Moznosti laboratornej diagnostiky ochorenia Covid-19.
Senczitivita, Specificita, pozitivna a negativna prediktivna hodnota diagnostickych
testov - vo vit’ahu k testovaniu na Covid-19.
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Vyber diagnostickych laboratdrnych testov zavisi od Stddia ochorenia, v ktorom sa

infikovana osoba nachadza, teda od sStadia sérokonverzie protildtok. Mozno povedat, ze
rozliSujeme dva druhy testov v zéavislosti od stanovovaného analytu (t.z. predmetu
laboratérneho vysSetrenia). V po€iatoénych Stadiach ochorenia stanovujeme pritomnost
virusu na slizniciach hornych dychacich ciest. V neskorSich Stadiach, v ktorych

predpokladdme tvorbu protilatok, vySetrujeme koncentraciu Specifickych imunoglobulinov
v krvi (sére, plazme) infikovaného jedinca. Spominané dva typy laboratornych vysetreni sa

potom d’alej rozdel'uju podla pouzitej laboratdérnej metody.

Pri vybere vhodnych laboratornych testov sa riadime najmé dvomi (¢asto spominanymi)
Statistickymi veli¢inami, ktoré je vyrobca diagnostik povinny uvadzat’ a to senzitivitou
a Specificitou testov. Obidve veliiny sa vyjadruju spravidla v percentach. Senzitivita
(citlivost’) testu vyjadruje uspesnost, s ktorou test zachyti pritomnost’ stanovovaného
analytu, ¢iZze podiel pozitivne testovanych pacientov zo vSetkych, ktori st skutocne
pozitivni. Priklad: Testujeme 10 skutocne pozitivnych pacientov, u 9 pacientov test
vyjde ako pozitivny, jeden pacient vyjde ako faloSne negativny. Tento test ma
senzitivitu 90%. Cim vys§ia je senzitivita testu, tym vysSia je pravdepodobnost’, Ze
pacient oznadeny tymto testom ako negativny je skutoéne negativny. Specificita testu
vyjadruje UspeSnost’, s ktorou test zachyti nepritomnost’ stanovovaného analytu, CiZe
podiel negativne testovanych pacientov zo vsetkych, ktori st skutocne negativni.
Priklad: Testujeme 10 skutocne negativnych pacientov, u 9 vyjde test ako negativny,
u jedného pacienta falogne pozitivny. Specificita testu je 90%. Cim vyssia je $pecificita
testu, tym vys$ia je pravdepodobnost’, Ze pacient oznaceny tymto testom ako pozitivny
je pozitivny skutoc¢ne. Citlivost’ a Specificita vypoveda o kvalite diagnostického testu.
Pozitivna prediktivna hodnota je pomer skutocne pozitivnych pacientov ku vSetkym
(skuto¢ne aj falo$ne) pozitivnym, t.z. pravdepodobnost’, Ze pacient s pozitivnym testom
ma ochorenie. Negativha prediktivna hodnota je pomer skuto¢ne negativnych
jedincov ku vSetkym (skuto¢ne aj falo$ne) negativnym, t.z. pravdepodobnost’, Ze pacient
s negativnym vysledkom testu nemd ochorenie. Prediktivnha hodnota sa viaze
k prevalencii ochorenia vo vySetrovanej skupine pacientov, jej hodnotu do velkej



miery ovplyviuje indikujuci lekdr. Pozitivna prediktivna hodnota sa zniZuje, ak
vySetrenie nie je indikované cielene, ale pouZiva sa ako skriningové. So znizovanim
pozitivnej prediktivnej hodnoty vySetrenia tizko suvisi narast zbyto¢ne vynalozenych
finan¢nych prostriedkov na laboratorne vySetrenia.

Na stanovenie pritomnosti virusu sa v sucasnosti pouzivaji dva druhy laboratornych
testov a to testovanie metdédou RT-PCR (polymerazova retazova reakcia v redlnom
Case) atzv. antigénové testy (membranové imunochromatické testy srdéznym
sposobom vizualizacie). Obidva laboratorne testy vyZaduju profesionalnu zruénost’
v predanalytickej faze pri stere z nosa a nosohltana. V sucasnosti je uz mozny odber
vzorky kloktanim, testy zo slin prip. hlienu nie su zatial’ rozsirené. Stanovenie SARS-
CoV-2 z bronchoalveolarnej lavaze, ktoré ma svoje opodstatnenie najmi v neskorSom
Stadiu ochorenia, tieZ nie je v sti€asnosti hromadne vyuzivané.

Porovnanie RT-PCR a antigénovych testov

PCR testy (v urCitom Casovom intervale) davaju odpoved na otazku, ¢i bola osoba
nakazend novym koronavirusom. RT-PCR testy pokryvaju dlhsi casovy interval,
ktorého najmé hornti ¢asovu hranicu nie je mozné presne ¢asovo ohranicit’. PCR testy
aj po dlhSom ¢ase prostrednictvom viacnasobnej amplifikacie virusovej RNA dokazu
zachytit' aj jej velmi malé mnozstva, pricom zivy virus je na slizniciach hornych
dychacich ciest prakticky nepritomny po 10 — 14 dnoch. Preto bol aj unas prijaty
konsenzus, podla ktorého je pacient po uplynuti tejto doby povazovany za
neinfekéného.

Antigénové testy nam daju odpoved na otazku, ¢i je osoba infekéna prave teraz,
v tomto momente. Antigénovy test na rozdiel od RT-PCR nezachytava pozitivitu
v prvych diioch od infekcie. NajvhodnejSie pouZitie antigénovych testov je 6 — 10 dni
od infekcie, najvacsiu zachytnost’ majii u symptomatickych pacientov, naopak pomerne
nizku zachytnost’ (a tym padom aj vypovedni hodnotu) maji u asymptomatickych
jedincov.

Velkym prinosom pre porovnatelnost’ RT-PCR s antigénovymi testami a pre korelaciu
testu s klinickym stavom a infekénym potencidlom pacienta je zavedenie klasifikéacie
virusovej naloze, kedy sa udava pocet cyklov (CT — treshold cycle) resp. pocet kopii na
ml. Aj unés uz laboratéria zaviedli klasifikaciu podl'a CT a to nasledovne: CT vysSie
ako 35 znamenajl nizku virusovt naloz, CT od 25 do 35 znacia stredna virusovu néloz
a CT pod 25 znamenaju vysoku virusovu naloz.

Specificita a senzitivita: Pri PCR testoch systematické preskiimanie $tadii
prinieslo senzitivitu 71 — 98 % aSpecificitu 95 % s velkymi rozdielmi medzi
jednotlivymi krajinami. Pri antigénovych testoch Studie uvadzaji u symptomatickych
jedincov senzitivitu 90 %, u asymptomatickych jedincov 50 %. V Case najvyssej
virusovej naloze je zhoda antigénovych testov s RT-PCR az 100%, so znizujicou sa
virusovou zéatazou klesa na cca 30 %.

VzhPadom na vysoku Specificitu antigénovych testov mozno povedat’, Ze v pripade
pozitivneho vysledku je pacient s vysokou pravdepodobnost’ou skuto¢ne pozitivny.



Citlivost’ (senzitivita) antigénovych testov sa vyznamne znizuje Vv zavislosti od
virusovej zataze a klesa v pomerne kratkom ¢asovom rozmedzi od ndkazy. Negativny
antigénovy test ani na druhy deii od jeho realizacie nie je skuto¢nou ,,priepustkou na
slobodu*.

Pokial pretestovanie antigénovymi testami neprebieha v dostato¢ne kratkych ¢asovych
intervaloch (1 — 2-krat za tyzden), infikovany jedinec v prvych diioch méze byt
vyznamnym zdrojom ndkazy pre svoje okolie. Tiez najmid bezpriznakovy jedinec
s nizkou virusovou néalozou a teda negativnym antigénovym testom moze ohrozovat’
osoby vystavené blizkemu a dlhotrvajucemu kontaktu.

Vyhodou antigénového testu je kratka ¢akacia doba na vysledok, ¢o moze v pripade
pozitivneho vysledku a pri dodrzani karanténnych opatreni obmedzit’ ¢as stretdvania sa
s inymi osobami a minimalizovat’ moznost’ prenosu ochorenia.

Pri vybere testov na priame stanovenie antigénu je potrebné zvazit ich benefity
aj nevyhody. Usmernenia, ktoré by vam mohli pomdct, najdete na strankach MZ SR
a SUKL: https://standardnepostupy.sk/ files/200000766-
4be964be9a/Metodika VUC _AZS AG_10122020.pdf a https://www.sukl.sk/hlavna-
stranka/slovenska-verzia/media/tlacove-spravy/typy-testov-pouzivanych-pri-
diagnostike-ochorenia-covid-19?page i1d=5351

Protilatkové testy v diagnostike Covid-19

Protilatkové testy st urCené na stanovenie koncentracie Specifickych protilatok
v triedach IgM, IgA a IgG proti proteinom virusu SARS-CoV-2.
Okrem metody stanovenia je dolezita povaha antigénu. Ako antigény virusu SARS-
CoV-2 st v dostupnych sérologickych testoch najcastejSie pouzivané proteiny:
nukleokapsidovy protein (NP), transmembranovy spike protein (SP) a spike proteinové
podjednotky S1 a S2. Protilatky namierené proti spike proteinu (SP) alebo jeho
podjednotkam (S1, S2) maju pravdepodobne vysSiu neutralizana aktivitu a lepSie
vystihuje stav imunizacie.
Vo vicsine testov sa ako antigénny substrat pouziva prave nukleokapsidovy protein.
Z toho dévodu nie je vicsina dostupnych testov (¢i uz rychlotestov alebo réoznych
laboratérnych testov) vhodna aurcena pre hodnotenie postvakcinacnej
protilatkovej odpovede, ktora pozostava z protilatok proti Spike proteinu.
Stcasna literatira opisuje viac ako 200 imunotestov na vySetrenie koncentracie
protilatok v krvi (sére, plazme) dostupnych po celom svete a poukazuje na velku
variabilitu v citlivosti a Specificite testov v zavislosti od metodiky alebo povahy
antigénov. Metddy, ktoré sa najcastejSie pouzivaju, st:

o Enzymové imunosorbentné testy (ELISA),

o Chemiluminiscen¢né imunotesty (CLIA),

o Fluorescencné testy point-of-care (POCT — protilatkové rychlotesty) a

o Imunochromatické testy s lateralnym prietokom (LFIA - protilatkové

rychlotesty).
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. Variabilita medzi vysledkami réznych diagnostickych suprav je velmi vysoka
a vyzaduje si medzinarodnu Standardizaciu a porovnavacie studie.

. Na zéklade vel'kého mnoZzstva idajov od vyrobcov nie je mozné vo vSeobecnosti
ur¢it’ skutocnu senzitivitu a Specificitu pouzivanych metéd. Podl'a doterajsich
sktisenosti mozno posudit’ vyhody a nevyhody jednotlivych spdsobov stanovenia
koncentracie protilatok:

o ELISA: vyhoda - vysoka citlivost’, kvantitativne stanovenie; nevyhoda - vyssia
cena, dlhsi Cas vySetrenia (dlhSie samotné trvanie ako aj potreba nazbierat’ vacsi
pocet vzoriek - nevyhoda pre ,,malé laboratoria®), nutnost’ drahého pristrojového
vybavenia a personalu na vysokej odbornej urovni.

¢ LFIA: vyhoda - rychlost’ vySetrenia (15 — 30 minut), vySetrenie z kapilarnej krvi,
nie je potrebné Specidlne pristrojové vybavenie a postacuje rychle zaskolenie
persondlu, nizka cena; nevyhoda - kvalitativne stanovenie, nizsia citlivost’.

o POCT: vyhoda - rychlost vySetrenia, postacuje rychle zaskolenie personélu, nizka
cena, minimalne ndklady na pristrojové vybavenie; nevyhoda - kvalitativne
stanovenie, niz§ia citlivost’.

o CLIA: vyhoda - kvantitativne stanovenie, rychlost’ vySetrenia a niz§ia cena (v
porovnani s ELISA); mnevyhoda - potreba drahého pristrojového vybavenia
a persondlu na vysokej odbornej trovni.

o Z hladiska potreby sledovania dynamiky tvorby protilatok st najmenej vhodné
metddy, ktoré umoziuju stanovenie ,,celkovej* koncentracie Specifickych protilatok
bez moznosti rozliSenia jednotlivych tried, hoci tento test do istej miery zniZuje
naklady a skracuje ¢as analyzy.

J Predpoklada sa, Ze detekcia protilatok anti-SARS-CoV-2 bude hrat’ kI'i¢ovu tllohu
pri urCovani vhodnych stratégii pri vyvoji vakcin a terapeutickych zasahov
v ochoreni Covid-19 hlavne z hl'adiska sledovania ich u¢innosti a tiez pri zvladnuti
a kontrole d’alSich ohnisk choroby. Stale v§ak existuji medzery v naSich znalostiach
o roznych sposoboch testovania, ktoré je potrebné doplnit’, aby bolo mozné dat
zmysluplné odporacania na ich pouzitie v roznych podmienkach.

o Komeréne dostupné protilatkové testy nie sit uréené na sledovanie a hodnotenie
postvakcinaénej protilatkovej odpovede.

PS: A nezabudajte! Statistiky sii ako bikiny — naznacia mnohé, ale neukdazu vsetko!
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