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

Warszawa 24.04.2020r

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny petnigc funkcje krajowego
laboratorium centralnego COVID-19 prowadzgcego weryfikacje wynikdw badan laboratoryjnych
w kierunku SARS-CoV-2 przedstawia rekomendacje dla laboratoridw prowadzacych molekularng
diagnostyke COVID-19. Przedstawione rekomendacje obejmujg spostrzezenia i wnioski z dotychczas
przeprowadzonych weryfikacji wynikdw badan laboratoryjnych na obecnos¢ materiatu genetycznego
SARS-CoV-2 oraz zalecenia organizacji miedzynarodowych (WHO, ECDC) i rekomendacji innych
krajowych laboratoriéw ds. diagnostyki COVID-19.

Majgc na uwadze fakt, ze laboratoria prowadzgce diagnostyke molekularng SARS-CoV-2 pracujg
z uzyciem zestawdOw diagnostycznych (testy molekularne i zestawy do izolacji RNA) rézinych
producentéw i stosujg rdoine aparaty do reakcji real-time PCR 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 uktadu
diagnostycznego, zgodnie z zaleceniami producenta lub producentéw wszystkich modutéw ukfadu
diagnostycznego. NIZP-PZH dokonuje jedynie weryfikacji wyniku badania laboratoryjnego préobek
ktore wczesniej zostaty zbadane w laboratoriach, a wyniki wydane zleceniodawcom. Badaniu podlega
oryginalna probka materiatu klinicznego od pacjenta. Na podstawie stwierdzonych rozbieznosci NIZP-
PZH wskazuje mozliwe przyczyny rozbieznosci i formutuje zalecenia i rekomendacje dla ocenianego
laboratorium. 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 interpretowaé zgodnie
z zaleceniami producenta zestawu diagnostycznego (dla zestawéw ze znakiem IVD). Jednakzie
w procesie walidacji catego uktadu diagnostycznego moze sie okazaé, ze wskazane przez producenta
zestawu kryteria interpretacji wyniku trzeba poddac korekcie w celu unikniecia wyniku fatszywie
dodatniego. Pomocne w tym procesie jest stosowanie kontroli (dodatniej i ujemnej) dostarczonych
przez producentéw zestawdw diagnostycznych i zestawow do izolacji RNA. Zalecany jest takze udziat
w programach zewnetrznej kontroli jakosci (EQAs) w przypadku gdy bedg dostepne.

2. Wynik nierozstrzygajacy

Ze wzgledu na rézny poziom wiremii (liczba kopii SARS-coV-2 w badanej prébce) w okresie rozwoju
zakazenia u réznych oséb i w réznym 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 prébki
od pacjenta po 24-48h od momentu pobrania prébki, ktdrej wynik dodatni budzit watpliwosc. Z reguty
po uptywie 24-48h poziom wiremii w prébce od pacjenta ulega zmianie — wzrasta lub obniza sie tak, iz
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miesci sie w obszarze wyniku pewnego analitycznie tj. pozwala jednoznacznie stwierdzi¢ obecnos¢ lub
brak obecnosci materiatu genetycznego SARS-CoV-2 w badanej prébce. Wystawienie wyniku
nierozstrzygajacego nie swiadczy i nie moze by¢ interpretowane jako btad lub brak naleiytego
dziatania laboratorium, a wszelkie dziatania i naciski na przyspieszenie wydania wyniku ostatecznego
sg niedopuszczalne i naruszaja ustawowe prawa diagnosty laboratoryjnego.

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

W przypadku uzyskania wyniku ,ujemnego” tj. przy braku wykrycia obecnosci poszukiwanych
markeréw genetycznych SARS-CoV-2 nalezy mie¢ $wiadomos¢, ze wynik ,,ujemny” 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 ,ujemny” tj. brak wykrycia obecnosci poszukiwanych markeréw
genetycznych SARS-CoV-2, nie nalezy wydawac 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 nastgpita
amplifikacja kontroli wewnetrznej, moze to wskazywaé na obecnos¢ inhibitoréw reakcji rtPCR. Taka
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 wzgledédw na wymogi europejskiego i krajowego nadzoru epidemiologicznego nad COVID-19,
laboratoria, ktére chcg prowadzi¢ kompletng diagnostyke COVID-19 (tj. pozwalajaca na laboratoryjne
potwierdzenie przypadku COVID-19) muszg stosowacé metodyke badania spetniajgcg wymogi aktualnej
krajowej definicji przypadku potwierdzonego COVID-19. Definicja ta jest dostepna na stronie
internetowej Gtéwnego Inspektora Sanitarnego (GIS)!

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-19.2 W krajach i na obszarach w ktdrych epidemia jest pod kontrolg
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 testéw wykrywajgcych tylko jeden obszar genomu SARS-CoV-2 do laboratoryjnego
potwierdzenia przypadku COVID-19. Jednak o tym czy w danym kraju / obszarze wystepuje stata

1 https://gis.gov.pl/aktualnosci/definicja-przypadku-na-potrzeby-nadzoru-nad-zakazeniami-ludzi-nowym-
koronawirusem-sars-cov-2/
2 https://apps.who.int/iris/rest/bitstreams/1272454/retrieve
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cyrkulacja SARS-CoV-2 nie decyduje indywidualnie diagnosta laboratoryjny tylko krajowa definicja
przypadku potwierdzonego COVID-19 (w Polsce ogtaszana przez GIS).

Wiekszos¢é zestawdw do molekularnej diagnostyki SARS-CoV-2 dostepnych obecnie na rynku krajowym
moze wykry¢é dwa lub wiecej obszaréw genomu (gendw) SARS-CoV-2. Zgodnie z kryteriami
interpretacyjnymi niektdrych producentéw wykrycie tylko jednego z poszukiwanych gendéw
interpretowane jest jako wynik pozytywny dla COVID-19. Jednak w oparciu o doswiadczenia wtasne
NIZP-PZH zaleca wystawienie wyniku pozytywnego po wykryciu minimum dwdch gendw. W przypadku
wykrycia tylko jednego genu zaleca sie ponowne badanie innym testem molekularnym lub konsultacje
z laboratorium centralnym. Przyktadowa interpretacja wynikéw testéw 2-genowych z uwzglednieniem
markerdéw (gendw) przesiewowych albo swoistych zostata podana ponizej.

1)

Gen przesiewowy (+) i gen potwierdzajacy (+):

Wynik pozytywny dla COVID-19 (wykryto SARS-CoV-2)

Niektdre zestawy z trzema genami docelowymi wykorzystujg jeden gen docelowy do testu
przesiewowego, a pozostate dwa geny docelowe do testu potwierdzajgcego. W przypadku tych
zestawdw wynik testu potwierdzajgcego uznaje sie za pozytywny w przypadku wykrycia
jednego z gendéw potwierdzajacych. Jesli zaden gen potwierdzajacy nie zostanie wykryty,
wyniku nie mozna interpretowac jako pozytywny.

Gen przesiewowy (+) i gen potwierdzajacy (-):

Wynik negatywny dla COVID-19 (nie wykazano obecnosci SARS-CoV-2)

W przypadku zestawdéw wykorzystujgcych startery dla betakoronawirusow do testu
przesiewowego istnieje mozliwo$¢ wykrycia rdéinych betakoronawiruséw, nie tylko
SARS-CoV-2.

Gen przesiewowy (-) i gen potwierdzajacy (-):

Wynik negatywny dla COVID-19 (nie wykryto SARS-CoV-2)

Jesli kontrola wewnetrzna jest rowniez ujemna, wynik jest niediagnostyczny i konieczne jest
powtdrzenie badania tej samej probki.

Gen przesiewowy (-) i gen potwierdzajacy (+):

Powtdrzy¢ badanie. Jesli wynik nie ulegnie zmianie nalezy skontaktowac sie z laboratorium
centralnym w celu przeprowadzenia dodatkowych badan.

Obecnie wiedza na temat czasu wykrycia wirusa w przypadkach COVID-19 jest bardzo
ograniczona. Dlatego trudno jest wykluczyé¢ COVID-19 wytacznie na podstawie jednego
negatywnego wyniku, szczegdlnie w przypadku stosowania prébki z gérnych drég
oddechowych. W przypadku, gdy u pacjenta wystepuje wysokie prawdopodobienstwo
wystgpienia COVID-19 (na podstawie wywiadu epidemiologicznego) powinny zostaé pobrane
i zbadane inne prébki z gérnych dréog oddechowych. Jednoczesnie mozna pobraé do badania
takze probki z dolnych drég oddechowych zwtaszcza przy pogarszajacym sie stanie pacjenta.



