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S utlimom pandémie COVID-19 v Eurdpe sa rutinna detekcia infikovanych SARS-CoV-2 virusom dostava do uza-
dia. Nie je to vSak tak davno, ked boli na diagnostické laboratéria kladené extrémne naroky v poziadavkach na
zvySovanie ich denného vykonu, pricom v idealnom pripade bolo potrebné kompletne vybudovat nové alebo vy-
Zznamnou mierou upravit existujuce laboratéria a zabezpecit aspon Ciasto¢nu mieru automatizacie laboratérnych
procesov. KedZe na vyvoj automatizovanych rieseni bol len minimalny ¢as, bolo nevyhnutné prepojit vyskumné
a rutinné klinické pracovné skupiny, ktoré spolo¢nymi silami dokazali vzniknuté poZiadavky riesit v expresnom
rezime, a to aj v medzindrodnom meradle.

Cielom projektu bolo zaviest a realizovat laboratérne analyzy s cieflom detegovat infikovanych SARS-CoV-2
vrutinnom laboratérnom prostredi v rezime laboratérii s ultravysokym vykonom. Sucastou bol vyber, optimalizacia
a rutinnd prevadzka do ¢o najvacsej miery automatizovaného laboratérneho systému spracovania klinickych
vzoriek ziskanych od suspektnych jedincov prostrednictvom nazofaryngdlneho vyteru, pripadne odberu slin.
Z praktickych dévodov bol tento projekt realizovany v spoloénosti SPADIA LAB, a. s., v Ceskej republike, ktora

cev v
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Impementation and automation of SARS-CoV-2 examination in Spadia Lab a.s.

With the attenuation of the COVID-19 pandemic in Europe, the routine detection of those infected with the
SARS-CoV-2 virus is taking a back seat. However, it was not so long ago that extreme demands were placed on
diagnostic laboratories to increase their daily throughput. At the same time, ideally, it was necessary to build
entirely new or significantly modify existing laboratories and ensure at least a partial degree of automation of
laboratory processes. Since there was only minimal time for the development of automated solutions, it was
necessary to link research and routine clinical working groups, which together managed to solve the resulting
requests in an express mode, even on an international scale.

The project aimed to introduce and implement laboratory analyses to detect infected SARS-CoV-2 in a routine
laboratory environment and perform testing in an ultrahigh throughput regime. It included the selection,
optimization and routine operation of an automated laboratory system to the greatest extent possible for
processing clinical samples obtained from suspected individuals through nasopharyngeal swabs or saliva
collection. For practical reasons, this project was implemented in the company SPADIA LAB, a.s. in the Czech
Republic, which was one of the largest laboratories providing SARS-CoV-2 testing in the Central European region.
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Uvod

Diagnostika extrahumdanneho gendmu vratane SARS-
CoV-2 prebieha v SPADIA LAB, a. s., na oddeleni molekular-
nobiologickych metéd (OMBM), ktoré patri pod Laboratérium
klinickej mikrobiolégie v Ostrave. Oddelenie ponuka Siroké
spektrum PCR vysetreni, napr. stanovenie pritomnosti nukle-
ovych kyselin (NK) herpetickych virusov, hepatitid, pévodcov
sexualne prenosnych ochoreni, respiracnych infekcii a dal-
Sie.

Pandémia COVID-19 a zaciatok laboratérneho
testovania SARS-CoV-2

Pandémia COVID-19 so sebou priniesla bezprecedentnu
situdciu na poli rutinného laboratérneho testovania infeké-

nych ochoreni, ked bolo potrebné na lokalnej drovni analyzo-
vat vzorky v populaénej skéle. Bolo potrebné v kratkom ¢ase
vybrat a do rutinného klinického rezimu zaviest vysokosen-
zitivne a vysokovykonné metédy pre laboratérnu diagnostiku
SARS-CoV-2 suspektnych pacientov, a to na pozadi prebieha-
jucej krizy s obmedzenou dostupnostou mnohych predtym
bezne dostupnych, v tomto testovani potrebnych laboratér-
nych komponentov od odberovych suprav az po vykonné la-
boratérne automaty. V kratkom slede za sebou sa mnohé ve-
decké timy po celom svete zaoberali podobnymi otazkami,
od vyberu typu odberového materialu cez identifikaciu v ruti-
ne pouzitelnych laboratérnych metéd detekcie virusovej nuk-
leovej kyseliny az po moznosti automatizacie laboratérnych
procesov(9,
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Pred vypuknutim COVID-19 sme v ramci rutinnej diagnos-
tiky mali v naSich laboratériach k dispozicii len jeden auto-
maticky izolator NK, ktory je v jednom behu schopny izolo-
vat maximalne 16 vzoriek v priebehu asi 1 hodiny. Vzorky sa
Standardne spracovavali manualne pomocou kolénkovych
izolacnych kitov. S rozhodnutim zaviest vysetrenie na SARS-
CoV-2 a naslednym ziskanim povolenia od Statneho zdravot-
ného Ustavu Praha na vySetrovanie COVID-19 sa situacia na
OMBM zacala velmi rychlo menit. Prvé vzorky na vySetrenie
COVID-19 prisli do nasho laboratéria 16. marca 2020 v poc-
te 10 kusov. | takyto maly pocet vzoriek vS§ak v tom Case do-
kazal preverit nasu pripravenost. Otazok a problémov oko-
lo spracovania vzoriek neustéle pribudalo a celd pozornost
a energia sa musela sustredit na ich zodpovedanie arieSenie.

Bolo nutné ¢o najrychlejsie vymysliet efektivny sposob
spracovania SARS-CoV-2 suspektnych vzoriek, ktory by
umoznil ¢o najrychlejsie sa dopracovat k spravnemu vysled-
ku vySetrenia, teda Co najviac skratit ¢as potrebny na mani-
pulaciu so vzorkami, spracovanie a vySetrenie vzoriek aj hod-
notenie vysledkov vySetreni. Spolupraca Charles University
Innovations Prague, s. r. 0. (prof. Ing. Stanislav Kmoch, CSc.),
SPADIA LAB, a. s., GENERI BIOTECH, s. r. 0., a ZKV Career,
s. I. 0. (Ing. Michal Pohludka, PhD. MBA LLM.), dala zéklad
vzniku spolo¢nosti GeneSpector, s. r. 0., vdaka ktorej sa na
OMBM postupne zavadzal systém umoznujlci vysetrit vyso-
ké pocty vzoriek v pomerne kratkom Case. Zmeny a Upravy
procesov veduce k vysokopriepustnému laboratérnemu rie-
Seniu boli nevyhnutné v kazdom z krokov od odberu vzoriek
az po vydanie vysledku.

Automatizacia laboratérnych procesov a laboratérne
nadvaznosti

Prvym krokom bol vyber Specialneho inaktivacného od-
berového média, ¢o pomohlo odstranit problém so sklado-
vanim vzoriek v chladenom rezime a s balenim vzoriek do
trojobalu, ¢im sa pri manipuldcii a vybalovani vzoriek usetri-
lo mnozstvo Casu. Zaroven v dosledku inaktivacie virusovych
Castic to umoznilo jednoduchsi rezim v laboratériu, kedze
nebolo nevyhnutné cely proces prvotnej manipulacie so vzor-
kami po extrakciu RNA (alikvotovanie, poolovanie) realizovat
v prostredi pracovnych boxov s laminarnym pradenim v re-
Zime BSL-2. Vybrané médium zéarovern muselo byt dostup-
né prakticky v neobmedzenom mnozstve a idealne vyrabané
lokalne z dovodu celosvetového akltneho nedostatku a ob-
medzeni tykajucich sa exportu vSetkych komponentov pou-

Obrazok 1. Priebeh spracovania vzoriek SARS-CoV-2.
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zivanych v diagnostickom retazci pri tomto type klinického
testovania. Vybrané bolo preto médium od lokalneho vyrob-
cu umoziujuce inaktivaciu virusov bez narusenia genetickej
informdcie. Navyse vybrany typ média udrzi vzorku v stave
pouzitelnom pre testovanie, pri izbovej teplote a bezpecne
neutralizovanu pocas 6 dni (viRNAtrap, GeneSpector, s. 1. 0.),
na rozdiel od inych komeréne dostupnych médii, ktoré vyza-
duju skladovanie pri —20 °C alebo pri 2 — 8 °C a virus po od-
bere v tychto médiach ostdva aktivny. Unifikdcia procesov sa
realizovala aj pri oznacovani vzoriek, ked sa uz na odbero-
vych miestach zaviedlo oznacovanie vzoriek Ciarovymi kéd-
mi, ¢o eliminovalo ¢as potrebny na pracne parovanie vzoriek
v laboratériu. Zaroven nezavisle od laboratérneho spracova-
nia vzoriek prebiehalo nahravanie pacientskych informacii
do laboratérneho informacného systému (LIS).

Aby sa urychlil i samotny priechod vzorky laboratériom,
bolo potrebné vsetky kroky, pri ktorych to bolo mozné, au-
tomatizovat. Vzorky sa po prichode do laboratéria najskor
preformatovali z odberovych skiumaviek do 96-jamkovych
platniCiek, kde sa spracovavali v platnickach po 94 vzoriek
(posledné dve pozicie v platnicke boli uréené pre negativnu
a pozitivnu kontrolu). Vzorky sa v prvotnej verzii automati-
zécie do platniciek pipetovali pomocou pipetora Evolis (Bio-
Rad) — 20 minut/1 platni¢ku, neskor pomocou rychlejsich
Biomek i5 (Beckman Coulter) platforiem — 5 minut/1 plat-
nicku. NajddlezitejSie bolo, Ze obidva pipetory boli schopné
skenovat Ciarové kody na skiimavkach a nasledne vytvorit
zoznam vzoriek spolu s poziciou vzoriek v platnicke. Vytvo-
reny zoznam vzoriek sa nasledne pouzil na krizovu identifi-
kaciu vzoriek v DNA extrakénej a RT-qPCR reakénej platnicke
a tiez na nasledné spojenie vysledku analyz s pacientskym
zdznamom v LIS. Druhym krokom automatizovaného labora-
térneho spracovania bola izol4cia nukleovych kyselin (NK),
ktora prebiehala prostrednictvom kitov vyuzivajlcich magne-
tické gul'dcky v izolatoroch KingFisher Flex (Thermo Scienti-
fic). Platnicky s roztokmi potrebné na izolaciu NK sa pripra-
vovali pomocou systému Biomek i7 (Beckman Coulter), ktory
dokazal v jednom pracovnom cykle predpripravit az 6 plat-
niciek (napr. lyzacny roztok, magnetické gul6¢ky, premyvaci
roztok, etanol, elu¢ny roztok, RT-qPCR mastermix). V posled-
nom kroku laboratérneho spracovania sa na prenasanie izo-
latov NK do RT-gPCR mastermixu (MMX) pouzilo automatic-
ké pipetovacie zariadenie Bravo (Agilent Technologies), ktoré
dokaze preniest 96 izolatov NK do mastermixu naraz a za
par sekind. Po skonceni amplifikacie v cykleroch a néasled-
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Obrazok 2. Mesacné pocty vysetrenych vzoriek SARS-CoV-2 v SPADIA LAB, a. s. marec 2020 - november 2022.
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Obrazok 3. Denné pocty vysetrenych vzoriek v januari 2027 a 2022.
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nom zhodnoteni dat bolo potrebné vysledky vySetreni pre-
niest do laboratérneho informacného systému a priradit ich
k pacientskym zaznamom.

Aby takto nastaveny proces vySetrenia vzoriek mohol fun-
govat, musel sa nastavit i prenos dat medzi jednotlivymi za-
riadeniami. Prenos dat z réznych pipetorov, izolatorov az
k cyklerom z cyklerov do LIS a z LIS do databazy ISIN (Infor-
macni systém infekénich nemoci) nastavili kolegovia z IT od-
delenia a vyznamne tym prispeli k urychleniu celého procesu.

Priechod vzoriek laboratériom je schematicky znazorne-
ny na obrazku 1.

Kapacita laboratoria po zavedeni automatizacie

Kapacita laboratéria sa s pribudajucim po¢tom zariade-
ni a s prechodom na dvojzmenny rezim postupne zvySovala.
ZvySovanie pocCtu zariadeni — pipetorov, izolatorov a cykle-
rov si ¢asom vyzadovalo nové priestorové usporiadanie la-
boratdria.

Na obrazku 2 su uvedené pocty vySetrenych vzoriek
za jednotlivé mesiace od zaciatku pandémie SARS-CoV-2 po
slcasnost. PoCty vzoriek sa v jednotlivych mesiacoch po-
stupne zvySovali. Suvisi to so zvySujucou sa kapacitou od-
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delenia a s rasticim poc¢tom spracovavanych odberovych
miest. Maximalnu kapacitu nase laboratérium dosiahlo v ob-
dobi november 2021 az januar 2022, ked sme mesacne vy-
Setrili okolo 250 000 vzoriek, teda priemerne kazdy den asi
11 900 vzoriek.

Obrazok 3 porovndava pocty vySetrenych vzoriek v jednotli-
vych dioch s odstupom jedného roku v januari 2021 a 2022.
Maximalny dosiahnuty pocet vykonanych RT-gPCR testov po-
Cas 24-hodinovej zmeny bol 17 672 testov v januari 2022
(26. 1. 2022).

Alternativhe metody zvySovania kapacity
SARS-CoV-2 testovania

Jednou z moznosti, ako dalej zvysit kapacity laboratoria,
bolo spracovavat vzorky spajanim, resp. poolovanim. Zna-
mena to, Ze sa pripravi pool zmieSanim viacerych pévodnych
vzoriek, ktory sa nasledne vySetri ako jedna vzorka a v pri-
pade detekcie pozitivity sa takyto pool vzoriek testuje opa-
kovane, ale uz kazdu vzorku v samostatnej analyze. Viaceré
Studie publikované v odbornych ¢asopisoch oznacuju poolo-
vanie ako velmi Gc€inny nastroj zvySenia testovacich kapacit
a zaroven vyvracaju obavu z faloSne negativnych vysledkov
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analyz poolu v désledku zriedenia pozitivnych vzoriek®?. Ta-
to metdda spracovania vzoriek sa vSak da pouzit len v situa-
cii, ked je prevazna vacsina vzoriek negativnych, teda najma
pri testovani oddelene zijucich skupin oso6b, napr. v Skolach.
Pri vy§Som percente pozitivnych vzoriek hrozi, ze sa bude
zvySovat i pocet pozitivnych poolov, ktoré je nutné roztes-
tovat.

Dal$ou alternativou je zabezpe&enie $pecidlnych jed-
nolcelovych (tzv. uzavretych) automatizovanych laboratér-
nych systémov. Prikladom je platforma od spolo¢nosti LGC
(Biosearch Technologies’ SARS-CoV-2 testing system)®, kto-
rd umoznuje realizadciu az 150 000 testov v ramci jedného
dna s minimalizaciou potrebnych manudlnych dkonov. Sa-
mostatnou kapitolou je moznost vybudovat $pecialne mobil-
né jednolcelové laboratoéria (Huo-Yan Air Laboratory), ktoré
sa pri testovani na SARS-CoV-2 Uspesne vyuzivali v ¢inskych
velkomestach®. Ich kapacita presahovala 10 000 vzoriek

LITERTURA

1. Dall’Agnol J, Schwartz E, Lise F. ABCS Health Sci. 2021; 46: €021302.
2. Guoguang R, et al. Reference Module in Biomedical Sciences. 2021:
B978-0-12-822548-6.00080-7

3. Jonguitud-Borrego N, et al. Front Med Technol. 2022 Sep 15; 4:
969203.

4. Barak N, et al. Sci Trans| Med. 2021 Apr 14; 13(589): eabf2823.

denne a velkou vyhodou je moznost vybudovat ich v pod-
state na ,zelenej like” a v expresnom Case (24 hodin). Vyu-
Zitie takychto systémov a laboratérii v regiondlnom meradle
je vsak limitované a v pripade, Zze sa skokovo znizia pocty
vzoriek, ktoré je potrebné v kratkom c¢ase analyzovat, je ich
prevadzka extrémne neflexibilna a ekonomicky nerentabilna.

Podakovanie

Tato publikacia vznikla vdaka podpore v ramci Operacné-
ho programu Integrovana infrastruktidra pre projekt: Vy-
skum progresivnych metéd diagnostiky COVID-19 a bio-
markerov umoznujucich skoru detekciu jedincov so
zvysSenym rizikom tazkého priebehu ochorenia, kéd ITMS:
313011ATA2, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho
fondu regionalneho rozvoja.

Sawicki R, et al. Sci Rep. 2021; 11: 3122.

Deka A and Kalita D, J Lab Physicians. 2020 Dec; 12(3): 212-218.
Christoff AP, et al. PLoS One. 2021; 16(2): €0246544.

. https://www.biosearchtech.com/ultra-high-throughput-pcr-testing-
system-for-sars-cov-2-detection

9. https://en.genomics.cn/huoyan/index.aspx

®No o

MVDr. Zuzana Dindova

SPADIA LAB, a. s.,

Dr. Slabihoudka 6232/11, 708 00 Ostrava-Poruba, CR
e-mail: zuzana.dindova@spadia.cz

Lé/zozz
ewslab

61



mailto:zuzana.dindova@spadia.cz
https://www.biosearchtech.com/ultra-high-throughput-pcr-testing-system-for-sars-cov-2-detection
https://www.biosearchtech.com/ultra-high-throughput-pcr-testing-system-for-sars-cov-2-detection
https://en.genomics.cn/huoyan/index.aspx

