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Souhrn

Vcasna a spolehliva diagnostika SARS-CoV-2 je nezbytna pro kontrolu pietrvavajici
pandemie COVID-19. Soucasnym standardem pro testovani pfitomnosti infekce
SARS-CoV-2 je detekce pomoci real-time RT-PCR ze vzorki nasopharyngealnich stéri.
V dusledku globalniho nedostatku ochrannych pomiicek, diskomfortu spojenym s odbérem
nasopharyngealniho stéru, potiebou odborného zdravotniho personalu a vystaveni personalu
riziku nakazy z pritomného aerosolu, je Ve vSeobecném zajmu zavedeni vhodné odbérové
alternativy.

Cilem této prace byla validace komercni samoodbérové kloktaci soupravy
GARGTEST, nového systému, ktery pfindsi piijemnéjsi odbér, snadnéjsi transport
a skladovani vzorki ur¢enych k detekci pritomnosti viru SARS-CoV-2. Validace probé¢hla
na zakladé¢ srovnani vysledkii detekce SARS-CoV-2 ve 724 parovych vzorcich
nasopharyngealnich stértt a samoodbérii kloktanim pomoci multiplex real-time RT-PCR.
Ve studii byla prokazana vysoka senzitivita (0,885) a specificita (0,958) nového systému
a také silna shoda ([«] = 0,848) mezi detekci SARS-CoV-2 v nasopharyngealnich stérech a
samoodbérech kloktanim. Svou jednoduchosti a dostupnosti miize odbér pomoci sady
GARGTEST, spolu s detekci RT-PCR, napomoct véasnému zachytu nakazenych pacientt a

tim zabranit dalsimu Sifeni viru v populaci.
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Summary

Early and reliable detection of SARS-CoV-2 is one of the most important measures
to control the COVID-19 pandemic. The current standards for SARS-CoV-2 diagnostics
recommend RT-PCR testing using nasopharyngeal swabs. Due to a global shortage
of personal protective equipment, discomfort associated with nasopharyngeal swab
collection, the need for trained healthcare profesionals and the risks associated with their
exposure to the virus-containing aerosols, there is a great interest in alternatives
to nasopharyngeal speciment.

The aim of this study was to validate commercially available self-sampling gargle
collection kit GARGTEST as a new system, that provides a less invasive sampling
experience, enables easier transportation and storage of samples for SARS-CoV-2 detection.
Validation was based on comparison of SARS-CoV-2 detection in 724 paired
nasopharyngeal swabs and self-collected gargle samples, using multiplex real-time RT-PCR.
Results showed high sensitivity (0,885) and specificity (0,958) of the new self-sampling
method and also presented a strong agreement ([«] = 0,848) between SARS-CoV-2 detection

in nasopharyngeal swabs and gargling samples. Because of its simplicity and availibility,



GARGTEST self-sampling, together with RT-PCR testing, could facilitate an early

detection of infected individuals, preventing the spread of the virus within population.
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1. Uvod

Virus SARS-CoV-2, je po virech SARS-CoV a MERS-CoV, tetim lidskym koronavirem
suzujicim lidstvo v tomto stoleti. Lidské koronaviry ptedstavuji vyznamné piivodce akutnich
respiracnich infekci, Sificich se prevazné kapénkovou nakazou. Infekce virem SARS-CoV-
2 ma Sirokou skalu ptiznaktli, mize ale také probihat asymptomaticky. Lehky prabéh infekce
je vétsSinou doprovdzen symptomy piipominajici chfipkové onemocnéni. U zévaznych
piipadii muze dojit k propuknuti tézkého zapalu plic, syndromu akutni dechové tisn¢,
septickému Soku nebo multiorganovému selhani.

Zakladni snahou o boj sinfekci bylo zavedeni piisnych protiepidemickych
a karanténich opatieni zahrnujicich napt. noSeni ochrannych prostfedkti dychacich cest,
dodrZzovani rozestupti nebo uplné omezovani kontakti, omezeni maloobchodu a sluzeb,
opatfeni souvisejici s vyjezdem do zahrani¢i a pii vstupu do zemé, plosné testovani
a trasovani kontaktd infikovanych osob.

I pres veskera protiepidemicka opatteni bylo k 26. 7. 2021 Svétovou zdravotnickou
organizaci zaznamenano vice né¢z 194 miliont piipadt infekce virem SARS-CoV-2 a z toho
pies 4 miliony umrti. V Ceské republice bylo ke stejnému datu nahlaseno 1,67 milionu
ptipadd, z toho 30 357 osob nemoci podlehlo.

V soucasné dobé neni k dispozici zadnd cilend 1éCba. Dostupna je pouze
symptomaticka 1éCba dle zdvaznosti ptiznakli a podplrna terapie. Neustalé zlepSovani
diagnostickych testi a zavadéni novych vhodnych odbérovych metod, je proto nezbytné

pro zastaveni $ifeni viru v populaci.



2. Cile prace

Cilem teoretické casti této diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma
onemocnéni novym koronavirem SARS-CoV-2, zaméfené predevsim na jeho pulvod,
organizaci genomu, reprodukci, detekci a moznosti vyuziti rizného typu biologického
materialu ke stanoveni pfitomnosti SARS-CoV-2.

Cilem experimentalni c¢asti byla validace samoodbérové kloktaci soupravy
GARGTEST. Validace probéhla na zakladé srovnani s paralelné odebranymi vzorky
nasopharyngealnich stérd, které se pro detekci SARS-CoV-2 pouzivaji standardné. Cilem
validace bylo provéteni vhodnosti, funk¢ni a statistické spolehlivosti nového systému, ktery
ptinasi ptijemnéj$i odbér, snadnéjsi transport a skladovani vzorkd uréenych k detekci
ptitomnosti viru SARS-CoV-2.

Mezi dil¢i cile této prace patfila izolace nukeovych kyselin z pacientskych vzorkd,

detekce SARS-CoV-2 pomoci multiplex real-time RT-PCR a vyhodnoceni vysledkd.



3. Lidské koronaviry

Koronaviry jsou velké, obalené RNA viry (60-140 nm), které infikuji Sirokou $kalu savcu
a ptacich druhi (Li, 2016; Yang et Wang, 2020). Z taxonomického hlediska jsou koronaviry
fazeny do fadu Nidovirales, ¢eledi Coronaviridae, podceledi Orthocoronavirinae, ktera je
rozdélena do Ctyf  rodi:  Alphacoronavirus (aCoV), Betacoronavirus (BCoV),
Gammacoronavirus (yCoV), a Deltacoronavirus (8CoV) (Cui et al. 2019; Pal et al., 2020).

Rad Nidovirales

Rodina | Arteriviridae Coronaviridae Mesoniviridae

Podrodina Orthocoronavirinae Torovirinae

Rod mwv yCoV &-CoV

Podrod Sarbecovirus

Lidsky |HCov-2296| | sARs-cov-2 HCoV-0C43

kmen HCoV-NL63 SARS-CoV
HCoV-HKU1

MERS-CoV

Obr. 1: Taxonomické zafazeni lidskych koronaviru (pfevzato: Malik, 2020, upraveno).

Lidské koronaviry (Human coronaviruses, HCoVs) byly izolovany a popsany
v Sedesatych letech dvacatého stoleti (Hamre et Procknow, 1966; Bradbourne et al., 1967).
Prvnimi dvémi objevenymi kmeny byly HCoV-229 (aCoV) a HCoV-OC43 (BCoV).
Oba tyto kmeny byly ziskany od pacientd s béZznym nachlazenim (Vassilara et al., 2018).
HCoV-229 byl vyizolovan z nosniho sekretu studenta mediciny. HCoV-OC43, ktera byla
od kmene HCoV-229E sérologicky odlisna, byla pozdéji ziskana z trachedlni organové
kultury ¢. 43 (Kahn et Mclntosh, 2005). V roce 2004 byl objeven kmen HCoV-NL63
(aCoV), ktery byl izolovan ze vzorkii kojencii, trpicich pneumonii a bronchiolitidou

(Fouchier et al.,2004; van der Hoek et al., 2004). Nasledn¢ byl v roce 2005 objeven dalsi



lidsky kmen HCoV-HKU1 (BCoV), u 71letého pacienta s pneumonii (Woo et al., 2005).
Tyto Ctyfi kmeny byvaji Castymi piivodci asymptomatickych a mirnych infekci hornich cest
dychacich. Pfedpoklada se, Ze zpisobuji ptiblizné 30 % vSech nachlazeni (Lau et al., 2006;
Mesel-Lemoine et al, 2012).

Propuknuti epidemii, zpiisobenych novymi lidskymi koronaviry SARS-CoV (BCoV)
a MERS-CoV (BCoV), vyvolavajici Syndrom akutniho respiracniho selhani (Severe acute
respiratory syndrome, SARS) a Blizkovychodni respira¢ni syndrom (Middle East respiratory
syndrom, MERS), zménily pohled na zavaznost koronavirovych onemocnéni (Zhong et al.,
2003; Zaki et al., 2012).

Prvni pfipady infekce SARS se objevily v listopadu roku 2002 v provincii
Guang-dong v Ciné (Ksiazek et al., 2003). Epidemie SARS se z Ciny rozsifila celkem
do 29 zemi v¢etné¢ Kambodzi, Hong Kongu, Singapuru, Hanoi, Kanady a mnoha dalSich.
Primérna inkubac¢ni doba infekce byla 6,4 dnii (v rozmezi 2 az 10 dni) (Park, 2020). Celkem
bylo nahlaSeno 8096 ptipadii a 774 ptipadi umrti spojovanych s infekci (hruba mira fatality,
HRF: 9,6 %) (Lam et al., 2003; Xiao et al., 2020).

Druhym ptipadem epidemie lidskym koronavirem byla infekce MERS, vyskytujici
se prevazné v Saudské Arabii a v dal§ich zemich Blizkého vychodu v roce 2012. Na rozdil
od epidemie SARS, ktera byla diky usp&Snym protiepidemickym opatfenim eliminovana
vroce 2004, se infekce MERS stale objevuje. Podle udaji WHO, bylo od roku
2012 do konce ledna 2020 zatim nahlaSeno celkem 2519 ptipadd z 27 zemi, z toho
858 ptipadu umrti (HRF: 34,4 %) (WHO, 2020). Primérna inkuba¢ni doba infekce byla
7dnt (v rozmezi 2 az 17 dni) acasovy interval od propuknuti prvnich pfiznaka
po hospitalizaci ¢inil méné nez 14 dnt (Cho et al., 2016).

V prosinci roku 2019 byla Svétova zdravotnickd organizace (World health
organisation, WHO) informovana o $ifici se zdvazné pneumonii nezndmého ptivodu, kterad
se objevila ve Wuhanu, provincii Hubei v Ciné (Wang et al., 2020). Pozdgji bylo prokazano,
ze pivodcem pneumonie je nové identifikovany B-koronavirus, ktery byl na zaklade
fylogenetick¢ a taxonomické analyzy Mezinarodnim vyborem pro taxonomii virt
(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) pojmenovan SARS-CoV-2
(Severe acute respiratory syndrome 2) (Hu et al., 2020; Chilamakuri et Agarwal, 2021).
Onemocnéni vyvolané timto virem, bylo v unoru roku 2020 pojmenovéno Svétovou
zdravotnickou organizaci jako COVID-19 (Coronavirus disease 2019) (Sun et al., 2020).

Na konci ledna WHO vyhlasila globalni stav nouze a oznacilo epidemii COVID-19,

zpusobenou koronavirem SARS-CoV-2, jako ohrozeni vefejného zdravi mezinarodniho



vyznamu (Public Health Emergency of International Concern, PHEIC) (Rastogi et al., 2020;
Wang et al., 2020).
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Obr. 2: Casova osa zachycujici po¢atky vyvoje pandemie zpiisobené novym koronavirem

SARS-CoV-2 (ptevzato: Yan et al., 2020, upraveno).

Virus SARS-CoV-2 primarné postihuje dychaci systém a zplsobuje symptomy
piipominajici chiipkové onemocnéni. Nakaza se pienasi predevsim kapénkami a inkubac¢ni
doba muze byt az 14 dni od expozice (prumérna doba je v rozmezi 4 - 5 dntr) (Guan et al.,
2020; Lauer et al., 2020; Li et al., 2020). Mezi nejcastejsi symptomy patii suchy kasel,
horecka a inava. DalSimi symptomy mohou byt také zimnice, bolesti v krku, bolest hlavy,

ztrata chuti a ¢ichu, priujem nebo zvraceni (Dixon et al., 2020). U zavaznych piipadi muze



dojit k propuknuti tézkého zédpalu plic, syndromu akutni dechové tisné (acute respiratory
distress syndrome, ARDS) a sepsi (Premaj et al., 2020; Zou et al., 2020; Batah et Fabro,
2021). K bfeznu 2021 bylo celosvétoveé potvrzenych 125 miliont piipadt infekce virem
SARS-CoV-2 ve 224 zemich a 2,7 miliony potvrzenych Umrti spojenych s ndkazou
(HRF: 2,19 %) (Sheehan et al., 2021; Chilamakuri et Agarwal, 2021). Po epidemii SARS-
CoV a MERS-CoV, je tedy SARS-CoV-2 tieti epidemii koronaviru vtomto stoleti
(Gralinski et Menachery, 2020).

3.1. Pivod a evoluce HCoV
Lidské koronaviry jsou Vviry zootického ptivodu a mohou byt pfimym kontaktem pieneseny
na Clovéka. Predpoklada se, ze viry SARS-CoV, MERS-CoV a SARS-CoV-2 pochazi
Z netopyrt. Netopyii jsou hostiteli mnoha koronavird, nicméné ve vétSin€ ptipadi dochazi
Kk pfenosu viru na ¢lovéka pres zvifeciho mezihostitele (Ye et al., 2020; Wang et al., 2020).

Ptirodnim reservoarem pro SARS-CoV je netopyr Vrapenec maly (horseshoe bat)
(Lau et al., 2005; Li et al., 2005). K pienosu viru na ¢lovéka doslo z mezihostitele, kterym
byly cibetky a psici myvaloviti, ktefi jsou ¢asto prodavani na ¢inskych mokrych trzich (Guan
et al., 2003). MERS-CoV byl pienesen na ¢lovéka z infikovaného dromedara (Mulabbi
etal., 2021).

Prvni pfipady onemocnéni virem SARS-CoV-2 mély spojitost s mokrym trhem
Vv ¢inském mésté Wuhan. Genomova sekvence SARS-CoV-2 byla na pocatku epidemie
ziskana z péti ¢inskych pacientli nakazenych SARS-CoV-2. Sekvence viru u téchto péti
pacientt vykazovaly 79,5% sekven¢ni identitu s SARS-CoV (Zhou et al., 2020). Na zaklad¢
tohoto porovnani byl SARS-CoV-2 zafazen jako novy lidsky BCoV (Lai et al., 2020; Zhou
et al., 2020). Pfi porovnani celogenomové sekvence SARS-CoV-2 s dalsimi dostupnymi
sekvencemi BCoVs, SARS-CoV-2 vykazoval nejvétsi sekvencni identitu (96 %)
se SARS-podobnym koronavirovym kmenem BatCov RaTG13, infikujici netopyry. Tyto
vysledky naznacuji, ze SARS-CoV-2 se mohl vyvinout z RaTG13 (Zhou et al., 2020; Zhang
et al., 2021). Stale vSak neni potvrzené, které zvife pienasi SARS-CoV-2 jako mezihost
(Dhama et al., 2020).



3.2. Organizace genomu SARS-CoV-2

Genom SARS-CoV-2 je tvofen nesegmentovanou, jednovlaknovou RNA pozitivni polarity
(+ssRNA) o velikosti ~ 29,9 kb (Lu et al., 2020). Genom se sklada ze 14 otevienych ¢tecich
ramcu (open reading frames, ORFs), které koduji 27 proteini (Wu et al., 2020).

Na 5' konci genomu, v neptekladané oblasti (5° untranslated region, UTR), se
nachazi geny replikaéniho komplexu (ORFla a ORF1b) kodujicich 15 nestrukturnich
proteina viru (non-structural proteins, npns). Mezi tyto proteiny patii napi. papainu podobna
proteaza (PL2pro), 3CL-protdza (3CLpro), RNA-dependentni RNA polymeraza (RdRp),
helikaza a endoribonukleaza (Obr. 3, Tab. 1) (Kumar et al., 2020; Raj, 2020).
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Obr. 3: Organizace genomu SARS-CoV-2 a struktura SARS-CoV-2 virionu (ptevzato:
Alanagreh et al., 2020, upraveno). Legenda: Genom SARS-CoV-2 koéduje dva velké Cteci
ramce ORFla (oranzové), ORF1b (modfe), které koduji pro 15 nestrukturnich proteind.
Genom také koduje pro Ctyii strukturni proteiny (zelen¢) S (vybézky), E (obal),
M (membréna) a N (nukleokapsid) a ptidavné proteiny (Sed¢).

Gen OR1a koduje 10 nsps (nspl - nspl10) a gen OR1b koduje 15 nsps (nspl - nspl6). ORFla
a OFR1b maji ptekryvajici se Cteci ramce a vlivem ribozomalniho posunu tvoii dva

polyproteiny - ppla a pplab (Wu et al., 2020).



PL2pro (nsp3) a 3CLpro (nsp5) $tépi polyproteiny pplab a pplana 15 samostatnych
nsps. RARp (nspl2) v komplexu s nsp7, nsp8, helikazou (nsp 13) a exonukleazou (nsp14)
jsou nezbytnymi proteiny pro viralni transkripci a replikaci (Chan et al., 2020).

Na 3" konci genomu SARS-CoV-2 se nachazi geny pro Ctyfi strukturni proteiny,
které tvoii povrchové glykoproteinové vybézky (spike, S), obal (envelope, E), membranovy
glykoprotein (membrane, M) a protein nukleokapsidy (nucleocapsid, N). Strukturni proteiny
jsou zodpovédné za vazbu viru na receptor hostitelské bunky, skladani virionu, morfogenezi
a uvolnéni virovych ¢astic z buiikky. Mezi strukturnimi geny se nachazi osm piidavnych
proteint (3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b a orfl4), jejichz funkce je vétSinou neznama. Sekvence
je zakon¢ena 3’ polyadenylovym koncem (Huang et al., 2020; Wang et al., 2020; Wu et al.,
2020).

Tab. 1: Nestrukturni proteiny CoV a jejich funkce (pfevzato: Rastogi et al., 2020, upraveno).

Nestrukturni = Funkce proteinu

protein
Nspl Interferuje s vazbou mRNA a potlacuje hostitelské imunitni funkce
Ukotvuje replikacni komplex k bunééné membrané
Degraduje hostitelskou mRNA prostiednictvim interakce s lidskou 40S
ribozomalni podjednotkou
Nsp2 Podléha mutacim, které dé€laji virus infekénéjSim
Ovliviiyje preziti hostitelské buiiky, znamy také jako homolog p65
Nsp3 Papainu podobna proteaza (PL2pro), ucastni se proteolytického Stépeni
Nsp4 Zodpovida za tvorbu dvojté membrany vacku béhem replikace.
Ukotvuje viralni replikaéni-transkripéni komplex k membrané
endoplazmatického retikula
Nsp5 Proteazy 3CLpro a Mpro, ucastni se polypeptidového stépeni
Nsp6 Zabranuje expanzi autofagozému
Pomaha pii tvorbé dvojté membrany vezikulu, potlac¢uje IFN-I signalizaci
Nsp7 Utvaii hexadekamer s nsp8 a je vyuzivan jako primaza pii viralni replikaci
Nsp8 Spolu s nsp7 plsobi jako primaza
Nsp9 Pisobé jako ssSRNA vazebny protein
Nsp10 Ucastni se metylace epicky viralni mRNA, stimuluje nsp14 3¢-5¢

exoribonukleazovou aktivitu a 2°O-methyltransferazovou (nsp16) aktivitu

Nspl12 Katalyticka podjednotka RNA-dependentni RNA polymerazy

Katalyzuje syntézu viralni RNA za pomoci nsp7 a nsp8 jako kofaktori




Nestrukturni = Funkce proteinu

protein

Nsp13 Helikazova a nukleazova aktivita, hydrlyzuje NTPs a rozviji RNA/DNA duplex

Nspl14 Guanin-N7-methyltransferaza, multienzymovy komplex
Plisobi na obou stranach ssRNA i dsRNA v 3¢ — 5 sméru

Ugastni se replikace genomu, syntézy sub-genomické RNA a rekombinace

Nsp15 Nidoviralni RNA uridylat-specificka endoribonukleaza (NendoU)

Ucastni se replikace a transkripce

Nspl16 Pusobi jako2‘-O-methyltransferaza, ktera zprostredkovava 2°-O-ribometylaci
mRNA cepicky na 5° viralni mRNA

3.3. Replikace SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 napada pievazné ciliarni bronchiélni epitelidlni buiiky a pneumocyty II. typu.
Pro vstup do buiiky vyuZivd bunéény receptor angiotenzin-konvertujici enzym 2 (ACE2)
(Hoffmann et al., 2020). Na ACEZ2 se virus vaze pies receptor-vazebnou doménu (receptor-
binding domain, RBD) S1 podjednotkou glykoproteinového vybézku S (spike protein).
Nasledné S2 podjednotka fhzuje s bunéénou membranou hostitelské bunky (Tang et al.,
2020). Genom viru (+ssRNA) uvolni do cytoplazmy, kde slouzi jako templat pro replikaci
a syntézu proteind (Astuti et Ysrafil, 2020).

RNA se vaze na ribozémy hostitelské buniky a dochazi k translaci nestrukturnich
proteint, které slouzi k replikaci viru pomoci -1 programovaného ribozomalniho posunu
(programmed ribosomal frameshift -1PRF). Syntéza viralni RNA je katalyzovana RdRp
za pomoci kofaktorti nsp7 a nsp8 (Gao et al., 2020). Vysledkem replikace jsou kopie RNA
genomu s negativni polaritou (-SSRNA), které slouzi jako templat pro syntézu pozitivné
polarizované genomické RNA (gRNA) a sub-genomické RNA (sgRNA). gRNA, sgRNA
a strukturni proteiny jsou transportovany do ER-Golgi komplexu, kde dochazi ke kompletaci
a maturaci virovych ¢astic. Maturované viriony jsou obaleny vezikulou, fizuji s bunéénou
membranou a jsou uvolnény z buiky exocytéozou (Alanagreh et al., 2020; Boson et al.,
2021).
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Obr. 4: Zivotni cyklus SARS-CoV-2 v hostitelské butice (pievzato: LifeSpan BioSciences,
2021, upraveno). Legenda: (1) SARS-CoV-2 se pomoci vybézki (S) vaze na ACE2 receptor
a vstupuje do bunky, kde dochazi k uvolnéni viralni RNA (2). Na bunéénych ribozomech
dochazi k translaci viralnich nestrukturnich proteint (3), které jsou pak vyuzity k replikaci
viralni RNA (4). Kopie viralni RNA poté slouzi k transkripci (5) a translaci strukturnich
proteint (6). Viralni genom spolu se strukturni proteiny S, E a M se spojuji s nukleokapsidou
tvofenou proteinem (N) (7) a tvoii viriony (8). Zral¢ viriony jsou uvolnény z buiky

exocytdzou (9).

10



4, Klinické vzorky vhodné pro detekci SARS-CoV-2

vvvvvv

chorob (Premaj et al., 2020). Pokud nedojde ke spravnému odbéru, miizeme ziskat nejasny
nebo falesné€ negativni vysledek testu. Pfitomnost SARS-CoV-2 byva nejcastéji detekovana
ve vzorcich odebranych z hornich cest dychacich. Doporu¢enymi odbérovymi metodami
jsou piedevs§im odbéry nasopharyngealniho stéru (nasopharyngeal swab, NPS),
oropharyngealni stéry (oropharyngeal swab, OPS) nebo kombinovany odbér NPS i OPS
pro zvyseni senzitivity detekce (Martinez, 2020).

Stéry jsou odebrany odbornym zdravotnim pracovnikem, vybavenym vhodnymi
ochrannymi pomuckami. Odbéry se provadeji pomoci syntetického tamponu na hlinikové
nebo plastoveé nasade ¢i dratku, které usnadiuji ziskani biologického materidlu. Odbérové
sady obsahujici nasadu z kalcium alginatu nebo dfeva mohou obsahovat inhibitory PCR
reakce, proto jsou k odbérim nevhodné (Daley et al., 2006; Premraj et al., 2020; See et Toh,
2020). Po odbéru je stér za chladu uchovan ve virologickém transportnim médiu. Méné
invazivni alternativou odbéru z hornich cest dychacich jsou napf. vytéry pouze z nosni
dutiny, které jsou sice mén¢ invazivni, ale také mén¢ diagnosticky presné (Péré et al., 2020).

Vzhledem k nedostatku odbérového materidlu v pribéhu pandemie, diskomfortu
spojenym se samotnym odbérem, potieby odborného zdravotniho personalu a vystaveni
persondlu rizika ndkazy z pfitomného aerosolu, bylo tfeba hledat vhodné odbérové
alteranativy, které by mohly nahradit nejcastéji pouzivané nasopharyngealni stéry.
Mezi mozné neinvazivni alternativy patii napf. odbér slin nebo vyplach ustni dutiny
kloktanim (Mittal et al., 2020; Vaz et al., 2020; Goldfarb et al., 2021). Vyhodami téchto
odbérovych alternativ je moznost samoodbéru a také ziskani vétSiho objemu vzorku.
Nevyhodou detekce SARS-CoV-2 ze slin oproti nasopharyngealnimi a oropharyngealnimi
stériim, mize byt nizsi senzitivita a specificita (To et al., 2020; Pasomsub et al., 2021).

Vhodnymi vzorky pro detekci SARS-CoV-2 mohou byt i vzorky ziskané z dolnich
cest dychacich (lower respiratory track samples, LTR), mezi které patii napt. trachealni
aspirat, sputum, bronchoaveolarni lavaz (BAL) nebo vzorek ziskany z fibrobronchoskopie.
Vzorky z dolnich cest dychacich ¢asto vykazuji vyssi pozitivitu SARS-CoV-2 v pozdnim
obdobi pribéhu nemoci (Martinez, 2020). Ve studii Huang et al., vykazovaly vzorky
endotrachealnich vzorka a vzorki sputa vyrazné vyssi obsah virdlni RNA nez u vzorki NPS

a OPS.
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Pro detekci SARS-CoV-2 byly vyuzity i vzorky krve, stolice, mo¢i, spermatu,
ale jejich senzitivita a specificita neni zcela prozkoumana. Vzorky OPS, stolice, rektalnich
a analnich stérd jsou pouzivané napt. v pediatrické praxi, kde je obtizné ziskat
nasofaryngedlni stér a neoptimalnim odbérem muZze dojit k ziskédni faleSné negativniho
vysledku testu (Piras et al., 2020). Ve studii tymu Zhang et al., byla zji§téna ptitomnost
SARS-CoV-2 ve vzorcich stolice jesté n¢kolik tydnt poté, co OPS vzorky byly negativni.
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5. In-vitro diagnostika

Odpovédi na rychlé Sifeni pandemie COVID-19 byl vznik Siroké skaly testovacich
prostiedkii. Nove uvedené testy, uréené pro detekci SARS-CoV-2 v pacientskych vzorcich,
musi v Evropskeé unii spliovat kritéria smérnice 98/79/ES o diagnostickych zdravotnickych
prostiedcich in vitro (Offiecial Journal of the European Communities, L331, 1998). Plo$né
testovani v kombinaci s trasovanim kontaktli nakazenych a dalSich protiepidemickych
opatteni se ukazalo efektivnim pro omezeni Siteni infekce (Carter et al., 2020).

V souCasné¢ dob¢ jsou dostupné detekéni metody rozdéleny do dvou hlavnich
kategorii. Prvni kategorie testd je zaloZena na molekularnich metodach, tzv. NAAT (Nucleic
acid amplification tests), které detekuji specifické ¢asti viralniho genomu pomoci
amplifikace nukleové kyseliny. NAAT vétSinou detekuji jeden nebo vice viralnich gent,
jejichz pfitomnost svéd¢i o pravé probihajici nebo nedavno prodélané infekci. Jedna
se 0 vysoce senzitivni a specifické testy, které podavaji kvalitativni vysledek. Pro detekci
SARS-CoV-2 pomoci NAAT se vyuzivaji vzorky odebrané z hornich cest dychacich,
piedevsim nasopharyngealni stéry, oropharyngealni stéry, vytéry z nosni dutiny nebo vzorky
slin. Nejcastéji vyuzivanym NAAT je RT-PCR (Jayamohan et al., 2021; Mardian et al.,
2021).

RT-PCR je vsouCasné dobé zlatym standardem pro detekci SARS-CoV-2
v pacientskych vzorcich. Pro detekci se preferencné pouzivaji vzorky stért
nasopharyngealnich nebo oropharyngedlnich stérd. RT-PCR je zalozena na amplifikaci
cilovych sekvenci viralniho genomu (Carter et al., 2020). RT-PCR se provadi z RNA
Z pacientského  vzorku. Pacientsk& RNA je pfevedena reverzni transpripci
do komplementarni cDNA pomoci RNA-dependentni RNA polymerazy (Eftekhari et al.,
2021). Cilové tseky SARS-CoV-2 cDNA jsou poté amplifikované pouzitim sekvenéné
specifickych primert, navrzenych do oblasti viralnich gent N, E, S, M, RdRp a/nebo
ORFlab (Chan et al., 2020; Premaj et al., 2020; Weisseder et al., 2020). Americky narodni
institut pro vefejné zdravi, Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC), doporucuje
detekci genu nukleokapsidového proteinu N, mezitim co Svétova zdravotnicka organizace
(WHO) preferuje detekci genu obalového proteinu E a konforma¢nim genem RdRp (Tang
etal., 2020). Pfitomnost viralni RNA je vyjadfena hodnotou Ct (prah detekce), ktera
odpovidd poctu amplifikacnich cyklG potiebnych k produkci detekovatelného
fluorescenéniho signalu. Cim nizsi je hodnota Ct, tim vyssi je RNA viralni naloz v daném

vzorku. Intenzita fluorescen¢niho signalu odpovida mnozstvi DNA amplikonit v daném
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case. Pozitivni PCR vysledek odrazi pfitomnost viralni RNA ve vzorku, nemusi indikovat
piitomnost infekénich viriont ve vzorku (Tom et Mina, 2020). Délka PCR pozitivity také
zavisi na typu vySetfovaného vzorku. Napiiklad u standardné vyuzivaného
nasopharyngealniho stéru dochazi k rychlejSimu poklesu PCR pozitivity nez u vzorku sputa
(Wolfel et al., 2020).

I ptes to, ze RT-PCR je v soucasné dobé zlatym standardem pro detekci SARS-CoV-
2, ktery se vyznacCuje vysokou specificitou (~ 100 %), senzitivitou a presnosti, cela
procedura je Casov€é i pracovné naro¢nd a vyzaduje specidlni pfiistrojovou techniku

a vyskolené laboratorni pracovniky (Younes et al., 2020).

Druhd kategorie detekénich metod zahrnuje sérologické a imunodiagnostické testy,
detekujici viralni proteiny nebo protilatky vytvorené infikovanou osobou (Prema;j et al.,
2020; Weisseder et al., 2020). Mezi nejcastéji pouzivané imunometody patii antigenni testy.
Antigenni testovani misto virdlni nukleové kyseliny detekuje proteinové fragmenty viru,
které¢ vypovidaji o pravé prodélavané infekci. VéEtSina antigennich testll je zaloZena
na sandwichové immunodetekeci. Antigenni testy se vétSinou skladaji z plastové kazety
s jamkou pro vzorek a pufr, prouzku nitrocelulézové matrice s testovaci a kontrolni linii.
Testovaci linie obsahuje navazané protilatky specifické pro komplexy konjugovanych
cilovych antigennich protilatek a kontrolni linie obsahuje protilatky specifické
pro konjugovanou protilatku. Pro detekci pfitomnosti SARS-CoV-2 ve vzorku se nejéastéji
vyuziva detekce virdlniho nukleokapsidového proteinu N, ktery se béhem infekce nachazi
Vv bunkach ve velkém mnozstvi (WHO, 2020).

Antigenni testy maji podobnou specificitu (> 97 %) jako NAAT, ale jsou vétSinou
mén¢ senzitivni (0-94 %). SoucCasna vyzadovana senzitivita by méla byt minimalné
80 % (WHO, 2020). Antigenni testy vykazuji veétsi uspésnost detekce SARS-CoV-2
u vzorkl s vysokou viralni nalozi (viral load) (Ct hodnoty < 25 nebo > 106 genomickych
kopii viru/ml), ktera se u pacientii objevuje béhem prvnich tfech dnd, kdy infekce probiha
vétSinou asymptomaticky a u brzké symptomatické faze (béhem 5 az 7 dne infekce) (Weiss
et al., 2020; Arons et al., 2020; Dinnes et al., 2020). Vétsina antigennich testt vyuziva
pro detekci nasopharyngealni stéry nebo vytéry z nosni dutin. V soucasné dobé se studuje
vyuziti alternativnich typt vzorkd jako napt. slin nebo vyplachu z ust (WHO, 2020).

Vyhodou antigennich testi je finan¢ni nenaro¢nost a moznost provedeni v misté
odbéru. Tyto testy tedy spadaji do kategorie testi POCT (point of care testing), uc¢enych

Kk analyze in vitro v misté péce o pacienta. Vysledky testd jsou dostupné v ramci minut, coz
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umoziuje vyuZzit antigenni testy pii screenovani populace a identifikace pravé nakazenych
jedincti ptrenasejici infekci. Vzhledem k jejich snizené senzitivité, je vhodné vyuzit
konformac¢niho NAAT u symptomatickych pacientii s negativnim vysledkem antigenniho
testu a asymptomatickych pacientti s pozitivnim vysledkem antigenniho testu (Jalandra
et al., 2020; CDC, 2021).

Dulezitou soucasti SARS-CoV-2 diagnostiky je detekce SARS-CoV-2 variant. Svétova
zdravotnicka organizace sleduje vyvoj tzv. znepokojivych mutaci (Variant of Concern,
VOCQ), které se vyznacuji zvySenym prenosem, virulenci a snizenou odpovédi na soucasné
diagnostické postupy, vakcinaci a terapeutika. V soucasné dob¢é pozorujeme Ctyfi hlavni
VOC (Konings et al., 2021).

Prvni objevenou variantou byla varianta o - B.1.1.7 (znama také jako 20I/501Y.V1,
Variant of Concern - VOC202012/01), ktera se objevila v zaii roku 2020 ve Velké Britanii.
Tato varianta vznikla bodovou mutaci, ktera vyvolala zaménu asparaginu (N) za tyrozin (YY)
v pozici 501 (N501Y), nachazejici se v receptor-vazebné doméné (RBD) na povrchovém
glykoproteinovém vybézku S. Tato mutace umoznila viru silnéjsi vazbu na receptor ACE2
Varianta B.1.1.7 byla detekovana ve vice nez 40 zemich mimo Velkou Britanii. Druhou
vyznamnou variantou je varianta p - B.1.351 (20H/501.V2), objevena v kvétnu roku 2020
v Jizni Africe. Varianta je opét charakterizovana mutaci povrchového glykoproteinového
vybézku S. Mutace se nachazi na reziduich K417N, E484K a N501Y. Treti VOC, je varianta
vy — P.1, objevena v Brazilii v listopadu 2020. Tato varianta ma 17 mutaci z toho tfi se
nachazeji opét na stejnych reziduich jako u B.1.351 - K417N, E484K a N501Y. Ctvrtou
variantou je 6 — B.1.617.2, objevena v Indii v fijnu 2020. B.1.617.2, ma 13 mutaci z toho
nejvyznamnéj$imi jsou mutace na glykoproteinovém vybézku - E484Q a L452R (WHO,
2021; CDC, 2021).

Varianty SARS-CoV-2 mohou byt detekovany pomoci diskrimina¢ni PCR za pouZiti

specifickych primera a prob pro jednotlivé nebo pomoci sekvenace (Wang et al., 2021).
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6.  Experimentalni ¢ast

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace byla validace samoodbérové soupravy
GARGTEST. Cilem validace bylo provéteni vhodnosti, funkéni a statistické spolehlivosti
nového systému pro piijemnéjsi odbér, snadnéjsi transport a skladovani vzorkd, uréenych
k detekcei ptitomnosti viru SARS-CoV-2.

GARGTEST je samoodbérova kloktaci souprava, zalozend na principu kloktani
dutiny tustni a hltanu. Sada je urCena k odbéru vzorka, které jsou ve zdravotnickych
laboratofich testovany na ptfitomnost virti infikujicich dutinu Ustni a horni cesty dychaci.
Samoodbérova souprava obsahuje lyofilizované transportni médium, které po rozpusténi
ve vzorku kloktani uchovava virus vitalni. Vzorek je nasledné mozné pouzit pro kultivacni
vySetieni a po izolaci nukleovych kyselin (NK) je také vhodny pro metody na bazi
polymerazové fetézové reakce (PCR). GARGTEST byl vyvinut vyzkumniky z Ustavu
molekularni a translaéni mediciny Lékatrské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci,
spolu se spole¢nostmi IntellMed, s.r.o. a AUMED, a.s. (GARGTEST, 2021).

Validace odbérové metody probéhla na Ustavu molekularni a translaéni mediciny
Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, na zakladé srovnani vysledki vySetfeni
pritomnosti viru SARS-CoV-2 u 724 parovych vzorki nasopharyngealnich stéri
a samoodbéra kloktanim. Nasopharyngealni stéry byly odebrany odbornym personalem
na odbérovém misté Fakultni nemocnice Olomouc do virologického transportniho média
od spole¢nosti COPAN nebo jeho analogického produktu. Nasledné byli tGcastnici studie
pozddani o provedeni samoodbéru pomoci kloktaci sady GARGTEST dle ndvodu
poskytnutého vyrobcem (Pfiloha ¢. 1, kroky 1-5).

Izolace NK ze vzorkt prob¢hla pomoci automatizovaného systému MagNA Pure
96 (Roche). Pro izolaci byla pouzita reagenéni souprava MagNA Pure DNA and Viral NA
Small Volume Kit (Roche), ktera k extrakci genomické DNA a viralnich NK vyuziva
technologie magnetickych sklenénych castic (Magnetic Glass Particles, MGPs). Vyhodou
systému MagNA Pure 96 je moznost soucasné izolovat az 96 vzorkt s minimalni ¢asovou
naro¢nosti na obsluhu piistroje.

Pii izolaci jsou buniky obsazené ve vzorku nejprve lyzovany a zbaveny piitomnych
nukledaz. Poté jsou NK, diky pfitomnosti chaotropnich soli a vysoké iontové sily
lyza¢niho/vazebného pufru, vychytany na kiemicity povrch pridanych magnetickych ¢astic
a nasledné magneticky separovany od zbytku lyzovaného vzorku. Zbytky bun¢k a dalsi

latky, které by mohly inhibovat PCR reakci jsou odstranény nékolika promyvacimi kroky.
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Nakonec je precisténa NK z magnetickych ¢astic uvolnéna do eluéniho pufru (Obr. 5)
(MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit, 2021).

pacientsky lyze bunék vazba nukleowyjch separace odstranéni separace uvolnéni
vzorek kyselin na povrch pomoci bunétnych pomoci nukleovych
magnetickych édstic magnetu zhytki magnetu kyselin

Obr. 5: Princip izolace nukleovych kyselin za pouziti technologie magnetickych sklenénych

Castic (prevzato z LifeScience, 2021, upraveno).

Vyizolovana nukleova kyselina, byla pouzita k detekci ptitomnosti SARS-CoV-2 pomoci
soupravy RT-PCR kit Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit
(Detection 3 genes) od spole¢nosti Liferiver Bio-Tech (Shanghai ZJ Bio-Tech Co., Ltd.,
Cina).

Polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci v realném case (real-time
RT-PCR) se pouziva, kdyZz je vychozim materidlem pro detekci specifickych usekil
ribonukleova kyselina (RNA). Pfitomnd RNA je pfevedena pomoci reverzni transkriptazy
(RNA-dependentni DNA polymerazy) na komplementarni deoxyribonukleovou kyselinu
(cDNA), ktera slouzi jako templat pro polymerazovou fetézovou reakci v realném cCase (real-
time PCR) (Liferiver, Instruction for Use, 2020).

Princip detekce ptitomnosti SARS-CoV-2 pomoci real-time PCR je zalozen
na fluorogenni 5° nukledazové eseji. Pokud je ve studovaném vzorku piitomna cilova
sekvence, dochazi po denaturaci templatové DNA k nasednuti komplementarnich primert
a fluorescencné znacenych prob. Béhem prodluzovani fetézce polymeraza $tépi probu
na 5¢ konci, dochazi k oddéleni reportéru (fluoroforu) od zhasece navazaného na 3¢ konci
proby a tim k vyzateni fluorescen¢niho signalu, ktery je zachycen optickou jednotkou real-

time PCR detekéniho systému. PCR cyklus, ve kterém bylo zaznamenano zvyseni
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fluorescence (Ct), je umérny mnozstvi specifického PCR produktu. Pozorovani intenzity
fluorescence v realném Case tak umoziuje detekci pribyvajiciho PCR produktu bez nutnosti
dalsi analyzy po amplifikaci (Liferiver, Instruction for Use, 2020).
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Obr. 6: Obecny princip polymerazové fetézové reakce s reverzni transkripci

V realném cCase (real-time RT-PCR). Legenda: Templat (viralni RNA) je reverzni transkripci
piepsan do cDNA. Ziskand cDNA je amplifikovanda pomoci PCR ve tfech krocich:
(1) denaturace cDNA, (2) nasednuti komplementarnich primert, (3) prodlouzeni fetézce
pomoci enzymu DNA polymerdzy. PCR je nékolikrat opakovand, aby doslo k ziskani
velkého mnozstvi amplikont. Pfitomnost cilovych sekvenci je potvrzena fluorescencnim

signalem, ziskanym ze sekvenéné specifickych sond (pfevzato z Afzal , 2020, upraveno).

Primery a proby pro soupravu RT-PCR kit Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time
Multiplex RT-PCR Kit (Detection 3 genes) byly navrzeny pro novy kmen koronaviru (2019-
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nCoV, SARS-CoV-2) (GeneBank pfistupovy kod: MN908947) a pokryva sekvence Sesti
2019-nCoV  kmentt - EPI_ISL_402119, EPI_ISL_402120, EPI_ISL_402121,
EPI_ISL_402122, EP1_ISL_402123 a EPI_ISL_402124. Reverzni transkripce a amplifikace
prepsané cDNA probiha v ramci jedné reakce. Specifické primery a proby jsou navrzeny
do oblasti otevieného ¢teciho ramce ORF1a/b a genti pro N a E protein.

Analyza parovych vzorku nasopharyngealniho stéru a GARGTEST samoodbéru
probihala vzdy soucasné ve stejném izola¢nim i RT-PCR panelu. Po provedeni RT-PCR,
byly pro detekované virové a kontrolni geny vyhodnoceny Ct hodnoty dle interni validace
uvedené v tabulce ¢. 5. Vzorky byly zpracovavany a vyhodnoceny vzdy do 48 hodin
od odbéru. Vysledky testi byly zaslany testovanym osobam a indikujicim 1ékaiim a poté
statisticky zpracovany pro ucely této studie. Schéma pracovniho postupu je uvedeno

na obrazku ¢. 7.

‘ Prijem parovych vzorkd ‘

l

‘ Priprava vzorkd k izolaci NK v BSL3 laboratofi ‘

l

‘ Izolace NK pomoci systému MagNA Pure 96 ‘

Detekce SARS-CoV-2 z vyizolované NK
pomoci Liferiver Novel Coronavirus (2019-
nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit
(Detection for 3 Genes)

)

‘ Vyhodnoceni multiplex real-time RT-PCR ‘

l

‘ Import vysledkd do systému CovIT ‘

|

‘ Rozesilani vysledkd testd pacientdm ‘

l

‘ Statisticka analyza ‘

Obr. 7: Schéma pracovniho postupu pii vySetfovani parovych vzorkii na pfitomnost SARS-

CoV-2.
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6.1.

6.1.1.

Material a laboratorni vybaveni

Biologicky material

Pro valida¢ni studii bylo pouzito 724 parovych vzorkt nosopharyngealnich stért

a samoodbéra kloktanim pomoci sady GARGTEST. Vzorky nasopharyngeélnich stérti byly

uskladnény v chladicich boxech pfi teploté 5°C. Vzorky odebrané pomoci samoodbérové

sady GARGTEST byly skladovany pii pokojové teploté. Vsechny vzorky byly zpracovany

vzdy nejpozdéji 48 hodin od odbéru vzorku.

6.1.2.

Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

o

o

o

Trizma® hydrochloride buffer solution (pH 8,0; 1M) (Sigma-Aldrich, kat. &. T2694)
DEPC osetiena voda (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, kat. . AM9906)
Lyzac¢ni pufr MagNA Pure 96 External Lysis Buffer (Roche Diagnostics GmbH,
kat. ¢. 06374913001)

MagNA Pure 96 System Fluid (Internal Conteiner) (Roche Diagnostics GmbH,
kat. ¢. 06430112001)

DNA-ExitusPlus™ (PanReac AppliChem, kat. ¢. A7089)

Pouzité soupravy

o

o

Samoodbérova sada GARGTEST (IntellMed, s.r.0.)

MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit (Roche Diagnostics GmbH,
kat. ¢. 06543588001)

Liferiver Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit
(Detection for 3 Genes) (Shanghai ZJ Bio-Tech Co., Ltd., kat. ¢. RR-0479-02)

Pouzité roztoky a jejich priprava:

10mM Tris (pH 8,0) byl ptipravem smichanim 10 pl 1M Tris (pH 8,0) s 990 ul DEPC H20

Vv 1,5 ml mikrozkumavce. Obsah zkumavky byl pulzné zvortexovan. Zbyly 10mM Tris byl
uskladnén pii -80 °C.

6.1.3.
o
o

o

Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Laminarni box Mars Safety Classe 2 (ScanLaf, LaboGene)
Laminarni box HeraSafe KS (Thermo Fisher Scientific)
Combi-Spin FVL-2400N centrifuga a vortex (BioSan)

20



6.1.4.

Centrifuga Eppendorf 5430 (Eppendorf)

PV1 vortex-mixer (Grant Instruments)

Mini Spin Eppendorf centrifuga (Eppendorf)

VX-200 Lab Vortexer vortex mixer (Labnet International)

GmCLab® minicentrifuga (Gilson)

IKA® MS 3 vortexer (Sigma-Aldrich)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

Automaticky izolator nukleovych kyselin MagNA Pure 96 Instrument (Roche
Diagnostics GmbH)

Termocyklér BIO-RAD CFX96 Real-Time Systém C1000 Touch (BIO-RAD)

Seznam pouzitych laboratornich pomiicek

Eppendorf Research Plus pipety a Eppendorf Dualfilter PCR clean/sterile dualfilter
Spicky (Eppendorf)

1,5 ml mikrozkumavky (Scientific Specialties)

5,0 ml, screw cap mikrozkumavka (Eppendorf)

8 x 0,2 ml tenkosténné prihledné PCR zkumavky (Axygen)

EU SFGC 8 x 0,1 ml prihledné PCR stripy (BIOplastic)

96 jamkova deska Deep well 96 Process Plate (BIOplastics)
adhezivni folie Adhesive gPCR Seal (SARSTEDT)

Spicky MagNA Pure Tip 1000 ul (Roche Diagnostics GmbH)

96 jamkova deska MagNA Pure cartige (Roche Diagnostics GmbH)
plastova odpadni nadoba pro MagNA Pure System

elu¢ni deska MagNA Pure 96 Output Plate (Roche Diagnostics GmbH)
adhezivni folie MagNA Pure Sealing Foil (Roche Diagnostics GmbH)
PCR desticky Hard-Shell PCR plates 96-well, thin wall (BIO- RAD)
adhezivni folie Microseal ‘B PCR Plate Sealing Film (BIO-RAD)
stojan na PCR desticku

stojan na mikrozkumavky

3M™ PA-1 stérka pro uhlazeni folie (3M)

rukavice SemperCare®™ (Sempermed)

zasobnik na reagencie Reagent Reservoir (VWR)

96 jamkova deska Tissue Culture Test Plate (TPP)
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6.1.5. Pouzity software a webové databaze
o MagNA Pure 96 Software (verze 3.1)
o BIO-RAD CFX Manager 3.1
o MS Excel
o CovIT

6.2. Manipulace se vzorky a reagenciemi

Tato diplomova prace byla provedena podle navrhu studie schvaleného Etickou Komisi
Lékatské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice v Olomouci, v souladu
s Helsinskou deklaraci. VSichni G¢astnici studie podepsali informovany souhlas s vyuzitim
jejich biologického materialu pro vyzkumné tcely.

Pii manipulaci se vzorky a reagenciemi byla, stejné jako piijejich skladovani,
dodrzovana pravidla prace v BSL3, pre-PCR, PCR a post-PCR Ilaboratofi. Pfiprava
reakénich smési a prace se vzorky probihaly ve sterilnich laminarnich boxech ur¢enych
vyhradné pro danou ¢ast postupu. Vzorky i veskeré reagencie pouzité pro piipravu reakénich
smési byly pfed pouzitim a po pouziti uskladnény pii odpovidajicich teplotach. Vzorky
nasopharyngedlnich stéri byly skladovany pii 5 °C, pro zachovani stability mohly byt
skladovany pii teplot¢ 20-25°C az 5 dni, pfi teplot¢ 4 °C az 7dni a pii teploté
- 20 °Caz 6 mésicti. Vzorky odebrané pomoci samoodbérové sady GARGTEST byly
stabilni pti pokojové teploté po dobu 14 dni.

Izola¢ni reagencie soupravy MagNA Pure DNA and Viral NA Small Volume Kit
(Roche) byly skladovany pii laboratorni teploté 15-25 °C. Po otevieni byly skladovany
pii 2-8 °C. Oteviené reagencie byly ptelepeny MagNA Pure Sealing folii a skladovany
pti teploté 2-8 °C az 28 dni od dne otevieni. Pfed pouzitim skladovanych reagencii, byly
reagencie temperovany pii laboratorni teplot¢ po dobu 1 hodiny. Pfi izolaci nukleové
kyseliny bylo postupovano podle navodu vyrobce a jeho doporuceni.

Reagencie sady Liferiver Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex
RT-PCR Kit (Detection for 3 Genes) (Shanghai ZJ Bio-Tech Co., Ltd.) byly skladovany pfi
teploté -20 °C. Pii real-time RT-PCR bylo postupovano podle navodu k pouziti testu.

Vsechny metody byly validovany vyrobcem a verifikovany laboratofi. Laboratot
podléhd jednou ro¢né externimu hodnoceni kvality pofadaného Statnim zdravotnickym
ustavem a externiho porovnani kvality EQA. Vystupni zdznamy jsou uloZeny u manazera

kvality.
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6.3. Vzorky nasopharyngealnich stéri a odbéry kloktanim pomoci sady
GARGTEST

Do validacni studie bylo zatazeno 724 parovych vzorkii nasopharyngealnich stéri
a samoodbéri kloktanim pomoci sady GARGTEST. Nasopharyngealni stéry byly odebrany
odbornym personalem v ramci rutinni klinické diagnostiky na odbérovém misté Fakultni
nemocnice Olomouc. Stéry byly odebrany pomoci syntetického tamponu, ktery byl poté
vlozen do virologického transportniho média s antibiotiky a antimykotiky (od spole¢nosti
COPAN (https://conapusa.com/covid-19-sample-collection-kits-for-upper-respiratory-
tract-speciments/), nebo jeho analogického produktu. Po odebrani nasopharyngealniho stéru,
byly ucastnici studie pozadani o provedeni samoodbéru kloktanim pomoci soupravy
GARGTEST, dle navodu poskytnutého vyrobcem. Komeréné dostupna samoodbérova sada
GARGTEST obsahuje jednorazovou odmérku, transportni plastovou zkumavku, papirovou
zadanku na vySetfeni, navod k pouziti a tfi hygienické obaly — dva plastové a jednu
papirovou obalku. Pfi rutinnim pouziti, test umoznuje vyplnéni papirové zddanky
nebo vytvoreni elektronické zadanky.

Ucastnici studie kloktali 10 ml vody po dobu nejméné 20 sekund a poté vyplivli
vykloktanou tekutinu do plastové zkumavky obsahujici lyofilizované transportni médium.
Zkumavku poté zaSroubovali, protiepali obsah zkumavky a odevzdali pifitomnému

personalu, ktery piedal vzorky ke zpracovani v BLS3 laboratofi.

6.4. Zpracovani vzorki v laboratori BSL3
Vsechny vzorky byly zpracovavéany v laboratofi tfetiho stupné biologického rizika - BSL3
(biosafety level 3), ktera je uréena k praci s vysoce rizikovymi viry a patogeny ohrozujicimi
lidské zdravi. BSL3 laboratotf ma striktné omezeny pfistup a personal je povinen dodrzovat
bezpecnostni opatieni a pfi praci se vzorky pouzivat ochranné pomticky (dvojité rukavice,
jednorazovy oblek, respirator FFP3 a ochranné bryle).

Piijaté vzorky byly opatfeny carovym kodem, ktery byl po naskenovani sparovan
s elektronickou Zadankou UZIS v databazi CovIT (https://covit.imtm.cz). Informace
uvedené v elektronické Zzadance byly zkontrolovany s informacemi uvedenymi
na zkumavkach nasopharyngealnich stérti a samoodbéru kloktanim. Kazdému parovému
vzorku bylo v databazi pridéleno identifika¢ni Cislo a vzorky byly oznadeny Stitkem

s identifikacnim ¢islem a datem pfijeti vzorku.
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Z odbérovych zkumavek vysetfovanych vzorkt bylo odebrano 250 pl transportniho
média do 96-jamkové plastové desticky. Alikvot byl poté pouzit k izolaci nukleovych
kyselin.

6.5. lzolace nukleovych kyselin pomoci MagNA Pure 96 Systému
Nukleové kyseliny byly ze vzorkl izolovany pomoci systému MagNA Pure 96 (Roche)
a predplnénych reagenénich souprav MagNA Pure DNA and Viral NA Small Volume Kit
(Roche). Pro izolaci NK, byla nejprve ptipravena 96 jamkova MagNA Pure 96 Processing
Cartrige. Do vSech jamek MagNA Pure 96 Processing Cartrige bylo napipetovano
111 pl externiho lyza¢niho pufru (MagNA Pure 96 External Lysis Buffer, ELB, Roche).

Prvni dvé pozice na desce byly urceny pro pozitivni izola¢ni kontrolu a negativni
izola¢ni kontrolu. Posledni dvé pozice v panelu byly ponechany pro PCR kontroly, které
byly pfidany az pti piipravé multiplex real-time RT-PCR. Do pozice pro pozitivni izola¢ni
kontrolu bylo, kromé¢ ELB, pfidano 84,5 ul DEPC vody. Do pozice pro negativni izola¢ni
kontrolu a PCR kontroly bylo ptidano 89 ul DEPC vody.

Z 96-jamkové plastové desti¢ky, obsahujici 250 ul transportniho média bylo pomoci
multikanadlové pipety pteneseno do pozic, urcenych pro pacientské vzorky,
84,5 pl transportniho média se vzorkem. Takto pfipraveny panel se vzorky byl inkubovan
pfi laboratorni teploté po dobu 5-10 min. Ke kazdému vzorku a pozitivni izola¢ni kontrole
byla pfidana interni kontrola. Interni kontrola byla piipravena v 1,5 ml mikrozkumavce
smichanim 350 ul RNase/DNase-free 10 mM Tris pufru o pH 8-8,5 s 100 pl interni kontroly
(Novel Coronavirus (2019-nCoV) Internal control, Shanghai ZJ Bio-Tech Co., Ltd.). Obsah
mikrozkumavky byl promichan pipetovanim a poté rozpipetovan do pfislusnych jamek
po 4,5 ul. MagNA Pure 96 Processing Cartrige byla ptelepena adhezivni folii, otfena
dezinfek¢im roztokem a preddna z BLS3 laboratofe do hygienické smycky. Mimo BSL3
laboratot byla MagNA Pure 96 Processing Cartrige centrifugovana pii 250 g 1 min a poté
prenesena do automatického izolatoru MagNA Pure 96 systém.

Pii izolaci nukleovych kyselin bylo postupovano podle navodu vyrobce a jeho
doporuceni. Po zapnuti pfistroje a spusténi softwaru MagNA Pure 96 System, byla
provedena denni udrzba pfistroje. Poté bylo zkontrolovano mnozstvi systémové kapaliny
a volny objem v odpadnim kontejneru. V ptipadé nedostatku systémové kapaliny byla
systémova kapalina vyménéna za novou.

Podle instrukci pfistrojového privodce byly do jednotlivych zésobnikli vloZeny

piislusné reagencie, izola¢ni deska MagNA Pure96 Processing Cartrige s pacientskymi
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vzorky, $picky a eluéni deska MagNA Pure 96 Output Plate. V softwaru MagNA Pure
96 System byly nastaveny parametry testu. Pfed spusténim testu byla systémem provedena
kontrola zasobnikt (resource check), po které byl spustén piislusny program. Vzorky byly
izolovany pomoci programu Kit MP 96 DNA and Viral NA SV, protokolu Pathogen 200.
Vstupni mnoZstvi vzorku bylo 200 pl a elu¢ni objem byl 100 pl.

Po skonceni protokolu byla exportovana pfislusna data o priabéhu izolace a vyjmuta
elucni deska s eludtem. Deska byla pfelepena aluminiovou adhezivni f6lii. Vyizolovana
RNA byla poté pouzita k detekci pfitomnosti SARS-CoV-2 v jednotlivych vzorcich pomoci
multiplex real-time RT-PCR.

6.6. Detekce SARS-CoV-2 pomoci multiplex real-time RT-PCR

Pro detekci ptitomnosti viru SARS-CoV-2 v jednotlivych vzorcich, byla pouzita detekéni
souprava Liferiver Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit
(Detection for 3 Genes). Reakéni smés pro real-time multiplex RT-PCR byla pfipravena

podle tabulky €. 2.

Tab. 2: Reagencie pro piipravu reakéni smési k detekci pritomnosti SAR-CoV-2 pomoci
reakéni soupravy Liferiver Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR
Kit (Detection for 3 Genes).

PCR reakéni smés Objem [ul/1 reakce]
Novel CoV (2019-nCoV) Super Mix 19
RT-PCR Enzyme mix 1
Vzorek DNA 5
Celkovy objem 25

Pfipravena reakéni smés byla pulzné zvortexovana, stoCena a po 20 ul rozpipetovana
do 96 jamkové PCR desti¢ky nebo PCR stripu. K reakéni smési bylo do prvni pozice ptidano
5 ul vyizolované pozitivni izolacni kontroly, do druhé pozice bylo pfidano 5 pl vyizolované
negativni izolacni kontroly a do dalSich pozic vzdy 5 ul vyizolované nukleové kyseliny
ptislusného pacientského vzorku. Do pfedposledni pozice bylo napipetovano 5 pl pozitivni
PCR kontroly a do posledni pozice bylo napipetovano 5 ul negativni PCR kontroly,
dodanych vyrobcem jako soucést detekéni sady. Zbyla vyizolovana nukleova kyselina

z pacientskych vzorkl byla uskladnéna pii -80 °C.
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Poté byla PCR desticka zalepena adhezivni folii, stocena pii 1100 g po dobu
30 s a ptenesena do termocykléru BioRad CFX96. VVzorky byly testovany pomoci multiplex
real-time RT-PCR programu uvedeného v tabulce ¢. 3.

Tab. 3: Nastaveni programu Real Time Multiplex RT-PCR.

Teplota Cas Pocet cykli
Reverzni transkripce 45 °C 10 min 1
Denaturace 95°C 3 min 1
. 95°C 15s
Amplifikace 45
58 °C 30s

Po skonceni programu byla vyhodnocena ptitomnost SARS-CoV-2 v jednotlivych vzorcich.

6.7. Vyhodnoceni

Pritomnost infekce virem SARS-CoV-2 v pacientskych vzorcich byla vyhodnocena
na zakladé ptitomnosti fluorescen¢nich signalt pro sledované viralni geny (ORF1lab, E a N).
Fluorescen¢ni signaly byly zaznamenavany ve fluorescen¢nich kanalech uvedenych

V tabulce ¢. 4.

Tab. 4: Fluorescencni kanaly snimané pii detekci SARS-CoV-2 pomoci reakcni soupravy
Liferiver Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Detection
for 3 Genes).

Fluorescen¢ni kanal  Analyzovany gen

FAM ORFlab
HEX/VIC/JOE N
Cal Red 610/Texas Red E
Cy5 IC

Legenda: Fluorescen¢ni kanaly: FAM — fluorescein; HEX/VIC/JOE - hexachloro-
florescein; Cal Red 610/Texas Red —amidit; Cy5 — kyanin. Analyzované geny: gen ORFl1ab
— gen otevieného Cteciho ramce ORFlab; gen N — gen kodujici protein nukleokapsidy

(nucleocapsid); gen E — gen kodujici protein obalu (envelope); IC — interni kontrola.
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Pro kazdy z detekovanych fluorofori byl manudlné nastaven prdh detekce (baseline
treshold), kterym byly oddéleny pozitivni fluorescencni signaly od negativnich. Interpretace
vysledkt je shrnuta Vv tabulce ¢. 5. Vysledky vzorti byly vyhodnoceny jako validni pouze
za ptedpokladu, Ze:
e Vnegativni kontrole izolace a negativni kontrole PCR reakce nebyl detekovan zadny
signal
e Vvizola¢ni kotrole byl detekovan signal pouze v kanalu pro IC (Ct = 25 — 40)

e Vv pozitivni kotrole PCR reakce byl detekovan signal ve vSech 4 kanalech (Ct < 35).

Tab. 5: Kritéria pro vyhodnoceni vysledkt detekce piitomnosti SARS-CoV-2 pomoci
multiplex real-time RT-PCR.

Vysledek Kriteria
SARS-CoV-2 pozitivni  detekovany vSechny 3 cilové SARS-CoV-2 geny
(Ct hodnota < 41)

SARS-CoV-2 negativni  nedetekovan ani jeden z cilovych SARS-CoV-2 gent
(Ct hodnota > 41), Ct hodnota pro IC > 41
detekovan pouze 1 ze SARS-CoV-2 genli
(Ct hodnota > 38), Ct hodnota pro IC > 41

Nejasny vysledek detekovany 2 cilové SARS-CoV-2 geny (Ct hodnota
<41) nebo 1 SARS-CoV-2 gen (Ct hodnota < 38)
-vzorek je potfeba zopakovat od izolace RNA, poté
provést RT-PCR
-pokud byl znova detekovan alespon 1 z cilovych
SARS-CoV geni (Ct hodnota < 41) vzorek byl
vyhodnocen jako SARS-CoV-2 pozitivni
Ct hodnota pro IC > 41
vzorek je potfeba zopakovat od izolace RNA, poté
provést RT-PCR

Spatny odbér pokud i po opakované analyze je Ct hodnota pro
IC>41
doporuéen novy odbér vzorku

Legenda: IC — interni kontola

Ziskana data byla nasledné zpracovana pomoci statistického softwaru R (verze 4.0.3, R Core
Team, The R Project for Statistical Computing (http://sww.r-project.org) (naposledy
navstiveno 5. 1. 2021). Pii statistickém zpracovani dat byl v této studii vyuzit odbér vzorku

nasofaryngedlniho stéru jako referencni hodnota (zlaty standard). Podle vysledka
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nasopharyngealnich stérii byla u samoodbérii kloktanim pomoci odbérové sady GARGTEST
urcena senzitivita, specificita, pozitivni a negativni prediktivni hodnota, pfesnost a vypocet

Cohenova koeficientu kappa.
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7. Vysledky

V priabehu experimentalni ¢asti byla detekovana piitomnost SARS-CoV-2 v 724 parovych
vzorcich nasopharyngealnich stéri a samoodbéri kloktanim odebranych pomoci sady
GARGTEST (Priloha ¢. 2). Pritomnost infekce SARS-CoV-2 byla testovana pomoci
multiplex real-time RT-PCR za pouziti reakéni soupravy Liferiver Novel Coronavirus
(2019-nCoV) Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Detection for 3 Genes).

Piitomnost infekce virem SARS-CoV-2 byla potvrzena u 44,6 % (323/724)
nasopharyngealnich stérd a 39,5 % (286/724) samoodbéri kloktanim (tabulka ¢. 6).
U 55,4 % (401/724) nasopharyngealnich stéri a 53 % (384/724) samoodbérovych vzorki
nebyla infekce prokazana. Vysledky parovych vzorkt se lisily u 54 z 724 vzorkd.

Ve srovnani sreferenéni metodou odbéru (nasopharyngeani stér) bylo
2,3 % (17/724) samoodbéru kloktanim vyhodnoceno jako falesné pozitivni a 5,1 % (37/724)
samoodbért kloktanim bylo vyhodnoceno jako falesné negativni. Ve srovnani s vySetienim
vzorkll nasopharyngedlnich stérd dosahovala detekce SARS-CoV-2 v samoodbérech
kloktanim 0,885 sensitivity (95 % CI: 0,846-0,918) a 0,958 specificity (95 % ClI: 0,881
0,937). Pozitivni prediktivni hodnota vySetfeni vzorkd samoodbéri dosahovala
0,944 (95 % CI: 0,912-0,944), negativni prediktivni hodnota dosahovala
0,912 (95 % ClI: 0,881-0,937). Celkova mira shody (Cohenovo kappa) mezi detekci SARS-
CoV-2 V nasopharyngealnich stérech a samoodbérech  kloktani Cinila
[«] = 0,848 (95 %, CI: 0,775-0,921; P = 0,0097 [McNemar] s ptesnosti 0,925.

Tab. 6: Porovnani detekce ptitomnosti SARS-CoV-2 pomoci multiplex real-time RT-PCR
u nasopharyngealnich stért a samoodbért kloktanim pomoci sady GARGTEST.

Detekce SARS-CoV-2 Nasopharyngealni stér* Samoodbér kloktanim

Pozitivni 323 286
Fale$né pozitivni 0 17
Negativni 401 384
Fale$né negativni 0 37
Celkem 724 724
Senzitivita 0,885
Specificita 0,958
Piesnost detekce 0,925

* vzorky nasopharyngealnich stérti byly vyuzity jako referencni hodnota (zlaty standard)
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Pouze jeden z parového vzorku byl SARS-CoV-2 pozitivni v 7,46 % ptipada (54/724).
Ve 37 ptipadech byl jako pozitivni vyhodnocen pouze nasopharyngealni stér
a Vv 17 ptipadech byl pozitivni pouze vzorek samoodbéru. U vzorkll pozitivnich pouze
v nasopharyngealnim stéru dosahoval median Ct hodnot pro gen E 32,01 (95 % CI: 28,09—
37,29), pro gen N 32,80 (95 % CI: 29,01-37,21) a pro ORFlab 33,85 (95 % CI:30,54—
37,36) (Obr. X). U vzorku, kde byl pozitivni na piitomnost SARS-CoV-2 pouze samoodbér
kloktanim byl median Ct pro gen E 34,56 (95 % ClI: 32,08-38,43), 34,37 progen N (95 % CI:
32.29-37,53) a 35,89 pro gen kodujici ORFlab (95 % CI: 33,67-39,52) (Obr. 8).

401

. é gene
30+ |
L] E E gen
O | EI N gen
E3 oRrF
i B3 c
204 e o'°

T T L] L]
garg+ naso+ garg++ naso++

group

Obr. 8: Porovnani Ct hodnot u SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkid nasopharyngealnich stéra
a samoodbért kloktanim. Legenda: Garg+ piedstavuji vzorky pozitivni na SARS-CoV-2
pouze u samoodbéri kloktdnim pomoci sady GARGTEST. Naso+ predstavuji vzorky
pozitivni na SARS-CoV-2 pouze u nasopharyngealnich stért. Garg++ ptedstavuji vzorky
samoodbéra kloktani, kdy byl SARS-CoV-2 pozitivi vzorek samoodbéru i parovy vzorek
nasofaryngeaniho stéru. Naso++ piedstavuji vzorky nasofaryngeéaniho stéru, kdy byl SARS-
CoV-2 pozitivi vzorek stéru i parovy vzorek samoodbéru kloktanim. Gen E — gen kddujici
protein obalu (envelope); gen N — gen kodujici protein nukleokapsidy (nucleocapsid); ORF

— gen otevieného ¢teciho ramce ORF1ab; IC — interni kontrola.
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U 15 z 724 nasopharyngealnich stéra (2,07 %) a 50 samoodbéri kloktanim (6,91 %) byl
vysledek vzorku vyhodnocen jako nejasny. U téchto vzorkt byla zopakovana izolace NK
i detekce SARS-CoV-2 pomoci RT-PCR. Z 15 nasopharyngealnich stéri vyhodnocenych
jako nejasnych, byl ve 14 vzorcich stéru detekovan pouze jeden (Ct hodnota < 38) nebo dva
z cilovych genii (Ct hodnota <41) a u 1 vzorku stéru doslo k selhani interni kontroly.
Po zopakovani izolace a RT-PCR, bylo 10 vzorkt vyhodnoceno jako SARS-CoV-2 pozitivni
a5 jako SARS-CoV-2 negativni. U 50 samoodbéri kloktanim byl vysledek vyhodnocen
jako nejasny, protoze byl detekovan pouze jeden (Ct hodnota < 38) nebo dva z cilovych gentu
(Ct hodnota <41). U znovu otestovanych samoodbéri byla prokazana pozitivita

u 31z 50 vzorkii a 19 z 50 vzorka bylo SARS-CoV-2 negativnich.
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8. Diskuze

Cilem studie byla validace samoodbéru kloktanim pomoci komeréné dostupné odbérové
sady GARGTEST, jako vhodného odbérového systému, urc¢eného pro detekci piitomnosti
viru SARS-CoV-2. Soucasnym standardem pro odbér vzorkd, uréenych k detekci
SARS-CoV-2, je odbér nasopharyngealniho stéru, oropharyngealniho stéru nebo jejich
kombinace (Moreira et al., 2021). Odbér stéri je v§ak spojovan se znaénym diskomfortem,
potiebou odborného zdravotniho persondlu, vystavenim personalu riziku nakazy
z ptitomného aerosolu, nehledné na znacnou spotfebu ochranného materidlu a s tim
spojené¢ho ekologického dopadu. Zavedeni vhodné odbérové alteranativy, ktera by mohla
nahradit nejcastéji pouzivané nasopharyngedlni stéry, je kli¢ové pro zvladnuti pandemie
(Huber et al., 2021).

Jednou z moZnych neinvazivnich alternativ je vyplach dutiny ustni kloktanim.
Odebrani vzorku kloktanim muze byt provedeno samoodbérem doma bez pfitomnosti
zdravotniho persondlu. Tim dojde nejen k omezeni pfenosu nakazy, ale 1 ke zmenSeni
spotieby ochranného materialu (Mittal et al., 2020). Vyzkumnym tymem vedenym
Maleckim et al., bylo odhadnuto, Ze pii rutinnim otestovani 924 zdravotnich pracovniku,
bylo diky odebirani vzorku kloktanim usetfeno 225 sad ochranného materialu a piiblizné
1000 stérovych tycinek (Malecki et al., 2020). Odbér kloktanim je vhodny pro onkologické
pacienty nebo osoby, které jsou testovany opakované. U téchto osob by pravidelnym
odbérem mohlo dojit k podrazdéni nosni sliznice. Odbér je také vhodny pro déti,
za piedpokladu schopnosti spravného provedeni kloktani (Morikawa et al., 2015). Vzorek
ziskany kloktanim je navic odebrdn ze stejného anatomického mista jako oropharyngeélni
stér (Bennet et al., 2017). Dalsi vyhodou je ziskani vétsiho objemu vzorku.

Odbér vzorku slin byl pouzit jiz U epidemie zptisobené virem SARS-CoV (Wang
et al., 2004; Liu et al., 2005). Genom SARS-CoV-2 je blizce ptibuzny genomu viru SARS-
CoV (Xu et al. 2020). Tak jako SARS-CoV, i SARS-CoV-2 vyuziva bunéény angiotenzin
konvertujici enzym 2, jako hlavni receptor pro vstup do hostitelské bunky (Hoffmann et al.,
2020). Predchozi experimentalni studie poukazali na zvySenou expresi angiotenzin
konvertujiciho enzymu 2 ve slinnych zlazach. Epitelialni bunky lemujici vyvody slinné zlazy
byly ¢asnym cilem SARS-CoV infekce u Makaka rheus. Tyto poznatky naznacuji, ze slinné
zlazy mohou byt potencidlnim cilem pro SARS-CoV-2 infekci a odbér vyplachu dutiny
ustni, obsahujici sliny, tak mize pfedstavovat vhodny odbérovy zptisob pro detekci infekce

SARS-CoV-2 (Liu et al., 2011; Xu J. et al. 2020).
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V této studii byla prokazana vysoka senzitivita 0,885 (95 % CI: 0,846-0,918) a 0,958
specificita (95 % CI: 0,881-0,937) detekce SARS-CoV-2 pomoci samoodbéri kloktanim.
Mira shody (Cohenovo kappa) mezi detekci SARS-CoV-2 v nasopharyngealnich stérech
a samoodbérech kloktani ¢inila [«] = 0,848 (95 %, CI: 0,775-0,921; P = 0,0097 [McNemar]
s presnosti 0,925. Vysledky ziskané v této studii byly podpotfeny vysledky dalSich studii.

Ve studii provedené tymem Pasomsub et al., bylo vySetieno 200 parovych vzorka
nasopharyngealnich stérti a vzorka slin, které byly testovany na piitomnost SARS-CoV-2
pomoci RT-PCR. Studie rovnéz vyuzivala nasofaryngealniho vzorku jako diagnostického
standardu. Vzorky byly vyhodnocené jako pozitivni pokud Ct hodnota pro studované viralni
geny byla <38. Prevalence infekce Vv nasofaryngealnich stérech odpovidala
9,5 % a ve vzorcich slin 9,0 %. Senzitivita detekce infekce ze slin pomoci RT-PCR byla
0,842 (95 % CI: 0,604 — 0,966) a specificita 0,989 (95 % CI: 0,961 — 0,999). Pozitivni
prediktivni hodnota byla 0,889 (95 % CI: 0,653 — 0,986) a negativni prediktivni hodnota
byla 0,984 (95 % ClI: 0,953 —0,997). Shoda mezi obéma odbérovymi metodami vykazovala
0,975 (koeficient k = 0,851; 95 % CI: 0,723-0,979; P <0.001). Median Ct hodnot u obou
druhti odbéru byl pro ORFab 32,7 (28,5 — 35,0) a pro gen N 31,8 (28,4 — 32,3). RT-PCR
demonstrovala vysokou senzitivitu a porovnatelnou uspésnost detekce u vzorka slin, jako
u soucanych standardnich odbérti nasopharyngealnich stérti. Koeficient k vykazoval silnou
shodu detekce mezi nasofaryngealnimi stéry a vzorky slin (Pasomsub et al., 2020).

V meta-analyze skupiny Buter-Latorte et al. bylo studovano celkem 5922 pacientd.
Jednotlivé studie v meta-analyze vykazovali znacnou variabilitu v selekci pacientl, navrhi
samotné studie a prib&hu onemocnéni, ve kterém se pacienti nachazeli. V primarni analyze
vzorku slin byla souhrnna senzitivita detekce 0,832 (95 %, Cl: 0,747-0,914) a specificita
0,992 (95 %, CI: 0,982-0,998). U nasofaryngealnich stéri byla souhrnna senzitivita
0,848 (95 %, ClI: 0,768-0,924) a specificita 0,989 (95 %, CI: 0,974-0,998) (Butler-Laporte
et al., 2021).

I pfes dobré vysledky méa odbér vzorkii vyplachem st pomoci kloktani urcité limitace.
V této studii byly Ct hodnoty u vzorki odebranych kloktanim vys$S§i, nez u odbéra
nasopharyngedlnich stérii (Obr 8). Ct hodnoty byly také vyssi u vzorkd, pozitivnich pouze
u samoodbéra kloktani —gen E 34,56 (95 % CI: 32,08-38,43), 34,37 gen N (95 % CI: 32.29—
37,53) a 35,89 gen ORF1ab (95 % ClI: 33,67—-39,52), nez u vzorkd, u kterych vysel pozitivni
pouze nasopharyngealni stér — gen E 32,01 (95 % CI: 28,09-37,29), gen N 32,80 (95 % CI:
29,01-37,21) a ORFlab 33,85 (95 % Cl:30,54-37,36). Vyssi Ct hodnoty mohly byt
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zpisobené fedénim vzorku. Samoodbéry byly provedené kloktanim 10 ml vody, kdeZto
nasopharyngealni stéry byly po odebrani vlozeny do zkumavky obsahujici pouze 3 ml
viralniho transportniho média. Moznym feSenim tohoto problému by mohlo byt snizeni
objemu pouzité vody U samoodbért kloktanim.

Ve studii bylo 2,3 % (17/724) samoodbért kloktanim vyhodnoceno 5,1 % (37/724)
samoodbéri kloktanim bylo vyhodnoceno jako faleSné negativnich. Falesné negativni
vysledky mohly byt zptisobeny $patnym kloktanim, pfiliSnym fedénim nebo vizkozitou
vzorku, nebo obsahem potencialné inhibujicich latek — napf. zbytku stravy. Vsechny tyto
moznosti mohly mit negativni vliv na izolaci nukleové kyseliny a nasledné detekce SARS-
CoV-2 pomoci RT-PCR. Ve srovnani s referen¢nim metodou odbéru (nasopharyngeani stér)
bylo 2,3 % (17/724) samoodbéri kloktanim vyhodnoceno jako fale$né pozitivni. Bylo vSak
dokazano, ze virdlni naloz u nasopharyngealnich stéri ¢asem sldbne, mezitim, co je virus
stale detekovatelny v alternativnich odbérovych vzorcich jako napf. v bronchoaveolarni
lavazi nebo sputu (He et al., 2020; Weiss et al., 2020; WHO, 2020). Ve studii Huang et al.,
vykazovaly vzorky endotrachealnich vzork a vzorka sputa vyrazné vyssi obsah viralni
RNA, neZ u vzork NPS a OPS. U vzorkd, které v této studii byly vyhodnoceny jako falesné
pozitivni, tak neni vylou¢ena moznost vyssi viralni naloze v oblasti vyplachu dutiny Ustni,
nez v analyzovanych vzorcich nasopharyngealnich stéra.

Validace jinych izola¢nich metod a souprav pro RT-PCR, jejich senzitivita
a specificita u samoodbéri kloktanim pomoci samoodbérové sady GARGTEST, bude

pfedmétem dalsiho zkoumani.
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0. Z.avér

V diplomové praci byla validovana komeréni samoodbérova sada GARGTEST, jako vhodna
odbérova metoda pro ziskani vzorkt k detekci SARS-CoV-2. Validace prob¢hla na zakladé
porovnani detekce SARS-CoV-2 v 724 parovych vzorcich nasopharyngealnich stéri
a vzorkl samoodbéri kloktanim pomoci sady GARGTEST. Ze vzorkid byla izolovana
nukleova kyselina, ktera byla nasledn¢ amplifikovana pomoci multiplex real-time RT-PCR.

Ve srovnani s referenéni metodou odbéru (nasopharyngedlnim stérem), byla
prokazana  vysoka senzitivita 0,885 (95% Cl: 0,846-0,918) a specificita
0,958 (95 % CI: 0,881-0,937) u detekce SARS-CoV-2 pomoci samoodbérti kloktanim,
a také silna shoda (Cohenovo kappa) mezi detekci SARS-CoV-2 Vv nasopharyngealnich
stérech a samoodbérech kloktani [«] = 0,848 (95 %, CI: 0,775-0,921,
P =0,0097 [McNemar]) s piesnosti 0,925.

Podle vysledkti ziskanych v této studii, je detekce pfitomnosti SARS-CoV-2
ze vzorki slin ziskanych kloktanim, pomoci komeréni samoodbérové sady GARGTEST,
vhodnou alternativou k nasopharyngealnim odbértim. Jeho jednoduchost a rychla dostupnost
by mohla mit pozitivni impakt na feSeni pandemie a véasnym zachytem jedincti nakazenych

SARS-CoV-2 zabranit dalsimu sifeni viru v populaci.

35



10. Seznam literatury

Alanagreh, L., Alzoughool, F., & Atoum, M. (2020). The Human Coronavirus Disease COVID-
19: Its Origin, Characteristics, and Insights into Potential Drugs and Its Mechanisms. Pathogens
(Basel, Switzerland), 9(5), 331. https://doi.org/10.3390/pathogens9050331

Arons, M. M., Hatfield, K. M., Reddy, S. C., Kimball, A., James, A., Jacobs, J. R., ... &
Jernigan, J. A. (2020). Presymptomatic SARS-CoV-2 infections and transmission in a skilled
nursing facility. New England journal of medicine, 382(22), 2081-2090.

Astuti, 1., & Ysrafil (2020). Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2):
An overview of viral structure and host response. Diabetes & metabolic syndrome, 14(4), 407-412.
https://doi.org/10.1016/j.dsx.2020.04.020

Batah, S. S., & Fabro, A. T. (2021). Pulmonary pathology of ARDS in COVID-19: A pathological
review for clinicians. Respiratory medicine, 176, 106239.
https://doi.org/10.1016/j.rmed.2020.106239

Bennett, S., Davidson, R. S., & Gunson, R. N. (2017). Comparison of gargle samples and throat
swab samples for the detection of respiratory pathogens. Journal of virological methods, 248, 83—
86. https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2017.06.010

Boson, B., Legros, V., Zhou, B., Siret, E., Mathieu, C., Cosset, F. L., Lavillette, D., & Denolly,
S. (2021). The SARS-CoV-2 envelope and membrane proteins modulate maturation and retention of
the spike protein, allowing assembly of virus-like particles. The Journal of biological chemistry, 296,
100111. https://doi.org/10.1074/jbc.RA120.016175

Bradburne, A. F., Bynoe, M. L., & Tyrrell, D. A. (1967). Effects of a "new" human respiratory
virus in volunteers. British medical journal, 3(5568), 767-769.
https://doi.org/10.1136/bmj.3.5568.767

Butler-Laporte, G., Lawandi, A., Schiller, I., Yao, M., Dendukuri, N., McDonald, E. G., & Lee,
T. C. (2021). Comparison of Saliva and Nasopharyngeal Swab Nucleic Acid Amplification Testing
for Detection of SARS-CoV-2: A Systematic Review and Meta-analysis. JAMA internal
medicine, 181(3), 353-360. https://doi.org/10.1001/jamainternmed.2020.8876

Carter, L. J., Garner, L. V., Smoot, J. W, Li, Y., Zhou, Q., Saveson, C. J., Sasso, J. M., Gregg,
A. C., Soares, D. J., Beskid, T. R., Jervey, S. R., & Liu, C. (2020). Assay Techniques and Test
Development  for  COVID-19 Diagnosis. ACS  central  science, 6(5), 591-605.
https://doi.org/10.1021/acscentsci.0c00501

36



Carter, S. E., Gobat, N., Pfaffmann Zambruni, J., Bedford, J., van Kleef, E., Jombart, T.,
Mossoko, M., Bulemfu Nkakirande, D., Navarro Colorado, C., & Ahuka-Mundeke, S. (2020).
What questions we should be asking about COVID-19 in humanitarian settings: perspectives from
the Social Sciences Analysis Cell in the Democratic Republic of the Congo. BMJ global health, 5(9),
e003607. https://doi.org/10.1136/bmjgh-2020-003607

Cui, J., Li, F., & Shi, Z. L. (2019). Origin and evolution of pathogenic coronaviruses. Nature
reviews. Microbiology, 17(3), 181-192. https://doi.org/10.1038/s41579-018-0118-9

Daley, P., Castriciano, S., Chernesky, M., & Smieja, M. (2006). Comparison of flocked and rayon
swabs for collection of respiratory epithelial cells from uninfected volunteers and symptomatic

patients. Journal of clinical microbiology, 44(6), 2265-2267.

Dhama, K., Patel, S. K., Sharun, K., Pathak, M., Tiwari, R., Yatoo, M. I., Malik, Y. S., Sah, R.,
Rabaan, A. A., Panwar, P. K., Singh, K. P., Michalak, I., Chaicumpa, W., Martinez-Pulgarin,
D. F., Bonilla-Aldana, D. K., & Rodriguez-Morales, A. J. (2020). SARS-CoV-2 jumping the
species barrier: Zoonotic lessons from SARS, MERS and recent advances to combat this pandemic
virus. Travel medicine and infectious disease, 37, 101830.
https://doi.org/10.1016/j.tmaid.2020.101830

Dinnes, J., Deeks, J. J., Adriano, A., Berhane, S., Davenport, C., Dittrich, S., Emperador, D.,
Takwoingi, Y., Cunningham, J., Beese, S., Dretzke, J., Ferrante di Ruffano, L., Harris, I. M.,
Price, M. J., Taylor-Phillips, S., Hooft, L., Leeflang, M. M., Spijker, R., Van den Bruel, A., &
Cochrane COVID-19 Diagnostic Test Accuracy Group (2020). Rapid, point-of-care antigen and
molecular-based tests for diagnosis of SARS-CoV-2 infection. The Cochrane database of systematic
reviews, 8(8), CD013705. https://doi.org/10.1002/14651858.CD013705

Dixon, B. E., Wools-Kaloustian, K., Fadel, W. F., Duszynski, T. J., Yiannoutsos, C., Halverson,
P. K., & Menachemi, N. (2020). Symptoms and symptom clusters associated with SARS-CoV-2
infection in community-based populations: Results from a statewide epidemiological study. medRxiv
: the preprint server for health sciences, 2020.10.11.20210922.
https://doi.org/10.1101/2020.10.11.20210922

Eftekhari, A., Alipour, M., Chodari, L., Maleki Dizaj, S., Ardalan, M., Samiei, M., Sharifi, S.,
Zununi Vahed, S., Huseynova, 1., Khalilov, R., Ahmadian, E., & Cucchiarini, M. (2021). A
Comprehensive Review of Detection Methods for SARS-CoV-2. Microorganisms, 9(2), 232.
https://doi.org/10.3390/microorganisms9020232

37



Fouchier, R. A., Hartwig, N. G., Bestebroer, T. M., Niemeyer, B., de Jong, J. C., Simon, J. H.,
& Osterhaus, A. D. (2004). A previously undescribed coronavirus associated with respiratory
disease in humans. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 101(16), 6212-6216. https://doi.org/10.1073/pnas.0400762101

Gao, Y., Yan, L., Huang, Y., Liu, F., Zhao, Y., Cao, L., Wang, T., Sun, Q., Ming, Z., Zhang, L.,

Ge, J., Zheng, L., Zhang, Y., Wang, H., Zhu, Y., Zhu, C., Hu, T., Hua, T., Zhang, B., Yang, X.,
. Rao, Z. (2020). Structure of the RNA-dependent RNA polymerase from COVID-19

virus. Science (New York, N.Y.), 368(6492), 779-782. https://doi.org/10.1126/science.abb7498

Goldfarb, D. M., Tilley, P., Al-Rawahi, G. N., Srigley, J. A., Ford, G., Pedersen, H., Pabbi, A.,
Hannam-Clark, S., Charles, M., Dittrick, M., Gadkar, V. J., Pernica, J. M., & Hoang, L. (2021).
Self-Collected Saline Gargle Samples as an Alternative to Health Care Worker-Collected
Nasopharyngeal Swabs for COVID-19 Diagnosis in Outpatients. Journal of clinical
microbiology, 59(4), e02427-20. https://doi.org/10.1128/JCM.02427-20

Gralinski, L. E., & Menachery, V. D. (2020). Return of the Coronavirus: 2019-
nCoV. Viruses, 12(2), 135. https://doi.org/10.3390/v12020135

Guan, Y., Zheng, B. J., He, Y. Q., Liu, X. L., Zhuang, Z. X., Cheung, C. L., Luo, S. W., Li, P.
H., Zhang, L. J., Guan, Y. J., Butt, K. M., Wong, K. L., Chan, K. W., Lim, W., Shortridge, K.
F., Yuen, K. Y., Peiris, J. S., & Poon, L. L. (2003). Isolation and characterization of viruses related
to the SARS coronavirus from animals in southern China. Science (New York, N.Y.), 302(5643), 276—
278. https://doi.org/10.1126/science.1087139

Guan, W. J., Ni, Z. Y., Hu, Y., Liang, W. H., Ou, C. Q., He, J. X,, ... & Zhong, N. S. (2020).
Clinical characteristics of coronavirus disease 2019 in China. New England journal of
medicine, 382(18), 1708-1720.

Hamre, D., & Procknow, J. J. (1966). A new virus isolated from the human respiratory
tract. Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine. Society for Experimental
Biology and Medicine (New York, N.Y.), 121(1), 190-193. https://doi.org/10.3181/00379727-121-
30734

Huang, Y., Chen, S, Yang, Z., Guan, W., Liu, D., Lin, Z,, Zhang, Y., Xu, Z., Liu, X., & Li, Y.
(2020). SARS-CoV-2 Viral Load in Clinical Samples from Critically Il Patients. American journal
of respiratory and critical care medicine, 201(11), 1435-1438.
https://doi.org/10.1164/rccm.202003-0572LE

38



He, X., Lau, E., Wu, P., Deng, X., Wang, J., Hao, X, Lau, Y. C., Wong, J. Y., Guan, Y., Tan,
X., Mo, X,, Chen, Y., Liao, B., Chen, W., Hu, F., Zhang, Q., Zhong, M., Wu, Y., Zhao, L.,
Zhang, F., ... Leung, G. M. (2020). Temporal dynamics in viral shedding and transmissibility of
COVID-19. Nature medicine, 26(5), 672—675. https://doi.org/10.1038/s41591-020-0869-5

Hoffmann, M., Kleine-Weber, H., Schroeder, S., Kriiger, N., Herrler, T., Erichsen, S.,
Schiergens, T. S., Herrler, G., Wu, N. H., Nitsche, A., Miiller, M. A., Drosten, C., & P6hlmann,
S. (2020). SARS-CoV-2 Cell Entry Depends on ACE2 and TMPRSS2 and Is Blocked by a Clinically
Proven Protease Inhibitor. Cell, 181(2), 271-280.e8. https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.02.052

Hu, B., Guo, H., Zhou, P., & Shi, Z. L. (2021). Characteristics of SARS-CoV-2 and COVID-
19. Nature reviews. Microbiology, 19(3), 141-154. https://doi.org/10.1038/s41579-020-00459-7

Huang, Y., Chen, S, Yang, Z., Guan, W., Liu, D,, Lin, Z., Zhang, Y., Xu, Z., Liu, X., & Li, Y.
(2020). SARS-CoV-2 Viral Load in Clinical Samples from Critically Il Patients. American journal
of respiratory and critical care medicine, 201(11), 1435-1438.
https://doi.org/10.1164/rccm.202003-0572LE

Huang, Y., Yang, C., Xu, X. F., Xu, W., & Liu, S. W. (2020). Structural and functional properties
of SARS-CoV-2 spike protein: potential antivirus drug development for COVID-19. Acta
pharmacologica Sinica, 41(9), 1141-1149. https://doi.org/10.1038/s41401-020-0485-4

Huber, M., Schreiber, P. W., Scheier, T., Audigé, A., Buonomano, R., Rudiger, A., Braun, D.
L., Eich, G., Keller, D. L., Hasse, B., Boni, J., Berger, C., Giinthard, H. F., Manrique, A., &
Trkola, A. (2021). High Efficacy of Saliva in Detecting SARS-CoV-2 by RT-PCR in Adults and
Children. Microorganisms, 9(3), 642. https://doi.org/10.3390/microorganisms9030642

Chan, J. F., Kok, K. H., Zhu, Z., Chu, H., To, K. K., Yuan, S., & Yuen, K. Y. (2020). Genomic
characterization of the 2019 novel human-pathogenic coronavirus isolated from a patient with
atypical pneumonia after visiting Wuhan. Emerging microbes & infections, 9(1), 221-236.
https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1719902

Chilamakuri, R., & Agarwal, S. (2021). COVID-19: Characteristics and Therapeutics. Cells, 10(2),
206. https://doi.org/10.3390/cells10020206

Cho, S. Y., Kang, J. M., Ha, Y. E., Park, G. E., Lee, J. Y., Ko, J. H,, Lee, J. Y., Kim, J. M,,
Kang, C. I.,Jo, I. J., Ryu, J. G,, Choi, J. R., Kim, S., Huh, H. J., Ki, C. S., Kang, E. S., Peck, K.
R., Dhong, H. J., Song, J. H., Chung, D. R., ... Kim, Y. J. (2016). MERS-CoV outbreak following
a single patient exposure in an emergency room in South Korea: an epidemiological outbreak
study. Lancet (London, England), 388(10048), 994-1001. https://doi.org/10.1016/S0140-
6736(16)30623-7

39



Jalandra, R., Yadav, A. K., Verma, D., Dalal, N., Sharma, M., Singh, R., Kumar, A., & Solanki,
P. R. (2020). Strategies and perspectives to develop SARS-CoV-2 detection methods and
diagnostics. Biomedicine & pharmacotherapy = Biomedecine & pharmacotherapie, 129, 110446.
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110446

Jayamohan, H., Lambert, C. J., Sant, H. J., Jafek, A., Patel, D., Feng, H., Beeman, M.,
Mahmood, T., Nze, U., & Gale, B. K. (2021). SARS-CoV-2 pandemic: a review of molecular
diagnostic tools including sample collection and commercial response with associated advantages
and limitations. Analytical and bioanalytical chemistry, 413(1), 49-71.
https://doi.org/10.1007/s00216-020-02958-1

Kahn, J. S., & Mclintosh, K. (2005). History and recent advances in coronavirus discovery. The
Pediatric infectious disease journal, 24(11 Suppl), S§223-S226.
https://doi.org/10.1097/01.inf.0000188166.17324.60

Konings, F., Perkins, M. D., Kuhn, J. H., Pallen, M. J., Alm, E. J., Archer, B. N., Barakat, A.,
Bedford, T., Bhiman, J. N., Caly, L., Carter, L. L., Cullinane, A., de Oliveira, T., Druce, J., El
Masry, l., Evans, R., Gao, G. F., Gorbalenya, A. E., Hamblion, E., Herring, B. L., ... Van
Kerkhove, M. D. (2021). SARS-CoV-2 Variants of Interest and Concern naming scheme conducive
for global discourse. Nature microbiology, 6(7), 821-823. https://doi.org/10.1038/s41564-021-
00932-w

Ksiazek, T. G., Erdman, D., Goldsmith, C. S., Zaki, S. R., Peret, T., Emery, S., Tong, S., Urbani,
C., Comer, J. A, Lim, W,, Rollin, P. E., Dowell, S. F., Ling, A. E., Humphrey, C. D., Shieh, W.
J., Guarner, J., Paddock, C. D., Rota, P., Fields, B., DeRisi, J., ... SARS Working Group (2003).
A novel coronavirus associated with severe acute respiratory syndrome. The New England journal
of medicine, 348(20), 1953-1966. https://doi.org/10.1056/NEJM0a030781

Kumar, S., Nyodu, R., Maurya, V. K., & Saxena, S. K. (2020). Morphology, Genome
Organization, Replication, and Pathogenesis of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2). Coronavirus Disease 2019 (COVID-19): Epidemiology, Pathogenesis, Diagnosis,
and Therapeutics , 23-31. https://doi.org/10.1007/978-981-15-4814-7_3

Lai, C. C,, Shih, T. P., Ko, W. C., Tang, H. J., & Hsueh, P. R. (2020). Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and coronavirus disease-2019 (COVID-19): The epidemic
and the challenges. International journal of antimicrobial agents, 55(3), 105924.
https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2020.105924

40



Lam, W. K., Zhong, N. S., & Tan, W. C. (2003). Overview on SARS in Asia and the
world. Respirology (Carlton, Vic.),8 Suppl(Suppl 1), S2-S5. https://doi.org/10.1046/].1440-
1843.2003.00516.x

Lau, S. K., Woo, P. C,, Li, K. S., Huang, Y., Tsoi, H. W., Wong, B. H., Wong, S. S., Leung, S.
Y., Chan, K. H., & Yuen, K. Y. (2005). Severe acute respiratory syndrome coronavirus-like virus
in Chinese horseshoe bats. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 102(39), 14040-14045. https://doi.org/10.1073/pnas.0506735102

Lau, S. K., Woo, P. C,, Yip, C. C., Tse, H., Tsoi, H. W., Cheng, V. C., Lee, P., Tang, B. S,,
Cheung, C. H., Lee,R. A, So, L. Y., Lau, Y.L.,Chan, K. H., & Yuen, K. Y. (2006). Coronavirus
HKU1 and other coronavirus infections in Hong Kong. Journal of clinical microbiology, 44(6),
2063-2071. https://doi.org/10.1128/JCM.02614-05

Lauer, S. A, Grantz, K. H., Bi, Q., Jones, F. K., Zheng, Q., Meredith, H. R., Azman, A. S.,
Reich, N. G., & Lessler, J. (2020). The Incubation Period of Coronavirus Disease 2019 (COVID-
19) From Publicly Reported Confirmed Cases: Estimation and Application. Annals of internal
medicine, 172(9), 577-582. https://doi.org/10.7326/M20-0504

Li F. (2016). Structure, Function, and Evolution of Coronavirus Spike Proteins. Annual review of
virology, 3(1), 237-261. https://doi.org/10.1146/annurev-virology-110615-042301

Li, Q., Guan, X., Wu, P., Wang, X., Zhou, L., Tong, Y., Ren, R., Leung, K., Lau, E., Wong, J.
Y., Xing, X., Xiang, N., Wu, Y., Li, C., Chen, Q., Li, D., Liu, T., Zhao, J., Liu, M., Tu, W,, ...
Feng, Z. (2020). Early Transmission Dynamics in Wuhan, China, of Novel Coronavirus-Infected
Pneumonia. The New England journal of medicine, 382(13), 1199-1207.
https://doi.org/10.1056/NEJM0a2001316

Li, W., Shi, Z., Yu, M., Ren, W., Smith, C., Epstein, J. H., Wang, H., Crameri, G., Hu, Z.,
Zhang, H., Zhang, J., McEachern, J., Field, H., Daszak, P., Eaton, B. T., Zhang, S., & Wang,
L. F. (2005). Bats are natural reservoirs of SARS-like coronaviruses. Science (New York,
N.Y.), 310(5748), 676-679. https://doi.org/10.1126/science.1118391

Liu, I.J., Chen, P. J., Yeh, S. H., Chiang, Y. P., Huang, L. M., Chang, M. F., Chen, S. Y., Yang,
P.C., Chang, S. C., Wang, W. K., & SARS Research Group of the National Taiwan University
College of Medicine-National Taiwan University Hospital (2005). Immunofluorescence assay for
detection of the nucleocapsid antigen of the severe acute respiratory syndrome (SARS)-associated
coronavirus in cells derived from throat wash samples of patients with SARS. Journal of clinical
microbiology, 43(5), 2444-2448. https://doi.org/10.1128/JCM.43.5.2444-2448.2005

41



Lu, R., Zhao, X., Li, J., Niu, P., Yang, B., Wu, H., Wang, W., Song, H., Huang, B., Zhu, N., B,
Y., Ma, X., Zhan, F., Wang, L., Hu, T., Zhou, H., Hu, Z., Zhou, W., Zhao, L., Chen, J., ... Tan,
W. (2020). Genomic characterisation and epidemiology of 2019 novel coronavirus: implications for
virus origins and receptor binding. Lancet (London, England), 395(10224), 565-574.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30251-8

Malecki, M., Liisebrink, J., Teves, S., & Wendel, A. F. (2021). Pharynx gargle samples are suitable
for SARS-CoV-2 diagnostic use and save personal protective equipment and swabs. Infection control
and hospital epidemiology, 42(2), 248-249. https://doi.org/10.1017/ice.2020.229

Malik Y. A. (2020). Properties of Coronavirus and SARS-CoV-2. The Malaysian journal of
pathology, 42(1), 3-11.

Mardian, Y., Kosasih, H., Karyana, M., Neal, A., & Lau, C. Y. (2021). Review of Current
COVID-19 Diagnostics and Opportunities for Further Development. Frontiers in medicine, 8,
615099. https://doi.org/10.3389/fmed.2021.615099"

Martinez R. M. (2020). Clinical Samples for SARS-CoV-2 Detection: Review of the Early
Literature. Clinical microbiology newsletter, 42(15), 121-127.
https://doi.org/10.1016/j.clinmicnews.2020.07.001

Mesel-Lemoine, M., Millet, J., Vidalain, P. O., Law, H., Vabret, A., Lorin, V., Escriou, N.,
Albert, M. L., Nal, B., & Tangy, F. (2012). A human coronavirus responsible for the common cold
massively kills dendritic cells but not monocytes. Journal of virology, 86(14), 7577—7587.
https://doi.org/10.1128/JV1.00269-12

Mittal, A., Gupta, A., Kumar, S., Surjit, M., Singh, B., Soneja, M., Soni, K. D., Khan, A. R,
Singh, K., Naik, S., Kumar, A., Aggarwal, R., Nischal, N., Sinha, S., Trikha, A., & Wig, N.
(2020). Gargle lavage as a viable alternative to swab for detection of SARS-CoV-2. The Indian
journal of medical research, 152(1 & 2), 77-81. https://doi.org/10.4103/ijmr.IIMR_2987_20

Moreira, V. M., Mascarenhas, P., Machado, V., Botelho, J., Mendes, J. J., Taveira, N., &
Almeida, M. G. (2021). Diagnosis of SARS-Cov-2 Infection by RT-PCR Using Specimens Other
Than Naso- and Oropharyngeal Swabs: A Systematic Review and Meta-Analysis. Diagnostics
(Basel, Switzerland), 11(2), 363. https://doi.org/10.3390/diagnostics11020363

Morikawa, S., Hiroi, S., & Kase, T. (2015). Detection of respiratory viruses in gargle specimens of
healthy children. Journal of clinical virology : the official publication of the Pan American Society
for Clinical Virology, 64, 59-63. https://doi.org/10.1016/j.jcv.2015.01.00

42



Mulabbi, E. N., Tweyongyere, R., & Byarugaba, D. K. (2021). The history of the emergence and
transmission of human coronaviruses. The Onderstepoort journal of veterinary research, 88(1), el—
e8. https://doi.org/10.4102/0jvr.v88i1.1872

Pal, M., Berhanu, G., Desalegn, C., & Kandi, V. (2020). Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus-2 (SARS-CoV-2): An Update. Cureus, 12(3), e7423.
https://doi.org/10.7759/cureus.7423

Park S. E. (2020). Epidemiology, virology, and clinical features of severe acute respiratory
syndrome -coronavirus-2 (SARS-CoV-2; Coronavirus Disease-19). Clinical and experimental
pediatrics, 63(4), 119-124. https://doi.org/10.3345/cep.2020.00493

Pasomsub, E., Watcharananan, S. P., Boonyawat, K., Janchompoo, P., Wongtabtim, G.,
Suksuwan, W., Sungkanuparph, S., & Phuphuakrat, A. (2021). Saliva sample as a non-invasive
specimen for the diagnosis of coronavirus disease 2019: a cross-sectional study. Clinical
microbiology and infection : the official publication of the European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases, 27(2), 285.e1-285.¢e4.
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2020.05.001

Péré, H., Podglajen, 1., Wack, M., Flamarion, E., Mirault, T., Goudot, G., Hauw-Berlemont,
C., Le, L., Caudron, E., Carrabin, S., Rodary, J., Ribeyre, T., Bélec, L., & Veyer, D. (2020).
Nasal Swab Sampling for SARS-CoV-2: a Convenient Alternative in Times of Nasopharyngeal
Swab Shortage. Journal of clinical microbiology, 58(6), e00721-20.
https://doi.org/10.1128/JCM.00721-20

Premraj, A., Aleyas, A. G., Nautiyal, B., & Rasool, T. J. (2020). Nucleic Acid and Immunological
Diagnostics for SARS-CoV-2: Processes, Platforms and Pitfalls. Diagnostics (Basel,
Switzerland), 10(11), 866. https://doi.org/10.3390/diagnostics10110866

Raj R. (2020). Analysis of non-structural proteins, NSPs of SARS-CoV-2 as targets for
computational  drug  designing. Biochemistry ~ and  biophysics  reports, 25,  100847.
https://doi.org/10.1016/j.bbrep.2020.100847

Rastogi, M., Pandey, N., Shukla, A., & Singh, S. K. (2020). SARS coronavirus 2: from genome to
infectome. Respiratory research, 21(1), 318. https://doi.org/10.1186/s12931-020-01581-z

See, A, & Toh, S. T. (2020). Respiratory sampling for severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2: An Overview. Head & neck, 42(7), 1652—-1656. https://doi.org/10.1002/hed.26232

43



Sheehan, S. A., Hamilton, K. L., Retzbach, E. P., Balachandran, P., Krishnan, H., Leone, P.,
Lopez-Gonzalez, M., Suryavanshi, S., Kumar, P., Russo, R., & Goldberg, G. S. (2021). Evidence
that Maackia amurensis seed lectin (MASL) exerts pleiotropic actions on oral squamous cells with
potential to inhibit SARS-CoV-2 infection and COVID-19 disease progression. Experimental cell
research, 403(1), 112594. https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2021.112594

Sun, P., Lu, X,, Xu, C., Sun, W., & Pan, B. (2020). Understanding of COVID-19 based on current
evidence. Journal of medical virology, 92(6), 548-551. https://doi.org/10.1002/jmv.25722

Tang, T., Bidon, M., Jaimes, J. A., Whittaker, G. R., & Daniel, S. (2020). Coronavirus membrane
fusion mechanism offers a potential target for antiviral development. Antiviral research, 178,
104792. https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2020.104792

Tang, Y. W., Schmitz, J. E., Persing, D. H., & Stratton, C. W. (2020). Laboratory Diagnosis of
COVID-19: Current Issues and Challenges. Journal of clinical microbiology, 58(6), e00512-20.
https://doi.org/10.1128/JCM.00512-20

To, K. K, Tsang, O. T., Yip, C. C., Chan, K. H., Wu, T. C,, Chan, J. M., Leung, W. S., Chik,
T.S., Choi, C. Y., Kandamby, D. H., Lung, D. C., Tam, A. R., Poon, R. W., Fung, A. Y., Hung,
I. F., Cheng, V. C, Chan, J. F., & Yuen, K. Y. (2020). Consistent Detection of 2019 Novel
Coronavirus in Saliva. Clinical infectious diseases : an official publication of the Infectious Diseases
Society of America, 71(15), 841-843. https://doi.org/10.1093/cid/ciaal49

Tom, M. R., & Mina, M. J. (2020). To Interpret the SARS-CoV-2 Test, Consider the Cycle
Threshold Value. Clinical infectious diseases : an official publication of the Infectious Diseases
Society of America, 71(16), 2252-2254. https://doi.org/10.1093/cid/ciaa619

van der Hoek, L., Pyrc, K., Jebbink, M. F., Vermeulen-Oost, W., Berkhout, R. J., Wolthers, K.
C., Wertheim-van Dillen, P. M., Kaandorp, J., Spaargaren, J., & Berkhout, B. (2004).
Identification of a new human coronavirus. Nature  medicine, 10(4), 368-373.
https://doi.org/10.1038/nm1024

Vassilara, F., Spyridaki, A., Pothitos, G., Deliveliotou, A., & Papadopoulos, A. (2018). A Rare
Case of Human Coronavirus 229E Associated with Acute Respiratory Distress Syndrome in a
Healthy Adult. Case reports in infectious diseases, 2018, 6796839.
https://doi.org/10.1155/2018/6796839

Vaz, S. N., Santana, D. S., Netto, E. M., Pedroso, C., Wang, W. K., Santos, F., & Brites, C.
(2020). Salivais areliable, non-invasive specimen for SARS-CoV-2 detection. The Brazilian journal
of infectious diseases : an official publication of the Brazilian Society of Infectious Diseases, 24(5),
422-427. https://doi.org/10.1016/j.bjid.2020.08.001

44



Wang, H., Li, X., Li, T., Zhang, S., Wang, L., Wu, X., & Liu, J. (2020). The genetic sequence,
origin, and diagnosis of SARS-CoV-2. European journal of clinical microbiology & infectious
diseases : official publication of the European Society of Clinical Microbiology, 39(9), 1629-1635.
https://doi.org/10.1007/s10096-020-03899-4

Wang, H., Jean, S., Eltringham, R., Madison, J., Snyder, P., Tu, H., Jones, D. M., & Leber, A.
L. (2021). Mutation-Specific SARS-CoV-2 PCR Screen: Rapid and Accurate Detection of Variants
of Concern and the Identification of a Newly Emerging Variant with Spike L452R Mutation. Journal
of clinical microbiology, 59(8), e0092621. https://doi.org/10.1128/JCM.00926-21

Weiss, A., Jellingso, M., & Sommer, M. (2020). Spatial and temporal dynamics of SARS-CoV-2
in COVID-19 patients: A systematic review and meta-analysis. EBioMedicine, 58, 102916.
https://doi.org/10.1016/j.ebiom.2020.102916

Weissleder, R., Lee, H., Ko, J., & Pittet, M. J. (2020). COVID-19 diagnostics in context. Science
translational medicine, 12(546), eabc1931. https://doi.org/10.1126/scitransimed.abc1931

Wolfel, R., Corman, V. M., Guggemos, W., Seilmaier, M., Zange, S., Miiller, M. A., Niemeyer,
D., Jones, T. C., Vollmar, P., Rothe, C., Hoelscher, M., Bleicker, T., Briinink, S., Schneider, J.,
Ehmann, R., Zwirglmaier, K., Drosten, C., & Wendtner, C. (2020). Virological assessment of
hospitalized patients with COVID-2019. Nature, 581(7809), 465-469.
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2196-x

Woo, P. C,, Lauy, S. K., Chu, C. M., Chan, K. H., Tsoi, H. W., Huang, Y., Wong, B. H., Poon,
R. W, Cai, J. J,, Luk, W. K., Poon, L. L., Wong, S. S., Guan, Y., Peiris, J. S., & Yuen, K. Y.
(2005). Characterization and complete genome sequence of a novel coronavirus, coronavirus HKU1,
from patients with pneumonia. Journal of virology, 79(2), 884-895.
https://doi.org/10.1128/JV1.79.2.884-895.2005

Wu, A., Peng, Y., Huang, B., Ding, X., Wang, X., Niu, P., Meng, J., Zhu, Z., Zhang, Z., Wang,
J., Sheng, J., Quan, L., Xia, Z., Tan, W., Cheng, G., & Jiang, T. (2020). Genome Composition
and Divergence of the Novel Coronavirus (2019-nCoV) Originating in China. Cell host &
microbe, 27(3), 325-328. https://doi.org/10.1016/j.chom.2020.02.001

Wu, J., Yuan, X., Wang, B., Gu, R., Li, W., Xiang, X., Tang, L., & Sun, H. (2020). Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2: From Gene Structure to Pathogenic Mechanisms and Potential
Therapy. Frontiers in microbiology, 11, 1576. https://doi.org/10.3389/fmich.2020.01576

Xiao, J., Fang, M., Chen, Q., & He, B. (2020). SARS, MERS and COVID-19 among healthcare
workers: A narrative review. Journal of infection and public health, 13(6), 843-848.
https://doi.org/10.1016/j.jiph.2020.05.019

45



Xu, X., Chen, P., Wang, J., Feng, J., Zhou, H., Li, X., Zhong, W., & Hao, P. (2020). Evolution
of the novel coronavirus from the ongoing Wuhan outbreak and modeling of its spike protein for risk
of human transmission. Science China. Life sciences, 63(3), 457-460.
https://doi.org/10.1007/s11427-020-1637-5

Yan, Y., Shin, W. 1., Pang, Y. X., Meng, Y., Lai, J., You, C., Zhao, H., Lester, E., Wu, T., &
Pang, C. H. (2020). The First 75 Days of Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) Outbreak: Recent
Advances, Prevention, and Treatment. International journal of environmental research and public
health, 17(7), 2323. https://doi.org/10.3390/ijerph17072323

Yang, P., & Wang, X. (2020). COVID-19: a new challenge for human beings. Cellular & molecular
immunology, 17(5), 555-557. https://doi.org/10.1038/s41423-020-0407-x

Ye, Z. W., Yuan, S, Yuen, K. S, Fung, S. Y., Chan, C. P, & Jin, D. Y. (2020). Zoonotic origins
of human coronaviruses. International journal of biological sciences, 16(10), 1686-1697.
https://doi.org/10.7150/ijbs.45472

Younes, N., Al-Sadeq, D. W., Al-Jighefee, H., Younes, S., Al-Jamal, O., Daas, H. I, Yassine, H.
M., & Nasrallah, G. K. (2020). Challenges in Laboratory Diagnosis of the Novel Coronavirus
SARS-CoV-2. Viruses, 12(6), 582. https://doi.org/10.3390/v12060582

Zaki, A. M., van Boheemen, S., Bestebroer, T. M., Osterhaus, A. D., & Fouchier, R. A. (2012).
Isolation of a novel coronavirus from a man with pneumonia in Saudi Arabia. The New England
journal of medicine, 367(19), 1814-1820. https://doi.org/10.1056/NEJMo0al211721

Zhang, B., Liu, S., Dong, Y., Zhang, L., Zhong, Q., Zou, Y., & Zhang, S. (2020). Positive rectal
swabs in young patients recovered from coronavirus disease 2019 (COVID-19). The Journal of
infection, 81(2), e49-e52. https://doi.org/10.1016/j.jinf.2020.04.023

Zhang, S., Qiao, S., Yu, J,, Zeng, J., Shan, S., Tian, L., Lan, J., Zhang, L., & Wang, X. (2021).
Bat and pangolin coronavirus spike glycoprotein structures provide insights into SARS-CoV-2
evolution. Nature communications, 12(1), 1607. https://doi.org/10.1038/s41467-021-21767-3

Zhong, N. S., Zheng, B. J., Li, Y. M., Poon, Xie, Z. H., Chan, K. H., Li, P. H., Tan, S. Y., Chang,
Q., Xie, J. P, Liu, X. Q., Xu, J., Li, D. X, Yuen, K. Y., Peiris, & Guan, Y. (2003). Epidemiology
and cause of severe acute respiratory syndrome (SARS) in Guangdong, People's Republic of China,
in February, 2003. Lancet (London, England), 362(9393), 1353-1358.
https://doi.org/10.1016/s0140-6736(03)14630-2

46



Zhou, P., Yang, X. L., Wang, X. G., Hu, B., Zhang, L., Zhang, W, Si, H. R., Zhu, Y., Li, B.,
Huang, C. L., Chen, H. D., Chen, J., Luo, Y., Guo, H., Jiang, R. D., Liu, M. Q., Chen, Y., Shen,
X. R., Wang, X., Zheng, X. S., ... Shi, Z. L. (2020). A pneumonia outbreak associated with a new
coronavirus of probable bat origin. Nature, 579(7798), 270-273. https://doi.org/10.1038/s41586-
020-2012-7

Zou, L., Ruan, F., Huang, M., Liang, L., Huang, H., Hong, Z., Yu, J., Kang, M., Song, Y., Xia,
J., Guo, Q., Song, T., He, J., Yen, H. L., Peiris, M., & Wu, J. (2020). SARS-CoV-2 Viral Load in
Upper Respiratory Specimens of Infected Patients. The New England journal of medicine, 382(12),
1177-1179. https://doi.org/10.1056/NEJMc2001737

CDC. [online] [navstiveno dne 24.7.2021] SARS-CoV-2 Variant Classifications and Definitions.

Dostupné z: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/variants/variant-info.html#Concern

CDC. [online] [navstiveno dne 24.7.2021] Science Brief: Emerging SARS-CoV-2 Variants.
Dostupné z: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/science/science-briefs/scientific-brief-

emerging-variants.html

CDC. [online] [navstiveno dne 24.7.2021] About Variants of the Virus that Causes COVID-19.

Dostupné z: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/variants/variant.html

CDC. [online] [navstiveno dne 24.7.2021] Interim Guidance for Antigen Testing for SARS-CoV-2.
Dostupné z: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/resources/antigen-tests-

guidelines.html

COPAN. [online] [navstiveno dne 4.7.2021] Dostupné z https://www.copanusa.com/covid-19-

sample-collection-kits-for-upper-respiratory-tract-specimens/
GARGTEST. [online] [navstiveno dne 4.7.2021] Dostupné z https://www.gargtest.com/

LifeScience. [online] [navstiveno dne 4.7.2021] Dostupné Z:

https://lifescience.roche.com/en_cz/articles/magna-pure-lc--instrument-system-technology.html

LifeSpan BioSciences. [online] [navstiveno dne 4.7.2021] Dostupné z:

https://www.lsbio.com/media/whitepapers/sars-cov-2-and-covid-19-pathogenesis-a-revie

MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit. [online] [navstiveno 4.7.2021] Dostupné
z https://www.n-genetics.com/products/1295/1023/16530.pdf

WHO. [online] [navstiveno dne 4.7.2021] Antigen-detection in the diagnosis of SARS-CoV-2
infection using rapid immunoassays. Dostupé z: https://www.who.int/publications/i/item/antigen-

detection-in-the-diagnosis-of-sars-cov-2infection-using-rapid-immunoassays

47



11.  Ptilohy

Priloha 1: Navod vyrobce GARGTESTu, postup samoodbéru
Piiloha 2: Souhrnna tabulka vysledku validace

48



Priloha 1: Navod vyrobce GARGTESTu, postup samoodbéru

(%9 GARGTEST POSTUP SAMOODBERU

Odbér si provédte nejlépe rano pred hygienou dutiny Ustni. Pfi samotném
odbéru presné dodrzujte uvedené instrukce.

g

. Obsah odmérky vlejte do Ust Kloktejte po dobu
N .
pfﬁglil::ée (\)/gr(\qu:é;jk‘;r - nepolykejte! Pokud omylem nejméné 20-30 vtefin.
0o rysku 10 ml (zhruba polknete, nic se nedéje, postup
polovina odmérky) opakujte od bodu ¢islo 1.

Vyplivnéte obsah Vasich tst do Zkumavku velmi
oteviené transportni zkumavky. peclivé uzaviete.
Ve zkumavce je stabilizacni
prasek, ktery nesmite vysypat.
Je dlezity pro uchovani
vzorku.

Na zkumavku nalepte
carovy kod. V pripadé, Ze
jste nevyplnili elektronickou
zadanku nalepte druhy
carovy kod na papirovou
zadanku.

Uzavienou zkumavku Uzavieny sacek obsahujici Takto zabalenou zkumavku
vloZte do mensiho zkumavku vloZzte do druhého se vzorkem vloZte do
cerného sacku cerného sacku a prilozte pribalené bublinkové obalky
a uzavrete. vypInénou papirovou Zédanku. a zalepte. Obalku odneste
Pokud jste zadanku vyplnili na odbérové misto, shérné

elektronicky, papirovou misto, k lékafi nebo do
zé&danku jiz neprikladejte. Pak  laboratofe podle toho, kdo
sacek uzavrete. vySetreni indikoval nebo jej
proved|.
www.gargtest.com



Priloha 2: Souhrnna tabulka vysledk validace

Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV36736 |37,52 [39,80 (40,56 |29,21 |poz. 30,50 | neg. poz.
CoV36780 30,19 |neg. 37,32 (37,60 |37,43 |30,88 | poz. poz.
CoV37352 34,71 |35,12 |35,94 |30,50 |poz. 32,55 (32,79 |34,16 |30,70 | poz. poz.
CoV37353 29,20 | neg. 30,02 | neg. neg.
CoV37357 30,15 | neg. 29,87 | neg. neg.
CoV37359 29,59 | neg. 30,74 | neg. neg.
CoV37361 33,23 |34,52 (3593 |30,45 |poz. 34,47 |37,68 |36,76 |29,67 | poz. poz.
CoV37363 30,36 |neg. 32,43 | neg. neg.
CoV37377 20,37 |20,52 (25,44 |22,37 |poz. 31,19 |31,91 |33,00 |29,69 |poz. poz.
CoV37385 31,11 | neg. 30,37 | neg. neg.
CoV37388 30,49 | neg. 29,45 | neg. neg.
CoV37391 30,77 | neg. 30,45 | neg. neg.
CoV37395 |22,51 |23,35 |25,84 |23,78 |poz. 30,28 30,78 |31,84 |29,52 | poz. poz.
CoV37396 30,48 | neg. 30,51 | neg. neg.
CoV37397 31,10 |neg. 29,61 | neg. neg.
CoV37401 32,12 | neg. 31,18 | neg. neg.
CoV37403 |23,12 |23,70 |24,54 poz. 33,05 |[34,33 |34,42 |31,05 | poz. poz.
CoV37405 |19,45 |19,94 |21,56 poz. 22,46 |22,57 |23,71 poz. poz.
CoV37408 30,31 | neg. 29,20 | neg. neg.
CoV37411 30,28 | neg. 29,72 | neg. neg.
CoV37415 30,39 |neg. 30,36 | neg. neg.
CoV37420 29,64 | neg. 29,64 | neg. neg.
CoV37422 20,55 |21,31 |23,85 |21,89 |poz. 28,70 29,36 |32,21 | 28,76 | poz. poz.
CoV37426 30,48 | neg. 30,35 | neg. neg.
CoV37427 29,21 |neg. 29,81 | neg. neg.
CoV37428 22,03 (22,67 |24,59 |23,40 |poz. 24,48 | 25,44 |27,83 |25,48 | poz. poz.
CoV37439 30,98 | neg. 31,04 | neg. neg.
CoV37440 (30,94 (30,73 (32,22 |31,50 | poz. 29,59 29,70 |31,52 |32,17 | poz. poz.
CoV37441 31,02 |neg. 31,05 | neg. neg.
CoV37445 26,23 |26,64 (27,23 |29,49 | poz. 31,66 | neg. poz.
CoV37448 31,21 | neg. 32,20 | neg. neg.
CoV37456 |31,07 |31,35 (32,07 |31,63 |poz. 33,58 |[34,30 |34,54 |30,75 | poz. poz.
CoV37457 31,17 | neg. 31,79 | neg. neg.
CoV37461 29,95 |neg. 29,96 | neg. neg.
CoV37466 |24,45 |25,40 (27,62 |25,45 |poz. 32,29 |33,56 |35,54 |29,47 | poz. poz.
CoV37469 |27,63 |28,48 (30,45 |27,87 |poz. 27,96 |28,88 |30,54 |27,98 | poz. poz.
CoV37470 |25,53 |26,41 (27,37 |26,70 |poz. 33,95 |35,74 |35,23 | 30,25 | poz. poz.
CoV37472 18,19 |18,49 (21,55 |19,90 | poz. 26,57 |26,74 |30,21 |27,88 | poz. poz.
CoV37482 18,74 |20,40 (22,22 |19,76 |poz. 28,37 29,92 (31,00 | 28,83 | poz. poz.
CoV37486 28,87 | neg. 30,45 | neg. neg.
CoV37488 31,28 |32,11 (33,25 |28,87 |poz. 32,51 |33,14 | 34,42 | 29,77 | poz. poz.
CoV37490 |12,47 |12,54 (17,74 |14,69 | poz. 32,40 33,16 |34,19 |30,38 | poz. poz.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV37495 26,85 |26,72 |29,02 |34,38 |poz. 36,86 |40,04 |37,44 |32,41 | poz. poz.
CoV37496 |24,07 |24,18 |25,35 |29,83 |poz. 38,07 36,85 | 29,53 | poz. poz.
CoV37502 29,82 | neg. 29,92 | neg. neg.
CoV37503 30,50 |neg. 31,46 | neg. neg.
CoV37517 32,41 |33,56 |[33,86 |30,54 |poz. 30,61 |31,44 |31,95 |29,90 | poz. poz.
CoV37521 31,53 | neg. 25,46 |25,41 |26,60 |36,05 | poz. poz.
CoV37522 29,78 | neg. 30,43 | neg. neg.
CoV37528 31,05 |neg. 31,63 | neg. neg.
CoV37532 30,15 | neg. 30,66 | neg. neg.
CoV37534 30,28 | neg. 30,46 | neg. neg.
CoV37581 |15,42 |15,26 |18,21 poz. 33,20 35,48 |35,11 |31,03 | poz. poz.
CoV37590 |22,87 |23,32 |23,94 poz. 31,75 |32,58 |33,33 |31,26 | poz. poz.
CoV37591 21,50 |22,09 |23,04 poz. 27,15 |27,64 |28,27 |32,20 | poz. poz.
CoV37597 30,08 | neg. 30,34 | neg. neg.
CoV37671 30,99 |neg. 30,20 | neg. neg.
CoV37673 30,47 |neg. 30,30 | neg. neg.
CoV37675 31,00 |neg. 33,10 | neg. neg.
CoV37677 31,18 | neg. 29,41 | neg. neg.
CoV37678 19,83 |19,97 |23,53 |21,84 |poz. 30,40 | neg. poz.
CoV37680 31,83 | neg. 29,76 | neg. neg.
CoV37683 29,24 |29,63 (32,78 |29,71 | poz. 31,64 32,42 |34,77 |29,98 | poz. poz.
CoV37684 31,50 |neg. 30,17 | neg. neg.
CoV37686 30,65 |neg. 29,59 | neg. neg.
CoV37691 29,45 | neg. 29,34 | neg. neg.
CoV37792 41,03 |31,54 |neg. 31,37 | neg. neg.
CoV37796 21,08 |21,42 |22,08 poz. 26,71 | 26,73 |27,26 | 34,60 | poz. poz.
CoV37811 |21,59 |22,11 |23,05 poz. 28,28 | 28,45 |29,58 |31,19 | poz. poz.
CoV37813 21,88 |22,31 (23,42 poz. 30,18 (30,73 |30,84 |31,41 | poz. poz.
CoV37823 33,11 |33,48 (34,33 |31,25 | poz. 33,31 |34,32 |33,85 |30,51 | poz. poz.
CoV37824 29,75 |29,86 [30,62 |31,23 |poz. 30,87 | neg. poz.
CoV37829 33,14 | neg. 31,72 | neg. neg.
CoV37839 23,01 | 23,21 |24,42 poz. 31,07 | neg. poz.
CoV37840 29,95 [30,99 (31,24 |32,50 |poz. 34,25 |35,05 |36,09 |31,74 | poz. poz.
CoV37842 31,14 | neg. 31,19 | neg. neg.
CoV37851 31,21 |neg. 31,07 | neg. neg.
CoV37865 31,25 |neg. 31,38 | neg. neg.
CoV37866 |31,63 |31,86 (33,23 |31,23 | poz. 31,78 32,20 |32,71 |30,91 | poz. poz.
CoV37868 31,89 |neg. 30,52 | neg. neg.
CoV37869 20,33 [18,93 |22,35 poz. 29,77 30,06 |30,12 |30,75 | poz. poz.
CoV37872 30,54 | neg. 30,10 | neg. neg.
CoV37873 30,67 |nesg. 30,70 | neg. neg.
CoV37874 20,89 |20,59 |22,30 poz. 25,02 |25,11 | 25,47 poz. poz.
CoV37889 32,29 (32,46 (32,65 |31,54 |poz. 34,78 38,63 |34,73 |31,30 | poz. poz.
CoV37891 31,45 |32,56 (33,39 |32,86 |poz. 35,62 |37,47 |38,18 |32,52 | poz. poz.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV38131 31,44 | neg. 30,59 | neg. neg.
CoV38137 28,44 |29,10 |29,35 |31,05 |poz. 30,85 |[31,42 |31,33 |30,59 | poz. poz.
CoV38138 32,04 | neg. 39,17 (32,17 | neg. neg.
CoV38141 |19,27 |19,39 |19,45 poz. 30,61 |31,00 |30,80 |31,43 | poz. poz.
CoV38143 31,08 | neg. 31,30 | neg. neg.
CoV38148 23,19 |23,25 |23,34 poz. 32,02 |32,28 |32,26 |30,82 | poz. poz.
CoV38155 32,03 |neg. 30,23 | neg. neg.
CoV38156 |26,22 |26,20 (27,43 |32,25 |poz. 30,57 |30,71 |30,74 |30,40 | poz. poz.
CoV38164 32,10 |neg. 31,58 | neg. neg.
CoV38167 |24,52 |22,55 |25,40 poz. 26,49 |26,52 |27,33 | 35,20 | poz. poz.
CoV38169 31,51 |neg. 30,17 | neg. neg.
CoV38178 31,58 | neg. 30,64 | neg. neg.
CoV38186 41,11 |31,58 |neg. 30,37 | neg. neg.
CoV38190 31,39 |neg. 31,03 | neg. neg.
CoV38195 32,11 |neg. 30,95 | neg. neg.
CoV38208 |25,78 |27,07 |26,54 poz. 33,68 |[35,95 |34,71 |30,71 | poz. poz.
CoV38214 31,22 | neg. 30,73 | neg. neg.
CoV38228 30,63 | neg. 30,52 | neg. neg.
CoV38233 25,48 |25,35 |26,41 poz. 30,47 (31,13 |31,37 |31,36 | poz. poz.
CoVv38241 37,54 (37,79 |36,88 |31,64 |poz. 30,42 | neg. poz.
CoV38246 |31,42 (33,25 (32,38 |31,85 |poz. 33,58 |[36,65 |34,14 |31,38 | poz. poz.
CoV38256 30,77 | neg. 29,64 | neg. neg.
CoV38262 |25,18 |25,44 |24,98 poz. 29,17 29,73 |30,13 | 30,86 | poz. poz.
CoV38264 31,89 | neg. 31,42 | neg. neg.
CoV38268 |26,50 |26,58 |26,46 poz. 27,44 27,60 |28,85 |31,27 | poz. poz.
CoV38271 |33,05 |33,42 (33,99 |32,37 |poz. 32,42 |33,37 |32,80 |31,13 | poz. poz.
CoV38272 30,31 | neg. 30,07 | neg. neg.
CoV38273 33,01 |neg. 31,47 | neg. neg.
CoV38295 32,98 |neg. 29,57 | neg. neg.
CoVv38298 21,35 |21,63 |23,64 |38,59 |poz. 38,84 |40,49 |38,48 |31,08 | poz. poz.
CoV38312 28,00 |28,62 (28,79 |30,38 |poz. 30,25 |[31,45 |32,01 |29,68 | poz. poz.
CoV38316 |20,36 |21,26 (21,45 poz. 29,80 31,04 |31,45 |29,17 | poz. poz.
CoV38318 30,21 | neg. 29,39 | neg. neg.
CoV38319 |25,81 |26,50 |26,74 |33,15 | poz. 31,23 32,50 |32,31 |29,74 | poz. poz.
CoV38322 30,31 | neg. 29,04 | neg. neg.
CoV38325 |20,08 |19,65 |23,10 poz. 28,07 |28,51 |29,07 |30,30 | poz. poz.
CoV38335 30,63 [31,91 [32,28 |30,25 | poz. 31,16 |31,92 |32,28 | 29,09 | poz. poz.
CoV38336 30,72 | neg. 30,25 | neg. neg.
CoV38337 31,14 | neg. 30,05 | neg. neg.
CoV38338 30,72 | neg. 28,74 | neg. neg.
CoV38347 39,44 (39,42 |32,01 |poz. 31,74 | neg. poz.
CoV38357 29,85 | neg. 30,70 |31,79 |32,20 | 28,74 | poz. poz.
CoV38358 20,01 |20,61 |22,11 poz. 23,60 |24,06 |25,27 |32,73 | poz. poz.
CoV38362 |38,49 38,50 |32,56 |poz. 33,08 |34,13 |35,17 |31,12 | poz. poz.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV38363 33,04 |neg. 31,74 | neg. neg.
CoV38366 30,17 | neg. 29,48 | neg. neg.
CoV38474 29,83 | neg. 29,34 | neg. neg.
CoV38482 21,04 |22,00 (22,78 |40,27 |poz. 23,34 | 24,06 |24,18 |40,43 | poz. poz.
CoV38489 32,18 |neg. 32,34 | neg. neg.
CoV38586 [32,62 |33,07 (32,54 |30,56 |poz. 30,32 |31,20 |31,55 |30,39 | poz. poz.
CoV38594 30,30 | neg. 30,11 | neg. neg.
CoV38604 29,96 | neg. 29,26 | neg. neg.
CoV38634 30,02 |nesg. 29,81 | neg. neg.
CoV38639 29,75 | neg. 28,79 | neg. neg.
CoV38666 30,23 | neg. 30,00 | neg. neg.
CoV38698 30,07 | neg. 29,94 | neg. neg.
CoV38717 30,01 |neg. 30,17 | neg. neg.
CoV38724 19,22 |19,67 |20,75 poz. 28,01 |29,08 |29,73 |30,39 | poz. poz.
CoV38729 32,32 |33,54 (34,07 |30,46 |poz. 36,54 |37,14 | 31,60 | poz. poz.
CoV38908 36,18 |39,37 (36,19 |29,62 |poz. 34,96 |35,13 |35,12 | 29,19 | poz. poz.
CoV38913 30,11 | neg. 30,40 | neg. neg.
CoV38929 29,85 | neg. 30,16 | neg. neg.
CoV38930 |23,62 (24,51 (25,45 |34,35 |poz. 27,88 |28,48 [29,30 | 29,91 | poz. poz.
CoV38935 28,67 |29,73 (30,13 |32,62 |poz. 38,31 36,30 31,45 | poz. poz.
CoV38943 30,16 |31,27 (31,59 |29,66 |poz. 30,71 |31,29 |32,10 |30,54 | poz. poz.
CoV38944 31,14 |31,67 |32,53 |30,18 | poz. 33,41 |33,93 | 34,38 |30,40 | poz. poz.
CoV38946 30,57 |neg. 31,21 | neg. neg.
CoV38949 29,93 | neg. 29,72 | neg. neg.
CoV38950 30,24 | neg. 30,57 | neg. neg.
CoV38956 |36,42 (38,15 (37,46 |32,25 |poz. 33,25 |34,81 |34,86 |29,30 | poz. poz.
CoV38959 |25,86 (27,10 (27,54 |31,67 |poz. 29,02 |30,18 |30,48 |30,37 | poz. poz.
CoV38981 34,93 (36,63 (36,41 |30,24 |poz. 29,81 | neg. poz.
CoV38987 |24,73 |25,44 (26,38 |29,80 |poz. 28,40 |29,26 |29,80 |29,19 | poz. poz.
CoV38988 30,38 | neg. 29,55 | neg. neg.
CoV39269 |35,68 |36,16 (36,95 |31,09 |poz. 28,59 | neg. poz.
CoVv39278 34,02 |33,78 |35,27 |30,38 | poz. 37,40 |37,58 |36,73 |29,49 | poz. poz.
CoV39288 30,48 | neg. 30,20 | neg. neg.
CoV39290 30,28 | neg. 30,18 | neg. neg.
CoV39291 31,04 |neg. 29,61 | neg. neg.
CoV39300 31,19 |neg. 29,68 | neg. neg.
CoV39302 30,49 | neg. 30,06 | neg. neg.
CoV39314 30,61 |neg. 30,08 | neg. neg.
CoV39322 30,79 |nesg. 29,65 | neg. neg.
CoV39323 |26,12 |27,02 |26,99 |30,22 |poz. 33,27 |34,30 |34,58 |30,16 | poz. poz.
CoV39326 |28,53 |2893 (28,80 |30,52 |poz. 38,14 39,72 |38,02 |29,88 | poz. poz.
CoV39329 29,78 | neg. 29,56 | neg. neg.
CoV39330 [29,43 (30,23 (29,77 |30,65 |poz. 33,15 |34,01 |34,65 |30,37 | poz. poz.
CoV39332 30,44 | neg. 30,20 | neg. neg.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV39333 30,73 | neg. 38,85 |36,72 |40,30 | 29,65 | poz. poz.
CoV39335 35,14 |36,01 |36,77 |30,61 |poz. 30,11 | neg. poz.
CoV39341 30,33 | neg. 29,73 | neg. neg.
CoV39342 26,05 |26,76 |27,67 |30,67 |poz. 36,40 |37,24 |37,03 |29,91 | poz. poz.
CoV39348 30,72 | neg. 28,44 | neg. neg.
CoV39365 30,25 | neg. 30,32 | neg. neg.
CoV39379 31,66 |neg. 30,30 | neg. neg.
CoV39384 31,68 | neg. 29,96 | neg. neg.
CoV39388 31,78 |[32,33 (32,31 |29,63 |poz. 35,16 |35,19 |35,51 |30,01 | poz. poz.
CoV39389 31,73 | neg. 30,18 | neg. neg.
CoV39390 30,10 | neg. 29,80 | neg. neg.
CoV39392 29,09 |28,69 |29,28 |30,77 |poz. 31,43 |32,11 |32,69 |30,01 | poz. poz.
CoV39397 34,06 |neg. 29,63 | neg. neg.
CoV39399 31,52 | neg. 30,35 | neg. neg.
CoV39401 31,17 |neg. 29,58 | neg. neg.
CoV39992 33,39 | neg. 30,24 | neg. neg.
CoV39993 32,97 |neg. 31,76 | neg. neg.
CoV39994 31,76 | neg. 30,72 | neg. neg.
CoV39995 32,40 |neg. 31,99 | neg. neg.
CoV39997 32,75 |neg. 32,13 | neg. neg.
CoV39999 |25,88 |25,81 (26,27 |30,02 |poz. 36,75 |38,11 |39,48 |29,45 | poz. poz.
CoV40002 31,86 |neg. 31,11 | neg. neg.
CoV40003 32,58 |neg. 30,16 | neg. neg.
CoV40007 32,02 |neg. 30,89 | neg. neg.
CoV40008 32,95 |neg. 31,75 | neg. neg.
CoV40011 33,50 |neg. 31,47 | neg. neg.
CoV40012 32,46 |neg. 31,59 | neg. neg.
CoVv40014 33,08 |33,76 (34,66 |31,79 |poz. 30,84 | neg. poz.
CoV40018 29,80 |neg. 32,25 | neg. neg.
CoV40020 30,33 |31,45 (31,89 |32,68 |poz. 32,04 33,19 |33,21 |31,49 | poz. poz.
CoVv40021 32,08 |neg. 37,45 | 38,54 | 28,55 | poz. poz.
CoVv40024 23,04 |23,85 (24,46 |34,53 |poz. 33,78 |34,12 |35,16 |32,11 | poz. poz.
CoV40026 31,40 |neg. 31,83 | neg. neg.
CoV40027 32,47 |neg. 32,34 | neg. neg.
CoVv40028 32,76 | neg. 31,67 | neg. neg.
CoV40044 22,13 |23,05 |23,78 |33,12 | poz. 31,12 31,77 |32,96 |31,91 | poz. poz.
CoV40045 |29,57 |30,43 (31,03 |30,23 | poz. 35,26 |36,85 |37,33 |32,07 | poz. poz.
CoV40048 31,30 |neg. 31,10 | neg. neg.
CoV40049 32,31 |neg. 29,95 | neg. neg.
CoV40054 31,24 | neg. 32,09 | neg. neg.
CoV40064 |26,86 |27,60 (28,30 |31,52 |poz. 32,19 33,32 | 34,10 |33,03 | poz. poz.
CoV40065 29,36 |30,15 (30,21 |31,40 |poz. 28,53 |29,45 |29,82 |31,85 | poz. poz.
CoV40066 |31,75 |32,42 (33,02 |32,44 |poz. 33,95 (34,89 |35,82 |32,55] poz. poz.
CoV40073 |22,37 |22,01 |24,60 |36,32 |poz. 29,20 |30,13 [30,51 |31,74 | poz. poz.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV40077 30,08 | neg. 38,35 |[38,76 |39,52 |32,40 | poz. poz.
CoV40082 29,72 | neg. 29,53 | neg. neg.
CoV40083 | 25,97 |25,67 |26,46 |30,34 |poz. 37,07 37,07 |36,49 |30,11 | poz. poz.
CoV40084 |28,15 |29,24 (30,65 |28,74 |poz. 35,67 |37,02 |37,07 |29,49 | poz. poz.
CoV40086 30,04 | neg. 29,37 | neg. neg.
CoV40092 30,12 | neg. 29,67 | neg. neg.
CoV40099 29,53 | neg. 29,73 | neg. neg.
CoVv40105 |38,31 |37,03 (38,34 |30,28 | poz. 30,00 | neg. poz.
CoV40134 30,23 | neg. 30,38 | neg. neg.
CoVv40137 29,69 | neg. 29,69 | neg. neg.
CoV40139 30,63 | neg. 29,99 | neg. neg.
CoV40147 30,84 | neg. 29,32 | neg. neg.
CoVv40154 22,39 |23,48 |25,00 |23,83 |poz. 27,00 |28,37 [29,60 |27,94 | poz. poz.
CoV40161 |22,51 |23,51 |25,31 |23,85 |poz. 31,89 |33,11 | 34,59 |29,45 | poz. poz.
CoVv40168 29,99 | neg. 29,64 | neg. neg.
CoV40180 29,71 | neg. 29,40 | neg. neg.
CoV40194 28,81 |29,75 |31,35 |29,33 |poz. 33,62 |34,63 |35,69 |29,45|poz. poz.
CoVv40223 29,75 |30,39 (32,21 |29,45 | poz. 31,00 |[32,30 |33,32 |29,23 | poz. poz.
CoV40224 19,68 |20,87 (21,81 |20,90 |poz. 29,16 30,23 |31,89 |28,91 | poz. poz.
CoV40226 |26,70 |27,49 |29,72 |27,77 |poz. 33,57 |34,62 |35,83 |29,35| poz. poz.
CoV40229 |27,19 |28,09 (29,24 |27,99 |poz. 34,89 |35,84 |36,81 |29,00 | poz. poz.
CoV40232 22,02 |23,06 |24,74 |23,48 |poz. 33,95 |34,98 |35,81 |29,43 | poz. poz.
Cov40235 29,48 | neg. 29,39 | neg. neg.
CoV40244 |23,34 |24,46 |25,88 |24,66 |poz. 28,79 30,25 |31,26 | 28,70 | poz. poz.
CoVv40245 29,64 | neg. 29,34 | neg. neg.
CoV40247 23,66 |24,55 |25,86 |25,34 |poz. 33,06 |[33,89 |36,12 |29,16 | poz. poz.
CoV40248 29,86 | neg. 29,64 | neg. neg.
CoV40251 37,27 39,67 |29,72 |poz. 29,68 | neg. poz.
CoV40257 29,29 | neg. 29,68 | neg. neg.
CoV40259 31,42 | neg. 29,45 | neg. neg.
CoV40260 29,79 | neg. 29,38 | neg. neg.
CoVv40262 22,80 |23,74 |25,61 |24,34 |poz. 25,87 |26,78 |28,95 |27,30 | poz. poz.
CoV40267 |23,56 |24,62 |26,87 |25,41 |poz. 36,85 |[37,69 |40,31 |29,81 | poz. poz.
CoV40270 |21,16 |22,00 (24,16 |22,56 | poz. 22,15 | 23,28 |24,65 | 23,49 | poz. poz.
CoVv40271 26,93 |27,92 |28,93 |27,65 |poz. 32,94 34,41 |35,40 |29,29 | poz. poz.
CoV40274 29,61 |neg. 28,88 | neg. neg.
CoV40294 30,23 | neg. 29,66 | neg. neg.
CoV40295 30,20 | neg. 28,96 | neg. neg.
CoV40296 30,15 | neg. 29,52 | neg. neg.
CoV40297 29,59 | neg. 29,74 | neg. neg.
CoV40299 |22,88 |23,77 |25,74 |24,62 |poz. 27,19 |28,04 (30,43 |27,91 | poz. poz.
CoV40301 |25,69 |26,53 |28,89 |27,31 |poz. 27,22 | 28,25 |30,18 | 27,81 | poz. poz.
CoVv40312 21,29 |22,35 (24,33 |22,65 |poz. 32,69 33,76 |35,66 |29,13 | poz. poz.
CoV40314 30,11 | neg. 28,83 | neg. neg.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV40322 30,26 |neg. 29,29 | neg. neg.
CoV40324 30,12 | neg. 29,52 | neg. neg.
CoV40330 29,64 | neg. 29,51 | neg. neg.
CoV40333 29,79 |neg. 30,17 | neg. neg.
CoVv40334 |25,40 |26,29 |26,67 |29,84 |poz. 28,18 |29,17 |29,48 |30,53 | poz. poz.
CoV40339 30,94 |32,28 (31,81 |30,02 |poz. 29,92 31,24 |31,15 | 29,56 | poz. poz.
CoV40344 |25,14 |25,95 |26,26 |29,84 |poz. 35,88 |40,08 |38,39 |30,44 | poz. poz.
CoV40529 30,66 |neg. 30,30 | neg. neg.
CoV40532 |23,89 |25,22 (24,43 |30,02 |poz. 35,10 |37,05 | 36,09 |30,31 | poz. poz.
Cov40542 35,78 |37,63 |36,98 |30,34 |poz. 36,33 [38,03 |38,22 |30,11 | poz. poz.
CoV40544 30,19 | neg. 32,53 |33,62 |33,67 |29,62|poz. poz.
CoV40558 31,15 | neg. 29,81 | neg. neg.
CoV40559 30,35 |neg. 29,58 | neg. neg.
CoV40561 30,83 | neg. 30,63 | neg. neg.
CoV40563 30,62 |neg. 36,78 39,59 |29,82 | poz. poz.
CoV40568 |27,49 |28,89 (28,24 |30,36 |poz. 34,68 |36,23 |36,14 | 29,31 | poz. poz.
CoV40569 29,78 | neg. 29,74 | neg. neg.
CoVv40573 |26,06 |27,51 (27,27 |29,51 |poz. 35,10 |36,55 |36,34 |29,21 | poz. poz.
CoV40584 30,47 |neg. 30,44 | neg. neg.
CoV40585 30,04 | neg. 30,03 | neg. neg.
CoV40595 |25,09 |26,24 |25,97 |29,83 |poz. 28,48 |29,20 (29,17 |30,01 | poz. poz.
CoV40610 |25,07 |26,13 |26,38 |29,78 | poz. 29,53 | neg. poz.
CoV40616 30,19 | neg. 29,65 | neg. neg.
CoV40617 30,28 | neg. 30,36 | neg. neg.
CoV40618 |26,26 |27,64 |27,50 |29,93 |poz. 30,49 [31,99 |31,74 |29,38 | poz. poz.
CoV40619 |37,96 |36,18 (38,80 |30,09 |poz. 38,04 37,70 |37,83 |29,33 | poz. poz.
CoV40629 30,28 | neg. 31,14 | neg. neg.
CoV40630 |31,51 |32,87 (33,14 |30,35 | poz. 31,03 |[32,05 |32,18 |29,20 | poz. poz.
CoV40632 23,03 |23,95 (24,30 |30,04 |poz. 28,21 |29,35 |29,45 | 29,60 | poz. poz.
CoV40636 |37,63 |36,35 (37,26 |30,52 |poz. 29,19 | neg. poz.
CoV40640 29,83 | neg. 30,85 | neg. neg.
CoVv40643 35,05 |37,61 |36,32 |30,24 |poz. 38,35 |[39,57 |37,58 |29,38 | poz. poz.
CoV40644 30,39 |neg. 30,09 | neg. neg.
CoV40651 30,10 | neg. 29,79 | neg. neg.
CoV40669 |19,38 |20,54 |21,00 |37,05 |poz. 29,40 |30,68 |30,83 |29,17 | poz. poz.
CoV40674 |26,16 |27,22 (27,14 |29,91 | poz. 34,92 35,59 |35,79 |30,19 | poz. poz.
CoV40679 32,61 |34,02 (34,53 |30,31 |poz. 34,97 |35,62 |35,52 |29,92 | poz. poz.
CoV40681 30,15 | neg. 30,86 | neg. neg.
CoV40683 30,16 |neg. 31,05 | neg. neg.
CoV40691 30,29 | neg. 30,22 | neg. neg.
CoV40692 30,04 | neg. 30,37 | neg. neg.
CoV40695 30,25 | neg. 29,97 | neg. neg.
CoVv40705 |21,63 |23,05 (22,86 |31,82 |poz. 23,74 | 24,94 |24,82 |30,78 | poz. poz.
CoV40707 30,27 | neg. 29,98 | neg. neg.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoVv40708 |27,12 |28,18 (28,27 |30,17 | poz. 31,90 |[32,27 |31,80 |30,48 | poz. poz.
CoV40712 30,12 | neg. 29,97 | neg. neg.
CoV40724 30,39 | neg. 30,07 | neg. neg.
CoV40735 |34,26 |35,35 (35,42 |30,00 |poz. 34,57 |35,43 |35,23 | 29,64 | poz. poz.
CoVv40739 |23,98 |25,54 |25,04 |29,69 |poz. 28,29 29,83 [29,11 |30,13 | poz. poz.
CoV40745 29,78 | neg. 29,08 | neg. neg.
CoV40747 29,75 | neg. 29,68 | neg. neg.
CoVv40768 |28,66 |28,31 (30,16 |28,60 |poz. 35,32 34,27 |36,58 |28,71 | poz. poz.
CoV40771 29,97 |neg. 29,62 | neg. neg.
CoVv40772 20,89 |20,47 |23,10 |22,30 |poz. 27,71 | 26,54 |28,67 |27,85 | poz. poz.
CoV40780 |23,38 |22,52 |25,73 |24,64 |poz. 29,98 |28,46 |31,43 |29,23 | poz. poz.
CoV40783 |29,71 |28,72 (31,27 |28,85 |poz. 36,67 |38,32 |38,51 |29,70 | poz. poz.
CoV40784 29,82 | neg. 29,61 | neg. neg.
CoV40795 29,73 | neg. 29,36 | neg. neg.
CoV40806 |24,20 |23,75 |26,34 |25,58 |poz. 27,48 |26,61 |28,86 |27,88|poz. poz.
CoV40810 |35,24 |34,95 (36,56 |30,35 |poz. 28,41 |27,33 |29,57 |28,84 | poz. poz.
CoV40811 29,58 | neg. 28,85 | neg. neg.
CoVv40812 29,55 | neg. 28,75 | neg. neg.
CoV40820 |25,46 (24,60 (26,37 |29,31 |poz. 36,54 |37,08 |37,38 |29,54 | poz. poz.
CoVv40825 |27,07 |26,29 (29,99 |27,54 |poz. 25,54 | 24,33 |28,54 | 26,68 | poz. poz.
CoV40832 22,93 (21,97 (24,95 |24,53 |poz. 25,79 |24,98 |27,58 |26,71 | poz. poz.
CoV40836 |17,44 |16,32 |20,86 |19,61 |poz. 35,84 |34,47 |38,87 |28,58 | poz. poz.
CoVv40837 |18,23 |16,97 (21,72 |20,21 |poz. 30,83 |29,65 |32,38 |29,61 | poz. poz.
CoV40840 |16,25 |15,25 [19,21 |18,23 | poz. 29,43 | 28,31 |30,75 | 28,37 | poz. poz.
CoVv40845 | 16,27 |15,09 |19,54 |18,31 |poz. 31,53 |30,51 |33,43 |28,61 | poz. poz.
CoV40846 |17,05 |15,80 (19,92 |19,28 | poz. 26,12 | 24,75 |27,29 | 26,59 | poz. poz.
CoV40847 16,35 |14,94 |19,99 |18,64 | poz. 26,08 |24,76 (27,71 |27,27 | poz. poz.
CoV40858 29,61 | neg. 33,62 [32,78 | 34,76 |29,20 | poz. poz.
CoV40861 29,38 | neg. 28,74 | neg. neg.
CoV40862 |34,06 |34,10 (34,13 |29,45 |poz. 38,06 39,72 | 29,32 | poz. poz.
CoVv40878 21,88 |20,84 (23,87 |23,62 |poz. 34,86 |33,34 |36,79 | 28,73 | poz. poz.
Cov40886 |18,38 |17,61 |19,97 |19,97 |poz. 24,72 | 23,87 |26,76 | 25,80 | poz. poz.
CoV40896 29,37 | neg. 28,84 | neg. neg.
CoV40932 |21,32 (20,70 |23,30 |22,72 |poz. 22,99 |22,24 (24,45 |24,46 | poz. poz.
CoVv40934 23,40 |22,79 |25,39 |24,77 |poz. 25,78 |23,84 (27,29 |26,74 | poz. poz.
CoV40935 |18,63 (17,68 (20,40 |20,22 |poz. 30,51 |29,97 |31,87 |29,00 | poz. poz.
CoV40938 29,77 | neg. 29,27 | neg. neg.
CoV40941 |23,27 (22,61 (24,77 |24,51 |poz. 32,81 31,75 |33,71 | 28,97 | poz. poz.
CoV40951 |24,29 |23,65 |25,85 |25,61 |poz. 29,89 |28,56 (31,43 | 28,39 | poz. poz.
CoV40963 |30,22 |29,55 (31,76 |29,00 |poz. 28,23 |27,63 [29,97 |27,96 | poz. poz.
CoV40965 |24,15 |22,46 |25,57 |25,49 |poz. 29,98 29,39 (31,40 |28,74 | poz. poz.
CoV40972 |25,46 |24,54 |27,78 |26,82 |poz. 27,59 26,61 |29,50 |27,93 | poz. poz.
CoVv40974 33,52 |[32,70 (35,32 |29,28 |poz. 29,22 | neg. poz.
CoV40976 |35,21 |35,08 |35,41 |30,37 |poz. 39,74 37,72 |39,17 | 29,57 | poz. poz.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV40987 29,46 | neg. 29,12 | neg. neg.
CoV40994 29,44 | neg. 29,18 | neg. neg.
CoV40999 |35,38 |34,68 |35,72 |29,88 |poz. 38,06 |36,42 29,32 | poz. poz.
CoV41000 |25,24 |24,41 (26,93 |26,43 |poz. 31,80 |30,57 |33,37 |28,73 | poz. poz.
CoV41394 31,39 |neg. 30,82 | neg. neg.
CoV41395 29,68 |30,23 (30,94 |31,50 |poz. 26,25 |26,68 |27,24 |31,05 | poz. poz.
CoV41398 29,50 | neg. 30,41 | neg. neg.
CoV41402 33,26 (32,81 (34,27 |31,35 |poz. 29,83 30,32 (31,19 |31,23 | poz. poz.
CoV41408 29,98 |30,24 (30,54 |31,59 | poz. 31,30 | neg. poz.
CoVv41420 21,34 |21,33 |22,15 |31,58 | poz. 39,15 38,05 29,86 | poz. poz.
CoV41423 29,87 |neg. 29,56 | neg. neg.
CoV41430 28,95 | neg. 28,89 | neg. neg.
CoV41439 31,64 |neg. 31,41 | neg. neg.
CoV41446 31,88 | neg. 31,10 | neg. neg.
CoV41456 32,48 | neg. 31,00 | neg. neg.
CoV41459 31,75 |neg. 30,76 | neg. neg.
CoV41461 31,61 |neg. 31,04 | neg. neg.
CoV41474 32,17 |neg. 31,11 | neg. neg.
CoV41481 | 25,67 |25,97 |26,12 |30,20 | poz. 37,68 37,87 |37,33 |29,57 | poz. poz.
CoVv41487 32,29 |neg. 31,07 | neg. neg.
CoVv41494 28,61 |28,59 (29,40 |31,59 | poz. 32,92 32,98 |33,43 |31,20 | poz. poz.
CoV41495 31,36 |31,72 |31,81 |30,99 |poz. 31,43 |31,98 |32,11 | 31,24 | poz. poz.
CoV41499 31,11 | neg. 31,04 | neg. neg.
CoV41504 30,76 | neg. 31,15 | neg. neg.
CoV41525 31,42 | neg. 31,11 | neg. neg.
CoVv41528 31,03 (31,18 (31,57 |31,33 | poz. 30,56 | neg. poz.
CoV41531 31,54 | neg. 31,62 | neg. neg.
Cov41533 35,80 |35,50 (35,78 |31,38 | poz. 38,85 (38,86 |37,11 |31,31 | poz. poz.
CoV41534 | 25,77 |25,69 (27,21 |31,20 |poz. 39,13 40,17 | 31,70 | poz. poz.
CoV41568 31,58 | neg. 31,28 | neg. neg.
CoVv41833 31,72 | neg. 31,10 | neg. neg.
CoV41834 31,16 |neg. 30,77 | neg. neg.
CoVv41838 31,56 |neg. 30,90 | neg. neg.
CoV41840 31,70 | neg. 31,01 | neg. neg.
Cov41844 21,62 |21,57 |22,72 |33,52 |poz. 28,72 | 28,79 [29,80 |31,03 | poz. poz.
CoV41853 24,80 |25,24 (25,71 |31,89 |poz. 19,79 |20,07 |20,63 |36,77 | poz. poz.
CoV41858 19,37 |19,39 |20,28 poz. 28,23 | 28,48 |29,33 | 31,01 | poz. poz.
CoV41867 |26,01 |26,44 (27,14 |31,26 |poz. 32,12 32,47 |33,41 |31,11 | poz. poz.
CoV41875 23,30 |23,25 |24,51 |33,01 |poz. 26,63 |26,64 (27,72 |30,64 | poz. poz.
CoVv41878 31,02 |neg. 30,76 | neg. neg.
CoV41947 19,30 |19,61 |20,45 poz. 30,20 (30,90 |31,16 |31,10 | poz. poz.
CoV41948 30,96 | neg. 30,79 | neg. neg.
CoV41950 |23,88 |24,08 (24,62 |33,09 |poz. 28,51 |28,56 |29,27 |31,42 | poz. poz.
CoV41971 32,28 | neg. 31,36 | neg. neg.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV41979 31,63 | neg. 30,75 | neg. neg.
CoV41980 31,99 (32,19 (32,76 |31,68 |poz. 38,81 38,48 |39,50 |31,52 | poz. poz.
CoVv41983 34,04 |35,59 (34,76 |32,05 |poz. 36,15 |[37,57 |36,80 |31,13 | poz. poz.
CoV41988 31,60 |neg. 31,84 | neg. neg.
Cov41989 |27,37 |27,15 (27,87 |31,23 |poz. 34,21 |34,10 | 35,15 |31,79 | poz. poz.
CoV42005 32,10 |32,76 |33,28 |31,30 | poz. 29,04 |29,73 |30,24 |31,03 | poz. poz.
CoV42014 |25,80 |26,16 |26,28 |32,21 | poz. 29,69 |29,50 |30,57 |31,73 | poz. poz.
CoV42019 |23,44 (23,74 (24,30 |32,58 |poz. 26,40 |26,73 |27,46 |30,97 | poz. poz.
CoV42020 |33,70 |34,18 (33,72 |29,47 |poz. 38,07 |38,55 |39,65 |29,10 | poz. poz.
CoV42022 28,10 |29,64 |30,45 |29,17 |poz. 29,23 30,84 (31,47 |29,17 | poz. poz.
CoV43912 23,90 |25,55 |26,55 |26,20 |poz. 23,97 | 25,72 |26,85 | 26,64 | poz. poz.
CoV43913 29,88 | neg. 29,25 | neg. neg.
Cov43914 27,12 |28,78 |29,82 |28,56 |poz. 32,03 [33,90 |33,92 |29,73 | poz. poz.
CoV43915 |21,64 |23,36 (24,77 |24,30 |poz. 26,91 |28,67 |30,13 | 28,66 | poz. poz.
CoV43916 29,47 | neg. 29,49 | neg. neg.
CoV43917 |24,94 |26,81 |26,92 |26,84 |poz. 30,92 33,01 |32,72 |29,60 | poz. poz.
CoV43918 30,50 | neg. 29,76 | neg. neg.
CoV43920 32,33 |34,23 (33,69 |30,34 |poz. 33,86 |35,20 |35,09 |30,17 | poz. poz.
CoVv43921 30,46 |neg. 29,96 | neg. neg.
CoV43922 30,27 | neg. 28,99 | neg. neg.
CoV43923 30,02 |neg. 29,34 | neg. neg.
CoV43924 30,30 |neg. 29,91 | neg. neg.
CoVv43925 31,80 |[33,78 (33,99 |29,91 |poz. 35,51 37,16 | 29,71 | poz. poz.
CoV43926 29,28 | neg. 29,46 | neg. neg.
CoVv43927 18,97 |20,75 |21,70 |21,85 | poz. 26,49 | 28,27 |28,98 | 28,36 | poz. poz.
CoV43975 30,12 | neg. 29,48 | neg. neg.
CoV43977 30,62 | neg. 29,55 | neg. neg.
CoVv43984 18,12 |19,75 |20,81 |20,89 | poz. 22,89 |24,53 |26,17 | 25,77 | poz. poz.
CoV43987 |25,88 |27,74 (28,70 |28,13 | poz. 31,41 |32,87 |33,65 |29,21 | poz. poz.
CoV43992 20,69 |22,69 (23,45 |23,78 |poz. 30,93 [32,97 |33,23 |29,06 | poz. poz.
CoV44060 29,44 | neg. 30,00 | neg. neg.
CoVv44080 |25,84 |27,65 |28,65 |28,25 |poz. 29,41 31,27 31,90 | 29,16 | poz. poz.
CoV44166 |22,69 |24,51 |25,71 |25,67 |poz. 29,36 |30,98 |31,65 |29,09 | poz. poz.
CoV44324 18,11 |19,80 |20,91 |20,95 |poz. 31,55 |[33,05 | 34,70 | 29,49 | poz. poz.
CoVv44325 30,20 | neg. 30,54 | neg. neg.
CoV44328 28,75 [30,92 (30,68 |29,36 |poz. 29,95 31,33 (32,18 | 29,47 | poz. poz.
CoV44329 25,52 |27,43 |28,48 |27,93 |poz. 29,42 | neg. poz.
CoV44330 29,84 | neg. 28,87 | neg. neg.
CoV44341 31,18 | neg. 29,75 | neg. neg.
CoVv44347 30,13 | neg. 29,74 | neg. neg.
CoV44352 29,44 | neg. 29,78 | neg. neg.
CoV44353 29,92 | neg. 29,48 | neg. neg.
CoV44357 29,64 | neg. 28,96 | neg. neg.
CoV44359 29,80 | neg. 30,70 | neg. neg.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV44382 29,96 | neg. 29,80 | neg. neg.
CoV44389 29,26 | neg. 29,58 | neg. neg.
CoV44396 |23,73 |25,58 |26,19 |26,09 |poz. 27,43 |29,23 [29,83 | 28,70 | poz. poz.
CoV44400 30,32 | neg. 28,93 | neg. neg.
CoV44404 29,93 | neg. 29,32 | neg. neg.
CoV44665 |27,70 |29,23 (30,81 |29,62 |poz. 27,81 |29,13 [30,95 | 29,21 | poz. poz.
CoV44686 |27,89 |29,68 |30,53 |29,47 |poz. 29,50 31,09 |32,25 |28,77 | poz. poz.
CoV44692 32,48 |33,90 (34,83 |30,33 |poz. 33,43 |35,08 | 36,51 |29,76 | poz. poz.
CoV44696 30,48 | neg. 29,66 | neg. neg.
CoVv44704 23,04 |24,62 |25,56 |25,64 |poz. 30,47 |31,98 |32,71 |29,48 | poz. poz.
CoV49214 29,27 | neg. 31,76 | neg. neg.
CoV49215 29,30 | neg. 30,08 | neg. neg.
CoV49216 23,92 (24,80 |25,87 |24,21 |poz. 36,19 |36,60 |37,39 |30,67 | poz. poz.
CoV49217 |34,02 |35,58 (35,77 |29,38 |poz. 36,86 |36,33 30,46 | poz. poz.
CoVv49218 36,89 |38,79 (37,62 |29,66 |poz. 33,35 33,76 |35,85 |30,56 | poz. poz.
CoV49219 |35,80 (38,94 (38,66 |28,44 |poz. 37,56 |37,18 30,58 | poz. poz.
CoV49220 29,00 |neg. 30,26 | neg. neg.
CoVv49221 29,24 | neg. 31,65 | neg. neg.
CoV49222 28,94 | neg. 30,12 | neg. neg.
CoV49224 29,72 | neg. 30,99 | neg. neg.
CoV49225 30,12 | neg. 30,98 | neg. neg.
CoV49226 |34,85 |36,28 |37,14 |29,32 |poz. 34,60 |36,21 |38,27 |31,03 | poz. poz.
CoVv49228 17,90 |18,42 |19,69 |18,74 |poz. 29,44 29,71 |31,76 |30,49 | poz. poz.
CoV49229 29,79 | neg. 30,37 | neg. neg.
CoVv49230 29,95 |31,03 (30,87 |28,93 |poz. 32,30 (32,42 |34,00 |31,04 | poz. poz.
CoV49231 33,70 |34,98 (34,97 |30,39 |poz. 37,39 |35,65 |38,62 |31,39 | poz. poz.
CoV49232 29,53 | neg. 30,45 | neg. neg.
CoVv49233 32,80 |34,13 (34,37 |29,22 |poz. 36,97 |36,61 |39,63 |31,55 | poz. poz.
CoV49234 27,10 (27,90 (28,85 |27,02 |poz. 33,97 |34,67 |36,89 |30,75 | poz. poz.
CoV49235 29,34 | neg. 30,01 | neg. neg.
CoV49236 31,97 (32,99 (34,00 |29,30 |poz. 29,32 |29,81 |31,70 | 29,52 | poz. poz.
CoVv49237 31,97 |[32,96 |33,84 |29,27 |poz. 34,17 |34,77 |36,23 |30,00 | poz. poz.
Cov49238 16,79 |17,50 |19,46 |18,22 | poz. 23,70 |23,94 |26,24 | 25,89 | poz. poz.
CoV49240 29,31 | neg. 30,74 | neg. neg.
CoVv49241 29,31 |30,20 (31,37 |28,45 |poz. 30,45 |30,75 |33,00 |30,44 | poz. poz.
CoV49242 29,93 | neg. 30,93 | neg. neg.
CoVv49243 28,88 | neg. 30,60 | neg. neg.
CoV49277 30,25 | neg. 30,73 | neg. neg.
CoV49298 30,56 |neg. 30,62 | neg. neg.
CoV49302 29,77 | neg. 30,76 | neg. neg.
CoV49304 |27,12 |28,60 |28,69 |26,92 |poz. 37,22 |36,68 |37,78 |29,91 | poz. poz.
CoV49305 29,48 | neg. 31,94 | neg. neg.
CoV49306 29,88 | neg. 30,87 | neg. neg.
CoV49320 |22,55 |23,33 |24,21 |23,14 |poz. 28,84 28,92 |30,99 |29,95 | poz. poz.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV49335 28,65 | neg. 30,55 | neg. neg.
CoV49343 28,59 |neg. 30,29 | neg. neg.
CoV49426 28,53 |29,43 (29,32 |27,89 |poz. 32,12 32,72 |33,81 |31,26 | poz. poz.
CoV49427 28,91 |neg. 29,81 | neg. neg.
CoV49428 28,58 | neg. 29,99 | neg. neg.
CoV49432 28,99 | neg. 31,34 | neg. neg.
CoV49436 |35,78 |36,45 |35,38 |28,98 | poz. 31,30 | neg. poz.
CoV49437 30,85 | neg. 30,67 | neg. neg.
CoV49438 28,54 | neg. 31,69 | neg. neg.
CoV49439 30,93 |[32,24 (32,16 |28,59 | poz. 31,58 |[32,31 |34,36 |30,55 | poz. poz.
CoV49440 28,92 | neg. 31,27 | neg. neg.
CoV49443 130,61 |31,51 (31,77 |28,42 |poz. 29,30 |29,68 |31,32 | 29,58 | poz. poz.
CoV49444 28,85 | neg. 30,38 | neg. neg.
CoV49836 |27,80 |28,25 (30,14 |28,33 | poz. 32,61 |33,44 |34,35 |30,94 | poz. poz.
CoVv49837 |17,27 |17,52 |20,36 |18,64 | poz. 27,92 | 28,58 |30,34 |29,21 | poz. poz.
CoV49838 29,37 |neg. 30,36 | neg. neg.
CoV49839 29,42 | neg. 30,34 | neg. neg.
CoV49840 28,61 | neg. 30,67 | neg. neg.
CoV49841 30,85 |31,45 (33,40 |28,96 |poz. 35,24 |35,48 |37,52 |30,65 | poz. poz.
CoVv49849 41,13 |29,33 | neg. 30,15 | neg. neg.
CoV50659 |30,27 (34,91 (31,19 |28,55 |poz. 34,17 (34,97 |36,11 |30,77 | poz. poz.
CoV50660 29,08 | neg. 30,57 | neg. neg.
CoV50661 |26,30 |27,29 (28,73 |26,75 |poz. 28,93 |29,52 31,51 | 29,89 | poz. poz.
CoV50662 |35,43 (36,72 (36,63 |29,52 |poz. 37,60 |40,44 30,61 | poz. poz.
CoV50663 |26,69 |29,30 |28,57 |26,45 |poz. 28,45 |28,88 |30,66 |29,46 | poz. poz.
CoV50664 28,88 | neg. 32,07 | neg. neg.
CoV50665 29,69 | neg. 30,70 | neg. neg.
CoV50666 29,29 | neg. 30,95 | neg. neg.
CoV50667 [28,82 |31,65 (29,71 |27,94 |poz. 38,58 |[38,33 |38,59 |30,00 | poz. poz.
CoV50668 28,94 | neg. 30,04 | neg. neg.
CoV50669 |36,83 |38,28 (38,74 |29,50 |poz. 30,72 | neg. poz.
CoV50673 29,94 | neg. 30,51 | neg. neg.
CoV50674 29,65 |neg. 29,66 | neg. neg.
CoV50675 29,31 | neg. 30,29 | neg. neg.
CoV50676 29,66 |neg. 30,37 | neg. neg.
CoV50677 |35,08 |36,27 (36,83 |30,92 |poz. 30,22 | neg. poz.
CoV50678 29,85 | neg. 30,45 | neg. neg.
CoV50679 29,40 | neg. 30,52 | neg. neg.
CoV50680 28,99 | neg. 31,16 | neg. neg.
CoV50681 30,21 | neg. 29,79 | neg. neg.
CoV50682 29,84 | neg. 29,95 | neg. neg.
CoV50683 |33,24 |40,28 |33,74 |29,41 |poz. 35,45 36,71 |36,92 |30,92 | poz. poz.
CoV50685 30,92 | neg. 31,21 | neg. neg.
CoV50686 30,06 | neg. 29,98 | neg. neg.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV50687 30,61 | neg. 33,19 33,47 |35,51 |29,94 | poz. poz.
CoV50688 |29,57 |30,97 |31,13 |28,87 |poz. 24,40 24,78 |26,73 | 26,62 | poz. poz.
CoV50689 |38,18 32,72 | neg. 30,65 |[30,90 |33,40 |30,23 | poz. poz.
CoV50690 |31,25 (32,35 (33,18 |29,49 | poz. 28,86 |29,56 |31,44 |29,65 | poz. poz.
CoV50691 |25,13 |27,25 (27,16 |25,37 |poz. 28,87 29,43 |31,41 | 29,66 | poz. poz.
CoV50692 30,18 | neg. 30,29 | neg. neg.
CoV50693 |24,51 |25,38 |26,55 |25,23 | poz. 32,54 |33,26 |34,46 |30,60 | poz. poz.
CoV50694 29,58 | neg. 29,97 | neg. neg.
CoV50695 41,79 |29,25 |neg. 27,63 |27,80 |30,44 | 28,86 | poz. poz.
CoV50697 |37,10 |36,79 |38,45 |28,75 |poz. 35,88 |35,88 |37,43 |30,30 | poz. poz.
CoV50698 29,69 | neg. 30,44 | neg. neg.
CoV50743 30,39 | neg. 30,72 | neg. neg.
CoV50745 31,28 | neg. 29,74 | neg. neg.
CoV50746 29,84 | neg. 30,13 | neg. neg.
CoV50752 36,52 37,93 (39,91 |28,94 |poz. 34,33 |35,06 |36,09 |30,07|poz. poz.
CoV50753 29,79 |neg. 30,88 | neg. neg.
CoV50764 33,05 [33,91 (35,33 |27,64 |poz. 34,26 |35,46 |35,70 |30,72 | poz. poz.
CoV50922 32,33 | neg. 30,23 | neg. neg.
CoV50923 27,80 |neg. 30,29 | neg. neg.
CoV50924 38,75 27,82 | neg. 38,67 39,76 |30,77 | poz. poz.
CoV50925 28,28 | neg. 30,74 | neg. neg.
CoV50926 |26,70 |27,85 |29,29 |26,29 | poz. 26,98 |27,91 |28,39 |31,52 | poz. poz.
CoV50927 27,47 | neg. 31,08 | neg. neg.
CoV50928 27,68 | neg. 30,52 | neg. neg.
CoV50929 32,88 |34,40 (34,60 |27,65 |poz. 33,55 |[34,16 |34,54 |31,30| poz. poz.
CoV50930 27,73 | neg. 32,03 | neg. neg.
CoV50931 27,69 | neg. 31,30 | neg. neg.
CoV50932 27,61 | neg. 32,66 | neg. neg.
CoV50934 28,20 (28,94 (31,43 |26,99 |poz. 34,44 36,90 |36,41 |31,42|poz. poz.
CoV50935 27,59 | neg. 30,69 | neg. neg.
CoV50936 |24,89 |25,27 (27,80 |25,51 |poz. 37,03 |36,69 |37,56 |31,73 | poz. poz.
CoV50937 27,64 | neg. 31,34 | neg. neg.
CoV50938 27,51 | neg. 31,05 | neg. neg.
CoV50939 29,82 | neg. 30,51 | neg. neg.
CoV50940 28,60 |29,76 |30,94 |27,32 |poz. 38,38 [39,56 |38,83 |31,69 | poz. poz.
CoV50941 28,24 | neg. 32,19 | neg. neg.
CoV50942 38,38 |38,40 (38,70 |27,96 | poz. 36,29 |[39,12 |38,21 |31,09 | poz. poz.
CoV50943 38,77 |27,90 |neg. 31,76 | neg. neg.
CoV50944 30,44 (31,44 (32,75 |27,62 |poz. 32,11 | neg. poz.
CoV50945 32,36 |neg. 31,19 | neg. neg.
CoV50946 27,60 |neg. 31,41 | neg. neg.
CoV50961 28,24 | neg. 30,55 | neg. neg.
CoV50664 |40,90 |42,85 28,88 | neg. 39,13 38,49 |39,65 |31,61 | poz. poz.
CoV50970 28,20 | neg. 30,41 | neg. neg.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV50999 27,94 | neg. 30,44 | neg. neg.
CoV51024 28,61 |29,59 (30,96 |26,79 |poz. 32,15 32,73 |33,43 | 31,15 poz. poz.
CoV51032 27,90 | neg. 31,18 | neg. neg.
CoV51034 29,29 | neg. 30,73 | neg. neg.
CoV51058 28,15 | neg. 31,10 | neg. neg.
CoV51070 35,43 | neg. 31,02 | neg. neg.
CoV51081 27,56 | neg. 31,26 | neg. neg.
CoV51091 27,61 | neg. 31,09 | neg. neg.
CoV51092 |18,87 |19,82 (21,55 |19,35 | poz. 28,09 |29,01 |29,21 |30,59 | poz. poz.
CoV51194 26,92 | neg. 31,00 | neg. neg.
CoV51195 28,17 | neg. 31,26 | neg. neg.
CoV51196 26,93 | neg. 30,78 | neg. neg.
CoV51197 35,85 |36,77 |37,34 |28,25 | poz. 33,22 (34,49 |35,11 |30,66 | poz. poz.
CoV51198 31,99 |33,02 (34,33 |26,75 |poz. 32,27 |33,43 |33,62 |30,51 | poz. poz.
CoV51199 27,96 | neg. 31,14 | neg. neg.
CoV51200 |26,66 |27,81 |29,06 |25,55 |poz. 29,12 |30,15 |30,54 | 30,66 | poz. poz.
CoV51201 |34,81 (36,16 (37,74 |27,35 |poz. 37,36 |37,46 31,00 | poz. poz.
CoV51202 |25,59 |26,53 (27,84 |24,61 |poz. 31,04 31,69 |31,89 |31,59 | poz. poz.
CoV51203 |30,90 [31,89 (32,99 |26,90 |poz. 36,78 |38,40 |38,38 |31,24 | poz. poz.
CoV51204 28,10 | neg. 31,14 | neg. neg.
CoV51205 |22,76 |23,75 |24,95 |22,34 |poz. 30,59 (32,05 |31,40 |31,18 | poz. poz.
CoV51206 |22,54 |23,25 |25,06 |22,33 |poz. 33,87 |34,89 |34,59 |31,03 | poz. poz.
CoV51207 |27,26 |28,07 |30,43 |25,79 |poz. 31,24 | neg. poz.
CoV51208 |25,12 |25,90 (27,39 |24,45 |poz. 34,09 35,94 |35,93 |30,52 | poz. poz.
CoV51209 29,87 |30,97 |32,54 |26,64 |poz. 33,61 |35,02 |35,77 |30,46 | poz. poz.
CoV51223 |37,42 |38,33 (36,83 |27,28 | poz. 29,98 | neg. poz.
CoV51229 27,10 | neg. 30,71 | neg. neg.
CoV51231 27,31 | neg. 31,16 | neg. neg.
CoV51234 26,76 | neg. 31,26 | neg. neg.
CoV51246 26,67 | neg. 31,03 | neg. neg.
CoV51250 26,60 |neg. 30,25 | neg. neg.
CoV51253 |19,93 |20,80 |22,57 |19,70 |poz. 33,65 |34,28 |34,23 |30,77 | poz. poz.
CoV51255 30,36 |31,19 (32,62 |26,52 |poz. 33,02 [33,98 |34,53 |30,60 | poz. poz.
CoV51259 |27,74 |28,77 |29,72 |25,86 |poz. 34,02 |34,78 | 34,53 |30,64 | poz. poz.
CoV51266 26,73 | neg. 29,99 | neg. neg.
CoV51267 26,65 |neg. 31,03 | neg. neg.
CoV51269 |32,07 |33,52 (33,78 |26,73 | poz. 30,34 |31,28 | 31,08 |31,20 | poz. poz.
CoV51594 28,95 | neg. 31,63 | neg. neg.
CoV51595 28,63 | neg. 31,07 | neg. neg.
CoV51596 |18,84 |19,21 (21,42 |19,81 |poz. 24,89 |25,30 |26,47 |30,11 | poz. poz.
CoV51597 28,63 | neg. 30,25 | neg. neg.
CoV51598 28,05 | neg. 30,92 | neg. neg.
CoV51599 28,63 | neg. 30,01 | neg. neg.
CoV52055 37,43 |37,74 (39,44 |28,84 |poz. 32,21 | neg. poz.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV52095 [28,01 |29,16 (30,60 |27,36 |poz. 23,26 | 24,06 (24,83 |31,77 | poz. poz.
CoV52111 27,75 | neg. 31,15 | neg. neg.
CoV52115 27,79 | neg. 31,13 | neg. neg.
CoV52119 26,30 (27,35 |28,40 |26,53 |poz. 27,53 | 28,59 |28,62 |30,98 | poz. poz.
CoV52134 33,31 |34,49 (34,52 |28,13 |poz. 37,26 39,31 30,78 | poz. poz.
CoV52135 27,81 |neg. 41,02 30,65 | neg. neg.
CoV52136 |24,17 |25,23 |26,35 |24,91 |poz. 31,35 |[32,45 |32,33 |30,75 | poz. poz.
CoV52137 18,12 |19,07 |20,64 |19,40 |poz. 27,30 |28,26 |28,65 |30,80 | poz. poz.
CoV52138 27,73 | neg. 30,67 | neg. neg.
CoV52139 31,85 [33,90 (33,97 |27,80 |poz. 31,33 | neg. poz.
CoV52140 18,18 |19,11 |20,75 |19,50 | poz. 26,26 |26,94 |27,61 |30,56 | poz. poz.
CoV52141 27,94 | neg. 30,40 | neg. neg.
CoV52142 28,92 |29,61 (31,23 |27,69 |poz. 32,23 |33,44 |33,42 |30,22 | poz. poz.
CoV52143 28,44 | neg. 30,31 | neg. neg.
CoV52144 37,35 |37,00 |37,46 |27,37 |poz. 31,23 | neg. poz.
CoV52145 | 25,73 |26,87 |28,12 |26,24 |poz. 30,36 | neg. poz.
CoV52146 38,30 |38,94 (40,43 |29,15 |poz. 30,12 | neg. poz.
CoV52147 17,90 |18,48 (20,70 |19,86 | poz. 27,62 |28,39 |29,24 |31,00 | poz. poz.
CoV45736 28,37 |neg. 32,18 | neg. neg.
CoVv45737 26,90 |neg. 30,72 | neg. neg.
CoV45738 27,85 | neg. 31,44 | neg. neg.
CoVv45739 20,81 |20,14 |19,23 |31,61 | poz. 28,36 | 28,35 |28,39 |31,07 |poz. poz.
Cov45740 23,16 |22,91 |21,95 |28,29 |poz. 30,15 |[30,31 |30,09 |31,22 | poz. poz.
CoV45741 28,06 | neg. 30,92 | neg. neg.
CoV46339 30,84 | neg. 31,47 | neg. neg.
CoV46340 29,30 |neg. 30,80 | neg. neg.
CoV46341 19,82 (20,75 |22,37 |21,47 |poz. 29,58 29,36 |29,24 |31,99 | poz. poz.
CoV46342 30,13 | neg. 31,52 | neg. neg.
CoV46343 29,92 | neg. 40,18 39,52 |37,69 |31,29 | poz. poz.
CoV46345 22,94 |24,14 |25,27 |24,17 |poz. 31,67 |31,50 |32,08 |31,24 | poz. poz.
CoV46358 29,63 | neg. 31,67 | neg. neg.
CoV46369 29,50 |neg. 31,15 | neg. neg.
CoV46370 29,59 | neg. 30,75 | neg. neg.
CoV46761 |33,90 |35,47 (35,47 |28,83 |poz. 39,10 |[38,75 |39,46 |31,62 | poz. poz.
CoV46765 |19,12 |20,22 |21,08 |20,03 |poz. 31,15 | neg. poz.
CoV46766 22,98 |23,90 (25,03 |23,92 |poz. 36,81 |36,10 | 36,86 |31,63 | poz. poz.
CoV46770 28,35 | neg. 31,41 | neg. neg.
CoV46775 29,01 |neg. 31,35 | neg. neg.
CoV46776 |23,76 |23,97 (24,71 |23,79 |poz. 31,09 |30,84 |31,09 |31,87|poz. poz.
CoV46781 28,82 | neg. 31,63 | neg. neg.
CoV46782 28,66 |28,99 (29,54 |27,73 |poz. 28,72 | 28,54 |29,23 |30,39 | poz. poz.
CoV46796 |21,28 |22,40 (24,53 |21,56 |poz. 23,72 | 23,39 |24,10 | 34,13 | poz. poz.
CoV46982 22,16 |23,31 (2591 |22,52 |poz. 28,35 |27,82 |28,83 |31,97 | poz. poz.
CoV46988 27,29 | neg. 31,30 | neg. neg.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV46991 |35,21 (38,05 (37,36 |26,89 |poz. 31,57 | neg. poz.
CoV47006 |35,92 |36,48 |36,28 |28,96 | poz. 33,22 32,73 | 34,01 |30,74 | poz. poz.
CoVv47110 |22,07 |23,35 (24,89 |22,26 |poz. 29,68 |29,21 |30,25 |30,88 | poz. poz.
CoV47115 |37,69 |38,90 (40,08 |27,50 |poz. 31,16 | neg. poz.
CoV47116 27,29 |neg. 30,21 | neg. neg.
CoV47117 27,21 | neg. 30,44 | neg. neg.
CoV47118 26,97 | neg. 30,34 | neg. neg.
CoV47119 27,37 | neg. 31,72 | neg. neg.
CoV47120 |27,96 |29,48 (30,63 |26,47 |poz. 33,01 |33,02 |33,07 |31,22 | poz. poz.
CoVv47121 27,53 | neg. 32,04 | neg. neg.
CoV47122 27,45 | neg. 31,16 | neg. neg.
CoV47123 28,37 | neg. 31,50 | neg. neg.
Cov47125 34,49 (35,39 (37,59 |30,32 |poz. 31,72 |31,26 |32,36 |30,88 | poz. poz.
CoV47126 |23,41 |24,65 |26,69 |23,41 |poz. 38,84 37,35 |36,79 |31,65 | poz. poz.
CoVv47127 27,15 | neg. 31,19 | neg. neg.
CoV47128 34,19 (37,03 (35,12 |29,07 |poz. 37,04 38,10 | 31,34 | poz. poz.
CoV47129 33,93 |35,21 (36,61 |27,44 |poz. 39,94 31,41 | neg. poz.
CoV47130 27,85 | neg. 32,02 | neg. neg.
CoV47131 28,66 |29,99 (31,99 |26,87 |poz. 29,50 29,29 |30,04 |31,82|poz. poz.
CoVv47132 27,41 | neg. 31,46 | neg. neg.
CoV47133 27,28 | neg. 31,29 | neg. neg.
CoV47134 27,35 | neg. 32,19 | neg. neg.
CoV47135 27,82 | neg. 31,95 | neg. neg.
CoV47136 28,15 | neg. 31,10 | neg. neg.
CoVv47137 28,27 | neg. 31,50 | neg. neg.
CoV47138 28,27 | neg. 31,25 | neg. neg.
CoV47139 |23,44 |24,35 |25,00 |23,24 |poz. 35,12 |35,98 |34,90 |31,60 | poz. poz.
CoVv47141 28,21 | neg. 31,35 | neg. neg.
CoV47142 27,74 | neg. 31,52 | neg. neg.
CoV47143 38,66 |27,97 |neg. 34,80 |34,97 |34,11 |31,76 | poz. poz.
CoV47144 27,82 | neg. 32,02 | neg. neg.
CoV47154 28,24 | neg. 32,91 | neg. neg.
CoVv47212 37,91 39,28 |27,38 |poz. 37,32 |36,78 | 37,30 |31,97 | poz. poz.
CoV47214 27,71 | neg. 31,51 | neg. neg.
CoV47216 28,40 | neg. 31,91 | neg. neg.
CoV47385 24,83 |25,78 |26,64 |24,43 |poz. 35,56 |35,58 |36,44 |31,37 | poz. poz.
CoV47390 27,60 | neg. 31,90 | neg. neg.
CoVv47391 37,95 (38,84 (36,99 |27,72 |poz. 33,41 |33,47 |33,29 |31,62 | poz. poz.
CoV47400 27,29 | neg. 31,75 | neg. neg.
CoVv47401 27,28 | neg. 31,14 | neg. neg.
CoV47411 27,73 | neg. 30,80 | neg. neg.
CoV47412 29,21 | neg. 31,14 | neg. neg.
CoV47419 27,53 | neg. 31,20 | neg. neg.
CoV47420 22,01 |22,88 |24,01 |21,88 |poz. 30,30 (30,11 |31,16 |31,68 | poz. poz.




Ct hodnoty studovanych Ct hodnoty studovanych RT-
viralnich gendi a IC RT-PCR | virdlnich gentiaIC PCR RT-PCR
Cislo vzorku | E N ORF IC NPS E N ORF |IC GARG | souhrnny
CoV52148 23,20 (24,39 (25,93 |24,17 |poz. 35,39 36,26 |37,16 |30,77 | poz. poz.
CoV52149 27,87 | neg. 31,31 | neg. neg.
CoV52150 [32,53 (33,62 (36,46 |27,57 |poz. 30,82 | neg. poz.
CoV52151 21,10 |21,76 |24,12 |22,58 | poz. 31,38 | neg. poz.
CoV52152 27,34 | neg. 31,91 | neg. neg.
CoV52153 27,77 | neg. 31,64 | neg. neg.
CoV52154 32,68 |33,67 (33,94 |27,60 |poz. 39,18 37,42 | 31,35 | poz. poz.
CoV52155 27,82 | neg. 35,11 |36,18 | 36,92 |31,10 | poz. poz.
CoV52156 |30,15 (31,42 (32,47 |27,63 |poz. 35,97 |35,54 |36,33 |30,93 | poz. poz.
CoV52157 28,21 | neg. 31,67 | neg. neg.
CoV52158 27,78 | neg. 30,95 | neg. neg.
CoV52159 38,39 | neg. 31,75 | neg. neg.
CoV52160 27,74 | neg. 31,80 | neg. neg.
CoV52161 |26,44 |27,60 |28,68 |26,53 |poz. 36,81 |36,87 |38,26 |31,49 | poz. poz.
CoV52163 |28,37 |29,32 (31,32 |27,22 |poz. 31,40 | neg. poz.
CoV52164 |27,84 |28,98 |29,73 |26,90 |poz. 34,69 |34,63 |34,77 |30,94 | poz. poz.
CoV52165 29,65 | neg. 30,47 | neg. neg.
CoV52166 27,75 | neg. 32,28 | neg. neg.
CoV52167 |34,77 |35,89 (38,41 |27,65 |poz. 35,74 |36,12 | 35,12 | 30,93 | poz. poz.
CoV52168 27,60 | neg. 31,35 | neg. neg.
CoV52172 22,53 |23,48 |25,39 |23,58 |poz. 29,53 29,04 |29,10 | 31,25 | poz. poz.
CoV52174 27,75 | neg. 30,98 | neg. neg.

Legenda: E — gen E; N — gen N; ORF — gen oteviené¢ho ¢teciho ramce ORF; NPS — vzorek
nasopharyngealniho stéru; GARG — vzorek odebrany samoodbérovou sadou GARGTEST;
poz. - vzorek vyhodnocen jako SARS-CoV-2 pozitivni; neg. — vzorek vyhodnocen jako

SARS-CoV-2 negativni.




