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				STRESZCZENIE 

				Pandemia COVID-19 podkreśliła znaczenie diagnostyki laboratoryjnej w ograniczaniu rozprzestrzeniania się wirusa i właściwego leczenia pacjentów z ciężkim przebiegiem choroby. Sytuacja wymagała szybkiego zwiększenia liczby testów diagnostycznych, aby umożliwić masowe badania przesiewowe, testowanie grup wysokiego ryzyka oraz ustalenie danych epidemiologicznych dotyczących wcześniejszego narażenia na SARS-CoV-2. W celu zaspokojenia zapotrzebowania na badania, przyspieszono rozwój testów molekularnych i serologicznych. Wiedza na temat metod diagnostycznych stale się rozwija, dlatego ważne jest zrozumienie natury testów i umiejętność interpretacji wyników. W niniejszym przeglą-dzie omówiono aktualną literaturę dotyczącą metod diagnostycznych SARS-CoV-2, marke-rów prognostycznych, rekomendacji dotyczących diagnostyki, wyboru odpowiedniego te-stu, rodzaju materiału biologicznego i interpretacji wyników w zależności od czułości testu i czasu trwania choroby. Ponadto przeanalizowano odsetek wyników pozytywnych w wy-branych krajach w dwóch odległych punktach czasowych epidemii. Dalszy rozwój technik diagnostycznych i włączenie nowych technologii do diagnostyki COVID-19 może zapewnić lepsze, dokładniejsze i szybsze narzędzia kontroli i zwalczania epidemii. 

				WPROWADZENIE

				W grudniu 2019 roku wykryto nowy koronawirus, obecnie znany pod nazwą SARS-CoV-2, u trzech pacjentów z zapaleniem płuc związanym z klastrem przy-padków ostrej choroby układu oddechowego z Wuhan w Chinach. Po Chinach epidemia COVID-19 uległa dalszemu rozprzestrzenianiu geograficznemu i do końca lutego 2020 w kilku krajach, w tym w Europie, stwierdzono stałą lokalną transmisję wirusa [1]. W dniu 11 marca 2020 roku Dyrektor Generalny Świa-towej Organizacji Zdrowia ogłosił pandemię COVID19 [2]. Aktualnie mija pół roku od tego momentu, a pozytywne wyniki testów na COVID-19 stwierdzono u 31 418 301 osób na świecie, z czego najwięcej przypadków w Stanach Zjedno-czonych, Indiach i Brazylii (dane na dzień 21 września 2020) [3]. 

				Wirus SARS-CoV-2 przenosi się drogą kropelkową, a do zakażenia może dojść zarówno w wyniku bezpośredniego, jak i pośredniego kontaktu z no-sicielem. Wiriony zawieszone w postaci aerozolu utrzymują się w środowisku, w którym wcześniej przebywała osoba zakażona, w formie zdolnej do zakażenia jeszcze przez kilka godzin (3 godziny w temperaturze 21–23 st. C i wilgotności względnej wynoszącej 65%). Wirus SARS-CoV-2 jest w stanie przetrwać 4 go-dziny na powierzchni miedzianej, do 24 godzin na powierzchni kartonowej, do 72 godzin na powierzchni plastikowej lub ze stali nierdzewnej. Zakażenie obej-muje przede wszystkim układ oddechowy. U większości zakażonych (80,9%) występują łagodne objawy choroby (gorączka, suchy kaszel, ogólne zmęczenie), które nie wymagają hospitalizacji [4–6]. Niemniej jednak u niektórych pacjentów objawy te mogą przekształcić się w zapalenie płuc z dusznością i objawami bólu w klatce piersiowej. Ryzyko śmierci wzrasta szczególnie u osób starszych i cho-rych z przewlekłymi schorzeniami, takimi jak otyłość, choroby układu krążenia, cukrzyca, przewlekłe choroby układu oddechowego, nadciśnienie [7,8].

				Pandemia SARS-CoV-2 stanowi poważne zagrożenie dla zdrowia publiczne-go i ekonomii. Wiarygodna, wczesna i dokładna diagnoza ma kluczowe znacze-nie dla zapewnienia szybkiej pomocy medycznej zakażonym osobom, a także pomaga agencjom rządowym zapobiegać rozprzestrzenianiu się wirusa. Fałszy-wie negatywne wyniki testów mogą doprowadzić do rozprzestrzenienia się epi-demii w społeczności, natomiast fałszywie dodatnie wyniki mogą prowadzić do niepotrzebnego leczenia oraz negatywnych konsekwencji ekonomicznych, psy-chologicznych i społecznych wśród pacjentów. W związku z tym istnieje pilna potrzeba posiadania dokładnego, szybkiego, łatwo dostępnego i niezawodnego testu diagnostycznego w kierunku zakażenia SARS-CoV-2. Aktualnie do wykry-wania koronawirusa wykorzystuje się testy genetyczne oraz immunologiczne.
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				Trwający, bezprecedensowy w skali światowej wybuch epidemii COVID-19 podkreślił znaczenie diagnostyki la-boratoryjnej dla ograniczenia rozprzestrzeniania się wiru-sa SARS-CoV-2 i właściwego leczenia pacjentów z ciężkim przebiegiem choroby. Wiedza na temat metod diagnostycz-nych w kierunku SARS-CoV-2 wciąż się rozwija, dlatego ważne jest zrozumienie natury testów i umiejętność inter-pretacji wyników. Celem niniejszego opracowania jest omó-wienie dostępnych badań dotyczących metod diagnostycz-nych zakażeń COVID-19.

				REKOMENDACJE DOTYCZĄCE DIAGNOSTYKI SARS-COV-2

				Według obowiązujących zaleceń National Health Com-mission, do rozpoznania zakażenia COVID-19 wymagane jest stwierdzenie jednego z kryteriów: (1) dodatni wynik wykrywania kwasu nukleinowego SARS-CoV-2 za pomocą rRT-PCR; (2) sekwencjonowanie genomu i określenia se-kwencji wirusa SARS-CoV-2 w próbce; (3) wykrycie obec-ności specyficznych przeciwciał IgM i IgG; (4) serokonwer-sja IgG odczynu ujemnego w dodatni lub miano przeciwciał IgG w fazie zdrowienia co najmniej 4-krotnie wyższe niż w fazie ostrej [9]. 

				Zgodnie z rekomendacjami WHO, ECDC, AOTMiT oraz PTEiLChZ podstawową techniką stosowaną w potwierdza-niu zakażenia SARS-CoV-2 są testy molekularne oparte na metodzie reakcji łańcuchowej polimerazy, wykrywające materiał genetyczny wirusa w wydzielinach i wydalinach chorego, zwłaszcza z błon śluzowych gardła i nosa. We-dług tych rekomendacji, wykrycie swoistych przeciwciał ma znaczenie uzupełniające, wskazując na przebyte zaka-żenie SARS-CoV-2. Potencjalne zastosowania testów sero-logicznych obejmują badania populacyjne służące do oceny odsetka osób, które miały kontakt z wirusem, prowadzenie dochodzeń epidemiologicznych, a także badanie ozdro-wieńców, w celu uzyskania osocza do celów terapeutycz-nych [1,10,11].

				BADANIA WYKONYWANE METODĄ RT-PCR 

				Podstawą rozpoznania zakażenia SARS-CoV-2 jest zasto-sowanie metod molekularnych, technik amplifikacji kwasu nukleinowego, wykrywających materiał genetyczny wiru-sa. Sekwencja genomu wirusa SARS-CoV-2 została udo-stępniona w publicznych bazach medycznych virological.org 10 stycznia 2020 roku, w celu natychmiastowego wsparcia zdrowia publicznego, co pozwoliło na bardzo szybkie opra-cowanie i zastosowanie metod molekularnych w diagnosty-ce wirusa. W przypadku diagnostyki COVID-19 stosuje się specyficzną odmianę metody PCR, czyli PCR z odwrotną transkrypcją w czasie rzeczywistym. RT-PCR w czasie rze-czywistym jest metodą, za pomocą której możemy wykryć obecność specyficznego docelowego materiału genetyczne-go nawet w bardzo małej próbce. PCR w czasie rzeczywi-stym pozwala śledzić proces namnażania się DNA i tym sa-mym monitorować ilość produktów powstających podczas kolejnych cykli [12,13]. Wykrywanie obecności materiału genetycznego wirusa jest możliwe tylko w aktywnej fazie choroby, gdy obecna jest replikacja w tkankach, z których 

			

		

		
			
				materiał został pobrany. W związku z tym test molekularny jest podstawową metodą pozwalającą stwierdzić, czy dana osoba ma aktywną infekcję COVID-19. Czułość w diagno-styce zakażeń COVID-19 według różnych badań waha się w granicach 71–100% [13,14]. 

				Metody oparte na tradycyjnych technikach PCR wyma-gają skomplikowanych procedur, kosztownych instrumen-tów i specjalistycznej wiedzy. Dlatego w celu zapewnienia szybkiej diagnostyki w nagłych przypadkach, przy łóżku pacjenta wprowadza się zestawy szybkich testów, które mogą być wykonywane przy użyciu prostego, przenośne-go i taniego sprzętu. Według obowiązujących w Polsce re-komendacji, szybkie testy molekularne z zastosowaniem technologii RT-PCR i izotermicznej, wykrywające RNA wi-rusa, mogą być wykonywane w przypadkach pilnych. Czas otrzymania wyniku w przypadku szybkich testów kasetko-wych wynosi zwykle około 15-45 minut [11,15]. Przykładem takiego testu jest CovidNudge, wprowadzony w maju 2020 w szpitalach brytyjskich. Test CovidNudge jest czułym, specyficznym i szybkim testem punktowym na obecność SARS-CoV-2. Kluczową zaletą metody typu „point-of-care” jest fakt, że jest ona w pełni zautomatyzowana, co eliminuje potrzebę posiadania infrastruktury laboratoryjnej wymaga-nej dla tradycyjnego RT-PCR. W przeprowadzonych bada-niach test CovidNudge dla SARS-CoV-2 miał czułość 94% i swoistość 100% w porównaniu ze standardowym RT-PCR [16].

				Obszerny przegląd dostępnych komercyjnych i nieko-mercyjnych zestawów diagnostycznych został przedsta-wiony w pracy Oishee i wsp. [17] opublikowanej jako pre-print. Tylko kilka z dostępnych testów otrzymało autory-zację amerykańskiej Agencji ds. Żywności i Leków (FDA), ponieważ wciąż brakuje rzetelnych badań naukowych po-twierdzających diagnostyczną przydatność poszczególnych testów. 

				BADANIA SEROLOGICZNE 

				Wśród testów serologicznych wykrywających swoiste przeciwciała znalazły zastosowanie szybkie kasetkowe te-sty immunochromatograficzne, zautomatyzowane testy chemiluminescencyjne oraz testy immunoenzymatyczne (ELISA). Walidowane immunochemiczne testy diagno-styczne o wysokiej czułości i swoistości diagnostycznej określające stężenie/miano przeciwciał anty-SARS-CoV-2 są uznawane za jedyne wiarygodne badania serologiczne. Do oznaczeń wykonywanych w laboratoriach wykorzystu-je się technikę ELISA w wersji klasycznej oraz modyfikację tej metody, dedykowaną automatycznym analizatorom me-todę chemiluminescencji (CLIA) [11]. Do najpowszechniej stosowanych metod serologicznych w laboratoriach należy metoda ELISA. Testy serologiczne z krwi żylnej wykrywają przeciwciała anty-SARSCoV-2 w klasie IgA, IgM oraz IgG. Opisano intensywną syntezę przeciwciał anty-SARSCoV-2 w klasie IgM i IgA u chorych na COVID-19, jednak aktual-nie brak jest wiarygodnych danych, oceniających przydat-ność kliniczną testów wykrywających te typy przeciwciał [18]. Przeciwciała w klasie IgG są obecne u ozdrowieńców, czyli osób które przechorowały daną chorobę, jednak po-zytywny wynik badania serologicznego musi być potwier-
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				dzony badaniem molekularnym. Obecność przeciwciał anty-SARS-CoV-2 klasy IgG, w skojarzeniu z ujemnym wy-nikiem testu molekularnego, może świadczyć o przebyciu zakażenia. Niemniej jednak wartość diagnostyczna badań serologicznych jest ograniczona, dlatego Światowa Organi-zacja Zdrowia nie rekomenduje podejmowania decyzji kli-nicznych oraz rozpoznawania COVID-19 na tej podstawie. Ponadto, występowanie reakcji krzyżowych pomiędzy przeciwciałami anty-SARSCoV-2 a przeciwciałami istnieją-cymi w populacji wytworzonymi przeciwko innym, po-wszechnie występującym koronawirusom takim jak 229E, NL63, OC43, czy HKU1 istotnie ogranicza specyficzność testów immunologicznych. Reaktywność krzyżowa może być przyczyną wyników fałszywie dodatnich zarówno we frakcji IgM, jak i IgG. Z tej przyczyny niezmiernie ważnym jest walidowanie specyficzności testów serologicznych w stosunku do innych koronawirusów. Tymczasem duży odsetek wyników fałszywie ujemnych jest spowodowany występowaniem okienka serologicznego, czyli okresu po-między początkiem infekcji a wytworzeniem przeciwciał. Dla IgM szczyt występuje po 2 tygodniach, natomiast dla IgG po 4 tygodniach [19–21]. Przegląd systematyczny 65 badań wskazuje, że czułość testów serologicznych waha się od 0% do 100%, a specyficzność od 78% do 100%, przy czym wydajność zmienia się w zależności od czasu trwania choroby, przyjmując bardzo ograniczone ramy czasowe, co odzwierciedla dynamikę serokonwersji [22]

				Nie zaleca się stosowania jakościowych tzw. szybkich testów kasetkowych wykrywających przeciwciała anty--SARS-CoV-2 w opiece nad pacjentami ze względu na brak wystarczających danych potwierdzających ich dokładność. Zasada działania tych testów polega na reakcji obecnych w próbce surowicy, osocza bądź pełnej krwi, przeciwciał ze znakowanymi antygenami wirusa. W opublikowanych ba-daniach czułość i specyficzność waha się odpowiednio od 9% do 88,6% i od 88,9% do 91,7% [22]. Zaletą tych testów jest prostota wykonania oraz krótki czas uzyskania wyniku. W wielu krajach, w tym również w Polsce, testy te znalazły zastosowanie w specjalnych mobilnych punktach pobrań typu „DriveThru”, należy jednak pamiętać, że często są to testy o niepotwierdzonej wiarygodności i braku walidacji. W związku z powyższym, WHO nie zaleca ich stosowania na obecnym etapie, jednak rekomenduje prowadzenie dal-szych badań nad ich wydajnością i potencjalną użyteczno-ścią diagnostyczną [11,23].

				Zaproponowano kilka szybkich testów antygenowych dla wykrywania białek wirusa SARS-CoV-2. Badania anty-genowe są najczęściej immunochromatograficzne lub opar-te o technologię ELISA. Mimo zalet jakimi są niski koszt i krótki czas trwania badania, główne obawy budzi wysoki wskaźnik wyników fałszywie ujemnych wynikający z ni-skiej lub zmiennej wiremii, możliwość reakcji krzyżowych z innymi powszechnie występującymi koronawirusami oraz brak odpowiedniej walidacji [23,24].

				RODZAJ MATERIAŁU BIOLOGICZNEGO W DIAGNOSTYCE SARS-COV-2

				Obecnie wykonywane badania diagnostyczne technika-mi molekularnymi rRT-PCR w kierunku zakażeń SARS-

			

		

		
			
				-CoV-2 mogą być fałszywie ujemne z powodu niewystar-czającej ilości materiału wirusowego w próbce, ograniczeń związanych z niskim poziomem gotowości technologicz-nej, różnicami w poziomie wykrywalności zestawów po-chodzących od różnych producentów, niską wiremię pa-cjentów, nieprawidłowym pobieraniem lub transportem próbek biologicznych lub błędu laboratoryjnego. Dane porównujące czułość testów rRT-PCR sugerują, że może ona się różnić się w zależności od rodzaju pobranego ma-teriału, czasu jaki minął od początku objawów oraz natę-żenia objawów u chorego. Pobranie odpowiedniej próbki ma kluczowe znaczenie dla wykrycia wirusa SARS-CoV-2. Próbki do badań diagnostycznych w kierunku SARS--CoV-2 mogą być pobierane z górnych dróg oddechowych (wymaz z nosogardła, wymaz z gardła, wymaz z błon śluzowych nosa, płukanie gardła, ślina) lub dolnych dróg oddechowych (plwocina, aspirat z tchawicy, płukanie oskrzelowo-pęcherzykowe) [19]. 

				Wymazy z jamy ustno-gardłowej i nosowo-gardłowej są obecnie najbardziej popularnymi i powszechnie stosowany-mi testami diagnostycznymi. Jednak badania wykazują, że wymaz z jamy nosowo-gardłowej wykazuje wyższą wire-mię, a wirusowe RNA jest istotnie częściej wykrywane w porównaniu do wymazu z jamy ustno-gardłowej [25]. Po-nadto wykazano, że wysoka wiremia występuje we wcze-snej i postępującej fazie choroby, natomiast stopniowo zmniejsza się w fazie zdrowienia [26,27]. Ilość RNA wirusa SARS-CoV-2 w górnych drogach oddechowych jest najwyż-sza w pierwszym tygodniu i osiąga maksymalne wartości od 4 do 6 dni po wystąpieniu objawów [28,29].

				W badaniu Yang i wsp. [30], w pierwszym tygodniu od początku objawów czułość wynosiła odpowiednio u pa-cjentów z ciężkimi i łagodnymi objawami choroby – 89% i 82% dla próbki plwociny, 73% i 72% dla próbki z wy-mazu z nosa, 60% i 61% dla próbki z wymazu z gardła. W kolejnych 8–14 dniach od początku objawów czułość te-stów maleje i waha się kolejno 83% i 74% dla próbki plwo-ciny, 72% i 53% dla próbki z wymazu z nosa, 50% i 30% dla próbki z wymazu z gardła. Najlepszym materiałem diagnostycznym są popłuczyny oskrzelowo-pęcherzyko-we, którego czułość w ciężkich przypadkach sięga 100% w 8–14 dniu od początku objawów. Jednak BAL jest ba-daniem pracochłonnym, wymagającym zaawansowanych umiejętności i jest bolesne dla pacjenta, dlatego nie jest rutynowo zalecane w diagnostyce. Podobne wyniki uzy-skał Wang i wsp. [31], stwierdzając najwyższą czułość dia-gnostyczną płukania oskrzelowo-pęcherzykowego (93%), następnie plwociny (72%), wymazu z nosa (63%), biopsji szczoteczką fibrobronchoskopu (46%), wymazu z gardła (32%), próbki kału (29%). 

				Zespół badawczy z Centers for Disease Control and Pre-vention wykazał, że spośród 117 par próbek wymazów z jamy nosowo-gardłowej oraz wymazów z jamy ustno-gar-dłowej pochodzących od 12 pacjentów zakażonych SARS--CoV-2, 38% par miało sprzeczne wyniki. Spośród niezgod-nych par z jedną dodatnią próbką, próbka z nosogardła była dodatnia u 66%, natomiast próbka z jamy ustno-gardłowej u 34% [32]. Z kolei badania Wölfel i wsp. [29] nie wykazały 
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				wyższych poziomów RNA wirusa w nosogardle w porów-naniu z materiałem z jamy ustno-gardłowej. 

				W diagnostyce COVID-19 testy z próbki śliny stanowią obiecującą alternatywę dla wymazów z nosogardła. Ślina jest materiałem biologicznym, który może być pobrany sa-modzielnie w sposób nieinwazyjny i może być materiałem zastępczym w sytuacji, gdy wymaz z nosogardła lub inny wyżej wymieniony materiał jest niemożliwy do pobrania. Ponadto, test ze śliny może mieć znaczący wpływ na zwięk-szenie dostępności badań w kierunku COVID-19 [33]. Meta-naliza pięciu badań dotycząca skuteczności i powtarzalno-ści wykrywania wirusowego RNA SARS-CoV-2, do której włączono łącznie 123 pacjentów wykazała 91% czułości testów z próbki śliny i 98% czułości w przypadku wyma-zów z nosogardła [34]. Badania naukowców z Uniwersyte-tu Yale wśród 70 pacjentów z COVID-19 wykazały większy odsetek dodatnich testów z próbek śliny niż próbek wyma-zu z nosogardła. Od 1. do 5. dnia od rozpoznaniu choroby, 81% badanych próbek śliny było dodatnich, natomiast pró-bek z jamy nosowo-gardłowej 71%. Między 6. a 9. dniem od rozpoznania 76% próbek śliny miało wynik dodatni [35]. Wyniki te sugerują, że testy z próbki śliny i wymazu z jamy nosowo-gardłowej mają podobną czułość w wykrywaniu SARS-CoV-2. Wyniki badania Becker i wsp. [36] opubliko-wane jako preprint sugerują, że wśród chorych z łagodnymi objawami czułość wymazów z nosogardła wynosi 98,9%, natomiast czułość testów na ślinę zaledwie 69,2%. Podobnie Jamal i wsp. [37] wykazali o 17% większą czułość wymazu z nosogardła w wykrywaniu SARS-CoV-2 w porównaniu do próbek śliny (89% vs 72%), a różnica czułości była naj-większa dla par próbek pobranych w późniejszym okresie choroby. Mimo obiecujących wstępnych wyników, przed wprowadzeniem testów ze śliny do praktyki klinicznej, ko-nieczne jest potwierdzenie ich skuteczności.

				ODSETEK POZYTYWNYCH WYNIKÓW W KIERUNKU SARS-COV-2

				Według aktualnych wytycznych pacjentom z objawami COVID-19 lub osobom podejrzanym o zakażenie dedy-kowany jest test rRT-PCT, natomiast testy serologiczne są 

			

		

		
			
				wykorzystywanie do oceny czy dana osoba miała kontakt z wirusem. Kombinacja obu technik, testu ELISA oraz rRT--PCR, mogą podnieść skuteczność wykrywalności zakażeń na różnych etapach. Wykazano, że test rRT-PCR jest naj-bardziej skuteczny w początkowej fazie choroby. W pierw-szym tygodniu od pojawienia się pierwszych objawów ilość materiału genetycznego jest najwyższa. Wykrywalność ma-teriału genetycznego wirusa istotnie maleje w późniejszym przebiegu (od 5 do 11 dni). Natomiast stężenie przeciwciał u większości osób zakażonych SARS-CoV-2 wzrasta znacząco dopiero między 10. a 21. dniem od wystąpienia objawów. Liu i wsp. [38] w swojej analizie zidentyfikowali 11. dobę od wystąpieniu objawów jako kluczowy moment w procesie chorobowym. To wtedy większość zakażonych pacjentów wytwarza przeciwciała przeciwwirusowe i w oparciu o badania serologiczne można podejrzewać infekcję. Test ELISA wykonany po 11 dniach od początku objawów okazał się skuteczny na poziomie 81%, a RT-PCR osiągnął jedynie 64% wykrywalności. Niemniej jednak dla potwierdzenia infekcji przed 11. dobą od początku objawów zalecany jest test rRT-PCR. Zatem należy zwrócić uwagę, że czas od po-jawienia się objawów jest bardzo ważnym wyznacznikiem interpretacji testów w kierunku COVID-19 [21,38–40]. 

				Niezależnie od czułości testów i innych ograniczeń związanych z diagnostyką zakażeń COVID-19, największy wpływ na ilość potwierdzonych przypadków w poszczegól-nych krajach ma ilość wykonywanych testów w kierunku SARS-CoV-2. Odsetek pozytywnych wyników w stosunku do liczby przeprowadzonych testów może być dobrym wy-kładnikiem fazy epidemii w danym kraju oraz wydolności systemu opieki zdrowotnej. Malejący odsetek testów pozy-tywnych korelujący ze zwiększającą się liczbą przypadków, może świadczyć o fazie opanowywania epidemii, podczas której w danym kraju przeprowadza się dużo testów wśród osób o małym ryzyku zakażenia. Z kolei zmniejszająca się liczba nowych przypadków i rosnący odsetek testów po-zytywnych może świadczyć o pogarszającej się sytuacji w kraju z powodu przeciążenia systemu opieki zdrowotnej i niedoboru testów, które zarezerwowane są tylko dla osób z objawami COVID-19. W tym przypadku rzeczywista licz-ba zakażonych jest niedoszacowana. Bardzo wysoki odse-

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				Rycina 1. Odsetek wyników pozytywnych w stosunku do liczby przeprowadzonych testów w wybranych krajach w dniu 7 kwietnia 2020 oraz w dniu 16 września 2020
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				tek testów pozytywnych obserwowano u szczytu epidemii we Francji (44%) oraz Hiszpanii (39%). Wtedy spośród 1 346 004 zakażonych osób na świecie, najwięcej przypadków od-notowano w Stanach Zjednoczonych, Hiszpanii i Włoszech (dane z 7 kwietnia 2020). Aktualnie najwyższy odsetek te-stów pozytywnych spośród analizowanych próbek obser-wuje się w Argentynie (36%) oraz Brazylii (30%). Amery-ka Łacińska jest obecnie najbardziej dotkniętym pandemią regionem na świecie. Aktualnie sytuacja epidemiczna we Włoszech, Niemczech, USA, Francji, Hiszpanii i UK uległa istotnej poprawie w porównaniu do stanu sprzed pół roku. Natomiast w Korei Południowej, Czechach, Polsce, Japonii, Norwegii i Rumunii przez ostatnie pół roku odsetek testów pozytywnych utrzymuje się stabilnie na poziomie od 1 do 5% (Ryc. 1). 

				W niniejszej analizie uwzględniono dane pochodzące z oficjalnych rządowych raportów zebranych przez serwis Worldometers.info [3]. Niemniej jednak całkowita liczba przypadków i wykonanych testów może być zaniżona z po-wodu nieusystematyzowanych reguł raportowania przez różne państwa oraz częstego bezobjawowego lub skąpo-objawowego przebiegu choroby, przez co część chorych ni-gdy nie została przebadana w kierunku COVID19 [41]. 

				Biorąc pod uwagę powyższe, można zauważyć, że na-stąpiło znaczne przetasowanie w światowych danych statystycznych dotyczących chorych na COVID-19. Jednak w wielu krajach stale utrzymuje się zbliżony odsetek te-stów pozytywnych. Polemika dotycząca tego, czy aktualnie mamy do czynienia z „drugą falą pandemii” czy „odrodze-niem się pierwszej fali pandemii”, choć nie wpływa na po-stępowanie kliniczne, to ma istotne znaczenie psychologicz-ne i społeczne. Wbrew początkowym nadziejom, koronawi-rus SARS-CoV-2 nie wykazuje sezonowości zachorowań. Niemniej jednak, na podstawie światowych trendów można zaobserwować fluktuację liczby zakażeń, co może sugero-wać występowanie kolejnych fal pandemii. Jednak aby mó-wić o drugiej fali pandemii, konieczne byłoby zakończenie pierwszej, dlatego w świetle aktualnych danych podział ten wydaje się niewłaściwy. Epidemiologiczny punkt końco-wy nastąpi, gdy zostanie osiągnięta odporność populacyj-na, wystarczająca, aby zapobiec powszechnemu, ciągłemu przenoszeniu wirusa. Ewentualnie w momencie, w którym wszystkie aspekty życia społecznego i gospodarczego będą mogły zostać wznowione bez obawy o ciągłą śmiertelność i długoterminowe konsekwencje zdrowotne związane z CO-VID-19. W związku z tym bardziej trafne wydaję się określe-nie, że aktualnie mamy do czynienia z „jedną wielką falę”, która będzie rosnąć i opadać aż do czasu osiągnięcie punktu końcowego. 

				MARKERY PROGNOSTYCZNE CIĘŻKIEGO PRZEBIEGU COVID-19

				Aktualnie nie ma wiarygodnego narzędzia stratyfikacji ryzyka dla pacjentów z ciężką postacią COVID-19, jednak zidentyfikowano potencjalne markery biochemiczne, które mogą w praktyce stanowić użyteczne narzędzie do oceny ro-kowania i ryzyka wczesnego pogorszenia się stanu chorego. Dotychczasowe analizy wykazały silną zależność między progresją choroby a spadkiem saturacji krwi tlenem (SaO2), 

			

		

		
			
				podwyższeniem poziomu stężenia dimeru D, azotu mocz-nikowego, wskaźnika neutrofilowolimfocytowego (NLR), białka C-reaktywnego (CRP), dehydrogenazy mleczanowej (LDH), a także obniżonej natremii i albuminemii [6,7,42,43]. Ponadto, badania sugerują, że występowanie „burzy cyto-kinowej” i hiperaktywacji cytotoksycznych limfocytów T z wydzielaniem interleukiny 6 (IL-6), jako jednego z me-diatorów odpowiedzi zapalnej, jest jednym z istotnych me-diatorów niewydolności oddechowej, wstrząsu i niewydol-ności wielonarządowej. W związku z tym, ocena stężenia IL-6 w surowicy również jest przydatna jako badanie pro-gnostyczne dla ciężkiego przebiegu zakażenia [7,43,44]. Te tanie i łatwe do zmierzenia parametry mogą okazać się sku-teczne we wczesnej ocenie rokowania chorych z COVID-19. Ich zastosowanie na wczesnym etapie choroby może pomóc w usprawnieniu postępowania poprzez ukierunkowanie działań na chorych z grup podwyższonego ryzyka, zabez-pieczenia odpowiednich środków oraz wcześniejszego skie-rowania do oddziałów intensywnej terapii [6].

				PODSUMOWANIE 

				W niniejszej pracy opracowano praktyczne podsumo-wanie markerów biochemicznych użytecznych klinicznie w diagnostyce COVID-19. Przegląd dostępnych dowo-dów dotyczących metod diagnostyki COVID-19 wskazuje, że prawdopodobieństwo wykrycia zakażenia zależy przede wszystkim od wyboru odpowiedniego testu diagnostycz-nego, jego czułości, czasu jaki minął od początku objawów oraz rodzaju materiału biologicznego. 

				Zarówno testy RT-PCR, jak i testy immunologiczne po-magają nam w walce z wybuchem pandemii COVID-19, który wpłynął na życie ludzi i światową gospodarkę. Test RT-PCR w czasie rzeczywistym pozostaje molekularnym testem z wyboru do etiologicznej diagnostyki przypadków COVID-19. Natomiast test immunologiczny oparty na prze-ciwciałach jest wykorzystywany jako dodatkowe narzędzie do badań przesiewowych w całym społeczeństwie i wyma-ga potwierdzenia testem molekularnym. Testy immunoen-zymatyczne wykrywające przeciwciała klasy IgG wydają się być najbardziej obiecujące w badaniach epidemiologicz-nych, gdyż utrzymują się na podwyższonym poziomie dłu-go po przechorowaniu. Niestety, na tym etapie epidemii, nie mamy jeszcze dowodów na to, jak długo trwa poten-cjalna odporność u osób zakażonych SARS-CoV-2, zarówno bezobjawowych, jak i objawowych.

				Należy pamiętać, że interpretacja wyników badań dia-gnostycznych zawsze powinna być prowadzona przez wy-specjalizowane osoby, w kontekście informacji klinicznych. Większość dostępnych danych dotyczy populacji dorosłych, które nie mają obniżonej odporności. Przebieg choroby, dy-namika dodatniego wyniku PCR i serokonwersji może być różny u dzieci i innych grup, w tym dużej populacji osób bezobjawowych, które nie są zdiagnozowane i pozostają bez aktywnego nadzoru. 

				Dalszy rozwój technik diagnostycznych i włączenie nowych technologii do diagnostyki COVID-19 może za-pewnić lepsze, dokładniejsze i szybsze narzędzia kontroli i zwalczania epidemii. Rozwój ten może również zmniejszyć 
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				zapotrzebowanie na zaawansowany sprzęt i specjalistyczne szkolenia, co pomoże nam dotrzeć do szerokiej społeczności w zakresie badań przesiewowych i diagnostyki zakażeń.
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				SUMMARY

				COVID-19 pandemic highlighted the importance of laboratory diagnostics to reduce the spread of SARSCoV-2 and to treat patients with severe coronaviral disease. The situation required a rapid development of molecular and serological tests to enable mass screening, testing of high-risk groups, and establishing epidemiological data. Knowledge of diagnostic methods is continuously evolving, so it is crucial to understand the nature of the tests and to be able to interpret their results. This review discusses the current literature on diagnostic methods, prognostic markers, diagnostic recommendations, choice of the appropriate test, type of biological material, and interpretation of results de-pending on test sensitivity and disease duration. Also, the percentage of positive results in the selected countries at two distant time points of the epidemic was analyzed. Further development of diagnostic techniques and incorporation of new technologies can provide more accurate and faster tools for control the epidemic.
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Diagnostyka zakazef SARS-CoV-2

STRESZCZENIE

andemia COVID-19 podkreslila znaczenie diagnostyki laboratoryjnej w ograniczaniu

rozprzestrzeniania sie wirusa i wlaéciwego leczenia pacjentéw z ciezkim przebiegiem
choroby. Sytuacja wymagala szybkiego zwigkszenia liczby testéw diagnostycznych, aby
umozliwi¢ masowe badania przesiewowe, testowanie grup wysokiego ryzyka oraz ustalenie
danych epidemiologicznych dotyczacych wezeéniejszego narazenia na SARS-CoV-2. W celu
zaspokojenia zapotrzebowania na badania, przyspieszono rozw6j testow molekularnych
i serologicznych. Wiedza na temat metod diagnostycznych stale si rozwija, dlatego wazne
jest zrozumienie natury testéw i umiejetnos¢ interpretacji wynikow. W niniejszym przegla-
dzie oméwiono aktualna literature dotyczaca metod diagnostycznych SARS-CoV-2, marke-
6w prognostycznych, rekomendacji dotyczacych diagnostyki, wyboru odpowiedniego te-
stu, rodzaju materialu biologicznego i interpretacji wynikéw w zaleznosci od czulosci testu
i czasu trwania choroby. Ponadto przeanalizowano odsetek wynikéw pozytywnych w wy-
branych krajach w dwéch odleglych punktach czasowych epidemii. Dalszy rozwdj technik
diagnostycznych i wlaczenie nowych technologii do diagnostyki COVID-19 moze zapewnic
lepsze, dokladniejsze i szybsze narzedzia kontroli i zwalczania epidemii.

WPROWADZENIE

W grudniu 2019 roku wykryto nowy koronawirus, obecnie znany pod nazwa
SARS-CoV-2, u trzech pacjentow z zapaleniem pluc zwiazanym z Klastrem przy-
padkéw ostrej choroby ukladu oddechowego z Wuhan w Chinach. Po Chinach
epidemia COVID-19 ulegla dalszemu rozprzestrzenianiu geograficznemu i do
korica lutego 2020 w kilku krajach, w tym w Europie, stwierdzono stala lokalna
transmisje wirusa [1]. W dniu 11 marca 2020 roku Dyrektor Generalny Swia-
towej Organizacji Zdrowia oglosil pandemie COVID19 [2]. Aktualnie mija pot
roku od tego momentu, a pozytywne wyniki testéw na COVID-19 stwierdzono
31 418 301 0s6b na swiecie, z czego najwiecej przypadkéw w Stanach Zjedno-
czonych, Indiach i Brazylii (dane na dzier 21 wrzesnia 2020) [3].

Wirus SARS-CoV-2 przenosi sie droga kropelkowa, a do zakazenia moze
dojé¢ zaréwno w wyniku bezposredniego, jak i postedniego kontaktu z no-
sicielem. Wiriony zawieszone w postaci aerozolu utrzymuja sie w srodowisku,
w ktérym wezesniej przebywala osoba zakazona, w formie zdolnej do zakazenia
jeszcze przez kilka godzin (3 godziny w temperaturze 21-23 st. C i wilgotnosci
wzglednej wynoszacej 63%). Wirus SARS-CoV-2 jest w stanie przetrwac 4 go-
dziny na powierzchni miedzianej, do 24 godzin na powierzchni kartonowej, do
72 godzin na powierzchni plastikowej lub ze stali nierdzewnej. Zakazenie obej-
muje przede wszystkim uklad oddechowy. U wiekszosci zakazonych (80,9%)
wystepuja lagodne objawy choroby (goraczka, suchy kaszel, ogolne zmeczenie),
Ltore nie wymagaja hospitalizacji [4-6]. Niemniej jednak u niektérych pacjentow
objawy te moga przeksztalcic sie w zapalenie pluc z dusznoécia i objawami bélu
w Klatce piersiowej. Ryzyko smierci wzrasta szczegolnie u 0sob starszych i cho-
rych z przewleklymi schorzeniami, takimi jak otytosé, choroby ukladu krazenia,
cukrzyca, przewlekle choroby ukladu oddechowego, nadcisnienie [7,8].

Pandemia SARS-CoV-2 stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia publiczne-
g0 i ekonomii. Wiarygodna, wezesna i dokladna diagnoza ma kluczowe znacze-
nie dla zapewnienia szybkiej pomocy medycznej zakazonym osobom, a takze
pomaga agencjom rzadowym zapobiegac rozprzestrzenianiu sie wirusa. Falszy-
wie negatywne wyniki testéw moga doprowadzi¢ do rozprzestrzenienia sie epi-
demii w spolecznosci, natomiast falszyvwie dodatnie wyniki moga prowadzic do
niepotrzebnego leczenia oraz negatywnych konsekwendji ekonomicznych, psy-
chologicznych i spolecznych wsréd pacjentéw. W zwiazku z tym istnieje pilna
potrzeba posiadania dokladnego, szybkiego, latwo dostepnego i niezawodnego
testu diagnostycznego w kierunku zakazenia SARS-CoV-2. Aktualnie do wykry-
wania koronawirusa wykorzystuje sie testy genetyczne oraz immunologiczne.
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