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Przeznaczenie

cobas® BKV to test do amplifikacji kwasu nukleinowego w warunkach in vitro do ilosciowego oznaczania DNA wirusa BK
(BKV) w ludzkim osoczu z krwi pobranej na EDTA oraz moczu stabilizowanym na podlozu cobas® PCR Media.

W osoczu z krwi pobranej na EDTA test cobas® BKV jest przeznaczony do stosowania jako pomoc w diagnostyce

i leczeniu zakazen BKV u pacjentéw po przeszczepach. U pacjentéw monitorowanych pod katem BKV w osoczu krwi
pobranej na EDTA mozna uzy¢ seryjnych pomiaréw poziomu DNA do wskazania potrzeby potencjalnych zmian leczenia
i do oceny odpowiedzi wirusa na leczenie.

W moczu stabilizowanym na podiozu cobas® PCR Media test cobas® BKV jest przeznaczony do stosowania jako pomoc
w diagnostyce i leczeniu zakazen BKV u pacjentow po przeszczepach.

Wiyniki testu cobas® BKV muszg by¢ interpretowane w oparciu o wszystkie istotne dane kliniczne i laboratoryjne.

Test cobas® BKV nie jest przeznaczony do stosowania jako badanie przesiewowe we krwi lub produktach
krwiopochodnych.

Podsumowanie oraz opis testu

Informacje podstawowe

Pacjenci po przeszczepach narazeni sg na podwyzszone ryzyko wielu zakazen bakteryjnych i wirusowych, ktore wykazuja
wigksze prawdopodobienstwo wywotania ciezkiego niepozadanego wptywu na zdrowie w populacji po przeszczepach

w poréwnaniu z ogoélna, zdrowa populacja. To zwiekszone ryzyko w czgsci wynika z ostabionego dziatania ukladu
odpornosciowego spowodowanego przez leki immunosupresyjne przyjmowane przez pacjentéw po przeszczepach

w celu zmniejszenia ryzyka odrzucenia przeszczepu."?

Wirus BK (BKV) to maly (~5 kb) bezotoczkowy wirus na bazie kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA) nalezacy

do rodziny poliomawiruséw. Istniejg cztery glowne podtypy BKV, z ktérych najczesciej wykrywa sie podtyp I (80%),
a nastepnie podtyp IV (15%).” Seroprewalencja BKV w ogélnej populacji zdrowych dorostych wynosi > 80%.* U 0s6b
z prawidtowa odpornoscig obecnos¢ BKV nie wiaze sie z istotnymi nieprawidtowosciami. Jednakze zakazenie BKV
moze powodowac¢ ciezka chorobe kliniczng u 0séb z obnizong odpornoscia, wlacznie z pacjentami po przeszczepach.”

Zakazenia BKV najczesciej dotycza nerek i drég moczowych. Po zakazeniu pierwotnym wirus pozostaje utajony

w nablonku kanalikow nerkowych oraz moczowodéw i moze ulec reaktywacji u 0s6b z ostabionym ukfadem
odpornosciowym. Pacjenci po przeszczepie nerki narazeni s na wyzsze ryzyko powiklan zwigzanych z BKV

w poréwnaniu z biorcami innych przeszczepéw, obejmujace takze srodmigzszowe zapalenie nerki wywotane
poliomawirusem (PVN) i zwezenie moczowodu. PVN wystepuje u nawet 10% pacjentdw po przeszczepie nerki i u okoto
50% pacjentéw z PVN dochodzi do odrzucenia przeszczepu. Ponadto u okoto 3% pacjentéw po przeszczepie nerki
dochodzi do zwigzanego z BKV zwezenia moczowodu.” W przypadku przeszczepéw hematopoetycznych komdrek
macierzystych (HSCT) réowniez czesciej dochodzi do powiklan zwigzanych z BKV, najpowszechniej w postaci
krwotocznego zapalenia pecherza moczowego (HC). HC wystepuje u od 5 do 15% pacjentéw po HSCT.!

Wytyczne zalecajg regularne monitorowanie pod katem BKV u pacjentéw po przeszczepie nerki przez okres do 5 lat po
przeszczepie.® Takie podejscie do monitorowania umozliwia identyfikacje 80-90% pacjentéw zagrozonych PVN. Badania
osocza pod katem wiremii BKV sg zalecane w ramach strategii identyfikacji pacjentéw o podwyzszonym ryzyku
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wystapienia PVN, jako testy potwierdzajace u pacjentow z wykryta wirurig BKV albo jako gltéwny sposob testow do
rutynowych badan przesiewowych.® Obecnie brak zalecen dotyczacych rutynowego monitorowania BKV u pacjentéw

po HSCT, a testowanie zalecane jest glownie w celu oceny pacjentéw z krwiomoczem i objawami klinicznymi zapalenia
pecherza. Jednakze poziom DNA BKV powyzej 10 000 kopii/ml wigze si¢ z podwyzszonym ryzykiem HC u pacjentéw po
przeszczepach.”

W przypadku pacjentéw po przeszczepie nerki, u ktorych utrzymuje si¢ podwyzszony poziom DNA wirusa BKV
w osoczu, powszechnie definiowany jako wartosci pomiaru powyzej 10 000 kopii/ml, zaleca si¢ oznaczanie BKV w osoczu
co 1-2 tygodnie do czasu obnizenia poziomu DNA do poziomu niewykrywalnego w dwdch kolejnych pomiarach.

Wiele testow laboratoryjnych do ilosciowego oznaczania BKV nie zostato wystandaryzowanych, co prowadzi do duze;j
zmienno$ci miedzylaboratoryjnej i pomiedzy oznaczeniami®’. Ponadto skladniki moczu mogg prowadzi¢ do agregacji
BKYV, co moze wptywac na zmienno$¢ ilosciowa™’. Formalna ocena powtarzalnosci i wazno$ci wynikéw oznaczania
poziomu DNA wirusa BKV jest kluczowa dla zapewnienia spdjnych wynikéw (niezaleznie od tego, w jakim laboratorium
wykonano test) w celu kontroli klinicznej nad pacjentami z chorobami zwigzanymi z wirusem BKV.

Chociaz Sciste, istotne medycznie wartosci progowe wiremii nadal s3 przedmiotem debaty ze wzgledu na zmiennos¢
pomiedzy testami, koncepcja kluczowej wartosci progowej wydaje si¢ by¢ wazna i byla zglaszana w badaniach
biologicznych wskazujacych, ze wyzsze poziomy DNA wirusa BKV zwigzane sg ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju
choroby PVN i HC.*’

Uzasadnienie badan NAT

Badan serologicznych wirusa poliomy nie stosuje si¢ rutynowo w srodowisku klinicznym, majg one znaczenie jedynie

w okreslaniu, czy pacjent zostal wczesniej zakazony BKV i czy grozi mu reaktywacja. Metody hodowli wiruséw wiaza

sie z dlugim czasem oznaczenia, a poniewaz sg tylko potilosciowe, oferuja jedynie ograniczong przydatnos¢ u pacjentow
z ostabionym ukladem odpornosciowym, u ktérych czesto wystepuja niskie poziomy wirusa. Bezposrednia detekcja DNA
wirusa BKV za pomocg metod PCR w czasie rzeczywistym potencjalnie oferuje szeroki zakres dynamiczny, precyzje oraz
optymalng czulos¢ i swoisto$¢ do stosowania u pacjentéw po przeszczepach.

Objasnienie testu

Test ilosciowy cobas® BKV jest stosowany w systemach cobas® 5800/6800/8800. Test cobas® BKV umozliwia wykrywanie
oraz oznaczanie ilosciowe DNA wirusa BKV w pobranych od zakazonych pacjentéw probkach osocza krwi pobranej na
EDTA oraz w moczu zakazonych pacjentdw stabilizowanym na podlozu cobas® PCR Media. Poziom DNA wirusa BKV
jest okreslany ilo§ciowo w pordwnaniu ze standardem kwantyfikacji DNA nie-BKV (DNA-QS), ktory jest wprowadzany
do kazdej probki podczas jej przetwarzania. DNA-QS pelni réwniez funkcje monitorowania calego procesu przygotowania
probki oraz amplifikacji PCR. Dodatkowo test wykorzystuje trzy kontrole zewnetrzne: o wysokim mianie dodatnim,

o niskim mianie dodatnim i kontrol¢ ujemng. Zewnetrzne kontrole wysokododatnie i niskododatnie wytwarza si¢ przez
rozcienczanie z materiatu wyjsciowego o mianie spéjnym z migdzynarodowym standardem WHO BKV. Kazda seria
zestawu do amplifikacji/detekcji zostala skalibrowana w odniesieniu do miedzynarodowego standardu WHO BKV.
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Zasady procedury

Test cobas® BKV opiera si¢ na calkowicie zautomatyzowanym przygotowaniu probek (ekstrakeji i oczyszczaniu kwasow
nukleinowych), po ktérym przeprowadzana jest amplifikacja i detekcja podczas reakcji PCR. System cobas® 5800
zaprojektowano jako urzadzenie zintegrowane. cobas® 6800/8800 sktada si¢ z modulu podawania prébek, modutu
transferu, modulu przetwarzania oraz modutu analitycznego. Automatyczne przetwarzanie danych jest wykonywane
przez oprogramowanie systemow cobas® 5800 lub cobas® 6800/8800, ktore przypisuje wynik testu dotyczacy wszystkich
badan jako nie wykryto targetu, wykryto DNA wirusa BKV < dolnej granicy oznaczalnosci, wykryto DNA wirusa BKV
> gornej granicy oznaczalnosci lub wartos¢ w liniowym zakresie oznaczalnosci (dolna granica oznaczalnosci < x < gérna
granica oznaczalnosci). Wyniki mozna analizowac bezposrednio na ekranie systemu, mozna je eksportowac lub
wydrukowac w postaci raportu.

Nastepuje jednoczesne wyodrebnienie kwaséw nukleinowych z probek pacjentow i dodanych czasteczek DNA-QS
lambda. Podsumowujac, kwas nukleinowy wirusa jest uwalniany przez dodanie do prébki proteinazy i odczynnika do lizy.
Uwolniony kwas nukleinowy wiaze si¢ z silikonowg powierzchnig dodanych szklanych czastek magnetycznych.
Niezwigzane substancje i zanieczyszczenia, takie jak zdenaturowane biatko, debris komérkowy i potencjalne inhibitory
reakcji PCR sg usuwane na kolejnych etapach z uzyciem odczynnika myjacego, a oczyszczony kwas nukleinowy jest
nastepnie wymywany w podwyzszonej temperaturze ze szklanych czastek z uzyciem buforu do elucji.

Wybidrczg amplifikacje docelowego kwasu nukleinowego z probki osiaga si¢ przez zastosowanie dwdch starteréw, dla
ktérych obszarami docelowymi sg swoiste dla wirusa docelowego, wysoce konserwatywne rejony BKV znajdujace sig

w rejonie genu malego antygenu t BKV oraz rejonie VP2 BKV. Selektywna amplifikacja DNA-QS uzyskiwana jest przy
uzyciu starteréw wiodacego i odwrotnego o swoistej sekwencji, ktore wybierane sg tak, aby nie byly homologiczne

z genomem BKV. Do amplifikacji wykorzystywana jest termostabilna polimeraza DNA. Sekwencje docelowa oraz
DNA-QS s3 amplifikowane jednocze$nie przy uzyciu uniwersalnego profilu amplifikacji PCR ze wstepnie zdefiniowanymi
etapami temperatury i liczby cykli. Odczynnik Master Mix zamiast trifosforanu deoksytymidyny (dTTP) zawiera
trifosforan deoksyurydyny (dUTP), ktéry wbudowywany jest do nowo syntetyzowanego DNA (amplikonu).'*"?
Jakiekolwiek zanieczyszczajace amplikony z poprzednich reakcji PCR ulegajg eliminacji podczas podgrzewania

w pierwszym etapie cyklu termicznego dzigki aktywno$ci enzymu AmpErase, ktory znajduje sie¢ w mieszaninie do reakcji
PCR. Jednak nowo powstaly amplikon nie jest eliminowany, gdyz enzym AmpErase w temperaturze przekraczajacej 55°C
ulega inaktywacji.

Odczynnik Master Mix cobas® BKV zawiera dwie sondy wykrywajace swoiste dla badanych sekwencji BKV i jedna

dla DNA-QS. Sondy znakowane sg za pomocg swoistych dla sekwencji docelowych fluorescencyjnych barwnikow
reporterowych, pozwalajacych na réwnoczesne wykrywanie docelowej sekwencji BKV i DNA-QS w dwdch réznych
kanatach detekgji'> . Sygnat fluorescencyjny nienaruszonych sond jest ttumiony przez barwnik wygaszajacy. Podczas
amplifikacji PCR hybrydyzacja sondy do swoistej sekwencji jednoniciowej matrycy DNA powoduje rozszczepienie nici
przez polimeraz¢ DNA dzigki jej aktywnosci nukleolitycznej w kierunku 5' do 3', co powoduje rozdzielenie barwnikow
reporterowych i wygaszajacych oraz wygenerowanie sygnatu fluorescencyjnego. Z kazdym cyklem PCR generowana
jest zwigkszajaca sie liczba rozszczepionych sond i jednoczes$nie wzrasta sumaryczny sygnat barwnika reporterowego.
Wykrycie w czasie rzeczywistym i rozréznienie produktow PCR ma miejsce poprzez pomiar fluorescencji uwolnionych
barwnikow reporterowych reprezentujacych docelowe wirusy i DNA-QS.
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Odczynniki i materialy

Odczynniki i kontrole do testu cobas® BKV

Materialy dostarczone dla testu cobas® BKV zawiera Tabela 1. Materialy wymagane, ale niedostarczone: patrz Tabela 2

do Tabela 4 oraz Tabela 8 do Tabela 10.

Informacje dotyczace zagrozen zwigzanych z produktem zawierajg rozdziaty Odczynniki i materiaty oraz

Wymagania dotyczace srodkow ostroznosci i uzytkowania.

Tabela1 cobas® BKV

cobas® BKV

Przechowywaé w temperaturze 2-8°C
Kaseta na 192 testéw (P/N 09040960190)

Elementy zestawu

Skiad odczynnikéw

llo$é na zestaw

(BKV MMX-R2)

wiodacego i odwrotnego dla BKV, < 0,01% starteréw wiodacego i odwrotnego
standardu ilo$ciowego, < 0,01% znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi
sond oligonukleotydowych, swoistych dla BKV i standardu iloSciowego BKYV,

< 0,01% aptameru oligonukleotydowego, < 0,01% polimerazy DNA Z05D,

< 0,10% enzymu AmpErase (uracylo-N-glikozylazy) (bakteryjnej),

< 0,1% azydku sodu

192 testow

Roztwor proteinazy Bufor Tris, < 0,05% EDTA, chlorek wapnia, octan wapnia, 8% proteinazy, glicerol 22,3 ml
(PASE) EUH210: Karta charakterystyki dostepna na zadanie.

EUH208: Zawiera subtylizyne z Bacillus subtilis. Moze powodowaé wystgpienie

reakcji alergicznej.
DNA Quantitation Bufor Tris, < 0,05% EDTA, < 0,001% konstruktu innego niz DNA BKV 21,2 ml
Standard zawierajacego starter wigzacy region inny niz BKV oraz region unikatowej
(DNA QS) sondy (niezakazny DNA), < 0,002% Poli-rA RNA (syntetyczny),

< 0,1% azydku sodu
Bufor do elucji Bufor Tris, 0,2% metylo-4-hydroksybenzoesan 21,2 ml
(EB)
Odczynnik Master Mix 1 Octan magnezu, wodorotlenek potasu, < 0,1% azydku sodu 7,5 ml
(MMX-R1)
Odczynnik BKV Master Bufor trycynowy, octan potasu, < 18% dimetylosulfotlenku, glicerol, 9,7 ml
Mix 2 < 0,1% Tween 20, EDTA, < 0,12% dATP, dCTP, dGTP, dUTP, < 0,01% starteréw
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Tabela 2

cobas® EBV/BKV Control Kit

(P/N 09040951190)

cobas® EBV/BKV Control Kit
Przechowywac w temperaturze 2-8°C

Elementy zestawu

Skiad odczynnikow

llo$é na zestaw

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*

lambda, prawidtowe osocze
ludzkie, bez DNA BKV
wykrywalnego metodami PCR
0,1% substancji konserwujacej
ProClin® 300**

EBV/BKV < 0,001% syntetycznego 4 ml
Low Positive (plazmidowego) DNA BKV 8 x0,5ml \ap/
Control optaszczonego biatkiem \ ,
(EBV/BKV L(+)C) kapsydowym bakteriofaga \*_/
lambda, prawidtowe osocze .
ludzkie, bez DNA BKV OSTRZEZ_ENIE i . ) i
wykrywalnego metodami PCR H317: Moze powodowac reakcje alergiczng skdry.
0,1% substancji konserwujacej 3:11 itsj:;:;assl,(zlicl)((iﬂlwm na organizmy wodne, powodujac
ProClin® 300** 9 :
P261: Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/
rozpylonej cieczy.
P273: Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.
P280: Stosowacé rekawice ochronne.
P333 + P313: W przypadku wystapienia podraznienia skéry
lub wysypki: zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P362 + P364: Zanieczyszczong odziez zdjg¢ i wyprac przed
ponownym uzyciem.
P501: Zawarto$¢/pojemnik usuwaé do autoryzowanego
zaktadu utylizacji odpaddw.
55965-84-9 Masa reakcyjna: 5-chloro-2-metylo-4-izotiazolin-
3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (3:1).
EBV/BKV < 0,001% syntetycznego 4 ml
High Positive (plazmidowego) DNA BKV (8 x0,5ml) \_p/
Control optaszczonego biatkiem \ ,
(EBV/BKV H(+)C) kapsydowym bakteriofaga \*_,

OSTRZEZENIE
H317: Moze powodowac reakcje alergiczng skory.

H412: Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujac
dtugotrwate skutki.

P261: Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/
rozpylonej cieczy.

P273: Unikaé¢ uwolnienia do $rodowiska.

P280: Stosowaé rekawice ochronne.

P333 + P313: W przypadku wystapienia podraznienia skéry
lub wysypki: zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P362 + P364: Zanieczyszczong odziez zdjg¢ i wyprac przed
ponownym uzyciem.

P501: Zawarto$¢/pojemnik usuwaé do autoryzowanego
zakfadu utylizacji odpaddéw.

55965-84-9 Masa reakcyjna: 5-chloro-2-metylo-4-izotiazolin-
3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (3:1).

*  Oznakowanie bezpieczenstwa produktu jest zgodne przede wszystkim z wytycznymi GHS UE.

** Substancja niebezpieczna.

09478124001-01PL
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cobas® BKV

Tabela3 cobas® Buffer Negative Control Kit

cobas® Buffer Negative Control Kit
Przechowywac w temperaturze 2-8°C
(P/N 09051953190)

Elementy zestawu Skiad odczynnikow llo$¢ na zestaw
cobas® Buffer Negative Control Bufor Tris, < 0,1% azydku sodu, EDTA, 0,002% poly rA RNA 16 ml
(BUF(-) O (syntetycznego) (16 x 1T ml)

09478124001-01PL
Doc Rev. 1.0 10




cobas® BKV

Odczynniki cobas omni do przygotowywania prébek

Tabela 4 Odczynniki cobas omni do przygotowywania prébek
Odczynniki Sktad odczynnikow llo$é na Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie*
zestaw

cobas omni MGP Szklane czastki magnetyczne, 480 testéw | Nie dotyczy

Reagent (MGP) bufor Tris, 0,1% metylo-4-

Przechowywac w 2-8°C hydroksybenzoesanu,

(P/N 06997546190) < 0,1% azydku sodu

cobas omni Specimen | g, for Tris, 0,1% metylo-4- 4 x 875 ml | Nie dotyczy

Diluent (SPEC DIL) hydroksybenzoesanu,

Przechowywac w 2-8°C < 0,1% azydku sodu

(P/N 06997511190)

cobas omni 43% (udziat wagowy) tiocyjanian | 4 x 875 ml

Lysis Reagent guanidyny**, 5% (udziat wagowo- =g,

(LYS) obj.) polidokanol**, 2% (udziat o <

Przechowywac w 2-8°C wagowo-obj.) ditiotreitol**,

(P/N 06997538190) dwuwodny cytrynian sodu NIEBEZPIECZENSTWO

EUHO:‘_}Z: W kontakcie z kwasami H302 + H332: Dziata szkodliwie po potknieciu
uwalnia bardzo toksyczne gazy. i w nastepstwie wdychania.

H314: Powoduje powazne oparzenia oraz uszkodzenia oczu.
H411: Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujgc
dtugotrwate skutki.
P273: Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.
P280: Stosowa¢ rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrong twarzy.
P303 + P361 + P353: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE
SKORA (lub z wtosami): natychmiast zdjaé cata skazona
odziez. Sptuka¢ skére pod strumieniem wody.
P304 + P340 + P310: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO
DROG ODDECHOWYCH: wyprowadzi¢ lub wyniesé
poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania. Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
P305 + P351 + P338 + P310: W PRZYPADKU DOSTANIA
SIE DO OCZU: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut.
Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo
usung¢. Nadal ptukaé. Natychmiast skontaktowaé sie
z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.
P391: Zebra¢ wyciek.
593-84-0 Tiocyjanian guanidyny
9002-92-0 Polidokanol
3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimerkaptobutano-2,3-diol

cobas omni Dwuwodny cytrynian sodu, 421 Nie dotyczy

Wash Reagent 0,1% metylo-4-

(WASH)

Przechowywaé w 15-30°C
(P/N 06997503190)

hydroksybenzoesan

*

**  Substancja lub mieszanina niebezpieczna.

09478124001-01PL
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cobas® BKV

Wymagania dotyczace przechowywania i uzytkowania odczynnikéw

Odczynniki nalezy przechowywac¢ i uzytkowa¢ zgodnie z informacjami, ktére zawiera Tabela 5, Tabela 6 i Tabela 7.

Jesli odczynniki nie zostaly umieszczone w systemie cobas® 5800 ani w systemach cobas® 6800/8800, nalezy przechowywac

je w odpowiedniej temperaturze, zgodnie z informacjami, ktére zawiera Tabela 5.

Tabela5 Przechowywanie odczynnikéw (umieszczonych poza systemem)

Odczynnik Temperatura przechowywania
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

09478124001-01PL

Doc Rev. 1.0

12



cobas® BKV

Wymagania dotyczace uzytkowania systemu cobas® 5800

Odczynniki umieszczone w systemie cobas® 5800 przechowywane s3 w odpowiedniej temperaturze, a ich data
przydatnosci do uzycia monitorowana jest przez system. System umozliwia wykorzystanie odczynnikéw tylko

w przypadku spelnienia wszystkich warunkéw, ktore zawiera Tabela 6. System automatycznie uniemozliwia wykorzystanie
przeterminowanych odczynnikéw. Tabela 6 pozwala na zrozumienie warunkéw uzytkowania odczynnikoéw wymuszanych
przez system cobas® 5800.

Tabela 6 Warunki dotyczace daty wazno$ci odczynnikéw wymuszane przez system cobas® 5800

L - Liczba przebiegéw pracy, Stabilnos¢
. Data waznosci Trwatos$é zestawu po . . .
Odczynnik . do ktoérych mozna na pokladzie
zestawu otwarciu L
wykorzystaé zestaw aparatu
cobas® BKV Nieprzekroczona | 90 dni od pierwszego uzycia | Maksymalnie 40 przebiegéw | Maks. 36 dni**
cobas® EBV/BKV Control Kit Nieprzekroczona Nie dotyczy* Nie dotyczy Maks. 36 dni**
cobas® Buffer Negative Control Kit | Nieprzekroczona Nie dotyczy* Nie dotyczy Maks. 36 dni**
cobas omni Lysis Reagent Nieprzekroczona 30 dni od umieszczenia Nie dotycz Nie dotycz,
y g p w systemie*™* yczy yczy
cobas omni MGP Reagent Nieprzekroczona 30 dni od umieszozenia Nie dotycz Nie dotycz,
g p w systemie*™* yczy yczy
cobas omni Specimen Diluent Nieprzekroczona 30 dni od umieszczenia Nie dotycz Nie dotycz,
p p w systemie*™* yczy yczy
cobas omni Wash Reagent Nieprzekroczona 30 dni od umieszozenia Nie dotycz Nie dotycz,
g p w systemie*™* yczy yczy

*  Odczynniki do jednorazowego uzycia.

**  Czas jest mierzony od umieszczenia po raz pierwszy odczynnika w systemie cobas® 5800.

09478124001-01PL
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cobas® BKV

Wymagania dotyczace uzytkowania systeméw cobas® 6800/8800

Odczynniki umieszczone w systemach cobas® 6800/8800 przechowywane s3 w odpowiedniej temperaturze, a ich data
przydatnosci do uzycia monitorowana jest przez system. Systemy cobas® 6800/8800 umozliwiaja wykorzystanie
odczynnikéw tylko w przypadku spelnienia wszystkich warunkéw, ktore zawiera Tabela 7. System automatycznie
uniemozliwia wykorzystanie przeterminowanych odczynnikéw. Tabela 7 pozwala na zrozumienie wymuszonych przez
systemy cobas® 6800/8800 warunkéw uzytkowania odczynnikow.

Tabela7 Warunki dotyczace daty wazno$ci odczynnikéw wymuszane przez systemy cobas® 6800/8800

Liczba przebiegow Stabilno$é na pokladzie
Odczvnnik Data waznosci Trwatosé zestawu pracy, do ktérych urzadzenia (laczny czas
¥ zestawu po otwarciu mozna wykorzystaé | w urzadzeniu poza
zestaw chlodziarka)
cobas® BKV Nieprzekroczona | 90 dni od pierwszego Maksymalnie Maksymalnie 40 godzin
uzycia 40 przebiegéw
cobas® EBV/BKV Control Kit Nieprzekroczona | Nie dotyczy® Nie dotyczy Maksymalnie 8 godzin
cobas® Buffer Negative Control Kit | Nieprzekroczona | Nie dotyczy? Nie dotyczy Maksymalnie 10 godzin
cobas omni Lysis Reagent Nieprzekroczona | 30 dni od umieszczenia | Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*
cobas omni MGP Reagent Nieprzekroczona | 30 dni od umieszczenia | Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*
cobas omni Specimen Diluent Nieprzekroczona | 30 dni od umieszczenia | Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*
cobas omni Wash Reagent Nieprzekroczona | 30 dni od umieszczenia | Nie dotyczy Nie dotyczy
w systemie*

* Odczynniki do jednorazowego uzycia.

* Czas jest mierzony od umieszczenia po raz pierwszy odczynnika w systemach cobas® 6800/8800.

09478124001-01PL
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cobas® BKV

Materialy dodatkowe wymagane dla systemu cobas® 5800

Tabela8 Materialy i materiaty zuzywalne do uzytku z systemem cobas® 5800

Materiat P/N

cobas omni Processing Plate 24 08413975001
cobas omni Amplification Plate 24 08499853001
cobas omni Liquid Waste Plate 24 08413983001
Koricéwki CORE TIPS z filtrem, 1 ml 04639642001
Koricéwki CORE TIPS z filtrem, 300 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
Worek na odpady state 07435967001
lub lub

Worek na odpady state z wkfadka 08030073001
Probéwki wtérne cobas omni 13x75 (opcjonalnie) 06438776001
Zestaw probowek wtérnych cobas® PCR Media Secondary Tube Kit* 07958048190
Zestaw zapasowych korkéw probéwek cobas® PCR Media Tube Replacement Cap Kit 07958056190
Zestaw jednorazowego stojaka probéwki z podtozem 07958064190
cobas® PCR Media Disposable Tube Stand Kit (opcjonalny)

MPA RACK 16 MM LIGHT GREEN 7001-7050* ** 03143449001
RD5 RACK - statyw standardowy RD 0001-0050 LR* ** 11902997001
16-pozycyjny no$nik probéwek* 09224319001
Nosnik statywdéw 5-pozycyjnych* 09224475001

*

Aby uzyskad szczegotows liste zamawiania statywow na probki, nalezy skontaktowac¢ sie z przedstawicielem firmy Roche.

** Statywy MPA 16 mm lub 16-pozycyjne nosniki probéwek to preferowane statywy do stosowania z probkami pobranymi do probéwek

z podlozem cobas® PCR Media.

09478124001-01PL
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cobas® BKV

Materialy dodatkowe wymagane dla system6éw cobas® 6800/8800

Tabela9 Materialy i materiaty zuzywalne do uzytku z systemami cobas® 6800/8800

Materiat 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

Worek na odpady state i pojemnik na odpady state 07435967001 i 07094361001
lub lub

Worek na odpady state z wkiadka i szuflada na zestawy 08030073001 i 08387281001
Probéwki wtérne cobas omni 13x75 (opcjonalnie) 06438776001

Zestaw probéwek wtérnych cobas® PCR Media Secondary Tube Kit* 07958048190

Zestaw zapasowych korkéw prob6éwek cobas® PCR Media Tube Replacement Cap Kit 07958056190

=obas" PCR Media Disposable Tube Stand Ki opconainy) 07858064120

MPA RACK 16 MM LIGHT GREEN 7001-7050* ** 03143449001

*

uzyska¢ po skontaktowaniu sie z przedstawicielem serwisu Roche.

** MPA 16 mm to preferowany statyw do stosowania z probkami pobranymi do probéwek cobas® PCR Media.

Tabela 10 Zestawy do pobierania materiatdow moczu uzywane z testem cobas® BKV

Szczegotowa liste zamowien na statywy probkowe, statywy na niedrozne koncéwki i tace na statywy akceptowane przez urzadzenia mozna

Zestaw do pobierania P/N
cobas® PCR Urine Sample Kit 05170486190
cobas® PCR Media Kit 06466281190

Uwaga: Zestaw do pobierania prébek moczu cobas® PCR Urine Sample Kit stuzy do pobierania i transportowania prébek moczu. Kazdy zestaw do

pobierania prébek moczu cobas® PCR Urine Sample Kit zawiera 100 pakietow do pobierania prébek moczu cobas® PCR. Kazdy pakiet zawiera
1 pipete jednorazowg oraz 1 probéwke cobas® PCR Media, zawierajaca 4,3 ml podioza cobas® PCR Media. Podloze cobas® PCR Media jest podlozem

stabilizujacym kwasy nukleinowe, stuzacym do transportu i przechowywania probek moczu.

W przypadku prébek moczu wystanych do laboratorium bezposrednio, bez uzycia zestawu do pobierania probek moczu cobas® PCR Urine Sample
Kit, jako alternatywy mozna uzy¢ zestawu cobas® PCR Media zawierajacego 100 probéwek cobas® PCR Media (bez pipet jednorazowych), biorac pod

uwage fakt, ze mocz musi zosta¢ przeniesiony w ciggu 24 godzin od pobrania.

09478124001-01PL
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cobas® BKV

Wymagane urzadzenia i oprogramowanie

W urzadzeniu cobas® 5800 musi by¢ zainstalowane oprogramowanie systemu cobas® 5800 oraz pakiet oprogramowania do
analizy cobas® BKV dla urzadzeniu cobas® 5800. Z systemem zostanie dostarczone oprogramowanie Data Manager oraz
komputer PC dla systemu cobas® 5800.

W aparatach nalezy zainstalowa¢ oprogramowanie cobas® 6800/8800 oraz pakiet oprogramowania do analizy cobas® BKV.
Z systemem dostarczany jest serwer Instrument Gateway (IG).

Tabela 11 Urzadzenia

Wyposazenie P/N

cobas® 5800 System 08707464001

cobas® 6800 System (opcja, na ruchomej platformie) 05524245001 i 06379672001
cobas® 6800 System (nieruchomy) 05524245001 i 06379664001
cobas® 8800 System 05412722001

Modut dostarczania prébek 06301037001

W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ si¢ z podrecznikiem uzytkownika i/lub instrukcjg obstugi systemu cobas® 5800 lub
systemow cobas® 6800/8800.

Uwaga: Szczeg6lowa liste zamoéwien na pierwotne i wtdrne probdwki na probki, statywy na probki, statywy na niedrozne konicdwki i tace na statywy
do uzytku z aparatami mozna uzyska¢ po skontaktowaniu si¢ z lokalnym przedstawicielem firmy Roche.

Test cobas® BKV obstuguje probowki pierwotne do materialéw moczu cobas® PCR Media.

09478124001-01PL
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cobas® BKV

Wymagania dotyczace srodkow ostroznosci i uzytkowania

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Podobnie jak w przypadku kazdej procedury testowej, dla prawidlowego przeprowadzenia badania kluczowe znaczenie

ma zachowanie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej. Z uwagi na wysoka czuto$¢ niniejszego testu podczas uzytkowania

odczynnikéw oraz mieszanin do amplifikacji nalezy zachowa¢ szczegdlng ostroznos¢, aby zapobiec zanieczyszczeniu.

Do stosowania wylacznie w diagnostyce in vitro.

Test cobas® BKV nie zostal zaprojektowany jako badanie przesiewowe na obecnos¢ wirusa BKV we krwi lub
produktach krwiopochodnych.

Ze wszystkimi probkami nalezy obchodzi¢ si¢ tak jak z materialem zakaznym, stosujac procedury dobrej praktyki
laboratoryjnej, takie jak okreslone w dokumentach Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
oraz CLSI Document M29-A4."'° Procedure te powinien wykonywaé wylgcznie personel przeszkolony w pracy
z materiatami zakaznymi oraz w stosowaniu testu cobas® BKV i systemu cobas® 5800/6800/8800.

Wszystkie materiaty pochodzenia ludzkiego nalezy uwaza¢ za potencjalnie zakazne i postepowac z nimi

z zastosowaniem ogdlnych §rodkéw ostroznosci. W przypadku rozlania materiatu nalezy natychmiast odkazi¢
$wiezo przygotowanym 0,6% roztworem podchlorynu sodu lub potasu w wodzie destylowanej lub dejonizowanej
(wybielacz rozcienczony w stosunku 1:10) lub postepowac zgodnie z procedurami przyjetymi w danym o$rodku.
Zestaw cobas® EBV/BKV Control Kit zawiera osocze pochodzace z krwi ludzkiej. Materiat Zrédtowy
przetestowano metodami PCR i wykazano w nim akceptowalne $lady niskiego poziomu DNA BKV. Zadna ze
znanych metod badania nie moze zaoferowac calkowitej pewnosci, ze produkty otrzymane z ludzkiej krwi nie
beda przenosi¢ czynnikéw zakaznych.

Nie zamraza¢ pelnej krwi ani probek moczu przechowywanych w probowkach pierwotnych.

W celu zagwarantowania optymalnego dzialania testu nalezy stosowa¢ wylacznie dostarczone lub wymienione
potrzebne materialy zuzywalne.

Karty charakterystyki sa dostepne na zadanie w lokalnym przedstawicielstwie firmy Roche.

Sciéle przestrzega¢ podanych procedur i wytycznych w celu zapewnienia prawidtowego wykonania testu.
Wszelkie odchylenia od procedur i wytycznych moga mie¢ wpltyw na optymalng skutecznos¢ testu.

Jezeli w trakcie pracy z probkami i ich przygotowywania nie stosuje si¢ odpowiedniej kontroli kontaminacji
pomiedzy probkami, moze doj$¢ do uzyskania fatszywie dodatnich wynikow.

Podloze cobas® PCR Media (z probowki zawierajacej material podstawowy) zawiera chlorowodorek guanidyny.
Nie nalezy dopusci¢ do bezposredniego kontaktu miedzy chlorowodorkiem guanidyny i podchlorynem
sodu (wybielaczem) ani innymi wysoce reaktywnymi odczynnikami, takimi jak kwasy lub zasady. Takie
mieszaniny moga wydziela¢ trujace gazy. Jesli ptyn zawierajacy chlorowodorek guanidyny ulegnie rozlaniu,

do czyszczenia nalezy uzywa¢ odpowiedniego detergentu laboratoryjnego i wody. Jesli rozlany ptyn zawiera
potencjalne czynniki zakazne, do czyszczenia nalezy NAJPIERW uzy¢ detergentu laboratoryjnego i wody,

a nastepnie 0,6% roztworu podchlorynu sodu lub potasu.

Nalezy poinformowac¢ lokalny wlasciwy organ o wszelkich powaznych zdarzeniach, ktére moga wystapi¢ podczas
stosowania tego testu.

09478124001-01PL
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cobas® BKV

Uzytkowanie odczynnikéw

Aby unikna¢ zanieczyszczenia pomiedzy probkami lub kontrolami, ze wszystkimi odczynnikami, kontrolami

i prébkami nalezy postepowa¢ zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjne;j.

Przed uzyciem nalezy oceni¢ wzrokowo kazdg kasete odczynnikows, rozcienczalnik, odczynnik do lizy

i odczynnik pluczacy, aby upewnic sig, Ze nie ma jakiegokolwiek wycieku. W razie wystapienia wycieku nie
wolno uzywac tego materialu do badania.

cobas omni Lysis Reagent zawiera izotiocyjanian guanidyny, potencjalnie niebezpieczna substancj¢ chemiczna.
Nie dopuszcza¢ do kontaktu odczynnikow ze skora, oczami i btonami sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu,
natychmiast spluka¢ duza iloscig wody; w przeciwnym razie moga powsta¢ oparzenia.

Zestawy testu cobas® BKV, cobas omni MGP Reagent oraz cobas omni Specimen Diluent zawierajg azydek sodu
jako substancje konserwujacg. Nie dopuszczaé do kontaktu odczynnikéw ze skdrg, oczami i blonami sluzowymi.
Jezeli dojdzie do kontaktu, natychmiast sptuka¢ duzg ilo$cig wody; w przeciwnym razie moga powsta¢ oparzenia.
Jezeli dojdzie do rozlania wymienionych odczynnikéw, przed wytarciem nalezy rozcienczy¢ je woda.

Nie wolno dopuszcza¢ do kontaktu cobas omni Lysis Reagent, zawierajacego tiocyjanian guanidyny,

z roztworem podchlorynu sodu (wybielaczem). Polgczenie to moze skutkowaé wytworzeniem silnie trujacego
gazu.

Wszystkie materialy, ktore przypadkowo weszly w kontakt z prébkami i odczynnikami, nalezy utylizowaé
zgodnie z przepisami krajowymi i lokalnymi.

Dobra praktyka laboratoryjna

Nie nalezy pipetowac za pomoca ust.

Nie jes¢, nie pi¢ ani nie pali¢ tytoniu w obszarach roboczych.

Podczas pracy z probkami i odczynnikami nalezy nosi¢ rekawiczki laboratoryjne, fartuch oraz ostone oczu.

W celu unikniecia zanieczyszczenia nalezy zmienia¢ rekawiczki pomiedzy czynnosciami zwigzanymi z praca

z probkami i uzytkowaniem zestawow cobas® BKV, kontroli nisko dodatniej EBV/BKV (EBV/BKV L(+)C),
kontroli wysoko dodatniej EBV/BKV (EBV/BKV H(+)C), zestawéw buforu z kontrolg ujemna cobas® Buffer
Negative Control Kit i odczynnikéw cobas omni. Podczas pracy z probkami i kontrolami nalezy unika¢
zanieczyszczenia rekawiczek.

Po zakonczeniu pracy z probkami i zestawami odczynnikowymi oraz po zdjeciu rekawiczek nalezy doktadnie
umy¢ rece.

Dokladnie oczysci¢ i odkazi¢ wszystkie laboratoryjne powierzchnie robocze $wiezo przygotowanym roztworem
0,6% podchlorynu sodu lub potasu w wodzie destylowanej lub dejonizowanej (rozcienczy¢ domowy wybielacz
w stosunku 1:10). Nastepnie przetrze¢ powierzchnie 70% etanolem.

Jesli na powierzchni aparatéw cobas® 5800 lub cobas® 6800/8800 dojdzie do rozlania ptynu, nalezy postepowac
zgodnie z instrukcjami zamieszczonymi w Asystencie uzytkownika lub podreczniku uzytkownika do systeméw
cobas® 5800 lub cobas® 6800/8800 w celu prawidlowego wyczyszczenia i odkazenia powierzchni urzadzenia.
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Pobieranie, transport i przechowywanie probek

Uwaga: ze wszystkimi probkami nalezy obchodzié sie jak z materialem potencjalnie zakaznym.

Prébki osocza krwi pobranej na EDTA

Wiszystkie probki nalezy przechowywac¢ w okreslonych temperaturach. Podwyzszona temperatura wpltywa na
stabilno$¢ probek.
W przypadku uzywania prébek zamrozonych w probéwkach wtornych, nalezy umiesci¢ probki w temperaturze
pokojowej (15-30°C) az do catkowitego ich rozmrozenia, a nastepnie krotko wymieszaé (np. na mieszadle
wibracyjnym przez 3-5 sekund) i odwirowa¢ w celu zebrania si¢ calej objetosci probki na dnie probowki.
Krew pelng nalezy pobiera¢ do probéwek do otrzymywania nierozcieniczonego osocza BD Vacutainer® PPT™,
przeznaczonych do metod diagnostyki molekularnej lub do sterylnych probéwek zawierajacych EDTA jako
antykoagulant. Nalezy przestrzega¢ instrukcji producenta probéwek do pobierania probek. Nalezy zapoznac sie
z Ryc. 1.
Krew pelna pobrana do probéwek przeznaczonych do metod diagnostyki molekularnej BD Vacutainer” PPT™ lub
do sterylnych probéwek zawierajacych EDTA jako antykoagulant moze by¢ przechowywana i/lub transporto-
wana do 24 godzin w temperaturze od 2°C do 25°C przed przygotowaniem osocza. Wirowanie powinno by¢
przeprowadzane zgodnie z instrukcjami producenta.
Po rozdzieleniu probki, osocza mozna przechowywac przez 24 godziny w temperaturze 2-30°C w probéwkach
podstawowych lub wtérnych, a nastepnie:

o Przechowywaé w probowkach podstawowych lub wtérnych do 6 dni w temperaturze 2-8°C.

o Przechowywaé w probowkach wtérnych do 6 miesiecy w temperaturze < -20°C.
Probki osocza zachowuja stabilno$¢ przez maksymalnie cztery cykle zamrazania/rozmrazania w przypadku
zamrozenia w temperaturze < -20°C.
Jesli probki majg by¢ przesylane, nalezy je opakowac i oznaczy¢ zgodnie z odpowiednimi krajowymi i/lub
miedzynarodowymi przepisami dotyczacymi transportu probek i czynnikéw zakaznych.
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Ryc. 1 Warunki przechowywania prébek osocza z EDTA
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Probki moczu

e Do pobierania i stabilizacji probek moczu do testu cobas® BKV nalezy uzywa¢ tylko zestawu do pobierania probek
moczu cobas® PCR Urine Sample Kit. Test cobas® BKV nie zostal zatwierdzony do stosowania z innymi wyrobami
do pobierania moczu ani typami podlozy. Uzywanie testu cobas® BKV z innymi urzadzeniami do pobierania
moczu lub podfozami moze prowadzi¢ do otrzymania falszywie ujemnych, falszywie dodatnich i (lub) niewaznych
wynikow.

e Probki moczu nalezy natychmiast przenies¢ do probéwek z podlozem cobas® PCR Media (stabilizowane). Jezeli
nie jest mozliwe natychmiastowe przeniesienie probek, mozna je przechowywa¢ w temperaturze od 2°C do 30°C
przez maksymalnie 24 godziny.

Po ustabilizowaniu prébek moczu w podiozu cobas® PCR Media, prébki mozna przechowywac przez okres do
90 dni w temperaturze 2-30°C. Patrz Ryc. 2.

e Menisk poziomu ptynu w nieprzetestowanych prébkach moczu musi znajdowac¢ si¢ miedzy dwiema czarnymi
liniami okienka oznakowania probowki z pozywka cobas® PCR Media. Jesli poziom plynu siega powyzej lub
ponizej tych linii, oznacza to, ze probka nie zostata pobrana we wlasciwy sposdb i nie moze zosta¢ uzyta do
oznaczenia.

e Jesli brak dostatecznej ilosci moczu (4,3 ml) do rozcienczenia w probédwce na probke cobas® PCR Urine Sample,
mocz mozna rozcienczy¢ recznie za pomocg podtoza cobas® PCR Media. Przed wykonaniem oznaczenia za
pomocy testu cobas® BKV nalezy rozcienczy¢ przynajmniej 0,5 ml czystego moczu podlozem cobas® PCR Media
(w stosunku 1:1).

e Aby zapobiec krzyzowemu zanieczyszczeniu przetworzonych probek, do ponownego zamykania préobek po ich
zbadaniu nalezy uzywa¢ dodatkowych korkéw dla podioza cobas® PCR Media w innym kolorze (neutralnym;
patrz rozdzial Wymagane materialy dodatkowe).
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e Jesli wymagane s3 dodatkowe testy, nalezy sie upewnic, ze w probéwce cobas® PCR Media pozostalo przynajmniej
1,2 ml prébki.
e Jesli probki majg by¢ przesylane, nalezy je opakowac i oznaczy¢ zgodnie z odpowiednimi krajowymi i/lub
miedzynarodowymi przepisami dotyczacymi transportu probek i czynnikdw zakaznych.
Ryc. 2 Warunki przechowywania prébek moczu
30
o
& Nierozcienczony
g mocz przed
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Instrukcja uzytkowania

Uwagi proceduralne

e Nie nalezy uzywac¢ odczynnikow testu cobas® BKV, cobas® EBV/BKV Control Kit, cobas® Buffer Negative Control
Kit i odczynnikéw cobas omni po uplynieciu ich daty waznosci.

e Nie wykorzystywaé ponownie materialéw zuzywalnych. Sq one przeznaczone wyltgcznie do jednorazowego uzytku.

e Upewnic¢ sig, ze etykiety z kodami kreskowymi na probéwkach sa widoczne przez otwory z boku statywu
probkowego RD5 lub MPA. Specyfikacje kodéw kreskowych oraz dodatkowe informacje dotyczace tadowania
probowek prébkowych zawiera podrecznik uzytkownika systemu cobas® 5800 lub systemdéw cobas® 6800/8800.

e Instrukcje dotyczace prawidlowej konserwacji urzadzen zawiera podrecznik uzytkownika i/lub instrukcja obstugi
systemu cobas® 5800 lub systemo6w cobas® 6800/8800.

Wykonanie testu cobas® BKV w systemie cobas® 5800

Test cobas® BKV mozna wykona¢ przy uzyciu minimalnej wymaganej objetosci probki 375 pl osocza krwi pobranej
na EDTA (procedura dla probki 200 pl) i 575 pl stabilizowanego moczu (procedura dla probki 400 pl). Procedure
wykonywania testu opisano szczegétowo w Asystencie uzytkownika lub podreczniku uzytkownika do systemu
cobas® 5800.

Ryc. 3 zawiera podsumowanie tej procedury.

e Probki muszg zosta¢ otwarte i zatadowane bezposrednio na statywy w celu przetwarzania w systemie cobas® 5800.
e Jeden przebieg moze obejmowac rézne materialy (osocze, stabilizowany mocz).

Probki osocza z dodatkiem EDTA i stabilizowanego moczu nalezy przetwarzac z uzyciem wyboru typu probki w interfejsie
uzytkownika testu cobas® BKV, zgodnie z informacjami, ktére zawiera Ryc. 3, krok 2.
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Ryc. 3 Procedura testu cobas® BKV w systemie cobas® 5800

Zaloguj sie do systemu
Nacisnij przycisk Start, aby przygotowac system

Zataduj prébki do systemu:
e  Zataduj statywy z prébkami do systemu
e  System przeprowadzi automatyczne przygotowanie
o  Zle¢ testy
o Dla prébek osocza pobranego na EDTA wybierz ,Plasma”
o  Wybierz ,Urine” w przypadku zlecania prébek moczu pobranych na podioze cobas® PCR Media
= Otwodrz probéwke
= Przenie$ probéwke bezposrednio na statyw

Po poproszeniu przez system uzupetnij odczynniki i materiaty zuzywalne przez system:
Zataduj swoistg dla testu kasete (kasety) na odczynniki
Zataduj mini statywy z kontrolami

Zataduj koncéwki do przetwarzania

Zatfaduj koncéwki do elucji

Zataduj plytki do przetwarzania

Zataduj plytki na odpady ptynne

Zatfaduj plytki amplifikacyjne

Zataduj kasete MGP

Uzupetnij rozcienczalnik prébki

Uzupetnij odczynnik lizujacy

Uzupetnij odczynnik ptuczacy

Rozpocznij przebieg przez wybranie przycisku ,Start processing” (Start przetwarzania) w interfejsie uzytkownika;
wszystkie kolejne przebiegi rozpoczna sig¢ automatycznie, o ile nie zostana recznie odtozone

Sprawdz i wyeksportuj wyniki

W razie potrzeby wyjmij i zamknij probéwki z prébkami spetniajace wymogi dotyczace minimalnej objetosci do
uzycia w przysztosci

Oczy$¢ aparat:

o Wyjmij puste mini statywy z kontrolami

Wytaduj pusta swoistg dla testu kasete (kasety) na odczynniki

Oproznij szuflade na ptytki amplifikacyjne

Usun odpady ptynne

Usun odpady state
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Wykonanie testu cobas® BKV w systemach cobas® 6800/8800

Test cobas® BKV mozna wykonac¢ przy uzyciu minimalnej wymaganej objetosci probki 375 pl osocza krwi pobranej na
EDTA (procedura dla prébki 200 pl) i 575 pl stabilizowanego moczu (procedura dla prébki 400 pl). Procedure
wykonywania testu w analizatorze opisano szczegélowo w Podreczniku uzytkownika i/lub instrukcji obstugi systemow
cobas® 6800/8800. Na Ryc. 4 podsumowano te procedure.

e Probki muszg zosta¢ otwarte i zaladowane bezposrednio do statywdw w celu przetwarzania w systemach
cobas® 6800/8800 Systems.

e Jeden przebieg moze obejmowac rozne materialy (osocze, stabilizowany mocz).

e Probki osocza z dodatkiem EDTA i stabilizowanego moczu nalezy przetwarza¢ z uzyciem wyboru typu probki
w interfejsie uzytkownika testu cobas® BKV, zgodnie z informacjami, ktére zawiera Ryc. 4, krok 1.

Ryc. 4 Procedura testu cobas® BKV w systemach cobas® 6800/8800

Zaloguj sie do systemu

Nacis$nij przycisk Start, aby przygotowac system

Zlec¢ testy:

e Dla prébek osocza pobranego na EDTA wybierz ,,Plasma”

e Wybierz ,,Urine” w przypadku zlecania prébek moczu pobranych na podtoze cobas® PCR Media

Po poproszeniu przez system uzupetnij odczynniki i materiaty zuzywalne przez system:
e Zataduj swoistg dla testu kasete na odczynniki

o Zataduj kasety z kontrolami

e Zataduj koncowki pipetujace

e Zataduj plytki do przetwarzania

e Zataduj odczynnik MGP Reagent

e Zataduj ptytki amplifikacyjne

e Uzupetnij rozcienczalnik prébki

o Uzupetnij odczynnik lizujgcy

o Uzupetnij odczynnik ptuczacy

Zataduj prébki do systemu:
e  Dla prébek moczu pobranych do podtoza cobas® PCR Media
o  Otwdrz probowke
o Przenie$ probéwke bezposrednio na statyw
e  Zataduj statyw prébkowy i statyw na niedrozne koncéwki do modutu podajnika prébek
e Potwierdz, ze prébki zostaly przyjete do modutu transferu

Rozpocznij przebieg przez wybranie przycisku Start manualnie w interfejsie uzytkownika lub ustaw
automatyczne rozpoczecie przebiegu po 120 minutach badz po zapetnieniu partii

Sprawdz i wyeksportuj wyniki

W razie potrzeby wyjmij i zamknij probéwki z prébkami spetniajace wymogi dotyczace minimalnej
objetosci do uzycia w przysztosci

Oczy$¢ urzadzenie:

o Wyjmij puste kasety z kontrolami

e Oproéznij szuflade na ptytki amplifikacyjne

e Usun odpady ptynne

e Usun odpady state
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Wyniki

Systemy cobas® 5800/6800/8800 automatycznie okreslajg stezenie DNA BKV w prébkach i kontrolach. Stezenie DNA
BKV wyraza si¢ w jednostkach miedzynarodowych IU (International Units) na mililitr (IU/ml).

Kontrola jakosci i wazno$é wynikow w systemie cobas® 5800

e W kazdej partii przetwarzana jest jedna ujemna kontrola [(-) Ctrl] i dwie kontrole dodatnie, kontrola nisko
dodatnia [EBV/BKV L(+)C] oraz kontrola wysoko dodatnia [EBV/BKV H(+)C] sa przetwarzane przynajmniej co
72 godziny i z kazda nowq serig zestawu. Wykonywanie kontroli dodatnich i/lub ujemnych mozna zaplanowaé
czesciej, w zaleznosci od procedury laboratorium i/lub miejscowych przepisow.

e W celu zagwarantowania waznosci wynikow nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu systemu cobas® 5800 i/lub
w raporcie obecnos¢ flag oraz powigzane z nimi wyniki.

Wryniki sg uniewazniane automatycznie przez oprogramowanie cobas® 5800 na podstawie uzyskania niepomyslnych
wynikéw kontroli ujemnej lub kontroli dodatniej.

UWAGA: system cobas® 5800 zostanie dostarczony ze standardowymi ustawieniami oznaczania zestawu kontroli
(dodatnich i ujemnych) z kazdym przebiegiem, ale mozna go skonfigurowa¢ do rzadszego wykonywania kontroli, az do
co 72 godzin, w zaleznosci od procedur laboratorium i/lub miejscowych przepiséw. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy skontaktowac sie z inzynierem serwisu firmy Roche i/lub pomoca techniczng firmy Roche.

Wyniki kontroli w systemie cobas® 5800
Wiyniki kontroli przedstawia aplikacja ,,Controls” oprogramowania cobas® 5800.

e Kontrole oznaczone s3 ,Valid” (Wazne) w kolumnie ,,Control result” (Wynik kontroli), jesli wszystkie sekwencje
docelowe kontroli zostaly zgloszone jako wazne. Kontrole oznaczone sg ,,Invalid” (Niewazne) w kolumnie
»Control result”, jesli jedna lub wszystkie sekwencje docelowe kontroli zostaty zgloszone jako niewazne.

e Kontrole oznaczone jako ,Invalid” w kolumnie ,,Flags” (Flagi) oznaczone s flaga. Wiecej informacji na temat
powodu zgloszenia kontroli jako niewaznej, wlacznie z informacja o fladze, dostgpnych jest w widoku
szczegolowym.

e Jeslijednaz kontroli jest niewazna, nalezy powtdrzy¢ oznaczenie wszystkich kontroli i powigzanych z nimi prébek.

09478124001-01PL

Doc Rev. 1.0 26



cobas® BKV

Kontrola jakosci i wazno$é wynikow w systemach cobas® 6800/8800

e W kazdej partii przetwarzana jest jedna ujemna kontrola [(-) Ctrl] i dwie kontrole dodatnie: kontrola nisko
dodatnia [EBV/BKV L(+)C] oraz kontrola wysoko dodatnia [EBV/BKV H(+)C].
e W celu zagwarantowania waznosci partii nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu cobas® 6800/8800 i/lub w raporcie

obecno$¢ flag oraz powiazane z nimi wyniki.

e Partia jest wazna, jesli nie zostang wygenerowane flagi dla wszystkich trzech kontroli (jednej kontroli ujemnej
i dwdch kontroli dodatnich): EBV/BKV L(+)C, EBV/BKV H(+)C. Wynik kontroli ujemnej jest wyswietlany jako
(-) Ctrl, a kontrola nisko dodatnia i wysoko dodatnia sa wyswietlane odpowiednio jako EBV/BKV L(+)C
i EBV/BKV H(+)C.

Wyniki zostang automatycznie uniewaznione przez oprogramowanie cobas® 6800/8800 na podstawie uzyskania

niepomyslnych wynikéw kontroli ujemnej i kontroli dodatnich.

Oflagowanie kontroli w systemach cobas® 6800/8800

Tabela 12 Oflagowania kontroli ujemne;j i kontroli dodatnich

(Nie powiodta sig analiza partii kontrolnej)

Kontrola ujemna Oflagowanie Wynik | Interpretacja
(=) Ctrl Qo2 Invalid | Wynik oznaczony jako niewazny lub wynik obliczonego
(Nie powiodta sie analiza partii kontrolnej) miana kontroli ujemnej nie jest wynikiem ujemnym.
Kontrola dodatnia | Oflagowanie Wynik | Interpretacja
EBV/BKV L(+)C Qo2 Invalid | Wynik oznaczony jako niewazny lub obliczone miano dla
(Nie powiodta sie analiza partii kontrolnej) kontroli nisko dodatniej nie miesci sie w okreslonym zakresie.
EBV/BKV H(+)C Qo2 Invalid | Wynik oznaczony jako niewazny lub obliczone miano dla

kontroli wysoko dodatniej nie miesci sie w okre$lonym
zakresie.

Jedli partia kontroli zostanie uniewazniona, nalezy powtdrzy¢ badanie wszystkich probek odnosnej partii.
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Interpretacja wynikow

W przypadku waznej partii nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu systemu cobas® 5800 i systemu cobas® 6800/8800 i/lub
raportach poszczegdlne probki pod katem obecnosci flag. Wyniki nalezy interpretowa¢ w nastepujacy sposob:

e Wazna partia moze obejmowac zaréwno wazne, jak i niewazne wyniki prébek.

Tabela 13 Interpretacja wynikéw dla poszczegdlnych targetéw

hNyniki Interpretacja
ITarget Not Detected Nie wykryto BKV DNA.
Podaé¢ wynik jako ,Nie wykryto BKV".
< Titer Min? Obliczone miano jest nizsze od dolnej granicy oznaczalnosci testu (LLoQ). Poda¢ wynik jako

Wykryto BKV, miano ponizej (miano min.)".
Osocze z EDTA, miano min. = 21,5 IU/ml
Mocz, miano min. = 200 IU/ml

Miano Obliczone miano znajduje si¢ w zakresie liniowym testu — jest wieksze lub réwnie mianu min.
oraz mniejsze lub réwne mianu maks.

Poda¢ wynik jako ,Wykryto (miano) BKV”.

> Titer MaxP Obliczone miano jest wyzsze od gdrnej granicy oznaczalnosci testu (ULoQ). Poda¢ wynik jako
~Wykryto BKV, miano powyzej (miano maks.)".
Osocze z EDTA i mocz, miano maks. 1,0E+08 [U/ml

* Wyniki prébek < Titer Min (Wykryta wartoé¢ docelowa < LLoQ) powinny by¢ interpretowane w kontekscie innych danych klinicznych i nie
powinny by¢ jedyna podstawg podejmowania decyzji o leczeniu.

® Wynik prébki > Titer Max odnosi sie do BKV dodatnich prébek z mianami powyzej gornej granicy oznaczalnosci testu (ULoQ). Jesli wymagany
jest wynik ilo$ciowy dla prébek osocza krwi pobranej na EDTA, oryginalng prébke nalezy rozcienczy¢ BKV-ujemnym ludzkim osoczem krwi
pobranej na EDTA, po czym nalezy powtorzy¢ test. Otrzymany wynik nalezy pomnozy¢ przez wspdlczynnik rozcienczenia.

Interpretacja wynikow w systemie cobas® 5800
Wiyniki probek przedstawia aplikacja ,,Results” oprogramowania cobas® 5800.

W przypadku waznej partii kontroli nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu systemu cobas® 5800 i/lub raportach
poszczegolne probki pod katem obecnosci flag. Wyniki nalezy interpretowa¢ w nastgpujacy sposob:

e Probki powigzane z wazng partig kontroli wyswietlane sg jako ,,Valid” (Wazne) w kolumnie ,,Control result”
(Wynik kontroli), jesli wszystkie wyniki docelowe kontroli zgtaszane sg jako wazne. Prébki powigzane z bledna
partia kontroli wyswietlane sg jako ,,Invalid” (Niewazne) w kolumnie ,,Control result”, jesli wszystkie wyniki
docelowe kontroli zglaszane sg jako niewazne.

o Jesli powigzane kontrole wyniku probki sa niewazne, do wyniku probki zostanie dodana okreslona flaga:
o QO5D: niepowodzenie weryfikacji wyniku z powodu niewaznej kontroli dodatniej
o QO06D: niepowodzenie weryfikacji wyniku z powodu niewaznej kontroli ujemne;j

e Wartosci w kolumnie ,,Results” (Wyniki) dla poszczegélnych wynikéw docelowych probek powinny by¢
interpretowane zgodnie z tym, co przedstawia Tabela 13 powyzej.

Jesli przynajmniej jedna wartos¢ docelowa probki jest oznaczona ,,Invalid” (Niewazny), oprogramowanie cobas® 5800
wys$wietla flage w kolumnie ,,Flags” (Flagi). Wigcej informacji na temat powodu zgloszenia wartosci docelowej probki
jako niewaznej, wlacznie z informacja o fladze, dostepnych jest w widoku szczegdtowym.
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Interpretacja wynikow w systemach cobas® 6800/8800

W przypadku waznej partii nalezy sprawdzi¢ w oprogramowaniu systemow cobas® 6800/8800 i/lub raportach

poszczegdlne probki pod katem obecnosci flag. Wyniki nalezy interpretowa¢ w nastepujacy sposob:

Probki sg oznaczane jako ,,Yes” (Tak) w kolumnie ,,Valid” (Wazna), jezeli wszystkie pozyskane wyniki docelowe
okazaly si¢ wynikami waznymi. Prébki oznaczone ,,No” (Nie) w kolumnie ,,Valid” (Wazna) moga wymaga¢
dodatkowej interpretacji i dzialania.

Wartosci dla poszczegolnych wynikéw docelowych probek powinny by¢ interpretowane zgodnie z tym, co
przedstawia Tabela 13 powyzej.

Ograniczenia metody

Test cobas® BKV zostal oceniony jedynie pod katem stosowania z cobas® EBV/BKV Control Kit, cobas® Buffer
Negative Control Kit, cobas omni MGP Reagent, cobas omni Lysis Reagent, cobas omni Specimen Diluent

i cobas omni Wash Reagent do uzytku w systemach cobas® 5800/6800/8800.

Uzyskanie wiarygodnych wynikow zalezy od prawidtowych procedur pobierania, przechowywania i dalszego
postepowania z probkami.

Ten test zostal zatwierdzony wylacznie do badania osocza krwi pobranej na EDTA i stabilizowanego moczu.
Badanie innych rodzajow préobek przy uzyciu testu cobas® BKV moze dawa¢ nieprawidlowe wyniki. Pomiarow
poziomu DNA w osoczu i stabilizowanym moczu nie mozna bezposrednio poréwnac ze sobg ani z poziomem

w innych typach prébek.

Na oznaczenie ilosciowe DNA wirusa BKV wplyw moga mie¢: metoda pobrania prébki, czynniki zalezne od
pacjenta (tj. wiek, obecnos¢ objawow) i (lub) stadium zakazenia.

Degradacja DNA BKV w nierozcieiczonym moczu moze wplynaé na oznaczanie ilosciowe'”. Do osiagnigcia
stabilnosci materialu wymagane jest przeniesienie moczu do podioza cobas® PCR Media.

Zmiennos¢ ilosciowa stezenia DNA BKV charakterystyczng dla moczu zaobserwowano w do$wiadczeniach
oceniajacych stabilnos¢ probki w réznych punktach czasowych wykonania pomiaru (nierozcieiczony mocz) lub
réznych porcjach tej samej probki (nierozcienczony mocz i mocz stabilizowany w podiozu cobas® PCR Media).
Ze wzgledu na te ograniczenia wyniki oznaczania DNA BKV w moczu nalezy interpretowac z zachowaniem
ostroznosci w kontekscie wynikéw klinicznych i innych wynikéw laboratoryjnych i nie moga one by¢ jedyna
podstawa podejmowania decyzji dotyczacych leczenia.

Mocz moze zawiera¢ duze ilosci DNA BKYV, co stwarza ryzyko przeniesienia zanieczyszczenia.'®

Podobnie jak w przypadku kazdego testu molekularnego, mutacje w obrebie regionéw docelowych testu

cobas® BKV moga wplywac na wigzanie startera i/lub sondy oraz spowodowa¢ zanizenie miana lub niewykrycie
wirusa.

Z uwagi na réznice pomiedzy metodami zaleca si¢, aby przed zmiang uzytkownik przeprowadzil w laboratorium
badania korelacji stosowanych metod w celu okreslenia wystepujacych pomiedzy nimi réznic jakosciowych.
Uzytkownicy powinni postepowac zgodnie z wlasnymi okreslonymi zasadami/procedurami.

Test cobas® BKV nie jest przeznaczony do wykorzystania jako badanie przesiewowe na obecno$¢ wirusa BKV we
krwi lub produktach krwiopochodnych.
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Niekliniczna ocena wiarygodnosci

Kluczowe parametry wiarygodnosci testu - probki osocza krwi pobranej na EDTA
oznaczane w systemach cobas® 6800/8800

Granica wykrywalnosci (LoD) miedzynarodowego standardu WHO

Granice wykrywalno$ci testu cobas® BKV dla migdzynarodowego standardu WHO okreslono dzigki analizie seryjnych
rozcienczen 1. migdzynarodowego standardu WHO dla BKV uzyskanego z NIBSC (NIBSC 14/212), w ludzkim osoczu

z krwi pobranej na EDTA ujemnym pod wzgledem BKV. Panel sktadajacy si¢ z szesciu poziomoéw stezen i kontroli §lepej
byl testowany na trzech seriach odczynnikéw cobas® BKV, wielu przebiegach, dniach, operatorach i aparatach.

Wryniki dla osocza z krwi pobranej na EDTA przedstawia Tabela 14 do Tabela 16. Badanie wykazalo, ze dla najmniej czulej
serii stezenie, dla ktorego oczekuje si¢ 95% trafnosci w analizie PROBIT wynosi 21,5 IU/ml przy 95% przedziale ufnosci
16,3-32,4 IU/ml w osoczu z krwi pobranej na EDTA. Najnizsze stezenie z odsetkiem trafnosci = 95% wynosi 19,0 IU/ml

w osoczu z krwi pobranej na EDTA.

Tabela 14 Granica wykrywalno$ci w osoczu z krwi pobranej na EDTA, seria 1

Stezenie wejsciowe Liczba waznych Liczba wynikéw dodatnich Odsetek trafnosci w %
(DNA BKV IU/ml) powtdrzen testu
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 36 571
2,38 63 23 36,5
0 62 0 0,0
LoD w analizie PROBIT 21,5 1U/ml
przy 95% trafnosci 95% przedziat ufnosci: 16,3-32,4 IU/ml
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Tabela 15 Granica wykrywalno$ci w osoczu z krwi pobranej na EDTA, seria 2

Stezenie wejSciowe Liczba waznych Liczba wynikéw dodatnich Odsetek trafnosci w %
(DNA BKV IU/mi) powtérzen testu
80,0 62 62 100,0
38,0 63 63 100,0
19,0 63 61 96,8
9,5 63 48 76,2
4,75 63 34 54,0
2,38 62 23 371
0 62 0 0,0
LoD w analizie PROBIT 19,7 IU/ml
przy 95% trafnosci 95% przedziat ufnosci: 15,0-29,2 IU/ml

Tabela 16 Granica wykrywalnos$ci

w osoczu z krwi pobranej na EDTA, seria 3

LoD w analizie PROBIT
przy 95% trafnosci

Stezenie wejsciowe Liczba waznych Liczba wynikéw dodatnich Odsetek trafnosci w %
(DNA BKV IU/ml) powtérzen testu
80,0 63 63 100,0
38,0 63 63 100,0
19,0 63 60 95,2
9,5 63 50 79,4
4,75 63 35 55,6
2,38 63 22 35,0
0 63 0 0,0
19,3 1U/ml

95% przedziat ufnosci: 14,8-28,5 IU/ml

Zakres liniowosci

Liniowo$¢ testu cobas® BKV oceniono, wykorzystujac rozcienczenia seryjne zawierajace 18 elementéw panelu z DNA
podgrupy Ib BKV pokrywajacymi zakres liniowy testu. Uzyto wyzszego miana podstawowego DNA lambda do

przygotowania 11 elementéw panelu obejmujgcego caly zakres liniowosci. Uzyto probki klinicznej do przygotowania
siedmiu elementéw panelu obejmujacego posredni i nizszy poziom zakresu liniowosci.

Wszystkie elementy panelu testowano w 36 powtdrzeniach w obrebie trzech serii odczynnikéw testu cobas® BKV, a wyniki

badania przedstawia na Ryc. 5.

Wykazano, ze test cobas® BKV jest liniowy w zakresie od 1,01E+01 do 1,97E+08 IU/ml i wykazuje bezwzgledne odchylenie
od bardziej dopasowanej regresji nieliniowej wynoszace najwyzej 0,1 log, w ludzkim osoczu z krwi pobranej na EDTA
(patrz Ryc. 5). W zakresie liniowym dokladno$¢ testu miescita sie w granicach +0,2 log,.
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Ryc. 5 Okreslanie zakresu liniowego w osoczu z EDTA
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Precyzja wewnatrz laboratorium

Precyzje testu cobas® BKV okreslono dzieki analizie rozcienczen seryjnych wysokiego miana DNA BKV (podgrupa Ib)
w osoczu z krwi pobranej na EDTA ujemnym dla BKV. Pie¢ poziomdw rozcienczen zbadano w 72 powtdrzeniach dla

kazdego poziomu w trzech seriach odczynnikéw testu cobas® BKV przy uzyciu czterech urzadzen oraz dwéch
uzytkownikow przez 12 dni. Kazda probka przechodzila catg procedure testu cobas® BKV na w pelni zautomatyzowanych
cobas® 6800/8800 Systems. Dlatego podana precyzja odzwierciedla wszystkie aspekty procedury badawczej. Wyniki

przedstawia Tabela 17.

Test cobas® BKV wykazywat wysoka precyzje dla trzech serii odczynnikéw badanych w zakresie stezen od 9,83E+01 IU/ml

do 9,83E+05 IU/ml.

Tabela 17 Precyzja wewnatrzlaboratoryjna testu cobas® BKV*

Stezenie Stezenie Osocze krwi pobranej na EDTA

nominalne zakladane Seria nr 1 Seria nr 2 Seria nr 3 Wszystkie partie
[U/mi] [U/mi] 0s 0s 0s 0S pulowane
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

* Uwaza sie, iz warto$ci miana maja charakter rozkladu logarytmiczno-normalnego i s3 analizowane po zamianie na logio. Kolumny odchylenia

standardowego (OS) przedstawiaja catkowite przeksztatcone logarytmicznie miano dla kazdej z trzech serii odczynnikéw.
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Weryfikacja podtypu
Wiarygodnos¢ testu cobas® BKV dla podtypéw i BKV (z podgrupami Ia i Ic), II, IIl i IV oceniono metoda:

e  Weryfikacji granicy wykrywalnosci
e  Weryfikacji zakresu liniowosci

Weryfikacja granicy wykrywalnosci dla podtypéw 1 (z podgrupami lai Ic), II, Il IV

DNA BKYV dla pieciu podtypdéw/podgrup (Ia, Ic, II, IIT i IV) rozcienczono do trzech pozioméw stezen w ujemnym
wzgledem BKV osoczu z krwi pobranej na EDTA. Okreslenie odsetka trafnoéci przeprowadzono w 63 powtorzeniach dla
kazdego poziomu. Badania przeprowadzono z uzyciem trzech serii odczynnikow cobas® BKV, w kilku przebiegach, przez
klika dni, w wykonaniu réznych uzytkownikéw i z uzyciem réznych analizatoréw. Wyniki te dowodzg, Ze test cobas® BKV
wykryt DNA BKV pigciu réznych podtypow/podgrup przy stezeniach 21,5 IU/ml z odsetkiem trafienn wynoszacym > 95%.

Weryfikacja zakresu liniowosci dla podtypéw | (z podgrupami lailc), I, Il IV

Szereg rozcienczen stosowany podczas weryfikacji badania liniowosci podtypu/podgrupy testu cobas® BKV zawieral osiem
elementdéw panelu rozciggajacego si¢ na zakres liniowosci oznaczenia. Badanie przeprowadzono z trzema partiami
odczynnika cobas® BKV; zbadano 12 powtérzen na poziom w osoczu krwi pobranej na EDTA.

Zakres liniowy testu cobas® BKV zweryfikowano dla wszystkich pieciu podtypow/podgrup (Ia, Ic, IL, IIT i IV).

Swoistosé

Swoistos¢ testu cobas® BKV okreslono na podstawie analizy prébek BKV-ujemnego osocza z krwi pobranej na EDTA
od indywidualnych dawcow. 104 pojedyncze probki osocza z krwi pobranej na EDTA zbadano przy uzyciu trzech serii
odczynnikow testu cobas® BKV. Wszystkie badane probki byly ujemne pod wzgledem DNA BKV. W panelu testu
swoisto$¢ testu cobas® BKV wynosita 100% (dolny jednostronny 95% przedziat ufnosci: 97,16%).

Swoisto$¢ analityczna

Swoisto$¢ analityczng testu cobas® BKV oceniono testujac panel drobnoustrojéw w stezeniu 1,00E+06 jednostek/ml
(CFU/ml, komérek/ml, CCU/ml, IFU/ml) dla bakterii i drozdzy oraz od 1,00E+05 jednostek/ml do 1,00E+06 jednostek/ml
(kopii/ml, TCIDso/ml, IU/ml, komérek/ml) dla wiruséw. Drobnoustroje rozcieniczono w ludzkim osoczu krwi pobranej na
EDTA ujemnej dla DNA BKV oraz w ludzkim osoczu krwi pobranej na EDTA zawierajacej 100 IU/ml DNA BKV. Dwa
swoiste badane organizmy podano w Tabela 18. Kazdg probke badano w trzech powtérzeniach. Zaden z patogenéw
innych niz BKV nie zakldcal wiarygodnosci testu w badanych stezeniach. W tescie cobas® BKV wyniki ujemne uzyskano
dla wszystkich probek z drobnoustrojami bez sekwencji docelowej BKV, a wyniki dodatnie uzyskano dla wszystkich
probek z drobnoustrojami z docelowa sekwencjg BKV. Ponadto $redni log;o miana kazdej probki dodatniej pod wzgledem
BKV zawierajacej potencjalnie reagujacy krzyzowo drobnoustrdj miescit si¢ w granicach +0,5 logi, sSredniego log;o miana
odpowiedniej dodanej dodatniej kontroli.
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Tabela 18 Drobnoustroje badane pod katem reaktywnosci krzyzowe;j

Wirusy

Bakterie

Drozdzaki

Adenowirus typu 5

Propionibacterium acnes

Aspergillus niger

Wirus cytomegalii

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Wirus Epsteina-Barra

Chlamydia trachomatis

Cryptococcus neoformans

Wirus zapalenia watroby typu B

Clostridium perfringens

Wirus zapalenia watroby typu C

Enterococcus faecalis

Wirus opryszczki pospolitej typu 1

Escherichia coli

Wirus opryszczki pospolitej typu 2

Klebsiella pneumoniae

Ludzki wirus opryszczki typu 6

Listeria monocytogenes

Ludzki wirus opryszczki typu 7

Mycobacterium avium

Ludzki wirus opryszczki typu 8

Neisseria gonorrhoeae

Ludzki wirus upo$ledzenia odpornosci 1

Staphylococcus epidermidis

Ludzki wirus upo$ledzenia odpornosci 2

Streptococcus pyogenes

Wirus brodawczaka ludzkiego

Mycoplasma pneumoniae

Wirus JC

Salmonella enterica

Parvowirus B19

Streptococcus pneumoniae

Simian Virus 40

Wirus ospy wietrznej
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Swoistos¢ analityczna - substancje interferujace

Podwyzszone poziomy tréjglicerydéw (33 g/1), bilirubiny zwiazanej (0,2 g/1), bilirubiny niezwigzanej (0,2 g/1), albuminy
(60 g/1), hemoglobiny (2 g/l) i ludzkiego DNA (2 mg/l) w prébkach badano z (100 IU/ml) i bez DNA BKV. Wykazano,
ze testowane interferencje endogenne nie zakldcaly dzialania testu cobas® BKV.

Dodatkowo sktadniki lekéw wymienione w Tabela 19 badano trzykrotnym Cp.x z i bez DNA BKV.

Zadna z potencjalnie interferujacych substancji nie wykazywata interferencji z testem. W tescie cobas® BKV wyniki

ujemne uzyskano dla wszystkich prébek bez docelowego BKV, a wyniki dodatnie uzyskano dla wszystkich prébek

z docelowym BKV. Ponadto $redni logi, miana kazdej probki dodatniej pod wzgledem BKV zawierajacej potencjalnie

interferujace substancje miescil si¢ w granicach +0,5 logi, $redniego log;, miana odpowiedniej dodanej dodatniej kontroli.

Tabela 19 Skfadniki lekéw badane pod katem interferencji z ilo§ciowym oznaczeniem DNA BKV w tescie cobas® BKV

Klasa leku

Nazwa witasna leku

Przeciwdrobnoustrojowy

Cefotetan

Sulfametoksazol

Klawulanian potasu

Tikarcylina disodowa

Flukonazol

Trimetoprim

Piperacylina

Wankomycyna

Tazobaktam sodu

Mykafungina

Preparaty do leczenia zakazenr wirusami Gancyklowir Cidofowir

opryszezki (Herpes) Valgancyklowir Foskarnet
Acyklowir Letermowir

Lek immunosupresyjny Azatiopryna Prednizon
Cyklosporyna Sirolimus
Ewerolimus Takrolimus

Mykofenolan mofetylu

Kwas mykofenolowy

Korelacja metody

Wiarygodnos¢ testu cobas® BKV oceniono w odniesieniu do oznaczenia poréwnawczego przez analize probek osocza

z krwi pobranej na EDTA od pacjentéw zakazonych wirusem BKV. Prébki osocza z krwi pobranej na EDTA w zakresie

oznaczenia obu testow zbadano w pojedynczych powtdrzeniach. Przeprowadzono analize regresji Deminga.

Rys. 6 zawiera wyniki regresji Deminga.
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Rys. 6 Analiza regres;ji testu cobas® BKV w odniesieniu do oznaczenia poréwnawczego
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Biad calego systemu

Wspotczynnik bledu calego systemu dla testu cobas® BKV okreslono badajac 100 powtdrzen osocza z krwi pobranej na
EDTA z dodang BKV-dodatnig probka kliniczng. Prébki te byly testowane przy stezeniu wynoszacym 3 x LoD.

Wiyniki tego badania wykazaly, ze we wszystkich powtorzeniach stwierdzono waznos¢ i reaktywnos¢ wzgledem sekwencji
docelowej BKV, co dalo czestos¢ wystepowania bledu systemowego na poziomie 0% (gdérny jednostronny 95% przedziat
ufnosci wynoszacy 2,95%).

Kontaminacja miedzy prébkami

Czestos¢ wystepowania kontaminacji pomiedzy probkami w tescie cobas® BKV okreslono przez oznaczenie
240 powtdrzen probek osocza ujemnego dla BKV i 225 powtorzen probek wysokiego miana DNA BKV na poziomie okoto
2,00E+07 IU/ml. Lacznie wykonano pie¢ przebiegéw z uzyciem probek dodatnich i ujemnych w uktadzie naprzemiennym.

Wszystkie 240 powtdrzenia ujemnej probki byly wazne i daty wynik ujemny, dajac wspdtczynnik zanieczyszczenia
krzyzowego wynoszacy 0% (gérny jednostronny 95% przedziat ufnosci wynoszacy 1,24%).
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Kluczowe parametry wiarygodnosci testu — prébki moczu oznaczane w systemach
cobas® 6800/8800

Granica wykrywalnosci (LoD) miedzynarodowego standardu WHO

Granice wykrywalnosci testu cobas® BKV dla miedzynarodowego standardu WHO okreslono dzieki analizie seryjnych
rozcienczen 1. miedzynarodowego standardu WHO dla BKV uzyskanego z NIBSC (NIBSC 14/212), w puli moczu
stabilizowanego w podiozu cobas® PCR Media ujemnego pod wzgledem BKV. Panel skladajacy sie z szesciu poziomow
stezen i kontroli §lepej byt testowany na trzech seriach odczynnikéw cobas® BKV, wielu przebiegach, dniach, operatorach
i aparatach.

Wryniki dla moczu stabilizowanego w podtozu cobas® PCR Media przedstawia Tabela 20 do Tabela 22. Badanie wykazalo,
ze dla najmniej czulej serii stezenie, dla ktorego oczekuje si¢ 95% trafnosci w analizie PROBIT wynosi 12,2 IU/ml przy
95% przedziale ufnosci 9,2-18,3 IU/ml w nierozcieiczonym moczu. Najnizsze st¢zenie z odsetkiem trafnosci = 95%
wynosi 10,0 IU/ml w nierozcieniczonym moczu.

Tabela 20 Granica wykrywalno$ci w moczu, seria 1

Stezenie wejSciowe Liczba waznych Liczba wynikéw dodatnich Odsetek trafnosci w %
(DNA BKV IU/mi) powtérzen testu
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 w analizie PROBIT 12,2 1U/ml
przy 95% trafnoéci 95% przedziat ufnosci: 9,2-18,3 |U/ml
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Tabela 21 Granica wykrywalno$ci w moczu, seria 2

Stezenie wejSciowe Liczba waznych Liczba wynikéw dodatnich Odsetek trafnosci w %
(DNA BKV IU/mi) powtérzen testu
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 w analizie PROBIT 11,9 1U/ml
przy 95% trafnosci 95% przedziat ufnosci: 9,2-17,3 IU/ml

* Testowane probki moczu stabilizowanego w podlozu cobas® PCR Media. Stezenie miana poczatkowego uzyte do obliczen na podstawie

nierozcieniczonego moczu.

Tabela 22 Granica wykrywalno$ci w moczu, seria 3

Stezenie wejsciowe Liczba waznych Liczba wynikéw dodatnich Odsetek trafnosci w %
(DNA BKV IU/ml) powtdrzen testu
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 w analizie PROBIT 10,1 1U/ml
przy 95% trafnosci 95% przedziat ufnosci: 7,8-14,7 IU/ml

* Testowane probki moczu stabilizowanego w podiozu cobas® PCR Media. St¢zenie miana poczatkowego uzyte do obliczen na podstawie

nierozcieniczonego moczu.

Zakres liniowosci

Liniowo$¢ testu cobas® BKV oceniono wykorzystujac rozcienczenia seryjne zawierajace 10 elementdéw panelu z uzyciem
probki klinicznej (BKV podgrupa Ib) pokrywajacych zakres liniowy testu. Uzyto wyzszego miana podstawowego DNA
lambda do przygotowania 12 elementéw panelu obejmujacego caly zakres liniowosci.

Wszystkie elementy panelu testowano w 36 powtdrzeniach w obrebie trzech serii odczynnikéw testu cobas® BKV, a wyniki
badania przedstawia na Ryc. 7.

Wykazano, ze test cobas® BKV jest liniowy w zakresie od 7,41E+01 IU/ml do 7,41E+08 IU/ml i wykazuje bezwzgledne
odchylenie od bardziej dopasowanej regresji nieliniowej wynoszace najwyzej +0,1 logio w puli moczu stabilizowanego

w podiozu cobas® PCR Media (patrz Ryc. 7). W zakresie liniowym dokladno$¢ testu miescita sie¢ w granicach +0,2 log,.
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Ryc. 7 Okreslanie zakresu liniowego w moczu

9 —— Dopasowanie liniowe

—— Stopien wielomianu dopasowania = 2
8 —— Stopien wielomianu dopasowania = 3

Obserwowany logarytm miana

4 5
Zaktadany logarytm miana

6 7 8

Precyzja wewnatrz laboratorium

Precyzje testu cobas® BKV okreslono dzieki analizie rozcieniczen seryjnych wysokiego miana DNA BKV (podgrupa Ib)

w moczu stabilizowanym w podlozu cobas® PCR Media ujemnym dla BKV. Pig¢ poziomdw rozcienczen zbadano

w 72 powtorzeniach dla kazdego poziomu w trzech seriach odczynnikow testu cobas® BKV przy uzyciu dwoch urzadzen

oraz dwoch uzytkownikdw przez 12 dni. Kazda prébka przechodzila cala procedure testu cobas® BKV na w pelni

zautomatyzowanych cobas® 6800/8800 Systems. Dlatego podana precyzja odzwierciedla wszystkie aspekty procedury

badawczej. Wyniki przedstawia Tabela 23.

Test cobas® BKV wykazywat wysoka precyzje dla trzech serii odczynnikéw badanych w zakresie stezen od 7,41E+02 IU/ml

do 7,41E+05 IU/ml.

Tabela 23 Precyzja wewnatrzlaboratoryjna testu cobas® BKV*

Stezenie Stezenie Mocz stabilizowany w podiozu cobas® PCR Media

nominalne zakladane Serianr 1 Seria nr 2 Serianr 3 Wszystkie partie
[1U/mi] [1U/mi] 0s 0s 0s 0S pulowane
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 4,44E4+03 0,04 0,03 0,04 0,03
1,00E+03 7,41E+02 0,05 0,05 0,04 0,05

* Uwaza sie, iz warto$ci miana maja charakter rozkladu logarytmiczno-normalnego i s3 analizowane po zamianie na logio. Kolumny odchylenia

standardowego (OS) przedstawiaja catkowite przeksztatcone logarytmicznie miano dla kazdej z trzech serii odczynnikow.
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Weryfikacja podtypu
Wiarygodnos¢ testu cobas® BKV dla podtypéw i BKV (z podgrupami Ia i Ic), II, IIl i IV oceniono metoda:

e  Weryfikacji granicy wykrywalnosci
e Weryfikacji zakresu liniowosci

Weryfikacja granicy wykrywalnosci dla podtypéw 1 (z podgrupami lailc), II, Il i IV

DNA BKYV dla pigciu podtypdéw/podgrup (Ia, Ic, II, II1 i IV) rozcienczono do trzech poziomdw stezen w ujemnej
wzgledem BKV puli moczu stabilizowanego w podlozu cobas® PCR Media. Okreslenie odsetka trafnosci przeprowadzono
w 63 powtorzeniach dla kazdego poziomu. Badania przeprowadzono z uzyciem trzech serii odczynnikéw cobas® BKV,

w kilku przebiegach, przez klika dni, w wykonaniu réznych uzytkownikoéw i z uzyciem réznych analizatorow. Wyniki te
dowodzg, ze test cobas® BKV wykryl DNA BKYV pieciu réznych podtypéw/podgrup przy stezeniach 12,2 IU/ml

z odsetkiem trafien wynoszacym > 95%.

Weryfikacja zakresu liniowosci dla podtypow | (z podgrupami laii Ic), IL, Il i IV

Szereg rozcienczen stosowany podczas weryfikacji badania liniowosci podtypu/podgrupy testu cobas® BKV zawieral osiem
elementéw panelu rozciagajacego sie na zakres liniowosci oznaczenia. Badanie przeprowadzono z trzema seriami
odczynnika cobas® BKV; zbadano 12 powtdrzen na poziom w moczu stabilizowanym w podtozu cobas® PCR Media.

Zakres liniowy testu cobas® BKV zweryfikowano dla wszystkich pieciu podtypow/podgrup (Ia, Ic, II, IIT i IV).

Swoistosé

Swoisto$¢ testu cobas® BKV okreslono na podstawie analizy probek ujemnego dla BKV moczu stabilizowanego w podiozu
cobas® PCR Media od indywidualnych dawcow. Sto pojedynczych préobek moczu zbadano przy uzyciu trzech serii
odczynnikow testu cobas® BKV. Wszystkie badane probki byly ujemne pod wzgledem DNA BKV. W panelu testu
swoisto$¢ testu cobas® BKV wynosita 100% (dolny jednostronny 95% przedziat ufnosci: 97,05%).

Swoistos$¢ analityczna

Swoisto$¢ analitycznag testu cobas® BKV oceniono testujac panel drobnoustrojéw w stezeniu od 1,00E+06 jednostek/ml do
2,00E+06 jednostek/ml (CFU/ml, komérek/ml, CCU/ml, IFU/ml) dla bakterii i drozdzy oraz 1,00E+05 jednostek/ml
(kopii/ml, TCIDso/ml, IU/ml, komoérek/ml) dla wiruséw. Drobnoustroje rozcieniczono w moczu ujemnym dla DNA BKV
oraz w moczu zawierajagcym 600 IU/ml DNA BKV. Dwa swoiste badane organizmy podano w Tabela 24. Kazda probke
badano w trzech powtérzeniach. Zaden z patogenéw innych niz BKV nie zaktdcal wiarygodnosci testu w badanych
stezeniach. W tescie cobas® BKV wyniki ujemne uzyskano dla wszystkich probek z drobnoustrojami bez sekwencji
docelowej BKV, a wyniki dodatnie uzyskano dla wszystkich prébek z drobnoustrojami z docelowa sekwencja BKV.
Ponadto $redni logi, miana kazdej prébki dodatniej pod wzgledem BKV zawierajacej potencjalnie reagujacy krzyzowo
drobnoustro6j miescil sie w granicach 0,5 logy, sredniego logi, miana odpowiedniej dodanej dodatniej kontroli.
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Tabela 24 Drobnoustroje badane pod katem reaktywnosci krzyzowe;j

Wirusy Bakterie Bakterie Drozdzaki

Wirus opryszczki typu 2 Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa Candida albicans
Wirus brodawczaka ludzkiego 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 - -

Swoistos¢ analityczna - substancje interferujace

Zbadano podwyzszony poziom albuminy (0,5% wagowo-obj.), bilirubiny zwigzanej (1% wagowo-obj.), glukozy

(1% wagowo-obj.), komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej (1,00E+06 komoérek/ml), Sluzu (w obecnosci 1 wymazowki
ze $luzem na 4,3 ml probki), kwasnego pH (pH 4), zasadowego pH (pH 9), nasienia (1 wymazdéwka zanurzona w nasieniu
na 4,3 ml probki), sodu (300 mEq/1) i petnej krwi (10% obj.) w obecnosci (600 IU/ml) i przy braku DNA BKV. Wykazano,
ze testowane interferencje endogenne nie zakidcaly dziatania testu cobas® BKV.

Dodatkowo zbadano sktadniki lekéw wymienione w Tabela 25 w obecnosci i pod nieobecnos¢ DNA BKV.

Za wyjatkiem sproszkowanego talku, zadna z potencjalnie interferujacych substancji nie wykazywala interferencji z testem.
Sproszkowany talk w stezeniu < 0,05% nie wykazywal interferencji z testem cobas® BKV. W tescie cobas® BKV wyniki
ujemne uzyskano dla wszystkich prébek bez docelowego BKV, a wyniki dodatnie uzyskano dla wszystkich prébek

z docelowym BKV. Ponadto $redni log;, miana kazdej probki dodatniej pod wzgledem BKV zawierajacej potencjalnie
interferujace substancje miescil si¢ w granicach +0,5 logi, $redniego log;, miana odpowiedniej dodanej dodatniej kontroli.
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Tabela 25 Skfadniki lekéw badane pod katem interferencji z ilo§ciowym oznaczeniem DNA BKV w tescie cobas® BKV

Klasa leku Substancja czynna Stezenie Nazwa wiasna leku
Przeciwdrobnoustrojowy Klotrimazol 100 pg/mi Krem dopochwowy Gyne-Lotrimin 7
Arilin rapid
. Czopki dopochwowe
Metronidazol 701 pmol/I )
Vagi Metro Cream
Nidazea Gel
Estrogen, hormon steroidowy Estradiol 4,41 nmol/I Krem dopochwowy z estradiolem Estrace
Srodki przeciwbdlowe Chlorowodorek fenazopirydyny 200 pg/ml Azo Standard
Paracetamol 1324 pmol/I Paracetamol
Preparaty nawilzajace Glikol propylenowy 1000 pg/ml K-Y UltraGel
Niesterydowe leki przeciwzapalne | Kwas acetylosalicylowy 3,62 mmol/I Kwas acetylosalicylowy
Naproksen 2170 pmol/I Naproksen
Ibuprofen 2425 pmol/I Ibuprofen
Nie dotyczy Talk 0,05% (wag./obj.) Talk sproszkowany
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Korelacja metody

Wiarygodnos¢ testu cobas® BKV oceniono w odniesieniu do oznaczenia poréwnawczego przez analize probek moczu
od pacjentow zakazonych wirusem BKV. Prébki moczu w zakresie oznaczenia obu testéw zbadano w pojedynczych

powtorzeniach. Przeprowadzono analize regresji Deminga.
Rys. 8 zawiera wyniki regresji Deminga.

Rys. 8 Analiza regres;ji testu cobas® BKV w odniesieniu do oznaczenia poréwnawczego

9

cobas® BKV (logo IU/ml)
L

o Linia regresji Deminga (N = 76): Y = 0,5 + 0,92X
2 R? = 0,88
95% CI nachylenia = (0,84, 1,00)
95% CI odciecia = (-1,56, 2,56)

1 2 3 4 5 B 7 g ]
Oznaczenie poréwnawcze (logso IU/ml)

Kontaminacja miedzy prébkami

Czestos¢ wystepowania kontaminacji pomiedzy prébkami w tescie cobas® BKV okreslono przez oznaczenie
240 powtorzen probek osocza ujemnego dla BKV i 225 powtérzen probek wysokiego miana DNA BKV na poziomie okoto
1,00E+09 IU/ml. Lacznie wykonano pie¢ przebiegéw z uzyciem probek dodatnich i ujemnych w uktadzie naprzemiennym.

Wszystkie 240 powtdrzenia ujemnej probki byty wazne i daly wynik ujemny, dajac wspotczynnik zanieczyszczenia
krzyzowego wynoszacy 0,0% (gorny jednostronny 95% przedzial ufnosci wynoszacy 1,24%).
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Ocena skutecznosci w badaniach klinicznych przeprowadzona
w systemach cobas® 6800/8800

Powtarzalno$¢ testu cobas® BKV - probki osocza krwi pobranej na EDTA

Powrtarzalno$¢ testu cobas® BKV oceniano w odniesieniu do wielu czynnikdéw, takich jak seria odczynnikéw, osrodek
badawczy, partia i dni, w ktérych przeprowadzono test, ktére moga wplywa¢ na zgtaszane wyniki rutynowych testow
klinicznych. Ocena zostala przeprowadzona w 3 o$rodkach badawczych przy uzyciu 3 serii odczynnikéw oraz panelu
probek dodatnich i ujemnych, co dalo Iacznie 270 testow na stezenie (nie uwzgledniajac kontroli). Panele zostaly
przygotowane z osocza krwi pobranej na EDTA, ktdre byto ujemne w kierunku przeciwcial VAC IgG przeciwko wirusowi
BKV. Zostaly rowniez przebadane pod katem wirusa BKV zgodnie z protokolem przeprowadzania testu NAT na osoczu.
Ponadto do paneli dodano mi¢dzynarodowy standard WHO BKV lub DNA pochodzacego z hodowli wirusa BKV

o genotypie Ib (najbardziej powszechnym). We wszystkich o$rodkach dwdch operatoréw testowato kazda serie odczyn-
nikow przez 5 dni. Kazdego dnia wykonywano dwa przebiegi (1 przebieg = 1 partia; 1 partia = 1 panel + 3 kontrole),

a podczas kazdego przebiegu analizowano 3 powtdrzenia kazdego elementu panelu. Zestawienie wynikéw oceny, patrz
Tabela 26.

Tabela 26 Mozliwe do przypisania procentowe udziaty zmiennos$ci catkowitej (%TV), odchylenia standardowego precyzji catkowitej (0S),
i logarytmiczno-normalnego CV (%) stezenia DNA BKV (logio IU/ml) wg. dodatnich elementéw panelu

Wspétczynnik
. Obserwowane L . . d
Oczekiwane . _ . . Dzien/ ; W ramach . zmiennosci (%)
stezenie srednie? Liczba Seria | Osrodek operator Partia artii Precyzja rozkladu
¢ stezenie DNA 22 | otve | ooTve | P %TVe P catkowita !
DNA BKV wirusa BKV testow (CV%)® | (CV)e %TV° (CV%)° %TV® oS¢ logarytmiczno-
(log+o IU/ml) (CV%)4 (CVoo) normalnego precyzji
(log+o 1U/ml) g
catkowitej
9% 6% 0% 7% 78%
1.81 1,74 270 1 9063) | (17.69) | (0,000 | (1915) | (68,05) 0.304 79,43
10% 10% 14% 25% 40%
3.70 3,52 270 1 979) | @57 | a1am) | (516 | (19,38) 0.131 3091
3% 24% 0% 56% 17%
470 451 270 1 4a2) | (1348) | 000) | (2058) | (11.27) 0.118 27,0
7% 28% 0% 40% 25%
570 554 270 | 5e6) | (11500 | (000) | (1385) | (1084) 0,094 21,94
400 49% 0% 13% 340%
7,70 7,62 269 (3.27) (11,00) (0.00) (5.60) (9,10) 0,068 15,74

* Obliczono z uzyciem procedury SAS MIXED.

b Liczba waznych testéw z wykrywalnym poziomem DNA.

€ %TV = procentowy udzial w zmiennoéci catkowitej.

4 CV% = logarytmiczno-normalny procentowy wspdlczynnik zmiennoéci = sqrt(10A[OSA2 x In(10)] - 1) x 100.
¢ Obliczono z uzyciem catkowitej zmiennosci procedury SAS MIXED.

Uwaga: Tabela obejmuje wylacznie wyniki z wykrywalnym poziomem DNA. OS = odchylenie standardowe. CV = wspélczynnik zmiennoéci;
BKV = wirus BK.
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Test cobas® BKV wykazal akceptowalng powtarzalno$¢ kliniczng przy stezeniach w obrebie zakresu liniowego. Ponadto
system wykryl 100% z 3 probek z LLoQ. Systemy cobas® 6800 i cobas® 8800 cechuje modulowa konstrukcja. Sg one
réwnowazne w przypadku wykonywania testu cobas® BKV. Wszystkie granice oszacowanych 95% przedziatéw ufnosci
zwigzanych z réznicg migdzy 2 pomiarami dotyczacymi tego samego pacjenta miescily sie w zakresie +0,84 logio IU/ml.
Oznacza to, ze za pomocg testu mozna oceni¢ zmiany pozioméw DNA wirusa BKV o istotnym znaczeniu klinicznym.

Z 270 waznych testow dotyczacych ujemnych elementéw panelu i wykonanych w systemach cobas® 6800/8800 wszystkie
probki daty wynik ,, Target Not Detected” (Nie wykryto targetu). Oznacza to, Ze procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych
(NPA) wynosita 100%, przy czym $cisty 95% przedzial ufnoéci miescit si¢ w granicach od 98,6% do 100%.

Wiarygodnos$é kliniczna testu cobas® BKV - préobki osocza krwi pobranej na EDTA

Wiarygodnos¢ kliniczna testu cobas® BKV zostala dodatkowo oceniona w trzech osrodkach badawczych. Zmierzono
poziomy DNA wirusa BKV w prébkach klinicznych (rozcienczonych i nierozcienczonych) pobranych od pacjentow
zakazonych i niezakazonych wirusem BKV oraz w spreparowanych prébkach osocza krwi pobranej na EDTA z dodanym
wirusem BKV z hodowli. Wyniki poréwnano z wynikami uznanego testu do oznaczania kwaséw nukleinowych
opracowanego laboratoryjnie (LDT) (oznaczenie poréwnawcze BKV LDT). Ze wszystkich probek oznaczonych za pomoca
testu cobas® BKV i oznaczenia poréwnawczego BKV lacznie 550 probek (217 nierozcienczonych i 303 rozcieficzone
probki kliniczne od 129 biorcdw przeszczepu oraz 30 probek spreparowanych) dato wyniki wazne w obu testach

i kwalifikowalo sie do klinicznej analizy zgodnosci (Tabela 27).

Tabela 27 Analiza zgodnosci testu cobas® BKV i oznaczenia poréwnawczego LDT na podstawie wynikéw pozioméw DNA wirusa BKV
oznaczonych we wszystkich prébkach

Oznaczenie Oznaczenie . . . .
. p Oznaczenie Oznaczenie Oznaczenie Oznaczenie
porownawcze | porowhawcze poréwnawcze | pordwnawcze | por6wnawcze | porownawcze
®
((:sbasm?:l’) (I(?KVIII-J?LI) (I:Kvlb?:“) BKV LDT BKV LDT BKV LDT BKVLDT |Ogétem
Gro T:r"’e  Nox g"l’_l_oq (logo IU/mD) | (logio IU/mI) | (logso IU/mD) | (logsoe 1U/mI)
g od2,3do<3,0/ 0od3,0do<3,7| od3,7do 44 >4,4
Detected (<2,3)

Target Not Detected 107 7 5 0 0 0 119
< LLoQ (< 2,3) 23 51 39 0 0 0 113
od2,3do< 3,0 0 3 40 62 1 0 106
od 3,0do < 3,7 0 0 1 71 42 0 114
od 3,7 do 4,4 0 0 0 0 26 26 52
>4.4 0 0 0 0 1 45 46
Ogodtem 130 61 85 133 70 71 550

Zgodnos$¢ kolumny (130/130) (61/61) (80/85) (133/133) (69/70) 71/71) )

(%) 100,0% 100,0% 94,1% 100,0% 98,6% 100,0%
(Punktacja 95% CI)? | (97,1%, 100%) | (94,1%, 100,0%) | (87,0%, 97,5%) | (97,2%, 100,0%) | (92,3%, 99,7%) | (94,9%, 100,0%) -

Uwaga: CI = przedzial ufnoéci; LLoQ = dolna granica oznaczalno$ci oznaczenia poréwnawczego BKV LDT (200 IU/ml = 2,3 logio IU/ml). Odchylenie
standardowe oznaczenia poréwnawczego BKV LDT oszacowano na 0,37 logio IU/ml (na podstawie analitycznego badania precyzji BKV LDT
przeprowadzonego przez Uniwersytet Indiany). Stezenie analitu wynoszace 3,0 logio IU/ml odpowiadato warto$ci LLoQ + 20; stezenie 3,7 logio IU/ml
odpowiadalo wartosci LLoQ + 40, natomiast stezenie 4,4 logio IU/ml odpowiadalo wartoéci LLoQ + 60 przy przedziale zakresu wynoszacym 2o.

W tabeli uwzgledniono sparowane probki kwalifikujace sie do analizy zgodnoéci klinicznej.

@ Zalozona niezalezno$¢ migdzy wszystkimi probkami.
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Wyniki niezgodne zostaty zdefiniowane jako oddalone o ponad jedno pole od przekatnej (pola zacieniowane). Liczbe
probek o wyniku Target Not Detected (TND) widoczng w komoérce Zgodnos¢ kolumny LDT uzyskano poprzez dodanie
wartosci komdrek cobas® BKV Target Not Detected i < LLoQ (< 2,3). Uzasadnieniem dodania przyleglych komérek
<LLoQ i TND w kolumnie TND jest fakt, Ze réznica pomiedzy warto$ciami TND i < LLoQ nie jest istotna klinicznie,

a analitycznie obie te warto$ci znajduja si¢ przy dolnej granicy zakresu pomiarowego, wigc moze mie¢ na nie wptyw blad
losowy.

Z 43 prébek ujemnych pod katem DNA BKV pobranych do oceny NPA za pomoca testu cobas® BKV wszystkie 43 probki
daly wynik ujemny w tescie cobas® BKV. Oznacza to, ze NPA wynosita 100%, przy czym Scisty 95% przedzial ufnosci
miescil si¢ w granicach od 91,8% do 100%.

Zgodnos¢ testu cobas® BKV i oznaczenia poréwnawczego BKV LDT oceniono, stosujac rézne kliniczne wartosci progowe

(Tabela 28).

Tabela 28 Podsumowanie zgodnosci testu cobas® BKV i oznaczenia poréwnawczego BKV LDT przy zastosowaniu réznych wartosci

progowych dla wszystkich prébek

Wartosci progowe*

Zgodnos$¢ procentowa
< warto$é progowa
95% ClI
(n/N)

Zgodnos$¢ procentowa
2 wartos¢ progowa
95% ClI
(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 IU/mI)

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

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

3,0 logio IU/ml

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

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

4,0 logqo 1U/ml

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

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

Uwaga: probki z wynikiem ,, Target Not Detected” (Nie wykryto targetu) zaklasyfikowano jako ,,< warto$ci progowej w IU/ml”.

LLoQ = dolna granica oznaczalnosci oznaczenia poréwnawczego BKV LDT (200 IU/ml = 2,3 logio IU/ml).

95% przedzial ufnosci (CI) obliczony metoda Score przy zalozeniu niezaleznoéci miedzy wszystkimi probkami.

* Wartosci progowe wynosity 1000 IU/ml = 3,0 logio IU/ml i 10 000 IU/ml = 4,0 logio IU/ml.

Ze wszystkich probek oznaczonych za pomocg testu cobas® BKV, ktére po wykonaniu oznaczenia poréwnawczego BKV

byly dodatnie w kierunku BKV, tacznie 313 probek (133 nierozcienczone probki kliniczne i 159 rozcienczonych probek

klinicznych od 68 biorcéw przeszczepu oraz 21 spreparowanych probek) kwalifikowato sie do analizy korelacji w trzech

o$rodkach badawczych (Ryc. 9).
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Ryc. 9 Korelacja testu cobas® BKV z oznaczeniem poréwnawczym BKV LDT dla wszystkich probek: wykres regresji liniowej Deminga
pozioméw DNA (logso 1U/ml)

cobas® BKV (logio 1U/ml)

Linia regresji Deminga (N = 313): Y = -0,429 + 1,019X
R =096

, 95% Cl: punkt przeciecia z osig y = (-0,592; -0,266);
14, wspétczynnik kierunkowy prostej (nachylenie) = (0,975; 1,063)
T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7
Oznaczenie poréwnawcze BKV LDT (logso 1U/ml)

Dodatkowa analiza wykresu rozrzutu przedstawiajacego réznice w poziomach DNA wykazala réznice systematyczng
pomiedzy obydwoma testami, ktdra jest stala przez caly naktadajacy si¢ zakres liniowy. 95% przedzial ufnosci punktu
przecigcia prostej regresji z osig y na wykresach rozrzutu wynosit (-0,404; —0,168), co miesci si¢ w granicy +0,74 logio
IU/ml (+2 odchylenia standardowe precyzji analitycznej oznaczenia poréwnawczego BKV LDT). Ponadto $redni rozrzut
oszacowano na -0,357 logi, IU/ml, a za pomoca réwnania prostej regresji na wykresach rozrzutu obliczono, ze réznica
systematyczna miedzy obydwoma testami wynosita —0,343 logi, IU/ml i -0,362 logio IU/ml w przypadku prébek

o poziomach DNA wynoszacych odpowiednio 3 logio IU/ml i 4 logi, IU/ml.

Powtarzalno$é testu cobas® BKV - prébki stabilizowanego moczu

Powtarzalno$¢ testu cobas® BKV oceniano w odniesieniu do wielu czynnikéw, takich jak seria odczynnikéw, osrodek
badawczy, partia i dni, w ktérych przeprowadzono test, ktére moga wpltywac na zglaszane wyniki rutynowych testow
klinicznych. Ocena zostala przeprowadzona w 3 o$rodkach badawczych przy uzyciu 3 serii odczynnikéw oraz panelu
probek dodatnich i ujemnych, co dato facznie 270 testéw na stezenie (nie uwzgledniajac kontroli). Panele zostaly
przygotowane z probek moczu stabilizowanego na podtozu cobas® PCR Media, w przypadku ktorych potwierdzono wynik
ujemny pod katem DNA wirusa BKV za pomoca przeprowadzonego zgodnie z protokotem testu na obecnos¢ kwasoéw
nukleinowych (NAT) moczu. Ponadto do prébek dodano migdzynarodowy standard WHO BKV lub DNA pochodzacego
z hodowli wirusa BKV o genotypie Ia. We wszystkich osrodkach dwoch operatoréw testowalo kazda serie odczynnikéw
przez 5 dni. Kazdego dnia wykonywano dwa przebiegi (1 przebieg = 1 partia; 1 partia = 1 panel + 3 kontrole), a podczas
kazdego przebiegu analizowano 3 powtdrzenia kazdego elementu panelu. Zestawienie wynikéw oceny, patrz Tabela 29.
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Tabela 29 Mozliwe do przypisania procentowe udzialy zmienno$ci catkowitej (%TV), odchylenia standardowego precyzji catkowitej (OS),
i logarytmiczno-normalnego CV (%) stgzenia DNA BKV (logio IU/ml) wg. dodatnich elementéw panelu (stabilizowany mocz)

Oczekiwane Obz«::g:iv;? ne Liczba Seria Osrodek oDZIr::t‘(/)r Partia w rzr:ll;ch Precyzja Precyzja
stezenie stezenie DNA | testow® %TV® %TV® '; /T %TV° ll;oTVc catkowita | catkowita
0/n)d 0/n)d 0/n)d e 0/n)d
DNA BKV wirusa BKV (CV%) (CV%) (CVO0)° (CV%) (CV0y¢ 0s CV (%)
5900 0% 0% 0% 40%
278 2,92 270 (12,64) (1,15) (0,00) (0,00) (10,41) 0,071 1647
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

Uwaga: Tabela obejmuje wylacznie wyniki z wykrywalnym poziomem DNA. SD = odchylenie standardowe; CV = procentowy wspdtczynnik
zmienno$ci; BKV = wirus BK.

* Obliczono z uzyciem procedury SAS MIXED.

® Liczba waznych testéw z wykrywalnym poziomem DNA.

€ %TV = procentowy udzial w zmiennosci catkowitej.

4 CV% = logarytmiczno-normalny procentowy wspotczynnik zmiennoéci = sqrt(10A[OSA2 x In(10)] - 1) x 100.

¢ Obliczono z uzyciem catkowitej zmiennoéci procedury SAS MIXED.

Test cobas® BKV wykazal akceptowalng powtarzalno$¢ kliniczng przy stezeniach w obrebie zakresu liniowego. Ponadto
system wykryl 100% z 3 probek z LLoQ. Systemy cobas® 6800 i cobas® 8800 cechuje modulowa konstrukcja. Sa one
réwnowazne w przypadku wykonywania testu cobas® BKV. Wszystkie granice oszacowanych 95% przedziatéw ufnosci
zwigzanych z réznicg migdzy 2 pomiarami dotyczacymi tego samego pacjenta miescily sie w zakresie +0,20 log;o IU/ml.
Oznacza to, ze za pomocg testu mozna oceni¢ zmiany pozioméw DNA wirusa BKV o istotnym znaczeniu klinicznym.
System wykazal 99,26% procentowa zgodnos¢ wynikéw ujemnych przy CI, 97,3-99,9%. Z 270 waznych testéw dla
ujemnego elementu panelu 2 probki (0,74%) mialy poziom DNA < LLoQ wynikéw dodatnich. Dalsza analiza tych
wynikéw wykazala, ze nie byty one zwigzane z konkretnym aparatem/osrodkiem ani serig odczynnikéw. Dodatkowe
sekwencjonowanie DNA potwierdzito obecnos¢ wirusa BKV. Oznaczone sekwencje BKV réznity si¢ od tych z kontroli
dodatniej i szczepu wirusa BKV wykorzystanego do przygotowania panelu, wykluczajac zanieczyszczenie podczas
przygotowania panelu i wskazujac na $lady wirurii w jednej z 25 probek moczu wchodzacych w sklad probki spulowanej,
ktdra zostata wykorzystana do przygotowania panelu ujemnego.

Wiarygodnos$é testu cobas® BKV - prébki stabilizowanego moczu

Wiarygodnos¢ kliniczna testu cobas® BKV zostala dodatkowo oceniona w trzech osrodkach badawczych. Zmierzono
poziomy DNA wirusa BKV w prébkach klinicznych moczu pobranych od pacjentéw zakazonych i niezakazonych BKV.
Prébki ustabilizowano na podlozu cobas® PCR Media. Wyniki poréwnano z wynikami uznanego testu LDT (oznaczenie
poréwnawcze BKV LDT).

Ze wszystkich probek oznaczonych za pomoca testu cobas® BKV i oznaczenia poréwnawczego BKV tacznie
308 nierozcienczonych probek moczu pobranych od 84 biorcéw przeszczepu i stabilizowanych na podlozu cobas® PCR
Media kwalifikowalo si¢ do analizy zgodnosci klinicznej w trzech o$rodkach badawczych (Tabela 30).
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Tabela 30 Analiza zgodnosci testu cobas® BKV i oznaczenia poréwnawczego LDT na podstawie wynikéw pozioméw DNA wirusa BKV
(log1o IU/ml) oznaczonych we wszystkich prébkach (stabilizowany mocz)

0Oznaczenie Oznaczenie Oznaczenie Oznaczenie . .
L L L L 0Oznaczenie 0Oznaczenie
cobas® BKV poréwnawcze | poré6wnawcze | pordwnawcze | poréwnawcze poréwnawcze | poréwnawcze
BKV LDT BKV LDT BKV LDT BKV LDT Ogétem
(log+o 1U/ml) BKV LDT BKV LDT
Target Not < LLoQ od 3,0 od 3,3 0d 3.6 do 3.9 >3.9
Detected (<3,0) do < 3,3 do < 3,6 ! ! !
Target Not 62 6 0 0 0 0 68
Detected
< LLoQ (< 3,0) 4 22 0 0 0 1 27
od 3,0do < 3,3 0 2 0 0 0 0 2
od 3,3do < 3,6 0 0 6 3 0 0 9
od 3,6 do 3,9 0 0 2 11 10 0 23
>3,9 0 0 0 2 8 169 179
Ogodtem 66 30 8 16 18 170 308
Zgodnosé
(66/66) 100,0% (30/30) 100,0% (6/8) 75,0% (14/16) 87,5% (18/18) 100,0% | (169/170) 99,4% -
kolumny (%)
(Punktacja 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
950 CIy? (94,5%, 100,0%) | (88,6%, 100,0%) (40,9%, 92,9%) (64,0%, 96,5%) (82,4%, 100,0%) (96,7%, 99,9%) -

Uwaga: CI = przedzial ufnoéci; LLoQ = dolna granica oznaczalno$ci oznaczenia poréwnawczego BKV LDT (1000 IU/ml = 3,0 logio IU/ml);

LDT = test opracowany laboratoryjnie; BKV = wirus BK.

Odchylenie standardowe oznaczenia poréwnawczego BKV LDT oszacowano na 0,15 logio IU/ml (badanie weryfikacyjne oznaczenia poréwnawczego

BKV LDT).

Stezenie analitu wynoszace 3,3 logio IU/ml odpowiadato warto$ci LLoQ + 20; stezenie 3,6 logio IU/ml odpowiadato wartosci LLoQ + 40, natomiast

stezenie 3,9 logio IU/ml odpowiadato wartosci LLoQ + 60 przy przedziale zakresu wynoszacym 2o.

W tabeli uwzgledniono sparowane probki kwalifikujace si¢ do analizy zgodno$ci kliniczne;.

@ Zalozona niezalezno$¢ miedzy wszystkimi prébkami.

Sekwencjonowanie DNA probek reprezentatywnych od pacjentow, ktérych wyniki cechujg sie stalym przesunigciem

o ponad 1 log;o IU/ml poziomu DNA, nie wykazato niedopasowan sekwencji docelowych w przypadku startera i sondy

w tescie cobas® BKV. Wyniki niezgodne zostaty zdefiniowane jako oddalone o ponad jedno pole od przekatnej (pola
zacieniowane). Liczbe probek o wyniku Target Not Detected (TND) widoczng w komdrce Zgodnos¢ kolumny LDT

uzyskano poprzez dodanie wartosci komorek cobas® BKV Target Not Detected i < LLoQ (< 3,0). Uzasadnieniem dodania
przylegtych komoérek < LLoQ i TND w kolumnie TND jest fakt, ze réznica pomiedzy wartosciami TND i < LLoQ nie jest
istotna klinicznie, a analitycznie obie te warto$ci znajduja si¢ przy dolnej granicy zakresu pomiarowego, wigc moze mie¢
na nie wplyw blad losowy. Z 66 prébek ujemnych pod katem DNA BKV pobranych do oceny NPA za pomocg testu
cobas® BKV 61 probek dalo wazny wynik. Wszystkie 61 probek dato wynik ujemny w tescie cobas® BKV. Oznacza to,

ze NPA wynosila 100%, przy czym $cisty 95% przedzial ufnosci miescil sie¢ w granicach od 94,1% do 100%.

Zgodnos¢ testu cobas® BKV i oznaczenia poréwnawczego BKV LDT oceniono, stosujac rézne kliniczne wartosci progowe

(Tabela 31).
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Tabela 31 Podsumowanie zgodno$ci testu cobas® BKV i oznaczenia poréwnawczego BKV LDT przy zastosowaniu réznych wartosci
progowych dla wszystkich prébek (stabilizowany mocz)

Warto$é progowa* Zgodnos$¢ procentowa Zgodnos$¢ procentowa
prog < 95% CI wartosci progowej (n/N) 2 95% CI wartosci progowej (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 logio IU/ml
Qc 9o ) (92,7%, 99,49) (97,4%, 99,9%)
90,9% (130/143) 99,4% (164/165)
4,0 logqo 1U/ml
(85,1%, 94,6%) (96,6%, 99,9%)
97,2% (242/249) 94,9% (56/59)
7,0 logqo IU/ml
(94,3%, 98,6%) (86,1%, 98,3%)

Uwaga: probki z wynikiem ,, Target Not Detected” (Nie wykryto targetu) zaklasyfikowano jako ,,< warto$ci progowej w IU/ml”.
LLoQ = dolna granica oznaczalnosci oznaczenia poréwnawczego BKV LDT (1000 IU/ml = 3,0 logio IU/ml).
95% przedzial ufnosci (CI) obliczony metoda Score przy zalozeniu niezalezno$ci miedzy wszystkimi probkami.

* Wartoéci progowe wynosily 10 000 IU/ml = 4,0 logio IU/ml i 10 000 000 IU/ml = 7,0 logio IU/ml.

Ze wszystkich probek oznaczonych za pomocg testu cobas® BKV, ktére po wykonaniu oznaczenia poréwnawczego BKV
byly dodatnie w kierunku wirusa BKV, facznie 153 nierozcieniczone probki moczu pobrane od 55 biorcéw przeszczepu

i stabilizowane na podlozu cobas® PCR Media kwalifikowaly si¢ do analizy korelacji w trzech o$rodkach badawczych
(Ryc. 10).

Ryc. 10 Korelacja testu cobas® BKV z oznaczeniem poréwnawczym BKV LDT dla wszystkich prébek: Wykres regresji liniowej Deminga
pozioméw DNA (logso IU/ml) (stabilizowany mocz)

cobas® BKV (logso 1U/ml)
S

14 Linia regresji Deminga (N = 153): Y = -0,23 + 1X

R =098
. 95% Cl: punkt przeciecia z osig y = (0,080; 0,381);
o4, wspdtczynnik kierunkowy prostej (nachylenie) = (0,968; 1,032)
T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Oznaczenie poréwnawcze BKV LDT (logso 1U/ml)
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Dodatkowa analiza wykresu rozrzutu przedstawiajacego réznice w poziomach DNA wykazala réznice systematyczng
pomiedzy obydwoma testami, ktdra jest stala przez caly naktadajacy si¢ zakres liniowy. 95% przedzial ufnosci punktu
przecigcia prostej regresji z osig y na wykresach rozrzutu wynosit (0,168; 0,488), co miesci si¢ w granicy +0,5 logio IU/ml.
Ponadto $redni rozrzut oszacowano na 0,231 logi, IU/ml, a za pomocg réwnania prostej regresji na wykresach rozrzutu
obliczono, ze rdznica systematyczna miedzy obydwoma testami wynosita 0,248 log;o IU/ml i 0,188 log;o IU/ml

w przypadku probek o poziomach DNA wynoszacych odpowiednio 4 logi, IU/ml i 7 logio IU/ml.

Rownowaznos$é/poréwnanie systemu

Réwnowaznos¢ systemow cobas® 5800, cobas® 6800 i cobas® 8800 wykazano przez badanie skutecznosci. Wyniki
przedstawione w instrukcji uzytkowania potwierdzaja réwnowazne dziatanie wszystkich systemow.
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Dodatkowe informacije

Najwazniejsze cechy testu

Rodzaj prébki Osocze krwi pobranej na EDTA Mocz stabilizowany w podtozu cobas® PCR Media

Wymagana ilo$é prébki 375 pl* 575 pl*

Objetos$é przetwarzania 200 pl 400 pl

Czulos$¢ analityczna 21,5 lU/ml (dwustronny 95% przedziat ufnosci: 12,2 IU/ml (dwustronny 95% przedziat ufnosci:
16,3-32,4 IU/ml) 9,2-18,3 IU/ml)

Zakres liniowosci 21,5 IU/ml - 1E+08 |U/ml 200 IU/ml - 1E+08 1U/ml

Swoistos¢ 100% 100%

Wykrywane podtypy Podtypy i BKV (z podgrupami la, b i Ic), II, Il i IV

* Dla probéwek wtdrnych cobas omni zidentyfikowano objetos¢ martwa wynoszaca 175 pl. Inne probowki uzywane do testow moga mie¢ inng
objetos¢ martwa i wymaga¢ wigkszej lub mniejszej objetosci minimalnej. Aby uzyska¢ wigcej informacji, nalezy skontaktowa¢ si¢ z lokalnym
przedstawicielem firmy Roche.
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Oznaczenia

Na etykietach produktow diagnostycznych Roche PCR stosuje sie nastepujace oznaczenia.
Tabela 32 Oznaczenia stosowane na etykietach produktéw diagnostycznych Roche PCR

Age/DOB| wiek lub data urodzenia

SW

Oprogramowanie
pomocnicze

Przypisany zakres

| Assigned Range [copies/mL] | (kopie/mi)

Przypisany zakres

| Assigned Range [1U/mL] | oD

[EC|REP)

[ERERRRRNRTN]
BARCODE

LOT
f‘sﬂa\ Zagrozenie biologiczne

Autoryzowany
Przedstawiciel we
Wspdlnocie Europejskiej

Arkusz kodéw kreskowych

Kod partii

REF

Numer katalogowy

Oznaczenie zgodnosci CE -
wyréb ten jest zgodny

z obowigzujacymi
wymogami dotyczacymi
oznaczenia CE dla wyrobu

medycznego do diagnostyki
in vitro

Collect Date| Data pobrania
® | SprawdzZ w instrukcji
1 uzytkowania
Zawarto$¢ wystarczajgca
na <n> testéw

CONTENT

Zawarto$¢ zestawu

CONTROL | Proba kontrolna

& Data produkcji
(]
” Wyrdb do testéw przy
pacjencie
[ 4
®

Wyréb do samodzielnego
A\ testowania

09478124001-01PL

Wyréb nieprzeznaczony do
testéw przy pacjencie

)

Wyréb nieprzeznaczony do
samodzielnego testowania

Dystrybutor
(Uwaga: pod symbolem moze by¢
wskazany wiasciwy kraj/region.)

Nie uzywa¢ powtérnie

Kobieta

Wytacznie do oceny
dziatania w badaniach IVD

ﬁo@@@@@

Numer globalny jednostki
handlowe;j

GTIN

Importer

&

Wyréb do diagnostyki
in vitro

IVD

Dolna granica przypisanego
zakresu

& Mezczyzna
N Wytwérca

= Kontrola ujemna

Wyréb niejatowy

*? Nazwisko pacjenta
*# Numer pacjenta
4

LLR

Rozerwac tutaj
<4

CONTROL Kontrola dodatnia

QS copies / PCR |

IU QS na reakcje PCR,

uzy¢ jednostek

QS IU/PCR | miedzynarodowych (1U)
QS na reakcje PCR
w obliczeniach wynikéw.

SN

Numer seryjny

Site

Osrodek

I Procedure | Standard | Procedura standardowa

Produkt sterylizowany
STERILE m tlenkiem etylenu
Przechowywa¢ z dala od
Swiatta

Przestrzegaé zakresu
temperatury

0>~

Plik definicji testow
TDF

Ta strong do gory

|—>
—

| Procedure | UltraSensitive | Procedura ultraczuta

Niepowtarzalny kod
identyfikacyjny wyrobu

UDI
Goérna granica

U LR przypisanego zakresu

Urine Fill Line| Linia napetniania moczem

Tylko Stany Zjednoczone:
prawo federalne zezwala
Rx Oﬂly na sprzedaz tego wyrobu
wytacznie lekarzowi lub na
zamdwienie takiego lekarza.

g Termin przydatnosci

Kopie QS na reakcje PCR, uzy¢ kopii QS
na reakcje PCR w obliczeniach wynikéw.
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Pomoc techniczna
W celu uzyskania wsparcia (pomocy) technicznego nalezy skontaktowac si¢ z lokalnym przedstawicielem:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide. htm
Wytwdrca i importer
Tabela 33 Wytwdrca i importer

Roche Molecular Systems, Inc.

1080 US Highway 202 South

Branchburg, NJ 08876 USA

www.roche.com

Made in USA

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

Znaki towarowe i patenty

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

Prawo autorskie

©2022 Roche Molecular Systems, Inc.

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

68305 Mannheim

2797 Germany
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