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Rozsifeni nakazy SARS-CoV-2 a postupné vyhlaseni epidemie a nouzového stavu

piedstavovalo zcela novy druh vyzvy pro cely zdravotnicky systém v CR a jednotliva

zdravotnicka zatizeni. Ustfedni vojenska nemocnice - Vojenska fakultni nemocnice

Praha (dale jen UVN) ihned po vyhlaseni nouzového stavu dne 12. biezna 2020 se jiz

v sobotu 13. bfezna 2020 zfizenim odbérového mista aktivné zapojila do systému tes-

tovani a screeningu infekce SARS-CoV-2. Nafukovaci stan postaveny v arealu UVN pro

odbéry nazofaryngealnich stéra se tak stal jednim z prvnich podobnych testovacich

mist v CR.!

Validace pouziti samoodbérové
soupravy GARGTEST pro provedeni
testu cobas® SARS-CoV-2 Roche

plk. git. MUDr. MILOS BOHONEK, Ph.D., Ing. LUDMILA LANDOVA, Ph.D.
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Odebrané vzorky byly zpocatku zasila-
ny k laboratornimu vySetfeni do exter-
nich laboratofi, proto byly zanedlouho
po otevieni prvniho odbérového mista
podniknuty nezbytné kroky, aby mohla
byt zahdjena laboratorni vysetfeni vzor-
kit v UVN co nejdiive. Aktivitu v tomto
sméru vyvinulo Oddéleni hematologie
a krevni transfuze (dale jen OHKT), které
ma nékolikaletou zkusenost s velkoobje-
movym automatizovanym vySetfovanim
darct krve a jejich slozek metodou pfi-
mé detekce nukleové kyseliny, a volba
padla na vysoce kapacitni systém fy Ro-
che cobas® 6800 s pravé na evropsky trh
uvedenym testem RT PCR SARS-CoV-2.
Po nutnych drobnych stavebnich tpra-
vach a instalaci v rekordnim case labora-
tof na vySetfovani RT PCR SARS-CoV-2
na OHKT zahdjila provoz 3. dubna 2020.
V té dobé se jednalo o nejvykonnéjsilabo-
ratof na testovani RT PCR SARS-CoV-2
v CR s moznou kapacitou aZ 1 000 prove-
denych testt za 24 hodin.!

Kit cobas® SARS-CoV-2 je kvalitativni test
pro pouziti v systému cobas® 6800 a systé-
mu cobas® 8800 pro detekci RNA nového
koronaviru z roku 2019 (SARS-CoV-2)
v individudlnich nebo poolovanych vzor-
cich nazalnich, nazofaryngealnich a oro-

faryngedlnich vytér odebranych v médiu

Copan Universal Transport Medium
System (UTM-RT), médiu BD™ Univer-
sal Viral Transport System (UVT), médiu
cobas® PCR Media nebo v 0,9% fyziologic-
kém roztoku. Pri zpracovani se do kazdé-
ho vzorku pridavda RNA interni kontrola,
ktera se pouzivd pro monitorovani celé
ptipravy vzorku a procesu amplifikace pri
PCR. Test navic vyuziva externi kontroly
(pozitivni kontrolu s nizkym titrem a ne-

gativni kontrolu).?

Béznou a vétsinovou praxi jsou odbé-
ry individudlnich vzorkd z nazofaryn-
gedlnitho vytéru, u nové definovanych
preventivnich vySetfeni jsme od cervna
2021 zavedli poolovani s pouzitim roz-
pipetovavaciho automatu Microlab®
HAMILTON STAR IVD v systému
cobas® Synergy SOFTWARE v poolu 6.

V souvislosti s diskusi o $ir§im zavede-
ni PCR testovani ve $kolach jsme hledali
vhodnou odbérovou soupravu na odbéry
slin, abychom tuto moznost mohli ptipad-

né nabidnout potencialnim zakazniktim.

Moznou soupravou pro otestovani byla
zvolena samoodbérova sada GARGTEST
na principu kloktani dutiny tstni a hlta-
nu, vyrobce IntellMed, s.r.o., Olomouc.
Sada je uréena k odbéru vzorku, které se
vyhodnocuji na ptitomnost vira infiku-
jicich dutinu ustni a horni cesty dychaci
ve zdravotnické laboratoti metodou pti-
mého priikazu nukleové kyseliny. Virus
v transportnim médiu zistava vitalni
a lze ho pouzit i pro kultiva¢ni vysette-
ni. Odebrany vzorek je stabilizovan spe-
cidlnim pufrem, neni tfeba jej uchova-

vat a prevazet do laboratofi pfi snizené



ZKUSENOSTI Z LABORATORI .#.

A Obr. 1: Ndvod k pouZziti odbérové soupravy GARGTEST

teploté. V roztoku virus zustavd dlou-
hodobé stabilni v Sirokém rozpéti teplot
(4-37 °C) po dobu nejméné 1 tydne.

Jako srovnavaci test byl pouzit rutinné za-
vedeny odbérovy set COROTEST VIM
(vyrobce LabMediaServis s.r.o., Hradec
Krélové) pro nazofaryngealni odbér vzor-
ku. Jednd se o polypropylenovou zku-
mavku s transportnim médiem s 2 od-
bérovymi ty¢inkami. Médium obsahuje
BSF: bovinni fetalni sérum, guanidin
thiokyanat, ATB potlacujici rst mikro-
fléry, PBS pufr (pH = 7,3/25 °C).

Predmét, cil a metoda validace

Cilem validace bylo provést ovéfeni a po-
tvrzeni funkénosti metody SARS-CoV-2
kitem cobas® SARS-CoV-2 (Roche,
Rotkreuz, Svycarsko) s ndslednou eva-
luaci samoodbérové sady GARGTEST
v ramci komparace s nazofaryngealnim
odbérem do transportniho média. Nedil-
nou soucasti validace bylo provedeni ana-

lytické navaznosti na testovani externich

kontrol kvality INSTAND EQAS Dii-
sseldorf a externich kontrol AccuPLex
SARS-CoV-2 (SeraCare).

Vypocéty byly provadény  statistic-
kym softwarem Statistica® spole¢nosti
StatSoft/DELL (verze 12 - Oklahoma,
USA), ur¢enym k biostatistickym a lékai-
skym vypo¢tim klinickych studii.

Rozsah validace

Specifita

Specifita, tj. tésnost souladu mezi jed-
nim vysledkem méfeni a dohodnutou
referen¢ni hodnotou daného parametru.
Ocekavany vysledek je 10 negativnich
vzorkil pro dany kvalitativni parametr
a minimalné 5 reaktivnich vzorku (reak-
tivni vysledek u vzork(l obsahujici RNA

daného viru).

Detekéni limit
detekovatelné mnozstvi nukleové kyse-

liny (NK) ve vzorku, ktera nemusi byt

stanovena kvantitativné. Jasné a spolehli-
vé stanoveni NK od matrix vzorku (LoD,
limit of detection) analytického postupu
je dano nejmen$im mnozstvim analytu
ve vzorku, které mize byt detekovano, ale
které nemusi byt stanovitelné jako exakt-
ni hodnota. Oc¢ekdvany vysledek a kri-
térium piijatelnosti je detekce ve 100 %

vSech spusténych béhu.

Robustnost

Robustnost, tj. mira schopnosti metody
stanovit spravné a presné vysledky pti
malych zméndch pracovnich podminek,
ke kterym dochazi pti rutinni analyze, ale
s dodrzenim pracovniho postupu. Oce-
kavany vysledek a kritérium ptijatelnosti

je pozitivita vech spike vzorki.

Vyhodnoceni validace

V ramci validace bylo odebrano celkem
310 synchronnich odbért (samoodbér
vs. nazofaryngealni stér), z toho 279 bylo
zafazeno do studie z davodu velkého

mnozstvi neshod (viz dale).
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A Obr. 2 a 3: Ndhledy na poskozené ID barcody

A Obr. 4 a 5: Ndhledy na precipitdty uvniti zkumavek

Vsechny vzorky byly testovany IDT, na-
sledné nazofaryngealni stér také primar-

nim poolem 6 (viz tab. 1).

Vyhodnoceni preanalytické faze

Pfi pfijmu materialu odebraného do sou-
pravy GARGTEST bylo zjisténo mnozstvi
neshod (celkem 31):

1) poskozeni ID barcodu (poskozeni vo-

dou - posttikani po vyplivnuti nebo
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2

)

nalévani vody do ptipraveného kalis-
ku) - pti mozném budoucim pouziva-
ni je nutné volit laserovy leskly stitek.

Cetné precipitaty a zbytky jidla uvnitf
vlastniho vzorku. Ani po fedéni a ly-
zaci nebylo mozné nékteré vzorky
zméfit — pfi vlastnim méfeni byla
v SW cobas® 6800 informace o pfi-
tomnosti srazeniny (clotu) nebo po-

ruchy aspirace pfi pipetovani vzorku.

Vyhodnoceni kvalitativni metody
SARS-CoV-2

Specifita

Pouzité vzorky byly testované jako nega-

tivni a pozitivni (viz tab. 2-7).

Zavér vyhodnoceni specifity

Test cobas® SARS-CoV-2 ma 100% spe-
cifitu v samoodbérové sadé GARGTEST
a skute¢né stanovuje negativni vysledek

v externich kontroldch AccuPlex.

Vysledek byl pozitivni pouze u 3 vzorki,
276 vzorku bylo negativnich. Byla prove-
dena komparace mezi nazofaryngealni
COROTEST
VTM, kdy vSechny vzorky byly zméfeny

odbérovou  soupravou
jak v primarnim poolu 6, tak i jako IDT.
Veskeré pooly a IDT byly negativni. Od-
chylka v negativité oproti GARGTESTam
mize byt zptisobena napf. chybné prove-

denym nazofaryngedlnim stérem apod.

Specifita je pro COROTEST o 1,075%
niz$i nez u GARGTESTu. Vyrobce tes-
tu cobas® SARS-CoV-2 fa Roche v pfi-
balovém letdku wuvadi specifitu testu
v poolu 6 100% (95% CI: 83,9-100 %),
konfiden¢ni interval tak odpovida nase-

mu zjisténi specifity 98,9 %.

Vzhledem k malému poétu pozitiv-
nich vzorkil a vSech negativnich vzorkd
v COROTESTu nelze provést statistickou
analyzu specifity pfi porovnéani téchto
dvou odbérovych souprav a vyhodnoceni

specifity neni mozné uzavtit.

Detekéni limit a analyticka senzitivita

Pouzité vzorky a metodika

Byla pouzita 1 nezavisld série fedéni
pozitivnich vzorki (STD SZU), které
byly testovany ve dvou odli$nych dnech;
celkem zméteno 12 vysledki pro fedici
fadu nasledujicim zpiisobem: 6 replikatt
pro kazdé fedéni - 2 dny - 1 redici fada.
Dale byl pouzit Accuplex™ SARS-CoV-2
SeraCare, ktery byl také pouzit pro vy-
voj kitu Roche, kdy byla do vzorku
vody ptidana kontrola v poméru 1 : 10
(viz tab. 8-9).
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Typ testu Pocet neg. Pocet poz.
GARGTEST IDT 276 3
COROTEST VTIM IDT 279 0
COROTEST VTM PP6 279 0

A Tab. 1: Zdikladni vyhodnoceni

Parametr Poéet pouzitych vzorkii UVN | Pouzita metoda

Reagenéni kit cobas® SARS-CoV-2 Lot/Exp.

SARS-CoV-2RNA + | 3

SARS-CoV-2 RNA - 276 PCR

H093183/31.3.2022

Pouzity reagen¢ni kit cobas® SARS-CoV-2 nerozliSuje jednotlivé genotypy/varianty/delece atd., pouze detekuje reaktivitu vzorku, jde tedy o kvalitativni metodu.

A Tab. 2: PouZité reaktivni a negativni vzorky (odbérovd souprava GARGTEST)

Reagent lot/exp. Sample type Pocet vzorku Vysledek Vysledek Vysledek externi Vysledek interni
Target 1 Target 2 kontroly kontroly
SARS-CoV-2 TGT1 TGT2
H093183/31.3.2022 IDT 276 negative negative negative valid
A Tab. 3: Prehled vysetteni - negativni vzorky — cobas® 6800 GARGTEST
Reagent lot/exp. Sample type Pocet vzorkii Vysledek Target | Vysledek Target | Vysledek externi Vysledek interni
1 2 kontroly kontroly
SARS-CoV-2 TGT1 TGT2
H093183/31.3.2022 IDT 279 negative negative negative valid
A Tab. 4: Pfehled vySetieni - negativni vzorky — cobas® 6800 COROTEST VTM
Reagent lot/exp. Sample type Pocet vzorku Vysledek Target | Vysledek Target | Vysledek externi Vysledek interni
1 2 kontroly kontroly
SARS-CoV-2 TGT1 TGT2
H093183/31.3.2022 IDT 3 reactive reactive reactive valid
A Tab. 5: Prehled vysledkii jednotlivych IDT - pozitivni vzorky - cobas® 6800 - GARGTEST
Pozit. vzorek CT1 CT2
1 38,7 38,8
2 38,8 38,9
3 379 38,1
A Tab. 6: Piehled CT hodnot u pozitivnich vzorkii
Reagent lot/exp. Sample type Pocet vzorku Vysledek Target 1 Vysledek Target 2 Vysledek interni kontroly
SARS-CoV-2
(G030835/30.11.2021 IDT 5 positive positive valid
IDT 5 negative negative valid

A Tab. 7: Prehled testovdni na referencnim panelu SARS-CoV-2 AccuPlex™Verification Reference Material kit
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Parametr SARS-CoV-2 Pocet replikati | Metodika % reaktivnich vzorka v cobas® 6800 LOD 95% detekéni hranice Roche
Dilution level 1 6 IDT 100 25/32 cps/ml

Dilution level 2 6 100

Dilution level 3 6 100

Dilution level 4 6 100

Dilution level 5 6 100

Dilution level 6 6 100

*Vzhledem k vysokeé virové nalozi v primarnim standardu déle fedén

posledni testovany vzorek 1 : 10 vzdy pfedchozim diluénim levelem az do hodnoty 180 cps/ml.

Parametr SARS-CoV-2 Pocet replikati Metodika % reaktivnich vzorki v cobas® 6800 LOD 95% detekéni hranice Roche
(AccuPlex™)

Dilution level 1-100 6 IDT 100 25/32 cps/ml

Dilution level 2-50 6 100

Dilution level 3-25 6 75

Dilution level 4-12,5 6 50

A Tab. 8 a 9: Vysledky testovdni SARS-CoV-2 cobas® 6800

Zavér vyhodnoceni detek¢niho limitu
a analytické senzitivity

U parametru SARS-CoV-2 bylo prove-
deno fedéni vzorku dle postupu v pti-
balovém letdku. Z téchto nafedénych
vzorkid byly vytvofeny fedici fady, kdy

se kazdé fedéni testovalo v 6 replikatech.

Vsechny fedici fady v jednotlivych mé-
fenich byly vyhodnoceny procentudlné.
Po vyhodnoceni vysledka jednotlivych
vysledki fedicich fad je mozné konsta-
tovat, Ze lze spolehlivé detekovat pti-
tomnost nukleové kyseliny viru kitem
cobas® SARS-CoV-2.

sx s

nych davek (LOD) byly pouzity refe-
rencni panely z externi firmy SeraCare
se 100% detekci do 50 cps/ml, standard
SZU. Vyhodnoceni bylo provedeno dle
detekovatelna hladina/senzitivita pouzita
hladina viru, kde je detekovano 100 % re-
aktivit ve vSech bézich s pouzitim 6 repli-
katd. V nasem pripadé tedy jde o hladinu
50 cps/ml (AccuPlex™).

Lze predpokladat, ze dalsi fedéni by uka-

zalo pozitivitu i v dal$im ndasobném redé-

ni, coz ukazuji hladiny specifity, viz vyse.
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Kvtli nedostatku materidlu ale nebylo

mozné tento predpoklad oveéfit.

Robustnost

Bylo pouzito 5 ndhodné vybranych nega-
tivnich vzorki k vytvofeni ,spike samp-
le“ s pribliznym 3nasobkem 95% LOD,
tj. 150 cps/ml. VSechny vzorky v béhu
byly reaktivni.

Zavér vyhodnoceni robustnosti

Test cobas® SARS-CoV-2 je vysoce ro-
bustni, ve vSech nami testovanych vzor-
cich byla zji$téna reaktivita v obou cilech
(ORF1ab, E-gen).

Zaveér

Pti vyhodnoceni preanalytické faze lze
konstatovat, Ze odbéry vzorkd na vySet-
feni PCR SARS-CoV-2 pomoci odbéro-
vé soupravy GARGTEST nepredstavuji
optimélni zptisob provedeni odbéru bio-
logického materidlu pro PCR vysetieni,
obzvldsté v automatizovaném systému
(poskozené stitky s ID barcody, preci-
pitaty a zbytky potravy), coz je z velké
¢asti dano laickym samoodbérem, ktery
prakticky vylucuje jakoukoli standardiza-

ci vzorku. Cést odebranych vzorka nelze

pouzit pro vlastni analytickou fazi vyset-
feni, coz nasledné znehodnocuje cely pri-

padny screeningovy proces.

Ve valida¢ni studii byla prokdzana vyssi
specifita PCR testu cobas® SARS-CoV-2
(Roche) ve vzorcich odebranych sou-
pravou GARGTEST (o 1,075 % vice neZ
u vzorkil odebranych béznym nazofaryn-
gealnim stérem soupravou COROTEST).
Bohuzel toto konstatovani je obecné, ne-
bot nelze vyslovit spolehlivy zavér s pou-

ze tfemi pozitivnimi vzorky.

Vzhledem k tomuto nizkému poctu po-
zitivnich vzorkd v GARGTESTu a vSem
negativnim vzorkiim v COROTESTu ne-
lze provést statistickou analyzu specifity
pti porovnani téchto dvou odbérovych

souprav.

Vzorky odebrané soupravou GARG-
TEST i COROTEST, které byly zpusobi-
1é pro analytickou fazi vySetteni, splnuji
podminky pro dosazeni detekéniho li-
mitu, analytické senzitivity a robustnosti
a pro detekci pritomnosti nukleové ky-
seliny viru SARS-CoV-2 kitem cobas®
SARS-CoV-2 jsou spolehlivé, nicméné
by bylo vhodné provést valida¢ni studii

s vét$im mnozstvim pozitivnich vzorka.



ZKUSENOSTI Z LABORATORI
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Pracuje jako primét Oddéleni hematologie a krevni transfuze UVN Praha, je hlavnim odbornikem pro hematologii

a transfuzni sluzbu Zdravotnické sluzby ACR a v soucasnosti téz predsedou Spole¢nosti pro transfuzni 1ékatstvi CLS JEP

a Spole¢nosti vojenské mediciny CLS JEP. Ve vyzkumné a védecké ¢innosti se vénuje zejména otizkam kryokonzervace krve,

modernim metoddm testovani dérct krve a v uplynulém roce mj. i vysoce aktudlni problematice vyroby tzv. rekonvalescentni

plazmy pro 1é¢bu onemocnéni COVID-19. Na jate 2020 se spolu s laboratornim tymem OHKT UVN aktivné zapojil

do diagnostiky COVID-19, nyni se v této oblasti vénuje zejména otdzkam protildtkové odpovédi proti SARS-CoV-2. Zicastnil

se rovnéZ dvou zahranic¢nich mis{ ACR - v roce 2013 mise Iraqi Freedom se 6. polni nemocnici ACR v Baste a na ptelomu let
| 2014/15 mise NATO Winter Race v zemétieseni postizeném Kasmiru (Pakistan).

Ing. Ludmila Landova, Ph.D.

Oddéleni hematologie a krevni transfuze, Ustfedni vojenské nemocnice Praha - Vojenské fakultni nemocnice Praha
Kontakt: ludmila.landova@uvn.cz

Pracuje jako bioanalytik pro klinickou hematologii a transfuzni sluzbu Oddéleni hematologie a krevni transfuze UVN Praha,
predndsi v rémci oboru Zdravotni laborant na FBMI CVUT. Podilela se na zavadéni PCR metod pro vySetteni SARS-CoV-2
RNA v UVN Praha véetné zavedeni screeningového poolovani vzorkii.

Zakladni informace o IVD zdravotnickém prostiedku firmy Roche - analyzatoru cobas® 6800, testu cobas®
SARS-CoV-2, softwaru cobas® Synergy SOFTWARE a kultivaténim médiu cobas® PCR Media - najdete
na webu go.roche.com/Navody. Podrobné navody k pouziti naleznete na go.roche.com/CZ_elLabDoc. Zakladni

o v s

informace o zminénych IVD zdravotnickych prostfedcich jinych dodavatell Zédejte u zodpovédnych firem.
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