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Vazené kolegyne, vazeni kolegovia,

vzhladom k pomerne neprehladnej a neustale sa meniacej situacii sme sa rozhodli vas informovat o aktualne
dostupnej laboratdrnej diagnostike ochorenia COVID-19. Vopred sa ospravedlfiujeme za pomerne znacny rozsah
dokumentu - bol vytvoreny s cielom podat ¢itatelovi ucelené a kompletné informacie z viacerych relevantnych zdrojov.

V sucasnosti existuju dve mozZnosti detekcie virusu SARS-CoV-2 — priame stanovenie nukleovej kyseliny a nepriama
diagnostika zaloZena na detekcii Specifickych protilatok.

1. Priame stanovenie nukleovej kyseliny RNA SARS-CoV-2
1.1. Metdda

1.2.

13.

Real-Time PCR zaloZenda na amplifikacii Specifickych fragmentov genédmu virusu (tzv. N-gene, E-gene a RdRP-
gene) a ich naslednej detekcii.
Orfla Orflab

MN908947 Wuhan-Hu-1 _-}_—.«Ml—

NC_004718 SARS-CoV —7__.

»-4- -»-4-
15,361 - 15,460 26,141 - 26,253 28, 555 28,682
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Zdroj obrazku: https://www.who.int/

Pokyny pre odber

Pre vySetrenie sa vyuziva vyter z nasofaryngu a orofaryngu [1,2], sputum, pripadne material

z bronchoalveoldrnej lavaze, alebo endotrachedlny aspirat.

Je nutné pouzit Specidlne plastové vyterovky s jemnou kefkou zo syntetického materialu (dacron, nylon,
polyester apod.) Vyterovka NESMIE obsahovat drevo a vatu, ktoré inhibuji PCR reakciu [2]. Vyterovky sa
umiestnuju do tekutého transportného média pre virusy.

Vypovedna hodnota vysetrenia

Diagnostika skorej fazy ochorenia - 1.-8. def od nastupu priznakov [2-7]. Tato diagnostika ma vSak vyraznu
limitdciu vo vySetrovanom materiali, resp. spdsobe jeho odberu a pre odbery z hornych dychacich ciest
dosahuje maximalnu senzitivitu 70-75 % (u 25-30 % pacientov s COVID-19 je vySetrenie faloSne negativne)
[2,6,7].

Podla niektorych autorov je senzitivita eSte nizsia - Wang uvadza pre orofaryngealny vyter senzitivitu pre
zachyt COVID-19 len 32 %, pre nasofaryngealny 63 % [1]. Naviac senzitivita RT-PCR prudko klesa s casom
trvania infekcie (12. den od priznakov je na Urovni 30-40 %). Naopak, diagnosticka senzitivita protilatok Anti-
SARS-CoV-2 v Case stupa (Graf 1) [6,7].

Graf 1: Zmena diagnostickej senzitivity (SE) laboratornych vysetreni COVID-19 v ¢ase
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Podra: Zhao J, Yuan Q, Wang H, Liu W, Liao X, Su Y, et al. Antibody responses lo SARS-CoV-2 in patients of novel coronavirus disease 2019. Clin Infect Dis. 2020.
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2. Nepriame stanovenie protilatok triedy I1gG a IgM proti SARS-CoV-2
2.1. Metodda
Imunoanalyza, najcastejSie ELISA, alebo chemiluminiscenénd imunoanalyza.
Je nutné striktne rozliSovat medzi v si¢asnosti rapidne pribudajicimi tzv. ,rychlotestami” a certifikovanymi,
validovanymi (CE IVD) laboratérnymi stipravami, kde sa da predpokladat vyrazne vyssia analytickd kvalita. Pre
orientaciu v tejto problematike je mozné pouzit stranku https://www.finddx.org/covid-19/sarscov2-eval-
immuno/, kde tvorcovia budu postupne pridavat vysledky nezéavislého hodnotenia kvality jednotlivych testov.

2.2. Pokyny pre odber
Standardny odber vendznej krvi pre ziskanie séra - skimavka bez aditiva (VACUETTE s ¢ervenym vie¢kom)

2.3. Vypovedna hodnota vysSetrenia

2.3.1. Protilatky IgM
Zacinaju sa tvorit 1-2 tyZzdne od kontaktu s infekciou, pozitivne st od 3.-5. dha od nastupu priznakov. Od
8. dia je ich diagnosticka senzitivita na irovni RT-PCR a dalej stipa aZz k maximu 85-90 % (Graf 1). Pozitivita
IgM protilatok pretrvdva 2-4 mesiace. Doporucené postupy zatial stanovenie Anti-SARS-Cov-2 IgM
uvadzaju len ako doplnkové vysetrenie k RT-PCR pre diagnostiku COVID-19 u asymptomatickych osob a
0s0b s miernymi priznakmi [2,3].
Podla recentnych studii [6,7] je vSak moZné IgM protilatky vyuZit aj k diagnostike, ich senzitivita je od 8.
dna od vzniku symptomatoldgie dokonca vyssia nez senzitivita RT-PCR (Graf 1 a Tabulka 1).

Tabulka 1: Zmena diagnostickej senzitivity laboratornych vysetreni COVID-19 v ¢ase

Pocet pacientov s COVID19 a pozitivnymi
Dniod . .
Poéet pacientov s COVID 19 a Anti-SARS-CoV-2 v plazme a negativhou RT-PCR RNA
nastupu ,
negativhou RT-PCR RNA* n (% z RNA negativnych)
symptémov
Celkové Ig IgM 1gG
1-3 7 2 (28.6) 2 (28.6) 2 (28.6)
47 28 15 (53.6) 12 (42.9) 8 (28.6)
8-14 57 56 (98.2) 45 (78.9) 40 (70.2)
15-39 30 30 (100) 28 (93.3) 22(73.3)

*RNA bola testovana zo vzorky vyteru z krku, nosa.

Podla: Zhao J, Yuan Q, Wang H, Liu W, Liao X, Su Y, et al. Antibody responses to SARS-CoV-2 in patients of novel coronavirus disease 2019. Clin Infect Dis. 2020.

2.3.2. Protilatky IgG
Zacinaju sa tvorit 2.-4. tyZzden od nastupu priznakov, pozitivita pretrvava niekolko rokov. Ich vysetrenie je
vhodné predovietkym k vyhladdvaniu oséb s prekonanym ochorenim, alebo asymptomatickym priebehom
ako sucast epidemiologickych prehladov (napr. pre odhad Sirenia pandémie, identifikaciu ohnisk nakazy,
po ukonceni karantény apod.).

Zavery pre prax:

e Priamy ddokaz virusu RT-PCR RNA je spolu s klinickymi priznakmi a pozitivhou epidemiologickou anamnézou
metddou volby pre diagnostiku COVID-19 skorej faze ochorenia (1-4 dni od zaciatku symptémov) a pre


https://www.finddx.org/covid-19/sarscov2-eval-immuno/
https://www.finddx.org/covid-19/sarscov2-eval-immuno/
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posudenie infekénosti pacienta. Senzitivita tejto metddy velmi zavisi na mieste odberu (material z DDC je
vhodnejsi nez z HDC) a kvalite odberového materialu (drevo a vata su zname inhibitory PCR reakcie).

eV sucasnosti je vySetrenie Anti-SARS-CoV-2 doporucené pre epidemiologicku surveillance - identifikovanie
jedincov s prekonanym ochorenim, alebo miernym/asymptomatickym priebehom [2-5, 8].

e Zvysledkov poslednych studii je zrejmé, Ze kazda z metdd poskytuje ind, ale v pripade oboch metdd
diagnosticky cennu informaciu (Tabulka 1) a vySetrenie Anti-SARS-CoV-2 IgM ma svoje miesto v diagnostike
pozdejsej fazy COVID-19 (po 4. dni od za¢iatku symptémov). Pri volbe metddy nutné zohladnit zmeny jej
senzitivity v priebehu trvania infekcie (Graf 1 a Schéma 1).

e 7 hladiska analytickej kvality by sa malo preferovat stanovenie protilatok CE-1VD certifikovanou a validovanou
laboratérnou metddou (ak je dostupné).

e Najvys$siu diagnostickd vytaznost v ktoromkolvek ¢asovom okamihu je mozné dosiahnut pri multimarkerovej
stratégii, t.j. kombinaciou oboch testov, pripadne sekvencnym testovanim (Schéma 1).

eV buducnosti je pravdepodobny aj vyvoj a klinicka aplikacia testov detekujucich Anti-SARS-CoV-2 protilatky
triedy IgA, ktoré zvysia zachyt COVID-19 v akutnej faze ochorenia.

e |zolované vysetrovanie RT-PCR RNA u asymptomatickych jedincov s negativnou epidemiologickou anamnézou
je vel'mi sporné (vysledok odraza len situaciu v momente odberu, nie je mozné zistit fazu ochorenia - riziko
vysokej falosnej negativity).

Schéma 1 : Indikdcia testov pre diagnostiku COVID-19 s ohladom na ich diagnosticku senzitivitu.
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Schéma 1: Indikacia vySetreni v zavislosti na faze ochorenia

Vypovedna hodnota Anti-SARS-CoV-2 a RT-PCR RNA virusu sa dopfﬁa. Pri indikacii testov je nutné zohladnit zmenu
diagnostickej senzitivity v ¢ase (Graf 1):
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V idedlnom pripade by u suspektného pacienta mali byt k dispozicii vidy oba vysledky. To plati obzvlast v pripadoch, ked'
nie je mozné spolahlivo urcit dobu od nastupu symptémov.

Moznosti diagnostiky COVID-19 v SK-Lab (stav ku 7.4.2020)
1. Vysetrenie protilatok Anti-SARS-CoV-2 triedy IgG a IgM

Toto vysSetrenie mame aktualne k dispozicii ako jedno z prvych laboratdrii na Slovensku. Pre stanovenie protilatok
vyuzivame CE-IVD validovanu metddu na principe chemiluminiscen¢nej imunoanalyzy. Odber indikuje a vykonava
oSetrujuci lekar, pouziva sa Standardna sérova skiimavka (VACUETTE, cervené viecko). VySetrenie aktualne nie je
hradené zdravotnymi poistoviiami, v sicasnosti prebiehaju rokovania o podmienkach thrady. Pre jednotlivé
pripady je postup nasledovny:
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o COVID-19 suspektny pacient (> 4 dni od nastupu symptémov)

o Vyplnenie $pecidlnej Ziadanky - prosime o dosledné vyplnenie klinickych priznakov a anamnézy a tiez
zdravotnej poistovne a diagndzy pacienta (U07.2, alebo U07.1). Odber v ambulancii o$etrujiceho
lekdra, alebo na oddeleni.

o Vysledky su k dispozicii do 24 hodin na naSom webovom portali (http://labis.sklab.sk), v papierovej
podobe vdm budu dorucené nasimi vodi¢mi.

o Zdravotnicky personal, élenovia zachrannych zloZiek na vlastnu Ziadost

o Vyplnenie $pecialnej Ziadanky - prosime o uvedenie zdravotnej postovne, pripadne dalsich
relevantnych Gdajov. Odber v ambulancii lekdra, alebo na oddeleni.

o Vysledky su k dispozicii do 24 hodin na naSom webovom portali (http://labis.sklab.sk), v papierovej
podobe vdm budu dorucené nasimi vodi¢mi.

o Asymptomaticky pacient na vlastnu Ziadost

o Vyplnenie $pecidlnej Ziadanky - prosime o vyplnenie epidemiologickej anamnézy. Odber v ambulancii
oSetrujuceho lekara (vo vynimocnych pripadoch v SK-Lab po tel. dohovore).

o Pacient vySetrenie uhradi v SK-Lab, cena vySetrenia pre samoplatcu je 20 EUR (zahffia vysetrenie Anti-
SARS-CoV-2 IgG aj IgM). Vysledok bude pacientovi vydany do vlastnych rik po overeni totoznosti
(OP/pas).

2. Vysetrenie RT-PCR RNA virusu SARS-CoV-2

Aktualne intenzivne pracujeme na spusteni prevadzky laboratdria pre analyzu extrahumanneho genému, o
zahfna Upravu priestorov, vytvorenie technologického zazemia a potrebné administrativne kony. Délezitym
predpokladom realizacie je know-how kolegov v nasom time, ktori maju s PCR metddami niekolkoroc¢né rutinné
skdsenosti.

Ocakavame, Ze toto vysetrenie vam budeme moéct ponuknut v druhej polovici maja 2020. Verime, ze tento krok
prispeje k pripravenosti ndsho regiénu na vrchol epidémie ochorenia COVID-19, ktory sa podla dostupnych
prognostickych modelov o¢akava v letnych mesiacoch.

3. Dalsie vysetrenia

Laboratdrny obraz pacienta s miernym/asymptomatickym priebehom COVID-19 sa v zakladnych biochemickych a
hematologickych parametroch podoba inym virusovym infekciam (lymfocytdza, mierne zvysenie CRP)

Nepriaznivy priebeh COVID-19 je spojeny s neutrofiliou, zvySenym IL-6, PCT a CRP (signalizuju bakterialnu
superinfekciu), lymfopéniou (nizka reakcia imunitniho sytému na virus), zvySenim ALT, AST, bilirubinu
(hepatopatia), zvy$enim kreatininu (nefropatia), trombocytopéniou, pozitivnymi D-dimérmi, predizenym
protrombinovym ¢asom (pocinajuca DIC), zvySenym troponinom (poskodenie srdcového svalu). Tieto vySetrenia je
vhodné opakovat predovietkym u hospitalizovanych pacientov s odstupom 2-3 dni, alebo ihned pri zmene
klinického stavu [4].

V rdmci posudenia progndzy u pacientov s COVID-19 a monitoringu ich stavu je vhodna aj indikacia vysetreni
zameranych na bunkovu imunitu (B-Krvny obraz + dif., B-FlowCyto Panel 1, Skimavka s EDTA — VACUETTE fialové
viecko) a humoralnu imunitu (S-IgG, S-IgM, S-1gG, skimavka pre sérum — VACUETTE cervené viecko). Vysetrenia je
vhodné indikovat u suspektného pacienta spolu s RT-PCR RNA, alebo Anti-SARS-CoV-2 a v pripade potvrdenia
COVID-19 nasledne opakovat s tyZdennym odstupom pre postdenie dynamiky [9].

V pripade akychkolvek otazok sme k dispozicii na tel. 047/4333210, 211, a peter.secnik@sklab.sk, peter.secnikjr@sklab.sk

S prianim pevného zdravia,

MUDr. Peter Sec¢nik ml. MUDr. Juraj Secnik MUDr. Peter Sec¢nik
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Skratky:
Anti-SARS-CoV-2 — vysetrenie protilatok proti virusu spésobujicemu ochorenie COVID-19.

RT PCR RNA — vySetrenie pritomnosti nukleovej kyseliny virusu spésobujiceho ochorenie COVID-19 metddou real-
time polymerase chain reaction.

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

WHO — World Health Organisation

CDC — Centers for Disease Control and Prevention

IFCC - International Federation for Clinical Chemistry

EUCDC — European Center for Disease Control and Prevention
SzU CR — Statni zdravotni ustav Ceské republiky

DIC — diseminovana intravaskularna koagulacia

HDC - horné dychacie cesty

DDC — dolné dychacie cesty
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