kontrola BKV DNA zakapsulovany 8 x0,5ml) -
(EBV/BKV H(+)C) v lambda bakteriofdggovom

) &
VYSTRAHA

H317: Moze vyvolat alergicku koznu reakciu.

H412: Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi tGéinkami.
P261: Zabrante vdychovaniu prachu/dymu/plynu/hmly/pér/
aerosélov.

P273: Zabrante uvolfneniu do Zivotného prostredia.

P280: Pouzivajte ochranné rukavice.

P333 + P313: Ak sa prejavi podrézdenie pokozky alebo sa
vytvoria vyrazky: vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.
P362 + P364: Kontaminovany odev vyzlecte a pred dalSim
pouzitim vyperte.

P501: Zneskodnite obsah/n&dobu v zariadeni schvdlenom na
likviddciu odpadov.

55965-84-9 Reakénd masa: 5-chlor-2-metyl-4-izotiazolin-
3-6nu a 2-metyl-2H-izotiazol-3-6nu (3 : 1).

*  Oznaenie bezpec¢nosti vyrobku sa riadi hlavne usmernenim EU pre globdlny harmonizovany systém (GHS) klasifikcie a ozna¢ovania

chemikilii.

** Nebezpe¢na latka alebo zmes.

09478124001-03SK

Doc Rev. 3.0



cobas® BKV

Tab.3 cobas® Buffer Negative Control Kit

cobas® Buffer Negative Control Kit
Skladujte pri 2 - 8 °C

Uréené na pouzitie v systéme cobas® 5800 (P/N 09051953190)
Uréené na pouzitie v systémoch cobas® 6800/8800 (P/N 07002238190 alebo P/N 09051953190)

Sucasti stupravy Zlozenie cinidiel Mnozstvo v stiprave
cobas® pufer negativna kontrola | Tris pufer, < 0,1 % azid sodny, EDTA, 0,002 % Poly rA RNA (syntetickd) 16 ml
(BUF(-) C) (16 x 1 ml)
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Cinidla cobas® omni na pripravu vzoriek

Tab. 4 Cinidla cobas® omni na pripravu vzoriek

Wash Reagent
(WASH)

Skladujte pri 15 - 30 °C
(P/N 06997503190)

0,1 % metyl-4 hydroxybenzoat

Cinidla Zlozenie ¢€inidiel Mnozstvo Bezpeénostny symbol a varovanie*
v suiprave

cobas® omni Magnetické sklenené ¢astice, 480 testov Netyka sa

MGP Reagent Tris pufer, 0,1% metyl-4 hydroxy-

(MGP) benzoat, < 0,1% azid sodny

Skladujte pri2 - 8 °C

(P/N 06997546190)

cobas® omni Tris pufer, 0,1 % metyl-4 4 x 875 ml Netyka sa

Specimen Diluent hydroxybenzoat,

(SPEC DIL) < 0,1 % azid sodny

Skladujte pri 2 - 8 °C

(P/N 06997511190)

cobas® omni 43 % (w/w) guanidin tiokyanat™, | 4 x 875 ml

Lysis Reagent 5 9% (w/v) polidokanol**, )

(LYS) 2 9 (w/v) ditiotreitol**, o <

Skladujte pri 2 - 8 °C dihydrat citrénanu sodného

(P/N 06997538190) EUHO032: Pri kontakte NEBEZPECENSTVO

S k_yse['”am' uvolfiuje vemi H302 + H332: Zdraviu $kodlivy pri poziti alebo vdychnuti.
toxicky plyn. H314: Sposobuje vézne poleptanie a poskodenie o¢i.

H411: Toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi tu¢inkami.
P273: Zabrarte uvolneniu do Zivotného prostredia.
P280: Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
okuliare/ochranu tvére.
P303 + P361 + P353: PRI KONTAKTE S POKOZKOU (alebo
vlasmi): vyzleéte vSetky kontaminované ¢asti odevu. Pokozku
oplachnite vodou.
P304 + P340 + P310: PO VDYCHNUTI: presuiite osobu na
¢erstvy vzduch a umoznite jej pohodine dychat. Okamzite
volajte TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM/lekdra.
P305 + P351 + P338 + P310: PO ZASIAHNUTI OCI: opatrne
niekolko minut oplachujte vodou. Ak pouzivate kontaktné
$o8ovky a ak je to mozné, odstrérite ich. Pokradujte vo
vyplachovani. Okamzite volajte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNE CENTRUM/lekéra.
P391: Zozbierajte uniknuty produkt.
593-84-0 Guanidin tiokyanét
9002-92-0 Polidokanol
3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimercaptobutane-2,3-diol

cobas® omni Dihydrét citrénanu sodného, 421 Netyka sa

*  Oznaenie bezpec¢nosti vyrobku sa riadi hlavne usmernenim EU pre globdlny harmonizovany systém (GHS) klasifikcie a ozna¢ovania

chemikilii.

** Nebezpecna latka alebo zmes.
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cobas® BKV

Poziadavky na skladovanie ¢inidiel a manipulaciu s nimi

Cinidla sa musia skladovat a musi sa s nimi zaobchadzat tak, ako to uvadza Tab. 5, Tab. 6 a Tab. 7.

Ked ¢inidla nie su vlozené v systéme cobas® 5800 alebo systémoch cobas® 6800/8800, skladujte ich pri vhodnej teplote

(Tab. 5).

Tab.5 Skladovanie ¢inidiel (ked ¢inidlo nie je v systéme)

Cinidlo Teplota skladovania
cobas® BKV 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
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Poziadavky na manipulaciu s é¢inidlami pre systém cobas® 5800

Cinidl4 vlozené do systému cobas® 5800 sa uchovavaju pri spravnej teplote a ich exspirdciu monitoruje systém. Systém

umoznuje pouzit ¢inidld, iba ak st splnené véetky podmienky, ktoré uvadza Tab. 6. Systém automaticky zabranuje

pouzitiu exspirovanych ¢inidiel. Tab. 6 umoznuje pouzivatelovi oboznamit sa s podmienkami manipuldcie s ¢inidlami,

ktoré vyzaduje systém cobas® 5800.

Tab.6 Podmienky tykajlce sa exspiracie ¢inidiel vyzadované systémom cobas® 5800

Pocet cyklov, pri ktorom

Cinidlo g::rl:lvyexspirécie :ltl?::::’t; otvorenej sa mdze tato suprava 3Tabrii:t:eni
pouzit

cobas® BKV Neexspirované 90 dni od prvého pouzitia Max. 40 cyklov Max. 36 dni**
cobas® EBV/BKV Control Kit Neexspirované Netyka sa* Netyka sa Max. 36 dni**
cobas® Buffer Negative Control Kit | Neexspirované Netyka sa* Netyka sa Max. 36 dni**
cobas® omni Lysis Reagent Neexspirované 30 dni od vlozenia** Netyka sa Netyka sa
cobas® omni MGP Reagent Neexspirované 30 dni od vlozenia** Netyka sa Netyka sa
cobas® omni Specimen Diluent Neexspirované 30 dni od vlozenia** Netyka sa Netyka sa
cobas® omni Wash Reagent Neexspirované 30 dni od vlozenia** Netyka sa Netyka sa

*  Cinidla na jedno pouzitie.

** Cas sa meria od prvého vloZenia ¢inidla do systému cobas® 5800.

Poziadavky na manipulaciu s éinidlami pre systémy cobas® 6800/8800

Cinidla vlozené do systémov cobas® 6800/8800 sa uchovavajti pri spravnej teplote a ich exspirdciu monitoruje systém.

Systémy cobas® 6800/8800 umoznuju pouzit ¢inidla, iba ak st splnené vetky podmienky, ktoré uvadza Tab. 7. Systém

automaticky zabranuje pouzitiu exspirovanych ¢inidiel. Tab. 7 umoznuje pouzivatelovi oboznamit sa s podmienkami

manipuldcie s ¢inidlami, ktoré vyzaduja systémy cobas® 6800/8800.

Tab.7 Podmienky tykajlce sa exspirdcie ¢inidiel vyzadované systémami cobas® 6800/8800

Datum - . Pocet cyklov, pri Stabilita v zariadeni
.. L. Stabilita otvorenej . . . . .
Cinidlo exspiracie stiora ktorom sa méze (suhrnny ¢éas v zariadeni
sdpravy pravy tato suiprava pouzit | mimo chladnicky)
cobas® BKV Neexspirované | 90 dni od prvého pouzitia | Max. 40 cyklov Max. 40 hodin
cobas® EBV/BKV Control Kit Neexspirované | Netyka sa* Netyka sa Max. 8 hodin
cobas® Buffer Negative Control Kit | Neexspirované | Netyka sa* Netyka sa Max. 10 hodin
cobas® omni Lysis Reagent Neexspirované | 30 dni od vloZenia** Netyka sa Netyka sa
cobas® omni MGP Reagent Neexspirované | 30 dni od vloZenia** Netyka sa Netyka sa
cobas® omni Specimen Diluent Neexspirované | 30 dni od vloZenia** Netyka sa Netyka sa
cobas® omni Wash Reagent Neexspirované | 30 dni od vloZenia** Netyka sa Netyka sa

*  Cinidl4 na jedno pouzitie.

** Cas sa meria od prvého vloZenia ¢inidla do systémov cobas® 6800/8800.
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Dalsie vyzadované materialy pre systém cobas® 5800

Tab.8 Materidly a spotrebné materidly na pouzitie v systéme cobas® 5800

Material P/N

cobas® omni Processing Plate 24 08413975001
cobas® omni Amplification Plate 24 08499853001
cobas® omni Liquid Waste Plate 24 08413983001
Spitka CORE TIPS s filtrom, 1 ml 04639642001
Spitka CORE TIPS s filtrom, 300 pl 07345607001
Néddoba na tekuty odpad cobas® omni 07094388001
cobas® omni Lysis Reagent 06997538190
cobas® omni MGP Reagent 06997546190
cobas® omni Specimen Diluent 06997511190
cobas® omni Wash Reagent 06997503190
Vrecko na tuhy odpad 07435967001
alebo alebo

Vrece na tuhy odpad s vlozkou 08030073001
cobas® omni sekundérne skimavky 13 x 75 (volitefné) 06438776001
Stprava so sekundarnymi skiimavkami s médiom cobas® PCR Media* 07958048190
Suprava nahradnych vie¢ok na skimavky s médiom cobas® PCR Media 07958056190
Stojan na jednorazové skimavky s médiom cobas® PCR Media (volitelny) 07958064190
Stojan MPA RACK 16 MM LIGHT GREEN 2001-2050* ** 03143449001
Stojan RD5 RACK - RD Standard rack 0001-0050 LR* ** 11902997001
Nosi¢ skiimaviek so 16 polohami* 09224319001
Stojanovy nosi¢ s 5 polohami* 09224475001

*

Ak potrebujete podrobny objedndvaci zoznam stojanov na vzorky, obratte sa na miestneho zastupcu spolo¢nosti Roche.

** Stojan MPA 16 mm alebo nosi¢ skimaviek so 16 polohami st preferovanymi stojanmi pri praci so vzorkami odobratymi do skimaviek s médiom

cobas® PCR Media.
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Dalsie vyzadované materialy pre systémy cobas® 6800/8800

Tab.9 Materidly a spotrebny material pre pouzitie v systémoch cobas® 6800/8800

Material P/N

cobas® omni Processing Plate 05534917001

cobas® omni Amplification Plate 05534941001

Pipetové $picky cobas® omni 05534925001

Néddoba na tekuty odpad cobas® omni 07094388001

cobas® omni Lysis Reagent 06997538190

cobas® omni MGP Reagent 06997546190

cobas® omni Specimen Diluent 06997511190

cobas® omni Wash Reagent 06997503190

Vrece na tuhy odpad a nddoba na tuhy odpad 07435967001 a 07094361001
alebo alebo

Vrece na tuhy odpad s vlozkou a aktualizicia zasuvky na stpravu pre tuhy odpad 08030073001 a 08387281001
cobas® omni sekundérne skiimavky 13 x 75 (volitefné) 06438776001

Suprava so sekunddrnymi skiimavkami s médiom cobas® PCR Media* 07958048190

Suprava nahradnych vie¢ok na skimavky s médiom cobas® PCR Media 07958056190

Stojan na jednorazové skimavky s médiom cobas® PCR Media (volitelny) 07958064190

Stojan MPA RACK 16 MM LIGHT GREEN 2001-2050* ** 03143449001

* Ak potrebujete podrobny objednédvaci zoznam stojanov na vzorky, stojanov na $picky so zrazeninou a zasuvkovych stojanov, ktoré je mozné
pouzit v tychto pristrojoch, obratte sa na miestneho zdstupcu spolo¢nosti Roche.

** Stojan MPA 16 mm je preferovanym stojanom pri praci so vzorkami odobratymi do skiimaviek s médiom cobas® PCR Media.

Tab. 10 Supravy na odber vzoriek moéu na pouZitie s testom cobas® BKV

Suprava na odber P/N
Suprava na vzorky mo¢u s médiom coebas® PCR Urine Sample Kit 05170486190
cobas® PCR Media Kit 06466281190

Poznamka: Stiprava cobas® PCR Urine Sample Kit sa pouZiva na odber a prepravu vzoriek moc¢u. Kazda stprava cobas® PCR Urine Sample Kit
obsahuje 100 vreciek na vzorky mocu cobas® PCR. Kazdé vrecko obsahuje 1 jednorazovi pipetu a 1 skimavku s médiom cobas® PCR Media so 4,3 ml
média cobas® PCR Media. Médium cobas® PCR Media slizi ako transportné a skladovacie médium na stabilizaciu nukleovych kyselin pre vzorky
mocu.

V pripade vzoriek mocu zaslanych priamo do laboratoria bez pouzitia siipravy na odber vzoriek mocu cobas® PCR Urine Sample Kit na odber sa
moze ako alternativa pouzit siprava média cobas® PCR Media, ktora obsahuje 100 skumaviek s médiom cobas® PCR Media (bez jednorazovych
pipiet), no mo¢ sa musi preniest do 24 hodin od odberu.
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Vyzadované pristrojové vybavenie a softvér

Softvér systému cobas® 5800 a analyticky balik testu cobas® BKV pre systém cobas® 5800 sa musia nainstalovat do pristroja
cobas® 5800. Softvér Data Manager a PC pre systém cobas® 5800 sa dodaju spolu so systémom.

Softvér systému cobas® 6800/8800 a analyticky balik testu cobas® BKV sa musi nainstalovat do pristrojov. Server
Instrument Gateway (IG) bude dodany so systémom.

Tab. 11 Pristroje

Prislusenstvo P/N

Systém cobas® 5800 08707464001

Systém cobas® 6800 System (prenosnd verzia) 05524245001 a 06379672001
Systém cobas® 6800 System (neprenosnd verzia) 05524245001 a 06379664001
Systém cobas® 8800 05412722001

Modul na poddvanie vzoriek 06301037001

Dalsie informadcie néjdete v pouzivatelskej prirucke a/alebo navode na obsluhu systému cobas® 5800 alebo systémov cobas® 6800/8800.

Poznamka: Ak potrebujete podrobny objednéavaci zoznam primarnych a sekundarnych skiimaviek na vzorky, stojanov na vzorky, stojanov na §picky
so zrazeninou a zasuvkovych stojanov, ktoré je mozné pouzit v tychto pristrojoch, obrétte sa na miestneho zastupcu spolo¢nosti Roche.

V rdmci testu cobas® BKV je mozné pouzit primarnu skiamavku pouzitd na typy vzoriek moc¢u odobratych do média cobas® PCR Media.
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Preventivne opatrenia a poziadavky na manipulaciu

Vystrahy a preventivhe opatrenia

Ako pri kazdej testovacej proceddre, aj v tomto pripade plati, ze zékladom spravneho vykonania tejto analyzy je dodrzanie

osvedc¢enych laboratérnych postupov. Vzhladom na vysokau citlivost tohto testu je potrebné zachovat najvyssiu opatrnost

pri uchovani ¢istoty ¢inidiel a amplifikacnych zmesi.

Iba na diagnostické pouzitie in vitro.

Test cobas® BKV nebol validovany na testovanie pritomnosti BKV v krvi alebo krvnych produktoch.

So vSetkymi vzorkami od pacientov sa musi zaobchadzat ako s infekénym materidlom a musia sa dodrziavat
osvedcené laboratérne postupy uvedené v materiali Biologicka bezpecnost v mikrobiologickych a biomedickych
laboratériach (Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories) a v dokumente CLSI M29-A4.">'¢
Ttto procediru musia vykonavat len osoby so skiisenostami s pouzivanim systémov cobas® BKV

a cobas® 5800/6800/8800 vyskolené v oblasti manipulacie s infek¢nymi materialmi.

Vsetky produkty z fudského tela musia byt povazované za potencialne infekéné a malo by sa s nimi narabat

v stlade s beznymi bezpe¢nostnymi pokynmi. Ak dojde k rozliatiu, zasiahnuté miesto okamzite dezinfikujte
¢erstvo pripravenym 0,6 % roztokom chlérnanu sodného alebo draselného v destilovanej alebo deionizovanej
vode alebo postupujte podla prislusnych smernic daného pracoviska.

Kontrolna suprava cobas® EBV/BKV Control Kit obsahuje plazmu odvodent z [udskej krvi. Zdrojovy material
testovali pomocou metéd PCR a preukézal prijatelné stopy nizkych hodnét BKV DNA. Ziadna znama testovacia
metdda nemdze plne zarucit, ze neddjde k prenosu infekénych ¢initelov produktmi odvodenymi z fudskej krvi.
Nezmrazujte plnia krv ani akékolvek vzorky mocu ulozené v primarnych skamavkach.

Ak chcete zabezpecit optimalne vykonanie testu, pouzivajte len dodany alebo Specifikovany vyzadovany
spotrebny material.

Karty bezpe¢nostnych tdajov (SDS) st k dispozicii na poziadanie od miestneho zastupcu spolo¢nosti Roche.
Dosledne dodrziavajte poskytnuté postupy a usmernenia, aby ste zabezpecili spravne vykonanie testu. Akakolvek
odchylka od postupov a usmerneni moze mat vplyv na optimalny priebeh testu.

Ak sa pri manipulacii so vzorkami a ich spracovani primerane nekontroluje prenos vzoriek, moze dojst

k chybnym pozitivnym vysledkom.

Médium cobas® PCR Media (z primarnej skimavky na vzorku) obsahuje guanidin hydrochlorid. Dbajte na to,
aby nedoslo k priamemu kontaktu guanidin hydrochloridu a chlérnanu sodného (bieliaci roztok) alebo
vysokoreaktivnych ¢inidiel, akymi st napr. kyseliny alebo zasady. Tieto zmesi mdZu uvolnovat skodlivy plyn.
Ak dojde k rozliatiu tekutiny, ktora obsahuje guanidin hydrochlorid, vy¢istite zasiahnuté miesto vhodnym
laboratérnym detergentom a vodou. Ak rozliata kvapalina obsahuje potencidlne infek¢né latky, zasiahnuté
miesto NAJSKOR vycistite laboratérnym detergentom a vodou a potom 0,6 % roztokom chlérnanu sodného
alebo draselného.

Informujte miestny kompetentny organ a vyrobcu o vsetkych zavaznych udalostiach, ktoré sa moézu vyskytnut pri
pouzivani tohto testu.
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Manipulacia s ¢inidlami

So vsetkymi ¢inidlami, kontrolami a vzorkami zaobchadzajte v stilade s osved¢enymi laboratérnymi postupmi
tak, aby sa predislo prenosu vzoriek alebo kontrol.

Pred pouzitim skontrolujte vSetky kazety s ¢inidlami, rozptstadld, dezintegra¢né ¢inidla a premyvacie ¢inidla,
¢i nevykazuju znaky unikania. Ak ¢inidlo unika, tento materidl na testovanie nepouzivajte.

Dezintegra¢né ¢inidlo cobas® omni Lysis Reagent obsahuje guanidin tiokyanat, ¢o je potencialne nebezpe¢na
chemikadlia. Dbajte na to, aby nedoslo ku kontaktu ¢inidiel s pokozkou, o¢ami alebo sliznicami. Ak dojde ku
kontaktu, zasiahnuté miesto okamzite oplachnite velkym mnozstvom vody. V opa¢nom pripade hrozi riziko
popalenin.

Testovacie supravy cobas® BKV, cobas® omni MGP Reagent a cobas® omni Specimen Diluent obsahuju azid
sodika ako konzerva¢ny pripravok. Dbajte na to, aby nedoslo ku kontaktu ¢inidiel s pokozkou, o¢ami alebo
sliznicami. Ak dojde ku kontaktu, zasiahnuté miesto okamzite oplachnite velkym mnozstvom vody. V opa¢nom
pripade hrozi riziko popalenin. Ak dojde k rozliatiu tychto ¢inidiel, pred ich vysusenim rozliate ¢inidla zriedte
vodou.

Dbajte na to, aby nedoslo ku kontaktu dezintegra¢ného ¢inidla cobas® omni Lysis Reagent, ktoré obsahuje
guanidintiokyanat, s chlérnanovym (bieliacim) roztokom. V opa¢nom pripade moze dojst k tvorbe
vysokotoxického plynu.

Vietky materialy, ktoré pridli do styku so vzorkami a ¢inidlami, zlikvidujte v sulade so $tatnymi a miestnymi
predpismi.

Vhodné laboratérne postupy

Pipetu nenaplajte pomocou tst.

V pracovnych priestoroch nejedzte, nepite a nefajcite.

Pri manipuldcii so vzorkami a ¢inidlami pouzivajte laboratérne rukavice, laboratérne plaste a ochranné
prostriedky na o¢i. Aby sa zabranilo kontamindcii, medzi jednotlivymi manipulaciami so vzorkami a sipravami
cobas® BKV, kontrolou EBV/BKV Low Positive Control (EBV/BKV L(+)C), kontrolou EBV/BKV High Positive
Control (EBV/BKV H(+)C), supravami cobas® Buffer Negative Control Kit a ¢inidlami cobas® omni je potrebné,
aby si operdtor vymenil rukavice. Pri manipuldcii so vzorkami a kontrolami dbajte na to, aby nedoslo ku
kontamindcii rukavic.

Po ukonceni prace so vzorkami a ¢inidlami sipravy a po snati rukavic si dokladne umyte ruky.

Vsetky pracovné povrchy v laboratériu dokladne vy¢istite a vydezinfikujte pomocou cerstvo pripraveného 0,6 %
roztoku chlérnanu sodného alebo draselného v deionizovanej alebo destilovanej vode. Nasledne pracovné
povrchy utrite utierkou namocenou do 70 % etanolu.

Ak dojde k rozliatiu na pristroji cobas® 5800 alebo cobas® 6800/8800, postupujte podla pokynov v pouzivatelskej
prirucke a/alebo navode na obsluhu systémov cobas® 5800 alebo cobas® 6800/8800, aby sa povrch materidlu
poriadne vy¢istil a dekontaminoval.
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Odber, preprava a skladovanie vzoriek

Poznamka: so vSetkymi vzorkami a kontrolnymi vzorkami zaobchadzajte tak, ako keby boli schopné prenosu infekénych
Cinitelov.

Vzorky EDTA plazmy

e Visetky vzorky skladujte pri uréenych teplotach. Zvysenie teploty mé vplyv na stabilitu vzoriek.

e Ak pouzivate zmrazené vzorky v sekundarnych skumavkach, nechajte vzorky temperovat pri izbovej teplote
(15 az 30 °C), az kym sa tplne nerozpustia, potom ich zlahka premiesajte (napr. vortexovanim po dobu
3 - 5 sekind) a odstredte, aby sa cely obsah vzorky zhromazdil na dne skiimavky.

e Plna krv sa musi odoberat do skiimaviek BD Vacutainer® PPT™ na pripravu plazmy pre molekuldrne diagnostické
testovacie metddy alebo do sterilnych skimaviek za pouzitia EDTA ako antikoagulantu. Postupujte podla
pokynov vyrobcu pre odber vzoriek. Pozrite si Obr. 1.

e Celd krv odobratd do skimaviek na pripravu plazmy BD Vacutainer® PPT™ na molekularne diagnostické
testovacie metddy alebo do sterilnych skimaviek pomocou antikoagulantu EDTA sa moze skladovat alebo
prepravovat do 24 hodin pri teplote 2 — 25 °C pred pripravou plazmy. Odstredovanie sa musi vykonat podla
pokynov vyrobcu.

e Po oddeleni sa vzorky plazmy mo6zu skladovat 24 hodin pri 2 az 30 °C v primarnych alebo sekundarnych
skumavkach, a nasledne:

o Skladujte v primdrnych alebo sekunddrnych skimavkdch max. 6 dni pri teplote 2 az 8 °C.
o Skladujte s sekundarnych skimavkach max. 6 mesiacov pri teplote < -20 °C.

e Vzorky plazmy su stabilné pocas max. 4 cyklov zmrazenia/rozmrazenia, ked st zamrazené na < -20 °C.

e Ak chcete vzorky prepravovat, je potrebné ich zabalit a oznacit v stlade s platnymi §tatnymi alebo
medzinarodnymi predpismi zahfnajicimi prepravu vzoriek a etiologickych latok.

Obr. 1 Podmienky skladovania vzoriek EDTA plazmy
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Vzorky mocu

Obr. 2

Na odber a stabilizaciu vzoriek mocu pre test cobas® BKV pouzivajte len supravu na vzorky mocu cobas® PCR
Urine Sample Kit. Test cobas® BKV nebol schvaleny na pouzitie s inymi pomd6ckami na odber mocu ani inymi
typmi médii. Pouzivanie testu cobas® BKV s inymi pomockami na odber mocu alebo inymi typmi médii moze
viest k nepravdivym negativnym, nepravdivym pozitivinym alebo neplatnym vysledkom.

Vzorky mocu musia byt do skiimavky (stabilizovanej) s médiom cobas® PCR Media prenesené okamzite. Ak
vzorky nemozno preniest okamzite, mozu sa skladovat maximalne 24 hodin pri teplote 2 °C az 30 °C.

Po stabilizécii vzoriek mo¢u v médiu cobas® PCR Media sa daji vzorky skladovat maximalne 90 dni pri teplote

2 az 30 °C. Pozrite si Obr. 2.

Netestované vzorky moc¢u musia mat vrch hladiny kvapaliny medzi dvoma ciernymi ¢iarami na okienku stitku na
skiimavke s médiom cobas® PCR Media. Ak je hladina kvapaliny niz$ie alebo vyssie ako tieto ¢iary, vzorka nebola
spravne odobratd a nemoze sa pouzit na testovanie.

Ak nemate dostato¢ny objem mocu (4,3 ml) na zriedenie v skimavke na vzorku mocu cobas® PCR Urine Sample
tube, mo¢ mozno zriedit manualne pomocou média cobas® PCR Media. Pred testovanim pomocou testu

cobas® BKV treba v médiu cobas® PCR Media zriedit aspon 0,5 ml ¢istého mocu (pomer 1: 1).

Ak chcete zabranit krizovej kontaminacii spracovanych vzoriek, pouzivajte na skimavky s médiom cobas® PCR
Media dalsie uzdvery s alternativnymi farbami (bezfarebné, pozrite ¢ast Dalsie vyzadované materialy), ktorymi
mozete uzavriet vzorky po ich spracovani.

Ak sa vyzaduje dalsie testovanie, v skumavke s médiom cobas® PCR Media musi zostat aspon 1,2 ml vzorky.

Ak chcete vzorky prepravovat, je potrebné ich zabalit a oznacit v stlade s platnymi $tatnymi alebo
medzinarodnymi predpismi zahfnajicimi prepravu vzoriek a etiologickych latok.

Podmienky skladovania vzoriek moc¢u

30

) Cisty mo¢ pred
& prenosom do
g média cobas® Mot stabilizovany v médiu cobas® PCR Media
2 PCR Media
[
2 Cas
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Navod na pouzitie

Proceduralne poznamky

e Nepouzivajte ¢inidla cobas® BKV, cobas® EBV/BKV Control Kit, cobas® Buffer Negative Control Kit alebo
¢inidla cobas® omni po datumoch ich exspiracie.

e Spotrebny material nepouzivajte opakovane. Je urceny iba na jedno pouzitie.

e Dbajte na to, aby boli $titky s ¢iarovymi kddmi vzoriek na skiimavkach so vzorkami viditelné cez otvory na
bocnej strane stojanov na vzorky RD5 alebo MPA. Spravne $pecifikdcie ¢iarovych kodov a dal$ie informacie
o vkladani skimaviek so vzorkami najdete v navode na obsluhu systému cobas® 5800 alebo systémov
cobas® 6800/8800.

e Informacie o spravnej udrzbe nastrojov najdete v pouzivatelskej prirucke a/alebo navode na obsluhu systému
cobas® 5800 alebo systémov cobas® 6800/8800.

Spustenie testu cobas® BKV v systéme cobas® 5800

Analyzu cobas® BKV je mozné vykonat pri minimalnom pozadovanom objeme vzorky 350 pl pre EDTA plazmu (pre
postup so vzorkou s objemom 200 pl) a 550 pL pre vzorky stabilizovaného mocu (pre postup so vzorkou s objemom
400 pl). Postup testu je podrobne opisany v pouzivatelskej prirucke a/alebo navode na obsluhu systému cobas® 5800.
Obr. 3 uvedeny nizsie obsahuje suhrnné informacie o procedure.

e Vzorky sa musia otvorit a vlozit priamo do stojanov na spracovanie v systéme cobas® 5800.
e Jeden cyklus moze obsahovat kombinaciu vzoriek (plazma, stabilizovany moc).

Vzorky v EDTA plazme a vzorky stabilizovaného mocu treba spracovat pomocou vyberu typu vzorky v pouzivatelskom
rozhrani (UI) testu cobas® BKV, ako uvadza Obr. 3, krok 2.
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Obr.3 Postup testu cobas® BKV v systéme cobas® 5800

Prihlaste sa do systému.
Stlagenim tlagidla ,Start (Start) pripravte systém.

Vlozte vzorky do systému:
e Vlozte stojany na vzorky do systému.
e  Systém sa pripravi automaticky.
e \Vyziadajte vykonanie testov.
o Vyberte moznost ,Plasma“ (Plazma) na vyziadanie vzoriek EDTA plazmy.
o Vyberte moznost ,Urine* (Mo¢) na vyZiadanie vzoriek mo¢u odobratych do
média cobas® PCR Media.
= Otvorte skiimavku.
=  Preneste skimavku priamo do stojana.

Doplnte ¢inidld a spotrebny materidl podfa pokynov systému:
Vlozte kazety so $pecifickymi testovacimi Cinidlami.
Vlozte ministojany s kontrolami.

Vlozte $pic¢ky na spracovanie.

Vlozte eluéné $picky.

Vlozte platni¢ky na spracovanie.

Vlozte platni¢ky na tekuty odpad.

Vlozte platni¢ky na amplifikaciu.

Vlozte kazetu s MGP.

Doplnte riedidlo na vzorky.

Doplnte dezintegra¢né ¢inidlo.

Dopilrite vyplachové ¢inidlo.

Spustite cyklus pomocou tla¢idla Start processing na pouzivatefskom rozhranf; vsetky dalSie
prevadzky sa spustia automaticky, ak sa neodlozia manualne.

Skontrolujte a exportujte vysledky.

V pripade potreby vyberte a uzavrite na budice pouzitie skimavky so vzorkami, ktoré vyhovuju
minimalnym poZiadavkdm na objem.

Vycistite pristroj:

e \lyberte prazdne ministojany s kontrolami.

e \lyberte prazdne kazety so Specifickymi testovacimi ¢inidlami.

o Vyprazdnite zasuvku s platni¢kou na amplifikaciu.

o QOdstrante tekuty odpad.

e Qdstrante tuhy odpad.
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Spustenie testu cobas® BKV v systémoch cobas® 6800/8800

Analyzu cobas® BKV je mozné vykonat pri minimalnom pozadovanom objeme vzorky 350 pl pre EDTA plazmu (pre
postup so vzorkou s objemom 200 pl) a 550 pL pre vzorky stabilizovaného mocu (pre postup so vzorkou s objemom
400 pl). Postup testu pristroja je podrobne opisany v pouzivatelskej prirucke a/alebo navode na obsluhu systému
cobas® 6800/8800. Obr. 4 uvedeny nizsie obsahuje stthrnné informécie o procedure.

e Vzorky sa musia otvorit a vlozit priamo do stojanov na spracovanie v syst¢émoch cobas® 6800/8800.

e Jeden cyklus moze obsahovat kombinaciu vzoriek (plazma, stabilizovany mo¢).

e Vzorky v EDTA plazme a vzorky stabilizovaného mocu treba spracovat pomocou vyberu typu vzorky
v pouzivatelskom rozhrani (UT) testu cobas® BKV, ako uvadza Obr. 4, krok 1.

Obr. 4  Postup testu cobas® BKV v systémoch cobas® 6800/8800

Prihlaste sa do systému.

Stlagenim tlagidla ,Start (Start) pripravte systém.

Vyziadajte vykonanie testov:

¢ Vlyberte moznost ,Plasma“ (Plazma) na vyZiadanie vzoriek EDTA plazmy.

¢ Vyberte moznost ,Urine” (Mo¢) na vyziadanie vzoriek mocu odobratych do média cobas® PCR Media.

Doplrite ¢inidla a spotrebny material podfla pokynov systému:
¢ VloZte kazetu so Specifickymi testovacimi reagenciami.

¢ Vlozte kazety s kontrolami.

o Vlozte Spicky pipiet.

¢ VloZte platni¢ky na spracovanie.

o Vlozte ¢inidlo MGP.

o Vlozte platnicky na amplifikaciu.

o Doplnte riedidlo na vzorky.

¢ Doplnte dezintegra¢né ¢inidlo.

o Doplnte vyplachové ¢inidlo.

Vlozte vzorky do systému:
e Pre primarne vzorky mocu odobraté do média cobas® PCR Media.
o  Otvorte skiimavku.
o Preneste skiimavku priamo do stojana.
e VloZte stojan na vzorky a stojany na $pi¢ky so zrazeninou do modulu na podavanie vzoriek.
e  Skontrolujte, ¢i prenosovy modul akceptoval vzorky.

Uvedte do prevadzky pomocou tlagidla ,Start manually* (Start manualne) na pouzivatelskom rozhrani
alebo nechajte, nech sa spusti automaticky po 120 mindtach alebo ked je testovaci cyklus piny.

Skontrolujte a exportujte vysledky.

V pripade potreby vyberte a uzavrite na buddce pouzitie skiimavky so vzorkami, ktoré vyhovuju
minimalnym poziadavkdm na objem.

Vycdistite pristroj:

e \lyberte prazdne kazety na kontroly.

e \yprazdnite zasuvku s platni¢kou na amplifikaciu.

e Qdstrénte tekuty odpad.

e (QOdstrante tuhy odpad.

09478124001-03SK
Doc Rev. 3.0 23




cobas® BKV

Vysledky

Systémy cobas® 5800/6800/8800 automaticky urcia koncentraciu BKV DNA pre vzorky a regulatory. Koncentracia BKV
DNA je vyjadrena v medzinarodnych jednotkach na milimeter (IU/ml).

Kontrola kvality a platnost vysledkov v systéme cobas® 5800

e Minimalne kazdych 72 hodin a pri kazdej novej $arzi sipravy sa vykonava jedna negativna kontrola [(-) Ctrl]
a dve pozitivne kontroly, nizkopozitivna kontrola [EBV/BKV L (+) C] a vysokopozitivna kontrola [EBV/BKV
H (+) C]. Pozitivne a/alebo negativne kontroly sa m6zu naplanovat castejsie podla laboratérnych postupov
a/alebo miestnych smernic.

e Skontrolujte, ¢i sa v softvéri systému cobas® 5800 a/alebo sprave nevyskytuju priznaky, a pozrite si stivisiace
vysledky, aby ste sa uistili, Ze je vysledok platny.

Zneplatnenie vysledkov vykond automaticky softvér cobas® 5800 na zéklade zlyhania negativnej alebo pozitivnej kontroly
vzorky.

POZNAMKA: Systém cobas® 5800 sa dod4va so standardnym nastavenim prevadzky skupiny kontrol (pozitivnych

a negativnych) pre kazdy cyklus, mdze sa v$ak nakonfigurovat na menej ¢asty harmonogram az do 72 hodin podla
laboratérnych postupov a/alebo miestnych smernic. Ak potrebujete viac informacii, obrétte sa na servisného technika
spolo¢nosti Roche alebo na oddelenie technickej podpory zékaznikov.

Vysledky kontrolnych vzoriek v systéme cobas® 5800
Vysledky kontrolnych vzoriek sa zobrazuju v softvéri cobas® 5800 v aplikacii ,,Controls®.

e Kontrolné vzorky st v stlpci ,,Control result* oznacené ako ,,Valid*, ak sa vietky ciele kontrolnej vzorky
zaznamenaju ako platné. Kontrolné vzorky st v stlpci ,,Control result“ ozna¢ené ako ,,Invalid“, ak sa jeden alebo
viaceré ciele kontrolnej vzorky zaznamenaju ako neplatné.

e Kontrolné vzorky oznacené ako ,,Invalid“ zobrazuju priznak v stipci ,,Flags“. Dalsie informécie o tom, preco je
kontrolnd vzorka zaznamenana ako neplatnd, vratane informacii o priznaku, sa buda zobrazovat v podrobnom
zobrazeni.

e Akjejedna z kontrol neplatna, je potrebné zopakovat testovanie vSetkych kontrol a vsetkych prislusnych vzoriek.
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Kontrola kvality a platnost vysledkov v systémoch cobas® 6800/8800

e Prikazdom testovacom cykle sa vykonava jedna negativna kontrola [(-) Ctrl] a dve pozitivne kontroly,
nizkopozitivna kontrola [EBV/BKV L (+) C] a vysokopozitivna kontrola [EBV/BKV H (+) C].

e Skontrolujte, ¢i sa v softvéri cobas® 6800/8800 a/alebo sprave nevyskytuju upozornenia a pozrite si sivisiace
vysledky, aby ste sa uistili, Ze je cyklus platny.

e Testovaci cyklus je platny, ak sa ziadny priznak neobjavuje pri Ziadnej z troch kontrol, ktoré zahfnaju jednu
negativnu kontrolu a dve pozitivne kontroly: EBV/BKV L (+) C, EBV/BKV H (+) C. Vysledok negativnej
kontroly sa zobrazuje ako (-) Ctrl a nizka a vysoka pozitivna kontrola sa zobrazuji ako EBV/BKV L (+) C
a EBV/BKV H (+) C.

Zneplatnenie vysledkov vykond automaticky softvér cobas® 6800/8800 na zaklade zlyhania negativnej a pozitivnej kontroly
vzorky.

Kontrolné priznaky v systémoch cobas® 6800/8800

Tab. 12 Priznaky kontrolnych vzoriek pre negativne a pozitivhe kontrolné vzorky

Negativna kontrola | Priznak Vysledok | Interpretacia
(=) Ctrl Qo2 Invalid Neplatny vysledok alebo vysledok vypoditane;j titracie pre
(Kontrola testovacieho cyklu zlyhala) negativnej kontroly nie je negativny.
Pozitivha kontrola Priznak Vysledok | Interpretacia
+ 02 nvali eplatny vysledok alebo vypocitany vysledok titracie pre
EBV/BKV L (+) C Q Invalid Neplatny vysledok aleb ¢itany vysledok titraci
(Kontrola testovacieho cyklu zlyhala) nizkopozitivnu kontrolnd latku je mimo priradeného rozsahu.
+ 02 nvali eplatny vysledok alebo vypocitany vysledok titracie pre
EBV/BKV H (+) C Q Invalid Neplatny vysledok aleb ¢itany vysledok titraci
(Kontrola testovacieho cyklu zlyhala) vysokopozitivhu kontrolnud latku je mimo priradeného
rozsahu.

Ak je kontrola testovacieho cyklu neplatna, skontrolujte testovanie vetkych vzoriek predmetného testovacieho cyklu.
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Interpretacia vysledkov

Pri platnej davke skontrolujte v softvéroch systémov cobas® 5800 a cobas® 6800/8800 a/alebo sprave, ¢i sa pri jednotlivych
vzorkach nevyskytli symboly vlajky. Vysledky interpretacie maju byt nasledovné:

e Platnd davka moze zahfnat platné aj neplatné vysledky vzoriek.

Tab. 13 Ciefové vysledky pre jednotlivé interpretdcie ciefovych vysledkov

\Vysledky Interpretacia
ITarget Not Detected BKV DNA nebol zisteny.
Vysledky interpretujte ako ,BKV nezisteny“.

< Titer Min? Vypoditana titrécia je nizSia ako spodny limit kvantifikdcie (LLOQ) tejto analyzy. Vysledky
interpretujte ako ,BKV zisteny, menej ako (Titer Min)“.

Minimélna titrécia v EDTA plazme = 21,5 IU/ml

Minimalna titrdcia v mo¢i = 200 IU/ml

Titer Vypocitana titracia je v ramci linedrneho rozsahu analyzy - véc¢$ia ako alebo rovnd Titer Min
a menSia ako alebo rovna Titer Max.

Vysledky interpretujte ako ,(Titer) BKV zisteny“.

> Titer MaxP Vypocitana titracia je vy$Sia ako vrchny limit kvantifikdcie (LLoQ) tejto analyzy. Vysledky
interpretujte ako ,BKV zisteny, vac¢si ako (Titer Max)“.
Maximalna titracia v EDTA plazme a mo¢i = 1,0E+08 1U/ml

@ Vysledky vzorky < Titer Min (zisteny ciel < LLoQ) by sa mali interpretovat v kontexte s inymi klinickymi idajmi a nemali by sluzit ako jediny
zaklad na prijimanie lie¢ebnych rozhodnuti.

b Vysledok vzorky > Titer Max odkazuje na BKV pozitivne vzorky zistené s titraciami nad vrchnym limitom kvantifikicie (ULoQ). Ak sa vyzaduju
kvantitativne vysledky pre vzorky EDTA plazmy, povodni vzorku treba zriedit s BKV negativnou ludskou EDTA plazmou a test sa musi opakovat.
Hléseny vysledok vyndsobte zriedovacim faktorom.

Interpretacia vysledkov v systéme cobas® 5800
Vysledky vzoriek sa zobrazuju v softvéri cobas® 5800 v aplikacii ,,Results®.

Pri platnej kontrolnej davke skontrolujte v softvéri systému cobas® 5800 a/alebo sprave, ¢i sa pri jednotlivych vzorkach
nevyskytli priznaky. Vysledky interpretacie maju byt nasledovné:

e Vzorky spojené s platnou kontrolnou dévkou sa v stlpci ,,Control result“ zobrazuju ako ,,Valid®, ak sa vietky
cielové vysledky pre kontroly zaznamenali ako platné. Vzorky spojené s neplatnou kontrolnou davkou sa v stlpci
»Control result” zobrazuju ako ,,Invalid®, ak sa vSetky cielové vysledky pre kontroly zaznamenali ako neplatné.

e Akt prislu$né kontroly vysledku pre vzorku neplatné, k vysledku pre vzorku sa prida Specificky priznak
nasledujicim sposobom:

o QO5D: Zlyhanie overenia vysledku v dosledku neplatnej pozitivnej kontroly.
o QO06D: Zlyhanie overenia vysledku v dosledku neplatnej negativnej kontroly.

e Hodnoty v stlpci ,,Results* pre cielovy vysledok jednotlivej vzorky by sa mali interpretovat tak, ako je zndzornené
v Tab. 13 vyssie.

Ak su jeden alebo viaceré ciele vo vzorke oznacené ako ,, Invalid®, softvér cobas® 5800 zobrazuje priznak v stlpci ,,Flags®.
Dalsie informécie o tom, preco su ciele vo vzorke zaznamenané ako neplatné, vratane informacii o priznaku, sa buda
zobrazovat v podrobnom zobrazeni.
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Interpretacia vysledkov v systémoch cobas® 6800/8800

Pri platnom cykle skontrolujte v softvéri systémov cobas® 6800/8800 a/alebo sprave, ¢i sa pri jednotlivych vzorkach

nevyskytli priznaky. Vysledky interpretacie maju byt nasledovné:

Vzorky st oznacené ,,Yes“ v stlpci ,,Valid*, ak vietky pozadované cielové vysledky vykazovali platné vysledky.
Vzorky oznacené ,,No“ v stlpci ,, Valid“ mdzu vyzadovat dalsiu interpretaciu a kroky.
Hodnoty pre cielovy vysledok jednotlivej vzorky by sa mali interpretovat tak, ako je znazornené v Tab. 13 vyssie.

Proceduralne obmedzenia

Test cobas® BKV bol ohodnoteny len na pouzitie v kombinacii s cobas® EBV/BKV Control Kit, cobas® Buffer
Negative Control Kit, cobas® omni MGP Reagent, cobas® omni Lysis Reagent, cobas® omni Specimen Diluent
a cobas® omni Wash Reagent na pouzitie v systémoch cobas® 5800/6800/8800.

Spolahlivost vysledkov zavisi od spravneho postupu odberu, uchovavania a spracovania vzoriek.

Tento test bol schvaleny iba na pouzitie s EDTA plazmou a stabilizovanym mocom. Testovanie inych typov
vzoriek pomocou testu cobas® BKV moze sposobit nepresné vysledky. Merania urovne DNA z plazmy

a stabilizovaného mocu nie st priamo navzdjom ani s inymi typmi vzoriek porovnatelné.

Kvantifikdciu BKV DNA moze ovplyvnit metdda odberu vzorky, faktory pacienta (napr. vek, pritomnost
symptoémov) a/alebo stav infekcie.

Degradacia BKV DNA v ¢istom moc¢i moze ovplyvnit kvantifikdciu.'” Na dosiahnutie stability vzorky sa vyzaduje
prenos mocu do média cobas® PCR Media.

Kvantitativna variabilita BKV DNA inherentnej pre moc¢ sa pozorovala pri pokusoch o stabilitu vzoriek

v roznych ¢asovych bodoch odberu vzoriek (¢isty moc) alebo v roznych alikvotnych castiach tej istej vzorky
(¢isty mo¢ a moc¢ stabilizovany v médiu cobas® PCR Media).

Vzhladom na tieto obmedzenia sa majui vysledky BKV DNA v mo¢i interpretovat uvazlivo v suvislosti

s klinickymi a inymi laboratérnymi nalezmi a nesmu byt jedinym zakladom rozhodnuti o liecbe.

Mo¢ moze obsahovat vysoké trovne BKV DNA s rizikom prenosu kontaminacie.'

Ako pri kazdom molekularnom teste, mutdcie v ramci cielovych oblasti testu cobas® BKV by mohli ovplyvnit
viazanie priméru a/alebo sondy, ¢o ma za nasledok podhodnotenie mnozstva virusu alebo zlyhanie
zaznamenania pritomnosti virusu.

V dosledku prislusnych odlisnosti medzi technolégiami sa odporuca, aby pouzivatel pred zmenou technoldgie
v laboratdriu vykonal studie korelacie metddy na tcely kvalifikdcie technologickych rozdielov. Pouzivatelia sa
musia riadit svojimi Specifickymi zasadami alebo postupmi.

Test cobas® BKV nie je urceny na testovanie pritomnosti BKV v krvi alebo krvnych produktoch.

09478124001-03SK

Doc Rev. 3.0 27



cobas® BKV

y 4

Hodnotenie neklinickej u¢innosti

Kluc¢ové ukazovatele ucinnosti pre vzorky typu EDTA plazma pouzité v systémoch

cobas® 6800/8800

Detekény limit (LoD), medzinarodny standard WHO

Detek¢ny limit testu cobas® BKV pre medzinarodny standard WHO bol urceny analyzou sériovych riedeni
1. medzinarodného $tandardu WHO BKYV ziskaného z NIBSC (NIBSC 14/212) v BKV negativnej ludskej EDTA plazmy.
Skupina Siestich urovni koncentrécie plus slepa sa testovali na troch $arziach ¢inidiel cobas® BKV, viacnasobnymi cyklami,

pocas viacerych dni, roznymi operatormi a na viacerych pristrojoch.

Vysledky pre EDTA plazmu uvédza Tab. 14 a Tab. 16. Stidia ukazuje, Ze pri najmenej citlivej SarZi je koncentracia, pre
ktort PROBIT predpokladd 95-percentnt mieru tspesnosti, 21,5 IU/ml s 95-percentnym rozsahom spolahlivosti od 16,3

Tab. 14 Detekény limit v EDTA plazme, $arza 1

Vstupna titracia koncentracie Pocet platnych replikatov Pocet pozitivhych Miera uspesnosti v %
(BKV DNA 1U/ml)
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
Det. limit podfa PROBIT pri 21,5 1U/ml
95 % pomernej Uspesnosti Interval spolahlivosti 95 %: 16,3 - 32,4 1U/ml
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Tab. 15 Detekény limit v EDTA plazme, Sarza 2

Vstupna titracia koncentracie Pocet platnych replikatov Pocet pozitivhych Miera dspesnosti v %
(BKV DNA 1U/ml)
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 23 371
0 62 0 0,0
Det. limit podfa PROBIT pri 19,7 1U/ml
95 % pomernej Uspesnosti Interval spolahlivosti 95 %: 15,0 - 29,2 IU/ml

Tab. 16 Detekény limit v EDTA plazme, $arza 3

Det. limit podfa PROBIT pri
95 % pomernej Uspesnosti

Vstupna titracia koncentracie Pocet platnych replikatov Pocet pozitivhych Miera dspesnosti v %
(BKV DNA 1U/ml)
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
19,3 1U/ml

Interval spofahlivosti 95 %: 14,8 - 28,5 IU/ml

Linearny rozsah

Linearita testu cobas® BKV bola hodnotena s pouzitim sérii riedeni pozostavajucich z 18 ¢lenov skupiny s BKV
podskupiny Ib DNA v rozsahu linearneho rozpdtia analyzy. Vysoky titer zasobnej lambda DNA sa pouzil na pripravu
11 ¢lenov panelu v rozsahu celého linedrneho rozpdtia. Klinicka vzorka sa pouzila na pripravu 7 ¢lenov skupiny na
pokrytie strednych a niz$ich urovni linearneho rozsahu.

Kazdého ¢lena skupiny testovali v 36 replikatoch troma Sarzami ¢inidiel cobas® BKV a vysledky stadie st uvedené na

Obr. 5.

cobas® BKV sa ukazal ako linearny od 1,01E+01 do 1,97E+08 IU/ml a ukazuje absolutnu odchylku od lepsie sa hodiacej
nelinedrnej regresie mensiu alebo rovnu +0,1 log, v [udskej EDTA plazme (pozri Obr. 5). V linearnom rozsahu je

presnost testu v rozmedzi +0,2 log,.
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Obr.5 Urcenie linedrneho rozsahu v EDTA plazme

g === | inedrne prisposobenie
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Presnost - v laboratériu

Presnost testu cobas® BKV bola uréena analyzou sériovych riedeni s vysokou titraciou BKV DNA (podskupina lb) v BKV-
negativnej EDTA plazme. Pét trovni riedenia sa testovalo na 72 replikatoch pre kazdu uroven v ramci troch $arzi ¢inidiel

cobas® BKV s pouzitim $tyroch pristrojov a dvoch operatorov pocas 12 dni. S kazdou vzorkou sa vykonala celd procedura
testu cobas® BKV na plne automatizovanych systémoch cobas® 6800/8800. Tu uvedena presnost preto predstavuje vSetky

aspekty testovacieho postupu. Vysledky uvadza Tab. 17.

Test cobas® BKV preukazal vysoku presnost pre tri Sarze ¢inidiel analyzovanych v ramci rozsahu koncentracie
9,83E+01 IU/ml az 9,83E+05 IU/ml.

Tab. 17 Presnost testu cobas® BKV v rdmci laboratéria*

Menovita Pridelena - - EDTA plazma -
koncentracia koncentracia Sarza 1 Sarza 2 Sarza 3 Vsetky Sarze
[1U/mi} [1U/mi} sD sD sD Spolocna 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
6,00E+03 5,90E+03 0,03 0,05 0,03 0,04
1,00E+02 9,83E+01 0,09 0,11 0,11 0,11

* Titra¢né udaje sa povazujti za logaritmicky normélne rozdelené a sti analyzované nasledne po logio transformécii. Stipce so $tandardnymi

odchylkami (SD) predstavuju celkovy logaritmicky transformovany titer pre kazdu z troch $arzi ¢inidiel.
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Overenie podtypu
Utinnost testu cobas® BKV na BKV podtype I (s podskupinami la a Ic), II, III a IV bola hodnoten4 nasledovne:

e Overenim detek¢ného limitu
e Overenim linedrneho rozsahu

Overenie detekéného limitu podtypov I (s podskupinamila alc), Il, lll a IV

BKV DNA pre pit rozli¢nych podtypov/podskupin (lalc, II, IIT a IV) bol zriedeny do troch rozli¢énych trovni
koncentricie v BKV-negativnej EDTA plazme. Uréovanie miery uspesnosti bolo vykonané na 63 replikatoch pre kazdu
uroven. Testovanie bolo vykonané s troma $arzami ¢inidiel cobas® BKV, viacnasobnymi cyklami, pocas viacerych dni,
viacerymi operatormi a pristrojmi. Tieto vysledky dokazuju, Ze test cobas® BKV zistil BKV DNA u piatich rozli¢nych
podtypov/podskupin pri koncentracii 21,5 IU/ml pri miere aspesnosti > 95 %.

Overenie linearneho rozsahu podtypov | (s podskupinamila alc), Il, lll a IV

Série riedeni pouzité pri overeni studie linearity podtypu/podskupiny testu cobas® BKV pozostavali z 6smich ¢lenov
skupiny pokryvajtcich linearne rozpitie analyzy. Testovanie bolo vykonané s troma $arzami ¢inidla cobas® BKV,
12 replikatov na troven sa testovalo v EDTA plazme.

Linedrny rozsah testu cobas® BKV sa overil pre vsetkych pat podtypov/podskupin (la, Ic, I, III a IV).

Specifickost

Specifickost testu cobas® BKV sa ur¢ila analyzou BKV-negativnych vzoriek EDTA plazmy od jednotlivych darcov.
104 individualnych vzoriek EDTA plazmy sa testovalo s tromi $arzami ¢inidiel cobas® BKV. Vsetky vzorky boli negativne

.....

spolahlivosti: 97,16 %).

Analyticka Specifickost

Analyticka $pecifickost testu cobas® BKV sa hodnotila testovanim skupiny mikroorganizmov pri koncentracii

1,00E+06 jednotiek/ml (CFU/ml, bunky/ml, CCU/ml, IFU/ml) pre baktérie a kvasinky a od 1,00E+05 jednotiek/ml

a 1,00E+06 jednotiek/ml (képie/ml, TCIDso/ml, IU/ml, bunky/ml) pre virusy. Mikroorganizmy sa zriedili do BKV DNA
negativnej ludskej EDTA plazmy, ako aj do ludskej EDTA plazmy obsahujtcej (100 IU/ml) BKV DNA. Tieto Specifické
analyzované organizmy uvidza Tab. 18. Kazd4 vzorka sa testovala v troch replikdtoch. Ziadny z inych patogénov nez BKV
pri testovanych koncentracidch nerusil vykonnost testu. Negativne vysledky sa ziskali s testom cobas® BKV pre vsetky
vzorky mikroorganizmov bez ciela BKV a pozitivne vysledky sa ziskali pre vietky vzorky mikroorganizmov s ciefom BKV.
Okrem toho priemerny log), titer kazdej z pozitivnych vzoriek BKV obsahujucich potencialne krizovo reagujuce
organizmy spadal do rozsahu +0,5 log;, priemerného log, titra prislusnej pozitivnej injekéne aplikovanej kontroly.
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Tab. 18 Mikroorganizmy testované pre krizovu reaktivitu

Virusy

Baktérie

Kvasinky

Adenovirus typ 5

Propionibacterium acnes

Aspergillus niger

Cytomegalovirus

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Virus Epstein-Barrovej

Chlamydia trachomatis

Cryptococcus neoformans

Virus hepatitidy B

Clostridium perfringens

Virus hepatitidy C

Enterococcus faecalis

Virus Herpes simplex typu 1

Escherichia coli

Virus Herpes simplex typu 2

Klebsiella pneumoniae

Ludsky herpesvirus typu 6

Listeria monocytogenes

Ludsky herpesvirus typu 7

Mycobacterium avium

Ludsky herpesvirus typu 8

Neisseria gonorrhoeae

Virus fudskej imunitnej nedostato¢nosti 1

Staphylococcus epidermidis

Virus fudskej imunitnej nedostatocnosti 2

Streptococcus pyogenes

Ludsky papillomavirus

Mycoplasma pneumoniae

JC Virus

Salmonella enterica

Parvovirus B19

Streptococcus pneumoniae

Opi¢i virus 40

Virus Varicella-zoster
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Analyticka Specifickost - interferujtice latky

Vysoka hladina triglyceridov (33 g/1), konjugovaného bilirubinu (0,2 g/1), nekonjugovaného bilirubinu (0,2 g/1), bielkovin
(60 g/1), hemoglobinu (2 g/1) a Iudskej DNA (2 mg/l) vo vzorkach sa testovali v pritomnosti (100 IU/ml) a nepritomnosti
BKV DNA. Testované endogénne interferencie sa ukazali ako nerusivé voci efektivnosti testu cobas® BKV.

Navyse, zlozky liekov, ktoré uvadza Tab. 19, sa testovali trikrdt Cpn.x na pritomnost a nepritomnost BKV DNA.

Vsetky potencidlne rusivé latky sa ukazali ako nerusivé voci uc¢innosti analyzy. Negativne vysledky sa ziskali s testom
cobas® BKV pre vsetky vzorky bez ciela BKV a pozitivne vysledky sa ziskali pre vsetky vzorky s cieflom BKV. Okrem toho
priemerny log, titer kazdej z pozitivnych vzoriek BKV obsahujucich potencidlne rusivé latky spadal do rozsahu 0,5 logio
priemerného logy titra prislusnej pozitivnej injekéne aplikovanej kontroly.

Tab. 19 Zlozky liekov testované na rusivost voéi kvantifikdcii BKV DNA testom cobas® BKV

Trieda lieku Genericky nazov lieku

Antimikrobialny Cefotetan Sulfametoxazol
Klavulanét draselny Tikarcilin dvojsodny
Fluconazole Trimetoprim
Piperacillin Vancomycin
Tazobactam sodny Mikafungin

Lieciva na liecbu herpesvirusov Ganciklovir Cidofovir
Valganciklovir Foscarnet
Acyklovir Letermovir

Imunosupresivum Azatioprin Prednizén
Cyklosporin Sirolimus
Everolimus Tacrolimus
Mykofenolat mofetilu Kyselina mykofenolova

Korelacia metady

Utinnost testu cobas® BKV sa hodnotila voé¢i porovnévacej analyze testovanim vzoriek EDTA plazmy od BKV
infikovanych pacientov. Vzorky EDTA plazmy v ramci kvantifika¢ného rozsahu oboch analyz sa analyzovali ako
jednotlivé replikaty. Bola vykonand Demingova regresnd analyza.

Vysledky Demingovej regresie uvadza Obr. 6.
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Obr.6 Regresnd analyza testu cobas® BKV verzus porovndvacia analyza
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Zlyhanie celého systému

Stupen zlyhania celého systému pre test cobas® BKV sa urcil testovanim 100 opakovani EDTA plazmy zameranym na
BKYV pozitivnu klinickd vzorku. Tieto vzorky sa testovali pri koncentrécii 3 x LoD.

Vysledky tejto studie urcili, ze vSetky replikaty boli platné a pozitivne pre ciel BKV, désledkom ¢oho bol stupen zlyhania
celého systému 0 % (vrchny jednostranny 95 % interval spolahlivosti 2,95 %).
Krizova kontaminacia

Stupen krizovej kontamindcie pre test cobas® BKV sa urcil testovanim 240 replikatov BKV-negativnej matice vzoriek
a 225 replikatov s vysokou titraciou BKV DNA vo vzorke pri priblizne 2,00E+07 IU/ml. Celkovo sa uskuto¢nilo 5 analyz
s pozitivnymi a negativnymi vzorkami pri $achovnicovej konfiguracii.

Vsetkych 240 replikatov negativnej vzorky bolo negativnych, takze pomer krizovej kontaminacie bol 0 % (vrchny
jednostranny 95 % interval spolahlivosti 1,24 %).
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Kltic¢ové ukazovatele téinnosti pre vzorky typu mo¢ pouzité v systémoch
cobas® 6800/8800

Detekény limit (LoD), medzinarodny standard WHO

Detek¢ny limit testu cobas® BKV pre medzinarodny standard WHO bol urceny analyzou sériovych riedeni

1. medzinarodného $tandardu WHO BKYV ziskaného z NIBSC (NIBSC 14/212) v BKV negativnych vzorkach mocu
stabilizovaného v médiu cobas® PCR Media. Skupina Siestich urovni koncentracie plus slepa sa testovali na troch sarziach
¢inidiel cobas® BKV, viacnasobnymi cyklami, pocas viacerych dni, roznymi operatormi a na viacerych pristrojoch.

Vysledky pre vzorky mocu stabilizovaného v médiu cobas® PCR Media uvédza Tab. 20 az Tab. 22. Studia ukazuje, Ze
pri najmenej citlivej $arzi je koncentracia, pre ktort PROBIT predpokladd 95-percentnu mieru uspesnosti, 12,2 IU/ml

s 95-percentnym rozsahom spolahlivosti od 9,2 do 18,3 IU/ml v ¢istom moci. Najnizsia koncentracia s mierou uspes$nosti
295 % je 10,0 IU/ml v ¢istom moci.

Tab. 20 Detekény limit v moci, $arza 1

Vstupna titracia koncentracie Pocet platnych replikatov Pocet pozitivhych Miera uspesnosti v %
(BKV DNA 1U/ml)*
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
Det. limit podfa PROBIT pri 12,2 1U/ml
95 % pomernej Uspesnosti Interval spolahlivosti 95 %: 9,2 - 18,3 IU/ml

* Testované vzorky mocu stabilizovaného v médiu cobas® PCR Media. Vstupnd titrdcia koncentracie pouzitd na vypocet na zdklade ¢istého mocu.
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Tab. 21 Detekény limit v moci, $arza 2
Vstupna titracia koncentracie Pocet platnych replikatov Pocet pozitivhych Miera uspesnosti v %
(BKV DNA 1U/ml)*
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
Det. limit podfa PROBIT pri 11,9 1U/ml
95 % pomernej Uspesnosti Interval spolahlivosti 95 %: 9,2 - 17,3 IU/ml

* Testované vzorky mocu stabilizovaného v médiu cobas® PCR Media. Vstupnd titrdcia koncentracie pouzitd na vypocet na zdklade ¢istého mocu.

Tab. 22 Detekény limit v moci, $arza 3

Vstupna titracia koncentracie Pocet platnych replikatov Pocet pozitivhych Miera uspesnosti v %
(BKV DNA 1IU/mD*
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
Det. limit podfa PROBIT pri 10,1 1U/ml
95 %% pomernej Gspesnosti Interval spofahlivosti 95 %: 7,8 - 14,7 IU/ml

* Testované vzorky mocu stabilizovaného v médiu cobas® PCR Media. Vstupnd titrdcia koncentracie pouzitd na vypocet na zdklade ¢istého mocu.

Linearny rozsah

Linearita testu cobas® BKV bola hodnotena s pouzitim sérii riedeni pozostavajicich z 10 ¢lenov s pouzitim klinickej

vzorky (BKV podskupiny Ib) v rozsahu linearneho rozpitia testu. Vysoky titer zasobnej lambda DNA sa pouzil na

pripravu 12 ¢lenov panelu v rozsahu celého linearneho rozpitia.

Kazdého ¢lena skupiny testovali v 36 replikatoch troma $arzami ¢inidiel cobas® BKV a vysledky studie st uvedené na Obr. 7.

Bolo preukazané, ze test cobas® BKV je linearny od 7,41E+01 IU/ml do 7,41E+08 IU/ml a vykazuje absolitnu odchylku
od vhodnejsej nelinedrnej regresie mensiu alebo rovnajucu sa +0,1 logi, vo vzorkdch mocu stabilizovaného v médiu

cobas® PCR Media (pozrite si Obr. 7). V linedrnom rozsahu je presnost testu v rozmedzi +0,2 log;,.
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Obr. 7 Urcenie linedarneho rozsahu v moci
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Presnost - v laboratériu

Presnost testu cobas® BKV bola urcena analyzou sériovych riedeni s vysokou titraciou BKV DNA (podskupina Ib) v BKV-

negativnych vzorkach mocu stabilizovaného v médiu cobas® PCR Media. Pdt Grovni riedeni sa testovalo v 72 replikatoch

pre kazdu Groven v ramci troch $arzi ¢inidiel cobas® BKV s pouzitim dvoch pristrojov a dvoch operatorov pocas 12 dni.

S kazdou vzorkou sa vykonala cela procedira testu cobas® BKV na plne automatizovanych systémoch cobas® 6800/8800.

Tu uvedenad presnost preto predstavuje vietky aspekty testovacieho postupu. Vysledky uvadza Tab. 23.

Test cobas® BKV preukazal vysoku presnost pre tri Sarze ¢inidiel analyzovanych v ramci rozsahu koncentracie
7,41E+02 IU/ml az 7,41E+05 IU/ml.

Tab. 23 Presnost testu cobas® BKV v rdmci laboratéria*

Menovits Pridelend Mot stabilizovany v médiu cobas® PCR Media
koncentracia koncentracia Sarza 1 Sarza 2 Sarza 3 Vsetky Sarze
[U/mi) [1U/mi] sD SD sD Spoloéné 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
1,00E+04 7,41E+03 0,03 0,03 0,03 0,03
6,00E+03 4,44E+03 0,04 0,03 0,04 0,03
1,00E+03 7,41E4+02 0,05 0,05 0,04 0,05

* Titra¢né udaje sa povazujti za logaritmicky normélne rozdelené a st analyzované nasledne po logio transformécii. Stipce so $tandardnymi

odchylkami (SD) predstavujt celkovy logaritmicky transformovany titer pre kazda z troch $arZi ¢inidiel.
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Overenie podtypu
Utinnost testu cobas® BKV na BKV podtype I (s podskupinami la a Ic), II, Il a IV bola hodnoten4 nasledovne:

e Overenim detek¢ného limitu
e Overenim linedrneho rozsahu

Overenie detekéného limitu podtypov I (s podskupinamila alc), Il, lll a IV

BKV DNA pre pit rozli¢nych podtypov/podskupin (Ia, Ic, II, III a IV) bol zriedeny do troch rozli¢nych turovni
koncentracie v BKV-negativnych vzorkach mocu stabilizovaného v médiu cobas® PCR Media. Urcovanie miery uspesnosti
bolo vykonané na 63 replikatoch pre kazdu uroven. Testovanie bolo vykonané s troma $arzami ¢inidiel cobas® BKV,
viacnasobnymi cyklami, pocas viacerych dni, viacerymi operatormi a pristrojmi. Tieto vysledky dokazuju, Ze test

cobas® BKV zistil BKV DNA u piatich rozli¢nych podtypov/podskupin pri koncentracii 12,2 IU/ml pri miere Gspesnosti
=295 %.

Overenie linearneho rozsahu podtypov | (s podskupinami la a lc), Il, lll a IV

Série riedeni pouzité pri overeni studie linearity podtypu/podskupiny testu cobas® BKV pozostavali z 6smich ¢lenov
skupiny pokryvajucich linedrne rozpitie analyzy. Testovanie bolo vykonané s troma $arzami ¢inidla cobas® BKV, testovalo
sa 12 replikatov na kazdd droven v moci stabilizovanom v médiu cobas® PCR Media.

Linedrny rozsah testu cobas® BKV sa overil pre véetkych pat podtypov/podskupin (la, Ic, I, IIT a IV).

Specifickost

Specifickost testu cobas® BKV sa ur¢ila analyzou BKV-negativnych vzoriek moéu stabilizovaného v médiu cobas® PCR
Media od jednotlivych darcov. Sto individualnych vzoriek mocu sa testovalo s troma $arzami ¢inidiel cobas® BKV.

.....

95-percentny interval spolahlivosti: 97,05 %).

Analyticka Specifickost

Analyticka $pecifickost testu cobas® BKV sa hodnotila testovanim skupiny mikroorganizmov pri koncentracii

1,00E+06 jednotiek/ml az 2,00E+06 jednotiek/ml (CFU/ml, bunky/ml, CCU/ml, IFU/ml) pre baktérie a kvasinky a pri
1,00E+05 jednotiek/ml (képie/ml, TCIDso/ml, IU/ml, bunky/ml) pre virusy. Mikroorganizmy sa zriedili do BKV DNA
negativneho mocu ako aj moc¢u obsahujiceho (600 IU/ml) BKV DNA. Tieto $pecifické analyzované organizmy uvadza
Tab. 24. Kazd4 vzorka sa testovala v troch replikitoch. Ziadny z inych patogénov nez BKV pri testovanych koncentracidch
nerusil vykonnost testu. Negativne vysledky sa ziskali s testom cobas® BKV pre vSetky vzorky mikroorganizmov bez ciela
BKV a pozitivne vysledky sa ziskali pre vSetky vzorky mikroorganizmov s cieflom BKV. Okrem toho priemerny log, titer
kazdej z pozitivnych vzoriek BKV obsahujucich potencialne krizovo reagujuce organizmy spadal do rozsahu +0,5 logio
priemerného log), titra prislusnej pozitivnej injekéne aplikovanej kontroly.
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Tab. 24 Mikroorganizmy testované pre krizovu reaktivitu

Virusy Baktérie Baktérie Kvasinky

Virus herpes simplex 2 Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa Candida albicans
Ludsky 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 - -

Analyticka Specifickost - interferujiice latky

Zvysené hladiny albuminu (0,5 % obj. hm.), konjugovaného bilirubinu (1 % obj. hm.), glukdzy (1 % obj. hm.),
mononuklearnych buniek periférnej krvi (1,00E+06 buniek/ml), hlienu (1 hlienovy vyter na 4,3 ml vzorky), kyslé pH
(pH 4), zasadité pH (pH 9), sperma (1 vyter ponoreny do spermy na 4,3 ml vzorky), sodik (300 mEq/1) a cela krv

(10 % v/v) vo vzorkach boli testované na pritomnost (600 IU/ml) a nepritomnost BKV DNA. Testované endogénne
interferencie sa ukazali ako nerusivé voci efektivnosti testu cobas® BKV.

Zlozky liekov, ktoré uvadza Tab. 25, boli okrem toho testované na pritomnost a nepritomnost BKV DNA.

Vsetky potencidlne rusivé latky s vynimkou mastencového prasku sa ukazali ako latky, ktoré uc¢innost testu nenarusaju.
Mastencovy prasok pri < 0,05 % nepreukazal Ziadne rusenie testu pri teste cobas® BKV. Negativne vysledky sa ziskali

s testom cobas® BKV pre vietky vzorky bez ciela BKV a pozitivne vysledky sa ziskali pre véetky vzorky s cieflom BKV.
Okrem toho priemerny log, titer kazdej z pozitivnych vzoriek BKV obsahujtcich potencialne rusivé latky spadal do
rozsahu 0,5 logy, priemerného log, titra prislu$nej pozitivnej injek¢ne aplikovanej kontroly.
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Tab. 25 Zlozky liekov testované na rusivost voci kvantifikdcii BKV DNA testom cobas® BKV

Trieda lieku

Aktivna latka

Koncentracia

Genericky nazov lieku

Antimikrobidlny Clotrimazole 100 pg/mi Gyne-Lotrimin 7
Arilin rapid
) Vaginalne ¢apiky
Metronidazole 701 pmol/l )
Vagi Metro Cream
Nidazea Gel
Estrogénovy steroidny hormén Estradiol 4,41 nmol/I Estrace
Analgetikd Phenazopyridine Hydrochloride 200 pg/ml Azo Standard
Acetaminofen 1324 pmol/I Acetaminofen
Lubrikant Propylénglykol 1000 pg/ml K-Y UltraGel
Nesteroidny protizédpalovy liek Kyselina acetylsalicylova 3,62 mmol/I Kyselina acetylsalicylova
Naproxen 2170 pmol/I Naproxen
Ibuprofen 2425 pmol/I Ibuprofen
Netyka sa Mastenec 0,05 % (w/v) Mastencovy praSok
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Korelacia metady

Utinnost testu cobas® BKV sa hodnotila vo¢i porovnévacej analyze testovanim vzoriek mo¢u od BKV infikovanych
pacientov. Vzorky mocu v ramci kvantifika¢ného rozsahu oboch analyz sa analyzovali ako jednotlivé replikaty. Bola

vykonana Demingova regresna analyza.

Vysledky Demingovej regresie uvadza Obr. 8.

Obr.8 Regresnd analyza testu cobas® BKV verzus porovndvacia analyza

9

cobas® BKV (logo IU/ml)
L

o Demingova regresia (N = 76): Y = 0,5 + 0,92X
2 R? =0,88
95 % Cl so sklonom = (0,84; 1,00)
95 0o Cl s prerusenim = (-1,56; 2,56)

1 2 3 4 5 B 7 g ]
Porovndvacia analyza (logqo IU/ml)

Krizova kontaminacia

Stupen krizovej kontaminacie pre test cobas® BKV sa ur¢il testovanim 240 replikatov BKV-negativnej matice vzoriek
a 225 replikatov s vysokou titraciou BKV DNA vo vzorke pri priblizne 1,00E+09 IU/ml. Celkovo sa uskuto¢nilo 5 analyz
s pozitivnymi a negativnymi vzorkami pri Sachovnicovej konfiguracii.

Vsetkych 240 replikatov negativnej vzorky bolo negativnych, takze pomer krizovej kontaminacie bol 0,0 % (vrchny
jednostranny 95 % interval spolahlivosti 1,24 %).
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V 4

Hodnotenie klinickej a¢innosti pouzité
v systémoch cobas® 6800/8800

Reprodukovatelhost cobas® BKV pre typ vzorky EDTA plazma

Reprodukovatelnost cobas® BKV sa hodnotila na zaklade viacerych faktorov (8arza ¢inidla, testovacie pracovisko, davka

a dni testovania), ktoré by mohli mat vplyv na hlasené vysledky pocas rutinného klinického testovania. Hodnotenie sa
vykonalo na 3 testovacich pracoviskach, pouzili sa 3 $arze ¢inidla a panel pozitivnych a negativnych vzoriek s celkovym
poctom 270 testov na koncentraciu (bez kontrol). Panely boli vytvorené z EDTA plazmy, ktord bola BKV VCA IgG
negativna, a boli testované na BKV s protokolom uvoliiovania NAT z plazmy a naockované medzinarodnym $tandardom
BKV WHO alebo DNA kultivovaného virusu BKV genotypu Ib (najbeznejsi genotyp). Na kazdom pracovisku testovali
dvaja operatori vsetky $arze ¢inidla pocas 5 dni. Kazdy den sa vykonali dva cykly (1 cyklus = 1 davka, 1 davka =

1 panel + 3 kontroly) a pre kazdy cyklus na vytvorili 3 replikaty kazdého prvku panela. Prehlad vysledkov hodnotenia
uvadza Tab. 26.

Tab. 26 Priraditefné percento celkovej odchylky (%TV), Standardnej odchylky (SD) celkovej presnosti a logaritmicky normélnej hodnoty
CV (%) koncentrécie BKV DNA (logio IU/ml) podfa pozitivnych prvkov panelu

Zistena Celkova
Ocakavana . ca . . Deii/ . V ramci . presnost
. priemerna . Sarza Lokalita . Davka . Celkova s
koncentracia L . Pocet operator davky , | logaritmicky
koncentracia b %TV° %TV° %TV® presnost P
BKV DNA BKV DNA testov (CVo%0)¢ (CV%) %TVCe (CVo0)¢ 0pTVC SDe normalnej
(log+o IU/ml) (log1o 1U/mI) (CVoo)¢ (CVop)d hodnoty
G0 CV (%)*
9 % 6 % 0% 7% 78 %
1.81 1.74 270 (20,63) (17,69) (0,00) (19,15) (68,05) 0.304 79,43
10 % 10 % 14 % 25 % 40 %
3.70 3,52 270 (9,79) (9,57) (11,44) (15,16) (19,38) 0.131 3091
3% 24 % 0% 56 % 17 %
470 451 270 (4,42) (13,46) (0,00) (20,58) (11,27) 0.118 27,7
7% 28 % 0% 40 % 25 %
570 5,54 270 (5,66) (11,50) (0,00) (13,85) (10,84) 0,094 21,94
40 49 % 0% 13 % 34 %
7,70 7,62 269 (3.27) (11,00) (0,00) (5.60) (9.10) 0,068 15,74

* Vypocitané pomocou postupu SAS MIXED.

® Pocet platnych testov s detekovatelnou troviiou DNA.

€ %TV = percentualny podiel na celkovej odchylke.

4 CV% = logaritmicky normélna hodnota percentuélneho koeficientu odchylky = sqrt(10A[SDA2 x In(10)] - 1) x 100.

¢ Vypocitané pomocou celkovej variability pomocou postupu SAS MIXED.

Poznédmka: Tabulka obsahuje iba vysledky s detekovatelnou troviiou DNA. SD = §tandardnd odchylka. CV = koeficient odchylky; BKV = BK virus.

cobas® BKV preukazal prijatelnu klinicka reprodukovatelnost pri koncentraciach v celom linedrnom rozsahu. Okrem toho
systém detekoval 100 % z 3 x LLoQ vzoriek. Systémy cobas® 6800 a cobas® 8800 maju rovnaky modularny dizajn

a preukazali rovnocennost pri pouziti cobas® BKV. Vsetky odhadované 95 % limity spolahlivosti (CL) pre rozdiel medzi

2 meraniami od toho istého subjektu boli v rozmedzi +0,84 log;o IU/ml, ¢o naznacuje, ze analyza moze posudit zmeny

v urovniach BKV DNA, ktoré sa povazuju za klinicky vyznamné.
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Z 270 platnych testov pre negativne prvky panelu vykonanych na systémoch cobas® 6800/8800 vsetky vzorky vykazovali
vysledok ,, Target Not Detected, preto negativna percentudlna zhoda (NPA) bola 100 % s 95 % presnou CI 98,6 %

az 100 %.

Ucinnost cobas® BKV pre typ vzorky EDTA plazma

Klinicka uc¢innost cobas® BKV bola dalej hodnotena na troch testovacich pracoviskach meranim urovni BKV DNA
v klinickych vzorkach (¢istych a zriedenych) pacientov infikovanych a neinfikovanych BKV a umelo pripravenych
vzorkach plazmy EDTA naockovanych kultivovanym virusom BKV v porovnani so spolahlivo overenym, laboratérne
vyvinutym testom nukleovych kyselin (LDT) (komparator BKV LDT). Zo vsetkych vzoriek testovanych pomocou
cobas® BKV a komparac¢ného testu BKV bolo celkovo 550 vzoriek (217 cistych a 303 zriedenych klinickych vzoriek od
129 subjektov po transplantdcii a 30 umelo vytvorenych vzoriek), ktoré boli platné v oboch analyzach a ktoré bolo mozné
vyhodnotit na analyzu klinickej zhody (Tab. 27).

Tab. 27 Vysledky analyzy zhody medzi cobas® BKV a komparatorom LDT pre troveii BKV DNA pre vsetky vzorky

Komparator

Komparator

cobastmky | (BKVIDT | skvior | SO TRIor | CBviDT | BKVLDT | cel
(log+o 1U/ml) Target Not < LLoQ (;o:?:ill:/:l:(l)) (;og:ilg/:l;) (I(;g;o_llz/:ll) (Iog;ozul'/ml) kom
Detected (<2,3) ’ ! ’ ! ’ ! !
Target Not Detected 107 7 5 0 0 0 119
< LLoQ (< 2,3) 23 51 39 0 0 0 113
23az< 3,0 0 3 40 62 1 0 106
30az< 37 0 0 1 71 42 0 114
37 -44 0 0 0 0 26 26 52
> 4.4 0 0 0 0 1 45 46
Celkom 130 61 85 133 70 71 550
Zodastbea®® | Soooh | ovow | owrw | ooom | seow | wmgw | -

(95 % skore CI)?

(97,1 %, 100 %)

(94,1 %, 100,0 %)

(87,0 %, 97,5 %)

(97,2 %, 100,0 %)

(92,3 %, 99,7 %)

(94,9 %, 100,0 %)

Poznamka: CI = interval spolahlivosti, LLoQ = dolny limit kvantifikicie komparatora BKV LDT (200 IU/ml = 2,3 logio [U/ml). Standardna odchylka
komparatora BKV LDT odhadnutd na 0,37 logio IU/ml (podla $tudie analytickej presnosti BKV LDT vykonanej na Indiana University). Koncentracia
analytu 3,0 logio IU/ml reprezentovand LLoQ + 20, 3,7 logio IU/ml reprezentovana LLoQ + 40 a 4,4 logio IU/ml reprezentovand LLoQ + 60
s intervalom rozsahu 20. V tejto tabulke boli zahrnuté sparované vzorky, ktoré bolo mozné hodnotit na analyzu klinickej zhody.

2 Predpokladand nezavislost medzi vetkymi vzorkami.

Nezhodné vysledky boli definované ako také, ktoré st od uhlopriecky vzdialené viac ako jedno policko (oznacené
tielovanim). Pre stipec ,,Target Not Detected (TND) by LDT Column Agreement* sa spojili bunky cobas® BKV ,, Target

Not Detected” a ,,< LLoQ (< 2,3)“. D6vodom pridania susednych buniek < LLoQ a TND do stipca TND je, ze rozdiel
medzi TND a < LLoQ nie je klinicky vyznamny a Ze st analyticky na spodnej hranici pAsma merania, ktoré moze byt

ovplyvnené ndhodnou chybou.

Zo 43 BKV DNA-negativnych vzoriek odobratych na odhadnutie NPA pri pouziti cobas® BKV bolo vsetkych 43 vzoriek
negativnych pri pouziti cobas® BKV, takze NPA bola 100 % s 95 % presnou CI 91,8 % az 100 %.
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Zhoda medzi cobas® BKV a komparatorom BKV LDT bola tiez hodnotend pomocou réznych klinickych prahovych

hodnét (Tab. 28).

Tab. 28 Sthrn zhody cobas® BKV a komparatora BKV LDT s pouzitim réznych prahovych hodnét pre vietky vzorky

Percentualna zhoda
< prahova hodnota
95 % ClI
(n/N)

Prahové hodnoty*

Percentualna zhoda
2 prahova hodnota

95 % ClI
(n/N)

82,3 % (107/130)

Target Not Detected (74:8 %, 87,9 %)

97,1 % (408/420)
(95,1 %, 98,4 %)

98,4 % (188/191)

LLoQ (2,3 logio IU/mI) (95.5 %, 99.5 %)

87,7 % (315/359)
(83,9 %, 90,7 %)

99,6 % (275/276)

30 logo U/ml (98,0 %, 99,9 %)

77,0 % (211/274)
(71,7 %, 81,6 %)

100,0 % (447/447)

40 logro [U/ml (99,1 %, 100,0 %)

67,0 % (69/103)
(57,4 %, 75,3 %)

Poznamka: Vzorky s Target Not Detected boli kategorizované ako < prahovéa hodnota v IU/ml.

LLoQ = dolny limit kvantifikdcie komparatora BKV LDT (200 IU/ml = 2,3 logio IU/ml).

95 % interval spolahlivosti (CI) vypocitany metéddou skére za predpokladu nezavislosti medzi vSetkymi vzorkami.

* Prahové hodnoty 1 000 IU/ml = 3,0 logio IU/ml a 10 000 IU/ml = 4,0 logio IU/ml.

Zo vsetkych vzoriek testovanych pomocou cobas® BKV, ktoré boli BKV pozitivne pouzitim kompara¢ného testu BKV,

bolo celkovo 313 (133 ¢istych a 159 zriedenych klinickych vzoriek od 68 subjektov po transplantacii a 21 umelo

vytvorenych vzoriek), ktoré bolo mozné vyhodnotit na analyzu koreldcie na troch testovacich pracoviskach (Obr. 9).

Obr.9 Koreldcia medzi cobas® BKV a komparatorom BKV LDT pre vsetky vzorky: Demingov graf linedrnej regresie Girovne DNA

(logso 1U/m)

cobas® BKV (logio 1U/ml)

Demingova regresia (N = 313): Y = -0,429 + 1,019X
X R =096
14, 95 % ClI: preru$enie = (-0,592, -0,266); sklon = (0,975, 1,063)

1 2 3 4 5 6 7
Komparétor BKV LDT (logqo 1U/ml)
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Dodato¢na analyza grafu odchylky urovne DNA ukazala systematicky rozdiel medzi obomi analyzami, ktory je konstantny
v prekryvajucom sa linedrnom rozsahu. 95 % CI prerusenia prelozenej ¢iary v grafoch odchylky bola 0,404 az -0,168, ¢o
je v rozmedzi £0,74 logi, IU/ml (+2-ndsobok $tandardnej odchylky analytickej presnosti komparatora BKV LDT). Okrem
toho sa priemerna odchylka odhadla na -0,357 log,o IU/ml a pri pouziti preloZenej ¢iary v grafoch odchylky bol
systematicky rozdiel medzi obomi analyzami -0,343 logio IU/ml a -0,362 log;o IU/ml pre vzorky s troviiami DNA

3 a4 logi IU/ml, v tomto poradi.

Reprodukovatelhost cobas® BKV pre typ vzorky stabilizovany moé

Reprodukovatelnost cobas® BKV sa hodnotila na zéklade viacerych faktorov ($arza ¢inidla, testovacie pracovisko, davka

a dni testovania), ktoré by mohli mat vplyv na hlasené vysledky pocas rutinného klinického testovania. Hodnotenie sa
vykonalo na 3 testovacich pracoviskach, pouzili sa 3 $arze ¢inidla a panel pozitivnych a negativnych vzoriek s celkovym
poctom 270 testov na koncentraciu (bez kontrol). Panely boli vytvorené z mocu stabilizovaného pomocou média

cobas® PCR Media, ktoré bolo potvrdené ako negativne na BKV DNA pomocou protokolu uvolnovania testu nukleovych
kyselin v moci (NAT) a naockované medzindarodnym $tandardom BKV WHO alebo DNA kultivovaného virusu BKV
genotypu Ia. Na kazdom pracovisku testovali dvaja operatori vsetky $arze ¢inidla pocas 5 dni. Kazdy den sa vykonali dva
cykly (1 cyklus = 1 davka, 1 davka = 1 panel + 3 kontroly) a pre kazdy cyklus na vytvorili 3 replikaty kazdého prvku panela.
Prehlad vysledkov hodnotenia uvaddza Tab. 29.

Tab. 29 Priraditefné percento celkovej odchylky (%TV), Standardnej odchylky (SD) celkovej presnosti a logaritmicky normélnej hodnoty
CV (%) koncentrécie BKV DNA (logio IU/ml) podfa pozitivnych prvkov panelu (stabilizovany mo¢)

Ocakavana riZ;::Z'r‘:éﬂ Podet Sarza Lokalita o [:aigt/or Davka Vdr;:’r:m Celkova | Celkova
koncentracia kI())ncen trécia | testoy® o%TVe %TVe '; /o TVC %TVe o /0w¥ presnost | presnost
0/0)d 0/0)d 0/9)d e 0/n)d
BKV DNA BKV DNA (CV%) (CV%) (CVo0y° (CVoo) (CV0y¢ SD CV (%)
59 % 0% 0% 0% 40 %
278 292 270 (12,64) (1,15) (0,00) (0,00) (10,41) 0071 1647
47 % 2% 8 00 0% 43 %
3,70 3,78 270 (8.14) (1.62) 3.31) (0,00) 7.72) 0,051 11,83
38 % 2% 6 % 0% 53 %
4,70 4,80 270 (5.02) (1.28) (2.07) (0,00) (5.96) 0,035 8,17
21 % 0% 0% 0% 79 %
5,70 5,70 270 (3.12) (0.00) (0.00) (0,00) 6.12) 0,030 6,87
2% 19 % 6 % 0% 73 %
7,70 7,69 270 (.51 (4.84) (2.79) (0,00) (9.53) 0,048 11,17

Poznambka: Tabulka obsahuje iba vysledky s detekovatelnou troviiou DNA. SD = §tandardna odchylka, CV = percentualny koeficient odchylky,
BKV = BK virus.

* Vypocitané pomocou postupu SAS MIXED.

® Pocet platnych testov s detekovatelnou troviiou DNA.

€ %TV = percentualny podiel na celkovej odchylke.

4 CV% = logaritmicky normélna hodnota percentuélneho koeficientu odchylky = sqrt(10A[SDA2 x In(10)] - 1) x 100.
¢ Vypocitané pomocou celkovej variability pomocou postupu SAS MIXED.

cobas® BKV preukazal prijatelnu klinickd reprodukovatelnost pri koncentraciach v celom linearnom rozsahu. Okrem toho
systém detekoval 100 % z 3 x LLoQ vzoriek. Systémy cobas® 6800 a cobas® 8800 maju rovnaky modularny dizajn

a preukazali rovnocennost pri pouziti cobas® BKV. Vsetky odhadované 95 % limity spolahlivosti (CL) pre rozdiel medzi

2 meraniami od toho istého subjektu boli v rozmedzi +0,20 log;o IU/ml, ¢o naznacuje, ze analyza moze posudit zmeny
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v trovniach BKV DNA, ktoré sa povazuju za klinicky vyznamné. Systém preukazal 99,26 % zhodu negativnych vysledkov
s CI v rozsahu od 97,3 % do 99,9 %. Z 270 platnych testov pre negativne prvky panelu vykazovali 2 vzorky (0,74 %) troven

DNA < LLoQ pozitivitu. Dalsie skimanie tychto vysledkov ukdzalo, Ze nesuviseli s konkrétnym pristrojom/pracoviskom
alebo $arzou ¢inidla. Dalgie sekvenovanie DNA potvrdilo pritomnost BKV. Identifikované sekvencie BKV sa lisili od

sekvencii pozitivnej kontroly a kmena BKV pouzitého na pripravu panelu, s vyli¢enim kontamindcie pocas pripravy

panelu a s naznacenim stopovej virdrie v jednej z 25 vzoriek mocu zo zmies$anej vzorky mocu, ktora sa pouzila na pripravu

negativneho panelu.

Uginnost cobas® BKV pre typ vzorky stabilizovany moé

Klinicka uc¢innost cobas® BKV bola dalej hodnotena na troch testovacich pracoviskach meranim urovni BKV DNA

v klinickych vzorkach mocu pacientov infikovanych a neinfikovanych BKV, ktoré boli stabilizované v médiu cobas® PCR
Media v porovnani so spolahlivo overenym (LDT) (komparator BKV LDT).

Zo vsetkych vzoriek testovanych pomocou cobas® BKV a komparacného testu BKV bolo celkovo 308 vzoriek ¢istého

mocu stabilizovaného v médiu cobas® PCR Media od 84 pacientov po transplantacii, ktoré boli platné v oboch analyzach

a ktoré bolo mozné vyhodnotit na analyzu klinickej zhody (Tab. 30).

Tab. 30 Vysledky analyzy zhody medzi cobas® BKV a komparatorom LDT pre troveii BKV DNA (log:o [U/ml) pre vetky vzorky
(stabilizovany moc¢)

Komparétor Kompartor Komparator Komparator Komparator Komparator
®
ﬁzzasm?:f,‘() Tg':g‘;:'mt B<K:_’L';'21T BKV LDT BKV LDT BKV LDT BKVLDT | Celkom
10 v v
< < - >
Dotected (< 3.0) 30az<33 | 3,3a2<3,6 3,6 - 3,9 3,9
Target Not
Dotestod 62 6 0 0 0 0 68
< LLoQ (< 3,0) 4 22 0 0 0 1 27
30a2<33 0 2 0 0 0 0 2
33a2< 36 0 0 6 3 0 0 9
36-39 0 0 2 1 10 0 23
>39 0 0 0 2 8 169 179
Celkom 66 30 8 16 18 170 308
Zhoda stipea | g0 060100006 | (30/30)100,0% | (6/8)750% | (14/16)87,5% | (18/18)100,0 % (169/170) .
(%) 99,4 %
) (94,5 %, (88,6 %, (40,9 %, (64,0 %, (82,4 %,
0, a 0, 0, -
(95 % skére CI) 100,0 %) 100,0 %) 92,9 %) 96,5 %) 100,0 %) (96.7 %, 99,9 %)

Poznamka: CI = interval spolahlivosti, LLoQ = dolny limit kvantifikdcie komparatora BKV LDT (1000 IU/ml = 3,0 logio IU/ml), LDT = laboratérne
vyvinuty test, BKV = BK virus.

Standardna odchylka kompardtora BKV LDT odhadnutd na 0,15 logio IU/ml (§tudia analytickej presnosti BKV LDT).

Koncentricia analytu 3,3 logio IU/ml reprezentovana LLoQ + 20, 3,6 logio IU/ml reprezentovana LLoQ + 40 a 3,9 logio IU/ml reprezentovana

LLoQ + 60 s intervalom rozsahu 2o.

V tejto tabulke boli zahrnuté sparované vzorky, ktoré bolo mozné hodnotit na analyzu klinickej zhody.

2 Predpokladand nezavislost medzi vSetkymi vzorkami.
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Sekvenovanie DNA na reprezentativnych vzorkach od subjektov s vysledkami konzistentne posunutymi o viac ako

1 logio IU/ml trovne DNA neodhalilo ziadne sekven¢né nezhody pre ziadny primér alebo ciele sondy pre cobas® BKV.
Nezhodné vysledky boli definované ako také, ktoré st od uhlopriecky vzdialené viac ako jedno policko (oznacené
tieflovanim). Pre stipec ,,Target Not Detected (TND) by LDT Column Agreement* sa spojili bunky cobas® BKV ,, Target
Not Detected“ a ,,< LLoQ (< 3,0)“. Dévodom pridania susednych buniek < LLoQ a TND do stipca TND je, ze rozdiel
medzi TND a < LLoQ nie je klinicky vyznamny a Ze st analyticky na spodnej hranici pdsma merania, ktoré moze byt
ovplyvnené nahodnou chybou. Zo 66 BKV DNA negativnych vzoriek odobratych na odhad NPA pri pouziti cobas® BKV

malo 61 vzoriek platné vysledky, vSetkych 61 vzoriek bolo negativnych pri pouziti cobas® BKV, takze NPA bola 100 %

§ 95 % presnou CI 94,1 % az 100 %.

Zhoda medzi cobas® BKV a kompardtorom BKV LDT bola tiez hodnotena pomocou réznych klinickych prahovych

hodno6t (Tab. 31).

Tab. 31 Suhrn zhody cobas® BKV a komparatora BKV LDT s pouzitim réznych prahovych hodnét pre v8etky vzorky (stabilizovany mo¢)

Prahova hodnota*

Percentualna zhoda
< prahova hodnota 95 % CI (n/N)

Percentualna zhoda
2 prahova hodnota 95 % CI (n/N)

Target Not Detected

93,9 % (62/66)
(85,4 %, 97,6 %)

97,5 % (236/242)
(94,7 %, 98,9 %)

LLoQ (3,0 logio IU/mI)

97,9 % (94/96)
(92,7 %, 99,4 %)

99,5 % (211/212)
(97,4 %, 99,9 %)

4,0 logo 1U/ml

90,9 % (130/143)
(85,1 %, 94,6 %)

99,4 % (164/165)
(96,6 %, 99,9 %)

7,0 logqo IU/ml

97,2 % (242/249)
(94,3 %, 98,6 %)

94,9 % (56/59)
(86,1 %, 98,3 %)

Poznamka: Vzorky s Target Not Detected boli kategorizované ako < prahovéa hodnota v IU/ml.

LLoQ = dolny limit kvantifikicie komparatora BKV LDT (1000 IU/ml = 3,0 logio IU/ml).

95 % interval spolahlivosti (CI) vypoéitany metddou skére za predpokladu nezavislosti medzi vSetkymi vzorkami.

* Prahové hodnoty 10 000 IU/ml = 4,0 logio IU/ml a 10 000 000 IU/ml = 7,0 logio IU/ml.

Zo vsetkych vzoriek testovanych pomocou cobas® BKV, ktoré boli BKV pozitivne pouzitim komparacného testu BKV,
bolo celkovo 153 vzoriek ¢istého mocu stabilizovaného v médiu cobas® PCR Media od 55 pacientov po transplantacii,
ktoré bolo mozné vyhodnotit na analyzu korelacie na troch testovacich pracoviskach (Obr. 10).
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Obr. 10 Koreldcia medzi cobas® BKV a komparatorom BKV LDT pre vsetky vzorky: Demingov graf linedrnej regresie Girovne DNA
(logso 1U/ml) (stabilizovany mo¢)

cobas® BKV (logio IU/ml)
S

Demingova regresia (N = 153): Y = 0,23 + 1X

, R =098
04 95 9% Cl: prerusenie = (0,080, 0,381); sklon = (0,968, 1,032)
T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Komparétor BKV LDT (logqo 1U/ml)

Dodato¢na analyza grafu odchylky urovne DNA ukazala systematicky rozdiel medzi obomi analyzami, ktory je konstantny
v prekryvajucom sa linedrnom rozsahu. 95 % CI prerusenia prelozenej ¢iary v grafoch odchylky bola 0,168 az 0,488, ¢o je

v rozmedzi +0,5 logio IU/ml. Okrem toho sa priemerna odchylka odhadla na 0,231 logi, IU/ml a pri pouziti rovnice
prelozenej ¢iary v oboch grafoch odchylky bol systematicky rozdiel medzi obomi analyzami 0,248 log;o IU/ml a 0,188 logio
IU/ml pre vzorky s iroviiami DNA 4 a 7 logi, IU/ml, v tomto poradi.

Ekvivalencia systémov/porovnanie systémov

Ekvivalencia systémov cobas® 5800, cobas® 6800 a cobas® 8800 sa preukazala prostrednictvom stadii na vyhodnotenie
uc¢innosti. Vysledky uvedené v navode na pouzitie podporuju ekvivalentnu tcinnost pre vsetky systémy.
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Dalsie informacie

Klicové funkcie testu

Typ vzorky EDTA plazma Mo¢ stabilizovany v médiu cobas® PCR Media

Minimalne pozadované 350 pl* 550 pl*

mnozstvo vzorky

Vstupny objem vzorky 200 pl 400 pl

Analyticka citlivost 21,5 IU/ml (obojstranny interval spolahlivosti 95 %: 12,2 IU/ml (obojstranny interval spofahlivosti 95 %:
16,3 - 32,4 IU/ml) 9,2 -18,3 IU/ml)

Linearny rozsah 21,5 1U/ml az 1E+08 1U/ml 200 IU/ml az 1TE+08 IU/ml

Specifickost 100 % 100 %

Zistené subtypy BKV subtypy | (s podskupinami la, Ib a Ic), I, lll, IV

* Mrtvy objem 150 ul identifikovany pre sekundarne skiimavky cobas® omni. Iné skiumavky pouzité pre testovanie mozu mat odlisny mftvy objem
a mdzu vyzadovat va¢si ¢i mensi minimdlny objem. Dalsie informécie vAm poskytne miestny servis spolo¢nosti Roche.
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Symboly

Na oznacenie diagnostickych produktov Roche PCR sa pouzivaju nasledujice symboly.

Tab. 32 Symboly pouZivané na oznacenie diagnostickych produktov Roche PCR

Age/DOB| vek alebo datum narodenia

sw

Pridavny softvér

| Assigned Range [copies/mL]

I Priradeny rozsah

(kopie/ml)

| Assigned Range [1U/mL]

I Priradeny rozsah

au/mib

E Autorizované zastlipenie
v Eurépskom spolo¢enstve

BARCODE

Détovy list s ¢iarovym
kédom

LOT

Cislo sarze

(‘E. Biologické rizika
o

REF

Katalégové ¢islo

Oznacenie suladu

s normami CE: toto zariadenie
spina prislusné poziadavky na
oznacenie CE ako diagnostické

Collect Date

T~
()

1

P~

1 )

4

CONTENT

i

7

d

09478124001-03SK

zdravotnicke zariadenie in vitro.

D&tum odberu

Precitajte si ndvod na
pouZitie

Obsah postacuje

na <n> testov

Obsah stpravy

Kontrola

Datum vyroby

Pomocka na testovanie
v blizkosti pacienta

+ Pomadcka nie je uréena na
% testovanie v blizkosti

pacienta

Pomadcka nie je uréena na
samotestovanie

Distributor

(Poznamka: Pod symbolom sa
6ze uviest prislusna
krajina/oblast)

Nepouzivajte opakovane

Zena

Uréené len na hodnotenie
Gcinnosti IVD

Globdlne ¢islo obchodne;j
jednotky

ﬁ!m =

=lRe—1e
3+

Dovozca

Diagnosticka zdravotnicka
pomacka in vitro

<
=

Dolny limit stanoveného
rozsahu

Muz

Vyrobca

Negativna kontrola

Nesterilné

Meno pacienta

Cislo pacienta

Tu stiahnite

2

<

CONTROL | + | Pozitivna kontrola

Pomocka na
samotestovanie

[0S copies/PCR

Pocet medzindrodnych

jednotiek QS na PCR; na

|U/PCR vypocet vysledkov pouzite

pocet medzindrodnych
jednotiek QS na PCR.

SN | Sériové &islo

Site| Lokalita

| Procedure | Standard | Standardna procedura

STERILE E Sterilizované etylénoxidom

Skladovat v tmavom
prostredi

Teplotné rozmedzie od do

Testovaci definiény stbor

=0~<& I

Tymto smerom hore

| Procedure | UltraSensitive | Ultracitliva procedura

Jedine¢na identifikécia
UDI

pomocky

U I.R Horny limit stanoveného

rozsahu

ine Fill Line | Ciara naplnenia mo¢om

Len pre USA: federélny
zékon obmedzuje predaj

Rx OnIy tejto pomacky lekarom

alebo na zaklade jeho
predpisu.

2 Datum spotreby

Pocet QS képii na PCR reakciu, pouzite poc¢et QS
kopii na PCR reakciu na vypocet vysledkov.
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Technicka podpora

Ak potrebujete technickt podporu (pomoc), obratte sa na miestne zastupenie:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide. htm

Vyrobca a dovozca

Tab. 33 Vyrobca a dovozca
Roche Molecular Systems, Inc.
1080 US Highway 202 South
Branchburg, NJ 08876 USA
www.roche.com
Vyrobené v USA
Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

Ochranné znamky a patenty

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

Autorské prava
©2023 Roche Molecular Systems, Inc.

Roche Diagnostics GmbH
c € EC|REP| sandhoferStr. 116

68305 Mannheim

2797 Germany
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Revizia dokumentu

Informacie o revizii dokumentu

Doc Rev. 2.0 Predna strana, tabulka 2 a tabulka 3 aktualizované o dodato¢né &isla dielov stprav kontrol.
09/2022 Aktualizovand ¢ast Ochranné znamky a patenty vratane odkazu.
V pripade akychkolvek otdzok sa obratte na miestneho zastupcu spolo¢nosti Roche.
Doc Rev. 3.0 Vrétenie minimélneho objemu vzorky na povodnu trover v Navode na pouzitie a ¢asti Kltiiéové funkcie
05/2023 testu.

Aktualizované vyhldsenie kompetentného organu.

Do tabulky 20 sa doplnila chybajica pozndmka pod ¢iarou.

Drobné opravy textu.

Aktualizované oznacenie cobas®.

V pripade akychkolvek otdzok sa obratte na miestneho zastupcu spolo¢nosti Roche.

Suhrn hlasenti tykajacich sa bezpe¢nosti a uc¢innosti mozete najst pomocou nasledovného odkazu:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed.
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