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Streszczenie

Zakazenia nowym korvonawirusem — SARS-CoV-2 — staly sie w ostatnich miesigcach
glownym problemem epidemiologicznym oraz klinicznym na swiecie, w tym Polsce w zakresie
chorob zakaznych. Niniejszy artykut powstal na podstawie wystgpienia zaprezentowanego
w trakcie webinaru zatytutowanego ,,Hematologia i transfuzjologia a COVID-19”, ktory odbyl
sie w maju 2020 roku. Praca ma na celu przyblizenie procedury diagnostyki zakazenia no-
wym koronawirusem. Zwrocono w niej uwage na krytyczne dla jakosci wykonywanych badan
aspekty fazy przedanalitycznej orvaz analitycznej, na ktore ma wplyw zarowno osoba zlecajgca,
jak 1 personel wykonujgcy badanie. Na podstawie aktualnego pismiennictwa przedstawiono
takze dalsze kierunki doskonalenia diagnostyki molekularnej SARS-CoV-2.

Stowa kluczowe: SARS-CoV-2, RT-PCR, diagnostyka

Wstep

Niniejszy artykul powstal na podstawie wystapie-
nia zaprezentowanego w trakcie webinaru zatytulo-
wanego ,,Hematologia i transfuzjologiaa COVID-19”,
ktory mial miejsce w dniu 28 maja 2020 roku. Tekst
wzbogacono o szereg bardziej szczegdlowych informa-
cji dotyczacych testow do detekcji RNA SARS-CoV-2.
Praca ma na celu przyblizenie procedury diagnostyki
zakazenia nowym koronawirusem, jednak nie sa w niej
szczegOlowo przedstawiane zasady optymalnego
wykonywania wszystkich etapéw badania — temu
sg po$wiecone rekomendacje krajowe i zagraniczne
[1-3]. Autorzy pragng zwroci¢ uwage na krytyczne
dla jako$ci wykonywanych badan momenty, na ktore
ma wplyw zaréwno osoba zlecajaca, jak i personel
wykonujacy badanie. Na podstawie aktualnego pis-
miennictwa przedstawiono takze dalsze kierunki
doskonalenia diagnostyki molekularnej SARS-CoV-2.
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Dlaczego wiedza dotyczaca diagnostyki nowe-
go koronawirusa jest wazna w przypadku hemato-
logii? Warto zwrdcic¢ uwage, ze kliniki i przychod-
nie hematologiczne przyjmuja pacjentow z grup
wysokiego ryzyka ciezkiego przebiegu covid-19
— osoby z obnizong odporno$ciag w trakcie le-
czenia przeciwnowotworowego, po przeszczepie-
niach komorek krwiotworczych, z niedoborami
odpornoéci o roznym podiozu, w tym leczone
immunosupresyjnie [4].

Rola i przebieg diagnostyki molekularnej
w diagnostyce COVID-19

Wyniki diagnostyki molekularnej sa podstawa
rozpoznania przypadku potwierdzonego zakazenia
SARS-CoV-2. W zaleceniach krajowych 1 miedzy-
narodowych oraz w piSmiennictwie naukowym
podkresla sie, ze wiarygodno$¢ uzyskiwanych
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wynikow zalezy od rodzaju materiatu biologicznego
oraz sposobu jego pobrania [1-3].

RNA wirusa pojawia sie w materiale biolo-
gicznym pobranym z drég oddechowych jeszcze
przed objawami klinicznymi. Szacuje sie, ze wyniku
pozytywnego mozna sie spodziewaé juz po okolo
tygodniu od zakazenia. Jednak wynik badania zalezy
od tego, jaki material zostanie poddany analizie:
najwczes$niej RNA wirusa pojawia sie 1 jednoczes-
nie relatywnie dlugo, bo do 5-6 tygodni, utrzymuje
sie w nosogardzieli. W drogach oddechowych
RNA wirusa pojawia sie w podobnym czasie, ale
juz po 2-3 tygodniach zanika. RNA w plwocinie
oraz popluczynach plucno-oskrzelowych (BAL,
bronchoalveolar lavage) pojawia sie nieznacznie
pOzniej, w czasie, kiedy sg obserwowane pierwsze
objawy kliniczne lub nieco wcze$niej 1 utrzymuje
sie dluzej niz w materiale biologicznym z innych
obszarow drog oddechowych. RNA wirusa jest
wykrywalne takze miedzy innymi w stolcu, gdzie
moze sie utrzymywac bardzo dlugo czy w spermie
od zakazonych mezczyzn, jak rowniez sporadycz-
nie we krwi [1, 2, 5]. Jednak z punktu widzenia
diagnostycznego material biologiczny spoza drog
oddechowych nie ma wiekszego znaczenia.

Zalecana przez polskie i miedzynarodowe
rekomendacje metoda detekcji RNA SARS-CoV-2
jest reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rze-
czywistym poprzedzona odwrotng transkrypcja.
Nalezy jednak pamietaé, ze na rynku dostepne
s3 takze testy oparte na innych technologiach
namnazania materialu genetycznego, oparte na
przyktad na amplifikacji przez odwrotna transkryp-
cje. Testy te nie ustepuja pod wzgledem czuloSci
oraz wydajnosSci (liczba wykonanych testow np.
w ciaggu 8 godzin) testom opartym na metodzie
reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, polimerase
chain reaction) [6-8].

Cykl badania RNA obejmujacy izolacje kwasow
nukleinowych i1 amplifikacje fragmentow genomu
wirusa oraz kontroli wewnetrznej w przypadku
wiekszoS$ci testoOw obecnie uzywanych zajmuje
3-4 godziny [1, 3, 5, 8]. Bez watpienia, marzeniem
kazdej kliniki zlecajacej badanie diagnostyczne
w kierunku covid-19 sg szybkie testy molekularne.
Na rynku pojawiajg sie testy dajace mozliwo§¢ uzy-
skania wyniku juz w niespelna 1,5 godziny. Nalezy
jednak pamietaé, ze wciaz relatywnie niewiele
wiadomo o ich czulo$ci i swoisto$ci [9, 10].

Sekwencjonowanie, w tym NGS, ze wzgledu
na koszty, zastosowanie specjalistycznej aparatury
oraz konieczno$¢ dysponowania wysoce wykwali-
fikowanym personelem obecnie ma zastosowanie
przede wszystkim poznawcze [10, 11].

W przypadku podejrzenia zakazenia SARS-
-CoV-2 kluczowa kwestia jest podjecie decyzji,
gdzie zleci¢ badanie molekularne wirusa. Wykaz
laboratoriéw uprawnionych do wykonywania diag-
nostyki molekularnej nowego koronawirusa mozna
znalez¢ na stronie internetowej prowadzonej przez
Ministerstwo Zdrowia [12]. Wedtug danych z grudnia
2020 roku istnieje 269 pracowni diagnostycznych
wpisanych na liste Laboratoriow COVID. Wymie-
nione tam laboratoria musza spelnia¢ odpowiednie
kryteria w zakresie Srodko6w bezpieczenstwa, to jest
pracuja w rygorze laboratorium BSL2, pracownicy
sg zobowiazani do rygorystycznego stosowania Srod-
koéw ochrony osobistej, badania podlegaja kontroli
jakoSci, w tym wstepnej ocenie prawidlowosci wy-
nik6w dodatnich 1 ujemnych. Najwyzsze standardy
bezpieczenstwa oraz jakoSci spelniajg laboratoria,
ktore prowadzg izolacje kwas6w nukleinowych
metodami w pelni automatycznymi.

Zgodnie z rozporzadzeniem Rady Ministréw
z 16 maja 2020 roku laboratoria, ktére podpisa-
tly umowy z NFZ na wykonywanie badan RNA
SARS-CoV-2, maja obowigzek przyjmowania zle-
cen przez system teleinformatyczny EWP [13]
1w takim przypadku nie ma obowigzku wystawia-
nia zlecen papierowych. Wydaje sie jednak, ze to
rozwigzanie moze stwarzaé ryzyko wystepowania
bledow przedanalitycznych zwigzanych z brakiem
(czytelnych) danych na probéwce z materialem
analitycznym. W celu ograniczenia ryzyka warto
stosowaé uproszczong forme zestawienia probek
wysylanych na badanie.

Kluczowym etapem procesu diagnostycz-
nego jest wlaSciwe pobranie materialu anali-
tycznego. Wiasciwy sposob realizacji tego etapu
zostal szczegolowo przedstawiony w krajowych
rekomendacjach opracowanych przez Konsultanta
Krajowego w dziedzinie mikrobiologii lekarskiej
— prof. Katarzyne Dzierzanowska-Fangrat oraz
konsultantéw wojewodzkich w dziedzinie mikro-
biologii lekarskiej, ktore sg dostepne w Internecie
[2]. Nalezy zwroci¢ uwage, ze rodzaj pobieranego
materiatu z drég oddechowych zalezy od wielu
czynnikow (objawow 1 stanu Kklinicznego, dostep-
nosci materiatu analitycznego). Preferowanym ma-
terialem do badan jest wymaz z gardla i bion §luzo-
wych nosa pobierany jednocze$nie. Bardzo wazne
jest rowniez stosowanie wlaSciwych wymazowek.
Optymalnie jest stosowa¢ wymazowki z podiozem
wirusologicznym, aczkolwiek dopuszczalne jest
takze pobieranie na so6l fizjologiczng buforowana
fosforanem (PBS, phosphate-buffered saline). Najle-
piej, aby wacik wymazowki byt wykonany z dakronu,
wiskozy lub jedwabiu. Nie nalezy stosowaé wacikow
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z alginianu wapnia. Majac na wzgledzie bezpieczen-
stwo pracownikow laboratorium, ktérzy otwieraja
probowki z wymazowkg, po pobraniu materiatu od pa-
cjenta nalezy wymazowke utamac tak, aby zajmowata
nie wiecej niz 2/3 wysokoS§ci proboéwki, a nastepnie
umie$ci¢ wymazowke w probowce 1 szczelnie za-
mkna¢. Jesli wymazowka jest ulamana zbyt wysoko
1 dotyka do korka, w czasie otwierania probowki
moze sie gwaltownie wyprostowac 1 spowodowaé
wychlapanie materiatu biologicznego z probowki na
zewnatrz, stwarzajac ekspozycje na material zakazny
dla pracownika laboratorium.

Zgodnie z kryteriami Swiatowe] Organizacji
Zdrowia (WHO, World Health Organization) na
obszarze, gdzie wirus krazy w populacji, do po-
twierdzenia zakazenia wystarczajace jest wykrycie
fragmentu jednego genu wirusa [3]. Polskie kry-
teria sa znacznie bardziej rygorystyczne, ponie-
waz nakladaja obowiazek detekcji przynajmniej

eMag
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fragmentow dwoch roznych genéw SARS-CoV-2
[2]. W Zakladzie Wirusologii IHiT diagnostyke
covid prowadzi sie w termocyklerze LightCycler
480 Instrument II (Roche Diagnostics), gdzie sa
analizowane kwasy nukleinowe izolowane w auto-
matycznym aparacie EMAG® (ryc. 1). Amplifikacja
z zastosowaniem testu SARS-CoV-2 R-GENE®
pozwala na jednoczesne sprawdzenie obecnoSci
fragmentow dwoch genow wirusa — genu koduja-
cego bialko nukleokapsydu (N) oraz genu koduja-
cego biatko RNA-zaleznej polimerazy RNA (RdRp).
Aby wynik byl wazny, konieczne jest uzyskanie
wyniku pozytywnego kontroli wewnetrznej, ktora
jest dodawana do materiatu analitycznego podczas
izolacji kwasow nukleinowych. Dolaczenie kontroli
wewnetrznej pozwala upewniC sie, ze ekstrakcja
zaszla prawidlowo 1 w probce nie bylo inhibitorow
reakcji enzymatycznej. W przypadku braku amplifi-
kacji obu regiondéw wirusa — N 1 RdRp — uzyskuje

EMAG (bioMérieux) — w petni zautomaty-

zowany system do ekstrakgcji kwasu nuklei-

nowego z pierwotnych probéwek. Minima-
lizuje wystapienie btedéw ludzkich i oferuje
2 niezalezne sekcje (lewy, prawy), w kazdej
mozna wyizolowac materiat genetyczny

z 24 prébek

LightCycler® 480 Il (Roche) — aparat do
prowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym na ptytce 96-dotkowej, umozliwia pro-
wadzenie badan w formacie multipleks

o charakterze jakosciowym lub ilosciowym,
a takze genotypowanie i analize mutacji

w sekwencjach kwasow nukleinowych

Rycina 1. Przyktadowa organizacja badania diagnostycznego covid-19 (ZW IHiT)
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Tabela 1. Interpretacja wynikdw badania real-time PCR typu multipleks, postepowanie w przypadku uzyskania wy-
nikéw rozbieznych w badaniu przesiewowym

Wartos¢ docelowa Ct lub ACt (IC1sample — IC1WO0]

Gen N + + - -
(530 nm)
IC1sample — ICTWO0 <3Ctlub>3C¢Ct <3Ct >3 Ct
(560 nm)
Gen RdRp (670 nm) + - + -
INTERPRETACJA
Wykryto Wynik niejednoznaczny (nalezy Nie wykryto Wynik niewazny
obecnos¢ wykona¢ badanie z uzyciem obecnosci wirusa (inhibicja/staba
wirusa odczynnika PCR2 i/lub nalezy SARS-CoV-2 (lub ekstrakcja)
SARS-CoV-2  ponownie wykona¢ badanie z uzyciem < LoD)
odczynnika PCR1)
PCR2 (Sarbekowirus)
Wartos¢ docelowa Ct lub ACt [IC1sample — IC1WO]
Gen E + - -
(530 nm)
IC1sample — ICT1WO < 3Ctlub>3Ct <3Ct >3 Ct
(560 nm)
Kontrola komérkowa + lub - < 35¢Ct = 35 Ctlub - + lub -
(670 nm)
INTERPRETACJA

Wykryto obecnos¢
sarbekowirusa

Nie wykryto obecnosci Nie wykryto obecnosci
sarbekowirusa
(lub < LoD)

Wynik niewazny
(inhibicja/staba
ekstrakcja)

komorek (badanie
nowej probki)

sie wynik negatywny, natomiast amplifikacja obu
region6w wskazuje na zakazenie —w obu sytua-
cjach procedura diagnostyczna jest zakonczona.
W sytuacji gdy jest obserwowana amplifikacja tylko
jednego z dwoch wyze] wymienionych regionow
genomu wirusa, konieczne jest przeprowadzenie
kolejnej genomu PCR, w ktorej sa amplifikowane
dwa geny — fragment regionu kodujgcego biatko
otoczki (gen E) oraz gen HPRT1 dla kontroli ko-
morkowej badanego materiatu. Wynik pozytywny
genu E potwierdza zakazenie Sarbecovirusem,
negatywny przemawia za brakiem zakazenia lub
obecnoScig wirusa w bardzo niskim stezeniu po-
nizej limitu detekcji testu (tab. 1) [14].

Interpretacja wynikow badania RNA
SARS-CoV-2

W $wietle danych naukowych pojedynczy wy-
nik badania RNA SARS-CoV-2 nie musi przesa-
dzac o statusie osoby badanej. Pojedynczy wynik
ujemny nie wyklucza zakazenia i1 nie powinien by¢
traktowany jako jedyne kryterium diagnostyczne,

szczeg6lnie w przypadkach, gdy obraz kliniczny
sugeruje zakazenie SARS-CoV-2 lub pacjent miat
bliski kontakt, bez zabezpieczenia, z osobg z po-
twierdzonym przypadkiem COVID-19, niezaleznie
od rodzaju 1 natezenia wystepujacych objawow
Kklinicznych. Rekomendacje krajowe jednoznacznie
okreslaja, ze w przypadku pacjenta hospitalizowane-
g0, u ktérego w pierwszym badaniu molekularnym
uzyskano wynik ujemny, badanie nalezy powtorzyc:
a) gdy istnieje duze prawdopodobienstwo zakazenia
ocenione na podstawie wywiadu epidemiologiczne-
g0, obrazu klinicznego 1 wyniku badania obrazowego
klatki piersiowej — kolejne badanie nalezy zleci¢
w ciagu 24-48 godzin od pobrania pierwszej probki,
b) gdy stwierdzane jest nasilenie objawow ze strony
uktadu oddechowego —kolejne badanie nalezy zlecié
W ciagu 24-48 godzin od pobrania pierwszej probki
oraz c¢) gdy pacjent wymaga intubacji i jest mozliwo$¢
pobrania materiatu z dolnych drég oddechowych.

Z kolei wynik nierozstrzygniety nie pozwala
jednoznacznie ocenié, czy mamy do czynienia z za-
kazeniem i konieczne jest powtorzenie badania po
1-2 dobach [1, 2, 15].
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Testy do prowadzenia badania RNA
SARS-CoV-2

Obecnie mamy do czynienia z niespotykana,
spektakularna intensyfikacja produkcji rozne-
go rodzaju testow —wedlug ewidencji z dnia
21 stycznia 2021 roku na §wiecie produkowanych
jest przynajmniej blisko 300 roznych testow prze-
znaczonych do detekcji RNA SARS-Cov-2 meto-
dami manualnymi oraz okolo 150 do diagnostyki
wirusa z uzyciem procedur zautomatyzowanych.
Nalezy sie spodziewac, ze liczba ta bedzie rosta
[16]. Tempo, w jakim jest zalewany rynek nowymi
produktami do wykrywania kwas6w nukleino-
wych, powoduje, ze caly czas bardzo malo wiemy
na temat ich jako$ci. PiSmiennictwo naukowe,
przedstawiajace niezalezne oceny testow, jest caly
czas bardzo skromne [17-19], dlatego tez labora-
torium powinno w miare mozliwo$ci prowadzic
wlasng walidacje uzywanego testu lub opieraé sie
na niezaleznych ocenach.

W naszym przekonaniu, wybierajac test do
detekcji RNA SARS-CoV-2, nalezy analizowac
wiele cech. Test do diagnostyki molekularne;j
COVID-19 musi byé wyposazony w kontrole
wewnetrzng, ktéra pozwoli ocenié prawidlowo§¢
procesu diagnostycznego obejmujacego izolacje
kwasow nukleinowych oraz amplifikacje frag-
mentdéw genomu wirusa. Wskazane jest takze,
aby istniata mozliwo§¢ kontroli prawidlowo-
§ci procesu pobrania. Proces uzyskania wyniku
ostatecznego w przypadku wyniku pozytywnego
istotnie przyspiesza jednoczesna amplifikacja
przynajmniej dwoch regiondw genomu wirusa,
a w sytuacji wynikow rozbieznych dobrze mieé
mozliwo$¢ przeprowadzenia badania rozstrzy-
gajacego (drugi PCR). Wybor testu diagnostycz-
nego powinien by¢ poprzedzony analizg precyzji
(powtarzalnoS¢ 1 odtwarzalno$é) wynikow testu
(warto§¢ Ct/Cp, cycle treshold/crossing point) oraz
czulo$ci analitycznej wyrazanej w cp/ml [copies/
/mL] z 95-procentowym przedziatem ufno$ci. Te-
sty stosowane na rynku polskim powinny posiadac
oznakowanie CE IVD, aczkolwiek nalezy miec
Swiadomos§¢, ze ten rodzaj oznakowania nie jest
stuprocentowym gwarantem jakoS$ci testu. Innym
kluczowym aspektem testu rozwazanego do diag-

Piotr Grabarczyk 1 wsp., Diagnostyka molekularna SARS-CoV-2

nostyki COVID-19 jest swoisto§¢. Nie wystarczy,
W naszym przekonaniu, aby producent przedstawit
procentowg warto$§¢ tego parametru, ale wazne
jest, aby przedstawil szczegbolowe zestawienie pa-
togendw oddechowych oraz substancji analizowa-
nych pod katem wystapienia reakcji krzyzowych.
Ten etap oceny testu ma kluczowe znaczenie,
poniewaz trzeba pamietac, ze testy te sa stoso-
wane do amplifikacji fragmentow genomu wirusa
z wymazow pobieranych z drog oddechowych osob
z chorobami uktadu oddechowego — takie poste-
powanie jest uzywane do réznicowania zakazen
SARS-CoV-2 z zakazeniami innymi patogenami
wirusami, bakteriami, grzybami. Osoby badane
przyjmuja czesto leki, ktore potencjalnie mogg in-
terferowac z amplifikacja kwas6w nukleinowych.

Obowigzkowym parametrem przedstawianym
w ulotkach producentow testow jest czulosé
kliniczna. W tym przypadku producenci czesto
podaja warto$ci zblizone do 100%, co bez spre-
cyzowania metody referencyjnej wydaje sie mato
wiarygodne, wiadomo bowiem, ze stosowane
metody nie pozwalajg wykryé wszystkich zakazen
SARS-CoV-2, a czulo$¢ kliniczna zalezy od tego,
w jakiej fazie zakazenia znajduje sie pacjent.

W tabeli 2 przedstawiono charakterystyke
wybranych testow przeznaczonych do diagnostyki
molekularnej SARS-CoV-2. Pierwsze trzy byly
wykorzystywane od poczatku pandemii do czerw-
ca 2020 roku w Zaktadzie Wirusologii IHiT. Zestaw
genesig® do detekcji koronawirusa (COVID-19)
w real-time PCR (Primerdesign Ltd); Bosphore®
Novel Coronavirus (2019-nCoV) Detection Kit
v2 (Anatolia geneworks); dystrybuowane przez
Centralng Baze Rezerw do laboratoriow z Listy
COVID-19 byly stosowane szerzej.

Dodatkowo w tabeli 2 mozna znalez¢ dane
dotyczace testow polskiej produkcji do wykry-
wania RNA nowego koronawirusa oraz testu na
aparaty CoBAS, wykorzystywanego w polskim
krwiodawstwie do prowadzenia masowych badan.

Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na toczace
sie badania nad zwiekszeniem przepustowosSci
stosowanych procedur diagnostycznych przez pu-
lowanie probek [20, 21] oraz upraszczanie czeSci
obejmujacej izolacje kwasow nukleinowych [22].
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