Diagnostika COVID-19 - sucasnost a mozny vyvoj

Ing. Jarmila Lakoma, Ph.D., MPM
Medical Science Liaison pre Cesku republiku
Scientific Engagement & Communication Lead CE cluster

Pandémia menom COVID-19 sa rozsirila svetom v priebehu dvoch kratkych mesiacov. Jej stopa vSak ostane
v fudskej spolo¢nosti uz navzdy. Otazkou ostdva, o ostane, ako ,bolo predtym* a ¢o sa nendvratne
zmeni? A Co ak pridu dalSie podobné epidémie alebo pandémie ? Rychla identifikacia a izolacia
infikovanych jedincov je oznacena ako kl'iCovy mechanizmus kontroly Sirenia virusu SARS-CoV-2.

Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) hodnoti dve zakladné metddy diagnostiky virusu SARS-CoV-2:
1. laboratérne testovanie zaloZzené na molekularno-biologickej metdéde rRT-PCR,
2. laboratérne testovanie pomocou tzv. ,rychlotestov”.

Identifikadcia symptédmov ako horlcka, kasel, slabost, tazkosti s dychanim (a ev. dalSie menej typické
priznaky) a réntgenové vysetrenie pluc si neSpecifickym indikatorom infekénosti SARS-CoV-2, ktora si
vyzaduje dalSie epidemiologické data.

Aké su sucasné moznosti testovania? Aky je ich princip, cena a cas, za aky je vysledok? O com
presne hovoria pojmy senzitivita a Specifickost (,,Specificita“)?
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Zlatym Standardom pre diagnostiku COVID-19 ochorenia je rRT-PCR (real time reverzna transkripcna
polymerazova retazova reakcia), ktord vyuziva vzorky z hornych dychacich ciest, slin, krvného séra alebo
stolice. Tento typ priamej diagnostiky sa opiera o preukazanie pritomnosti virusového infek¢ného agensa
pouzitim nukleovej kyseliny (SARS-CoV-2 je RNA virus, teda kyseliny ribonukleovej (RNA)).

Metdda PCR je charakteristickd vysokou $pecifickostou (schopnost presne identifikovat jedincov bez
ochorenia, t. j. stanovenie negativneho pripadu) a senzitivitou (schopnost presne identifikovat ochorenie,
t. j. stanovenie pozitivneho pripadu). Ma vsak tieZ svoje obmedzenia, ktoré spocivaju v moznosti faloSnej



negativity (pripad, ked'sice vysledok testu hodnoti pacienta ako bez ochorenia, avsak v skutocnosti tento
pacient chory je). K tomuto moze dojst napr. v pripade asymptomatickej virusovej infekcie. Preto je vel'mi
doélezité spravne natasovanie odberu vzoriek (nosohltanovych sterov). MnoZzstvo virusu sa v priebehu
infekcie u jedinca meni.

Citlivost PCR testu je najvyssia na pocCiatku prejavu symptémov. Naopak, pacienti, ktori su sice infikovani,
ale su asymptomaticki, mézu mat faloSne negativne vysledky testu. Rovnako je to u pacientov, ktorym
symptémy ustupuju. Vysledok priamej detekénej metddy je dostupny v ¢asovom horizonte 1 az 4 dni (v
zavislosti od laboratéria).

Pouzitie tzv. ,rychlotestov”, alebo ,rapid diagnostic tests - (RDT)" sa povaZzuje za nepriamu diagnosticku
metddu. RDT testy si vyvinuté na rychle testovanie pacienta.

WHO neodporuca tento typ testovania na preukazanie klinickej diagnézy COVID-19. Naopak, WHO
odporuca pouzitie RDT v laboratérnych podmienkach pre dalsi vyvoj
a testovanie spektra ich pouZitelnosti.*

Aktualne su na trhu dva typy RDT testov - rychle testy detekcie antigénu (existuje asi 10 typov testov,
v EU su zatial dostupné len tri) a rychle protilatkové testy (vyse 60 certifikovanych testov na trhu).

Princip testovania protilatkovych rychlotestov je zalozeny na detekcii Specifickych protilatok vznikajlcich
imunitnou odpovedou organizmu na infekciu v krvi pacienta. Mechanizmus testovania je zaloZeny na tzv.
Jlateral flow" imunochromatografickom principe. Ide o dnes uz bezny typ imunodiagnostickej metédy,
ktory sa vyznacuje rychlostou

a relativne vysokou spolahlivostou (niektoré testy uvadzaju spolahlivost az 97,5 %). Tento typ testovania
ma svoje opodstatnenie, ak napr. infekt ustlpil z dychacich ciest, alebo

v pripade asymptomatického klinického prejavu pacienta.

VSeobecne organizmus napadnuty virusovou infekciou odpoveda najprv nespecifickou a nasledne
Specifickou imunitnou reakciou. Prvé sa v ramci imunitnej odpovede organizmu tvoria IgM (imunoglobulin
M) protilatky (skrining akutnej infekcie). Ich detekcia v organizme je kratkodoba (7 az 10 dni od pociatku
infekcie) v porovnani s neskér nastupujucimi IgG (imunoglobulin G) protildtkami (testovanie protektivne;
imunity). 1gG protilatky sa objavuju okolo 14. dia od pociatku infekcie a vrchol koncentracie dosahuju
medzi 4. az 6. tyzdhom. Perzistencia IgM v organizme je kratSia (3 - 6 mesiacov) v porovnani s IgG, ktoré
pretrvavaju v organizme niekedy aj cely zivot (graf 1).

Moznost molekularno-biologického laboratérneho vysSetrenia na virus SARS-CoV-2 je pre lekdrom
indikovanych pacientov v Ceskej republike, ako aj na Slovensku hradend zdravotnym poistenim. Pre
pociatoCny nedostatok testovacich kitov (suprav) bolo obmedzenie pouZitia testov len pre tento typ
pacientov. V stc¢asnosti je mozné zaziadat o test aj ako samoplatca. Aj sikromné laboratérid v oboch
krajindch zo zaciatku Celili obrovskému naporu ziadosti. Ceny sa na Slovensku pohybujd v rozmedzi 30 -
70 Eur plus manipulaény poplatok. V Ceskej republike je poplatok za vysetrenie pre samoplatcov
orientacne okolo 3-tisic CZK. Tieto ceny zdavisia od odberového miesta a laboratéria.

Na strankach ministerstiev zdravotnictva CR a SR st odkazy na zoznamy odberovych centier s moznostou
testovania.** Okrem centrélnych odberovych centier zoznamy obsahuju aj centrd pre samoplatcov a tzv.
»drive-in“, alebo ,drive-thru” odberové miesta, kde odbery realizujl pacientovi priamo z auta. Rovnako
siete sikromnych laboratérii na svojich webovych strankach disponuju konkrétnym zoznamom odberovych
miest a informdaciami pre odber vzoriek.

Cenové relacie laboratérnych testov na protilatky (samostatne IgG alebo IgM a IgG v kombindcii) pre
samoplatcov sa na Slovensku pohybujd v rozmedzi od 40 - 70 Eur/test v zavislosti od vybraného
pracoviska (ndkup RDT testov sa pohybuje orientacne medzi 140 az 400 Eur/balenie, ktoré obsahuje 10
alebo 25 testov). Konkrétny typ testu (teda ¢i sa jednd o RDT testovanie, alebo pouZzitim laboratérnych
pristrojov) je na rozhodnuti daného pracoviska. Vysledky testovania pomocou laboratérnych pristrojov vsak



trvaju dlhsie (cca 2-4 dni) v porovnani s RDT testami. V Ceskej republike st ceny testovania pre
samoplatcov v zavislosti na konkrétnej metdéde testu. V pripade laboratérneho testovania sa ceny
pohybuji v rozmedzi 600 - 1 500 CZK/test. V pripade RDT testov na IgG a IgM v kombindcii stoji vySetrenie
priblizne 500 CZK/test a pre samotné IgG priblizne 600 CZK/test.

Je vSak potrebné upozornit, Ze tieto RDT testy nie si urené pre samotestovanie laickej verejnosti. Na
strankach SUKL je uvedené: ,Na trhu v Eurépskej Gnii momentéaine nie sl registrované Ziadne testy na
COVID-19 uréené na samotestovanie laickej verejnosti. Rychlotesty, ktoré st v EU registrované, si uré¢ené
na profesionalne pouzitie. V pripade ich pouzitia laickou verejnostou hrozi riziko nespradvneho pouzitia

testu a tiez nespravnej interpretécie vysledku“.’?

Dokaz negativneho testu na ochorenie COVID-19 - v sucasnosti priepustka cez hranice, v
blizkej buducnosti mozno podmienka vstupu do restauracie ¢i do kina?

V zavislosti od typu RDT diagnostického testu (napr. tehotensky test, test na Helicobacter pylori a iné) je
Cas Cakania na vysledok zvycajne otdzkou minut.

Casové dostupnost vysledkov rychlotestov na COVID-19 je okolo 10 - 20 mindt. V pripade COVID-19 sa
rychlotesty liSia svojou Specifickostou a senzitivitou. Hlavnym otéznikom pri tejto nepriamej diagnostickej
metdde je kontrola nizkeho poctu faloSne pozitivnych a faloSne negativnych vysledkov.

Zo spravnej interpretacie rychlotestov vyplyva, Ze populacia pozitivna na IgG protilatky (IgG+) v pripade
odznenia symptémov a negativneho vysledku PCR je ta ¢ast populacie, ktord bola infikovana SARS-CoV-2
virusom a tuto infekciu prekonala a ziskala protilatky pre pripad opakovanej infekcie (obr. 1).

Obr. 1: Interpretacia diagnostického rychlotestu na SARS-CoV-2

Interpretacia testu SARS-CoV-2 zavisi od pritormnosti oboch typov protilatok (IgG a ight)
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Adaptované z https://www.clinisciences.com/a
https://olup-prednahora.sk/aktuality/blog/laboratorne-testovanie-covid-19-co-nam-prezradia-testy/ *’
Naopak, vel'mi rizikovi pri stretnuti s prenasacom su pacienti, ktori v tychto testoch preukazali
nepritomnost oboch typov protilatok (IgM-/IgG-). V tomto pripade treba vziat do Gvahy vek a celkovy
zdravotny stav tohto rizikového jedinca.

Tab. 1: Klinicky vyznam vysledkov kombinacie testov rRT-PCR a sérologickych testov na
protilatky IgM a IgG


https://www.clinisciences.com/
https://olup-prednahora.sk/aktuality/blog/laboratorne-testovanie-covid-19-co-nam-prezradia-testy/

vysledok testu

MT-PCR IeM IeG Klinicky vyznam vysledkov testov

+ Pacient mbie byt v pofiatoénom Stédiu infekcie (v zévislosti od pritomnosti symptdmov)
e + & Pacient (pravdepodobne symptomaticky) mdZe byt v pofiatoénom Stédiu infekcie
& 4 4+ | Pacientjev progresivnej faze infekcie
B _ % Pacient mdse byt v neskore] faze infekcie alebe je opakovane infikovany

+ ” Pacient mdie byt vo velmi pofiatofne] faze infekcie. Faloina negativita rRT-PCR

+ Pacient presiel infekciou a zotavil sa
+ ¥+ Pacient mdie byt vo faze zotavovania sa z infekcie, alebo falodna negativita rRT-PCR

PreloZené a dostupné na internete http://www.diazyme.com/covid-19-antibody-tests’

Odbornici odportcaji kombinovat priamu a nepriamu metédu detekcie vzdy s ohfadom na konkrétneho
pacienta (tab. 1), (obr. 2).

Obr. 2: Schéma kombinovaného pouzitia jednotlivych testov vo vztahu k mnozstvu virusu v
organizme
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Samotestovanie v pohodli domova alebo realita zo StarTreku?

Telemedicina sa stava Standardnou metddou pre niektoré Specializacie ako dermatolégia, psychiatria a
psycholdgia, praktické lekarstvo. ESte predneddvnom nezndmy pojem elektronické recepty je dnes bezne
znejucou esemeskou v nasich telefonoch. Mozno je len otazkou Casu, kedy si zvykneme napriklad na
~inteligentny toaletu” (obr. 3), tak ako sme si zvykli na inteligentny telefén.

Obr. 3: Inteligentna toaleta : Inteligentna toaleta automaticky odosiela tGdaje extrahované z lubovolnej
vzorky biolo-gického materialu.
Je vybavena technoldgiou, ktora dokaze diagnostikovat cely rad onkomarkerov v stolici a moci (napr.
kolorektalny karciném).
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Dostupné na internete
https://med.stanford.edu/news/all-news/2020/04/smart-toilet-monitors-for-signs-of-disease.htm/®

Spolo¢nost SANOFI v spolupraci so start-up spolo¢nostou z Kalifornie Luminostics*® prichddza s absolitne
originalnym napadom pre samotestovanie ochorenia COVID-19

v pohodli domova. Sanofi poskytne dlhoro¢nu skisenost v oblasti klinickych studii a Luminostics svoju
patentovanu technolégiu ,glow-in-the-dark” nanocastic (ziara v tme) vyvinutych pre spotrebitelsku
diagnostiku. Princip stanovenia by sa dal v po¢iato¢nom kroku prirovnat k uz spominanym RDT testom.
Avsak v tomto pripade ide o kombinaciu unikatneho vysoko citlivého typu nanocastic a patentovaného
hardvéru a softvéru spolocnosti Luminostics. Tieto nanocastice su spolu s dalSimi reagenciami stcastou
nosnej platnicky jednorazovej naplne (obr. 4).

Obr. 4: Samotestovacie zariadenie Luminostics®

1. Opakovatelne pouzitelny adaptér na mobilny telefén. Tento adaptér je kompatibilny s vacsinou
telefénnych zariadeni

2. Jednorazova ndpln do adaptéra. Tato napln je hlavnou c¢astou, kde prebieha chemiluminiscen¢na reakcia
s biologickou vzorkou

3. Odberovy tampdn

4. Mobilnd aplikacia, ktora vyhodnocuje vzorku

Integrovana kamera s bleskom v smartféne dokaze vel'mi Setrne rozpoznat tieto nanocastice (nie je este
Uplne jasné, aky typ vzorky sa bude pouzivat - pravdepodobne vzorka slin, pretoze nosohltanovy ster je
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vel'mi zlozity ukon vyzadujuci zdravotnickeho Specialistu). Tento origindlny imunotest sa vyznacuje vel'mi
vysokou senzitivitou a Specificitou. S pouzitim Specidlnych nanomateridlov mechanizmom , lateral flow"
dosahuje 100 - 1000-nasobne nizSie limity detekcie, ako je to u tradi¢nych rychlotestov. Spolo¢nost
Luminostics garantuje, Ze tato inovativna metdda je schopna detegovat baktérie s koncentraciou 100 az
1000 buniek na mililiter a stanovovat agensy v biologickych vzorkach vo femtomolarnych (10™)
mnozstvach.*

Cielom tejto origindlnej spoluprace je vyvoj nepriamej diagnostickej metédy pre testovanie SARS-CoV-2 s
pouzitim mobilného telefénu. Slo by vébec o prvy spotrebitel'sky test vo volnom predaji. O¢akava sa, ze
vysledok testu by mohol byt dostupny cca o 30 minut.

Sanofi a Luminostics planuji moznost diagnostiky SARS-CoV-2 pre vSetkych uzivatelov mobilnych
telefénov. Aplikacia bude kompatibilna s iOS a Android opera¢nymi systémami. Rychlo fungujuci domaci
test ponuka niekolko vyhod, medzi ktoré mézeme zaradit 'ahku dostupnost, vylucenie osobného kontaktu
a znizenie prenosu infekcie pre pacientov

a zdravotnicky persondl, rychlost analyzy a tiez financnu dostupnost. Ak vyvoj a regulacné povolenia
prebehnu Uspesne, prvotné odhady zavedenia na trh st do konca roka 2020.
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