Badanie serologiczne w kierunku przeciwciat anty-SARS-CoV-2.

1. Informacje wstepne.

W teorii kazdy pacjent podejrzany o infekcje SARS-CoV-2 powinien zostac przebadany
metodg RT-PCR, aby zakwalifikowaé go do grupy pacjentéw zdrowych lub chorych, ale takie
podejscie jest obecnie niemozliwe do realizacji z powodu braku odpowiedniej ilosci testéw na
rynku globalnym i ogromnych wyzwan logistycznych.

W zwigzku z tym rozpoczeto dyskusje o zastosowaniu alternatywnych rozwigzan
diagnostycznych. Pierwszg z propozycji jest badanie przeciwciat anty-SARS-CoV-2. Obecnie
dostepne sg u kilkudziesieciu producentéow jakoSciowe testy kasetkowe, oparte o metode
immmunochromatograficzng, oceniajgce osobno obecnos¢ przeciwciat klasy IgM i IgG. Takie
rozwigzania mogg by¢ stosowane jako badanie laboratoryjne, ale takze jako badanie POCT. W
najblizszych tygodniach zostang wprowadzone badania przeciwciat na platformy analityczne
(Snibe, Abbott) i beda to badania ilosciowe do uzytku tylko w laboratorium.

Wszystkie oferowane rozwigzania nie majg petnej walidacji, ze wzgledu na skrécony
czas wdrozenia w czasie epidemii (czynnik patogenny i chorobe znamy dopiero od kilku
miesiecy), i sg w teorii mniej wiarygodne od innych badan stosowanych w naszych
laboratoriach, ktére przeszty petng walidacje w czasach przedepidemicznych. Dlatego tez
jednym z gtdwnych wyzwan stojgcych obecnie przez medycyng laboratoryjng jest jak
najszybsze petne zwalidowanie dostepnych na rynku rozwigzan diagnostycznych do
oznaczania przeciwciat anty-SARS-CoV-2.

Sytuacja zmienia sie dynamicznie, bo codziennie pojawiajg sie nowe publikacje i
wytyczne. Nie budzi jednak watpliwosci fakt, ze badania serologiczne, wykrywajgce
przeciwciata skierowane przeciwko wirusowi SARS-CoV-2, nie zostaty zwalidowane do
rozpoznawania COVID-19. Ich wyniki nie powinny by¢ wykorzystywane jako podstawa do
diagnozowania lub wykluczania zakazenia SARS-CoV-2. Takie wytyczne sg pochodng faktu, ze
ujemny wynik badania przeciwciat nie wyklucza infekcji SARS-CoV-2. Jedynym uznanym
powszechnie i zaakceptowanym badaniem do diagnozowania infekcji SARS-CoV-2 jest
wykrywanie obecnosci wirusa w wymazie z drég oddechowych za pomocg testéw RT-PCR.

Nie znaczy to jednak, ze badania przeciwciat anty-SARS-CoV-2 sg bezuzyteczne i nie
powinny by¢ stosowane w diagnostyce i badaniach epidemiologicznych COVID-19.

W kolejnych punktach zebrane przeze mnie dane o badaniu przeciwciat anty-SARS-
Cov-2 i ich uzytecznosci klinicznej i epidemiologiczne;.

2. Dane literaturowe o przeciwciatach anty-SARS-CoV-2.

Dane z poprzedniej epidemii SARS-CoV (lata 2002/2003) wykazaty przydatnos¢ testow
serologicznych opartych na wykrywaniu przeciwciat IgM i IgG w diagnostyce i badaniach
epidemiologicznych (1),

Podczas obecnej epidemii wykazano, ze chorzy na COVID-19 z zapaleniem ptuc
rozwijajg rownie szybkg odpowiedz humoralng w klasie 1IgM/IgG, ktérg mozna okresli¢ przez
pomiar stezenia IgM/IgG w surowicy krwi (4. Najdoktadniejsze dane przedstawiono w



publikacji Ai Tang X, Chun G, Sheng Z. Profile of Specific Antibodies to SARS-CoV-2:
Report. https://doi.org/10.1016/].jiinf.2020.03.012 skad pochodzi ponizsza rycina.
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Metody serologiczne (ze szczegdlnym uwzglednieniem oznaczania IgM) zostaty
wspomniane w Zaleceniach Postepowania w Zakazeniach SARS-CoV-2 Polskiego Towarzystwa
Epidemiologéw i Lekarzy Choréb Zakaznych w wersji z 24.03,2020 oraz w Laboratory Testing
for Coronavirus Disease (COVID-19) in Suspected Human Cases (WHO interim guidance) z
19.03.2020, a dane z klinicznej obserwacji pacjentéw hospitalizowanych w Chinach zostaty
podane w kilku publikacjach wymienionych na koricu tego dokumentu 345),

Po przenalizowaniu przywotanych powyzej dokumentéw mozna stwierdzi¢, ze:

Wynik badania serologicznego musi by¢ interpretowany w odniesieniu do stanu
klinicznego pacjenta, danych z wywiadu klinicznego oraz wyniku badania technika
RT-PCR wykrywajgcego obecnos¢ wirusa SARS-CoV-2 w drogach oddechowych.
Dynamika odpowiedzi serologicznej w zakazeniu SARS-CoV-2 nie jest jeszcze
doktadnie znana, ale najpewniej dodatnie wyniki badan serologicznych
(przeciwciata w klasie IgM) pojawiajg sie pdzniej niz dodatnie wyniki badania RT-
PCR, mniej wiecej po 7-10 dniach od zakazenia.

Wynik ujemny badania serologicznego nie swiadczy o braku infekcji i nie daje
podstaw do jej wykluczenia. Wynik ujemny moze wystgpi¢ u osoby zakazonej w
tzw. okienku serologicznym, czyli okresie po zainfekowaniu kiedy organizm nie
zdgzyt jeszcze wytworzy¢ przeciwciat odpornosciowych lub w przypadkach, gdy
czuto$¢ testu serologicznego jest niewystarczajgca (zbyt niskie stezenie
przeciwciat).

Wyniki dodatnie badania serologicznego sg najpewniej spowodowane trwajacg lub
przebytg infekcjg wirusem SARS-CoV-2, ale mogg by¢ takze spowodowane przebytg
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lub trwajgca infekcjg szczepami koronawirusa innymi niz SARS-CoV-2, takimi jak
koronawirus HKU1, NL63, OC43 lub 229E. Aby ostatecznie wykluczy¢ lub
potwierdzi¢ zakazenie SARS-CoV-2 nalezy wykonaé¢ badanie z zastosowaniem
diagnostyki molekularnej technikg RT-PCR.

e Testowanie serologiczne na zyczenie, obejmujgce wykrywanie przeciwciat w klasie
IgM, jest zasadne ze wzgleddéw epidemiologicznych.

Z podanych powyzej informacji wynika, ze kazdy wynik badania serologicznego SARS-
CoV-2 wydany przez laboratorium musi zosta¢ opatrzony adekwatnym komentarzem, aby
unikna¢ btednej interpretacji przez klinicyste lub pacjenta.

Swoiste IgM/IgG dla SARS-CoV-2 s3  wychwytywane w  tescie
immunochromatograficznym przez antygen, ktérym jest biatko nukleokapsydowe SARSr - 111
CoV Rp3 (NP). Dynamika serokonwers;ji jest charakterystyczna dla ostrych infekcji wirusowych,
tzn. poczatkowy wzrost IgM, a pdzniej wzrost stezenia 1gG nastepujgcy wraz ze spadkiem
stezenia IgM. Testy serologiczne w kierunku SARS-CoV-2 sg udoskonalane przez dobodr
antygenu eliminujgcego prawdopodobiedstwo reaktywnos¢ krzyzowej z innymi
koronawirusami.

Euroimmun powotujgc sie na publikacje naukowg (Okba et al., 2020, preprint) twierdzi,
ze testy ELISA ich produkcji, wykrywajgce przeciwciata w klasie 1gG oraz IgA (zamiast IgM we
wczesnej fazie infekcji) majg wyzszg swoistos¢ dzieki zastosowaniu jako antygenu
podjednostki S1 wirusa. Podjednostka ta ma matg homologie pomiedzy koronawirusami.
Reakcje krzyzowe obserwowano jedynie z SARS-CoV, a obecnie przeciwciata przeciw temu
wirusowi nie sg juz stwierdzane w populacji. Ulotka wyklucza reakcje krzyzowe z innymi
koronawirusami, ale juz w artykule wykazana jest kilkuprocentowa reaktywnos$¢ surowic osdb
zdrowych, z innymi wirusami oddechowymi, innymi koronawirusami. ELISA Euroimmunu dla
klasy IgA jest czulsza, natomiast dla klasy IgG bardziej swoista. Te dane bedg podlegaé
weryfikacji klinicznej w najblizszych tygodniach i miesigcach.

3. Wybrane przestanki dla wdrozenia serologicznych testow w kierunku SARS-CoV-2.

e Przyjmuje sie, ze, u 0sdéb bez niedoboru odpornosci, IgM staje sie wykrywalna juz w
nawet w 3 dniu infekcji, chociaz wiekszos¢ cytowan podaje 7 dobe infekcji jako
moment pojawienia sie przeciwciat w klasie IgM, co koreluje z obnizaniem sie wiremii.

e Probki surowicy dla testéw serologicznych sg poréwnywalne, czyli niezalezne od
probleméw technicznych zwigzanych z pobieraniem materiatu, jak to ma miejsce w
przypadku materiatu do badan wykrywajgcych wirusa. Wybdér materiatu do wykrycia
wirusa na danym etapie choroby (wymaz z gardta, poptuczyny oskrzelowe, kat) i
technika pobierania wptywajg na wynik. Niepoprawnie wykonanie pobranie i nie
zachowanie odpowiednich warunkéw przedanalitycznych (czas, warunki transportu)
mogg, i zapewne w pewnym odsetku przypadkéw, doprowadzity do uzyskania
wynikéw fatszywie ujemnych. Natomiast w przypadku wykrywania przeciwciat w
surowicy wyniki fatszywie ujemne powodowane przez problemy techniczne przy
pobieraniu materiatu praktycznie nie wystepuja.



Badaniami serologicznymi mozna obejmowaé duzg liczbe oséb, poddanych do tego
monitorowaniu w zdefiniowanym czasie (na przyktad okresu kwarantanny). Czas do
uzyskania wyniku (TAT) skraca sie do godzin lub nawet minut.

Badania serologiczne mogg by¢ wykonywane bez wzgledu na referencyjnos$é placéwki
medycznej: w lecznictwie otwartym i zamknietym niskiej referencyjnosci, w szpitalach
specjalistycznych i jednoimiennych dedykowanych COVID-19.

Prosty i szybki sposdb pobierania materiatu (krwi zylnej do badania) obniza narazenie
na krzyzowe zakazenie pomiedzy pacjentami i narazenie personelu medycznego
pobierajgcego materiat.

Przeprowadzenie testu nie wymaga kosztownych, specjalistycznych laboratoridw i
restrykcji zapewniajgcych poziom odpowiedniego bezpieczeristwa biologicznego.
Czutosc diagnostyczna testdw serologicznych wzrasta wraz z wspétistnieniem objawdw
typowych dla COVID-19 (np. gorgczka, kaszel) i ustaleniami wywiadu (ustalenie
mozliwych kontaktéw z zakazonymi/narazonymi itd.) zwiekszajgcymi trafnosé
preselekcji kandydatow do badania.

Potencjalne zastosowania badan serologicznych w diagnostyce i epidemiologii COVID-
19 (szczegdlnie przy niepetnej dostepnosci badan molekularnych).

Szpitale:

e Szybki przesiew przy przyjeciu do szpitala: serologia pozytywna = wstepne
potwierdzenie COVID (szybka kwalifikacja bez testu molekularnego), serologia
negatywna — potrzebny wymaz i test molekularny.

e Monitorowanie pacjenta hospitalizowanego za pomocg powtarzanych badan
serologicznych!”): obserwacja konwersji serologicznej, narastania i obnizania
sie stezenia przeciwciat.

Zastosowanie pozaszpitalne:

e Optymalizacja kwalifikacji do kwarantanny przy braku dostepnosci testow
molekularnych. Logika: serologia pozytywna — zakwalifikowany jako chory;
serologia negatywna — dalsza obserwacja/kwarantanna i mozliwe powtarzanie
badania.

e Monitoring epidemiologiczny pacjentdw w kwarantannie i izolacji przy braku
dostepnosci testow molekularnych. Zmiana statusu w izolacji przy dodatnim
badaniu serologicznym: z obserwowany na zakazony.

e Weryfikacja monitoringu epidemiologicznego (Sledzenie kontaktéw pacjenta,
identyfikacja “oséb-rezerwuaréw” wirusa, rozprzestrzenienia sie infekcji w
populacji, a w szczegdlnosci identyfikacja infekcji bezobjawowych).

e Szeroki monitoring populacji. Biezgce (obecnie) i retrospektywne (w
najblizszych miesigcach) badania serologiczne dla celéw epidemiologicznych —
identyfikacja oséb z przebytym zakazeniem. To zastosowanie ma najmocniejsze
rekomendacje i najsilniejszy aspekt praktyczny, zaréwno epidemiologiczny, jak
i gospodarczy, gdyz pacjent z dodatnig serologia (i uyjemnym wynikiem badania
molekularnego, jezeli jest dostepne) moze wréci¢ do normalnej aktywnosci i
pracy, bo przebyt juz infekcje i jest prawdopodobnie odporny na ponowne
zainfekowanie i bezpieczny epidemiologicznie (nie przenosi infekcji).
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