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Ucel pouziti
Test cobas® WNV pro pouziti na systémech cobas® 6800 a cobas® 8800 je kvalitativni in vitro test k ptimé detekci RNA
zapadonilského viru (WNV) v lidské plazmé.

Tento test je urcen pro skriningové testy darcti na RNA WNV ve vzorcich plazmy od jednotlivych darci, véetné darct
plné krve a slozek krve, a také od ostatnich Zijicich darct. Tento test je také urc¢en pro pouziti pti vySetfeni darcti organt
a tkani, kdy jsou vzorky darce odebrany, zatimco jeho srdce jesté bije, a pfi vysetfeni kadaver6znich (zemfelych) darct

(bez srde¢niho pulsu).
Tento test neni urcen pro pouziti na vzorcich krve z pupe¢niku.

Plazma od vsech darctt muze byt otestovana jako jednotlivé vzorky. U darcovskych odbérii plné krve a slozek krve, mohou
byt vzorky plazmy testovany jednotlivé nebo mohou byt testovany i ve smésich alikvott jednotlivych vzorka. Odbéry
od kadaveréznich darct organt a tkani (bez srde¢niho pulsu) mohou byt testovany pouze jako jednotlivé vzorky.

Tento test neni urcen pro pouziti jako pomtcka pro stanoveni diagndzy infekce virem WNV.

Souhrn a vyklad testu

Zakladni informace: skrining krve pro virové infekce prenasené transfazi

Zapadonilsky virus (WNV) je arbovirus (virus pfenaseny ¢lenovci) s jednofetézcovou, pozitivné orientovanou RNA, ktery
nalezi do Celedi Flaviviridae, rodu Flavivirus a sérokomplexu japonské encefalitidy."* Sérokomplex japonské encefalitidy
také zahrnuje virus japonské encefalitidy, virus St. Louisské encefalitidy, virus encefalitidy Murray Valley a virus Kunjin
(nyni je zndmo, Ze se jedna o variantu WNV).>”* Na zakladé fylogenetickych studii byly identifikovany 2 hlavni linie viru
WNV: linie 1 a linie 2. Kmeny z linie 1 se nachazi v Africe, Indii, Australii a na zapadni polokouli a jsou ptivodci
nedavnych epidemii v Evropé, sttedomofti a v Severni i Jizni Americe. Kmeny z linie 2 byly hlaseny v subsaharské Africe®
a v posledni dobé i v jizni Evropé.”®

Stejné jako dalsi arboviry se i WNV udrzuje v enzootickém cyklu mezi komary sajicimi krev a dostupnymi hostiteli

z podkmene obratlovcu (ptaci).’ Ptaci slouzi jako prirozena zasobdrna hostitell z fad obratlovci a komafi rodu Culex jsou
hlavnimi enzootickymi prenasec¢i WNV, zatimco lidé a savci (napt. koné) jsou ndhodnymi a obvykle kone¢nymi hostiteli,
protoze se u nich pouze vzacné vyvine virémie o dostate¢ném titru, aby nakazili efektivni pfenasece z rad ¢lenovci.>* '

WNYV je $iroce rozéifen po Africe, Sttednim vychodg¢, jizni Evropé, zdpadnim Rusku, jihozdpadni Asii a Australii (subtyp
Kunjin viru WNV), vzhledem ke schopnosti WNV infikovat mnozstvi druht komart a ptaka.' Propuknuti nakazy u lidi,
prevazné spojené s mirnym hore¢natym onemocnénim, bylo nepfili§ ¢asto hlaseno v Izraeli a Africe do poloviny 90. let
20. stoleti.' Od poloviny 90. let mély nové virové kmeny, pravdépodobné afrického ptivodi, za nasledek zvyseny pocet
infekci v ¢astech Ruska a jizni a vychodni Evropy, s velkymi vzplanutimi nakaz se zvysenou klinickou zavaznosti

v Rumunsku, Rusku, Izraeli a Recku."*!' WNV se nyni vyskytuje v mnoha zemich na zapadni polokouli, avak pouze

ve Spojenych statech a Kanadé zazili vyznamnou incidenci onemocnéni u lidi.» "2

Virus WNV se ve Spojenych statech poprvé objevil v roce 1999 v New York City a v nasledujicich letech se rychle $ifil po
celych Spojenych statech.”” WNV je nyni endemicky ve véech 48 navzajem sousedicich zemich Spojenych stata a také ve
vSech kanadskych provinciich.! Virus WNV je odpovédny za 3 nejvétsi propuknuti arbovirovych neuroinvazivnich
onemocnéni (encefalitida, meningitida nebo akutni chabé parézy), jaké kdy byly zaznamenany ve Spojenych statech,

s téméf 3000 pripadu neuroinvazivnich onemocnéni zaznamenanych kazdy rok v letech 2002, 2003 a 2012." Vysoka virova
aktivita nastavd béhem teplych mésict roku.' U devadesati ¢tyfi procent pacientt s infekci WNV se vyvinou priznaky

v letnich mésicich.'
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Odhaduje se, Ze ve Spojenych statech mezi lety 1999 a 2012 virus WNV infikoval vice nez 4 miliony osob,' pfi¢emz bylo
hlaseno celkem 16 196 pacienti s neuroinvazivnim onemocnénim zptsobenym WNV, véetné 1549 souvisejicich umrti.!

Diivod pro testovani nukleovych kyselin

To, ze se virus WNV prenasi transfuzi a transplantaci organd, se poprvé prokazalo béhem $etfeni epidemie ve Spojenych
statech v roce 2002." "> WNV se muze prenaset pti transfuzi Cervenych krvinek, desticek, ¢erstvé zmrazené plazmy a pti
transplantaci srdce, ledvin, jater a plic. Infekce WNV pti $tipnuti komérem vsak presto u lidi prevazuji.”>'* ' WNV se
muze také potencialné prenaset pii transplantaci hematopoetickych progenitornich bunék. Transplacentalni a perinatalni
prenos WNV byl také hlasen.! Mezi dal$i vzacné zpusoby prenosu WNV patfi pfenos matefskym mlékem, pacienti
podstupujici dialyzu a vystaveni v zaméstnani (napf. pracovnici v laboratofi [perkutdnni nebo konjunktivalni (spojivkové)
expozice]; pracovnici na dribezich farmach)."'* Infekce obvykle vytvoii celozivotni imunitu.’

K prenosu WNV pti transfuzi obvykle dochazi béhem akutni faze infekce, kdyz jsou infikovani jedinci viremicti

a asymptomaticti, av§ak dosud u nich nedoslo k sérokonverzi."” Vzhledem k tomu, Ze se klinicky vyznamné onemocnéni
vyvinulo pouze u nékolika infikovanych darcd, jsou dotazy darct krve na nedavna onemocnéni naznacujicich infekci
WNV pti zjistovani infikovanych/séropozitivnich darcti net¢inné.' " Data shromdzdénd z plo$ného testovani darcti krve
ukazuji, ze nedavno infikovani darci s extrémné nizkym titrem virémie WNV, u nichz se nevyvinuly protilatky proti
WNV, uéinné prenasi infekci WNV.>? Darovana krev s velmi nizkou virovou zatézi byla pfi¢inou ptipadii pfenosu WNV
pti transfuzi,” coZ predstavuje nebezpeci obzvlasté pro pacienty se snizenou imunitou, ktefi jsou prijemci vét$iny krevnich
transfuzi.”?

Aby se zajistila bezpe¢nost transfuzi, bylo v roce 2003 zavedeno celondrodni testovani nukleovych kyselin (NAT) na RNA
WNV.? Béhem prvnich 2 let plo$ného screeningového testovani NAT viru WNV darct krve ve Spojenych statech bylo
mezi 27,2 miliony darcovskych vzorku identifikovano 1039 pozitivnich vzorki (0,4 na 10 000 darct), avsak ¢isla se rtiznila
az po velmi vysokou hodnotu 1 ze 150 darcti v nékterych oblastech béhem epidemie.'® NAT screening darct krve ve
Spojenych statech a Kanadé témér eliminovalo riziko infekce zapadonilskym virem pti transfuzi.' Mezi lety 2003 a 2013 se
zabranilo pfiblizné 3000 infekcim WNV.»

Mezi osobami infikovanymi virem WNYV je priblizné 80 % asymptomatickych, u 20 az 25 % se vyvine zapadonilska

1,24

horecka,"** a u 1 ze 150 az 250 osob se vyvine neuroinvazivni onemocnéni."”* Zapadonilska horecka zahrnuje nahly

nastup bolesti hlavy, malatnosti, horecky (obvykle nizsi), bolesti svalti, zimnice, zvraceni a dalsi gastrointestinalnich
priznak, vyrazky, unavy a bolesti oci, které mohou trvat nékolik dni az nékolik tydnti nebo dokonce mésict."**
Neuroinvazivni forma zapadonilské horecky se miize projevovat jako meningitida, encefalitida, meningoencefalitida, nebo
akutni chabd paréza, a mize vést k nevratnému neurologickému poskozeni, kdmatu a smrti."***' Infekce WNV je také
spojovana s myokarditidou, pankreatitidou, fulminantni hepatitidou, rabdomyolyzou, multifokalni choroiditiou,

vitritidou a autonomni nestabilitou.’

Nasledky neuroinvazivniho onemocnéni mohou pretrvavat mésice i roky po zotaveni z akutni infekce. Po propusténi
z nemocnice osoby se zapadonilskou encefalitidou obvykle vyzaduji asistenci s kazdodennimi ¢innostmi."*"*
Neuropsychiatrické priznaky, v¢etné deprese a tzkosti a také neurokognitivni deficity, mohou pretrvavat celé mésice az
rok nebo i déle."*>** Pfiblizné 10 % osob, u nichz se vyvine neuroinvazivni forma zdpadonilské horecky, v jejim dusledku
zemfe; nejdulezitéjsim rizikovym faktorem je pokrocily vék.> V porovnani s 0,8% rizikem umrti u pacientti mladsich 40 let
¢ini riziko smrtelnych nasledkt u pacientti ve véku 70 let nebo starsich 17 %."* Mezi dalsi rizikové faktory pro umrti patfi
encefalitida se zavaznou svalovou slabosti, zménénd uroven védomdi, diabetes, kardiovaskuldrni onemocnéni, infekce

virem hepatitidy C a imunosuprese.”'>*
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Princip testu

Test cobas® WNYV je kvalitativni test, ktery se provadi na systémech cobas® 6800 a cobas® 8800. Test cobas® WNV
umoznuje soucasnou detekci RNA WNV s interni kontrolou v jediném testu jednotlivého infikovaného darcovského
odbéru nebo smichané plazmy z jednotlivych darcovskych odbérd.

Principy postupu

Test cobas®” WNV je zalozen na principu technologie PCR v redlném case a plné automatizovaném systému ptipravy
vzorki (extrakce a purifikace nukleové kyseliny), po které nasleduje PCR amplifikace a detekce. Systém cobas® 6800/8800
se sklada z modulu pro dodavani vzorkd, prenosového modulu, procesniho modulu a analytického modulu. Software
systému cobas® 6800/8800 provadi automatické zpracovani dat, pti kterém prifazuje véem testim vysledky nereaktivni,
reaktivni nebo neplatné. Vysledky lze prohlizet pfimo na obrazovce systému a vytisknout jako zpravu nebo zaslat do
Laboratorniho systému pro zpracovani vysledki (LIMS) nebo jiného systému pro zpracovani vysledkd.

Vzorky lze testovat individualné, nebo lze zvolit testovani skupiny vzorki, které se skladaji z vice vzorki. V ptipadé
analyzy skupiny vzorkd lze v predanalytickém kroku volitelné pouzit pristroj cobas p 680 nebo software cobas® Synergy
s pipetorem Hamilton MICROLAB® STAR/STARIlet IVD.

Nukleové kyseliny ze vzorku a pridana ribonukleaz-rezistentni (Armored) RNA vnitfni kontroly (IC) (které slouzi jako
procesni kontrola piipravy vzorku a amplifikace/detekce) jsou extrahovany zaroven. Test navic vyuziva 2 kontroly ze
soupravy: pozitivni a negativni kontrolu. K uvolnéni virovych nukleovych kyselin dochazi pfidanim proteinazy a lyza¢ni
reagencie ke vzorku. Uvolnéné nukleové kyseliny se vazi na kfemicitanovy povrch pridanych magnetickych castic.
Nenavazané latky a necistoty, jako napriklad denaturované proteiny, buné¢ny odpad a pripadné inhibitory PCR

(jako naptiklad hemoglobin) jsou odstranény béhem nasledujicich krokt promyvacim ¢inidlem; purifikované nukleové
kyseliny jsou eluovany z magnetickych sklenénych ¢astic elu¢nim pufrem pii zvysené teploté.

K selektivni amplifikaci cilovych nukleovych kyselin ze vzorku darce dochdzi pomoci dopfednych a zpétnych primert
specifickych pro virové sekvence vybrané z vysoce konzervovanych oblasti virové nukleové kyseliny. Tepelné stabilni
enzym DNA polymeraza se pouziva jak pro reverzni transkripci, tak pro amplifikaci. Hlavni smés obsahuje misto
deoxythymidintrifosfatu (dT'TP) deoxyuridintrifosfat (dUTP), ktery je zabudovavan do nové syntetizované DNA
(amplikonu).** Jakékoli kontaminujici amplikony z pfedchazejicich cyklit PCR jsou zni¢eny enzymem AmpErase
[uracil-N-glykosylazou], ktery je zahrnut ve smési PCR, pii zahtati v prvnim kroku tepelného cyklovani. Nové vytvorené
amplikony v$ak znic¢eny nejsou, protoze enzym AmpErase je inaktivovan po vystaveni teplotdm nad 55 °C.

Cinidlo Master Mix cobas® WNV obsahuje detekéni sondy specifické pro nukleové kyseliny WNV a IC. Specifické
detekéni sondy pro WNV a IC jsou oznaceny - kazda jednim ze dvou jedine¢nych fluorescencnich barviv, kterd maji
oznamovaci funkci. Kazda sonda obsahuje téZ druhé barvivo, které ma tlumici funkci. Dvé oznamovaci barviva jsou
méfena pti definovanych vlnovych délkach, coz umoznuje souc¢asnou detekei a rozliSeni mezi amplifikovanymi cilovymi
sekvencemi WNV a IC.*”*® Fluorescenc¢ni signal intaktnich sond, které nejsou navazany na cilovou sekvenci, je potlacen
tlumicim barvivem. Béhem kroku PCR amplifikace dochazi kvili hybridizaci sond se specifickym templatem
jednoretézcové DNA k $tépeni sondy 5'-3' exonukledzovou aktivitou DNA polymerazy, ktera zpisobi oddéleni
oznamovaciho a tlumiciho barviva a vznik fluorescen¢niho signalu. U kazdého PCR cyklu jsou generovany zvysena
mnozstvi roz§tépenych sond a kumulativni signal oznamovaciho barviva se postupné zvysuje. Protoze jsou dvé specificka
oznamovaci barviva mérena pti definovanych vlnovych délkach, je moznd soucasnd detekce a rozli§ovani mezi
amplifikovanou cilovou sekvenci WNV a IC.
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Reagencie a materialy

Reagencie a kontroly cobas® WNV

Vsechny neoteviené reagencie a kontroly maji byt uchovavany v souladu s doporucenimi v Tab. 1 az Tab. 4.

Tab. 1

Test cobas® WNV

cobas® WNV
Uchovavejte pii 2-8 °C

Kazeta pro 192 test(l (P/N 09171142190)
Kazeta pro 480 test(i (P/N 09040927190)

Soucasti soupravy

Slozky reagencii

Mnozstvi v soupravé

192 testii 480 testil

Roztok proteinazy Tris pufr, < 0,05 % EDTA, chlorid vdpenaty, octan vapenaty, 22,3 ml 38 mi
(PASE) 8 % (w/v) proteinaza

EUH210: Na vyzadani je k dispozici bezpe¢nostni list.

EUH208: obsahuje subitilisin z Bacillus subtilis. M(iZze vyvolat alergickou reakci.
Vnitini kontrola Tris pufr, < 0,05 % EDTA, < 0,001 % konstrukt Armored RNA pro vnitini 21,2 ml 38 ml
([0} kontrolu (neinfekéni RNA enkapsulovand v bakteriofagu MS2),

< 0,002 % Poly rA RNA (syntetickd), < 0,1 % azid sodny
Elucni pufr Tris pufr, 0,2 % methyl-4-hydroxybenzoat 21,2 ml 38 ml
(EB)
Reagencie Master Mix 1 Octan hote¢naty, hydroxid draselny, < 0,1 % azid sodny 7,5 ml 14,5 ml
(MMX-R1)
Reagencie WNV Tricinovy pufr, octan draselny, glycerin, 18 % dimethylsulfoxid, Tween 20, EDTA, 9,7 ml 17,5 ml
Master Mix 2 < 0,06 % dATP, dGTP, dCTP, < 0,14 % dUTP, < 0,01 % dopfedné a zpétné

(WNV MMX-R2)

primery WNV a vnitfni kontroly, < 0,01 % fluorescenéné zna¢ené sondy
specifické pro WNV, < 0,01 % fluorescenéné znac¢ené sondy pro vnitini

kontrolu, < 0,01 % oligonukleotidovy aptamer, < 0,01 % Z05D DNA polymeraza,

< 0,01 % enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza) (mikrobidlni),
< 0,1 % azid sodny

09306811001-01CS
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Tab.2 Kontrolni souprava cobas® WNV Control Kit

cobas® WNV Control Kit

Uchovdvat pfi 2-8 °C
(P/N 09040935190)

Souéasti Slozky reagencii Mnozstvi Bezpecnostni symboly a varovani*
soupravy Vv soupravé

Pozitivni kontrola | < 0,001 % syntetické (armored) RNA WNV 16 ml

WNV enkapsulované v obalovém proteinu fagu (16 x 1 ml) \p/

(WNV (+) C)

MS2, normalni lidska plazma, RNA WNV
nedetekovatelna metodami PCR

0,1 % konzervant ProClin® 300**

\ll
VAROVANI

H317: Mlize vyvolat alergickou kozni reakci.

H412: Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi
Gginky.

P261: Zamezte vdechovani mlhy nebo par.

P273: Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostiedi.
P280: Pouzivejte ochranné rukavice.

P333 + P313: Pfi podrézdéni kize nebo vyrézce:
vyhledejte |ékafskou pomoc/oSetieni.

P362 + P364: Kontaminovany odév svléknéte a pred
opétovnym pouzitim vyperte.

P501: Odstrante obsah/obal predanim zafizeni
schvélenému pro likvidaci odpad(.

55965-84-9 Reakéni smés 5-chlor-2-methyl-2H-
isothiazol-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu (3:1).

*

** Nebezpecna latka.

09306811001-01CS
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Tab.3 Souprava negativni kontroly cobas® NHP Negative Control Kit

cobas® NHP Negative Control Kit

Uchovdvat pfi 2-8 °C
(P/N 09051554190)

Souéasti Slozky reagencii Mnozstvi Bezpeénostni symboly a varovani*
soupravy Vv soupravé

Negativni Normalni lidskd plazma, RNA WNV 16 ml

kontrola nedetekovatelnd metodami PCR (16 x 1ml) \p/
normalni lidské < 0,1% konzervant ProClin® 300** \ I
plazmy

(NHP-NC)

VAROVANI

H317: MUze vyvolat alergickou kozni reakci.
P261: Zamezte vdechovani mlhy nebo par.

P272: Kontaminovany pracovni odév neodnésejte
z pracovisté.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice.

P333 + P313: Pfi podrazdéni kiize nebo vyrazce:
vyhledejte Iékarskou pomoc/oSetreni.

P362 + P364: Kontaminovany odév svléknéte a pred
opétovnym pouzitim vyperte.

P501: Odstrante obsah/obal predanim zatizeni
schvélenému pro likvidaci odpad(.

55965-84-9 Reakéni smés 5-chlor-2-methyl-2H-
isothiazol-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu (3:1).

* Bezpec¢nostni oznaceni produktid vychazi primarné z pokyni GHS EU.

** Nebezpecnd latka.

09306811001-01CS
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Reagencie cobas omni pro pfipravu vzork

Tab. 4 Reagencie cobas omni pro pfipravu vzork(*

Reagencie Slozky reagencii Mnozstvi Bezpecnostni symboly a varovani**
v soupraveé

cobas omni Magnetické ¢astice, 480 test(l Nevztahuje se

MGP Reagent Tris pufr, 0,1 % methyl-4-

(MGP) hydroxybenzoat,

Uchovavat pfl 2-8°C < 0,1 % azid SOdny

(P/N 06997546190)

cobas omni Tris pufr, 0,1 % methyl-4- 4 x 875 m| Nevztahuje se

Specimen Diluent hydroxybenzodt,

(SPEC DIL) < 0,1 % azid sodny

Uchovavat pfi 2-8 °C

(P/N 06997511190)

cobas omni 42,56 % (w/w) guanidin- 4 x 875 ml

Lysis Reagent thiokyanét***,

(LYS) 5 % (w/v) polidokanol***,

Uchovévat pfi 2-8 °C | 5 ¢ (w/v) dithiothreitol,

(P/N 06997538190) dihydrat citratu sodného NEBEZPECi
H302: Zdravi Skodlivy pfi poziti.
H314: Zplsobuje tézké poleptani kiize a poskozeni oci.
H411: Toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi t¢inky.
EUH032: Uvoliuje vysoce toxicky plyn pfi styku s kyselinami.
EUHO071: Zplisobuje poleptani dychacich cest.
P273: Zabrante uvolnéni do Zivotniho prostiedi.
P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obli¢ejovy stit/chranice sluchu.
P303 + P361 + P353: PRI STYKU S KUZI (nebo s viasy): veskeré
kontaminované ¢ésti odévu okamzité sviéknéte. Oplachnéte klzi
vodou.
P304 + P340 + P310: PRI VDECHNUTI: pteneste osobu na &erstvy
vzduch a ponechte ji v poloze usnadfiujici dychani. Okamzité
volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO/Iékate.
P305 + P351 + P338 + P310: PRI ZASAZENI OCI: nékolik minut
opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li
nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve
vyplachovani. Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI
STREDISKO/I¢kare.
P391: Unikly produkt seberte.
593-84-0 Guanidin thiokyanat
9002-92-0 Polidokanol
3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimerkaptobutan-2,3-diol

cobas omni Dihydrét citrdtu sodného, 4,21 Nevztahuje se

Wash Reagent 0,1 % methyl-4-hydroxy-

(WASH) benzoét

Uchovavat pfii 15-30 °C
(P/N 06997503190)

*

** Bezpe¢nostni oznaceni produktii vychdzi primdrné z pokynt GHS EU.

*** Nebezpe¢na latka.

09306811001-01CS

Testovaci souprava cobas® WNV neobsahuje tato reagencie. Viz seznam dalsich pozadovanych materiala (Tab. 7).
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Pozadavky na uchovavani reagencii a manipulaci s nimi
Podminky uchovavani reagencii a manipulace s nimi uvadi Tab. 5 a Tab. 6.

Pokud nejsou reagencie vlozeny v systémech cobas® 6800/8800, uchovavejte je pti odpovidajici teploté, kterou uvadi Tab. 5.

Tab.5 Uchovavéni reagencii (kdyZ nejsou vloZzena v systému)

Reagencie Teplota uchovavani
cobas® WNV - 192 2-8°C

cobas® WNV - 480 2-8°C

cobas® WNV Control Kit 2-8°C

cobas® NHP 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

Reagencie vlozené do systému cobas® 6800/8800 jsou ulozeny pfi piislusnych teplotach a systém monitoruje jejich dobu
pouzitelnosti. Systém umozni pouzivani reagencii, pouze pokud jsou splnény podminky, které uvadi Tab. 6. Systém
automaticky znemoznuje pouziti proslych reagencii. Tab. 6 vysvétluje uzivateliim podminky manipulace s reagenciemi,
platné v systémech cobas® 6800/8800.

Tab.6 Podminky dodrzovani doby pouzitelnosti reagencii v systémech cobas® 6800/8800

Reagencie Doba pouzitelnosti Stabilita oteviené  Pocet cykli, pro Stabilita na palubé
soupravy soupravy ktery maze byt tato  (celkova doba na palubé
souprava pouzita mimo chlazené ulozisté)
cobas® WNV - 192 Doba zatim neuplynula 90 dnu od prvniho Maximalné 40 cykld Maximalné 40 hodin
pouziti
cobas® WNV - 480 Doba zatim neuplynula 30 dnu od prvniho Maximalné 20 cykld Maximalné 20 hodin
pouziti
cobas® WNV Control Kit Doba zatim neuplynula ~ Nevztahuje se Nevztahuje se Maximalné 10 hodin
cobas® NHP Negative Control Kit | Doba zatim neuplynula ~ Nevztahuje se Nevztahuje se Maximalné 10 hodin
cobas omni Lysis Reagent Doba zatim neuplynula 30 dnd od vlozeni* Nevztahuje se Nevztahuje se
cobas omni MGP Reagent Doba zatim neuplynula 30 dnt od vlozeni* Nevztahuje se Nevztahuje se
cobas omni Specimen Diluent Doba zatim neuplynula 30 dnt od vlozeni* Nevztahuje se Nevztahuje se
cobas omni Wash Reagent Doba zatim neuplynula 30 dnt od vlozeni* Nevztahuje se Nevztahuje se

* Cas se méfi od doby, kdy byla reagencie poprvé vlozena do systémi cobas® 6800/8800.

09306811001-01CS
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Dalsi potfebny material

Tab.7 Materidly a spotiebni materidl pro pouziti v systémech cobas® 6800/8800

Material P/N

Desti¢ka pro zpracovéni vzorkll cobas omni Processing Plate 05534917001
Desti¢ka pro amplifikaci cobas omni Amplification Plate 05534941001
Pipetovaci $picky cobas omni Pipette Tips 05534925001
Néddoba na tekuty odpad 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
Vak na pevny odpad 07435967001
Né4doba na pevny odpad 07094361001
nebo nebo

Vak na pevny odpad s vloZkou 08030073001

Pozadované pristroje a software

Na pristroji (pfistrojich) ma byt nainstalovan software cobas® 6800/8800 a analyticky balicek cobas® WNV. Se systémem
je poskytnut server Instrument Gateway (IG). Je-1i k dispozici, musi byt nainstalovan software cobas® Synergy.

Tab. 8 Pristroje

Systémy cobas® 6800/8800 P/N

Systém cobas® 6800 (pohybliva platforma) 05524245001 a 06379672001
Systém cobas® 6800 (pevna platforma) 05524245001 a 06379664001
Systém cobas® 8800 05412722001

Modul zabezpedujici vzorky 06301037001

Moznosti pro pipetovani a tvorbu poolt P/N

Pristroj cobas p 680 06570577001

Elektronickd licence pro software cobas® Synergy (systémy cobas® 6800/8800) (volitelnd) 07788339001

Hamilton MICROLAB® STAR IVD 04640535001

Hamilton MICROLAB® STARlet IVD 04872649001

cobas® WNV

Dodate¢né informace o primdrnich a sekundarnich vzorkovych zkumavkach, které jsou kompatibilni s ptistroji, najdete v Asistentu
uzivatele systémii cobas® 6800/8800 a Asistentu uzivatele pfistroje cobas p 680 nebo v Asistentu uzivatele softwaru cobas® Synergy.

Pozn.: kontaktujte mistniho zastupce spole¢nosti Roche ohledné podrobnych seznamt pro objedndavky stojanku na vzorky, stojankd
pro ucpané $pic¢ky a podnosti pro stojanky, které se vejdou do pristrojtL.

09306811001-01CS
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Bezpecnostni opatieni a pozadavky na manipulaci
Varovani a bezpeénostni opatieni

Jak je tomu pti kazdém testovacim postupu, je pro spravnou vykonnost tohoto testu zdsadnim pozadavkem dodrzovat

principy spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké senzitivité testu je tfeba dbat opatrnosti, aby mezi reagenciemi

a amplifika¢nimi smésmi nedoslo ke kontaminaci.

Pouze pro tcely diagnostiky in vitro.

Se vSemi vzorky je nutno zachazet, jako by byly infeké¢ni, za pouziti spravnych laboratornich postupti popsanych
v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories a v dokumentu CLSI ¢islo M29-A4.%% %
Tento postup smi provadét pouze personal zkuseny v zachazeni s infekénimi vzorky a obeznameny s pouzitim
testu cobas® WNV, systému cobas® 6800/8800 a volitelné pristroje cobas p 680 nebo pipetoru Hamilton
MICROLAB® STAR/STARIet IVD se softwarem cobas® Synergy.

Veskeré materialy pochazejici z lidskych zdroju by mély byt povazovany za potencialné infekéni a musi se s nimi
zachazet dle vS§eobecnych bezpecnostnich opatteni. Pokud dojde k rozliti vzorku, ihned misto dezinfikujte cerstvé
pripravenym roztokem 0,6% chlornanu sodného v destilované nebo deionizované vodé nebo postupujte dle
vlastnich vhodnych procedur laboratore.

Kontrolni sada pro test cobas® WNV Control Kit a negativni kontrolni sada pro test cobas® NHP Negative
Control Kit obsahuje plazmu z lidské krve. Testovani normalni lidské plazmy metodami PCR také neprokazalo
zadnou detekovatelnou RNA WNV. Nicméné zadna zndma testovaci metoda nepredstavuje dokonalou zaruku,
ze se s derivaty z lidské krve neprenesou néjaka infekéni agens.

Plnou krev nezmrazuijte.

Doporucuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouziti a certifikované pipetovaci spicky bez nukleaz. Pro zajisténi
optimalni vykonnosti testu pouzivejte pouze spotiebni material, ktery je soucasti dodavky, nebo specifikovany
pozadovany material.

Peclivé dodrzujte uvedené postupy a predpisy, aby se zajistilo spravné provedeni testi. Jakakoliv odchylka od
postupi a predpistt mtize negativné ovlivnit optimalni vykonnost testu.

Naruseni rozhrani mezi bunikami a plazmou nebo rozptyleni materialu po centrifugaci miize vést k vyssim
neplatnym hodnotam.

Pokud nebude béhem manipulace a zpracovani vzorku patfi¢né kontrolovana kontaminace pfenosem, mohou
vzniknout fale$né pozitivni vysledky.

Pokud dojde k jakymkoli zdvaznym incidentim béhem pouziti tohoto testu, informujte o tom mistni odpovédny
organ.

Manipulace s reagenciemi

Aby nedoslo u vzorki nebo kontrol ke kontaminaci prenosem, zachdzejte se véemi reagenciemi, kontrolami

a vzorky podle zdsad spravné laboratorni praxe.

Pred pouzitim vizualné zkontrolujte kazdou reagen¢ni kazetu, diluent, lyzaéni reagencii a myci reagencii, zda
nejevi zadné znamky prosakovani. Pokud znamky prosakovani vykazuje, nepouzivejte tento material k testovani.
Lyzac¢ni reagencie cobas omni Lysis Reagent obsahuje potencialné nebezpecnou latku guanidinthiokyanat.
Vyhnéte se kontaktu reagencii s pokozkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud dojde ke kontaktu, okamzité postizenou
oblast omyjte velkym mnozstvim vody, jinak mutize dojit k popalenindm.

09306811001-01CS
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e Testovaci soupravy cobas® WNYV, reagencie cobas omni MGP Reagent a diluent cobas omni Specimen Diluent
obsahuji konzervac¢ni prostiedek azid sodny. Vyhnéte se kontaktu reagencii s pokozkou, o¢ima nebo sliznicemi.
Pokud dojde ke kontaktu, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnozstvim vody, jinak muze dojit
k popaleninam. Pokud se reagencie rozlije, zfedte ji pred vytfenim dosucha vodou.

e Lyzacni reagencie cobas omni Lysis Reagent, jez obsahuje guanidinthiokyanat, se nesmi dostat do styku
s roztokem chlornanu sodného (bélicim prostredkem). Tato smés vytvari vysoce toxicky plyn.

e Bezpecnostni listy (SDS) zasle na vyzadani Vas mistni zastupce spole¢nosti Roche.

e  Vsechen materidl, ktery se dostal do kontaktu se vzorky a reagenciemi, zlikvidujte dle celostatnich, respektive
mistnich predpist.

Spravna laboratorni praxe

e Nepipetujte usty.

e V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekurte.

¢ Pri manipulaci se vzorky a reagenciemi pouzivejte laboratorni rukavice, laboratorni plasté a ochranné bryle. Pri
prechodu od manipulace se vzorky k manipulaci se soupravami testu cobas® WNV a reagenciemi cobas omni je
nutno vymeénit rukavice, aby nedoslo ke kontaminaci. Zabrante kontaminaci rukavic pfi manipulaci se vzorky
a kontrolami.

e Po manipulaci se vzorky a reagenciemi soupravy si dtikladné umyjte ruce, jakoz i po svléknuti rukavic.

e Vsechny pracovni plochy diikladné ocistéte a vydezinfikujte cerstvé pripravenym 0,6% roztokem chlornanu
sodného v destilované nebo deionizované vodé. Dale povrch otrete 70 % etanolem.

e Pokud dojde k rozliti kapaliny na systémy cobas® 6800/8800, fadné povrch systémi vycistéte a dekontaminujte
podle pokynii v Asistentu uzivatele systému cobas® 6800/8800.

09306811001-01CS
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Odbér, pieprava, uchovavani a poolovani vzorki

Pozn.: zachazejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infekénim materialem.
V$echny vzorky darct uchovavejte pfi stanovenych teplotéach.
Zvysené teploty ovliviuji stabilitu vzork.

Vzorky krve zijicich darcii

e Pro test cobas® WNV mtize byt pouzita plazma s antikoagulanty EDTA, CPD, CPDAL1 a CP2D. Postupujte dle
pokynt vyrobce zkumavky/vaku na odbér vzorki tykajicich se manipulace a odstfedovani.

e Krev odebrana do zkumavek s antikoagulantem EDTA, zkumavek pro pripravu plazmy EDTA Plasma
Preparation Tubes spolecnosti Becton-Dickinson (BD PPT™) nebo plazmovych zkumavek se separa¢nim gelem
K2EDTA spole¢nosti Greiner Vacuette® K2EDTA Plasma Gel Tubes miize byt pred vkladdanim, moznym
poolovanim nebo opakovanym testovanim navic centrifugovana rychlosti 600 x g po dobu 5 minut.

e Krev odebrana s antikoagulantem EDTA muze byt uchovavana az po dobu 12 dni za nésledujicich podminek:

o Vzorky je nutno odstfedit do 72 hodin po odbéru.
o Pri uchovavani vzorki pfi teploté nad 8 °C Ize vzorky uchovavat po dobu 72 hodin pfi teploté do 25 °C
a z téchto 72 hodin mohou byt 24 hodin pfi teploté do 30 °C.
S vyjimkou vyse uvedeného se vzorky uchovavaji pii teploté 2-8 °C. Navic lze plazmu oddélenou od bunék uchovavat az
po dobu 12 mésict pti teploté < —18 °C se tfemi cykly zmrazeni a rozmrazeni. Viz Obr. 1.

Obr. 1 Podminky uchovéavéni vzorki s antikoagulantem EDTA

30—
Antikoagulant EDTA
25—
~
O
13
S
2
=3
2
8 —
PIna krev
2 ! !
1 3 12
<-18 | —
18 Dnt Zmrazena plazma
(Az 3 cykly zmrazeni/rozmrazeni)

0 Meésice 12

e Krev odebrand do zkumavek s antikoagulantem CPD, CPDA1 nebo CP2D, zkumavek na ptipravu plazmy
s EDTA spolec¢nosti Becton-Dickinson (BD PPT™) nebo gelovych zkumavek na plazmu K2EDTA spole¢nosti
Greiner Vacuette® muize byt uchovavana az po dobu 12 dnti za nésledujicich podminek:
o Vzorky je nutno odstfedit do 72 hodin po odbéru.
o Pfiuchovavani vzorki pii teploté nad 8 °C lze vzorky uchovavat po dobu 72 hodin pfi teploté do 25 °C
a z téchto 72 hodin mohou byt 24 hodin pii teploté do 30 °C.

09306811001-01CS
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S vyjimkou vyse uvedeného se vzorky uchovévaji pfi 2-8 °C. Navic lze plazmu oddélenou od bunék uchovavat az po
30 dnti p1i teploté < -18 °C se tfemi cykly zmrazeni a rozmrazeni. Viz Obr. 2.

Obr.2 Podminky uchovévani vzork( Zijicich darcud

Antikoagulant CPD, CPDA1, CP2D, zkumavky BD PPT™ nebo plazmové

zkumavky se separaénim gelem K2EDTA spoleénosti Greiner Vacuette®
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Zmrazena plazma

Dnut

30

Doc Rev. 1.0

16



cobas® WNV

Kadaverozni krevni vzorky

e Kadaverdzni krevni vzorky odebrané do zkumavek s antikoagulantem EDTA nebo do srazecich zkumavek
na sérum lze pouzit s testem cobas® WNV. Postupujte dle pokynt vyrobce zkumavky/vaku na odbér vzorka
tykajicich se manipulace a odstredovani.
e Kadaverdzni krev odebrana s antikoagulantem EDTA mtiZe byt uchovavana az po dobu 8 dnii pfi teploté 2-8 °C
za nasledujicich podminek:
o Vzorky je nutné odstredit a plazmu separovat od bunék do 24 hodin od odbéru.
o Pti uchovavani vzorki pfi teploté nad 8 °C Ize vzorky uchovavat pti teploté do 25 °C po dobu 24 hodin.

S vyjimkou vyse uvedeného lze vzorky kadaverézni EDTA plazmy oddélené od bunék uchovavat az 30 dni pii teploté
<-18°C. Viz Obr. 3.

Obr.3 Podminky uchovavani kadaverdznich vzorka
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e Vzorky kadaverézni krve odebrané do sérovych srazecich zkumavek mohou byt skladovany az po dobu 4 dnti pfi
teploté 2-8 °C za nasledujicich podminek:
o Vzorky je nutné odstiedit a sérum separovat od bunék do 24 hodin od odbéru.
o Pfiuchovavani vzorki pii teploté nad 8 °C lze vzorky uchovavat pii teploté do 25 °C po 4 hodin z téchto
24 hodin.

S vyjimkou vyse uvedeného lze vzorky séra oddéleného od bunék uchovavat az 14 dni pfi teploté < -18 °C se tfemi cykly
zmrazeni a rozmrazeni.

e Pokud maji byt vzorky Zijicich darct a/nebo kadaverdzni vzorky prepravovany, musi byt zabaleny a oznaceny dle
platnych statnich anebo mezinarodnich predpisii o prepravé vzorki a etiologickych agens.

09306811001-01CS
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Navod k pouziti
Automatické pipetovani a poolovani vzorku (volitelné)

Pristroj cobas p 680 nebo software cobas® Synergy s pipetorem Hamilton MICROLAB® STAR/STARlIet Ize pouzit
jako volitelné zafizeni se systémy cobas® 6800/8800 k automatickému pipetovani a poolovani alikvott vétsiho poctu
primarnich vzorka do jednoho poolovaného vzorku.

Dalsi informace najdete v Asistentu uzivatele pfistroje cobas p 680 nebo Asistentu uzivatele softwaru cobas® Synergy.

Procesni poznamky

e Nepouzivejte reagencie testu cobas® WNV, kontrolni soupravy cobas® WNV Control Kit, soupravy negativni
kontroly cobas® NHP Negative Control Kit ani reagencie cobas omni po uplynuti jejich doby pouzitelnosti.

e Nepouzivejte spotifebni material opakované. Slouzi pouze k jednorazovému pouziti.

e Pokyny k radné udrzbé ptistroji najdete v Asistentu uzivatele k systémiim cobas® 6800/8800.

Provedeni testu cobas® WNV

Postup testu je podrobné popsan v Asistentu uzivatele systémi cobas® 6800/8800; informace o volitelnych postupech
tvorby poolii naleznete v Asistentu uzivatele pro pfistroj cobas p 680 nebo Asistentu uzivatele softwaru cobas® Synergy.

Obr. 4 nize uvadi souhrn postupu.

Obr. 4 Postup testu cobas® WNV

n Pipetovani a poolovani vzorku
l

Vytvoite objednédvku

I
Doplrite reagencie a spotiebni materidl podle pokynd systému:
¢ Doplnte myci reagencii, lyzaéni reagencii a diluent
¢ Doplnte desticky ke zpracovani a desticky k amplifikaci
¢ Dopliite magnetické sklenéné ¢éstice
o Doplnte reagencie specifické pro test
¢ Doplnte kazety s kontrolami
o Doplnte stojanky na Spicky
o Vyméiite stojanek na ucpané Spicky za novy
I

Spustte béh:

o VloZte stojanky se vzorky

o Stisknéte tla¢itko Start na uzivatelském rozhrani
l

Zkontrolujte a exportujte vysledky
l

Vyjméte spotfebni material:

o Vyjméte amplifikaéni desti¢ky z analytického modulu

e Vlyjméte prazdné kontrolni kazety

o Vyprazdnéte pevny odpad

o Vyprazdnéte tekuty odpad
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Vysledky

Systémy cobas® 6800/8800 automaticky detekuji RNA WNYV soucasné ve vzorcich a kontrolach.

Kontrola kvality a platnost vysledkii

e Skazdou davkou je zpracovana jedna negativni [(-) C] a jedna pozitivni kontrola [WNV (+) CJ.

e Ovérte platnost davky v softwaru systému cobas® 6800/8800 a/nebo ve zpravé tak, Ze zkontrolujete znacky (Flags)
a souvisejici vysledky.

e Davka je platna, pokud se u obou kontrol neobjevi zadné znacky.

Software cobas® 6800/8800 vyhlasuje neplatnost vysledki automaticky na zakladé selhani negativnich a pozitivnich
kontrol.

Kontrolni znac¢ky

Tab. 9 Kontrolni zna¢ky u negativnich a pozitivnich kontrol

Negativni kontrola Znacka Vysledek Interpretace

A)C Qo2 Invalid Celd davka je oznacena jako neplatnd, pokud je vysledek pro (-) C neplatny.

Pozitivni kontrola Znacka Vysledek Interpretace

WNV (+)C Qo2 Invalid Cela dédvka je oznacena jako neplatna (invalid), pokud je vysledek pro WNV (+) C neplatny.

Pokud je davka neplatna, opakujte testovani celé davky v¢etné vzorki a kontrol.

Vyhodnoceni vysledkii

U kazdé platné davky zkontrolujte u vSech individualnich vzorkd pfitomnost znacek v software cobas® 6800/8800 nebo ve
zpravé. Interpretace vysledkd je nasledujici:

e Platna davka muze zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorka darcti podle toho, zda se u jednotlivych vzorka
objevi znacky resp. komentare nebo ne.

e Vysledky vzorku jsou platné jen pokud jsou platné prislusné pozitivni kontroly i negativni kontrola pro doty¢nou
davku.

U kazdého vzorku jsou sou¢asné méfeny dva parametry: WNV a interni kontrola. Software systému pfipravi zpravu
o konec¢nych vysledcich testu cobas® WNV. Kromé celkovych vysledki zobrazi software cobas® 6800/8800 také
individualni cilové vysledky, které je tfeba interpretovat nasledovné:

Tab. 10 Cilové vysledky pro jednotlivé interpretace cilovych vysledk

Cilové vysledky Interpretace

WNV Non-Reactive Nebyl detekovan cilovy signél pro WNV; signal IC byl detekovan.

WNV Reactive Byl detekovan cilovy signél pro WNV; signél IC maze, ale nemusi byt detekovan.
Invalid Cilovy signdl ani signdl vnitini kontroly nebyly detekovany.

Pokud pouzivate software cobas® Synergy, zkontrolujte vypocet kone¢ného vysledku pomoci softwaru cobas® Synergy.
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Opakované testovani individualnich vzork

Vzorkové zkumavky s konecnym vysledkem ,,Invalid“ pro dany cil vyzaduji opakované testovani.

Dalsi centrifugace pfi rychlosti 600 x g po dobu 5 minut miize pomoci redukovat opakované neplatné vysledky pro krev

odebranou do zkumavek na pfipravu plazmy s EDTA antikoagulantem, zkumavek EDTA Plasma Preparation Tubes
spole¢nosti Becton-Dickinson (BD PPT™) nebo plazmovych zkumavek s gelem K2EDTA spole¢nosti Greiner Vacuette®.

Procesni omezeni

Test cobas® WNV byl vyhodnocen pouze pii pouziti v kombinaci s kontrolni soupravou cobas® WNV Control
Kit, soupravou negativni kontroly cobas® NHP Negative Control Kit, reagencii cobas omni MGP Reagent, lyza¢ni
reagencii cobas omni Lysis Reagent, diluentem cobas omni Specimen Diluent a myci reagencii cobas omni Wash
Reagent spolu se systémy cobas® 6800/8800.

Spolehlivost vysledk zavisi na dodrzovani fadnych postupti pfi odbéru a uchovavani vzorka i pfi manipulaci

s nimi.

S timto testem nepouzivejte heparinizovanou plazmu, protoze je znamo, Ze heparin ptsobi inhibi¢né na PCR.
Detekce RNA WNYV zavisi na tom, kolik virovych ¢astic je ve vzorku pfitomno, na coz ma vliv odbér vzorkd,
skladovani a manipulace s nimi, faktory pacienta (napf. vék, pfitomnost ptiznaki) a/nebo stadium infekce

a velikost smési.

I kdyz se vyskytuji vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech virového genomu pokryté testem

cobas® WNV mohou ovlivnit vazani primert anebo sond, a tak vést k selhani detekce viru.

Vzhledem k rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pred prechodem od jedné technologie

k druhé provedli ve své laboratofi studie pro stanoveni rozdilii mezi témito technologiemi. UzZivatelé by méli
dodrzovat své vlastni zasady/postupy.
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Hodnoceni neklinické vykonnosti

Klicové funkéni charakteristiky testu — vzorky zZijicich darci

Mez detekce (Limit of Detection, LoD)

Sekundarni standard /izolat viru spole¢nosti Roche
Meze detekce (LoD) testu cobas® WNV pro RNA WNYV linie 1 a 2 byly stanoveny pomoci néasledujiciho standardu:

e Sekundarnich standard spole¢nosti Roche pro WNV linie 1, kalibrovany oproti kanadskému referen¢nimu
zdravotnickému standardu WNV (Infectious Diseases, Canadian Blood Services, 1800 Alta Vista, Ottawa,
Ontario, K1G 4]5)

e Izolat WNV linie 2 ISS0513 poskytlo stredisko National Centre for Immunobiologicals Research and Evaluation,
Istituto Superiore di Sanita (ISS), Rim, Italiet

Pro Sekundarni standard spole¢nosti Roche byly pripraveny tfi nezavislé série fedéni linie 1 WNV pomoci normalni lidské
EDTA plazmy negativni na virus (WNV). Kazda rada fedéni byla testovana pomoci tfi riiznych Sarzi souprav testu
cobas® WNV s 21 replikaty na $arzi, celkem 189 replikatii na jednu koncentraci.

Pro izolat linie 2 WNYV byly pfipraveny panely fedénim zasobniho materialu do normalni lidské EDTA plazmy negativni
na virus (WNV). Kazda série fedéni byla testovana pomoci tfi riiznych Sarzi souprav testu cobas® WNV s 8 replikaty na
$arzi, celkem 72 replikatii na jednu koncentraci.

U virt WNV linie 1 a 2 byla pouzita 95% PROBIT analyza (Tab. 11) a 50% PROBIT analyza (Tab. 12) dat kombinovanych

ze véech sérii fedéni a Sarzi ¢inidel pro odhad LoD i spodni a horni meze 95% intervalu spolehlivosti. Souhrn miry
reaktivity pozorované ve studiich LoD pro linii 1 a 2 uvadi Tab. 13 a Tab. 14.

Tab. 11 Vysledky 95% PROBIT analyzy LoD dat ve vzorcich EDTA plazmy s virovym standardem

Ll Dolni 95% mez Horni 95% mez
Analyt Jednotky méfent LoD spolehlivosti spolehlivosti
WNV linie 1 kopii/ml 12,9 10,8 16,3
WNYV linie 2 kopii/ml 6,2 4,8 8,9

Tab. 12 Vysledky 50% PROBIT analyzy LoD dat ve vzorcich EDTA plazmy s virovym standardem

Ll Dolni 95% mez Horni 95% mez
Analyt Jednotky méfent LoD spolehlivosti spolehlivosti
WNV linie 1 kopii/ml 2,1 1,9 2,4
WNYV linie 2 kopii/ml 1,1 0,8 1,3

Konverzni faktor odvozeny od 1. mezinarodniho standardu WHO pro RNA zapadonilského viru (WNV), kod
NIBSC 18/206, je 0,47 IU/kopii. Konverzni faktor byl stanoven pomoci sekundarniho standardu spole¢nosti Roche
alze jej pouzit pro linii 1 a linii 2.
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Tab. 13 Souhrn miry reaktivity pro WNV linie 1 v EDTA plazmé

Koncentrace RNA WNV Pocet Pocet platnych % reaktivnich Dolni mez spolehlivosti 95 %
(kopii/ml) reaktivnich replikati (jednostranna)
18,0 187 188 99,5 % 97,5 %
9,0 173 188 92,0 % 88,0 %
4,5 139 188 739 % 68,1 %
2,7 93 189 49,2 % 43,0 %
0,9 53 189 28,0 % 22,7 %

Tab. 14 Souhrn miry reaktivity pro WNV linie 2 v EDTA plazmé

Koncentrace RNA WNV Pocet Pocet platnych % reaktivnich Dolni mez spolehlivosti 95 %
(kopii/ml) reaktivnich replikati (jednostranna)
22,8 72 72 100,0 % 95,9 %
15,2 72 72 100,0 % 95,9 %
7,6 69 72 95,8 %o 89,6 %
3.8 64 72 88,9 % 80,8 %
2,3 53 72 73,6 % 63,7 %
0,8 30 72 41,7 % 31,8 %
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Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost testu cobas® WNV na systémech cobas® 6800/8800 byla pro WNV linie 1 zji§téna pomoci
nasledujicich standard Roche. Tato studie zahrnovala testovani tfi panelt WNV pti koncentracich ptiblizné 18,
9 a 4,5 kopii/ml. Testovany byly nasledujici slozky variability:

e variabilita mezi jednotlivymi dny po dobu tfi dnti
e variabilita mezi jednotlivymi $arzemi s pouzitim tfi riiznych Sarzi ¢inidel testu cobas® WNV
e variabilita mezi jednotlivymi pfistroji s pouzitim tfi rtiznych systémi cobas® 8300

U kazdého ze tii panelii bylo testovano dvacet jedna replikatii s celkovym poctem 189 replikatd na kazdou Sarzi ¢inidel.
Veskeré informace o reprodukovatelnosti byly vyhodnoceny vypoctem procentniho podilu reaktivnich vysledkd testt
pro kazdou hladinu koncentrace a pro vsechny slozky variability.

Meze dvoustrannych 95% intervalt spolehlivosti pro kazdou miru reaktivity byly vypocteny pro kazdou ze tif hladin
WNV testovanych po tfi dny u tif $arzi ¢inidel a tfi systému cobas® 8800. Test cobas® WNV je reprodukovatelny pfi
pouziti po dobu vétsitho poctu dnti s vétsim poctem $arzi ¢inidel a vétsim poctem pristrojti. Souhrn vysledku variability
mezi $arzemi reagencii uvadi Tab. 15.

Tab. 15 Souhrn reprodukovatelnosti testu cobas® WNV mezi Sarzemi reagencii

Koncentrace Sarse % reaktivnich (pocet Dolni mez Horni mez
Analyt (Kopii/mi) reagencie reakt'ivnichll_mf":eot 95% intt_arvalfj 95% intt_arvalfj
platnych replikati) spolehlivosti spolehlivosti
1 98,4 % (62/63) 91,5 % 100,0 %
18,0 2 100 % (63/63) 94,3 % 100,0 %
3 100 % (63/63) 94,2 % 100,0 %
1 92,1 % (58/63) 82,4 % 97,4 %
WNV 9,0 2 98,4 % (62/63) 91,5 % 100,0 %
3 85,5 % (53/62) 74,2 % 93,1 %
1 64,5 % (40/62) 51,3 % 76,3 %
4,5 2 77,8 % (49/63) 65,5 % 87,3 %
3 79,3 % (50/63) 67,3 % 88,5 %
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Inkluzivita

Vykonnost testu cobas® WNV pfi detekei variant flaviviru WNV byl stanoven testovanim jedine¢nych kultivovanych
izolatti pro kazdou variantu. Celkem 10 jednotlivych pozitivnich kultivovanych izolatt WNYV linie 1 bylo testovano
po zfedéni normalni lidské EDTA plazmy negativni na virus (WNV) pfi koncentraci ptiblizné 36 kopii/ml. Vsech

10 kultivovanych vzorki bylo detekovano (Tab. 16).

Pro ptibuzné viry rodu Flavivirus byly testovany celkem 2 pozitivni kultivované izolaty viru japonské encefalitidy (JEV) ve
4 replikatech po zfedéni normélni lidskou EDTA plazmou negativni na virus (WNV). Celkem jeden pozitivni kultivovany
izolat viru Saint Louisské encefalitidy (SLEV), encefalitidy Murray Valley (MVEV) a viru Kunjin (KUNV) byl testovan

s pouzitim ¢tyf replikatt kazdého izolatu po pripravé logaritmickych fedéni normalni lidské plazmy s citratem negativni
na virus (WNV). Vsechny kultivované izolaty byly detekovany (Tab. 17).

Tab. 16 Kultivované izolaty WNV linie 1

Varianty flaviviru Koncentrace % reaktivnich
(kopii/ml) (pocet reaktivnich / pocet testovanych vzorkii)
WNV 1 36 100,0 % (10/10)
Tab. 17 Kultivované izolaty pfibuznych virG rodu Flavivirus
Redéni vzorku % reaktivnich (pocet reaktivnich/pocet platnych testovanych replikati)
JEV SLEV MVEV KUNV

1:1,00E+02 100 % (8/8) 100 % (4/4) 100 % (4/4) 100 % (4/4)
1:1,00E+03 100 % (8/8) 100 % (4/4) 100 % (4/4) 100 % (4/4)
1:1,00E+04 100 % (8/8) 100 % (4/4) 100 % (4/4) 100 % (4/4)
1:1,00E+05 100 % (8/8) 100 % (4/4) 100 % (4/4) 100 % (4/4)
1:1,00E+06 100 % (8/8) 100 % (4/4) 100 % (4/4) 100 % (4/4)
1:1,00E+07 100 % (8/8) 100 % (4/4) 100 % (4/4) 100 % (4/4)

Kultivovany izolat viru Usutu byl rovnéz testovan ve 3 replikatech po zfedéni normaélni lidskou EDTA plazmou negativni
na virus (WNV) na koncentraci 1,0E+06 kopii/ml. VSechny tfi replikaty byly detekovany.
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Analyticka specificita

Analyticka specificita testu cobas® WNV byla vyhodnocena na zkiiZzenou reaktivitu u 27 mikroorganismu pfi koncentraci
10° ¢astic, kopii nebo PFU/ml, v¢etné 19 virovych izolatd, Sesti bakteridlnich kment a jednoho kvasinkového izolatu
(Tab. 18). Mikroorganismy byly pfidany do normalni lidské EDTA plazmy negativni na virus (WNV) a testovany bez
WNV as WNV pridanym v koncentraci pfiblizné 3 x LoD testu cobas® WNV. U testovanych mikroorganism

Iy

nedochazelo ke zktizené reakci s testem cobas® WNV ani k jeho narusovani.

Tab. 18 Mikroorganismy testované na analytickou specificitu

Viry

Flavivirus

Baktérie Kvasinky

Adenovirus 5
Cytomegalovirus

Virus Epstein-Barrové
Virus herpes simplex typu 1
Virus herpes simplex typu 2
Virus hepatitidy A

Virus hepatitidy B

Virus hepatitidy C

Virus hepatitidy E

Virus hepatitidy G

Virus selhani lidské imunity (HIV-1 skupiny M)
Virus selhani lidské imunity (HIV-2)

Lidsky T-bunéény lymfotropni virus typ |
Lidsky T-bunéény lymfotropni virus typ Il
Lidsky papilloma virus 6B

Virus chfipky A

Virus Chikungunya

Varicella zoster virus

Virus hore¢ky Dengue typ 1 Escherichia coli Candida albicans

Propionibacterium acnes
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus viridans

Staphylococcus haemolyticus

Vzorky plazmy z kazdého stavu onemocnéni (Tab. 19) byly testovany bez WNV a s WNV pridanym v koncentraci
priblizné 3 x LoD testu cobas® WNV. U téchto stavii onemocnéni nedochazelo ke zkiizené reakci s testem cobas® WNV

ani k jeho narusovani.

Tab. 19 Vzorky onemocnéni testované na analytickou specificitu

Onemocnéni

Adenovirus typ 5 Virus hepatitidy A
Cytomegalovirus Virus hepatitidy B

Virus hore¢ky Dengue | Virus hepatitidy C

Virus Epstein-Barrové | Lidsky T-bunéény lymfotropni virus typ |

Lidsky T-bunéény lymfotropni virus typ Il
Virus herpes simplex typu 1
Virus herpes simplex typu 2

Virus selhani lidské imunity (HIV-1)
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Analyticka specificita — interferenéni latky

Endogenni interferujici latky

Vzorky plazmy s abnormalné vysokymi urovnémi triglyceridii (az do 35,3 g/1), hemoglobinu (az do 4,7 g/1), nekonjugo-
vaného bilirubinu (az do 0,21 g/1), albuminu (az do 61,3 g/1) nebo lidské DNA (az do 0,004 g/1) byly testovany bez WNV
a s pridanim WNYV pii koncentraci priblizné 3 x LoD testu cobas® WNV. Vzorky obsahujici tyto endogenni latky
nenaru$ovaly senzitivitu ani specificitu testu cobas® WNV.

Exogenni interferujici latky

Vzorky negativni lidské EDTA plazmy negativni na virus (WNV) obsahujici abnormaélné vysoké koncentrace 1éki
(Tab. 20) byly testovany bez WNV a s WNV pridanym v koncentraci pfiblizné 3 x LoD testu cobas® WNV. Tyto
exogenni latky nenarusovaly senzitivitu ani specificitu testu cobas® WNV.

Tab. 20 Klinické vzorky testované s léky

Nazev testovaného léku Koncentrace
Paracetamol 1324 pmol/I
Kyselina acetylsalicylova 3620 pmol/I
Kyselina askorbova 342 pmol/I
Atorvastatin 600 ug Eqg/I
Fluoxetin 11,2 ymol/I
Ibuprofen 2425 pmol/I
Loratadin 0,78 pmol/I
Nadolol 3,88 pmol/I
Naproxen 2170 pmol/I
Paroxetin 3,04 pmol/I
Fenylefrin hydrochlorid 491 pmol/I
Sertralin 1,96 ymol/I
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Korelace

Vyhodnoceni vykonnosti testu cobas® WNV ve srovnani s testem cobas® TaqgScreen WNV

Vykonnost testu cobas® WNV a testu cobas® TaqScreen WNV byla porovnana s pouzitim 100 jednotlivych vzorkda EDTA
plazmy pozitivni na NAT, které byly testovany nefedéné a zfedéné v poméru 1:6. Navic bylo obéma metodami testovano
100 nefedénych vzorkt EDTA plazmy negativnich na WNV.

Negativni vzorky na WNV vykazaly 100% specificitu a poskytly 100 nereaktivnich vysledki ze 100 vzorkd u obou metod.

Vysledky obou metod u pozitivnich vzorki souhlasily na zdkladé McNemarova testu, coz prokazalo, Ze vykonnost testu
cobas® WNV a testu cobas® TaqScreen WNV je ekvivalentni (Tab. 21).

Tab. 21 Korelace mezi pozitivnimi vzorky

Metody Vysledky WNV
Test cobas® TagScreen WNV cobas® WNV Neredény Ziedény 1:6
Nereaktivni Nereaktivni 0 0
Reaktivni Nereaktivni 0 1*
Nereaktivni Reaktivni 0 1*
Reaktivni Reaktivni 100 98
Celkem 100 100
p hodnota McNemarova testu, 10 10
(dvoustranny interval, a = 0,05) ’ ’

* Stejny vzorek byl testovan nefedény (< 100 kopii/ml Narodnim genetickym institutem s pouzitim testu WNV RNA SuperQuant) a u obou testii byl
reaktivni.

Selhani celého systému

Mira selhani celého systému testu cobas® WNV byla zjisténa testovanim 100 replikati EDTA plazmy s pfidanym virem
WNV. Tyto vzorky byly testovany pfi cilové koncentraci priblizné 3 x LoD a byly analyzovany v poolu 1 (bez fedéni).
Studie byla provedena pomoci systému cobas® 8800 s pfistrojem cobas p 680 (pipetovani a poolovani).

Z vysledka této studie vyplynulo, Ze vSechny replikaty byly reaktivni pro kazdy cilovy virus WNV, coZ znamena vyslednou
miru selhani celého systému ve vysi 0 %. Dvoustranny 95% piesny interval spolehlivosti byl 0 % pro dolni mez a 3,62 %
pro horni mez [0 %: 3,62 %].
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Klicové charakteristiky vykonu testu — kadaverozni vzorky

Senzitivita

Klinicka senzitivita testu cobas® WNV pro RNA WNYV byla vyhodnocena testovanim celkem 60 jednotlivych virové
negativnich kadaverdznich vzorkd, z nichz 35 bylo klasifikovano jako stfedné hemolyzované (slamové 7luta az rizova
barva) a 25 jako silné hemolyzované (¢ervena az hnéda barva). Navic bylo testovano celkem 60 jednotlivych virové
negativnich vzorka zijicich darct. VSechny kadaver6zni vzorky a vzorky zijicich darct byly rovnomeérné rozdéleny
mezi tfi $arze ¢inidel a pét skupin pro pridani klinickych vzorkd (WNV) se 12 vzorky na kazdou skupinu. Ke kazdému
kadaverdznimu vzorku a vzorku zijiciho darce byly pridany jedine¢né klinické vzorky (WNYV) pfi koncentraci pfiblizné
5 x LoD prisludného vzorku. Kazdy kadaverozni vzorek byl v pfistroji zfedén 1:5,6 roztokem pro fedéni vzorkii cobas

omni Specimen Diluent a zpracovan postupem pro testovani kadaveréznich vzorki.

Vsechny kadaver6zni vzorky i vzorky Zzijicich darcti vykazaly 100% miru reaktivity (95% interval spolehlivosti:
94,0-100 %). Klinicka senzitivita pozorovana u kadaveréznich vzorka odpovidala senzitivité zjisténé Fisherovym
exaktnim testem u vzorku zijicich darct; souhrn uvadi Tab. 22.

Kadaverdzni vzorek Vzorek zZijiciho darce

Analyt % reaktivnich % reaktivnich
(pocet reaktivnich / (pocet reaktivnich /

pocet testovanych vzorkii) pocet testovanych vzorkii)
WNV 100 % (60/60) 100 % (60/60)
Fisher(iv exaktni test, hodnota p . . o 5 )
Mira reaktivity nevykazuje vyznamné rozdily (p = 1,000)
(a = 0,05)
Specificita

Specificita testu cobas® WNV u kadaverdznich vzorkit EDTA plazmy a séra byla vyhodnocena a srovnana se specificitou
vzorki zijicich ddrci testovanim 64 jednotlivych kadaveréznich vzorktt EDTA plazmy, z nichz 40 vzorki jednotlivych
darct bylo klasifikovano jako stfedné hemolyzované (slamové zluta az rizova barva) a 24 jako silné hemolyzované
(Cervena az hnéda barva), 62 jednotlivych kadaverdznich vzorki séra, z nichz 42 vzorki jednotlivych darct bylo
klasifikovano jako stfedné hemolyzované a 20 jako silné hemolyzované, 60 individualnich sérové negativnich vzorka
plazmy zijicich darcti a 60 individudlnich vzorkt plazmy od Zivych dérct. Studie byla provedena se tfemi nezavislymi
$arzemi Cinidel pro test cobas® WNV. Kazdy kadaver6zni vzorek byl v pfistroji zfedén 1:5,6 roztokem pro fedéni vzorka
cobas omni Specimen Diluent a zpracovan postupem pro testovani kadaveréznich vzorki. VSechny kadaver6zni vzorky
a vzorky zijicich darcti, jak EDTA plazmy, tak i séra, byly nereaktivni se 100% specificitou. Specificita pozorovana

u kadaverdznich vzorka odpovidala specificité zjisténé Fisherovym exaktnim testem (a = 0,05) u vzork zijicich darci;

souhrn uvadi Tab. 23.
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Matrice Typ vzorku Pocet nereaktivnich Pocet platnych % nereaktivnich Dvoustranny 95%
vzorka vzorka interval spolehlivosti
Kadaverézni darce 64 64 100 % 94,4-100 %
EDTA plazma -
Zijici darce 60 60 100 % 94,0-100 %
Kadaverdézni darce 62 62 100 % 94,2-100 %
Sérum -
Zijici darce 60 60 100 % 94,0-100 %
elkové vysledky s pouZitim Fisherova pecificita kadaveréznich vzorkl a vzorkd Zijicich darct je ekvivalentni:
Celkové vysledk zitim Fish Specificita kad 5znich ka kG Zijicich darc( je ekvival i
exaktniho testu Fishertiv exaktni test, p = 1,000
(a = 0,05)
Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost testu cobas® WNV na systémech cobas® 6800/8800 byla zjisténa s pouzitim 20 kadaverdznich vzorki
EDTA plazmy (stfedné a silné hemolyzovanych) s pfidavkem sekundarniho standardu Roche pro RNA WNV pri
koncentraci pfiblizné 5 x LoD testu cobas® WNV. Vysledky byly srovnany s reprodukovatelnosti zjisténou pomoci

20 vzorkit EDTA plazmy Zijicich déarcti s ptidavkem sekundarniho standardu Roche pfi koncentraci pfiblizné 5 x LoD
testu cobas® WNV.

Testovany byly nasledujici slozky variability:
e variabilita mezi jednotlivymi dny po dobu 6 dnt
e variabilita mezi jednotlivymi $arzemi s pouzitim tfi riznych Sarzi ¢inidel testu cobas® WNV

Jeden replikat byl testovan s kazdou ze 3 Sarzi ¢inidel po dobu 6 dni, celkem 18 replikatt na kazdy kadaverdzni vzorek

a vzorek zijictho darce. Kazdy kadaver6zni vzorek byl v pristroji zfedén 1:5,6 roztokem pro fedéni vzorkid cobas omni
Specimen Diluent a zpracovan postupem pro testovani kadaveréznich vzorka. Vsechna platna data studie
reprodukovatelnosti byla vyhodnocena porovnanim miry reaktivity vzorki Zijicich darct a kadaveréznich vzorkt
(dvoustranné 95% intervaly spolehlivosti) pro vSechny slozky variability. Hodnota p Fisherova exaktniho testu byla
vypocitana pro testovani statistické vyznamnosti rozdilu mezi podily reaktivnich vysledkd pozorovanych u kadaveréznich
vzorki a vzorki od Zivych darci. Nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily.

Test cobas® WNV je reprodukovatelny pfi pouziti po dobu nékolika dnti s pouzitim nékolika $arzi ¢inidel u kadaveréznich
vzorki a vzorki od zZivych darci. Souhrn vysledku variability mezi §arzemi reagencii uvadi Tab. 24.

& % reaktivnich (pocet Dolni mez Horni mez Vyznamny rozdil podle
Sarze . N . . - .
Analyt reagencie Typ vzorku reaktivnich/pocet 95% intervalu 95% intervalu Fisherova exaktniho testu
9 platnych replikata) spolehlivosti spolehlivosti (a = 0,05)
Kadaverdzni 100,0 % (120/120) 97,0 % 100,0 %
1 T hodnota p = 1,0000
Zijici dérce 100,0 % (120/120) 97,0 % 100,0 %
Kadaverdzni 100,0 % (120/120) 97,0 % 100,0 %
WNV 2 T hodnota p = 1,0000
Zijici dérce 100,0 % (120/120) 97,0 % 100,0 %
Kadaverdzni 100,0 % (120/120) 97,0 % 100,0 %
3 T hodnota p = 1,0000
Zijici dérce 100,0 % (120/120) 97,0 % 100,0 %
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Hodnoceni klinické vykonnosti

Klinicka senzitivita — testovani znamych vzorki pozitivnich na zapadonilsky virus

Klinicka senzitivita testu cobas® WNV byla vyhodnocena pomoci 530 jednotlivych klinickych vzorkd, jejichz pozitivita
byla ovérena testovanim nukleovych kyselin. Studie byla provedena ve ¢tyfech testovacich laboratotich, pricemz kazdé
pracovisté testovalo priblizné 135 vzorkd, jak nefedénych, tak zfedénych v poméru 1:6, s pouzitim tfi riznych $arzi
souprav testu cobas® WNV. Sedmnact z téchto 530 jednotlivych klinickych vzorkt bylo vylouceno ze statistické analyzy,
protoze nesplnily kritéria zarazeni ohledné virové naloze viru WNV. Proto bylo do analyzy zarazeno 513 vzork; u dvou
netedénych vzorku vak nebyly ziskany platné vysledky, takze do analyzy bylo zafazeno jen 511 vysledkt nefedénych
vzorkul. VSech 513 zfedénych vzorka poskytlo platné vysledky.

Senzitivita testu cobas®” WNV u nefedénych vzorka v této studii byla 100 % (95% interval spolehlivosti: 99,3-100 %)
a u vzorkd zfedénych 1:6 byla 98,8 % (95% interval spolehlivosti: 97,5-99,5 %) (Tab. 25). Sest nereaktivnich ziedénych
vzorki pochazelo z nefedénych vzorki s nizkym titrem viru.

Tab. 25 Klinickd senzitivita znamych vzorkd pozitivnich na zdpadonilsky virus

Pocet Pocet Pocet Senzitivita (95% interval
testovanych reaktivnich nereaktivnich Senzitivita (%) spolehlivosti)
vzorkil vzorkil vzorkil Dolni mez Horni mez
Neredény 511* 511 0 100 99,3 100
1:6 513 507 6 98,8 % 97,5 99,5

* Dva z nefedénych vzorki neposkytly platny vysledek.

Klinicka specificita

Klinicka specificita testu cobas® WNV byla hodnocena testovanim nahodné zvolenych odbérti darované krve ve ¢tyfech
externich laboratorich. Byly testovany jednotlivé vzorky a smési po $esti vzorcich. Ve studii byly pouzity tfi rtizné Sarze
¢inidel cobas® WNV. Klinicka specificita testu cobas® WNV byla vypoctena jako procentni podil (95% dvoustranny
interval spolehlivosti) darcti s negativnim stavem pro WNV, ktefi méli nereaktivni vysledky testu cobas® WNV. Pocet
vyhodnotitelnych odbéri darované krve byl 63 243 pfi testovani smési a 10 823 pfi testovani jednotlivych vzorki.

Vysledky testovani smési

Tab. 26 ukazuje vypocet klinické specificity testu cobas® WNV pro 63 243 vyhodnotitelnych darcti z testovani smési.
Klinicka specificita testu cobas® WNV pro testovani smési v této studii byla 100,000 % (63 243/63 243; 95% interval
spolehlivosti: 99,994-100,000 %).
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Tab. 26 Klinicka specificita testu cobas® WNV - testovani smési

| Stav darce pro WNV*
Vysledek testu cobas® WNV — — Celkem
Pozitivni Negativni
WNV reaktivni 0 0 0
WNV nereaktivni 0 63243 63243
Celkem 0 63243 63243
Klinicka specificita 100,000 %
(95% interval spolehlivosti) (99,994 %, 100,000 %)

* Stav WNV darce byl pfifazen programem na zdkladé modelt reaktivity na test pfi prvnim darcovském odbéru a pti nésledujicich odbérech, byly-
li provedeny.
Specificita testu cobas® WNV pfi testovani smési u prvnich darcovskych odbérti byla 100,000 % (10 573/10 573;
95% interval spolehlivosti: 99,964-100,000 %). Zadn4 z 10 573 smési po Sesti vzorcich nebyla reaktivni pfi testu
cobas® WNV. U smési vzorki byla zaznamendna 1,6% mira vyskytu neplatnych vysledki z divodu vnitfnich kontrol
nebo selhani pristroje.

Vysledky testovani jednotlivych vzorki

Tab. 27 ukazuje vypocet klinické specificity testu cobas® WNV pro 10 823 vyhodnotitelnych darcti z testovani jednotlivych
vzorku. Klinicka specificita testu cobas® WNV z testovani jednotlivych vzorki v této studii byla 100,000 % (10 823/10 823;
95% interval spolehlivosti: 99,965-100,000 %). U jednotlivych vzorki byla zaznamendna 0,3% mira vyskytu neplatnych
vysledki z divodu vnitinich kontrol, selhani pfistroje, odchylek od protokolu nebo jinych pfihod.

Tab. 27 Klinick4 specificita testu cobas® WNV - testovani jednotlivych vzork

. Stav darce pro WNV*

Vysledek testu cobas® WNV — — Celkem

Pozitivni Negativni

WNV reaktivni 0 0 0

WNV nereaktivni 0 10 823 10 823
Celkem 0 10 823 10 823

Klinicka specificita 100,000 %

(95% interval spolehlivosti) (99,965 %, 100,000 %)

* Stav WNV dérce byl ptifazen programem na zakladé modeld reaktivity na test pfi prvnim darcovském odbéru a pti nasledujicich odbérech, byly-

li provedeny.

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost testu cobas® WNV pfi pouziti se systémy cobas® 6800/8800 byla zjisténa testovanim osmipolozko-
vého panelu sestavajiciho ze dvou negativnich vzorka plazmy a dvou vzorka plazmy pozitivnich na WNV ve trech
ruznych koncentracich (pfiblizné 0,5 x, 1,0 x, a 3,0 x hodnota LoD testu cobas® WNV).

Obsluha na kazdém ze tii pracovist se systémem cobas® 8800 provadéla testovani pét dni s kazdou ze tfi $arzi ¢inidel
cobas® WNV; byly provedeny dva platné cykly s panely (tj. dvé davky, davka = jeden panel + dvé kontroly) denné a bylo
ziskano az 180 testt pro kazdy typ viru jako polozku panelu pii kazdé ze tfi koncentraci.

Veskeré platné davky a vysledky testti byly analyzovany vypoctem procentniho podilu vysledka reaktivnich testt u kazdé
polozky panelu (Tab. 28). Tato studie prokazala, ze test cobas® WNV pro pouziti se systémy cobas® 6800/8800 vykazuje
reprodukovatelnost v ramci hodnocenych proménnych (3arze, pracovisté/zarizeni, den, davka a v ramci davky) pri detekci
WNV.
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Tab. 28 Vysledky testd shrnuté podle pracovisté/zafizeni, $arze, dne a ddvky (pozitivni polozky panelu)

Pracovisté Sarze Den Davka
Virové Koncentrace % % v v
cile virové naloze ID pozitivnich ID pozitivnich ID pozitivnich ID pozitivnich
vysledkii vysledkii vysledkii vysledkii
WNV 1 86,7 % (52/60) 1 85,0 % (51/60) 1 94,4 % (34/36) 1 81,1 % (73/90)
2 90,0 % (54/60) 2 91,7 % (55/60) 2 72,2 % (26/36) 2 91,1 % (82/90)
0,5 x LoD 3 81,7 % (49/60) 3 81,7 % (49/60) 3 88,9 % (32/36) - -
- - - - 4 86,1 % (31/36) - -
- - - - 5 88,9 % (32/36) - -
1 95,0 % (57/60) 1 96,7 % (58/60) 1 86,1 % (31/36) 1 93,3 % (83/89)
2 100,0 % (59/59) 2 88,3 % (53/60) 2 94,4 % (34/36) 2 92,2 % (83/90)
1,0 x LoD 3 83,3 % (50/60) 3 93,2 % (55/59) 3 94,3 % (33/35) - -
- - - - 4 94,4 % (34/36) - -
- - - - 5 94,4 % (34/36) - -
1 98,3 % (59/60) 1 98,3 % (59/60) 1 100,0 % (36/36) 1 98,9 % (89/90)
2 100,0 % (60/60) 2 100,0 % (60/60) 2 100,0 % (36/36) 2 100,0 % (90/90)
3,0 x LoD 3 100,0 % (60/60) 3 100,0 % (60/60) 3 97,2 % (35/36) - -
- - - - 4 100,0 % (36/36) - -
- - - - 5 100,0 % (36/36) - -
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Doplnujici informace

Hlavni parametry testu

Typ vzorku Plazma a sérum
Minimalni poZzadovany objem vzorku Zijiciho darce 1000 pl*
Zpracovany objem vzorku Zijiciho darce 850 pl
Minimalni pozadovany objem kadaverézniho vzorku 300 pl*
Zpracovany objem kadaverézniho vzorku 150 pl

* Zkumavky pouzivané k testovani mohou mit jiné mrtvé objemy a vyzadovat vétsi nebo mensi minimalni objem. Dal$i informace ziskate od
mistniho zastupce servisnich sluzeb spole¢nosti Roche.

09306811001-01CS

Doc Rev. 1.0 33



cobas® WNV

Symboly

V oznacovani diagnostickych produktii spolecnosti Roche PCR se pouzivaji nasledujici symboly.

Tab. 29 Symboly pouzité pfi oznacovéni diagnostickych produktd PCR spole¢nosti Roche

Age/DOB| vék nebo datum narozeni

Pomocny software

sw

Ptirazené rozmezi

Assi R i L
| Assigned Range [copies/mL] | (kopie/mD)

Ptirazené rozmezi
IAssigned Range [IU/mL] I au/mi)

E Zplnomocnény zéstupce
pro evropské spolecenstvi

[ERRRRRRARTN]
BARCODE

LOT
/\% Biologicka rizika

REF

Datovy list s ¢arovymi kédy

Cislo sarze

Katalogové ¢islo

Znacka shody CE. Tento

prostfedek odpovida
pislusnym pozadavkim
pro zna¢ku shody CE pro
diagnosticky zdravotnicky
prostredek in vitro

Collect Date| Datum odbéru

Ctéte navod k pouziti

Obsah vystaci

pro <n> testd

CONTENT | Obsah soupravy

Kontrola

& Datum vyroby

[ |
’ Prostiedek pro testovani
u lizka pacienta
[ 4

Prostfedek pro
4\ samotestovani

09306811001-01CS

Prostfedek neni pro
testovani u l0Zka pacienta

Prostfedek neni uréen pro
samotestovani

&P Distributor
(Pozn.: pod symbolem miize byt
uvedena prislusna zemé/oblast.)

Nepouzivat opakované

Zena

Pouze pro vyhodnoceni
vykonnosti IVD

aﬁ,ﬂ@@@@@

Globalni ¢islo obchodni
polozky

GTIN

Dovozce

Zdravotnicky prostfedek
pro in vitro diagnostiku

S|

Dolni mez pfirazeného
rozmezi

F
r—
=

Muz

Vyrobce

CONTROL | — | Negativni kontrola

Nesterilni

=>EE o,

& Jméno pacienta

Cislo pacienta

=M
++

Zde odloupnout

o

<

CONTROL | + | Pozitivni kontrola

[ QS copies / PCR

Kopie 1U na reakci PCR,

pouzijte mezinarodni
as IU/PCR jednotky (UI) QS na reakci

PCR pti vypoctu vysledki.

Sériové ¢islo

SN

Pracovisté

Site

| Procedure | Standard | Standardni postup

STERILE m Sterilizovano ethylenoxidem

Uchovévejte v temnu

Omezeni teploty

0~<®

Definiéni soubor testu
TDF

Neklopit

|—>
—

| Procedure | UltraSensitive | Ultracitlivy postup

Jedine¢na identifikace
prostiedku

UDI
Horni mez prifazeného

ULR rozmezi
Urine Fill Line| Hiadina pro naplnéni mo¢i

Pouze pro USA: podle

federalniho zékona smi byt
Rx Only tento piistroj prodavan

pouze Iékarem nebo

na jeho objedndvku.

2 Datum expirace

Kopie QS na reakci PCR, pouzijte kopie QS
na reakci PCR pfi vypoctu vysledku.
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Technicka podpora

Pro technickou podporu (asistenci) kontaktujte mistni zastoupeni:

https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Vyrobce a dovozce

Tab. 30 Vyrobce a dovozce

Roche Molecular Systems, Inc.
1080 US Highway 202 South
Branchburg, NJ 08876 USA
www.roche.com

Vyrobeno v USA

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

Ochranné znamky a patenty

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

Autorska prava
©2023 Roche Molecular Systems, Inc.
Roche Diagnostics GmbH
EC|REP Sandhofer Str. 116 c E
68305 Mannheim
Germany 2797
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