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mikroskopem- virus SARS-CoV-2 napada
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Role klinickych laboratofi pfi nemoci
COVID-19
(IFCC GUIDE verze duben 2021,

www.cskb.cz)
Diagnostika

Molekularni metody(NAAT) detekce SARS-CoV-2:
PCR (zlaty standard
LAMP, CRISPR( POCT)
Antigenni testy-detekce SARS-CoV-2
(rychlé resp. POCT)

Epidemiologie
stanoveni anti SARS-CoV-2

Sledovani stavu choroby
biochemické a hematologické analyty

COVID-19 a laboratoi-nazorné shrnuti
principu odbéru materialu a metodologie
meéfeni
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Detekce SARS-CoV-2
molekularnimi metodami (PCR)

Amplifikace cilovych gend SARS-CoV-2 s pouzitim validovanych
primert DNA metodami qPCR, RT-PCR (real time PCR)
Pouzivané cilové geny

* E (envelope)

* N (nukleocapsid)

* ORF1la,b

* RdRp

» S-protein (s moznosti odhadu pfitomnosti mutace)

Vysledek detekce SARS-CoV-2 se povazuje za pozitivni, pokud jsou
detekovany aspon dva cilové geny.

Vysledky rutinnich méfeni jsou hodnoceny kvalitativné, tedy jako
negativni - pozitivni - neprakazny

Primery SARS-CoV-2

» Specifickeé kratké jednoretézoveé sekvence DNA bazi
pro PCR metody. Asi 20 sekvenci pro 1 primer

* Pro kazdy gen jsou primery produkovany a validovany
nékterou z referencnich instituci

» Zaklad na trhu dodavanych souprav pochazi z:

CDC USA-N gen

Pasteuruv institut— E gen

Charité Berlin RdRp- E gen-N gen

Japan National N gen-S gen- ORF gen

China National ORF gen-Ngen
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Princip PCR metody

1 molekula DNA E———

/N

1. cyklus PCR: 2 molekuly DNA
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2. CyKlus PCR: 4 molekuly DNA Se—

o0 nykich: 2" molkul DNA
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Prabéh PCR, pojem Ct

RT-PCR amplication cycles

Plateau phase

Linear
phase

Exponential
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Relative Fluorescence

Threshold line
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Vztahy mezi fluorescenci a Ct hodnotami
(mezi Ct a virovou nalozi). Hodnota Ct je
nepfimo umérna poétu amplifikovanych

kopii RNA (virové nalozi).
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intenzita fluorescence
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Pocty cyklu Ct
(cycle of threshold)

» Hodnota Ct je pocet replikacnich cykld,
ktery umozni odliSeni Sumu od
detekCniho fluorometrického signalu

» Pohybuje se u NAAT metod v intervalu
15 az 40

 VVySSi hodnota Ct koresponduje s nizsSi
virovou nalozi vzorku

* Optimalni hodnoty Ct 15 az 35 (37) u
PCR, Ct < 25 u antigenni detekce
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Vzorky, odbér, transport
Odbeér

Do VTM (viral transport medium). Inaktivace vzorku. Stabilita
-2°az 8° C, <72 hod.
Horni cesty dychaci

Vytér z nosohltanu-standardni material pro detekci SARS-CoV-2 metodami
PCR a antigennim testem. Alternativné pro antigenni stanoveni je mozny

vytér z nosu.
Sliny

alternativni neinvazivni material pro PCR (prvni certifikat EUA-FDA v
prosinci 2020) a pro antigenni testy (plan pro rok 2021)

Krev (zilni, kapilarni), sérum, plasma
pro anti-SARS-CoV-2(protilatky)
Dolni cesty dychaci

BAL (bronchoalveolarnilavaz, sputum) pro specialni pfipady a k dosazeni
vyssi citlivosti

Preanalytika, chyby, TAT

PREANALYTIKA

» Podminky transportu a skladovani vzork(

* Inaktivace vzorku

» Zasady bezpecnosti prace (podle WHO)
PFiCiny faleSné negativity

* Vysoka u Ag-testu pfi Ct hodnoté = 25

* Vlysoka u PCR pfi hodnotach Ct > 35 az 37)
* Chybny odbér

» Chybné nacasovani odbéru

» Chyba analytického procesu

PFi€iny faleSné pozitivity

Vzajemna kontaminace vzork(, zejména pfi izolaci RNA a u nizké
automatizace procesu

TAT (Cas odezvy)
Pozadavek TAT < 24 hod u PCR. Do asi 30 min. u Ag-test(
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1zolace RNA u metod PCR

* Pomoci komercnich izolanich testovacich souprav
(napf. Qiagen)

* Odbérem do vhodnych VTM, inaktivujicich vzorek a
umoziujicich pfimou amplifikaci

» Termoinhibici vzorku (56° az 70°C)

Potfeba separatni izolace RNA zvySuje hodnotu TAT a
riziko kontaminace. Pouziti vhodného VTM zkratilo
dobu TAT na prijatelnou hodnotu

RT-PCR. Idealni pracovni
podminky

* PIna automatizace

* Integrace izolace RNA do procesu detekce
SARS-CoV-2

* Certifikat EUA-FDA
» Kontrola kontaminace
» Konektivita analytické a postanalytické faze

» Kapacita vySetfeni na béznych analytickych
systémech je asi 1000 testl / 8 hod.




Rychlé NAAT metody LAMP,
CRISPR
* LAMP- loop mediated isothermal amplification
« Kombinace LAMP s CRISPR-Cas 12

» Fotometricka, vizualni nebo jednoducha
fluorometricka detekce

* Doba stanoveni 15 az 30 minut

« Ur¢eno pro POCT systémy, ale nerozSifeno podle
puvodniho o¢ekavani

Detekce SARS-CoV-2 antigeny

» Zalozena na detekci povrchovych antigentt SARS-CoV-2,
bud S (spike) nebo N (nukleocapsid) imunochemickymi
reakcemi

* Vizualni nebo chemiluminiscenéni detekce fotometrickou
reakci komplexu Ag-Ab (napfiklad koloidnim Au). Doba
detekce 10 az 30 minut

» Snizena senzitivita ve srovnani s PCR
» Senzitivita je silné ovlivnéna hodnotou Ct PCR metod

» Asymptomaticky prubéh COVID-19 poskytuje vyznamné
nizsi senzitivitu (cca 52 %), nez symptomaticky (cca 78
%)

* Idealni je detekce vzorku s Ct < 25, provedena do 3 dni
po nastupu symptomu

* Potfeba externiho hodnoceni kvality (EHK) feSena napf.
u programi CAP USA, RCP QAP AUS, RfB Bonn GE
ale ne dostate¢né v CR!
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Klinicka senzitivita detekce
antigenu - demonstrace dat z
literarnich zdroju

SD-Biosensor <25 97
<33 93
Abbott <25 96
<33 89
Roche <25 67 az 100
25 az 30 50 az 87
Coris All 50

Doporuc¢eni WHO o antigennich
testech k diagnostice COVID-19

» K diagnostice Ize pouzit testl o senzitivité 2 80 % a
specifiCnosti =2 97 %

» Schvalené a doporucené Ag-testy testované dle tohoto
kritéria Ize najit na webech EUA-FDA Antigen SARS-
CoV-2, Paul Ehrlich Institut, Bundesinstitut fdir
Arzneimittel und Medizinprodukte:

https://www.fda.gov
https://www.bfarm.de
https://www.pei.de

» K provadéni testll a odbérl je zapotfebi vyskolenych
pracovniku a potencialné nakazeni maji byt testovani v
intervalu 48 az 72 hodin



https://www.fda.gov/
https://www.bfarm.de/
https://www.pei.de/

Piedbézné doporuéeni IFCC pro POCT
antigenni testy (Kvéten 2021).

» VyZaduje se verifikace preciznosti, senzitivity a
specificnosti pfed zavedenim do pouzivani. K
verifikaci by se mélo pouzit po 50 PCR
negativnich a pozitivnich vzorkad.

» Nedostatek (absence) verifikanich
experimentd je zakladni problém klinickych
laboratofi v CR

Protilatky anti-SARS-CoV-2-shrnuti

» Material k analyze - krev (Zilni, kapilarni),
plasma, sérum

» Imunochemicka detekce IgG, IgM, IgA, jejich
kombinace nebo sumy celkovych protilatek- TAb

* Vazba reagencnich protilatek na povrchoveé
antigeny viru (N-protein nebo S-protein)

* Detekce vizualni (lateralni chromatografie po
reakci s koloidnim Au), nebo ELISA, nebo
chemiluminiscence s pouzitim standardni
instrumentace

* Hodnoceni kvalitativni na ordinalni Skale
negativni — pozitivni

» Kvantitativni hodnoceni
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Anti-SARS-CoV protilatky-souhrn
parametri metod globalnich vyrobcl

Vyrobce Protilatka | Vazebna | Senzitivitapo | PPVINPV (%)
mista 14 dnech (%)
19G N 100

Abbott 94/100
Beckmann 1gG S 99 94/100
BioRad 1gG N 97 92/100
DiaSorin 1gG S 98 87/100
Ortho Total Ab S 100 100/100
Ortho 1gG S 86 100/99
Euroimmun 1gG S 94 93/100
Euroimmun IgA S 100 41/100
Roche Total Ab N 100 96/100
Siemens Total Ab S 100 97/100

Navrh konsenzu kanadské spolec¢nosti klinické chemie ukazuje dobrou shodu u
citlivosti, vysoké NPV a nékolik rozdili u PPV. Dominantni role IgG, resp.

celkového proteinu, Hodnoty PPV/NPYV jsou uvedeny pro prevalenci 5 %.
Orientace metod na N-protein nebo S-protein neptisobi zasadni rozdily .

Doporuc¢eni AACC (Clin Chem 2021): Practical
Recommendations for Implementing and
Interpreting SARS-CoV-2 EUA and LDT
Serologic Testing in Clinical Laboratories

Klinickeé cile stanoveni anti-SARS-CoV-2
* Hodnoceni darct plasmy pro rekonvalescencni lécbu COVID-19
+ Monitoring vakcinace

Validace metod

* Preciznost

+ Senzitivita

+ Specifi¢nost

* Hodnoty PPV a NPV (pozitivni, negativni prediktivni hodnota)

Analyty
* 19G
+ Tab (celkové protilatky)
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Anti-SARS-CoV-2 a stanoveni
neutralizacni kapacity
» Korelace protilatek anti-SARS-CoV-2 k
neutralizaCnim protilatkam Nabs (schopnym

eliminace jeho infek¢nosti viru vazbou na jeho
antigeny

* Nelze pouzit kvalitativnich metod

« Studie jednotlivych metod zjistily hodnoty korelace v
rozmezi asir = 0,5 az 0,85

» Je nutna kvantifikace méreni

+ Jednotky méfeni anti-SARS-CoV-2 nejsou
harmonizované (AU/ml, kAU/I, COIl a dalSi)

* Vysledky vyjadfovat pomérem Signal/cutoff
(vysledek méreni/rozhodovaci mez).

Certifikace

* Molekularni (NAAT) antigenni testy a
sérologické metody, aplikované v
laboratofi i pfi POCT, by mély
disponovat certifikaty Emergency
Authorized Use (EUA) nebo CE-IVD
(Evropska unie).

* Seznam metod s udélenym EUA je k
dispozici na webovych strankach FDA
(Food and Drug Administration) -
https://fda.gov

« Je jich udéleno vice nez tisic

6.9.2021
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Externi hodnoceni kvality - EHK

Poskytovatel EHK Programy EHK

CAP (College of American *+ COV-2 (PCR)
Pathologists) USA * COVAG (Antigeny)

+ COVSAQ (sérologie — IgG, IgM)
QCMD (Quality Control for » CertifikaCni programy
Molecular Diagnostics - Randox) <« Edukacni programy (s pridavkem
UK interferent()
UK NEQAS (United Kingdom * SARS-CoV-2 Antibody
National External Quality * SARS-CoV-2 Molecular
Assessment Schemes) UK
INSTAND DE * Certifikacni programy SARS-CoV-2

(imunologie, antigeny, genom)
« Edukaéni programy SARS-CoV-2 (s
potencialnimiinterferenty)
RfB Bonn (Referenzinstitut fur » CoVimm (Sérologie IgG, IgM)
Bioanalytik) DE » CoVag (detekce antigen()
» CoVpcr (detekce PCR a jeho
variant-mutaci)

EHK- vysledky, poznatky

+ Kontrolni materialy pro molekularni (NAAT) metody,
pfipravované z bunécnych kultur, obsahuji kompletni
genom viru, jsou inaktivované, validované na komutabilitu

 Kontrolni materialy pro sérologii - smési sér pacientl bez
symptomuU a se symptomy COVID-19

« Uspésnost u vzorkd s Ct <34 obvykle 90 az 99 %, u
vzorku s Ct >35 prudce klesa (k asi 60 % i méné).

» Akceptovatelné vysledky u EHK sérologie vykazovala jen
detekce IgG a TAb

* Programy EHK pro kvantitativni hodnoceni metod
SARS-CoV-2 existuji sporadicky (CAP USA, RCPA QAP
AUS, RfB Bonn DE) a nevykazuji uspokojivé vysledky

 Aktualni, ale nevyhnutelny trend EHK je detekce variant
(mutaci) SARS-CoV-2

6.9.2021
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SARS-CoV-2 a metrologicka
navaznost

Referencéni systém, nutny pro
metrologickou navaznost vysledku
mereni by mél byt tvoren

» Referencni metodou méfeni na principu ddPCR (droplet-
digital)

* Certifikovanym referenénim materialem k hodnoceni
pravdivosti méfeni (zatim je dostupny material NIST-

RGTM 10169 (Reseach Grade Test Material ID — NIST —
USA bez znalosti jeho aplikace)

Sledovani tezké formy
COVID-19

« Kompletni krevni obraz (lymfocyty, leukocyty,
trombocyty, eosinofily)

« ABR (krevni plyny, saturace kyslikem, laktat)

» Markery zanétu a sepse (prokalcitonin, CRP,
feritin)

» Metabolické poruchy (kreatinin, albumin, LD, ALT)
» Koagulopatie (D-Dimery)

« Kardialni markery (cTnl nebo cTnT, NT-pro BNP,
BNP)

 Cytokinova boufe - interleukiny (Il-6)

6.9.2021
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Rutinni analyty klinické biochemie a
hematologie u COVID-19

Zmé&na u COVID-19

LD T
ALT
Kreatinin
Albumin
Prokalcitonin
D-Dimery
Feritin

CRP
Lymfocyty

CE DD 5 e

Eosinofily

Trombocyty N%

Zavaznost choroby detekuje

Nékolikanasobné zvySeni

Snizeni az na 16 az 20 g/L
Asi pétinasobné zvySeni
Mnohonasobné zvySeni
Mnohonasobné zvyseni

ZvySeni o 1-2 fady

T zvySeni | snizeni

Rychla detekce mutaci SARS-CoV-2
(PCR-MALDI-TOF). Pristroj
MassARRAY-System (AGENA)

6.9.2021
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Dechoveé testy k detekci
COVID-19

Stav pacientu a populace po
COVID-19

* K sledovani téchto vztahu je publikovano
mnoho literatury, ke které se patrné zaCne
vyjadfovat intenzivné i Ceské pisemnictvi.

 Velmi aktualni se zdaji byt vztahy k
troponinim, natriuretickym peptidim
(srde¢ni choroby), HbA1c, glukoze (diabetes),
zejména z hlediska predikce stavu chorob

« Zde nejde ani tak o stav choroby COVID-19,
ale o stav zavaznych chronickych chorob
pacientl a stav populace po prodélani
COVID-19

6.9.2021
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Na zaver

« Komplexni pfistup cestou ,laboratorni
mediciny” (integrace, digitalizace, konsolidace)
jen u privatnich subjektu (motiv???)...

« Rizeni vefejného prostoru v nesouladu s
regulaci laboratorni Cinnosti - seznamy misto
validaci

« Celkova situace v CR je v souhlase se stavem
komunikace, racionality a urovné sdélovacich
prostfedkt a moralniho stavu spole¢nosti

* Moc se mluvi, malo se posloucha, moc se
piSe, malo publikuje, moc se kfiCi, malo se
diskutuje
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