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Zoznam skratiek a vymedzenie zakladnych pojmov

ACE?2 angiotenzin konvertujuci enzym 2 (angiotensin converting enzyme
2)

BAL bronchoalveolarna lavaz

BSL uroven biologickej bezpecnosti (biosafety level)

CE IVD in vitro diagnostikum spliajuce kritéria eurépskej smernice 98/79/EC

cDNA komplementarna deoxyribonukleova kyselina

CLIA chemiluminiscen¢nd imunoanalyza

CMIA chemiluminiscen¢nd imunoanalyza na mikrocasticiach

COVID 19 koronavirusové choroba 2019 (coronavirus disease 2019)

Ct cyklus, v ktorom termocyklér zaznamena tvorbu PCR produktu
v reakcii (cycle threshold)

ELISA enzymova imunoanalyza

FFP2 filtra¢nd maska na tvar (filtering face piece) triedy 2

FFP3 filtra¢na maska na tvar (filtering face piece) triedy 3

FIA fluorescen¢nd imunoanalyza

MERS respira¢ny syndrom na Blizkom vychode (Middle East Respiratory
Syndrome)

M protein matricovy protein

MZ SR Ministerstvo zdravotnictva Slovenskej republiky

NCZI Narodné centrum zdravotnickych informécii

N protein nukleokapsidovy protein

POCT test vykonavany pri 16zku pacienta (point of care test)

Real-time RT-PCR

polymerazova ret'azova reakcia s reverznou transkripciou v realnom
Case (real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction)

RBD receptorova vizbova doména (receptor binding domain)

RARp RNA zavisla RNA polymeraza (RNA dependent RNA polymerase)

RNA ribonukleova kyselina (ribunucleic acid )

RUVZ Regionalny trad verejného zdravotnictva

SARS-CoV-2 koronavirus 2 spdsobujtci tazky akitny respiraény syndrom (Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2)

S protein glykoprotein vybezkov (spike)

UVZ SR Urad verejného zdravotnictva Slovenskej republiky

WHO Svetova zdravotnicka organizacia (World Health Organisation)

Zhrnutie odovodnenia vyvoja Standardu

Prvé pripady pneumonie neznamej etiologie v meste Wuhan v provincii Hubei v Cine boli
hlasené Ccinskou Statnou kanceldriou WHO 31. decembra 2019 (WHO, 2020). Novy
koronavirus ako povodca tychto infekcii bol oficidlne potvrdeny ¢inskymi autoritami 7. januéra
2020. Gendémova sekvencia virusu bola dostupna cez virological.org 10. janudra 2020 (Wuhan-
Hu-1, GenBank accession number MN908947 (Zhang, 2020), nasledne 12. januara 2020 boli
ulozené d’alie 4 genomy v databaze GISAID (Corman, 2020). Virus bol potvrdeny mimo Ciny
u cestovatelov z mesta Wuhan uz 13. a 17. januara 2020 v Thajsku, 15. januédra 2020 v



Japonsku a 19. janudra 2020 v Juznej Korei. Pandémia infekcie COVID 19 sposobenej SARS-
CoV-2 bola oficialne vyhlasena WHO 11. marca 2020. V sucasnosti je infekcia SARS-CoV-2
rozsirena celosvetovo s viac ako 141,5 milionmi potvrdenych pripadov a s viac ako 3 milionmi
potvrdenych pripadov timrti (podl'a idajov WHO k 20. 04. 2021, https://covid19.who.int). Na
Slovensku bol potvrdeny prvy pripad infekcie virusom SARS-CoV-2 dia 06.03.2020,
laboratorna diagnostika bola realizovana v Narodnom referenénom centre pre chripku na UVZ
SR snéslednou konfirmaciou vo Virologickom institite Univerzity mediciny Charité
Vv Berline. Postupne boli do diagnostického procesu zapajané laboratéria v sieti regionalnych
uradov verejného zdravotnictva a laboratoria vykonavajuce laboratornu diagnostiku v odbore
klinicka mikrobiologia. Zlatym Standardom diagnostiky infekcie COVID 19 je real-time RT-
PCR. Diagnostiku dopiia dokaz imunitnej odpovede organizmu na pritomnost’ virusu,
Vv rutinnej praxi sa Vv stcasnosti vyuziva stanovenie tvorby protilatok voéi imunogénnym
antigénom virusu SARS-CoV-2. Pri vyhl'adavani infikovanych st napomocné skriningové
metddy, ktoré umoziuji odhalenie infikovanych v redlnom cCase s moznostou okamzitej
izolacie a vyhl'addavania kontaktov. Laboratorna diagnostika ma kl'i¢ovy vyznam v boji proti
pandémii COVID 19.

Kompetencie indikacie

Laboratornu diagnostiku na priamy dokaz infekcie virusom SARS-CoV-2 metddou real-time
RT-PCR u pacienta spinajiceho kritéria pre suspektny, pravdepodobny alebo potvrdeny
pripad COVID-19 v zmysle aktualneho znenia Usmernenia hlavného hygienika Slovenske;j
republiky v suvislosti s ochorenim COVID-19 sposobenym koronavirusom SARS-CoV-2
indikuje oSetrujtci lekar, epidemiolog alebo verejny zdravotnik prislusného RUVZ v sulade
s aktualnou verziou Klinického protokolu indikacii testovania metédou RT-PCR na dokaz
SARS-CoV-2. Doplnkovl nepriamu diagnostiku stanovenia protilatok voc¢i imunogénnym
antigénom virusu SARS-CoV-2 indikuje vSeobecny lekar pre dospelych, vSeobecny lekar pre
deti adorast, infektolog, pneumoftizeoldég, imunoalergolog, v ustavnych zdravotnickych
zariadeniach oSetrujuci lekar na oddeleni pre pacientov s potvrdenou infekciou COVID 19,
alebo osetrujuci lekar iného nemocni¢ného oddelenia u pacienta s klinickym podozrenim na
COVID 19 pri negativnom vysledku real-time RT-PCR SARS-CoV-2,

Kompetencia realizovania testovania

Testovanie vzorieck na pritomnost virusu SARS-CoV-2 metédou real-time RT-PCR
vykonavaju laboratéria iradov verejného zdravotnictva a diagnostické laboratéria spinajuce
kritéria na zaradenie laboratoria do siete laboratorii, ktoré vySetruju vzorky biologického
materialu  0os6b na pritomnost virusu SARS-CoV-2 metodou RT-PCR podla
osobitného metodického pokynu MZ SR.

Aktudlny zoznam laboratérii je zverejneny na webovom sidle MZ  SR:
https://www.health.gov.sk/?covid-19-laboratoria

Doékaz protilatok vo¢i immunogénnym antigénom SARS-CoV-2 za ucelom zistovania stavu
postinfekénej alebo postvakcinacnej imunity vykonavaju laboratoria klinickej mikrobioldgie

ako doplnkovu diagnostiku na zéklade indikacie oSetrujiiceho lekara.
Rychle metédy dokazu infekcie SARS-CoV-2 u symptomatickych pacientov pri podozreni na
COVID 19 vykonavaju zdravotnicki pracovnici ambulantnych a 16zkovych zdravotnickych


https://www.health.gov.sk/?covid-19-laboratoria

zariadeni vratane laboratorii zabezpecujucich nepretrzita diagnostiku pre 16zkové zdravotnicke
zariadenia v ramci inicialnej diagnostiky v zaujme v€asného rozpoznania infekcie a naslednej
okamzitej izolacie a lieCby pacienta. Antigénové testy si vyuzivané aj na vyhladdvanie
kontaktov a bezpriznakovych I'udi s infekciou COVID 19 v ramci skriningového vySetrenia
obyvatel'stva prostrednictvom mobilnych odberovych miest.

Uvod

SARS-CoV-2 povodca infekcie COVID 19 patri do celade Coronaviridae, rodu
Betacoronavirus. Je to obaleny pleomorfny virus Spiralovitej symetrie, vel'kosti 60 — 140 nm.
Dreti virusu predstavuje jednovlaknova RNA s pozitivnou polaritou (+ssRNA), ktora mé dizku
asi 30 000 nukleotidov. Z obalu virusu vy¢nievaju glykoproteinové vybezky kyjovitého tvaru,
ktoré sluzia ako ligandy na receptory vnimavej bunky. Geném SARS-CoV-2 koduje 29
proteinov, vratane RNA zavislej RNA polymerazy (RdRp) a Styroch Strukturdlnych proteinov.
Patri medzi povrchovy glykoprotein vybezkov (S alebo ,,spike* protein), maly obalovy protein
(E), matricovy protein (M) a nukleokapsidovy protein (N). Gén S kéduje protein viazuci
receptor, ktory umoznuje virusu infikovat’ bunky. Tento protein sprostredkuje vizbu na ACE2
receptor a fiziu s membranou bunky, determinuje tropizmus virusu. Glykoprotein S je zloZeny
z dvoch podjednotiek (S1 a S2). Glykoprotein S obsahuje Stiepne miesto furinu na hranici
medzi podjednotkami S1/S2, ktoré je procesované pocas biogenézy, ¢im sa tento virus odliSuje
od koronavirusov suvisiacich so SARS-CoV-1 a MERS (Walls, 2020). Podjednotka S2 je
vysoko konzervativna. Receptor viazuca doména S1 vykazuje iba 40 % aminokyselinova
identitu s inymi SARS-CoV. V SARS-CoV-2 gén S je divergentny s < 75 % podobnost’ou
nukleotidovej sekvencie v porovnani so vsetkymi predtym opisanymi koronavirusmi
suvisiacimi so SARS. Ostatné tri Strukturdlne proteiny E, N a M su konzervativnejsie ako
glykoprotein S a su potrebné pre replikéaciu a patogenézu koronavirusov (Udugama, 2020).
Na nepriamu diagnostiku infekcie COVID-19 pomocou testu ELISA IgM/IgG/IgA a inych
imunoanalytickych metdd (napr. CMIA, CLIA, FIA) sa ako antigén pouziva nukleokapsidovy
protein N z koronavirusu netopierov  SARS-related-CoV Rp3. Alternativne sa vyuziva
modifikovany N protein SARS-CoV-2, ktory nevykazuje krizova reaktivitu s N proteinmi
inych koronavirusov, pripadne S protein, jeho S1 podjednotka alebo receptor-viazuca doména
RBD (Okba et al, 2020, Jaiaskeldinen et al, 2020). Gén RdRp koduje RNA-zavisli RNA
polymerazu, ktord zabezpeCuje v spojeni s neStrukturdlnymi proteinmi udrzanie stability
virusového gendmu.

SARS-CoV-2 sposobuje respiraéné ochorenie COVID-19. Inkubacna doba je obvykle od 3 az
7 dni az do 2 tyzdnov, najdlhSia doba od infekcie po nastup priznakov bola 12,5 dni. Podl'a
Stidie Zhao a kol, 2020 je priemernd doba sérokonverzie pre celkové protilatky 11. den, pre
IgM 12. deni a pre IgG 14. den. Zatial’ nie je dostatok informacii o vplyve tychto protilatok na
neutralizaciu virus. Zistilo sa, ze mySacie polyklonalne protilatky vo¢i SARS-CoV S silne
inhibovali vstup virusu do buniek sprostredkovany SARS-CoV-2S, ¢o naznacuje, Ze po
vakcinacii mozno vyvolat’ krizovo neutralizujice protilatky namierené proti konzervovanym S
epitopom (Walls, 2020).

Rovnako ako iné koronavirusy, SARS-CoV-2 je citlivy na ultrafialové ziarenie a teplo. Mo6ze
byt ucinne inaktivovany lipidovymi rozptstadlami vratane éteru (75 %), etanolu,



dezinfekéného prostriedku obsahujuceho chlér, kyseliny peroxyoctovej a chloroformu s
vynimkou chlérhexidinu.

Klasifikacia testov

Zlatym Standardom priamej diagnostiky infekcie COVID 19 je molekularno-biologicky dokaz
virusu SARS-CoV-2 metddou real-time RT-PCR. Ako doplnkova diagnostika pri klinickom
podozreni na COVID 19 pri negativnom vysledku real-time RT-PCR aaj ako moznost
nepriameho dokazu prekonanej infekcie COVID 19 sluzi dokaz protilatok izotypu 19G, IgA
algM voci imunogénnym antigénom virusu SARS-CoV-2, predovsSetkym proti
nukleokapsidovému proteinu. Stanovenie protilatok je jednou z moznosti sledovania
postvakcinacnej odpovede, ktord je charakterizovana tvorbou protilatok izotypu IgG, IgA
algM proti vakcinatnému antigénu (pri pouzitych mRNA vakcinach a subjednotkovych
vakcinach predovSetkym proti antigénu S ajeho podjednotkdm vratane RBD). Popri
protilatkovej odpovedi na infekciu SARS-CoV-2 pravdepodobne este vyznamnejs$iu tlohu
zohrava uloha Specifickych T lymfocytov. Predbezné studie ukazujt, ze Specifické T lymfocyty
mozno po prekonani infekcie dokazovat’ podstatne dlhsiu dobu ako samotné protilatky. Mozno
ocakavat, ze v blizkej buducnosti budu k dispozicii laboratérne testy na dokaz prebiehajuce;,
ale aj postinfekénej/postvakcinacnej imunitnej odpovede na baze detekcie Specifickych
pamatovych T-lymfocytov.

Rychle metddy dokazu infekcie COVID 19 maju vyznam pre vcasni diagnostiku a nasledné
okamzité prijatie protiepidemickych opatreni a v€asnej liecby pacienta. Dostupné su rychle
molekularno-biologické metéody dokazu virusovej RNA, ktoré su viazané na pristrojova
techniku a metody dokazu antigénov virusu SARS-CoV-2, ktoré su sice menej citlivé, su vSak
jednoduché a vécsina z nich nevyzaduje Specialnu pristrojova techniku.

Proces diagnostiky - odporuc¢ania (Minimalny Standard)
1. Molekularno — biologicky dokaz RNA SARS-CoV-2 metodou real - time RT-PCR

a) Odber a transport vzoriek
Vzorky z dychacich ciest su zakladnym biologickym materialom pre diagnostiku infekcie
virusom SARS-CoV-2. Vzorky z hornych dychacich ciest su adekvatne vo vCasnom $tadiu
infekcie najma pri asymptomatickom alebo miernom priebehu. Vyter z nazofaryngu a vyter z
orofaryngu odobraty do skiimavky s virusovym transportnym médiom zvySuje senzitivitu
detekcie a spolahlivost’ vysledku. Vzorky z dolnych dychacich ciest (sputum, endotrachealny
aspirat, BAL) sa odoberaju v neskorSom $tadiu infekcie najméd v pripadoch, ked vzorky
Z hornych dychacich ciest boli negativne testované na COVID 19 a U pacienta pretrvava
klinické podozrenie na infekciu virusom SARS-CoV-2.



Tabul’ka €. 1 Odber a transport biologického materidlu na dokaz RNA SARS-CoV-2 metddou real-time RT-
PCR (podl'a WHO: Diagnostic testing forSARS-CoV-2, Interim guidance, 11.september 2020, annex 1)
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Odber a transport biologického materialu
na dokaz RNA SARS-CoV-2 metodou real-time RT-PCR

Biologicky Odberova suprava Casovanie odberu Poznamka Podmienky
material uchovavania
a transportu
vyter skimavka vCasné je potrebné zabezpecit, | +2 az+8 °C <2 dni
z nazofaryngu S virusovym symptomatické aby dospela osoba / =70 °C > 2 dni
a orofaryngu inaktivaénym stadium diet'a minimalne 2
transportnym Vv pripade tizkeho hodiny pred odberom

médiom, 2 ks
dakrénovych alebo
polyésterovych
tamponov typu
flocked

kontaktu s pozit.
testovanou osobou

u asymptomatického
¢loveka najskor 8.
deii po kontakte*

nekonzumoval jedlo,
nepil, nezul zuvacku,
nefaj¢il, nevykonal
ustnu hygienu

a podobne.

nazofaryngealny | sterilnd nadobka, vcasné +2 az+8 °C <2 dni
vyplach/aspirat sterilna skimavka s symptomatické -70 °C> 2 dni
virusovym Stadium
inaktivaCnym
transportnym
médiom
sptitum sterilna nadobka, V neskorSom $tadiu +2 az+8 °C <2 dni
sterilna skumavka suspektnej infekcie, v =70 °C > 2 dni
endotrachealny sterilna nadobka, pripadoch ked’ +2 az+8 °C <2 dni
aspirat, BAL sterilnd skimavka s vzorky z hornych =70 °C > 2 dni
virusovym dychacich ciest boli
inaktivacnym negativne testované
transportnym na pritomnost’ virusu
médiom SARS-CoV-2

biopticka vzorka
z pPic, kefkovy

ster odobraté pri
fibrobronchosko

pii

sterilna nadobka,
sterilna skumavka
s fyziologickym
roztokom alebo s
virusovym
inaktivatnym
transportnym
médiom

a U pacienta pretrvava
klinické podozrenie
na infekciu COVID
19

+2az+8°C<24h
-70°C>24h

Stolica

sterilna nadobka
s lopatkou

od 2. tyzdna susp.
ochorenia COVID
19, v pripade ked’
vzorky z dychacich
ciest boli negativne
testované na
pritomnost’ virusu
SARS-CoV-2

metdda extrakcie RNA
musi byt’ validovana na
pouzitie pre vzorky
stolic

+2 az+8 °C < 5 dni
=70 °C > 5 dni

*Vyhlé§ka Uradu verejného zdravotnictva Slovenskej republiky, ktorou sa nariad’uju opatrenia pri ohrozeni verejného zdravia k izolacii osb

pozitivnych na ochorenie COVID-19 a karanténe 0s6b, ktoré prisli do tizkeho kontaktu s osobou pozitivnou na ochorenie COVID-19, Vestnik
vlady SR z 3.marca 2021, ro¢nik 31, ¢iastka 40




Alternativne vzorky biologického materialu

V S$pecifickych pripadoch, ked je odber vyteru z nazofaryngu a orofaryngu obtiazne
realizovatel'ny, napr. hromadny skrining v §kolach a domovoch socialnych sluzieb, v pripade
deti do 12 rokov a u pacientov s kontraindikéciou odberu formou vyteru z dychacich ciest z
dovodu anatomickej odchylky alebo ochorenia dychacich ciest na Ziadost’ vSeobecného lekara
alebo $pecialistu je mozné zvolit’ ako alternativny spdsob odberu predovsetkym vyplach z
ustnej dutiny a hltana kloktanim (validdcia metody tvori Specialny doplnok Standardu) a vo
vynimoc¢nych pripadoch aj odber slin. Odber alternativnych typov biologického materialu sa
vykonava do certifikovanych odberovych stprav za désledného dodrzania pokynov vyrobcu
odberovej supravy.

Rizika alternativnych sposobov odberu a odporucanie pre prax: pri pouZiti odberu
kloktanim a odberu slin si Ct hodnoty v real-time RT-PCR vysSie ako pri pouZiti
nazofarnygealnych vyterov a ziroven pri tychto vzorkiach je redlne riziko faloS$ne
negativneho vysledku real - time RT-PCR SARS-CoV-2 pri nizkej virusovej naloZi u
pacienta. V zaujme zachovania $tandardného postupu diagnostiky a porovnatel’nosti
vysledkov, je nutné uprednostit’ spésoby odberu biologického materidlu na detekciu
SARS-CoV-2 metédou real-time RT-PCR uvedené v tabul’ke ¢.1 a uvadzat’ Ct hodnotu
vZdy v spojitosti s typom biologického materialu. Ct hodnoty z réznych sposobov odberu
nie su porovnatel’né.

Sposob odberu biologického materialu:

Osobitny sposob odberu vyterov z nazofaryngu a orofaryngu pri podozreni na infekciu
COVID-19 sa nachadza v Standardnom postupe pre rychle usmernenia klinického manazmentu
detskych a dospelych pacientov s novym koronavirusom 2019 (COVID-19) dostupny na
https://standardnepostupy.sk/_files/200000238-5165751659/SDTP_korona_web.pdf

Ostatné vzorky sa odoberaju v stlade so Standardnymi postupmi v klinickej mikrobiologii.

b) Dékaz RNA virusu SARS-CoV-2 metodou real - time RT-PCR

I. Izolacia RNA virusu SARS-CoV-2
Izolacia virusovej RNA sa vykonava v biologickom bezpec¢nostnom boxe BSL 2, za pouzitia
ochrannych pracovnych pomocok — respirator FFP3/FFP2, ochranné okuliare/stit, jednorazovy
oblek, sterilné bezpudrové rukavice. Je mozné pouzit manudlne izolacné supravy alebo
stipravy na automatizovanu izolaciu s certifikditom CE IVD.

Il.  Detekcia RNA virusu SARS-CoV-2

Real-time RT — PCR je polymerazova retazova reakcia s reverznou transkripciou, pri ktorej sa
RNA prepisuje do komplementarnej DNA (¢cDNA) pomocou reverznej transkriptazy. Nasledne
sa DNA amplifikuje Standardnym sposobom polymerazovej retazovej reakcie s pricbeznou
analyzou. Pre potvrdenie pozitivneho vysledku je potrebné detegovat vzdy viac cielovych
génov pre vylucenie pripadnych mutacii.

Pocet cyklov/opakovani v PCR by sa mal pohybovat vrozmedzi 40 — 50. Finalne
vyhodnotenie PCR prebieha v sulade s pribalovym letdkom vyrobcu certifikovanej


https://standardnepostupy.sk/_files/200000238-5165751659/SDTP_korona_web.pdf

diagnostickej supravy. Sucastou kazdej PCR musi byt negativna a pozitivna kontrola
a vnutorna kontrola s cielom vylucit’ falo$ni negativitu (inhibicia PCR, kvalita RNA a pod.).
Dostupné testy st zalozené na detekcii génov N, E, S a RdRP, ORF1ab (WHO, 2020).

Test na E-gén, N- gén — deteguje koronavirus sposobujuci SARS , SARS-CoV-2 a vSetky
koronavirusy izolované z populicie netopierov sposobujucich SARS (Sarbecovirus).
Skrizena reaktivita s beznymi 'udskymi respiraénymi koronavirusmi typu CoV NL63, 229E,
HKU, OC43 alebo MERS nebola zaznamenana.

Test na RARp gén - deteguje fragment z konzervativného useku génu pre RNA-dependentni
RNA polymerazu (RdRP). Tento test deteguje pritomnost’ SARS-CoV-2, nedeteguje
ostatné SARS Kkoronavirusy. Skrizena reaktivita s beznymi l'udskymi respiraénymi
koronavirusmi typu CoV NL63, 229E, HKU, OC43 alebo MERS nebola zaznamenana.

Test na S gén - podla stcasnych vedeckych poznatkov je zname, ze prave tato oblast’
virusového gendmu sa vyznacuje vysokou nachylnostou k mutdciam, preto nie je vhodna na
vyuzitie ako geneticky ciel’ pre detekciu metodou RT-PCR v klinickom materiali. Na zaklade
tychto skutocnosti je vSak oblast’ S-génu vel'mi vhodnou pre nésledny skrining mutacii a
detekciu variantov virusu SARS-CoV-2.

Webové stranky s odporucaniami WHO a zoznamom dostupnych komer¢nych
diagnostickych suprav:
https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-
guidance/laboratory-guidance

https://www.finddx.org/covid-19/pipeline/

https://www.who.int/docs/default-
source/coronaviruse/whoinhouseassays.pdf?sfvrsn=de3a76aa_2

Pri vybere testovacich stprav je potrebné riadit’ sa odporacaniami WHO a vyberat’ si z
testovacich suprav spiiajucich poziadavky nariadenia EP 98/79/EC (znacka CE IVD). Pouzitie
testovacej supravy v podmienkach konkrétneho laboratéria musi byt overené kontrolnymi
vzorkami poskytnutymi Narodnym referenénym centrom pre chripku UVZSR.

Stadia, v ktorej otestovali 1070 vzoriek pomocou real-time PCR od 205 symptomatickych
COVID-19 infikovanych pacientov ukdzala najvyssi podiel pozitivnych vysledkov z
bronchoalveolarnej lavdze (93 %) a zo sputa (72 %), menej z vyterov z nosa (63 %) a z
bioptickej vzorky odobratej pri fibrobronchoskopii (46 %) a najmenej z vyterov z faryngu (32
%), zo stolice (29 %), z krvi (1 %). Zo vzoriek moc¢u nezaznamenali ziadny pozitivny nalez.
(Wang a kol., 2020).



TabulPka ¢. 2 Porovnanie podielu pozitivnych nalezov  RNA SARS-CoV-2 zroznych typov
biologického materialu v rdznych Casovych intervaloch po nastupe priznakov

Porovnanie podielu pozitivnych nalezov RNA SARS-CoV-2
z roznych typov biologického materialu
v roznych ¢asovych intervaloch po nastupe priznakov

S&HM‘
POty Gy

Zavazny priebeh Mierny priebeh
Termin odberu Typ vzorky Pocet a percento Pocet a percento
pozitivnych vzoriek pozitivnych vzoriek
Hrdlo 12/20 (60.0) 46/75 (61.3)
0 - 7 dni po nastupe Nos 11/15 (73.3) 147/204 (72.1)
priznakov Spatum 8/9 (88.9) 37/45 (82.2)
BAL - -
Hrdlo 18/36 (50.0) 8/27 (29.6)
8 - 14 dni po nastupe Nos 34147 (72.3) 96/179 (53.6)
priznakov Spatum 15/18 (83.3) 32/43 (74.4)
BAL 12/12 (100) 0/3 (0)
Hrdlo 14/38 (36.8) 1/9 (11.1)
> 15 dni po nastupe Nos 17/34 (50.0) 6/11 (54.5)
priznakov Sputum 11/18 (61.1) 3/7 (42.9)
BAL 11/14 (78.6) -

Podrla Yang, 2020

1. Interpretacia vysledkov dokazu RNA SARS-CoV-2

Metoda real-time RT-PCR deteguje pritomnost’ genetického materialu virusu SARS-CoV-2,
ale nerozliSuje ¢i virus, ktory je pritomny vo vzorke ma schopnost’ vyvolat’ infekciu. Metdda
zaroven neumoziuje objektivne posudenie kvantity infekénych virusovych ¢astic vo vzorke
Z hornych dychacich ciest z dovodu existencie faktorov, ktoré ovplyviiuju diagnosticky proces.
Medzi faktory, ktoré ovplyviiujii mnozstvo infekénych virusovych castic v odobratej vzorke
patri kvalita odberu biologického materialu, mnozstvo virusu SARS-CoV-2 v mieste odberu
biologického materidlu a pritomnost’ inhibitorov v mieste odberu biologického materidlu.
Medzi laboratorne faktory, ktoré ovplyviiuji mnozstvo virusovych castic v analyzovanej
vzorke biologického materialu patri pouzité transportné médium, objem transportného média,
sposob izolacie RNA virusu SARS-CoV-2, objem reagencii pouZitych v jednotlivych krokoch
analyzy a vol'ba diagnostickej supravy na analyzu vzorky.

V reakcii RT-PCR sa zaznamenava pocet opakovanych cyklov potrebnych na namnozenie
nukleovej kyseliny. Cyklus, v ktorom termocyklér zaznamena tvorbu PCR produktu v reakcii
sa nazyva Ct (cycle threshold). Ct hodnota je semikvantitativna a umoznuje rozliSovat’ medzi
vysokou a nizkou virusovou nalozou. Cim je nizsia hodnota Ct, tym je vy$sie mnozstvo virusu
vo vzorke.

Hodnotu Ct laboratorium, ktoré vykona analyzu vzorky na pritomnost’ virusu SARS-CoV-2
pomocou metody RT-PCR, zaznamena do IS COVID.

Za Standardny format vysledku real time RT-PCR testu Ministerstvo zdravotnictva Slovenske;j
republiky povazuje iba vysledok s uvedenim Ct hodnoty, ako sucast’ vysledku.




Ct hodnoty ziskané z real-time RT-PCR analyz vykonanych réznymi diagnostickymi
sipravami nie je mozné porovnavat’ Vv dosledku odliSnosti medzi stpravami, ako su
reagencie, cielové gény, parametre cyklov, metody pripravy vzoriek, metddy extrakcie RNA,
rozne detekcné limity atd’.

Nizke Ct hodnoty (vysoka virusova naloZz) si pravdepodobnym indik4torom akttnej infekcie
a vysokej infek¢nosti pacienta.

Klinicky vyznam vysledkov pozitivnych v teste real-time RT-PCR SARS-CoV-2
s vysokou hodnotou Ct (nizkou virusovou naloZou) je mozné interpretovat’ iba v kontexte
s klinickym stavom a anamnézou pacienta. Interpretaciu nie je mozné vykonavat’ na zéklade
jednej hodnoty Ct, je vhodnejSie mat’ sériu Ct hodnot pacienta stanovenych v konkrétnom
laboratoriu s rovnakym postupom izolacie a detekcie RNA SARS-CoV-2.

Pozitivny vysledok real-time RT-PCR SARS-CoV-2 s vysokou hodnotou Ct sa vyskytuje:

- pri asymptomatickej infekcii s neznamym infekénym rizikom,

- vo v€asnom $tadiu infekcie,

- Vvpripade nespravne odobratych alebo znehodnotenych vzorkdch pri nespravnom
uchovavani a transporte,

- u pacientov v rekonvalescencii s klesajicou virusovou nalozou,

- Uimunokompromitovanych pacientov a pacientov hospitalizovanych so zavaznym
priebehom infekcie s tendenciou dlhodobého vylu¢ovania potencidlne infekénych
virusovych Castic.

Podl'a Understanding cycle threshold (Ct) in SARS-CoV-2 RT-PCR, PHE, October 2020,
https://www.gov.uk/government/publications/cycle-threshold-ct-in-sars-cov-2-rt-pcr

IV.  Neposiudené vzorky na pritomnost’ virusu SARS-CoV-2
V ramci skriningového testovania infekcie COVID-19 pomocou real-time PCR s reverznou
transkripciou je vhodné v 1. linii pouzit’ ako geneticky ciel’ pre PCR gén E, ktory koduje
obalovy protein a na konfirméciu pouzit gén RdRp, ktory koduje RNA - zavisla RNA
polymerazu (Corman, 2020). Alternativou je stanovenie skriningového a konfirmac¢ného génu
paralelnou detekciou v jednom multiplex PCR teste. Za pozitivny vysledok mozno povazovat
len vysledok analyzy s potvrdenou konfirmaciou.
Ak sa pri pozitivite E-génu naslednou konfirmaciou nepotvrdi pritomnost SARS-CoV-2,
vysledok PCR je neurcity. Ak je vysledok analyzy neurcity, musi sa vykonat’ opakovany odber
vzorky aanalyzu pomocou metddy RT-PCR opakovat. Opakovana analyza vzorky, ak je
vysledok neurcity, sa vykona podl'a Standardného pracovného postupu s osobitnym zretel'om
na zabranenie kontaminécie vzorky pozitivnou kontrolou.
Laboratorium, ktoré vyda neurcity vysledok je povinné kontaktovat’ zZiadatel’a o vySetrenie na
pritomnost’ virusu SARS-CoV-2 ainformovat o potrebe vykonat opakovany odber a
vySetrenie vzorky.
Laboratérium zaznamena vysledok do IS COVID podl'a aktudlneho integracného manualu
a ukonci protokol.
Informaciu o neuritom vysledku a zaslanie nového terminu na odber vzorky zasle
laboratorium/NCZI pacientovi/osobe formou SMS alebo telefonicky.


https://www.gov.uk/government/publications/cycle-threshold-ct-in-sars-cov-2-rt-pcr

C) Biologicka bezpefnost’® a postupy pre zabranenie kontaminacie pri testovani
vzoriek biologického materiilu pacientov s podozrenim na infekciu SARS-CoV-2

Vzorky pacientov podozrivych z infekcie COVID-19 maju byt transportované ako vzorky
biologického materidlu kategorie B pod oznaCenim UN3373. So vzorkami biologického
materidlu pacientov s podozrenim na infekciu SARS-CoV-2 je potrebné manipulovat vo
validovanom biologickom bezpecnostnom boxe zodpovedajucom biologickej ochrane
kategorie 2 (BSL 2). Persondl laboratéria musi mat’ doklad o preSkoleni pre manipulaciu so
vzorkami potencidlne obsahujucimi SARS-CoV-2. Vsetky postupy, pri ktorych hrozi riziko
vzniku aerosolu (otvaranie nadobiek s biologickym materidlom, centrifugacia, vortexovanie)
musia byt vykondvané vo validovanom biologickom bezpecnostnom boxe zodpovedajicom
biologickej ochrane kategodrie 2 (BSL 2). Pracovnici laboratoria vykonavajuci postupy izolacie
virusovej nukleovej kyseliny maji nosit’ ochranné pracovné prostriedky (plast, respirator
FFP2/FFP3, ochranné okuliare alebo $tit, sterilné bezpudrové rukavice).
Je potrebné mat’ zavedené a zdokumentované postupy dezinfekcie pracovnych pldch,
dekontaminécie pouzitych laboratornych pomoécok pouzitim dezinfekénych pripravkov s
dokazanou u¢innostou voci obalenym virusom (vratane SARS-CoV-2) ako su chlornan sodny
0,1 % pre pravidelni dezinfekciu povrchov, 1 % - pre dezinfekciu pri kontamindacii
biologickym materialom, 62 — 71 % etanol; 0,5 % peroxid vodika; kvartérne amoniové
zluceniny, fenolové zluceniny v koncentracii podla navodu vyrobcu. Je potrebné dodrzat
expozi¢nu dobu podl'a ndvodu vyrobcu. Virus SARS-CoV-2 podobne ako ostatné koronavirusy
vratane SARS koronavirusov je citlivy na UVC Ziarenie (vinova dizka 100 - 280 nm). D90-
davka potrebna na 90 %-n inaktivaciu virusu je v pripade koronavirusov v rozmedzi 7 az 241
JIm?. Pre SARS-CoV-2 je odhadovana hodnota D90 okolo 67 J/m? (Kowalski, 2020).
Je potrebné mat’ zavedené a zdokumentované postupy pre bezpecnu manipulaciu a naslednu
likvidaciu kontaminovanych laboratérnych pomdcok a ochranného oblec¢enia. Odporiacané:
https://www.who.int/publications/i/item/WHO-WPE-GIH-2021.1. Manipulacia s biologickym
materidlom, ktory obsahuje vysoké koncentracie aktivneho virusu sa riadi osobitnymi
pravidlami v podmienkach zodpovedajucich biologickej bezpecnosti 3. stupiia. Takéto vykony
rutinné laboratoria klinickej mikrobioldgie nevykonavaju.

d) Uchovavanie vzoriek pre ucely konfirmacie z forenznych dévodov

Laboratorium, ktoré vykondva molekuldrno-biologické testovanie vzoriek na pritomnost
SARS-CoV-2 zabezpecuje uchovavanie primarnych vzoriek s pozitivnym vysledkom RT-PCR
pri teplote pod -70 °C minimalne po dobu po dobu 14 dni, optimalne vsak po dobu 30 dni.
V pripade nedostatoéného mnoZstva primarnej vzorky sa odporuca uchovavat eluat s
izolovanou RNA takisto pri teplote pod -70 °C po dobu 30 dni, ak to nie je mozné, tak pri
teplote pod -20 °C po dobu 14 dni. Primarne vzorky pitevného materialu s pozitivnym
vysledkom RT-PCR sa neuchovavaji, uchovava sa eluat s izolovanou RNA takisto pri teplote
pod -20 °C po dobu 14 dni.

V suvislosti so sekvenovanim vzoriek pre potreby spétnej kontroly detekcie a vyskytu novych
mutacii laboratorium, ktoré vykondva molekularno-biologické testovanie vzoriek na
pritomnost SARS-CoV-2 je povinné zabezpecit uchovavanie primarnych vzoriek s
pozitivhym vysledkom RT-PCR v zmysle horeuvedenych nastaveni. Podrobnosti v stvislosti
so sekvenovanim vzoriek st uvedené v metodickom pokyne ministra zdravotnictva
a v Standardnom postupe pre sekvendciu vzoriek.


https://www.who.int/publications/i/item/WHO-WPE-GIH-2021.1

3. Stanovenie protilatok proti virusu SARS-CoV-2

Sérologické testy umoznuju detekciu celkovych Specifickych protilatok, alebo Specifickych
protilatok v triedach IgM, IgA a IgG, ktoré sa pocas infekcie alebo po ockovani vytvaraji voci
imunogénnym antigénom virusu SARS-CoV-2. Protilatkova odpoved’ je sucastou komplexne;j
imunitnej odpovede organizmu na infekciu, ktora je do velkej miery individudlna a
podmienena interakciou imunogénnych stcasti mikroorganizmu a imunitnych mechanizmov
hostitel’a. Je ovplyvnend d’al$imi faktormi, ako st velkost’ infekénej davky, spdsob vniknutia
do organizmu, spracovanie a prezentacia antigénov, imunitné mechanizmy nespecifickej
imunity, vek a pridruzené ochorenia hostitel'a. Stile nie je jednoznacne potvrdené, c¢i
symptomaticka alebo aj asymptomaticka infekcia vytvara ochranni imunitni odpoved’ a ako
dlho budu ti, ktori boli infikovani, chrdneni pred opakovanou infekciou alebo zavaznym
ochorenim.

Skuto¢ny charakter a vyznam poinfekénej imunity po prekonani SARS-CoV-2 nie je zatial
objasneny. Popri protilatkovej odpovedi na infekciu SARS-CoV-2 pravdepodobne este
vyznamnejsiu ulohu zohrava uloha Specifickych T lymfocytov. Predbezné stadie ukazuju, ze
Specifické T lymfocyty mozno po prekonani infekcie dokazovat’ podstatne dlhsiu dobu ako
samotné protilatky. MoZzno ocakavat’, ze v blizkej budtcnosti budu k dispozicii laboratorne
testy na dokaz prebiehajtcej, ale aj postinfekénej/postvakcinacnej imunitnej odpovede na baze
detekcie $pecifickych pamétovych T-lymfocytov.

Detekcia Specifickych protilatok proti virusu SARS-CoV-2 ziskala svoje miesto predovsetkym
ako podporna diagnostika v pripade symptomatickych pacientov s klinickym podozrenim na
infekciu COVID19 pri negativnom vysledku testu RT-PCR.

Specifické a dostatoéne citlivé testy na dokaz protilatok proti virusu SARS-CoV-2 st zalozené
na principe ELISA (enzymova imunoanalyza), CLIA (chemiluminiscen¢na imunoanalyza)
alebo FIA (fluorescen¢na imunoanalyza). M6Zu byt’ prinosom v diagnostike pri pretrvavani
klinického podozrenia u pacienta s negativnym vysledkom real-time RT-PCR, a aj pri
vyhl'adavani pripadov s asymptomatickym priebehom infekcie.

V §tidii Guo a kol. vykazovalo testovanie pomocou PCR vyssiu pravdepodobnost’ potvrdenia
infekcie oproti dokazu IgM protilatok v obdobi od 5,5. do 7. dia po nastupe priznakov, po
tomto obdobi bola situacia opa¢na. Kombinované testovanie PCR s IgM signifikantne zvysilo
pravdepodobnost’ potvrdenia infekcie od 5,5 dita na 98,6 % v porovnani s 51,9 % UspeSnostou
iba pomocou PCR (p < 0,001) (Guo akol., 2020). Kombinované testovanie moze zlepsit
véasnu diagnostiku COVID-19 a ako aj upresnit’ epidemiologicku situaciu infekcie COVID-
19 v komunitach osob, ktoré infekciu COVID-19 uz prekonali. ZvySenie hladin protilatok nie
je vzdy spojené s klirensom RNA (Wilson, 2020).

Sérologické testy je mozné pouzit' okrem diagnostiky aj na prevalencné a postvakcinacné
sledovanie vyvoja a pretrvavania protilatok u jednotlivcov a popula¢nych skupin. Na zaklade
pritomnosti protilatok proti jednotlivym antigénom virusu SARS COV 2 je mozné odlisit’
postinfekénu alebo postvakcinacnu Specificku protilatkovi odpoved'. Postvakcina¢na odpoved’
je charakterizovand protilatkami izotypu IgG, IgA a IgM proti vakcinaénému antigénu (pri
pouzitych mRNA vakcinach a subjednotkovych vakcinach predovSetkym proti antigénu
S a jeho podjednotkam vratane RBD). Postinfekény protilatkovy obraz zavisi na pouzitej Skéle
detek¢énych antigénov. Pocas ochorenia sa tvoria protilatky proti vSetkym antigénom virusu
(RBD, N, S1, S2, E). Rovnako tomu je pri pouziti celobunkovej vakciny. Hodnotenie



jednotlivych Specificit protildtok musi zohladnit dynamiku ich pritomnosti v priebehu
infekcie. Zistovanie protilatok proti N antigénu v jednotlivych triedach (izotypoch)
s charakteristickou distribuciou v ¢ase sa pouziva na stanovenie postinfekénej imunitnej
odpovede. Pri interpretacii vysledkov dokazu protilatok proti virusu SARS-CoV-2 v st¢asnosti
je potrebné zohl'adnit’ stav vakcindcie pacienta.

Tabulka ¢. 3 Interpreticia sérologickych testov podla izotypov (tried protilitok)
(Novakova E. UMI JLFU UK, Mikova E., Medirex a.s. )

Stan M@P Interpretacia sérologickych testov podPa izotypov (tried protilatok)

postupy
Interpretacia IgM IgA 1gG
Bez sérokonverzie v Case testovania. Je potrebné zvazit spravnost’ | negat Negat negat
nacasovania odberu.
Akutna infekcia, alebo moznd ne$pecificka pripadne skrizena reaktivita | pozit negat alebo pozit negat
pri detekcii protilatok triedy IgM. Je odporacané doplnenie SARS CoV2
RNA PCR.
Postakutne obdobie infekcie alebo postvakcinacné obdobie od 14. dia po | pozit negat alebo pozit | pozit

1. davke. Mozna odoznievajica infekcia respektive odozneld infekcia. Je
odporacané doplnenie SARS CoV2 RNA PCR.

Pravdepodobne neddvno odozneld infekcia, pripade protilatky po | negat Negat pozit
prekonani infekcie alebo po ockovani.
Mozna odoznievajuca infekcia pripadne reexpozicia ockovaného alebo | negat Pozit pozit

osoby s prekonanou infekciou virusu SARS COV 2. Je odportacané
doplnenie SARS CoV2 RNA PCR.

4. Rychle diagnostické metody dokazu infekcie COVID 19
a) Rychle PCR metody

Detekcia RT-PCR v realnom case je najbeznejs$im pristupom k detekcii SARSCoV-2 a vd’aka
svojej Specifickosti a presnosti sa stala zlatym Standardom. Vzhl'adom na potrebu detekcie
SARS-CoV-2 virusu v realnom case, point-of-care testy (POCT) by sa mali stat’ sucast'ou
diagnostickych algoritmov a maji napomahat’ zdravotnickym zariadeniam pri prevencii a
kontrole Sirenia virusu. Point of care PCR metody sluzia na urychlenie a zjednodusenie
diagnostického procesu detekcie virusu SARS-CoV-2, umoziuju v€asné odhalenie infekcie
alebo nosi¢stva virusu SARS-CoV-2 a preto by mali byt’ prvotnym néstrojom triaZe pacientov
na urgentnych prijmoch a prijmovych ambulancidch 16Zkovych zdravotnickych zariadeni.
POCT metody integruji extrakciu RNA, amplifikaciu, detekciu v kompaktnom uzavretom
systéme, vysledok je k dispozicii do 30 minat. Vyuzivaju kvalitativnu detekciu nukleovych
kyselin virusu SARS-CoV-2, alebo multiplexnt detekciu viacerych respiraénych virusov vo
vyteroch z nazofaryngu na principe real-time RT-PCR, alebo metéodou izotermickej
amplifikacie, ktord ponuka zjednoduSenu prakticku alternativu k amplifikacii nukleovych
kyselin zaloZenej na tepelnom cykle. Technologie POCT PCR dostupné v EU presli klinickou
valid4ciou na stanovenie ich Specifickosti, citlivosti, pozitivnej prediktivnej hodnoty (PPV) a
negativnej prediktivnej hodnoty (NPV) porovnanim s real-time RT-PCR. Tieto parametre su
zakladnymi kritériami kvality a rozhodujucimi faktormi pri vybere konkrétnej testovacej
platformy. Vzhl'adom na skuto¢nost’, Ze sa jedna o skriningovi metédu, POC PCR nenahradza



klasickt real-time RT-PCR metédu. Vysledok POC PCR ma byt konfirmovany naslednym
vySetrenim real-time RT-PCR SARS-CoV-2.

b) Detekcia antigénov virusu SARS-CoV-2

Diagnostické testy na dokaz antigénov virusu SARS-CoV-2 su navrhnuté na priamu detekciu
proteinov vytvorenych pri aktivnej replikacii virusu v sekréte z dychacich ciest.

Tieto testy funguji na principe imunochromatografie s vizudlnym hodnotenim
alebo hodnotenim pomocou pristroja. Vysledok je stanoveny do 30 minut. Pri vybere
optimalneho biologického materiadlu je potrebné riadit’ sa navodom vyrobcu diagnosticke;j
stpravy. Senzitivita a Specifickost’ testu pri konkrétnom spdsobe odberu je stanovena na sibore
pozitivnych a negativnych vzoriek porovnanim s metddou real time RT-PCR a vysledky
porovnavacej Stadie su uvedené v pribalovom letaku diagnostickej supravy. Citlivost’ tychto
testov by mala byt > 80% a Specifickost’ > 97-100%. Antigénové testy st najpriekaznejSie
u pacientov s vysokou virusovou nalozou 1-3 dni pred nastupom klinickych priznakov a vo
vCasnom symptomatickom §tadiu v priebehu prvych 5 az 7 dni ochorenia. Umoziuju véasna
diagnostiku a zabranenie prenosu infekcie okamzitou izolaciou infikovaného pacienta a jeho
kontaktov. Vysledok je do zna¢nej miery ovplyvneny kvalitou odobratej vzorky, ¢asovanim
odberu a kvalitou diagnostickej supravy. Tieto testy je mozné pouzivat aj na skrining
Vv kolektivoch ako su Skoly, pracoviskd, socidlne zariadenia atd’. a je mozné ich aplikovat’ aj
na diagnostiku infekcie u asymptomatickych kontaktov.

c) Biologicka bezpecnost’ pri testovani vzoriek biologického materialu s podozrenim
na infekciu SARS-CoV-2 rychlymi diagnostickymi metédami

Odber vzoriek ma byt vykonavany v priestore s dobrym vetranim za prisneho dodrziavania
protiepidemickych opatreni na zabranenie prenosu §irenia infekcie. Pracovnici vykonavajuci
odber vzoriek maju nosit’ osobné ochranné pracovné prostriedky (plast’, respirator FFP2/FFP3,
ochranné okuliare alebo §tit, rukavice). Na dezinfekciu pracovnych ploch je potrebné pouzit
pripravky s dokdzanou ucinnostou voci obalenym virusom (vratane SARS-CoV-2) ako st
chlérnan sodny 0,1 %, 62 — 71 % etanol; kvartérne amoniové zluceniny, fenolové zluceniny v
koncentracii podl'a navodu vyrobcu. Je potrebné dodrzat’ expozi¢ni dobu podla névodu
vyrobcu. Virus SARS-CoV-2 podobne ako ostatné koronavirusy vratane SARS koronavirusov
je citlivy na UVC Ziarenie (vinova dizka 100 - 280 nm). V miestnosti kde sa vykonava odber
vzoriek amanipulacia s odobratym biologickym materialom je odporacané umiestnit
germicidny Ziari¢. Kontaminované diagnostické pomdcky a osobné ochranné pracovné
prostriedky sa ukladaju do biologickych bezpecnostnych boxov asu likvidované ako
nebezpecny biologicky odpad. Odportagané: https://www.who.int/publications/i/item/WHO-WPE-
GIH-2021.1

Odoévodnenie testovania

Testovanie l'udi so suspektnymi priznakmi infekcie COVID 19 a skrining asymptomatickych
kontaktov ako aj ploSny skrining obyvatel'stva st dolezitymi nastrojmi boja proti pandémii.
Priame met6dy dokazu virusu SARS-CoV-2 umoziuju rozpoznat infikovanych a prijatim
protiepidemickych opatreni spomalit’ Sirenie virusu v populécii. VEasné odhalenie infekcie
umoziuje skorSie nasadenie liecby a pripadne aj odvratenie nepriaznivého az fatalneho
priebehu infekcie. Nepriame metdédy dokazu infekcie slazia ako doplnkova diagnostika pri
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pretrvavani klinického podozrenia u l'udi s negativnym vysledkom priamych metdéd dokazu
infekcie, resp. umoziuje rozpoznavanie l'udi ktori prekonali infekciu bezpriznakovo.

Laboratorny algoritmus

Laboratéorny algoritmus ¢. 1 — Pacient indikovany na vySetrenie na zaklade klinickych
priznakov v sulade s klinickym protokolom indikacii testovania SARS-CoV-2

Laboratorny algoritmus €. 2 — Osoba bez klinickych priznakov indikované na vySetrenie na
zéklade epidemiologickych a inych kritérii v sulade s klinickym protokolom indikacii



Laboratorny
algoritmus ¢.1

Pacient indikovany na vySetrenie na zaklade klinickych priznakov
v stilade s klinickym protokolom indikacii testovania SARS-CoV-2

< 7dni po nastupe priznakov

7-14 dni po nastupe priznakov

v

Antigén SARS-CoV-2 (AG) (do 5 dni od

nastupu priznakov) /POC NAAT

Antigén SARS-CoV-2 (AG) /POC NAAT

>14 dni po nastupe priznakov

IgA/1gM, IgG metédou

AG/POC NAAT AG/POC Y :
pozit. Sizolcia NAAT Pozitivita niektorého zo AG/POC NAAT
acienta skriningovych testov a/alebo negat
P negat. dalsie laboratérne )
v a radiologické nalezy susp. pre
Konfirmacia AG testu pri COVID 19-> izolacia pacienta
nizkej prevalencii infekcie
v \ 4 v v v 4
real- time RT-PCR SARS-CoV-2 real-time RT-PCR SARS-CoV2
vzorky podrla tabulky ¢.1 §tandardného vzorky podla tabulky ¢.1 Standardného postupu
postupu
RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR
pozit. negat. pozit. negat.
v v
potvrdena doplnit IgA,IgM, IgG** metédou
infekcia ELISA/CMIA/FIA
COovID 19
\ 4 v
potvrdena Komplexné hodnotenie IgA/ 1gM a IgG IgA, IgM
infekcia klinického stavu, laboratérnych negat. pozit/negat.
COVID 19 vysledkov, RTG pltc alebo CT IgG pozit**
hrudnika, dif. dg. iné pri€iny *
klinickych priznakov alebo < -
opakovanie RT-PCR* opakovat RT-PCR*
RT-PCR pozit.- aktualne

prebiehajuca infekcia COVID 19
RT-PCR negat. - pravdepodobne
odoznievajuca alebo odoznela
infekcia COVID 19

ELISA/CMIA/FIA
IgA/ 1gM a IgG IgA,IgM
negat. pozit./negat.
1gG pozit **
infekcia COVID 19 doplnit RT-PCR*
nepravdepodobnj,
RT-PCR podla klin.
stavu a ostatnych
vysledkov
RT-PCR RT- PCR
negat. pozit.

v v

pravdepodobne odoznievajuca alebo
odozneld infekcia COVID 19, komplexné
hodnotenie klinického stavu, pri RT-PCR

pozit. zohladnit hodnotu Ct

Poznamky: *Pri pretrvévani klinického podozrenia je vhodné opakovat RT-PCR inou
validovanou stpravou idealne na baze detekcie minim. 3 génov.

** Interpretdcia vysledkov stanovenia protilatok je uvedena v Standarde. Stanovenie
protildtok je pomocna diagnostickd metdda.

Skratky: real-time RT-PCR — polymerdzovd retazovd reakcia s reverznou transkripciou
v redlnom Case, ELISA — enzymoimunoanalyza, CMIA . chemiluminiscen¢na
imunoanalyza na mikrocasticiach, FIA- fluorescen¢na imunoanalyza, POC NAAT — point
of care nucleic acid amplification test, AG — test na antigény SARS-CoV2




Laboratorny
algoritmus ¢.2

Osoba bez klinickych priznakov indikovand na vysetrenie na zdklade epidemiologickych a inych
kritérii v sulade s klinickym protokolom indikacii

Podmienky vysokej prevalencie (> 10%)

< 7 dni po kontakte s potvrdenym
pripadom COVID-19/ neznamy udaj
o kontakte s infekciou/skriningové

testovanie roznych skupin obyvatelstva

> 7 dni po kontakte s potvrdenym
pripadom COVID-19/ neznamy udaj
o kontakte s infekciou

prevalencie (< 2 %)

Podmienky nizkej (10 — 2 %) az velmi nizkej

preventivne skriningové testovanie COVID-19
roznych skupin obyvatelstva

neznamy udaj o kontakte s infekciou, kontakt s potvrdenym pripadom

A 4

Po 14 diioch
IgA/IgM, IgG**
metodou
ELISA/CMIA/FIA

A 4
Antigén SARS-CoV-2
(AG)
AG negat. AG pozit.
\ 4
AG RT-PCR >
opakovanie za A
2-4 dni* real- time RT-PCR SARS-
CoV-2 vyter z nazofaryngu
a orofaryngu najskor na 8.
den po kontakte s
potvrdenym pripadom

\ 4
Antigén SARS-CoV-2 A
(AG) Po 14 diioch
'é \ Pri susp. IgA/IgM’ IgG**
AG it AG i kontakte metddou
ozit. negat. > >
° 5 g "| scovipis g ELISA/CMIA/FIA
RT-PCR
\ 4 \ 4
potvrdend AG opakovanie \ 4
infekcia 2a 2-4 dni real- time RT-PCR SARS-
COVID 19 CoV-2 vyter z nazofaryngu

A a orofaryngu najskor na 8. osoba bez
den po kontakte s klinickych
potvrdenym pripadom priznakov

/ \ covip-19 LE bez
potvrdenej
AG AG infekcie
) RT-PCR RT-PCR
pozit. negat. . COoVID19
pozit. negat. 7y
4 v
A 4 v

/\ =7

AG RT-PCR RT-PCR
negat. pozit. negat. pozit.

\ 4

potvrdena
infekcia
COVID 19

A

v v

>
<

\ 4

Upravené podla ECDC, 2020 (https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/options-use-rapid-antigen-tests-covid-19-eueea-and-uk)

AG — test na antigény SARS-CoV2

**Interpretacia vysledkov stanovenia protilatok je uvedend v Standarde. Stanovenie protilatok je pomocna diagnostickd metdda.
real-time RT-PCR — polymerdzovd retazova reakcia s reverznou transkripciou v redlnom case, ELISA — enzymoimunoanalyza, CMIA . chemiluminiscenéna imunoanalyza na mikrocasticiach, FIA- fluorescencna imunoanalyza
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Dokumentacia a oznamovanie vysledkov
Laboratéria vykonavajuce diagnostiku infekcie COVID-19 a mobilné odberové miesta

vykonavajuce skrining obyvatel'stva antigénovymi testami hlasia vysledky testov do databazy
NCZI a do informaéného systému UVZ SR s nazvom IS COVID. Spdsob napojenia na tieto

informacné systémy a d’alSie podrobnosti ohl'adne evidencie testovanych a hlasenia vysledkov
st uvedené v osobitnom metodickom pokyne MZ SR.

Minimalne materialno-technické zabezpecenie
Laboratorium vykonavajtce real-time RT-PCR na dokaz RNA virusu SARS-CoV-2 musi mat’
nasledujtce dispozi¢né a materialno-technické vybavenie:

samostatnd miestnost’ vybavena biologickym bezpecnostnym boxom triedy 2 s platnym
certifikatom o validacii a germicidnym ziariCom s dokladom o Uc¢innosti na zéklade
dokumentovaného poctu prevadzkovych hodin,

pristroje a diagnostika na izolaciu RNA SARS-CoV-2,

pristroje a diagnostika na vykonavanie real-time RT-PCR SARS-CoV-2,

laboratdérne pristroje a pomdcky musia mat’ platny doklad o validécii v sulade s aktudlnymi
pravnymi predpismi a medzinarodnymi normami,

ochranné pracovné pomodcky pre personal, ktory vykondva odber biologického materiadlu
a izolaciu RNA urcené na ochranu pred infekciou virusom SARS-CoV-2 v stlade s
aktualnym usmernenim hlavného hygienika Slovenskej republiky,

odberové stipravy, ktoré obsahuja Specifické virusové transportné inaktivaéné médium pre
biologické riziko triedy 2 a 2 dakrénové odberové tampodny, na zaistenie bezpecnosti
laboratérnych pracovnikov musi ist’ 0 médium so schopnost'ou inaktivovat’ virus (virus
inaktivacné médium) a zarovenl chranit’ RNA pri transporte (napr. teplotné podmienky
v stlade s poziadavkami vyrobcu), musi spifiat’ poziadavky EN 14476

inaktivaéné médium musi umoznovat zachovanie nezmenenej kvality a mnozstva RNA
pri skladovani po dobu minimalne 30 dni,

dezinfekéné pripravky s dokdzanou ucinnost’ou vo¢i SARS-CoV-2,

biologické bezpefnostné boxy pre zber a likvidaciu kontaminovanych jednordzovych
laboratornych pomdcok.

Pre vykonavanie rychlych diagnostickych metéd priameho dokazu virusu SARS-CoV-2
je potrebné zabezpecit’:

dobre vetrani miestnost’ s germicidnym ZiariCom s dokladom o U¢€innosti na zéklade
dokumentovaného poctu prevadzkovych hodin,

ochranné pracovné pomodcky pre personal, ktory vykonava odber a spracovanie
biologického materialu urcené na ochranu pred infekciou virusom SARS-CoV-2 v stlade
s aktudlnym usmernenim hlavného hygienika Slovenskej republiky,

potrebnu pristrojova techniku s platnym dokladom o validacii/certifikacii v sulade s
aktudlnymi pravnymi predpismi a medzinarodnymi normami,

diagnostické stipravy a pomocky,

dezinfekéné pripravky s dokdzanou ucinnost’ou voc¢i SARS-CoV-2,

biologické bezpecnostné boxy pre zber a likviddciu kontaminovanych jednordzovych
laboratérnych pomocok.



Minimalne personalne zabezpecenie

Vykon vykonava lekar mikrobiolég so Specializaciou v Specializacnom odbore Klinicka
mikrobiologia, laboratorny diagnostik so Specializéciou v Specializacnom odbore Laboratorne
a diagnostické metody v klinickej mikrobiolédgii, zdravotnicki laboranti alebo diplomovani
medicinsko-technicki laboranti so Specializaciou v Specializatnom odbore VysSetrovacie
metddy v klinickej mikrobioldgii, zdravotnicki laboranti s VS vzdelanim 1. alebo 2. stupia
v odbore Laboratorne vysetrovacie metody v zdravotnictve.

Interpretacia vysledkov testov
Interpretaciu vysledkov vykondva lekar mikrobioldg.

Odhadované naklady

Naklady na vykonavanie diagnostiky real-time RT-PCR zahfiiaji vytvorenie priestorov
a zaobstaranie pristrojového vybavenia pre izolaciu a detekciu RNA SARS-CoV-2, naklady na
odberové a diagnostické supravy, osobné ochranné pracovné pomocky pre personal
laboratdria, dezinfekéné prostriedky, germicidne ziarice, biologické bezpecnostné boxy pre
nebezpeény odpad, odvoz nebezpecného odpadu, kancelarske pomdcky, pocitac, tlaciaren pre
evidenciu vzoriek a vybavovanie vysledkov.

Naklady na stanovenie protilatok proti antigénom virusu SARS-CoV-2 zahfnaju naklady na
pristrojové vybavenie, diagnostick¢ supravy, , osobné ochranné pracovné pomdcky,
dezinfekéné prostriedky, germicidne Ziari¢e, biologické bezpecnostné boxy pre nebezpetny
odpad, odvoz nebezpecného odpadu, kancelarske pomocky, pocitac, tlaciaren pre evidenciu
vzoriek a vybavovanie vysledkov.

Néklady na POCT testy zahffiaju vybavenie odberovej miestnosti, ndklady na odberové
supravy, osobné ochranné pracovné pomdcky pre personal, ndklady na pristrojova techniku
a diagnostické stipravy, dezinfekéné prostriedky, germicidne Ziarice, biologické bezpecnostné
boxy pre nebezpecny odpad, odvoz nebezpecného odpadu, kancelarske pomocky, pocitac,
tlaciaren pre evidenciu vzoriek a vybavovanie vysledkov.

Zabezpecenie a organizacia starostlivosti I realizacie diagnostiky

Nérodné referenéné centrum pre chripku na Urade verejného zdravotnictva Slovenskej
republiky je referenénym pracoviskom pre diagnostiku real-time RT-PCR SARS-CoV-2,
vykondva overenie kompetentnosti diagnostickych laboratorii a vykonava dohlad nad ich
odbornou ¢innost'ou prostrednictvom externej kontroly kvality. Podrobnosti o kritéridch
a postupe zaradenia laboratoria do siete laboratorii, ktoré vySetruji vzorky biologického
materialu 0so6b na pritomnost’ virusu SARS-CoV-2 metédou real-time RT-PCR sa nachadza
v 0sobitnom metodickom pokyne MZ SR.

Doplnkové otazky manaZmentu pacienta a zucastnenych stran

Upravuje Standardny postup procesu na zaradenie laboratoria do siete laboratérii na
diagnostiku virusu SARS-CoV-2 v biologickom materidli s vyuzitim metdod molekularne;
biologie



Specialny doplnok $tandardu

Alternativny sposob odberu biologického materialu metodou vyplachu ustnej dutiny kloktanim
za ucelom detekcie SARS-CoV-2 metodou real —time RT-PCR - vysledky porovnavacich Studii
realizovanych Biomedicinskym centrom SAV

Prehlad literatiary

Vyplach ustnej dutiny kloktanim predstavuje alternativny spdsob odberu klinického materialu
pre diagnostiku SARS-CoV-2, ktory poskytuje viacero vyhod v porovnani s si¢asnym zlatym
Standardom, teda nazofaryngedlnym vyterom (NFV). Ide o neinvazivnhu metodu, ktora
nevyzaduje pritomnost’ zdravotnickeho persondlu, znizuje riziko expozicie zdravotnickeho
personalu aerosolom, zniZzuje naroky na osobné ochranné pomdcky a v neposlednom rade
predstavuje aj vyrazne nizsi diskomfort pre pacienta. Sucasné vedecké poznatky jednoznacne
ukazuju, Ze ustna dutina je miestom, kde je virus detekovatelny (Guo et al., 2020; To et al.,
2020; Xu et al., 2020; Pasomsub et al., 2020; Cerom et al., 2020)), ¢o vyplyva uz aj zo
samotného sposobu prenosu virusu. Kloktanie navySe prinasa aj vyhodu ziskania vzorky
reprezentujicej cell Gstnu dutinu vratane zadnej Casti Gistnej Casti hltana, nosohltana, jazyka,
ustnej sliznice, slin, ¢i sputa. Okrem toho, v procese kloktania prichddza k uvolfiovaniu
epitelialnych buniek, ktoré predstavuju nielen vyznamny zdroj virusovej RNA pre detekciu
(Guo et al., 2020), ale pri pouziti fyziologického roztoku a uchovani bunkovej intaktnosti
zabezpecuju aj predlzenl stabilitu virusovej RNA pocas transportu a kratkodobého
skladovania virusu.

Vhodnost’ vyplachu ustnej dutiny kloktanim ako spol'ahlive;j alternativy k nazofaryngedlnemu
vyteru pri diagnostike SARS-CoV-2 pomocou RT-qPCR bolo uz publikovanych niekol’ko
studii. Kandel et al., (2021) vo svojej Studii zahfiajicej viacero ambulantnych pracovisk
v Toronte ukazali rovnaku citlivost’ vyplachu kloktanim (,,saline gargle*) ako NFV a poukazali
na ich vyhody najmd uludi, ktori musia podstupovat opakované testovanie. Podobne,
Goldfarb et al. (2021) dokonca prisli k zaveru, Ze samoodber vyplachom ustnej dutiny
kloktanim v ich §tidii ukazal vysSiu akceptovatelnost’ ucastnikov a zarovei lepSiu analyticka
vykonnost’ ako NFV robeny zdravotnickym persondlom. Vzorky ziskané kloktanim su taktiez
vyuziteI'n€ aj pri pouziti tzv. direct PCR, kedy je vynechavany krok extrakcie RNA (Maricic
et al., 2020). O vhodnosti tohto materialu nepriamo sved¢i aj mnozstvo §tadii, vratane meta-
analyz, ktoré ukazuji vhodnost’ vyuzitia slin, ktoré su pri vyplachu kloktanim bezpochyby vo
vzorke pritomné (Yokota etal., 2020; Wong et al., 2020; Huber et al., 2021; Khiabani and
Amirzade-Iranag, 2021)

Tento  sposob  odberu  je  systematicky  vyuzivany  napriklad v Kanade
(http://www.bccdc.ca/health-info/diseases-conditions/covid-19/testing/mouth-rinse-and-
gargle). Vo Viedni ho ,,Vienna COVID-19 Detection Initiative vyuziva dlhodobo pri testovani
zamestnancov ~ Viedenskych  univerzit apublikovala ktomu a svoju SOP
(https://www.maxperutzlabs.ac.at/fileadmin/user_upload/VCDI/News/COVID19 Testing_V
CDI vl.1_.pdf). Tento spdsob odberu vyuziva pri testovani taktiez aj v domovoch socialnych
sluzieb  (https://www.maxperutzlabs.ac.at/vcdi/vcdi-news/research-pilot-project-in-nursing-
homes) arovnako aj v Skolach (Willeit et al., 2021), priCom takisto vyuziva aj moznost
spajania vzoriek.
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Odber vzoriek

Vyplach ustnej dutiny a hltana (tzv. oropharynxu) kloktanim sa uskuto¢iiuje so sterilnym
infuznym roztokom (0,9% NaCl) v objeme 5ml. Takyto odber vyplachu ma na zachytenie
virusu porovnatel'nti i¢innost’” ako vyter, pretoze virus SARS-CoV-2 sa v ustnej dutine mnozi
najmd na povrchu oropharynxu, na koreni jazyka, na licnych slizniciach a je pritomny aj
Vv slindch. V RT-qPCR testoch je ¢asto pouzivana ako internd kontrola detekcia transkriptu pre
Pudsktt RN4zu P. Jeho amplifikécia sltzi ako dokaz pritomnosti buniek stnej dutiny a hltana
a indikuje spravnost’ odberu. Tato kontrola, pdvodne pouzivana pre kontrolu kvality odberu
vyterom je rovnako dobre vyuziteI'na aj pri odbere kloktanim.

Vyplach tstnej dutiny a hltana sa uskuto¢niuje jednoduchym sposobom s tstami a hosom
prekrytymi ruSkom, ¢im sa znizZuje riziko nakazy inej osoby aeros6lom alebo kvapdckami.
Najmenej jednu hodinu pred odberom nie je vhodné jest’, pit, umyvat’ si zuby, vyplachovat
usta, zuvat’ zuvacku a fajcit’.

POSTUP ODBERU VZORIEK POMOCOU VYPLACHU USTNEJ DUTINY

Postup bol prevzaty aupraveny na zaklade insStrukcii BCCDC v Kanade
(http://www.bccdc.ca/Health-Info-Site/Documents/COVID-gargle _youth.pdf) a Vienna
COVID-19 Detection Initiative
(https://www.maxperutzlabs.ac.at/fileadmin/user_upload/VCDI/News/COVID19 Testing_V
CDI_v1.1 _.pdf). Odportca sa, aby si kazdy tento postup vyskuasal deit vopred doma s vodou.

1. Pred odberom, pocas preplachovania ustnej dutiny a kloktania a po odbere je potrebné

mat’ rasko.

Najprv si treba dokladne umyt’ ruky mydlom pod tectucou vodou.

3. Nasledne si  treba  prevziat  skimavku a  papierovi  vreckovku.

Je potrebné si overit’ meno na skiimavke.

Po otvoreni skiimavky treba stiahnut’ risko a obsah skimavky vyliat’ do Ustnej dutiny.

Po zavreti ust treba opét’ nasadit’ risko a urobit’ 6 cyklov striedavého preplachovania

ustnej dutiny a kloktania v hrdle, vzdy po dobu 5 sekund, spolu 60 sekiind.

Preplachovanie sa robi so vzpriamenou hlavou aktivnym pumpovanim licnymi svalmi,

aby sa zo sliznic uvol'nilo ¢o najviac buniek.

Kloktanie sa robi so zaklonenou hlavou, priCom treba dbat na to, aby nedoslo

k prehltnutiu roztoku.

6. Na konci cyklu treba stiahnut’ risko a obsah ustnej dutiny vypl'ut’ spat’ do povodnej
skimavky. Skimavku treba pevne uzavriet’.

7. Usta si treba utriet’ vopred pripravenou papierovou vreckovkou, ktora treba nasledne
odhodit’ do ureného vrecka na infekény laboratorny odpad. Opétovne si treba nasadit’
rusko.

8. Skumavku treba zvonku dezinfikovat” pomocou papierového obruska navlh¢eného
dezinfekénym roztokom a vloZit’ spét’ do stojana.

9. Nakoniec je potrebné si umyt alebo vydezinfikovat ruky.
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Uchovavanie a transport odobratych vzoriek

Odobraté vzorky je potrebné spracovat’ v priebehu 48h. Pocas tejto doby mozu byt uchovavané
a transportované pri+2 az +8 °C. Vzorky nie je vhodné mrazit’, nakol'’ko pocas néasledného
rozpustania moze prichadzat’ k degradacii virusovej RNA.


http://www.bccdc.ca/Health-Info-Site/Documents/COVID-gargle_youth.pdf

Specifika laboratérnej diagnostiky vzoriek odobratych vyplachom ustnej dutiny
kloktanim na pritomnost’ RNA virusu SARS-CoV-2

V laboratérnom spracovani sa ku vzorkam odobranym kloktanim v principe pristupuje vel'mi
podobne ako ku vzorkam, odobratym nazofaryngedlnym vyterom. Pre extrakciu RNA je
pouzity rovnaky objem, ako je v danom laboratoriu pouzivany aj pri nazofaryngealnyom vytere
(napr. v nasom pripade 200ul). Pri spracovani vyplachov kloktanim je dolezité zabezpecit, aby
cast’ vzorky odoberand na RNA extrakciu obsahovala dostatocné mnozstvo bunkovej frakcie.
Je preto dolezité vzorku nechat’ sedimentovat’ po dobu minimélne 10 minut a nasledne vzorku
odoberat’ z vrchnej Casti sedimentu.

Nasledne vzorka vstupuje do Standardného procesu extrakcie RNA podl'a Specifik konkrétneho
laboratoria.

Vzorky odobraté pomocou kloktania je mozné aj spajat’ do tzv. poolov a to idedlne nie viac
ako 10 vzoriek. V procese poolovania sa z kazdej vzorky odobera 1-2 ml vzorky do jednej
spolo¢nej vzorky. Z nej sa nasledne odobera vzorka pre RNA extrakciu rovnakym postupom,
ako je popisané vyssie pre individudlnu vzorku. Pri poolovani treba pocitat’ s 10-nasobnym
poklesom citlivosti, ktory je vSak pri pouziti vysoko citlivych RT-PCR kitov zachytavajacich
1-10 kopii virusovej RNA v reakcii takmer zanedbatel'ny (napr. aj hrani¢ne pozitivna vzorka
s CT 35 by aj po 10-nasobnom zriedeni poolovanim mala v teste vykazat CT hodnotu 38-39
a mala by byt’ vyhodnotena ako pozitivna).

SpoPahlivost’ vysledkov a analyza rizik

Vysledky pilotnych a valida¢nych s§tadii ukazuji, Zze RT-PCR diagnostika takto odobranych
vzoriek je porovnatelne spolahlivd a citlivd ako RT-PCR s pouzitim nazofarnygealnych
vyterov. Napriek tomu sa neda predpokladat’, Ze by boli priamo porovnatel'né aj CT
hodnoty. Pri pouziti kloktania treba pocitat’ s vysSimi CT hodnotami ako pri pouziti
nazofarnygealnych vyterov aCt hodnoty zréznych spdésobov odberu nebudu
porovnatelné. Napriek tomu sa z doterajSich skusenosti, najméd u l'udi v pociato¢nej faze
ochorenia , pocas prvych desiatich dni od prepuknutia priznakov, je citlivost’ tejto metddy
V porovnani s vyterom prakticky 100%. Naopak, zda sa, ze odber kloktanim je menej citlivy
na kvalitu prevedenia odberu, kedZe st opakovane pozorované aj pripady, kedy je pri
paralelnych odberoch ako pozitivna vzorka vyhodnotend len vzorka kloktanim, zatial’ ¢o vyter
je negativny.

Skusenosti s kloktanim v Biomedicinskom centre SAV (BMC SAYV)

V BMC SAV je odber vzoriek kloktanim analyzovany uz niekol'ko mesiacov v rdéznych
situaciach. Celkovo sa nase pozitivne skusenosti daji rozdelit’ do Styroch situdcii, pri ktorych
bol tento sposob odberu vyuzivany.

1. Klinicka Stidia vykonana na pacientoch v spolupraci s Klinikou infektologie a
geografickej mediciny UNB v Bratislave (KIGM).

2. Pilotna stadia testovania deti v Skolach pomocou kloktania s spolupréci s Intervenénym

timom MZ

Dlhodobé pravidelné (tyZdenné) testovania zamestnancov SAV

4. Porovnavacia Stadia u l'udi zachytenych na mobilnych odberovych miestach pri
testovani antigénovymi testami

w



1. Klinicka Stidia na pacientoch KIGM

V stadii na pacientoch z nemocnice bolo porovnavanych 123 paralele odoberanych vzoriek.
Tato Stadia ukazala dolezitost’ ¢asového useku v ktorom je vzorka odoberana vzhladom
Kk nastupu priznakov. Pozorovali sme, Ze pri vzorkach odoberanych v ¢ase 0-8 dni od prvych
priznakov bola zhoda az 96.4% (len 1 z 28 vzoriek nebola pozitivna v kloktani). Pri analyze
vzoriek odoberanych v ¢ase 0-10 dni to bola 90.2% (37/41), priCom v zostavajucich vzorkach
bolo v troch pripadoch negativne kloktanie a vV jednom pripade naopak vyter.

Na druhej strane, v 19 vzorkach v ktorych bolo pri pozitivnom vytere kloktanie negativne,
priemerny ¢as od prvych priznakov bol 13.8 dna. Ked’ze vo vSeobecnosti st pacienti 10 dni po
prvych priznakoch uvolfovani z karantény, pretoZze sa vtom case uz predpoklada ich
neinfekcnost’, javi sa odber kloktanim u symptomatickych pacientov dokonca ako vhodnejsi,
pretoze minimalizuje klinicky irelevantnu dlhodobu pozitivitu RT-PCR testov v dosledku ich
mimoriadne vysokej citlivosti.

Z hl'adiska priemernych CT hodndt stidia ukazala, ze u klinicky chorych pacientov si CT
hodnoty pri kloktani v priemere 0 4.4 cykly nizsie, ¢o vSak moze zavisiet' prave od Casu
odobratia vzorky av danej S§tadii bol vysoky podiel T'udi, ktori boli v neskorSom S$tadiu
ochorenia, ked’Ze iSlo u hospitalizovanych pacientov.

V ramci Stadie vSak bolo analyzovanych aj 47 vzoriek od bezpriznakovych Tudi (najmi
nemocni¢ny personal). V tejto podskupine bola zhodny vysledok zaznamenany u 45 vzoriek
(95.7%), pricom u dvoch vzoriek s rozporom bola jedna pozitivna len vo vytere a jedna len
Vv kloktani. Pre takuto skupinu bezpriznakovych l'udi je teda kloktanie rovnako vhodny spdsob
odberu ako vyter.

CT hodnoty v zavislosti od €asu odberu
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Dni po nastupe priznakov

Obr. 1 Ukazka CT hodnét v RT-PCR teste pri pouziti nazofaryngealneho vyteru alebo
kloktania v zavislosti od po¢tu dni od nastupu priznakov. Vsetky vzorky od bezpriznakovych
0sob su v grafe znazornené ako v dni -1. Z grafu je zrejmé, ze rozdiely v pozitivite su len
u vzoriek odoberanych po viac ako 6smich ditoch od néstupu priznakov.

2. Pilotna $tudia testovania deti na Skolach

V pilotnej $tadii deti testovanych v Skolach bolo celkovo otestovanych 67 spojenych vzoriek
(“poolov”) z dvoch §kdl (Skola 1 n=38; Skola 2 n=29) pochadzajucich celkovo z 932 o0sbb (!).
Ugastnici $tudie boli zarovei testovani pomocou antigénového testu. V tejto $tadii boli vzorky



odobraté kloktanim spéjané podla tried priamo na mieste a nebolo teda mozné nasledné
overenie pozitivity v individualnych vzorkach, k tomu mal sluzit' prave paralelne urobeny Ag
test. PoCet 0sob v jednom poole nebola konstantna, nakol'ko povodna predstava bola spajat’
vzorky po triedach a pocet Gcastnikov Stadie v jednotlivych triedach zna¢ne kolisal (5-30).
Pocas laboratorneho testovania sa nevyskytli ziadne zésadné problémy. Internd kontrola v
podobe detekcie I'udskej RNaseP ukazovala konzistentné hodnoty v 66/67 poolov, 1 pool bolo
treba opakovat’. Celkovo bolo pozitivne testovanych 6 poolov. Pozitivita poolov na Skolach
bola 5.3% (2/38) a 13.8% (4/29). Len v styroch pripadoch pozitivita poolu zodpovedala
pritomnosti jednej osoby s pozitivhym Ag testom. V dvoch pripadoch nebola v pozitivhom
poole zaznamenana ziadna Ag pozitivna osoba, ¢im by bol vysledok poolovanej RT-PCR
potvrdeny. Preto intervencny tim MZ zorganizoval hned’ na druhy dei ziskanie individualnych
kloktacich vzoriek od oséb z dvoch pozitivnych poolov bez pozitivneho Ag testu. K kazde;j
skupine bola nasledne identifikovand jedna osoba s pozitivnym individudlnym RT-PCR
testom.

Celkovo bola dosiahnutd vyborna koreldcia medzi individudlnymi Ag testami a poolovanymi
RT-PCR testami z kloktania. Testovanie poolovanych vzoriek z kloktania pomocou vysoko
citlivej RT-qPCR je z hl'adiska citlivosti vhodnej$ia metdda ako individualne Ag testy.

3. Dlhodobé pravidelné testovanie zamestnancov SAV

Vel'mi bohaté a praktické skusenosti s vyuzivanim kloktania a poolovania kloktacich vzoriek
mame vdaka dlhodobému vyuZivaniu tejto metddy pri testovani zamestnancov SAV. Pocas
dvanastich tyzdnov zahfiiajucich februdr-april 2021 (teda aj kulminaciu pandémioe na
Slovensku) bolo pomocou RT-PCR poolovanych kloktacich vzoriek otestovanych celkovo
12833 vzoriek. V tyzdennych intervaloch bolo priemerne otestovanych 1074 vzoriek v 124
pooloch po 8 vzoriek. Priemerna pozitivita testov bola 0.47%, priebehu testovania bola
pomerne stabilnd a dosahovala hodnoty medzi 0.08% (na konci aprila) a 0.87% (na zaciatku
marca) a od polovice aprila postupne klesala.

Aj ked v tomto pripade nejde 0 porovnavaciu $tidiu a teda sa nedd posudit’ spolahlivost’
V porovnani s vytermi, takéto dlhodobé masivne vyuzitie ukazuje, Ze pocas pouZivania tejto
metddy neprichadzalo na pracoviskdch SAV k vyraznejSiemu zhorSovaniu situdcie, incidencia
bola konzistentne pod priemerom v celkovej populacii, ateda sa dlhodobo podarilo (aj
Vv ¢asoch kulminacie pandémie na Slovensku) udrzat’ pracovisko bezpecné.

4. Porovnavacia Stidia u 'udi zachytenych na mobilnych odberovych miestach (MOM)
pri testovani antigénovymi testami

Vel'mi dolezitym zdrojom poznatkov je aj porovndvacia Stidia, ktordt BMC SAV urobilo
Vv spolupraci s MOM v Bratislave a Malackach. Na rozdiel od $tidie v bode ¢islo 1, kde
primarne i$lo o pacientov s rozvinutym ochorenim, v tejto $tudii ide o l'udi, ktori navstevuja
MOM primarne kvoli potrebe negativneho testu a teda ide 0 I'udi bezpriznakovych alebo len
S prvotnymi miernymi priznakmi, teda o I'udi vo vel'mi v€asnej faze infekcie. Je to teda vzorka
lepSie reprezentujuca situdciu primarnej diagnostiky.

V tejto Studii sme analyzovali 113 paralelne odobratych vzoriek od 'udi, ktori mali pozitivny
antigénovy test. Az v 17 pripadoch boli obidve odobraté vzorky negativne, velmi
pravdepodobne poukazujice na falo$nu pozitivitu antigénnych testov. V 93 pripadoch boli
obidve vzorky zhodne pozitivne. Len v troch pripadoch nebola medzi r6znymi spdsobmi



odberu zhoda, pri¢om lev jednom pripade bola negativna kloktacia vzorka, zatial' ¢o v dvoch

pripadoch bol negativny vyter. Z tohto pohl'adu bola potom citlivost’ pri kloktani 99.0%, zatial’

co pri vytere 97.9%. Aj napriek vySsej citlivosti kloktania sme z hl'adiska priemernych CT

hodndt sme pozorovali podobny trend ako v Studii na pacientoch, kde hodnoty priemeru aj

medianu boli pri kloktani signifikantne vysSie (priemer 227.6 vs. 21.7, medidn 27.5 vs. 20.8).
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Obr. 2. CT hodnoty u paralelnych odberov u 0osdob primarne identifikovanych ako
pozitivne pomocou antigénového testu.
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Poznamka:

Ak Klinicky stav a osobitné okolnosti vyzaduju iny pristup k prevencii, diagnostike

alebo lieche ako uvddza tento Standardny postup, je mozZny aj alternativny postup,

ak sa vezmu do uvahy dalsie vySetrenia, komorbidity alebo liecha, teda pristup zalozeny

na dokazoch alebo na zdklade klinickej konzultdcie alebo klinického konzilia.

Takyto klinicky postup ma byt jasne zaznamenany v zdravotnej dokumentdcii pacienta.

Ulinnost’
Tento Standardny postup nadobuda uc¢innost’ 26. oktdbra 2021.

Vladimir Lengvarsky
minister zdravotnictva
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