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POVZETEK

V spopadanju s pandemijo bolezni covid-19 so bile
neprimerljivo uspesnejse drzave z obseznim labo-
ratorijskim testiranjem, doslednim spremljanjem in
izolacijo okuzenih oseb. K hitrejSi in u€inkoviti zdrav-
niski obravnavi pomembno doprinese laboratorijska
diagnostika. Njena vloga je, da izbira najboljSe me-
tode, ki so v danem trenutku na razpolago in zago-
tavljajo kakovostne, zanesljive rezultate v najkrajSem
moznem ¢Casu. V Clanku predstavljamo spoznanja
o imunskem odzivu po okuzbi s SARS-CoV-2, pri-
stope v diagnostiki virusnih okuzb in znacilnosti do-
bre diagnosticne metode. Predstavijena je diagno-
stika covid-19 z vidika prepoznavanja aktivne
(virusna RNA) in prebolele okuzbe (protitelesa proti
virusnim antigenom) kot tudi spremembe v bioke-
mijskih parametrih in uporabnost diagnosticnih re-
zultatov za uspesno obvladovanje pandemije SARS-
CoV-2.

KLJUCNE BESEDE:
diagnostika SARS-CoV-2, imunski odziv, moleku-
larne metode, seroloski testi, zakonodaja

ABSTRACT

In the fight against covid -19, countries where ex-
tensive laboratory testing, consistent monitoring
and isolation of infected individuals were imple-
mented have been incomparably more successful.
Laboratory diagnostics contributes to faster and
more efficient medical decisions. Its role is to select
the best methods available at a given time, and to
provide high quality and reliable results in the short-
est possible time. Herein, we present the latest find-
ings on the immune response to a SARS-CoV-2 in-
fection, approaches in the diagnosis of viral
infections and the characteristics of a good diag-
nostic method. We present the diagnostics of co-
vid-19 from recognising active (viral RNA) and past
infection (antibodies against viral antigens) to
changes in biochemical parameters and the appli-
cability of diagnostic results for successful man-
agement of the SARS-CoV-2 pandemic.

KEY WORDS:
SARS-CoV-2 diagnostics, immune response,
molecular methods, serological tests, legislation
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Za obvladovanje pandemije in boj proti eventualnemu no-
vemu izbruhu okuzbe covid-19 je bistvenega pomena te-
stiranje na prisotnost okuzbe ali na preteklo izpostavljenost
virusu SARS-CoV-2. Za obvladovanie razli¢nih stopenj pan-
demije je pomembno razumeti namen posameznega te-
stiranja ter diagnosti¢no uporabno vrednost (1). Vloga me-
dicinskih laboratorijev je, da izbirajo najboljse metode, ki
SO na razpolago, in tako zagotavijajo kakovostne, zanesljive
rezultate ter hitrejSo in ucinkovito zdravnisko obravnavo
bolnika.

Simptomi covid-19 so raznoliki, predvsem pa nespecificni
in sorodni Stevilnim respiratornim okuzbam. Zato je labo-
ratorijska diagnostika nujna, saj lahko odkrije in potrdi pov-
zroCitelja okuzbe, virus SARS-CoV-2. Klini¢na in znanstvena
spoznanja, ki jin je stroka dobila ob epidemiji SARS leta
2002, so pomembno vodila in pospesila razvoj diagnosti-
¢nih metod ob pandemiji covid-19. Leta 2002 so potre-
bovali kar pet mesecev za odkritje nukleotidnega zaporedja
virusnega genoma SARS-CoV, kar je kon¢no vodilo do
razvoja metode veriznega pomnozevanja s polimerazo
(PCR) ter dokazovanja povzrocitelja okuzb. V primeru
SARS-CoV-2 je Center za kontrolo in preprecevanie bolezni
(CDC) 13. januarja 2020 objavil, da je genom virusa SARS-
CoV-2 dostopen v podatkovni bazi GenBank, prvo metodo
za dokazovanije prisotnosti virusa pa so objavili tri dni kas-
neje (1, 2).

V prispevku predstavljamo in podajamo pomen kljucnih
laboratorijskin metod dokazovanja virusa SARS-CoV-2 in
imunskega odziva nanj ter povzetek ostalih laboratorijskih
parametrov, ki glede na trenutno poznavanje dopolnjujejo
diagnostiko covid-19.

IMUNSKI ODZIV NA VIRUSNO
OKUZBO NA PRIMERU
SARS-COV-2

Vstop virusa SARS-CoV-2 v celico pote¢e z receptorsko
olajano endocitozo virusnega delca, kiji sledi Zlitje virusne
ovojnice z membrano endosoma. Posledica vstopa, do-
zorevanja virusa in spros¢anja virusnih delcev je piroptoza,
posebna oblika programirane celi¢ne smrti. Ta sprozi akti-
vacijo okoliskih celic epitelija, endotelija in alveolarnih ma-
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krofagov, da izlo¢ajo kemokine in vnetne citokine, kar vodi
v privablianje monocitov, makrofagov in limfocitov na mesto
vnetja v pliucih (3). Prvi odziv je torej aktivacija prirojenega
imunskega odziva. Temu sledi aktivacija pridoblijenega
imunskega sistema, ki se pri bolnikin s covid-19 pokaze
po enem tednu od nastopa simptomov (3). Aktivacija cito-
toksi¢nih limfocitov T vodi neposredno do smrti okuzene
celice, aktivirane dendriticne celice in celice T pomagalke
pa Se dodatno aktivirajo tako citotoksi¢ne limfocite T kot
tudi limfocite B. SoCasno izloajo vnetne citokine, potrebne
za nadaljnjo rekrutacijo in aktivacijo imunskih celic, kar vodi
do vzpostavitve povratne vnetne zanke. Aktivirani limfociti
B posredujejo humoralno imunost v obliki specifiénih pro-
titeles (4). Razvoj protiteles proti SARS-CoV-2 je naceloma
hiter in v skladu z dinamiko virusnega bremena (3). Pri bol-
nikih s covid-19 so detektirali serokonverzijo (protitelesni
imunski odziv) v prvem tednu po nastopu simptomov
okuzbe, najprej v obliki nizkoafinitetnih protiteles IgM, v
drugem tednu so prevladala IgG, katerih titer je vrh dosegel
do konca tretjega tedna (3, 5). V raziskavi na 285 bolnikih
je Long s sodelavci pri vseh bolnikih dokazal specificna
protitelesa v tretiem tednu od pojava simptomov covid-19
in potek serokonverzije na tri nacine: IgM pred IgG, 1gG
soc¢asno z IgM in IgM za IgG. Koncentracija IgM oz. 1gG je
plato dosegla Sest dni po serokonverziji, razlike med bolniki
z najvi§jo in najnizjo koncentracijo pa so bile kar do dvaj-
setkratne, ob Semer pa koncentracija ni nujno korelirala s
klini€nimi znaki (6). Za dolgotrajno imunost proti SARS-
CoV-2 so potrebna nevtralizacijska protitelesa, usmerjena
proti povrSinskim antigenom. V primeru SARS-CoV-2 je
kljuCen antigen protein S, ki je odgovoren za vstop virusa
v celice. Raziskave okuzb s SARS-CoV v letih 2002 do
2008 so pokazale, da je za uspeSno premagovanije virusa
potreben preklop iz prirojene v pridoblieno imunost. Pri
SARS-CoV so spominske limfocite T odkrili tudi Se po
dveh letih od prebolele okuzbe, kar nakazuje, da je za
nadzor in razreSitev okuzbe s SARS-CoV potrebna celi¢na
imunost (3). V primeru SARS-CoV je visoka koncentracija
protiteles pomenila ugodnejSi potek bolezni in manj zaple-
tov (4). Nasprotno so raziskave covid-19 pokazale, da vi-
soke koncentracije protiteles v akutni fazi okuzbe (prva
dva tedna) lahko poslab$ajo vnetje in vodijo v prizadetost
organov preko s protitelesi posredovanega ojacanja imun-
skega odziva, kar naj bi po nekaterih raziskavah pomenilo
tezji klini¢ni potek bolezni (3, 7). Poleg tega nevtralizacijska
protitelesa pozitivho korelirajo z oznacevalcem vnetja CRP
in negativno s Steviléno koncentracijo limfocitov ob spre-
jemu, starejSi bolniki pa imajo visje titre nevtralizacijskih
protiteles v primerjavi z mlajSimi, ki imajo tudi sicer ugod-
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nejSo napoved (8). Trenutno Se ni znano, ali preboleli osta-
nejo dolgotrajno odporni proti SARS-CoV-2 (3, 8).

LABORATORIJSKA
DIAGNOSTIKA VIRUSNIH
OKUZB

Diagnostika virusnih okuzb poteka na dveh ravneh: nepo-
sredno z dokazovanjem prisotnosti virusa in posredno z mer-
jenjem odziva imunskega sistema okuzene osebe na virus.
Prisotnost virusa v sploSnem ugotavliamo z dokazovanjem
virusnih nukleinskih kislin (RNA ali DNA), obi¢ajno z metodo
verizne reakcije s polimerazo (PCR) ali PCR v realnem Sasu.
Osamitev virusov v celi¢ni kulturi je pred razvojem moleku-
larnih preiskav predstavijala zlati standard v diagnostiki vi-
rusnih okuzb, danes pa je predvsem zaradi zamudnosti in
nizje analizne obcutljivosti ter tudi vecje ogrozenosti labora-
torijskega osebja nekoliko izgubila na pomenu. Virusne anti-
gene doloCamo neposredno v kuznini ali po osamitvi v celi¢ni
kulturi, obicajno z metodo direktne imunofluorescence (DIF)
ali z encimskoimunskimi metodami. V zadnjih letih so na
voljo tudi testi za diagnostiko ob bolniku (POCT), ki delujejo
na principu lateralne imunodifuzije, a izkazujejo bistveno nizjo
analizno obcutliivost (9, 10).

SeroloSke preiskave omogocCajo oceno odziva okuzene
osebe na okuzbo oziroma njenega imunskega statusa. He-
mogram, rezultati biokemijskih preiskav in vnetni oznacevalci
nam dajo vpogled v stanje organizma in omogocajo tudi na-
poved poteka bolezni. Z dokazovanjem prisotnosti specificnin
protiteles pa odkrijemo osebe, ki so okuzbo prebolele in so
pred ponovno okuzbo morda tudi dolgotrajno zascitene. Z
dokazovanjem prisotnosti IgM ali IgG obi¢ajno razlikujemo
med aktivno in prebolelo okuzbo, vendar se prav pri SARS-
CoV-2 to kaZe za nezanesljivo. Dinamika nastajanja in persi-
stence protiteles IgA v krvi je manj predvidljiva, zato jih v dia-
gnostiki redkeje uporabliamo. Za doloCanje specificnih
protiteles v serumu najpogosteje uporabliamo imunske me-
tode na trdnem nosilcu (npr. ELISA), aglutinacijske teste in
metodo imunskega odtisa (11).

ZNACILNOSTI DOBRE
LABORATORIJSKE
DIAGNOSTICNE METODE

V vseh fazah razvoja, izdelave in uvajanja laboratorijske
preiskave je vrednotenje pomembna osnova zagotavljanja

kakovostnih rezultatov. Vrednotimo lahko metodo, analizni
komplet, rezultate ali celotno preiskavo, ki obsega metodo,
reagente in pripomocke, rezultate in uc€inkovitost postopka.
Za vrednotenje metode so najpomembnejSe meja detekcije
(najmanjSa zaznavna koli¢ina merjenca), analizna obdutlji-
vost (najmanjSa zaznana sprememba mnozine merjenca)
in analizna specifi¢nost (sposobnost dolocitve samo Zele-
nega merjenca v mesanici razlicnih snovi) (12).

Pri vrednotenju rezultatov je pomembna klinina ucinkovi-
tost: ali lahko z njimi loCujemo med skupinami zdravih in
bolnih ter med skupinami bolnih s podobnimi boleznimi.
SpecifiCnost rezultata ali diagnosti¢no oz. klinicno specifi-
¢nost izraCunamo kot delez zdravih, pri katerih je rezultat
testa normalen. Diagnosti¢na oz. Kklinicna obc&utljivost pa
predstavlja delez bolnikov s patoloskim rezultatom.
Vrednotenje analiznega kompleta je enako za uporabo v
ro¢ni ali avtomatizirani izvedbi. Imamo pa dodatne zahteve
za uporabo v diagnostiki v primerjavi z uporabo za razi-
skovalne namene.

Vrednotenje preiskave sloni na pristopih vrednotenja zdrav-
stvenih tehnologij, ki vkljuCujejo tudi ekonomske in druge
vidike (13), pri &emer je pomembno spremljanje vigilance
medicinskih pripomockov.

Pri metodah, ki temeljijo na imunokemijskih reakcijah, lahko
analizna specificnost predstavija tezavo zaradi heteroge-
nosti pacientovih protiteles. Slednje vpliva tudi na vredno-
tenje rezultatov: imunski odziv sestavlja mnozica protiteles
proti razliénim mikrobnim antigenom in njihovim epitopom,
na katere se vezejo z razlicnimi afinitetami. Tako z razli¢nimi
izvedbami metod zajamemo praviloma samo del protiteles
in se zato lahko rezultati med seboj razlikujejo (14).
Diagnosti¢na metoda je dobra, ¢e z njo zaznamo klinicno
pomembna protitelesa (nanasajo¢ se na vrednotenje re-
zultatov) in lahko spremljamo Ze majhne spremembe v
koncentracijah (nanasajo¢ se na vrednotenje metode).

LABORATORIJSKA
DIAGNOSTIKA COVID-19

5.1 BIOKEMIJSKI LABORATORIJSKI
PARAMETRI OB OKUZBI S SARS-
COV-2

Klinicne znacilnosti covid-19 so Siroko opredeliene (15),
medtem ko reprezentativni nabor laboratorijskih parametrov
Se vedno postavljajo. Laboratorijska medicina igra bistveno
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vlogo pri zgodnjem odkrivanju in diagnozi covid-19, vec
parametrov pa kaze tudi napovedno vrednost.

Dosedanje metaanalize kazejo, da z laboratorijskimi anali-
zami dobro opredelimo potek bolezni pri bolnikih, ki po-
trebujejo obravnavo v intenzivni negovalni enoti, slabse pa
pri tistih, ki imajo blazji potek bolezni. Zhang in sod. v svoji
raziskavi na 140 bolnikih s covid-19 (58 s hudim potekom)
ugotavljajo bistveno visje vrednosti D-dimera (razgradnega
produkta fibrina), CRP in prokalcitonina pri bolnikih s hudo
boleznijo v primerjavi s tistimi z blaZjo obliko (16). V raziskavi
z 41 bolniki s covid-19 (13 s hudo boleznijo) so bili po-
membni napovedni dejavniki sprejema na oddelek: levko-
citoza, nevtrofilija, limfopenija, protrombinski ¢as, D-dimer,
albumin, ALT, celotni bilirubin, LDH in prokalcitonin, kate-
rega vrednosti so bile povisane pri 25 % bolnikov, sprejetih
na intenzivno enoto, medtem ko pri bolnikih z blagim po-
tekom ni bil povisan (17).

Povzamemo lahko, da so najpogostejSe spremembe pri-
sotne pri naslednjin parametrih: limfopenija (3575 % pri-
merov), poviSane vrednosti CRP (75-93 % primerov), LDH
(27-92 % primerov), sedimentacija eritrocitov (do 85 %
primerov) in D-dimer (36-43 % primerov), nizke koncen-
tracije albumina v serumu (50-98 % primerov) in hemo-
globina (41-50 %) ter vnetni citokini, ki lahko privedejo do
citokinske nevinte (18, 19). V preglednici 1 je povzetek
kandidatnih parametrov, ki bi lahko sluZzili kot klini¢ni na-
povedni dejavniki za resnost bolezni ali smrtni izid covid-
19 in bi jih uporabljali v stratifikacijskih modelih. V prihod-
nosti bo potrebno analizirati bazo bolnikov z razliénim
potekom in izidom bolezni in na ta nacin ugotoviti pomen
posameznega parametra. Zelo pomembne bi bile tudi
vrednosti omenjenih parametrov v skupini umrlih. Vecino
dosedanijih raziskav so naredili na populaciji vzhodne Azije,

predvsem Kitajske, v prihodnosti pa pri¢akujemo tudi re-
zultate iz evropskih in ameriskin raziskav. Sele medsebojna
primerjava rezultatov bo presegla morebitni odklon zaradi
razlik v rasi in pomenila nepristransko oceno pomena ne-
kega parametra.

5.2 DOKAZOVANJE PRISOTNOST!
OKUZBE: VIRUSNA RNA IN VIRUSNI
ANTIGENI

Za zgodnije in neposredno prepoznavanje okuzbe z virusom
SARS-CoV-2 uporabliamo metode, ki jih uvrstimo v dve
kategoriji. V prvi so metode, ki zaznajo virusno RNA, v
drugi pa tiste, ki zaznajo virusne antigene. Svetovna zdrav-
stvena organizacija (WHO) in Evropski center za preprece-
vanje in obvladovanije bolezni (ECDC) trenutno priporo¢ata
predvsem uporabo metod iz prve kategorije, ki temeljijo
na uporabi verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu s
predhodno reverzno transkripcijo (RT-gPCR), s katero pom-
nozimo in kvantificiramo odseke virusnega genetskega
materiala v vzorcu preiskovanca (slika 1). Kot pozitivni kon-
trolni vzorec uporabliamo standardizirano koncentracijo
specificnega zaporedja RNA SARS-CoV-2, za negativho
kontrolo pa vodo brez RNaz in DNaz in negativni vzorec
izolacije RNA, ki ga pripravimo iz neuporabliene palCke za
odvzem brisa. S testi dolo¢imo enega ali ve¢ tarénih genov
v genomu SARS-CoV-2, kot so geni E, N, S (kodirajo ra-
zlicne proteine, ki se nahajajo na povrSinski ovojnici)
in RdRp (kodira virusno od RNA odvisno RNA-polimerazo).
Za metode doloCanja SARS-CoV-2, ki temeljjo na RT-
gPCR, sta znadilni visoki analizna specificnost (97-100 %)
in analizna obd&utljivost, saj z njima zaznamo zelo nizko

Preglednica 1: Povzetek sprememb laboratorijskih parametrov pri bolnikih s teZjo oz. usodno obliko covid-19 (16-19).
Table 1: Summary of changes in laboratory parameters in patients with severe covid-19 illness (16-19).

Hemogram Biokemija

Vnetni oznacevalci

1 Stevilo levkocitov { albumin

T Stevilo nevtrofilcev
d Stevilo limfocitov

{ Stevilo trombocitov
 Stevilo eozinofilcev
{ hemoglobin

1 bilirubin, celotni
T secnina

T kreatinin

T kreatin kinaza

Koagulacija

T mioglobin
T protrombinski ¢as

T D-dimer T sréni troponin |

T alanin aminotransferaza
T aspartat aminotransferaza

T laktat dehidrogenaza

T kreatin kinaza-MB

T hitrost sedimentacije eritrocitov
T CRP

T serumski feritin

T prokalcitonin

T IL-2R

T IL-6

TIL-8

T IL-10
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koncentracijo virusne RNA (meja detekcije nekaterih testov
je 1 do 10 kopij virusne RNA/reakcijo) (20). Nekoliko bolj
problemati¢na je klini¢na obcCutljivost, saj s testom zaradi
variabilnih koliCin virusa (t. i. virusnega bremena) v zgornjih
dihalih v posameznih stopnjah okuzbe ali neustrezno odv-
zetega vzorca nekaterih okuzenih posameznikov ne za-
znamo. Prisotnost virusa najpogosteje ugotavljamo v vzor-
cih zgornjih dihal, kot sta bris ali izpirek nosno-zrelnega
predela ali zrela, saj je odvzem teh najenostavnejsi. Vendar
pa v raziskavah ugotavljajo, da je virusno breme v prvih
dveh tednih po okuzbi najvedje v spodnijih dihalih, zato so
analize na vzorcih spodnjih dihal, kot sta sputum in bron-
hoalveolarni izpirek, bolj zanesljive. Zbiranje teh je tezav-
nejSe, obstaja opa tudi vecja moznost nastanka aerosola
in posledicno prenosa okuzbe (21, 22). Kljub prisotni okuzbi
je tako test lahko negativen, ¢e je v Easu vzorcenja virusno
breme nizko. V primeru, da pri pacientu obstaja utemeljen
sum na okuzbo, je priporodliivo ponovno testiranje, ki ga,
¢e je to le mozno, izvedemo na vzorcu iz spodnjih dihal
(22). Celoten analizni postopek skupaj z izolacijo virusne
RNA iz vzorca traja od 3 do 5 ur, za izvedbo je potrebna
posebna laboratorijska oprema. Pospeseno razvijajo me-
tode, ki bi omogodile hitrejSo in enostavnejSo izvedbo ana-
lize. Zanimive so metode za detekcijo virusne RNA, ki te-
meljijo na mehanizmu z zanko posredovanega izotermnega
pomnozevanja z reverzno transkripcijo (RT-LAMP), in me-
tode, ki temeljijo na uporabi tehnologije CRISPR/Cas. Pri
slednji encim Cas12 ali Cas13 hkrati cepi virusno RNA in
fluorescentno oznacene sonde. To vodi v porast fluores-
cence vzorca, ki jo zaznamo. Kot RT-gPCR so v vecini pri-
merov tudi te metode sposobne zaznati zelo nizke kon-
centracije virusne RNA — meja detekcije ene izmed metod
CRISPR/Cas SARS-CoV-2 je denimo 6,75 kopij RNA/mL
transportnega medija (23). Analize potekajo pri nespreme-
njeni temperaturi, zato za izvedbo ne potrebujemo drage
opreme. Nekatere metode omogocajo zaznavo rezultata
s prostim oCesom. ObiCajno so hitrejSe, saj omogocCajo

pridobitev rezultata v manj kot eni uri. Zato so te metode
primerne tudi za razvoj hitrih testov (21).

5.3 POTRJEVANJE IMUNSKEGA ODZIVA
NA OKUZBO: MERJENJE
PROTITELES

Glede na naSe trenutno znanje o virusu SARS-CoV-2 in
odzivu imunskega sistema nanj je serolosko testiranje na
protitelesa proti SARS-CoV-2 uporabno:

1. za posredni dokaz akutne okuzbe in ugotavijanje pre-

bolele okuzbe,

. za dolocCitve prevalence virusa v dolo¢eni populaciji,

3. za identifikacijo posameznikov, ki so razvili mo¢an pro-
titelesni imunski odziv na okuzbo in bi lahko bili darovalci
rekonvalescentnega seruma za terapijo,

4. za bazi¢ne raziskave imunskega odziva ob okuzbi s
SARS-CoV-2 in razvoj cepiv ter

5. za dolocitev posameznikove odpornosti (imunosti) na
SARS-CoV-2.

N

Za dokazovanje prisotnosti protiteles proti SARS-CoV-2
so danes na trgu Stevilni analizni kompleti, ki temeljijo na
encimskoimunski tehniki na trdnem nosilcu ali imunokro-
matografiji.

5.3.1 Encimskoimunske metode na trdnem
nosilcu (ELISA)

ELISA je biokemijska metoda, ki jo v imunologiji upora-
bljamo za detekcijo protiteles ali antigenov v vzorcu. Temelji
na specificni interakciji med antigenom (npr. protein virusne
ovojnice) in protitelesom v serumu preiskovanca (slika 2).
V primeru okuzbe s SARS-CoV-2 metodo ELISA upora-
bliamo predvsem za doloCanje prisotnosti protiteles IgG in
IgM pri bolniku, lahko pa tudi za doloCanje protiteles IgA in
celokupnih protiteles (3,4). Kot antigene v imunoloskih me-

SARS-CoV-2 RNA
Odvzem brisa

nosno-zrelne sluznice

Pomnozitev
specificnega dela
Izolacija Reverzna gena E, N, S ali
3‘7‘5 virusne RNA transkripcija RdRp

Verizna reakcija s polimerazo
(PCR) v realnem ¢asu

Slika 1: Metoda RT-qPCR za doloCanje prisotnosti virusne RNA v vzorcu nosno-Zrelnega brisa preiskovanca.
Figure 1: RT-gPCR method for detection of viral RNA in a sample of nasopharyngeal swab.
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Slika 2: Princip metode ELISA za doloCanje prisotnosti protiteles IgG in IgM v serumu preiskovanca s prisotno okuzbo s SARS-CoV-2.
Figure 2: Principle of ELISA method for detection of IgG and IgM antibodies against SARS-CoV-2 in a serum sample.

todah uporabliamo razli¢ne povrsinske proteine SARS-
CoV-2. Najveckrat sta to rekombinantni protein jedrne ovoj-
nice (N) ali »spike« protein (njegova podenota S1 ali domena
za vezavo receptorja (RBD)), predvsem domena RBD naj
bi bila znacilna za SARS-CoV-2, kar je pomembno za lo-
Cevanje novega seva koronavirusa od predhodnih (24, 25).
Pri uporabi teh proteinov kot antigenov se je namre¢ po-
trebno zavedati potencialne navzkrizne reaktivnosti pre-
iskovancevih protiteles proti obi¢ajno kroze€im alfa- (NL63
in 229E) in betakoronavirusom (OC43 in HKU1), ki so v
naSem prostoru stalno prisotni. Ravno okoli potencialne
navzkrizne reaktivnosti se trenutno vrti najve¢ pomislekov
glede specifi¢nosti seroloskega testiranja na protitelesa
proti SARS-CoV-2 (24, 26).

Pri posameznikih s simptomatsko okuzbo covid-19 proti-
teles proti SAR-CoV-2 obi¢ajno ni mogoce zaznati v prvih
sedmih dneh po pojavu simptomov. Pri vecini hospitalizi-
ranih bolnikov zaznamo protitelesa IgG 14 dni, zagotovo
pa 28 dni po pojavu simptomov (25). Zaradi tega je ucin-
kovitost seroloskih metod za zgodnje diagnosticiranje co-
vid-19 zelo omejena. Kdaj lahko zaznamo prisotna proti-
telesa proti SARS-CoV-2, je odvisno od posameznikovega
imunskega odziva in od analizne obcutljivosti uporabliene
metode. Protitelesni odziv tudi ni primeren za oceno, ali je
preiskovana oseba v danem trenutku kuzna ali ne. Pri za-
nesljivih, ustrezno validiranih serolosSkih metodah lahko ne-
gativni rezultat kaze na odsotnost predhodne izpostavlje-
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nosti virusu ali pa na odsotnost imunskega odziva: oseba
je bila lahko izpostavljena virusu, do serokonverzije pa Se
ni priSlo ali pa v manjSem obsegu, zato protiteles v krvi
(Se) ni mogocCe zaznati. Nasprotno pa pozitiven rezultat te-
stiranja na protitelesa IgG proti SARS-CoV-2 pomeni ali
akutno ali prebolelo okuzbo (24). Izvedba metode ELISA,
ki jo ze uporabljajo nekateri osrednii slovenski laboratoriji,
izkazuje 99,81-odstotno klini¢no specificnost (95-odstotni
interval zaupanja) in 88,1 oz. 100-odstotno klinicno ob-
Cutljivost (95-odstotni interval zaupanja), ¢e so bili vzorci
seruma testirani po sedmem oz. po Stirinajstem dnevu po
potrjeni okuzbi s PCR (26).

5.3.2 Imunokromatografske metode

Imunokromatografske metode (fateral flow immunoassays)
SO obiCajno kvalitativne (podajo rezultat kot prisotnost ali
odsotnost merjenca), v nekaterih primerih pa tudi semi-
kvantitativne (rezultat podajo v koncentracijskin obmaodiih).
Znacilinosti metodologije omogocajo pripravo analiznega
kompleta, ki je majhen, prenosljivin enostaven za uporabo,
zato ga lahko uporabliamo tudi za testiranje ob pacientu
(POCT) ali za samotestiranje (t. i. hitri testi). Za analizo je
potrebno malo vzorca (pogosto kaplja kapilarne krvi), re-
zultat pa pridobimo v ¢asu od 10 do 30 minut (26). Ceno-
vno so relativno dostopni, zato priljublienost uporabe v
druzbi naras¢a. Med hitrimi testi za dokazovanje okuzbe s
SARS-CoV-2 najhitreje razvijajo imunokromatografske teste
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Slika 3: Princip imunokromatografske metode (hitri test) za doloCanje protiteles IgG in IgM v krvi, serumu ali plazmi preiskovanca, okuzenega

s SARS-CoV-2.

Figure 3: Principle of immunochromatographic method (fapid test’) for detection of IgG an IgM antibodies against SARS-CoV-2 in a blood,

serum or plasma sample.

za doloc¢anje protivirusnih protiteles (IgM in IgG) v polni ka-
pilarni krvi, serumu ali plazmi (slika 3) (29).

Na podoben nacin delujejo tudi hitri imunokromatografski
testi za doloCanje virusnih antigenov v nosno-zrelnem brisu
v stanju aktivne okuzbe. Edina razlika je, da se po nanosu
vzorca na testni listi€ virusni antigen iz vzorca veze na
oznacena monoklonska protitelesa proti SARS-CoV-2 na
ploscici.

Hitri testi za dokazovanje prisotnosti protiteles proti SARS-
CoV-2 so v nekaj mesecih od pojava covid-19 dobesedno
preplavili vse svetovne trge. Stroka na (samo)testiranje s
trenutno dostopnimi hitrimi testi gleda kriticno, saj ti testi v
mnogih primerih niso mednarodno preizkuseni. Obstaja
namreC velika verjetnost za lazno negativne rezultate, ko
je koli¢ina prisotnih protiteles oz. antigena pod pragom
detekcije, ali lazno pozitivne rezultate v primeru pretekle
okuzbe z drugo vrsto koronavirusa (SARS-CoV, MERS-
CoV).
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OD RAZVOJA DIAGNOSTICNE
METODE DO TRGA IN
POSAMEZNIKA

Laboratorijske metode, reagenti in pripomocki morajo biti
skladni z evropsko zakonodajo na tem podrodju (oznaka
CE) in validirani kot diagnosti¢ni medicinski pripomocek in
vitro (oznaka IVD). Vrednotenje za diagnostiko je predpisano
z Direktivo 93/42/EGS o medicinskih pripomockih (MDD),
Uredbo EU 2017/746, z zakonom (ZMedPri, 2009) in Pra-
vilnikom o medicinskih pripomockih (UL 37/10 in 66/12).
Stevilo molekularnih testov, ki prihajajo na trzigse, iz dneva
v dan naras¢a. Do 20. maja 2020 je bilo na seznamu fun-
dacije FIND (neprofitna organizacija, ki spodbuja inovacije
in razvoj diagnostike) kar 269 metod RT-gPCR.

V Sloveniji so ob izbruhu pandemije molekularne diagno-
sti¢ne metode za prisotnost virusa SARS-CoV-2 v vzorcih
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zgornijih dihal izvajali Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje
in hrano, InStitut za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete Univerze v Ljubljani (IMl) in Klinika Golnik.

Z zaCetkom nacionalne raziskave covid-19 so na IMI zaCeli
tudi z uporabo metode ELISA za doloCanja protiteles IgG
in IgA, Ki so jo izbrali na konsenzu evropskih strokovnjakov
glede na najboljSe izkazane parametre obcutljivosti in spe-
cificnosti med takrat dostopnimi metodami. Imunokroma-
tografski hitri testi za doloCanje prisotnosti protiteles proti
SARS-CoV-2 so v Sloveniji zaenkrat namenjeni samo stro-
kovni uporabi. Nekateri Ze izpolnjujejo zahteve standarda
ISO 13485, s katerim proizvajalci medicinskih pripomockov
dokazujejo usklajenost sistema kakovosti in izpolnjevanje
dela zahtev MDD. 20. maja 2020 je bilo v bazi FIND 122
na trgu dostopnih imunokromatografskih analiznih kom-
pletov za detekcijo protiteles proti SARS-CoV-2 z oznako
CE-IVD (20). Pricakovati je, da bodo za samotestiranje do-
stopni tudi v Sloveniji. Dokler ni poznana narava imunskega
odziva in ni potrjena trajna imunost, je pomen rezultatov
prisotnih IgG in IgM omejen. Hkrati velja opozoriti, da je na
trgu tudi veliko hitrih testov nepreverjenih proizvajalcev, ki
s0 nekakovostni in vodijo do laZzno negativnih ali lazno po-
zitivnih rezultatov. Dokler hitri imunokromatografski testi ne
bodo ustrezno ovrednoteni, WHO odsvetuje njihovo upo-
rabo v klini¢ni praksi, spodbuja pa njihov razvoj, izboljSe-
vanje in preverjanje kakovosti (30).

IMUNSKI POTNI LIST

Pristop (samo)izolacije v obdobju pandemije covid-19 se
je izkazal kot ucCinkovita strategija, ki omogoca relativno
dobro prezivetje v splosni populaciji, vendar ne brez po-
sledic. V Zelji po ¢imprejSnjem zagonu gospodarstva in
drugih aktivnostih se je pojavila ideja 0 imunskem potnem
listu (Immunity Passport), izdanem na osnovi rezultatov te-
stiranj. Potni list bi dovoljeval prosto gibanje in vrnitev na
delovno mesto, saj bi zagotavljal, da lastnik ni veC kuzen,
je pa odporen proti ponovni okuzbi z virusom SARS-CoV-
2. Zaradi Stevilnih predanaliznih in analiznih dejavnikov, ki
vplivajo na zanesljivost rezultatov trenutno dostopnih testov
in relativno slabega poznavanja koncentracijske dinamike
protiteles so se pojavile kritike takSnega pristopa. Izdaja
imunskega potnega lista osebi s spregledano kuznostjo bi
pomenila novo groznjo za zdravje ljudi, iz etiCnega vidika
pa je na mestu tudi pomislek o priviligiranosti oseb z imun-
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skim potnim listom (31). Ceprav je nekaj drzav prediagalo
uvedbo imunskega potnega lista (Cile, Nemdija, Italija, VB,
ZDA itd.), v digitalni ali fizicni obliki, pa WHO temu naspro-
tuje (32). Stalisce WHO je, da trenutna testiranja ne morejo
zagotavljati tocnih rezultatov za izdajo imunskega potnega
lista, vendar se lahko razmere z dvigom kakovosti testov
in novih spoznanj o trajanju imunosti spremenijo.

SKLEP

Razvoj in uporaba sodobnih molekularnih tehnik danes
omogocata hiter odziv na pojav nove okuzbe v druzbi in
pravilno identifikacijo prakticno katere koli vrste virusa ali
bakterije. Vecji izziv ostajajo seroloske metode dokazovanja
protiteles, tako z vidika validacije metode kot uporabne
vrednosti rezultatov. V nekaj mesecih bo razvoj kakovostnih
hitrih testov nedvomno doprinesel k ucinkovitejSi obravnavi
bolnikov s covid-19 v morebitnem drugem valu epidemije,
ki ga epidemiologi napovedujejo jeseni oziroma pozimi
2020. Ne glede na kakovost metod oz. zanesljivost rezul-
tatov bosta klju¢nega pomena ucinkovito sodelovanje med
zdravnisko stroko in zdravstvenimi delavci v laboratoriju
ter ustrezna interpretacija rezultatov diagnosti¢nih metod
skupaj s Klini¢no sliko bolnika in lastnostmi analiziranega
vzorca (bris ali kri, ¢as po nastopu simptomov). Resnost
bolezni namre¢ ni odvisna samo od vrste virusa in virusnega
bremena, temvec tudi od individualnih lastnosti imunskega
odziva posameznika.
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