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Utilizare preconizata

cobas® BKV este un test in vitro de amplificare a acidului nucleic pentru detectarea cantitativi a ADN-ului virusului BK
(BKV) in plasma EDTA umana si urina stabilizatd in cobas® PCR Media.

In plasma EDTA, cobas® BKV este destinat folosirii ca ajutor in diagnosticarea si gestionarea pacientilor cu BKV care au
suferit un transplant. La pacientii cu monitorizare continua a BKV in plasma EDTA, pot sa fie folosite masurdri in serie
ale ADN-ului pentru a indica necesitatea potentialelor modificari ale tratamentului si pentru a evalua raspunsul viral la
tratament.

In urina stabilizati in cobas® PCR Media, cobas® BKV este destinat folosirii ca ajutor in diagnosticarea si gestionarea
pacientilor cu BKV care au suferit un transplant.

Rezultatele provenite de la cobas® BKV trebuie sa fie interpretate in contextul tuturor constatérilor relevante clinice si
de laborator.

cobas® BKV nu este destinat folosirii ca test de screening pentru sange sau produse derivate din sange.

Rezumatul si explicarea testului

Informatii de baza

Beneficiarii transplantului prezintd un risc crescut de a dezvolta numeroase infectii virale si bacteriene care foarte probabil
vor genera efecte adverse privind starea de sandtate la populatia de pacientii cu transplant in comparatie cu populatia
sdndtoasa generald. Acest risc crescut este atribuit partial functiei diminuate a sistemului imunitar, cauzatd de
medicamentele imunosupresive pe care pacientii cu transplant le primesc pentru a reduce probabilitatea de respingere

a grefei."?

Virusul BK (BKV) este un virus mic (~5 kb), cu acid dezoxiribonucleic (ADN) fdra pericapsida care apartine familiei
poliomavirusurilor. Existd patru subtipuri majore de BKV, dintre care subtipul I este cel mai frecvent detectat (80%),
urmat de subtipul IV (15%).’ Seroprevalenta BKV este > 80% la populatia adultd sanatoasd generala.* La persoanele
imunocompetente, BKV nu este asociat cu o patologie semnificativa. Cu toate acestea, infectia cu BKV poate sa duci la
boli clinice grave la persoanele imunocompromise, inclusiv la beneficiarii transplantului.®

Infectiile cu BKV se manifesta de obicei in rinichi si in tractul urinar. Dupai infectia primara, virusul raiméne latent in
epiteliul tubului renal si in epiteliul ureteral si poate sa fie reactivat la persoanele imunocompromise. Pacientii cu
transplant de rinichi prezinta un risc crescut de aparitie a complicatiilor asociate cu BKV in comparatie cu beneficiarii
altor tipuri de transplanturi, inclusiv nefropatia asociata cu poliomavirus (PVN) si stenoza ureterala. PVN apare la pana la
10% din beneficiarii de transplant de rinichi si aproximativ 50% dintre pacientii afectati de PVN vor experimenta un esec
al grefei transplantate. In plus, aproximativ 3% dintre beneficiarii de transplant de rinichi dezvolta stenoza uretrald
asociata BKV.’ Transplanturile de celule stem hematopoietice (HSCT) prezintd, de asemenea, complicatii asociate BKV cu
o frecventd mai mare, de obicei sub forma cistitei hemoragice (HC). Intre 5 si 15% dintre pacientii cu HSCT dezvoltd HC.!

Orientirile recomanda monitorizarea periodica a BKV la pacientii cu transplant de rinichi pand la 5 ani dupa transplant.®
Aceastd abordare de monitorizare poate sa identifice 80-90% dintre pacientii cu risc de PVN. Testarea plasmei pentru
viremia BKV este recomandata ca parte a strategiei de identificare a pacientilor cu risc crescut de PVN, fie ca un test de
confirmare pentru pacientii la care se detecteaza viruria BKV, fie ca modalitate principald de testare pentru screeningul de
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rutind.® In prezent nu existi recomandiri pentru monitorizarea de rutind a BKV la pacientii cu HSCT, iar testarea este
recomandatd in principal pentru evaluarea pacientilor cu hematurie si simptome clinice de cistita. Cu toate acestea, un
nivel de ADN BKV mai mare de 10.000 copii/ml este asociata cu un risc mai mare de HC la pacientii cu transplant.”

Pentru pacientii cu transplant de rinichi care manifesta o crestere constanta a nivelurilor de ADN BKYV in sange, definite
de obicei ca 0 masurare de peste 10.000 copii/ml, testarea BKV in plasma se recomanda la fiecare 1-2 sdptamani pana
cand nivelul ADN este la un nivel nedetectabil in cadrul a doua mésurari consecutive.

Multe teste de laborator pentru cuantificarea BKV nu sunt standardizate, ducand la o variabilitate ridicata intre labora-
toare si intre teste.*’ In plus, constituentii urinei pot si duca la agregarea BKV, ceea ce poate, de asemenea, si afecteze
variabilitatea cantitativd.®>® Evaluarea formala a reproductibilitatii si validitatii nivelurilor de ADN BKYV este esentiald
pentru asigurarea unor rezultate uniforme (indiferent de ce laborator ce test a efectuat) pentru gestionarea clinica

a pacientilor cu boli asociate BKV.

In timp ce pragul viral relevant medical exact este inca subiect de dezbateri din cauza variabilititii intre analize, conceptul
de prag critic pare valid si a fost raportat in studii de evolutie naturald care arata corelatia dintre nivelurile ADN BKV mai
mari si riscul crescut de dezvoltare a PVN si HC.®7

Motivul pentru testarea NAT

Serologia poliomavirusului nu este de obicei folosita in context clinic: este doar o valoare pentru a determina dacd un
pacient a fost infectat in trecut cu BKV si exista risc de reactivare. Metodele de cultivare a virusului au o duratd lungd de
obtinere a rezultatului si, deoarece sunt semicantitative, sunt folosite limitat la pacientii imunocompromisi la care sunt
frecvente nivelurile scazute de virus. Detectarea directa a ADN BKV prin metodele PCR in timp real ofera in mod
potential un interval dinamic vast, precizie, sensibilitate si specificitate optime pentru folosirea in cazul pacientilor cu
transplant.

Explicarea testului

cobas® BKV este un test cantitativ realizat cu sistemele cobas® 5800/6800/8800. cobas® BKV permite detectarea si
determinarea cantitativi a ADN BKV in plasma EDTA si urina stabilizata in cobas® PCR Media a pacientilor infectati.
Nivelul de ADN BKYV este determinat cantitativ fatd de un standard de determinare cantitativdi a ADN non-BKV (DNA
QS) care este introdus in fiecare specimen in timpul prelucririi probei. DNA-QS functioneazd si pentru a monitoriza
intregul proces de pregitire a probei si amplificare PCR. Testul utilizeaza, de asemenea, trei controale externe: un control
pozitiv cu titru ridicat, un control pozitiv cu titru scdzut si un control negativ. Controalele externe pozitive cu titru ridicat
si cu titru scazut sunt realizate prin diluarea materialului initial cu un titru trasabil la standardul international OMS pentru
BKV. Fiecare lot al kitului de amplificare/detectare este calibrat pentru a fi trasabil la standardul international OMS
pentru BKV.

Principiile procedurii

Procedura cobas® BKV se bazeazd pe o preparare complet automatizata a probelor (extractia si purificarea acidului
nucleic), urmata de amplificare si detectare PCR. Sistemele cobas® 5800 este conceput ca instrument unic integrat.
Sistemele cobas® 6800/8800 sunt alcétuite dintr-un modul de alimentare a probelor, un modul de transfer, un modul de
procesare si un modul analitic. Gestionarea automata a datelor este efectuata de aplicatia software a sistemului cobas® 5800
sau cobas® 6800/8800 care alocd rezultatele testului pentru toate testele respectiv fie tinta nedetectata, ADN BKV detectat
< LLoQ (limita inferioara de cuantificare), ADN BKV detectat > ULoQ (limita superioara de cuantificare), fie o valoarea

09478124001-03RO

Doc Rev. 3.0 6



cobas® BKV

din intervalul liniar LLoQ < x < ULoQ. Rezultatele pot fi consultate direct pe ecranul sistemului, pot fi exportate sau pot fi
imprimate sub forma de raport.

Acidul nucleic din probele pacientilor si moleculele DNA-QS lambda addugate sunt extrase simultan. Pe scurt, acidul
nucleic viral este eliberat prin adaugarea proteinazei si a reactivului de lizare la proba. Acidul nucleic eliberat se leagd de
suprafata de dioxid de siliciu a particulelor de sticla magnetice adaugate. Substantele nelegate si impuritatile, precum
proteinele denaturate, reziduurile celulare si potentialii inhibitori PCR sunt indepartate in etapele ulterioare cu reactiv de
spalare, iar acidul nucleic purificat este eluat din particulele de sticld cu solutie tampon de elutie la temperaturi ridicate.

Amplificarea selectivd a acidului nucleic tinta din proba este obtinuta prin folosirea abordarii specifice a virusului cu tintd
dubla din regiunile foarte bine conservate ale BKV aflate in regiunea mica a antigenului t al BKV si in regiunea VP2

a BKV. Amplificarea selectiva a DNA-QS este realizaté prin utilizarea de primeri sens si antisens specifici secventei care
sunt selectati sa nu prezinte omologie cu genomul BKV. Pentru amplificare, se utilizeazd o enzimd ADN polimeraza
termostabild. Secventele tinta si DNA-QS sunt amplificate simultan utilizind un profil de amplificare PCR universal cu
pasi de temperaturd predefiniti si numar de cicluri predefinit. Reactivul master mix include deoxiuridina trifosfat (dUTP),
in loc de deoxitimidind trifosfat (dTTP), incorporata in ADN-ul nou-sintetizat (amplicon).'**? Orice amplicon
contaminant din ciclurile PCR anterioare este distrus de enzima AmpErase, inclusa in mixul PCR, in timpul incalzirii din
prima etapa termicd a ciclului. Cu toate acestea, ampliconul nou-format nu este eliminat, deoarece enzima AmpZErase este
inactivatd in urma expunerii la temperaturi de peste 55 °C.

Master mixul cobas® BKV contine doua sonde de detectie specifice secventelor tinta BKV si una pentru DNA-QS. Sondele
sunt marcate cu coloranti raportor fluorescenti specifici tintei care permit detectarea simultana a tintei BKV si a DNA-QS
in doua canale tinti diferite.'*'* Semnalul fluorescent al sondelor intacte este suprimat de colorantul de anihilare. In
timpul etapei de amplificare PCR, hibridizarea sondei la sabloanele ADN monocatenar specifice duce la scindare prin
activitatea 5'-3' nucleazicd a ADN-polimerazei, ceea ce contribuie la separarea colorantului raportor de colorantul de
anihilare si la generarea unui semnal fluorescent. In urma fiecirui ciclu PCR, se amplifica in paralel numarul tot mai mare
de sonde scindate si semnalul cumulativ al colorantului raportor. Detectarea si diferentierea in timp real a produselor PCR
se realizeazd prin masurarea fluorescentei colorantilor raportor eliberati pentru tintele virale si DNA-QS.
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Reactivi si materiale

Reactivi si controale cobas® BKV

Materialele furnizate pentru cobas® BKV se regasesc in Tabelul 1. Materiale necesare, dar nefurnizate se regdsesc in

Tabelul 2 - Tabelul 4 si Tabelul 8 — Tabelul 10.

Consultati sectiunea Reactivi si materiale, respectiv Precautii si exigente de manipulare pentru informatii referitoare

la riscurile asociate produsului.

Tabelul 1 cobas® BKV

cobas® BKV
A se péstra la 2-8 °C

caseta cu 192 de teste (P/N 09040960190)

Componente kit

Ingrediente reactiv

Cantitate per kit
192 de teste

(BKV MMX-R2)

amonte si aval BKV, < 0,01% primeri sens si antisens ai standardului de
cuantificare, < 0,01% sonde oligonucleotidice marcate fluorescent specifice
pentru BKV si standardul de cuantificare BKV, < 0,01% aptamer oligonucleotida,
< 0,01% ADN polimeraza Z05D, < 0,10% enzimd AmpErase (uracil-N-glicozilaza)
(microbiana), < 0,1% azida de sodiu

Solutie proteinaza Solutie tampon Tris, < 0,05% EDTA, clorura de calciu, acetat de calciu, 22,3 ml
(PASE) 8% proteinaza, glicerol

EUH210: Fisa cu date de securitate disponibild la cerere.

EUH208: Confine subtilizind din Bacillus subtilis. Poate provoca o reactie alergica.
Standard de cuantificare Solutie tampon Tris, < 0,05% EDTA, < 0,001% constructie ADN non-BKV care 21,2 ml
a ADN-ului contine o regiune de legare a primerului non-BKV si a sondei unice (ADN
(DNA QS) neinfectios), < 0,002% ARN poli rA (sintetic), < 0,1% azid& de sodiu
Tampon de elutie Tampon Tris, 0,2% metil-4 hidroxibenzoat 21,2 mi
(EB)
Reactiv Master Mix 1 Acetat de mangan, hidroxid de potasiu, < 0,1% azida de sodiu 7,5 ml
(MMX-R1)
Master Mix BKV Solutie tampon tricind, acetat de potasiu, < 18% dimetil sulfoxid, glicerol, 9,7 ml
Reactiv 2 < 0,1% Tween 20, EDTA, < 0,12% dATP, dCTP, dGTP, dUTP, < 0,01% primeri in
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Tabelul 2 cobas® EBV/BKV Control Kit
cobas® EBV/BKYV Control Kit

A se péstra la 2-8 °C

Pentru utilizare pe sistemul cobas® 5800 (P/N 09040951190)

Pentru utilizare pe sistemele cobas® 6800/8800 (P/N 08688214190 sau P/N 09040951190)

Componente kit

Ingrediente reactiv

Cantitate per kit

Simbol de siguranta si avertizare*

ridicat
(EBV/BKV H(+)C)

capsidala bacteriofaga lambda,
plasma umana normald, ADN BKV
nedetectabil prin metode PCR

0,1% conservant ProClin® 300**

EBV/BKV < 0,001% ADN BKYV sintetic 4 ml

Control pozitiv (plasmidad) incapsulat in proteina B8 x05ml) —

redus capsidualé bac}eriofagéylambda, \ ,

(EBV/BKV L(+)C) plasma umana normald, ADN BKV \*_/

nedetectabil prin metode PCR AVERTISMENT
0,1% conservant ProClin® 300 H317: Poate provoca o reactie alergica a pielii.

H412: Nociv pentru viata acvaticd, cu efecte pe termen
lung.
P261: Evitati sd inspirati praful/fumul/gazul/ceata/
vaporii/spray-ul.
P273: Evitati dispersarea in mediu.
P280: A se purta ménusi de protectie.
P333 + P313: In caz de iritare a pielii sau de eruptie
cutanata: consultati medicul.
P362 + P364: Scoateti imbrdcamintea contaminata
si spélati-o inainte de reutilizare.
P501: Eliminati continutul/recipientul intr-o unitate
autorizatd de colectare a deseurilor.
55965-84-9 Masa de reactie a: 5-cloro-2-metil-
4-izotiazolind-3-ona si 2-metil-2H-izotiazol-3-ona (3:1).

EBV/BKV < 0,001% ADN BKYV sintetic 4 ml

Control pozitiv (plasmidad) incapsulat in proteina B8 x05ml) -

) &
AVERTISMENT

H317: Poate provoca o reactie alergica a pielii.

H412: Nociv pentru viata acvatica, cu efecte pe termen
lung.

P261: Evitati sd inspirati praful/fumul/gazul/ceata/
vaporii/spray-ul.

P273: Evitati dispersarea in mediu.

P280: A se purta manusi de protectie.

P333 + P313: in caz de iritare a pielii sau de eruptie
cutanata: consultati medicul.

P362 + P364: Scoateti imbrdcamintea contaminata

si spélati-o inainte de reutilizare.

P501: Eliminati continutul/recipientul intr-o unitate
autorizatd de colectare a deseurilor.

55965-84-9 Masa de reactie a: 5-cloro-2-metil-
4-izotiazolind-3-ona si 2-metil-2H-izotiazol-3-ona (3:1).

*  Eticheta de sigurantd a produsului respectd in primul rdnd ghidul UE GHS.

**  Substantd periculoasé sau amestec periculos.
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Tabelul 3 cobas® Buffer Negative Control Kit

cobas® Buffer Negative Control Kit
A se péstra la 2-8 °C

Pentru utilizare pe sistemul cobas® 5800 (P/N 09051953190)
Pentru utilizare pe sistemele cobas® 6800/8800 (P/N 07002238190 sau P/N 09051953190)

Componente kit Ingrediente reactiv Cantitate per kit
cobas® Buffer Negative Control Solutie tampon Tris, <0,1 azida de sodiu, EDTA, 0,002% ARN poli rA 16 ml
(BUF(-) O (sintetic) (16 x 1T ml)
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Reactivi cobas® omni pentru prepararea probei

Tabelul 4 Reactivii cobas® omni pentru prepararea probei

Reactivi Ingrediente reactiv

Cantitate
per kit

Simbol de siguranta si avertizare*

cobas® omni

MGP Reagent
(MGP)

A se péstra la 2-8 °C
(P/N 06997546190)

Particule de sticlda magnetice,
tampon Tris, 0,1% metil-4 hidroxi-
benzoat, < 0,1% azida de sodiu

480 de teste

Nu este cazul

cobas® omni
Specimen Diluent
(SPEC DIL)

A se pastra la 2-8 °C
(P/N 06997511190)

Tampon Tris, 0,1% metil-4
hidroxibenzoat,
< 0,1% azida de sodiu

4 x 875 ml

Nu este cazul

cobas® omni

Lysis Reagent
(LYS)

A se pastra la 2-8 °C
(P/N 06997538190)

43% (m/m) guanidina-tiocianat™*,
5% (m/v) polidocanol**,

2% (m/v) ditiotreitol**,

citrat de sodiu dihidrat

EUH032: In contact cu acizi,
degaja un gaz foarte toxic.

4 x 875 ml

)
b =

PERICOL

H302 + H332: Nociv in caz de inghitire sau inhalare.

H314: Provoaca arsuri grave ale pielii si lezarea ochilor.
H411: Toxic pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P273: Evitati dispersarea in mediu.

P280: Purtati ménusi de protectie/imbracdminte de protectie/
echipament de protectie a ochilor/echipament de protectie
a fetei.

P303 + P361 + P353: IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA
(sau pdrul): Scoateti imediat toatd imbracamintea
contaminata. Clatiti pielea cu apa.

P304 + P340 + P310: IN CAZ DE INHALARE: Transportati
persoana la aer liber si mentineti-o intr-o pozitie confortabild
pentru respiratie. Sunati imediat la un CENTRU DE
INFORMARE TOXICOLOGICA/un medic.

P305 + P351 + P338 + P310: IN CAZ DE CONTACT CU
OCHII: Clatiti cu atentie cu apd timp de mai multe minute.
Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca acest
lucru se poate face cu usurintd. Continuati s& clatiti. Sunati
imediat la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA/un
medic.

P391: Colectati scurgerile de produs.

593-84-0 Guanidina tiocianat

9002-92-0 Polidocanol

3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimercaptobutan-2,3-diol

cobas® omni

Wash Reagent
(WASH)

A se pastra la 15-30 °C
(P/N 06997503190)

Citrat de sodiu dihidrat,
0,1% metil-4 hidroxibenzoat

4,2

Nu este cazul

*

** Substantd periculoasa sau amestec periculos.
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cobas® BKV

Cerinte de pastrare si manipulare ale reactivilor
Reactivii se péstreaza si se manipuleaza conform specificatiilor din Tabelul 5, Tabelul 6 si Tabelul 7.

Cénd reactivii nu sunt incércati in sistemele cobas® 5800 sau cobas® 6800/8800, pastrati-i la temperatura corespunzitoare
specificata in Tabelul 5.

Tabelul 5 Pastrarea reactivilor (cand reactivul nu este in sistem)

Reactiv Temperatura de pastrare
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

Conditii de manipulare a reactivilor pentru sistemul cobas® 5800

Reactivii incarcati in sistemul cobas® 5800 sunt péstrati la temperaturi corespunzétoare, iar expirarea acestora este
monitorizatd de cdtre sistem. Sistemul permite ca reactivii sa fie utilizati doar dacd sunt indeplinite toate conditiile
mentionate in Tabelul 6. Sistemul impiedica in mod automat utilizarea reactivilor expirati. Tabelul 6 ii ajuta pe utilizatori
sa inteleaga conditiile de manevrare a reactivilor impuse de catre sistemul cobas® 5800.

Tabelul 6 Conditii de expirare a reactivilor impuse de sistemul cobas® 5800

. - . . Numar de cicluri in -

. Data de expirare Stabilitatea kitului ar de cic . Stabilitatea

Reactiv . L . care poate fi utilizat | |
a kitului desigilat . in aparat
kitul
. 90 de zile de la prima Lo .

cobas® BKV Data nu a fost depdsita utilizare P Max 40 de cicluri Max 36 de zile**
cobas® EBV/BKV Control Kit Data nu a fost depdsita Nu este cazul* Nu este cazul Max 36 de zile**
cobas® Buffer Negative Control Kit | Data nu a fost depasita Nu este cazul* Nu este cazul Max 36 de zile**
cobas® omni Lysis Reagent Data nu a fost depdsitd | 30 de zile de la incarcare** Nu este cazul Nu este cazul
cobas® omni MGP Reagent Data nu a fost depésita 30 de zile de la incdrcare** Nu este cazul Nu este cazul
cobas® omni Specimen Diluent Data nu a fost depésita 30 de zile de la incarcare** Nu este cazul Nu este cazul
cobas® omni Wash Reagent Data nu a fost depésita 30 de zile de la incdrcare** Nu este cazul Nu este cazul

*  Reactivi de unica folosinta.

**  Perioada de timp se calculeaza de la prima incércare a reactivului in sistemul cobas® 5800.

09478124001-03RO
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cobas® BKV

Conditii de manipulare a reactivilor pentru sistemele cobas® 6800/8800

Reactivii incarcati in sistemele cobas® 6800/8800 sunt pastrati la temperaturi corespunzatoare, iar expirarea acestora este

monitorizatd de cdtre sistem. Reactivii pot fi utilizati cu sistemele cobas® 6800/8800 doar daca sunt indeplinite toate

conditiile indicate in Tabelul 7. Sistemul impiedica in mod automat utilizarea reactivilor expirati. Tabelul 7 ii ajuta pe

utilizatori sa inteleagd conditiile de manipulare a reactivilori impuse de sistemele cobas® 6800/8800.

Tabelul 7 Conditii de expirare a reactivilor impuse de sistemele cobas® 6800/8800

Data de expirare

Stabilitatea kitului

Numar de
cicluri in care

Stabilitate in timpul
utilizarii (timp cumulat

utilizare

Reactiv a kitului desigilat poate fi utilizat | in timpul utilizarii in
kitul afara frigiderului)
cobas® BKV Data nu a fost depdsitd | 90 de zile de la prima Max 40 de cicluri | Max 40 de ore

cobas® EBV/BKV Control Kit

Data nu a fost depésita

Nu este cazul*

Nu este cazul

Max 8 de ore

cobas® Buffer Negative Control Kit

Data nu a fost depésita

Nu este cazul*

Nu este cazul

Max 10 de ore

cobas® omni Lysis Reagent

Data nu a fost depésita

30 de zile de la incarcare™*

Nu este cazul

Nu este cazul

cobas® omni MGP Reagent

Data nu a fost depésita

30 de zile de la incarcare™*

Nu este cazul

Nu este cazul

cobas® omni Specimen Diluent

Data nu a fost depésita

30 de zile de la incarcare™*

Nu este cazul

Nu este cazul

cobas® omni Wash Reagent

Data nu a fost depésita

30 de zile de la incarcare**

Nu este cazul

Nu este cazul

*  Reactivi de unicd folosinta

** Perioada de timp se calculeaza de la prima incircare a reactivului in sistemele cobas® 6800/8800.
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cobas® BKV

Materiale suplimentare necesare pentru sistemul cobas® 5800

Tabelul 8 Materiale si consumabile necesare pentru sistemul cobas® 5800

Materiale P/N

cobas® omni Processing Plate 24 08413975001
cobas® omni Amplification Plate 24 08499853001
cobas® omni Liquid Waste Plate 24 08413983001
Varf CORE TIPS cu filtru, 1 ml 04639642001
Varf CORE TIPS cu filtru, 300 pl 07345607001
cobas® omni Liquid Waste Container 07094388001
cobas® omni Lysis Reagent 06997538190
cobas® omni MGP Reagent 06997546190
cobas® omni Specimen Diluent 06997511190
cobas® omni Wash Reagent 06997503190
Sac pentru deseuri solide 07435967001
sau sau

Sac pentru deseuri solide cu insertie 08030073001
cobas® omni Secondary Tubes 13x75 (optional) 06438776001
cobas® PCR Media Secondary Tube Kit* 07958048190
cobas® PCR Media Tube Replacement Cap Kit 07958056190
cobas® PCR Media Disposable Tube Stand (optional) 07958064190
MPA RACK 16 MM LIGHT GREEN 2001-2050* ** 03143449001
RD5 RACK — RD Standard rack 0001-0050 LR* ** 11902997001
Suport eprubete cu 16 pozitii* 09224319001
Suport stativ cu 5 pozitii* 09224475001

*  Contactati reprezentantul local Roche pentru o lista detaliatd de comanda cu rackuri pentru probe.

** Rackul MPA de 16 mm sau suportul pentru tuburi cu 16 pozitii este cel preferat pentru utilizare cu probe recoltate in tuburi cobas® PCR Media.

09478124001-03RO
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cobas® BKV

Materiale suplimentare necesare pentru sistemele cobas® 6800/8800

Tabelul 9 Materiale si consumabile necesare sistemelor cobas® 6800/8800

Materiale P/N

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

Sac pentru deseuri solide si Container pentru deseuri solide
sau

Sac pentru deseuri solide cu insertie si sertar kit pentru deseuri solide actualizat

07435967001 si 07094361001
sau
08030073001 si 08387281001

cobas® omni Secondary Tubes 13x75 (optional) 06438776001
cobas® PCR Media Secondary Tube Kit* 07958048190
cobas® PCR Media Tube Replacement Cap Kit 07958056190
cobas® PCR Media Disposable Tube Stand (optional) 07958064190
MPA RACK 16 MM LIGHT GREEN 2001-2050* ** 03143449001

*

coagulate si tavile pentru rackuri compatibile cu aparatele.

** Rackul MPA 16 mm este cel preferat pentru utilizare cu probe recoltate in tuburi cobas® PCR Media.

Tabelul 10 Kituri de recoltare a specimenelor de uring utilizate cu cobas® BKV

Contactati reprezentantul local Roche daci doriti o listd detaliatd de comanda cu rackurile pentru probe, rackurile pentru eprubete cu varfuri

Kituri de recoltare P/N
cobas® PCR Urine Sample Kit 05170486190
cobas® PCR Media Kit 06466281190

Noti: Kitul pentru probe de urind cobas® PCR se foloseste pentru prelevarea si transportarea specimenelor de urind. Fiecare kit pentru probe de urina

cobas® PCR contine 100 de pachete pentru probe de urina cobas® PCR. Fiecare pachet contine 1 pipetd de unicé folosinta si 1 tub cobas® PCR Media,

care contine 4,3 ml de cobas® PCR Media. cobas® PCR Media serveste drept mediu de transport si stabilizare a acidului nucleic pentru probele de urina.

Pentru probele de urind trimise direct la laborator firé folosirea kitului de probe de urina cobas® PCR la recoltare, kitul cobas® PCR Media care contine

100 de tuburi cobas® PCR Media (fara pipetele de unica folosintd) poate sa fie folosit drept alternativd, avind in vedere ca urina trebuie sa fie transferatd

in 24 de ore de la recoltare.
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cobas® BKV

Aparatura si aplicatii software necesare

Aplicatia software cobas® 5800 si pachetul de analizd cobas® BKV pentru sistemul cobas® 5800 trebuie sa fie instalate pe

aparatul cobas® 5800. Aplicatia software pentru gestionarea datelor si computerul pentru sistemul cobas® 5800 vor fi

furnizate impreuna cu sistemul.

Aplicatia software cobas® 6800/8800 si pachetul de analizd cobas® BKV trebuie instalate pe aparate. Serverul Instrument

Gateway (IG) se furnizeaza impreund cu sistemul.

Tabelul 11 Aparatura

Echipamente

P/N

cobas® 5800 System

08707464001

cobas® 6800 System (platforma mobil)

05524245001 si 06379672001

cobas® 6800 System (platformi fixa)

05524245001 si 06379664001

cobas® 8800 System

05412722001

Modul de alimentare a probelor

06301037001

Consultati asistentul pentru utilizator si/sau ghidurile pentru utilizator aferente sistemului cobas® 5800 sau cobas® 6800/8800 pentru informatii

suplimentare

Noti: Contactati reprezentantul local Roche daci doriti o lista detaliatd de comandi cu tuburile pentru probe primare si secundare, rackurile pentru

probe, rackurile pentru tuburi cu varfuri coagulate si tavile pentru rackuri compatibile cu aparatele.

cobas® BKV accepta tubul primar folosit pentru tipurile de specimene de urina colectate in cobas® PCR Media.
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cobas® BKV

Precautii si exigente de manipulare

Avertismente si precautii

La fel ca in cazul oricérei proceduri de testare, bunele practici de laborator sunt esentiale pentru efectuarea corecta
a acestui test. Datoritd nivelului ridicat de sensibilitate al acestui test, trebuie avuta grija ca reactivii si amestecurile de
amplificare sa nu se contamineze.

e Destinat exclusiv utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

e cobas® BKV nu a fost evaluat in ceea ce priveste folosirea ca test de screening pentru prezenta BKV in sange
sau produse derivate din sange.

e Toate probele de la pacienti trebuie tratate ca prezentand risc de contaminare, respectand bunele practici de
laborator, asa cum este prevazut de ghidul Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
(Biosiguranta in laboratoarele de microbiologie si biomedicale) si in Documentul CLSI M29-A4.">'¢ Aceasta
procedura trebuie efectuata doar de citre personal cu experientd in manipularea materialelor infectioase si in
utilizarea sistemelor cobas® BKV si cobas® 5800/6800/8800.

e Toate materialele de provenienta umand trebuie considerate ca avind potential infectios si trebuie manipulate
conform procedurilor universale de precautie. Daca se produc scurgeri, dezinfectati imediat folosind o solutie
proaspat preparata de hipoclorit de sodiu sau potasiu 0,6% in apd distilatd sau deionizata sau respectati
procedurile corespunzatoare impuse de institutie.

e Kitul de control cobas®” EBV/BKV contine plasma derivata din singe uman. Materialul sursa a fost testat prin
metode PCR si a indicat urme acceptabile de niveluri reduse de ADN BKV. Nicio metoda de testare cunoscuta
nu poate sd ofere asigurarea completd ca produsele derivate din singe uman nu transmit agenti infectiosi.

¢ Nu congelati sainge integral sau orice proba de urina stocata in tuburile primare.

e Utilizati doar consumabile furnizate sau specificate pentru a asigura o functionare optima a testului.

e La cerere, reprezentantul local Roche poate furniza Fisa cu date de securitate (SDS).

e Respectati indeaproape procedurile si ghidurile furnizate pentru a va asigura ca testul este efectuat corect.

Orice deviere de la proceduri si ghiduri poate afecta functionarea in conditii optime a testului.

e E posibil séd se produca rezultate fals pozitive in cazul in care contaminarea incrucisaté a probelor nu este
controlatd in mod corespunzator in timpul manipularii si procesarii lor.

e cobas® PCR Media (din eprubeta primara pentru probe) contine clorhidrat de guanidina. Nu permiteti
contactul direct dintre clorhidratul de guanidina si hipocloritul de sodiu (inalbitor) sau alte substante
reactive puternice, cum ar fi acizii sau bazele. Aceste amestecuri pot emana gaze toxice. Daca lichidul care
contine clorhidrat de guanidind este varsat, curatati cu detergent de laborator adecvat si cu apd. Daca se produce
o scurgere de agenti cu potential infectios, MAI INTAI curitati zona afectati cu detergent de laborator si cu apa,
apoi cu solutie de sodiu sau hipoclorit de potasiu 0,6%.

e Informati autoritatea locald competenta si producétorul cu privire la incidentele grave rezultate in urma utilizarii
acestui test.

09478124001-03RO
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cobas® BKV

Manipularea reactivilor

e Manipulati toti reactivii, toate controalele si probele in conformitate cu bunele practici de laborator pentru
a preveni contaminarea incrucisata a probelor si controalelor.

e Inainte de utilizare, inspectati vizual fiecare casetd de reactiv, diluant, reactiv de lizare si de spalare pentru a va
asigura cd nu exista semne de scurgeri. Daca observati semne de scurgeri, nu utilizati materialul in procedura de
testare.

e cobas® omni Lysis Reagent contine guanidina tiocianat, o substantd cu potential periculos. Evitati contactul
dintre reactivi si piele, ochi, respectiv membranele mucoase. In cazul in care se produce un astfel de contact,
spalati-va cu apd din abundenta, deoarece, in caz contrar, se pot produce arsuri.

e Kiturile de teste cobas® BKV, reactivul cobas® omni MGP si diluantul de specimene cobas® omni contin azidi de
sodiu cu rol de conservant. Evitati contactul dintre reactivi si piele, ochi, respectiv membranele mucoase. In cazul
in care se produce un astfel de contact, spélati-va cu apa din abundenta, deoarece, in caz contrar, se pot produce
arsuri. Daca reactivii sunt vérsati, diluati cu apa inainte de a sterge cu o carpa.

e Evitati contactul dintre cobas® omni Lysis Reagent, care contine guanidina tiocianat, si solutia de hipoclorit de
sodiu (inalbitor). Amestecul poate degaja un gaz foarte toxic.

¢ Eliminati toate materialele care au intrat in contact cu probele si reactivii in conformitate cu reglementarile
nationale, regionale si locale.

Bunele practici de laborator

e Nu pipetati cu gura.

e Consumul de alimente, bauturi, precum si fumatul sunt interzise in spatiile de lucru desemnate.

e Purtati méanusi de laborator, halat de laborator si ochelari de protectie in timpul manipularii probelor si
reactivilor. Ménusile trebuie sa fie schimbate intre manipularea probelor si a kiturilor cobas® BKV, controlului
pozitiv redus EBV/BKV (EBV/BKV L(+)C), controlului pozitiv ridicat EBV/BKV (EBV/BKYV H(+)C), kiturilor
de control negativ tampon cobas® si reactivilor cobas® omni pentru a preveni contaminarea. Evitati
contaminarea manusilor in timpul manipulérii probelor si controalelor.

e Spilati-vad bine pe maini dupé ce manipulati probele si reactivii kitului si dupa ce indepartati méanusile.

e Curitati si dezinfectati temeinic toate suprafetele de lucru din laborator cu o solutie proaspét preparati de
hipoclorit de sodiu sau potasiu 0,6% in apa distilatd sau deionizata. In continuare, stergeti suprafetele cu
etanol 70%.

e Daca se produc scurgeri pe aparatul cobas® 5800 sau cobas® 6800/8800, urmati instructiunile din asistentul
pentru utilizator si/sau ghidul utilizatorului aferent sistemelor cobas® 5800 sau cobas® 6800/8800 pentru a curéta
si decontamina in mod corespunzitor suprafata aparatelor.
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cobas® BKV

Recoltarea, transportarea si pastrarea probelor

Nota: Manipulati toate probele si controalele ca si cum ar putea transmite agenti infectiosi.

Probe de plasma EDTA

e Depozitati toate probele la temperaturile specificate. Stabilitatea probei este afectatd de temperaturile ridicate.

e Lafolosirea probelor congelate in tuburi secundare, lasati probele la temperatura camerei (15-30 °C) pana la
decongelarea completd, apoi amestecati rapid (de exemplu, agitati in vortex timp de 3-5 secunde) si centrifugati
pentru a colecta tot volumul probei din partea de jos a tubului.

e Séingele integral trebuie sd fie recoltat in tuburi pentru prepararea plasmei BD Vacutainer®” PPT™ pentru metodele
de testare pentru diagnosticul molecular sau in tuburi sterile utilizind EDTA ca anticoagulant. Respectati
instructiunile producatorului tubului de recoltare a probei. Consultati Figura 1.

e Séangele integral recoltat tuburile pentru prepararea plasmei BD Vacutainer” PPT™ pentru metodele de testare
pentru diagnosticul molecular sau in tuburi sterile utilizand EDTA ca anticoagulant poate fi pastrat si/sau
transportat timp de cel mult 24 de ore la 2-25 °C. Centrifugarea trebuie sa fie efectuata in conformitate cu
instructiunile producatorului.

e La separare, probele de plasma pot sa fie depozitate 24 de ore la 2-30 °C in tuburi primare sau secundare,
urmata de:

o Depozitarea in tuburi primare sau secundare pana la 6 zile la 2-8 °C.
o Depozitarea in tuburi secundare pana la 6 luni la < -20 °C.

e Probele de plasma sunt stabile pana la patru cicluri de inghetare/dezghetare atunci cidnd sunt congelate la < -20 °C.

e Daca probele trebuie si fie expediate, acestea ar trebui si fie ambalate si etichetate in conformitate cu regulile
aplicabile nationale si/sau internationale privind transportul probelor si agentilor etiologici.

Figura1  Conditii de depozitare a probelor pentru plasma EDTA
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cobas® BKV

Probe de urina

e Utilizati numai kitul pentru probe de urind cobas® PCR pentru a preleva si stabiliza probe de urina pentru
cobas® BKV. cobas® BKV nu a fost validat pentru utilizare cu alte dispozitive de prelevare a urinei sau cu alte
tipuri de medii. Utilizarea cobas® BKV cu alte dispozitive de prelevare a urinei sau alte tipuri de medii poate duce
la rezultate fals negative, fals pozitive si/sau nevalide.

e Specimenele de urina trebuie transferate de indatd in tubul cobas® PCR Media (stabilizatd). Daca probele nu pot fi
transferate imediat, acestea pot fi péastrate la o temperatura cuprinsé intre 2 °C si 30 °C timp de pana la 24 de ore.
Dupa ce probele de urina sunt stabilizate in cobas® PCR Media, probele pot sa fie depozitate pana la 90 de zile la
2-30 °C. Consultati Figura 2.

e Probele de urind netestate trebuie si prezinte partea superioara a nivelului lichidului dintre cele doud linii negre
de pe fereastra etichetei eprubetei cobas® PCR Media tube. Daca nivelul lichidului se afla deasupra sau dedesubtul
acestor linii, proba nu a fost prelevata corespunzitor si nu poate fi utilizatd pentru testare.

e Daca nu exista un volum suficient de urina (4,3 ml) pentru diluarea in tubul pentru probe de urind cobas® PCR,
urina poate sa fie diluata manuala cu cobas® PCR Media. Inainte de testarea cu cobas® BKV, cel putin 0,5 ml de
urind purd trebuie sa fie diluatd manual in cobas® PCR Media (raport 1:1).

e Pentru a evita contaminarea incrucisatd a probelor procesate, trebuie utilizate capace suplimentare pentru tuburile
cobas® PCR Media intr-o culoare alternativd (neutrd; consultati Materiale suplimentare necesare) pentru a pune
la loc capacul pe probe dupi testare.

e Daca sunt necesare testdri suplimentare, asigurati-va ca mai exista cel putin 1,2 ml de proba in tubul
cobas® PCR Media.

e Daca probele trebuie sé fie expediate, acestea ar trebui sé fie ambalate si etichetate in conformitate cu regulile
aplicabile nationale si/sau internationale privind transportul probelor si agentilor etiologici.

Figura2  Conditii de depozitare a probelor pentru urind
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cobas® BKV

Instructiuni de utilizare

Note referitoare la procedura

e Nu utilizati reactivii cobas® BKV, kitul de control cobas® EBV/BKYV, kitul de control negativ pentru solutia
tampon cobas® sau reactivii cobas® omni dupa datele de expirare aferente.

e A nu se reutiliza consumabilele. Acestea sunt de unica folosinta.

e Asigurati-va ca etichetele cu coduri de bare ale probelor de pe tuburile cu probe sunt vizibile prin deschiderile de
pe partea laterala a rackurilor pentru probe RD5 sau MPA. Consultati ghidurile utilizatorului aferente sistemului
cobas® 5800 sau cobas® 6800/8800 pentru specificatiile adecvate privind codurile de bare si informatii
suplimentare despre incércarea tuburilor de proba.

e Consultati Asistentul pentru utilizator si/sau Ghidurile pentru utilizator aferente sistemelor cobas® 5800 sau
cobas® 6800/8800 pentru intretinerea corespunzitoare a aparatelor.

Efectuarea testului cobas® BKV pe sistemul cobas® 5800

cobas® BKV poate si fie rulat cu un volum minim necesar al probei de 350 pl pentru plasma EDTA (pentru fluxul de lucru
al probelor de 200 pl) si 550 pl pentru specimenele de urina stabilizata (pentru fluxul de lucru al probelor de 400 pl).
Procedura de testare este descrisd, in detaliu, in asistentul pentru utilizator si/sau ghidul pentru utilizator sistemele

cobas® 5800. Figura 3 de mai jos rezumd procedura.

e Specimenele trebuie sa aiba capacul scos si sd fie incarcate direct pe rackuri pentru procesare pe sistemul cobas® 5800.
e O singura rulare poate sd aiba o combinatie de specimene (plasmd, urina stabilizatd).

Plasma EDTA si specimenele de urna stabilizate trebuie procesate utilizand selectia tipului de proba din interfata cu
utilizatorul (UI) a cobas® BKV, asa cum este descris in Figura 3, pasul 2.
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Figura3  Procedura de testare cobas® BKV pe sistemul cobas® 5800

Conectati-va la sistem
Apasati Start pentru a pregati sistemul

Incarcati probele in sistem:
o Incarcati stativele cu probe in sistem
e  Sistemul le pregateste automat
e  Ordonati testele
o Alegeti ,Plasma” pentru a comanda specimene de plasm&d EDTA
o Alegeti ,Urine” (Urind) pentru a comanda probe de urina prelevate in cobas® PCR Media
= Scoateti capacul eprubetei
= Transferati eprubeta direct pe stativ

Reumpleti reactivii si consumabilele conform indicatiilor sistemului:
. incércat,i caseta(ele) cu reactivi specifici testului
« incarcati mini stativele cu control

e incarcati varfurile de procesare

e incarcati varfurile de elutie

« incarcati plicile de procesare

e incarcati placile pentru deseuri lichide

e incarcati plicile de amplificare

e incarcati caseta MGP

e Reumpleti diluantul probei

e Reumpleti reactivul de liza

e Reumpleti reactivul de spalare

Porniti secventa de rulare alegand butonul Start processing (Pornire procesare) de pe interfata cu
utilizatorul; toate secventele de rulare ulterioare vor porni automat daca nu sunt amanate manual

Consultati si exportafi rezultatele

Scoateti si acoperiti cu capac toate eprubetele de proba care indeplinesc cerintele de volum minim, daca
acestea sunt necesare pentru utilizare ulterioara

Curafafi instrumentul:

o Descarcati mini stativele cu control goale

o Descarcati caseta(ele) goala(e) cu reactivi specifici testului
¢ Goliti sertarul placii de amplificare

o Eliminati deseurile lichide

e Eliminati deseurile solide
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Efectuarea testului cobas® BKV pe sistemele cobas® 6800/8800

cobas® BKV poate si fie rulat cu un volum minim necesar al probei de 350 ul pentru plasma EDTA (pentru fluxul de lucru
al probelor de 200 pl) si 550 pl pentru specimenele de urina stabilizata (pentru fluxul de lucru al probelor de 400 pl).
Procedura de testare a aparatului este descrisd, in detaliu, in asistentul pentru utilizator si/sau ghidul pentru utilizator
pentru sistemele cobas® 6800/8800. Figura 4 de mai jos rezumd procedura.

e Specimenele trebuie sd aibd capacul scos si sa fie incarcate direct pe rackuri pentru procesare pe sistemele
cobas® 6800/8800.

e O singura rulare poate sa aibd o combinatie de specimene (plasma, urina stabilizatd).

e Plasma EDTA si specimenele de urna stabilizate trebuie procesate utilizand selectia tipului de proba din interfata
cu utilizatorul (UI) a cobas® BKV, asa cum este descris in Figura 4, pasul 1.

Figura4 Procedura de testare cobas® BKV pe sistemele cobas® 6800/8800

Conectati-va la sistem

Apasati Start pentru a pregati sistemul

Ordonati testele:

o Alegeti ,Plasma” pentru a comanda specimene de plasméd EDTA

e Alegeti ,Urine” (Urind) pentru a comanda probe de urina prelevate in cobas® PCR Media

Reumpleti reactivii si consumabilele conform indicatiilor sistemului:
« Incarcati caseta cu reactivi specifici testului

« Incarcati casetele de control

« Incarcati varfurile pipetei

o Incarcati plicile de procesare

e Incarcati reactivul MGP

« Incarcati plicile de amplificare

e Reumpleti diluantul probei

e Reumpleti reactivul de lizd

e Reumpleti reactivul de spalare

Incarcati specimenele in sistem:
e  Pentru fiecare specimen de urina primar in recoltat in cobas® PCR Media
o  Scoatefi capacul eprubetei
o Transferati eprubeta direct pe stativ
Incarcati stativul pentru probe si stativele pentru varfuri pentru cheaguri in modulul
de alimentare cu probe
Confirmati ca probele au fost acceptate in modulul de transfer

Porniti secventa de rulare selectadnd butonul Pornire manuald din interfata cu utilizatorul sau
utilizati functia de pornire automatd setatd la 120 de minute sau dupa completarea lotului

Consultati si exportafi rezultatele

Scoatefi si acoperiti cu capac toate eprubetele de proba care indeplinesc cerintele de volum
minim, dacé acestea sunt necesare pentru utilizare ulterioara

Curatati aparatul:

o Descarcati casetele de control goale

Goliti sertarul plécii de amplificare

Eliminati deseurile lichide

Eliminati deseurile solide
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Rezultate

Sistemele cobas® 5800/6800/8800 stabilesc automat concentratia de ADN BKV pentru probe si controale. Concentratia de
ADN BKYV este exprimatd in unitati internationale pe milimetru (UI/ml).

Controlul calitatii si validitatea rezultatelor pe sistemul cobas® 5800

e Un control negativ [(-) Ctrl] si doua controale pozitive, un control pozitiv scizut [EBV/BKV L (+) C] si un
control pozitiv ridicat [EBV/BKV H (+) C] sunt procesate cel putin la fiecare 72 de ore si la fiecare lot de kit nou.
Controalele pozitive si/sau negative pot fi programate mai frecvent pe baza procedurilor de laborator si/sau
a regulamentelor locale.

e Inaplicatia software si/sau raportul cobas® 5800, verificati daci existd marcaje si rezultate asociate cu acestea
pentru a va asigura ca rezultatul este valid.

Invalidarea rezultatelor se face in mod automat de cétre aplicatia software cobas® 5800 pe baza erorilor controalelor
negativ sau pozitiv.

NOTA: Sistemele cobas® 5800 va fi livrat cu setarea standard de rulare a unui set de controale (pozitiv si negativ) cu
fiecare secventd de rulare, dar poate fi configurat la o programare mai putin frecventd de pana la 72 de ore pe baza
procedurilor de laborator si/sau a regulamentelor locale. Contactati inginerul de service Roche si/sau serviciul de
asistenta tehnica pentru clienti Roche pentru informatii suplimentare.

Rezultatele controalelor pe sistemul cobas® 5800
Rezultatele controalelor sunt prezentate in aplicatia software cobas® 5800 in aplicatia ,,Controls” (Controale).

e Controalele sunt marcate ca ,,Valid” in coloana ,,Control result” (Rezultat control) daci toate tintele controlului
sunt raportate ca fiind valide. Controalele sunt marcate ca ,,Invalid” (Nevalid) in coloana ,,Control result” daca
una sau toate tintele controlului sunt raportate ca fiind nevalide.

e Controalele marcate ca ,,Invalid” prezintd un marcaj in coloana ,,Flags” (Marcaje). Mai multe informatii privind
motivul pentru care controlul este raportat ca fiind nevalid, inclusiv informatiile despre marcaje sunt prezentate
in vizualizarea detaliata.

e Daca unul dintre controale este nevalid, este necesara repetarea testarii tuturor controalelor si a tuturor probelor
asociate.

Controlul calitatii si validitatea rezultatelor pentru sistemele cobas® 6800/8800

e Un control negativ [(-) Ctrl] si doua controale pozitive, un control pozitiv scazut [EBV/BKV L (+) C] si un
control pozitiv ridicat [EBV/BKV H (+) C] sunt procesate cu fiecare lot.

e Inaplicatia software si/sau raportul cobas® 6800/8800, reperati marcajele si rezultatele asociate cu acestea pentru
a va asigura ca lotul este valid.

e Lotul este valid dacd nu apare niciun marcaj pentru toate cele trei controale, ceea ce include un control negativ
si doua controale pozitive: EBV/BKV L (+) C, EBV/BKV H (+) C. Rezultatul controlului negativ este afisat ca
(-) Ctrl, iar controalele pozitive scizute si ridicate sunt afisate ca EBV/BKV L (+) C si EBV/BKV H (+) C.

Invalidarea rezultatelor se face in mod automat de catre aplicatia software cobas® 6800/8800 pe baza erorilor controalelor
negativ i pozitiv.
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Marcajele controalelor pe sistemele cobas® 6800/8800

Tabelul 12 Marcajele controalelor pentru controalele negativ si pozitiv

Control negativ Marcaj Rezultat Interpretare

(=) Ctrl Qo2 Invalid Un rezultat nevalid sau rezultatul titrului calculat pentru controlul
(Lot de control cu erori) negativ nu este negativ.

Control pozitiv Marcaj Rezultat Interpretare

EBV/BKV L (+)C Qo2 Invalid Un rezultat nevalid sau rezultatul titrului calculat pentru controlul
(Lot de control cu erori) pozitiv redus nu este in intervalul atribuit.

EBV/BKVH (+)C Qo2 Invalid Un rezultat nevalid sau rezultatul titrului calculat pentru controlul
(Lot de control cu erori) pozitiv ridicat nu este in intervalul atribuit.

Daca lotul de control este nevalid, repetati testarea pentru toate probele lotului afectat.

Interpretarea rezultatelor

Pentru un lot valid, verificati fiecare probé individuala pentru marcaje in aplicatia software a sistemelor cobas® 5800 si
cobas® 6800/8800 si/sau in rapoarte. Rezultatul interpretarii trebuie sa fie mereu dupd cum urmeaza:

e O secventd de rulare de test valida poate include rezultate valide si nevalide.

Tabelul 13 Rezultatele tintd pentru interpretarea rezultatelor tintd individuale

Rezultate Interpretare

ITarget Not Detected ADN-ul BKV nu a fost detectat.
Raportati rezultatele ca ,BKV nedetectat”.

< Titer Min? Titrul calculat este sub limita inferioard de cuantificare (LLoQ) a testului. Raportati rezultatele ca
,BKV detectat, mai mic decat (titrul min.)".

Titrul minim pentru plasma EDTA = 21,5 Ul/ml

Titrul minim pentru urind = 200 Ul/ml

ITitru Titrul calculat este in intervalul liniar al testului — mai mare sau egal cu titrul min. si mai mic sau
egal cu titrul max.

Raportati rezultatele ca ,(Titrul) BKV detectat”.

> Titer MaxP Titrul calculat este peste limita superioard de cuantificare (ULoQ) a testului. Raportati rezultatele ca
,BKV detectat, mai mare decat (titrul max.)”.

Titrul max. pentru plasma EDTA si urind = 1,0E+08 Ul/ml

@ Rezultatele probei < Titer Min (tinta detectata < LLoQ) trebuie interpretatd in contextul altor date clinice si nu trebuie sé reprezinte baza unica
pentru deciziile de tratament.

® Rezultatul probei > Titer Max se referd la probele pozitive la BKV detectate cu titruri peste limita superioard de cuantificare (ULoQ). Daci se
doreste un rezultat cantitativ pentru specimenele de plasma EDTA, proba originald trebuie sé fie diluatd cu plasma umand EDTA negativa la BKV,
iar testul trebuie si fie repetat. Multiplicati rezultatul raportat cu factorul de dilutie.
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Interpretarea rezultatelor pe sistemul cobas® 5800
Rezultatele probelor sunt prezentate in aplicatia software sistemele cobas® 5800 in aplicatia ,,Results” (Rezultate).

Pentru un lot valid de controale, verificati fiecare proba in parte pentru a vedea daca existd marcaje in aplicatia software
cobas® 5800 si/sau in raport. Rezultatul interpretdrii trebuie sd fie mereu dupd cum urmeaza:

e Probele asociate cu un lot valid de controale sunt prezentate drept ,,Valid” (Validd) in coloana ,,Control result”
(Rezultatul controlului) daca toate rezultatele tinta de control sunt raportate ca fiind valide. Probele asociate cu
un lot nereusit de controale sunt prezentate drept ,, Invalid” (Nevalidd) in coloana ,,Control result” dacd toate
rezultatele tinta de control sunt raportate ca fiind nevalide.

e Daca controalele asociate ale unui rezultat de probé sunt nevalide, un marcaj specific va fi addugat la rezultatul
probei dupa cum urmeaza:

o QO5D: Esec de validare a rezultatului din cauza unui control pozitiv nevalid.
o QO06D: Esec de validare a rezultatului din cauza unui control negativ nevalid.

e Valorile din coloana ,,Results” (Rezultate) pentru rezultatul tinta al probei individuale trebuie interpretate asa
cum se prezinta in Tabelul 13 de mai sus.

Daca una sau mai multe tinte de proba sunt marcate ca ,,Invalid” (Nevalid), aplicatia software cobas® 5800 afiseaza un
marcaj in coloana ,,Flags” (Marcaje). Mai multe informatii privind motivul pentru care proba (probele) tinta este (sunt)
raportata (raportate) ca fiind nevalida (nevalide), inclusiv informatii privind marcajul sunt prezentate in vizualizarea
detaliata.

Interpretarea rezultatelor pe sistemele cobas® 6800/8800

Pentru loturile valide, verificati fiecare proba pentru marcaje in aplicatia software cobas® 6800/8800 Systems si/sau in
raport. Rezultatul interpretarii trebuie sa fie mereu dupa cum urmeaza:

e Probele sunt marcate cu ,,Yes” (Da) in coloana ,,Valid” dacd toate rezultatele tintd necesare au raportat rezultate
valide. Probele marcate cu ,No” (Nu) din coloana ,,Valid” pot necesita interpretare si masuri suplimentare.

e Valorile pentru rezultatul tintd al probei individuale trebuie interpretate asa cum se prezinta in Tabelul 13
de mai sus.
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Limitari procedurale

cobas® BKV a fost evaluat doar pentru utilizarea in combinatie cu kitul de controale pozitive cobas® EBV/BKYV,
kitul de controale negative pentru solutia tampon cobas®, reactivul cobas® omni MGP, reactivul de lizare

cobas® omni, diluantul pentru specimene cobas® omni si reactivul de spélare cobas® omni pentru utilizare

cu sistemele cobas® 5800/6800/8800.

Fiabilitatea rezultatelor depinde de prelevarea, pastrarea si manipularea in conditii optime ale probelor.

Acest test a fost validat pentru a fi folosit numai cu plasma EDTA si urina stabilizata. Testarea altor tipuri

de probe cu cobas® BKV poate duce la rezultate incorecte. Masurarile nivelului de ADN din plasma si urina
stabilizatd nu sunt direct comparabile una cu alta si cu cele ale altor tipuri de probe.

Cuantificarea ADN-ului BKV poate fi afectata de metodele de prelevare a probelor, de factori legati de pacienti
(adica, varsta, prezenta simptomelor) si/sau stadiul infectiei.

Degradarea ADN-ului BKV in urina purd poate sa afecteze cuantificarea.'” Transferul urinei in cobas® PCR
Media este necesar pentru a obtine stabilitatea specimenului.

Variabilitatea cantitativi a ADN-ului BKV inerentd urinei a fost observata in experimente legate de stabilitatea
specimenelor in diferite momente de prelevare (urina pura) sau in diferite alicote ale aceleiasi probe (urina pura
si urina stabilizata in cobas® PCR Media).

Avand in vedere aceste limitari, rezultatele ADN BKV trebuie interpretate cu atentie in context cu alte constatari
clinice si de laborator si nu ar trebuie sa reprezinte baza unica pentru deciziile privind tratamentul.

Urina poate sd contina niveluri ridicate de ADN BKV, cu riscul de a transmite contaminarea.'®

La fel ca in cazul tuturor testelor moleculare, mutatiile in regiunile tintd ale cobas® BKV pot afecta legarea
primerilor si/sau sondelor, ceea ce poate cauza sub-cuantificarea virusului sau incapacitatea de a detecta prezenta
virusului.

Din cauza diferentelor inerente intre tehnologii, se recomanda ca, inainte de a trece de la o tehnologie la alta,
utilizatorii sa efectueze studii de corelare a metodelor in cadrul laboratoarelor lor pentru a inregistra diferentele
intre tehnologii. Utilizatorii trebuie sa respecte politicile/procedurile impuse de institutie.

cobas® BKV nu este destinat folosirii ca test de screening pentru prezenta BKV in sange sau produse derivate din
sange.
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Evaluarea performantei non-clinice

Caracteristici de performanta cheie pentru tipul de proba plasma EDTA obtinute cu

sistemele cobas® 6800/8800

Standardul international OMS pentru limita de detectie (LoD)

Limita de detectie a cobas® BKV pentru standardul international OMS a fost determinata prin analiza seriilor de dilutii
pentru Primul standard international OMS BKV obtinute din NIBSC (NIBSC 14/212), in plasma EDTA umand negativa
la BKV. Paneluri de sase niveluri de concentratie plus unul gol au fost testate cu trei loturi de reactivi cobas® BKV, rulari,
zile, operatori si aparate multiple.

Rezultatele pentru plasma EDTA sunt indicate in Tabelul 14 - Tabelul 16. Studiul demonstreaza ca in lotul cel mai putin
sensibil, concentratia pentru care se asteapta o ratd de succes de 95% prin PROBIT este de 21,5 UI/ml cu un interval de
incredere de 95% intre 16,3 si 32,4 UI/ml in plasma EDTA. Concentratia cea mai scdzutd cu o ratd de succes > 95% este
de 19,0 UI/ml in plasma EDTA.

Tabelul 14 Limita de detectie in plasma EDTA, lotul 1

Concentratia titrului de intrare Numar de replicari valide Numar de rezultate pozitive Rata de succes in %
(ADN BKV UI/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
LoD dupéa PROBIT la o rata 21,5 Ul/ml
de succes 95% 95% interval de incredere: 16,3-32,4 Ul/ml
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Tabelul 15 Limita de detectie in plasma EDTA, lotul 2

Concentratia titrului de intrare Numar de replicari valide Numar de rezultate pozitive Rata de succes in %
(ADN BKV UI/mI)

80,0 62 62 100,0

38,0 63 63 100,0

19,0 63 61 96,8
9,5 63 48 76,2

4,75 63 34 54,0

2,38 62 23 37,1
0 62 0 0,0

LoD dupd PROBIT la o ratd 19,7 Ul/ml
de succes 95% 95% interval de incredere: 15,0-29,2 Ul/ml

Tabelul 16 Limita de detectie in plasma EDTA, lotul 3

Concentratia titrului de intrare Numar de replicari valide Numar de rezultate pozitive Rata de succes in %
(ADN BKV UI/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
LoD dupa PROBIT la o rati 19,3 Ul/ml
de succes 95% 95% interval de incredere: 14,8-28,5 Ul/ml

Interval liniar

Linearitatea cobas® BKV a fost evaluati folosind o serie de dilutie constand din 18 membri ai panelului cu ADN al
subgrupului Ib BKV acoperind intregul interval liniar al testului. O solutie de ADN lambda cu un titru ridicat a fost
folositd pentru a prepara 11 membri ai panelului acoperind intregul interval liniar. Un specimen clinic a fost folosit
pentru a pregati sapte membri ai panelului acoperind nivelurile intermediar si inferior ale intervalului liniar.

Fiecare membru al panelului a fost testat in 36 de replicari in cadrul a trei loturi de reactivi cobas® BKV si rezultatele
studiului sunt prezentate in Figura 5.

cobas® BKV a demonstrat ca este liniar intre 1,01E+01 si 1,97E+08 Ul/ml si prezintd o abatere absoluta de la regresia
neliniara care se potriveste mai bine de mai putin sau egal cu +0,1 log, in plasma umana EDTA (consultati Figura 5).
In intervalul liniar, acuratetea testului a fost in limita +0,2 log;,.
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Figura5 Determinarea intervalului liniar in plasma EDTA
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Precizia — in cadrul laboratorului

Precizia cobas® BKV a fost stabilitd prin analiza seriilor de dilutii ale ADN-ului BKV (subgrupul Ib) in plasma EDTA
negativa la BKV. Cinci niveluri de dilutie au fost testate in 72 de replicdri pentru fiecare nivel in cadrul a trei loturi de

reactivi cobas® BKV folosind patru aparate si doi operatori in 12 zile. Fiecare proba a fost purtatd prin intreaga procedura

cobas® BKV pe sistemele complet automatizate cobas® 6800/8800. Astfel, precizia raportatd aici reprezinta toate aspectele

procedurii de testare. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 17.

cobas® BKV a indicat o precizie ridicatd pentru trei loturi de reactivi testati in cadrul intervalului de concentratie intre
9,83E+01 Ul/ml si 9,83E+05 UI/ml.

Tabelul 17 Precizia in cadrul laboratorului a cobas® BKV*

Concentratie Concentratie Plasma EDTA
nominala alocata Lot 1 Lot 2 Lot 3 Toate loturile
[U1/mi] [U1/mi] AS AS AS SD agregat
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

* Datele titrului sunt considerate distribuite log-normale si sunt analizate dupa transformarea logi. Coloana abaterilor standard (SD) prezinta totalul

titrului log-transformat pentru fiecare dintre cele trei loturi de reactivi.
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Verificarea subtipului
Performanta cobas® BKV pentru BKV subtipurile I (cu subgrupurile Ia si Ic), IL, III si IV a fost evaluata prin:

e Verificarea limitei de detectie
e Verificarea intervalului liniar

Verificarea limitei de detectie pentru subtipurile | (cu subgrupurile la si Ic), II, 11l si IV

ADN-ul BKV pentru cinci subtipuri/subgrupuri diferite (Ia, Ic, II, IIT si IV) a fost diluat la trei niveluri de concentratie
diferite in plasma EDTA negativa la BKV. Determinarea ratei de succes a fost efectuata cu 63 de replicéri pentru fiecare
nivel. Testarea s-a desfasurat cu trei loturi de reactivi cobas® BKV, ruléri, zile, operatori si aparate multiple. Aceste
rezultate verificd daca cobas® BKV a detectat ADN BKV pentru cinci subtipuri/subgrupuri diferite la concentratii de
21,5 UIl/ml cu o rata de succes de = 95%.

Verificarea intervalului liniar pentru subtipurile 1 (cu subgrupurile la si Ic), Il, Il si IV

Seria de dilutie folosita in verificarea studiului de linearitate a subtipului/subgrupului pentru cobas® BKV a constat din opt
membri ai panelului acoperind intervalul liniar al testului. Testarea a fost efectuata cu trei loturi de reactiv cobas® BKV,
12 replicéri pe nivel au fost testate in plasma EDTA.

Intervalul liniar al cobas® BKV a fost verificat pentru toate cele cinci subtipuri/subgrupuri (Ia, Ic, IL, IIT i IV).

Specificitate

Specificitatea cobas® BKV a fost determinata prin analiza probelor de plasma EDTA negativa la BKV de la donatori
individuali. 104 probe de plasma EDTA au fost testate cu trei loturi de reactivi cobas® BKV. Toate probele au fost testate
negative la ADN BKV. In panelul testului, specificitatea cobas® BKV a fost 100% (limit3 inferioara a intervalului de
incredere de 95% unilateral: 97,16%).

Specificitate analitica

Specificitatea analiticd a cobas® BKV a fost evaluata prin diluarea unui panel de microorganisme la o concentratie de
1,00E+06 unitati/ml (CFU/ml, celule/ml, CCU/ml, IFU/ml) pentru bacterii si levuri si intre 1,00E+05 unitati/ml si
1,00E+06 unitati/ml (copii/ml, TCIDso/ml, Ul/ml, celule/ml) pentru virusuri. Microorganismele au fost diluate in plasma
EDTA umana negativa la ADN BKV, precum si in plasma EDTA umand continand (100 UI/ml) ADN BKV. Organismele
specifice testate sunt enumerate in Tabelul 18. Fiecare proba a fost testata in replicari de trei. Niciunul dintre patogenii
non-BKV nu a interferat cu performanta testului la concentratiile testate. Rezultate negative au fost obtinute cu

cobas® BKV pentru toate probele de microorganisme fara tinta BKV si rezultate pozitive au fost obtinute pentru toate
probele de microorganisme cu tinta BKV. Mai mult, titrul log;, mediu al fiecareia dintre probele pozitive la BKV care
continea organisme cu reactivitate incrucisata a fost £0,5 log;, din titrul log;o mediu al controlului pozitiv adaugat
respectiv.
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Tabelul 18 Microorganisme testate pentru reactivitate incrucisata

Virusuri

Bacterii

Levuri

Adenovirus tip 5

Propionibacterium acnes

Aspergillus niger

Citomegalovirus

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Virusul Epstein-Barr

Chlamydia trachomatis

Cryptococcus neoformans

Virusul hepatitei B

Clostridium perfringens

Virusul hepatitei C

Enterococcus faecalis

Virusul Herpes Simplex de tip 1

Escherichia coli

Virusul Herpes Simplex de tip 2

Klebsiella pneumoniae

Virusul herpetic uman de tip 6

Listeria monocytogenes

Virusul herpetic uman de tip 7

Mycobacterium avium

Virusul herpetic uman de tip 8

Neisseria gonorrhoeae

Virusul imunodeficientei umane 1

Staphylococcus epidermidis

Virusul imunodeficientei umane 2

Streptococcus pyogenes

Papilomavirus uman

Mycoplasma pneumoniae

Virusul JC

Salmonella enterica

Parvovirus B19

Streptococcus pneumoniae

Virusul simian 40

Virusul Varicella-Zoster
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Specificitatea analiticd — substante care interfereaza

Niveluri ridicate de trigliceride (33 g/1), bilirubina conjugata (0,2 g/1), bilirubina neconjugata (0,2 g/1), albumind (60 g/1),
hemoglobina (2 g/1) si ADN uman (2 mg/l) au fost testate in prezenta (100 UIl/ml) si absenta in absenta ADN-ului BKV.

S-a demonstrat ca interferentele endogene testate nu interfereaza cu performanta de testare a cobas® BKV.

In plus, compusii medicamentelor enumerati in Tabelul 19 au fost testati la de trei ori Cmax in prezenta si absenta

ADN-ului BKV.

S-a demonstrat cd toate substantele care pot sa interfereze nu interfereaza cu performanta de testare. Rezultate negative au

fost obtinute cu cobas® BKV pentru toate probele fira tinta BKV si rezultate pozitive au fost obtinute pentru toate probele
cu tinta BKV. Mai mult, titrul log;o mediu al fiecareia dintre probele pozitive la BKV care continea substante care este

posibil sa interfereze a fost £0,5 log, din titrul log;o mediu al controlului pozitiv adaugat respectiv.

Tabelul 19 Compusii medicamentelor testati pentru interferenta cu cuantificarea ADN-ului BKV prin cobas® BKV

Clasa de medicamente

Numele medicamentului generic

Antimicrobian

Cefotetan

Sulfametoxazol

Clavulanat de potasiu

Disodiu ticarcilina

Fluconazol Trimetoprim
Piperacilina Vancomicina
Tazobactam sodiu Micafungin
Compusi pentru tratarea virusurilor Ganciclovir Cidofovir
herpetice Valganciclovir Foscarnet
Aciclovir Letermovir
Medicamente imunosupresoare Azatioprina Prednison
Ciclosporina Sirolimus
Everolimus Tacrolimus

Micofenolat mofetil

Acid micofenolic

Corelarea metodei

Performanta cobas® BKV a fost evaluata in raport cu un test comparator, prin analizarea specimenelor de plasma EDTA

de la pacienti infectati cu BKV. Specimenele de plasmd EDTA, din intervalul de cuantificare al ambelor teste, au fost

testate ca replicdri unice. A fost desfasurata analiza de regresie Deming.

Rezultatele regresiei Deming sunt prezentate in Figura 6.
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Figura6  Analiza regresiei cobas® BKV fata de un test comparator
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Esec la nivelul intregului sistem

Rata de esec a intregului sistem pentru cobas® BKV a fost determinata prin testarea a 100 replicari de plasma EDTA la care
s-a addugat un specimen clinic pozitiv la BKV. Aceste probe au fost testate la o concentratie de 3 x LoD.

Rezultatele acestui studiu au indicat cd toate replicarile au fost valide si pozitive pentru tinta BKV, rezultand o rata de esec
la nivelul intregului sistem de 0% (un interval de incredere superior unilateral de 95% de 2,95%).

Contaminare incrucisata

Rata de contaminare incrucisatd pentru cobas® BKV a fost stabilitd prin testarea a 240 de replicari ale unei probe matrice
negative la BKV si a 225 de repliciri ale unei probe de ADN BKV cu titru ridicat la aproximativ 2,00E+07 Ul/ml. In total,
au fost efectuate cinci ruldri cu probe pozitive si negative intr-o configuratie de tip grila.

Toate cele 240 de replicdri ale probei negative au fost negative, rezultind intr-o rata de contaminare incrucisata de 0%
(interval de incredere superior unilateral de 95% de 1,24%).
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Caracteristici de performanta cheie pentru tipul de proba de urina obtinute cu
sistemele cobas® 6800/8800

Standardul international OMS pentru limita de detectie (LoD)

Limita de detectie a cobas® BKV pentru standardul international OMS a fost determinata prin analiza seriilor de dilutii
pentru Primul standard international OMS BKV obtinute din NIBSC (NIBSC 14/212), in probe de urind cumulate
negative la BKV stabilizate in cobas® PCR Media. Paneluri de sase niveluri de concentratie plus unul gol au fost testate cu
trei loturi de reactivi cobas® BKV, ruldri, zile, operatori si aparate multiple.

Rezultatele pentru probele de urind stabilizate in cobas® PCR Media sunt indicate in Tabelul 20 pana la Tabelul 22. Studiul
demonstreaza ci in lotul cel mai putin sensibil, concentratia pentru care se asteapta o rata de succes de 95% prin PROBIT
este de 12,2 UI/ml cu un interval de incredere de 95% intre 9,2 si 18,3 UI/ml in urina purd. Concentratia cea mai scizutd
cu o rata de succes = 95% este de 10,0 UI/ml in urind pura.

Tabelul 20 Limita de detectie in urind, lotul 1

Concentratia titrului de intrare Numar de replicari valide Numar de rezultate pozitive Rata de succes in %
(ADN BKV UI/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
LoD dupd PROBIT la o ratd 12,2 Ul/ml
de succes 95% 95% interval de incredere: 9,2-18,3 Ul/ml

* Probe de urind testate stabilizate in cobas® PCR Media. Concentratia titrului de intrare folositd pentru calcul in baza urinei pure.
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Tabelul 21 Limita de detectie in urind, lotul 2

Concentratia titrului de intrare Numar de replicari valide Numar de rezultate pozitive Rata de succes in %
(ADN BKV UI/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
LoD dupd PROBIT la o ratd 11,9 Ul/ml
de succes 95% 95% interval de incredere: 9,2-17,3 Ul/ml

* Probe de urind testate stabilizate in cobas® PCR Media. Concentratia titrului de intrare folositd pentru calcul in baza urinei pure.

Tabelul 22 Limita de detectie in urind, lotul 3

Concentratia titrului de intrare Numar de replicari valide Numar de rezultate pozitive Rata de succes in %
(ADN BKV UI/ml)*
40,0 63 63 100,0
20,0 63 63 100,0
10,0 63 61 96,8
5,0 63 46 73,0
25 63 39 61,9
1,25 63 19 30,2
0 63 0 0,0
LoD dupéd PROBIT la o ratd 10,1 Ul/ml
de succes 95% 95% interval de incredere: 7,8-14,7 Ul/ml

* Probe de urind testate stabilizate in cobas® PCR Media. Concentratia titrului de intrare folositd pentru calcul in baza urinei pure.

Interval liniar

Linearitatea cobas® BKV a fost evaluatd folosind o serie de dilutie constand din 10 membri ai panelului folosind un
specimen clinic (BKV subgrupul Ib) acoperind intregul interval liniar al testului. O solutie de ADN lambda cu un titru
ridicat a fost folosita pentru a prepara 12 membri ai panelului acoperind intregul interval liniar.

Fiecare membru al panelului a fost testat in 36 de replicari in cadrul a trei loturi de reactivi cobas® BKV si rezultatele
studiului sunt prezentate in Figura 7.

S-a demonstrat ca cobas® BKV este liniar intre 7,41E+01 UIl/ml si 7,41E+08 UI/ml si prezinta o abatere absolutd de la
regresia neliniard care se potriveste mai bine de mai putin sau egal cu 0,1 logy, in probe de urina cumulate stabilizate
in cobas® PCR Media (consultati Figura 7). In intervalul liniar, acuratetea testului a fost in limita +0,2 log.
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Figura7  Determinarea intervalului liniar in urind
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Precizia cobas® BKV a fost stabilitd prin analiza seriilor de dilutii ale ADN-ului BKV cu titru ridicat (subgrupul 1b) in

probe de urina cumulate negative la BKV stabilizate in cobas® PCR Media. Cinci niveluri de dilutie au fost testate in 72 de

replicari pentru fiecare nivel in cadrul a trei loturi de reactivi cobas® BKV folosind doua aparate si doi operatori in 12 zile.

Fiecare proba a fost purtata prin intreaga procedura cobas® BKV pe sistemele complet automatizate cobas® 6800/8800.

Astfel, precizia raportatd aici reprezintd toate aspectele procedurii de testare. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 23.

cobas® BKV a indicat o precizie ridicata pentru trei loturi de reactivi testati in cadrul intervalului de concentratie intre
7,41E+02 Ul/ml si 7,41E+05 UI/ml

Tabelul 23 Precizia in cadrul laboratorului a cobas® BKV*

Concentratie Concentratie Urina stabilizata in cobas® PCR Media

nominala alocata Lot 1 Lot 2 Lot 3 Toate loturile
[U1/mi) [Ul/mi] AS AS AS SD agregat
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

* Datele titrului sunt considerate distribuite log-normale si sunt analizate dupa transformarea logi. Coloana abaterilor standard (SD) prezinti totalul

titrului log-transformat pentru fiecare dintre cele trei loturi de reactivi.
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Verificarea subtipului
Performanta cobas® BKV pentru BKV subtipurile I (cu subgrupurile Ia si Ic), IL, III si IV a fost evaluata prin:

e Verificarea limitei de detectie
e Verificarea intervalului liniar

Verificarea limitei de detectie pentru subtipurile | (cu subgrupurile la si Ic), I, 11l si IV

ADN-ul BKV pentru cinci subtipuri/subgrupuri diferite (Ia, Ic, II, III si IV) a fost diluat la trei niveluri de concentratie
diferite in probe de urind cumulate negative la BKV stabilizare in cobas® PCR Media. Determinarea ratei de succes a fost
efectuata cu 63 de repliciri pentru fiecare nivel. Testarea s-a desfasurat cu trei loturi de reactivi cobas® BKV, ruliri, zile,
operatori si aparate multiple. Aceste rezultate verifica dacd cobas® BKV a detectat ADN BKV pentru cinci
subtipuri/subgrupuri diferite la concentratii de 12,2 UI/ml cu o rata de succes de > 95%.

Verificarea intervalului liniar pentru subtipurile 1 (cu subgrupurile la si Ic), Il, Il si IV

Seria de dilutie folosita in verificarea studiului de linearitate a subtipului/subgrupului pentru cobas® BKV a constat din opt
membri ai panelului acoperind intervalul liniar al testului. Testarea a fost efectuatd cu trei loturi de reactiv cobas® BKV,
12 replicari pe nivel au fost testate in urina stabilizata in cobas® PCR Media.

Intervalul liniar al cobas® BKV a fost verificat pentru toate cele cinci subtipuri/subgrupuri (Ia, Ic, II, I1I §i IV).

Specificitate

Specificitatea cobas® BKV a fost determinata prin analiza probelor de urina negativa la BKV stabilizata in cobas® PCR
Media de la donatori individuali. O sutd de probe de urina au fost testate cu trei loturi de reactivi cobas® BKV. Toate
probele au fost testate negative la ADN BKV. In panelul testului, specificitatea cobas® BKV a fost 100% (limitd inferioara
a intervalului de incredere de 95% unilateral: 97,05%).

Specificitate analitica

Specificitatea analitica a cobas® BKV a fost evaluata prin diluarea unui panel de microorganisme la o concentratie de

intre 1,00E+06 unitéti/ml si 2,00E+06 unitéti/ml (CFU/ml, celule/ml, CCU/ml, IFU/ml) pentru bacterii si levuri si la
1,00E+05 unitati/ml (copii/ml, TCIDso/ml, UI/ml, celule/ml) pentru virusuri. Microorganismele au fost diluate in

urind negativa la ADN BKV, precum si in urina continand (600 UI/ml) ADN BKV. Organismele specifice testate sunt
enumerate in Tabelul 24. Fiecare proba a fost testata in replicari de trei. Niciunul dintre patogenii non-BKV nu a interferat
cu performanta testului la concentratiile testate. Rezultate negative au fost obtinute cu cobas® BKV pentru toate probele de
microorganisme fard tinta BKV si rezultate pozitive au fost obtinute pentru toate probele de microorganisme cu tinta
BKV. Mai mult, titrul log;, mediu al fiecdreia dintre probele pozitive la BKV care continea organisme cu reactivitate
incrucisata a fost 0,5 logy, din titrul log,, mediu al controlului pozitiv adaugat respectiv.
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Tabelul 24 Microorganisme testate pentru reactivitate incrucisata

Virusuri

Bacterii

Bacterii

Levuri

Virusul Herpes Simplex 2

Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Papilomavirus uman 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

Specificitatea analitica — substante care interfereaza

Niveluri ridicate de albumina (0,5% m/v), bilirubind conjugata (1% m/v), glucoza (1% m/v), celule mononucleare din
sangele periferic (1,00E+06 celule/ml), mucus (in prezenta a 1 tampon de mucus per 4,3 ml de specimen), pH acid (pH 4),
pH alcalin (pH 9), sperma (1 tampon scufundat in sperma per 4,3 ml de specimen), sodiu (300 mEq/1) si singe integral
(10% v/v) in probe au fost testate in prezenta (600 UI/ml) si in absenta ADN BKV. S-a demonstrat ca interferentele
endogene testate nu interfereaza cu performanta de testare a cobas® BKV.

In plus, compusii medicamentelor enumerati in Tabelul 25 au fost testati in prezenta si absenta ADN-ului BKV.

S-a demonstrat cd toate substantele care pot sa interfereze, cu exceptia pudrei de talc, nu interfereazd cu performanta
de testare. Pudra de talc la < 0,05% a indicat ca nu interfereaza cu cobas® BKV. Rezultate negative au fost obtinute cu
cobas® BKV pentru toate probele fira tinta BKV si rezultate pozitive au fost obtinute pentru toate probele cu tinta BKV.
Mai mult, titrul log,, mediu al fiecareia dintre probele pozitive la BKV care continea substante care este posibil sa
interfereze a fost £0,5 log;, din titrul log;o mediu al controlului pozitiv adaugat respectiv.
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Tabelul 25 Compusii medicamentelor testati pentru interferenta cu cuantificarea ADN-ului BKV prin cobas® BKV

Clasa de medicamente

Ingredient activ

Concentratie

Numele medicamentului generic

Antimicrobian Clotrimazol 100 pg/mi Gyne-Lotrimin 7
Arilin rapid
) Supozitoare vaginale
Metronidazol 701 pmol/I )
Crema Vagi Metro
Gel Nidazea
Hormoni steroizi estrogen Estradiol 4,41 nmol/I Estrace
Analgezice Clorhidrat de fenazopiridina 200 pg/ml Azo Standard
Acetaminofen 1324 pmol/I Acetaminofen
Lubrifiant Propilenglicol 1000 pg/ml K-Y UltraGel
Medicamente antiinflamatoare Acid acetilsalicilic 3,62 mmol/I Acid acetilsalicilic
nesteroidiene
Naproxen 2170 pmol/I Naproxen
Ibuprofen 2425 pmol/I Ibuprofen
Nu este cazul Talc 0,05% (m/v) Pudra de talc
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Corelarea metodei

Performanta cobas® BKV a fost evaluata in raport cu un test comparator, prin analizarea specimenelor de urind de la
pacienti infectati cu BKV. Specimenele de urind, din intervalul de cuantificare al ambelor teste, au fost testate ca replicari
unice. A fost desfasurata analiza de regresie Deming.

Rezultatele regresiei Deming sunt prezentate in Figura 8.

Figura8  Analiza regresiei cobas® BKV fata de un test comparator
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Contaminare incrucisata

Rata de contaminare incrucisata pentru cobas® BKV a fost stabilita prin testarea a 240 de replicari ale unei probe matrice
negative la BKV si a 225 de replicari ale unei probe de ADN BKYV cu titru ridicat la aproximativ 1,00E+09 Ul/ml. In total,
au fost efectuate cinci ruldri cu probe pozitive si negative intr-o configuratie de tip grila.

Toate cele 240 de replicdri ale probei negative au fost negative, rezultind intr-o rata de contaminare incrucisatd de 0,0%
(interval de incredere superior unilateral de 95% de 1,24%).
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Evaluarea performantei cheie realizata pe sistemele
cobas® 6800/8800

Reproductibilitatea cobas® BKV pentru tipul de proba plasma EDTA

Reproductibilitatea cobas® BKV a fost evaluatd pentru factori (lotul reactivului, centrul de testare, zilele lotului si de
testare) care ar putea sd afecteze rezultatele raportate in testarea clinicd de rutina. Evaluarea a fost efectuata la 3 centre de
testare, folosind 3 loturi de reactivi, cu un panel de probe pozitive si negative, rezultand un numadr total de 270 teste per
concentratie (fard a include controalele). Panelurile au fost realizate din plasmd EDTA care a fost BKV VCA IgG negativa
si au fost testate pentru BKV cu un protocol de eliberare NAT pentru plasma la care s-a adaugat un standard international
OMS BKYV sau un ADN de virus cultivat cu genotip Ib BKV (cel mai frecvent genotip). Doi operatori din fiecare centru au
testat fiecare lot de reactivi timp de 5 zile. Au fost efectuate doua ruléri (1 rulare = 1 lot; 1 lot = 1 panel + 3 controale) in
fiecare zi si au fost efectuate 3 repliciri ale fiecirei componente a panelului pentru fiecare rulare. Rezultatele evaludrii sunt
rezumate in Tabelul 26.

Tabelul 26 Procentul atribuibil al variantei totale (%TV), abaterea standard (SD) a preciziei totale si CV (%) lognormald a concentratiei ADN
BKV (logso Ul/ml) dupd membrul de panel pozitiv

estimata crs:snl;:gt,;a de teste® (Zﬁ)ﬁ)d (Z(\]I-I;Z)d %TV® (Z:I-I;x)" %TV° t(;t;ia precizie
Gogro UV/MD) | 1 /i) (CV%)? (CV%0)? totala
0, 0, 0, 0, 0,
1 174 270 (2?),23) (13,29) ((?,(ﬁ)) (1;,/105) (g:o/os) 0.304 79,43
0, 0, 0, 0, 0,
3,70 3,52 270 (;?72) (;?5/7") ( :ﬁ [ﬁ) ( 12; 1/ ‘é) ( 14; 3/‘:3) 0,131 30,91
0, 0, 0, 0, 0,
4,70 4,51 270 ( f Z‘;) (12; :‘é) ((?, (ﬁ)) (255 5/‘;) (11172/"7) 0,118 27,71
5,70 5,54 270 (; Z‘é) . 1218,2/3) ((S Z(E)) ' 14?3 Z‘;) . 123 08/2) 0,094 21,94
7,70 7,62 269 " 34 ;/07) . 141932)) ‘ (? Z(E)) (E’gﬁ) (gﬁog’) 0,068 15,74

* Calculata folosind procedura SAS MIXED.

® Numdrul de teste valide cu nivel ADN detectabil.

¢ %TV = contributia procentuald a variantei totale.

4CV% = coeficientul de variatie ca procent lognormal = sqrt(10A[SDA2 x In(10)] - 1) x 100.
¢ Calculat folosind variabilitatea totala din procedura SAS MIXED

Noté: Acest tabel include numai rezultatele cu nivel ADN detectabil. SD = abatere standard. CV = coeficient de variatie; BKV = virus BK.

cobas® BKV a prezentat reproductibilitate clinicd acceptabild la concentratii din intregul interval liniar. In plus, sistemul

a detectat 100% din 3 x probe LLoQ. Sistemele cobas® 6800 si cobas® 8800 au in comun un sistem modular si au prezentat
echivalenta la folosirea cobas® BKV. Toate limitele de incredere 95% (CL) estimate pentru diferenta dintre 2 masurari de la
acelasi subiect au fost de cel mult +0,84 log;o Ul/ml, indicand faptul ci testul poate sd evalueze modificari in nivelurile
ADN BKYV care se considerd a fi semnificative clinic.
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Din cele 270 de teste valide pentru membri panelului negativ efectuate cu sistemele cobas® 6800/8800, toate probele au
indicat un rezultat ,, Target Not Detected”, de aceea, concordanta procentuali negativd (NPA) a fost de 100% cu I 95%
cuprins intre 98,6% si 100%.

Performanta cobas® BKV pentru tipul de proba plasma EDTA

Performanta clinica a cobas® BKV a fost evaluata in continuare la trei centre de testare prin masurarea nivelurilor de ADN
BKV in probe clinice (pure si diluate) de la pacienti infectati si neinfectati cu BKV si probe de plasma EDTA prelucrate la

care s-a adaugat virus BKV cultivat, in comparatie cu un test bine-stabilit pentru acid nucleic dezvoltat in laborator (LDT)
(comparator BKV LDT). Dintre toate probele testate cu cobas® BKV si testul BKV comparator, a existat un total de 550 de
probe (217 de probe clinice pure si 303 diluate de la 129 subiecti cu transplant si 30 de probe prelucrate) care au fost valide

in ambele teste si evaluabile pentru analiza de concordanta clinica (Tabelul 27).

Tabelul 27 Analiza de concordanta intre cobas® BKV si comparatorul LDT pe rezultatele legate de nivelul ADN BKV pentru toate probele

Comparator Comparator Comparator Comparator Comparator Comparator
R BKV LDT BKV LDT BKV LDT BKV LDT p P
cobas® BKV BKV LDT BKV LDT
(log+o Ul/ml) (log+o Ul/ml) (log+o Ul/ml) (log+o Ul/ml) Total
(log1o Ul/ml) N . A . (log+o UI/mlI) (log1o UI/ml)
Target Not < LLoQ Intre 2,3 si Intre 3,0 si intre 3.7 si 4.4 > 44
Detected (< 2,3) <30 <37 M o v
Target Not Detected 107 7 5 0 0 0 119
< LLoQ (< 2,3) 23 51 39 0 0 0 113
intre 2,3 si<30 0 3 40 62 1 0 106
Intre 3,0 si< 37 0 0 1 71 42 0 114
Intre 3,7 Si 4,4 0 0 0 0 26 26 52
> 4.4 0 0 0 0 1 45 46
Total 130 61 85 133 70 71 550
Concordanta (130/130) (61/61) (80/85) (133/133) (69/70) (71/71) B
coloanei (%) 100,0% 100,0% 94,1% 100,0% 98,6% 100,0%
(Scor Ii 95%)? (97,1%, 100%) | (94,1%, 100,0%) | (87,0%, 97,5%) | (97,2%, 100,0%) | (92,3%, 99,7%) | (94,9%, 100,0%) -

Nota: IT = interval de incredere; LLoQ = limita inferioari de cuantificare a comparatorului BKV LDT (200 UI/ml = 2,3 logio UI/ml). Abaterea
standard a comparatorului BKV LDT estimat la 0,37 logio UI/ml (studiu de precizie analitici BKV LDT de la Universitatea din Indiana).
Concentratia analitului de 3,0 logio UI/ml a reprezentat LLoQ + 20, 3,7 logio UI/ml a reprezentat LLoQ + 40 si 4,4 logio UI/ml a reprezentat
LLoQ + 60 cu un interval de gami de 20. Perechile de probe evaluabile pentru analiza concordantei clinice au fost incluse in acest tabel.

* Independenta presupusa intre toate probele.

Rezultatele discordante au fost definite ca cele care se afld la peste un patrétel distanta de diagonala (indicat prin umbrire).
Pentru Target Not Detected (TND) dupa concordanta coloanei LDT, celulele cobas® BKV Target Not Detected si < LLoQ
(< 2,3) au fost combinate. Motivul adaugatrii celulelor < LLoQ si TND adiacente pentru coloana TND este acela cd
diferenta dintre TND si < LLoQ nu este semnificativa clinic si cd acestea se afla analitic la capatul inferior al intervalului

de masurare, ceea ce poate sa fie influentat de o eroare aleatorie.

Dintre cele 43 de probe negative la ADN BKV colectate pentru estimarea NPA cu cobas® BKV, 43 de probe au fost
negative dupd cobas® BKV, astfel NPA a fost 100% cu II exact 95% de intre 91,8% si 100%.

Concordanta intre cobas® BKV si comparatorul BKV LDT a fost evaluata si folosind diferite praguri clinice (Tabelul 28).
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Tabelul 28 Rezumatul concordantei cobas® BKV si comparatorului BKV LDT folosind diferite praguri pentru toate probele

Praguri*

Concordanta procentuala
< pragul
1i 95%
(n/N)

Concordanta procentuala
2 pragul
1i 95%
(n/N)

Target Not Detected

82,3% (107/130)
(74,8%, 87,9%)

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

LLoQ (2,3 logio UI/ml)

98,4% (188/191)
(95,5%, 99,5%)

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

3,0 logqo Ul/ml

99,6% (275/276)
(98,0%, 99,9%)

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

4,0 logqo Ul/ml

100,0% (447/447)
(99,1%, 100,0%)

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

Nota: Probele cu rezultate Target Not Detected au fost clasificate drept < valoarea limitd in UI/ml.

LLoQ = limita inferioara de cuantificare a comparatorului BKV LDT (200 UI/ml = 2,3 logio Ul/ml).

Intervalul de incredere (IT) 95% calculat prin metoda scorului care presupune independenta tuturor probelor.

* Praguri de 1000 UI/ml = 3,0 logio UI/ml si 10.000 UI/ml = 4,0 logio UI/ml.

Dintre toate probele testate cu cobas® BKV care au fost pozitive la BKV cu testul BKV comparator, a existat un total de 313
(133 de probe clinice pure si 159 de probe diluate de la 68 subiecti cu transplant si 21 probe prelucrate) care au fost

evaluabile pentru analiza de corelatie la trei centre de testare (Figura 9).

Figura9 Corelatia intre cobas® BKV si comparatorul BKV LDT pentru toate probele: Grafic de regresie liniara Deming al nivelurilor de ADN

(logqo Ul/ml)

cobas® BKV (log UlI/ml)

R =096

-* Regresia Deming (N = 313): Y = -0,429 + 1,019X

14 I 95%: Punct de intersectie = (-0,592, -0,266); pantd = (0,975, 1,063)

T T T
1 2 3

T T
6 7

Comparator BKV LDT (logso Ul/ml)
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Analiza suplimentara a graficului de comparatie pentru diferentele de nivel ADN a indicat o diferenta sistematica intre
ambele teste care este uniforma in intervalul liniar de suprapunere. I 95% al punctului de intersectie al liniei ajustate
in graficele de comparatie a fost (intre —0,404 si -0,168), ceea ce se situeazd in limita +0,74 logi, UI/ml (£2 ori abaterea
standard de precizie analitici a comparatorului BKV LDT). In plus, decalajul mediu a fost estimat la ~0,357 logi, Ul/ml
si folosind ecuatia liniei ajustate in graficele de comparatie, diferenta sistematicd intre cele doua teste a fost -

0,343 logio UI/ml i —0,362 logio UI/ml pentru probele cu niveluri ADN de 3 si respectiv 4 logio UI/ml.

Reproductibilitatea cobas® BKV pentru tipul de probé urina stabilizata

Reproductibilitatea cobas® BKV a fost evaluata pentru factori (lotul reactivului, centrul de testare, zilele lotului si de
testare) care ar putea sd afecteze rezultatele raportate in testarea clinicd de rutina. Evaluarea a fost efectuata la 3 centre de
testare, folosind 3 loturi de reactivi, cu un panel de probe pozitive si negative, rezultaind un numar total de 270 teste per
concentratie (fard a include controalele). Panelurile au fost realizate din probe de urina stabilizata cu cobas® PCR Media
care au fost confirmate negative la ADN BKYV folosind un protocol de eliberare al testului pentru acidul nucleic din urina
(NAT) si la care s-au adaugat standardul international OMS BKV sau ADN-ul virusului BKV genotip Ia. Doi operatori
din fiecare centru au testat fiecare lot de reactivi timp de 5 zile. Au fost efectuate doud rulari (1 rulare = 1 lot;

1 lot = 1 panel + 3 controale) in fiecare zi si au fost efectuate 3 replicri ale fiecirei componente a panelului pentru fiecare
rulare. Rezultatele evaludrii sunt rezumate in Tabelul 29.

Tabelul 29 Procentul atribuibil al variantei totale (%TV), abaterea standard (SD) a preciziei totale si CV (%) lognormald a concentratiei ADN

BKV (logso Ul/ml) dupad membrul de panel pozitiv (urind stabilizatd)

Concentratia C(:I‘;; r:;rKa‘;la Numarul Lot Centru 0 ::; tor Lot ":0(:3:::" Precizia Precizia
AND BKV medie de ooTV® ooTV® E’)/oTV" %TV° 6TVC totala totala
H 3 b 0/n)d 0/n)d 0/n)d e 0/n)d
estimata observata?® teste (CV%) (CV%) (CV0y° (CV%) (CV0y° SD CV(%)
59% 0% 0% 0% 40%
2.78 2.92 270 (12,64) (1,15) (0,00) (0,00) (10,41) 0.071 16,47
47% 2% 8% 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 (1.51) (4.84) 2.79) (0,00) 9.53) 0,048 11,17

Nota: Acest tabel include numai rezultatele cu nivel ADN detectabil. SD = abatere standard; CV = coeficient de variatie procentual; BKV = virus BK.

* Calculata folosind procedura SAS MIXED.

> Numairul de teste valide cu nivel ADN detectabil.

©%TV = contributia procentuald a variantei totale.

4CV % = coeficientul de variatie ca procent lognormal = sqrt(10A[SDA2 x In(10)] - 1) x 100.
¢ Calculat folosind variabilitatea totala din procedura SAS MIXED.

cobas® BKV a prezentat reproductibilitate clinicd acceptabild la concentratii din intregul interval liniar. In plus, sistemul
a detectat 100% din 3 x probe LLoQ. Sistemele cobas® 6800 si cobas® 8800 au in comun un sistem modular si au prezentat
echivalenta la folosirea cobas® BKV. Toate limitele de incredere 95% (CL) estimate pentru diferenta dintre 2 masurari de
la acelasi subiect au fost de cel mult +0,20 log;o UI/ml, indicand faptul ci testul poate sd evalueze modificari in nivelurile
ADN BKYV care se considera a fi semnificative clinic. Sistemul a indicat o concordanta procentuald negativa de 99,26% cu
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un I de 97,3-99,9%. Dintre cele 270 de teste valide pentru membrii panelului negativ, 2 probe (0,74%) au indicat un nivel
de ADN < pozitivitate LLoQ. Continuarea investigatiei pentru aceste rezultate a indicat cd nu au fost asociate cu un
anumit aparat/centru sau lot de reactivi. Secventierea suplimentara a ADN-ului a confirmat prezenta BKV. Secventele
BKYV identificate ai fost diferite de cele ale controlului pozitiv si tulpinii BKV folosite pentru pregatirea panelului,
excluzand contaminarea din timpul pregatirii panelului si sugerand urme de virurie intr-unul dintre cele 25 de specimene
de urina din proba de urina cumulata care a fost folosita pentru pregatirea panelului negativ.

Performanta cobas® BKV pentru tipul de proba urina stabilizata

Performanta clinica a cobas® BKV a fost evaluata in continuare la trei centre de testare prin masurarea nivelurilor de ADN
BKV in probe clinice de urind de la pacienti infectati si neinfectati cu BKV care au fost stabilizate in cobas® PCR Media, in
comparatie cu un LDT bine-stabilit (comparator BKV LDT).

Dintre toate probele testate cu cobas® BKV si testul BKV comparator, a existat un total de 308 de probe de urina pure
stabilizate in cobas® PCR Media de la 84 de subiecti cu transplant care au fost valide in ambele teste si evaluabile pentru
analiza de concordanta clinica (Tabelul 30).

Tabelul 30 Analiza de concordanta intre cobas® BKV si comparatorul LDT pe rezultatele legate de nivelul ADN BKV (log:o UI/ml) pentru
toate probele (urind stabilizata)

Comparator Comparator Comparator Comparator Comparator Comparator
cobas® BKV BKV LDT BKV LDT BKV LDT BKV LDT p P
- . - . BKV LDT BKV LDT Total
(log+o Ul/ml) Target Not < LLoQ Intre 3,0 si Intre 3,3 si intre 3.6 si 3.9 > 3.9
Detected (< 3,0) <33 <36 0313, '
Target Not
Detected 62 6 0 0 0 0 68
< LLoQ (< 3,0) 4 22 0 0 0 1 27
intre 3,0 si < 3,3 0 2 0 0 0 0 2
intre 3,3 si < 3,6 0 0 6 3 0 0 9
intre 3,6 si 3,9 0 0 2 11 10 0 23
>39 0 0 0 2 8 169 179
Total 66 30 8 16 18 170 308
Concordanta | o060 100006 | (30/30) 100,0% | (6/8)75.00 | (14/16)87.5% | (18/18)100,0% | (169/170)99,4% -
coloanei (%)
(Scor 11 95%)a | (94,5%, 100,0%) | (88,6%, 100,006) | (40,9%, 92,9%) | (64,0%, 96,5%) | (82,4%, 100,0%) | (96,7%, 99,9%) -

Noti: IT = interval de incredere; LLoQ = limita inferioari de cuantificare a comparatorului BKV LDT(1000 UI/ml = 3,0 logio UI/ml); LDT = test

dezvoltat in laborator; BKV = virus BK.

Abaterea standard a comparatorului BKV LDT estimata la 0,15 logio UI/ml (studiu de validare a comparatorului BKV LDT).

Concentratia analitului de 3,3 logio UI/ml a reprezentat LLoQ + 20, 3,6 logio Ul/ml a reprezentat LLoQ + 40 si 3,9 logio UI/ml a reprezentat
LLoQ + 60 cu un interval de gama de 20.

Perechile de probe evaluabile pentru analiza concordantei clinice au fost incluse in acest tabel.

* Independenta presupusi intre toate probele.
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Secventierea ADN pe probe reprezentative de la subiecti cu o abatere consecventa a rezultatelor cu mai mult de

1 logio UI/ml a nivelului de ADN nu a indicat nepotriviri de secventa pentru orice tinte de primer sau sonda pentru testul
cobas® BKV. Rezultatele discordante au fost definite ca cele care se afla la peste un patratel distantd de diagonald (indicat
prin umbrire). Pentru Target Not Detected (TND) dupa concordanta coloanei LDT, celulele cobas® BKV Target Not
Detected si < LLoQ (< 3,0) au fost combinate. Motivul addugirii celulelor < LLoQ si TND adiacente pentru coloana TND
este acela ca diferenta dintre TND si < LLoQ nu este semnificativa clinic si ca acestea se afld analitic la capétul inferior al
intervalului de masurare, ceea ce poate sa fie influentat de o eroare aleatorie. Dintre cele 66 de probe negative la ADN
BKV colectate pentru estimarea NPA cu cobas® BKV, 61 au furnizat rezultate valide, toate cele 61 probe au fost negative
dupd cobas® BKYV, astfel NPA a fost 100% cu IT exact 95% de intre 94,1% si 100%.

Concordanta intre cobas® BKV si comparatorul BKV LDT a fost evaluata si folosind diferite praguri clinice (Tabelul 31).

Tabelul 31 Rezumatul concordantei cobas® BKV si comparatorului BKV LDT folosind diferite praguri pentru toate probele (uring stabilizata)

Prag* Concordanta procentuala Concordanta procentuala
9 < pragul Ii 95% (n/N) > pragul Ii 95% (n/N)
93,9% (62/66 97,5% (236/242
Target Not Detected o ) o )
(85,4%, 97,6%) (94,7%, 98,9%)
97,9% (94/96) 99,5% (211/212)
LLoQ (3,0 logqo Ul/ml
Q3.0 logro U/mD) (92,7%, 99,4%) (97,4%, 99,9%)
90,9% (130/143) 99,4% (164/165)
4,0 logso Ul/ml
(85,1%, 94,6%) (96,6%, 99,9%)
97,2% (242/249) 94,9% (56/59)
7,0 logso Ul/ml
(94,3%, 98,6%) (86,1%, 98,3%)

Noti: Probele cu rezultate Target Not Detected au fost clasificate drept < valoarea limita in Ul/ml.
LLoQ = limita inferioara de cuantificare a comparatorului BKV LDT (1000 UIl/ml = 3,0 logio UI/ml).
Intervalul de incredere (IT) 95% calculat prin metoda scorului care presupune independenta tuturor probelor.

* Praguri de 10.000 UI/ml = 4,0 logio UI/ml si 10.000.000 UI/ml = 7,0 logio UI/ml.

Dintre toate probele testate cu cobas® BKV care au fost pozitive la BKV cu testul BKV comparator, a existat un total de
153 de probe clinice pure de urina stabilizate in cobas® PCR Media de la 55 subiecti cu transplant care au fost evaluabile
pentru analiza de corelatie la trei centre de testare (Figura 10).
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Figura 10 Corelatia intre cobas® BKV si comparatorul BKV LDT pentru toate probele: Grafic de regresie liniard Deming al nivelurilor de ADN
(log1o Ul/ml) (urina stabilizatd)

cobas® BKV (logio Ul/ml)
S

14 Regresia Deming (N = 153): Y = 0,23 + 1X
’ R=098
. I 95%: Punct de intersectie = (0,080, 0,381);
o~ panta = (0,968, 1,032)
T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Comparator BKV LDT (logso Ul/ml)

Analiza suplimentara a graficului de comparatie pentru diferentele de nivel ADN a indicat o diferenta sistematica intre
ambele teste care este uniforma in intervalul liniar de suprapunere. I 95% al punctului de intersectie al liniei ajustate in
graficele de comparatie a fost (intre 0,168 si 0,488), ceea ce se situeazi in limita +0,5 logio Ul/ml. In plus, decalajul mediu
a fost estimat la 0,231 logi, UI/ml si folosind ecuatia liniei ajustate in graficele de comparatie, diferenta sistematica intre
cele doua teste a fost 0,248 logo UI/ml si 0,188 logio UI/ml pentru probele cu niveluri ADN de 4 logi, Ul/ml si

7 logio Ul/ml, respectiv.

Echivalenta sistemelor / compararea sistemelor

Echivalenta sistemelor cobas® 5800, cobas® 6800 si cobas® 8800 a fost demonstratd prin studii de performantd. Rezultatele
prezentate in instructiunile de utilizare sustin performante echivalente pentru toate sistemele.
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Informatii suplimentare

Componente de testare cheie

Tip proba Plasma EDTA Urina stabilizatd in cobas® PCR Media

Cantitate minima de proba necesara 350 pl* 550 plI*

Volum de procesare a probei 200 pl 400 pl

Sensibilitate analitica 21,5 Ul/ml (interval de incredere bilateral 12,2 Ul/ml (interval de incredere bilateral
95%: 16,3-32,4 Ul/ml) 95%: 9,2-18,3 Ul/ml)

Interval liniar intre 21,5 Ul/ml si 1E+08 Ul/ml Intre 200 Ul/ml si 1E+08 Ul/ml

Specificitate 100% 100%

Subtipuri detectate Subtipuri | BKV (cu subgrupurile la, Ib si Ic), II, Il si IV

* A fost identificat un volum mort de 150 pul pentru tuburile secundare cobas® omni. Este posibil ca alte tuburi folosite pentru testare sa aibd un
volum mort diferit i sa necesite un volum minim mai mic sau mai mare. Pentru informatii suplimentare, contactati reprezentantul tehnic local
Roche.
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Simboluri

Urmatoarele simboluri sunt utilizate pe etichetele produselor de diagnostic Roche PCR.
Tabelul 32 Simboluri utilizate pe etichetele produselor de diagnostic Roche PCR

Age/DOB| varsta sau data nasterii

sw

Software auxiliar

IAssigned Range [copies/mL] | Interval atribuit

(copii/ml)

IAssigned Range [IU/mL]I Interval atribuit

Ul/mn

Reprezentant autorizat in
E Comunitatea Europeana
[IRRRRERERRN]
BARCODE

Fisa de date cu coduri
de bare

LOT
/\% Riscuri biologice

REF

Cod lot

Numar de catalog

Marcajul de conformitate
CE; acest dispozitiv este

conform cu cerintele
aplicabile pentru
marcajul CE aferent unui

dispozitiv medical destinat
diagnosticarii in vitro.

Collect Date| Data colectarii
(o] Consultati instructiunile de
l utilizare

Contine o cantitate
suficientd pentru <n> teste

CONTENT

CONTROL | control

Data fabricarii

[ ]
” Dispozitiv destinat testérii in
proximitatea pacientului
' 4
® .
Dispozitiv destinat
A\ autotestarii

Continut kit

£

09478124001-03RO

Dispozitiv nedestinat
testarii in proximitatea
pacientului

Dispozitiv nedestinat
autotestarii

Distribuitor
(Nota: Jara/regiunea aplicabila
poate fi indicatd sub simbol)

A nu se reutiliza

Feminin

Exclusiv pentru evaluarea
performantei IVD

o:‘e*‘O@@@@

Cod articol international
(Global Trade Iltem
Number)

GTIN

Importator

Dispozitiv medical de
diagnostic in vitro

IVD

Limita inferioara
a intervalului atribuit

& Masculin
N Producator

= Control negativ

Nesteril
*? Nume pacient

*# Numar pacient
4

Dezlipiti aici

LLR

4

Control pozitiv

Copii Ul per reactie PCR,
utilizati Unitatile

O_S |U/PCR Internationale (UD) QS
per reactie PCR pentru
calcularea rezultatelor.

Numaér de serie

SN

Centru

Site

| Procedure | Standard | Procedura standard

STERILE E Sterilizat cu oxid de etilena

A se pastra la intuneric

Limitd de temperaturad

Fisier de definire a testului

Cu aceasta parte in sus

= O~><&D

| Procedure [ UltraSensitive | Procedura ultrasensibila

Identificator unic dispozitiv

UDlI
Limita superioara

ULR a intervalului atribuit
Urine Fill Line| Linie de umplere urind

Numai pentru SUA: Legea
federald permite vanzarea

RX Oﬂly acestui dispozitiv numai de
catre sau la comanda unui
medic.

g Termen de valabilitate

IQS copies/PCR I Copii QS per reactie PCR, utilizati copii QS per

reactie PCR pentru calcularea rezultatelor.
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Asistenta tehnica

Pentru asistenta tehnica, va rugam sa contactati reprezentanta locald din regiunea dvs.:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide. htm

Producator si importator

Tabelul 33 Producétor si importator
Roche Molecular Systems, Inc.
1080 US Highway 202 South
Branchburg, NJ 08876 USA
www.roche.com
Fabricat in SUA
Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

Marci comerciale si brevete

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

Copyright
©2023 Roche Molecular Systems, Inc.

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

68305 Mannheim

2797 Germany
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Informatii versiune document

Doc Rev. 2.0 Prima paginé si tabelele 2 si 3 au fost actualizate cu numere P/N suplimentare pentru kiturile de control.

09/2022 A fost actualizatd sectiunea cu Marci comerciale si brevete, inclusiv linkul.

Contactati reprezentantul local Roche dacé aveti orice fel de intrebari.

Doc Rev. 3.0 S-a readus volumul minim al probei la nivelul initial din sectiunea Instructiuni de utilizare si din sectiunea
05/2023 Componente de testare cheie.

A fost actualizata declaratia autoritatii competente.
Nota de subsol omisa a fost addugata la Tabelul 20.
Corecturi minore de formulare.

A fost actualizatd marca cobas®.

Contactati reprezentantul local Roche dacé aveti orice fel de intrebari.

Rezumatul raportului privind siguranta si performanta poate fi gasit accesand urmatorul link:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed.
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