Problematika v rozhodovani o pozitivnim ¢i negativnim PCR testu na
Covid 19 v zavislosti na pouzité metode. Interpretace PCR pozitivity
v kontextu dalsich souvislosti. Uvod do evoluce SARS Cov 2.

NRL pro chripku a nechripkova virova respiracni onemocnéni
Helena Jifincova, SZU
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Human CoV

Zastoupeni CoV 5 -18% v sezénach2013 — 2019,
celosvétoveé az 30 % ARI.

V lidské populaci je doposud znamo 6 koronavirl, z nichz 4 byly objeveny

v poslednich 10 letech.
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Princip PCR

SARS-CoV-2 genome (bp)
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Rodriguez-Lazaro, David. (2022). DEVELOPMENT OF MOLECULAR-
BASED TECHNIQUES FOR THE DETECTION, IDENTIFICATION AND
QUANTIFICATION OF FOOD-BORNE PATHOGENS.

PCR Cycles | Target Coples
1 2 -
2 N
3 8
4 16
5 32
6 64
F 128
8 256
9 512
10 1024
15 32,768
20 1,048,576
25 33,554,432
30 1,073,741,842




Princip real time PCR

Mnozstvi viru

* Vysoké hodnoty Ct — nizky pocet kopii vVRNA

* Pocet kopii RNA neni totozny s poCtem virovych castic

* Pocet kopii RNA mize byt pfimo umérny poctu virovych
Castic, jednotlivé cile

* Pocet kopii v RNA pro detekované useky genu je
proménlivy dle Zivotniho cyklu viru, v. populace (E, RdRp
Orfla/b, S, EndoRnase, N/N2), nejvyssi citlivost gen E, N2
nevyssi pocet kopii, ale obvykle nizsi citlivost

(B)

Fluorescence

B. TagMan Probe
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Popular Real-time detection methods

https://microbeonline.com/real-time-pcr-principles-and-
applications/



Ct - fakta

* Vysoké hodnoty Ct — nizky pocet kopii VRNA
* Pocet kopii RNA neni totozny s poctem virovych castic
* Pocet kopii RNA muze byt primo umérny poctu virovych castic, jednotlivé cile

e Pocet kopii v RNA pro detekované useky genu je proménlivy dle zivotniho cyklu
viru, v. populace (E, RdRp Orfla/b, S, EndoRnase, N/N2), nejvyssi citlivost gen E,
N2 nevyssi pocet kopii, ale obvykle nizsi citlivost

* Neni pravda, ze PCR detekujeme jen zbytky viru

 Metoda izolace RNA nebo extrakce bez izolace ovlivhuje PCR vysedek

* Neni pravda, ze PCR proti SARS-CoV.2 detekuje jiné respiracni patogeny a naopak
* CE-IVD certifikace



Ct - interpretace

Vysoké hodnoty Ct — pocatek infekce/nemoci, konec — pretrvavajici pozitivita

Nizka citlivost — posun hodnot Ct, infekcni vzorky se jevi jako negativni nebo
hrani¢né pozitivni/suspektni

Pro testovani s predstihem, nutna negativita 24 — 48 hod po testu, nutna vysoka
citlivost PCR testu

Pro vylouceni pocatku nemoci, Spatny odbér — nutno opakovat s 1 — 2 dennim
zpozdénim, rozhodnuti dle dynamiky PCR nalezu

V soucasnosti jiz neni mozné s jistotou overit serologickym nalezem s

Ovéreni je mozné testem viability



Postupné poskozenibunécné kultury v dtsledku mnozeni SARS-CoV-2

Bunécna linie: Vero E6 —TMPRSS2 (opticky mikroskop, zvétseni 200x)

Virus: hCoV-19/Czech Republic/KNL_2021-110119140/2021 GISAID Accession ID EP|_ISL_ 6862005
Taxonomické zarazeni: 21K (omicron)—B.1.1.529

1. Intaktni buriky rostouci pfisedle (adherované) na dné kultiva¢ni nadoby

2. Pocinajici cytopaticky efekt

3. Pokrocily cytopaticky efekt tvorba syncytii (velkych vzdjemné pospojovanych bunék — viditelné
propojovaci ,,mlstky“) s nizsi mirou adherence

4. Mrtvé buriky jesté celistvé s neschopnosti adherence na povrch kultivaéni nadobky
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Kultiva¢ni nadoba:

specialné upraveny plast umoziuje
adherenci bunék (pfilepeni bunék

k povrchu, a tim i jejich mnozeni). Ve
vicku, které zajisti nemoznost Uniku viru,
je filtr prostupny pouze pro CO2, ktery
pomaha udrzovat optimalni pH
kultivaéniho média a soucasné slouzi
jako zdroj uhliku pro rostouci bunécnou
kulturu.



Stanoveni protilatek

* Pohled do minulosti, napr rozliseni post vakcinacni a post
infekéni imunitni odpovedi

* Predikce odolnosti

* IgaA, IgM, 1gG/IgG VNT  « Nukleokapis
 RBD — puvod????

* Pseudovry imitujici aktualné cirkulujici varianty
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Key mutations in
e

B.1.1.7 spike

It takes three spike proteins to form one spike, so each mutation

appears in three places:

Y144/145

Y144/145

For more on the B.1.1.7 mutations, see: side sl




V hlavni roli spike

omikron

-

Aminokyselinové substituce charakteristické pro B.617.2 (delta)
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Modre oznacena N terminalni doména https://molstar.org/
Zluté vazebné misto




3

U 020 DI OLC

Celkovy pohled na komplex Spike proteinu navazaného na membranovy komplex proteind
ACE2 a BOAT1

Spike protein je Sedy, jeho doména urcujici vazbu na receptor
(RBD doména) cerna, dimery ACE2 jsou zelené a BOAT1
transportéry bledémodré. Mutace jsou zobrazeny pomoci
nasledujicich barev - BA.1 zluté,

BA.1.1 oranzové, BA.2 modre, BA.3 ¢ervené. Hranice
membran (Spike protein je drzen

ve virové, ACE2 a BOAT1 v bunécné) je naznacena
oranzovymi kruhy. Napojeni Spike

proteinu na membrdnu pomoci trojice helixl je flexibilni a
umoznuje vyhledavat interakci s

ACE2 v Sirokém uhlovém rozpéti.

Celkovy pohled na komplex Spike proteinu navazaného na
membrdnovy komplex protein(

ACE2 a BOAT1
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Bila

struktura z s navazanym RNA

barvy oznacuijici lokalni kvalitu modelu
(AlphaFold)

Ve vedlejsi roli
nukleokapsiodvy protein
Jsou Ag testy funkcni?

N-term domain binds RNA

C-term domain binds other N proteins

monoclonal IG-light lambda binds to N-term domain
IG-heavy bind to both domains

MHC binds to both and to unstructured linker

HLA binds to N-term domain

N - 2 domény propojené flexibilnimi
linkery.

Na jednu doménu je navazana ssRNA
(Vaclav Veverka — UOCHB)
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Princip Ag testu — ELISA/CLIA
rapid

Ag test i méreni protilatek

M IN/Ndawv i

Antibody against antigen,
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Evoluce SARS — CoV-2 v CR

Linie SARS-CoV-2 detekované v Cesku (1. 3. 2021 - 30. 3. 2022)
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Evoluce SARS — CoV-2 v CR

Podil jednotlivych sekvenovanych variant

T Graf zobrazuje st¥idani variant SARS-CoV-2 v CR.
/\ Variantu B.1.258 (zelend) vystfidala na pfelomu
" let 20/21 varianta alfa (modra), dale v ¢ervenci
----- 2000 nastupuje varianta delta a jeji subvarianty. Na
N\ prelomu let 21/22 se objevuje varianta omikron
3 a jeji subvarianty (BA.2 je tyrkysova).
> x PreruSovana cara zobrazuje celkovy pocet
e | i sekvenaci v CR.
/V \\I
ool ol —Z \/:\—_ LN Y
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Znazornéni variant SARS-CoV-2

J 1000 vzorkil z Ceské republiky shromazdénych od 4. 2. 2022
v haplotypové siti

B.1.1.529
(Omicron) b Rozdéleni do krajd

B.1.1.529 _ i3 A&/,

(omikron) E

Vybér sekvenci 1588 vzorkl

24.12.-10. 2. 2022 - s S
: BA.1 --'f.'_’._"';' ~"t :
) o o o B.1.617.2 ‘' potet viorkd As
Velikost uzlu — dle poctu vzorku (Delta) sy e AT
s identickou sekvenci.
Spojnice naznacuji pravdépodobné .

pribuzenské vztahy,
pocet kratkych kolmych usecek
odpovida poctu mutacnich

BA.2 . , ! B.1.617.2
S8 ﬂ \ (delta)

Pocet sekvenci pro jednotlivé okresy
0 4946

COG CZ: https://virus.img.cas.cz/



Prevzato z PHE : https://assets.publishing.service.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/1063424/Tech-Briefing-39-

Rekombinantni varianty Il

25March2022_FINAL.pdf

V soucasnosti jsou potvrzeny 3 rekombinantni linie: XD, XE, and XF
XD and XF jsou rekombinantami mezi variantou delta a BA.1
XE je dlsledkem rekombinace BA.1 a BA.2 subvariant omikronu a ma 3 jedine¢né mutace:
* NSP3(C3241T aV1069lI,
* NSP12 C14599T
XF a XE byly detekovany ve Spojeném kralovstvi
XD byla poprvé detekovana ve Franci a je dale prokazana ve 4 evropskych zemich (Dansko, Nizozemi, Némecko, Belgie)

XD obsahuje jedine¢nou mutaci NSP2: E172D.
S SARSCoV2

ORFlab* :
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Matice mutaci: jsou zahrnuty i varianty BA.1, BA.2, BA.3
Zdroj: outbreak.info
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Umime predpovidat budoucnost?

* MuZeme predikovat dalSi vinu/y?
* Omikron — puvod- reintrodukce?

* Zoonoticke rozsireni? B

* Jsou ohrozeny dalsi druhy?




Dékuji za pozornost
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NY TIMES https://www.nytimes.com/interactive/2021/health/coronavirus-variant-
tracker.html
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ZPRAVY Z NRL — JEN CAST: http://www.szu.cz/tema/prevence/laboratore

Info k SARS/chfipka : Alena Janypkovd — alena.janypkova@szu.cz Tel. Kontakt NRL — 724 362 602
Helena Jifincova — helena.jirincova@szu.cz
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