Rekomendacje NIZP-PZH w zakresie diagnostyki molekularnej SARS-CoV-2

aktualizacja na dzien 31.05.2021r.

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zakfad Higieny z dniem 10.06.2021r. konczy
prowadzenie weryfikacji wynikow badan laboratoryjnych w kierunku SARS-CoV-2 (wydane zostang
ostatnie poswiadczenia poddania sie procesowi weryfikacji w NIZP-PZH). Instytut przedstawia
rekomendacje dla laboratoriow prowadzacych molekularng diagnostyke COVID-19 obejmujgce
spostrzezenia i wnioski z dotychczas przeprowadzonych weryfikacji wynikdw badan laboratoryjnych na
obecnos$é materiatu genetycznego SARS-CoV-2 (z oceny 289 laboratoriéw i 5561 prdobek) oraz zalecenia
organizacji miedzynarodowych (WHO, ECDC) i rekomendacji innych krajowych laboratoriéw ds.
diagnostyki COVID-19.

Majac na uwadze fakt, ze laboratoria prowadzace diagnostyke molekularng SARS-CoV-2 pracujg z
uzyciem zestawdw diagnostycznych (testy genetyczne i zestawy do izolacji RNA) réznych producentéw
i stosujg szeroki zakres aparatury, NIZP-PZH nie ma mozliwosci sprawdzenia i oceny wszystkich
stosowanych rozwigzan w diagnostyce COVID-19. Z tego wzgledu kazde laboratorium we wtasnym
zakresie musi przeprowadzi¢ sprawdzenie stosowanego ukiadu diagnostycznego, zgodnie z
zaleceniami producenta lub producentéw wszystkich modutéw uktadu diagnostycznego. Ponadto,
zgodnie z zaleceniami Zespotu ds. koordynacji laboratoriéw COVID?! do dnia 30.06.2021r. laboratoria
te zobowigzane sg do uzyskania certyfikatu potwierdzajgcego jako$¢ badan laboratoryjnych w kierunku
SARS-CoV-2 w materiale klinicznym od ludzi uzyskany w ramach udziatu w zewnetrznych,
ogodlnodostepnych programach kontroli jakosci badan (EQA) lub w programach organizowanych przez
WHO lub ECDC.

Ponizej przedstawiono najczesciej zalecane rekomendacje.
Rekomendacje
1. Interpretacja wyniku dodatniego na granicy czutosci analitycznej

Ze wzgledu na wysokg czutos¢ analityczng metody real-time PCR szczegdlny problem stanowig prébki
z wynikiem na granicy czutosci analitycznej, tj. gdy powyzej 35 cyklu (CT) uzyskano krzywa sygnatu
reakcji rtPCR o ksztatcie ,,S”. Zgodnie z ogdlng zasadg nalezy wynik badania interpretowac zgodnie z
zaleceniami producenta zestawu diagnostycznego (dla zestawéw ze znakiem IVD). Jednakze w procesie
walidacji catego uktadu diagnostycznego moze sie okazaé, ze wskazane przez producenta zestawu
kryteria interpretacji wyniku trzeba podda¢ korekcie w celu unikniecia wyniku fatszywie dodatniego.
Pomocne w tym procesie jest stosowanie kontroli (dodatniej i ujemnej) dostarczonych przez
producentdw zestawdw diagnostycznych i zestawow do izolacji RNA. Zalecany jest takze udziat w
programach zewnetrznej kontroli jakosci (EQAs). WHO zwraca szczegdlng uwage na koniecznosc
bardzo ostroznej interpretacji wynikdw ,stabo dodatnich” tj. przy wysokich wartosciach Ct i zaleca w
razie watpliwosci zbadanie kolejnej probki od pacjenta?.

1 Ustalenia w zakresie kontroli jako$ci badaf w laboratoriach COVID
https://www.gov.pl/web/zdrowie/wniosek-o-wlaczenie-medycznego-laboratorium-diagnostycznego-do-
wykazu-laboratoriow-covid

2 Diagnostic testing for SARS-CoV-2. WHO Interim guidance, 11 September 2020
https://apps.who.int/iris/rest/bitstreams/1302661/retrieve
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2. Wynik nierozstrzygajacy

Ze wzgledu na rézny poziom tadunku wirusa (liczba kopii SARS-coV-2 w badanej prébce) w okresie
rozwoju zakazenia u rdézinych oséb i w réinym czasie od poczatku zakazenia, w badaniach
laboratoryjnych w kierunku SARS-CoV-2 nalezy spodziewac sie wynikdw dodatnich na granicy czutosci
analitycznej. W przypadku, gdy wynik dodatni budzi watpliwosci (wynik stabo dodatni), zgodnie z
wytycznymi WHO diagnosta ma prawo wystawi¢ wynik nierozstrzygajacy i zleci¢ pobranie do badania
kolejnej préobki od pacjenta po 24-48 h od momentu pobrania prébki, ktérej wynik dodatni budzit
watpliwosc. Z reguty po uptywie 24-48 h tadunek wirusa w prébce od pacjenta ulega zmianie —wzrasta
lub obniza sie tak, iz miesci sie w obszarze wyniku pewnego analitycznie tj. pozwala jednoznacznie
stwierdzi¢ obecnosé¢ lub brak obecnosci materiatu genetycznego SARS-CoV-2 w badanej probce.
Wystawienie wyniku nierozstrzygajgcego nie swiadczy i nie moze by¢ interpretowane jako btad lub
brak nalezytego dziatania laboratorium.

3. Wynik negatywny — brak wykrycia obecnosci SARS-CoV-2

W przypadku uzyskania wyniku negatywnego (,ujemnego”) tj. przy braku wykrycia obecnosci
poszukiwanych markeréw genetycznych SARS-CoV-2 nalezy mie¢ Swiadomosé, ze wynik negatywny
nie wyklucza zakazenia. Z tego wzgledu w przypadku, gdy pacjent wykazuje objawy typowe dla
COVID-19 lub miat udokumentowany bliski kontakt z potwierdzonym przypadkiem COVID-19 wskazane
jest wykonanie ponownego badania kolejnej prébki od pacjenta. Alternatywnie mozna przeprowadzi¢
badanie tej samej prébki innym testem molekularnym jesli jest dostepny.

4. Woynik niediagnostyczny

Jesli w trakcie badania stwierdzono, ze w badanej prébce nie nastgpita amplifikacja kontroli
wewnetrznej i uzyskano wynik negatywny tj. brak wykrycia obecnosci poszukiwanych markerow
genetycznych SARS-CoV-2, nie nalezy wydawacé wyniku badania wskazujgcego na brak obecnosci
SARS-CoV-2. Taki wynik nalezy uzna¢ za niediagnostyczny. Wskazana jest ponowna izolacja kwaséw
nukleinowych z badanej prébki i ponowne przeprowadzenie testu. Jesli po raz kolejny nie nastapita
amplifikacja kontroli wewnetrznej, moze to wskazywac na obecnos¢ inhibitorow reakcji RT-PCR. Takg
probke nalezy uzna¢ za niezdatng do badan i jak najszybciej poinformowac zleceniodawce o
koniecznosci dostarczenia kolejnej prébki do badania.

5. Dobdr testu diagnostycznego do wymogéw definicji przypadku COVID-19

Ze wzgledéw na wymogi europejskiego i krajowego nadzoru epidemiologicznego nad COVID-19,
laboratoria, ktére chcg prowadzié¢ kompletng diagnostyke COVID-19 (tj. pozwalajacy na laboratoryjne
potwierdzenie przypadku COVID-19) muszg stosowac metodyke badania spetniajgcg wymogi aktualnej
krajowej definicji przypadku potwierdzonego COVID-19. Definicja przypadku COVID-19 z 31.10.2020 r.
jest dostepna na stronie internetowej Gtéwnego Inspektora Sanitarnego (GIS)3

W zaleznosci od etapu rozwoju epidemii COVID-19 w krajach bedacych cztonkami Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO) dopuszczalne sg rézne rozwigzania diagnostyczne w celu laboratoryjnego
potwierdzenia przypadku COVID-19.* W krajach i na obszarach, w ktérych epidemia jest pod kontrolg

3 https://www.gov.pl/web/gis/definicja-przypadku-covid19-na-potrzeby-nadzoru-epidemiologicznego-nad-
zakazeniami-wirusem-sars-cov-2-definicja-z-dnia-31102020-
4 https://apps.who.int/iris/rest/bitstreams/1272454/retrieve



https://www.gov.pl/web/gis/definicja-przypadku-covid19-na-potrzeby-nadzoru-epidemiologicznego-nad-zakazeniami-wirusem-sars-cov-2-definicja-z-dnia-31102020-
https://www.gov.pl/web/gis/definicja-przypadku-covid19-na-potrzeby-nadzoru-epidemiologicznego-nad-zakazeniami-wirusem-sars-cov-2-definicja-z-dnia-31102020-
https://apps.who.int/iris/rest/bitstreams/1272454/retrieve

WHO zaleca stosowanie molekularnych testéw diagnostycznych wykrywajacych co najmniej 2 rozne
obszary genomu SARS-CoV-2, w tym przynajmniej jeden swoisty dla tego wirusa.

W krajach i na terenach gdzie wystepuje stata cyrkulacja SARS-CoV-2 w populacji WHO dopuszcza
stosowanie testow wykrywajgcych tylko jeden obszar genomu SARS-CoV-2 do laboratoryjnego
potwierdzenia przypadku COVID-19. Jednak o tym czy w danym kraju / obszarze wystepuje stata
cyrkulacja SARS-CoV-2 nie decyduje indywidualnie diagnosta laboratoryjny tylko krajowa definicja
przypadku potwierdzonego COVID-19. Krajowa definicja przypadku COVID-19 z 31.10.2020 r. nie
precyzuje liczby fragmentéw genomu, ktére muszg byé wykryte by wynik mozna uzna¢ za pozytywny
co oznacza, ze wykrycie tylko jednego swoistego fragmentu genomu SARS-CoV-2 jest wystarczajgce do
laboratoryjnego potwierdzenia przypadku COVID-19. Majac jednak na uwadze ryzyko wystgpienia
mutacji w genomie SARS-CoV-2 w skutek selekcji nowych wariantéw genetycznych wirusa, WHO?® i
eksperci AOTMIT® rekomenduja stosowanie testéw genetycznych wykrywajacych 2, a optymalnie 3
réine obszary genomu SARS-CoV-2. Zwiekszenie liczby wykrywanych obszaréw genomu wirusa
zmniejsza podatnosc¢ testu na wystgpienie wyniku fatszywie ujemnego wskutek mutacji.

NIZP-PZH 31.05.2021r.

5 Genomic sequencing of SARS-CoV-2: a guide to implementation for maximum impact on public health ISBN
978-92-4-001844-0 (electronic version) https://apps.who.int/iris/rest/bitstreams/1326052/retrieve

6 AOTMIT, Diagnostyka laboratoryjna SARS-CoV-2 Aktualizacja Zalecen, wersja 2.1 z 27.04.2021r.
https://www.aotm.gov.pl/media/2021/05/Diagnostyka-COVID-19-%E2%80%93-Aktualizacja-Zalecen-wersja-
2.1-27-maja-2021-r..pdf



