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Jakou cestou laboratorné konfirmovat akutni COVID-19

* Primy priikaz
detekce nukleové kyseliny
detekce antigenu
detekce virionl (kultivace)

* NepfFimy prilikaz
detekce protilatek IgM, IgA, 1gG

- diagnostika postcovidovych komplikaci
- stanoveni prozité infekce pfi nalezu slabé pozitivity PCR
- stanoveni protilatek po onemocnéni, po ockovani

- vybér darcd konvalescentni plazmy
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Lee et al. Front Immunol. 2020.



Antigen a PCR: praktické aspekty

Antigen PCR

v rezimu POC (point-of-care) 1. Extrakce virové RNA v rezimu POC




Antigen a PCR: aspekt citlivosti testu

Historicka zkusenost s detekci antigenu u chripky:

Table 2. Overall and Subgroup Analyses of Pooled Rapid Test Accuracy Estimates for Influenza A and B, by Index Test Type*

Index Test Type Influenza A Influenza B
Pooled Pooled Pooled Pooled
Sensitivity (95% Crl), Specificity (95% Crl), Sensitivity (95% Crl), Specificity (95% Crl),
% % % %
Owverall
Traditional RIDTs (24 influenza A studies; 54.4 (48.9 to 59.8) 294 (991 10.99.7] 53.2{41.7 to 64.4) 9.8 (99.7 t0 99.9)
30 influenza B studies)
DIAs (18 influenza A studies; 17 influenza 80.0 (73.4 to B85.6) 98.3(97.4t098.9) 76.8(654 10 85.4) Q8.7 (97.5t0 99.4)
B studies)
Rapid NAATs (12 influenza A studies; 91.6 (B4.9 to 95.9) 992 (98.61t0 99.7) 95.4 (87310 98.7) 99.4(98.9 to 99.8)

12 influenza B studies)
RIDT ... rapid influenza diagnotic test

DIA .... digital immunoassay
NAAT ... nucleic acid amplification test

1. projaky ucel jsou testy pouzivany

2. jaky klinicky material a jak odebran (preanalyticka ¢ast)
3. jaky konkrétni test kterého vyrobce (analyticka ¢ast)

Merckx et al. Annals of Int Medicine. 2017.



1. Pro jaky ucel jsou testy pouzivany

kdy provést v dobé priznak v inkubacni dobé veétSinou opakované v definovanych
intervalech, ale i jednorazove

u koho priznaky onemocnéni ¢ kontakty s nemocnym COVID-19 < jedinec prijiman k hospitalizaci
COVID-19 * navrat z epidemiologicky * zameéstnanec v zafizenich socialnich sluzeb,
rizikové oblasti LDN apod., klient

e zameéstnanec v kritické infrastrukture statu

PCR ano ano ano (kazdych 7 az 14 dni)

antigen ano ne ne ? ano ? (kazdé 2 dny, 3 dny, kazdych 5 dni ?)

Ndrodni strategie testovdni. 2020.



dUvod diagnosticky
I

Pocet jedincu 591
- symptomatickych 290
- asymptomatickych 301

Odebirany material vytér z nosohltanu

PCR
pozitivni negativni
Antigen pozitivni 124 0 124
negativni 44 122 166
168 122 290
Senzitivita 73,8 % (95% Cl 66,7 - 79,9 %)

Viastni data. FN Motol 2020.



dUvod preventivni (a epidemiologicky)

Pocet jedincu 496
- symptomatickych 0
- asymptomatickych 496

Odebirany material vytér z nosohltanu (PCR) a vytér z nosu (antigen)

PCR
pozitivni negativni
Antigen pozitivni 41 0 41
negativni 52 403 455
93 403 496
Senzitivita 44,1 % (95% Cl 33,8 - 54,8 %)

Viastni data. FN Motol 2021.



Den O
Den 2

antigen
PCR + + - - Senzitivita
pozitivni - ) + -
72 26 6 11 29 59,7 %

--> opakovanim antigenniho testu se zvysuje jeho citlivost

O MNegative test
@ Positive test

Viral Load

~-0---0~---0-~--0~ N Low analytic sensitivity

T o ooy T ey~ High analytic sensitivity (PCR)

Postinfectious ) ' Time
Positive by PCR

Mina et al. NEJM. 2020.

Viastni data. FN Motol 2021.



antigen
Den 0 PCRsilné + + - - Senzitivita
Den 2 pozitivni + i + i
40 26 6 6 2 95 %
PCR slabé
pozitivni
32 0 0 5 27 15,6 %

-->vzorky PCR "silné pozitivni" jsou z 95 % pozitivni i antigennim testem
do dvou dni od provedeni PCR

--> slabou pozitivitu PCR nelze automaticky povazovat za
prehnanou citlivost metody a za klinicky bezvyznamny nalez

Vlastni data. FN Motol 2021.



Silna ¢i slaba pozitivita PCR (hodnota Ct) a infekCnost

Amplification Curves Ct

virova naloz | antigenni test infekénost pacienta

J (kopie/mL)

- 37 103 negativni nepravdépodobna
é i 33 104 negativni méné pravdépodobna
i 30 10° negativni (vétsinou)  pravdépodobna

26 10° negativni / pozitivni  ano

i 22 107 pozitivni ano

13354 887 8 81011121314151617 15192021 22 232435 2627 35 3930 31 3233 34353637 38 3340 414243434545 47454850 18 108 poz'tlvnl’ ano

Hodnota Ct = cyklus PCR, kdy zac¢ina nar(stat PCR signal
&im je Ct hodnota niZsi, tim vice je detekovaného agens G. Greub, Lausanne. Webindf ESCMID 2021

ve vzorku
--> mezi hodnotami Ct 30 az 35 lezi hranice infekénosti jedince
(infekénost urcend k momentu provedeni vysetreni)

--> pozitivita antigenniho testu znaci velkou virovou naloz
a infekénost pacienta, ale jeho negativita ji Uplné nevylucuje



Jeste poznamka ke slabé pozitivitée PCR

vysoké hodnoty Ct na obou stranach
krivky dynamiky virové naloze

Prah detekce antigenniho testu

Prah detekce PCR




Jeste poznamka ke slabé pozitivitée PCR

--> pacient neinfek¢ni, tj. je mozné byt bez obay,
pokud lze vyloudit, Ze se pacient nenachazi v uvodni
fazi infekce a Ze se nejedna o pacienta vimunosupresi

vysoké hodnoty Ct "vpravo"

Prah detekce PCR

----E-“---------------------------- -—— - -

21 pacientt
) median ¢asového intervalu od zacatku priznaka:
do negativity kultivace 7 dni
do negativity PCR 34 dni

CORRESPONDENCE

Duration of Culturable SARS-CoV-2
in Hospitalized Patients with Covid-19

Kim et al. 2021

CORRESPONDENCH 20 paC|entC|
|§‘ ¢asovy interval od za¢atku priznaka:
==  do negativity kultivace az 61 dni
Shedding of Viable SARS-CoV-2 after Immunosuppressive g y

Therapy for Cancer dO negathlty PCR ai 78 dnll
Aydillo et al. 2020




2. Jaky klinicky material a jak odebran

* Horni cesty dychaci * Vytér z nosohltanu

Vytér z orofaryngu

Vytér z nosu

orofaryngealni vyplach (kloktani)

The NP is back. notup.

Higgins. JAMA Otolaryngology. 2020.

* Dutina ustni Sliny (plivani, slintani, houbicky)




Priklad srovnavaci studie: antigen z nosu

@ EUROPEAN RESPIRATORY journal

FLAGSHIP SCIENTIFIC JOURNAL OF ERS

Early View

Research letter

Head-to-head comparison of SARS-CoV-2
antigen-detecting rapid test with self-collected
anterior nasal swab versus professional-collected
nasopharyngeal swab

287 pacientl (s trvanim ptiznakd v primeéru 4,4 dni) = diagnostické testovani
a) vytér z nosu - samoodbér
b) vytér z nosohltanu zdravotnickym personalem

39 pozitivnich metodou PCR
a) 29 antigen pozitivnich vytérem z nosu (citlivost 74 %)
b) 31 antigen pozitivnich vytérem z nosohltanu (citlivost 80 %)



Priklad srovnavaci studie: antigen ze slin o

Performance of the Panbio COVID-19 antigen

1D YIINE [m5G; December 13, 2020-17:4] Overall TP
- NP sample 76
Contents lists available at ScienceDirect
MNasal sample 55
Journal of Infection Saliva sample 28
Jjournal homepage: www.elsevier.com/locatefjinf 35:3 -|—SEI. 1\-'3 bLl
‘ MNasal sample
Letter to the Editor _
Symptomatic 51
Evaluation of the rapid antigen test Panbio COVID-19 in saliva '[t = 2 ':-In 43
and nasal swabs in a population-based point-of-care stud
. ! ’ Ct = 30 48
Cr < 356 51
Asymptomatic 8
659 pacientu Ct < 25 ]
e 265 asymptomatickych Ct <30 8
* 394 s priznaky (median 3 dny) Ct =35 8
Saliva sample
a) antigen z nosohltanu Symplomatic 23
b) antigen z nosu Sk £y -
ti i Ct =30 25
c) antigen ze slin Ct = 35 o5
d) PCR z nosohltanu Asymptomatic 3

£r < 25 3
PCR pozitivita u 132 pacientt Ct <30 3
Ct <135 3



Metadata: PCR ze slin

Figure 3. Primary Meta-analysis Results for the Detection of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 in Saliva Samples

Source

Test finding, No.

TP FP FN TN

Sensitivity
(95% Crl), %

Akgun et atl4
Becker et alls
Byrne et al6
Caulley et al#2
Cheuk et al?>
Iwasaki et al26
Hanson et al?3
Kojima et all’
Landry et al2”
McCormick-Baw et al?®
Milker et al?1
Pasomsub et al?
Ten et all®
Wogels et ald
Williams et al28
Yokata et al20
Pooled

--> PCR ze slin ma pfijatelnou citlivost; stava se alternativou k PCR z nosohltanu (u déti)

30 5 25 38
11 2 100 62
12 0 2 96

34 14 22 1869
14 37 18 70

8 1 1 66
5 6 5 268
20 6 3 16
28 2 5 a9
47 1 2 105
33 1 1 56
16 2 3 179

139 70 11 116
32 3 2 30
33 1 6 44
42 6 4 1872
664 157 120 49381

60.6 (46.3-77.0)
65.4 (44.3-80.8)
£2.2 (64.8-95.5)
79.5(56.8-95.8)
84.5(72.4-92.0)
83.8(65.8-96.1)
£7.3(74.1-96.5)
84.6(69.9-95.0)
218 (66.8-33.9)
26.0(71.1-96.0)
86.7(72.1-96.6)
23.2 (66.1-96.0)
£9.4(77.1-96.3)
86.4(72.1-96.1)
79.9(65.0-91.6)
85.0(71.0-96.6)
83.2(74.7-91.4)

25 50 75
Sensitivity (95% Crl), %

100

Specificity

(952 Crl), %
08.8 (95.4-99.9)
99.0(96.5-99.9)
99.3 (98.0-99.9)
09.3 (98.3-99.9)
99.1(97.3-99.9)
99,2 (97.5-99.9)
99.2 (97.7-99.9)
99.1(97.2-99.9)
09.2 (97.6-99.9)
99.2 (97.8-99.9)
50,2 (97.6-99.9)
099.2 (97.8-99.9)
99.1(97.1-99.9)
99.1 (97.2-99.9)
99.1 (97.5-99.9)
50,2 (98.2-99.8)
99.2 (98.2-99.8)

85

90 85
Specificity (95% Crl}, %

Butler-Laporte et al. JAMA. 2021.
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3. Jaky konkrétni test ktereho vyrobce

Srovnani detekéniho limitu POC antigennich testl

Test Pfistrojovy limit detekce
[ng]

Ecotest

SD Biosensor

1
Abbott
Lepu

Humasis 2,5
TestSealabs 2,5
Safecare 10

UOCHB #
I0CB PRAGUE
s laskavym svolenim autor:

Sedlak F., Blazkova K., Sacha P.



3. Jaky konkrétni test ktereho vyrobce

Srovnani detekéniho limitu POC antigennich testl Kalibra¢ni fada pfistrojové pozitivnich testu
Test PFistrojovy limit detekce
[ng]
10 5 25 1 .5 .25
footest | 0425 | | | T 1
SD Biosensor 1 F —
Lepu — | |
Humasis 2,5 ——
TestSealabs 2,5 E & &
Safecare 10 UZivatelé odecetli pozitivitu jen

ke vzorku "2,5"
UOCHB #
I0CB PRAGUE
s laskavym svolenim autor:

Sedlak F., Blazkova K., Sacha P.



/averem

» Senzitivita metod primé detekce v poradi: PCR >>> antigenni test
* pozitivni antigenni test znamena infekénost pacienta, ale negativita ji nevylucuje
e vyuziti antigenniho testu v situacich:

- pacient s priznaky onemocnéni, kdyz PCR dg. neni k dispozici (citlivost kolem 70 - 80 %)

- kontrola infekénosti jedince pro dany moment (citlivost kolem 75 %)

- preventivni testovani (citlivost jen kolem 40 - 45 %) --> vyZaduje frekventni opakovani

» peclivé zvaZovat ucel pouziti testu

e zasadni jsou vérohodné klinické validacni studie, a to na konkrétni typ vysetfovaného materialu a
konkrétni typ testu



