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Vplyv infekcie SARS-CoV-2 na detsku populdciu v porovnani s dospelymi nie je doteraz presne objasneny. Dete-
gované prahové hodnoty cyklu (Ct) pri RT-gPCR SARS-CoV-2 diagnostike st nepriamolimerné virusovej zatazi
- test nepriamo kvantifikuje pocet képii virusovej RNA vo vzorke. Cielom tejto Stidie bolo determinovat a sta-
tisticky podlozit moznu korelaciu medzi rozdielnymi priemernymi Ct hodnotami a vekom pozitivne testovanych
jedincov v kategorizovanych skupinach maloletych a dospelych.
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Evaluation of the frequency, positivity and Ct values of SARS-CoV-2 detection in Slovakia during the COVID-19
pandemic - children versus adults

The impact of SARS-CoV-2 infection on the pediatric population compared to adults is not yet clearly understood.
The detected cycle threshold values (Ct) in RT-qPCR SARS-CoV-2 diagnostics are inversely proportional to the
viral load - the test indirectly quantifies and determines the number of viral RNA copies in the sample. This study
aimed to determine and statistically substantiate a possible correlation between different average Ct values and

the age of positively tested individuals in the categorized groups of children, adolescents and adults.
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Uvod

Ako je uz v sucasnosti zname, ochorenie COVID-19 vyvo-
lané virusom SARS-CoV-2 spdsobilo celosvetovu pandémiu,
ktora viedla ku globdlnej nidzovej situacii v oblasti verejné-
ho zdravotnictva z dovodu vysokej rychlosti Sirenia infekcie,
Sirokého spektra klinickych prejavov vo vSetkych vekovych
skupinach a vysokej imrtnosti najma u dospelych os6b®.

Takisto je zndame, ze prvotne boli kontrolné opatrenia na
Slovensku aj vo svete zamerané na detekciu a naslednu izo-
laciu potvrdenych pripadov a taktiez karanténu kontaktnych
0s0b pozitivnych pripadov®. Sekvenovanie genému SARS-
CoV-2 umoznilo vyvoj testu reverznej transkripcnej polyme-
razovej retazovej reakcie v redlnom ¢ase (RT-gPCR) na detek-
ciu arelativnu kvantifikaciu virusovej naloze. Tato technika je
aktualne stale zlatym Standardom pre diagnostiku ochorenia
COVID-19. RT-gPCR diagnostika deteguje rozne Strukturalne
oblasti kédované génmi: S (Spike), E (Envelope), N (Nucleoca-
psid), RARp (RNA-dependent RNA polymerase) a ORF1ab (po-
lyprotein). Vo véeobecnosti boli RT-gPCR diagnostické supra-
vy primarne navrhnuté pre kvalitativhu detekciu SARS-CoV-2
(,detegovand” alebo ,nedetegovana” pritomnost SARS-CoV-2
transkriptov), no uvadzané prahové hodnoty cyklu (Ct) repre-
zentujuce pocet cyklov amplifikacie potrebnych na to, aby
fluorescencny signal prekrocil Uroven pozadia, je mozné vy-
uzit na semikvantitativny odhad virusovej naloze®.

Ct hodnoty su nepriamoumerné virusovej ndlozi a po-
skytuju moznost kvantifikacie poc¢tu kopii virusovej nukleo-
vej kyseliny (RNA) vo vzorkach®9, Hodnoty st ovplyvnené
preanalytickymi, analytickymi a postanalytickymi premen-
nymi. Spravna interpretacia tychto faktorov je rozhodujlca
pre odhad korelacie medzi virusovou zatazou a zdvaznos-
fou ochorenia. Systematicky prehlad klinickej uzitocnosti
prahovych hodnét cyklu naznagil, ze Ct hodnoty su uzito¢né
na predpovedanie klinického vysledku u pacientov s ocho-
renim COVID-1969),

Uz na zaciatku pandémie existoval predpoklad, ze do-
speli jedinci budd mat zavaznejsi priebeh SARS-CoV-2 in-
fekcie ako deti, informacie o etioldgii choroby u deti vSak
boli obmedzené. To prinieslo dlhé obdobia karantén, zatva-
rania $kol, prechodov na online vyuc¢bu, ¢oho nésledkom
boli/si pocetné psychologické a socidlno-emocionalne
komplikacie u maloletych”®. Okrem problémov s dusev-
nym zdravim boli u Ziakov s distan¢nou vyu¢bou zazna-
menané zmeny tykajlce sa nezdravého priberania na véhe,
oneskorenej imunizacie ¢i prudkého narastu poctu novo-
vzniknutého diabetu 2. typu. Tieto priame dosledky zatvo-
renia $kol mozu byt predzvestou dlhodobych komplikacii
vratane znizenej priemernej dizky Zivota $koldkov®. Po-
chopenie charakteristik a klinickych prejavov ochorenia
COVID-19 u deti je preto klucové.
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Nedavny systematicky prehl'ad a metaanalyza zahfiaju-
ca 37 studii o ochoreni COVID-19 u deti potvrdila predcha-
dzajuce tvrdenia o relativne miernom priebehu ochorenia
u mladsich deti, ktorych symptémy zahffaju najcastejsie
horicku (48,5 %) a kasel (40,6 %), ¢o pravdepodobne su-
visi s nizSou virusovou zatazou u detskych pacientov v po-
rovnani s dospelymijedincami(®. Uz v ivode pandémie bolo
preukazané, ze SARS-CoV-2 vyuziva na vstup do hostitel'skej
bunky protein pritomny na jej povrchu, enzym konvertujaci
angiotenzin 2 (ACE2). Studie naznacuju, Ze expresia ACE2 je
zavisla od tkaniva aj veku, pricom najvyssia expresia ACE2
je v nosovom epiteli zdravych dospelych jedincov. NizSia
expresia ACE2 je, naopak, detegovand v hornych a dolnych
dychacich cestach u deti, na zdklade ¢oho sa predpokla-
da, ze tieto rozdiely prispievaju k znizeniu zavaznosti ocho-
renia u deti. Autori Yoshida a kol. vysledkami ich nedavne-
ho vyskumu naznacuju, ze za obmedzenu replikaciu virusu
a progresiu ochorenia COVID-19 u deti zodpovedaju vyssie
detské vrodené interferonové reakcie"". Doteraz v§ak nie je
uplne jasné, preco ma ochorenie COVID-19 u deti zvyCajne
miernejsi charakter.

Cielfom tejto $tudie bolo posudit korelaciu medzi epide-
miologickymi znakmi u deti a dospelych jedincov. Vysled-
ky zahffaju data z diagnostického testovania SARS-CoV-2
na Slovensku s rozsahom definovanym mierou vykonanych
testov v laboratériach Medirex, a. s. PoCet udajov z tejto Stu-
die je robustny a predstavuje viac ako 1,4 miliona hodnote-
nych RT-gPCR testov. Datumovy vyber idajov zahfiia celu ¢a-
sovl os masivnej SARS-CoV-2 detekcie v ramci Slovenskej
republiky. Zaujimali nds najma parametre z hladiska rozdie-
lov v pozitivite a vo virusovej zatazi (odhadované pomocou
hodno6t Ct) medzi charakterizovanymi vekovymi podskupina-
mi. NaSe poznatky o trendoch pandémie v kontexte vekovych
podskupin v slovenskej populacii mozno vyuzit na efektivnej-
Sie nastavenie diagnostiky aj manazmentu opatreni pri pri-
padnych buducich epidémiach/ pandémiach.

Metédy

Studia analyzovala déata poskytnuté akreditovanym labo-
ratériom Medirex, a. s. Udaje predstavuiju vysledky 1 420 572
RT-qPCR testov jedincov pred planovanou hospitalizaciou, je-
dincov s priznakmi ochorenia a/alebo kontaktom s pozitivne
testovanou osobou, jedincov po pozitivnom vysledku anti-
génového testu('?, samoplatcov bez selekcie; z datumového
obdobia od marca 2020 do septembra 2022.

Automatizovana izolacia nukleovej kyseliny (RNA) na mag-
netickych ¢asticiach bola uskuto¢nena pomocou suprav Se-
ra-Xtracta Virus /Pathogen Kit (Cytiva) a Zybio Nucleic Acid
Extraction Kit (Zybio) s vyuzitim systému KingFisher™ Flex

Purification System (Thermo Scientific) a Zybio EXM 3000
Nucleic Acid Isolation System/ Zybio EXM 6000 Nucleic Acid
Isolation System (Zybio). Testovanie sa uskutocnilo meté-
dou RT-gPCR s pouzitim suprav COVID-19 Real Time Mul-
tiplex RT-PCR Kit (Labsystems Diagnostics), SARS-CoV-2
Nucleic Acid Detection Kit (Zybio) a Real Time Multiplex
RT-PCR Kit (Liferiver) pomocou gPCR platforiem ABI 7500
(Fast) Real-Time PCR System (Applied Biosystems), Quant-
Studio 5 a QuantStudio 6 Real-Time PCR System (Thermo-
Fisher). Udaje ziskané pre kazdy test zahffiali denné &islo
vzorky, datum odberu, ID pacienta, vek, pohlavie, miesto od-
beru vzorky, vysledok testu a v pripade pozitivheho vysledku
aj hodnotu Ct virusového génu E — hrani¢na hodnota do 40
(pre kit SARS-CoV-2 Nucleic Acid Detection Kit (Zybio) ale-
bo 41 (pre kity Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Labsystems
Diagnostics) a Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Liferiver) -
1. j. sekvencia nukleovej kyseliny bola identifikovand v Case,
ked PCR presla 39 alebo 40 cyklami. Hodnota Ct bola spo-
lu s pozitivnym vysledkom testu laboratériom Medirex, a. s.,
uvadzanad a archivovana od 3. decembra 2020, ¢o vysvetluje
nizsiu pocetnost pozitivnych PCR testov s uvedenou Ct hod-
notou v porovnani s celkovym poctom pozitivnych PCR tes-
tov v rdmci tejto Studie.

Udaje boli kategorizované do 5 skupin podla veku, resp.
urovne navstevovanej Skoly: novorodenci + batol'ata + deti
predskolského veku (0 - 5r.), Ziaci ZS (6 — 13 r.), Ziaci SS (14
- 19r.), $tudenti VS + dospeli (20 - 65 r.) a seniori (> 65T.).

Na porovnanie kategorii Udajov a kontrolu korelacii tdajov
boli vyuzité Statistické testy. Na porovnanie hodnét pozitivi-
ty bol pouzity Fisherov exaktny test a na porovnanie hodno6t
Ct Welchov t-test medzi vekovymi kategériami. Spolu bolo
vykonanych 20 Statistickych testov, na zdklade tohto poctu
bola aplikovana Bonferroniho korekcia pre upravu prahu vy-
znamnosti p-hodnoty — ako prahova hodnota bola vyuzita
hodnota 0,0025 namiesto 0,05.

Vysledky

Celkova pozitivita analyzovanych testov predstavovala
24,64 % (350 067 testov), pricom najvyssiu mieru pozitivi-
ty (nad 30 %) dosiahli vekové kategorie: 6 — 13,14 - 19 .
(tabulka 1). Na zaklade Fisherovho exaktného testu bolo
preukazané, ze rozdiely v pozitivite medzi vSetkymi dvojica-
mi vekovych skupin boli signifikantne vyznamné (p-hodno-
ta < 0,0025).

Obrazok 1 zndzornuje rozdelenie Ct hodnot v zavislosti
od veku jedincov. Huslovy graf preukazuje postupné znizo-
vanie hodnot medianu Ct spolu so zvySujucim sa vekom ka-
tegorizovanych skupin, vynimkou je vekova skupina seniorov
> 65 r. NajvySsia hodnota medidnu Ct bola zistena vo veko-

Tabulka 1. Pocet pozitivnych/negativnych RT-gPCR testov a celkova pozitivita pre jednotlivé vekové kategdrie.

Vekova skupina

| Pocet pozitivnych testov | Pocet negativnych testov |

Celkovy pocet testov | Pozitivita (%)

18

0-5r. 6 563 23 474 11,079 21,85 %

6-13r. 36 882 63 656 18,958 36,69 %

14-19r. 28 822 55 511 31,801 34,18 %

20-65r. 244 965 793 982 68,737 23,58 %

>65T. 32835 133 882 27,951 19,70 %

Celkovo 350 067 1070 505 1420 572 24,64 %
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vej skupine 0 — 5., rovnd sa ¢Cislu 29,79. NajnizSia hodnota
medianu Ct bola zistena v skupine 20 - 65 r,, rovna sa Cislu
26,67. Vo vekovej skupine seniorov > 65 r. bola preukazana
hodnota medianu Ct 26,70. Signifikantné rozdiely v mediane
Ct boli preukdzané na zaklade Welchovho t-testu medzi vSet-
kymi dvojicami vekovych skupin (p-hodnota < 0,0025) s vy-
nimkou dvojice 20 — 65r. a > 65 1. (p-hodnota 0,17).

Diskusia

Existuje niekolko faktorov, ktoré mozu potencialne ovplyv-
nit zistené Ct hodnoty vratane typu vzorky (napr. nosohlta-
nova, predna sliznica nosa, sliny, sputum) alebo ucinnos-
ti odberu (neinvazivne odbery mozu viest k nepresnostiam
vysledkov)(®. Detekcia nizsich hodnot Ct u deti mbze su-
visiet s kvalitou odberu(®. Odbery slin sa zaviedli do praxe
prave pre komplikacie odberov z nosohltana v urc€itych sku-
pinach jedincov — vyraznu bolest pri vyteroch z nosohltana
opisalo 58 % mladych ludi oproti Ziadnej pri odbere slin, pri-
¢om 90 % deti preferuje odber vzoriek slin®. Vysledky via-
cerych studii demonstruju, ze detekcia SARS-CoV-2 zo vzo-
riek slin funguje rovnako alebo dokonca lepSie ako vytery
z nosa a hltana®'9, no priemerna Ct hodnota v slinach mo-
Ze byt vyssia v porovnani s priemernou Ct hodnotou z nazo-
faryngalnych vyterov®®. Preto sa ako vhodnejSia vzorka na
diagnostiku RT-gPCR zvycajne odporuc¢a kombinovany vyter
z nosa a hrdla(®. Ked'ze sme do tejto $tadie chceli zahrnat
vSetky vzorky od marca 2020 do septembra 2022 poskyt-
nuté laboratériom Medirex s priradenym pozitivnym/nega-
tivnym vysledkom, Udaje zahffiaju nazofaryngalne vytery aj
vzorky slin. Vysledky reprezentujlce detekciu SARS-CoV-2 zo
vzoriek slin vS§ak predstavuju menej ako 5 % vSetkych vzo-
riek, a preto nepredpokladame, Ze by tato skuto¢nost mohla
ovplyvnit celkovl vypovednu hodnotu priemernych hodn6t Ct
pre Udaje tejto Studie.

Predbezné ddkazy naznacuju, ze u deti infikovanych
SARS-CoV-2 je nizsia pravdepodobnost, Ze sa u nich rozvi-
nu symptomy alebo zavazny priebeh ochorenia COVID-19@",
Z hladiska virusovej zataze odhadovanej na zaklade dete-
govanej Ct hodnoty boli preukdzané signifikantne nizsie Ct
hodnoty u dospievajicich a dospelych jedincov v porovna-
ni s detmi mlads$imi ako 10 rokov®??, ¢o naznacuje, ktoré
vekové kategorie mozu viac, resp. menej prispievat k Sire-
niu infekcie. V nasej studii sme analyzovali, ¢i a ako stredné
Ct hodnoty RT-qPCR koreluji s vekom a vyskytom infekcie
SARS-CoV-2 v subpopuldacii slovenskych obyvatelov testova-
nych v jednom akreditovanom laboratériu.

Skutocna lokalna prevalencia a pocet vykonanych testov
ovplyviuju hodnotu miery pozitivity. Vo vSeobecnosti, ¢im
viac testov je zrealizovanych, tym sa miera pozitivity bude
priblizovat ku skutocnej prevalencii®. Analyzované testy tej-
to Studie predstavuju > 19 % vSetkych diagnostickych PCR
testov na Slovensku (za dany datumovy interval), takZe by
mali byt reprezentativne pre populaciu.

Biomedicinsky vyskum sa aktudlne spolieha na p-hodno-
ty ako deterministicki mieru pri rozhodovani zalozenom na
udajoch, kde sa zo vzoriek dat vypocitava jedna p-hodnota,
aby sa urcili Statisticky vyznamné rozdiely medzi pozorova-
nymi skupinami. Pretoze odhadovana p-hodnota ma tenden-
ciu klesat so zvysujucou sa velkostou vzorky, aplikacia tej-
to metodiky na subory tGdajov s velkou pocetnostou vzoriek

Obrdzok 1. Distribucia Ct pozitivnych diagnostickych tes-
tov v kategorizovanych vekovych skupindch. Udaje su zo-
brazené ako huslové grafy, jednotlivé boxploty st dopl-
nené o prislusné medidny Ct (oranZové usecky).
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vedie k vysSej pravdepodobnosti zamietnutia nulovej hypo-
tézy®9, ¢o sa odrazilo aj v nasich udajoch (viac ako 1,4 mil.
RT-gPCR testov). Tato skutocnost pravdepodobne prispela
k preukazaniu vyraznych rozdielov v pozitivite a priemernych
hodnotach Ct medzi takmer vSetkymi kategorizovanymi ve-
kovymi skupinami. To v§ak neznamenag, ze pozorovany vyz-
nam nie je skuto¢ny. Naopak, nizke p-hodnoty su pritomné
pri velkych velkostiach vzoriek, pretoze robustnost tdajov
znamena, ze aj maly rozdiel s va¢sou pravdepodobnostou
odrdza skutocny zakladny rozdiel medzi dvoma subormi
udajov. Graf na obrazku 1 determinuje, Ze pokles medianu
Ct bol v sulade so zvySujucim sa vekom v kategorizovanych
podskupinach, ¢o je podlozené aj zistenim, ze SARS-CoV-2
pozitivne deti su zriedkavo ,pripadom indexu” v prenoso-
vych retazcoch v rodinach, resp. domacnostiach®. Hoci na-
Se vysledky nie je mozné priamo pouzit pri analyze efektu
zatvarania $kél ako potencidlnych ohnisk komunitného Sire-
nia COVID-19, poukazuju na to, Ze na Sireni pandémie sa deti
Skolského veku podielali mensou mierou ako dospeli. K po-
rovnatelnym vysledkom dospeli autori z partnerskych labo-
ratorii Spadia, a. s., pricom v ich pripade bolo mozné tuto
domnienku s ohladom na désledné sledovanie Sirenia pan-
démie prdve so zameranim na otvaranie a zatvaranie sSkol
v Ceskej republike potvrdit@®).
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Doplnkové informacie

Tabulka so vsetkymi vzorkami zahrnutymi do analyzy je dostupna v podobe .xls stboru (ST — Supplementary table) na vyZia-

danie od autora.
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