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Laboratorni diagnostika SARS-CoV-2 v Nemocnici Strakonice, a.s.
v roce 2020/21

Abstrakt

V prosinci 2019 byl v Cing objeveny novy druh PB-koronaviru SARS-CoV-2, ktery
zpusobuje onemocnéni COVID-19. Zlatym standardem laboratorni diagnostiky je RT-
PCR vredlném case. Dalsi alternativu pfimého prikazu SARS-CoV-2 piedstavuji

antigenni testy.

V obdobi leden—tinor 2021 byla metodou real-time RT-PCR ovéfovana spolehlivost
antigennich testd od firmy Abbott. U 48 vzorki, které mély pozitivni antigenni test,
bylo nasledné provadéno referencni PCR vySetieni. Pouze 1 osoba vykazovala fale$né
pozitivni reakci antigenniho testu. Soucasné¢ bylo PCR metodou vysetfovano i 80
konsekutivnich vzorkli od symptomatickych pacienti Nemocnice Strakonice, a.s., ktefi

méli negativni antigenni test. Celkem 16 osob vykazovalo faleSné€ negativni reakci.

Dale byl zpracovan statisticky piehled PCR testi provedenych v Centralnich
laboratofich Nemocnice Strakonice, a.s. v roce 2020/21. V tomto obdobi bylo vySetieno
celkem 78 222 vzorkt, z toho 17 622 osob s pozitivnim vysledkem. Za nejvice kritické
pandemické obdobi je povazovano jaro 2021, kdy procento pozitivity vSech vySetienych
osob dosahlo 45,8 %. Zajimavym zjisténim byla vysoka mira pozitivity v kategorii 60+.
Naopak v podzimni vIiné 2021 bylo zaznamenano vysoké procento pozitivity u déti do

15 let, které se do t€¢ doby testovaly minimalné.

Real-time RT-PCR je Casové i finanéné naro¢nd metoda a vyzaduje kvalifikovany
personal pro jeji provedeni. Naopak antigenni testy ptfedstavuji rychlou a jednoduchou
variantu mozné detekce SARS-CoV-2. V POCT rezimu jsou kvalitni antigenni testy
spolehlivou alternativou testovani, a to pfevazné u symptomatickych jedinct.
V disledku vyskytu faleSn€é negativnich reakci, je i pfesto doporucovano ovéfovat

negativni antigenni vysledky pomoci PCR.
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Laboratory diagnostics of SARS-CoV-2 at Nemocnice Strakonice, a.s.
in 2020/21

Abstract

In December 2019, a new type of B-coronavirus SARS-CoV-2 was discovered in China
causing COVID-19. The gold standard of laboratory diagnostics is real-time RT-PCR.
Antigen testing is another alternative for the direct detection of SARS-CoV-2.

From January to February 2021, the reliability of antigen tests from Abbott was verified
by real-time RT-PCR. Out of the 48 antigen-positive samples, only one patient was
tested PCR negative. At the same time, 80 consecutive samples from symptomatic
patients at Nemocnice Strakonice, a.s. were examined by PCR, which were tested
negative by the antigen tests. Among these samples, 16 were tested PCR positive.

The statistics of PCR tests performed in the Central Laboratories of the Nemocnice
Strakonice, a.s. in 2020/21 was elaborated. During this period, 78,222 samples were
examined, of which 17,622 had a positive result. The most critical pandemic period was
considered spring 2021, when all samples’ positivity amounted to 45,8 %. An
interesting fact was the high level of positivity in the category 60+. Contrary to the
spring wave in 2021 — in autumn 2021, a high positivity was appeared in the category of

children under 15 years old, who had been tested minimally until that time.

Real-time RT-PCR is a time-consuming and costly method, which requires a qualified
laboratory staff. On the contrary, antigen tests are a quick and easy alternative to direct
detecting SARS-CoV-2. In the POCT mode, high-quality antigen tests are a reliable
alternative, primarily for symptomatic individuals. Nevertheless, it is advised to confirm

negative antigen results using PCR to prevent a false-negative antigen reaction.
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Uvod

SARS-CoV-2 je nové objeveny druh koronaviru, ktery zptisobuje onemocnéni COVID-
19. Prvni piipad vyskytu byl popsan v prosinci 2019 v ¢inském mésté¢ Wu-chan. V tu
dobu by asi nikoho z nas nenapadlo, jak rychle se SARS-CoV-2 rozsiii po celém svéte,

a jaky bude mit dopad na celou nasi planetu.

COVID-19 je akutni infekéni onemocnéni, které postihuje zejména respiracni trakt a
prenasi se predevsim kapénkovou cestou. Mezi zdkladni symptomy patii kasel, dusnost,
zvysena teplota ¢i bolest svalii a kloubli. Pozdéji byly zjistény i dalsi ptiznaky spojené
s timto onemocnénim: ryma, prijem, Gnava, malatnost, bolest v krku, ztrata chuti a
¢ichu. Pribéh COVID-19 je ve vétsiné pfipadii mirny az asymptomaticky a nepiinasi
zadné komplikace. Ke zhorseni zdravotniho stavu dochazi pfedevsim u pacienti starSich
60 let a osob skomorbiditami. Nejcastéjsi komplikaci je postizeni dolnich cest
dychacich, které se vyvine v pneumonii nebo ARDS a muze vést az ke smrti. Tito
pacienti vyzaduji hospitalizaci a Casto jsou odkazani na oxygenoterapii, Vv hor§im

ptipadé na umélou plicni ventilaci. I pfes intenzivni pé¢i mnozi z nich umiraji.

Stézejnim pro zvladnuti pandemie COVID-19 je piedevsim (i) ockovani, které
s vysokou ucinnosti chrani pred tézkym prabéhem onemocnéni, (i1) omezeni Sifeni
SARS-CoV-2 pomoci protiepidemickych opatfeni (hygiena rukou, dodrzovani
rozestupl, noSeni ochrannych pomitcek, izolace nakazenych osob a jejich kontakti),
(ili) a vneposledni ftadé¢ vcasna terapie rizikovych pacienti. Pro nastaveni
protiepidemickych opatifeni 1 zahajeni adekvatni 1éCby je nezbytnd Siroce dostupni,

rychla a spolehliva laboratorni diagnostika.

Zlatym standardem laboratorni diagnostiky SARS-CoV-2 je metoda pfimého prikazu
real-time RT-PCR. Nejcastéji pouzivanym biologickym materidlem pro vysetieni je
vytér ze sliznice nosohltanu a sliny, kde pfedpokladame nejvétsi koncentrace virovych
Castic. Pozitivni PCR vysledek znaci pritomnost genetické informace viru ve
vySetfovaném vzorku, spolu s klinickym stavem pacienta potvrzuje diagné6zu COVID-

19. Levné;jsi, rychlejsi, ale méné presnou metodu detekce, predstavuji antigenni testy.

Ve své bakalaiské praci jsem se zaméfila na praktické osvojeni metod piimého prikazu
(real-time RT-PCR a antigenni testy), zpracovani statistického ptehledu PCR vysetieni
a ovéfeni spolehlivosti antigennich testt od firmy Abbott metodou real-time RT-PCR.



1 Viry

Viry muzeme charakterizovat jako mala infekéni agens. Jejich velikost je velmi
rozmanita, pohybuje se Vv rozmezi 20-300 nm (Hamplova et al., 2015). Jednd se o
intracelularni organismy. Jejich existence je zcela zavisla na hostitelskych buiikéch,
které vyuzivaji pro své rozmnozovani, jelikoz nemaji vlastni proteosynteticky aparat.
Svou piitomnosti mohou Viry poskozovat hostitelské bunky a vyvolavat rizna infekcni

onemocnéni (Kolafova et al., 2020).

Infekéni virova Castice je znama jako virion. Jeho vnitini ¢ast se oznacuje jako
nukleoid, ktery je tvofen nukleovou kyselinou. Viry vzdy obsahuji pouze jeden typ
nukleové kyseliny — bud’ DNA (deoxyribonukleova kyselina), nebo RNA (ribonukleova
kyselina). (Votava, 2003). Okolo ni se nachazi bilkovinny obal — kapsida, ktera je
tvofena z jednotlivych proteinovych podjednotek — kapsomer. Kapsidy dle symetrie
mizeme rozdé€lit na kubické a helikalni (Bednaf et al., 1996). Nejjednodussi viry se
skladaji z nukleové kyseliny a kapsidy (nukleokapsida), 1ze je oznacit jako neobalené.
Nékter¢ druhy virh maji navic membranovy obal a na svém povrchu nesou
glykoproteiny, pomoci nichz se virion miZe vazat na specifické receptory a vniknout do

hostitelské bunky. Tuto skupinu nazyvame jako viry obalené (Votava, 2003).

Kapsomera

Nukleoid

(RNK DNA) Nukleokapsida

Kapsida

Vnéjsi plast

Obrazek 1 — Virova Castice — virion (Hamplova et al., 2015)
2 Koronaviry

Objev koronavirt se datuje do 60. let minulého stoleti. Nazev ziskaly na zaklad¢ svého
vzhledu — pod elektronovym mikroskopem vypada jejich membranovy obal jako

sluneéni korona (lat. corona) (Hubacek, 2020).
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Koronaviry se vyskytuji po celém svéte a infikuji jak ¢loveka, tak rizné druhy zvitat,
predevsim ptaky a savce. Mezi nejéastéji vyvolana onemocnéni u ¢loveka a zvitat patii

choroby respiracniho a gastrointestinalniho traktu (Statni zdravotni astav, 2021).
2.1  Stavba

Koronaviry spadaji do skupiny obalenych vird s jednovlaknovou RNA, kterd ma
pozitivni polaritu. Jejich kapsida se fadi do skupiny s helikalni symetrii (Bednaf et al.,
1996). Tvar nukleokapsidy je nejcastéji kulaty ¢i elipticky (Trojanek et al., 2020).
Velikost virionu se pohybuje v rozmezi 60-140 nm, genom je pak tvofen kolem 27-32
tisic bazi a obsahuje 6-11 otevienych ¢tecich ramct (Hubacek, 2020).

2.2 Klasifikace

V soucasné dob¢ existuji pfiblizn¢ ¢Etyfi  desitky zndmych druht  koronavird.
Taxonomicky jsou tazeny do fadu Nidovirales, ¢eledi Coronaviridae, kterou tvoii 2
podc¢eledi — Coronavirinae a Torovirinae (Hubacek, 2020). Pod¢eled” Coronavirinae
rozd€lujeme do 4 rodi: a-, B-, y- a d-koronaviry. y- a &-koronaviry infikuji ptaky a
savce, nejsou ale charakterizovany jako pfenosné na Clovéka. Lze je téZ oznadit jako
zviteci koronaviry. Jsou patogenni pro celou fadu domacich a hospodarskych zvitat
(skot, prasata, hlodavci, koc¢ky, ptaci). Zapficinuji nejen respiracni infekce, ale i
onemocnéni traviciho traktu nebo nervové soustavy (Poljak, 2003). a-, B-koronaviry
nazyvame jako lidské (Hubacek, 2020).

2.3.  Lidské koronaviry

V soucasné dob¢ je znamo 7 druhd lidskych koronavirt. Do rodu a-koronavirus fadime
HCoV-229E (lidsky koronavirus 229E) a HCoVNLG63 (lidsky koronavirus NL63). Mezi
B-koronaviry spada HCoV-OC43 (lidsky koronavirus OC43), HCoVHKUL (lidsky
koronavirus HKU-1), MERS-CoV (Middle-East respiratory syndrom virus), SARS-
CoV (Severe acute respiratory syndrome-related virus) a nejnovéji objeveny SARS-

CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome-related virus 2) (Alanagreh et al., 2020).

Piehled, taxonomie a vlastnosti jednotlivych druhti jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 1).
Za nejvyznamnéjsi zastupce lidskych koronavirti povazujeme SARS-CoV, MERS-CoV
a SARS-CoV-2 (Chan a Chan, 2013).
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MERS-CoV byl jako novy B-koronavirus popsan Vvroce 2012 v Saudské Arabii.
Zpusobuje akutni respiraéni onemocnéni a postihuje i ledviny. Jedna se 0 zootonickou
infekci — k pfenosu viru dochazi ze zvifete na ¢lovéka, ale pfenos mezi lidmi je také
mozny (Ramadan a Shaib, 2019). Pocate¢ni symptomy pusobi nenapadné, projevuji se
jako b&zné nachlazeni. Ke zhorSeni stavu dochazi pievazné u osob s komorbiditami a
projevuje se pneumonii, akutni nefritidou nebo Sokem. Smrtnost je pomérné vysoka,
uvadi se, ze az 1/3 infikovanych zemie. Tento fakt vSak muze byt zkresleny
nediagnostikovanymi asymptomatickymi infekcemi. Laboratorni diagnostika se provadi
metodou real-time RT-PCR, stejné jako u koronaviru SARS-CoV-2. V soucasné dobé
neni k dispozici zadna specificka 1é¢ba ani vakcina proti tomuto onemocnéni (Ramadan

a Shaib, 2019).

SARS-CoV je lidsky druh koronaviru, ktery zpisobuje tézké akutni respiracni
onemocnéni. Na konciroku 2002 doslo v Ciné Kk vyskytu atypickych pneumonii
pocatkem roku 2003 byl jako plvodce oznafen novy koronavirus SARS-CoV.
V poloving¢ 2003 epidemie ustoupila, nasledné se objevilo jen nékolik laboratornich

pifipadi. Mala epidemie byla zaznamenana jesté v roce 2004 (Chan a Chan, 2013).

Specifickymi symptomy byvaji vysoké teploty nad 38 °C, dusnost, suchy kasel, bolest
svali a celkova slabost pacientli. Onemocnéni miize byt provazeno také prijmem,
bolesti v krku, hlavy a dalsimi symptomy (Poljak, 2003). U détské populace byva
prabéh mirngjsi nez u dospélych. U c¢asti pacientti dochazi ke zhorSeni stavu, stejné jako
u MERS a SARS-CoV-2. To se projevuje dechovymi potizemi, které se vyviji v zapal
plic. Tito pacienti pak vyzaduji intenzivni pééi. Odhad letality se pohybuje kolem 10 %,
u osob nad 60 let se zvySuje az ke 45 % (Chan a Chan, 2013). Za zlaty standard
laboratorni diagnostiky povazujeme PCR metodu, podobné jako u ostatnich koronavirt.
Hlavni prevenci proti tomuto viru je dodrzovani protiepidemickych opatieni, terapie

probiha symptomaticky (Poljak, 2003).
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Tabulka 1 — Prehled lidskych koronavirt

Celed’ a Rod . Rok Klinicky Inkubacéni
“« 1 Koronavirus (.
podceled popsani obraz doba
a- HCoV-229E 1966 Nachlazeni, edém 2-5 dni
sliznic
coronavirus | HCoV-NL63 2004 Nachlazeni, edém |  2-4 dny
sliznic
HCoV-HKU-1 2005 | Nachlazeni, edém | 2-4 dny
sliznic
HCoV-0C43 1967 Nachlazeni, edém 2-5 dni
sliznic
o @ SARS-CoV 2003 Respiracni 2-11 dni
S S onemocnéni,
= £ muze zpusobit
> = t8z8i/zivot
S 5 B- ohrozujici pribsh
= S . v r
S 9 ; MERS-CoV 2012 Respiracni 2-13 dni
O © coronavirus onemocnéni,
tézky/zivot
ohrozujici prib¢h
SARS-CoV-2 2019 Respiracni 2-14 dni
onemocnéni
(asymptomaticky,
mirny,
t&zky/zivot
ohrozujici pribéh

Zdroj: (Hubégek, 2020)

3 SARS-CoV-2 = onemocnéni COVID-19

V prosinci 2019 se v ¢inském mésté Wu-chan objevily piipady virové pneumonie

neznamé etiologie. Pozdé&ji byl jako ptivodce onemocnéni oznacen novy [-koronavirus.

Nejprve byl pojmenovan jako 2019-nCoV (novel coronavirus), poté se piejmenoval na
dnes vSem znamy SARS-CoV-2 (Trojanek et al., 2020). Z genetického hlediska se

velmi podoba koronavirim MERS-CoV a SARS-CoV. Jeho piivod neni presné popsan.

S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o zoonotickou infekci, podobné jako u ostatnich

koronaviri, a za rezervoar jsou povazovani netopyii. Spekuluje se vSak o jiném

intermediarnim hostiteli, pfesny mechanismus pfenosu na ¢lovéka neni doposud znam

(Stfizova et al., 2020).
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3.1. Charakteristika

Genom SARS-CoV-2 obsahuje pftiblizné¢ 29 900 nukleotidti, které koduje 16
nestrukturalnich proteinti, oznacovanych jako nspll-nspll6, 4 proteiny strukturalni a

rizné dalsi proteiny pomocného charakteru (Krafcikova et al., 2020).

Mezi strukturdlni proteiny fadime povrchovy (S) protein, obalovy (E) protein,
transmembranovy (M) glykoprotein a wvnitini fosforylovany nukleokapsidovy (N)
protein (Lin et al., 2020).

Povrch viru je obklopen lipidovym obalem, ze kterého vy¢nivaji S proteiny. Ty
pfedstavuji hlavni faktor virulence a zprostfedkovavaji vstup koronaviru do
hostitelskych bun¢k (Hu et al., 2021). M protein je spole¢né s E proteinem umistén mezi
S proteiny v obalu viru (Krafcikova et al., 2020). Klicova role M proteint je tvorba a
tvarovani viriond a jednd se o nejhojnéji zastoupeny protein. E proteiny jsou nejméné
zastoupené a jejich hlavni funkci je uvolnit viriony z hostitelskych bun¢k. Vyznam N
proteinu spoc¢iva v tvorbé novych viriont, vazi se na virovou RNA v genomu a
stabilizuji jeji konformaci (Lin et al., 2020). Na povrchu obalu SARS-CoV-2 se
nachazeji jesté dalsi vybézky — glykoproteiny hemaglutinin-esteraza, jejichz hlavni

funkci je hemaglutinace a hemabsorpce vird (Krafcikova et al., 2020).

Zakladnim principem vstupu SARS-CoV-2 do hostitelskych bunc¢k je interakce
S proteinu s ACE2 (angiotenzin konvertujici enzym 2) receptorem na povrchu
espiracnich epitelii. Uvnitf bunék dochazi k mnozeni virovych ¢astic a vyvolani infekce

(Dlouhy et al., 2020).

A e ® & . Spike (S)

- = = Envelope (E)

- ---——- Nucleocapsid (N)
——————— Hemagglutinin - esterase (HE)

—————— Membrane (M)

5 29903bp

Obrazek 2 — Stavba (A) a genom (B) SARS-CoV-2 (Jin et al., 2020)

13



3.2.  Klinické projevy

Klinické projevy onemocnéni COVID-19 jsou velmi rdznorodé. Mezi nejcastéjsi
symptomy patii horecka/zvysena teplota, suchy drazdivy kasel, dusnost a bolest hlavy.
Mezi dalsi Casté ptiznaky se fadi inava, malatnost, bolest svali a kloubli. Mén¢ Casté
jsou pak bolest v krku, ryma, prijem, nevolnost ¢i zvraceni (Bene$ et al., 2021).
Specificky, v mnoha ptipadech primarni, Symptom piedstavuje ztrata ¢ichu (anosmie) a
chuti (dysgenuzie). Alespon jeden z této dvojice se vyskytuje az u 80 % infikovanych,

Z toho jedna pétina méa oba symptomy synchronné (Hubacek, 2020).

Klinické projevy nejsou vzdy zcela jednoznaéné, plisobi az nenapadné. Casto tomu tak
byva u starSich lidi, kdy mize dojit k neurCitému zhorSeni stavu, doprovazeného

zmatenosti, apatii, zavratémi nebo ataxii (Dlouhy et al., 2020).
3.3.  Priubéh onemocnéni

Vétsina infikovanych ma lehky a nekomplikovany pribéh. Za zcela asymptomatickou
formu onemocnéni COVID-19 povazujeme stav, kdy nedojde k rozvinuti Zadnych vySe
zminénych symptoma po celou dobu laboratorni pozitivity (Klinickd mikrobiologie a
infek¢éni 1¢€katstvi, 2021). Podle zatim dostupnych dat se bezpiiznakovy prubéh

vyskytuje u 10-50 % osob. Tato Cast jedinci predstavuje vyznamné riziko v Sifeni

vrwr

Dle zavaznosti pritbéhu, mizeme onemocnéni klasifikovat na formu mirnou, stfedni,
zavaznou a kritickou (Trojanek et al., 2020). Mirnd forma se vyznacuje pfitomnosti
jednoho ¢i vice klinickych projevii a je doprovazena akutni respiracni infekci.
Nedochazi vSak k radiologickému nalezu zmén na plicich. Stiedné zdvazna forma uz
pfedstavuje vyznamné riziko v rozvoji komplikaci u respiracnich obtizi. U infikovanych
se vyviji pneumonie, kde jiZ nachazime ptitomnost zanétlivych zmén na plicich u
zobrazovacich metod (Bene§ et al., 2021). Za zavazny pribéh povaZzujeme akutni
selhani plic, kde radiologické znamky zmén plicniho parenchymu piekracuji 50 %.
Pacienti navic vykazuji tyto klinické projevy: znacna tachypnoe — vyssi nez 30/min,
saturace hemoglobinu kyslikem mensi nez 93 %, vyznamna dusnost a respiracni index
pod 300 mmHg (Trojanek et al., 2020). Tato forma Casto prechazi do kritického stavu.
Pacienti trpi respiracnim selhdnim a jsou odk4zani na umélou plicni ventilaci. Mize

nastat septicky Sok a selhani ostatnich Zivotné dulezitych organii (Benes et al., 2021).
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Letalita (smrtnost) onemocnéni COVID-19 se v jednotlivych statech lisi, pohybuje se
kolem 1-10 %. V Ceské republice zemie piiblizné 1,7 % s prokdzanym onemocn&nim
(Klinicka mikrobiologie a infek¢ni 1ékatstvi, 2021). Zavazna az smrtelna forma pribéhu
postihuje nejCastéji osoby starSi 60 let, jedince s chronickym onemocnénim plic,
hypertenzi, kardiovaskuldrnim onemocnénim, onkologické a diabetické pacienty a

0soby s obezitou (Statni zdravotni Gstav, 2021).
3.4.  Pienos

Hlavni zdroj SARS-CoV-2 ptedstavuje nakazeny ¢lovék. Vstupni branou koronaviru je

nejcastéji sliznice nosu, ust a o¢ni spojivka (Trojanek et al., 2020).

v

K ptenosu infekce dochdzi riznymi zplsoby. Nejcastéjsi je piimy ¢i nepiimy blizky
kontakt s infikovanou osobou. Za uzky kontakt se povazuje vzdalenost mens$i nez dva
metry (Dlouhy et al., 2020). NakaZeny jedinec vylucuje z dychacich cest infek¢ni
sekrety v podob¢ kapének ¢i aerosolti, a to béhem kaslani, kychani, mluveni ¢i zpévu.
Dalsi moznosti nadkazy ptedstavuje ptfenos viru SARS-CoV-2 vzdusnou cestou nebo
kontaminovanymi predméty. Udava se, ze virus na povrSich pfeziva po dobu nekolika

hodin az dnt. (Statni zdravotni ustav, 2021).
3.5.  NakaZlivost, infekcnost

NakaZlivost tohoto onemocnéni neni pfesné urcena. Inkubacni doba se pohybuje
vV rozmezi 2-14 dnl od expozice, s medidnem 5-6 dnti (Benes et al., 2021). Udava se, ze
nakazena osoba je pro okoli infekéni 48-72 hodin po vstupu viru do organismu, tedy 1-2
dny pted propuknutim symptomt. U lehkych a stfednich forem onemocnéni virus
preziva v organismu az 8 dni od prvnich pfiznakd. Je ale nepravdépodobné, aby tyto
osoby byly infek¢ni 10 dni od prvnich symptomt. U téZSich prubeht se virus vyskytuje
v organismu i déle, maximaln¢ ale 14 dni po infekci. Tito jedinci mohou byt infekéni i
vice neZ 10 dnl (Statni zdravotni tustav, 2021). Mnozstvi virovych partikuli, které
potfebujeme pro vyvolani onemocnéni, se odhaduje na vice nez 100-1000 castic
(Stejskal, 2020). U symptomatické a asymptomatické formy onemocnéni nebyly
prokdzany rozdily ve virové nalozi, proto jsou 1 bezpfiznakovi jedinci stejné

nebezpeénym zdrojem nakazy (Dlouhy et al., 2020).
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3.6. Prevence a vakcinace

Preventivni opatfeni sméfuji k zabranéni dalSimu Sifeni COVID-19. Mezi populacni
doporucena opatfeni fadime: vyhybani se Uzkému kontaktu s ostatnimi osobami,
dodrZovani rozestupi minimalné 1 metr, noSeni rousek a respiratord, pravidelné myti a
dezinfekce rukou, omezeni cestovani a shlukovani velkého mnozstvi lidi na vefejnych
mistech (World Health Organization, 2022). Dalsim zakladnim opatfenim je izolace
osob s potvrzenou pozitivitou COVID-19 a trasovani jejich kontaktd (Dlouhy et al.,
2020). Ve zdravotnickych zafizenich je na vSechna tato vySe uvedena opatieni obzvlast’
kladen dtraz. Dochazi zde k ¢lenéni infek¢nich a suspektné rizikovych osob, které jsou
umistovany na specialné¢ vyclenéné COVID oddéleni. Personal zafizeni pfistupuje
k témto pacientim za pouziti ochranného plaste, Stitu, bryli, jednorazovych rukavic a
respiratord typu FFP2 nebo FFP3. Jako individudlni prevence je doporucovano

dodrZovani zdravého Zivotniho stylu a posilovani imunitniho systému (StfiZzova et al.,

2020).

Vysoce t¢innou a jedinou dlouhodobé udrZitelnou formu zvladnuti epidemie COVID-
19 ptedstavuje vakcinace. Oc¢kovani nezabrani pfenosu viru do organismu, stale ale
vyrazn¢ chrani pfed téZkym pribéhem onemocnéni, hospitalizaci a smrti. (Klinicka
mikrobiologie a infekéni 1ékaistvi, 2021). V soucasné dobé mame v Ceské republice
k dispozici 5 schvalenych vakcin proti COVID-19. Jejich piehled a vlastnosti jsou
zaznamenany v tabulce (Tabulka 2). Vakciny od spole¢nosti Pfizer/BioNTech a
Moderna jsou vhodné i pro ockovani détské populace (Pfizer pro osoby starsi 5 let,
Moderna pro osoby 12+). Oc¢kovaci latky od firem AstraZeneca, Johnson & Johnson a
Novavax jsou urceny pouze pro dosp€lé. V soucasnosti dochédzi k pfeockovani 3.
(posilujici) davkou. Hladina protilatek v organismu v ¢ase klesa, proto se posilujici
(booster) davka doporucuje pfevazné ohroZenym a vybranym skupindm osob. Jeji
aplikace se doporucuje 5-12 mésici po posledni davce zékladniho ockovaciho
schématu, u vakciny od spolecnosti Johnson & Johnson je pteockovani doporuceno jiz

po 2 mésicich. Pro pteotkovani jsou prozatim schvaleny pouze mRNA vakciny (SUKL,
2022).
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Tabulka 2 — Piehled schvalenych vakcin v CR proti onemocnéni COVID-19

Pocet davek, optimalni

Nazev (vyrobce) Druh vakciny odstup mezi nimi
Comirnaty . ,
(Pfizer/BioNTech) MRNA 2 davky, 21 dni
Spikevax (Moderna) MRNA 2 davky, 28 dni

Vaxzevria (Astra , , e

Zeneca/University of Oxford) Vektorova 2 davky, 12 tydni

Janssen (Johnson & Johnson) Vektorova 1 davka

Nuvaxovid (Novavax) Proteinova 2 davky, 21 dni

Zdroj: (SUKL, 2022)
3.7. Léiba

Jako specifickou terapii pouzivame fadu experimentalnich 1éciv, jejichz cilem je
zabranit progresi infekce a rozvoji komplikaci (Stejskal, 2020). Nejvyznamnéjsi je
antivirotikum Remdesivir, které je jiz v CR registrovano k 1é¢bé COVID-19. Vyuziva
se u hospitalizovanych pacient se zapalem plic a nasazuje se v Casné fazi infekce

(Benes et al., 2021).

Zpocatku epidemie se hojné vyuZivala imunoterapie rekonvalescentni plazmou. Jedna
se 0 plazmu odebranou od 0sob s prodélanym onemocnénim COVID-19 (Klinicka
mikrobiologie a infekéni lékarstvi, 2021). V soucasnosti tuto metodu nahradila 1écba za
pouziti monoklonalnich protilatek. Monoklonalni protilatky (MAB) proti SARS-CoV-2
charakterizujeme jako neutraliza¢ni protilatky proti riznym epitopim na S proteinu.
Principem je zabranéni vazby S proteinu na ACE2 receptor na hostitelské bunice. Lécbu
se doporucuje zapocit v co nejvice asné fazi onemocnéni (Byma et al., 2021). Nékteré
druhy MAB lze pouzit i jako postexpozi¢ni profylaxi (u rizikovych osob, které byly
vystaveny nakaze), ptipadné i jako preexpozi¢ni profylaxi (u imunosupresivnich jedinct
sneucinnou ¢i nedostateCnou postvakcinaéni ochranou) (Ministerstvo zdravotnictvi

Ceské republiky, 2022).

K 1écbé symptomi se vyuzivaji bézné dostupné léky, jako jsou antipyretika nebo
antitusika. Pfi zhorSeni saturace hemoglobinu kyslikem pod 93 % se vyuziva kyslikova
podpora. U zavaznych a velmi téZkych stavli jsou pacienti na lizkach odkdzani na

umélou plicni ventilaci (Trojanek et al., 2020). Dalsi terapie funguji na principu
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potlaceni pfehnané imunitni reakce na zanét (napt. Dexamethason), jako antikoagulaéni

terapie a dalsi (Benes et al., 2021).
3.8. Varianty

Vsechny viry, véetn¢ SARS-CoV-2, se ¢asem vyvijeji — mutuji. Dochazi ke zménam
Vv jejich virovém genomu a vzniku rGznych variant. Ve své praci zminim pouze ty
nejvyznamnéj$i, které jsou oznacené jako tzv. obavané varianty (VOC, z angl. variant
of concern) (Statni zdravotni ustav, 2021). Jejich vyznam spoliva ve zvySené
nakazlivosti, zplisobeni téz$itho pribéhu nemoci, redukci neutralizaéni schopnosti
protilatek proti pivodnim mutacim nebo snizeni ucinku ockovani (Klinicka

mikrobiologie a infekéni 1€katstvi, 2021).

Prvni objevena VOC byla v zaii 2020 ve Velké Britanii, pojmenovana jako varianta
Alfa, lidoveé nazyvana ,,britska“. Pozd&ji byla Alfa z VOC klasifikace vyfazena (Statni
zdravotni ustav, 2021). V téze dob¢ byla poprvé detekovana i dal$i nova varianta Beta,
neboli ,,jihoafricka“ (Klinicka mikrobiologie a infekéni 1ékatstvi, 2021). V prosinci
2020 se v Brazilii objevila varianta Gama, tzv. ,brazilska“. Dals§i obavanou variantu
predstavuje Delta — ,,indicka®. Identifikovana byla taktéz v prosinci 2020 a udava se, ze
ma az dvakrat vyssi riziko hospitalizace nez Alfa. V 1ét€ 2021 se rozsitila i do Evropy,
véetné CR, kde se stala prevazujici variantou. Na zacatku listopadu 2021 se v Africe
objevila varianta Omikron, ktera je dle studii vice nakazlivd nez Delta a unika
neutralizani schopnosti protilatek, a to predev§im diky velkému poctu mutaci
v S proteinu. Zacatkem roku 2022 vyrazné prevladla nad Deltou (Statni zdravotni Gstav,
2021).

V soucasné dobé mezi VOC tadime 4 zastupce: Beta, Gamma, Delta a Omikron (Statni
zdravotni ustav, 2021). PloSny screening cirkuluyjicich variant Ize provadét
diskrimina¢nim PCR testem. Pro detailni molekularni surveillance se vyuziva

celogenomového sekvenovani vybranych vzorkl (Benes et al., 2021).
3.9. Epidemiologie v CR za rok 2020/21

Prvni tfi piipady onemocnéni COVID-19 byly v Ceské republice zaznamenany 1.
brezna 2020 (UZIS CR, 2022). Z dtivodu zabranéni ifeni nového druhu koronaviru byl
vladou CR 12.3. 2020 vyhlasen nouzovy stav. Vrcholem prvni viny pandemie byl duben
2020, ke dni 11.4. 2020 bylo zaznamenano 4 605 aktivné nakazenych osob. Koncem
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dubna zacal pocet noveé infikovanych Kklesat. Nasledné¢ doslo k rozvolnéni
protiepidemickych opatieni a 17. kvétna 2020 byl nouzovy stav zrusen (Ministerstvo
zdravotnictvi Ceské republiky, 2022).

Na zacatku zari 2020 zacala Cisla pozitivné testovanych opét strmé stoupat. 30. zafi
2020 byl vyhlasen druhy nouzovy stav, ktery trval az do 11. dubna 2021. Trend riistu
noveé nakazenych pokracoval az do konce roku 2020. Za vrchol druhé viny epidemie byl
povazovan zacatek ledna 2021, kdy nejvyssi denni piirastek byl 17 875 nové
nakazenych osob (ke dni 6.1. 2021) (Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky, 2022).
Na ptelomu roku 2020/21 se zde vyskytla nova Alfa mutace, kterd se postupné stala
dominantni (CoVariants, 2022). Pocty infikovanych i nadale rostly a 3.2. 2021 piekrocil
podet dosud prokazanych piipadi onemocnéni COVID-19 jeden milion (UZIS CR,
2022). Dne 14.3. 2021 bylo aktualné¢ nemocnych 163 466 osob, coz bylo nejvice od
zacatku pandemie. Vlivem piisnych protiepidemickych opatieni se situace zacala
koncem btezna zlepSovat a béhem 1éta 2021 se denni incidence pohybovala fadovée

v desitkach az stovkach osob (Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky, 2022).

Koncem zafi 2021 zacal pocCet nakazenych osob opét stoupat a vypukla tieti vina
epidemie. Pti¢inou byla ptedevsim nové se vyskytujici varianta Delta, ktera se postupné
stala dominantni. Dne 25.11. 2021 byla zji§téna nova nejvyssi denni incidence — 27 937
0sob. Béhem prosince 2021 &isla opét zadala klesat (Ministerstvo zdravotnictvi Ceské
republiky, 2022). Od ledna 2022 je v Ceské republice dominantni nejnovéjsi varianta

Omikron, ktera zpuisobila opét prudky nardst pozitivné testovanych (CoVariants, 2022).

Data od po¢atku pandemie v CR (1.3. 2020) ke dni 31.12. 2021:
e celkovy pocet potvrzenych piipadti onemocnéni COVID-19 byl 2 461 584
e celkovy pocet umrti ¢inil 36 302 0sob

(Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky, 2022)
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Obrazek 3 — Piehled vyskytu dominantnich variant SARS-CoV-2 v CR
Odstiny modré/Sedé/oranzové — puvodni mutace (nefadi se mezi VOC)
Odstiny ¢ervené — varianta Alfa (Beta, Gamma minoritn¢)

Odstiny zelené — Delta
Odstiny fialové — Omikron
Zdroj: (CoVariants, 2022)

4 Laboratorni diagnostika SARS-CoV-2

Za zlaty standard povazujeme ptimy prukaz virové RNA metodou real-time RT-PCR,
ktera se vyznacuje vysokou specificitou a senzitivitou. Jeji velkou vyhodou je detekce
onemocnéni jiz ve velmi ¢asné fazi a taktéz u asymptomatickych jedinct (Stiizova et
al., 2020). Dalsi alternativu piimé detekce viru piedstavuje metoda zaloZena na prukazu
antigenu SARS-CoV-2, tzv. antigenni testy. Ty maji niz8i specificitu a senzitivitu nez
PCR, zato jsou vyrazné rychlejsi a levné&jsi variantou. Vysledek testu mame k dispozici
do 30 minut a neni zde zapotiebi transport vzorku do laboratorniho zafizeni (Dlouhy et
al., 2020). Neptimy prikaz, tj. sérologické stanoveni protilatek proti SARS-COV-2,
nelze povazovat za vyhodny ukazatel akutni infekce (s vyjimkou vzacnych piipada
opakovanych negativnich testd u osob s vysokym podezienim na nakazu COVID-19).
Vysetteni protilatek je naopak indikovano pii diagnostice postcovidového syndromu,
pro vyzkumné ¢i epidemiologické tucely. V minulosti se indikace pouzivala 1 pfi
darovéani rekonvalescentni plazmy, kterd se v soucasné dob¢ jiz k terapii nevyuziva

(Benes et al., 2021).
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4.1. Real-time RT-PCR

Polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci v redlném case (real-time reverse
transcription polymerase chain reaction) je molekularné¢ biologicka metoda, ktera
V soucasnosti spadda mezi nenahraditelné metody 1 v oblasti mikrobiologie pfi

diagnostice infek¢nich onemocnéni (Gitman et al., 2021).
4.1.1. Odbér a transport vzorku

Preanalyticka ¢ast je velmi duleZita pro adekvatnost PCR vysetieni. Spatné provedeny
odbér muze zpusobovat faleSné negativni vysledky. Jako biologicky materidl se
nejcasteji vyuziva vytér ze sliznice nosohltanu, ktery je hlavnim cilem pro mnozeni viru
V hornich cestach dychacich a je zde nejvy$si koncentrace respiracnich sekretli
(Mackova et al., 2020). V soucasnosti se hojné vyuziva i testovani ze slin. U
intubovanych jedinct se preferuje odbér trachealniho aspiratu (TAS) (Dlouhy et al.,
2020). Virus byl také prokazovan ze sputa, stolice, moci, krve nebo plicni tkané

pacienta (Kolafova et al., 2020).
4.1.2. lzolace

Proces izolace zahrnuje ziskani nukleové kyseliny z odebraného materialu pomoci
kombinace chemickych a fyzikalnich postupt (Xiao et al., 2021). Zpisobu izolace
existuje celd fada. V soucasnosti se hojné vyuZzivaji automatické izolatory, které jsou
nejcastéji zalozeny na principu magnetické separace, s vyuzitim magnetickych kulic¢ek 0
velikosti nm — pm. Magnetické Castice se smisi se vzorkem obsahujicim nukleovou
kyselinu, dojde K jejich navazani a tvorb& komplexu. Pomoci magnetu se komplex
oddéli od zbytku vzorku, promyje a nasledné se uvolni Cisty eluat nukleové kyseliny

(Klein et al., 2020).

Existuji i1 dalsi moznosti real-time RT-PCR testt, kdy proces samotné izolace odpada a

PCR systém je plné automatizovany (GeneXpert, 2020).
4.1.3. Reverzni transkripce

V dalsim kroku testovani real-time RT-PCR je nutny piepis genetické informace z
molekuly RNA do DNA (cDNA, z angl. complementary DNA), jelikoz RNA nemuze
slouzit jako ptedloha pro PCR reakci. Tato reakce probiha pomoci specifického enzymu
reverzni transkriptazy (Mathuria et al., 2020).
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4.1.4. Amplifikace

Pojem amplifikace lze charakterizovat jako cyklické namnoZzeni vybranych tisekii DNA,
které probiha pii opakovanych zménach teplot. Tato reakce se odehrava v pristroji
zvaném termocycler, ktery udrzuje naprogramovanou teplotu pro jednotlivé kroky po

urcity ¢as (Alberts et al., 2006).

Prvnim krokem je denaturace, pii které dochazi k rozvolnéni vodikovych mustka za
nasledného rozestoupeni dvousroubovice DNA. V druhém kroku nasleduje nasednuti
primerd (tzv. annealing) na jednovlaknovou DNA za snizeni teploty reakéni smési.
Poslednim krokem je elongace, pfi které se teplota opét zvysuje a syntetizuje se novy
fetézec DNA pomoci DNA polymerazy. Vysledkem téchto reakci je zmnozeni pivodni
sekvence nukleové kyseliny (Alberts et al., 2006). Grafické schéma PCR reakce je

znazornéno na obrazku (Obrazek 4).
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Obrazek 4 — Princip PCR reakce (Aghova, 2021)
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4.1.5. Detekce genit SARS-CoV-2 a interpretace vysledkii

RT-PCR v redlném case detekuje konkrétni specifické casti genomu SARS-CoV-2.
Hlavnimi standardizovanymi cili jsou ORF1 ab (geny pro RNA-dependentni RNA
polymerazu = RARP), geny N, E a S (Mackova et al., 2020). Jako detekéni markery se
pouzivaji fluorescenéni barviva. Princip je zalozen na méfeni fluorescen¢niho signalu
Vv realném case, ktery je pfimo tmérny mnozstvi specifického PCR produktu (Mathuria
et al., 2020). Pti pouziti komer¢né dostupnych detekénich kitti probiha test v jedné
zkumavce, ve které jsou obsazeny potiebné reagencie a detekuji se stanovené cile
(minimaln¢ dva rizné geny) (Xiao et al., 2021). Pozitivni vysledek potvrzuje pfitomnost
SARS-CoV-2, nemusi vS8ak vzdy znamenat akutni infekci COVID-19. Spravnou
interpretaci vysledkd je nutné zhodnotit s klinickym stavem pacienta. I pfes velmi
vysokou senzitivu PCR metody, negativni vysledek infekci nevylucuje. U osob s

podezienim na nakazu se doporucuje vySetieni zopakovat s odstupem 2-5 dnt (Benes et

al., 2021).
4.2.  Prikaz antigenu SARS-CoV-2

Antigenni testy funguji na principu imunochromatografie a vyuzivaji specifické vazby
mezi protilatkami a antigeny viru (Kyosei et al., 2021). Jedna se o piimy prikaz
virového proteinu (zejména S a N), ktery se provadi z biologického materialu, nejcastéji

vytér z nosohltanu a sliny (Jitincova et al., 2020).

Antigenni testy nelze chapat jako rovnocennou alternativu PCR. Testovaci soupravy
musi spliiovat pfedepsanou certifikaci a souc¢asné deklarovanou citlivost nejméné 90 %
a specificitu minimaln¢ 97 %. Jejich vyuziti je primarné uréeno pro orientacni
diagnostiku osob se symptomy COVID-19. Hojné se vyuzivaji napfiklad v ambulancich
nebo u lizka v nemocnicnich zafizenich, jako tzv. point-of-care testing (POCT), kdy
pottebujeme znat vysledek co nejrychleji (Jifincova et al., 2020). Ten byva zpravidla
k dispozici do 15-30 minut, dle druhu vyrobce (Chau et al., 2020). Naopak se moc
nedoporucuji pro vySetieni asymptomatickych jedinci a v ramci nizkofrekvencnich

celoplosnych screeningti (Dievinek et al., 2021).

Pozitivni 1 negativni vysledky byva ve vétSin€ ptipadii doporucovano ovérovat presnéjsi
real-time RT-PCR metodou, jelikoz antigenni testy mohou zptsobovat falesné pozitivni

¢i negativni reakce (Klinicka mikrobiologie a infekéni 1ékafstvi, 2021).
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Obrazek 5 — Princip antigenniho testu (Lee et al., 2013)
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4.3.  VySetieni protilatek proti SARS-CoV-2

Protilatky proti SARS-CoV-2 mizeme detekovat naptiklad metodami ELISA nebo
CLIA (Drevinek et al., 2020). Lze prokazovat protilatky ve ttidach IgA, IgG a IgM ze
séra pacienta. U respiracnich onemocnéni neni tato metoda vhodna Kk prokazovani
akutni infekce, v disledku opozdéného nastupu protilatkové odpovédi (Stejskal, 2020).
K nastupu hladiny protilatek dochédzi po 5-14 dnech od prvnich ptiznakt. Nejprve se
tvoii protilatky IgA (pfiblizné 5 dni po nakazeni) a IgM (cca 8 dni od nakazy). Po 2-3
tydnech od primarnich symptomu se objevuji IgG, které ukazuji na jiz diive prodélané
onemocnéni. U imunokompetentnich jedincli po prodélané nemoci ¢i ockovani,
zUstavaji protilatky v krvi dlouhodobé, po dobu nékolika mésict. U nékterych osob se

ale nemusi vytvoftit viibec (Dievinek et al., 2020).
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5 Cile prace a hypotézy

Cile:
1. Osvojit si metody piimého prikazu SARS-CoV-2: real-time RT-PCR a
antigenni testy.
2. Statisticky zpracovat prehled vysetfeni SARS-CoV-2 provedenych v Centralnich
laboratofich Nemocnice Strakonice, a.s. metodou real-time RT-PCR.

3. Overit spolehlivost antigennich testa pti detekci SARS-CoV-2.

Hypotézy:

Predpokladame, ze:
1. Antigenni testy mohou zptsobovat fale$né pozitivni ¢i faleSné negativni reakce
2. Vyuziti antigennich testd urychli diagnostiku SARS-CoV-2 na piijmovych

ambulancich Nemocnice Strakonice, a.s.

6 Metodika

V praktické Casti své bakalaiské prace jsem se zaméfila na osvojeni metod ptimého
prikazu SARS-CoV-2: real-time RT-PCR a antigenni testy. Antigenni testy jsem
provadéla v Antigennim odbérovém centru Nemocnice Strakonice, a.s. v prosinci 2020.
Laboratorni diagnostiku real-time RT-PCR jsem vykonavala v obdobi 1.1.-28.2. 2021
v Centralnich laboratofich Nemocnice Strakonice, a.s., oddéleni UKMAS (Usek

klinické mikrobiologie a antibiotické stiedisko).

Veskery material pro laboratorni diagnostiku byl odebran dle Laboratorni ptirucky a
zpracovan dle piislusnych Standartnich opera¢nich postupi (SOP) pro pracovisté

UKMAS, za souéasného dodrzeni viech bezpe¢nostnich a hygienickych opatieni.
6.1.  Odbér materialu

Odbér z nazofaryngu se provadi jednordzovymi vytérovymi Stétickami, jejichz konec je
vyroben z umélého vlakna. Pacient zakloni hlavu, stéticku vlozime do nosni dirky a
pokracujeme rovnobézné s patrem dozadu smérem k zevnimu zvukovodu a to tak, aby
se dosadhlo zadni strany hrtanu. Poté jemné setfeme a nékolikrat rotujeme tycinkou

(Hubacek, 2020). Schéma spravného odbéru je znazornéno na obrazku (Obrazek 5).
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Odebrany vzorek se pouzije bud’ pro prikaz antigenu dle postupu vyrobce, nebo se
stétinka vklada do zkumavky s tekutym virologickym médiem. Zkumavka se tadné
ozna¢i (jméno, ptijmeni, rodné ¢islo pacienta) a se zadankou se transportuje do

laboratoie — dle stanovenych postupii na PCR vysetteni.
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‘ Sphenoid sinus

" _/%denoid

eustachian tube 4
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Obrazek 6 — Spravny postup nazofaryngealniho vytéru (Hubacek, 2020)
6.2. Real-time RT-PCR

Pro RT-PCR vySetieni v redlném case byly aplikovany dva systémy. Pro pacienty,
jejichz PCR bylo indikovéano v rezimu STATIM, byl pouzit test Xpert Xpress ® SARS-
CoV-2 na piistroji GeneXpert. Pro ostatni pacienty (v rutinnim rezimu) byla vyuzita
souprava Liferiver (Novel coronavirus (2019-nCoV) real-time multiplex RT-PCR Kit),
na pristroji MIC Real Time PCR Cycler (BMS-bio-molecular systems). Jejich principy

a rozdily jsou pospany v nasledujicich kapitolach.
6.2.1. Liferiver

Souprava pro rutinni vzorky Liferiver: Novel coronavirus (2019-nCoV) real-time
multiplex RT-PCR (vyrobce: Shangai ZJ Bio-Tech) detekuje ti ze Ctyf
standardizovanych cilti: geny ORF1 ab, N a E. Obsahuje v§echny pottebné produkty pro
izolaci RNA, ptipravu Master Mix a detekci SARS-CoV-2 (tj. interni, negativni a
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pozitivni kontrola, Super Mix a smés enzymi RT-PCR). Skladuje se v mrazaku pfii
teploté -20 °C (Liferiver, 2020).

6.2.1.1. Priprava vzorkit k vySetieni

Po piijmu vzorkt v laboratofi se odebrany material zpracovava kontinualng, tak jak to
umoznuje bezpecny chod laboratofe. Pfed samotnym zpracovanim materialu se vzorky s
zadankami identifikuji pod pfislusnym laboratornim ¢islem, které je automaticky
vygenerovano laboratornim informaénim systémem VaxNT Janiga Labs. Cislovani
vzorkd se zadankami probihd V biohazardnim boxu a béhem n¢&j se kontroluji

identifikacni Gdaje na zaddance a zkumavce.

V ptipad€, ze se materidl z kapacitnich divodi nemuze zpracovat ihned, uchovava se
Vv chladni¢ce pii teploté 2 az 8 °C, maximalné po dobu 72 hod. Pfi delsim uchovani je

nutné vzorky zamrazit na teplotu minimalné¢ -70 °C (Mackova et al., 2020).
6.2.1.2. 1zolace RNA

Izolace byla provadéna na automatickém izolatoru nukleovych kyselin Nextractor®
NX-48S od spole¢nosti Genolution, za pouziti soupravy NX-48S Viral NA Kit. Tento
extrakéni systém se primarné pouziva pro izolaci vzorkd vytéri z nosu, nosohltanu a
sputa a je vhodny pro zpracovani 1-48 vzorkid naraz. Souprava obsahuje piedpfipravené
izola¢ni kazety, které jsou variabilni dle poc¢tu vzorkd. Pracovala jsem s kazetami pro
1/8/24 vzorka (VN163/VN153/VN143). Samotna automatizovana extrakce funguje na
principu magnetickych kulic¢ek (popsano na Obrazku 7). Celkova doba izolace na tomto

pfistroji trva ptiblizné 22 minut.

gNucleic Acid

u @ Magnetic Beads
/
N

Inhibitors

Obrazek 7 — Princip postupu automatického analyzatoru Nextractor® NX-48S
(Nextractor® NX-48S User Guide, 2020)
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1 — Prvnim krokem je tzv. lyza¢ni faze — vzorek je smichan s lyzaénim roztokem a
magnetickymi ¢asticemi. RNA je extrahovéana a vazana na kulicky.

2 — Nasleduje dvojité procisténi RNA a odstranuji se inhibitory PCR reakce pomoci
promyvaciho roztoku.

3 — Posledni je tzv. elu¢ni faze, v tomto kroku je vazana RNA uvolnéna z magnetickych

kuli¢ek pomoci elu¢niho pufru. Zaroven dochédzi k odstranéni magnetickych castic

pomoci magnetické tyce.

Obrazek 8 — Automaticky izolator Nextractor® NX-48S, pohled zeptedu
(Zdroj: vlastni fotografie)

Obrazek 9 — Izolacni kazety K pfistroji Nextractor

28



(zleva VN143 — 96 jamkova desticka, uréena pro 24 vzorki, uprostied VN153 — 32
jamkova desticka, pro 8 vzork, vpravo VN163 — 4 jamkova desticka, pro 1 vzorek).
Muizeme zde vidét spravnou polohu kazetek, kdy magnetické kuli¢ky jsou vzdy na 2.

pozici — oznaceno ¢ervené (Zdroj: vlastni fotografie).

Pomiucky a reagencie:

e Automatické pipety a ptislusné jednorazové Spicky
e \Vortex
e Minicentrifuga
e Automaticky izola¢ni systém Nextractor® NX-48S a k nému pfislusna extrakéni
souprava NX-48S Viral NA Kit (izola¢ni kazeta, plastové stripové tyce)
e Mikrozkumavky typu Eppendorf o objemu 1,5 ml se zamkem
e Laboratorni stojanky
¢ Bunicina
¢ Novel CoV (2019-nCoV) Internal Control = interni kontrola (IC)
- Synteticky necilovy fragment RNA (Liferiver, 2020)
e Novel CoV (2019-nCoV) Negative Control = negativni kontrola
- Steriln€ filtrovand voda s pfidavkem DEPC (diethyl pyrokarbonat)
(Liferiver, 2020)
e Novel CoV (2019-nCoV) Positive Control = pozitivni kontrola
- Smés plazmidu, které obsahuji ¢ast genlit ORF1 ab, Na E
(Liferiver, 2020)

e PCR voda — Nucelase-Free Water

Pracovni postup:

Zapneme si automaticky izolator Nextractor a nechame si rozmrazit pifislusné izola¢ni
reagencie: interni a negativni kontrolu, ptipadné pozitivni kontrolu. Pozitivni kontrolu
izolujeme vzdy pro prvni detekéni beh, piipadné pfi jejim nedostatku na dalsi béhy.
Pied kazdou extrakei si pfipravime planek izolace, ve kterém Si zaznamenavame pozice

jednotlivych vzorki a kontrol v izola¢ni kazeté.

Na minicentrifuze kratce sto¢ime vSechny pottebné kontroly. Piipravime si vyslednou
negativni interni kontrolu (Nci) a to tak, ze zkumavku s interni kontrolou piepipetujeme

do zkumavky s negativni kontrolou a kratce promichame na vortexu. Po dobu 10 vtefin
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promichdme vsechny zkumavky se vzorky. Nasledné jejich obsah postupné ptelijeme
do oznafenych zkumavek Eppendorf. Po téchto tkonech si vyménime chirurgické
rukavice, aby v nasledujicich krocich nedoslo ke kontaminaci. Do izola¢ni kazety
napipetujeme do kazdé jamky pro vzorek 10 pl smichané Nci. U izola¢ni desti¢ky pro
24 vzorku pipetujeme do 1.,5. a 9. sloupce, u desticky pro 8 vzorku pipetujeme pouze
do 1. sloupce a u jednovzorkové desticky do 1. pozice. Nasledné do kazdé jamky pro
vzorek pipetujeme jesté 200 pl vzorku, v souladu s izolacnim plankem. Zkumavky s
prelitymi vzorky otevirame vzdy pomoci buniciny, abychom piedesli kontaminaci. Do
posledni pozice pipetujeme misto vzorku 200 pl Nucelase-Free Water (sterilni PCR
vody). Pokud potitebujeme izolovat pozitivni kontrolu, do posledni pozice pipetujeme
200 pl pozitivni kontroly, na pfedposledni pozici pak PCR vodu. Pozitivni kontrola by
mela byt co nejddle od vzorkid, aby nedoslo k ptfipadné kontaminaci. V pftistroji
nasadime plastové stripy do danych pozic drzéku nad desti¢kou, pln¢ je zatladime

dozadu a spustime izolaci.

V pribéhu izolace si ozna¢ime Cisté zkumavky Eppendorf s ¢isly pravé extrahovanych
vzorkll — pro piepipetovani izolatl. Po skonceni izolace vyjmeme kazetu a piremistime
izolaty do Eppendorf zkumavek. Pokud s izolaty nepracujeme ihned, uchovavame je

Vv lednicce pii 2-8 °C.
6.2.1.3. Master Mix

Master Mix je roztok, ktery obsahuje vS§echny potiebné komponenty pro RT-PCR reakci
Vv realném case. Obvykle zahrnuje piislusné enzymy, primery, nukleotidy, fluorescenéni
barviva, pufry, pfipadné rizné stabilizatory ¢i zesilovace. Piesné slozeni Master Mix

podléhé vyrobnimu tajemstvi dané spole¢nosti a neni piesné znamo.

Pomucky a reagencie:

e Automatické pipety a piislusné Spicky

e Zkumavka typu Eppendorf

e Minicentrifuga a vortex

e Desticka s mikrozkumavkami typu MIC Tubes (dle poétu pozic)
e Novel Cov (2019-nCoV) Super Mix

e RT-PCR Enzyme Mix
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Pracovni postup:

S dostatenym predstihem si nechame rozmrazit ptislusné reagencie. Mezitim si
piipravime planek detek¢niho béhu, abychom védéli potiebné mnozstvi Master Mix.
Michame vzdy o 1-2 reakce navic (vzhledem k chybé pipetovani). Vysledna Master
Mix se pfipravuje smichanim reagencii Super Mix a Enzyme Mix v poméru 19:1. Na
jednu reakci potiebujeme 20 pl Master Mix. Detekéni pfistroj MIC mé celkovou
kapacitu 48 reakci (vCetn¢ kontrol) — ,plny béh“. Pokud bude pln€¢ vyuzita jeho
kapacita, vysledna Master Mix se bude pfipravovat nasledovne:

48 pozic celkem + 2 pozice navic = 50 pozic celkem

50 ul Enzym Mix + 950 pl Super Mix

Rozmrazené reagencie kratce sto¢ime na minicentrifuze. Dle detek¢niho planku Si
pfipravime mnozstvi Master Mix, poté ji jesté fadné promichame na vortexu. Takto
ptipravenou Master Mix rozpipetujeme po 20 pl do mikrozkumavek MIC, a poté je

piikryjeme ochrannym vi¢kem (Obrazek 10).

Q

Q
B

Obrazek 10 — Specialni MIC Tubes mikrozkumavky (vlevo) s ochrannym vickem

(vpravo) (Zdroj: vlastni fotografie)
6.2.1.4. Detekce

Souprava pro detekci nukleové kyseliny SARS-CoV-2 obsahuje specificky systém a
reakce se provadi v jedné zkumavce jednokrokovym testovani real-time RT-PCR. Zde

probiha transkripce RNA do cDNA, zmnozeni a samotna detekce CODNA.

Vysetfeni bylo provadéno na piistroji MIC Real Time PCR Cycler, za pouziti jiz

zminéné detekéni soupravy Liferiver. Teplotni profil pfistroje byl nastaven dle
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ptibalového letaku detekcéni soupravy (Tabulka 3). Jednotlivé kanaly pro detekci
fluorescenéniho signalu byly nastaveny dle ptibalového letaku vyrobce (Tabulka 4).

Tabulka 3 — Profil detekéniho pfistroje MIC Real Time PCR Cycler

v Pocet
[e]
Krok Teplota [°C] Cas cyklii
1 45 10 minut
95 90 sekund
95 3 sekundy
3 20 sekund detekce 45
58 v,
fluorescencniho signalu

Zdroj: (Liferiver, 2020)

Tabulka 4 — Nastaveni kanalu v pfistroji MIC Real Time PCR Cycler

Fluorescen¢ni kanal Detekéni cil
FAM (green) ORF1 ab gen
HEX/VIC/JOE (yellow) N gen
Cal Red 610/ROX/TEXAS RED (orange) E gen
Cy5 (red) IC — interni kontrola

Zdroj: (Liferiver, 2020)

Pomucky a reagencie:

e Automatické pipety a Spicky

e Mikrozkumavky MIC Tubes s jiz napipetovanou Master Mix
e Izolaty

e Kontroly

e Vicka na MIC zkumavky, drzak a pinzeta

Pracovni postup:

Do kazdé MIC zkumavky s Master Mix pipetujeme 5 pl izolatu/ kontroly, v souladu
s detek¢nim plankem. Pfed samotnym pipetovanim izolat vzdy alespon dvakrat pipetou
promichame, jelikoz dochazi k usazovani RNA na dné€ zkumavky. KaZdou hotovou
Ctvefici zkumavek zavieme bilymi vicky pomoci specialniho ndstavce a pinzety

(Obrazek 10). Vicko musi byt vzdy fadné uzavieno. Pak uz jen vlozime zkumavky do
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detekéniho pristroje MIC a spustime béh. Doba detekce trva minimalné 1 hodinu a 5

minut (zavisi na poc¢tu pozic).

Obrazek 11 — Uzaviené MIC Tubes mikrozkumavky s izolaty a Master Mix (vpravo),

specialni nastavec na uzavirani MIC Tubes (vlevo) (Zdroj: vlastni fotografie)

N

mic 7 pcyr

IO MOlPCLASr SUSTemS

Obrazek 12 — Ptistroj MIC Real Time PCR Cycler (BMS-bio-molecular systems)
(Zdroj: vlastni fotografie)

33



Obriazek 13 — Otevieny detekéni piistroj MIC Real Time PCR Cycler (BMS-bio-

molecular systems) s uzavienymi MIC Tubes (Zdroj: vlastni fotografie)

6.2.1.5. Vyhodnoceni a interpretace vysledki vySetieni

Vysledkem real-time RT-PCR vysetieni je Ct hodnota (z angl. cycle of treshold), ktera
nam udava cyklus, pti kterém dochazi k narGstu fluorescen¢niho signalu nad prah

pozadi, které se vyskytuje v reakci.

Pro validitu PCR testu musi byt splnény nasledujici podminky:

a) Pozitivni i negativni kontrola jsou validni za spInéni kritérii viz. Tabulka 5. Pokud
alespon jedna z nich kritéria nespliiuje, je nutné cely detek¢éni proces zopakovat.

b) U negativnich vzorkl musi dojit ke spravné amplifikaci Nci, ktera k nim byla ptidana
béhem ptipravy izolace. V piipad¢ nevalidniho vzorku je nutné opakovat test, pfipadné i

odbér vzorku (Tabulka 6).

Za spravné vyhodnoceni a interpretaci vysledkii odpovida VS pracovnik na oddé&leni
UKMAS.
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Tabulka 5 — Vysledky kontrol detekce na pfistroji MIC pro validaci PCR vysetfeni

Kontrola ORF1 ab gen N gen E gen ko:::’gﬁgn(il C)
Ct hodnota
nedetekovano nedetekovano | nedetekovano 25-40
Pozitivni <35 <35 <35 <35

Zdroj: (Liferiver, 2020)

Od vyrobce je dany algoritmus, jak interpretovat naméfené Ct hodnoty (Tabulka 6). Dle
odborného stanoviska Laboratorni skupiny COVID (LS COVID) pii Ministerstvu
zdravotnictvi CR znadi hodnoty Ct > 35 nizkou kvantitu RNA SARS-CoV-2 ve

vySetfovaném materialu (Dievinek et al., 2021). V souladu s timto doporuéenim je

hodnoceni vysledkti na pracovisti UKMAS nasledujici: Pozitivni vysledek je dan

hodnotou Ct < 35 v minimaln¢ dvou standardizovanych cilech. Vzorky s Ct > 35

v minimalné dvou genech jsou hodnoceny jako hrani¢ni a jejich interpretaci je nutno

provadét v souladu s anamnézou a klinickym stavem pacienta. Na oddéleni UKMAS se

vétSinou doporucuje provést nové vysetteni s odstupem 1-2 dnd (Tabulka 7).

Tabulka 6 — Algoritmus interpretace vysledkt z pfistroje MIC za pouziti soupravy

Liferiver (dle vyrobce)

Vysledek Ct hodnota
analyzy ORF1 ab gen N gen E gen IC
nedetekovano nedetekovano nedetekovano 25-40
<40 nedetekovano <40 -
Pozitivni <40 <42 nedetekovano -
<40 <42 <40 -
nedetekovano <42 <40 -
<40 nedetekovano nedetekovano -
nedetekovano <42 nedetekovano -
nedetekovano nedetekovano <40 -
Invalidni nedetekovano nedetekovano nedetekovano | nedetekovano

Zdroj: (Liferiver, 2020)
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Tabulka 7 — Vyhodnoceni PCR vysetieni na zékladé Ct hodnot na pracovisti UKMAS

Detekéni Vysledek
cile Pozitivni Invalidni
Geny nedetekovano/ C.t = 3,5 y Ct>35
e (minimalné , (ve dvou nebo
ORF1 pozitivita nedetekovéno |
ab/N/E v jednom genu ve dvou tiech genech)
genech)
IC pozitivni - nedetekovano -

(Zdroj: vlastni)
6.2.2. Xpert Xpress SARS-CoV-2

Xpert Xpress SARS-Cov-2 je urCeny pro real-time RT-PCR testovani nukleové
kyseliny SARS-CoV-2. Lze takto vySetfovat vytéry znosohltanu nebo nosniho
vyplachu/aspiratu, které jsou umistény do zkumavky s virovym transportnim médiem.
Je vyuZzivan v tzv. POCT reZimu a Ve strakonické nemocnici je pouZivan pro testovani

pacientl s pozadavkem STATIM.

Jedna se o automatizovany in vitro test, ktery je provadén na piistroji GeneXpert.
Piistroj si sam zajiStuje ptipravu vzorkd, izolaci, amplifikaci a detekci SARS-CoV-2.
Detekuji se dva standardizované cile: geny N2 a E. Ksystému jsou k dispozici
jednorazové kazety, které obsahuji vSechny ptislusné reagencie pro real-time RT-PCR
reakci, vcetné kontroly pro zpracovani vzorkd (SPC) a kontroly sond (PCC)
(GeneXpert, 2020).

Pomiicky:
o Xpert Xpress SARS-CoV-2 kazeta

e 300 pl prenosova pipeta (je soucasti soupravy)

Pracovni postup:

Nejprve si promichdme vzorek — 5x rychle pfevratime zkumavku. Kazetu si vyjmeme
z obalu, otevieme viko (v misté komory pro vzorek) a pomoci 300 pl pipety pieneseme
600 pl vzorku, tzn. na dvakrat, pomoci stejné pipety. Poté nacteme kazetu na platformu

pfistroje GeneXpert a spustime testovani.
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Obrazek 14 -

Obrazek 14 — ptistroj GeneXpert (Zdroj: vlastni fotografie)

Obrézek 15

20221113

Obrazek 15 — Kazeta Xpert Xpress SARS-CoV-2, pohled zptedu (Zdroj: vlastni

fotografie)

Vysledky Xpert Xpress SARS-CoV-2 testovani se generuji systémem piistroje

GeneXpert, dle algoritmli vyrobce (Tabulka 8) a nasledné€ jsou kontrolovany, ptipadné

individualné posuzovany, VS pracovnikem na oddéleni UKMAS. Interpretace Ct > 35

se fidi opét odbornym stanoviskem (Dtevinek et al., 2021) a tyto vysledky jsou

hodnoceny podobné jako u soupravy Liferiver — viz. kapitola 6.2.1.5. Vyhodnoceni a

interpretace vysledkii vysetieni a Tabulka 7.

Tabulka 8 — Algoritmus automatického hodnoceni vysledki Xpert Xpress SARS-CoV-

2 testovani na pfistroji GeneXpert (nastaveno dle vyrobce)

Vysledek N2 gen E gen Kontrola (SPC)
Pozitivni * * +/-

+ -

- + +/-

- - +
Invalidni - - -

Zdroj: (GeneXpert, 2020)
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6.3.  Antigenni testovdni

K testovani byly pouzity testy Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device od firmy
Abbott, validované pro vytér z nosohltanu. Senzitivita Abbott testi se uvadi 91,4 % (u
vzorkid s hodnotami Ct < 33 pak 94,1 %), specificita pak ¢ini 99,8 % (Global point of
care, 2022).

Antigenni test obsahuje testovaci a kontrolni zoénu. V oblasti kontrolni zony musi vzdy
dojit k tvorbé imunokomplexu a zobrazeni barevné linie. Pokud se tak nestane, test
nelze povazovat za validni. Na detekéni zoné jsou navazany specifické monoklondlni
protilatky proti SARS-CoV-2. Pokud je v odebraném vzorku ptitomen N virovy protein,
dojde k tvorb¢ imunokomplexu a objevi se barevna linie — zna¢i pozitivni vysledek.
Pokud vzorek N protein neobsahuje, protilatky se nenavazi — negativni vysledek.

Pozitivni antigenni test je doporu¢ovano ovérovat metodou PCR.

Pomiicky:
e Testovaci kazeta
e Pufr
e Extrakc¢ni zkumavka s uzavérem

e Sterilni tampon pro odbér nazofarygealnich vzorkd

Pracovni postup:

Thned po provedeni odbéru vkladame vytér do extrakéni zkumavky, kam jsme si predem
nakapali 300 pl pufru, pfesné po rysku. Ve zkumavce se s§tétinka minimalné 5x otodi,
poté se zlomi a zkumavka se uzavie. Dale naneseme 5 kapek roztoku do jamky pro
vzorek na testovaci kazeté. Po 15 minutach odecitame vysledek. Pozitivni vysledek
ukazuje pritomnost dvou barevnych linii, a to v misté C (,,Control“) a T (,,Test*). Pokud
je pacient negativni, objevi se pouze jedna linie v mist¢ C. Pokud se neobjevi zadna
barevna linie, nebo se objevi pouze v misté T, test nelze povazovat za validni a je nutné

ho zopakovat.
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Obrazek 16 — Souprava pro provedeni antigenniho testu od firmy Abbott (Zdroj:
vlastni fotografie)

Obrazek 17 — Ukazka negativniho (nahote) a pozitivniho (dole) vysledku antigenniho
testu Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device od firmy Abbott (Zdroj: vlastni
fotografie)
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6.4. Vybér a zpracovani dat

Déle jsem zpracovala statisticky ptehled vysetieni SARS-CoV-2 provedenych
v Centralnich laboratofich Nemocnice Strakonice, a.s. metodou real-time RT-PCR
vroce 2020-2021. Cilem bylo stanovit ¢asovy vyvoj procenta pozitivity U (i) vSech

pacientq, (i1) v zavislosti na véku (iii) a pohlavi vysetfovanych osob.

Poslednim cilem mé bakalaiské prace bylo ovéteni spolehlivosti antigennich testt
Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device od firmy Abbott. Hodnoceni jsem

provadé¢la na zakladé¢ falesné negativnich, ¢i pozitivnich vysledki antigenniho testovani:

e Procento falesn¢ pozitivnich vysledkti antigennich testi bylo stanoveno na
zaklad¢ real-time RT-PCR vySetieni osob, které byly pozitivné testovany
v Antigennim odbérovém centru Nemocnice Strakonice a.s.

e Procento falesn¢ negativnich vysledkd antigennich testd bylo stanoveno na
zaklad¢é vysledku real-time RT-PCR vySetieni pacienti Nemocnice Strakonice,
a.s., kteti vykazovali symptomy COVID-19 a byl jim proveden antigenni test

S negativnim vysledkem.

Pro hodnoceni byly pouzity pouze vzorky se stejnym datem odbéru Ag i PCR testu.
Data jsem ziskala z laboratorniho informa¢niho systému VaxNT Janiga Labs a nésledné

vytvorila grafy a tabulky v programu MS Excel.
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7 Vysledky
7.1.  Statisticky piehled PCR vySetieni v Nemocnici Strakonice, a.s. v roce 2020/21

V Nemocnici Strakonice a.s. byly prvni PCR vySetieni na prikaz SARS-CoV-2
provedeny 24.3. 2020. Ke dni 31.12. 2021 bylo celkem vySetfeno metodou real-time
RT-PCR 78 222 vzorkd.

V roce 2020 bylo nejvice vySetfenych vzorka V fijnu, jejich pocet ¢inil 6 269. Tato
hranice byla ptekonana v listopadu 2021, kdy se otestovalo 11 332 vzorkii béhem
jednoho mésice. Druhy nejvétsi pocet vysetieni byl zaznamenan v prosinci 2021, tj.
8 840 vzorkt. Naopak béhem letnich mésicu bylo testovano vyrazné méné vzorka (Graf

1).
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Graf 1 — Pocet provedenych PCR testi v Nemocnici Strakonice a.s.

Z 78 222 vysettenych vzorkt vykazovalo 17 622 pozitivni vysledek a 60 600 negativni
vysledek. Vzorky, které byly vyhodnoceny jako hrani¢ni, zde vyobrazeny nejsou.
Zaznamenan je az jejich finalni vysledek (pozitivni nebo negativni) — po posudku

anamnézy, kliniky ¢i po opakovaném odbéru.

Na pocatku pandemie (bfezen—kvéten 2020) se pocet pozitivnich zachyti pohyboval
v fadi desitek. Nejméné pozitivné testovanych bylo zaznamenéno v ¢ervnu 2020. V zaii

2020 pocty nakazenych opét navySovat. Nejvice pozitivnich piipadt bylo zachyceno
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v fijnu 2020, a to 2 112 vzorkd, dale pak 1 883 pozitivnich v listopadu 2020 a 1 112
pozitivnich v prosinci 2020 (Graf 2).

Od ledna do bfezna roku 2021 zacal pocet pozitivnich vzorkli opét stoupat. V bieznu
pak dosahl svého dosavadniho maxima — 2 300 pozitivnich vzorkii béhem jednoho
mésice. Od dubna 2021 pocet pozitivnich klesal. Béhem Iéta neptesahl hodnotu 20
pozitivnich opét strmé stoupat a svého vrcholu dosahl v listopadu — 3 470 vzorkd za

mésic (Graf 2).
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Graf 2 — Pocet pozitivnich a negativnich vysledkti PCR testt
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7.1.1. Casovy vyvoj procenta pozitivity u viech pacientit

Pro podrobné&jsi zachyt procenta pozitivity jsem si zvolila obdobi po tydnu, kromé

letnich mésict, kde jsem ponechala mési¢ni trend (v Grafu 4 vyznaceno oranzove).

V bieznu 2020 (béhem prvni viny pandemie) procento pozitivity nepiesahlo hranici 5,2
%. V zafi 2020 zacala pozitivita strm¢ stoupat, v fijnu (16.10.—23.10.2020) bylo
zachyceno doposud nejvys$si procento pozitivity 38,2 %. Béhem listopadu 2020
pozitivita mirn¢ klesala. K nartstu doslo opét na konci roku 2020, v tydnu 24.-31.12.
bylo zaznamenano 43,8 % pozitivn¢ testovanych z celkového poc¢tu PCR testd. To bylo

nejvice od zacatku pandemie (Graf 3).

V lednu 2021 pozitivita opét klesala. Kulminace se znovu objevila v tinoru, v tydnu 24.-
28.2. 2021 se vySplhala na 45,8 %, tzn. Ze témét polovina vySetfenych vzorki
vykazovala pozitivni vysledek. Trend rustu se v bieznu 2021 zastavil a do 1éta 2021
pozitivita témé&f konstantné klesala. V zati 2021 zacala Cisla opét stoupat. V listopadu
(16.-23.11. 2021) ¢inila hodnota pozitivy 32,4 %, od té doby opét klesala. Na konci
roku byla zaznamenana 17,7 % pozitivita. Hodnota z konce tinora 2021 nebyla béhem

celého zkoumaného obdobi piekonana (Graf 3).
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7.1.2. Casovy vyvoj procenta pozitivity dle véku

Vyvoj procenta pozitivity dle véku vySetfovanych osob jsem rozd¢lila do 4 vékovych
kategorii:

e 0-15let—deéti

e 15-26 let — mladistvi, studentsky vék

e 27-59 let — dospéli, pracujici populace

e 60+ let — seniofi, duchodci

Pozitivni zachyty kategorie 0-15 let (déti) jsou na pocatku pandemie nulové (Graf 5),
Ize ale vidét i minimalni testovani této vékové skupiny (Graf 4). Vysledky z ptedchozi
doby kopiruji ¢asovy vyvoj % pozitivity v ostatnich vékovych skupinéach, ale konkrétni
hodnoty mohou byt vzhledem k malému poctu vzorkli znacné zkreslené (Graf 4, Graf
5). Pozitivita svého maxima dosahuje v bieznu 2021 — 42,1 %. V dubnu a kvétnu 2021
vyrazné pievladd nad ostatnimi kategoriemi (Graf 5). Tento fakt mlze byt taktéz
zkresleny nizsi frekvenci testovani v této veékové skuping. K nartistu poctu vySetieni
v kategorii 0-15 let dochazi v zafi 2021. V listopadu 2021 jsou dokonce nejcetnéji
testovanou skupinou. Celkem bylo v tomto mésici vySetieno vice nez 4 630 osob 0-15
let, coz je dosavadni maximum ze vSech skupin (Graf 4). Vysokému poctu testli ptipada
I vysoké procento pozitivity, Vv fijnu 2021 ¢ini 15,5 % (1. pticka), listopad 2021 pak
25,9 % (Graf 5).

Kategorie 16-26 let (mladistvi, studenti) je od po¢atku pandemie do srpna 2020 v CR
minoritné testovanou skupinou, spolu s kategorii déti (Graf 4). Tomuto tvrzeni odpovida
1 zkreslena procenta pozitivity. V zaii 2020 byl zaznamenan nariist vySetfenych 16-26
let a zaroven i zjiSténa 9,6 % pozitivita (1. pficka). Vysoka mira pozitivity pietrvavala
az do bfezna 2021. NejvysSi dosazené procento pozitivity bylo zjiSténo v Unoru a
bfeznu 2021, a to 36,2 %. Od dubna 2021 pozitivita postupné klesala, stejn¢ jako u
ostatnich v€kovych skupin. DalS§i nariist procenta pozitivity byl zaznamenan od fijna
2021 (Graf 5).

Kategorie 27-59 let (dospéli, pracujici) zaujima nejvétsi podil z celkové populace.
Proto zajisté dominuje v poc¢tu vySetfenych osob ve vSech obdobich, kromé listopadu
2021, kde zaujima 2. misto (Graf 4). Nejvétsi narast pozitivity byl pozorovan mezi
zafim a fijnem 2020. Od fijna do ledna 2021 se pozitivita drzela mezi 30 a 35 %. Jeji

maximum bylo zaznamenano V bieznu 2021, kdy hodnota ¢inila 41,2 %. V lehkém
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zavésu nasleduje tnor 2021 s 40,9 %. Poté nasledoval pokles procenta pozitivity, jako u
ostatnich skupin. NarGst nastal opét od fijna 2021 a v listopadu 2021 vykazovala tato
kategorie pozitivitu 36,6 % (Graf 5).

Nejrizikovéjsi kategorie 60+ let (seniofi, dichodci) se v bfeznu 2020, na pocatku
pandemie, pohybuje na 1. pficce s pozitivitou 9,0 %. Ke zna¢nému nartstu dochazi
v fijnu 2020, kdy pozitivita piekracuje hranici 40 %. Prvni misto v % pozitivity si
udrzuje az do bfezna 2021. Svého maxima dosahuje praveé v bieznu 2021, kdy jeji
hodnota ¢ini 47,4 %, coZ je nejvice za celé zkoumané obdobi ze vSech vekovych skupin.
Nasleduje unor 2021 s 44,8 %. Od dubna 2021 pozitivita konstanté klesa a béhem 1éta
2021 se nevyskytuji prakticky zadné pozitivni zachyty. K narustu dochazi opét od fijna
2021 a v listopadu 2021 dosahuje pozitivita hranice 28,5 % (Graf 5). Nejvice
testovanych 60+ bylo v prosinci 2021, jejich pocet ¢inil 1 455 osob (Graf 4).
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Graf 4 — Pocet vysettenych osob v jednotlivych vékovych kategorii
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Graf 5 — Casovy vyvoj procenta pozitivity dle véku vySetfovanych osob
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7.1.3. Casovy vyvoj procenta pozitivity dle pohlavi

Zastoupeni muzl a Zen V celkové populaci lze povazovat za rovnomérné. Celkem bylo
metodou PCR v Nemocnici Strakonice, a.s. v roce 2020/21 vySetteno 40 283 muzi a
37939 Zen, ztoho pozitivni vysledek vykazovalo 8 802 muzid a 8 820 zen. Mezi
vySetienymi vyrazné nepifevazuje ani jedno z pohlavi, s vyjimkou kvétna 2021, kdy

bylo otestovano 1 710 muzi a jen 698 Zen, tj. méné nez polovina (Graf 6).
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Graf 6 — Pocet vysetienych osob dle pohlavi

Procento pozitivity je u obou pohlavi po vétSinu sledovan¢ho obdobi podobné.
Vyznamnéjsi rozdily byly zaznamenany V fijnu 2020, v listopadu 2020, v prosinci 2020
(minimalné) a v tnoru 2021. V téchto mésicich ptevazuji zeny nad muzi. Nejvyrazngjsi
rozdil midzeme pozorovat v fijnu 2020, kdy muzi ¢ini 29,6 % pozitivitu a zeny 38,0 %

(Graf 7).
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Graf 7 — Casovy vyvoj procenta pozitivity dle pohlavi vySetiovanych osob
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7.2.  Stanoveni procenta faleSné pozitivnich vysledkii antigennich testi

V obdobi leden—tnor 2021 bylo v Antigennim odbérovém centru Nemocnice

Strakonice, a.s. pozitivné testovano 48 lidi a u vSech bylo posléze provedeno PCR

vySetfeni soupravou Liferiver. Ze 48 0sob pozitivnich na antigen mélo 47 osob pozitivni

1 PCR test, pouze jeden byl PCR negativni. Procento faleSné pozitivnich vysledki

antigennich testi ¢ini 2,1 % (Tabulka 9, Graf 8).

Tabulka 9 — Piehled vysledki PCR vySetfeni u antigenné pozitivnich osob

97,9%

B negativni B pozitivni

Antigenni test PCR test (Liferiver)
Negativni 1 2,1%
Pozitivni 48
Pozitivni 47 97,9 %
2,1%

Graf 8 — Procentualni zastoupeni vysledkti PCR u antigenné pozitivnich osob

7.3.  Stanoveni procenta faleSné negativnich vysledkii antigennich testit

Celkem bylo v obdobi leden—unor 2021 metodou real-time RT-PCR vySetfeno 80

konsekutivnich vzorkli od pacienti Nemocnice Strakonice,

a.s.

S negativnich

antigennim testem. VSechny tyto osoby soucasn¢ vykazovaly symptomy COVID-19.

64 osob (80 %) me¢lo PCR test negativni, 12 pacientt (15 %) bylo PCR pozitivnich a 4
0soby (4 %) byly interpretovany jako hraniéni (Tabulka 10, Graf 9).
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3 ze 4 hrani¢nich vysledkt byly podrobeny opakovanému odbéru, ktery byl nasledné
vyhodnocen jako pozitivni. Posledni hrani¢ni vysledek byl po jasné klinické strance
oznacen ihned jako pozitivni. Z tohoto duvodu je zafazuji do Kategorie spolecné
S pozitivnimi. Procento faleSné negativnich vysledkli antigennich testl ¢ini 20 %

(hrani¢ni + pozitivni) (Tabulka 10, Graf 9)

Tabulka 10 — Vyhodnoceni negativnich antigennich testi a symptomatickych osob
PCR metodou

Antigenni test PCR test (Liferiver/Xpress Xpert)
Negativni 64 80 %
Negativni 80 Pozitivni 12 15%
Hranié¢ni 4 5%
5,0%

Enegativni M pozitivni  ®hraniéni

Graf 9 — Procentualni zastoupeni vysledki PCR vySetieni u antigenné negativnich osob

Dale jsem vypocitala medidny Ct hodnot u pozitivnich vzorki. Ct hodnota sice nemiize
nahradit kvantitativni stanoveni, ale lze ji pouzit pro orientacni odhad hladiny RNA ve
vzorku. Vzhledem k tomu, ze se Ct hodnoty mezi jednotlivymi metodami mohou lisit,

vypocitala jsem mediany Ct hodnot pro obé pouzité detekéni soupravy samostatné.
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Cetnost jejich pouziti u pozitivnich/hrani¢nich vysledkil ¢ini 8x Liferiver a 8x Xpress
Xpert (Tabulka 11). VSechny mediany Ct hodnot jsou >30, u soupravy Liferiver jsou
piiblizné€ o 2 cykly vyssi nez u Xpress Xpert (Tabulka 12).

Tabulka 11 — Pocet PCR pozitivnich/hrani¢nich vzorki vySetienych jednotlivymi PCR

testy
PCR vysledek PCR souprava
. Y, Liferiver 8
Pozitivni/hrani¢ni 16
Xpress Xpert 8

Tabulka 12 — Mediany Ct hodnot standardizovanych cild u pouzitych PCR souprav

PCR pozitivni/hrani¢ni
Gen Liferiver Xpress Xpert
Ct hodnota (median)
ORF1 ab 31,3 -
N/N2 334 31,1
E 32,4 30,3

7.4.  Pozitivni antigenni i PCR test

V obdobi leden—unor 2021 se antigennim testem pozitivn€ vySettilo 146 pacientl
Nemocnice Strakonice, a.s. Pro srovnani jsem zaznamenala vzorky s pozitivnim
antigennim testem, které byly zaroven ovéfeny pomoci PCR ostatnimi pracovniky
UMKAS. Celkem se jedna o 76 vzorki (stejny datum odbéru antigenniho i PCR testu).
Z toho 37 jich bylo vySetieno soupravou Liferiver a 39 soupravou Xpress Xpert
(Tabulka 13).

Tabulka 13 — Cetnost pouziti PCR souprav u antigen i PCR pozitivnich vzorki

Antigenni test PCR test PCR souprava
Pozitivni Pozitivni Liferiver Xpress Xpert
76 76 37 39
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Pro srovnani jsem opét vypocitala mediany Ct hodnot u detekénich cilti téchto dvou

testll. VSechny mediany Ct hodnot jsou < 23, u soupravy Liferiver jsou opét lehce vyssi

(ptiblizné o 2 cykly) nez mediany Ct hodnot u Xpress Xpert (Tabulka 14).

Tabulka 14 — Mediany Ct hodnot PCR systémi u standardizovanych cili u antigen i

PCR pozitivnich pacientt

PCR i Ag pozitivni
Gen Liveriver Xpress Xpert
Ct hodnota (median)
ORF 1 ab 22,4 ]
N/N2 23,0 21,3
E 22,3 20,0

V Tabulce 15 jsou porovnany mediany Ct hodnot u standardizovanych cild u osob Ag i

PCR pozitivni vs. Ag negativni a PCR pozitivni. Graf 10 ukazuje, ze osoby

s negativnim Ag testem vykazuji vy$si Ct hodnoty nez osoby Ag pozitivni, S vyjimkou

dvou Ag negativnich s Ct 18,8 a 21,7. Vétsina osob Ag negativni mé¢la Ct hodnoty PCR

testu > 30. Naopak u 0sob Ag pozitivni jsme takto vysoké hodnoty nikde nezaznamenali

(Graf 10).

Tabulka 15 — Srovnani mediant Ct hodnot u osob Ag i PCR pozitivni vS. Ag negativni

a PCR pozitivni
Pozitivni Ag + pozitivni PCR Negativni Ag + pozitivni PCR
Gen Liferiver Xpress Xpert Liveriver Xpress Xpert
Ct hodnota (median)
N/N2 23,0 21,3 334 31,1
E 22,3 20,0 32,4 30.3
ORF1lab 22,4 - 31,3 -
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Graf 10 — Srovnani Ct hodnot v genu N/N2 u antigen pozitivnich a antigen negativnich

vzorku
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8 Diskuse

Prvnim cilem mé bakalarské prace bylo praktické osvojeni metod ptimého prikazu:
antigenni testy a real-time RT-PCR. Antigenni testy byly provadény v Antigennim
odbérovém centru Nemocnice Strakonice, a.s. Testovani real-time RT-PCR metodou
bylo vykonavano v Centralnich laboratofich Nemocnice Strakonice, a.s. (oddéleni

UKMAS).

Centralni laboratofe Nemocnice Strakonice, a.S. mély jiz pied koronavirovou pandemii,
jako jedina okresni nemocnice JihoCeského kraje, akreditovanou PCR laboratof. Ta ale
nebyla uzpisobena pro vysetfeni velkého mnozstvi vzorku (testovalo se cca 10 vzorkd
tydn€). Nouzovy stav vyrazné zménil pozadavky. Po bleskurychlém dovybaveni
laboratofe a zaSkoleni personalu prob¢hlo prvni PCR testovani na COVID-19 uz 24.
bfezna 2020. PCR laboratoi se podafilo velmi rychle a kvalitn¢ zprovoznit. Doba
odezvy vysledku byla ve vétSin€ ptipadi pouhych 24 hodin (nejrychlejsi v Jiho¢eském
kraji). VySetiovalo se predevs§im pro okresy Strakonice, Prachatice a c¢ast Pisku
(Jihoceské zdravi, 2020). V prvni viné byla maximalni kapacita laboratoie 500-700
vzorkl tydné. Se silici pandemii byly ¢im dal tim vétsi naroky na navySeni testovaci
kapacity laboratofe, proto se neustale usilovné pracovalo najeji modernizaci. Od
prvniho PCR testovani (24. bifezna 2020) do 31. prosince 2021 bylo vysetieno celkem
78 222 vzorki. Ztoho 17 622 osob bylo vyhodnoceno jako pozitivni a 60 600 osob
mélo vysledek negativni. Nejvice vzorki, tj. 11 332, bylo béhem jednoho mésice
vySetfeno V listopadu 2021. V zavéru roku 2021 se vySetfovalo kolem 2 700-3 600

vzorkl tydné.

Prvni ptipad COVID-19 byl v CR potvrzen 1. biezna 2020. Od té doby se onemocnéni
postupné rozsitilo po celé republice. Prvni vina pandemie, ve srovnani s ostatnimi staty,
prob¢hla velmi mirmé, a to predevsim vlivem rychlého zavedeni ptisnych
protiepidemickych opatieni. Do doby ukonceni 1.nouzového stavu (17. kvétna 2020),
byl nejvyssi pocet ptipadi COVID-19 na 100 000 obyvatel zachycen v Praze. Jihocesky
kraj se fadil mezi nejméné zasazené kraje. V dalSich vinach uz to tak optimistické
nebylo. Na podzim 2020 zac¢al podet pozitivnich strmé stoupat a CR se zatadila mezi
nejvice zasazené staty Evropy (v pfepoctu noveé nakazenych na 1 milion obyvatel). Na
po¢atku roku 2020 se zalalo vCR ockovat proti COVID-19. Trend nariistu

infikovanych ale neustale pokradoval a CR se zafadila dokonce mezi nejpostizendjsi
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staty svéta. V bfeznu 2021 bylo zaznamenano nejvice potvrzenych dennich umrti na
COVID-19, coz bylo hlavni pfi¢inou kolapsu ¢eskych nemocnic. Od dubna 2021 zacala
pandemie postupné slabnout. Dalsi vina vypukla opét na podzim 2021, uz ale nebyla tak

silna jako ta jarni 2021 (Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky, 2022).

Druhym cilem mé prace bylo zpracovat statisticky piehled PCR testi provedenych
v Centralnich laboratofich Nemocnice Strakonice, a.s. v obdobi 2020/21. Casovy vyvoj
procenta pozitivity zachycuje jednotlivé pandemické viny a koreluje s celorepublikovou
kiivkou.

Prvni vina (bfezen—kvéten 2020) ukazuje nizky zachyt pozitivity, do kvétna 2020 bylo
celkem pozitivné testovano 63 osob. VétSina pozitivnich byla zaznamenana U pracujici
a seniorské populace. V kategorii déti do 15 let nebyl zachycen zadny pozitivni ptipad.
Zajimavy fakt v této viné muZzeme pozorovat v kvétnu 2020, kdy vyrazné pievazuje
testovani populace muzti nad Zenami, i pfes rovnomérnost pohlavi v populaci. Za
vysvétleni toho vykyvu povazuji zavedeni povinného testovani pii prekroceni hranic
(Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky, 2022). Vysoky pocet muzil v JihoGeském

kraji pracuje v zahranici.

Na podzim 2020 vypuka dalsi vina pandemie, ktera s mensimi vykyvy pokracuje az do
bfezna 2021. Vrcholi koncem tnora 2021, kdy byla zjisténa nejvyssi dosavadni
pozitivita 45,8 %. V tomto obdobi mizeme pozorovat nejvyssi pocty % pozitivity u
vékové kategorie 60+ (nejvice rizikova skupina). Tento fakt lze povazovat za vysvétleni
nejvyssi zaznamenané umrtnosti a zatizeni Ceskych nemocnic v inoru—bieznu 2021
(Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky, 2022). Z Grafi muzeme vidét, Ze
pozitivita v kategorii 60+ kulminuje, a pravé v bieznu 2021 dosahuje svého vrcholu
47,4 %. Podil na vysokém poctu pozitivnich ma i nova, vice nakazliva, varianta Alfa.
Od dubna 2021 procento pozitivnich vyrazné klesa. Béhem Iéta 2021 se pocty
pozitivnich vzorkil vyskytuji velmi minoritné. Celkové se ale béhem léta 2021 méné

testuje.

K narustu infikovanych dochazi opét na podzim 2021, kdy se objevuje i nova Delta
mutace. V tomto obdobi miizeme pozorovat zvyseny pocet provedenych testii vékové
kategorie 0-15 let, prevazné v disledku zavedeni celoplosného povinného testovani ve
Skolach. Béhem listopadu 2021 bylo metodou PCR vysetieno 4 630 vzorku od déti, coz

bylo dosavadni maximum provedenych testti béhem jednoho mésice ze vSech vékovych
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kategorii. V souvislosti s vysokym mnozstvim testil, strm¢ stoupa % pozitivity u détské
skupiny. Béhem zafi a fijna 2021 zaujima tato populace dokonce prvni pfticku.
V listopadu 2021 mtzeme pozorovat trend vzestupu kategorie 16-26 let a 27-59 let, kde
1ze predpokladat ptreneseni infekce COVID-19 od mladsi populace déti. V zavéru roku
2021 dominuji skupiny dospélych a seniorti. V této podzimni viné 2021 uz
nezaznamenavame tak vysoka Cisla pozitivity (maximum 32,4 %) ani tmrti, jako béhem
jarni viny pandemie. Divodem je pravdépodobné vysoka proockovanost seniorské
populace. Od =zafi 2021 se pieockovava 3. (posilujici) davkou (Ministerstvo

zdravotnictvi Ceské republiky, 2022).

Poslednim cilem mé bakalaiské prace bylo ovéteni spolehlivosti antigennich testt
Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device od firmy Abbott. Z hlediska managementu
pacienttl, pfijimanych v dobé nejvétsiho zatizeni nemocnice, byla velmi dulezita jejich
rychla triage. Od konce 1éta 2020 (Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky, 2022) se
staly Siroce dostupnymi antigenni testy, které umoznovaly vyrazné zrychleni diagnozy u
velké casti symptomatickych pacientt. Vzhledem k jejich deklarované nizsi senzitivité a
specificité¢, v porovnani sPCR, bylo velmi dilezit¢ ovéfit jejich fungovani v

podminkach Nemocnice Strakonice, a.s.

Celoplosné testovani asymptomatickych osob pomoci antigennich testi neni odborniky
konsenzudlné doporucovéano (Dievinek et al., 2021). Pfi nizké prevalenci onemocnéni
V populaci je pozitivni prediktivni hodnota vySetfeni nizka. Nezanedbatelné procento
testll se pii nasledném ovéfeni PCR muize ukazat jako faleSné pozitivni. Na souboru 48
vzorkl, S pozitivnim antigennim testem z Antigenniho odbérového centra Nemocnici
Strakonice, a.s., jsem metodou PCR zjistila pouze jednu falesné pozitivni reakci (2,1
%). Tento fakt lze vysvétlit danou 99,8 % specificitou, coz je fadoveé vyssi, nez limit
pozadovany pro schvaleni antigennich testd (Global point of care, 2022). Dalsim
moznym vysvétlenim miize byt i provadéni testli zkuSenym zdravotnickym personalem.
Z mého souboru nebylo moZné senzitivitu a specificitu vypocitat, jelikoz se negativni

antigenni vysledky neovétovaly pomoci PCR.

Antigenni testy jsou naopak doporucovany pro testovani symptomatickych jedinct
(Dtfevinek et al., 2021). V tomto ptipad€ je pozitivni prediktivni hodnota testu vysoka.
Problém ptedstavuje jejich nizsi citlivost, a tak se mohou objevovat falesné negativni

vysledky. Ty se vyskytuji pfevazn¢ u testovanych osob, které jsou na pocatku
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onemocnéni a maji tak nizs§i virovou naloz. Abych ovéfila spolehlivost antigennich testl
od firmy Abbott na pfijmovych ambulancich Nemocnice Strakonice, a.s., metodou PCR
jsem dale testovala 80 konsekutivnich vzorkid. VSichni tito pacienti byli symptomaticti,
ale méli negativni antigenni test. Celkem bylo zjiSténo 16 (20 %) faleSn¢ negativnich
reakci. Naméfené Ct hodnoty byly pomémé vysoké. Zadna nebyla mensi neZ 28,
s vyjimkou dvou antigenné¢ negativni vzorkii (na PCR vyhodnoceny s Ct 18,8 a 21,7 —
vysoka virova naloz). Vyssi Ct hodnoty znamenaji nizsi koncentraci RNA SARS-CoV-
2 V odebraném vzorku, coz mohla byt prvni pravdépodobna piicina faleSn¢ negativni
reakce. DalS§i moznou falesnou reakci si vysvétluji Spatnym odbérem vzorku béhem
antigenniho testovani, ¢i chybnym provedenim nebo vyhodnocenim testu. Za pozitivni
vysledek je nutné povazovat i velmi slabé linie. Pravé tyto moznosti povazuji za

relevantni vysvétleni dvou nizkych Ct hodnot u Ag negativnich vzorkt v Grafu 10.

Pro srovnani jsem ve stejném casovém obdobi (leden-unor 2021) zaznamenala 76
pacientli Nemocnice Strakonice, a.s. s pozitivnim Ag i PCR testem (Zadna falesné
pozitivni reakce). Jejich Ct hodnoty jsem porovnala s Ct hodnotami u Ag negativnich,
ale PCR pozitivnich osob. U skupiny Ag i PCR pozitivnich byly zji§tény podstatné nizsi
Ct hodnoty, které znaci vyssi virovou naloz SARS-CoV-2. Na Grafu 10 mizeme vidét,
kdy nam antigenni test S jistotou zachyti infekci COVID-19, tj. hodnota Ct < 28 (kromé
dvou Ct hodnot — nejspise doslo ke $patnému odbéru, provedeni ¢i vyhodnoceni béhem
antigenniho testovani). U Ct > 28 spolehlivost tohoto druhu antigenniho testu zna¢né
klesa a zacinaji se objevovat faleSné negativni reakce. Senzitivitu a specificitu u této
vySetfované skupiny nelze taktéz vypocitat, jelikoz v tomto obdobi se ne vSechny
antigen pozitivni pacienti oveéfovali referencni PCR, nebo byli na PCR test poslany az

se zpozdénim.

V zahrani¢i i CR byla provedena fada studii hodnotici spolehlivost antigennich testi.
Testy od firmy Abbott hodnotila i studie provadéna ve FN Motol. Podobné jako v mé
préci bylo zjiSténo minimalni procento falesné pozitivnich vysledkli a 55,9 % falesné
negativnich vysledkt. U vzorkd s Ct > 30 antigenni testy nezachytily dokonce Zadny
pozitivni pfipad (Antigenni testy pro plosné testovani? Jen pokud se casto opakuyji,

2021).

Zavérem lze usoudit, ze antigenni testy od vyrobce Abbott jsou velmi spolehlivé pro

0soby s vysokou koncentraci RNA ve vzorku (nizka Ct hodnota), ve vétSiné pripadi se
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jedna praveé o symptomatické jedince. Jejich spolehlivost naopak klesa s nizsi virovou
koncentraci (vyssi Ct hodnota). Tomuto tvrzeni odpovidaji i hodnoty specificity — 99,8
% a senzitivity — 91,4 %. (s Ct < 33 az 94,1 %) (Global point of care, 2022). Studie
Ustavu organické chemie a biochemie AV CR taktéZ ukazuje, Ze antigenni testy od
vyrobce Abbott se fadi mezi kvalitnéjsi (Aktualizované vysledky analyzy antigennich
testll a hra Mistr antigenu, 2021). Vysledky antigennich testl jsou samoziejme zavislé i

na spravném odbéru vzorku, provedeni a vyhodnoceni testu.

Vsechny cile mé bakalarské prace byly naplnény: praktické osvojeni metod piimého
prikazu, statistické zpracovani ptehledu PCR vySetfeni a ovéfeni spolehlivosti
antigennich testll. Ve své praci jsem zaznamenala vyskyt faleSné pozitivnich i
negativnich reakci antigennich testl, ¢imz jsem potvrdila svou prvni hypotézu. Falesné
pozitivni reakce byly prokdzany minimalné. Ve vétsi mife jsem zaznamenala faleSné
negativni reakce, tento fakt potvrzuje nutnost pouZiti PCR u symptomatickych pacientti
S negativnim antigennim testem. Pro objektivnéjsi zhodnoceni Abbott antigennich testl
by bylo urcité zapotiebi testovat vétsi skupinu vzorku. I tak si myslim, ze jsem jejich
kvalitu prokazala dostatecné. Pouziti téchto antigennich testi je jednoznaénym
ptinosem pro POCT diagnostiku SARS-CoV-2 u suspektnich jedinc na piijmovych
ambulancich Nemocnice Strakonice, a.s. Diky tomu lze pacienty vcas izolovat na

vyhrazena infek¢ni COVID oddéleni, ¢imZ se naplnila i druha hypotéza mé prace.
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9 Zavér

V teoretické Casti mé bakalaiské prace jsem se seznamila s obecnou charakteristikou
virt a koronavird. VétSinova cast teorie se vénuje popisu koronaviru SARS-CoV-2,
véetné onemocnéni COVID-19 a jeho laboratorni diagnostiky (real-time RT-PCR,
antigenni testy a sérologické stanoveni protilatek proti SARS-CoV-2).

V praktické Casti jsem si osvojila metody ptimého prikazu SARS-CoV-2: antigenni
testy a RT-PCR v redlném case. Déle jsem vytvorila statisticky ptehled PCR vySetfeni
provedenych v Nemocnici Strakonice, a.s. vroce 2020/21 a zavérem jsem ovéfila
spolehlivost antigennich testi Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device od firmy
Abbott.

Analyza dat provedenych PCR testll ve strakonické nemocnici v roce 2020/21 ukézala
jednotlivé pandemické viny a hlavni pfi¢inu kolapsu ¢eskych nemocnic v obdobi jarni
viny 2021, v dasledku vysoké pozitivity v rizikové skupiné 60+. Zaroven se potvrdil

vyznam dodrzovani protiepidemickych a karanténnich opatienich.

Po osvojeni metod antigenniho i PCR testovani mohu objektivné porovnat jejich
pozitiva a negativa. Antigenni testy povazuji za velmi snadné jak na provedeni, tak i
jejich vyhodnoceni (bez asistence VS pracovnika). Pokud vy3etiovana osoba vykazuje
symptomy onemocnéni COVID-19 (ptedpokladame u ni vysokou virovou naloz), je tato
forma testovani v POCT rezimu spolehlivou alternativou PCR. Rychlym zjisténim
pozitivniho vysledku antigenniho testu mizeme daného jedince individualné izolovat.
V piipad¢ jednoznacné kliniky muiizeme dokonce potvrdit infekci COVID-19, i bez
ovéteni pomoci PCR, jelikoz falesné pozitivni reakce antigenniho testu Panbio™

COVID-19 Ag Rapid Test Device od firmy Abbott byly minimalni.

I ptes €asovou naro¢nost a potiebnou kvalifikaci, musim PCR metodu povazovat za
zlaty standard laboratorni diagnostiky SARS-CoV-2. Zjednoduseni PCR jde neustale

kuptedu, postupné dochazi k automatizaci celého procesu a k velké casové uspofe.
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