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/Zavedenie a vyvoj
molekulového testovania
SARS-CoV-2 v (prostredi)
Medirex, a.s. - retrospektivny
a prospektivny pohlad

Podobne zasadnym sposobom, akym
pandémia COVID-19 zasiahla do fungova-
nia spolo¢nosti, sa extrémne urgentné po-
ziadavky na rychlu identifikaciu pozitivnych
pripadov podpisali aj na naSom pracovnom
- laboratérnom zivote. Prakticky zo dna

na den bolo potrebné vyriesit mnozstvo
administrativnych, logistickych, technickych,
procesnych a personélnych problémov so
zémerom dosiahnut ¢o najefektivnejsie, no
zaroven Co najkvalitnejsie rieSenia.

Nase dlhoro¢né skisenosti a laboratérne
kapacity spolu s moznostou paralelného
rieSenia vznikajucich problémov a otazok
davali dobry predpoklad na to, Zze podobne
ako v ostatnych odvetviach laboratérnej
mediciny sa aj v tejto oblasti bude méct
potreba rozsiahleho a expresného
testovania opriet o nasu spolo¢nost. Jednou
z oblasti, ktoré si vyzadovali okamzitd
pozornost, bolo zavedenie a optimalizéacia
nevyhnutnych laboratérnych postupov

a procesov pre detekciu SARS-CoV-2 virusu
v biologickych vzorkach. Na tento tcel

sme sa v laboratériach v relativne kratkom
¢ase museli intenzivne zaoberat vyberom,
zavedenim a optimalizaciou protokolov
pre extrakciu nukleovych kyselin (RNA)

a naslednt RT-qPCR metddu, ktora sa
celosvetovo etablovala ako prislusny ,zlaty
Standard”. Preto sme nielen v prvej faze
zavadzania rutinného testovania, ale aj
priebezne testovali, zlepSovali, rozsirovali,
zrychlovali, doplfiali v danom ¢ase pouziva-
né laboratérne riesenia. V pripade blizSieho
Specifikovania zefektiviiovania procesov by
sme mohli cielene uviest mnohé priklady,

z ktorych vyber je prezentovany dalej.

Zaroven je nasim vSeobecnym zaujmom
nielen testovat a implementovat komercne
dostupné riesenia, ale ziskané know-how
sa snazime dalej vyuZivat aj na dalSie
zefektiviiovanie laboratérnych procesov

a tiez pre biomedicinsky vyskum, ktory sa
realizuje predovsetkym prostrednictvom
partnerskej organizacie MEDIREX GROUP
ACADEMY (MGA).

Extrakcia nukleovych kyselin (RNA)

Vzhladom na prvy krok spracovania pri-
marnych klinickych vzoriek, teda extrakciu
RNA, sme sa v laboratériach venovali
testovaniu réznych pristupov spracovania
vzoriek. Postupne sa v laboratériach preslo
z pouzivania ,kolénkovych” extrakénych
kitov, ktoré mali vysoké naroky na manuélne
spracovanie vzoriek (individualne spraco-
vanie vzoriek), na extrakéné kity zalozené
na extrakcii prostrednictvom magnetickych
partikdl (individuélne aj platnickové
spracovanie vzoriek). Takyto prechod bol
nevyhnutny z dévodu zvySovania vykonu
laboratérii predovsetkym preto, Ze pouZitie
magnetickych partikdl umoznuje vyrazne
zjednodusit zavedenie automatizacie. Vdaka
automatizacii sa na jednej strane zrychli cely
proces, na druhej strane sa tak minimalizuje
moznost individualnej chyby vnesenej
personalom, ¢o v pripade vydania nesprav-
neho vysledku, ¢i uz falosne pozitivneho
(zbytoéna karanténa jednotlivca), alebo
falosne negativneho (neziaduce Sirenie
ochorenia prostrednictvom neidentifikova-
ného infekéného jedinca), vedie k vyznam-
nému zasahu do Zivota nielen na trovni
jednotlivca, ale aj jeho Sirokého okolia. Pri
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porovnavani roznych komerc¢ne dostupnych
rieSeni sme v prvom kole pracovali so

4 kitmi, pricom porovnanie sa v Gvode
realizovalo prostrednictvom manuélneho
spracovania vzoriek. Sumarizécia vysledkov
porovnania je uvedena v tab. 1.

Tab. 1: Viyhodnotenie porovnania efektivity
extrakcie nukleovych kyselin pri manudlinom
spracovani vzoriek, ,najlepsie” riesenie z pohladu
senzitivity je uvedené na prvom mieste

Poradie Kit Median C*
MagMAX Viral/
L Pathogen Kit 28,48
SeraSil-Mag
2. Virus/Pathogen 29,82
Kit**
LifeRiver RNA
3. Isolation Kit 30,36
(Paramagnetic)
Hui He et al.
4. (2017)*** 30,90

* Medidn C., - relativna hodnota vyjadrujica
wtaZok extrakcie RNA (niZsia hodnota = vyssi
wytazok).

** \Wrobca neskér zmenil ndzov kitu na
SeraXtracta Virus/Pathogen Kit (pozri tab. 2).
*** \/ laboratdriu zavedend nekomercnd metéda
vychddzajica z publikdcie He H, et al. (2017).
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Tab. 2: Vihodnotenie porovnania efektivity extrakcie nukleovych kyselin pri automatickom spracovani vzoriek,

najlepsie” riesenie z pohladu senzitivity je uvedené na prvom mieste

Poradie Kit Median C* Cas/plasty**
1. MagMax Viral/Pathogen Kit 27,25 27'/6
2. Zybio Nucleic Acid Extraction Kit 27,53 17/5
3. SeraXtracta Virus/Pathogen Kit 27,76 255
4, RNA Viral Prep 480 Kit 28,86*** 15'/6
5. Maxwell HT Viral TNA Kit 29,39 45'/6
6. BeaverBeads Viral DNA/RNA Kit 29,51 30'/6
7. RealBest UniMag Kit 31,04 60'/5
8. ViRNAtrap Extraction Kit 31,25 10'/5
9. innuPrep RNA Virus Plus Kit 31,51 50/7
10. GeneAid Magnetic Beads Virus DNA/RNA Kit 31,62 407

* Medidn C, - relativna hodnota vyjadrujica vytaZok extrakcie RNA (nizsia hodnota = vys$si vytazok).

** Cas/plasty - casovd ndrocnost protokolu v mindtach/spotreba plastového materidlu.

*** Protokol vyuZiva v porovnani s ostatnymi kitmi polovicny vstupny objem primdrnej vzorky, preto je
teoreticku hodnotu medidnu C, mozné upravit na 27,86.

V druhom kole bolo porovnanych 10 kitov,
ktoré vychadzali z komercénych rieseni a boli
testované v ramci zavadzania a testovania
automatizovanej extrakcie nukleovych
kyselin. Vysledky Studie porovnania
efektivity (rozsirenej o vykonnostny a eko-
nomicky rozmer - ¢as protokolu a spotreba
plastového materialu) extrakcie nukleovych
kyselin st sumarizované v tab. 2.

Na zaklade uvedenych vysledkov sa pri
rutinnom laboratérnom spracovani vzoriek
vyuzivaju predovsetkym kity, ktoré sa
umiestnili na poziciach 2 a 3, dévodom

je okrem lep3ej ekonomickej a ¢asovej
narocnosti aj ich dobra dostupnost na
lokélnom trhu. Je potrebné podotknut, ze
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kldcovy parameter (median C) reprezen-
tujdci relativnu senzitivitu sa medzi kitmi na
poziciach 1 - 4 prakticky nelisi.

V réamci testovania automatizacie boli

v laboratériach postupne testované

a rutinne zavedené tri rézne automatické
extrakéné platformy - MagnaPure od
spolo¢nosti Roche, KingFisher Flex od spo-
lo¢nosti ThermoFisher a Zybio EXM6000
od spolo¢nosti Zybio (a tiez Zybio
EXM3000 - menej vykonna platforma

s rovnakou $pecifikaciou od spoloc¢nosti
Zybio). V sucasnosti sa vzhladom na
celkovu efektivitu v rutinnych laboratériach
vyuzivaju platformy KingFisher Flex a Zybio
EXM6000 (pripadne Zybio EXM3000).
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Obr. 1: Schéma virusu a geném SARS-CoV-2, vyznacenie cielovych sekvencii pre primery a proby pre
multiplexnd RT-gPCR - Liferiver Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit.
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Detekcia virusovej RNA prostred-
nictvom RT-qPCR metédy

RT-gPCR - (Quantitative Real-Time Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction)
sa povazuje za ,zlaty $tandard” v diag-
nostike infekcie spésobujlcej ochorenie
COVID-19.

RT-gPCR je metéda vhodné na priamu
detekciu pritomnosti a kvantifikaciu
Specifického genetického materialu -
RNA - koronavirusu SARS-CoV-2. Tato
technika umozniuje analyzovat pritomnost
SARS-CoV-2 virusu v izolate z nasopha-
ryngeélneho vyteru, pripadne z inych
alternativnych odberov, ako st napriklad
sliny, kloktacie odberové stpravy alebo
vyter z rekta. Detekciu virusovej RNA mame
validovanu na vsetky spominané odbery.

Na genetickd detekciu SARS-CoV-2 bolo
vyvinutych niekol'ko stprav zalozenych na
RT-gPCR. Protokol odportc¢any Svetovou
zdravotnickou organizaciou bol vyvinuty
vo Virologickom Ustave univerzitnej kliniky
Charité v Berline (tzv. berlinsky protokol).
RT-gPCR zahfna reverznd transkripciu
SARS-CoV-2 RNA specifickych oblasti

do komplementarnych retazcov DNA
(cDNA), po ktorej bezprostredne nasleduje
ich PCR amplifikacia. Medzi virusovymi
gendmami stvisiacimi so SARS objavili tri
konzervativne oblasti: (1) gén RdRP (gén
pre polymerazu RNA v oblasti otvoreného
¢itacieho rdmca ORFlab), (2) gén E (gén
pre obalovy protein) a (3) gén N (gén pre
nukleokapsidovy protein). Test moze byt
navrhnuty ako dvojkrokovy systém, kde
jeden primer vSeobecne deteguje skupinu
koronavirusov vratane SARS-CoV-2 a druha
skupina primerov Specificky deteguje iba
SARS-CoV-2. Touto cestou sme sa vybrali
na zaciatku pandémie, ale pre ¢asovu
naroc¢nost sme zvolili cestu multiplexnej
analyzy (detekcia viacerych cielov v jednej
reakcii - jednom kroku) - na ilustréaciu,
ktoré gény su zahrnuté v analyze, je schéma
naobr. 1.

Vzhladom na zabezpecenie kvalitného
rieSenia pre RT-qPCR cast analyzy vzoriek
boli pri dodrzani stale platnych odporucani
prislusnych autorit v rezime testovania

a zavadzania do laboratérnej rutiny posu-
dzované viaceré komercne dostupné kity
v kombinécii s roznymi real-time PCR pri-
strojmi (Cobas Z480 - Roche, LightCycler
96 - Roche, ABI 7500 - ThermoFisher,
QuantStudio 5 - ThermoFisher). Pri
rozhodovani o rutinnom vyuZivani sa
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Obr. 2: Detekcia SARS-CoV-2 pozitivnych vzoriek na identickom stbore vzoriek. Testované boli parametre senzitivita, Specificita a podiel neinformativnych vysledkov

vizualizované po porovnani styroch réznych komeréne dostupnych RT-gPCR kitov (A - D). Cervenym podfarbenim st oznacené pozitivne, zelenym negativne,

oranZovym hranicne pozitivne a Zltym neinformativne vysledky. Kity st zlava doprava zoradené od najsenzitivnejSieho po najmenej senzitivny.
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Obr. 3: VWznamny rozdiel vo fluorescencii cielovej eseje (modré krivky) pri identifikdcii rovnakych SARS-CoV-2 pozitivnych vzoriek medzi dvomi porovndvanymi RT-gPCR
kitmi. Rozdiel je reprezentovany hodnotami RFU (Y-os) dosahujicimi v pripade prvého kitu (viavo) 3 000 000 RFU a v pripade druhého kitu (vpravo) 900 000 RFU.

zohladroval cely rad vykonnostnych para-
metrov ako senzitivita, Specificita, podiel
neinformativnych vysledkov multiplexing,
interna kontrola (aj v podobe housekeeping
génu), a tieZ za beznej situacie neocakéavane
aj dostupnost na lokdlnom trhu. Postupne
boli na zéklade vysledkov testovania

v rutinnych laboratériach pouzivané kity
Modular Wuhan CoV E-gene (Roche),
Modular Wuhan CoV RdRP-gene (Roche),
Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real

Time Multiplex RT-PCR Kit (Liferiver),

gb SARS-CoV-2 Multiplex EndoC (Generi
Biotech) a SARS-CoV-2 Nucleic Acid
Detection Kit (Zybio). Hodnotené rozdiely
v sledovanych vykonnostnych parametroch
medzi porovnéavanymi kitmi s pre detailnej-
Siu ilustraciu prezentované na obr. 2 - 4.

PCR metéda ma svoje limitacie, a to
napriklad v niektorych pripadoch

(skoré stadium infekcie, pripadne pacient
tesne pred vylie¢enim) mézu (z dévodov
nizkej koncentracie virusovych castic

v respira¢nom trakte) byt odobraté vzorky

diagnostikované ako faloSne negativne.
Problémy nastavaju pri nizkej hladine virusu
vo vzorke, ked je interpretacia vysledku sta-
zené v dosledku detekéného limitu metddy.
Je to v pripade, ked hodnota C, (threshold
cycle - hodnota prahového cyklu PCR, ked
exponencialne stipa amplifikacna krivka

a je mozné spolahlivo hodnotit pozitivny
vysledok) je viac ako 41, ¢o zodpoveda len
desiatkam az stovkédm viriénov vo vzorke.
Cim viac virusu je vo vzorke, tym skor je
zachyteny amplifikovany signal (detekcia
pri nizSej hodnote C). Podla usmernenia
MZ SR vydavame pozitivnemu pacientovi
C, hodnotu len £ génu. Tato hodnota ma
pomdct lekdrom zatriedit pacientov do
troch skupin s réznym rizikom infekénosti,
schematické zndzornenie je na obr. 5.

Avsak C hodnota je orientacny - relativny
Udaj, pokial sa na detekciu nepouziva kit

s endogénnou kontrolou (houskeeping
génom). Pre potreby normalizacie dat

sme zvalidovali SARS-CoV-2 Nucleic Acid
Detection Kit od spolo¢nosti Zybio, ktorého

sucastou je esej pre housekeeping gén,
pomocou ktorého je mozné normalizovat
variabilitu v mnozstve celkovej extrahovanej
RNA, vdaka ¢omu je mozné stanovit mnoz-
stvo virusovej RNA vyrazne presnejsie.

Stcastou analyz realizovanych v rutinnej
praxi bolo aj otestovanie relevantného
poctu vzoriek s cielom identifikacie

a stanovenia podielu ,britského” variantu
SARS-CoV-2 v nasej populacii. Viysledky

z druhej polovice februéara 2021 preukazali
vyssi ako 90 % podiel v pozitivne detegova-
nych pripadoch. Retrospektivnou analyzou
anonymizovanych vzoriek sme zistili, ze uz
v druhej polovici novembra 2020 bol podiel
tychto pripadov na trovni viac ako 20 %.
Zial, takto retrospektivne ziskana velmi
dolezité informacia uz nemohla ovplyvnit
vo februari sa zhorsujdcu pandemicku
situdciu na Slovensku s naslednymi
extrémne negativnymi dosahmi na Urovni
nemocni¢nej zdravotnej starostlivosti

a tiez vysoké pocty umrti na ochorenie
COVID-19.
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Obr. 4: Vizualizdcia multiplexnej detekcie SARS-CoV-2 RNA cielovych sekvencii (E gén, N gén, RdRP gén) a housekeeping endogénnej kontroly (GAPDH gén) v jednej

reakcii. Zlava doprava su prezentované vzorky s vysokym, so strednym, s nizkym podielom virusovej RNA a bez pritomnosti virusovej RNA v analyzovanej vzorke.

Vlastné know-how a buddci
vyskum a vyvoj

Kedze nie vsetky aspekty laboratérneho
testovania je mozné pokryt Standardnymi
postupmi optimalizacie, bolo potrebné

v ramci neustalych zmien suvisiacich

s extrémnym nérastom potrieb testovania
reagovat aj na nové problémy, resp.
poziadavky. V tejto nadvaznosti bolo hned
v Uvode nevyhnutné nastavit procesy

v laboratériach tak, aby bolo mozné denne
spracovat tisicky (potencialne infekénych)
klinickych vzoriek v laboratériach kategérie
BSL2.V case vzniku pandemicke;j situécie
boli takéto laboratéria na Slovensku
dostupné a rutinne vyuzivané len ojedinele
a ich denné kapacita zdaleka nedosaho-
vala potrebnt Groven. V rdmci Medirex,
a.s., preto expresne museli vzniknat

takéto laboratéria, a to aj vzhladom na ich
vyuzivanie vo vysokopriepustnom méode

v spojeni s automatizaciou kritickych krokov
v ramci spracovania vzoriek. V stvislosti

so zavedenim automatizacie bolo délezité
presunut, resp. rozsirit personalne kapacity
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laboratérif tak, aby v ¢ase najvyssieho vy-
uzivania RT-qPCR metdd v laboratériach
(aktuélne st tri v ramci Slovenska) bolo
mozné pracovat v troch zmenach prakticky
v ,24/7" pracovnom rezime pre zabezpe-
¢enie analyzy vetkych vzoriek, ktoré do
laboratéria boli dodané, do 48 hodin. Toto
sa podarilo dosiahnut s pomocou zapojenia
45 zamestnancov pracujucich v obdobf
najvacsieho dopytu po testovani v rdmci
laboratérnej Casti. Zaroven, a najma na
interné Ucely dalSich optimalizécii a zefek-
tiviiovania laboratérnych procesov neustéle
pokracovalo testovanie v rutinnej diagnosti-
ke vyuzivanych procesov, protokolov a kitov.
Toto dalSie zefektiviiovanie zahrfalo okrem
iného aj Upravu podmienok realizovanych
analyz, napr. skratenie protokolov a pracov-
nych cyklov, Upravu zloZenia kitov, Upravu
podmienok RT-qPCR.

V Uvodnej faze zavadzania SARS-CoV-2

detekénych metéd vychadzajlcich principi-
alne z RT-qgPCR metddy vznikol celosvetovy
problém s dostupnostou detekénych stuprav
a v tejto suvislosti bol v nasich laboratériach

pripraveny alternativny ,kit” vyskladany

z jednotlivych komponentoy, teda

z kategérie ,home made”. Tento ,kit"

a jeho efektivita bola testovana a z kvalita-
tivnej stranky bola dosiahnutd v tom case
pozadovana senzitivita umoznujica vo
vzorke detegovat limitné mnoZstvo virusovej
RNA na Grovni 100 képii/reakcia. Zavedeny
Jkit” vychadzal z uz vyssie spominaného
Jberlinskeho” protokolu. V nasich laboratér-
nych podmienkach bol zavedeny protokol

v multiplexnom vyhotoveni, vizualizacia
detekcie SARS-CoV-2 pozitivnych vzoriek
tymto ,kitom” je prezentovana na obr. 6.

Na Ucely dlhodobej archivacie vybranych
vzoriek pre vyuzitie v rdmci dalsich
vedeckovyskumnych projektov v biobanke
MGA bolo v rdmci minimalizacie zésahu do
rutinnej analyzy takychto vzoriek a zéaroven
zachovania pozadovanych kvalitativnych

a kvantitativnych charakteristik primarnych
vzoriek potrebné zaviest protokol umoz-
Aujuci ich aspon kratkodobu stabilizaciu.
V tejto suvislosti boli testované dva

rézne komerc¢ne dostupné stabilizacné
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Obr. 5: Detekcia troch pozitivnych vzoriek s vyuzitim RT-gPCR (amplifikacné
krivky ruZovej, Zltej a cervenej farby). RuZova amplifikacnd krivka pretina prah
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(modrd ciara) skér, teda mad niZsiu hodnotu C, a indikuje vo vzorke viac virusovej

RNA, ako je vo vzorkdch so Zltou a s Cervenou krivkou.

roztoky - DNA/RNA Shield od spolo¢nosti
Zymo Research a viRNAtrap Lysis Buffer
Concentrate od spolo¢nosti GeneSpector.
Vysledky pouzitia oboch stabiliza¢nych
roztokov preukazali znizenie hodno6t C

pri stabilizacii a krdtkodobom skladovani
(2-5dnipri 2 - 8°C) o hodnoty v rozpati
od 0,825 do 1,769, teda napriek pouZitiu
stabilizacného roztoku uz v kratkodobom
horizonte dochadza k znizeniu mnozstva
detegovatelnej virusovej RNA 1,6-nasobne
- 3,5-nasobne. V sticasnosti pokracuju testy
zamerané na dalSiu optimalizéciu stabili-
zacie a stanovenie maximalneho ¢asového
obdobia, v ktorom je mozné pozadovanu
Uroven stabilizacie priméarnych vzoriek
zabezpecit.

Sumar

Pandémia COVID-19 zasiahla do mnohych
oblasti mediciny a zdravotnej starostlivosti
na celom svete a jej vyvoj sa da len velmi
tazko predvidat. Situacia sa komplikuje tym,
Ze virus sa ako biologicky systém neustéle
vyvija a pri replikacii neustale vznikaju nové
mutdcie, ktoré sa v $pecifickej konstelacii
mdzu podpisat pod vznik novych variantov
(tzv. britsky, juhoafricky, brazilsky),

ktoré mézu mat navzajom odlisné prejavy
(infekénost, mortalita). Kltcova je preto
stéle v¢asné detekcia virusu SARS-CoV-2
pomocou diagnostickych metéd, medzi
ktorymi zlatym Standardom nadalej zostava
RT-gPCR metdda, ktora je vyrazne citlivejsia
ako antigénové testovanie a vdaka aktuélne
uz dobre vybudovanej infrastruktdre labora-
torif poskytuje nielen svoj vysoky diagnostic-
ky potencial, ale je aj vysoko spolahliva pri

monitorovani stavu ochorenia COVID-19.
Nami vyuzivana RT-qPCR stprava zachytava
aj doteraz objavené ,nové” varianty (britsky,
brazilsky a aj juhoafricky). Presné stano-
venie diagn6zy pomocou validovaného

kitu s vysokou senzitivitou a Specificitou

je rozhodujlce pre obmedzenie Sirenia
ochorenia COVID-19. Kit s nizkou
senzitivitou nedokéze zachytit infikovanych
jedincov pred nastupom ochorenia s nizkou
virusovou nélozou a tito jedinci su hrozbou
pre Sirenie nebezpecného virusu, preto je
nesmierne doélezité pracovat s najkvalitnej-
$im a najefektivnejsim PCR testom. Pocas
nasej validacie sme vybrali tie najlepsie kity,
¢i uz na izoléciu virusovej RNA a na jeho
samotnu detekciu pomocou RT-gPCR, cely
proces sme zefektivnili ziednodusenim,
automatizaciou, ¢asovym skratenim
laboratérnych procesov a personalnym

Obr. 6: Vizualizdcia analyzy SARS-CoV-2 pozitivnych vzoriek prostrednictvom
alternativneho ,home made” RT-gPCR kitu.

manazmentom. Vdaka tymto nastaveniam
dokazeme kvalitne spracovat denne tisicky
vzoriek. Moderna molekularna diagnostika
poskytuje zédkladné diagnostické rieSenie

a umoznuje vykonat velké mnozstvo testov
v primeranom ¢ase, a tak zabranit Sireniu
infekcie.
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