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Popri prebiehajucej pandémii virozy COVID-19 s klinicky podobnymi symptémami

(akidtne respiracné ochorenie) a ¢iastoc¢ne aj podobnymi epidemiologickymi charak-

teristikami (kvapdckovo prenasana infekcia, pdvodne antropozoondza Siriaca sa dalej

interhumannym prenosom) zostava chripka jednou z najvicsich vyziev v oblasti verej-

ného zdravia na svete.
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Tzv. ,Spanielska chripka, spdsobend
virusom chripky A (subtypom HIN1)
zo zaciatku 20. storocia s takmer 50 mi-
liénmi odhadovanych obeti na Iudskych
zivotoch zostdva redlnym prikladom
katastrofickej pandémie bez moznosti
efektivnej intervencie zo strany ludstva
v tej dobe. Najvicsia mortalita v nej pos-
tihovala predovsetkym kohorty malych
deti, ale aj seniorov (Taubenberger JK,,
2006). Situicia s celosvetovym $irenim
pandemickych kmernov chripky typu

A sa opakovala aj v dalsich desatrociach
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A Obr. ¢. I: cobas® Liat® System

(chripka azijska, hongkonska, ruska,
vtacia), naposledy v roku 2009 to bola
pandémia tzv. “prasacej chripky® (takis-
to subtyp HIN1) (Fitzgerald DA., 2009).
Podobne ako je to pri vaznom priebehu
COVID-19, obete infekcie pandemicky-
mi kmenmi chripky zomieraji najcas-
tejSie na tazky zdpal pluc sprevadzany
masivnou ,cytokinovou burkou“ ako pri
sepse. Okrem globalneho S$irenia pande-
mickych kmenov virusu typu A, ktoré
sa objavuju sporadicky a bez sezonality,
prebiehaju kazdoro¢ne sezénne epidémie
chripky vyvolavané virusmi oboch typov
A a B. Vznikaju v chladnych mesiacoch
roka a ohrozujui predovsetkym seniorov
a osoby so zniZenou imunitou, pokial
neboli véas zaockované aktualnou vakci-
nou. Aj toto ochorenie médze mat vazny
priebeh. WHO odhaduje, ze kazdy rok
sa globdlne objavi az 1 miliarda pripadov
ochoreni vyvolanych virusmi chripky.
Asi 5 miliénov z nich st zavazné pripady,
ktoré vedu k 290 000 az 650 000 imrtiam
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A Obr. ¢ 2: Odber nazofaryngedlneho
vyteru

suvisiacim s respiraénym postihnutim

v dosledku tazkého priebehu chripky

(WHO, 2019). Nova stratégia, ktoru vy-

vinula WHO pre chripku, plati vo velkej

miere aj pre COVID-19. M4 dva hlavné
ciele:

1. Vybudovat silnejsie kapacity kazdej
krajiny na sledovanie a manazment
choroby, prevenciu, kontrolu a pri-
pravenost. Na dosiahnutie tohto ciela
7iada, aby kazda krajina mala pris-
posobeny chripkovy program, ktory
prispieva k narodnej a globalnej pri-
pravenosti a zdravotnej bezpeénosti.

2. Vyvinut lepsie ndstroje na prevenciu,
odhalovanie, kontrolu a lie¢bu chrip-
ky, ako st uc¢innejsie vakciny, antiviro-
tikd a lie¢bu, s cielom ich spristupne-

nia pre véetky krajiny.

V stlade s touto stratégiou a s potre-
bou rychlej diferencidlnej diagnostiky
pri akdtnych respira¢nych ochoreniach
(ARO) sme s podporou ROCHE a za ak-
tivnej pomoci kolegov z I. internej kliniky
LF UK v Univerzitnej nemocnice v Bra-
tislave, rovnako aj Kliniky infektolégie
a cestovnej mediciny LF UPJS v Univer-
zitnej nemocnici L. Pasteura v Kosiciach
zaviedli ,Point-of-Care testy“ (POCT
alebo ,bedside testy®) na rychly mole-
kularno-geneticky dokaz RNA virusov
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A Obr. ¢ 3: Priprava vzorky na diagnostiku pomocou cobas® Liat® System. 1. nanesenie eludtu
vzorky do sipravy, 2. identifikdcia siipravy so vzorkou, 3. vioZenie diagnostickej siipravy

s nanesenou vzorkou do pristroja

chripky A a B v individualnych vzorkach.
Tieto real time PCR (rt PCR) testy maju
voci vSetkym inym virologickym meto-
dam (kultivacia, priamy dokaz antigénu
vo vyteroch, séroldgia) vysoku analytic-
ku senzitivnost a Specifickost, a v spojeni
s expresnou analyzou ihned po odbere
biologického materialu najvyssiu klinic-

ka plauzibilitu.

Metéda

Diagnostika v ski$obnom rezime pre-
biehala od oktobra 2019 do méja 2020,
¢ize v obvyklom obdobi chripkovej se-
z6ny a pocas pandémie COVID-19.
Ako klinicky material bol pri 89 pa-
cientoch s podozrenim na chripku odo-
braty nazofaryngealny vyter (obr. ¢. 2),
ktory bol vlozeny do univerzalneho
transportného média a bezprostredne
analyzovany bez potreby transportu
a skladovania. Povodcovia chripky su
obalené RNA virusy, ktoré su v§eobecne
citlivé na vonkajsie faktory prostredia,
preto bezprostredna analyza materidlu
po odbere zvySuje vyznamne moznost
pozitivnej detekcie ich genetického
materidlu. Detekcia virusu chripky vo
vzorke prebiehala pomocou suprav co-
bas® Influenza A/B Assay na pristroji

cobas® Liat® System. Supravy umoznu-
ju dokaz pritomnosti virusu chripky
vo vzorke pomocou multiplex rt PCR
prostrednictvom reverznej transkripcie
virusovej RNA do komplementarnej
DNA a jej naslednej amplifikacie s che-
miluminiscen¢nou detekciou produktu.
Pristroj je maly, kompaktny, plnoau-
tomatizovany a umoZnuje nendrocnu
obsluhu (obr. ¢. 3) (identifikdcia ob-
sluzného pracovnika a vzorky, nanese-
nie eluatu vzorky do supravy, vloZenie
a identifikdcia diagnostickej supravy
s nanesenou vzorkou do pristroja, stia-
hnutie alebo odoslanie vysledku do la-
boratérneho informaéného systému),
expresny proces analyzy (20 minut)
a presny vysledok (obr. ¢. 4). Nie je ur-

ceny na sériové vySetrenia.

A Obr. ¢. 4: Vyhodnotenie testu
pomocou cobas® Liat® System (chripka A
nedetegovand, chripka B pozitivna)
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Subor pacientov

VySetrenie bolo indikované a vykonané
na zéklade symptomov ARO pri vyset-
reni v prijimacej ambulancii I. internej
kliniky LF UK v Univerzitnej nemocnice
v Bratislave. Jednalo sa vo vac¢$ine pripa-
dov o osoby vo vy$$om veku. Subezne
prebiehalo vySetrovanie pacientov s ARO
na Klinike infektoldgie a cestovnej medi-
ciny LF UPJS v Univerzitnej nemocnici

L. Pasteura v KoSiciach.

Vysledky

V UN v Bratislave bola chripka typu
A diagnostikovana u 9 (13 %) pacien-
tov, chripka typu B u 7 (10 %). Zvysnych
53 (77 %) vzoriek bolo negativnych. Vi¢-
$ina testovanych boli muzi, a to 42 (61 %).
Z toho pozitivnych bolo 11 (6 - typ A,
5 typ B). Z 27 (39 %) testovanych Zzien
bolo pozitivnych 5 (3 - typ A, 2 - typ B).
Priemerny vek pacientov, u ktorych bola
diagnostikovana chripka A/B, bol 60 ro-

kov.

V UNLP v Kosiciach bolo realizovanych
20 vysetreni, u troch pacientov bola po-
tvrdena chripka (15 %), z toho chripka
typu A bola potvrdend u dvoch muzov
(10 %) (78 a 48 rokov) a chripka typu B
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bola zachytena u jednej Zeny (31 rokov).
Vysledky boli konfirmované aj z NRC pre
chripku. Do NRC pre chripku bol odo-
slany celkovo materidl od 10 pacientov,
pri¢om vsetky vysledky korelovali s nasi-
mi vysledkami - 7 negativnych, 2x chrip-
ka A a 1x chripka B.

3x sa nepodarilo analyzovat vzorku, av-
$ak u jedného pacienta bolo pouzité iné
transportné médium, ako je odporucané.
Podiel diagnostikovanych a potvrdenych
pacientov z oboch pracovisk je znazorne-

ny na obr. ¢. 5.

Diskusia

POCT je definované ako klinické diag-
nostické testovanie na mieste starostli-
vosti alebo v jeho blizkosti - to znamend
v Case a mieste bezprostrednej starostli-
vosti o pacienta (ambulancie, nemocnic-
né oddelenia a pod.) (Liptdkova A. et al.,
2019). Rychle POCT molekularno-ge-
netické (MG) testy zalozené na dokaze
$pecifického useku RNA virusov chripky,
ako aj ich paralelné druhové odliSenie
uz do 20 minut po odobrati vzorky od
pacienta predstavuju velmi vyznamny
pokrok v klinickej virologickej diagnosti-
ke. POCT testovanie je idealne pre triaz
pacientov pocas epidémie, za ucelom
zacat pripadnu raciondlnu liecbu takmer
ihned po prijati a/alebo moznost vykonat
preventivne protiepidemické opatrenia
bezprostredne po prvotnom vysetreni
pacienta podobne, ako sme tomu v tych-
to dnioch svedkami pri boji s pandémiou
COVID-19. Navyse, v pripade dokazanej
pritomnosti virusu chripky v odobra-
tom klinickom materidli pomocou MG
POCT je mozné odoslat rovnaku vzor-
ku vyteru nosa a/alebo hrdla na izolaciu
virusu v ramci racionalnej a komplexnej
diagnostiky v laboratériu Nérodného
referenéného centra (NRC) pre chrip-
ku tak, ako to odporu¢a WHO vo svojej

B chripka A

chripka B [l negativne

nediagnostikované

A Obr. ¢ 5: Podiel diagnostikovanych pacientov s podozrenim na chripku z UN Bratislava

a UNLP v Kosiciach



aktudlnej stratégii. Tieto nasledné kom-
plexné vySetrenia st sucastou plnenia
epidemiologického sledovania za ucelom
typizacie sezonnych, resp. odliSenia pri-
padnych pandemickych kmenov (izolacia
virusu na bunkovych kultdrach, identifi-
kacia virusovych izolatov hemaglutina¢-
no-inhibi¢nym testom, molekuldrno-
biologické metddy a pod.). Diagnostika
v NRC je vykondvand primarne v ramci
sledovania, nie pre klinickt diagnostiku,
a zahrfna aj vySetrenia z odberov inych
vzoriek na komplementarne analyzy,
napr. vySetrenia krvi (séra) na pritomnost
$pecifickych protilatok (ELISA, komple-
ment-fixa¢na reakcia) (UVZ SR, 2020).
V tomto pripade sa v odobranej vzorke
vySetruju protilatky proti viacerym res-
piraénym patogénom vratane chripky.
Pri chripke ide v$ak o viac-menej retros-
pektivne, ale nie klinické vySetrenie, na-
kolko ako pozitivny nalez sa hodnoti len
vyznamny (signifikantny) narast hladiny
protilatok v druhej vzorke séra odobrate;j
v odstupe niekolko dni, resp. az do dvoch
tyzdnov. Hladina protilatok stanovena
iba v prvej vzorke teda nie je dokazom

aktualne prebiehajicej infekcie chripky.
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Bazalna hladina antivirusovych protila-
tok stanovend v prvej vzorke mdze byt
len rezidudlna po prekonani predchadza-
jucich infekcii chripky, alebo po predcha-
dzajucich oc¢kovaniach proti chripke. Pre
pacienta a rovnako aj lekara nepredstavu-
je bezprostredny prinos pri diagnostike
a lie¢be ARO, ani signifikantny ndrast
hladiny S$pecifickych protilatok. Vzhla-
dom na potrebu ¢asového odstupu medzi
oboma odbermi krvi a charakteristicky
priebeh chripky ako akitneho ochorenia
je vysledok pre klinické vyuzitie k dispo-
zicii oneskorene, na rozdiel od priameho
rychleho testu, akym je nami zvolené MG
vyS$etrenie vzorky z nosohltanu, resp. al-

ternativne dokaz antigénu v nom.

Hoci diagnosticka senzitivnost testovania
v nasom subore 89 pacientov bola ovplyv-
nend nastupom pandémie COVID-19
(povinné nosenie rugka a iné protiepi-
demické opatrenia ovplyvnili zdsadne aj
$irenie virusov chripky a inych respirac-
nych patogénov), adherenciou zdravot-
nickeho persondlu k vySetreniu (napr.
rozdielny vztah lekirov k vyuzivaniu

automatu na POCT) a stbor pacientov

bol relativne maly, vysledky boli pozoru-
hodné - a7 22 % analyzovanych vzoriek
(celkovo 19) bolo pozitivnych. Zaroven
zaujimavy bol aj vysoky podiel diagnos-
tikovanych kmenov virusu chripky B
voli typu A (8/11). Pre porovnanie — pri
izolatoch, ktoré diagnostikovali urady ve-
rejného zdravotnictva v SR za chripkovd
sezonu 2018 - 2019, bol pomer 3/254.

Zaver

Zavedenie MG POCT diagnostiky vi-
rusov chripky A a B bolo jednoznac¢ne
velkym prinosom v ramci klinickej diag-
nostiky ARO na oboch nasich pracovis-
kach a bolo vdaka zvolenej platforme aj
relativne jednoduché, rychle a spolahlivé.
Zaroven sa tym zabezpecilo naplnenie
prijatej globalnej stratégie WHO u nas.
Velmi zaujimava sa ndm javi perspek-
tivna moznost paralelného vySetrovania
vzoriek od pacientov s ARO na chripku
A/B a SARS-CoV 2 na nami odskusanej
platforme cobas® Liat® System v nasledu-
jucej chripkovej sezéne 2020 — 2021 tak,
ako to avizuje ROCHE.
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