Doba infekénosti jedinct infikovanych virem SARS-CoV-2 v SirSim kontextu
NRL pro chfipku a nechfipkovd virovd respiraéni onemocnéni CEM SZU

Inkubacni doba a maximalni ,virova naloz”

V prvé fadé je nutné se zamyslet nad terminem virova naloz ve vztahu k SARS-CoV-2 a pfiznat si fakt,
Ze nelze exaktné stanovit miru virové ndloze vyjadrenou poctem virovych partikuli na objemovou
jednotku: hladinu virové naloze:

1. Vstupni klinicky material je nekvantifikovatelny, at se jedna o stéry z hornich cest dychacich
(HCD), sliny nebo materidly z dolnich cest dychacich (DCD), naptiklad endotrachedlni stér,
endotrachealni aspiradt, bronchoalveolarni lavaz (BAL). Jedinym kvantifikovatelnym
materidlem je krev pfipadné moc.

2. Pfi prikazu RNA SARS-CoV-2 neumime odlisit genomovou RNA od subgenomovych RNA
(virovych mRNA), které jsou soucasti proteosyntetického aparatu. Je ziejmé, Ze mnoistvi
subgenomovych RNA je vyrazné vyssi u strukturalnich proteint oproti nestrukturalnim a muze
zaviset na virovém cyklu a fazi onemocnéni. V PCR reakci tedy stanovujeme pouze pocet kopii
daného cilového uUseku celkového poolu virové RNA. LAMP testy a nested PCR nelze pouzit
k vyjadreni kvantity (40).

Median inkubacni doby €ini 4 az 5 dnQi, s mezikvartilovym rozsahem 2 az 7 dn( (1,2), pfi¢emz u 98 %
osob dochazi k rozvoji klinickych symptom@ béhem 12 dn( (3). Virova RNA je detekovatelna jiz 2 az 3
dny pred nastupem klinickych symptoma, maximalni je prvni den pfiznak( a po 7 — 8 dnech dochazi u
vétsiny pacientl k poklesu (4-8). Schopnost asymptomatickych a presymptomatickych osob Sifit virus
je dokumentovana pomérné dikladné (9 — 13). Dle dostupnych informaci je dynamika sifeni (pfenosu)
viru podobna jako u chripky, ktera je také nejsdilnéjsi pred nastupem onemocnéni a s prvnimi dny
onemocnéni (14 — 16).

Doba pretrvavani PCR pozitivity

Pozitivita miZe pretrvavat tydny az mésice (17 — 22), a v rdmci této doby mUze kolisat mezi polohami
negativni/pozitivni, a to i v jedné laboratofi (NRL nélez), stejné tak je mozné prokazat PCR pozitivitu i
pll roku od odeznéni onemocnéni (1x NRL nélez). Obecné se Ize domnivat, Ze osoby, které prodélaly
tak muize dochéazet k dlouhodobé PCR pozitivité i u pacientl s mirnym az asymptomatickym pribéhem
(NRL nalezy, 6, 8, 23-28). Zda se, Ze PCR pozitivita pretrvava déle v DCD v porovnani s HCD, stejné tak
je delsi ve vzorcich stolice (26, 29 — 32). Navic, i po dvou negativnich testech, |ze po ¢ase opét prokazat
pozitivitu, aniz by doslo k opétovnému nastupu priznak( (1x NRL ndlez, 33, 34).

Stanoveni infekénosti pacienta na zakladé stanoveni viability, tedy schopnosti laboratore izolovat virus
v bunééné kulture

Pfes ojedinélé nalezy celovirionovych partikuli v elektronmikroskopickém vysetfeni u nékterych
pretrvavajicich PCR pozitivit (NRL nalez) je zjiSténo, Ze fragmenty subgenomovych vRNA jsou asociovaé
s vnitrobunéénymi vesikulami které tyto vRNA ddle chrani pred degradaci (41). Toto lze dolozit
zjisténim NRL, Ze ani u pacient(l s pfetrvavajici pozitivitou s Ct hodnotami, které u vzorkld odebranych
v rané fazi infekce umoznuji celogenomovou sekvenaci (WGS), nebylo mozno pfipravit dostatecné
kvalitni DNA umoznujici WGS. Schopnost SARS-CoV-2 replikovat se v kultivovanych burikach (test
viability) je zdanlivé vhodnym modelem infekénosti. Ve studii na kieccich korelovala transmisivita
SARS-CoV-2 s detekci infekéniho viru kultivaci, ale nikoli pouze s pozitivitou RT-PCR [42].
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Test viability vSak nelze dat do jednoznacné souvislosti s transmisibilitou (infekénosti), ani v pfipadé,
Ze virus nelze vyizolovat nelze transmisibilitu vyloucit. U nizkych koncentraci viru je pomérné obvyklé,
Ze se jej nedafi vyizolovat (vykultivovat). Rostouci mnozstvi dikazt vsak naznacuje, Ze doba od
nastupu pfiznaku a hodnoty Ct Ize dat do pfimé souvislosti s infekénosti. Stoji za zminku, Ze izolace
SARS-CoV-2, ani dalSich respiracnich virli, se v béZzné praxi nepouziva, u SARS-CoV-2 navic s nutnosti
provadéni v laboratofich BSL3, tedy za splnéni standard( biologické bezpecnosti (65).

Tabulka 1.

Prehled studii zabyvajicich se stanovenim infekénosti na zakladé testl PCR v souvislosti se ,,secondary
infectious rate” nebo pomoci viability SARS-CoV-2

Studie (zemé) Populace Zjisténi

Wolfel et al. [6] | 9 pacientl stfedniho véku | e Maximalni pocet kopii vVRNA 5 dnli od nastupu
(Némecko) S mirnym respiraénim | ptiznaka
onemocnénim

¢ Nemoznost vyizolovat virus na bunécéné kulture
od 8. dne od nastupu klinickych pfiznakd bez
ohledu na Ct (tedy tzv. vysokou virovou naloz,
potvrzuje i nalez NRL — 2x)

¢ Neschopnost izolace viru ze stolice bez ohledu
na Ct (tedy i u nizkych Ct — tzv. vysoka virova

naloz)
U.S. CDC [43] | Blize nespecifikovany | e NemoZnost vyizolovat virus na bunécné kulture
(U.S.) pocet, prafez  celym | od 9. dne od nastupu klinickych pfiznakd

vékovym spektrem,

asymptomaticti pacientiaZz | e Nemoznost ziskat rostouci virovou kulturu pro
pacienti s velmi téZkym | Ct>33-35

prabéhem
eU pacientq, ktefi maji po klinickém onemocnéni
detekovatelnou RNA ve vzorcich hornich cest
dychacich, se koncentrace obvykle pohybuji v
rozmezi, ve kterém nelze spolehlivé izolovat virus
schopny replikace (napf. Ct >30 plati u NRL pfi
pridani trypsinu ke kultufe, kolisa v rdznych
laboratotich
Young et al. | 100 hospitalizovanych | ¢ NemoZnost ziskat rostouci virovou kulturu pro
[44] Singapur pacientd (20 se | Ct>30
suplementaci kyslikem, 12
na UPV — umélé plicni | e 90 % viech vzorki odebranych po 14 dnech od
ventilaci) nastupu klinickych p¥iznak mélo Ct >30
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Studie (zemé) Populace Zjisténi
La Scola et al. | 183 PCR-pozitivnich | e PCR pozitivni az 20 dnl od nastupu pfiznakd,
[45] (Francie) vzorkl (174 x NSP - | nemoiZnost ziskat rostouci virovou kulturu po

nasopharynegadlni stér, 9 x
sputum) odebranych 155
pacientim (zdvaznost
onemocnéni neuvedena)

8 dnech od nastupu priznaki

e VSechny vzorky s hodnotami CT 13-17 byly
viabilni (NRL ndlez: vzorek s Ct 18 (NSP) po 3
tydnech od nastupu klinickych pfiznak( po dvou
pasazich 2 x 7 dn( neviabilni)

¢ Nemoznost ziskat rostouci virovou kulturu pro
Ct >34

Million et al.
[46] (Francie)

11 hospitalizovanych PCR-
pozitivnich pacientli, po
dobu 10 dnl kazdy den
odebran vzorek uréeny pro
izolaci na bunécné kulture

¢ Nemoznost ziskat rostouci virovou kulturu po
10. dnu od néastupu priznakd

Bullard et al.
[47] (Kanada)

90 PCR- pozitivnich NSP
nebo endotrachedlnich
aspiratll odebiranych po
dobu 21 od ndstupu
pfiznakd (neuveden pocet
pacientd a  zavainost
onemocnéni)

¢ Nemoznost ziskat rostouci virovou kulturu po 8.
dni od nastupu pfiznakl nebo u hodnot Ct >24

¢ Kazdé zvyseni hodnoty Ct o 1 korelovalo s
32% poklesem pravdépodobnosti ziskat viabilni
virus

Liu et al. [25]
(Taiwan)

1 PCR-pozitivni pacient
s mirnym akutnim
respiracnim infektem
(ARI)

e PCR pozitivita po dobu 63 dnli od nastupu
pfiznakli, nemoZnost ziskat rostouci virovou
kulturu po 18. dnu od néstupu pfiznakd

van Kampen et

690 HCD a DCD vzork( od

e Median ziskani viabilniho viru 8 dnlu od

al. [48] | 129 hospitalizovanych | nastupu pfiznakd (IQR 5-11 dn(, nejdéle 20 dn()
(Nizozemi) pacientd a tézkym az
kritickym pribéhem, | e Pravdépodobnost ziskani viabilniho viru klesla
vietné 30 | na 5 % po 15 dnech od nastupu p¥iznakl, PCR
imunosuprimovanych pozitivita pretrvavala i poté
pacientu
Lu et al. [50] | 87 hospitalizovanych s | e U nikoho nebyl ziskan viabilni virus ani WGS
(Cina) Covid-19, propusténych

po Uzdravé a s dvéma po
sobé jdoucimi negativnimi
PCR testy
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Studie (zemé) Populace Zjisténi

Korejské CDC | 285 pacientll po Uzdravé z | e Nebyl ziskan viabilni virus

[51] (Jizni | Covid-19, po ,zpozitivnéni
Korea) PCR testy” (prdmérné v | eU témér 90 % pacientd Ct >30
odstupu 45 dnG od
nastupu piznakd e 0% prenos na 790 kontakt(i béhem zpozitivnéni

PCR

Zavérem, CDC uvadi, Ze nebyl ziskan viabilni virus z moci nebo stolice, coz naznacuje, Ze tyto zdroje
predstavuji minimalni riziko pfenosu, zejména pfi zachovani béiného hygienického standardu
hygiené rukou. U jednoho pacienta byl v3ak ziskan infekéni virus ze stolice (52). Epidemiologicka data
a transmisibilita

Korelace mezi viabilitou a ,transmission rate” dala do souvislosti studie z Taiwanu. U 100 pacient(
s potvrzenym onemocnénim COVID-19 a s prokazanymi kontakty byl stanoven ,secondary clinical
attack rate” v zavislosti na poctli dnli od nastupu klinickych priznakd (49). U 2761 tésnych kontaktd byl
,secondary attack rate“:

e 0.7%, u 1818 pacientd, ktefi méli tésny kontakt v prvych 5 dnech od nastupu ptiznak
e 0% u 852 pacientq, ktefi méli tésny kontakt po =6 dnech od nastupu priznaku

Kolisava PCR pozitivita/negativita po Uzdravé

V Guandongu bylo sledovano 619 pacientli po Uzdravé po prokazané PCR negativité. Pacienti byli
izolovani tyden v hotelu (7. aZz 14. den od prokazané PCR negativity) a kazdy den jim byly odebrany
vzorky HCD a stolice. 87 (14 %) z nich bylo pozitivnich (77 bez pfiznak(, 10 pokaslavajicich). Nebyla
ziskana viabilni kultura ani WGS.

Korejskd CDC také prokazala kolisavou PCR pozitivitu/negativitu po dobu 8 az 81 dn(, opakované
pozitivity vykazovaly hrani¢ni hodnoty PCR s Ct bliZici se hodnoté 40 (51). Nalez NRL v jednom pfipadé
potvrzuje tento fakt, muz starsi 50 let po prodélaném COVID-19 v bfeznu, PCR pozitivita 2 tydny po
Uzdravé, 15. 4. druhy konsekutivni PCR test negativni, koncem fijna opét PCR hrani¢né pozitivni (Ct 40),
bez pfiznakd, IgA, 1gG anti S1 RBG pozitivni.

Moznost reinfekce

Tato moznost byla prokdzana u opic druhu makak rhesus (Macaca mulatta) (55, 56). V nékolika
pfipadech byla reinfekce prokazana u clovéka prostrednictvim WGS (65). V nékolika studiich bylo
potvrzeno, Ze u vétsiny pacientl se po prodélani nemoci objevily virus neutralizaéni protilatky, a jejich
titr koreloval se zavaZznosti onemocnéni (5, 6, 57 — 60) (toto neptimo potvrzuji nadlezy NRL, namisto
VNT sledovény protilatky reagujici s S1 RBD epitopem). V jedné studii (pacienti s mirnymi respira¢nimi
pfiznaky a asymptomaticti pacienti) doslo u 74 pacientll po 2 — 3 meésicich k poklesu virus
neutralizacnich protilatek (61, 62), ale tento nalez neni dan do souvislosti s celkovou imunitni ,paméti“.

Virova naloz a progndza

Pocet detekovanych kopii VRNA vyjadienych napf. hodnotami 108 aZ 10° virovych partikuli/ml, a tedy
virova ndlozZ a vztah se zavaznosti onemocnéni nelze jednoznacné prokazat uz jen proto, Ze jedinym
faktem, kterym jsme si jisti je pocet kopii VRNA/mI, ale netusime, kolik virovych partikuli tento nélez

vlastné predstavuje.
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Pokud bychom u pacientl s klinickym obrazem vypovidajicim o postizeni DCD bézné stanovovali
mnozstvi kopii VRNA v materidlech jak z HCD tak z DCD, byl by urcujicim prognostickym znakem pocet
kopii VRNA v DCD. Vzhledem k riziku souvisejicim s odbérem materidlu z DCD (vznik aerosolu, invazivita
vySetfeni pro pacienta) se tento material vySetfuje jen v opravdu indikovanych ptipadech.

Ve studii provedené ve Svycarském Lausanne Lausanne’s University Hospital (CHUV) bylo analyzovéno
22 323 PCR testl predstavujicich vysledky sledovani 4 172 pacientd, Ze virova naloZ nesouvisi s vékem,
pohlavim, zavazZnosti klinickych projevd, a je tedy jen slabym prediktorem pro prognézu onemocnéni.
Autofi studie poukazali na fakt, Ze virové naloZe jsou obdobné jako u ostatnich respiracnich virQ, napr.
u virl influenzy B a RSV (66). Také nalezy NRL dokladujici 10°kopii VRNA/mI v HCD u pacient( starsich
50 let (napf. Kynice) nevedly k progresi onemocnéni ve vainy stav vyZadujici hospitalizaci. Drtiva
vétsina WGS ziskanych v NRL z materidlu z HCD odpovidd pravé 10° — 10° poctu kopii VRNA/mI ve
stérech z HCD, ale jen u méné nez 10 % je v ISIN zapsana hospitalizace, pfipadné nutnost zavedeni
podpory dychani. Prozatim NRL urcila WGS z pouze z jednoho pitevniho materidlu, kdy Ize pozorovat,
Ze nejvyssi virova ndlozZ je v trachee, ale byla nalezena pozitivita pouze v myokardu, pficemz vzorky
ziskané z trachey a plic byly na pfitomnost virové RNA negativni. Nepfimou Uméru mezi virovou naloz
a prognozu klade retrospektivni analyza provedend v New York University u 205 pacient( pfijatych na
nejtézsi covidové oddéleni, kdy vyssi virova ndloZ v HCD znamenala lepsi progndzu rozvoje onemocnéni
(67).

Obr. 1 — Casovd osa
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Prevzato z: Clin Infect Dis, ciaal249, https://doi.org/10.1093/cid/ciaal249
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Tabulka 2.

WHO a CDC doporuceni pro uvolnéni pacientl s pretrvavajici PCR pozitivitou z izolace

Kategorie WHO CDC

Symptomaticti ¢ 10 dnll od néastupu * mirny aZ stfedni probéh (neplati pro

pacienti, pocatek priznak(, plus nejméné imunosuprimované): 10 dn( od

onemocnéni 3 dalsi dny bez symptom{ nastupu priznakl plus 24 h od
(horecka, respiracni obtize) posledniho hore¢natého stavu plus

zlepseni symptomd

o téZky az kriticky priibéh nebo
imunosuprimovani: 10 az 20 dn0 od
nastupu priznakd +24 h od
posledniho hore¢natého stavu plus
zlepseni symptomd

Asymptomaticti, ¢ 10 dnu od pozitivniho e vSichni kromé tézZce
pocatek onemocnéni | testu imunosuprimovanych: 10 dnll od
prvého pozitivniho testu

e téZce imunosuprimovani: 20 dnll od
prvého pozitivniho testu

Covid-19 ¢ 7adné specifické e asymptomaticti: retestovani se
rekonvalescenti doporuceni nedoporucuje v obdobi 3 mésicl od
s pretrvavajici nebo infekce i kdyz dojde k tésnému
kolisavou PCR kontaktu s pozitivni osobou (43)
pozitivitou

e symptomaticti: v pfipadé
znovuobjeveni se symptomu

v priibéhu 3 mésicl po onemocnéni je
tfeba zvazit retestovani a/nebo izolaci
pacienta zvlasté v pripadné
prokazaného kontaktu

Souhrn:

1. Maximalni infekénost u SARS-CoV-2 je tésné pred nastupem klinickych pfiznak a v prvych
dnech onemocnéni.

2. Infekénost po 10 dnech klesa na téméfF nulovou pravdépodobnost u osob s mirnym
pribéhem, u osob s tézkym pribéhem je infekénost prodlouzena na 15 dnd a 20 denni
infekénost byla prokazana u imunosuprimovanych pacientd.

3. Pretrvavajici pozitivita je béZna, obvykle je spojena s vy$Simi hodnotami Ct. Vysoké hodnoty Ct
naznacuji neschopnost replikace a nedostatec¢nou virovou davku pro prenos na dalsi osoby.

4. Kolisajici PCR pozitivita/negativita po rekonvalescenci je spiSe disledkem kvality provedeni
odbéru klinického materialu. Tito pacienti nejsou infekéni.
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5. Doba navozené imunity neni jasna.
6. Virova ,naloz” neni prediktorem pribéhu onemocnéni.

WHO tyto ndlezy prevedla do doporuceni platnych od 27. kvétna tohoto roku, karanténni opatreni byla
stanovena na 10 dni od nastupu symptom? pfi sou¢asném uplynuti 3 dnli bez symptom? (63).

Doporuceni pro PCR pozitivni pfipady po vice nez 90 dnech nejsou jednoznacéna, ale pravdépodobné
se nejedna o reinfekci, zvlasté u hranicnich pozitivit s Ct vy$Sim nez 38, v tomto pripadé je moznost
zvazit test na pritomnost protilatek (65).

Zpracovali:

RNDr. Helena Jifincova, NRL pro chtipku a nechfipkova virova respira¢ni onemocnéni
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