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Véc : Poskytnuti informace podle § 14 odst. 5 pism. d) zakona ¢. 106/1999 Sb., o

svobodném pristupu k informacim, ve znéni pozdéjsich predpist

Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé obdrzel dne 2.3. 2020 Rozhodnuti Ministerstva zdravotnictvi
ze dne 10.2.2021 ¢&.j. MZDR 3028/2021-/PRO, kterym nadfizeny organ rozhodl o Vasi stiznosti
ze dne 6.1.2021 takto:

Zdravotnimu uUstavu se sidlem v Ostravé se dle § 16a odst.6 pism. b) informacéniho zakona

pfikazuje, aby ve Ihtté 15 dnt ode dne doruceni tohoto rozhodnuti vyridil Zadost stézovatelky ze
dne 12.12. 2020 v bodé 4), 8), 9 a 10)

Na zakladé a v souladu se shora uvedenym rozhodnutim MZ vam poskytujeme k jednotlivym

bodUm nize uvedené informace:

4) detailni postup kultivaéni metody - viability viru

Pro kultivaci viru SARS-CoV-2 se pouzivaji bunécné kultury CV-1 (buriky ledvin ko¢kodana
zeleného) v monolayeru (jednovrstevny bunécny povlak) v kultivaCnich zkumavkach typu
Leighton. Po odsati udrzovaciho média se do zkumavky napipetuje 300 pl vySetfovaného vzorku,
kterym je vytér z nosohltanu ve virologickém odbérovém meédiu, ktery byl pouzit na vySetfeni
metodou RT-PCR SARS-CoV-2. Vzorky jsou o¢kovany nejpozdéji do 24 hodin po odbéru nebo
jsou az do naocCkovani ulozeny pfi -80°C a rozmrazeny az bezprostfedné pfed naockovanim.

Zkumavky ulozime do stojankd v Sikmé poloze do termostatu pfi 37°C na dobu 30 minut.
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Paralelné se vzorky kultivujeme buriky i v kontrolnich zkumavkach, do nichz je misto vzorku
aplikovano 300 ul udrzovaciho média (E-MEM, Sigma-Aldrich). Poté do v8ech zkumavek, v€etné
kontrolnich, napipetujeme 1,7 ml udrzovaciho média. Inkubujeme v termostatu pfi 370C. Denné
prohlizime zkumavkové kultury v inverznim mikroskopu pfi 100 az 200 nasobném zvétseni,
pficemz hodnotime morfologické zmény bunék — rozvoj cytopatického efektu (CPE) vznikajici v
disledku infekce bunék virem pfitomnym ve vzorku. Zaroven kontrolujeme i kontrolni zkumavky.
Jakmile je cytopatického efektu dosazeno pfiblizné v 75 % bunék ve zkumavce, provedeme
druhou pasaz. Po 7 dnech provedeme 2. pasaz i u téch vzorku, ve kterych neni patrny cytopaticky
efekt, a pokraCujeme v kultivaci dalSich 7 dni. Pokud ani po dalSich 7 dnech nedojde k
cytopatickému efektu, ukon€ime izolacni pokus jako negativni. Ve zkumavkach s pozitivnim

cytopatickym efektem ovéfujeme pfitomnost SARS-CoV-2 metodou RT-PCR.

8) na zakladé jakych védeckych poznatkl publikovanych v odborné literature je mozné védecky
interpretovat vysledky genetickych testi (RT PCR, RT PCR v realném Case) tak, Ze detekce
pfitomnosti ¢asti genomu (v rozsahu jednotek procent z celkového fetézce) je vyhodnocena jako
dukaz pritomnosti celého neporuseného genetického fetézce, jako je tomu u genetickych testu
na pritomnost SARS-CoV-2?

Smyslem PCR testovani je prokazat, ze doSlo k infekci virem SARS-CoV-2 u testovaného
pacienta. K tomu neni vzdy nezbytné, aby v daném okamZziku a vzorku byl zachovan cely
geneticky fetézec puvodce. Tento pfistup pro prukaz infekEnich onemocnéni, vcetné jeho
ovéfeni a validace, je popsan v celé Fadé vefejné dostupnych publikaci a je standardizovan v
mikrobiologické diagnostice v fadé aplikaci jiz desetileti.

Vychazet je mozno nap¥. z nize uvedenych publikaci a souvisejicich citacich.
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9) na zakladé jaké presné citace védecké publikace/védeckych publikaci, ktera/é védeckym, tzn.
ovéritelnym a opakovatelnym zplsobem doklada/dokladaji to, ze virus SARS-CoV-2 byl Fadné
izolovan. Tzn., ze virové castice byly vyciStény a izolovany pomoci centrifugace s hustotnim
gradientem, bilkoviny byly biochemicky analyzovany. Dikaz, Ze k takové izolaci doS$lo, byl
dolozen fotografii z koncentrovanych izolovanych c¢astic. Z takto izolovanych castic byla
vyextrahovana molekula RNA, gelovou elektroforézou zmérena jeji velikost a sekvenovanim
standardné dlouhych sekvenci sestaven jeji fetézec. Tuto informaci poZadujeme proto,
abychom si mohli byt jisti, Ze pracujete se skute¢nym virem SARS-CoV-2, nikoliv pouze s
jeho hypotetickym modelem. Urcité je jednoduché takto dulezZitou zakladni informaci,
kterou mate sami ovérenou, dolozit.

Izolace viru SARS-CoV-2 z klinického materialu pacientl v€etné jeho identifikace molekularné
genetickycmi a elektronmikroskopickymi metodami je dokumentovana v niZe citovanych
publikacich €. 1, 2 a 3. Autofi k izolaci viru SARS-CoV-2 pouzili a popsali metodu, ktera se bézné
pouziva ve virologickych laboratofich k izolaci virQ. lzolace viru je takto definovana i v odborné
virologické literatufe (odkazy 4 — kapitola 3.111, 1zolace virG na bunéénych kulturach, str. 80-81,
odkaz 5 — kapitola 3, Primary Isolation of Viruses, str. 36-51). Neni nam znamo, zda autofi téchto

publikaci pouzili i postupy popsané Zzadatelkou.
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doi:10.3346/jkms.2020.35.e84

4, LENNETTE, Edwin H. a Nathalie J. SCHMIDT. Laboratorni vySetfovaci metody virovych a
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10) na zakladé jaké presné citace védecké publikace/védeckych publikaci, ktera/é védeckym, tzn.
ovéritelnym a opakovatelnym zpusobem doklada/dokladaji to, Ze takto dolozeny virus SARS-
CoV-2 splriuje Kochovy / Riversovy postulaty prikaznosti jeho pri¢inné souvislosti k onemocnéni
COVID-19 a je tedy opravnéno povaZovat jej za ptvodce tohoto onemocnéni. Tuto informaci
pozadujeme proto, abychom si mohli byt jisti, Ze vynalozené usili a finance na vasi studii
testu, se opravdu vztahuje k onemocnéni COVID-19. Urcité je jednoduché takto dilezZitou
zakladni informaci, kterou mate sami ovérenou, doloZit*

Tuto skuteCnost doklada niZe citovana publikace €. 6, ktera vysla v Casopise Nature. Jeji autofi
uvadéji, ze svymi experimety potvrdili platnost Kochovych postulatd a spoleéné s predchozimi
klinickymi studiemi i pfi¢innou souvislost SARS-CoV-2 s nemoci Covid 19.

“Our results demonstrate the pathogenicity of SARS-CoV-2 in mice, which—together with
previous clinical studies1—completely satisfies Koch’s postulates7 and confirms that SARS-CoV-
2 is the pathogen responsible for COVID-19.”

6. Bao L, Deng W, Huang B, Gao H, Liu J, Ren L, Wei Q, Yu P, XuY, Qi F,QuY,LiF, LvQ,
Wang W, Xue J, Gong S, Liu M, Wang G, Wang S, Song Z, Zhao L, Liu P, Zhao L, Ye F, Wang
H, Zhou W, Zhu N, Zhen W, Yu H, Zhang X, Guo L, Chen L, Wang C, Wang Y, Wang X, Xiao Y,
Sun Q, Liu H, Zhu F, Ma C, Yan L, Yang M, Han J, Xu W, Tan W, Peng X, Jin Q, Wu G, Qin C.
The pathogenicity of SARS-CoV-2 in hACE2 transgenic mice. Nature. 2020 Jul;583(7818):830-

833. doi: 10.1038/s41586-020-2312-y. Epub 2020 May 7. PMID: 32380511.

K Vasi nize uvedené namitce poskytujeme nasledujici informace:

PozZadujeme pfesny popis, jakym povinny subjekt provadi PCR testy a interpretuje jejich vysledky,
protoZe z odpovédi je mozné dedukovat, Ze nepostupuje dle zavaznych instrukci uvedenych
vyrobcem.

Povinny subjekt musi uvést:

i) jak dlouhé useky (pfesny pocet bp) RNA prepsané na DNA jsou pomoci testovaci aparatury
detekovany a mnoZeny a vycislit jejich procentualni pomér k celkové délce genomu testovaneho
patogenu

Vyrobce soupravy COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit v instrukcich pro uzZivatele tyto informace
neuvadi. Souprava ma CE certifikaci k pouZziti jako in vitro diagnostika a jeji vykonnostni
charakteristika je dana parametry senzitivity a specificity. Délka detekovaného useku a jeho

procentualni podil z celkové délky genomu neni parametrem, ktery by rozhodoval o spolehlivosti

soupravy pro prukaz pritomnosti RNA SARS-CoV-2 v odebranych vzorcich.



i) zpusob, jakym interpretuje vysledky testu PCR (COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit vyrobce Diana
Biotechnologies)
Vysledky testl interpretujeme v souladu s pokyny vyrobce popsanych v kapitole 3.8 uzivatelské

priru¢ky na zakladé tzv. prahového cyklu amplifikace. Stru¢né jsou kritéria interpretace uvedena
v nasledujici tabulce:

FAM HEX Cy5 Interpretace
+ B + 13 + 13 /B | cOVID-19 pozitivni
- - + 11 Nedetekovatelné (COVID-19 negativni)

Nespolehlivy vysledek: nizky vytéiek izolace RNA nebo
inhibice RT-PCR, doporufeno zopakovat izolaci RNA.

C>30M - +

Slab& COVID-19 pozitivni *~!
- Ci>308 + 1

c.l } 3n tll _ i & TR - - r - - e &
Slabé COVID-19 pozitivni: nizky vytéiek izolace RNA nebo
Co>300 inhibice RT-PCR [®
- 1 -
Ci<308 B, sl 02l Nespolehlivy vysledek: miie ukazovat kontaminaci

produktem amplifikace nebo mutaci v jednom z genil,
C<300 | 41/ 0 doporufeno zopakovat izolaci RNA, doporuéeno zopakovat
' analyzu s RT-PCR soupravou, kterd detekuje jiné geny

iii) zda ovéril délku namnozenych sekvenci pomoci PCR aparatury po provedeni testu na COVID-
19, zda namnoZené sekvence délkou odpovidaji cilovym sekvencim uvadénych vyrobcem a s

Jakym vysledkem.
Vyrobce neuvadi nutnost ovéfovani namnozZenych sekvenci méfenim jejich délky. Amplifikace

spravného useku je u metodiky real-time PCR konfirmovana fluorescenénim signalem sekvenéné

méfenim délky, neb stejnou délku mohou mit také dva zcela rizné useky DNA. Sekvence
shodujici se se sekvenci pouzitych primerl, vcetné potvrzeni shody se sekvenci pfislusné

fluorescenéni sondy, a to na dvou riznych genech viru SARS-CoV-2, spolehlivé prokazuji, ze



prokazany usek RNA prfepsané do DNA odpovida pfitomnost RNA viru SARS-CoV-2 v souladu

s parametry specificity uvedenymi vyrobcem.

Postupujeme tedy vyhradné dle pokynl uvedenych v soupravé COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit
vyrobce Diana Biotechnologies, a to jak v otazce laboratorniho postupu, tak interpretace
vysledku. Pokyny vyrobce pro pouziti téchto testl v laboratofi jsou vefejné dostupné, Ize je najit

na tomto odkazu https://www.dianabiotech.com/downloads/.
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