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ANOTACE

Bakalafska prace se zabyva detekci SARS-CoV-2 viru, ktery aktualné zptsobuje pandemii
onemocnéni COVID-19 projevujici se tézkym akutnim respiraénim syndromem. Zaméfuje se
predevsim na detekci viru pomoci polymerazové fetézové reakce v realném Case s reverzni

transkripci. Uveden je také prehled dostupnych komercnich kitt.
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TITLE
Possibilities of SARS-CoV-2 Virus Detection Using the RT-qPCR Method
ANNOTATION

Bachelor’s thesis deals with the detection of SARS-CoV-2 virus, which currently causes
pandemic disease COVID-19 manifesting with severe acute respiratory syndrome. It focuses
mainly on virus detection using real-time polymerase chain reaction with reverse

transcription. An overview of available commercial kits is also listed.
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1 Uvod

Novy typ koronaviru (SARS-CoV-2) je puvodcem virového onemocnéni Covid-19
(z angl. Coronavirus disease 2019), které se projevuje tézkym respiracnim syndromem a bylo
poprvé objeveno v ¢inském Wu-chanu na konci roku 2019. V nékolika nasledujicich mésicich
se rozsifilo do celého svéta a zpisobilo celosvétovou pandemii. Toto vysoce infekéni
onemocnéni se pienasi pomoci kapének vzduchem a také pfimym kontaktem s nakazenou
osobou. Virus napada predevSim horni a dolni cesty dychaci, coz se projevuje ztizenym
dychdnim, duSnosti, kaslem a dal§imi pfiznaky. Nemoc zpisobuje komplikace ptedevsim
u pacientll s vaznym onemocnénim, star$Sim lidem, ale mGzou se vyskytnout i u zdravych
jedinct. Pacienti s téZkym pribéhem casto konci hospitalizovani v nemocnicich, kde jsou
odkazani na plicni ventilaci. I pfes veskera opatieni a péci zdravotnikli, muze toto

onemocnéni koncit smrti.

Abychom ptedchézeli Sifeni nemoci, zavedly jednotlivé staty mimoradnad opatieni,
tykajici se zejména dodrzovani hygienickych navykl, omezeni kontaktu osob ve skupinach,
zakazu hromadnych akci a dalSich omezeni, dle rozvijejiciho se poc¢tu nakazenych. Osoby,
které nakaza postihla, nebo se s ndkazou setkaly, maji nafizenou karanténu, kdy musi ziistat
alespoit 10 dni doma. Dilezitou ulohou, aby se zamezilo Sifeni koronaviru, je také jeho
testovani. Diagnostiku Covid-19 je mozno provadét vice zpusoby zaloZzenymi jak na vySetieni
ptitomnosti nukleové kyseliny (metoda PCR, LAMP) nebo povrchovych proteinli viru
(antigenni testy RAT), tak i na prikazu specifickych protilatek, vytvofenych pfi imunitni

reakci lidského organismu na infekci SARS-CoV-2.

Nejcitlivéj§i metodou je polymerazova tetézova reakce (PCR) vredlném case (q)
s reverzni transkripci (RT), kterd je zaloZena na prikazu virové nukleové kyseliny. Vzorek se
odebira z hornich cest dychacich, stérem z nosohltanu a je dileZzité jej umistit do zkumavky
obsahujici virové transportni médium. Tato metoda zjiStuje predevSim piitomnost E genu
a genu RNA-dependentni RNA polymerazy (RARP). RT-qPCR je velice spolehliva a piesna
laboratorni metoda pro detekci, studium a sledovani priibéhu koronavirové infekce a bude

hlavni naplni této bakalarské prace.
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2 SARS-CoV-2 virus

2.1 Taxonomické zarazeni

Virus SARS-CoV-2 (z angl. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) se fadi
mezi koronaviry a je nové objevenym kmenem z celedi Coronaviridae (podceled
Orthocoronavirinae, tad Nivovirinales). Jednd se o obalené, pozitivné orientované,
jedno-fetézcové RNA viry. Celed je dale ¢lenéna na rody Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, které mohou infikovat savce a Gammacoronavirus, Deltacoronavirus,
primarné infikujici ptdky. SARS-CoV-2 virus patii do rodu Betacoronavirus, jeho
rezervoarem jsou savci, zejména netopyii a hlodavci, z nichz se mize ndkaza pfenést na
Clovéka. Onemocnéni, které nasledné vznikd, se oznaCuje Covid-19 (z angl

coronavirus disease 2019) a projevuje se jako tézky akutni respira¢ni syndrom [1].

Mezi dal§i zndmé lidské koronaviry patfi napt. MERS-CoV (z angl. Middle East
respiratory syndrome coronavirus), ktery se jako prvni objevil v 1ét¢ roku 2012 v Saudské
Arabii. Tento typ lidského koronaviru zptsobuje vysokou horecku, kasel, duSnost, akutni
infekci dychacich cest a multiorganovou dysfunkci, kterd nakonec muze vést k timrti
infikovanych jedinct. Hlavnim hostitelskym rezervoarem jsou dle virologickych studii
velbloudi, ze kterych se mizou sporadicky infikovat lidé. Jedna se tedy o zoon6zu. Mnohem
Castéji je ovSem prenos z Cloveéka na cCloveka. Dalsi smrtici zoonoticky koronavirus je
SARS-CoV (z angl. severe acute respiratory syndrome coronavirus). Toto infek¢ni
onemocnéni se poprvé objevilo vroce 2002 v Ciné a poté se rozsifilo do celého svéta.
U infikovanych jedinci se onemocnéni projevuje horeCkou, zimnici, ztuhlosti, kaSlem
a z patologickych aspektli jsou ptfitomné lymfopenie, trombocytopenie, zvySené hladiny
laktatdehydrogendzy a kreatinkinazy. Mezi hlavni rezervoary, u nichZz se predpoklada
pravdépodobny pfenos na ¢loveéka, patii netopyfi a cibetky. Diky pfisnym opatfenim se v roce
2004 dostalo Sifeni koronaviru pod kontrolu, avSak predpokladalo se, Ze se mlze nékaza
vratit. Existuji dal$i zndmé koronaviry, které zplsobuji respiratni komplikace. Jedna se
o HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63 a HKUI1. Nakaza témito koronaviry mé za

nasledek mirné az stredné tézké infekce hornich cest dychacich [2, 3, 4, 5].

2.2 Strukturni charakteristika

Obal koronavirt je slozen z lipidové membrany, ve které jsou ulozeny virové povrchové

proteiny. Konkrétné jde o nukleokapsidovy (N) protein, ktery obklopuje genom RNA, dale
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S glykoprotein, matrixovy (M) protein, obalovy (E) protein a (HE) hemaglutinin-esterazu,
souvisejici s fuznim proteinem viru chiipky C (viz Obr. 1). Pravé kyjovity protein S,
vycnivajici z membrany, dodava viru charakteristicky halo efekt, jevici se jako koruna
(latinsky corona) v elektronovém mikroskopu. Dle tohoto vzhledu dostal koronavirus sviij

nazev [1].

Genom koronaviru mé velikost az 31 kb, coz jej fadi mezi nejvétsi z RNA virt. Na 57
konci genomu se nachéazi vedouci sekvence, ktera hraje kliCovou roli v replikaci. Zahrnuje
gen replikazu, jenz se sklada ze dvou otevienych c¢tecich ramcit ORF 1a a ORF 1b. Nasleduji
4 ORF, které pokracuji sekvencemi pro strukturni proteiny (S, M, E, N) smérem k 3" konci.

Virus dale obsahuje tfadu dopliikovych proteini, jejichz funkce je vétSinou neznama

a zpravidla neni nezbytna pro replikaci viru [1, 6].

Obrazek 1 - Popis struktury koronaviru [7].

2.3 Vstup koronaviru do hostitelské burnky

Hlavni ulohu, pii vstupu koronaviru do hostitelské buiky, zprosttedkovava
glykoprotein S, ktery je slozen ze dvou podjednotek. Podjednotka S1 umoziiuje rozpoznani
a absorpci na hostitelsky receptor angiotenzin-konvertujici enzym 2 (ACE2) a podjednotka S2
zprostiedkovava fuzi virové bunééné membrany. ACE2 se vyskytuje na buiikach v plicich,
srdci, tepnach, ledvinach a stfevech. Po vniknuti viru do buiiky se uvolni virové RNA
a prepiSi se oba cCteci ramce genu ORF la a ORF 1b, tim vzniknou polyproteiny. Dochazi
k replikaci a transkripci genomové RNA pomoci §tépeni polyproteinli a sestaveni komplexu

replikdza-transkriptdza. V kone¢né fazi se strukturni proteiny syntetizuji, sestavuji a bali
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v Golgiho aparatu. Nésledné putuji k bunééné membran€, kde dochézi k uvoliiovani novych

virovych ¢astic (viz Obr. 2) [8].
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Obrazek 2 - Schéma vstupu koronaviru do hostitelské bunky [9].

2.4 Klinické priznaky onemocnéni COVID-19

Klinické projevy onemocnéni se mizou u jednotlivych osob postihnutych koronavirem
liSit. Jsou znamy 1 osoby, které byly zcela asymptomaticti. Nejcastejsi ptiznaky jsou horecka,
unava a such}'/ kasel. Bolesti v krku, prﬁjem, zangt spojivek, bolesti hlavy, Vyréika na téle
patii bolest, tlak na hrudi, dychaci obtize nebo dusnost, a dokonce 1 ztrata feci nebo schopnost
pohybu. Kazdy takovy piiznak by nemé¢l byt ignorovan a osoba by méla kontaktovat svého
obvodniho 1ékafe a byt vySetiena, aby se zamezilo Sifeni viru. Pfiznaky se objevuji nejcastéji

5. — 6. den po nakazeni, mohou se ale objevit 1 za 14 dni od nakaZeni [10].



2.5 Moznosti detekce infekce SARS-CoV-2 virem
2.5.1 Testy na prukaz specifickych protilatek

Jednim z moznych zpiisobl jsou testy detekujici pfitomnost protilatek, které se tvofi
jako imunitni reakce Clovéka na infekci SARS-CoV-2 v krvi. Pritomnost protilatek akutni
faze tfidy IgM indikuje aktivni nebo neddvnou infekci, zatimco dlouhodobé pamétoveé
testovani slouzi jako screeningovy nastroj. Pozitivni test na protilatky zpravidla sveéd¢i jiz
o probéhnuté nemoci, kdy si jedinec vytvofil imunitu viéi viru, a tudiz uz neni nachylny
k infekci. Piredpoklada se, Ze osoby s pozitivni hladinou protilatek IgG jiz nejsou infekéni

[11].

Na zacatku infekce se jako prvni v krvi objevi protilatky tfidy IgM, které jsou vétSinou
pozitivni po 3-15 dnech od pocatku klinickych priznak. Nasledné, asi se sedmidennim
zpozdénim, se zacnou tvofit protilatky tfidy IgG. Hladina IgM protilatek se za¢ne postupné
sniZovat, zatimco protilatky IgG v krvi rostou. Ve fazi uzdravovani se titr IgG protilatek mtze
zvysit az nékolikandsobné oproti pocatecni akutni fazi. Lze také testovat protilatky tiidy IgA,
které se vytvari na sliznici i pii nizké virové nalozi, casto bez klinickych priznakl. Prave tyto
imunoglobuliny se tvofi jako prvni a vykazuji nejvyssi citlivost asi 4.-25. den po nastupu
nemoci. Protilatky IgA dosahnou vrcholu asi 16.-20. den od nastupu nemoci, nasledn¢ dojde

k jejich poklesu, 1 ptesto pii uzdravovaci fazi zistavaji na relativné vysoké hodnoté [12].

Existuji rychlé (Rapid) testy, které se provadi z kapky kapilarni krve a podavaji
informaci o pfitomnosti protilatek. Nevyhodou téchto testl je, Ze nedokaZou stanovit hladinu
protilatek. Provedeni testu je jednoduché a nevyZaduje pfitomnost odborného pracovnika.
Jedinec si odebere kapilarni krev z prstu a pomoci kapatka kapne 20 pl krve do jamky Rapid
testu s prouzky s barevnymi konjugaty a reaktivnimi €inidly rozptylenymi na odpovidajici
oblasti. Poté se do jamky ptidaji 2 az 3 kapky fediciho pufru a vy¢ka se 15 minut na odecteni
vysledku. V ptipadé€ pozitivity protilatek se objevi barevny prouzek v oblasti s odpovidajici
protildtkou. V negativnim pfipad¢ =zlstane barevny prouzek pouze u kontroly testu
(viz Obr. 3). Princip testu je zalozen na migraci vzorku membranou chromatografickym

pusobenim a reakci s anti-lidskymi IgM nebo IgG protilatkami v dané oblasti [13].
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Obrazek 3 - Hodnoceni Rapid testu [14].

Pro detekci hladiny protilatek je nutné provést kvantitativni nebo semikvantitativni test

protilatek v laboratoii metodou ELISA nebo CLIA.

Prikaz protilatek metodou ELISA se provadi ze vzorku séra nebo plazmy od pacienta
s pouzitim rekombinantni domény S1 glykoproteinu SARS-CoV-2 jako antigenu. Stanoveni
se provadi v mikrotitracnich destickach, jejichz jamky jsou potazené pravé rekombinantnim
strukturnim proteinem S1. V prvnim kroku detekce se v jamkéch inkubuji zfedéné vzorky od
pacientli. Pokud je ve vzorku pfitomna protilatka, navaze se v tomto kroku na antigen.
Nasleduje promyti reakéni smési a odstranéni nadbyte¢né protilatky. Poté se provede druha
inkubace pomoci enzymem znaceného antihumanniho IgA, IgM nebo IgG katalyzujiciho
barevnou reakci. Vysledky jsou néasledné hodnoceny semikvantitativné, vypoctem pomeéru
kontrolniho nebo pacientského vzorku a kalibratoru. Hodnoty mensi nez 0,8 jsou povazovany

za negativni, 0,8-1,0 za hrani¢ni a hodnoty nad 1,1 za pozitivni [15].

Metoda CLIA neboli chemiluminiscenéni imunoanalyza pouzivd magnetickeé kulicky
potazené rekombinantnim antigenem, zejména se jednd o strukturni proteiny S nebo N,
a substrat znaceny chemiluminiscenéni latkou na automatizovanych platformach. Jako
detek¢ni protilatka se pouziva protilatka proti lidskému IgG nebo IgM. Pokud je ve vzorku
séra pfitomna protilatka, navdZe se na rekombinantni antigen a vytvoii komplex. V dalSim
kroku se na komplex navaZe substrat znaceny chemiluminiscencni latkou. K detekci
naméfenych hodnot chemiluminiscence je potfeba pouZzit automatizovany magneticky
chemiluminiscen¢ni analyzéator. Vysledky jsou uvadény jako arteficidlni jednotky/ml.
Hodnoty mens$i nez 12 AU/ml jsou povaZzovany za negativni, 12-15 AU/ml za hrani¢ni a

hodnoty nad 15 AU/ml za pozitivni [16, 17].
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2.5.2 Testy na prukaz antigenu

Dalsi z moznych zptsobu testovani je rychly test antigenu (RAT). Tento test kombinuje
imunochromatografii s enzymovym testem k detekci virového nukleokapsidového (N)
proteinu. Vyhodou RAT je, Ze nevyzaduje specialni vybaveni, neni ¢asové narocny a neni
potifeba vysoce kvalifikovanych laboratornich pracovnikli. Podobné jako u Rapid testu na
protilatky se pacientiv vzorek nanese kapatkem do uréené jamky a po urCitém case se
odectou vysledky barevnych prouzkli. Vzorek na antigenni test se kromé standardniho vytéru
z nosohltanu vysettuje i ze slin, popt. vytéru z kraje nosu, coz piedstavuje pro pacienta mensi
zatéz. Tato metoda je oproti polymerdzové fetézoveé reakci rychld, avsak neni tak citliva. Test
byva pozitivni hlavné v dob¢, kdy pacient produkuje velké mnozstvi viru a je nejvice infekéni

[18, 19, 20].

2.5.3 LAMP testy

LAMP (z angl. Loop-mediated isothermal amplification) neboli smyckové
zprostiedkovand izotermickd amplifikace se fadi mezi dal§i metody k diagnostice ndkazy
SARS-CoV-2 virem. Metodou ziskame informaci o pfitomnosti virové RNA ze slin pacienta
za pomérné kratky casovy usek. Oproti referencni PCR metodé€ je technika LAMP rychla
a pomérné nendrona na piistrojové vybaveni. Vzorky slin se nejprve tepelné inaktivuji
a nasledn¢ se smichaji s reagenciemi LAMP. Pot¢ nésleduje inkubace pfi teploté 60-65 °C po
dobu asi 30 minut k dokonceni amplifikace. V konecné fazi se ke vzorku ptida barvivo (napf.

SYBR Green), které nésledné zméni barvu v zavislosti na vysledku testu (viz Obr. 4) [21].

)

Pozitivni Negativni Pozitivni Negativni

Obrazek 4 - Vizudlni detekce pozitivniho a negativniho vzorku pomoci metody LAMP:(A) analyza
vysledkit po pouziti barviva SYBR Green za prirozeného svétla;, (B) analyza vysledkii po pouziti
barviva SYBR Green v UV svetle [22].

18



Nejcitlivéjsi metodou pro diagnostiku SARS-CoV-2 je polymerazové fetézova reakce
(PCR) vrealném case s reverzni transkripci (RT), kterd je zaloZzena na prikazu virové

nukleové kyseliny. Tato metoda bude podrobné popsana v nasledujici kapitole.

3 Detekce SARS-CoV-2 viru pomoci kvantitativni RT-PCR

v

Nejspolehlivéjsi metodou stanoveni SARS-CoV-2 viru je polymerazova fetézova reakce
v realném Case s reverzni transkripci (RT-qPCR). Proces zahrnuje dva hlavni kroky. Nejprve
pfevedeme virovou RNA na komplementarni cDNA pomoci reverzni transkripce a poté
nasleduje amplifikace specifickych oblasti cDNA metodou PCR. Pro spé$né testovani je

dalezity predevsim navrh vhodnych primert a optimalizace testu.

Pted vlastnim provedenim testu je potieba zajistit spradvny odbér vzorku a izolovat

virovou RNA. Jednotlivé kroky budou popsény nize.

3.1 Odbér vzorku

Spravnost a kvalita odbéru materidlu na vySetfeni je pro UspéSnost testu naprosto
zasadni. Vzorek se odebird pfedev$im z hornich cest dychacich, stérem z nosohltanu,
popiipadé€ z orofaryngu. Odbér z nosohltanu se provadi proto, Ze se zde virus primarné¢ mnozi.
Z orofaryngu je odbér dilezity, protoze virus se zde usazuje v souvislosti s klinickymi
pfiznaky, zejména kaSlanim. Tyto mista l1ze setfit jednim odbérovym tamponem nebo dvéma
tampoOny a nasledné je vlozit do jedné zkumavky obsahujici tekuté virologické transportni
médium. Samotny odbér pacienta probiha tak, Ze si pacient pohodlné sedne a opfe hlavu
o opérku, aby ji m¢l lehce zaklonénou. Tampdn se zavede do nosni dirky a dba se na to, aby
byl rovnobézné s patrem. M¢l by dosahnout hloubky stejné, jako je vzdalenost mezi nosni
dirkou a uchem (viz Obr. 5). Tampdn se necha na misté n¢kolik sekund a poté se otacivym
pohybem opatrné vytahne ven. Néasledné se vlozi do zkumavky s transportnim médiem.
Soucasti transportniho meédia je pufr o osmolalité¢ fyziologického roztoku, protektivni
bilkovina, antibiotika, popfipad¢ antimykotika. Takto odebrany material je mozné okamzité
zpracovavat nebo uchovavat pifi chladnickové teploté 2-8 °C po dobu az 72 hodin. Pro

ptipadné delsi uchovavani vzorku je nutné jej zamrazit na teplotu -70 °C a nizsi [23, 24].

Pfi odbéru pacienta nebo manipulaci se vzorkem je nutné mit na paméti, ze se miize

jednat o infek¢ni osobu nebo material a je nezbytné dodrzovat piisluSna preventivni opatieni.
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Zdravotnik nebo osoba povétfena odbérem nebo zpracovanim vzorku musi vzdy pouzivat
ochranné pomiicky, jako jsou ochranné masky (respiratory, rousky), rukavice, plast
a ochranny S§tit nebo bryle, aby se zamezilo pfenosu nadkazy. Zpracovani vzorku probiha
v samostatné mistnosti a v laminarnim boxu, aby nedochdzelo ke kontaminaci ostatnich
ptistrojii a také k ndkaze pracovnikd. Dale je nutné vzdy po skonceni prace tadné
vydezinfikovat pracovni misto a vyklidit odpad do specialné oznac¢eného infekéniho odpadu.

Pracovnici si také pravidelné musi ménit ochranné pomucky a dezinfikovat ruce [23, 24].

Obrazek 5 - Schéma spravného odbéru z nosohltanu [25].

3.2 1Izolace RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) je nedilnou soucasti laboratornich analyz. Dulezita je
zejména v diagnostice virovych, bakteridlnich a parazitdrnich onemocnéni a také pomaha
urcit diagnézu nékterych poruch a nadorii. Pfed vlastni analyzou je potieba ziskat cistou

molekulu RNA. Toho docilime riznymi zptsoby ¢isténi [26].

3.2.1 Fenol-chloroformova extrakce

Principem metody je odd€leni RNA od DNA pomoci extrakce kyselym roztokem, jez
obsahuje guanidin thiokyanat, octan sodny, fenol a chloroform. Nasleduje centrifugace,
po které se celkovd RNA nachazi v horni vodné fazi, zatimco DNA, proteiny a ostatni
neCistoty v mezifazi nebo v organické fazi. Poté se provadi precipitace RNA
s izopropylalkoholem, po centrifugaci ziskdvame bilou peletu obsahujici izolovanou celkovou

RNA. Bilé zbarveni je zptisobeno pfitomnosti zbytkovych soli srazejicich se spolecn¢ s RNA.
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Promytim pelety ethanolem (75-90 %) se soli odstrani a vznikne ¢istd RNA. Nejvyznamné;jsi
izola¢ni smés je monofazicky roztok fenolu a quanidin isothiokyanatu, ktery slouzi jako
komplexni ¢inidlo pro extrakci RNA, DNA a proteinti z tkani nebo bunck. Je dostupna
komer¢né€ pod raznymi nazvy napi. TRIzol (Invitrogen), TRI Reagent (Sigma-Aldrich), TRIR
(Abgene), RNA blue (Top Bio), aj. [26, 27, 28].

Nevyhodou fenol-chloroformové extrakce je jeji zdlouhavost a také prace

N 24

metodami [26, 27, 28].

3.2.2 Manualni izolace pomoci spin-kolonek

Manualni izolace pomoci spin-kolonek se oproti fenol-chloroformové metod¢ 1isi tim,
ze je rychlej$i a nepracuje se s nebezpecnymi slouc¢eninami. Jedna se o vysoce specifickou
metodu, pii niz ziskavame vysokou vytéznost virové RNA nebo DNA. Izolace je zaloZena na
lyze virovych molekul za pfitomnosti chaotropnich soli, které pomahaji vazbé RNA,
a nasledném navazani nukleovych kyselin na pevnou fazi (spin-kolonku). Poté nasleduje
odstranéni kontaminujici DNA pomoci rekombinantni DN4zy a centrifugace k odstranéni
nenavazanych latek. Nukleové kyseliny, jeZ jsou navazané na vazebném materidlu, se
v dal$im kroku promyji pomoci vhodnych pufrovych roztokl. V kone¢né fazi dochazi k eluci
purifikovanych nukleovych kyselin z vazebného materialu, a to pomoci roztokl s nizkym
obsahem soli napf. ultra ¢isté vody bez RN4az. V mezikrocich vZdy probiha potfebna inkubace
a centrifugace (viz Obr. 6). Takto izolovand nukleovad kyselina mé& vysokou kvalitu a je

vhodna k pfimému pouZiti pro RT-qPCR a jiné metody [26, 27, 29].

V posledni dobé¢, kdy pocet vzorkll pro izolaci RNA stoupéd a je potieba ji izolovat
rychle a ve vysoké kvalité, se upfednostiiuje pouzivani komeréné dostupnych souprav
zahrnujicich centrifugaéni (spin) kolonky nebo vicejamkové desticky obsahujici material
vazajici nukleovou kyselinu. RNA je izolovana na riizné¢ modifikovanych sorbentech, které
umoziuji vyssi vytéznost Cisté RNA a snizuji kontaminaci preparatu genomovou DNA. Jako
vazebny materidl se nejCastéji pouzivaji povrchy zoxidu kiemicitého (silika) ve formé
matrice (filtry ze sklenénych vlaken nebo membrany z oxidu kifemicitého). Tyto materidly
vazou nukleové kyseliny v prostfedi pufrii na bazi guanidinu, jeZ jsou bézné€ pouzivany pro

zajisténi chaotropnich podminek pro vazbu nukleovych kyselin.
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Existuji také spin-kolonky na bazi rostlinného celulé6zového materidlu pro ciSténi
nukleovych kyselin. Filtraéni papir na bazi celuldozy je oproti materidlu na béazi oxidu

kiemicitého levny a snadno dostupny v laboratotich [29, 30].

1. Lyza a vazba-
200ul vzorku + -
2001 lyzacniho pufiu

i 4. Suseni-
- | 12000x g za
v 1 minutu
2. Promyti-
promyti s 500ul l
promyvaciho pufru 1
5. Eluce-
- 50ul eluéniho pufi,
v inkubace 1 minutu pfi
. okojove teplote,
3. Promyti- Eenh"i]ﬁlzaceplz 000 % g
promyti s 500ul = =
promyvaciho pufru 2 za 1 minufu

Obrazek 6 - Schéma izolace nukleovych kyselin pomoci spin-kolonek [31].

3.2.3 Automatizovana izolace pomoci magnetickych ¢astic

Izolace nukleovych kyselin pomoci magnetickych ¢astic je velmi oblibena metoda
zejména ve velkych provozech (nemocnicich), kde se miize najednou pracovat s velkym
mnozstvim vzorkd. Nékteré pristroje jsou schopny izolovat az 96 vzorkd za hodinu. Pracuje
se s magnetickymi ¢asticemi, které jsou kulovitého tvaru a jejichZ velikost se pohybuje od nm
aZz po pm, v zavislosti na izolovaném druhu vzorku. Pro izolaci nukleovych kyselin a virti se
velikost ¢astic pohybuje okolo 20—450 nm. Jadro téchto ¢astic je tvofeno magnetickymi oxidy
zeleza, nejcastéji Fe3sO4 (magnetit), y-FeoO3 (maghemit), ale 1 zlatem. Aby se mohla Castice
navézat na nukleovou kyselinu, je potfeba obalit jadro specifickym povrchem, ktery ji bude
vazat (viz Obr. 7). PouZivaji se organické polymerni materidly obsahujici velké mnoZstvi
navazanych karboxylovych skupin, které maji hydrofilni charakter a usnadnuji tak vazbu

nukleové kyseliny [30].
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Postup izolace probiha tak, Ze nejprve dojde k lyze virovych partikuli pomoci lyza¢niho
pufru a poté se pfida vazebny pufr a také magnetické ¢astice. Nukleové kyseliny se navazou
na magnetické Castice a pfi nasledném ptisobeni magnetického pole se piitdhnou ke sténé
zkumavky a zbyly supernatant, obsahujici nenavazané slozky, se odstrani. Poté nasleduje
promyvani vzorkd pomoci pufrti a v kone¢né fazi se ptida elu¢ni pufr k vyvazani nukleovych
kyselin z vazby na magnetickych ¢asticich. Plisobenim magnetického pole se odpipetuje Cista
nukleova kyselina, ktera se nachazi v supernatantu. Takto pfipravend nukleova kyselina je

vhodna k pfimému pouziti pro dalsi zpracovani [30].

Magneticke jadro

Polymerni vrstva

Organicke ramenko /
Funkéni skupina (pi. karboxylova
-COOH skupina)

Obrazek 7 - Schéma magnetické castice pouzivané pro izolaci nukleovych kyselin [32].

3.3 Reverzni transkripce

Principem reverzni transkripce je piepis genetické informace v mRNA do
komplementarni DNA (cDNA), kterd slouzi jako templat pro metodu PCR v redlném case
(viz obr. 8). Z produkti cDNA jsme schopni zkoumat genetické slozeni nadort, vyuzivat
metodu PCR obecné nebo kvantitativng, exprimovat jedinecné proteiny a mnoho dalSiho.
Prepis se uskutectiuje pomoci enzymu tzv. reverzni transkriptdzy (RNA-dependentni DNA

polymeréza) [33].

Pro stanoveni SARS-CoV-2 viru se pouzivaji komeréné dostupné kity, jez obsahuji
veSkeré reagencie potfebné pro kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci s reverzni

transkripci. Jsou v nich zahrnuty i sloZky potfebné pravé k reverzni transkripci. Jednd se
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zejména o Taq DNA polymerdzu sreverzni transkriptdzou. Taq DNA polymeraza
je termostabilni enzym, ktery pochdzi z bakterie zvané Thermus aquaticus a je zodpovédny za
katalyzu syntézy komplementarni DNA ve sméru 5'—3" konci. K zahdjeni zpétné transkripce
a syntézy komplementarniho fetézce DNA je déale potfeba mit vysokou kvalitu cisté
vyizolované RNA a vhodné primery. PouZzivaji se oligo-dT primery, smés ndhodnych
hexaoligonukleotidii nebo sekvenéné specifické primery. Cely proces reverzni transkripce
probihd v termocykleru nejcastéji pii 55 °C 15 minut, kde se sestavi komplementarni DNA

fetézec a na n¢j poté navazuje metoda qPCR [33, 34].

1 AU.ACU.A.UAAAAA|A

5 C U.M-‘.‘U A|A|A|A‘A‘A 3' Virova RNA
3 GIACITICA[TIT|T|T TT|s KepieDNa

4 3 T|A|C|T|G|A|C|T .A|T|T|T|T T|T|s

5 5'ATGIACTG|AGTAA|AAAA3' -
»[T[AICITIGIAICITICA[T[T[TIT T T]s =™
Amplifikace pomoci primera
a DNA polymerazy
5 SEGEERTN HELOEEE

Obrazek 8 - Schéma reverzni transkripce |35].
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3.4 Polymerazova retézova reakce v realném case

Tato metoda vychazi z konvencni metody polymerazové tetézové reakce (PCR), ktera
byla vyvinuta americkym chemikem Kary Banks Mullisem a jeho spolupracovniky v roce
1985. Principem metody je selektivni amplifikace (namnozeni) relativné kratkych usekt
specifické DNA nebo RNA piitomné v reakéni smési plisobenim cyklického stfidani teplot.
Takto namnozenou sekvenci je mozné detekovat nebo déale analyzovat. Metoda PCR se stala
velmi vyznamnym objevem, ktery nalezl vyuziti v oblasti biologie a umoznil vyvoj fady

novych oborti. Za tento objev obdrzel v roce 1993 K. Mullis Nobelovu cenu za chemii [36].

Metoda se provadi v termocyklerech a jeji pribéh je zalozen na 3 krocich: denaturaci,
navazani primera (tzv. annealing) a elongaci. Prvni krok denaturace zahrnuje zahtati reak¢ni
smési DNA na teplotu 95 °C. Pii této teploté dochazi k oddéleni dvoufetézcovych vlaken
DNA a vznika templatova (matricovd) DNA. Po rozdéleni fetézcl nasleduje druhy krok PCR
metody, tzv. annealing. V této fazi dojde ke sniZeni teploty reakéni smési na 50-60 °C,
dochdzi k pfisednuti kratkych oligonukleotidi (primer) na templatovou DNA. Poslednim
krokem je elongace. Opét se zvysi teplota na 72 °C, a probiha prodluzovéani primera
o nukleotidy komplementarni k templatové DNA. Vysledkem PCR je namnozeni pivodni
sekvence DNA. Obvykle se provadi 30 cykl, kde koneéna hodnota je az 10° kopii
(viz Obr. 8) [36].

Pro zahijeni PCR metody je nutné pfipravit vhodnou reakéni smés, kterd musi
obsahovat urcit¢é komponenty. Mezi hlavni komponenty patii oligonukleotidové primery
(koncentrace kazdého primeru v reakci 0,1 — 1 uM), termostabilni DNA polymeraza (obvyklé
mnozstvi 0,25 pl), templatova DNA (nepatrné mnozstvi 1 az 1000 ng), reakéni pufr (10 mM
Tris-HCl a 50 mM KCl) zajist'ujici vhodné prostiedi pro ¢innost DNA polymerazy (optimalni
pH 8,3 — 9,0), deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTP, koncentrace v reakci obvykle 200 uM),
sterilni destilovanou vodu a hotfe¢natou stil (MgClz v koncentraci vétSinou 1,5 mM) slouZici
jako kofaktor, ktery tvoii nerozpustny komplex s ANTP rozpozndvany DNA polymerazou.
Reakéni smés se pripravuje v riznych objemech v zavislosti na mnozstvi vzorkii. Objem na

jeden vzorek byva kolem 25ul [37].
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Obrazek 9 - Schéma PCR: (A) prehled zdkladnich krokii PCR metody, (B) zobrazeni amplifikacniho
postupu [38].

Polymerazova tetézova reakce v realném case (qQPCR, PCR-real time) se od ptivodni
PCR metody lisi tim, Ze je schopna urcit vychozi mnozstvi DNA po probéhnuti celého
cyklického procesu. Jednd se tedy o metodu kvantitativni. U pivodni PCR metody
se analyzuje az kone¢ny produkt pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu, jde tedy o tzv.
end-point metodu. Tento nedostatek vyteSil vroce 1992 Russell Huguchi se svymi
spolupracovniky. Zjistili, Ze metodu PCR lze provadét v pritomnosti barevnych sond, které po
navazani na molekulu DNA vykazuji fluorescenci, a tu je mozné pribézné zaznamenavat.
Dle zdznamu lze poté zjistit jak vychozi mnoZstvi molekuly DNA, tak i jednotlivd mnoZstvi
po kazdém probéhnutém cyklu. Tato metoda Ize pouzit 1 v kombinaci s reverzni transkripci,
kdy dochazi nejprve k prepisu mRNA do cDNA. Poté je mozné zjistit pivodné piitomné
mRNA jako méfitko aktivace genového piepisu [39, 40].

3.5 Moznosti detekce

Detekce mnoZzstvi DNA pii kvantitativni PCR je moZnd diky rlznym detekénim

znackdm interagujicim s DNA. Mezi nejastéji pouzivané patii napif. nespecifické
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fluorescen¢ni interkalacni barviva ¢i sekvencné specifické fluorescenéné znacené sondy
¢i primery.

Interkalacni barvivo zvysSuje fluorescenci v ptitomnosti dvouvlaknové (ds) DNA. Jako
barvivo se vyuziva napiiklad ethidium bromid, ktery se vaze na dvouvlaknovou DNA a po
ozateni fluoreskuje v UV casti spektra, ale jeho fluorescence byva vétSinou slaba. Proto byva
vétSinou nahrazovano jinymi barvivy. Osvédéenym barvivem je zejména SYBR Green, coz je
fluorescen¢ni kyaninové barvivo, které ma zhruba stokrat vétsi afinitu k DNA nez ethidium
bromid a poskytuje mnohem siln¢jsi fluorescenci. Signal fluorescence se zvysuje s rostoucim
poctem amplikonl. V dnesni dobé je metoda pomoci interkala¢nich barviv nahrazovana
komercné dostupnymi kity, kde je detekce DNA zaloZena na jiném zptisobu znaceni pomoci

sond nebo primert [41].

Mezi pouzivané fluorescenéné znacené sondy se ftadi napt. TagMan sondy
(hydrolyzacni sondy), coz jsou oligonukleotidy del§i nez primery nasedajici na vnitini ¢ast
amplifikované oblasti. Na svém 5 konci jsou opatieny kovalentné¢ navdzanym fluoroforem
(tzv. reportér) a na 3" konci obsahuji zhaSe¢ (tzv. quencher), coz jsou molekuly schopné
absorbovat energii z excitovaného fluoroforu. Princip testu je zaloZzen na exonukledzové
aktivité¢ Taq polymerazy ve sméru 5'—3’. Aby sonda emitovala fluorescenci musi ji nejdiive
Taq polymeraza rozstépit a zabranit tak zhaSeni fluorescence. Fluorescence je zaznamenavana
a métena kazdy cyklus v zavislosti na mnozstvi uvolnénych reportérti, a tedy i na mnozstvi

amplifikovaného produktu [42].

Fluorescencné znafené primery pouZzivané pii kvantitativni PCR jsou napf. LUX
primery (z angl. Light-Upon extension), jedna se o oligonukleotidy, které maji fluorescencni
barvivo pfipojeno pobliz 3" konce. Tato metoda nevyZzaduje zhaSec, protoze oligonukleotidy
jsou konstruovany tak, aby vytvofily vlasenkové smycky, které jsou schopny samy zhaset
fluorescenci. K emisi fluorescence dsDNA produktu dochazi po prodlouzeni primerd.
Vyhodou vlasenkovych oligonukleotidii je také to, Ze zabranuji tvorbé dimerti primerd

a nespravnému primovani, ¢imz poskytuji vyssi specifitu a citlivost PCR [43].

V soucasné dobé l1ze amplifikovat a detekovat vice riznych genli soucasné za pouziti
tzv. multiplexni analyzy. Toho je dosaZeno tak, Ze se do reakce ptida vice pard primert, které
jsou oznaceny sondami, znichz kazdd sonda je znacena jedineCnym fluorescenénim
barvivem. Primery se vaZou k riznym Usekiim DNA a jsou zaznamendvany odliSné barvy

kazdého tseku. Nésledny signal kazdého barviva se pouziva ke kvantifikaci mnoZstvi
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urcitého cile nebo genu. Vyhodou pouzivani multiplexni analyzy je, Ze umoziuje rychle méfit

uroven exprese nékolika sledovanych cilii nebo gent [44].

3.6 Pristrojové vybaveni

PCR metoda probiha v piistroji zvaném termocykler, coz je programovatelny termostat,
ktery umoziiuje zménu teploty ve velmi kratkém intervalu. Klasicky termocykler je vybaven
tepelnym blokem s otvory pro zkumavky a umoziiuje programovatelnou regulaci teploty
v jednotlivych cyklech. Obsahuje také vyhiivané viko, jez tlaci na vicka reakcnich zkumavek

a zabraiuje tak kondenzaci vody z reak¢ni smési na vnitini strané vicek [45].

Ke snimani fluorescen¢niho signalu u real-time PCR se pouzivaji termocyklery, které
maji navic modul pro detekci fluorescence (fluorimetr). Fluorimetr méti zmény intenzity
fluorescence. Pfistroje jsou opatfeny zdrojem excitacniho zéafeni, pouzivaji se halogenové
zarovky, lasery nebo LED diody, jejichz svétlo poskytne takovou energii, kterd je schopna
excitovat elektrony fluoroforu. Déle obsahuji filtry nebo monochromator a detektor zareni.
Zateni, vznikajici ve zdroji, prochazi filtrem nebo monochromatorem, kde dojde k tipravé
jeho vinové délky a nasledné pokracuje do vzorku. Zde dochazi k interakci se vzorkem
a vzniku fluorescencniho zafeni. Poté zafeni ze vzorku vychézi a ptes filtr dopada na detektor

[46].

3.7 Graficky priibéh reakce

Pribéh real-time PCR se zaznamenava graficky pomoci amplifikacni kiivky, ktera
znazoriuje zavislost fluorescence (osa y) na poctu cykla (osa x). Kiivku je mozné rozdélit do

4 fazi (viz Obr. 9): fazi background (pozadi), exponencialni fazi, linearni fazi, a fazi plato.

V background fazi dochdzi k amplifikaci produktu, ale jeho fluorescence jesté
nedosahuje méfitelnych hodnot. V exponencialni fazi dochdzi ke zdvojnasobeni mnozZstvi
amplikonu po kazdém probéhnutém cyklu a zaroven k naristu fluorescence, kterd jesté
neptfesahuje troven pozadi. V tomto tuseku kiivky se urcuje tzv. Ct hodnota (z angl. Cycle
treshold), jez je zachycena detektorem. Tato hodnota nam udava cyklus, kdy dochazi
k nartistu fluorescence nad prah pozadi. Cim mensi je hodnota Ct, tim vice bylo vstupniho
materidlu vlozeno do reakce a naopak. V linedrni fazi se G€innost reakce snizuje, nedochazi

k exponencidlnimu naristu fluorescence, ale pouze k linedrnimu. V posledni fazi platéd
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mnozstvi fluorescence jiz nenaristd z ditvodii postupného vycerpani slozek reakéni smési

[47].

Pii detekci SARS-CoV-2 viru pomoci RT-qPCR jsou hodnoty Ct mensi jak 40

povazovany za pozitivni.

Hodnota Ct

Faze plato

Linedrni faze

Exponenciilni fize

Fluorescence

Pozadi

L J

Pocet cykli

Obrazek 10 - Amplifikacni kiivka gPCR [48)].

3.8 Senzitivita a specificita RT-qPCR testu na pritkaz SARS-CoV-2 viru

Metoda RT-qPCR se vyznacuje vysokou senzitivitou 1 specificitou. S chybnymi
vysledky testl se setkdvame jen velmi vyjimecné. Ke spravnému vysledku musi byt striktné
dodrzeny vsSechny postupy souvisejici jak s preanalytickou fazi, tak s analytickou fazi.
Za chybné vysledky jsou povazovany faleSnd negativita (cloveék je nemocny, ale vysledek
testu je negativni) nebo faleSna pozitivita (Clovek je zdravy, ale vysledek testu je pozitivni).
Nejcastéjsi pri¢inou falesSné negativniho testu miize byt Spatné nebo nedostatecné odebrani
klinického materialu, nevhodny materidl k vySetfeni, RNA vir se nepodafilo vyizolovat nebo
se znehodnotil béhem manipulace se vzorkem. Dal$im divodem miZze byt, ze test byl
proveden pfili§ brzy a virus se jest¢ nestihl pomnozit, a to zejména v dob¢, kdy pacient jeste
nema klinické ptiznaky. U faleSn€ pozitivniho vysledku muze byt pficina lidsky faktor,

zaména vzorku nebo kontaminace vzorku. Mohou také selhat nékteré reagencie pii testovani.
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Obecn¢ lze ale fict, Ze PCR metoda je velmi spolehlivd a chybné vysledky jsou spise

vzéacnost. Do jisté miry mize mit vliv na senzitivitu PCR testu také mutace viru [49, 50].

4 Komerc¢ni RT-qPCR kity pro detekci SARS-CoV-2

Komeréni kity umoziluji snadnéjsi a rychlejsi detekei virové nukleové kyseliny. U stale
se rozvijejictho onemocnéni Covid-19, kdy pocet nakazenych rapidné roste, je dulezité
diagnostikovat onemocnéni vcas, aby se piedchazelo dalSimu nakaZeni. Proto je vyhodné
pouzivat pravé komercni kity. V soupravach jsou obsazeny veskeré potfebné reagencie. Spolu
se soupravou jsou také dodavany navody, jak postupovat v jednotlivych krocich, informace
o reagencich a jejich pfiprave a skladovani, nezbytné piistrojové vybaveni a také interpretace

vysledka [51].

Komer¢nich kit pro detekci viru SARS-CoV-2 je celd fada, vyviji je mnoho riznych
spole€nosti po celém svété. Existuji 1 kity, které dokazou odhalit rizné mutace viru nebo

rozlisit, zda se jedna o koronavirus nebo chtipku [51].

4.1 Experimentalni usporadani RT-qPCR kitii

Jednotlivé kity umoznuji provedeni RT-qPCR bud’ jednokrokové, nebo dvoukrokové.
V ptipad¢ jednokrokové (tzv. ,,one tube“ nebo ,,one step) RT-qPCR probihd reverzni
transkripce a PCR v jedné jediné zkumavce. Vyhodou této reakce je jednodussi ptiprava,
pouziti méné pipetovacich krokli a tim 1 nizsi riziko kontaminace. Mezi dals$i vyhody lze
zatadit rychlost, vysokou reprodukovatelnost a také pribéh pii vyssi teploté¢ umoznujici vyssi
citlivost. VétSina kitd je zaloZena pravé na jednokrokové RT-qPCR metod€. Oproti tomu
u dvoukrokové (tzv. ,two tube®) RT-qPCR jsou od sebe oba procesy, reverzni transkripce
a PCR, odd¢leny pomoci pouziti dvou zkumavek. Vyhodou tohoto provedeni je vznik cDNA,
kterou lze dale flexibiln€ pouzivat. AvSak na rozdil od jednokrokové metody je zde vyssi

riziko kontaminace.

Dulezitou soucasti kitd byva pozitivni a negativni kontrola, které se vzdy analyzuji

spolu s vySetfovanymi vzorky. Jako kontroly Ize pouzit napf.:

e Interni pozitivni kontrola (IPC) — kontrola inhibice PCR a kontrola kvality
izolované RNA a piipravené cDNA
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e Endogenni kontrola — prevence faleSné negativnich vysledki, kontrola odbéru

vzorkl, procesu izolace a odhaleni mozné inhibice RT-qPCR
e Pozitivni kontrola — ovéteni validity analyzy
¢ Exogenni kontrola — ovéfeni izola¢niho procesu a one-step RT-qPCR [51, 52]

Komercnich kit pro detekci viru SARS-CoV-2 je cela fada, vyviji je mnoho riiznych
spoleCnosti po celém svété. Existuji i kity, které dokazou odhalit rizné mutace viru nebo

rozlisit, zda se jedna o koronavirus nebo chtipku [51].

4.2 Cilové oblasti vyuzivané pri detekci SARS-CoV-2

Virovy genom SARS-CoV-2 obsahuje 3 oblasti, které maji konzervované sekvence.
Jsou to gen E (gen obalového proteinu), gen RARP (gen RNA-dependentni RNA polymerazy)
nachdzejici se v oblasti oteviené¢ho ¢teciho ramce ORF lab a gen N (gen nukleokapsidového
proteinu). Pravé na tyto oblasti je zacilena vétSina komerénich kith. Nejvyssi analytickou
citlivost maji E a RARP geny, které¢ poskytuji jasné vysledky o ptitomnosti SARS-CoV-2 viru
[53].

Podle typu pristroje se tyto dva geny stanovuji bud’ postupné ve dvou analyzach, nebo
paraleln¢ v jedné analyze (tj. multiplexni analyza). Postupnd analyza byva provadéna
v pfipad€é dvoukanalovych zafizeni, kdy v jednom kandle je béhem analyzy méfena vnitini
kontrola a ve druhém kanale pak cilovy gen. Strategie byva takova, Ze se vySetfované vzorky
zanalyzuji nejprve na pritomnost E genu (tj. primarni test) a ty co vyjdou pozitivni, se pak
konfirmuji testem na stanoveni pfitomnosti RARP. Vzorky, které vyjdou pozitivni v obou
testech, jsou pak povazZovany ve vysledku za pozitivni. Nevyhodou této metody postupné
detekce ve dvou krocich je predev§im zdlouhavost. Proto se dava prednost multiplexnim
analyzam, kdy se paralelné detekuje vice cild. Jejich pocet zadlezi na moznostech pfistroje,
ktery mame, konkrétn€ jde o pocet mérnych kanalli, a dostupném komercnim kitu. Pro detekci
SARS-CoV-2 viru jsou pouZzivany komercné dostupné kity, které jsou zaloZeny napi. na
duplexni nebo kvadruplexni RT-qPCR. Test probihd v jedné zkumavce a jsou v ni soucasné
testovany dva (napt. E gen a RARP gen, kit gb SARS-Cov-2 Combi od GeneriBiotech) nebo
Ctyfi
(napt. E gen, RARP gen a N gen, kit GeneProof SARS-CoV-2 Screening PCR kit od

GeneProof a.s.) cile. Jeden cil slouZzi jako interni amplifikacni kontrola na bazi RNA, ta se
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ptidava do lyza¢niho kroku pfti izolaci RNA a kontroluje tak cely proces analyzy. Ostatni cile
slouzi k amplifikaci raznych sekvenci specifickych pro SARS-CoV-2 vir. Tento postup nam
poskytuje jednoznacnou interpretaci vysledkl a pozitivni vysledky i1 v pfipadé mutace viru.
V soupravach se vyuziva detekce predevSim pomoci fluorescenéné znacenych sond (napf.

TagMan sondy) [44, 54].

U nas je v tomto sméru vyznamna spole¢nost Generi Biotech, kterd ma certifikaci pro
vyrobu zdravotnickych prostiedkti podle normy EN ISO 13485 a vyviji a vyrabi IVD (z angl.
In Vitro Diagnostic) kity pro real-time PCR. VSechny kity vychazi z oficidlné¢ doporuceného
protokolu WHO pro detekci SARS-CoV-2 viru. Prehled jejich komeréné€ dostupnych kiti pro
detekci SARS-CoV-2 viru je uveden v tabulce 1 [51].

Tabulka 1 - Prehled kitii pro detekci SARS-CoV-2 od spolecnosti Generi Biotech [51].

Typ kitu Metoda RT- Primarni test | Konfirmacni test Multiplexova
qPCR analyza
Duplexni kit: jednokrokova geny N/E geny RdRP /N -
LOD 3 kopie (cileno na (pro p(_)tvr’zem
. N konzervativni pozitivnich
spolehlivost 95 % o
sekvence vzorkl
FAM sondy skupiny z primarniho
modifikované Sarbecovirus) testu)
technologii
GEMINI™
Combi test: jednokrokova - - geny E a RdRP
LOD 3,45 kopii (FAM)
vlastni technologie
sond GEMINI™
Combi EndoC test: jednokrokova - - geny E a RARP
LOD 3,28 kopii (FAM), .
endogenni
vlastni technologie kontrola (HEX)
sond GEMINI™
Multiplex test: jednokrokova - - geny E (FAM) a
LOD 2,13 kopii RARP (HEX)
vlastni technologie
sond GEMINI™
Multiplex EdoC test: jednokrokova - - geny E (FAM) a
LOD 2,90 kopii RdRP (HEX)’
endogenni
vlastni technologie kontrola (Cy5)
sond GEMINI™
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Aby se pfedchazelo fale$sné negativnim vysledim, 1ze ovéfit kvalitu odbéru a extrakce
RNA ze vzorku napt. kitem na detekci lidské RNA (gb Human B2M mRNA kit od Generi
Biotech). Vyuziva se detekce transkriptu genu B2M, coz je lidsky referencni gen, ktery je
pritomny ve vSech lidskych vzorcich. Pomoci tohoto kitu se zkontroluje cely preanalyticky
proces. Pokud dojde k odchylce nékterého ze vzorki je potfeba provést novy odbér, izolaci
RNA a novy test. FaleSnou negativitu 1ze kontrolovat také pomoci lidské endogenni kontroly
(gb SARS-CoV-2 Combi EndoC kit od Generi Biotech), a to na zaklad¢ detekce lidského
referen¢niho genu GUSB (B-glukuronidaza). Krom¢ detekce lidského referencniho genu
slouzi také ke kontrole odbéru vzorku, procesu izolace a k odhaleni mozné inhibice
RT-qPCR. K ovéfeni izola¢niho procesu a k odhaleni mozné inhibice RT-qPCR Ize pouZzit
také exogenni kontrolu (EPC Template RNA od Generi Biotech). Jedna se o artificidlni RNA,
kterd je pfidana ke vzorku pted izolaci, anebo je pfidana do RT-qPCR reakce k jejimu
ovéieni. K ovéteni validity analyzy slouzi pozitivni kontrola (Positive Control CoV-2 EC od

Generi Biotech) [55, 56].

4.3 Srovnani kiti pro detekci SARS-CoV-2

V soucasnosti je dostupnych vice neZ 350 komer¢ni kit pro detekci SARS-CoV-2 viru
pomoci RT-qPCR. Kromé kiti od zmifiované spolecnosti GeneriBiotech existuje celd fada
dalSich souprav od jinych spolecnosti (Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o., DIANA
Biotechnologies, s.r.o., GeneProof a.s., AUMED, a.s., Erba Lachema s.r.o., Institute of
Applied Biotechnologies a.s., IntellMed, s.r.0.). Principielné jsou obdobné, nékteré vybrané

jsou uvedeny v tabulce 2 [57].
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Tabulka 2 - Prehled kitit pro detekci SARS-CoV-2 od ostatnich spolecnosti [58, 59, 60].

Nazev spolec¢nosti Nazev Kkitu Popis
Elisabeth Pharmacon, EliGene® COVID19 Jednokrokové, kvadruplexni RT-qPCR, 3
spol. s.r.o. BASIC A500 RT cile v N genu viru SARS-CoV-2
Elisabeth Pharmacon, EliGene® COVID19 Jednokrokova RT-qPCR, cile v genu
spol. s.r.o. CONFIRM 500RT ORFlabavgenu E
DIANA Biotechnologies, | COVID-19 Multiplex RT- | Jednokrokova RT-qPCR, cile: gen Spike a
S.I.0. PCR kit EndoRNAse
GeneProof a.s. GeneProof SARS-CoV-2 | Jednokrokova RT-qPCR, cile: geny RdRP,
Screening PCR kit EaN
GeneProof a.s. GeneProof SARS-CoV-2 Jednokrokova RT-qPCR, cil: specificka
RdRp Confirmatory PCR | oblast RARP genu, zkracena PCR (méné& nez
Kit 1 hodina), vzorek i ze slin
Institute of Applied DIOS-RT-gPCR Jednokrokova RT-qPCR bez extrakce RNA,
Biotechnologies a.s. cile: virové nukleokapsidové geny N1, N2

Vsechny kity by mély spolehlivé odlisit pozitivni a negativni vzorky a spliiovat co
nejlep$i hodnoty co se specificity a senzitivity tyCe. Existuji studie, které se zabyvaji
vyhodnocovanim a porovnavanim uc¢innosti jednotlivych komercnich souprav. Jedna z nich
byla navrzena a provedena na katedfe mikrobiologie Sanjay Gandhi Post Graduated Institute
of Medical Sciences v Lucknow v Indii. Tato studie vyhodnocuje sedm komerénich souprav
RT-PCR pro testovani Covid-19. Jedna se o soupravy: TRUPCR SARS-CoV-2 Kit (Black Bio
Biotech), TagPath RT-PCR COVID-19 Kit (Thermo Fischer Scientific), Allplex 2019-nCOV
Assay (Seegene), Patho detect COVID-19 qualitative PCR kit (My Lab), LabGun COVID-19
RT-PCR Kit (Lab Genomics), Fosun COVID-19 RT-PCR detection kit (Fosun Ltd.) a Real-
time Fluorescent RT-PCR kit for detectig SARS-CoV-2 (BGI Genomics). Témito komerénimi
kity se testovalo celkem 40 pozitivnich vzorkl a 10 negativnich vzorkl. Vysledky studie jsou

uvedeny v tabulce 3 [61].
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Tabulka 3 - Vysledky porovnani jednotlivych RT-PCR kitii [61].

Black Thermo | Seegene My Lab Fosun BGI
Bio Fischer Lab Genomisc Ltd. Genomics
Biotech | Scientific

Citlivost 100% 100% 100% 88,8% 93,02% 95,2% 100%
91,1- (91,1- 91,1- (75,9- | (80,9-85%) | (83,8- 91,1-
100%) 100%) 100%) 96,2%) 99,4%) 100%)
Specifi¢nost 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(69,1- (69,1- (69,1- (69,1- (69,1- (69,1- (69,1-
100%) 100%) 100%) 100%) 100%) 100%) 100%)
Presnost 100% 100% 100% 90,9% 94,3% 96,15% 100%
Pozitivni 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
prediktivni
hodnota
Negativni 100% 100% 100% 66,6% 76,9% 83,3% 100%
prediktivni (46,6- (52,8- (56,3-
hodnota 82,0%) 90,8%) 95,0%)

Vsechny soupravy dokézaly spravné identifikovat 40 pozitivnich a 10 negativnich
vzorkli a mohou byt tudiz pouzivany pro rutinni diagnostiku Covid-19. Vysledky rovnéz
ukazuji, ze vyssi analytickou citlivost, specifitu a presnost davaji soupravy od spolec¢nosti

Black Bio Biotech, Thermo Fischer Scientific, Seegene a BGI Genomics [61].

4.4 Kity pro detekci SARS-CoV-2 bez extrakce

Na trhu se objevuji také tzv. extraction-free RT-PCR kity, kde je vynechan krok
extrakce RNA vzorku. Pravé tento krok predstavuje hlavni pifekazku pii provadéni
diagnostiky viru. Vyhodou tohoto testovani je menSi spotfeba reagencii, zkraceni Casu
analyzy nebo také rozSifeni poctu laboratofi schopnych provadét diagnostiku Covid-19.
Respiracni vzorky jsou nejprve tepelné inaktivovany (z angl. heat inactivation) pti 99 °C po
dobu 5 min, aby byla zaji§téna bezpecna prace a lyze viru. Zahtati musi byt takové, aby doslo
k efektivni 1yzi bunék, ale nedoslo k degradaci RNA. Pti provedeni PCR testu bez extrakce se
vyuzivaji enzymy, které jsou tolerantni vic¢i vysokym hladindm inhibitoru. Vzorky vytért
jsou ptimo uloZeny do zkumavek obsahujici smés PCR komponent. Spolecnosti, které vytvari

komer¢ni kity bez extrakéniho kroku, jsou napi: Takara (PrimeDirect® Probe RT-gPCR Mix,
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PrimeScript® RT-PCR) a Sansure (SARS-CoV-2 SANSURE®BIOTECH Novel Koronavirus).
Vsechny tyto kity maji dobrou citlivost PCR testti, a to zejména u vysokych virovych zatézi
(Ct <30). Hodnoceni téchto souprav ukazuje, ze dvé soupravy maji podobnou celkovou
citlivost 69,9 % (PrimeScript a Sansure). PrimeDirect vykazoval celkovou citlivost 55,1 %.
Vysledek studie ukézal, ze testy bez extrakce jsou vhodnou alternativou ke klasickym testim
pro detekci SARS-CoV-2 viru ve vzorcich nosohltanu i pfes nedostate¢nou citlivost na nizkou

virovou zatéz [62, 63].

4.5 OdliSeni infekce virem SARS-CoV-2 od chripky

Onemocnéni Covid-19 a chfipka se na prvni pohled jevi velmi podobné. Dulezitym
rozdilem je zejména rychlost pfenosu. Ackoli se obé onemocnéni pienasi kapénkami,
kontaktem nebo kontaminovanymi predmeéty, chiipka ma krat$i primérnou inkubaéni dobu
1 krats§i sériovy interval. V pruméru jsou to cca 3 dny u chiipky a 5-6 dni u Covid-19, coz
ukazuje, ze se chfipka v populaci $ifi rychleji. Néasledné projevy jsou u obou onemocnéni
prakticky stejné. Mohou se ale liSit podilem onemocnéni se zavaznym pribéhem. DalSim
rozdilem mezi obéma nemocemi je az Ctyficetkrat vyssi pravdépodobnost umrti pfi ndkaze
virem SARS-CoV-2, které plati pro vSechny v€kové kategorie. Proto je dilezité tyto dvé

nemoci rozlisit [64].

Existuji kity umoZiiujici odhaleni, zda se jedna o onemocnéni Covid-19 nebo chiipku.
Napt. IVD souprava gb SARS-CoV-2 Influenza A/B (Generi Biotech) detekuje viry
SARS-CoV-2, Influenza A a Influenza B, a to pomoci multiplexni jednokrokové RT-qPCR
metody. U SARS-CoV-2 se jedna konkrétné o virové geny E a RARP v kanalu FAM, gen M
slouzi pro detekci Influenzy A v kanalu HEX a Influenzy B v kanalu ROX. Soucasné se
provadi exogenni pozitivni kontrola EPC v kanalu CyS5. Ptehled obdobnych kiti odliSujici

onemocnéni Covid-19 od chiipky je uvedeno v tabulce 4 [65].

K ovéteni validity analyzy slouZi pozitivni kontrola CoV-2/Influenza A/Influenza B.
Pro kontrolu izola¢niho procesu a jednokrokové RT-qPCR reakce se pouzivd exogenni
pozitivni kontrola EPC Template RNA. Muze se také vyuZzit gb Human B2M mRNA kit, ktery
slouzi jako kontrola procesu odbéru vzorku. Souprava vyuziva technologii sond GEMINI™
a multikandlové PCR termocyklery. Pfiprava reakéni smési probiha podle schématu
(viz Obr. 10). LOD testu pro SARS-CoV-2 je 2,15 kopii virové RNA na reakci, pro Influenza

A 14,68 kopii a pro Influenza B 10,67 kopii RNA [65].
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Obrazek 11 - Schéma pripravy analyzy kitem gb SARS-CoV-2 Influenza A/B (Generi Biotech) [66].

Tabulka 4 - Prehled kitii pro odliseni infekce virem SARS-CoV-2 od chripky |58, 59, 67].

Néazev spolecnosti

Nazev Kkitu

Detekované cile

Elisabeth Pharmacon, spol.
S.I.0.

EliGene® COVID19 Triple
RIC 500 RT

SARS-CoV-2, Influenza A
(HINT, H3N2, H5N1),
Influenza B, respiracni

syncytialni virus A a respira¢ni
syncytialni virus B (RSV A a
B)

GeneProof a.s.

Covid-19 ¢ Flu * RSV GPack

SARS-CoV-2, Influenza A,
Influenza B, RVS A a B

AusDiagnostics

SARS-CoV-2, Influenza A
RSV

SARS-CoV-2, Influenza A a
jeji sérotypizace, Influenza B,
RVSAaB

4.6 Detekce mutaci viru SARS-CoV-2

Vznik mutaci u SARS-CoV-2 viru je spojen ptedevsim s jeho povrchovym proteinem S,

ktery se vaze na ACE2 a umoziuje tak prinik viru do hostitele. Pravé z tohoto diivodu se

stdvaji mutace vice nakazlivé a zplsobuji horSi pribéh nemoci v disledku vys$si virové

naloze. Ackoli mutaci stale piibyva, budou zde popsany 3 nejCastéj$i. Britska, jihoafricka
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a brazilskd mutace. VSechny tfi typy spojuje mutace N501Y, ta se nachazi v ¢asti genu pro S

protein. Odli$nosti jednotlivych mutaci jsou definovany v tabulce 5 [68, 69].

Tabulka 5 - Mutace viru SARS-CoV-2.

Britska varianta Jihoafricka varianta Brazilska varianta
Oznaceni B.1.1.7 (20I/501Y.V1) B.1.351 (501Y.V2) B.1.1.28 (P.1)
B.1.1.33 (P.2)
(501Y.V3)
Mutace N501Y, A570D, N501Y, E484K, -N501Y, K417T,
D614G K417N E484K (varianta P.1)
-N501Y, E484K
(varianta P.2)

Komer¢né dostupné kity jsou vytvoreny tak, aby detekovaly dva a vice usekd genetické
informace viru. Mutace zpiisobi zménu urcité sekvence genetické informace viru, a to mtize
mit za nasledek u nekterych kitlh snizenou senzitivitu testu. Jsou vSak jiz navrzeny takové

komeréné dostupné kity, které spolehlivé dokaZou rozeznat mutaci viru [49, 50].

Ptikladem miize byt multiplexni IVD kit gb SARS-CoV-2 Variant SA/BR, UK (Generi
Biotech), jez slouzi pro detekci SARS-CoV-2 viru a umoziuje identifikaci jeho britské,
jihoafrické a brazilské mutace. VSe probihd v jedné reakci zaloZené na jednokrokoveé
RT-qPCR metodé€. VyuZivaji se fluorescencné znacené sondy, kandly FAM, HEX, ROX pro
detekci viru a Cy5 kandl pro exogenni pozitivni kontrolu. Virové geny S a RARP se stanovuji
v kanalu ROX, jihoafrickd a brazilska mutace v kanalu FAM a britské varianta v kanalu HEX.
Klicova mutace E484K zplsobuje snizenou vazbu neutraliza¢nich protilatek a najdeme ji ve
variant¢ B.1.351 (501Y.V2) oznacované jako jihoafrickd varianta a v P.1 (501Y.V3) jako
varianta brazilskd. Mutace AS570D je britska varianta B.1.1.7 (201/501Y.V1). Ptehled

obdobnych kitl, které slouZzi pro detekci mutaci viru je uvedeno v tabulce 6 [70].

K ovéfeni validity analyzy slouZi pozitivni kontrola CoV-2 SA a jako prevence faleSné¢
negativnich vysledkt se provadi kontrola procesu izolace RNA a PCR, a to pomoci EPC
Template RNA, ktera se piida do vzorku pted izolaci a nasledné je detekovéana v Cy5 kanalu.
MtZe byt také pouzit gb Human B2M mRNA kit pro kontrolu procesu odbéru vzorku. LOD
testu je 4 kopie virové RNA v reakei [70].
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Tabulka 6 - Prehled kitii pro detekci mutact viru SARS-CoV-2 [58, 59].

Nazev spole¢nosti

Nazev Kkitu

Detekované cile

Elisabeth Pharmacon,
spol. s.r.o.

EliGene® COVID19 UKV 500 RT

SARS-CoV-2 vir, britska mutace

Elisabeth Pharmacon,
spol. s.r.o.

EliGene® COVID19 UKV/SAV
500 RT

SARS-CoV-2 vir, britska a
jihoafrickd mutace

GeneProof a.s.

GeneProof SARS-CoV-2 South
African/UK Typing PCR Kit

SARS-CoV-2 vir, britska a
jihoafricka mutace

GeneProof a.s.

GeneProof SARS-CoV-2 Vaccine
Escape PCR Kit

SARS-CoV-2 vir, britska,
jihoafricka a brazilska mutace

GeneProof a.s.

GeneProof SARS-CoV-2 South
African/UK Diagnostic PCR Kit

SARS-CoV-2 vir, bristka a
jihoafricka mutace

GeneProof a.s.

GeneProof SARS-CoV-2 South
African/UK/BR Typing PCR Kit

SARS-CoV-2 vir, britska,
jihoafricka a brazilska mutace
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5 Zavér

Virus SARS-CoV-2, ktery se od roku 2019 S§iii z ¢inské provincie Wu-chan do celého
svéta, zpisobuje zavazné onemocnéné nazyvané Covid-19. Toto onemocnéni, projevujici se
zejména respiracnimi problémy, miize skoncit az fatdln€. Z toho divodu se zavedla rizna
opatfeni k omezeni §ifeni této nemoci. Velmi dilezitd pro zastaveni viru je také jeho
diagnostika. Je mnoho zptisobu, jak virus diagnostikovat, nejefektivnéjSim zpiisobem je
polymerazova tetézova reakce v redlném cCase sreverzni transkripci, kterd namnozi urcity
usek genetické informace viru pred jeho detekci. Z tohoto diivodu je uspéSnost testovani
témeét 100 %. Tato metoda je jiz zcela automatizovana a umoziuje tak diagnostiku velkého
mnozstvi vzorkll najednou. Pro tento ucel jsou hojné vyuzivany komeréni kity, které obsahuji
veskeré reagencie a umoziuji tak snadnéj$i a rychlejsi detekci. Pribéh RT-qPCR muze
probihat bud’ jednokrokové (v jedné zkumavce, RT a qPCR spole¢n€) nebo dvoukrokové
(ve dvou zkumavkach, RT a qPCR odd¢len¢). VétsSina kit je zalozena na jednokrokové
metod¢, pravé z diivodu rychlejsi analyzy. Existuje mnoho spole¢nosti po celém svéteé, které
vyrabi komer¢ni kity, principem jsou si vSechny podobné. Jsou zaloZené na RT-qPCR detekci
urcité sekvence genu (predevSim geny E, N a RdRP). Cilové oblasti mohou byt detekovany
jednotlivé nebo existuji tzv. multiplexni kity, které umoziuji detekci vice cilovych molekul
v jedné analyze. Ackoli virus vytvaii mutace, vhodné navrzeny RT-qPCR test je schopen
uspésné diagnostikovat pfitomnost viru 1 v tomto ptipadé. Stejné tak je mozné odlisit ndkazu

virem SARS-CoV-2 od chfipky.

Onemocnéni Covid-19 se v Ceské republice testuje v nemocnicich, v soukromych
laboratotich nebo ve specialné zfizenych centrech. Vysledky testovani jsou zpravidla zndmy
do 48 hodin od odbéru vzorku. Laboratof je také povinna vystavit potvrzeni o vysledku nebo

certifikat o negativnim vysledku, ktery lze uplatnit po celé¢ Evropské unii.
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