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Otazky

Otazka c. 1

Existuje ovéfitelny védecky dikaz o skuteéné existenci nového koronaviru SARS-CoV-2, ktery
by potvrdil, Ze byl tento novy koronavirus védecky ovéfitelnymi a opakovatelnymi postupy
detekovan jako kompletni biologicka entita pfimo v biologickém vzorku ¢lovéka (napf. izolaci,
purifikaci, extrakci kompletni makromolekuly RNA, zméfenim celého genomu gelovou
elektroforézou, biochemickou analyzou bilkovin a jejich porovnanim s jednotlivymi geny
genomu) vcetné provedeni kontrolnich experimentd, které by potvrdily spravnost viech
provedenych postup(?

ANO (uvedeni védeckého zdroje: ...) nebo NE?

Otazka ¢. 2

Co presné je detekovano dle navodu k pouiiti testu Covid-19 Multiplex RT-PCR Kit CE IVD,
vyrobce: DIANA Biotechnologies, s.r.0., (Verze navodu platna v dobé vysetieni: DB-1211-004-
200821, revize: 2.0 CZ, posledni aktualizace: 15. 2. 2021) v odebraném vzorku pacienta?

Otazka ¢. 3 :

Co presné v praxi znamenaji Gdaje o senzitivité (100%) a selektivité (100%) ve vztahu
k prokazani pritomnosti kompletniho testovaného patogenu, které vyrobce v navodu o testu
Covid-19 Multiplex RT-PCR Kit CE IVD, vyrobce: DIANA Biotechnologies, s.r.o0., uvadi?

Otazka c. 4

Znamena pozitivni vysledek testu Covid-19 Multiplex RT-PCR Kit CE IVD, vyrobce: DIANA
Biotechnologies, s.r.o., vyhodnoceny dle navodu vyrobce (Verze navodu platna v dobé
vySetfeni: DB-1211-004-200821, revize: 2.0 CZ, posledni aktualizace: 15. 2. 2021) diagnozu
nemoci COVID-19?

ANO (uvedeni védeckého zdroje: ...) nebo NE?

Otazka ¢. 5
Znamena konkrétni vysledek testu zalobkyné, ze trpéla onemocnénim COVID-19?

ANO nebo NE?



Posudek

Otazka ¢. 1

Existuje ovéritelny védecky dikaz o skutecné existenci nového koronaviru SARS-CoV-2, ktery
by potvrdil, ze byl tento novy koronavirus védecky ovéritelnymi a opakovatelnymi postupy
detekovan jako kompletni biologicka entita pfimo v biologickém vzorku ¢lovéka (napf. izolaci,
purifikaci, extrakci kompletni makromolekuly RNA, zméfenim celého genomu gelovou
elektroforézou, biochemickou analyzou bilkovin a jejich porovnanim s jednotlivymi geny
genomu) véetné provedeni kontrolnich experiment(, které by potvrdily spravnost vsech
provedenych postupl?

ANO (uvedeni védeckého zdroje: ...) nebo NE?

Odpovéd

NE

Ve smyslu zadané otazky muze znalec konstatovat pouze to, ie se mu nepodarilo
v dostupnych relevantnich zdrojich najit védeckou publikaci, kterd by jednoznacné a
nerozporné potvrzovala detekci kompletni biologické entity RNA viru SARS-CoV-2 (infekce
schopna purifikovana virova &astice a z ni izolovana kompletni molekula genomové RNA,
identifikované proteiny odpovidajici sekvencim virovych gena). Pritom existuji literarni
zdroje (napf. Kawakami, K. et al. (2016): Characterization of a novel negevirus isolated from
Aedes larvae collected in a subarctic region of Japan. Archives of Virology volume 161, pages
801-809. https://Iink.springer.com/article/lO.1007%2F500705-015‘2711-9.), ve kterych je
existence jinych novych vird dolozena viemi relevantnimi metodami. Pro¢ tomu tak neni
v pfipadé SARS-CoV-2 znalec nevi.

Komentar
Virus  SARS-CoV-2 byl poprvé popsan vpraci Wu, F. et al.  (2020)
(https://www.nature.com/articles/s41586-020-2008-3), ve které byly moderni sekvenacni

technikou identifikovany nové sekvence, které nepatfi genomu druhu Homo sapiens. Tyto
sekvence byly nasledné softwarové poskladany do kompletniho genomu o délce 29 903
nukleotidii a popsany jako novy druh viru (GenBank: MN908947.3). Jedna se ovsem o analyzu
in silico, biologickou entitu pfimo neprokazuje.

0d té doby byly publikovany stovky recenzovanych publikaci, které jsou validni a respektované
védeckou komunitou a zabyvaji se diléimi aspekty struktury genomu viru SARS-CoV-2, zkoumaji
virové kapsidy, struktury jeho proteini a popisuji postupy, jak virus kultivovat. Zadna
2 publikaci ale neni komplexni, tak jak to je ve vyse uvedené praci Kawakami, K. et al. (2016).
Piesto je existence viru SARS-CoV-2 vieobecné pfijimana jako nezvratitelny fakt a je tedy
otazkou, zda bude komplexni ovéfeni véech postupl publikovano. Z hlediska metodologického
je to pro prokazani nového patogenu, stejné jako pro korektni validaci detekénich metod,
nezbytne.

Znalec uvadi jen nékolik malo odkazi s dilcimi vysledky poukazujicimi na existenci viru
SARS-CoV-2:

Robotto, A. et al. (2021): SARS-CoV-2 airborne transmission: A validated sampling and
analytical method. Environmental Research, Volume 200, September 2021, 111783
SARS-CoV-2 airborne transmission: A validated sampling and analytical method - ScienceDirect
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Peng, Y. et al. (2020): Structures of the SARS-CoV-2 nucleocapsid and their perspectives for
drug design. The EMBO Journal 39: e105938 | 2020.

Structures of the SARS-CoV-2 nucleocapsid and their perspectives for drug design | The EMBO
Journal (embopress.org)

Alexander, M.R. et al. (2020): Concentration of infectious SARS-CoV-2 by polyethylene glycol
precipitation. J Virol Methods. 2020 Dec; 286: 113977.
Concentration of infectious SARS-CoV-2 by polyethylene glycol precipitation (nih.gov)

Sapula, S.A. et al. (2021): An optimized and robust PEG precipitation method for detection of
SARS-CoV-2 in wastewater. Sci Total Environ. 2021 Sep 1; 785: 147270.
An optimized and robust PEG precipitation method for detection of SARS-CoV-2 in wastewater

(nih.gov)

Bagrov, D.V. et al. (2021): Structural characterization of B-propiolactone inactivated severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) particles. Microsc Res Tech. 2021 Sep
9. doi: 10.1002/jemt.23931.

Structural characterization of B-propiolactone inactivated severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) particles - PubMed (nih.gov)

Sangkham, S. (2021): A review on detection of SARS-CoV-2 RNA in wastewater in light of the
current knowledge of treatment process for removal of viral fragments. J Environ Manage.
2021 Dec 1; 299: 113563.

A review on detection of SARS-CoV-2 RNA in wastewater in light of the current knowledge of
treatment process for removal of viral fragments (nih.gov)

Otazka ¢. 2

Co presné je detekovano dle navodu k poutiti testu Covid-19 Multiplex RT-PCR Kit CE IVD,
vyrobce: DIANA Biotechnologies, s.r.o., (Verze navodu platna v dobé vysetreni: DB-1211-004-
200821, revize: 2.0 CZ, posledni aktualizace: 15. 2. 2021) v odebraném vzorku pacienta?

Odpoveéd’

Detekovany jsou &asti sekvence dvou genu viru SARS-CoV-2, konkrétné genu pro Spike
protein a genu pro EndoRN&zu. Detekuje rovnéz syntetickou RNA kontrolu uréenou k ovéreni
uéinnosti RT-PCR reakce (zpétné transkriptazova polymerazova fetézova reakce; reverse
transcription polymerase chain reaction) a ke sledovani vytézku izolace RNA. Toto vyrobce
uvadi v Usivatelské prirucce na strané 3, kapitola 1.1 — kopie stranky doloZena. Vyrobce
neuvadi pfesnou délku ani pofadi bazi cilovych sekvenci, neda se tedy presné urcit, ze kterého
modelu genomu tohoto viru vychazi a které ¢asti genu pro Spike a EndoRNa&zu detekuje.

Komentar

Nejedna se o detekci celé genomové RNA viru SARS-CoV-2, to tento test nedokaze. Celou
sekvenci je mozné ziskat napfiklad technikou prochazeni chromozomu ,,chromosome walking”
nebo sekvenovanim vyssich generaci (technologie NGS, next generation sequencing, pripadné
TGS, third generation sequencing). Ovéfeni skutecnosti, 7e se opravdu jednd alespon
o0 zminéné &asti sekvence dvou genii je mozné provést zakladnim sekvenovanim (Sangerovo
sekvenovani). Z hodnoceni funkéni zpsobilosti neni patrné, ze by vyrobce takové ovéreni
proved|; neni tedy prikazné, s jakou spolehlivosti Covid-19 Multiplex RT-PCR Kit CE IVD béhem
testovaciho procesu amplifikuje pravé konkrétni cilové sekvence.




Otazka c. 3

Co pfesné v praxi znamenaji udaje o senzitivité (100%) a selektivité (100%) ve vztahu
k prokazani pfitomnosti kompletniho testovaného patogenu, které vyrobce v navodu o testu
Covid-19 Multiplex RT-PCR Kit CE IVD, vyrobce: DIANA Biotechnologies, s.r.o., uvadi?

Odpovéd’

Udaje o senzitivité a selektivité chape vyrobce kitu jako shodu vysledki méreni timto kitem
a jinou validovanou metodou, pfi¢emi pouiiva jako validovanou metodu kity od jinych
vyrobct zalozenych na stejném detekénim principu (RT-PCR). Nize v Komentafi znalec
rozebira tento pohled a uvadi jiné vysvétleni pojmu, které v navodu k pouziti neni uvedeno,
ackoli tak mélo byt uéinéno - podobné, jak to €ini jini vyrobci obdobnych kitd. Udaje
o senzitivité a selektivité neni mozno zobecnit na vysledek detekce celého genomu SARS-
CoV-2 ani na diagnostiku onemocnéni, protoze to technika RT-PCR neumoznuje, jakkoli to
muze navod vyrobce evokovat.

Komentar

Senzitivita, tak jak je chapana vyrobcem kitu, udava uspésnost spravného urceni pozitivniho
vysledku pritomnosti virovych sekvenci u testovanych vzorkd. Ma-li test 100% senzitivitu,
spravné uréi viechny pozitivni vzorky a zadny negativni neunikne. Pokud by mél test napf. 90%
senzitivitu, pak ze 100 pozitivnich vzork( bude zachyceno jen 90 a zbylych 10 bude nespravné
oznacéeno jako negativni. Test ze 100% senzitivitou vylouci negativni vzorky; vzorky urcené jako
negativni jsou opravdu negativni.

Senzitivita ale také znamena, jaké je minimalni mnozstvi virovych &astic (respektive kopii
virové RNA), které je moino danou metodou jesté detekovat a s jakou pravdépodobnosti.
Tato pravdépodobnost se uréuje na zakladé experimentdiniho vySetfeni a vyjadruje se na
hladiné pravdépodobnosti 95%. Je tedy tfeba v navodu uvést i tuto hodnotu, Ze napr.
senzitivita kitu je 20 kopii virovych jednotek/ul s pravdépodobnosti 95%. Pokud tedy vysledny
izolat virové RNA obsahuje méné nez 20 kopii/ul, nelze vysledek hodnotit jako pozitivni,
protoie je mimo detekéni limit metody. V redlné praxi takové izoldty RNA budou existovat,
kitem v nich nebude mozné spravné stanovit virus, protoze tyto hodnoty poctu kopii jsou pod
limitem detekce. Z jednoduché uvahy vyplyva, ze takovych pripadli mze byt az 5%. Hodnotu
senzitivity v tomto smyslu kit neuvadi a tvrzeni o 100% senzitivité tak muze byt pro uZivatele
zavadéjici!

Vyrobce je si této skuteénosti védom, protoze v Uzivatelské pfirucce rovnéz uvadi, ze (Str. 3,
posledni véta, kopie stranky doloZena) ,Souprava detekuje méné nez 10 kopii RNA genomu
COVID-19, s linearnim rozsahem alespon do 100 miliond kopii, coz bylo stanoveno na zakladeé
fedici fady virové RNA o znamé koncentraci’. Znalce by zajimalo, jakym zplisobem byla
uvedena informace ziskana? Jak byla pripravena redici fada, jaké byly pocty opakovani,
s jakou pravdépodobnosti Ize uvedeny linearni rozsah potvrdit?

Selektivita (téz specificita), tak jak je chapana vyrobcem kitu, udava, jak presné test urcuje
negativni vysledek u vzorki, které jsou opravdu negativni. Test se 100% specificitou vylouci
viechny vzorky, které jsou negativni a zadny nebude urcen jako pozitivni. Pokud by mél test
90% specificitu, tak ze 100 negativnich vzork( bude negativné testovanych 90 vzorki a u 10
vyjde nespravné pozitivni, byt mél byt negativni. Pokud je vysledek u testu se 100% specificitou
pozitivni, je jisté, Ze je vzorek pozitivni.
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Vedle toho je ale terminem selektivita/specificita oznacovana skutecnost, ze danym
vysetfenim je stanovena jen a jen ta entita, pro kterou je vysetieni urceno, v tomto pripade
tedy sekvence RNA viru SARS-CoV-2. Za timto ucelem provadéji vyrobci testovani nukleovych
kyselin pribuznych virt (napr. SARS, MeRS) ¢i patogent s podobnymi klinickymi projevy (napr.
chfipkové viry). Seznam testovanych patogent pak uvadéji v ndvodu k pouziti a to véetné
vysledku (negativni/pozitivni). Testované primery byly vtomto pripadé analyzovany pouze
in silico, tedy prozkoumanim sekvenci v dostupnych databazich nukleotidovych sekvenci
softwarové. To je ovsem pro CE-IVD kit nedostatecné a mize to mit na spravnost vysledku
vyznamny vliv; test maze zachytit i jiné viry nez ten, pro jehoz detekci je urcen. Analyza in silico
odrazi jen aktualni stav v databazi popsanych sekvenci, nikoli realnou situaci komplikovaného
biologického materialu (vzorek obsahuje lidskou RNA a pestrou smés rtuznych mikrobialnich
RNA prokaryotického i eukaryotickeho ptvodu) ani konkrétni podminky experimentu
(nepresnost enzymi zpétné transkriptazy a termostabilni DNA polymerazy, degradace téchto
enzymu v pribéhu RT-PCR, vycerpani komponent).

Dolozené parametry testu Covid-19 Multiplex RT-PCR Kit CE IVD, vyrobce: DIANA
Biotechnologies, s.r.o., znamenaji, ze vysledek stanoveni sekvenci viru SARS-CoV-2
v odebranych vzorcich je absolutné spravny. Toto tvrzeni oviem plati pouze v pripadeé, ze byly
idealné dodrzeny odbérové podminky — pokud neni napr. vytér proveden dostatecné nebo je
odbérova tycinka kontaminovana (manipulace s vice vzorky pri izolaci virové RNA, apod.), tak
se senzitivita a specificita testu méni smérem k nizsim hodnotam. Kromé toho plati to, co bylo
vyse uvedeno ohledné limitu detekce kitu a testovani izolatu jinych pribuznych patogend.
V tomto smyslu neni navod presny a mize uzivatele zmast, vést k nepresnym interpretacim
laboratorniho vysledku a nasledné ke stanoveni nespravné diagnozy lékarem. Uzivatele by
navic mohla uzivatelska pfirucka zmast v tom smyslu, Zze se dané parametry testu vztahuji
k diagnostice onemocnéni, protoze vyrobce pouziva termin COVID-19 pozitivni/COVID-19
negativni (Str. 15, Tabulka 6, kopie stranky doloZena). Tuto schopnost ale testovaci sada nema
a ani to nebylo predmétem vyhodnoceni vyrobce. V komentari k otazce ¢. 5 (odstavec 1e)
uvadi znalec dalsi pochybeni, které maze zpochybnit selektivitu/specificitu kitu jako takového.

Pro potvrzeni shody méreni testovanym kitem by bylo vhodnéjsi pouzit také metodu
zalozenou na jiném principu (napf. sekvenovani). Srovnanim metod zalozenych na totozném
principu muze vést k systémové chybé, protoze metoda RT-PCR ma své limity, které znalec
v nasledujicim odstavci popisuje:

Metoda RT-PCR (zpétné transkriptdzova polymerazova retézova reakce, reverse transcription
polymerase chain reaction) neni metodou primé detekce RNA viru SARS-CoV-2, ale je zalozena
na dvou enzymatickych reakcich. Pfi prvni reakci dochazi k prepisu vybranych usekd ze
sekvence RNA viru do tzv. cDNA enzymem zpétnou transkriptazou. Ziskané molekuly cDNA jsou
potom dalsim enzymem, DNA polymerazou, namnozeny (amplifikovany) specifickym
postupem v nékolika cyklech (az 45x) tak, ze v kazdém cyklu dochazi za optimalnich podminek
ke zdvojnasobeni poctu vyslednych cilovych fragmentd molekul DNA (tzv. amplikonl), dochazi
tedy k exponencialnimu narGstu amplikont. Amplikony jsou pak detekovany na zakladé jejich
oznaceni flouorofory, ke kterému dochazi v prubéhu amplifikace. Signal z fluorofort je
detekovan v kazdém cyklu laserem a vyslednym zaznamem jsou specifické krivky, ktere se
softwarové vyhodnocuji. Dusledkem narustu poctu amplikonl, ktery je exponencidlni
(v kazdém cyklu se zdvojnasobuje), je extrémni citlivost metody, ktera muaze v optimalnich
podminkach dosahovat az jednotek kopii vstupniho virového genomu. Na druhé strane,
protoZe se jedna o enzymatické reakce, jsou vysledky zatizeny vnitrni chybou, ktera je dana
vlastnostmi samotnych enzym, zpétné transkriptazy a DNA polymerazy. Tato vnitini chyba je
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pfirozenou vlastnosti enzymu a je v Zivych systémech, kde tyto enzymy vykonavaji obdobné
funkce jako pfi RT-PCR, podstatou vzniku mutaci a tedy i evoluce. Dusledkem vnitfni chyby je
nespravné zafazovani nukleotidi do vznikajici cDNA ¢i amplikon. To mize vést ke vzniku
chybnych produkti (z divodu nespravné zafazeného nukleotidu) a ziskani nespravnych
vysledk. Riziko vzniku chyb se zda byt nizkeé, pohybuje se v fadech 10° (jedna chyba, tedy
jeden nespravné zafrazeny nukleotid, na jeden milion nukleotidi). Oviem s ohledem na pocty
amplikon(, které v procesu RT-PCR vznikaji, az 10'2, nemusi byt takova ¢etnost zanedbatelna.
Zvlaété v pozdéjsich cyklech, kdy v disledku tepelné zatéze, dochazi k degradaci enzymu a
predeviim u DNA polymerazy (ac je termostabilni) k nartstu vzniku nespravnych produktd,
tedy nespravnému vysledku a z toho plynouci $patné diagnozy.

Dalii vnitini chybou procesu RT-PCR jsou stavebni slozky, konkrétné tzv. primery, které jsou
zodpovédné za specificitu vyslednych amplikond. Systémy jsou navrhovany tak, aby primery
nasedaly na cilové sekvence (parovaly se, hybridizovaly) vysoce specificky, nejlépe se 100%
géinnosti. Ovéem tuto absolutni shodu ,primer-cilova sekvence” nelze vpodminkach
experimentu zaruéit. A opét, jako v predchozim pripadé, chybovost procesu hybridizace
extrémné vzrista v pozdéjsich cyklech reakce v ¢asti PCR.

Z wyie uvedenych dilvodi je obecné prijiman konsensus, dolozitelny védeckymi publikacemi a
pfijimany v zakladnich uéebnicich, ze vysledky RT-PCR jsou pfijimany jako validni do hodnot Ct
maximalné 35 (35 a méné). Pfi hodnotach Ct>35 rychle roste pocet fale$né pozitivnich vysledkd
(viz napf. Jafaar, R. et al. 2021: Correlation Between 3790 Quantitative Polymerase Chain
Reaction—Positives Samples and Positive Cell Cultures, Including 1941 Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 Isolates. Clinical Infectious Diseases, Volume 72, Issue 11, 1 Page
e921.

hltps://academic.oup.com/cid/advance-article/doi/lO.1093/cid/ciaa1491/5912603.

Jiné studie prokazuji, ze pfi hodnotach CT>35 jsou detekovany jen mrtvé, nefunkcni zbytky viru
(napf. Jefferson, T. et al (2020): Viral cultures for COVID-19 infectivity assessment. Systematic
review. https://doi.org/10.1101/2020.08.04.20167932.

Vyrobce kitu tyto hodnoty prezira, (mozna ma lepsi data) ale i pfesto by hodnoceni vysledka
Ct nad 35. cyklus mél vénovat zvysenou pozornost a upozornit uzivatele na riziko falesnych
vystupti z laboratorniho vysetfeni.

Otazka c. 4

Znamena pozitivni vysledek testu Covid-19 Multiplex RT-PCR Kit CE IVD, vyrobce: DIANA
Biotechnologies, s.r.o., vyhodnoceny dle navodu vyrobce (Verze navodu platna v dobé
vysetieni: DB-1211-004-200821, revize: 2.0 CZ, posledni aktualizace: 15. 2. 2021) diagnozu
nemoci COVID-197?

ANO (uvedeni védeckého zdroje: ...) nebo NE?

Odpovéd
NE

Jedna se pouze o potvrzeni pritomnosti vybranych sekvenci virového genomu (virové RNA)
viru SARS-CoV-2 v odebraném biologickém materialu. V zadném pfipadé to neznamena
potvrzenou diagnézu nemoci COVID-19, pouze potvrzeni pritomnosti ¢asti viru, ktery tuto
nemoc podle aktualné platného konsensu zplsobuje. Viechny vysledky testu RT-PCR musi
byt interpretovany spoleéné s dalSimi klinickymi informacemi, s pfihlédnutim k anamnéze
pacienta a dal$im laboratornim nalezim.
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Komentar

Pozitivni vysledek RT-PCR testu znamena, Ze ve vySetieném vzorku byla zjisténa pfitomnost
uréitych specifickych Gsekd virové RNA, ktera je nositelem genetické informace viru. Zdali se
jedna o pinohodnotné (virulentni) virové Eastice (viriony), které by mohly v daném konkrétnim
piipadé nemoc zplsobit, nelze vysledkem tohoto RT-PCR testu potvrdit. Sohledem na
predpokladany izolaéni postup se jedna o fragmenty virové RNA, protoze pfi izolaci se virova
RNA rozpadne na nepravidelné dlouhé fragmenty. To ovéem neznamena, Ze na pocatku izolace
nebyly jesté viriony intaktni ¢i dokonce virulentni. Mohly byt intaktni i virulentni, ale nemusely,
test RT-PCR nic takového nedokazuje, jen detekuje, Ze v materialu néjaka virova RNA byla, byt
treba jiz degradovana.

Pozitivni vysledek testu RT-PCR mize tedy znamenat:

1) Ze vysetfeny ¢lovék byl v dobé odebrani vzorku nakazen virem SARS-CoV-2, ktery se v jeho
organismu mnoZi, tento virus je pfitomen v sekretech jeho dychacich cest a dotycny muze
byt infekéni pro své okoli. Takovy stav byva ¢asto provazen typickymi projevy onemocnéni,
které je oznacovano jako COVID-19. Pfedpoklada se také tzv. asymptomaticky prubéh
onemocnéni, tedy bez pfiznak(, ale tento neni k dnesnimu dni jednoznacné védecky
prokazan.

2) Druhou moinosti je, ze vysetieny clovék infekci prosel v predchozim obdobi a testem
RT-PCR byly nalezeny zbytky ,mrtvych” neinfekénich virl nebo zbytky virové RNA, ktere
v organismu pfetrvavaji béiné nékolik tydn i mésich po prodélani infekce. V tomto
pfipadé vysetiena osoba neni infekéni, protoze nenese zadné infekcni viry a tento stav
nepredstavuje zadné riziko onemocnéni pro ni samotnou ani pro jeji okoli.

3) Daldi moznosti je, ze test zachytil ndhodnou kratkodobou pfitomnost viru v dychacich
cestach napf. u osoby, ktera je v(ici nakaze imunni, virem se nenakazi, v jejim organismu
se nemnoii, a nepredstavuje infekéni riziko pro své okoli.

4) Kromé toho je nutno poditat i s moznosti chybného vysledku napf. v dlsledku laboratorni
chyby, kontaminace nebo zamény vzorkd.

Znalec opakuje, ze viechny vysledky testu RT-PCR musi byt interpretovany spolecné s dalSimi
klinickymi informacemi, s pfihlédnutim k anamnéze pacienta a dalsim laboratornim nalezim.
K tomuto tvrzeni je moino dolofit i ekvivalentni informace z ,Navodl k pouziti” k testim na
SARS-CoV-2 jednotlivych vyrobcl, véetné DIANA Biotechnologies, s.r.o., napf. (texty ,Intended
use” kopie doloZeny, preklad vlastni)

Allplex™ 2019-nCoV Assay (Seegene): "Pozitivni vysledky naznacuji pfitomnost RNA
SARS-CoV-2: ke stanoveni infekéniho stavu pacienta je nezbytna klinicka korelace s anamnézou
pacienta a dalsi diagnostické informace. Pozitivni vysledky nevylucuji bakteridini infekci nebo
koinfekci jinymi viry. Detekovana virova RNA nemusi byt pfi¢inou onemocnéni.

cobas® SARS-CoV-2 (Roche): "Pozitivni vysledky naznacuji pritomnost RNA SARS-CoV-2; ke
stanoveni infekéniho stavu pacienta je nezbytna klinicka korelace s anamnézou pacienta a dalsi
diagnostické informace. Pozitivni vysledky nevylucuji bakteridini infekci nebo koinfekci jinymi
viry."

Vitassay qPCR SARS-CoV-2 (Vitassay): "Tento produkt je urcen kdiagnostice infekce
SARS-CoV-2 spolu s klinickymi data pacienta a vysledky dalsich laboratornich test.”
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Xpert ® Xpress SARS-CoV-2 (Cepheid): "Pozitivni vysledky ukazuji na aktivni infekci SARS-CoV-2;
klinicka korelace s anamnézou pacienta a dalSimi diagnostickymi informacemi je nezbytna pro
stanoveni stavu infekce pacienta. Pozitivni vysledky nevylucuji bakteridlni infekce nebo
koinfekce jinymi viry. Detekovany agens nemusi byt definitivni pricinou onemocnéni.”

DB-1211 COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (DIANA Biotechnologies s.r.0.): ,V plném rozsahu
povoleném zakony vasi jurisdikce, je DIANA Biotechnologies, s.r.o. zbavena odpovédnosti za
jakekoli primé nebo neprimé skody spojené s nebo vzniklé v souvislosti s timto dokumentem a
jeho pouzitim, jakoz i za jakékoli pfimé a nepfimé $kody spojené s nebo vzniklé v souvislosti
s COVID-19 Multiplex RT-PCR kitem a s jeho pouzitim.” Toto je uvedeno na str. 19, kapitola 4
UZivatelske prirucky — kopie stranky doloZena.

Otazka c. 5
Znamena konkrétni vysledek testu zalobkyné, ze trpéla onemocnénim COVID-19?
ANO nebo NE?

Odpovéd
NE, konkrétni vysledek laboratorniho vysetieni zalobkyné testem Covid-19 Multiplex RT-PCR

Kit CE IVD neznamend, Ze Zalobkyné trpéla v okamziku odbéru biologického materialu
onemocnénim COVID-19.

Komentar

Stanoveni sekvenci virového genomu v ziskaném biologickém vzorku nepotvrzuje pfitomnost
virulentnich ¢astic viru schopnych vyvolat onemocnéni. Potvrzuje pouze pritomnost casti
sekvenci RNA viru ve vzorku. Absence jedné z cilovych sekvenci, ve dvou ze tfi provedenych
testl, primo vylucuje moznost pfitomnosti infekéniho patogenu. Jak uz bylo uvedeno
v odpovédi na Otazku ¢. 4, muze pozitivni vysledek znamenat, ze byly metodou RT-PCR
nalezeny zbytky ,mrtvych” neinfekénich vird nebo zbytky virové RNA, které v organismu
pretrvavaji bézné nékolik tydnd i mésich po prodélani infekce. V tomto prfipadé vySetrena
osoba neniinfekéni, protoze nenese zadné infekcni viry a tento stav nepredstavuje zadné riziko
onemocnéni pro ni samotnou ani pro jeji okoli. Dalsi moznosti je, Ze test zachytil ndhodnou
kratkodobou pfitomnost viru v dychacich cestach napf. u osoby, ktera je vic¢i nakaze imunni,
virem se nenakazi, v jejim organismu se nemnozi, a nepredstavuje infekcni riziko pro své okoli.
Stejné tak mohlo dojit k vdechnuti jiz fragmentované RNA, ktera ani virulentni nebyla. Kromé
toho je nutno pocitat i s moznosti chybného vysledku napr. v disledku laboratorni chyby,
kontaminace nebo zamény vzorku.

Kromé vyse uvedeného znalec zpochybnuje spravnost vyhodnoceni vysledku laboratorniho
Setreni, které bylo oznaceno jako , pozitivni“, a to z nasledujicich divodu:

1) Samotny kit dodavatele obsahuje nékteré nepresnosti, které pfi nespravné interpretaci
mohou vést ke zkresleni vysledku, konkrétné

a) V Zavérecné zpravé o hodnoceni funkéni zplsobilosti je nepfesné uvadéno, ze , kit je
urcen k detekci COVID-19“, ac je urcen k detekci vybranych sekvenci virové RNA viru
SARS-CoV-2. COVID-19 je onemocnéni, které tento virus (SARS-CoV-2) podle
dostupnych informaci a mezinarodniho konsensu vyvolava. Nepfesné formulace
v hodnoceni funkéni zpusobilosti mohou byt zavadéjici.
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\V Zavéreéné zpravé o hodnoceni funkéni zpusobilosti neni uvedena presné verze
kitu, ktery byl pouZit, je zde uvedeno pouze DB-1211. Je to zdanlivé drobnost, ale
u CE-IVD kitu by se takova chyba neméla objevit.

\ Zavéreéné zpravé o hodnoceni funkéni zpusobilosti jsou (Tabulka 2) zaménény
pojmy interassay a intraassay. Hodnotitel uvadi ,variabilita na desticce (interassay), a
mezi destickami (intra-assya)”, véetné pravopisné chyby. Spravné ma byt uvedeno,
,variabilita na destiéce (intraassay), a mezi destickami (interassay)“. Takova chyba
by se vpripadé CE-IVD kitu vyskytovat neméla! Samotné hodnoceni funkcni
zpusobilosti kitu je timto zpochybnéno a je zmatecné.

\V Zavéreéné zpravé o hodnoceni funkéni zpusobilosti chybi udaje o koncentraci a
Cistoté izolované RNA z klinickych materiald, ackoli hodnotitel uvadi, ze ,pro kazdy
vzorek tak byl stanoven vytéiek izolace” (str. 2). Tyto idaje mohou byt pro konecné
zhodnoceni vysledk( dualezité, zvlasté pak u vzork(, u kterych budou hodnoty Ct
vysoké a tedy pfipadna virova naloz nizka. Udaje je moiné napf. konfirmovat
s hodnotami Ct pro externi i interni kontroly izolace.

Pti validaci kitu byl manipulovan vysledek vysetfeni vzorku ¢. BS-01048. Vzorky byly
hodnotiteli predany z nemocnice Bulovka, kde byla jejich pozitivita vyhodnocena.
Hodnotitel uvadi, ze tento , slabé pozitivni vzorek, byl z divodu nedostatecné citlivosti
v nemocnici (Bulovka) oznacen jako negativni”. Soupravou DIANA a Generi byl ale
stanoven jako pozitivni. A protoze se tedy vysledek neshodoval s ocekavanim
hodnotitele, byl oznaéen jako pozitivni, ackoli byl zméren jako negativni nejen
v nemocnici Bulovka, ale také kitem od firmy Roche (hodnota pro E-gen 40,21 pro
R-gen nedetekovana). To je naprosto nepfijatelny postup! | hodnoty Ct u soupravy
DIANA jsou vyssi nez 35 a jedna se tedy o vzorek, ktery by mél byt hodnocen jako
nevalidni a test mél byt opakovan, pro hodnoceni funkcni zplsobilosti obzvlasté. Ano,
jedna se o vzorek s patrné nizkym mnozstvim virové RNA (moina je inhibovany, to se
z dat neda vycist, idaj z kontrolniho genu chybi), ale mGze se v tomto pripadé jednat
pravé o situaci popsanou vyse, ze se jedna o experimentalni artefakt. Pokud nebyly
ziskané amplikony nasledné dale ovéfeny, napf. sekvenovanim, je moina i druha
moznost, ze kit od firmy Roche je vice specificky (a nikoli méné citlivy), kdezto kit od
DIANA zachycuje i jiné sekvence nez je ocekavany SARS-CoV-2. Tato situace vede i
ke zpochybnéni tvrzeni vyrobce, ze kit firmy DIANA, s.r.o. je 100% specificky.

Hodnoceni funkéni zplsobilosti kitu DIANA bylo provedeno v casti
.Reprodukovatelnost urcena s klinickymi vzorky* jinym postupem nez je uvedeno
v Uzivatelské priru¢ce! Namisto Sul vzorku byly pouZity pouze 2ul. Tato cast
dokumentu je tedy nespravna a méla byt z Hodnoceni funkcni zpusobilosti Statnim
ustavem pro kontrolu léciv zamitnuta.

V souboru vzork( pouzitych v Hodnoceni funkéni zpusobilosti neni takovy, jehoz
vysledky by se podobaly situaci u napadeného pripadu. Neni tam vzorek, kdy by
signal v nékterém z kanal( nevysel a neni tedy podan jasny dikaz, jak takovy vysledek
hodnotit. Konstatovani opakované i v UZivatelské prirucce, Zze ,opakované pozitivni
signal alespon v jednom kanalu je povazovan za pozitivni vysledek” neni podlozeno a
muze vést v konkrétni situaci ke $patnému vyhodnoceni vysledku.
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V Uzivatelské pfirucce je naprosto nespravné uvedena interpretace vysledkd, Tabulka 6.
V ni vyrobce uvadi termin ,,COVID-19 pozitivni“, respektive ,Slabé COVID-19 pozitivni”!
Vyrobce tedy na zékladé laboratorniho vy$etfeni na SARS-CoV-2 ui pfimo stanovuje
diagnézu COVID-19! Diagnézu muze oviem stanovit az lékar, laboratofi toto nepfislusi.
Toto je naprosto fatalni pochybeni nejen u kitu, ktery se oznacuje jako CE-IVD! Strana 15
s Tabulkou 6 dolozena.

Rovnéz formulace typu ,,... je moiné vzorek opakovat ...“ (str. 15 Uzivatelské prirucky,
kopie stranky doloZena) jsou nepfipustné! Neni jasné, co je mozné opakovat, jestli méreni
tehoz vzorku nebo jestli je nutné odebrat novy vzorek. Navic takovd formulace dava
uzivateli volné pole pGsobnosti, co ma délat a to mize vést ke znehodnoceni vysetieni.
Proc by vysetfeni opakoval, kdyz mu staéi pozitivni vysledek uz v jednom kanalu?

Hodnoty Ct u napadeného laboratorniho vy3etieni (1. vysetieni 25. 3. 2021: FAM 36,66,
HEX -, Cy5 28,83, opakované vysetfeni 25. 3.2021: FAM 37,09, HEX 35,59, Cy5 29,52;
Il.vysetfeni 26.3.2021: FAM 38,19, HEX -, Cy5 28,98), vykazuji znaky nevalidniho
vysledku. Hodnoty v kandlech FAM a HEX se li§i podstatné vice, ne? pfipousti Uzivatelska
prirucka vyrobce: ,Pro pristroje Roche LightCycler 480 Il i BioRad CFX96 je typicky rozdil
mezi Ct pro FAM a HEX kanal méné neZ jeden cyklus. Tzv. britska varianta obsahuje mutaci
v amplikonu pro HEX a Ize jej tak odlisit pomoci rozdilu Ct mezi HEX a FAM (ten musi byt
o alespon dva cykly vétsi nez posun HEX viéi FAM u pozitivni kontroly pfilozené v této
soupraveé)". Strana 4, kapitola Pfesnost a str. 14, kapitola 3.8, kopie stranek dolozeny. Jestli
se jednalo nebo nejednalo o tzv. britskou mutaci nelze z dodanych vysledkt rozhodnout,
ackoli laboratof uvadi ve své zpravé pro lékafe, 7e se jedna o genotyp D614GS
(pravdépodobné mélo byt uvedeno D614G, tedy varianta oznacovana jako ,delta",
pavodné oznacovana jako ,indickd”). Kromé toho jsou hodnoty Ct v kandlu FAM ve viech
tfech méfenich nad hodnotou Ct = 35 a v kanalu HEX dokonce signdl nebyl detekovan ve 2
mérenich ze 3.

Vysledek laboratorniho vy3etieni z 26. 3. 2021 neni spravné vyhodnocen ani podle
UZivatelské prirucky. ProtoZe v kanalu HEX nebyl zjistén signdl a Ct pro kanal FAM je vyssi
nez 30, mélo byt vy3etfeni opakovano pro vylouéeni moznosti nahodné slabé
kontaminace. Vysledek z 26. 3. 2021 nelze sdruzovat s vysledky z 25. 3. 2021, protoze se
jedna o jiny vzorek.

Z dodaného vysledku laboratorniho vy3etieni neni zfejmé, zda v souboru vice nei 90
vysetfovanych vzork byla pouzita také negativni kontrola a také izolaéni negativni
kontrola, ackoli konkrétni data pro negativni kontrolu laboratof ve svém pripisu
FNP21948/2021 z 31. 5. 2021 uvadi alespon pro negativni kontrolu. Pozitivni kontrola je
v doloZzeném zaznamu oznacena, ty negativni nikoli. Oba typy negativnich kontrol jsou pro
stanoveni spravného vysledku naprosto klicové a nelze je vynechat. Jestlize negativni
kontroly pouzity nebyly, a ze zaznamu se to takto jevi, jsou viechny vysledky laboratorniho
méreni vtomto souboru (tedy na této konkrétni destiéce s96 reakénimi jamkami)
neplatne!
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| vyrobce v Uzivatelské priruéce uvadi (Strana 14, posledni odstavec, kopie stranky
dolozena.): , U negativni kontroly musi k amplifikaci dojit v kanalu Cy5 (<35 cyklt, pokud
jste pridali Izolaéni kontrolu), zatimco v kandlech FAM nebo HEX nesmi byt zadna
amplifikace. MéFitelna amplifikace ve FAM nebo HEX kanalech ukazuje na kontaminaci
reagencii templatovou sekvenci, coz mize zpusobit falesné pozitivni vysledky”.

Nielsen Legal, advokatni kancelaF, s.r.o. se dotazala pfipisem ze dne 8. 10. 2021 FN Plzen,
aby ji informovala, jaké kontroly byly v testu pouZity (bod 5: Doplnte informaci, jake
kontroly byly pouzity ve viech krocich vySetieni). FN Plzef ve své odpovédi v pripise
FNP31496/2021 uvadi: ,Odpovédi na otazky 3-5 naleznete v uzivatelské pfrirucce
dostupné na strankach spoleénosti®. Namisto toho, aby otazku ¢. 5 fadné vysvétlila.

Osetfujici lékaF obdriel ve zpravé zlaboratore informaci o vysledku stanoveni
SARS-CoV-2 v obou dnech jako ,pozitivni“, aniz by laboratof upozornila na vysoke
hodnoty Ct. Dokonce podle chybné (vyse zminéné) interpretace vysledki v Uzivatelske
pfirucce (Tabulka 6, Strana 15 s Tabulkou 6 doloZena) mélo byt uvedeno ,Slabé COVID-19
pozitivni“. Bez ohledu na vy3e zminéné nepfesnosti ohledné tohoto vyjadreni by znalec
otekaval oznaceni ,slabé pozitivni“. Navic poskytnutd informace neni kompletni,
v informaci z 25. 3. chybi vysledek prvniho méfeni, které bylo v kanalu HEX dokonce
negativni, a proto bylo méfeni nutné opakovat.

Ogetfujici lékaf by vysokym hodnotém Ct nebo uvedeni presnéjsiho vyjadreni ,Slabé
COVID-19 pozitivni“, tak jak to popisuje Uzivatelska prirucka (nebo spravné ,slabé
pozitivni“), mél vénovat zvysenou pozornost a diagnézu COVID-19 s o to vetsi opatrnosti
stanovit v kontextu sdaléimi vysetfenimi, kterd mél kdispozici. Oznacit clovéka za
nemocného, respektive za potencidlniho prenasece infekéniho onemocnéni jen na
zakladé vysledku laboratorniho vysetfeni, které vtomto pripadé meélo dokonce
parametry ne zcela spravné vyhodnocené, je tfeba zasadné odmitnout nejen z duvodu
potencialniho poskozeni pacienta, ale také s ohledem na renomé samotné metody
RT-PCR. Polymerazova fetézova reakce, véetné jeji varianty RT-PCR, je velmi kvalitni
laboratorni podklad pro nasledné stanoveni diagnozy lékarem u desitek infekcnich
onemocnéni, jak virovych, tak bakterialnich. Nespravné pochopeni a $patné vyhodnoceni
dat, ktera tato laboratorni metoda poskytuje, jeji vérohodnost zpochybnuje. Neni to tato
metoda, ale soubor vysetieni a dalsich znak(, které musi lékaf pfi stanoveni diagnozy
(nejen COVID-19) zhodnotit; a k tomu musi dostat relevantni informace, véetné spravného
vyhodnoceni laboratornich dat.
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Zavérecna poznamka

Znalec nechce svym rozborem popirat existenci nového koronaviru SARS-CoV-2, ackoli o tom
nenagel v dostupné odborné literature nezpochybnitelny celistvy dikaz. Na druhé strané nasel
v materidlech vyrobce detekéni soupravy na stanoveni genomovych sekvenci tohoto viru
nékolik formalnich a nékolik zasadnich pochybeni. Nasel také nékolik nepfesnosti a pochybeni
v provedeni a vyhodnoceni konkrétniho laboratorniho vySetfeni dané pacientky a neuplnosti
ve sdéleni téchto vysledk( oetfujicimu lékafi. Tento soubor pochybeni a nedostatku vede
znalce k zavéru (ktery sice nebyl zadavatelem, Nielsen Legal, advokatni kancelar, s. r. o,
poiadovan), Ze toto konkrétni vysetieni pacientky nebylo v souladu s aktualnimi odbornymi
2nalostmi o diagnostikovani SARS-CoV-2, potazmo onemocnéni COVID-19, a ze nemélo byt
pouzito pro dalsi rozhodovani v tomto pripadu.

V Brné, 8. listopadu 2021
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Znalecka dolozka

Znalecky posudek jsem vypracoval jako znalec jmenovany Ministrem
spravedinosti pod &.j. 55/2009-OD-ZN/2 ze dne 31. bfezna 2009 pro obor
zdravotnictvi, odvétvi genetika se specializaci molekularni biologie, biotechnologie,
molekularni diagnostika, genové inzenyrstvi a molekularni epidemiologie.

Znalecky posudek je zapsan v mém znaleckém deniku pod poradovym Cislem 131.

Jsem si védom nasledk( védomé nepravdivého znaleckého posudku.

Sl <

doc. RNDr. Milan Bartos, Ph.D.

\

znalec







