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UVODNIiK

AKTIVITY SSKB POCAS PANDEMIE KORONAVIRUSU
NA PRELOME ROKOV 2020-2021

VdzZené a milé kolegyne a kolegovia,
vdZeni clenovia Slovenskej spolocnosti klinickej bioché-

mie !

V uvode nového cisla ¢asopisu Laboratorna medicina
1/2021 mi dovolte zaZelat' v mene vyboru SSKB vietkym
pevné zdravie, trpezlivost, este dostatok sil a entuziazmu
do dalsej zmysluplnej odbornej ¢innosti a mnoho vyziev
na neustdle sa zlepsovanie v komunikdcii nielen odbor-
nej, ale aj tej ludskej.

»Smutnym aspektom sucasného Zivota je, Ze veda ob-
javuje nové poznatky rychlejsie, ako spoloénost ziskava
rozum* citdt Isaac Asimov.

Uplynuly rok bol aj rokom mnohych prilezZitosti pre kli-
nické laboratdria a zaroven odhalil ich kritické a zranitelné
oblasti. Laboratdrid a odbornici v laboratdriach uplatnili
svoj zdsadny vyznam pre zdravotnu starostlivost, pre sku-
tocné prezitie miliénov [udi. Odbornici v laboratdériach
vzdy vedeli, aké dolezité su kvalitné vysledky, aké kritické
su pre spravnu liecbu a spravneho pacienta a snad'si te-
raz uvedomi este viac nielen odborny, ale aj laicky svet,
aké dolezité su rychlo dostupné a kvalitné laboratérne
vysledky a Ucast v programe skusok spbsobilosti a exter-
ného hodnotenia kvality pre nové metddy na testovanie
nového koronavirusu. A za vSetkymi tymito snahami su
erudovani pracovnici s mnohoroc¢nou praxou a kontinual-
nym celoZivotnym vzdelavanim. Déraz je kladeny na kva-
litu a dostupnost laboratérnych testov a tito pandémia
koronavirusu si vyZzaduje zdroje, a to nielen finan¢né, ale
hlavne personalne a odborné. Myslime radsej dopredu

a na to, ¢o od nas potrebuju kolegovia a pacienti.

V roku 2020 vydala SSKB dve ¢isla odborného ¢asopisu
,Laboratdérna Diagnostika®. V minulosti sa to nepodarilo
a od roku 2017 sa vytlacilo iba po jednom Cisle a nasledne
bola registracia na MK SR (Ministerstvo kultury Slovenskej
republiky) ¢. 153/96 zrusena a tento (daj sa uz nemal uva-
dzat na Casopise.

Podla zakona ¢. 167/2008 Z. z. je vydavatel periodickej
tlace povinny zabezpecit, aby kazdé vydanie periodickej
tlace okrem iného obsahovalo nazov, periodicitu vydava-
nia, Udaje o vydavatelovi, datum vydania, poradové Cislo
(v kalenddrnom roku 1/2020, 2/2020, 1/2021, 2/2021...),
ro¢nik vydavania, cenu vytlacku, ISSN, ak bolo pridelené
a evidencné Cislo periodickej tlace.

Pri vydani iba jedného ¢&isla nebude pridelené Ziadne
registracné cislo z MK SR, pri vydani dvoch a viac Cisiel je
potrebné poziadat o novu registraciu. ISSN prideluje Uni-
verzitna kniznica v Bratislave, Narodna agentura ISSN. Vy-
davatel musi o pridelenie ISSN poziadat — neprideluje sa
automaticky, ¢o sme aj v spolupraci so SLS urobili.

Evidencné Cislo pre periodickd tla¢ s ndzvom ,,Labora-
térna Diagnostika” je aktudlne EV 5929/20.

Podla zakona €. 212/1997 Z. z. je vydavatel periodickej
publikacie povinny bezplatne a na svoje trovy odovzdat
do troch dni od zacdatia rozSirovania periodickej tlace po-
vinné vytlacky uréené Ministerstvu kultary SR — sekcia
médii, audiovizie a autorského prava.

Dovolujem si preto aj touto cestou opatovne oslovit
vSetkych ¢lenov SSKB na publikovanie v uvedenom odbor-
nom Casopise. Redakcia ¢asopisu vita cely rad moznych fo-
riem publikacii: kazuistiky popisujuce zaujimavu skusenost
z praxe; porovnanie analyzdtorov alebo metdd; pévodné
prdce, prehladové cldnky, pripadne sprdvy z kongresov,




konferencii atd. a v tejto narocnej dobe aj moznosti Uvah
v nepravidelnej rubrike.

V minulom roku sme sa viac vzdeldvali a stretavali hlav-
ne vo virtudlnom svete. Boli sme vystaveni tlaku mnohym
novym poznatkom a informaciam hlavne v oblasti novych
moznosti testovania koronavirusu, ale aj inym oblastiam
diagnostiky a bude to pokracovat aj v tomto roku. Do po-
zornosti ddvame niektoré zaujimavé webinare, ktoré sa uz
uskutocnili a niektoré su planované na rok 2021.

IFCC (Medzinarodna federacia klinickej chémie a labo-
ratérnej mediciny) zaradila skrining novorodencov (NBS)
do svojich strategickych planov a priniesla tento webovy
semindr v priamom prenose.

Webinar ,ZniZzenie detskej umrtnosti prostrednic-
tvom vcasnej diagnostiky” — sa uskutocnil 4.11.2020.

Traja svetovo uznavani rec¢nici na nom prezentovali in-
formacie o stave skriningu novorodencov na celom svete,
medzi nimi: Prof. Piero Rinaldo (USA), Prof. Jim Bonham
(UK) ) a Prof. Pranesh Chakraborty (Kanada). Pozvali sme
vsetkych laboratdornych diagnostikov, lekarov, laborantov,
zéstupcov spolo¢nosti a mladych vedcov/praktikantoy,
aby sa pripojili k tejto vyznamnej udalosti, ktorad bola
nazivo vysieland po celom svete. Webinar sa uzavrel pa-
nelovou diskusiou. Zaznam z webinara bude k dispozicii
pre tych, ktori sa nemobhli zi¢astnit priameho prenosu. Je
vZdy potrebné sa zaregistrovat, aby ste mali pristup k pria-
memu prenosu alebo k nahravke.

Skrining novorodencov (NBS), v€asna detekcia, liecba
a manazment novorodencov s vrodenymi poruchami zni-

Zuje morbiditu a Umrtnost doj¢iat. BohuZial, iba asi jed-

na tretina dojciat na celom svete absolvuje skrining hned’

po narodeni, ¢o vedie k vyznamne zvysenému riziku ocho-
renia pocas detstva a/alebo dospelosti.

17. decembra 2020 sa pre zaujemcov konal bezplat-
ny webinar na tému ,,ULOHA ANTIGENOVYCH TESTOV
V PANDEMII COVID-19.“

V decembri 2020 sme od prezidenta IFCC — Prof. Kho-
srow Adeli dostali list s nasledujicim obsahom:

¢ |FCC povaZuje distanc¢né vzdeldvanie/elLearning for-
mou Zivych webindrov s prednaskami odbornikov po ce-
lom svete za déleZity nastroj, ako vratit vzdelavanie narod-
nym spolo¢nostiam a ich ¢lenom na celom svete. V novom
strategickom plane sa IFCC bude usilovat o to, aby bol

globalnym najvacsim poskytovatelom bezplatnych e-lear-
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ningovych programov v oblasti laboratérnej mediciny.
V rdmci tejto novej stratégie IFCC nedavno pilotovala sériu
LIVE WEBINAR prostrednictvom platformy WorkCast, aby
ziskala skusenosti s tymito typmi virtudlnych globalnych
udalosti. Prof. Khosrow Adeli, prezident IFCC s radostou
oznamuje, Ze Styri webové seminare prezentované v sep-
tembri, oktobri a novembri mali 2500 az 3500 ucastnikov,
kazdy z nich az zo 123 krajin sveta, ktori nazivo pocuvali
prezentacie webinarov. Skuto¢ne medzinarodny charak-
ter | VSetkym registrovanym ucastnikom bolo tiez vydané
osvedcenie o Ucasti.

Webinarny program IFCC sa v roku 2021 rozSiri
na vSetky funkéné IFCC jednotky vratane vyborov, pra-
covnych skupin a osobitnych projektov. Prezident IFCC
vietkych osobne pozyva na ucast uvedenim jedného
z nich a vyzyva vsetky regionalne federacie a narodné spo-
lo¢nosti, aby prihlasili ndvrhy webindrov. Hladaju sa ndvr-
hy webindrov, ktoré by zahfnali troch prednasajucich k ur-
Citej téme, ktora by zaujimala komunitu IFCC. Kancelaria
IFCC zostavi harmonogram webinarov a prideli konkrétny
datum medzi janudrom a decembrom 2021.

Co sa tyka logistiky, nie st potrebné Ziadne odborné
znalosti organizacie, vietky technické podrobnosti bude
rieSit novd pracovna skupina IFCC pre globalny e-lear-
ning/eAcademy a novi IFCC koordinatori e-learningu. IFCC
pouzije rovnaky format, aky bol Uspesny v jeseni 2020.
Kazdy webinar bude trvat 90 minuat, bude zahfnat pre-
zentacie troch recnikov (kazdy po 20 mindt), panelovu
diskusiu (20 minut) a zédvereéné spravy. Mozu sa vybrat
traja recnici spomedzi ¢lenov odbornej spolo¢nosti alebo
renomovanych kolegov a jedného predsedu/moderatora.
Podrobnejsie informacie najdete na: https://www.sskb.
sk/portal/virtualna-konferencia-ifcc-2021/.

VIRTUALNA KONFERENCIA IFCC 2021
V drioch 15.-17. februara 2021 sa uskutocnila prva vir-
tualna konferencia IFCC s ndzvom KRITICKA ULOHA KLI-
NICKYCH LABORATORIi V PANDEMII COVID-19.
Klacové témy:
e Antigénové a molekularne testovanie: doplnok ale-
bo nahrada ?
o Sérologické testovanie a imunita: Co bude dalej ?
¢ Predanalytické a analytické problémy: Na ¢o si dat
pozor ?




e Uloha biochemického a hematologického testova-
nia pri monitorovani novej liecby.

e Pediatricky manaZment virusove] infekcie alebo
expozicia virusu SARS-Cov2 a multisystémovy za-
palovy syndrom u deti.

e Laboratdrny manazment a bezpecnost laboratéria.

e Analytické a klinické validacné metddy.

e Vztah medzi prevalenciou a vykonnostou testu.

e Terapeutické monitorovanie liekov (napr. antikoa-
gulancid, antitrombotické latky atd.) a interferen-
cie liekov.

® POCT alebo domdce testovanie.

e Modely na predikciu pozitivity a zavaznosti.

24. IFCC-EFLM Eurdpsky kongres klinickej chémie
a laboratérnej mediciny spolu s Narodnym kongresom
Nemeckej spolocnosti klinickej chémie a laboratéornej me-
diciny sa bude konat 28. novembra— 2. decembra 2021
v Mnichove.

Moznosti dalSieho vzdelavania poskytuje EFLM
Academy

EFLM propaguje, podporuje a zlepsSuje vedu a vzde-
ldvanie v oblasti klinickej biochémie a laboratérnej me-
diciny. EFLM Academy je balik profesionalnych vyhod pre
Specialistov v klinickej biochémii a laboratérnej medicine,
ktory pocas pandémie Covid-19 pomaha zvlddnut vaku-
um vo vyluke prezencnych odbornych podujati. Tento typ
diStancného vzdeldvania zavadza bezprostredny kontakt
s prednasatelom a lektorom.

Aku su ciele EFLM Academy?

e Poskytnut laboratérnym pracovnikom webovud do-
ménu obsahujucu informacénu a komunikacnu plat-
formu.

e Podporovat vzdeldvanie, odborna pripravu a ne-
pretrzity profesionalny rozvoj laboratérnych profe-
sionalov.

e Zvysit viditelnost EFLM.

e Podrobné vysvetlenie na registraciu za rocny po-
platok 15 € ndjdete na webovej stranke SSKB.
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24. Medzinarodny kongres klinickej chémie a labo-
ratérnej mediciny IFCC WorldLab sa bude konat 26.-
30. juna 2022 v Soule, Korea.

Vybor SSKB sa v roku 2020 obratil na vietkych ¢lenov
odbornej spoloc¢nosti s vyzvou na spolupracu pri realizacii
projektu v rdmci medzinarodnej iniciativy Choosing wisely
alebo Vyberaj rozumne.

Cielom je upozornit na nevhodné postupy pri indikacii
laboratérnych vysetreni, s ktorymi sa stretavame vo svo-
jej praxi. Tato iniciativa bude pokradovat aj v roku 2021.

Pri ndvrhoch mo6zZu odbornici vychadzat z osobnych
skusenosti, odporucenie by malo byt vidy podlozené
v duchu evidence-based medicine.

Vzhladom na nepriaznivy aktudlny vyvoj pandemickej
situacie sa vybor SSKB po doslednom zvazeni rozhodol
posunut termin konania XIV. Kongresu Slovenskej spo-
lo¢nosti klinickej biochémie na rok 2022. Predpokladany
termin —jesen 2022 s nezmenenym miestom konania -Ho-
tel Permon, Podbanské. Termin realizacie podujatia bude
upresneny v priebehu roku 2021 podfa aktualnej epide-
miologickej situacie.

Vsetky aktudlne informdcie vidy ndjdete na webovej

stranke www.sskb.sk.

A na zaver by som sa chcela podakovat vsetkym cle-
nom vyboru za neunavnu spoluprdcu, vynaloZené usilie,
trpezlivost a Cas v tejto zloZitej a ndroc¢nej dobe pandémie
koronavirusu.

S radostou chcem ozndmit a zdroveri podakovat dal-
Sim partnerom, ktori sa rozhodli nds podporit v edukac-
nych aktivitdch aj v tejto zloZitej situdcii r6znymi dostup-
nymi formami v spoluprdci so SLS.

Podakovanie patri vsetkym...

Prajem zdravie, silu a nddej.

A napokon aj zaver ukon¢im citatom:
,VSetky nase staznosti na to, coho sme zbaveni, pra-
menia z nedostatku vdacnosti za to, co madme”.

Daniel Defoe

Hedviga Pivovarnikovad
prezidentka SSKB
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IN MEMORIAM

PRIMAR MUDr. FRANTISEK DVORAK

Dria 1. aprila 2021 nds vo veku
nedoZitych 88 rokov v Nitre na-
vZdy opustil MUDr. Frantisek
Dvordk, lekar — klinicky bioche-
mik a pneumoftizeoldg, dlhoroc-
ny primdr Oddelenia klinickej bio-
chémie vo vtedajsom Odbornom

liecebnom dstavu tuberkuldzy
a respiracnych choréb v Nitre na Zobore, v ktorom pésobil
pocas 9 rokov aj ako jeho riaditel.

Narodil sa 16. mdja 1933 v Prahe, ale od roku 1940 Zil
v Bratislave, kde absolvoval aj Lekdrsku fakultu Univerzity
Komenského.

V roku 1959 po promdcii nastupil ako lekdr na I6Zko-
vé oddelenie tuberkulozy v Krajskej lieCebni tuberkuldzy
v Nitre, teraj$ej Specializovanej nemocnice sv. Svorada
Zobor, n.o., ktord sa stala jeho celoZivotnym pracoviskom
aZ do odchodu do déchodku.

Po roku 1962 po atestdcii v odbore tuberkuloza bol
povereny budovanim centrdlneho biochemického a he-
matologického laboratdria, z ktorého po jeho atestdcii
z klinickej biochémie v roku 1967 na zdklade rozhodnutia
Poverenictva SNR pre zdravotnictvo vzniklo terajsie Odde-
lenie klinickej biochémie. V rokoch 1967 aZ 1999 tu p6sobil
vo funkcii primdra. V rokoch 1985-1994 vykondval funkciu
riaditela zariadenia, v ktorej plne uplatnil svoje teoretic-
ké, praktické, dobré organizacné a riadiace schopnosti
a skusenosti. Prepdjal rozvoj ustavu v jeho klinickej ¢asti
v odbore pneumoldgia a ftizeoldgia s rozvojom diagnos-
tickych zloZiek, z ktorych klinickd biochémia mala délezZité

postavenie. Oddelenie klinickej biochémie vybudoval dob-

re nielen po strdanke persondlnej, ale vybavil ho aj v tom
Case Spickovou pristrojovou technikou, pomocou ktorej
bolo mozZné vykondvat mnohé Specidlne metodiky pre
potreby pacientov s chorobami dychacich ciest, ale aj pre
vyskumné ucely.

Velku pozornost venoval organizovaniu vedecko-vzde-
ldvacich schédzi nielen v oblasti zapadného Slovenska
v oboch medicinskych odboroch, ale aj v teoretickych
odboroch fyziolégie a patoldgie dychania v celostdatnom
Cesko-slovenskom meradle. Vyznamnd je jeho cinnost
v oblasti vyskumnych uloh s medzindrodnym dosahom,
v rokoch 1969-1978 bol koordindtorom velkej, Il. a Ill. che-
moterapeutickej Studie kontrolovanej intermitentnej
liecby tuberkuldzy pod egidou Svetovej zdravotnickej or-
ganizdcie a vedenim profesora W. Foxa z londynskeho Me-
dical Research Council—Tuberculosis and Chest Diseases
Research Unit. V ramci tejto studie na Oddeleni klinickej
biochémie zaviedol v slovenskych podmienkach jedinecné
metody na stanovenie inaktivdcie izoniazidu a protildtok
vodi rifampicinu. Dal$ou velkou dlohu bol vyskum v oblas-
ti epidemioldgie nosicstva hepatitidy B u tuberkuloznych
pacientov. Bol aj spoluriesitelom vyskumnych uloh sledo-
vania neZiaducich ucinkov antituberkuloznej liecby, korti-
koterapie pri bronchidlnej astme, s vyuZitim prislusnych
biochemickych metodik, ktoré sa v tom case vykondvali
vo vlastnom biochemickom laboratdriu.

Z oblasti pneumoldgie, klinickej biochémie, fyziologie
a patoldgie dychania, formou posterov, publikdcii a in-
StruktdZnych filmov publikoval ako prvy autor takmer
40 prdc, dalsich 60 ako spoluautor.

Okrem prdce v materskom zariadeni pracoval po roku




2000 viac ako 10 rokov ako odborny zdstupca v biochemic-
kom laboratdriu Centrum zdravia na poliklinike v Nitre-
-Chrenovej. Niekolko rokov vyucoval na Strednej zdravot-
nickej skole v Nitre.

V rokoch 1969-1990 bol kontinudine clenom vyboru
Slovenskej spolocnosti klinickej biochémie, v rokoch 1977—
1986 aj clenom Federdlneho vyboru oboch spolocnosti
klinickej biochémie, v rokoch 1990-1994 ¢lenom vyboru
Slovenskej pneumologickej a ftizeologickej spolocnosti
a po roku 1995 dve funkcné obdobia ¢lenom vyboru Slo-
venskej spolocnosti fyzioldgie a patoldgie dychania.

Za jeho odbornu prdcu a aktivnu c¢innost v lekdrskych
spolocnostiach bol viackrdt oceneny, spomerime Zlatu me-
dailu ,,Propter merita” a Medailu zaloZenia Spolecnosti Lé-
karsko-Slowanskej Slovenskej lekdrskej spolocnosti, Zlatu
medailu prof. MUDr. Karola Virsika, DrSc., Medailu Ceskej
lekdrskej spolocnosti J. E. Purkyrie, ako i udelenia cestnych
clenstiev Slovenskej spolocnosti klinickej biochémie, Slo-
venskej pneumologickej a ftizeologickej spolocnosti a Slo-
venskej spolocnosti fyzioldgie a patoldgie dychania SLS.

Za celoZivotny prinos k rozvoju nitrianskeho zdravot-
nictva, osobitne pri budovani a rozvoji Specializovanej
nemocnice sv. Svorada Zobor, n. o., za dlhorocnu propa-
gdciu mesta Nitry prostrednictvom organizovania vedec-
ko-odbornych lekdrskych podujati celondrodného dosahu
venovanych problematike choréb dychacich ciest mu bola

v roku 2013 udelend Cena primdtora mesta Nitry.
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Odisiel navzdy vynikajuci lekdr, skvely ¢lovek,
dobry a starostlivy manZel, otec a stary otec.
Bolo mi ctou pracovat pod jeho vedenim a neskér
po jeho boku od roku 1985, kedy ma ako mladého
lekdra z pozicie riaditela prijimal do zamestnania.
Zachovajme si v nasich spomienkach velkost jeho
osobnosti a diela, ktorym prispel k rozvoju odboru
klinickej biochémie a slovenského zdravotnictva.

Cest jeho pamiatke !
MUDr. Daniel Magula, CSc.

v mene vsetkych terajsich i byvalych spolu-
pracovnikov z Oddelenia klinickej biochémie Spe-
cializovanej nemocnice sv. Svorada Zobor, n. o.,
v mene vedenia nemocnice, priatelov a blizkych
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COVID-19 A SARS-CoV-2: POVOD, STRUKTURA
A MUTACIE KORONAVIRUSOV

Svecova M., Abrahamovska, M., Vecurkovska, 1., Marekova, M.
Ustav lekarskej a klinickej biochémie, UPJS LF, KoSice

maria.marekova@upjs.sk

SUHRN

Ochorenie COVID-19 je sposobené vysoko infekénym
a patogénnym koronavirusom SARS-CoV-2, ktory sa ob-
javil koncom roku 2019 a je zodpovedny za vypuknutie
globélnej pandémie taikého akitneho respiraéného
syndrému. €lanok poskytuje prehladnou formou infor-
mdcie o zakladnych priznakoch ochorenia COVID-19,
vzniku a Strukture SARS-CoV-2 vratane jeho genomic-
kych charakteristik. Prezentuje sticasné poznatky o vy-
znamnych mutaciach daného koronavirusu a sucasnych
moznostiach vakcinacnej ochrany, vratane suhrnného
prehladu vakcin dostupnych na Slovensku.

Klacové slova: COVID-19; Struktura; mutacie; vakciny

ABSTRACT

COVID-19 is a disease caused by the highly infectious
and pathogenic coronavirus SARS-CoV-2, which was first
detected in late 2019 and is responsible for the out-
break of a global pandemic of severe acute respiratory
syndrome. In this review, we briefly summarized the
COVID-19 symptoms, the origin and structure of SARS-
CoV-2, including its genomic characteristics. We further

discussed significant mutations of the coronavirus and
current possibilities of vaccination, including a summary
of vaccines available in Slovakia.

Key words: COVID-19; structure; mutations; vaccines

uvoD

Ochorenie COVID-19 (COronaVIrus Disease) je nové in-
fekéné ochorenie, vyvolané koronavirusom 2 sp6sobuju-
cim tazky akatny respiraény syndrom (SARS-CoV-2, Severe
Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus 2). Prvykrat bol
tento virus identifikovany u pacientov s atypickou pneu-
moniou v decembri roku 2019 v ¢inskom meste Wu-chan,
provincii Chu-pej. COVID-19 postihuje najma dychaci
systém, v tazkych pripadoch vyvolava zavazny zapal pluc
a moze viest k respiraénému zlyhaniu az k imrtiu pacien-
ta. Svetova zdravotnicka organizacia (WHO, World Health
Organization) vyhlasila pandémiu 11. marca 2020, pricom
ide o prvu pandémiu spdsobenu koronavirusom. Pévod-
ne bol tento virus pomenovany 2019-nCoV (2019 novel
Coronavirus), ale neskér ho Medzinarodny vybor pre ta-
xondémiu virusov 11. februara 2020 oficidlne pomenoval
SARS-CoV-2 kvoéli jeho genetickej podobnosti so SARS-CoV
(Mittal a kol., 2020).
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Priznaky ochorenia

Vseobecné priznaky pozorované u infikovanych jedin-
cov s horucka, Unava, kasel, bolest hrdla, strata ¢uchu a/
alebo chuti, nevolnost a7 vracanie a hna&ky. Dalsi priebeh
ochorenia méze viest k tazkému zapalu plic, syndromu
akutnej respiracnej tiesne, sepse, multiorgdnovému zly-
haniuazsmrti(Huang akol,2020;Heymann akol.,
2020).

K beznym virusovym ochoreniam patri napriklad
chripka, ktora nemusi mat iba lahky priebeh. Medzi oso-
by, ktoré st najviac ohrozené tazkou chripkovou infekciou
patria: deti, tehotné Zeny, starsi ludia, pacienti s chro-
nickym ochorenim a imunokompromitovani. Pokial' ide
o ochorenie COVID-19 sp&sobené novym koronavirusom,
su rizikovymi faktormi najma vyssi vek, obezita, chronické
ochorenia (diabetes, hypertenzia, chronické pltcne a kar-
diovaskularne ochorenia), fajcenie a stavy so zniZzenou
imunitou (onkologicki a imunokompromitovani pacienti).
Letalita na COVID-19 sa javi niekolkokrat vyssia v porov-
nani so sezénnou chripkou (Piroth akol.,, 2021). Sku-
to¢nul/redlnu Umrtnost na COVID-19 zatial nepozndme,
nakolko je to velmi dynamicky udaj a prudko sa zvySuje
s vekom pacientov. Publikované udaje naznacuju, Ze po-
mer hrubej Umrtnosti (pocet hlasenych Umrti vydeleny
hldsenymi pripadmi) je v rozmedzi 3—-4 % (W u a kol.,
2020; Onder akol., 2020). V pripade sezénnej chripky
je umrtnost zvy&ajne vyrazne pod 0,1 %. Umrtnost je viak
do znacnej miery determinovana pristupom k zdravotnej

starostlivosti a jej kvalitou.

CoV

Vznik SARS-CoV a SARS-CoV-2

Ludské koronavirusy (CoV) vyvolavaju prevazne ocho-
renia hornych dychacich ciest vratane bezného nachlad-
nutia. Vacsina ludi méze byt infikovand jednym alebo
viacerymi z tychto virusov v uréitom obdobi svojho Zivota
(Killerby akol., 2018). SARS-CoV (Severe Acute Respi-
ratory Syndrome CoronaVirus) a MERS-CoV (Middle East
Respiratory Syndrome-related CoronaVirus, koronavirus
spbsobujuci akutny respiracny syndrom na Blizkom vycho-
de) su hlavnymi pri¢inami zdvazného zapalu pltc u ¢love-
ka (Song akol., 2019).

V novembri 2002 sa SARS zacal $irit z provincie Gu-
angdong v juznej Cine. V minulosti pochadzali zoonotické
virusy z netopierov, ¢o motivovalo vyskumnikov k zistova-
niu, ¢i su netopiere prirodzenym rezervoarom SARS-CoV.
V roku 2005 dve vyskumné skupiny nezavisle od seba
uviedli, Ze netopiere su prirodzenym hostitelom rozma-
nitych koronavirusov a Uzko suvisia s tymi, ktoré su zod-
povedné za vypuknutie SARS (Li a kol., 2005; La u a kol.,
2005). Tieto virusy boli pomenované koronavirusy po-
dobné SARS a vykazovali znacné genetické podobnosti so
SARS-CoV izolovanymi z fudi alebo cibetiek. V Saudskej
Arabii sa MERS-CoV objavil v roku 2012, ked boli ludia
infikovani priamym alebo nepriamym kontaktom s infiko-
vanymi tavami. Analyza gendmu vsak naznacuje, Ze MERS-
-CoV mohol pochadzat aj z netopierov a v davnej minulos-
ti sa prenasal na tavy (Obr. 1).

V decembri 2019 boli v ¢inskom Wu-chane hlaseni pa-
cienti s tazkymi pripadmi zapalu plic neznamej priciny,

l

l |

Netopier

Cibetka Dromedima
w tava
i

Supinavee

|
?
l

e 10 rokov i =2 7 rokov e 7 rokov e
2002 2012 2019 2027
SARS MERS coviD-19 nn

Obr. 1. Pévod koronavirusov
(upravené podla Dhama a kol., 2020)
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pricom im bol z dolnych dychacich ciest izolovany novy
kmen koronavirusu. Je zaujimavé, Ze sekvencia nového
koronavirusu je na 96 % identickd s nukleotidovou sek-
venciou virusu izolovaného z netopierov. Vykazuje 79,5 %
identitu so SARS-CoV a 55 % identitu s virusom MERS-CoV,
¢o znamena, Zze SARS-CoV-2 patri do rovnakej rodiny viru-
sov, ktoré spdsobili SARS a MERS (Mittal a kol., 2020).
Napriek blizkej genetickej pribuznosti netopierieho
koronavirusu so SARS-CoV-2, sekvencia RBD (Receptor
Binding Domain, doména viaZuca receptor) v S-protei-
ne oboch virusov je odlisna, takZze netopieri koronavirus
nemoze byt priamym pdvodcom SARS-CoV-2, lebo by sa
2020). Pri dalSom
hladani medzihostitela padla volba na luskona (Supina-

neviazal na fudské bunky (La m a kol.,

vec) ilegdlne importovaného z Malajzie do Ciny, kde sa
konzumuje jeho maso a jeho tkaniva a Supiny sa vyuzivaju
v tradi¢nej ¢inskej medicine. Luskony su citlivé na korona-
virusovu infekciu, ktora u nich spdsobuje priznaky podob-
né zapalu pluc. Ziskanim gendmu koronavirusu z luskonov

sa prekvapujuco zistilo, Ze hoci celkovy gendm je odlisny
od SARS-CoV-2, RBD sekvencia je podobna az na 97 %, pri-
¢om 5-6 klicovych aminokyselin je Uplne zhodnych s RBD
pre SARS-CoV-2 (La m a kol., 2020).

Koronavirus je najvyznamnejsim prikladom virusu, kto-
ry prekrocil druhovu bariéru od divych zvierat k ludom, ako
su SARS a MERS. Skuto¢nou otazkou vsak je, ako planuje-
me Celit dalSej zoonotickej epidémii CoV, ktord sa pravde-
podobne vyskytne v priebehu nasledujicich 5 az 10 rokov
alebo dokonca skor (Obr. 1) (Dham a akol., 2020).

Klasifikacia koronavirusov

Studijnd skupina pre koronavirusy Medzinarodného
vyboru pre taxondmiu virusov zaradila koronavirusy pod
Celad Coronaviridae, podcelad Coronavirinae. Na zaklade
genotypovej a sérologickej charakterizacie sa Coronavi-
rinae delia na 4 rody: alfakoronavirus, betakoronavirus,
gammakoronavirus a deltakoronavirus.

Do decembra 2019 bolo zndmych iba 6 druhov HCoV,

Geneticky
rozmanité Prirodzeny Cudsky
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._": | \-T _.' ! —

—*waﬂ'

v

W

%"Lk

Yt

e

:w;*

1].5'

2 7

J

nezisteny

nezisteny

ﬁ’“_" W/ — w »SARS-CoV 2003 ||

‘r;,:j —» W—h'ﬂl RS-CoV —wn/;IlI

HCoV-0C43 —» 1967

HCoV-229E —# 1965

HCoV-NL63 — 2004

e
., /&?‘

HCoV-HKU 1= 2005 * =

rﬂ__

/

et /
g{‘“} E NS — fﬁ —»SARS-CoV-2—52019
Tyt g

Obr. 2. Pévod a prenos patogénnych koronavirusov
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ktoré spdsobuji ochorenia u ludi. Styri z nich sp6sobuiju
priznaky nachladnutia u 0s6b so zniZzenou imunitou: su to
HCoV-229E a HCoV-0C43, ktoré boli prvykrat identifiko-
vané v polovici 60. rokov; HCoV-NL63, prvykrat identifiko-
vany v roku 2004; a HCoV-HKU1, prvykrat identifikovany
v roku 2005. Dalsie 2 kmene, ktoré sposobuju smrtelné
ochorenie, si SARS-CoV, prvykrat identifikovany v roku
2003, a MERS-CoV, prvykrat identifikovany v roku 2012
(Obr. 2).

Struktura koronavirusu

Koronavirusy su velké obalené pozitivne RNA virusy,
ktoré su zodpovedné za infikovanie najroznejSich druhov
cicavcov a vtakov. Tieto virusy obsahuju na svojom po-
vrchu Spicaté vybezky glykoproteinov (S-protein, alebo
»spike” protein), ktoré sa pod elektrénovym mikroskopom
javia ako korunka, a prave preto sa oznacuju ako koronavi-
rusy (Obr. 3). Gendm koronavirusu kéduje niekolko Struk-
tdrnych a nestruktdrnych proteinov. Medzi Strukturne
proteiny patria: membranovy protein (M), obalovy pro-
tein (E), spike protein (S) a nukleokapsidovy protein (N).
NajdolezitejSie z nich su prave N a S, pricom prvy pomaha
virusu primerane vyvinut kapsid a celd virusovu Struktu-
ru a druhy pomaha pri jeho naviazani na hostitelské bun-
ky (Siu akol., 2008; Walls akol., 2020). Struktirne
proteiny su zodpovedné predovSetkym za rozpoznanie
receptorov hostitela, membranovu fuziu, morfogenézu
a uvolfiovanie virusovych Castic. NeStrukturne proteiny
(nsp, nonstructural protein) ufahcuju virusovu replika-
ciu a transkripciu (Schoeman akol.,, 2019; Mittal
a kol., 2020).

Obalovy

protein (E) protein (N)

RNA a Nukleckapsidovy

S-proteiny, respektive ,spike” (hrotové, Spicaté) trans-
membranové proteiny typu | obsahuju 3 segmenty: velku
ektodoménu, jednopriechodovi transmembranovu kotvu
a kratky intracelularny chvost (Obr. 3). Tieto S-proteiny
zohravaju hlavnu ulohu pri ukotveni na hostitefské bun-
ky. Ektodoména S-proteinov pozostava z podjednotky S1,
ktora obsahuje doménu viazucu receptor (RBD, Receptor
Binding Domain), a S2 je podjednotkou membranove;j fu-
zie. C-koncova doména S1 podjednotky obsahuje motiv
viazuci receptor (RBM, Receptor Binding Motif). Rozpo-
znanie receptora hostitelskej bunky RBD S-proteinmi je
pociato¢nym krokom virusovej infekcie a vazobné interak-
cie medzi S-glykoproteinom a receptormi su jednym z naj-
doleZitejSich faktorov virusovej infekcie.

Morfolégia a genémova Struktira SARS-CoV-2

Koronavirusy su nesegmentované obalené virusy obsa-
hujuce jednovldknovi RNA (+ssRNA, single-stranded RNA)
s dizkou medzi 26 a# 32 kb (~125 nm alebo 0,125 pm).
Elektronova mikroskopia (EM) negativne zafarbenych
Castic SARS-CoV-2 odhalila ich sféricky tvar s priemerom
v rozmedzi 60-140 nm a vonkajSim povrchom posiatym
vyraznymi S-proteinmi dlhymi 9—12 nm, ktoré dodavaju
virionom vzhlad sine¢nej koruny (Obr. 3). Osekvenovany
SARS-CoV-2 je na 5 konci zakonceny Ciapkou a na 3" ma
polyadenylovany koniec (Obr. 4). Gendm pozostéva z 2 ne-
prekladanych oblasti (UTR, Untranslated Region) a obsa-
huje 6-11 otvorenych citacich ramcov (ORF, Open Reading
Frame) (Mittal akol., 2020).

Prvy ORF obsahuje priblizne 67 % gendmu, ktory ko-
duje 16 nestrukturnych proteinov (nsp), zatial ¢o zvysné

<—Motiv viazuci receptor

«— 51 podjednotka
(Globularna doména
viaZuca receptor)

-«+— 52 podjednotka
(Stopkova fuzna doména)
...

Virusova membrana

L |

«i— [ntracelularmy chvost

Obr. 3. Struktira SARS-CoV-2 (vlavo) a S-proteinu (vpravo)
(upravené podla Mittal a kol., 2020)
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Obr. 4. Genom SARS-CoV-2
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ORF kdduju doplnkové a Strukturne proteiny. NeStruktur-
ne proteiny zahfnaju dve virusové cysteinové proteazy
vratane protedzy podobnej papainu (nsp3), protedzy po-
dobnej chymotrypsinu, RNA-dependentnej RNA polyme-
razy (nsp12), helikazy (nsp13) a dalsich, ktoré sa pravde-
podobne podielaju na transkripcii a replikacii SARS-CoV-2
(Chan akol., 2020). 3’-koniec gendmu SARS-CoV-2 ob-
sahuje 4 strukturne proteiny, ktoré si zodpovedné za vaz-
bu na receptor hostitelskej bunky.

Podjednotka S1, zodpovedna za vazbu na hostitelsku
bunku, je dalej rozdelend na dve subdomény, konkrétne
na N-koncovid doménu (NTD, N-Terminal Domain) a C-kon-
covll doménu (CTD, C-Terminal Domain). Obe tieto sub-
domény pbsobia ako domény viaZuce receptory a ucinne
interaguju s réznymi hostitelskymi receptormi. C-koncova
doména S1 podjednotky obsahuje motiv viaZuci receptor
(RBM). Podjednotka S2 obsahuje fizny peptid (FP, Fusion
Peptide) zodpovedny za fuziu membran virusov a hosti-
telskych buniek. Ludské koronavirusy rozpoznavaju rézne
receptory hostitela; konkrétne HCoV-229E rozpozndva
[udski N-aminopeptidazu (hAPN, human AminoPepti-
dase-N), MERS-CoV viaZze dipeptidylpeptidazu-4 (DPP4,
Dipeptidyl peptidase-4), HCoV-OC43 a HCoV-HKU1 viazu
urcité typy O-acetylovanej kyseliny sialovej a HCoV-NL63
a SARS-CoV rozpozndvaju angiotenzin konvertujuci en-

zym 2 (ACE2, Angiotensin-converting enzyme 2).

Mutacie SARS-CoV-2

Geneticky kod Zivych organizmov podlieha neustalym
zmendm — mutaciam. Mutacie virusov, vratane tych, kto-
ré spésobuju COVID-19, vznikaju v porovnani s [udskymi
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bunkami ovela castejSie. Na celom svete boli doteraz
identifikované stovky variacii virusu SARS-CoV-2. VAcsi-
na zmien tohto virusu mala minimalny vplyv na to, ako
sa prenasa, ¢i na zavaznost ochorenia, ktoré spdsobuje.
Niektoré mozu byt dokonca skodlivé pre prezitie virusu.
Niektoré zmeny vSak mézu virus zmenit na infekénejsiu
verziu nez doposial popisané dominantné varianty virusu
SARS-CoV-2 (W ang akol., 2020).

Spojené kralovstvo identifikovalo na jeset 2020 va-
riant s ndzvom B.1.1.7 s velkym poc¢tom mutacii (Wise,
2020). Tento variant obsahuje 23 mutacii, z ktorych 17
je znepokojujucich (13 nesynonymnych, 4 delécie). Mu-
tacie sa vyskytuju v génoch ORFlab, ORF8 a N (Kirby,
2021). V januari 2021 odbornici vo Velkej Britanii ozna-
mili, Ze tento variant moze byt spojeny s 30 % zvySenim
rizika Umrtia v porovnani s inymi variantnymi virusmi,
na potvrdenie tohto ndlezu je viak potrebnych viac studii
(Challen akol. 2021).

,Juhoafrickd” mutdcia, pévodne detegovana zaciat-
kom oktobra 2020, bola oznacena B.1.351 a zdiela nie-
ktoré mutacie s B.1.1.7 (Tang akol., 2021). Juhoafric-
ky variant ma 21 mutdcii vratane 9 zmien aminokyselin
v S géne (3 na klticovych miestach v doméne viaZzucej re-
ceptor), pricom zmutované gény su v oblastiach ORFlab,
ORF3a, N a E. Predbezné data naznacuju, Ze aj tato muta-
cia mbze mat vyssiu schopnost Sirenia sa a ma potencialne
dolezitejSie zmeny v S-proteine. Zatial nie je jasné, ¢i moze
mutécia spdsobovat aj ochorenie s tazsim priebehom.

,Brazilska“ mutdcia s oznacenim P.1. bola po prvykrat
identifikovana zaciatkom januara u cestujucich z Brazilie,
ktori boli testovani pocas rutinného skriningu na letisku




v Japonsku. Tento variant pozostava z 10 mutdcii v S géne
(3 na klucovych miestach v doméne viaZucej receptor),
pricom zmutované si ORFlab, ORF8 a N gény (Toovey
a kol., 2021).

Vakciny

Vakcina je latka, ktora sa pouziva na aktivaciu imunity
podanim modifikovanych Zivych, oslabenych alebo mrt-
vych a neaktivnych infekénych organizmov alebo toxinov,
s ciefom aktivovat humoralnu a bunkovd imunitu v orga-
nizme, a tak zvysit jeho odolnost. Medzi charakteristické
imunitné odpovede organizmu patri produkcia neutralizu-
jucich protilatok, tvorba T-buniek a zabranenie imunitne
zosilnenému ucinku (vakcinou vyvolana reakcia, ktora by
viedla k paradoxne zvySenej zavaznosti ochorenia pri napr.
virusovej expozicii). Vacsina ockovacich latok proti ocho-
reniu COVID-19 vyvolava imunitnu odpoved na urcitu Spe-
cifickt Cast virusu SARS-CoV-2.

Vzhladom na to, Ze S-protein je dblezity pre vazbu viru-
su na receptory bunky a ndaslednu fuziu virusu s hostitel-
skou bunkou méze byt vhodnym cielom pre navrh vakcin
(Du akol., 2009). Studie preukazali, e prave S (,spike®)
protein, v jeho nativnej konformdcii, je imunodominant-
nym antigénom SARS-CoV. Vazobné a neutralizaéné pro-
tilatky sa primdrne zameriavaju na receptor viaZzucu do-
ménu S1 podjednotky S-proteinu. Vyznam S-proteinu pre
pripravu vakcin podporuju aj skuto€nosti, Zze protilatky

generované proti S-proteinu su pretrvavajuce a imunodo-
minantné u pacientov, ktori prekonali SARS (Ca o a kol.,
2010; Zhong akol., 2005).

Okrem S-proteinu boli ako moZzné ciele pre pripravu vak-
cin testované aj dalsie Strukturne proteiny. Vakciny na baze
N-proteinu zvycajne nemdzu indukovat neutralizujlice pro-
tilatky, pravdepodobne kvoli skutocnosti, Ze N-protein sa
nenachadza na povrchu CoV. Vyhodou N-proteinu je, ze je
zachovany v réznych druhoch CoV, ¢o z neho robi potencial-
ny ciel pre univerzalnu vakcinu proti CoV aktivujucu T-bun-
ky (W a n g akol., 2020). Vakciny na baze M-proteinu mozu
indukovat zvysenu protilatkovi odpoved’ u imunizovanych
zvierat (H e a kol., 2005). Doposial publikované studie vsak
v predklinickych modeloch nepreukdzali Ziadne neutralizu-
juce protilatky alebo ochrannt imunitu u vakcin zaloZzenych
na baze M a E proteinov (Buchholz akol., 2004).

V sucasnosti rozliSujeme klasické vakciny a vakciny no-
vej generacie. Klasické, v praxi pouzivané vakciny su za-
loZené na baze virusov alebo proteinov. Virusové vakciny
moézu obsahovat Zivy oslabeny virus alebo inaktivovany
virus. Vakciny obsahujlce Zivé oslabené virusy su vytva-
rané mnohonasobnym prechodom virusu v bunkovej kul-
ture, ¢o vedie k strate jeho virulencie. Tento typ vakcin je
zodpovedny za tvorbu miernej infekcie. Vakciny na baze
inaktivovaného virusu zabezpecuju, Ze sa virion nemoze
replikovat a nie je nékazlivy, teda S-protein je podany ako
rekombinatna proteinova podjednotka. Vakciny na baze

Tab. 1. Sumarizacia zakladnych informacii o vakcinach
(Creech a kol,, 2021)

Typ vakciny mRNA Vektorova

Vyrobca Pfizer-BioNTech Moderna AstraZeneca/Oxford Sputnik V
Inaktivovany Simpanzi Modifikovany adenovirus

Antigén S-protein S-protein adenovirusovy vektor pre (Serotyp 5 a 26) obsahujuci
gén S-proteinu gén pre S-protein

. -70°C (6 mes.) -20°C (6 mes.) a0 -18°C (2 roky)

Skladovanie | > geC(sdn) | +2-8°C(30dni) +2-8°C (6 mes) +2-8°C (6 mes)

Uinnost 94,6% 94,19 70,4% 91,1%

(po 2. davke) o7 e 7 e

Nevyhod Mechanicky Mechanicky Nizsia Ucinnost a vyssi vy- Malo klinickych studii,

yhody menej odolna menej odolna skyt neziaducich tc¢inkov nechvélena EU
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proteinu méZu pozostavat z purifikovaného proteinu vi-
rusu, rekombinantného proteinu alebo virusu podobnych
Castic (VLP, Virus-Like Particles). Inaktivované virusové
vakciny a vakciny zaloZené na bielkovinach vyZaduju ad-
juvans na stimuldciu imunitného systému. Virusom po-
dobné castice obsahuju Struktirne proteiny virusového
kapsidu. Zaroven vSak nemaju virusovy genom a kritické
nestrukturne proteiny. Jednym z novych podtypov viruso-
vych vakcin su prave vektorové vakciny vyuZivajlce virusy
bez schopnosti replikacie, ktoré su pripravené na expresiu
genetickej sekvencie poZzadovaného antigénu v hostitel-
skych bunkdch (Karpinski akol., 2021).

Vakciny novej generacie nevyZzaduju skutocné virusové
Castice a mbzu sa vyvijat vyluéne na zaklade sekvencie an-
tigénnych virusovych proteinov. mRNA vakciny predstavuju
slubnu alternativu k konvencénym vakcinovym pristupom
pre ich vysoku ucinnost, schopnost rychleho vyvoja a po-
tencidl pre nizkondkladovu vyrobu a bezpecné podavanie.
V tychto vakcinach sa lipidové nanocastice pouzivaju ako
nosice stabilizovanej mRNA kddujlcej S-protein na ces-
te do intracelularneho priestoru. Hostitel pouziva mRNA
na vyrobu cielového proteinu (v tomto pripade S-proteinu),
ktory indukuje koordinovanu imunitnd reakciu. Spoloc-
nosti Pfizer-BioNTech a Moderna vyvinuli vakciny na baze
MRNA, ktoré v klinickych studiach preukazuju viac ako 90 %
ucinnost proti klinickému ochoreniu SARS-CoV-2. Tato vy-
sokd ucinnost vakciny je spojend s velmi malym poctom
neziaducich ucinkov, aj ked' lokdlna a systémova reaktoge-
nita s touto vakcinou su bezné. Charakteristika a prehlad
v sUcasnosti najpouzivanejSich vakcin je uvedena v Tab. 1
(Creech akol., 2021).

Molekula mRNA je minimdalne imunogénny genetic-
ky vektor, ktory umoznuje opakované podavanie vakciny
(Cuiling akol. 2020). mRNA vakciny ponukaju viacero
vyhod vdaka svojej flexibilite a schopnosti imitovat pri-
rodzenu virusovu infekciu. Geneticka informdcia v mRNA
navodzuje intracelularnu syntézu virusovych proteinov,
¢o modze potencidlne posilnit humorédlnu aj celularnu
imunitnu odpoved (Mulligan akol., 2020). Takymito
vakcinami s mRNA-1273 (Moderna TX, Inc) aj BNT162b1
(BionTech/Fosun Pharma/Pfizer). Ide o vakciny zloZené
zo synteticky vyrobenej mRNA opuzdrenej v lipidovych
Casticiach. SyntetickA mRNA kdduje uplny S-protein sta-
bilizovany pred fuziou SARS-CoV-2 a ma potencial vyvolat
vysoko Specifickd imunitnu reakciu na S-proteiny. Tieto

vakciny sa povazuju za relativne bezpecné, pretoze nie su
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tvorené inaktivovanym patogénom ani podjednotkami
Zivého patogénu (Tu akol., 2020; Mulligan akol.,
2020).

Zakladny princip fungovania DNA vakcin spociva v po-
uziti DNA plazmidu, ktory koduje protein pochadzajuci
z patogénu, v tomto pripade SARS-CoV-2. Plazmidova
DNA (pDNA) je lacn3, stabilna a bezpecn4, ¢o predstavuje
vhodnu formu pre dopravenie Casti virusovej genetickej
informacie do organizmu prijemcu.

Vakciny zaloZené na virusovych vektoroch su vysoko
Specifické v transporte dsDNA virusu do cielovych bu-
niek, st ucinné v génovej transdukcii a indukuju pozado-
vanu imunitnd odpoved. Ponukaju dlhodobu a vysoku
uroven expresie antigénového proteinu, a preto maju
velky potenciadl na profylaktické pouZzitie. Tieto vakciny
spustaju a pripravuju cytotoxické T bunky (CTL, Cytoto-
xic T Lymphocyte), ¢o nakoniec vedie k eliminacii buniek
infikovanych virusom. Vakcina AZD1222 (AstraZeneca),
INJ-78436735 (Johnson&Johnson), aj Sputnik V prenasa-
ju dsDNA virusu pre tvorbu S-proteinu v inaktivovanom
adenoviruse (Thanh akol., 2020).

Adenovirusy sposobuju bezné nachladenie a nase telo
s nimi prichadza do styku na dennej baze. Rekombinantné
adenovirusy su upravené tak, aby nesposobovali infekciu.
Adenovirusy sa pouzivaju vo vakcinach proti réznym pa-
togénom, v pripade SARS-CoV-2 nesu gén pre S-protein
(,,spike”) Specificky pre SARS-CoV-2. Po vpichnuti vakciny
sa adenovirus dostane do bunky, kde prinuti bunku expri-
movat nim nesenu genetickl informaciu. KedZe sa sam
nevie mnozit, jediné ¢o tento upraveny virus spdsobi je,
Ze prinGt bunku vytvarat S-protein. Tento ,spike” protein
je vystaveny bunkam imunitného systému, ktoré vytvoria
Specifické protilatky.

V sucasnosti pouzivané vakciny by mali reago-
vat na predpokladand variabilitu virusu a mali by byt
pouzitelné pri roznych formach CoV. Neddvna Stu-
dia Sabino akol. (2021) ukazuje, Ze brazilsky variant
moze odolavat protilatkam u [udi, ktori by mali byt imdn-
ni, kedZe prekonali infekciu pévodného koronavirusu.
Prvé laboratérne vysledky naznacuju, Ze vakcina Pfizer
mdze chranit pred novymi variantmi, aj ked o nie¢o menej
efektivne (M u i k a kol., 2021). Udaje publikované o G¢&in-
nosti vakciny Oxford-AstraZeneca prezentuju ochranu
organizmu aj pred novym britskym variantom a mensiu
ochranu pred juhoafrickym variantom. Prvé vysledky stu-

die vakciny Moderna naznacuju, Ze vakcina je Ucinna proti




juhoafrickému variantu, aj ked imunitna odpoved nemusi
byt takad silnd alebo dlhotrvajca.

V budicnosti by mohli vznikndt nové varianty CoV,
preto je potrebné vakciny dalej vyvijat a vylepSovat tak,
aby lepsie reflektovali na rychlo sa meniaci virus. Podobne
ako pri chripkovom viruse, kde sa kazdy rok poddva upra-
vena vakcina, zohladnujuca zmeny v cirkulujucich chripko-
vych virusoch, pravdepodobne aj v pripade koronavirusu

bude potrebné Gcinne reflektovat zmeny CoV.

ZAVER

COVID-19 je tretie vysoko infekéné ochorenie ¢loveka
sposobené koronavirusom v ostatnych dvadsiatich rokoch.
Aj ked' je menej zavazné ako SARS a MERS, pandemické
Sirenie a vysokd infekénost, radia COVID-19 k najvainej-
Sim hrozbdm pre globalne zdravie v tomto storoci. Kym si
vybudujeme kolektivnu imunitu a klinicky schvalené vak-
ciny budu Siroko dostupné, neexistuje lepsi spdsob, ako sa
chranit pred SARS-CoV-2 ako preventivne a zodpovedné
spravanie (napriklad ruska, hygiena rik a odstup). Napriek
tomu, Ze sa vyskumu SARS-CoV-2 venuje vo svete velky
pocet vyskumnych timov a kazdy tyzden su aktualizované
poznatky o tomto novom koronaviruse a jeho mutaciach,
su nase poznatky nedostatocné.

Boj proti tejto pandémii je ,beh na dlhé trate” a vy-
Zaduje cielend medzindrodnu spolupracu vedcov. Je po-
trebné nielen Studovat meniaci sa geném virusu, ale aj
neustdle hladat G¢inné metddy jeho detekcie a spdsoby
ochrany pred nim. Toto vsetko vyzaduje spolupracu Statov
pri vytvarani podmienok braniacich jeho nekontrolované-

mu Sireniu.
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COVID-19 - VYUZITIE METOD gRT-PCR
PRI DETEKCII SARS-CoV-2

Abrahamovska, M., Svecova M., Vecurkovska, 1., Rabajdova, M.
Ustav lekarskej a klinickej biochémie, UPJS LF, KoSice

miroslava.rabajdova@upjs.sk

SUHRN

Ochorenie COVID-19 sp6sobené koronavirusom
(SARS-CoV-2) sa stalo globalnou pandémiou vyrazne za-
sahujucou do Zivota vsSetkych ludi. Jednym z najdélezi-
tejsich faktorov v boji proti pandémii je v€asna a presna
detekcia virusu. Zlatym standardom pre diagnostiku CO-
VID-19 je detekcia prostrednictvom amplifikacie nukleo-
vych kyselin. V sucasnosti je prvou volbou test zalozeny
na detekcii RNA metédou reverznej transkriptazovej-po-
lymerazovej retazovej reakcie (QRT-PCR) v realnom ¢ase.
Na uskutocnenie tohto testu je na trhu niekolko diag-
nostickych kitov qRT-PCR s odli$nou citlivostou a $peci-
fickostou. Praca popisuje si¢asné moznosti identifikacie
koronavirusu SARS-CoV-2, nevyhnutné pre potvrdenie
diagnézy Covid-19.

Kli€ové slova: COVID-19, izolacia, qRT-PCR, ampli-
fikacia
ABSTRACT

COVID-19 disease caused by coronavirus (SARS-

CoV-2) has become a global pandemic significantly af-
fecting the lives of all people. One of the most import-

ant factors in the fight against a pandemic is the early
and accurate detection of the virus. The gold standard
for the diagnosis of COVID-19 is detection by nucleic
acid amplification. Currently, the first detection option
is a real-time reverse transcriptase-polymerase chain re-
action (gRT-PCR) assay. Several qRT-PCR diagnostic kits
with different sensitivities and specificities are available
to perform this assay. The work describes the current
possibilities of identifying the coronavirus SARS-CoV-2,
necessary to confirm the diagnosis of Covid-19.

Key words: COVID-19, isolation, qRT-PCR, amplifica-
tion

uvoD

Virusy zaradujeme medzi nebunkové organizmy, ktoré
vyuZivaju biochemické pochody prebiehajice v hostitel-
skych bunkach na svoju vlastnu replikdciu. Su to drobné
Castice obsahujuce geneticku informaciu (DNA alebo RNA)
v proteinovom obale. Vdaka pokrokom v laboratérnej
diagnostike sa pristupy zalozené na detekcii nukleovych
kyselin stali rychlou a spolahlivou technoldgiou aj na de-
tekciu virusov. Dnes uz klasickd metdda polymerazove;j
retazovej reakcie (PCR, Polymerase chain reaction) zazna-
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menala v ostatnych rokoch obrovsky pokrok. V sucasnos-
ti existuje mnoho jej varidcii, podstatou vietkych je vsak
amplifikacia (pomnoZenie) genetického materidlu (DNA,
RNA). Spomedzi metdd pouZivanych na dékaz pritomnosti
virusovej nukleovej kyseliny je v sucasnosti povazovana
za ,zlaty Standard” metdda kvantitativnej real-time po-
lymerazovej retazovej reakcie s reverznou transkripciou
(gRT-PCR, Quantitative Real-Time Reverse Transcription
PCR). Vdaka vysokej Specificite a senzitivite je qRT-PCR
v realnom ¢ase dnes vyuZivana aj na detekciu SARS-CoV-2
(Shen akol.,,2020,Tahamtan, A rdebili, 2020).

Biologicky material

Eurdpske centrum pre prevenciu a kontrolu chordb
(ECDC) odporuca pri testovani SARS-CoV-2 odobrat vzorku
z hornych dychacich ciest (Interim Guidelines for Clinical
Specimens for COVID-19). Pre pociatocné diagnostické
testovanie je prijatelny odber nazofaryngealnej, orofaryn-
gedlnej a nazalnej vzorky odobratej vyterom, aspiraciou
alebo vyplachom (Y u a kol., 2021). V studii s 205 pacient-
mi s potvrdenou infekciou COVID-19 bola pozitivita qRT-
-PCR najvyssia vo vzorkach odobratych bronchoalveolar-
nym vyplachom (93 %). Nasledovalo sputum (72 %), vyter
z nosa (63 %) a vyter z hltanu (32 %). Zo vzoriek mocu ne-
bol zaznamenany Ziaden pozitivny ndlez (Wang akol.,
2020). Revizia vykonana 8. oktobra 2020 tieZ zahfnala sli-
ny ako prijatelny diagnosticky material, ktorého odber je
neinvazivny a bezbolestny (Interim Guidelines for Clinical
Specimens for COVID-19). Po odbere by mali byt tampé-
ny okamzite vloZzené do sterilnej transportnej skiumavky
obsahujicej 2—-3 ml virusového transportného meédia
(Amies) alebo sterilného solného roztoku a skladované
pri teplote 4 °C (T o um a, 2020). Pri dlhSom transporte,
alebo dlhsej potrebe uchovania je potrebné zmrazenie
vzoriek na—70 °C (WHO, 2020). Niektoré studie poukazuju
na potencial fekdlnych vzoriek pri diagnostike SARS-CoV-2.
Tato otazka vsak zostdva predmetom diskusii, kedZe de-
tekcia virusovej RNA v stolici nemusi odrazat skuto¢nu vi-

rusovu replikaciu alebo infekciu (L o a kol., 2020).

Izolacia RNA

Po odbere klinickej vzorky je izolovana virusova RNA.
Tento krok je mimoriadne dolezity na zamedzenie vzniku
falosne negativnych vysledkov (T o uma, 2020). Podla
ministerstva zdravotnictva SR je moZné pouzit manualne

izolacné supravy alebo slpravy na automatizovanu izola-
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ciu validovanu Narodnym referen¢nym centrom pre chrip-
ku UVZ SR (Testovanie SARS-CoV-2: SPDTP).

Metddy izolacie virusovej RNA su rozne v zavislosti
od pouzitého kitu, pricom mézu byt vyuzivané rézne stup-
ne automatizacie. Kazda z troch nizSie uvedenych metod
zacina lyzou buniek, denaturaciou RN3z a proteinov. Lyzu
buniek a denaturaciu RNaz je mozné dosiahnut pomocou
chaotropnych Iatok, zatial ¢o na denaturdciu proteinov sa
pouZiva proteinaza K (Ravi akol., 2020). Medzi najcas-
tejSie sposoby izolacie virusovej RNA v sucasnosti patria:

Organicka extrakcia: predstavuje zlaty Standard izola-
cie virusovej RNA. V porovnani s inymi metdédami je ma-
nualne narocnejsia. Pocas centrifugacie sa vzorka rozdeli
do troch faz: dolnd — organickd fdza, stredna faza — ob-
sahuje denaturované proteiny a genomovu DNA (gDNA)
a hornd — vodnd fdza, ktord obsahuje RNA. Virusova RNA
sa izoluje z vodnej fazy zrdzanim a rehydrataciou alkoho-
lom(Ravi akol., 2020).

Izolovanie pomocou koldnky: je zaloZené na afinitnej
vdazbe medzi negativne nabitou RNA a kladne nabitou
membranou oxidu kremicitého v rotacnej koldne za al-
kalickych alebo vysoko sofnych podmienok. To umoznuje
vyplavenie dalSich bunkovych zloZiek, ako su bielkoviny,
sacharidy a lipidy, zatial ¢o RNA je zadrZzana na membrane
oxidu kremicitého. Na eluciu RNA z membrany oxidu kre-
micitého sa pouzije hypoosmoticky roztok napr. Tris-EDTA
alebo voda bez nukledz. Nevyhodou metédy je moznost
nepriechodnosti membrany oxidu kremicitého v rotac-
nej koléne kvoli mnozstvu zvyskov, co mdZe nepriaznivo
ovplyvnit vytazok a kvalitu RNA (Y u akol., 2021). Zefek-
tivnit metddu sa podarilo vyvinutim plne automatizova-
nych nizkopriechodovych automatickych pristrojov na ex-
trakciu nukleovych kyselin s integrovanou centrifigou,
vyhrievanou trepackou a systémom na manipuldciu s kva-
palinami, ako napriklad stolny QlAcube Connect (Qiagen,
Hilden, Nemecko), ktory dokaze spracovat 12 vzoriek
v jednom behu (American Society of Microbiology, 2020).

Izolacia pomocou magnetickych gul6cok: spociva
v poutziti predfunkcionalizovanych magnetickych gul6cok,
ktoré zachytdvaju virusovu RNA. Na rozdiel od silikagé-
lovej membrany su magnetické castice uUcinnejsie pri za-
chytdvani RNA, pretoze nehrozi riziko upchatia. Vo vysoko
viskéznych vzorkach vsak mozu zabranit migracii Castic
a zvyskové Castice v eluovanej RNA mézu pdsobit ako kon-
taminanty (Y u akol., 2021). Magnetické Castice viazané
na RNA sa daju lahko oddelit od vodnej fazy pomocou




vonkajSieho magnetického pola. Po odstraneni nenaviaza-
nych latok méze byt RNA eluovana z magnetickych ¢astic
pomocou roztoku s nizkym obsahom soli (Ravi akol.,
2020). Velké referencné laboratéria, ktoré vyzaduju vy-
soku efektivitu spracovania vzoriek, disponuju automa-
tizovanymi, vysoko vykonnymi pristrojmi na extrakciu
nukleovych kyselin, ktoré su zaloZzené na magnetickych
Casticiach. Medzi takéto patri napriklad MagNA Pure 96
Instrument (Roche, Mannheim, Nemecko), ktoré dokaze
spracovat az 96 vzoriek za menej ako jednu hodinu. N&-
stroje s nizSou kapacitou, v rozmedzi od 8 do 48 vzoriek,
su komeréne dostupné aj od vyznamnych spolo¢nosti ako
Roche, Qiagen, Promega a bioMérieux (American Society
of Microbiology, 2020).

Princip qRT-PCR

V pripade SARS-CoV2, kde je vychodiskovym materia-
lom RNA, sa na detekciu koronavirusu pouziva kvantitativ-
na Real-Time PCR s reverznou transkripciou (RT-qRT-PCR).
Pri tejto metdde sa RNA najskor transkribuje do komple-
mentarnej DNA (cDNA) reverznou transkriptazou z celko-

vej RNA alebo mediatorovej RNA (mRNA). cDNA sa potom
pouZije ako templdat pre reakciu qRT-PCR (Bustin, 2004).
gRT-PCR sa uskutocriuje ako jednokrokova alebo dvojkro-
kovd procedura. Jednokrokova gRT-PCR v redlnom case
pouziva jednu skimavku obsahujicu potrebné priméry
a enzymy na uskutoénenie potrebnych gRT-PCR reakcii,
amplifikacie a reverznej transkripcie. Dvojkrokovd gRT-
-PCR zahfia viac ako jednu skimavku na uskutocnenie
samostatnych reakcii reverznej transkripcie a amplifikacie
(Wong, Medrano, 2005). Pri detekcii SARS-CoV-2 je
vseobecne preferovanym pristupom jednokrokova qRT-
-PCR, pretoZe je rychla a pri jej pouziti sa skracuje cas
manipuldcie so vzorkami, o zniZuje Sance na chyby pri
pipetovani, respektive krizovl kontaminaciu medzi krok-
mi reverznej transkripcie a gRT-PCR. V sucasnosti vyuZiva
vacsina molekulovych diagnostickych testov technoldgie
gRT-PCR zamerané na amplifikaciu réznych gendmovych
oblasti SARS-CoV-2 (napr. ORF1b alebo ORF8, nukleokap-
sid (N), spike protein (S), RNA-dependentna RNA polyme-
raza (RdRP) alebo obalové (E) gény (Tab.1).

Gén S koduje S-protein (,,Spike” protein), ktory je klu-

Tab. 1. Cielové gény, priméry a sondy bezne pouzivané na analyzu SARS-CoV-2 pomocou PCR
(prevzaté od Carter a kol., 2020)

Cielovy gén

Sekvencia primérov a préb (5-3)

N-Sarbeco Protein

F-CACATTGGCACCCGCAATC
R-GAGGAACGAGAAGAGGCTTG
P-FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA-BHQ1

Oblasti nukleokapsidu - N gén

2019-nCoV_N1eF: GAC CCC AAA ATC AGC GAA AT

2019-nCoV_N1-R: TCT GGT TACTGC CAG TTG AAT CTG
2019-nCoV_N1eP: FAM-ACC CCG CATTAC GTT TGG TGG ACC-BHQ1
2019-nCoV_N2 Forward Primer TTA CAA ACATTG GCC GCA AA
2019-nCoV_N2 Reverse Primer GCG CGA CAT TCC GAA GAA
2019-nCoV_N2 Probe FAM-ACA ATT TGC CCC CAG CGCTTC AG-BHQ1
2019-nCoV_Forward Primer: AGATTT GGA CCT GCG AGC G
2019-nCoV_Reverse Primer: GAG CGG CTGTCT CCA CAAGT
2019-nCoV_F Probe: FAMeTTC TGA CCT GAA GGCTCT GCG CGeBHQ-1

ORF1ab

FW1GTGCTAAACCACCGCCTG
REV1CAGATCATGGTTGCTTTGTAGGT
FW2 CGCCTGGAGATCAATTTAAACAC
REV2 ACCTGTAAAACCCCATTGTTGA

RdRP gén

RARP_SARSr-F2GTGARATGGTCATGTGTGGCGG
RARP_SARSr-R2 CARATGTTAAASACACTATTAGCATA
RARP_SARSr-P2 FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGCBHQ1

Sgén

WuhanCoV-spk1-F:TTGGCAAAATTCAAGACTCACTTT
WuhanCoV-spk2-R: TGTGGTTCATAAAAATTCCTTTGTG

Egén

E_Sarbeco_F:ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
E_Sarbeco_R:ATATTGCAGCAGTACGCACACA
E_Sarbeco_PROBE:FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQN

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2021

21



Struktira SARS CoV-2

———— Spike (51 2 52) - SARS.CaV-2

Nucleocapsid (W) - SARS
= SARS-CoV-2

Emvelope (E)- SARS
S5ARS-CoV-2

ENA-dependentni BNA polymeriza (RARp) - SARS-Ca¥'- 1

w
i . b shn 0600 o0 ™ 5000
LTmrm'J . B0, ORFl1a wn_ﬁ. —— ! O8F1b Th H‘.‘
F1 | I I | " T — M ——{[s] W] ¥
L L [ | pe—— T
[PLpra] peipro [ Rarp ][ Hel | ORF2-ORF10

Obr. 1. Struktira a geném SARS-CoV-2
(Kubina, Dziedzic, 2020)

Covy pre napadnutie buniek. Je zloZzeny z S1 a S2 podjed-
notky (Obr. 1). Podjednotka S2 je vysoko konzervativna.
Receptor viazuca doména S1 vykazuje iba 40 % identitu
s inymi SARS-CoV. Gén S v SARS CoV-2 vykazuje 75 % di-
vergenciu v porovnani s doteraz opisanymi koronavirus-
mi sposobujlicimi ochorenie SARS. Dalsie dva $truktdr-
ne proteiny — E a N su konzervativnejSie ako S protein
a su potrebné na replikaciu a patogenézu koronavirusov
(Udugama, 2020). Gén RdRp kdduje RNA-zavisli RNA
polymerazu. Ukdzalo sa, Ze oblast génu RdRp u SARS-
-CoV2 je velmi podobna oblasti génu RdRp u koronavirusu
netopierov (Ch an a kol., 2020).

Typy qRT-PCR v zavislosti od poctu
analyzovanych sekvencii

V zavislosti na pocte analyzovanych génov rozliSujeme
monoplexnu alebo multiplexni gRT-PCR metédu. Mono-
plexna gqRT-PCR sa pouZiva na detekciu jednej cielovej sek-
vencie a nevyzaduje Specifické sondy. Vo svojej podstate
je jednoduchsia pri ndvrhu, implementdcii a optimalizacii
(Petrillo akol., 2020). Multiplexna gRT-PCR umoznuje
sucasnu kvantifikaciu niekolkych cielov RNA v tej istej reak-
cii(Petrillo akol,2020; Waggoner akol, 2020).

Multiplexna gqRT-PCR ponuka moznost analyzy génovej
expresie, sledovania virusovej zataze a genotypizacie. Cie-
[ové gény, ako aj interna kontrola sa spolo¢ne amplifikuju
v tej istej reakcii, ¢im sa eliminuje variabilita medzi jed-
notlivymi jamkami, ktord by nastala, keby sa uskutocro-
vali samostatné amplifikacné reakcie. Multiplexna analyza
zaistuje vysoku presnost relativnej kvantifikacie génov, pri
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ktorej sa mnozstvo ciefového génu normalizuje na mnoz-
(Perchetti

a kol., 2020). Kvantifikacia viacerych génov v jednej reakcii

stvo kontrolného referenéného génu
tiez zniZzuje naklady na reagencie, Setri vzacny biologicky
material a umozZnuje zvysenu priepustnost (Park akol.,
2020). Tak multiplexnd gRT-PCR ako aj monoplexna gRT-
-PCR su metddy vyzadujuce pouZitie sekvencne Specific-
kych sond, z ktorych kaida je oznacena odliSnym fluo-
rescencnym farbivom a vhodnym zhasacim zvyskom. To
znamena, ze emisné maxima farbiv musia byt zretelne
oddelené a nesmu sa navzajom prekryvat. Okrem toho,
sa reakcie musia uskutocnovat vo vhodnom cykléri, ktory
poctom kandlov a ¢itanych fluorescencnych rozhrani pod-
poruje multiplexnt analyzu (Perchetti akol.,, 2020;
Tahamtan akol.,, 2020).

Na sledovanie priebehu amplifikacnej reakcie sa pri
gRT-PCR pouZiva fluorescencna reportérova moleku-
la. S kazdym amplifikacnym cyklom je zvysenie intenzity
fluorescencie Umerné zvyseniu koncentracie amplikonu,
priom pristrojovy systém zhromaiduje udaje pre kaz-
du vzorku pocas kazdého cyklu gRT-PCR (Marinowic
akol., 2021). Cislo cyklu, pri ktorom amplifikatny graf
prekro€i tuto prahovd hladinu fluorescencie sa nazyva
,CT“ (treshold cycle) alebo prahovy cyklus (Obr. 2).

Nizke hodnoty CT naznacuju akltne ochorenie a vyso-
ku infekénost diagnostikovaného jedinca (Obr. 3). Vysoké
hodnoty CT mozno rozne klinicky interpretovat, napriklad
aj ako znizené riziko infekénosti, avSak pri kazdom diag-
nostickom zavere si interpretacia vyzaduje klinicky kon-

text v suvislosti s epidemiologickou anamnézou.
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Obr. 2. Amplifikacna krivka — grafické zndzornenie priebehu qRT-PCR
(upravené podla Real-Time qRT-PCR)

Hodnoty CT ziskané pouZzitim réznych kitov vsak nie je
mozné priamo porovnavat (Tab. 2). Nie vSetky laborato-
rid pouzivaju rovnaké diagnostické kity. Pouzivané kity sa
mozu lisit napriklad v sekvenciach ciefovych génov, pou-
Zitych reagenciach, metdéde extrakcie RNA parametrov
cyklov, ¢i detekénych limitoch (Singanayagam akol,
2020).

Porovnanie qRT-PCR podla typu pouzitej sondy

Produkty qRT-PCR je mozné detegovat bud pomocou
fluorescencnych farbiv, ktoré sa na nich viazu alebo po-
mocou fluorescencne znacenych sekvencne Specifickych
sond.

SYBR Green je fluorescencné farbivo, ktoré sa viaze
na dvojvlaknovi DNA interkalaciou medzi pary baz. Po na-
viazani na DNA sa po excitdcii svetlom emituje fluores-
cencny signal. Pocty amplikdnov sa hromadia po kazdom
cykle qRT-PCR, ¢im dochadza k zodpovedajucemu zvyse-
niu fluorescencie (Smith, Osborn, 2009). PretozZe sa
SYBR Green viaZe kdekolvek na dvojvlaknovi DNA, je ne-
vyhnutné pouzit pary primérov, ktoré su vysoko Specifické
pre ciefovl sekvenciu, aby sa zabranilo generovaniu ne-
Specifickych produktov, ktoré by prispievali k zvySeniu flu-
orescencného signdlu (Gonzdlez-Escalona, Fey,
2006).

Medzi fluorescencne znacené Specifické sondy (proby)
patria:

TagMan sonda vyuZivajuca fluorescenéne znacenu
sondu, ktord hybridizuje s konzervativnou oblastou, kto-
rd lezi v ciefovej sekvencii amplikdnu. Sonda TagMan je
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Obr. 3. Graficky vystup z qRT-PCR
A. Pozitivny vysledok (CT~20), B. Negativny vysledok s amplifikovanou pozitivnou kontrolou
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Tab. 3. Excita¢na a emisna vinova dizka fluorescenénych farbiciek

Tab. 2. Porovnanie vyhodnotenia pozitivity SARS-Cov-2 komercnych stprav
na zéklade hodnét CT pomocou qRT-PCR

Spoloé¢nost Nazov kitu Sledované gény Pouzité farbicky CT Pozitivita
N HEX/VIC/JOE
DB Biotech Real Time Multiplex RT-PCR Kit E CalRed 610 CT<40
RdRP FAM
N FAM
Zybio SARS-CoV-2 Nucleic Acid Detection Kit E Qy5 CT<40
RdRP ROX
E FAM
MultiplexDX, s.r.o. | rTEST COVID-19 qPCR Multiplex Kit CT<35
RdRP FAM
MultiplexDX, s.r.o. | rTEST COVID-19 qPCR B.1.1.7 kit S FAM CT<35

zdroje: SARS-CoV-2 Nucleic Acid Detection Kit-Zybio; rTest COVID-19 gPCR Kit - COVID-19 Diagnostics - MultiplexDX;
rTEST COVID-19 gPCR B.1.1.7 kit/200 testov. Navod na pouzitie Ver. 1.0 (sk), 01/2021; DB-1211 COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit User Manual
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Obr. 4. Grafy excitaénej a detekénej vinovej dlzky

(upravené podla FAM (fluorescein), HEX,
JOE, ROX, TAMRA, TET, Texas Red® and others )

(upravené podla Excitation and Detection Wavelength Charts)

fluorescencéne oznacena na 5‘ konci a obsahuje zhasaciu
molekulu na 3’ konci (A fzal, 2020). Tesna blizkost timia-

cej molekuly na sonde pri fluorofdre zabranuje jej fluores-

kovaniu v dosledku prenosu fluorescenénej rezonanénej

energie. Pocas kroku hybridizacie kazdého cyklu gRT-PCR

sa priméry a intaktna sonda viazu na svoje ciefové sekven-

cie. Pocas nasledného predlZovania templatu 5’ exonukle-

azova aktivita enzymu Taq polymerdazy odstiepi fluorofér

zo sondy TagMan a deteguje sa fluorescencny signal, pre-

Excitacia Emisia Farbicka
494 nm 518 nm FAM, SYBR Green |
575nm 602 nm ROX, Texas Red
535nm 556 nm HEX
651 nm 670 nm Cy5
690 nm 706 nm Quaesar 706

toze fluorofér uz nie je v tesnej blizkosti zhasaca. Amplifi-
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kacia templatu sa teda meria uvolfiovanim a akumulaciou
fluoroféru pocas fazy predlZzovania kazdého cyklu qRT-PCR
(Corman, 2020; Yu akol., 2020).

Pre gRT-PCR so sekvencne Specifickymi sondami su
k dispozicii rézne fluorescenéné farbiva, kazdé s vlastnymi
excitaénymi a emisnymi maximami (Tab. 3, Obr. 4). Siroka
skala farbiv umoznuje tzv. multiplex gRT-PCR detekciu 3
alebo viacerych amplikénov v tej istej reakcii za pred-
pokladu, ze farbiva si kompatibilné s excitacnymi a de-
tekénymi schopnostami pouzitého RT cykléra a emisné
spektra vybranych farbiv st navzajom dostatocne odlisné.
Pre multiplexni gqRT-PCR sa odporuca pouzivat farbiva
s ¢o najsirSou separaciou kanalov, aby sa zabranilo moz-
nému ,prekryvu” signdlu (Wong, Medrano, 2005;
Lu akol., 2020).

FRET sondy podobne ako sondy na prenos energie flu-
orescencnej rezonancie (napr. hybridizacné sondy Light-
Cycler), pouzivaju dve znacené oligonukleotidové sondy,
ktoré sa viazu na produkt qRT-PCR. Ked' sa 2 sondy navia-
Zu, ich fluoroféry sa dostanu do tesnej blizkosti, ¢o umozni
prenos energie z donorového fluoroféru na akceptorovy
fluorofér (Afzal, 2020; Brown akol., 2020). Preto
je fluorescencia detegovana pocas fazy annealingu (hyb-
ridizdcie) gRT-PCR a je Umerna mnozstvu vznikajuceho
produktu. Sondy FRET zvycajne obsahuju farbiva, ktoré
st kompatibilné iba s pristrojmi LightCycler a Rotor-Ge-
ne. PretoZe systém FRET pouZiva 2 priméry a 2 sondy, je
pre Uspesné vysledky rozhodujuci dobry dizajn primérov
a sond (Ahmad, Ghasemi, 2007; Schneider
a kol., 2020).

Kontrola kvality qRT-PCR

Na overenie spravneho fungovania pracovného postu-
pu diagnostiky na molekulovej Urovni su délezité kontro-
ly procesu, ktoré sa zvycajne analyzuju s kazdou davkou
testovanych vzoriek (E s p e j 0, 2020). Kontrola izolacie sa
uskutocnuje pomocou internej kontroly priamo z qRT-PCR
kitu. Internd kontrolna je tvorena sekvenciou, ktora je am-
plifikovana v rovnakej reakcii ako ciefova sekvencia a de-
tegovana pomocou inej sondy. Vnutorna kontrola sa ¢asto
pouziva na vylucenie zlyhania amplifikacie v pripadoch,
ked cielova sekvencia nie je detegovanda (Hoorfar
a kol., 2004).

Dalsou moinostou je pouzitie endogénnej kontro-
ly (tzv. ,housekeeping gén“), napriklad fudskej RNazy P
alebo B-aktinu, ktoré su prirodzene pritomné v fudskych
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vzorkdach (Corman akol., 2020; Y u a kol., 2020). En-

dogénny referenény gén umoziuje korekcie napriklad

na moznu degradaciu RNA, pritomnost inhibitorov vo
vzorke, zmeny obsahu RNA, ucinnost reakcie reverznej
transkripcie, ¢i amplifikacie cDNA, respektive manipulaciu

sovzorkou (Kheirelseid akol, 2010).

Na overeniu priebehu samotnej qRT-PCR sa pouZivaju
pozitivne a negativne kontroly, ktoré obsahuju vsetky zloz-
ky amplifikacnej reakcie. Negativna kontrola neobsahuje
vzorku ale vodu bez nukledz. Pozitivnou kontrolou moze
byt genédmova RNA SARS-CoV-2, ciefova RNA transkribo-
vana in vitro, alebo pseudovirus/plazmidova DNA obsahu-
juca sekvencie ciefového génu (Y u a kol., 2020).

V diagnostike SARS-CoV-2 sa v sUcasnosti vyuZivaju
aj iné typy amplifikacnych metdd, ktoré ale nie su zatial
pocetne vyuzivané v rutinnej prevadzke. K tymto Specific-
kym metédam zaradujeme napriklad:

e loop“ izotermdlnu amplifikdciu (LAMP, Loop isother-
mal amplification method), ktora je ~100-krat citlivej-
Sia ako bezné metddy RT-PCR (Kashir, Yaginud-
din, 2020);

¢ metddu izotermickej amplifikacie (NEAR, Nicking enzy-
me amplification reaction), ktora je zaloZena na rych-
lej identifikacii malych fragmentov DNA alebo RNA,
generovanych priamo z cielovej nukleovej kyseliny
(Troger akol., 2015);

e CRISPR (Clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats) — amplifikaciu klastrovo pravidelne
rozloZzenych kratkych palindromickych opakovani
(Zhang akol., 2020);

e amplifikaciu zaloZzend na chemiluminiscencnom prin-
cipe TMA (Transcription mediated amplification), vyu-
ZiteIné aj pri detekcii SARS-CoV-2 (Y u a kol., 2020).

ZAVER

Za ucelom vcasnej a spolahlivej detekcie SARS-CoV-2
boli zdokonalené a upravené metdédy vyuZivajuce PCR
technoldgie amplifikacie nukleovych kyselin (inovované
gRT-PCR), ktoré sa snaZia svojou Specificitou a senzitivitou
detekciu zefektivnit. VyuZivanie molekulovych metdd pri
detekcii SARS-CoV-2 v rutinnej praxi je v sucasnosti viac
nez nevyhnutné pre v€asnu identifikdciu a naslednu izo-
laciu pacientov, ¢o spolu s trasovanim ich kontaktov moze
zastavit Sirenie ochorenia COVID-19.
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SUHRN

Od vypuknutia pandémie Covid-19 sposobenej no-
vym koronavirusom SARS-CoV-2 sa zvysilo usilie o vyvoj
diagnostickych testov, ktoré by spolahlivo odlisili fudi
pozitivnych (infikovanych virusom) od negativnych. Ide
o klucovy krok k zamedzeniu Sirenia virusu. Svoje miesto
medzi diagnostickymi testami si vyslazili aj rychle antigé-
nové testy, a to najmé vdaka moZnosti rychleho dosiah-
nutia vysledku.

Klacové slova: SARS-CoV-2; Ag test; PCR

ABSTRACT

Since the outbreak of the new SARS-CoV-2 coronavi-
rus pandemic Covid-19, efforts have been stepped up to
develop diagnostic tests capable of distinguishing pos-
itive (infected) from negative people. This is a key step
in preventing the virus from spreading further. Domestic
antigen tests have also earned their place among diag-
nostic tests, mainly due to the possibilities of obtaining

a result at your own home.

Key words: SARS-CoV-2; Ag test; PCR

uvoD

Eurdpska komisia (Brusel, 2020) vydala 15.4.2020 do-
kument, v ktorom uvadza, Ze podla smernice 98/79/ES
o diagnostickych zdravotnickych poméckach in vitro ma
oznacenie CE (Conformitée Européenne) 78 RT-PCR tes-
tov, 13 rychlych antigénovych testov a 101 testov na pro-
tilatky (vacsinou rychlych). Treba poznamenat, Ze ich do-
stupnost sa medzi jednotlivymi ¢lenskymi Statmi znacne
lisi. Dévodom je, ze vyrobca ich moOze posielat na trhy
mimo Eurdpskej tnie (EU) alebo Ze distributori, ktori tieto
pomdcky predavaju, nemusia pdsobit vo vsetkych ¢len-
skych Statoch. Dostupnost sa meni aj v priebehu ¢asu,
napriklad v zavislosti od logistickych faktorov pri vyrobe
a distribucii. Oznacenie testov skratkou CE znamenad, Ze
vyrobcovia prehlasuju, Ze testy su v sulade s prislusny-
mi pravnymi predpismi EU. Podla smernice EU 98/79/ES
musi vyrobca pre pouZitie oznacenia CE na diagnostickych
poméckach pre detekciu SARS-CoV-2 s$pecifikovat vykon-
nostné charakteristiky pomécky a vyhlasit zhodu s pozia-
davkami na bezpecnost a vykon uvedenymi v prislusnej
smernici (Eurépska komisia, 2020). Podla La Marca a kol.
(2020) a Eurdpskej komisie (2020) mozno v zasade vsetky
registrované testy rozdelit do dvoch skupin:

1. Priame (virusové testy): pomenovanie priame

odzrkadluje ich zameranie na detekciu prave pri-
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tomného virusu v organizme, teda aktualnu infek-
ciu. Vzorkou pre priame testy suU nazofaryngedlne
a orofaryngealne vytery, rovnako tak su vhodnou
vzorkou sliny. Skupina priamych testov sa dalej deli
na:

e testy na molekulovej Urovni (genetické), kde pat-
ria vSetky testy na zaklade amplifikacie nukleovych
kyselin (NAAT, Nucleic Acids Amplification Tests)
napriklad: izotermickd amplifikacia sprostredko-
vana reverznou transkripc¢nou sluckou (RT-LAMP,
Reverse Transcription Loop- mediated Isothermal
Amplification) a reverznd transkripéna polymera-
zova retazova reakcia (RT-PCR, Reverse Transcrip-
tion Polymerase Chain Reaction);

e rychle antigénové testy (RAT, Rapid Antigen Tests),
zndme aj ako point-of-care tests.

2. Nepriame (testy na protilatky, sérologické testy), kto-
rych pomenovanie zohladriuje skuto¢nost, Zze nede-
teguju virus, ale zistuju sérokonverziu (zvrat zo stavu
séronegativity na séropozitivitu voci Specifickému an-
tigénu) na predchadzajucu infekciu alebo skord séro-
konverziu na prebiehajlcu infekciu. Takouto metédou
je napriklad enzymovo viazany imunosorbentny test
(ELISA, Enzyme-Linked Imunosorbent Assay). Vzorkou
pre sérologické testy je krvné sérum.

Testy je mozné rozdelit aj z inych hladisk. Pokial ide

o typ technoldgie, rozlisuju sa dve kategérie komercnych

testov s oznacenim CE:

e gutomatizované testy na pouZitie v analyzatoroch,
ktoré si vyZzaduju dlhsi ¢as na spracovanie vzoriek
a potvrdenie vysledkov, patria sem testy zo skupiny
priamych testov a podskupiny testov molekulovych
(genetickych);

e rychle testy, ktoré poskytuju vysledky v priebehu
niekolkych minut, sem patria testy druhej podsku-
piny priamych testov, teda testy antigénové.

Sérologické testy mozu byt tak automatizované (napr.

ELISA testy) alebo rychle (fungujlce na rovnakom principe

ako RAT).

Z hladiska miesta testovania rozliSujeme testy na:

¢ |aboratodrne;

e urcené na delokalizovanu diagnostiku, teda diag-
nostiku v blizkosti pacienta, resp. na mieste posky-
tovania starostlivosti mimo laboratérnych testova-
cich zariadeni (POCT, Point-of-care testing).

V EU maju testy uréené na delokalizovant diagnosti-
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ku pouzivat len zdravotnicki pracovnici. Pojem test urceny
na delokalizovanu diagnostiku sa nepouziva v pripade po-
mocok urcenych pre laické osoby. Takéto pomécky sa mu-
sia klasifikovat ako samotesty (Eurdpska komisia, 2020).

Priama diagnostika

Priama diagnostika najcastejSie zahfna vyuZitie testov
RT-PCR a rychlych antigénovych testov. Z dévodu viace-
rych obmedzeni pri metdde PCR (napr. materialne vybave-
nie laboratérii, mnoistvo vyskoleného persondlu, mozné
kapacity testovania, ¢as potrebny na vykonanie postupu
a postup samotny, potreba Standardizacie podmienok od-
beru biologického, interpretacia vysledkov) bolo vynalo-
Zené zvySené Usilie na vyvoj rychlych antigénovych testov
(La Marca akol., 2020).

Rychlych testov na detekciu antigénov virusu SARS-
-CoV-2 bolo navrhnutych niekolko (Diao akol., 2020),
no obavami bola falo$nd pozitivita, resp. falosna negati-
vita vysledkov. Takéto mylné vysledky by mohli byt sp6-
sobené bud' nizkou alebo variabilnou virusovou zétazou
a rovnako chybami pri odbere vzoriek. Nekvalitne preve-
deny odber vzorky ma potencial dalej zhorSovat problém
predovsetkym v pripadoch s nizkym titrom virusového
antigénu (Tang akol., 2020). Na citlivost testu navyse
vyznamne vplyva cas, ktory uplynie medzi infekciou a sa-
motnym odberom vzorky (Wiersinga akol., 2020).

V skupine koronavirusov ma SARS-CoV-2 najvyssiu re-
produkénu rychlost (RO). Virusova zétaz v skupine vrcholi
v priemere 6 az 11 dni po nastupe symptémoy, zatial ¢o
zataz SARS-CoV-2 vrcholi pri nastupe symptémov a po-
tom klesa. Tato vlastnost zdérazriuje Ulohu presympto-
matickych jedincov pri prenose infekcie (Petersen
a kol., 2020), ako aj ulohu asymptomatickych jedincov
(Lavezzo akol., 2020).

Pouzitie RAT pri diagnostike ochorenia COVID-19
schvalil aj Urad pre potraviny a lie¢ivd (FDA, Food and
Drugs Administration). Popisuje ich ako imunochromato-
grafické testy vyuZivané na kvalitativnhu detekciu proteinu
exprimovaného na povrchu virusu SARS-CoV-2, Special-
ne N (nukleokapsidového) proteinu, pripadne S (Spike)
proteinu. Antigénové testy (Obr. 1) su zaloZzené na princi-
pe testov s lateralnym prietokom (LFA, Lateral Flow As-
say). RAT sa vykonavaju na tzv. testovacej platnicke, kto-
rd je potiahnutd nitrocelulé6zovou membranou (Obr. 1).
Po aplikacii vzorky na testovaciu platnicku sa vzorka vply-
vom kapilarnych sil posiva postupne po membrane cez
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Protilatky konjugované s farbivom Testovacia linia Kontrolna linia

(napr. Au, latex, fluorofér)

(protilétky) (algG profitatky)

Mitrocelulozova
membrana
\

Aplikacia Oblast
vzorky  konjugacie
\ \

Testovacia linia
(Pozitiviy test)

Kontralna linia
(Platny fest)

Obr. 1. Princip fungovania rychlych antigénovych testov (RAT) s pouZitim respiraénych vyterov

(upravené podla https.//asm.org/Articles/2020/August/How-the-SARS-CoV-2-EUA-Antigen-Tests-Work)

jednotlivé oblasti platnicky. Prvou oblastou, ktorou analy-
zovana vzorka prejde, je oblast obsahujuca virusové pro-
tilatky s konjugovanym farbivom (najcastejsie zlatom). Ak
sa vo vzorke nachadza poZadovany antigén (Ag), naviaze
sa na protilatku (Ig) konjugovanu so zlatom (Au) a vznika
komplex Ag-lg-Au. Tento komplex sa posuva dalej k tes-
tovacej linii (T). Testovacia linia je potiahnutd zvieracimi
protilatkami (najcastejSie mysSacie monoklondlne anti-
-SARS-CoV-2 protilatky), ktoré tiez zachytdvaju antigén.
Ak vzorka obsahuje antigén, v tejto oblasti sa vytvori sen-
dvi¢ Ig-Ag-lg-Au, ktory spdsobi farebnud zmenu — T prazok
na testovacej platni¢ke. Cim viac antigénu vzorka obsahu-
je, tym je farba pruzku vyraznejsia. Vzorka pokracuje dalej
ku kontrolnej oblasti (C). C linia je potiahnuta mysacimi
protildtkami proti virusovym protilatkam, ktoré nemaju
naviazany antigén. Tym sa vytvori komplex Ig-lg-Au. Taky-
to komplex v C oblasti opat vyvola farebnd zmenu. C linia
je tzv. validnou oblastou. Pokial sa v nej neobjavi farebny
pruzok, test je neplatny a je potrebné ho vykonat opako-
vane. Interpretdcia vysledkov je teda velmi jednoducha:
ak sa objavia dva pruzky v T a C linidch, vysledok je pozi-
tivny. Ak sa objavi jeden pruzok v C linii, vysledok je nega-
tivny. Ak sa objavi jeden pruzok v T linii, alebo sa neobjavi
Ziaden pruzok, vysledok je neplatny (American Society for
Microbiology, 2020).
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Skusenosti s testovanim na chripkovy antigén vSak
nabadaju k opatrnosti, pretoze rychle antigénové testy
mézu mat nizku senzitivitu. NajuZzitocnejsie st u sympto-
matickych pacientov, u ktorych je virusova zataz najvyssia
(Tang akol., 2020). Limit detekcie stanoveny podla PCR
je 106 kopii RNA virusu/ml respiracnej vzorky (RKI, 2020).
Aj ked zdravotné Urady registruju a schvaluju priame tes-
ty na detekciu antigénu so senzitivitou vysSou ako 80 %
a Specificitou vy$sou ako 97 %, citlivost tychto testov je
radovo nizsia ako citlivost RT-PCR (WHO, 2020a).

Dalej je nutné dokladne objasnit ich $pecificitu pre
SARS-CoV-2, vzhfadom na potencial kriZzovej reakcie s iny-
mi fudskymi virusmi zo skupiny koronavirusov (CoV). Na-
priek tymto obmedzeniam si antigénové testy zasllZia
pozornost hlavne vdaka svojim vyhodam, ako je rychlost
(10-30 minat v porovnani s niekolkymi hodinami u NAAT),
[ahka interpretacia, obmedzenie technickych zrucnosti
a pozadovanej infrastruktary (Tan g a kol., 2020).

Aj ked' vSetci autori uvadzaju vysoku Specificitu rych-
lych antigénovych testov (< 100 %), senzitivita je mimo
ambulantnych podmienok niZsia ako udavaju vyrobco-
via. Sco hy akol. (2020) uvadzaju len 30,2 % senzitivitu
a v svojich zaveroch tieto testy neodporucaju pre pouzitie
v prvej linii pri diagnostike COVID-19. Ceski vedci robili
studiu na 591 probandov absolvujucich respiracné vyte-




Metoda testovania vs. progresia infekcie*

Pred objavenim sympldmoy Po objaveni symplomov
Detekcia nepravdepodobna  PCR — pravdepodobne pozitivna  PCR - pravdepodobne negatina

Antigénovy test — Antigénovy test — pravdepodobne
. pravdepodobne pozitivny negativiy

. N o Detakcia protlatok
) e H

1 . " " -

. “

= ¢ . Iga

Elwpllh:':w-i 1
SARS-CoV:2 1 LY Y—
’
rs
PR £ a¥e IgM
Y »
3 ) /
: o
v I 0O o
Expogzioi !
_Expozicia :
SARS- CoV-2 P
T T 1 i { T
=T dni Nastup symptémoy 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni

"casové inlenvaly a miera delekicie virusov 50 prbiilné

Obr. 2. Porovnanie detekénej schopnosti jednotlivych typov testov
(upravené podla https.//remedihealth.co/tests-products-services/covid-19-rapid-antigen-test/)

ry, pricom porovnavali antigénové testy od dvoch réznych
vyrobcov:

e test 1 - Panbio Covid-19 Ag Rapid Test, Abbott

e test 2- Standard F Covid-19 Ag FIA, SD Biosenzor.

Prvy test preukazal senzitivitu 66,4 %, druhy test
62,3 %. Ak vSak analyzovali iba symptomatickych ludi,
senzitivita stupla na 73,8 % pre test 1 a 68,5% pre
test 2. Pre dosiahnutie doveryhodnych vysledkov auto-
ri Studie odporicéaju vykonavat opakované testovania
(Drevinekakol.2020). Dinnes akol. (2020) porov-
navali 22 publikacii z réznych Casti sveta. Senzitivita v tych-
to Studiach vyrazne kolisala (0 %—94 %), priCom priemerna
senzitivita bola 56,2 %. Priemerna Specificita bola 99,5 %.
WHO uvadza variabilitu v senzitivite RAT od 34 % do 80 %
(WHO, 2020b).

Na zdklade vykonanych Studii bolo zistené, v ktorom
obdobi infekcie su RAT najucinnejsie. Senzitivitu 93 % az
98 % testy dosahuju medzi 6. az 10. diom od vzniku in-
fekcie. Od 10. do 14. dna od vzniku infekcie sa vyuZzivaja
k potvrdeniu bezinfekénosti u asymptomatickych pacien-
tov a pacientov s miernymi priznakmi (Obr. 2). V prvych
piatich drioch od vzniku infekcie je ich detekéna schopnost
nedostatocna (MZ SR, 2020).

Po vystaveni sa virusu (SARS-CoV-2) nasleduje jeho
replikdcia, Co prebieha asymptomaticky. Od zaciatku
replikdcie virusu ma urcitd detekénd schopnost metdda
polymerazove] retazovej reakcie (PCR). Antigénové tes-
ty dokazu detegovat virus SARS-CoV-2 najskor na 5. den
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od vzniku infekcie, pricom najvyssiu citlivost vykazuju pri
symptomatickych jedincov s vysokou virusovou zatazou,
teda aZ par dni po objaveni priznakov. Detekcia protilatok
(IgG a IgM) je vyuzitelnd na 7. den od vyskytu priznakov
(u symptomatickych ludi), resp. na 14. den od vzniku in-
fekcie (aj u asymptomatickych ludi). V tomto obdobi
uz PCR aj antigénové testy poskytuju pravdepodobne ne-

gativne vysledky.

Diagnostika v slinach

NajcastejSie vyuzivany vyter z dychacich ciest vyza-
duje Specializovany zdravotnicky personal a je spojeny
s nezanedbatelnym rizikom prenosu virusu. Samotny
vyter moze byt spojeny s podrazdenim hltana, s kaslom
a kychanim, o zvysuje riziko pre personal, ktory je v bez-
prostrednom kontakte s ¢lovekom, ktorému sa vykonava
vyter (N g a kol., 2020).

Z tychto dévodov sa mnoho $tudii zameralo na de-
tekciu SARS-CoV-2 v inych telovych tekutinach, akymi su
mo¢, stolica, slzy alebo sliny (Sun et al., 2020). Spome-
dzi tychto telovych tekutin najvacsiu pozornost, aj u $i-
rokej verejnosti, si vyslizili sliny. Vhodnost poutzitia slin
ako diagnostického média bola posudzovana uz v roku
2003 pocas vypuknutia SARS (W ang akol., 2004). Ob-
dobne sa nad nimi uvazovalo po prepuknuti MERS-CoV
(Adhikari akol., 2019). Vypuknutie novej pandémie
a jej prudky priebeh opat upriamil pozornost vyskumnikov
na tuto problematiku.
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Obr. 3. Princip fungovania rychlych slinnych testov (RST) a ich interpretdcia
(upravené od Azzi a kol., 2020)

Momentalne sa sliny povazuju za alternativnu alebo

doplnkovu vzorku k nazofaryngealnemu a orofaryngeal-

nemu vyteru. Ako dbkaz toho, Ze je moiné sliny pouZit

ako diagnostické médium, FDA neddvno schvalil nudzové
pouzitie niekolkych testov v slinach. Tento postoj zaujali
hlavne z dovodu, Ze kvap6cky slin predstavuju hlavny zdroj
prenosu infekcie SARS-CoV-2 z ¢loveka na ¢loveka (H an,
2020).

vzorky ponuka mnozstvo vyhod. Sliny su pacientovi fahko

Ivanovski, Pouzitie sliny ako diagnostickej
odoberatelné bez takmer akychkolvek neprijemnych poci-
tov, nevyzaduju si pri odbere Specializovany zdravotnicky
personal a zniZuju sa rizikd prenosu virusu. Neprekvapuje
preto fakt, Ze v poslednych mesiacoch niekolko vedeckych
prac informovalo o vyvoji novych testov na detekciu SARS-
-CoV-2 zoslin (Wyllie akol,2020;La Marca akol.,
2020).

Rychle antigénové testy v slinach

S ohladom na to, Ze antigénové testy maju byt vo vel-
kom pocte doddvané do cielovych Uzemi, lahko zvladnu-
telné nemedicinskym zdravotnickym personalom a maju
mat primeranu cenu, boli nedavno zverejnené vysledky
Studie zaoberajucej sa diagnostickou presnostou takzva-
ného rychleho slinného testu (RST, Rapid Saliva Test).
RST je zaloZeny na podobnom principe (Obr. 3) ako test,
ktory vyuZiva ako diagnostické médium nazofaryngediny
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alebo orofaryngealny vyter. Vyhodou RST je, ze poskytu-
je vysledok uz za menej ako 10 minut. Nevyhodou testov
je ich nizsia Specificita. Podla japonskej studie bola Speci-
ficta RST len 42 % (Azzi akol., 2020). Na druhej strane
sa v Studii potvrdila senzitivita testu v slinach az 93 %, ¢o
je viac ako udaj japonského Ministerstva zdravotnictva
(66,7%)(Nagura-lkeda akol., 2020).

Sendvicové LFA su upravené tak, aby detegovali pri-
tomnost SARS-CoV-2 vo vzorkach slin pomocou polyklo-
nalnej protildtky namierenej proti ,Spike” virusovému
S-proteinu (Obr. 3). VySetrovanou vzorkou je zmes zriede-
nych slin s tzv. detekénymi protildtkami konjugovanymi so
zlatom (aSpike-Gold), ktoré zachytavaju S-protein a prida-
nou kontrolou platnosti testu - biotinom (40 nm), ktory
je tiez konjugovany so zlatom (GOLD-biotin). Vysledky
testu sa Citaju na zaklade vyskytu ¢erveného kontrolného
pruzku (C linia) a Cerveného testovacieho prazku (T linia)
vo vysledkovom okne nitrocelulézovej membrany. C linia
je potiahnutd imobilizovanym streptavidinom. Ak vzorka
dosiahne C liniu, streptavidin naviaZe biotin s vysokou afi-
nitou a v tomto mieste sa objavi Cerveny pruzok (test je
platny). Ak vzorka nedosiahne C liniu, pripadne sa z inych
dovodov nezobrazi C pruzok, test je neplatny. T linia po-
zostdva z imobilizovanych konjugovanych protilatok aUlfa
a aSpike-Ulfa. aSpike-Ulfa je tzv. zachytnou protilatkou.
Ak je vo vzorke pritomny S-protein, naviaze sa najprv




na detekéné protilatky aSpike-GOLD a potom na zachytné
protilatky aSpike-Ulfa konjugované s aUlfa v T linii. Tym
sa vytvori sendvic Ig-lg-Ag-lg-Au a vo vysledkovom okne
sa objavi v T linii Cerveny pruzok. Naopak, ak glykoprotein
,»Spike” vo vzorke chyba, ¢erveny pruzok sa v tejto oblasti
nevytvori a ostava iba ¢erveny pruzok v oblasti C linie. In-
tenzitu T pruzku je mozné kvalitativne vyhodnotit pomo-
cou hodnotiacej karty (Azzi a kol., 2021).

ZAVER

Antigénové testy su vyuzivané hlavne kvoli svojim ob-
jektivnym vyhoddm oproti testom na molekulovej Grovni
(PCR), medzi ktoré patria: jednoduché vykonanie testu,
rychle dosiahnutie vysledkov a ich jednoduchd interpreta-
cia. Ich velkou nevyhodou je vSak ovela nizsia senzitivita.
Tieto charakteristiky predurcuju pouzitie antigénovych
testov predovsetkym na lokalnej Grovni, v moznych ohnis-
kach pandémie, pripadne na pracoviskach, ¢i Skolach, ¢o
vyrazne $etri kapacitu citlivejéich, no zdihavejsich a naro¢-
nejsich PCR testov.
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VYVOJ PREVALENCIE REAKTIVNYCH PROTILATOK
TYPU IgM/1gG VOCI NUKLEOKAPSIDOVEMU ANTIGENU VIRUSU
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SUHRN

Autori analyzuju udaje vyvoja prevalencie sérovych
reaktivnych protilatok typu IgM/IgG voéi nukleokapsi-
dovému antigénu virusu SARS-CoV-2 v obdobi pandé-
mie (21.tyZzden 2020-7.tyZdern 2021) vySetrovanych
u pacientov Specializovanej nemocnice s vybranymi
skupinami diagnéz. Za vyuzitia diagnostickej supravy
Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 bolo realizovanych 5547 vy-
Setreni (m =3028, Z =2519). Podiely pozitivnych identi-
fikacii reaktivnych protilatok (prevalencia) zo vsetkych
vySetrenych sér boli vyhodnocované v tyzdiovych inter-
valoch. Vyznamny vzostup sérovej pozitivity zazname-
nany od 44. tyZzdna 2020 dosiahol ku koncu sledovania
narast na 35 az 47 %, ¢im kopiroval trend narastu kumu-
lativnej incidencie pripadov infekcie diagnostikovanej
RT-PCR metddami v regione Nitra, ktora ku koncu sle-
dovania presiahla 7 %. Rozdiel medzi podielom jedincov
s infekciou potvrdenou RT-PCR metédami a podielom
pacientov, ktori na zdklade pritomnosti sérovych reak-
tivnych protilatok skutocne infekciu prekonali, dosiahol
ku koncu obdobia 28-40 %. Prave tato skupina diag-
nosticky nezachytenych pacientov vyZaduje pri dalSom
terapeutickom a diagnostickom postupe zvySenu oboz-
retnost. Vysetrovanie $pecifickych protildtok na ddkaz
prekonanej infekcie SARS-CoV-2 tak vyznamne rozsiruje

moznosti laboratérnej diagnostiky infekcie a malo byt sa
stat sii¢astou jej zakladného vy$etrovacieho algoritmu.

Klicové slova: infekcia SARS-CoV-2; laboratdrna

diagnostika; sérové protilatky; prevalencia

ABSTRACT

The authors analyze data of the prevalence advance-
ment of serum reactive IgM/IgG antibodies to the nu-
cleocapsid antigen of the SARS-CoV-2 virus during the
pandemic period (21st week 2020—7th week 2021) ex-
amined in patients of a specialized hospital with select-
ed groups of diagnoses. The Elecsys®Anti-SARS-CoV-2
diagnostic kit was used, 5547 examinations were per-
formed, 3028 in males, 2519 in females. The propor-
tions of positive identifications of reactive antibodies
(e. g. prevalence) from all examined sera were evaluat-
ed at weekly intervals. The significant increase in serum
positivity recorded since 44th week 2020 increased to
35—47 % at the end of follow-up, copying the trend of
increasing cumulative incidence of RT-PCR-confirmed in-
fections in the Nitra region, which exceeded 7 % at the
end of follow-up. The difference between the propor-
tion of individuals with infection confirmed by RT-PCR
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methods and the proportion of patients who actually
survived the infection due to the presence of serum-re-
active antibodies reached 28—40 % at the end of the pe-
riod. It is this group of diagnostically undetected patients
that requires increased caution in further therapeutic
and diagnostic procedures. Examination of specific an-
tibodies to detect past SARS-CoV-2 infection thus signifi-
cantly expands the possibilities of laboratory diagnosis
of infection and should be a part of its basic screening
algorithm.

Key words: SARS-CoV-2 infection; laboratory diagno-

sis; serum antibodies; prevalence

uvoD

Dra 11.marca 2020 vyhlasila Svetovd zdravotnic-
ka organizacia (WHO) Sirenie infekcie novym virusom
SARS-CoV-2 a ochorenie COVID-19, ktoré virus spéso-
buje, za globalnu pandémiu (O médiach.com; 2020,
Cucinotta,Vanelli, 2020).

Pandémia koronavirusovej infekcie vyznamne ovplyvni-
la zauzivané modely a vzorce poskytovania zdravotnej sta-
rostlivosti v nemocniciach i ambulanciach, nielen z pohla-
du potreby identifikacie pozitivnych jedincoy, stratifikacie
rizika s prihliadnutim na ich zakladné a pridruzené ocho-
renia, zavadzania epidemiologickych opatreni u pacientov
(izolacia, karanténne opatrenia) ako i poziadaviek ochrany
oSetrujuceho persondlu v nemocniciach i ambulanciach.

Pre stanovenie diagndzy COVID-19 (COrona Vlrus Di-
sease-2019) sa v diagnostickom postupe vyZaduje integ-
rovat data nielen klinické, ale aj laboratérne (Miller
a kol., 2020).

Aj podla odporucania Eurdpskej komisie su vcasné
a spravne realizované laboratérne testy na koronavirus
SARS-CoV-2 zakladnou suéastou manazmentu COVID-19,
podpornym nastrojom pre spomalenie Sirenia epidémie
a prijimanie strategickych rozhodnuti pri kontrole infekcie,
akymi st manaZment pacientov v zdravotnickych zaria-
deniach, ale aj odhalovanie asymptomatickych jedincoy,
ktori by mohli, pokial nie su izolovani, Sirit infekciu dalej
(European Commission, 2020; M arra a kol., 2020).

Detekcia asymptomatickych alebo subklinickych pri-
padov infekcie SARS-CoV-2 je déleZita nielen pre blizSie
pochopenie celkove] prevalencie a infekéného potencialu
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COVID-19, ako i poznatku, Ze asymptomaticki jedinci so
subklinicky aktivnou infekciou mézu byt zdrojom dalSieho
Sirenia infekcie, ale i sami su rizikom z dévodu potreby ich
dalSej diagnostiky a terapeutickych intervencii. | ked' po-
zitivita molekulovo-diagnostickych testov (RT-PCR, antigé-
nové testy) méze vyjadrit zachyt u pacientov so symptoé-
mami COVID-19, ich uzkych kontaktov, pripadne nahodne
odhalit i dalsich jedincov, potencial zachytit vSetkych pa-
cientov, ktori koronavirusovu infekciu skutocne prekonali,
vsak tieto testy nemaju (X u a kol., 2020).

V nasej nemocnici sme od zaciatku pandémie zaviedli
pravidla pre diagnostické testovanie u hospitalizovanych
a ambulantnych pacientov (RT-PCR testy, antigénové tes-
ty), sich vyhodamii obmedzeniami (limitdcia poctu testov,
Casové oneskorenie detekcie, pripadne nizka $pecifickost
vysledku). Z dévodov rizikovosti niektorych skupin pacien-
tov prichadzajucich do nemocnice (onkologické ochore-
nia, imunokompromitovani jedinci, a i.), diferencidlno-
-diagnostickych dévodov (pacienti s plucnymi chorobami
a pritomnymi radiologickymi alebo CT zmenami na plu-
cach) sme ihned po uvedeni na trh nového vysokocitli-
vého automatizovaného testu zaradili do algoritmu rozsi-
renej diagnostiky tieZ vySetrovanie Specifickych protilatok
typu IgM/1gG, ktoré by mohli poukazovat na prekonanie
infekcie SARS-CoV-2 aj u asymptomatickych jedincov.

Povedla molekulovej diagnostiky za vyuZitia amplifika-
cie ribonukleovych kyselin (RNA), su sérologické metddy
komplementarnou metédou, ktord potencidlne vypliia
diagnosticki medzeru (gap) tvorenu faloSne negativnymi
testami RNA a zarovent umoziuje rychly skrining jedincov
na SirSej diagnostickej baze. Oba diagnostické principy
su tak pre manazment antivirusovej liecby, epidemiolo-
gickych opatreni, pripadne vakcinaciu jedincov, a teda aj
kontrolu ochorenia, esencidlne (W o | ff a kol., 2020).

METODA

V prospektivno-retrospektivne koncipovanej Stu-
dii realizovanej v Specializovanej nemocnici sv. Svora-
da Zobor, sme v obdobi 18. maj 2020-21.februar 2021
(21. tyZzden 2020 az 7. tyZzden 2021) vo vybranej skupine
pacientov vysetrovali pritomnost Specifickych sérovych
protilatok typu IgM a IgG voci infekcii SARS-CoV-2.

Vopred (prospektivne) boli z pacientov, ktori pricha-
dzali do nemocnice ambulantne alebo na hospitalizaciu




vybrané kategdrie pacientov, u ktorych by vysSetrenie pro-
tilatok 1gM/1gG mohlo mat podla doterajsich vedomosti

klinicky vyznam.

Zvolené boli kategorie:

e pacienti s onkologickym ochorenim (prevaine
karcinédm pltic) ako skupina so zvySenym rizikom
infekcie, plucnych komplikacii, systémovy imuno-
supresivny stav, navodeny zakladnym ochorenim,
ako i protinadorovou liecbou (najma chemote-
rapia, radioterapia), (Rolston, 2017; Addeo
a kol. 2020),

e pacienti s respiracnymi chorobami, vratane tuber-
kuldzy, z dévodov diferencidlno-diagnostickych (ra-
diologické a CT nalezy pluc) ako i zvySeného rizika
z dévodu samotného ochorenia (Cucinotta,
Vanelli, 2020),

e pacienti s poruchamiimunity,

e pacienti s individualizovanymi, Specifickymi pozia-
davkami inych lekdrov.

Zo sledovania protilatok boli vynati pacienti, ktori boli

a priori prijati uz so zndmou diagnézou COVID-19 na re-
profilizovany |6zkovy fond nemocnice, i keby z pohladu
zékladnej diagndzy splifali kritéria zaradenia do vyssie
uvedenych kategorii.

Vysetrenia sér boli vykondvané na Oddeleni klinickej
biochémie na automatickom imunoanalyzatore COBAS
e411 (Roche Diagnostics) za vyuZzitia diagnostickej supravy
Elecsys®Anti-SARS-CoV-2 (Roche Diagnostics) na principe
elektrochemiluminiscen¢nej imunoanalyzy ,,ECLIA” Je to
imunosuprava urcend na kvalitativnu in vitro detekciu
protilatok (vratane 1gG) proti virusu SARS-CoV-2 v fud-
skom sére a plazme. Test je uréeny na stanovenie imunit-
nej odpovede proti SARS-CoV-2.

Testovacia suprava Elecsys Anti-SARS-CoV-2 vyuZiva re-
kombinantny protein predstavujici nukleokapsidovy (N)
antigén v sendvicovom formate s dvoma antigénmi, ¢im
je uprednostriovana detekcia protilatok proti SARS-CoV-2
s vysokou afinitou, nie vSak voci dalsSim trom Struktural-
nym typom antigénov virusov z ¢elade Coronaviridae, rod.
Betakoronavirus, t. j. S (spike — hrot), E (envelope — obal),
M (membrane — membrana).

Vysledky su automaticky vypocitané softvérom analy-
zatora porovnanim elektrochemiluminiscenéného signalu
ziskaného z reakéného produktu vzorky so signalom pre
cut-off hodnoty pri kalibracii.
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Ciselny vysledok je potom interpretovany ako hodnota
tzv. cut-off-indexu — COIl:
e (Ol < 1.0 — nereaktivne, negativne na anti-SARS-
-CoV-2 protilatky,
e (Ol 2 1.0-reaktivne, pozitivne na anti-SARS-CoV-2
protilatky.
Vsetky ziskané data boli vyhodnocované retrospek-

tivne.

VYSLEDKY

V obdobi 18. m3j 2020 (21. tyzden) — 21. februar 2021
(7. tyzden) sme celkom vykonali 5547 vySetreni sérovych
protilatok IgM/IgG, z toho 3863 vysetreni u ambulantnych
pacientov a 1684 u hospitalizovanych pacientov.

Vysetrenie podstupilo 3028 muzov (m) priemerné-
ho veku (pv) 66,35 rokov, (10-95 rokov) a 2519 Zien (Z)
pv = 64,50 rokov (14-101 rokov).

Pacientov s onkologickymi ochoreniami (zvac¢sa kar-
cindm pluc) bolo 3062 (m = 1843, pv = 66,44 rokov, Z =
1219, pv = 66,73 rokov), pacientov s respiracnymi (neon-
kologickymi) ochorenia bolo 1392 (m =807 muZov, pv =
66,13 rokov, Z =585, pv = 64,83 rokov), pacientov s po-
ruchami imunity 397 (m =132, Z=265). Zostavajucich
12,54 % pacientov bolo vysetrenych na zaklade individu-
alnych poZiadaviek lekarov — geriatrov, diabetoldga, reu-
matoldga, vSeobecného lekara pre dospelych ai.

Vysetrenia boli realizované u neockovanych jedin-
cov. Ku koncu uvedeného casového obdobia sme mali
moznost vysetrit aj 8 ockovanych jedincov (2 davky vak-
ciny Comirnaty, Pfizer/ BioN Tech), ktori neprekonali CO-
VID-19 — u vSetkych z nich boli N (nukleokapsidové) proti-
latky v sére IgM/IgG negativne.

Pocty vySetreni podla jednotlivych tyZzdnov a podiel
pozitivnych vysetreni IgM/IgG protildtok ukazuje Graf 1.

Ciarovy Graf 2. zndzorfiuje ¢asovy vyvoj podielu za-
chytenych pozitivnych testov (COI > 1,0) v prehladnejsej
forme.

Pre blizSie objasnenie vyvoja epidemiologickej situa-
cie v obdobi 21. tyzden 2020 — 7. tyzden 2021 uvadzame
v Grafe 3 kumulativnu incidenciu pozitivne zachytenych
pripadov infekcie SARS-CoV-2 podla jednotlivych tyzdrnov
v okrese Nitra (metdédou RT-PCR) podla udajov Narodné-
ho centra zdravotnickych informacii jej ¢asovy trend (pri
sucasnom vloZeni do spolocného grafu ¢asového trendu
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Graf 1. Vyvoj poétu vysetrenych anti-SARS-CoV-2 IgM/IgG protildtok s vyznaéenim poétu pozitivnych ndlezov (COI 2 1,00)
podla jednotlivych tyZdriov v obdobi 21. tyzderi 2020 — 7. tyZderi 2021 (n = 5547 vysetrenych, vilastné ddta)

Podiel pozitivnych anti-SARS-CoV-2 IgM/IgG protildtok
# (COlz 1,00) podla tyidfov v obdobi 21.t.2020 - 7.t.2021
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Graf 2. Podiel (prevalencia) pozitivnych sérovych protilatok IgM/IgG anti-SARS-CoV-2 (COI 2 1,00) podla jednotlivych tyZdriov
v obdobi 21. tyZderi 2020 - 7. tyZderi 2021 u pacientov prichddzajicich do nemocnice (n = 5547 vysetrenych, vliastné ddta)

Porovnanie trendu kumulativiej pozitivity infekcie SARS-CoV-2 vydetrenim
RT-PCR obyvatelov okresu Nitra a podielu pozitivity protilitok anti-5ARS-
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Graf 3. Porovnanie trendu kumulativnej pozitivity infekcie SARS-CoV-2 zachytenej RT-PCR v okrese Nitra
(kumulativna incidencia) podla udajov NCZI a prevalencie pozitivnych protildtok anti-SARS-CoV-2 (vlastné ddta)
podla jednotlivych tyZdriov v obdobi 21. tyZdern 2020 - 7. tyZderi 2021
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podielu pozitivne zachytenych sérovych protilatok u pa-
cientov nemocnice podfa udajov Grafu 2)

DISKUSIA

Diagndza novej koronavirusovej infekcie SARS-CoV-2 je
komplexny proces, ktory integruje data zistené klinickym
a laboratérnym vysetrenim. Prave laboratérne zistenia
maju pre stanovenie definitivnej diagndzy svoju neza-
stupitelnd konfirmacénu ulohu. Molekulovo-diagnostické
metodiky (RT-PCR testy, antigénové testy) maju potencial
potvrdit ochorenie u tych oséb, u ktorych boli vykona-
né. Zistenia viacerych autorov vsak pri rozboroch tudajov
z testovani tymito metodikami u vSetkych jedincov v uzav-
retych komunitach ukazuju, ze priblizne 40-45 % pozitiv-
ne testovanych jedincov malo asymptomaticky priebeh
(napr. udaje z japonskej vyletnej lode Diamond Princess,
ktord uviazla v karanténe, ukazali az 46,5 % asymptoma-
tickych jedincov), (Oran, Top o, 2020).

Za beznych okolnosti pri populacnom testovani prave
tito jedinci nemusia byt z réznych dévodov do testovania
zaradeni, resp. zachyteni. M6zu vsak byt odhaleni ndhod-
ne, alebo dodatocne — nakolko antigény koronavirusu in-
dukuju u jedincov vznik reaktivnych protilatok, typu IgM,
IgA, 1gG. Prave protildtky typu 1gG z dévodov ich dlhSieho
pretrvévania pri vySetreni séra mozu poukazovat na pre-
konanie koronavirusovej infekcie. Studie viacerych auto-
rov definovali aj Casovy nastup rozvoja protilatok po pre-
a kol. (2020)
skumali protilatkovy profil porovnavajiuc anti-SARS-CoV-2
ELISA testy (typu IgA and IgG) a CLIA testy (typu IgG and
IgM). U pacientov, ktori mali nastup symptomov infekcie

konani koronavirusovej infekcie. Lippi

pred menej ako piatimi diiami, bol podiel sér s pozitivitou
protilatok velmi nizky, u pacientov s nastupom symptoé-
mov pred 5-10 diami bol podiel pozitivnych protilatok
v rozmedzi 15.4 %-53.8 %. Ak sa symptomy objavili pred
11 aZ 21 diiami, podiel pozitivity dosiahol 100 %, s vynim-
kou protilatok typu IgM s podielom pozitivity u 60 % pa-
cientow.

Millerakol. (2020) vySetrovali pritomnost sérovych
protilatok IgM, IgA, IgG voci antigénom koronavirusu — zis-
tili ich pritomnost na 7. den od zaciatku koronavirusovej
infekcie verifikovanej RT-PCR testom u 45 % vySetrova-
nych, na 14. den u 87 % a po 20. dni u 100 % vysetrova-
nych jedincow.
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S vyvinom protilatkovych testov — z hladiska uzivatel-
ského typu kazetového (testy typu point-of-care) alebo
citlivych diagnostickych metdd realizovanych na analyza-
toroch v laboratériach sa diagnostika koronavirusovej in-
fekcie rozsirila i na takéto nepriame diagnostické metddy.
Pri ich vyuZiti v uzavretej komunite, skupine alebo i po-
puldcii (s prihliadnutim na ich ¢asové oneskorenie) mozu
poskytnut relevantné Udaje o pocte jedincov, ktori koro-
navirusovu infekciu skutocne prekonali, teda prevalenciu
ochorenia.

Vzhladom na to, Ze pri pandémii koronavirusove;j in-
fekcie ide o novu primoinfekciu, mézu vysokocitlivé a vy-
sokospecifické testy v kazdom okamihu vyvoja pandémie
poskytnut aktualnu informaciu o tom, aky podiel testova-
nej populacie koronavirusové ochorenie uz prekonal.

Prave tieto vySetrenia mozu vyplnit diagnostickd me-
dzeru (gap) medzi poctom klinicky a laboratérnymi mo-
lekulovo-diagnostickymi testami zachytenych pacientov
a poctom jedincov, ktori skutocne infekciu prekonali.

V sucasnosti je k dispozicii viacero vysokocitlivych
diagnostickych suprav — viaceri autori testovali ich para-
metre validity. Jednym z najcitlivejSich a najsSpecifickejsich
je diagnosticky test dodavany spolo¢nostou Roche — Elec-
sys anti-SARS-CoV-2.

Belgicki autori pri testovani parametrov senzitivnosti
a Specifickosti $tyroch diagnostickych stprav — Liaison S1/
S2 IgG (Diasorin), 1gG a IgA (Euroimmun) a Vidas I1gG a IgM
a Elecsys SARS-CoV-2 (Roche) zistili u poslednych dvoch
menovanych najlepsie parametre Specifickosti (Ziadne fa-
losne pozitivne vysledky) a pozitivnej prediktivnej hodno-
ty na Urovni 100 % (W o | f f a kol, 2020). Nemecki autori
pri validacii sérologického testu Roche Elecsys Anti-SARS-
-CoV-2 na reprezentativnej vzorke pacientov stanovili jeho
$pecifickost na 98,84 % a negativnu prediktivnu hodnotu
na99,98% (Kittel akol., 2021).

WHO vyhlasila niektoré skupiny ochoreni za vysokori-
zikové z hladiska infekcie Covid-19 a zavaZnosti jej priebe-
hu — onkologické, pltucne choroby, a i.

Vzhladom na hlavny predmet ¢innosti nasej nemoc-
nice Specializovanej na respiracné choroby, vratane pltc-
nych onkologickych procesov, patri tato skupina pacientov
medzi rizikovd populdciu. S dostupnostou testu na testo-
vanie Specifickych protilatok sme prakticky od zaciatku
pandémie mali mozZnost testovania sérovych protilatok.

U onkologickych pacientov, ktori pravidelne docha-
dzaju za ucelom chemoterapie, resp. biologickej liecby
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v trojtyZzdnovych intervaloch, sme vo viacerych pripadoch
medzi dvoma navstevami zaznamenali sérokonverziu, ¢o
znamenalo, Ze v uvedenom ¢asovom medziobdobi pacient
prekonal koronavirusovu infekciu a podanie chemotera-
pie by v takomto teréne bolo spojené s rizikom zhorsenia,
resp. vzplanutia inaparentne prebiehajucej infekcie.

Asymptomatické infekcie mdzu byt spojené so subkli-
nickymi pfucnymi abnormalitami, detekovatelnymi poci-
tacovou tomografiou (CT), (Oran, Top ol, 2020). Preto
aj u pacientov s respiratnymi ochoreniami, najma u tych,
u ktorych boli takéto nejasné radiologické alebo CT nalezy
na plucach zistené, by pozitivny protilatkovy test mohol
byt konfirmaénym diagnostickym vysetrenim na potvrde-
nie prekonanej koronavirusovej infekcie.

V nasom subore vsetkych testovanych sme v ¢asovej
tyZzdfiiovej postupnosti pozorovali pri testovani protilatok
v prvej vine 11. 3. 2020-31. 8 .2020 a rovnako i v zaciat-
ku druhej viny pandémie 1.9.-31.12.2020 (Cerveny
a kol., 2021) vel'mi nizke podiely zachytenej pozitivity pro-
tilatok typu IgM/IgG. Vyznamny zlom vo vzostupe poziti-
vity sme pozorovali od 45. tyzdna (od 2. novembra 2020),
pricom vzostup pokracoval i v tretej vine (od 1. 1.2021-
doteraz) s maximom zachytu v 5. tyZzdni 2021 a to u viac
ako 47 % pacientov prichadzajucich do nemocnice.

Na porovnanie sme podla dat NCZI pre okres Nitra,
z ktorého napriek nadregionalnemu pdsobeniu nemoc-
nice prichadza najviac pacientov, vytvorili v grafe 3 trend
kumulativnej incidencie RT-PCR pozitivity testov (NCZI,
2021). Tato dosiahla ku koncu sledovania cca 7,5 %, ¢o
ani pri zapocitani pripadov diagnostikovanych antigéno-
vymi testami (priblizne rovnaky pocet zachytenych) zdale-
ka nedosahuje hodnoty prevalencie pozitivnych protilatok
u vybranych skupin testovanych pacientov prichadzaju-
cich do nemocnice (cca 47 %).

Z tohto hladiska mozZno tieto laboratérne nalezy pova-
Zovat za nevyhnutnu, dodatkovu informaciu ku komplex-
nému klinickému zhodnoteniu pacienta, ¢i uz z hladiska
dalSieho terapeutického, diagnostického alebo diferenci-
alne diagnostického postupu a prijatia dalsSich epidemio-
logickych opatreni. V konkrétnych klinickych situdciach
mbze ist napr. o doplnenie molekulovo-diagnostickych
testov, epidemiologické opatrenia (izolacia, karanténa,
zvySena observacia, a i.), doplnenie radiologického alebo
CT vySetrenia pluc, doplnenie diagnostickych vySetreni,
napr. hemokoaguldcie, D-diméru (trombogénny potenci-
al COVID-19), diferencidlneho rozpoctu leukocytov (pri-
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tomnost lymfopénie moze poukazovat na stav imunitnej
dysregulacie), zapalovych markerov (CRP, interleukin-6,
a i.), odkladu planovanej chemoterapie, resp. radiotera-
pie u onkologickych pacientov (tito zataz by mohla vyvo-
lat vzplanutie infekcie), a pod.

V studii sledované obdobie primoinfekcie koronaviru-
som bolo vhodnym a jedine¢nym obdobim na takyto typ
Casového sledovania vyvoja premorovania populacie,
z ktorej Cast tvoria i pacienti prichadzajlci do zdravotnic-
kych zariadeni, vratane nasej nemocnice. | ked' sa preva-
lencia pozitivity v nasom prieskume mdze zdat vyssia, je
treba podotknut, Ze je to populdcia vyberova (s rizikovymi
faktormi) a nie populacia vSeobecna.

Na aktudlnej prevalencii pozitivity Specifickych protila-
tok voci SARS-CoV-2 ku koncu Studie a zjavnému rozdielu
voci kumulativnej incidencii pripadov koronavirusovej in-
fekcie detegovanej pomocou molekulovo-diagnostickych
metdd mozno usudzovat na pocetnost pripadov so subkli-
nickym priebehom, resp. tych, ktorym z r6znych dévodov
neboli vykonané molekulovo-diagnostické testy. Vysledky
nostickych testov a sérologického vysetrenia Specifickych
protilatok moze vyrazne zlepsit diagnostickd Ucinnost tes-
tovania, ako to deklarovali aj ini autori (Krammer a Simon,
2020). Z toho potom vyplyvaju aj dosledky pre klinicku
prax, resp. pre prijimanie potrebnych epidemiologickych
rozhodnuti. Sérologické testy su preto integralnou sucas-
tou testovacieho algoritmu, tak ako bol navrhnuty aj Ame-
rickou spolo¢nostou infekénych chordb (Infectious Disea-
ses Society of America; Lu et al., 2020).

ZAVER

V praci su analyzované data o vyvoji sérovej prevalen-
cie reaktivnych protilatok typu IgM/IgG Specifickych vodi
nukleokapsidovému antigénu virusu SARS-CoV-2 v caso-
vom obdobi 21. tyzdia 2020 az 7. tyzdia 2021 prebieha-
jucej pandémie, ktoré zahrna jej 1., 2. aj 3. vinu. Protilatky
boli vySetrované za pomoci diagnostickej supravy Elecsys®
Anti-SARS-CoV-2 u ambulantnych a hospitalizovanych pa-
cientov nemocnice s vybranymi skupinami diagnéz a zvy-
Senym rizikom (najma pacienti s onkologickymi, plucnymi
chorobami a stavmi imunodeficiencie), V tyzdiovych in-
tervaloch boli porovnavané podiely pozitivnych zachytov
reaktivnych protildtok (prevalencia) voci vietkym vyset-




renym séram vybranych kategdrii pacientov. Vyznamny
vzostup sérovej pozitivity zaznamenany od 44.tyzdna
2020 dosiahol ku koncu sledovania narast na 35 az 47 %,
¢im kopiroval trend narastu kumulativnej incidencie pripa-
dov infekcie diagnostikovanej RT-PCR metddami v regidne
Nitra, ktora ku koncu sledovania presiahla 7 %. Rozdiel
medzi podielom zachytenych jedincov molekulovo-diag-
nostickymi testami a podielom pacientov, ktori skuto¢ne
prekonali koronavirusovu infekciu (dokaz pozitivnych sé-
rovych protilatok) je znacny a dosiahol ku koncu obdobia
28-40 %. Prave u tejto skupiny pacientov s vyssim rizikom,
ktori infekciu prekonali bud  asymptomaticky, alebo z r6z-
nych dévodov neboli testovani molekulovo-diagnosticky-
mi testami, je pri dalSom terapeutickom, diagnostickom
alebo diferenciadlne-diagnostickom postupe potrebna
obozretnost. Vysetrenie pritomnosti $pecifickych protila-
tok na dékaz prekonanej infekcie SARS-CoV-2 tak vyznam-
ne zvySuje ucinnost diagnostického procesu, umozriuje
prijat skoré epidemiologické opatrenia ako i pripadnu
zmenu postupu v manazmente individuadlneho pacienta,
¢im sa stava zakladnou sucastou integrovaného klinického
a laboratérneho diagnostického algoritmu koronaviruso-

vej infekcie.
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Durfinova, M.%, Dobisova, A.2, Koutun, J.2, Yaghi, A.2, Turecky, L.}, Kuracka, L.
1Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie LF UK, Bratislava
2], Klinika anestézioldgie a intenzivnej mediciny LF UK a UNB, Bratislava

monika.durfinova@fmed.uniba.sk

SUHRN

Rocne postihne sepsa na Slovensku 7-8 % obyvatel-
stva s mortalitou vysSou ako 50 %. Sepsa je Zivot ohrozu-
juci stav organizmu, ktory je sposobeny neprimeranou
odpovedou hostitela na infekciu a je ¢astym dévodom
hospitalizacie pacienta na jednotke intenzivnej starostli-
vosti. Doterajsie studie poukazuju aj na vyznamnu tlohu
oxidacného stresu v patogenéze sepsy. V praci je popi-
sany pokles hladin MDA a aktivity SOD v plazme pacien-
tov, ktori prezili 10-diiovu hospitalizaciu na JIS, zatial co
u pacientov s pozitivhou mortalitou tieto parametre stu-
pali. Zda sa, ze pri zvladnuti zavazného poskodenia orga-
nizmu zohrava dolezitu ulohu faza kriticka pre rozvinutie
ireverzibilnych zmien v Struktdrach bunky s naslednym
zlyhanim metabolickych a funkénych procesov.

Klacové slova SIRS; sepsa; oxidacny stres; mortalita

ABSTRACT

Sepsis affects from 7 to 8 % of the Slovak population
annually, with a mortality rate higher than 50 %. Sepsis is
a life-threatening organ failure caused by an inadequate
host response to infection and it is a common reason for

admitting patients to intensive care unit (ICU). Previous
studies have also shown an important role of oxidative
stress in the pathogenesis of sepsis. We observed de-
creased MDA levels and SOD activity in the plasma of
patients who survived 10 days of hospitalization at ICU
while the patients with positive mortality had increased
levels of these parameters. The critical phase for the de-
velopment of irreversible changes in cell structures with
the consequent failure of metabolic and functional pro-
cesses seems to play an important role in the manage-

ment of severe damage to the organism.

Key words SIRS; sepsis; oxidative stres; mortality

uvoD

Sepsa je zivot ohrozujuca orgdnova dysfunkcia spo6-
sobena neprimeranou zapalovou odpovedou organizmu
na systémovu infekciu. Stala sa hlavnou pri¢inou Umrtnos-
ti pacientov hospitalizovanych na jednotkach intenzivnej
starostlivosti (Vincent akol., 2006). Riziko sepsy zvy-
Suje zapal pluc, chronicka obstrukéna choroba pltc, dia-
betes, pankreatitida, ochorenia srdca a obliciek, alebo
infekcia mocovych ciest. Sepsa sa Casto vyskytuje aj ako
sprievodnd komplikdcia infekcii ziskanych pocas chirur-
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gickych zakrokov v zdravotnickych zariadeniach. Napriek
tomu, Ze mechanizmus vzniku ochorenia nie je Uplne ob-
jasneny, existuje stale viac dékazov o zapojeni oxidacného
stresu do patogenézy sepsy. Nerovnovaha medzi tvorbou
ROS a antioxidacnou ochranou organizmu vedie k poru-
cham vaskuldrnej permeability, srdcovej nedostato¢nosti,

zhorsenému dychaniu(Mantzarlis akol., 2017).

MATERIAL A METODY

Predkladand praca sa zaobera zmenami parametrov
oxidacného poskodenia lipidov a antioxidacnej obrany
organizmu v sére pacientov pocas 10-dfiovej hospitaliza-
cie na Klinike anestezioldgie a intenzivnej mediciny LF UK
a UNB v Bratislave. Protokol Studie bol schvaleny etickou
komisiou UNB v sulade s Helsinskou deklaraciou. Pacien-
tom boli odobraté vzorky krvi: v def prijatia pacienta,
na 3., 5., 7. a 10. den hospitalizacie a stanovené zaklad-
né biochemické parametre na OKB a vybrané parametre
oxida¢ného stresu a zapalu. Do projektu bolo zaradenych
44 pacientov (Tab. 1), ktori boli podla rozsahu infekcie roz-
deleni do troch skupin: SIRS, sepsa a septicky Sok. Stano-
vené parametre boli porovnané aj vo vztahu k 10-driovej

mortalite — negativna mortalita verzus pozitivna mortalita.

Tab. 1. Demograficka charakteristika pacientov

SIRS Sepsa Septicky Sok
Vek 5717 5711 60+8
Muzi/zeny 8/6 12/3 9/6
Pocet 14 15 15

Hodnoty v tabulke st udané ako priemerna hodnota
a smerodajna oddchylka

Koncentracia malonyldialdehydu (MDA) bola stano-
vena spektrofotometricky na 96 jamkovej platnicke pri
532 nm metddou podla O hkawa akol. (1979). Lipido-
vé hydroperoxidy (LPO) boli stanovené spektrofotomet-
ricky 365 nm metddou podla Jessup a kol. (1994). Aktivita
superoxiddizmutazy (SOD) bola vypocitana ako percento
inhibicie rychlosti tvorby formazanu, ktory vznika reakciou
tetrazoliovych soli so superoxidovym radikalom produko-

vanym pocas syntézy kyseliny mocovej z xantinu. Kyselina
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mocova (KM) a produkt jej oxidacie alantoin boli stanove-
né modifikovanou metédou HPLC s UV detekciou (254nm)
podla Lux akol. (1992). Na Statistické vyhodnotenie vy-
sledkov bol pouZzity program StatsDirect Statistical Analy-
sis Software 2.7.2 (Statsdirect, Birkenhead, UK). Vysledky
sU udavané ako median a interkvartilovy rozptyl (Q1-Q3:
25-75 %). Shapiro-Wilkov test bol pouZzity na kontrolu dis-
tribucie nameranych hodnét. Statistickd vyznamnost bola
stanovena Friedmanovym 2-faktorovym ANOVA nepara-
metrickym testom a korelacia rovnakych parametrov me-
dzi odliSnymi skupinami bola posudzovana Spermanovym
koeficientom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Patofyzioldgia sepsy zostava stale neobjasnena a ne-
jasna napriek prebiehajucemu intenzivnemu zakladnému
aj klinickému vyskumu v tejto oblasti. Niektoré mediatory
patogenézy sa uz poznaju a mnohé z nich su povazované
za markery zapalového procesu s vysokou vypovednou
hodnotou (napr. IL-6, TNFa, CRP, presepsin). DéleZitu Ulo-
hu v patogenéze sepsy vSak zohrava aj oxidacny stres. Kys-
likové radikdly mozu pochadzat z organov poskodenych
hypoxiou (zvySena hladina laktatu u vsetkych sledovanych
skupin pacientov), alebo su produkované napr. aktivitou
xantinoxidazy, ktord sa vytvori pocas ischémie z povodne;j
xantindehydrogenazy, dalej to moze byt autooxidacia ka-
techolaminov, metabolizmus kyseliny arachidénovej, kto-
ra sa uvolfuje pésobenim fosfolipaz aktivovanych pocas
ischémie, ako aj z aktivovanych neutrofilov a krvnych dos-
ticiek. Nadmerna produkcia volnych radikalov pocas sepsy
spbsobuje poskodenie makromolekuil v bunkach, nasled-
ne stratu ich biologickej funkcie az zanik bunky. Mierou
poskodenia lipidovych Struktur su uvolnené produkty
oxiddcie vyssich karboxylovych kyselin a dalSich vedlajsich
produktov.

U vSetkych pacientov zaradenych do $tudie boli v ¢ase
hospitalizacie pozorované zvysené hladiny laktatu v plaz-
me (Tab. 2), ¢o poukazuje na fakt, Ze hyperlaktatémia je
vyznamny marker zdvaznosti ochorenia a mortality kri-
ticky chorych pacientov. V stlade so Stadiami, ktoré uva-
dzaju zvySené riziko mortality pacientov pri koncentracii
laktatu >2,5mmol/l (Garcia-Alvarez akol., 2014;
Wacharasint akol.,, 2012), bola pozorovana signifi-
kantne vyssia hladina laktatu u pacientov so septickym So-




Tab. 2. Niektoré biochemické a hematologické parametre stanovené v den hospitalizacie

SIRS Sepsa Septicky Sok Referencna hodnota
LEU 13,78 12,06 10,09 5
[x10%1] (7,84-20,01) (7,99-14,54) (3,69-17,28) 4-10x10°/
TROM 200,50 270,00 201,00 9
[x 10%1] (152,25-235,25) (138,00-324,00) (79,00-267,00) 150-420x10°/
NEU 9,46 9,49 7,77 9
[x10%/1] (4,68-15,28) (6,01-12,42) (3,61-13,41) 1,31-6,71x10%/1
Laktat 5,26 4,27 3,87
[mmol/l (2,29-6,91) (1,14-6,88) (2,95-5,78) 0,5-2,2mmol/
Glukoza 9,72 9,37 9,14
[mmol/] (8,23-12,73) (6,45-15,83) (6,06-13,05) 3,9-55 mmol/
Kreatinin 90,05 113,00 176,90 59-104 umol/|
[umol/1] (80,58-122,65) (52,80-202,80) (109,90-235,20)** H
Bilirubin 6,11 11,40 11,40 0-21 umol/l
[umol/I] (5,08-9,34) (5,70-19,46) (8,77-25,17)** "
Albumin 39,28 29,79 24,56 35-50 g/l
[9/1] (32,27-41,70)* (24,52-35,45) (21,24-30,51)** 9
CRP 2,42 134,73 269,25 <5ma/l
[mg/I] (0,64-5,73)* (70,92-239,49) (123,45-386,60)** 9
Hodnoty v tabulke st udané ako median a interkvartilovy rozptyl (Q1-Q3:25-75%).
Statistickd vyznamnost bola stanovena Kruskal-Wallis neparametrickym testom;
* - signifikatné rozdiely sepsa vs SIRS, p < 0,05; ** - signifikatné rozdiely septicky Sok vs SIRS, p < 0,05
Tab. 3. Koncentracie MDA a LPO v plazme
SIRS Sepsa Septicky Sok Referencna
P plicky hodnota
MDA
3,71(2,73-4,98) 2,91(2,35-6,15) 5,22 (2,78-7,56) 2,16x0,29
[umol/I]
LPO
0,07 (0,05-0,09) 0,05 (0,04-0,14) 0,1(0,07-0,19) 0,01 +0,002
[mmol/I]

Hodnoty v tabulke si udané ako median a interkvartilovy rozptyl (Q1 Q3: 25-75 %)

kom, ktori neprezili 10-diovu hospitalizaciu v porovnani
so skupinou s negativnou mortalitou.

Zvysené mnozZstvo MDA v plazme pacientov (Tab. 3)
s roznymi formami sepsy (SIRS, sepsa, septicky Sok) je
v sulade s literarnymi Udajmi Lorente akol. (2013)
a ukazuje sa ako prognosticky parameter mortality pacien-
tov so septickym Sokom. Na tento fakt poukazuju zvySené
hladiny MDA u pacientov s pozitivnou mortalitou (Obr. 1)
a ich ndrast pocas hospitalizacie. U pacientov so sepsou
a septickym Sokom bola zistena pozitivna koreldcia medzi
MDA a leukocytmi, ¢o poukazuje tiez na tlohu oxida¢ného
stresu v patogenéze sepsy v kooperacii so zapalovou reak-
ciou organizmu na infekt.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2021

Hladina MDA v priebehu hospitalizacie klesala u pa-
cientov, ktori prezili. Naopak u pacientov s pozitivhou
mortalitou bol medzi prvym a desiatym driom hospitaliza-
cie zaznamenany takmer 3-nasobny narast MDA.

U pacientov so septickym Sokom bola zaznamenanad
vysSia aktivita SOD ako u skupin so sepsou a SIRS. Po-
merne vysok( aktivitu SOD u pacientov mozno pripisat
zvySenému poctu leukocytov, kde sa tento enzym nacha-
dza. Vyssia aktivita SOD pri pozitivnej mortalite pacientov
(Obr. 2) je vsulade s pracou Ritter akol. (2003).

Kyselina mocova (KM) je koneénym produktom degra-
dacie purinovych nukleotidov. V organizme patri medzi
latky s antioxida¢nymi vlastnostami, ¢o mozno posudit
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Obr. 1. Dynamika zmien MDA pocas 10-drovej hospitalizdcie vzhladom na mortalitu pacientov
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Obr. 2. Dynamika zmien SOD pocas 10-driovej hospitalizdcie vzhladom na mortalitu pacientov

napr. mierou tvorby a vylucovania alantoinu tvoreného
po eliminacii radikalov. Ale v podmienkach konverzie xan-
tindehydrogenazy na xantinoxidazu dochadza pri syntéze
KM k tvorbe superoxidového radikalu. Signifikantne vys-
Sia hladina KM bola zaznamenana u skupiny pacientov so
septickym Sokom, ¢o je vsulade s pracou Giovannini
a kol. (2006). Statisticky vyznamné zvySenie alantoinu
bolo zaznamenané u pacientov so sepsou a septickym
Sokom v porovnani so SIRS. Hladina alantoinu bola signifi-
kantne vysSia u pacientov s pozitivhou mortalitou v porov-

nani s pacientami, ktori preZzili.
ZAVER
ZvySené hladiny parametrov oxidaéného poskode-

nia lipidov u pacientov s réznou formou sepsy pouka-
zuju na Ucast oxida¢ného stresu aj na patogenéze sepsy
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a vzostup MDA pocas hospitalizacie napriek rychlej terapii
na kritickost rozpadu membranovych Struktur a ireverzi-
bilitu patologickych procesov sprevadzajucich oxidacny
stres. Signifikantne vysSie hladiny KM a alantoinu u pa-
cientov so septickym Sokom a Statisticky vyznamné znize-
nie KM na piaty den hospitalizacie poukazuje na zvySenu
intenzitu degradacie nukleotidov (aj nasledkom hypoxie
tkaniv), ale aj zapojenie kyseliny mocovej do antioxidac-
nej obrany organizmu s jej oxidaciu na alantoin. U pa-
cientov so septickym Sokom koreloval vzostup laktatu
s ich mortalitou. Niektoré parametre oxidacného stresu
a zépalové markery by mohli byt vhodnym indikdtorom
zavaznosti septického stavu. Pre pokracovanie analyz na-
vrhujeme rozsirit sibor pacientov, analyzovany subor pa-
cientov rozdelit nielen podla zavaZnosti stavu, ale aj podla
orgdnového zdroja infekcie, resp. posudit vplyv terapie

na sledované parametre.
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VITAMIN D
V ULOHE REPARACIE DNA SENESCENTNYCH BUNIEK
POSKODENYCH PEROXIDOM VODIKA

Konarikova, K., Janubova, M.%, Muchovs4, J.2, Durackova, 2.}, Zithanova, 1.1
!Ustav Lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie, LF UK, Bratislava

katarina.konarikova@fmed.uniba.sk

SUHRN

V ramci nasich experimentov sme sa zamerali na sle-
dovanie protektivnych tcinkov vitaminu D na senescent-
né (starntice) bunky MRC-5 v pasazi 21 (p21) a nesenes-
centné (mladé) bunky v pasazi 8 (p8) pred a po poskodeni
peroxidom vodika.

MTT testom sme zistili, Ze vitamin D zvysil prezi-
vanie buniek p8 nad 100 % v koncentracii 20 pmol/L
a 25 umol/L. V pripade buniek p21 vitamin D zvysil
preZivanie buniek nad 100 % v koncentracii 10 pmol/L
a 25 umol/L. Tieto zvysenia vsak neboli signifikantné.

Nasledne sme sledovali vplyv vitaminu D na posko-
denie DNA buniek indukované peroxidom vodika a zistili
sme, Ze vitamin D vykazuje nielen protektivny, ale aj re-
paracny ucinok. Tento ucinok bol signifikantny v koncen-
traciach 1, 10, 20, 25 a 50 umol/L.

Klicové slova: starnutie; vitamin D; ludské fibro-
blasty; protektivny ucinok; DNA
ABSTRACT

In our experiments we focused on monitoring the
protective effects of vitamin D on senescent MRC-5 cells

at passage 21 (p21) and non-senescent cells at passage 8
(p8) before and after hydrogen peroxide damage.

By MTT test we found that vitamin D increased the
survival of p8 cells above 100 % at a concentration of
20 pmol/L and 25 pumol/L. In the case of p21 cells, vita-
min D increased cell survival above 100 % at a concen-
tration of 10 pumol/L and 25 umol/L. However, these in-
creases were not significant.

Subsequently, we monitored the effect of vitamin D
on hydrogen peroxide-induced DNA damage in cells and
found that vitamin D has not only a protective but also
a repair effect. This effect was significant at concentra-
tions of 1, 10, 20, 25 and 50 umol/L.

Key words: aging; vitamin D; human fibroblasts; pro-
tective effect; DNA

uvoD

V sucasnosti sa mnoho studii venuje ucinkom vita-
minu D na fudské zdravé, ale aj nadorové bunky v pod-
mienkach invitro(Calder, Ke w, 2002). Oxidacny stres
a nedostatok vitaminu D vedu k mnohym zdpalovym re-
akciam, ktoré maju na bunky a nasledne na cely fudsky
organizmus, fatdlne nasledky (Pfeffer akol.,, 2008).
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Uloha vitaminu D v prevencii a lie¢be chordb spojenych
so starnutim nie je eSte dobre preStudovanid, a preto
s objavom receptorov vitaminu D v nervovom, kardiovas-
kuldrnom a endokrinnom systéme sa jeho uloha i vplyv
na tieto systémy stala déleZitou oblastou vyskumu. Starsi
[udia su vystaveni riziku nizsej hladiny vitaminu D v do6-
sledku jeho zniZenej syntézy v kozi, ako aj nizSieho prijmu
stravou. V sucasnosti prebiehaju viaceré klinické studie,
ktoré zistuju prinos doplnku vitaminu D pri prevencii
a liecbe réznych ochoreni (Meehan, Penckofer,
2014).

Nedostatok vitaminu D je zdravotny problém, ktory vy-
znamne ovplyviuje zdravie starSich. Hoci nové Studie pre-
ukazali sflubné vysledky tykajuce sa ulohy vitaminu D v su-
vislosti s roznymi ochoreniami kosti a kardiovaskularneho
systému, rakoviny a imunitného systému, tieto zistenia su
nekonzistentné a v sicasnosti nie je mozné vyvodit nijaké
jednoznacné zavery (Newberry akol., 2014).

Adekvatna hladina vitaminu D mdzZe byt tiez prospes-
na pri udrziavani integrity DNA. Tuto ulohu vitaminu D
mozno rozdelit na primarnu funkciu, ktord zabrariuje po-
Skodeniu DNA, a na sekundarnu funkciu, ktora reguluje
rychlost rastu buniek. Suplementécia vitaminu D redukuje
8-hydroxy-2'-deoxyguanozin, marker oxidacného posko-
denia (Fraga akol., 1990) znizuje poSkodenie oxidac-
nym stresom a chromozomalnych aberacii, preventivne
posobi na skratenia telomér a inhibuje aktivitu telomeraz.
Sekunddrna funkcia vitaminu D pri prevencii poSkodenia
DNA zahrna regulaciu aktivity poly-ADP-ribéza polyme-
rdzy v odpovedi na poskodenie DNA, ktora sa podiela
na detekcii |ézii DNA. Vitamin D je tieZ schopny regulovat
bunkovy cyklus, ¢im brani replikacii poSkodenej DNA a re-
guluje apoptézu (Nair-Shalliker akol, 2012).

Cielom nasej Studie bolo vysetrit protektivne Gcinky
vitaminu D na senescentné bunky MRC-5 v pasazi 21 (p21)
a nesenescentné bunky v pasazi 8 (p8) pred a po poskode-

ni peroxidom vodika.

METODA

Bunkové linie

Ludské plucne fibroblasty MRC-5 boli kultivované pri
37°C, 5% CO2 v médiu MEM (Minimum Essential Media),
ktoré obsahovalo L-glutamin, neesencidlne aminokyse-
liny, 10% fetdlne sérum a 5% ATB (antibotika), staticky
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v Petriho miske. Bunky boli ziskané z American Type Cul-
ture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA.

MTT test

Kontrolné a vitaminom D ovplyvnené bunky sme na-
sadili do 96 jamkovej sterilnej platni¢ky a kultivovali pri
37 °C, 5% CO, po dobu 24 h. Po skonceni kultivicie sme
zliali kultivatné médium prevratenim platnicky a do kaz-
dej jamky napipetovali 0,1 mL média obsahujiceho MTT
(5 mg MTT soli rozpustime v 1 mL PBS (Phosphate Buffe-
red Saline) a uchovame pri 4 °C v tme, prefiltrujeme cez
filter a riedime v DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium) v pomere 1:10). Prikryté platnicky sme kultivovali
v termostate 3,5 hod. pri 37 °C. Po tejto dobe sme mé-
dium opat zliali a pridali extrakény roztok (100 % DMSO
(Dimethylsulfoxid)) v objeme 0,1 mL na jamku. Po 10 min.
inkubdcii pri laboratérnej teplote sme merali absorbanciu
pri 490 nm.

Comet assay

Kométovy test sluzi na urenie genotoxického ucin-
ku testovanej latky, t.j. urCenie priamych, resp. oxi-
dacnych zlomov na molekule DNA vplyvom danej latky
(Collinsakol., 1996). Po zdrsneni povrchu podloznych
sklicok 1% roztokom NMP (Normal Melting Point) agarozy
sme naniesli prvd vrstvu gélu, 100 pL 1 % NMP agardzy.
Potom sme si pripravili bunkovu suspenziu o koncentracii
1,5-2 x 10° buniek/mL riedenim v PBS. 1 mL takto pripra-
venej suspenzie sme prenesli do ependorfky a scentrifu-
govali 5 min. pri 134 g. Sediment sme rozsuspendovali
v prislusnom objeme 0,75 % LMP (Low Melting Point) aga-
rézy a 85 pL s po¢tom buniek 2—2,5 x 10* buniek na sklicko
sme naniesli na prvu vrstvu gélu. Potom sme bunky lyzo-
vali 60 min. v kyvetach s lyzujacim roztokom (2,5 mol/L
NacCl, 100 mmol/L Na,EDTA, 10 mmol/L TRIS) s pridavkom
Tritonu X-100 (0,05 %). Po prebehnuti lyzy sme sklicka
vybrali a nechali odkvapkat a potom dvakrat premyli Fpg
timivym roztokom (40 mmol/L HEPES ((4-(2-hydroxy-
ethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)); 0,1 mol/L KCl;
0,5 mmol/L Na,EDTA; 0,2 mg/mL BSA (Bovine Serum Al-
bumin solution) pH 7,4). Nasledne prebehla inkubacia 30
min. s enzymom (Fpg (Formamidopyrimidine DNA Glyco-
sylase), 50 pL), potom odvijanie DNA. Sklicka sme ulozili
do elektroforetickej nadoby, zaliali elektroforetickym roz-
tokom (5 mol/L NaOH, 0,2 mol/L Na,EDTA, H,O, pH > 13)
a nechali odvijat 40 min. Po skonceni odvijania DNA
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sme uskutocnili elektroforézu, ktora prebiehala 30 min.
pri 300 mA a 25 V. Po ukonceni elektroforézy sme skli¢-
ka vybrali z elektroforetickej nadoby, vloZili ich do kyviet
a zaliali neutralizatnym roztokom (0,4 mol/L TRIS, H,0).
Po 10 min. sme neutralizacny roztok vymenili, postup
opakovali dvakrat. Po skonéeni neutralizacie sme sklicka
z kyviet opatrne vybrali a nechali odkvapkat. Nasledovalo
farbenie DNA fluorescenénym farbivom DAPI (4',6-diami-
dino-2-phenylindole) a fluorescen¢na mikroskopicka ana-

lyza pri zvaéseni 800x.

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Namerané udaje sme vyjadrili ako priemer +SD (Stan-
dardna odchylka). Na porovnanie Statistickych rozdielov
ziskanych hodnét v experimentalnych vzorkach sme pou-
Zili neparovy studentov t-test, kde p* < 0,05.
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Obr. 1. Percento viability buniek MRC-5 v pasadZi 8
po ovplyvneni vitaminom D pocas 24 h kultivdcie
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Obr. 3. Poskodenie DNA buniek MRC-5 v pasdzZi 8
ovplyvnenych réznymi koncentrdciami vitaminu D
pred a po poskodeni peroxidom vodika; *p < 0,05
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VYSLEDKY

Sledovali sme ucinok vitaminu D na rast fibroblastov
MRC-5 v pasaZi 21 (senescentné bunky p21) a v pasazi 8
(nesenescentné bunky p8) po ich ovplyvneni réznymi kon-
centraciami vitaminu D (1; 10; 20; 25; 50; 75; 100 umol/L)
pred a po poskodeni 30 % peroxidom vodika.

V prvom kroku sme vyhodnocovali percento viability
buniek pomocou MTT testu. Bunky boli kultivované 24 h
pri 37°C a 5% CO,. Nasledne sme ich ovplyvnili vybrany-
mi koncentraciami vitaminu D a nechali 24 h kultivovat.
Po tomto ¢ase sme vymenili médium a bunky nechali rast
do 72 hinkubacie. Po zmerani absorbancie sme vyhodnotili
percento viability buniek, pricom nas zaujimal narast nad
hodnotu kontroly (bez ovplyvnenia vitaminom D), ktoru
sme povazovali za 100 %. Kontrolnym bunkdm sme po 48 h
kultivacie vymenili médium tak ako v pripade kultivacie s vi-

taminom D, aby sme zachovali rovnaké podmienky.
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Obr. 2. Percento viability buniek MRC-5 v pasdZi 21
po ovplyvneni vitaminom D pocas 24 h kultivdcie
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Zistili sme, Ze vitamin D zvysil preZivanie nesenes-
centnych buniek p8 nad 100 % v koncentrécii 20 umol/L
1,03-krat a v koncentracii 25 umol/L 1,11-krat (Obr. 1).
V pripade buniek p21 (Obr. 2) vitamin D zvysil preZiva-
nie buniek nad 100 % v koncentracii 10 umol/L 1,04-krat
a v koncentrécii 25 umol/L 1,12-krat. Tieto zvy$enia vSak
neboli signifikantné.

V druhom kroku nds zaujimal podiel poSkodenia DNA
buniek MRC-5 ovplyvnenych vitaminom D pred a po po-
Skodeni peroxidom vodika. Bunky boli kultivované 24 h
pri 37 °Ca 5 % CO,. Nasledne sme ich ovplyvnili vybrany-
mi koncentraciami vitaminu D a nechali 24 h kultivovat.
Po 24 h inkubacie s vitaminom D sme bunky poskodili
30 % peroxidom vodika 30 min. Metddou comet assay
sme detegovali percento DNA v chvoste kométy.

V pripade buniek MRC-5 v pasdZi 8 vitamin D prida-
ny pred poskodenim peroxidom vykazuje najvyraznejsi
protektivny G¢inok v koncentrécii 25 umol/L (1,58 % DNA
v chvoste kométy) v porovnani s vitaminom D pridanym
po poskodeni peroxidom vodika (2,72 % DNA v chvoste
kométy). Podobny efekt sme pozorovali aj pri koncentraci-
ach 10, 75 a 100 pumol/L (Obr. 3).

Rovnako sme postupovali aj pri bunkach MRC-5 v pa-
sazi 21, teda senescentnymi bunkami (Obr. 4). Vitamin D
vykazoval na bunky signifikantny protektivny aj regenerac-
ny ucinok. Najvyraznejsi efekt sme pozorovali pri koncen-
tracii 1, 10, 20, 25 a 50 pmol/L pred a po poskodeni bu-
niek peroxidom vodika. Zaujimavy ucinok vitaminu D sme
pozorovali pri najvyssej pouzitej koncentracii 100 umol/L,
kde v pripade ovplyvnenia vitaminom D a naslednom po-
Skodeni buniek peroxidom vodika, ale v opacnom pripa-
de, a teda po poskodeni buniek peroxidom a naslednom
pridani vitaminu D sme zaznamenali signifikantny pokles
poskodenia DNA.

DISKUSIA

V nasej praci sme sledovali uc¢inok vitaminu D na fud-
ské zdravé fibroblasty MRC-5 s cielom zistit jeho prolife-
racné, protektivne resp. reparacné ucinky. Na porovnanie
sme vyuZili bunky v pasaZi 8 (nesenescentné) a v pasazi
21 (senescentné). Vysledky MTT testu (Obr.1 a 2) na-
znacduju, Ze pouZité koncentracie vitaminu D signifikant-
ne neovplyviovali viabilitu buniek ani v pasazi 8, ani se-
nescentnych buniek v pasdzi 21. Mnohi autori sledovali
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ucinky vitaminu D v suvislosti s ovplyvnenim proliferacie,
s dérazom na signdlne drahy. Songyang a kolektiv sledova-
li schopnost inhibovat proliferaciu, invaziu a metastazova-
nie buniek karcindmu pltic A549 a NCI-H1975 a schopnost
indukovat apoptdzu. Autori potvrdili icinok vitaminu D
signalnou cestou PI3K/AKT/mTOR (Songyang akol,
2021). Draha PI3K/AKT/mTOR je intracelularna signélna
draha zapojena do mnohych biologickych procesov, ako
je bunkova proliferdcia a apoptdza, angiogenéza a me-
tabolizmus glukdézy aj v zdravych bunkach (Xie akol.,
2019). Cesta je iniciovana vazbou extracelularnych ras-
tovych faktorov na transmembranové receptorové tyro-
zinkinazy (RTK), ako je EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) (Chin, Toker, 2010), na ktorej sa aktivuje
fosfatidylinozitol 3-kinaza (PI3K) a ndsledne aktivuje se-
rin/treoninovy proteinkindzu B (PKB/AKT) ). To vedie k se-
rinovej a/alebo treoninovej fosforylacii radu naslednych
substratov, ktorymi su Casto kindza/fosfatazy alebo iné
signalne molekuly sprostredkujice rézne bunkové biolo-
gie (Nair-Shalliker akol, 2012). Prave dysregula-
cia tejto cesty je spojena s vyvojom mnohych ludskych
choréb a k zvysenej aktivacii moze déjst prostrednictvom
niekolkych mechanizmov, vratane inaktivacie negativ-
nej regulacnej fosfatazy a tenzinového homolégu (PTEN)
a aktivacnych mutacii a génovej amplifikacie génu koduju-
ceho PIK3CA (Paes, Ringel, 2008). Na zaklade tychto
poznatkov a suvislosti signalnych drah, ktoré je vitamin D
schopny ovplyvnit v nadorovych bunkach, sme dalej sle-
dovali schopnost vitaminu D ochrénit, resp. reparovat
DNA pred alebo po poskodeni buniek p8 a p21 peroxidom
vodika metddou comet assay v zdravych bunkach MRC-5.
Latky, ktoré reguluju reparacné drahy sa zameriavaju
na reguldciu cez AKT signalny protein, kedZe AKT je kritic-
ka efektorové serinova/treoninova kinaza v receptorovej
tyrozinkindzovej/fosfatazovej a tenzinovej homoldgnej/
fosfo-inozitid 3-kindzovej drahe a riadi nespocetné mnoz-
stvo bunkovych funkcii (Liu a kol., 2014).

AKT priamo reaguje na poskodenie DNA a jeho opravy.
Kométovou metddu sme pozorovali signifikantny pokles
poskodenia DNA pri koncentracii 1, 10, 20, 25 a 50 umol/L
pred a po poskodeni buniek peroxidom vodika. Z literatury
je znamy opravny mechanizmus DNA cez PARP, poly (ADP-
-ribdzy) polymerazy, ktoré maju schopnost katalyzovat
prenos ADP-ribdzy na cielové proteiny. PARP hra dolezitu
ulohu v réznych bunkovych procesoch vratane moduldcie
Struktury chromatinu, transkripcie, replikacie, rekombi-
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nacie a opravy DNA (Morales akol, 2014), preto sa
naSe dalSie experimenty zameraju na sledovanie hladiny
PARP metédou western blot v bunkach p21 ovplyvnenych
koncentraciami so signifikantnym ucinkom, pred a po po-

Skodeni peroxidom vodika.

ZAVER

Zaverom mbzeme konstatovat, Ze vitamin D neovplyv-
nil preZivanie buniek v pasazi 8 a 21 v nami pouZzitych kon-
centraciach. Avsak vykazuje na senescentné bunky (p21)
nielen protektivne, ale aj reparacné ucinky, ktoré dokazu
tieto bunky ochranit pred poskodenim peroxidom vodika.
Ziskané udaje st dobrym zakladom pre dalsi vyskum v ob-
lasti molekularnej bioldgie.

PODAKOVANIE

Tato prdca bola financne podporend grantom EU
z programu CBC, Interreg V-A-NutriAging V-0014 a gran-
tom VEGA 1/0314/19.

LITERATURA

1. Calder, P. C. and Kew, S. (2002): The im mune system:
a target for functional foods? British Journal of Nutrition.
doi: 10.1079/bjn2002682.

2. Chin, Y. R. and Toker, A. (2010): The Actin-Bundling Pro-
tein Palladin Is an Aktl-Specific Substrate that Regulates
Breast Cancer Cell Migration. Molecular Cell. doi: 10.1016/j.
molcel.2010.02.031.

3. Collins, A. R. et al. (1996): Oxidative damage to DNA:
Do we have a reliable biomarker ? Environmental Health Per-

spectives. doi: 10.1289/ehp.96104s3465.

52

10.

11.

12.

13.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA 1/2021

. Fraga, C. G. et al. (1990): Oxidative damage to DNA during

aging: 8-Hydroxy-2’-deoxyguanosine in rat organ DNA and
urine. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America. doi: 10.1073/pnas.87.12.4533.

. Liu, Q. et al. (2014): Role of AKT signaling in DNA repair

and clinical response to cancer therapy. Neuro-Oncology.

doi: 10.1093/neuonc/nou058.

. Meehan, M. and Penckofer, S. (2014): The Role of Vita-

min D in the Aging Adult. Journal of Aging and Gerontology.
doi: 10.12974/2309-6128.2014.02.02.1.

. Morales, J. C. et al. (2014): Review of poly (ADP-ribose)

polymerase (PARP) mechanisms of action and rationale for
targeting in cancer and other diseases. Critical Reviews in Eu-
karyotic Gene Expression. doi: 10.1615/CritRevEukaryotGene
Expr.2013006875.

. Nair-Shalliker, V., Armstrong, B. K., Fenech, M. (2012):

Does vitamin D protect against DNA damage? Mutation
Research—Fundamental and Molecular Mechanisms of Muta-

genesis. doi: 10.1016/j.mrfmmm.2012.02.005.

. Newberry, S. J. et al. (2014): Vitamin D and Calcium: A Sys-

tematic Review of Health Outcomes (Update). Evidence report/
technology assessment. doi: 10.23970/ AHRQEPCERTA217.
Paes, J. E. and Ringel, M. D. (2008): Dysregulation of the
Phosphatidylinositol 3-Kinase Pathway in Thyroid Neopla-
sia. Endocrinology and Metabolism Clinics of North America.
doi: 10.1016/j.ec1.2008.01.001.

Pfeffer, P. E. et al. (2018): Effects of Vitamin D on inflam-
matory and oxidative stress responses of human bronchi-
al epithelial cells exposed to particulate matter. PLoS ONE.
doi: 10.1371/journal.pone.0200040.

Songyang, Y. et al. (2021): Effect of vitamin D on malignant
behavior of non-small cell lung cancer cells. Gene. doi: 10.
1016/j.gene.2020.145309.

Xie, Y. et al. (2019): PI3K/Akt signaling transduction path-
way, erythropoiesis and glycolysis in hypoxia (Review). Mo-
lecular Medicine Reports. doi: 10.3892/mmr.2018.9713.




Laboratorna Diagnostika, XXVI, 1, 2021: 53-57

VPLYV AKUTNEHO STRESU A NANOCASTIC USPIONs
NA AKTIVITU KATALAZY NORMOTENZNYCH A SPONTANNE
HYPERTENZNYCH POTKANOV

Laubertova L.}, Zitiianova 1.}, Bali$ P.2, Bernatova 1.2, Dvorakova M.!
tUstav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie, LF UK, Bratislava
2Ustav normalnej a patologickej fyzioldgie, Centrum experimentalnej mediciny SAV
Bratislava

monika.dvorakova@fmed.uniba.sk

SUHRN

Ultra malé superparamagnetické nanocastice oxidov
Zeleza (USPIONs) vdaka svojim fyzikalno-chemickym
vlastnostiam maju velky potencial pouzitia v réznych
biomedicinskych a klinickych aplikaciach. Niekol'ko studii
vSak popisuje, Ze podavanie réznych nanocastic oxidov
Zeleza, zvycajne pouzivanych ako kontrastné latky, mozu
vyvolat oxidaény stres. Ich interakcie s biomakromoleku-
lami sa vSak zriedka studovali a to najma v podmienkach
akutneho stresu. KedZe oxidaény stres zohrava vyznam-
nu ulohu v patogenéze hypertenzie, je preto potrebné
ddkladne poznat véetky mechanizmy, ktoré tzko suvisia
s pouzivanim nanocastic v medicinskych aplikaciach.
Tato studia bola navrhnuta za ucelom sledovania vplyvu
akutneho stresu a USPIONs na aktivitu katalazy v eryt-
rocytoch normotenznych (WKY) a spontanne hypertenz-
nych (SHR) potkanov.

Klacové slova: katalaza; akutny stres; superparamag-
netické nanocastice oxidov zeleza; USPIONSs; hypertenzia

ABSTRACT

Ultrasmall superparamagnetic iron oxide nanoparti-
cles (USPIONs) have a great potential for use in a variety
of biomedical and clinical applications due to their phys-
ico-chemical properties. Several studies have reported
that the administration of various iron oxide nanopar-
ticles, commonly used as contrast agents, can cause oxi-
dative stress. However, interactions between them have
rarely been studied, especially in conditions of acute
stress. Because oxidative stress plays an important role
in the pathogenesis of hypertension, it is therefore nec-
essary to understand thoroughly all the mechanisms that
are closely related to the use of nanoparticles in medical
applications. This study was designed to monitor the ef-
fect of acute stress and USPIONs on catalase activity in
erythrocytes of normotensive (WKY) and spontaneously
hypertensive (SHR) rats.

Key words: catalase; acute stress; superparamagnetic
iron oxide nanoparticles; USPIONSs; hypertension
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Hypertenzia je najcastejSim zdravotnym problémom
vo vyspelych krajinach. Nelie¢end hypertenzia vedie
k mnohym degenerativnym ochoreniam, vratane infark-
tu myokardu, zlyhania srdca, mftvice, ochorenia perifér-
nych artérii a je aj pri¢inou chronického ochorenia obli-
¢iek (Pedro-Botet akol., 2000). Coraz viac dékazov
potvrdzuje, Ze antioxidacny stres zohrava rozhodujucu
Ulohu v patogenéze hypertenzie, ale mechanizmy pri-
spievajuce k zvySenej produkcii reaktivnych metabolitov
kyslika (ROS) pri hypertenzii nie su dostatocne objasnené
(Amirkhizi akol., 2010). Reaktivne metabolity kyslika
(ROS) maju vo vaskularnych redoxnych systémoch u pa-
cientov s hypertenziou réznu ulohu, ¢o naznacuje, Ze pre
lepsie pochopenie hypertenzie je potrebné brat do Uva-
hy zloZitost redoxnych systémov v réznych priestorovych
spektrach (Ahmad akol., 2013). Pritom je nevyhnutné
sa zaoberat aj samotnym vplyvom réznych endogénnych
a exogénnych faktorov, ktorym je pacient s hypertenziou
vystaveny pri roznych diagnostickych vysetreniach.

V poslednych rokoch su rbozne nanocastice oxidov
Zeleza objektom viacerych stadii, najma kvoli ich vlast-
nostiam vyuzitelnym v biomedicine. V biomedicinskych
aplikaciach sa pouzivaju najcastejsie ako kontrastné lat-
ky pri magnetickej rezonancii (Rochett akol., 2013).
Problém pri pouziti roznych typov nanocastic oxidov Ze-
leza v biomedicinskych aplikdcidch moze predstavovat ich
potencialna toxicita a schopnost zvySovat oxidacny stres
(Wilkinson akol., 2012).

Oxidacny stres je Casto spdjany s viacerymi biochemic-
kymi, fyziologickymi a patofyziologickymi dejmi. Schop-
nost nanodastic zvySovat oxidacny stres je najCastejsie
prisudzovand najméa ich schopnosti prispievat k tvor-
be ROS (Manke akol, 2013). Netreba vsak zabudat
na obranny antioxidac¢ny systém zahriujici antioxidacné
enzymy, ako je superoxiddismutdza, glutationperoxidaza
a kataldza, ktoré maju schopnost eliminacie ROS vratane
superoxidového anionu a peroxidu vodika (Michiels
a kol., 1994).

Ultra malé superparamagnetické nanocastice oxi-
dov Zeleza (USPIONSs). su syntetické ¢astice maghemitu
(v-Fe,0,) alebo magnetitu (Fe,0,) s velkostou jadra medzi
10 nm a 100 nm, pricom magnetit je zmesou oxidov FeO
a Fe,0,. NanocCastice USPIONSs su obalené polyetylénglyko-
lom (PEG), ktory zabezpecuje ich stabilitu a biokompatibi-
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litu, zlepsuje ich distribuciu a znizuje ich vychytdvanie mo-
nonuklearnym fagocytarnym systémom (Wahajuddin
a kol., 2012).

Ulohou tejto $tudie bolo sledovat vplyv akitneho stre-
su a ultra malych superparamagnetickych nanocastic oxi-
dov Zeleza (USPIONSs) na aktivitu katalazy, jedného z antio-
xidacnych enzymov v erytrocytoch normotenznych (WKY)
a spontanne hypertenznych potkanov (SHR).

Laboratérne zvierata

V studii boli pouZité normotenzné potkany (WKY,
Wistar Kyoto) a spontanne hypertenzné potkany (SHR—
spontaneously hypertensive rats) z firmy Velaz s.r.o.,
Ceska republika. WKY potkany boli pouzité ako kontrola
k sledovaniu vplyvu rézneho fenotypu na dany parameter.
WKY a SHR potkany (12 az 16 tyzdriov staré) boli kime-
né granulovanym krmivom vyrabanym firmou Altromin,
konkrétne zmesou 1320-variant P, so znizenym obsahom
fytoestrogénov, s obsahom Zeleza 192,51 mg/kg zmesi
a mali volny a neobmedzeny pristup ku krmivu a vode.
Potkany boli drzané v Standardnych podmienkach s pra-
videlnym striedanim svetla a tmy (12/12 h). Vietky pot-
kany mali implantované katétre do karotickej artérie pre
meranie krvného tlaku a do jugularnej vény pre infuzne
podavanie nanocastic vo fyziologickom roztoku alebo sa-
motného fyziologického roztoku. Kanylacia bola urobena
v celkovej anestéze izofluranom (3 %) den pred samotnym
experimentom, v pritomnosti latky meloxikam (2 mg/kg
hmotnosti tela) na prevenciu pooperacnej bolesti. Vsetky
experimenty boli schvalené $tatnou veterindrnou a potra-

vinovou spravou SR.

Model akutneho stresu

Akutny stres bol u laboratérnych zvierat navodeny me-
tédou air-jet (prud vzduchu do hornej ¢asti hlavy potkana)
podla modifikovaného protokolu (Nakamoto akol.,
2007). V nasich pokusoch sme poutzili 5 s prud vzduchu 10
min pred, 10 a 75 min po podani USPIONSs.

Testované nanocastice

Ultra malé superparamagnetické nanocastice oxidov
Zeleza (USPIONSs) (Sigma-Aldrich, UK) boli pokusnym zvie-
ratdm podavané intravendzne pocas 10 min infuzie do ju-
guldrnej vény. Nanocastice magnetitu (Fe,O,) o velkosti
jadra 30 nm (1 mg Fe/ml) boli obalené biokompatibilnym
obalom z polyetylénglykolu. Po 100 minutach od ich po-




dania bola zvieratdm odobrana krv a nasledne boli zviera-
ta dekapitované v bezvedomi po kratkej narkoze CO,.

Rozdelenie laboratdérnych zvierat
a dizajn experimentu

V kaZdej testovanej skupine bolo 6-8 laboratérnych
zvierat. Podrobny dizajn experimentu je uvedeny v Tab. 1.

Rozdelenie laboratérnych zvierat do podskupin s réz-
nym fenotypom (WKY a SHR):

Kontrola — potkanom bol infundovany iba fyziologicky
roztok.

Stres — potkanom bol infundovany fyziologicky roztok
a boli vystavené akutnemu stresu.

USPIONs — potkanom boli infundované USPIONs v dav-
ke 1 mg/kg telesnej hmotnosti.

USPIONs + stres — potkanom boli infundované USPIONs
v davke 1 mg/kg telesnej hmotnosti a boli vystavené akut-

nemu stresu.

METODY

Aktivita katalazy (CAT) v erytrocytoch bola stanovena
v lyzatoch erytrocytov komerc¢nym kitom (Cayman Chemi-
cal Company, USA).

Na Statisticki analyzu bol pouzity Statisticky softvér
StatsDirect 3, verzia 3.2.109. (StatsDirect® Ltd., UK). Hla-
dina vyznamnosti bola definovana ako P < 0,05. Udaje su
uvedené ako priemer + Standardna chyba priemeru (SEM).
Normalita bola analyzovana Shapiro-Wilk testom. KedZe
sa jednalo o normalnu distribiciu hodnét bola nasledne
pouZitd analyza rozptylu (ANOVA). Rozdiel medzi kontro-

lami v jednotlivych fenotypovych skupinach bol analyzo-

vany pomocou One-way ANOVA testu s pouZitim Bon-
ferroni post hoc testu. Rozdiely medzi podskupinami boli
analyzované pomocou Two-way ANOVA testu s pouZitim
Bonferroni post hoc testu. Na detekciu variacii medzi sku-
pinami alebo v ramci vnorenych podskupin bola pouzita
Fully Nested Random ANOVA.

VYSLEDKY

V skupine potkanov WKY nedoslo k signifikantnym
zmendm v aktivite CAT v erytrocytoch medzi podskupina-
mi. Akutny stres, USPIONs a kombinacia akutneho stresu
a USPIONs nemali Ziadny vplyv na aktivitu CAT v erytro-
cytoch.

V skupine potkanov SHR mali podskupiny vystavené
kombinacii akutneho stresu a USPIONSs signifikantne vyssiu
aktivitu CAT v porovnani s kontrolnou podskupinou (SHR-C
vs. SHR-S+ U, P=0,0051) a v porovnani s podskupinou
vystavenou iba akutnemu stresu (SHR-S vs. SHR-S + U,
P =0,0098). Akutny stres nemal Ziadny vplyv na aktivitu
CAT v porovnani s kontrolou.

Medzi kontrolnymi podskupinami s odliSnym fenoty-
pom (WKY-C vs. SHR-C) nedoslo k vyznamnej zmene akti-
vity CAT v erytrocytoch.

Signifikantné zvySenie aktivity CAT sme zistili v pod-
skupinach SHR v porovnani s podskupinami WKY s rovn