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Allmin information Panther Fusion™ BKV Quant

Allman information

Avsedd anvandning

Panther Fusion™ BKV Quant-analys ar ett helautomatiserat nukleinsyraamplifieringstest for
realtids-PCR (RT-PCR) in vitro for kvantifiering av humant BK-virus (BKV) DNA i human plasma
och urinprover.

Panther Fusion BKV Quant-analys ar avsedd att anvandas som stod for diagnos och stod for
behandling av patienter med transplantat av solida organ eller blodstamceller.

Panther Fusion BKV Quant-analys ar inte avsedd att anvandas som screeninganalys for eventuell
BKV-forekomst i plasma eller urin. Denna analys ar avsedd fér anvandning i Panther Fusion-systemet.

Sammanfattning och forklaring av testet

BKV ar ett mycket utbrett litet ej holjeférsett virus med en sluten cirkular dubbelstrangad DNA-
genom. BKV ar ett humant polyomavirus som tillhér familjen papovaviridae.

Den primara exponeringen for BKV sker under barndomen, vilket leder till att 80-90 % av vuxna
har utvecklat antikroppar mot BKV. Majoriteten av primara BKV-infektioner ar asymtomatiska
eller minimalt symtomatiska. Efter primarinfektion tros viruset forbli latent i urinvagarna utan
sjukdomsmanifestation hos immunkompetenta individer.!

Viral reaktivering férekommer hos personer med nedsatt immunférsvar och ar vanligt fdrekommande
hos njurtransplantationspatienter och patienter med hematopoetisk stamcellstransplantation
(HSCT). Hos njurtransplanterade patienter ar BKV-reaktivering forknippad med nefropati (BKVN)
och ureterstenos, BKVN férekommer hos cirka 5 % av njurtransplanterade patienter inom ett ar
efter transplantationen. BKV-reaktivering ar viktig for HSCT-mottagare med sent uppkommen
hemorragisk cystit hos 6-29 % av patienterna inom tva manader efter transplantationen.?

Kvantitativa nukleinsyraamplifieringstester fran plasma- eller urinprovmaterial ar en viktig
laboratoriemarkor for diagnos och 6vervakning av BKV-infektion hos transplantatmottagare._Nya
riktlinjer rekommenderar att njurtransplanterade patienter regelbundet undersoks for BKV-DNA-nivaer
i plasma efter transplantationen for att identifiera de patienter som anses vara aktuella for férebyggande
behandling av nefropati. Risken for att utveckla BKVN 6kar nar héga nivaer av BKV-DNA
observeras i plasma eller urin, men kan férekomma hos patienter med lagre BKV-nivaer.34

Metodprinciper

Panther Fusion-systemet automatiserar fullstandigt provmaterialbearbetningen (inklusive cellysering,
nukleinsyrainfangning, amplifiering och detektering) fér Panther Fusion BKV Quant-analysen.
Panther Fusion BKV Quant-analysen ar inriktad pa den val konserverade VP2-genen for att
sakerstalla en exakt kvantifiering av BKV-DNA. Analysen uppfyller WHO:s forsta internationella
standard (NIBSC-kod: 14/212) for BKV.®

Provbearbetning och nukleinsyrainfangning: En intern kontroll (IC-B) laggs automatiskt till varje
provmaterial via fungerande Fusion infangningsreagens-B (WFCR-B) for att dvervaka interferens
under provmaterialbearbetning, amplifiering och detektering som orsakas av reagensfel eller
hammande amnen. Provmaterial tillsatts forst till Fusion infangningsreagens-B (FCR-B) och
Fusion enhancerreagens-B (FER-B) for att frigbra nukleinsyra for hybridisering till magnetpartiklar.
Sedan separeras de infangade partiklarna fran restprovsmatris i ett magnetfalt genom en serie
tvattsteg med ett milt rengéringsmedel. Sedan elueras den infangade nukleinsyran fran
magnetpartiklarna med en reagens av lag jonstyrka (Panther Fusion elueringsbuffert).
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Obs! Panther Fusion-systemet tillsétter IC-B i FCR-B. Nér IC-B har tillsatts i FCR-B kallas det
féor wFCR-B.

PCR-amplifiering och fluorescensdetektering: En enhetsdos av lyofiliserad PCR Master Mix
rekonstitueras med Panther Fusion rekonstitutionsbuffert | och kombineras sedan med den
eluerade nukleinsyran i en reaktionsampull. Panther Fusion oljereagens tillsatts for att férhindra
avdunstning under PCR-reaktionen. PCR-baserad malamplifiering sker sedan med malspecifika
framvanda och omvéanda primrar och genererar en fluorescenssignal.

Panther Fusion-systemet ger ett Ct-varde som ar proportionellt mot BKV-koncentrationen i
testproverna. Provets koncentration bestdms av programvaran fér Panther Fusion-systemet med
hjalp av BKV Ct-varden for varje reaktion, vilka sedan jamférs med kalibreringskurvan. BKV-
resultat rapporteras i lU/mL och logqg IU/mL fér bade plasma- och urinprovmaterial. Nar
urinkonverteringsfaktorn valjs i Panther Fusion-programvaran tillampas automatiskt en
utspadningsfaktor pa 2 pa BKV-virusbelastningsresultaten for att ta hansyn till utspadningssteget
under bearbetningen av urinprovmaterial.

Malen och kanalerna som anvands for detektering i Panther Fusion-systemet sammanfattas i
tabellen nedan:

Mal Malsokt gen Instrumentkanal
BKV VP2 ROX
Intern kontroll Ej tillampligt Quasar 705
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Varningar och forsiktighetsatgarder

A.
B.
C.

0.

P.

For in vitro-diagnostisk anvandning.
For professionellt bruk.

Las noga igenom hela bipacksedeln och Anvéndarhandledning fér Panther/Panther Fusion
System innan du utfor den har analysen.

Panther Fusion enhancerreagens-B (FER-B) ar fratande, skadligt vid fértaring och orsakar
svarartade brannskador pa huden samt égonskador.

Endast personal med adekvat utbildning i hantering och anvandning av denna analys och
potentiellt smittforande a@mnen boér utféra dessa procedurer. | handelse av spill ska ytan
omedelbart desinficeras enligt lampliga lokala rutiner.

Provmaterialen kan vara smittférande. Vidta allmant vedertagna forsiktighetsatgarder nar du
genomfor den har analysen. Korrekta hanterings- och kasseringsmetoder bér upprattas av
ansvariga pa laboratoriet. Endast personal med adekvat utbildning i hantering av smittférande
amnen far lov att utféra denna diagnostiska procedur.s

laktta sedvanliga sakerhetsrutiner for arbete i laboratorium. Pipettera inte med hjalp av munnen.
At, drick och rok inte inom anvisade arbetsytor. Anvand puderfria engangshandskar,
skyddsglaségon och laboratorierockar vid hantering av provmaterial och reagens. Tvatta
handerna noga efter hantering av provmaterial och reagens.

. Anvand endast medfdljande eller foreskriven laboratorieutrustning for engangsbruk.

Arbetsytor, pipetter och annan utrustning maste regelbundet desinficeras med 2,5 % till 3,5 %
(0,35 till 0,5 M) natriumhypokloritlésning.

Material som har kommit i kontakt med provmaterial och reagens ska kasseras i enlighet
med tillampliga nationella, internationella och regionala regelverk.

Uppratthall korrekta forvaringsforhallanden vid transport av provmaterial for att sakerstalla
provmaterialets kvalitet. Provmaterialets hallbarhet har inte utvarderats under andra
fraktférhallanden an de som rekommenderas.

Undvik korskontamination vid provhantering. Var sarskilt noga med att undvika férorening
genom spridning av aerosoler nar locken lossas eller tas av. Provmaterial kan innehalla virus
eller andra organismer i mycket hdg koncentration. Se till att olika provbehallare inte kommer
i kontakt med varandra och kassera anvanda material utan att flytta dem dver dppna
behallare. Byt handskar om de kommer i kontakt med provmaterial.

. Anvand inte reagens, kalibratorer eller kontroller efter utgangsdatumet. Anvand inte Aptima™

urinprovtransportror efter utgangsdatum.

. Forvara analyskomponenter enligt rekommenderade férhallanden. Se Férvaring och

hantering av reagens och Testmetod fér Panther Fusion-systemet for mer information.

Kombinera inte analysreagens eller vatskor. Toppfyll inte reagens eller vatskor. Panther
Fusion-systemet verifierar reagensnivaerna.

Undvik att reagens foérorenas med mikrober och nukleas.
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u.

Kvalitetskontroll maste utféras i enlighet med alla gallande bestammelser och ackrediteringskrav
samt laboratoriets etablerade procedurer for kvalitetskontroll.

Anvand inte reagenskassetten om férvaringspasen inte ar tat eller om folien pa
reagenskassetten inte ar intakt. Kontakta Hologics tekniska support om nagot av dessa
problem intraffar.

Anvand inte vatskepaketen om folietatningen inte ar intakt. Kontakta Hologics tekniska
support om detta intraffar.

Hantera reagenskassetterna varsamt. Reagenskassetterna far inte tappas eller inverteras.
Undvik langvarig exponering fér omgivande ljus.

Vissa reagens i den har satsen ar markta med risk- och sakerhetssymboler.

Obs! Farokommunikation aterspeglar klassificeringar i EU-sékerhetsdatablad (SDS). Fér information
i farokommunikation som &r specifik foér din region, se regionsspecifikt SDS pa Safety Data Sheet
Library pd www.hologicsds.com. Mer information om symbolerna finns i symbolférklaringen pa
www. hologic.com/package-inserts.

Faroangivelse for EU

Panther Fusion BKV Quant-analyskassett
Alpha-cyclodextrin 20-25 %

H412 - Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer
P273 - Undvik utsléapp till miljon
P280 - Anvand 6gonskydd/ansiktsskydd

Panther Fusion olja
Polydimethylsiloxane 100 %

Varning
H315 - Irriterar huden
H319 - Orsakar allvarlig 6gonirritation

SRS

)
ped

Panther Fusion enhancerreagens-B (FER-B)
Lithium Hydroxide, Monohydrate 5-10 %

Fara

H302 - Skadligt vid fortaring

H314 - Orsakar allvarliga fratskador pa hud och 6gon

P260 - Inandas inte damm/r6k/gaser/dimma/angor/sprej

P280 - Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd

P303 + P361 + P353 - VID HUDKONTAKT (aven haret): Ta omedelbart av alla nedstankta klader. Skélj huden med
vatten/duscha

P305 + P351 + P338 - VID KONTAKT MED OGONEN: Skdlj férsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skdlja

P310 - Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare

P280 - Anvand 6gonskydd/ansiktsskydd
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Forvaring och hantering av reagens

A. Fdljande tabell tillhandahaller lagrings- och hanteringskrav for denna analys.
Forvaring,  Stabilitet laddat/ Oppnad
Reagens .. . s 1 . .
ooppnat oppen hallbarhet forvaring
Panther Fusion BKV Quant-analyskassett 2°Ctill8°C 60 dagar 2 °C till 8 °C2
Panther Fusion infangningsreagens-B (FCR-B) 15 °C till 30 °C 30 dagar 15 °C till 30 °C
Panther Fusion enhancerreagens-B (FER-B) 15 °C ill 30 °C 30 dagar 15 °C till 30 °C
Panther Fusion intern kontroll-B (IC-B) 2°Ctill8 °C (iwFCR-B) Ej tillampligt
Panther Fusion elueringsbuffert 15 °C ill 30 °C 60 dagar 15 °C ill 30 °C
Panther Fusion olja 15 °C till 30 °C 60 dagar 15 °C till 30 °C
Panther Fusion rekonstitutionsbuffert | 15 °C till 30 °C 60 dagar 15 °C ill 30 °C
Panther Fusion BKV Quant-kalibratorer (1-5) -15 °C il -35 °C Ar?pull for Ej tllla[npllgt — for
engangsbruk. engangsbruk
Panther Fusion EBV-BKV Quant hégpositiv kontroll -15 °C till -35 °C Ampull for Ej tillampligt — for
engangsbruk. engangsbruk
Panther Fusion EBV-BKV Quant lagpositiv kontroll 15 °C till -35 °C Ampull for Ej tillimpligt — for
engangsbruk. engangsbruk
Panther Fusion transplant negativ kontroll (II1) -15 °C till -35 °C Arr°1pull for B tllla[npllgt — for
engangsbruk. engangsbruk

mm o o

Reagens som avlagsnas fran Panther Fusion-systemet ska omedelbart aterbordas till lampliga férvaringstemperaturer.

1 Hallbarhetstiden i instrumentet startar nar reagenset placeras pa Panther Fusion-systemet for Panther Fusion BKV Quant-
analyskassetten, FCR-B, FER-B och IC-B. Hallbarhetstiden fér Panther Fusion rekonstitutionsbuffert I, Panther Fusion
elueringsbuffert, och Panther Fusion oljereagens startar forsta gangen reagenspacket anvands.

2 Om reagenskassetten avlagsnas fran Panther Fusion-systemet ska den forvaras i en Iufttat behallare med torkmedel vid
rekommenderad forvaringstemperatur.

Fungerande Panther Fusion infangningsreagens-B (WFCR-B) och Panther Fusion
enhancerreagens-B (FER-B) stabila i 60 dagar i forsluten flaska vid 15 °C till 30 °C. Far ej
forvaras i kylskap.

Oanvanda reagens vars hallbarhetstid har I6pt ut ska kasseras.
Undvik korskontamination vid hantering och férvaring av reagens.
Reagens far inte frysas.

Kontroller och kalibratorer far inte frysas igen.
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Insamling, bearbetning och férvaring av provmaterial

Provmaterial — kliniskt material som samlas in fran en patient och placeras i ett lampligt
transportsystem. For Panther Fusion BKV Quant-analysen inbegriper detta urinprovmaterial som
samlas in i den primara behallaren, plasmaprovmaterial i rér som innehaller EDTA-antikoagulantia
eller plasmaberedningsror (PPT-enheter).

Prover — ar en mer allman term for att beskriva allt material som ska testas i Panther Fusion-
systemet, inklusive provmaterial, bearbetat provmaterial som 6verfors till Aptima transportror for
urinprovmaterial, kalibratorer samt kontroller.

Obs! Hantera alla provmaterial som om de innehaller potentiellt smittférande dmnen. Vidta
allmént vedertagna férsiktighetsatgérder.

Obs! Undvik korskontamination under hanteringen av provmaterial. Anvant material ska
exempelvis kasseras utan att passera éver éppna ror.

Obs! Endast sekundéra rér av plast rekommenderas fér férvaring av prov.
A. Provtagning
1. Helblodsprovmaterial som har samlats in i féljande glas- eller plastror kan anvandas for
att férbereda plasma:
*  RO6r som innehaller EDTA-antikoagulantia
*  Plasmaberedningsror (PPT-enheter).
2. Urinprovmaterial ska samlas in en kopp.
a. Efter insamlingen maste urinprovmaterialen i den primara uppsamlingsbehallaren
overfoéras inom en timme vid 30 °C till Aptima transportror for urinprovmaterial.

b. Innan urinprovmaterialen kan testas ska urinen i den primara koppen blandas
ordentligt genom att den vands om innan den férs éver i Aptima transportror for
urinprovmaterial som innehaller transportmedium for urin.

B. Provbearbetning

1. Plasmaprovmaterialbehandling: Helblod kan férvaras i 2 till 30 °C och maste centrifugeras
inom 24 timmar efter provtagningen. Plasma kan beredas fran antingen EDTA- eller PPT-
primarror. Separera plasma fran de pelleterade réda blodkropparna i enlighet med tillverkarens
anvisningar for det provror som anvands. Plasma kan analyseras i Panther Fusion-systemet
i ett priméart ror eller dverforas till ett sekundart ror, till exempel ett Aptima SAT.

For att sakerstalla tillracklig provvolym, se foljande tabell:
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Tabell 1: Minsta provvolym

Ror (storlek och typ) Minimal volym for 1 replikat
Aptima provalikvotror (SAT) 0,6 mL
12X75 mm 0,9 mL
13x100 mm 0,9mL
13x100 mm med gel 0,7 mL
16x100 mm med gel 1,1 mL

Plasma som inte testas omedelbart kan forvaras i enlighet med Férvaringsférhallanden for
provmaterial.

Om plasman o6verfors till ett andra ror kan den frysas vid -20 °C eller -70 °C.
Frys inte in plasmaprovmaterial i EDTA-ror fér primar insamling.
2. Urinprovbehandling:

a. Overfor 2 000 uL urin inom en timme vid 30 °C till ett Aptima-6verforingsror for
urinprover innan det testas pa Panther Fusion-systemet (se Hantering av urinprov for
hantering av provmaterial).

b. Satt tillbaka locket och blanda provet forsiktigt i minst 5 sekunder.

C. Forvaringsforhallanden for provmaterial
Provmaterial férvaras under nagot av foljande forhallanden:

1. Plasmastabilitet
*  Obearbetade provmaterial ar stabila i 24 timmar vid 2—-30 °C efter centrifugering.
*  Obearbetade provmaterial ar stabila i 5 dagar vid 2—8 °C efter centrifugering.

*  Obearbetade och bearbetade provmaterial ar stabila i 60 dagar vid -20 °C till -70 °C
efter centrifugering.

»  Frysta provmaterial ar ocksa stabila i upp till tre frysnings-/upptiningscykler.
2. Stabilitet hos urinprovmaterial

*  Obearbetade provmaterial ar stabila i 6 timmar vid 2 °C till 8 °C.

*  Bearbetade provmaterial ar stabila i 24 timmar vid 2-30 °C.

+ Bearbetade provmaterial ar stabila i 5 dagar 2-8 °C.

+ Bearbetade provmaterial ar stabila i 60 dagar vid -20 till -70 °C.

»  Frysta provmaterial ar ocksa stabila i upp till tre frysnings-/upptiningscykler.

Prover i Panther Fusion-systemet

Plasma och bearbetade urinprover kan 1amnas kvar i Panther Fusion-systemetet utan lock i upp
till 8 timmar. Prover kan tas ut fran Panther Fusion-systemet och testas sa lange den totala tiden
i instrumentet inte dverstiger 8 timmar fore pipettering av provet i Panther Fusion-systemet.

Transport av provmaterial

Uppratthall forvaringsforhallanden for provmaterial under transport enligt beskrivningen i Insamling,
bearbetning och férvaring av provmaterial.

Obs! Provmaterial maste fraktas i enlighet med tilldmpliga nationella, internationella och regionala
transportbestédmmelser.
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Panther Fusion-systemet

Panther Fusion-systemet ar ett integrerat system for nukleinsyretest med fullstandigt automatiserade
steg som behdvs for att utféra diverse Panther Fusion-analyser fran provmaterialbearbetning till
amplifiering, detektering och datareduktion.

Medfoljande reagens och material
Analysforpackning

Komponenter Artikelnummer Forvaring

Panther Fusion BKV Quant-analyskalibratorer
PCAL 1 gBKYV, 3 per lada
PCAL 2 gBKYV, 3 per lada
PCAL 3 gBKV, 3 per lada
PCAL 4 gBKV, 3 per lada
PCAL 5 gBKV, 3 per lada

PRD-07234 -15°C ill -35 °C

Panther Fusion EBV-BKV Quant-analyskontroller
HPC hogpositiv kontrollrdr, 5 per 1ada

LPC lagpositiv kontrollrér, 5 per 1ada

NC Il transplant negativ kontrollrér, 5 per lada

PRD-07158 -15°C ill -35 °C

Panther Fusion BKV Quant-analyskassetter 96 tester

Panther Fusion gBKV analyskassett, 12 tester, 8 per lada PRD-07232 2°Ctll8*C

Panther Fusion intern kontroll-B 960 tester

Panther Fusion intern kontroll-B rér, 4 per lada PRD-06234 2°Ctill8°C

Panther Fusion extraktionsreagens-B 960 tester
Panther Fusion infangningsreagens-B flaska, 240 tester, 4 per foérpackning PRD-06232 15°Ctill 30 °C
Panther Fusion enhancerreagens-B flaska, 240 tester, 4 per lada

Panther Fusion elueringsbuffert, 2400 tester

Panther Fusion elueringsbuffertpack, 1 200 tester, 2 per férpackning PRD-04334 15°CHill 30 °C
Panther Fusion Reconstitution Buffer I, 1920 tester o 4 R

Panther Fusion rekonstitutionsbuffert I, 960 tester, 2 per lada PRD-04333 15°CHill 30 °C
Panther Fusion oljereagens, 1920 tester PRD-04335 15 °C till 30 °C

Panther Fusion oljereagens, 960 tester, 2 per férpackning

Panther Fusion BKV Quant-analys 9 AW-26020-1601 Rev. 002



Panther Fusion-systemet Panther Fusion™ BKV Quant

Nodvandiga material som inforskaffas separat

Obs! Material som finns tillgdngliga hos Hologic anges med respektive artikelnummer om inget annat anges.

Material Art. nr.
Panther™ System 303095
Panther Fusion™ Module PRD-04173
Panther Fusion™-systemet PRD-04172
Panther™ System, kontinuerlig vatska och avfall (Panther Plus) PRD-06067
Aptima™ analysvatskesats 303014
(Aptima™ tvattlosning, Aptima™ buffert for inaktiveringsvétska samt Aptima™ oljereagens) (1000 tester)
Multirérsenheter (MTU-enheter) 104772-02
Panther™ Waste Bag Kit 902731
Panther™ Waste Bin Cover 504405
Eller, Panther™ System Run Kit 303096
innehaller MTU-enheter, avfallspasar, lock till avfallsfack, analysvétskor och Auto Detect-
. * (5000 tester)
I6sningar
Spetsar, 1000 L, filtrerade, vatskeavkadnnande, ledande och fér engangsbruk: 901121 (10612513 Tecan)

903031 (10612513 Tecan)
Alla produkter ér inte tillgéngliga i alla regioner. Kontakta din representant for regionspecifik MME-04134 (30180117 Tecan)

information. MME-04128
Panther Fusion™ rérbrickor, 1 008 tester, 18 brickor per lada PRD-04000
Aptima™ transportror for urinprovmaterial 105575
endast f6r bearbetning av urinprovmaterial (100 forfyllda ror per pase)
PRD-06720

Utbyteslock Hologic Solid Caps (engangslock till ror) (100 lock per pase)

Blekmedel, 5 % till 8,25% (0,7 M till 1,16 M) natriumhypokloritlésning —

Puderfria engangshandskar —

Skyddspapper for laboratoriebank med plastad baksida —

Luddfria dukar —

Pipett —

Spetsar —

Alternativ for primara provtagningsrér (EDTA och PPT):
13 mm x 100 mm
12 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifug —

Vortexblandare —

*Kravs endast for Panther Aptima TMA-analyser.
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Tillvalsmaterial

Material Art. nr.
Alternativ for sekundara ror:

12 mm x 75 mm —

13 mm x 100 mm —

16 mm x 100 mm —
Aptima™-provalikvotrér (SAT) (100-pack) FAB-18184
Lock till transportror (100-pack)

Lock till SAT-ror 504415
Aptima™ spadningsmedel fér provmaterial PRD-03003
Aptima™ spadningsmedelskit for provmaterial PRD-03478

innehaller Aptima spadningsmedel fér provmaterial, 100 SAT:er och 100 lock

Overforingspip

etter —

Provrérsvagga

Testmetod

for Panther Fusion-systemet

Obs! Se Anvéandarhandledning fér Panther/Panther Fusion System fér mer information om
férfaranden.

A. Forl
1.

2.

3.

bereda arbetsytan

Torka av arbetsytorna med 2,5 % till 3,5 % (0,35 M till 0,5 M) natriumhypokloritldsning. Lat
natriumhypokloritlésningen verka minst en minut pa arbetsytorna och skélj sedan med
avjoniserat vatten. Lat inte natriumhypokloritlésningen torka. Tack bankytan med rena och
absorberande skyddspapper for laboratoriebdnk med plastad baksida.

Rengor en separat bankyta for beredning av prover. Folj proceduren som beskrivs ovan
(steg A.1).

Rengor eventuella pipetter. Anvand rengdringsproceduren som beskrivs ovan (steg A.1).

B. Bereda kalibrator och kontroller

Lat
1.

2.
3.

kalibratorerna och kontrollerna na 15-30 °C foére bearbetning enligt féljande:

Ta ut kalibratorerna och kontrollerna fran férvaringen (-15 till -35 °C) och placera dem i en
temperatur pa 15 till 30 °C. Vand forsiktigt pa varje rér under upptiningsproceduren sa att
innehallet blandas ordentligt. Kontrollera att provrorsinnehallet ar helt upptinat fore
anvandning.

Alternativ. Kalibrator- och kontrollréren kan placeras pa en provrorsvagga sa att innehallet
blandas ordentligt. Kontrollera att provrérsinnehallet ar helt upptinat fére anvandning.

Obs! Undvik éverdriven skumbildning nér du védnder pa kalibratorerna och kontrollerna.
Skummet férsémrar nivdavkénningsfunktionen i Panther Fusion-systemet.

Nar rérinnehallet har tinat upp torkar du rérets utsida med en ren och torr engangsduk.
Oppna inte roren i det har stadiet eftersom det kan leda till férorening av innehallet.
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C. Reagensberedning

1.
2.
3.

4.
5.

Ta ut flaskorna fér IC-B, FCR-B, och FER-B ur férvaring.
Blanda FCR-B tills sfarerna ar helt suspenderade. Undvik skumbildning under det har steget.

Oppna flaskorna fér IC-B, FCR-B och FER-B och kassera locken. Oppna TCR-luckan péa
det ovre facket i Panther Fusion-systemet.

Placera flaskorna for IC-B, FCR-B och FER-B i respektive positioner pa TCR-karusellen.
Stang TCR-luckan.

Obs! Panther Fusion-systemet tillsétter IC-B i FCR-B. Nér IC-B har tillsatts i FCR-B kallas det
fér wFCR-B (working FCR-B). Om wFCR-B och FER-B avldgsnas fran systemet ska nya lock
anvéndas och férvaring ske omedelbart vid lampliga férvaringsférhallanden.

D. Provhantering

Obs! Preparera provmaterialen enligt anvisningarna i avsnittet Insamling, bearbetning och
férvaring av provmaterial innan provmaterialen laddas i Panther Fusion-systemet.

Inspektera provréren innan de laddas i stallet. Om ett provror innehaller bubblor eller har
lagre volym an vad som typiskt observeras ska botten pa roret knackas forsiktigt sa att
innehallet samlas pa botten.

E. Hantering av plasmaprovmaterial

1.

2.

Se till att bearbetat provmaterial i primara ror eller outspadda provmaterial i sekundara ror
har férvarats korrekt enligt Insamling, bearbetning och férvaring av provmaterial.

Frysta provmaterial maste tinas upp ordentligt. Vortexblanda de tinade provmaterialen i
3 till 5 sekunder sé& att de blandas ordentligt.

Lat provmaterialen na 15 till 30 °C fére bearbetning. Se Prover i Panther Fusion-systemet
for ytterligare information om hantering av prover i instrumentet.

Se till att varje primart eller sekundart rér innehaller tillrackligt provmaterial. Se Tabell 1
for minsta provvolym for 1 replikat.

Alla provmaterial ska centrifugeras i 1000 till 3000g i 10 minuter innan de laddas i
provstallet. Ta inte av locken vid det har steget.

Se steg G.2 nedan for information om laddning av stall och borttagning av lock.

F. Hantering av urinprov

1.

Se till att provmaterialet i priméara ror eller bearbetat provmaterial i Aptima transportrér for
urinprovmaterial férvaras korrekt enligt Insamling, bearbetning och férvaring av
provmaterial.

Se till att frysta provmaterial i Aptima transportrér for urinprovmaterial ar fullstandigt
upptinade.

Lat provmaterialen na 15 till 30 °C fore testning pa Panther Fusion-systemet. Se Prover i
Panther Fusion-systemet for ytterligare information om hantering av prover i instrumentet.

Obs! Undvik att ladda provmaterial som innehaller utfaliningar i Panther Fusion-systemet.

Vand férsiktigt Aptima transportrér for urinprovmaterial minst 3 ganger eller blanda
forsiktigt i provrérsvagga tills urinet ar homogent.

Obs! Unavik éverdriven skumbildning nédr du vander pa eller blandar réren. Skummet kan
férsédmra nivaavkdnningsfunktionen i Panther Fusion-systemet.
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Se steg G.2 nedan for information om laddning av stall och borttagning av lock.

G. Systemférberedelse

1.

For anvisningar om hur du satter upp Panther Fusion-systemet, inklusive laddning av
prover, reagens, reagenskassetter och universalvatskor, se Anvdndarhandledning fér
Panther/Panther Fusion System och Metodanméarkningar.

Ladda proverna i provstallet. Utfér foljande steg for varje provror (prov, och, om
nddvandigt, kalibratorer och kontroller):

a.

g.

Lossa pa ett av provrérslocken, men ta inte bort det annu.

Obs! Var sérskilt noga med att undvika férorening genom spridning av aerosoler.
Lossa férsiktigt locken pa proverna.

Ladda provroret i provstallet.
Upprepa steg 2.a och 2.b for varje aterstaende prov.

Nar proverna har laddats i provstallet tar du bort och kasserar varje provrorslock i ett
provstall. Hall inte lock ovanfér andra provstall eller provror eftersom det kan leda till
féroreningar.

Anvand om sa kravs en ny overfoéringspipett for engangsbruk for att aviagsna
eventuella bubblor eller skum. Bubblor i provréren férsamrar nivaavkanningsfunktionen i
Panther Fusion-systemet.

Nar det sista locket har tagits bort laddar du provstallet i provfacket.

Obs! Om du kér andra analyser och provtyper samtidigt maste du sdkra provhallaren
innan provstéllet laddas i provfacket.

Upprepa steg 2.a till 2.f med nasta provstall.

H. Beredning av system: Tillampning av konverteringsfaktorn for urinprovmaterial

1.

2.
3.

Konfigurera systemet enligt anvisningarna i Anvédndarhandledning fér Panther/Panther
Fusion-systemet.

Ladda provstall.

TilldAmpning av konverteringsfaktorn for urin fér att analysera testbestallningar for
urinprovmaterial.

Obs! Konverteringsfaktor for urin kan tilldmpas pa ett helt stéll eller en enstaka testorder.

For att tilldampa konverteringsfaktorn for urin ett helt stall med urinprovmaterial:

a.

Dubbelklicka pa énskat laddat stall pa skarmen Sample Rack Bay (provstallsfack).
Skarmen Sample Rack Loading (provstallsladdning) visas fér det valda stallet.

b. Valj Dilute All (spad ut alla).
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Fonstret Dilution Factor (utspadningsfaktor) visas (Figur 1).

Figur 1. Dilution Factor-fonstret i Sample Rack Loading-skdrmen (exempel)

c. Valj Urine Conversion Factor (urinkonverteringsfaktor).
d. Valj OK.
Fonstret Set Dilution Factor for Rack (stall in utspadningsfaktorn for stéllet) visas.

e. Valj Yes (ja) for att tillampa flaggan for konverteringsfaktorn for urin pa hela stallet
med urinprovmaterial.

For att tillampa konverteringsfaktorn for urin pa en enstaka testorder (Figur 2):

a. Dubbelklicka pa det laddade stéallet med provmaterial av intresse pa skarmen Sample
Rack Bay (provstallsfack).

Skarmen Sample Rack Loading (ladda provstall) 6ppnas foér det valda provstallet.
b. Dubbelklicka pa dénskat provmaterial pa skdrmen Sample Rack Loading (ladda provstall).

Skarmen Sample Details (provinformation) 6ppnas med de aktuella testbestallningarna
for valt provmaterial.

c. Valj dnskad testbestallning fran panelen Test Orders (testbestallningar).
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d. Valj Apply Dilution (tillampa utspadning).

Instalining

Provets position: 1

Prov-ID: 10001

Typ: Provmaterial

Analysbestilip:
mﬁ

BV Valj utspadningsfaktor Nej

Vald Utspadningsfaktor Utspadningsflagga

Anpassat DILC

@  Urinkonverteringsfaktor UR ‘

n 2 Totalt antal register

= oot

1 Totalt antal register

Figur 2. Dilution Factor-fénstret i Sample Details-skdrmen (exempel)

e. Valj Urine Conversion Factor (urinkonverteringsfaktor).

f.

Valj OK for att tillampa flaggan for konverteringsfaktorn for urin pa alla valda

testbestallningar.

4. Vid behov kan urinfaktorn tas bort fran testbestallningar innan bearbetningen barjar.

For att ta bort konverteringsfaktorn for urin pa ett helt stall:

a.

e.

Dubbelklicka pa 6nskat laddat stall pa skarmen Sample Rack Bay (provstallsfack).
Skarmen Sample Rack Loading (provstéllsladdning) visas fér det valda stallet.
Valj Dilute All (spad ut alla).

Avmarkera Urine Conversion Factor (konverteringsfaktor for urin) i fénstret for
Dilution Factor (utspadningsfaktor).

Valj OK.
Fonstret Set Dilution Factor for Rack (stall in utspadningsfaktorn for stallet) visas.
Valj Yes for att radera konverteringsfaktorn fér urin pa ett helt stall.

For att ta bort testbestallningarna for analys med konverteringsfaktorn for urin:

a.

Dubbelklicka pa det laddade stallet med provmaterial av intresse pa skdrmen Sample
Rack Bay (provstallsfack).

Skarmen Sample Rack Loading (ladda provstall) 6ppnas for det valda provstallet.
Dubbelklicka pa onskat provmaterial pa skarmen Sample Rack Loading (ladda provstall).

Skarmen Sample Details (provinformation) visas med de aktuella testbestallningarna for
valt provmaterial.
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Valj 6nskad testbestallning fran panelen Test Orders (testbestaliningar).
d. Valj Apply Dilution (tillampa utspadning).

e. Avmarkera Urine Conversion Factor (konverteringsfaktor for urin) i fonstret for
Dilution Factor (utspadningsfaktor).

f. Valj OK for att radera konverteringsfaktorn for urin fran testbestallningen.

Metodanmarkningar

A. Kalibratorer och kontroller

1.

3.

4.

gBKV-kalibratorerna (5 rér), EBV-BKV lagpositiv kontroll (LPC), EBV-BKV hdgpositiv
kontroll (HPC) och roren for transplantationsnegativ kontroll (NC Ill) kan laddas i vilken
position som helst i provstallet och i vilken provfackbana som helst p4 Panther Fusion-
systemet. Pipetteringen av kalibrator- och kontrollpipetter bérjar nar BKV-provmaterialen
laddats i systemet. Provpipettering inleds nar ett av foljande tva villkor ar uppfylit:

a. Systemet bearbetar fér narvarande kalibratorerna och kontrollerna.
b. Systemet registrerar giltiga resultat for kalibratorerna och kontrollerna.

Nar kalibrerings- och kontrollréren har pipetterats och bearbetats fér Panther Fusion BKV
Quant-analysen kan provmaterialen testas. Kalibreringsresultaten ar giltiga i 60 dagar och
kontrollresultaten ar giltiga i upp till 30 dagar (frekvens konfigurerad av en administrator)
savida inte:

a. Kalibratorresultaten ar ogiltiga.

b. Kontrollresultaten ar ogiltiga.

c. Operatoren begar att fa kéra nya kontroller/kalibratorer i Panther Fusion-
systemprogramvaran.

En kalibrering kravs for varje nytt parti av analyskassettlot som laddas i Panther Fusion-
systemet innan det anvands fér bearbetning av provmaterial.

Varje kalibrator och varje kontrollrér kan anvandas en gang.
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Kvalitetskontroll

Analyskalibrering

For att fa fram giltiga resultat maste analyskalibrering utféras. De fem positiva kalibratorerna kors
i tre replikat varje gang en ny analyskassettlot laddas i Panther Fusion-systemet. En utford
analyskalibrering galler i upp till 60 dagar. Programvaran i Panther Fusion-systemet meddelar
operatdren nar kalibrering kravs.

Under bearbetningen kontrollerar Panther Fusion-programvaran automatiskt kalibreringskurvans
giltighet. Om kalibreringen inte klarar validitetskontrollerna ogiltigférklarar Panther Fusion-systemet
automatiskt alla berérda prover och kraver att en ny uppsattning kalibratorer kérs innan
ytterligare prover kan pipetteras.

Som standard kommer analysen att bearbeta proverna som outspadd plasma. Foér att bearbeta
urinprover maste konverteringsfaktorn for spadning av urin valjas i instrumentets anvandargranssnitt.

Negativa och positiva kontroller

For att kunna erhalla giltiga resultat maste en uppsattning analyskontroller testas. Ett replikat i
NC Il (transplant negativ kontroll), LPC (lagpositiv kontroll) och HPC (hégpositiv kontroll) maste
testas varje gang en ny lot av reagenskassetter laddas i Panther Fusion-systemet eller nar den
nuvarande uppsattningen av giltiga kontroller fér en aktiv kassettlot har upphort.

Panther Fusion-systemet konfigureras sa att det kraver att analyskontroller kors vid ett
administratdrsangivet intervall pa upp till 30 dagar. Programvaran i Panther Fusion-systemet
varnar operatoren nar analyskontroller kravs och nya tester startas inte forran analyskontrollerna
laddas och har bérjat bearbetas.

Under bearbetningen verifierar Panther Fusion-systemet automatiskt acceptanskriterier for
analyskontrollerna. For att kunna erhalla giltiga resultat maste analyskontrollerna klara en serie
giltighetskontroller utférda av Panther Fusion-systemet.

Om analyskontrollerna far godkant pa alla giltighetskontroller betraktas de som giltiga for det
administratdrsangivna tidsintervallet. Nar tidsintervallet har 16pt ut gar analyskontrollerna ut i
Panther Fusion-systemet och en ny uppsattning analyskontroller kravs innan ytterligare prover
pipetteras.

Om nagon av analyskontrollerna inte klarar giltighetskontrollerna ogiltigférklaras de paverkade
proverna automatiskt av Panther Fusion-systemet och en ny uppsattning analyskontroller kravs
innan nagra ytterligare prover pipetteras.

Intern kontroll

En intern kontroll tillsatts i varje prov under extraktionsforfarandet. Under bearbetningen verifierar
Panther Fusion-systemet programvara automatiskt acceptanskriterier for intern kontroll.
Detektering av den interna kontrollen kravs inte for prover som ar positiva for BKV. Den interna
kontrollen maste detekteras i alla prover som ar negativa for BKV. Prover som inte uppfyller det
kriteriet rapporteras vara ogiltiga. Varje prov med ett ogiltigt resultat maste testas pa nytt.

Panther Fusion-systemprogramvaran ar konstrueran for exakt verifiering av processer da
procedurerna utférs i enlighet med anvisningarna i den har bipacksedeln och
Anvéndarhandledningen fér Panther/Panther Fusion-systemet.
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Tolkning av resultat

Panther Fusion-systemet faststaller automatiskt koncentrationen av BKV-DNA fér provmaterial
och kontroller genom att jamféra resultaten med en kalibreringskurva. BKV DNA-koncentrationer
rapporteras i IlU/mL och logqq IU/mL. Tolkningen av resultaten ges i Tabell 2 och Tabell 3.

Tabell 2: Tolkning av resultat for plasma

Rapporterade BKV Quant-analysresultat

IU/mL Logqo-varde Tolkning
Ej detekterat Ej detekterat BKV-DNA ej detekterat.
< 79 detekterat <1.90 BKV-DNA har detekterats, men pa en niva under

nedre kvantifieringsgrénsen (LLoQ).

BKV DNA-koncentrationen ar inom det kvantitativa

79 1ill 1,0809 1,901ill 9,00 intervallet mellan LLoQ och ULoQ IU/mL.
BKV DNA-koncentrationen ar dver ovre
> 1,0809 > 9,00 kvantifieringsgransen (ULoQ).
Ogiltig? Ogiltig® Det uppstod ett fel nar resultatet genererades.

Provmaterial bor testas pa nytt.

a QOgiltiga resultat visas med bla text.

Tabell 3: Tolkning av resultat for urin

Rapporterade BKV Quant-analysresultat

IU/mL Logqp-varde Tolkning
Ej detekterat Ej detekterat BKV-DNA ej detekterat.

BKV-DNA har detekterats, men pa en niva under

< 162 detekterat <2,21 nedre kvantifieringsgransen (LLoQ).
. . BKV DNA-koncentrationen ar inom det kvantitativa
162 till 2,0809 2,211ill 9,30 intervallet mellan LLoQ och ULoQ IU/mL.
BKV DNA-koncentrationen ar dver évre
> 2,0809 > 9,30 kvantifieringsgransen (ULoQ).
Ogiltig® Ogiltig® Det uppstod ett fel nar resultatet genererades.

Provmaterial bor testas pa nytt.

a QOgiltiga resultat visas med bla text.
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Begransningar

A. Den har analysen far endast utféras av personal med utbildning i proceduren. Om dessa
anvisningar inte féljs finns det risk fér felaktiga resultat.

B. Palitliga resultat forutsatter att provmaterial tas, transporteras, foérvaras och bearbetas pa ett
korrekt satt.

C. Undvik kontamination genom att folja god laboratoriepraxis och procedurerna som beskrivs i
den har bipacksedeln.

D. Mutationer, aven om de ar ovanliga, inom de val konserverade omradena av det virala
genomet som tacks av primrarna eller sonderna i Panther Fusion BKV Quant-analys, kan
leda till underkvantifiering av eller omgjlighet att detektera viruset.

E. Negativa resultat utesluter inte infektion med BKV och bér inte anvandas som hallpunkt for
behandling eller andra patientbehandlingsbeslut.

F. Ett positivt resultat indikerar detektering av nukleinsyra fran relevant virus. Nukleinsyra kan
kvarsta aven nar viruset inte langre ar viabelt.
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Resultat

Detekteringsgrans vid anvandning av WHO:s forsta internationella standard

Detekteringsgransen (LoD) for analysen definieras som den BKV DNA-koncentration som
detekteras vid en sannolikhet pa 95 % eller hogre, i enlighet med CLSI EP17-A2.7

Detekteringsgrans i plasma med WHO-standard

LoD faststalldes genom paneltest med WHO:s forsta internationella standard (NIBSC-kod 14/212)
for BKV utspatt i BKV-negativ human plasma. Tjugo (20) replikat av varje utspadning testades
med var och en av de tre reagensloterna for totalt 60 replikat per utspadning. En probit-analys
utférdes i syfte att generera férvantade detekteringsgranser. LoD-vardena som visas i Tabell 4
utgor resultaten fran reagensloten med den 6versta forvantade detekteringsgransen. LoD for
Panther Fusion BKV Quant-analys med anvandning av WHQO:s forsta internationella standard ar

43,1 IU/mL fér plasma.

Tabell 4: Detekteringsgréns fér plasma vid anvdndning av WHO:s férsta internationella standard fé6r BKV

Forvantad detekteringsgrans Koncentration (IU/mL)
10 % 1,6
20 % 2,1
30 % 2,7
40 % 3,5
50 % 4,5
60 % 6,1
70 % 8,6
80 % 13,3
90 % 25,3
95 % 43,1

Detekteringsgrans i urin med WHO-standard

LoD faststalldes genom paneltest med WHO:s forsta internationella standard for BKV utspatt i
BKV-negativt humant urin. Tjugo (20) replikat av varje utspadning testades med var och en av
de tre reagensloterna for totalt 60 replikat per utspadning. En probit-analys utférdes i syfte att
generera forvantade detekteringsgranser. LoD-vardena som visas i Tabell 5 utgor resultaten fran
reagensloten med den oOversta forvantade detekteringsgransen. LoD for Panther Fusion BKV
Quant-analys med anvandning av WHO:s forsta internationella standard ar 143,6 IU/mL for urin.
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Tabell 5: Detekteringsgréns for urin vid anvdndning av WHQ:s férsta internationella standard fér BKV

Forvantad detekteringsgrans

Koncentration (IU/mL)

10 % 3,7
20 % 6,0
30 % 9,1
40 % 13,0
50 % 18,5
60 % 26,2
70 % 38,1
80 % 58,1
90 % 99,5
95 % 143,6

Linjart intervall

Linjart intervall i plasma

Det linjara intervallet faststalldes genom att testa BKV-paneler utspadda med BKV-negativ
plasma frdn manniska enligt CLSI EP06-A.¢2 Panelernas koncentration strackte sig fran 1,80 log
IU/mL till 9,08 log IU/mL. Panther Fusion BKV Quant-analysen visade linjaritet pa det testade
intervallet. Analysens dvre kvantifieringsgrans (ULoQ) ar 9,00 log IU/mL, se Figur 3.

Rapporterade Panther Fusion BKV Quant-resultat (log 1U/mL)
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Figur 3. Linjéritet i plasma
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Linjart intervall i urin

Det linjara intervallet faststalldes genom att testa BKV-paneler utspadda med BKV-negativt urin
fran manniska enligt CLSI EP06-A.2 Panelernas koncentration strackte sig fran 2,11 log IU/mL till
9,38 log IU/mL. Panther Fusion BKV Quant-analysen visade linjaritet pa det testade intervallet.
Analysens dvre kvantifieringsgrans (ULoQ) ar 9,30 log IU/mL, se Figur 4.
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Figur 4. Linjéritet i urin

Nedre kvantifieringsgrans enligt WHO:s forsta internationella standard

Nedre kvantifieringsgransen (LLoQ) definieras som den lagsta koncentration vid vilken BKV ar
tillforlitligt kvantifierat — enligt CLSI EP17-A2.7 Felmarginalen (total error) uppskattades med hjalp
av Westgard-modellen: Total Error (TE) = |bias| + 2 SD. Foér att garantera matningarnas exakthet
och precision bestdmdes felmarginalen for Panther Fusion BKV Quant-analysen till 1,2 log 1U/mL,
med en sanningsbias och en SD som maste vara < 0,5 log IU/mL respektive < 0,35 log IU/mL.

Nedre kvantifieringsgréans i plasma enligt WHO:s standard

LLoQ faststalldes genom paneltest med WHO:s forsta internationella standard (NIBSC-kod 14/212)
for BKV utspatt i BKV-negativ human plasma. Tjugo (20) replikat av varje utspadning testades
med var och en av de tre reagensloterna for totalt 60 replikat per utspadning. LLoQ-resultaten
for de tre reagensloterna visas i Tabell 6. Den LLoQ som tas fram med WHO:s forsta
internationalla standard for BKV i plasma ar 79 IU/mL (1,90 log IU/mL).
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Tabell 6: Bestdmning av LLoQ vid anvédndning av WHO:s férsta internationella standard fér BKV utspétt i plasma

BKV Quant-
N Malkoncentration analys SD |Bias| Berdknat TE
Reagensbatch N  detekterat (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/ml) (logIU/ml) (log IU/mL
20 20 1,90 1,95 0,19 0,2 0,5
20 20 2,06 2,09 0,14 0,1 0,4
1 20 20 2,18 2,26 0,12 0,1 0,4
20 20 2,26 2,35 0,15 0,2 0,5
20 20 1,90 1,96 0,14 0,1 0,4
20 20 2,06 2,13 0,16 0,2 0,5
2 20 20 2,18 2,24 0,16 0,1 0,4
20 20 2,26 2,35 0,14 0,1 0,4
20 20 1,90 1,98 0,20 0,2 0,6
20 20 2,06 2,06 0,15 0,1 0,4
3 20 20 2,18 2,27 0,09 0,1 0,3
20 20 2,26 2,35 0,11 0,1 0,4

SD=standardavvikelse < 0,35 (log IU/mL).

|Bias|=sanningsbias < 0,5 (log 1U/mL).

Spadningen som motsvarar LLoQ-koncentrationen och som testats pa varje reagenslot ar gramarkerad.

Nedre kvantifieringsgrédns enligt WHO:s standard i urin

LLoQ faststalldes genom paneltest med WHQO:s forsta internationella standard (NIBSC-kod 14/212)
for BKV utspatt i BKV-negativt urin frdn manniska. Tjugo (20) replikat av varje utspadning
testades med var och en av de tre reagensloterna for totalt 60 replikat per utspadning. LLoQ-
resultaten for de tre reagensloterna visas i Tabell 7. Den LLoQ som tas fram med WHO:s forsta

internationalla standard for BKV i urin ar 162 1U/mL (2,21 log 1U/mL).
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Tabell 7: Bestdmning av LLoQ vid anvédndning av WHO:s férsta internationella standard fér BKV utspétt i urin

BKV Quant-
Malkoncentration analys SD |Bias| Berdknat TE
Reagensbatch N N detekterat (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/ml) (logIU/ml) (log IU/mL
20 20 2,21 2,09 0,24 0,2 0,7
20 20 2,26 2,15 0,20 0,2 0,5
1 20 20 2,30 2,15 0,23 0,2 0,7
20 20 2,38 2,27 0,20 0,2 0,6
20 20 2,21 1,98 0,22 0,2 0,7
20 20 2,26 2,14 0,27 0,2 0,7
2 20 20 2,30 2,23 0,20 0,2 0,6
20 20 2,38 2,27 0,25 0,2 0,7
20 20 2,21 1,97 0,24 0,3 0,7
20 20 2,26 2,03 0,22 0,3 0,7
3 20 20 2,30 2,08 0,18 0,2 0,6
20 20 2,38 213 0,23 0,3 0,7

SD=standardavvikelse < 0,35 (log IU/mL).
|Bias|=sanningsbias < 0,5 (log IU/mL).
Spadningen som motsvarar LLoQ-koncentrationen och som testats pa varje reagenslot ar gramarkerad.

Bekraftelse av nedre kvantifieringsgrans for BKV-genotyper

Nedre kvantifieringsgrians for genotyper i plasma

LLoQ faststalldes med anvandning av WHO-standarden utvarderades genom att testa BKV-
genotyp | (1b-2) och IV spetsad vid 3X LLoQ i BKV-negativ human plasma. Tre replikat pa varje
panelmedlem testades med en reagenslot. Resultaten visas i Tabell 8.

Tabell 8: Bekréftelse av LLoQ i genotyper i plasma

BKV Quant-
Malkoncentration analys SD |Bias|
Isolat (genotyp) N N detekterat (log IU/mI) (log IlU/ml)  (log IU/ml) (log IU/ml)
Genotyp | (1b-2) 3 3 2,37 2,59 0,08 0,2
Genotyp IV 3 3 2,37 2,25 0,05 0,1

SD = standardavvikelse.
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Nedre kvantifieringsgrans for genotyper i urin

Den LLoQ som faststallts med WHO-standarden utfardades genom att testa utspadningar av
BKV-genotyper | (1b-2) och IV i BKV-negativt urin frdn manniska. Tre replikat pa varje
panelmedlem testades med en reagenslot. Resultaten visas i Tabell 9.

Tabell 9: Bekréftelse av LLoQ i genotyper i urin

BKV Quant-
N Malkoncentration analys SD |Bias|
Isolat (genotyp) N detekterat (log IU/ml) (log IlU/ml) (log IU/mlI) (log IU/ml)
Genotyp | (1b-2) 3 3 2,69 2,43 0,27 0,0
Genotyp IV 3 3 2,69 2,57 0,16 0,2

SD = standardavvikelse.

Sparbarhet till WHO:s forsta internationella standard

En serie sekundara standarder med kanda koncentrationer anvandes genomgaende i
produktutvecklingen och produkttillverkningen for att etablera sparbarhet till WHO-standarden.
WHO:s forsta internationalla standard for BKV spaddes ut och testades tillsammans med de
sekundara standarderna saval som analyskontroller och kalibratorer som anvands i Panther
Fusion BKV Quant-analysen for att bedoma sparbarhet enligt CLSI EP32-R analysens R.? For de
sekundéra standarderna var koncentrationsintervallet 2,30 till 6,30 log4g IU/mL.

Sparbarhet till WHO-standarden med plasma

Koncentrationerna som testades for WHO:s forsta standard for BKV lag mellan 2,07 och 4,70 log
IU/mL. WHO-plasmapanelerna, sekundara standarder, analyskontroller och analyskalibratorer
aterfanns i enlighet med férvantade varden Over analysens linjara intervall, vilket ses i Figur 5.
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Figur 5. Sparbarhet mellan WHO:s férsta standard fér BKV fér malkoncentrationer och rapporterade
koncentrationer i Panther Fusion BKV Quant-analysen (WHO-standard utspédd i plasma)
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Sparbarhet till WHO-standarden med urin

Koncentrationerna som testades for WHO:s forsta standard for BKV i urin mellan 2,38 och 5,00
log4g IU/mL. WHO-urinpanelerna, sekundara standarder, analyskontroller och analyskalibratorer
aterfanns i enlighet med férvantade varden over analysens linjara intervall, vilket ses i Figur 6.
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Figur 6. Sparbarhet mellan WHO:s férsta standard fér BKV fér malkoncentrationer och rapporterade
koncentrationer i Panther Fusion BKV Quant-analysen (WHO-standard utspédd i urin)

Precision inom laboratoriet

Urin

For att beddma precisionen inom laboratoriet gjordes en negativ panel och en panel med tre
medlemmar genom spadning av BKV-DNA i BKV-negativt urin. De positiva och negativa
panelerna testades av 2 peratérer med hjalp av 3 reagensloter pa 3 Panther Fusion-system
under 6 icke pa varandra foljande testdagar. Varje operator utférde 2 kdrningar per dag och varje
panelmedlem testades i triplikat vid varje korning. Studien utformades och analyserades enligt
rekommendationer fran CLSI EP-05-A3.1

Tabell 10 visar analysresultatens reproducerbarhet (i log IU/mL) far den positiva panelen mellan
instrument, mellan operatérer, mellan kassettloter, mellan kérningar, mellan dagar, inom
korningar och totalt. Den totala variabiliteten berodde primart pad grund av variabilitet inom
kérningar (det vill sdga slumpfel). Alla replikat av den negativa panelen var negativa.

Tabell 10: Reproducerbarhet hos Panther Fusion BKV Quant-analysen i urin

Genomshittlig Mellan . Mellan Mella“n Mellan Mellan Inom Totalt

N koncentration Lot (batch) instrument operatorer dagar koérningar korningar
(log IU/mI) SD SD SD SD SD SD SD
54 2,59 0,06 0,08 0,02 0,08 0,14 0,13 0,16
54 3,55 0,08 0,04 0,01 0,02 0,05 0,25 0,10
54 4,58 0,07 0,01 0,01 0,01 0,06 0,28 0,07

SD = standardavvikelse.
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Potentiellt interfererande substanser

Panther Fusion BKV Quant-analysens kanslighet for interferens fran férhéjda nivaer av endogena
substanser, antikoagulantia och lakemedel som ofta ordineras till transplantationspatienter utvarderades
i BKV-negativa matriser i narvaro eller franvaro av 2,37 log IU/mL och 2,69 log IU/mL av BKV i
plasma respektive urin. Testkoncentrationerna fér vardera av substanserna som kan interferera
valdes baserat pa tillgangliga referenser fran litteraturen samt riktlinjer fran CLSI EPO7" och EP37.1

Ingen interferens observerades gallande exaktheten av kvantifieringen eller i urinprover i narvaro

av potentiellt interfererande substanser som anges i Tabell 11 och Tabell 12.

Tabell 11: Plasmaendogena substanser

Testad
Potentiellt interfererande substans Antal replikat koncentration
Albumin 3 6000 mg/dL
Konjugerat bilirubin 3 40 mg/dL
Hemoglobin 3 10 mg/dL
Genomiskt DNA fran manniska 3 0,2 mg/dL
Triglycerider 3 3,45 mg/dL
Okonjugerat bilirubin 3 40 mg/dL
Tabell 12: Urinendogena substanser
Testad
Potentiellt interfererande substans  Antal replikat koncentration
Albumin 3 6000 mg/dL
Konjugerat bilirubin 3 40 mg/dL
Estradiol 3 8E-05 mg/dL
Glukos 3 200 mg/dL
Mucin 3 6 mg/dL
Mononukleéra celler fran perifert 3 1E+06 celler/mL
blod
pH, sur (HCI) 3 2mM
pH, alkalisk (NaOH) 3 0,2 mM
Sperma 3 5%
Helblod 3 2%
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Ingen interferens observerades gallande exaktheten av kvantifieringen i narvaro av de exogena
substanser som anges i Tabell 13 och Tabell 14.

Tabell 13: Exogena substanser fér plasma

Testad
Potentiellt interfererande substans Antal replikat koncentration
Acyclovir 3 6,6 mg/dL
Azathioprin 3 0,258 mg/dL
Cefotetan 3 71,1 mg/dL
Cidofovir 3 12,4 mg/dL
Kaliumklavulanat 3 1,47 mg/mL
Ciklosporin 3 0,180 mg/dL
Everolimus 3 0,0183 mg/dL
Fluconazol 3 2,55 mg/dL
Foscarnet 3 108 mg/dL
Ganciclovir 3 3,96 mg/dL
Letermovir 3 3,9 mg/dL
Micafungin 3 6,6 mg/dL
Mykofenolatmofetil 3 18,1 mg/dL
Mykofenolatmofetgrelaterad férening 3 18.1 mg/dL
Naproxen 3 36 mg/dL
Piperacillin 3 110 mg/dL
Prednison 3 0,0099 mg/dL
Sirolimus 3 0,0213 mg/dL
Sulfametoxazol 3 35,7 mg/dL
Tacrolimus 3 0,0144 mg/dL
Tazobaktam som natriumsalt 3 10,2 mg/dL
Ticarcillin disodium 3 151 mg/dL
Trimetoprim 3 4,2 mg/dL
Valganciclovir 3 4,83 mg/dL
Vancomycin 3 12 mg/dL
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Tabell 14: Exogena substanser fér urin

Testad
Potentiellt interfererande substans  Antal replikat koncentration
Paracetamol 3 3 mg/dL
Acetylsalicylsyra 3 3 mg/dL
Klotrimazol 3 0,5 mg/dL
Ibuprofen 3 21,9 mg/dL
Metronidazol 3 12,3 mg/dL
Naproxen 3 36 mg/dL
Fenazopyridinhydroklorid 3 79,5 mg/dL
Propylenglykol 3 130 mg/dL
Talk 3 5 mg/dL
Analytisk specificitet

Potentiell korsreaktivitet for patogenerna i Tabell 15 utvarderades for BKV-negativ matriser i
narvaro eller franvaro av 2,37 log IU/mL och 2,69 log IU/mL BKV i plasma respektive urin.

Patogener testades vid hogsta tillgangliga koncentrationen. Ingen korsreaktivitet eller interferens

observerades gallande exaktheten av kvantifieringen.

Tabell 15: Patogener som har testats fér analytisk specificitet

Mikroorganism/patogen

Koncentration

Mikroorganism/patogen

Koncentration

ADV-5

1,00E+05 TCIDsg/mL

Humant herpesvirus 7

1,00E+03 TCIDso/mL

Aspergillus niger

1,00E +06 CFU/mL

Humant herpesvirus 8

1,00E+05 TCIDso/mL

Bacillus cereus

1,00E +06 CFU/mL

Klebsiella pneumoniae

1,00E+06 cp/mL

Bacillus subtilis

1,00E +06 CFU/mL

Lactobacillus acidophilus

1,00E +06 CFU/mL

Candida albicans

1,00E +06 CFU/mL

Lactobacillus crispatus

1,00E +06 CFU/mL

Candida glabrata

1,00E +06 CFU/mL

Listeria monocytogenes

1,00E +06 CFU/mL

Candida parapsilosis

1,00E +06 CFU/mL

Mycobacterium avium

1,00E +06 CFU/mL

Candida tropicalis

1,00E +06 CFU/mL

Mycoplasma pneumoniae

1,00E+06 CCU/mL

Chlamydia trachomatis

1,00E+06 IFU/mL

Neisseria gonorrhoeae

1,00E +06 CFU/mL

Clostridium perfringens

1,00E +06 CFU/mL

Humant parovirus B19

1,00E+05 IU/mL

CMV

1,00E+05 cp/mL

Propionibacterium acnes

1,00E +06 CFU/mL

Corynebacterium diphtheriae

1,00E +06 CFU/mL

Proteus miribalis

1,00E +06 CFU/mL

Cryptococcus neoformans

1,00E +06 CFU/mL

Pseudomonas aeruginosa

1,00E +06 CFU/mL

EBV

1,00E+05 cp/mL

Salmonella enterica

1,00E +06 CFU/mL

Enterobacter cloacae

1,00E +06 CFU/mL

Staphylococcus aureus

1,00E +06 CFU/mL

Enterococcus faecalis

1,00E +06 CFU/mL

Staphylococcus epidermidis

1,00E +06 CFU/mL

Enterococcus faecium

1,00E +06 CFU/mL

Staphylococcus saprophyticus

1,00E +06 CFU/mL

Escherichia coli

1,00E +06 CFU/mL

Streptococcus agalactiae

1,00E +06 CFU/mL
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Tabell 15: Patogener som har testats for analytisk specificitet (forts.)

Mikroorganism/patogen Koncentration Mikroorganism/patogen Koncentration

HBV 1,00E+05 IU/mL Streptococcus bovis 1,00E +06 CFU/mL

HCV 1,00E+04 IU/mL Streptococcus oralis 1,00E +06 CFU/mL

HIV-1 1,00E+05 IU/mL Streptococcus pneumoniae 1,00E +06 CFU/mL

HIV-2 1,00E+04 |U/mL Streptococcus pyogenes 1,00E +06 CFU/mL

HSV-1 1,00E+06 TCIDgo/mL Trichomonas vaginalis 1,00E+05 Trofozoiter/mL
HSV-2 1,00E+04 TCIDgg/mL| Ureaplasma urealyticum 1,00E+06 cp/mL
Hp\ﬂ:fg‘ftiigg;e”er 1,00E+05 celler/mL Varicella Zoster-virus 1,00E+05 cp/mL
Humant herpesvirus 6 1,00E+05 cp/mL — —

CCU/mL=koloniandrande enheter/mL
CFU/mL=kolonibildande enheter per mL.
cp/mL=viruskopior per mL.
IFU/mL=inklusionsbildande enheter per mL.
IU/mL = internationella enheter per mL.
TCIDgg/mL=infektiés dos i vavnadsordling, enheter per mL.

Metodkorrelation
Studien utformades i enlighet med CLSI EP09c.

Metodkorrelation for plasma

Resultaten hos Panther Fusion BKV Quant-analysen utvarderades gentemot en jamférelseanalys
genom att testa restrospektivt insamlade provmaterial och konstruerade provmaterial som tacker
hela det linjara intervallet. Sammanlagt 108 provmaterial inom det linjara intervall som ar
gemensamt for bada analyserna anvandes for Deming-regression enligt Figur 7.
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Figur 7. Korrelation mellan BKV-virusbelastning i Panther Fusion BKV Quant-analysen och
jdmforelseanalysen vid test av plasmaprover
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Metodkorrelation for urin

Resultaten hos Panther Fusion BKV Quant-analysen utvarderades gentemot en jamforelseanalys
genom att testa restrospektivt insamlade provmaterial och konstruerade provmaterial som tacker
hela det linjara intervallet. Sammanlagt 153 provmaterial inom det linjara intervall som ar
gemensamt for bada analyserna anvandes foér Deming-regression enligt Figur 8.
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Figur 8. Korrelation mellan BKV-virusbelastning i Panther Fusion BKV Quant-analysen och
jamférelseanalysen vid test av urinprover

Korskontamination

Korskontamination utvarderades med BKV-spetsade STM-prover med hoga titret (1,00E +09 1U/mL)
spridda mellan BKV-negativa prover i ett schackrutigt monster. Testningen gjordes éver fem
kérningar. Den 6vergripande korskontaminationen var 0,00 % (0/150).
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