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Szanowni Panstwo

Mam nadzieje, Ze czytajac to wydanie LabForum Wy, Wasze rodziny, pracownicy i przyjaciele jestescie zdrowi pomimo pandemii COVID-19.
Zycze Wam sily i wytrwatosci w tym jakze bardzo trudnym okresie. Swiat drastycznie sie zmienit w ciagu zaledwie kilku tygodni.

Piszac wprowadzenie do ostatniej edycji LabForum wspomniatem o SARS-CoV-2, ale nie bytem $wiadomy ogromnego wptywu, jaki wywrze
on na nas wszystkich. NajwyraZzniej Europa nie docenita koronawirusa i w potowie marca konieczne byto natozenie szczegélnych ograniczen
w krajach catego kontynentu. R6zne obostrzenia wprowadzone takze w Polsce na szcze$cie pomogtly ograniczyc¢ liczbe ofiar $miertelnych
oraz pomogty unikngc¢ sytuaciji, ktére miaty miejsce we Wtoszech i Hiszpanii.

Teraz rzady fagodza bardzo restrykcyjne $rodki i Polska powoli powraca do pewnego stopnia normalnosci. Oczywiscie musimy by¢ czujni,
poniewaz wirus jest daleki od pokonania. Dystans spoteczny, czeste mycie rak i noszenie masek na twarzy pozostanie z nami przez tygodnie,
a nawet i miesigce.

Ta niszczycielska pandemia uwypuklita znaczenie dostepnosci szybkich i niezawodnych testéw oraz analizatoréw diagnostycznych. Wspot-
praca na linii rzad - laboratoria - firmy diagnostyczne musi sprawic, ze Polska bedzie miata odpowiednig infrastrukture diagnostyczna. Bez
odpowiednich mozliwosci testowania bardzo trudno jest podejmowaé wiasciwe decyzje i pomagac polskim obywatelom. Bardzo wazne jest,
aby juz DZIS, byé przygotowanym na ewentualng kolejng pandemie.

Skupmy sie teraz na artykutach w tym LabForum, ktére pomoga Panstwu zarzadzaé¢ laboratorium i by¢ $wiadomym najnowszych trendéw.
Wiodacym tematem tego wydania jest COVID-19. W numerze znajdziecie Paristwo bardzo interesujacy artykut Pani Profesor Jadwigi Nessler
na temat SARS-CoV-2 i jego wptywu na pacjentéw z chorobami uktadu krazenia. Wcigz uczymy sie, w jaki sposéb wirus zagraza pacjentom
ze wspdtistniejgcymi chorobami, a pacjenci sercowo-naczyniowi majg (w niektorych przypadkach) wyzsze ryzyko powaznych powiktan.

Wazne jest, aby przedstawiac¢ fakty, mimo ze wciaz istnieje wiele aspektéw zwigzanych z SARS-CoV-2, ktérych wciaz w petni nie rozumiemy.
Zamieszczamy informacje o tym jak Roche wspiera walke z COVID-19 oferujac szeroka game testéw, zaréwno molekularnych, jak i sero-
logicznych. Dodatkowo doktor Brygida Beck dzieli sie z Paristwem pierwszymi wtasnymi do$wiadczeniami i wynikami badar wykonanych
testem Elecsys anty-SARS-CoV-2. Mamy nadzieje, ze informacje te beda pomocne w podejmowaniu $wiadomych decyzji o doborze testéw
do aktualnych potrzeb diagnostycznych.

Poza tematem SARS-CoV-2 i COVID-19, Pan Dr Olszewski w interesujacy sposéb dzieli sie z nami informacjami o potrdjnie ujemnym raku
piersi (TNBC) i o tym jak najlepiej oceni¢ status PD-L1 guzéw raka piersi. Jestem pewien, ze spodobaja sie Paristwu zamieszczone w tym
numerze artykuty. Jesli macie Paristwo jakie$ uwagi, skontaktujcie sie z nami.

Szanowni Panstwo, zyczymy Wam wszystkiego najlepszego na nastepne tygodnie i miesigce. BadZcie bezpieczni, zdrowi i dbajcie o siebie
i najblizszych. Podczas tej pandemii Wasza rola w laboratoriach diagnostycznych jest kluczowa! Wielki szacunek za Wasze zaangazowanie
i po$wigcenie!

Z powazaniem
Ralf Halbach
Dyrektor Generalny Roche Diagnostics Polska Sp. z o.0.
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Trzy miesigce temu Swiat sie zatrzymat.
Dla nas wszystkich.
Czas jest niezwykle trudny.

Dla ludzi odizolowanych w swoich mieszkaniach,
niepewnych swojej przysztosci, dla przedsiebiorcow,
ale przede wszystkim dla tych ktdrzy byli i sg na
pierwszej linii frontu walki z wirusem.

Diagnostow Laboratoryjnych

To Wam nalezy sie najwieksze podziekowanie i szacunek!
Niech ich symbolicznym znakiem bedg te stowa...
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Pacjent z niewydolnoscia serca w czasie pandemii

pTOf. dr hab. n. med ]adwiga Nessler, Katedra i Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Medycznego

im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

Niewydolno$¢ serca (NS) jest istotnym problemem zdrowotnym, spotecznym i ekonomicznym. Wigze sie z wysoka
chorobowoscig i $miertelnoscia oraz czestymi hospitalizacjami. W 2017 roku Polska znalazta sie na 5. miejscu wsrdd krajéw
Unii Europejskiej pod wzgledem liczby chorych z niewydolno$cig serca (1 130 na 100 tys. ludnosci).

Przewiduje sig, ze w najblizszych latach liczba dotknietych NS
0s6b wzrosnie o blisko 25%, co spowoduje znaczne obciazenie
spoteczenstwa. Wydaje sie, ze w najbardziej petny sposdb, aktual-
na sytuacje epidemiologiczng w Polsce przedstawia przygotowa-
ny przez Ministerstwo Zdrowia - Raport dotyczacy niewydolnosci
serca (w ramach projektu pt.: Mapy potrzeb zdrowotnych - Baza
Analiz Systemowych i Wdrozeniowych), bazujacy na danych Na-
rodowego Funduszu Zdrowia (2009-2018), oraz Ministerstwa
Cyfryzacji (2013-2018). W latach 2013-2018 chorobowo$¢ ule-
gata stopniowemu wzrostowi (11,6%) z 1 122 877 (2890 na 100
000 ludnosci) w 2013 do 1 242 129 (3233 na 100 000 ludnosci)
w 2018 roku. Wzrost ten najbardziej widoczny byt w grupie kobiet
i chorych z etiologig niedokrwienna.

W polskim systemie ochrony zdrowia istnieje wiele nierozwigza-
nych probleméw dotyczacych tej grupy chorych. Najwazniejszym
z nich jest nieodpowiednio zorganizowana opieka ambulatoryj-
na. Problem ten skutkuje zaréwno zbyt péZznym rozpoznaniem
choroby jak i brakiem odpowiedniego nadzoru nad optymalnym
przebiegiem terapii w warunkach ambulatoryjnych, u chorych ze
Swiezo rozpoznang NS oraz po wypisie ze szpitala. Ostatecznie
prowadzi to do zaostrzenia choroby i konieczno$ci leczenia szpi-
talnego. Niewydolno$¢ serca jest w Polsce najczestszym powo-
dem hospitalizacji 0séb po 65. roku zycia.

Sytuacja chorych z NS ulegta dodatkowo pogorszeniu w zwigz-
ku z pandemia z jaka przyszto nam sig mierzy¢ od kilku mie-
siecy. Pod koniec 2019 r. nowy wirus, nazwany koronawirusem
2 ciezkiej niewydolnos$ci oddechowej (SARS-CoV-2), spowodo-
wat epidemie ostrej choroby uktadu oddechowego w Wuhan
w Chinach, ktéra Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World

Health Organization) nazwata choroba koronawirusowag 2019
(COVID-19). W celu ograniczenia narastania epidemii wprowa-
dzono w Polsce od 14 marca 2020 do odwotania, stan zagrozenia
epidemicznego w zwigzku z zakazeniami SARS-CoV-2, a od 20
marca 2020 - stan epidemii, ktéry nastepnie WHO ogtosito pan-
demia.

Infekcja SARS-CoV-2 zagrozeniem dla chorych z niewy-
dolnoscia serca oraz przyczyna powstawania nowych przy-
padkéw uszkodzenia serca

Z dotychczas dostepnych danych z Wuhan z Chin wynika, ze réz-
nego rodzaju choroby sercowo-naczyniowe byty obecne w pra-
wie 50 proc. przypadkéw pacjentéw, u ktérych doszto do infek-
cji SARS-CoV-2 (koronarwirusem) i zachorowali na COVID-19.
Az 70% pacjentéw, ktdérzy zmarli z powodu infekcji SARS-CoV-2
miato jakie$ schorzenie uktadu sercowo-naczyniowego. Nadci-
$nienie tetnicze stwierdzono u 30% wszystkich pacjentéw, ktd-
rzy zachorowali z powodu infekcji koronawirusem, natomiast
az u 48% pacjentoéw, ktérzy nie przezyli. Obserwacje wskazuja,
ze chorzy z chorobami sercowo-naczyniowymi: nadci$nieniem
tetniczym, po przebytym zawale, czy z niewydolnoscig serca lub
cukrzyca sg bardziej narazeni na zgon w przebiegu infekcji ko-
ronawirusem niz pacjenci, ktérzy tych choréb nie maja. Wirus
jest nie tylko niebezpieczny dla pacjentéw z chorobami wspét-
istniejacymi. Moze takze nieodwracalnie uszkadzac¢ serce u 0s6b
wczesniej zdrowych.

Oddziatywanie wirusa SARS-CoV-2 na organizm czlowieka jest
$ci$le powigzane z receptorem btonowym - enzymem 2 konwer-
tujgcym angiotensyne (ACE2, ang. angiotensin-converting enzy-




me 2) oraz uktadem renina-angiotensyna-aldosteron (RAA, ang.
renin-angiotensin-aldosterone). W aktywnym wigzaniu biatek
otoczki wirusa z komodrkg gospodarza pomaga przezbtonowa
peptydaza serynowa typu 2. Najwigksza ekspresje receptora ACE2
wykazano w obrebie pneumocytéw. Dlatego ptuca sg gtéwnymi
wrotami wejscia dla SARS-CoV-2. Receptory btonowe ACE2 s3
obecne takze w obrebie komdérek miesnia sercowego (kardiomio-
cytéw), srddbtonka naczyniowego innych narzadéw w tym nerek,
co zwigksza prawdopodobienistwo uszkodzenia wielonarzgdowe-
go. Doktadny mechanizm uszkodzenia mie$nia sercowego i na-
czyn przez SARS-CoV-2 nie zostat w petni poznany. Wydaje sie,
ze wirus moze uszkadza¢ serce bezposrednio i lokalnie lub od-
dziatywa¢ na ukfad krazenia posrednio i systemowo w mechani-
zmie uogdlnionej reakcji zapalnej tzw. burzy cytokinowej podczas
ktérej dochodzi do wysokiego stezenia interleukin - IL-1(, IL-6,
IFN-y oraz nieprawidtowej odpowiedzi immunologicznej. Szybkie
namnazanie sig¢ wirusa w organizmie prowadzi do réznego stop-
nia uszkodzenia serca, mézgu i innych narzadéw. Na szczegdlne
ryzyko moga byé narazeni pacjenci ze wspdtistniejacg choroba
niedokrwienng serca w zwiazku z mozliwos$ciag pekniecia ptytki
miazdzycowej wtérnie do wywotanego przez infekcje wirusowa
zapalenia ogdélnoustrojowego i zwiekszonego ryzyka zakrzepo-
wego. W ptucach dochodzi do ostrej niewydolnosci oddecho-
wej - ARDS (ang. acute respiratory distress syndrome). W pracy
opublikowanej w czasopi$mie Lancet <https://www.thelancet.
com/journals/lancet/article/PlIS0140-6736(20)30566-3/fulltext>
opisano losy 191 dorostych, ktérzy pomigdzy 29 grudnia 2019 r.
a 31 stycznia 2020 r. zostali przyjeci do dwdch szpitali w Wuha-
nie z laboratoryjnie potwierdzonym COVID-19. Spos$réd nich 137
zostato wypisanych po wyleczeniu, a 54 zmarto podczas pobytu
w szpitalu. Autorzy pracy podkreslaja, ze najwazniejszymi czyn-
nikami ryzyka niepomys$inego przebiegu COVID-19 byty: starszy
wiek i podwyzszone stezenie D-dimeréw w momencie przyjecia
do szpitala. Natomiast najczestszymi powiktaniami infekcji byty:
sepsa, niewydolno$¢ oddechowa, ARDS (zespét ostrej niewydol-
nosci oddechowej), niewydolno$¢ serca, zaburzenia krzepniecia
oraz ostre uszkodzenie serca. Ryzyko zgonu wyraznie wzrastato
w przypadku pacjentéw w starszym wieku, pacjentéw z cukrzy-
cg, pacjentéw z chorobg wiernicowa, z nadci$nieniem tetniczym
oraz pacjentéw z sepsa. Zakazenie koronawirusem u pacjentéw
ze schorzeniami sercowo-naczyniowymi moze wigzac sie z cigz-
kim przebiegiem $rédmigzszowego zapalenia ptuc i konieczno-
$cig respiratoroterapii. Z drugiej strony niebezpieczne jest tak-
ze bezposrednie uszkodzenie mie$nia sercowego przez wirusa,
szczegolnie u pacjentéw z chorobami uktadu krazenia, zwtaszcza
w starszym wieku. Z obserwacji wynika, ze $miertelno$¢ u oséb
ponizej 50 roku zycia z powodu infekcji koronawirusa wynosi ok.
1%, wzrasta do 3,6% u 0s6b w wieku powyzej 60 lat siegajac az
8% u 0séb powyzej 70 roku zycia.

Infekcja SARS-CoV-2 moze prowadzi¢ do uszkodzenia serca
i objawéw niewydolno$ci serca de novo juz w trakcie trwania
zakazenia SARS-CoV-2 lub wystgpienia niewydolnosci ser-
ca w okresie odlegtym od infekcji. Dane kliniczne dotyczace
przebiegu niewydolno$ci serca nowo rozpoznanej (de novo)
w zwigzku z COVID-19 sg skape. Dotychczas opublikowane pra-
ce z badan populacji chinskiej wskazujg na mozliwo$¢ rozwoju
niewydolno$ci serca w okresie ostrym COVID-19 oraz wystgpie-
nie niewydolno$ci serca u ozdrowiericéw. Opublikowane przez
Wanga i wsp. w lutym br. wyniki obserwacji populacji pacjentéw
z COVID-19, wskazujg ze: ostre uszkodzenie serca wystepowato
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u 7,2%, wstrzas u 8,7% i arytmia u 16,7% badanych. Z kolei Huang
i wsp. stwierdzili, ze u 12% chorych wystepuje ostre uszkodzenie
mieénia sercowego ze wzrostem stezenia wysokoczutej troponi-
ny | (hsTnl) i nowymi zmianami w ocenie elektrokardiograficz-
nej i echokardiografii. W innej publikacji, spo$réd 120 chorych
z COVID-19, podwyzszone stezenie NT-proBNP stwierdzono
u 27,5%, a sercowe;j troponiny | u 10% pacjentéw.

Do rozwoju NS de novo, zaleznie od etiologii moze doj$¢ w réz-
nym czasie trwania COVID-19. Najczes$ciej jednak w ostrej fazie
powiktan narzadowych, ktdra jest zalezna od nasilonych reakcji
immunologicznych, zdominujgca rolg interleukiny - 6 (IL-6). Nie-
wydolno$é narzadowa dotyka ok. 5% chorych z COVID-19. W pu-
blikacji Zhou i wsp. niewydolno$¢ serca jest wymieniona jako po-
wiktanie u 23% pacjentéw z COVID-19, czesciej u chorych, ktérzy
zmarli niz u tych, ktérzy przezyli (51,9% vs. 11,7%). W ostrym
okresie choroby z towarzyszacym zajeciem serca i objawami NS,
dochodzi do wzrostu markeréw uszkodzenia m. sercowego. Wy-
niki oznaczania biomarkeréw: NT-proBNP i troponiny w okresie
ostrym COVID-19 powinny by¢ interpretowane tacznie z kliniczng
oceng pacjenta oraz w potaczeniu z oceng elektrokardiograficz-
ng i echokardiograficzng. Podwyzszone stezenia hsTn w okresie
ostrym COVID-19 nie zawsze wskazujg na ostry zesp6t wiericowy.
Jak dotad nie ma obserwac;ji odlegtej populacji z COVID-19, ale
mozna sie spodziewac, ze podobnie jak w przebiegu innych cho-
réb wirusowych, u czesci ozdrowienicéw dojdzie do rozwoju NS.
Pomocne w identyfikacji tych chorych bedg oznaczenia NT-proB-
NP oraz klasyczne metody obrazowe, jak echokardiografia oraz
rezonans magnetyczny serca. U oséb, ktére przebyty COVID-19
tzw. ozdrowiencow, w sytuacji gdy wystepuja objawy kliniczne
takie jak: duszno$¢, pogorszenie tolerancji wysitku, ostabienie,
cechy przewodnienia w badaniu przedmiotowym, powinno ozna-
czy¢ sie stezenie NT-proBNP oraz wykona¢ badania obrazowe
- echokardiografie lub rezonans magnetyczny w celu identyfi-
kacji niewydolnosci serca de novo. Jak wynika z wcze$niejszych
obserwacji dotyczgcych rokowania po przebytym pneumokoko-
wym zapaleniu ptuc (wzrost $miertelno$ci w okresie kolejnych 10
lat) monitorowanie stanu uktadu krazenia wydaje sie by¢ istotne
w tej grupie chorych w okresie dtugoterminowym. Obecnie brak
jednak danych, pozwalajgcych na okreslenie czasu i czestotliwo-
$ci z jaka nalezy prowadzi¢ ocene kardiologiczng w celu potwier-
dzenia obecnosci niewydolno$ci serca jako powiktania narzado-
wego w przebiegu COVID-19.

Rozpoznanie zakazenia SARS-CoV-2

Rozpoznanie zakazenia opiera sig¢ na stwierdzeniu typowych dla
SARS-CoV-2 objawéw klinicznych, a wiec ostrej infekcji drdg
oddechowych o nagtym poczatku i przynajmniej jednym z obja-
wow: goraczka, kaszel, duszno$é. W przypadku pacjentéw z wy-
wiadem niewydolnoSci serca takie objawy moga wystepowacé
przy dekompensacji krazenia z towarzyszacym stanem zapal-
nym, dlatego w dobie pandemii nalezy by¢ szczegdlnie czujnym
i kazde zaostrzenie NS przebiegajace z goraczka traktowac jak
mozliwg infekcje SARS-CoV-2. Zgodnie z wytycznymi zawartymi
w Zaleceniach w COVID-1, Agencji Oceny Technologii Medycz-
nych i Taryfikacji podstawowa technika rozpoznania zakazenia
SARS-CoV-2, zgodnie z dowodami naukowymi, jest technika
rRT-PCR (reverse-transcription real-time PCR). Metody izoter-
miczne amplifikacji moga by¢ atrakcyjng alternatywa. Wykrywa-
nie obecno$ci materiatu genetycznego wirusa jest mozliwe tylko



w aktywnej fazie choroby, gdy obecna jest replikacja w tkankach,
z ktérych materiat zostat pobrany. Zaletg testéw molekularnych
jest mozliwo$¢ potwierdzenia zakazenia we wczesnej fazie, gdy
jeszcze nie doszto do produkcji przeciwciat oraz mozliwos¢ wy-
kluczenia aktywnej replikacji po przechorowaniu. W$réd ograni-
czen wykorzystania technik molekularnych w diagnostyce zaka-
zen SARS-CoV-2 wymienia sie czasochtonno$¢ i skomplikowana
procedure. Szybkie testy molekularne sa najcze$ciej oparte na
technologiach kasetowych z zastosowaniem technologii rRT-PCR
i izotermicznej i moga by¢ stosowane przy t6zku chorego.

Leczenie farmakologiczne

Jak dotad, nie ma przekonujgcych dowodéw naukowych na sku-
teczno$¢ w COVID-19 jakiegokolwiek leku, poza hamujacg two-
rzenie zakrzepéw heparyna. Zalecenia wskazujg na mozliwos$¢
wdrozenia leczenia z zastosowaniem surowicy ozdrowiencow,
tocilizumabu (blokuje receptor IL-6), remdesiwiru, lopinawiru
/ritonawiru, fawipirawiru oraz chlorochiny lub hydrochlorochiny
(niepotwierdzone w duzym badaniu obserwacyjnym - przypisek
red. NEJM 7 maj, 2020). Ze wzgledu na dotychczasowy brak wia-
rygodnego potwierdzenia ich wyzszej skutecznosci w stosunku
do nie leczenia oraz niebezpieczne dziatania niepozadane, aktu-
alnie uwaza sie , ze mozna je stosowac wytgcznie w szpitalu, w ra-
mach badan klinicznych (Zalecenia w COVID-1. Agencja Oceny
Technologii Medycznych i Taryfikac;ji)

Zalecenia dla pacjentéw z niewydolnoscia serca w dobie
pandemii

Aktualnie nie ma swoistego dla pacjentéw z niewydolno$cig ser-
ca leczenia w sytuacji zakazenia koronawirusem. Przez jaki$ czas
pojawialy sie informacje, ze niebezpieczne moze by¢ stosowanie
u pacjentdéw z niewydolno$cig serca lub nadcisnieniem tetniczym
inhibitoréw enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE), ktéry
jest homologiem receptora ACE2. Byto to zwigzane z pojawieniem
sie w publikacji Sommerstain i Grani hipotezy, ze stosowanie le-
kéw z grupy ACE-I, moze prowadzi¢ do nadmiernej ekspresji ACE2
i w efekcie zwigkszenia indywidualnej podatnosci na infekcje
SARS-CoV-2. W rzeczywisto$ci, ACE2 zidentyfikowano jako funk-
cjonalny receptor dla SARS-CoV-2 wykazujac, ze komdrki posia-
dajace na swojej powierzchni ACE2 sg podatne na wnikanie wiru-
sa. Jednak infekcja wirusowa jest réwniez mozliwa w przypadku
komdrek nie posiadajacych ACE2, co sugeruje, ze moze istnie¢
dodatkowa droga dla infekcji SARS-CoV-2.

W leczeniu NS inhibitory RAA petnia kluczowa role z uwagi na
udowodnione korzystne dziatania na poziomie komadrkowym.
Efekty terapeutyczne sg réwniez istotne w leczeniu chordb ptuc
zuwagina obecno$¢ w ptucach receptoréw AT 11 AT2, ktére sg po-
datne na oddziatywanie Ang Il i Ang (1-7). Biorac pod uwage wy-
zej dostepne dane, zgodnie z najnowszym stanowiskiem PTK oraz
ESC / AHA / ACC, w chorobach sercowo-naczyniowych w tym
niewydolno$ci serca, terapia oparta o inhibitory RAA powinna
by¢ kontynuowana oraz planowo rozpoczynana u nowo zdia-
gnozowanych pacjentéw. Ostatnie obserwacje nie potwierdzajg
zwiekszonego ryzyka infekcji i powiktan zwigzanych z COVID-19
(zob. NEJM, 1 maja 2020). Podczas pandemii u chorych z NS
bardzo wazne jest zachowanie wtasciwej podazy ptynéw ustro-
jowych poniewaz zapewnia to odpowiednig perfuzje narzado-
wa. Nadmierna plynoterapia zaostrza hipoksemie u pacjentéw

z COVID-19. Stad tez w celu zredukowania wysieku ptucnego i po-
prawienia oksygenacji, nalezy prowadzi¢ odpowiednio zbilanso-
wang ptynoterapie, zapewniajgcg pacjentowi odpowiednig perfu-
zje tkankowa. Bardzo wazne jest, aby chorzy przyjmowali zalecone
leki oraz zwracali uwage na stan swojego zdrowia. Umiejetno$¢
nadzorowania przebiegu swojej choroby tzw. samoopieka, a wiec
monitorowanie trzech podstawowych parametréw: wagi, czestosci
rytmu sercai ci$nienia tetniczego pozwala na uniknigcie zaostrzen
choroby. Wiedze na ten temat pacjent moze czerpac ze strony
www.slabeserce.pl, gdzie znajdujg si¢ wszystkie informacje edu-
kacyjne dla pacjentéw. W czasie pandemii pacjenci z niewydol-
noscig serca powinni stosowac sie do ogdlnie obowiazujgcych
zalecen. Bedac w grupie 0s6b szczegdlnie narazonych na zakaze-
nie powinni unika¢ kontaktéw z innymi osobami, takze z dzie¢mi
i wnukami. U oséb mtodych infekcja moze przebiega¢ tagodnie
lub bezobjawowo, dlatego tak wazna jest izolacja w domu, rezy-
gnacja ze spotykania sie z rodzing, z wizyt w przychodni, jesli to
nie jest konieczne. W przypadku pogorszenia stanu zdrowia ko-
nieczny jest kontakt telefoniczny z lekarzem prowadzacym. Przy
zaostrzeniu choroby chorzy z NS nie powinni odwlekaé wizyty
u lekarza lub leczenia szpitalnego. Wazne jest takze dbanie o hi-
gieneg, restrykcyjne przestrzeganie tego, zeby nie dotykac¢ przed-
miotéw w miejscach ogdlnie dostepnych - moga one by¢ skazone
wirusem. Pacjent z niewydolnos$cig serca nie powinien wychodzi¢
z domu w okresie epidemii, je$li nie jest to uzasadnione, a jesli
jest to bezwzglednie konieczne to powinien mie¢ na sobie ma-
seczke i rekawiczki. Powinien pamieta¢ o przestrzeganiu 2 me-
trowego dystansu. Wazne jest dobre odzywianie uwzgledniajgce
zbilansowang diete oraz regularne, codzienne wykonywanie ¢wi-
czen, ktére mogq zapobiec powiktaniom zakrzepowo-zatorowym.

Podsumowanie

Pacjent z niewydolnos$cig serca w czasie pandemii SARS-CoV-2
jest w grupie znacznego ryzyka zaréwno zakazenia, powikfan
i ciezkiego przebiegu choroby jak i poinfekcyjnego uszkodze-
nia serca w okresie po zakonczeniu choroby. Dlatego powi-
nien przyjmowac regularnie zalecone leki, monitorowa¢ stan
swojego zdrowia w oparciu o podstawowe parametry zyciowe
(ci$nienie tetnicze, waga ciata, czesto$¢ rytmu serca) oraz sto-
sowac sie do zalecen dietetycznych. Postepowanie z pacjentami
z niewydolnoscig serca w dobie pandemii SARS-CoV-2 powin-
no opiera¢ sie na utrzymaniu dotychczasowej farmakoterapii
zgodnie z obowigzujgcymi wytycznymi ESC/PTK. Szczegdtowe
informacje zawarte zostaty w dokumencie Pacjent z niewydol-
noscia serca w obliczu pandemii COVID-19 - stanowisko
Sekcji Niewydolnos$ci Serca Polskiego Towarzystwa Kar-
diologicznego (Kardiologia Polska w druku).

Wskazania do planowych zabiegéw interwencyjnych (rewaskula-
ryzacja, elektroterapia, zabiegi zastawkowe i inne) powinny by¢
ocenione indywidualnie i w miare mozliwos$ci odroczone. Wo-
bec ograniczonego kontaktu z lekarzem nadzorujgcym leczenie
szczegdlnego znaczenia nabiera teleporada i samokontrola pa-
cjenta (http://www.slabeserce.pl).
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Ocena PD-L1 przy pomocy testu VENTANA
PD-L1 (SP142) w potrdjnie ujemnych rakach
piersi w celu klinicznego wyboru pacjentow
do leczenia celowanego atezolizumabem

dr n.med Wojciech P. Olszewski, Zaktad Patologii i Diagnostyki Laboratoryjnej, Narodowy Instytut Onkologii PIB im Marii

Sktodowskiej Curie w Warszawie

Zainteresowanie rakami nalezagcymi do podtypu potréjnie ujemnego w ostatnich latach wynika gtéwnie z dwdch
przyczyn. Pierwsza to wyniki badan Niemieckiej Grupy Badania Raka Piersi opublikowane w 2012 roku. Wykazano w nich,
ze w 2 podtypach biologicznych raka piersi, potréjnie ujemnym i HER2 dodatnim, uzyskanie catkowitej odpowiedzi
patomorfologicznej (pCR) po leczeniu neoadjuwantowym koreluje z odlegtymi parametrami odpowiedzi na leczenie
(PFS, 0OS). Tym samym dazenie do uzyskania catkowitej odpowiedzi patomorfologicznejw tych podtypach jestistotne i korzystne
dla pacjenta. Patomorfologiczna catkowita odpowiedz staje sie surogatowym punktem koricowym badan klinicznych.

Cho¢ nie wszyscy onkolodzy s przekonani do warto$ci tak okre-
$lonego punktu koricowego badan klinicznych, to badania nowych
lekéw w tej populacji pacjentéw dajg juz efekty. Druga przyczyna sa
nowe leki i nowe sposoby leczenia, ktérych zastosowanie w najgo-
rzej rokujgcym podtypie raka piersi ma szczegdlne znaczenie. Za-
owocowato to modyfikacjami w tradycyjnym leczeniu systemowym
pacjentéw z takimi rakami (np. dose dense). W przypadku nowych
lekéw istotna jest selekcja pacjentek, ktére moga potencjalnie
skorzysta¢ z ich zastosowania. Warto$¢ wczesniejszych badan
w tym kierunku, ktére wyrdznity kilka kategorii w obrebie podty-
pu potrdjnie ujemnego, jest weryfikowana w kontek$cie nowych
lekéw celowanych (np. raki immunomodulacyjne i raki PD-L1 do-
datnie w immunoterapii atezolizumabem). Wydaje sig, ze zgodnie
z wczesniejszymi kryteriami wyrézniania podtypéw raka piersi,
w ktérych sposdb leczenia odgrywat istotng role réwniez wsréd
rakéw potréjnie ujemnych nowe leki celowane pozwolg wprowa-
dzi¢ wartosciowy Klinicznie podziat tej grupy nowotwordow.

Celem ponizszego artykutu jest sposéb oceny statusu PD-L1
w rakach piersi.

Ze wzgledu na fakt, ze wiarygodne wyniki korelacji statusu
PD-L1 z korzy$cig terapeutyczng, zostaty przedstawione w bada-
niu klinicznym IMpassion130, kryteria dotyczg przeciwciata uzyte-
go w tym wiasnie badaniu: VENTANA PD-L1 (SP142).

Badanie IMpassion130 zostato zaprojektowane do oceny efek-
téw leczenia potréjnie ujemnego raka piersi (TNBC, ang. triple
negative breast carcinoma) z zastosowaniem leku celowane-
go atezolizumabu dodanego do jednego ze sposobdw leczenia
systemowego. Wyniki badania wskazaty, ze w grupie pacjentow,
u ktérych stwierdzono dodatni status PD-L1 i zastosowano atezo-
lizumab jako uzupetnienie leczenia systemowego, obserwowana
byta istotna korzy$¢ terapeutyczna.

Z punktu widzenia patomorfologa, ktérego zadaniem jest wska-
zanie pacjentek, ktdére potencjalnie moga odnie$¢ korzy$¢ z za-
stosowania atezolizumabu, najwazniejsza réznica w stosunku do
oceny innych czynnikéw predykcyjnych w raku piersi polega na
ocenie parametru mikrosrodowiska, a nie komorek raka. W przy-
padku badania immunopatologicznego PD-L1 (SP142) w raku
piersi, reakcje barwng oceniamy w komdrkach immunologicz-
nych (limfocytach, granulocytach, makrofagach i komdrkach
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dendrytycznych) znajdujacych sie w zrebie utkania raka. Jest tak
dlatego, ze interpretacja wynikéw badania IMpassion130 wyka-
zata, ze korelacja miedzy podaniem atezolizumabu a korzy$cig
terapeutyczng byta najwigksza w takiej grupie przypadkow.

Inny w stosunku do rutynowo ocenianych czynnikéw predykcyj-
nych jest réwniez sposéb oceny PD-L1 (SP142). Wynik to odse-
tek obszaru zachowanego utkania guza (bez wliczania martwicy
i wiéknienia) zajetego przez wybarwione komdrki immunologiczne.

Te dwie istotne réznice w ocenie immunopatologicznej w sto-
sunku do oceny receptoréw steroidowych (estrogenowego (ER)
i progesteronowego (PgR)) i receptora HER2, wymagajg doktad-
niejszego postepowania.

Okreslenie potréjnie ujemnego podtypu biologicznego

W pierwszym etapie okreslenia statusu PD-L1 (SP142) w rakach
piersi nalezy wskazac raki potrdjnie ujemne.

Potréjnie ujemny rak piersi (TNBC) to nowotwdr, ktéry nie wyka-
zuje obecnosci receptoréw steroidowych i nadekspresji biatka
HER2 w ocenie immunohistochemicznej. W cze$ci przypadkéw
raka piersi okreslonych jako graniczne, wykonuje sie dodatkowa
oceng HER2 metodami biologii molekularnej. W rakach potrdéjnie
ujemnych nie stwierdza si¢ amplifikacji genu HER2.

Ujemne wyniki oceny tych parametréw oznaczaja, ze powiek-
szanie sie tego nowotworu i jego progresja nie jest stymulowana
przez receptory dla estrogenu i progesteronu ani poprzez receptor
HER2. W konsekwencji tego potrdjnie ujemny rak piersi nie re-
aguje na terapie hormonalna, ani na leki ukierunkowane na blo-
kowanie receptora HER2. Te dwie grupy lekédw w ostatnich dwéch
dekadach w sposdb istotny poprawity efekty leczenia, a nie mogg
by¢ stosowane w podtypie potréjnie ujemnym. Do niedawna le-
czenie potréjnie ujemnego raka piersi polegato wytacznie na le-
czeniu chirurgicznym i stosowaniu tzw. tradycyjnej chemioterapii.

Raki potréjnie ujemne stanowig okoto 10-20% rakdw piersi. Ten
stosunkowo duzy rozrzut w odsetku tego podtypu raka wigze sie
z cechami populacji - z danych ze Stanéw Zjednoczonych wyni-
ka, iz wyzszy odsetek spowodowany jest m.in. wliczeniem w nie
kobiet o pochodzeniu afroamerykanskim i latynoskim, jak i udziat



i typ mutacji BRCA 1 w populacji - ok. 70% rakéw zwigzanych z ta
mutacjg jest potréjnie ujemnych. Na przestrzeni ostatnich dekad
zmianie ulegaly réwniez progi dla dodatniego odczynu immu-
nohistochemicznego przy ocenie receptoréw steroidowych - byty
one konsekwentnie obnizane. Wskutek tego, biorgc pod uwage
definicje, zmniejszyt si¢ odsetek potréjnie ujemnych rakow piersi
w stosunku do pozostatych podtypéw raka piersi. Nalezy réw-
niez pamietac, ze udziat rakéw potréjnie ujemnych wsréd rozsia-
nych nowotworéw piersi jest wyzszy niz w guzach pierwotnych.
W Polsce w zestawieniu danych z obecnego Narodowego Insty-
tutu Onkologii w Warszawie w latach 2016-2018 pierwotnych ra-
kéw potréjnie ujemnych byto 9,6%, a wsrdéd rozsianych - 17,9%.
U pacjentek z TNBC z przerzutami obserwuje sig¢ niekorzystne
wyniki kliniczne, zwykle z szybka progresja i mediang przezycia
catkowitego (OS) ponizej 1 roku.

Pojecie raka potréjnie ujemnego powstato w momencie, kiedy
rutynowo zaczeto oznacza¢ obecno$é receptoréw steroidowych
wraz z receptorem HER2, czyli okoto 2000 roku. Od poczatku te
grupe rakéw wigzano z gorszym rokowaniem. Dekade p6zZniej do-
Swiadczenie kliniczno-patologiczne zostato skodyfikowane w no-
wej klasyfikacji rakéw piersi zaproponowanej w St. Gallen. Za-
proponowany nowy podziat uwzglednia wigksza liczbe podtypéw
i podobne, ale zmienione cze$ciowo nazewnictwo. Wedtug Kon-
sensusu Miedzynarodowych Ekspertéw z St. Gallen z 2011 roku
wszystkie naciekajace raki piersi moga by¢ podzielone na 7 grup:

= luminalne A,

. luminalne B (HER2 ujemne),

. luminalne B (HER2 dodatnie),

. HER2 dodatnie (nieluminalne),

= potréjnie ujemne przewodowe,

=  STH hormonozalezne (STH - specjalny typ histologiczny),
= STH hormononiezalezne.

Ustalenie podtypu biologicznego polega na stwierdzeniu odpo-
wiedniej kombinacji ER, PgR, HER2 i Ki67 i typu histologicznego.
Kazdy z podtypdéw wiaze sie z zalecanym schematem leczenia.

Okreslenie typu histologicznego pozwala wyselekcjonowa¢ raki
przewodu bez innego okreslenia (wg Klasyfikacji SOZ - Nowo-
twory Piersi - V edycja, 2019) i zrazikowe, stanowiagce tacznie
okoto 90% naciekajacych rakéw piersi, w ktérych okreslone moga
by¢ podtypy biologiczne. Pozostate przypadki nalezg tradycyjnie
do kategorii specjalnych typéw histologicznych: hormonalnie za-
lezne (cewkowy, sitowaty i $luzowy) lub niezalezne (rdzeniasty,
gruczotowato-torbielowaty, metaplastyczny, wydzielniczy).

Od roku 2009 za raki steroidowoujemne uznawane sg wszystkie,
w ktérych nie stwierdzono immunopatologicznie dodatniej reak-
cji barwnej ER lub PgR w jakimkolwiek odsetku jader naciekaja-
cego komponentu raka (w praktyce ponizej 1%).

Przypadki o ujemnym statusie HER2 to takie, w ktérych nie wy-
kazano immunopatologicznie reakcji barwnej okreslanej na 3+

(wg ASCO/CAP) lub nie stwierdzono amplifikacji genu HER2
jedng z metod ISH (np. SISH).

Tak wiec ocena PD-L1 musi by¢ poprzedzona rutynowa dia-
gnostyka materiatu (biopsji gruboigtowej lub materiatu poope-
racyjnego) wraz z oznaczeniem wymaganych czynnikéw pre-
dykcyjnych.

Schemat 1.

Sciezka PD-L1
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Rola PD-L1

PD-L1 jest biatkiem transbtonowym, ktére reguluje odpowiedz
immunologiczng poprzez wigzanie z dwoma receptorami pro-
gramowanej $mierci 1 (PD-1) i B7.1. PD-1 to receptor hamujacy,
ulegajacy ekspresji na limfocytach T po ich aktywaciji, ktéra jest
podtrzymywana w stanach dtugotrwatej stymulacji, np. podczas
przewlektego zakazenia lub w przebiegu raka.

Ligacja PD-L1 z PD-1 hamuje proliferacje limfocytéw T, wytwa-
rzanie cytokin oraz aktywno$¢ cytolityczna, prowadzac do funk-
cjonalnej inaktywacji limfocytéw T lub wprowadzenia ich w stan
wyczerpania (ang. exhaustion). B7.1 to czasteczka, ktéra ulega
ekspresji na powierzchni komérek prezentujacych antygen i ak-
tywowanych limfocytach T. Wigzanie PD-L1 z B7.1 na powierzch-
ni komdrek T oraz z komdérkami prezentujagcymi antygen moze
prowadzi¢ do obnizenia odpowiedzi immunologicznej, w tym do
inhibicji aktywacji limfocytéw T i wytwarzania cytokin. Ekspre-
sje PD-L1 obserwowano w komdérkach ukfadu odpornosciowego
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i komérkach nowotworowych. Stwierdzono, ze nieprawidtowa
ekspresja PD-L1 na powierzchni komdrek guza zmniejsza od-
porno$¢ przeciwnowotworowg, prowadzac do upos$ledzenia od-
powiedzi immunologicznej. W zwigzku z tym przerwanie $ciezki
PD-L1/PD-1 stanowi potencjalnie korzystng strategie wzmoc-
nienia swoistej dla guza odpornos$ci limfocytéw T, ktdra jest
tlumiona przez ekspresje PD-L1 w mikro$rodowisku tego guza.
Stwierdzono, ze atezolizumab, ktérego dziatanie jest ukierunko-
wane na $ciezke PD-L1, wykazuje aktywno$¢ u pacjentek z za-
awansowanymi nowotworami, u ktérych standardowe postepo-
wanie nie byto skuteczne, w tym u pacjentek z potrojnie ujemnym
rakiem piersi.

Ocena PD-L1

Test VENTANA PD-L1 (SP142) jest testem immunohistoche-
micznym wykorzystujgcym pierwotne, krélicze przeciwcialo mo-
noklonalne skierowane przeciwko PD-L1, co umozliwia stwier-
dzenie obecno$ci biatka PD-L1. Test ten zostat opracowany przez
Roche/Ventana Medical Systems, Inc. (Ventana) i Roche/Genentech
w celu identyfikacji pacjentéw z miejscowo zaawansowanym lub
przerzutowym TNBC, u ktérych najprawdopodobniej wystapi odpo-
wiedz na leczenie atezolizumabem. Test VENTANA PD-L1 (SP142)
wybarwia niejednorodng populacje komoérek odpornos$ciowych.
Wiekszos$¢ z nich wykazuje cechy budowy morfologicznej limfocy-
tow, makrofagéw, komdrek dendrytycznych i granulocytow.

Do oceny moze by¢ kwalifikowany materiat tkankowy zawiera-
jacy utkanie raka naciekajgcego piersi o podtypie biologicznym
(ang. intrinsic type) TNBC uzyskany z resekcji lub w wyniku biop-
sji gruboigtowej guza pierwotnego lub z przerzutéw. Materiat cy-
tologiczny oraz materiat po odwapnianiu (np. z przerzutéw do
kosci) nie nadaje sie do oceny z powodu braku badan walidacyj-
nych. Tkanka zawierajgca histologicznie utkanie raka potrdjnie
ujemnego nadaje sie do oceny testem VENTANA PD-L1 (SP142),
jezeli zawiera co najmniej 50 zachowanych komdrek nowotworo-
wych wraz ze zrebem.

Istotng role odgrywa wptyw warunkéw przedanalitycznych na
wyniki testu VENTANA PD-L1 (SP142). Zaleca sie utrwalanie
preparatu w 10% NBF przez 6-72 godzin.

Przygotowanie preparatow

Nalezy wybarwic trzy wycinki z kazdego przypadku, tj. jeden se-
ryjny skrawek tkanki metodg barwienia hematoksyling i eozyng
(HE), drugi seryjny skrawek tkanki przy uzyciu kréliczego prze-
ciwciata monoklonalnego, a trzeci seryjny skrawek tkanki bar-
wiony testem VENTANA PD-L1 (SP142).

Jezeli po barwieniu H&E okaze sig, ze materiat pacjenta nie jest
odpowiedni, nalezy uzyska¢ nowy bloczek parafinowy, wykonaé
ponownie preparaty i zabarwi¢ testem VENTANA PD-L1 (SP142).

Nalezy odpowiednio wybarwi¢ tkanke z odczynowym migdatkiem
i ocenic¢ jg zgodnie z kryteriami akceptac;ji dla tego typu materia-
fu podczas kazdej serii testu, aby zostata ona uznana za wazna.
Wykonywane jest tylko jedno dla catej serii barwieri IHC PD-L1.

Szkietka z preparatem wybarwionym w kierunku PD-L1 powinny
by¢ oceniane przez przeszkolonego lekarza patomorfologa. Je-
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zeli tkanka kontrolna barwiona w kierunku PD-L1 badZ preparat
barwiony NRC (ang. negative reagent control, pol. negatywna
kontrola odczynnika) nie sg dopuszczalnej jako$ci, nalezy po-
nownie zabarwi¢ materiat pacjenta.

Kontrola ujemna

W przypadku kazdego preparatu nalezy wykona¢ odpowiednig
kontrole ujemna, aby oceni¢ nieswoiste barwienie oraz utatwic¢
interpretacje wynikow.

Kazdy materiat jest barwiony przy uzyciu VENTANA PD-L1 (SP142)
i odpowiedniej kontroli ujemnej, czyli kréliczego przeciwcia-
ta monoklonalnego. Komdrki odpornosciowe naciekajace guz
(infiltrating cells, IC) sg oceniane pod katem obecno$ci sygnatu
DAB (3,3'Diaminobenzydyna). Odpowiedni preparat histologiczny
barwiony NRC jest wykorzystywany w celu oceny nieswoistego
barwienia tta oraz stopnia wybarwienia tta. Podczas barwienia te-
stem VENTANA PD-L1 (SP142) zaleca sie korzystanie z zestawu
OptiView DAB IHC Detection Kit i OptiView Amplification Kit.

Szczegbélowa metoda interpretacji

Barwienie komdrek IC przy pomocy testu VENTANA PD-L1
(SP142) ocenia sie jako odsetek powierzchni guza zajmowany
przez komdrki odpornosciowe o widocznym barwieniu PD-LT,
0 kazdej intensywnosci. Komdrki odpornosciowe naciekajace
guz to limfocyty, makrofagi i komdrki morfologii dendrytycznej
lub siateczkowej. Obszar guza jest obszarem zajmowanym przez
komarki nowotworowe oraz zrgb wewnatrzguzowy i okotoguzo-
wy. Biorgc pod uwage, ze komérki odporno$ciowe wystepujg nie
tylko w obrebie zrebu, ale takze jako pojedyncze lub rozproszone
komarki wsréd komdrek guza, powierzchnia guza zostata wybra-
na jako element wspdliny.

Dokonujac oceny PD-L1 nalezy oszacowaé odsetek komérek IC
wybarwionych testem VENTANA PD-L1 (SP142) w matym po-
wiekszeniu (2x lub 4x) po ocenie catkowitej powierzchni guza
w duzym powigkszeniu. Wzrokowo oceni¢ powierzchnie dodat-
nich komérek IC i oszacowaé, jaka s czes$cig catkowitej po-
wierzchni guza. W fazie uczenia pomocne moga by¢ zdjecia refe-
rencyjne przedstawiajace rézne odsetki wybarwionych komdérek
IC dostepne w materiatach szkoleniowych testu VENTANA PD-L1
(SP142).

Komdrki odpornosciowe naciekajace guz (IC) ocenia sie jako
odsetek powierzchni guza zajmowany przez PD-L1 - dodat-
nie komérki IC o kazdej intensywnos$ci. Prébke uznaje sie za
PD-L1 - dodatnia, jezeli w preparacie obserwuje sie >1% IC.
Jezeli komérki IC barwione PD-L1 o kazdej intensywno$ci zajmu-
ja 21% obszaru guza, przypadkowi zostanie przypisany poziom
ekspresji 21% IC (tabela 1). Komérki odpornosciowe naciekajace
guz to komarki odpornos$ciowe wystepujace w zrebie wewnatrz-
guzowym i okotoguzowym.



Schemat 2.

Ekspresja PD-L1 > 1%
komérek
odpornos$ciowych (IC).

Tabela 1.

Algorytm interpretacji
wynikow testu
VENTANA PD-L1
(SP142) u pacjentéw
z potrdjnie ujemnym
rakiem piersi.
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-| Komérki pozytywnie ¢
wybarwione PD-L1
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Wybarwione pojedyncze,
rozproszone komarki

Przewaznie wybarwione
skupiska komérek

; | PD-L1 Powiekszenie obiektywem 10x | ! | | PD-L1 Powiekszenie obiektywem 10x
3 7 = 3 ; £ S 3 : TRE e

Wybarwione skupiska
i pojedyncze, rozproszone komarki

Kryteria

Ekspresja PD-L1

Status PD-L1

Brak dostrzegalnego barwienia PD-L1 lub dostrzegalne barwienie PD-L1 o dowolnej
intensywnos$ci w komérkach odporno$ciowych naciekajacych guz pokrywajace

zajmowanej przez komdrki nowotworowe, zrgb wewnatrzguzowy i okotoguzowy.

. .
< 1% powierzchni guza zajmowanej przez komérki nowotworowe, < il ey
zrab wewnatrzguzowy i okotoguzowy

Dostrzegalne barwienie PD-L1 o dowolnej intensywno$ci w komdrkach

odporno$ciowych naciekajacych guz pokrywajace 1% powierzchni guza 21%IC Dodatni

Fakt, ze przy okre$leniu statusu PD-L1 oceniamy rézne typy ko-
morek, wptywa istotnie na obraz mikroskopowy wybarwianych
komoérek. W rzadkich przypadkach moze sie wybarwia¢ punk-
towo btona komérek IC oraz ziarnisto$¢ neutrofili w sposéb roz-
proszony. W interpretacji wynikéw nalezy uwzgledni¢ wytacznie

Schemat 3.

neutrofile wystepujace w zrebie. Nie nalezy bra¢ pod uwage bar-
wienia neutrofili wystepujacych we krwi i surowicy lub w naczy-
niach krwiono$nych, a takze pozostatosci neutrofilowych i nekro-
tycznych, ktére mogg moga wykazywac barwienie PD-L1.

Tkanka TNBC

z punktowym i liniowym
wybarwieniem komérek
odpornosciowych (IC)
na kolor ciemnobrazowy.

7= e

H&E Powigkszenie obiektywem 20x

PD-L1 Powigkszenie obiektywem 20x

Schemat 4.

Tkanka TNBC

z umiarkowanie lub
mocno wybarwionym
obwodem komdrek
nowotworowych (TC).
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Komérki nowotworowe (TC)
wybarwione na obwodzie
AN g
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W czesci przypadkéw dochodzi do barwienia komérek TC u pa-
cjentéw z potrdjnie ujemnym rakiem piersi. Wraz z barwieniem
komoérek TC moga wybarwia¢ sie tez komérki IC. Jednak jezeli
do tego dojdzie, interpretacja moze by¢ utrudniona. Jezeli doj-
dzie do barwienia komérek TC, to aby je odrézni¢ od komérek IC
nalezy przeprowadzi¢ barwienie hematoksyling i eozyng w celu
oceny wystepowania i liczby komérek IC. Konieczna jest ocena
preparatéw barwionych PD-L1 przy uzyciu duzego powiekszenia
stuzacego do réznicowania tych typéw komarek.

Komdrki immunologiczne, ktére ulegaja wybarwieniu, moga wy-
stepowac w grupach, jak tez leze¢ w rozproszeniu. W czesci przy-
padkéw mozemy spotkaé oba wymienione schematy wybarwie-
nia (zgrupowane i rozproszone) w jednym materiale. W stosunku
do oceny wybarwienia innych czynnikow predykcyjnych proble-
mem moze by¢ duze zréznicowanie wielkos$ci wybarwionych PD-
L1 struktur. W obrebie neutrofili punktowe obszary wybarwienia
moga by¢ widoczne dopiero przy duzym powiekszeniu, a takze
prezentowac ksztatty nietypowe dla komoérek. Z drugiej strony
wybarwione makrofagi sg na tyle duze, ze wymagaja réznicowa-
nia z komdrkami raka.

Tkanka kontrolna

Poza preparatem z kontrolg ujemng w tkance guza stosowany
jest takze preparat zawierajgcy tkanke kontrolng (odczynowy mi-
gdatek ludzki). Tkanki kontrolne sg stosowane wytacznie w celu
monitorowania prawidtowej jako$ci badanych tkanek oraz od-
czynnikéw i aparatury stosowanych w tescie, a nie jako materiat
pomocniczy w celu ustalania wyniku dla materiatéw pobranych
od pacjentéw. Zaleca sie stosowanie jednej tkanki kontrolnej dla
kazdego zestawu podczas kazdego barwienia.

Migdatek ludzki jest idealng tkanka kontrolng, poniewaz zawie-
ra zarbwno pozytywnie, jak i negatywnie zabarwione elemen-
ty i moze stuzy¢ jako dodatnia i ujemna tkanka kontrolna przy
barwieniu testem VENTANA PD-L1 (SP142). Podczas barwienia
tkanki migdatka testem VENTANA PD-L1 (SP142) stwierdza sie
wybarwienie limfocytéw i makrofagéw w osrodkach rozmna-
zania oraz rozproszone wybarwienie komérek IC w komdrkach
PD-L1-ujemnych w regionach migdzyosrodkowych. Obserwuje
sie réwniez rozproszone wybarwienie komdrek nabtonka zachyt-
kéw, przy braku barwienia powierzchniowych komdrek nabtonka
ptaskiego.

Dodatnie barwienie limfocytéw i makrofagéw w o$rodkach roz-
mnazania oraz rozproszone barwienie komdrek nabtonka za-
chytkéw i brak barwienia powierzchniowych komdrek nabtonka
ptaskiego preparatu z tkanki odczynowego migdatka, potwierdza,
ze test VENTANA PD-L1 (SP142) i aparatura dziatajg prawidtowo.

Artefakty podczas barwienia

Artefakty mogg wystepowac w przypadkach barwionych odczyn-
nikiem do kontroli ujemnej oraz testem VENTANA PD-L1 (SP142).
W zwigzku z ich wystepowaniem moze by¢ konieczne ponow-
ne barwienie, jezeli beda zakiécaé interpretacje wynikéw testu
VENTANA PD-L1 (SP142). Nalezy zawsze oceni¢ odpowiadajacy
preparat barwiony przy uzyciu odczynnika do kontroli ujemnej, aby
upewnic sie, ze nieswoiste barwienie tta nie jest zbyt intensywne.
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Podsumowanie

Tkanka potréjnie ujemnego raka piersi wybarwiona przy pomocy
testu VENTANA PD-L1 (SP142) jest oceniania pod katem wy-
barwienia komdrek odporno$ciowych naciekajacych guz. Zali-
cza sie do nich komérki uktadu immunologicznego wystepujace
w zrebie wewnatrznowotworowym i okotonowotworowym (lezace
w bezpos$rednim kontakcie (do Tmm) wokét zachowanego utka-
nia nowotworu), ktére obejmujg limfocyty, makrofagi, komdrki
dendrytyczne oraz granulocyty. Komdérki odporno$ciowe ocenia
sie jako odsetek powierzchni nowotworu zajmowany przez do-
datnio wybarwione testem PD-L1 komarki odpornos$ciowe o kaz-
dej intensywnosci.

Komoérki odpornosciowe czesto wykazujg ciemnobrazowe punk-
towe lub liniowe wybarwienie, ktére jest dominujgcym wzorem
barwienia komdrek odpornosciowych obserwowanym w wiek-
szo$ci tkanek. Sporadycznie obserwowane jest barwienie obwodu
(btony komoérkowej) komérek odpornosciowych, w szczegdlnosci
w komorkach, ktére wykazujg cechy budowy morfologicznej ma-
krofagéw i komoérek dendrytycznych. Wybarwieniu ulegajg nie-
kiedy réwniez komdrki raka. Wybarwienie ma wtedy najczesciej
charakter btonowy (podobnie jak np. w makrofagach). Co jest
istotne podkreslenia, reakcja barwna w komdrkach nowotworu
nie jest brana pod uwage w ocenie PD-L1 przy pomocy testu
VENTANA PD-L1 (SP142) w potréjnie ujemnych rakach piersi.

Prawidtowa zalecana ocena statusu PD-L1 wymaga oceny trzech
preparatéw zawierajgcych ten sam materiat histologiczny pocho-
dzacy z raka piersi:

1. Preparatu barwionego hematoksyling i eozyng do okreslenia
obszaru zachowanego utkania raka. Na tym etapie okresla-
my obecno$c¢ raka naciekajgcego w obrebie guza. Barwienie
HE pozwala tatwiej znalez¢ obszary martwicy, widknienia,
utkania in situ, ktére sg wytaczane z powierzchni guza, ktéra
podlega ocenie.

2. Preparatu kontrolnego - kontroli negatywnej - wybarwione-
go bez uzycia przeciwciata PD-L1 (SP142). Do interpretacji
tta w badanych prébkach i okreslenia wyjSciowej intensyw-
nosci barwienia stosuje sie ujemne krdlicze przeciwciato
monoklonalne, ktdre jest kontrolg izotypowa. Ocena takiego
preparatu pozwala diagnos$cie wychwyci¢ komorki lub ob-
szary wykazujace brazowe lub zblizone do brgzowego koloru,
ktdre nie sg wynikiem reakcji barwnej dla przeciwciata PD-L1
(SP142). Najczesciej bedzie to hemosyderyna.

3. Wiasciwego preparatu wybarwionego przy uzyciu PD-L1
(SP142). Rola oceniajacego polega na znalezieniu wszystkich
wybarwionych komdrek w obszarze ustalonym przy pomocy
preparatu wybarwionego HE, wytaczeniu tej czeSci reakcji
barwnych, ktére sg nieswoiste (preparat kontrolny), a tak-
ze wytgczeniu wybarwionych komérek raka naciekajgcego.
Tak wyselekcjonowane komorki z reakcjg barwng PD-L1 sg
oceniane pod katem obszaru jaki zajmujg w stosunku do za-
kwalifikowanej do oceny czesci guza. O ile odsetek tej po-
wierzchni wynosi 1% lub wiecej status PD-L1 w ocenianym
raku jest dodani. Dla wartoSci ponizej 1% - ujemny.
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Rozporzadzenie 2017/746/UE (IVDR)
— zmiany w przepisach dotyczacych wyrobow

do diagnostyki in vitro

dr Marcin HOfySZ, Katedra i Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

Parlament Europejski i Rada Unii Europejskiej w maju 2017 roku opublikowaty dwa nowe rozporzadzenia dotyczgce wyrobéw
medycznych (2017/745/UE) (MDR) oraz wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro (2017/746/UE) (IVDR). Rozporzadzenie
2017/746/UE (IVDR) zastepuje obowiazujaca do tej pory dyrektywe 98/79/WE w sprawie wyrobéw medycznych uzywanych

do diagnostyki in vitro (IVDD), ktdra przyjeto w 1998 r.

W poréwnaniu z dyrektywg IVDD, rozporzadzenie IVDR jest ak-
tem prawnym zawierajgcym znacznie wiecej zapisow, o wigkszym
poziomie szczegdtowosci. Swiadczyé o tym moze fakt, iz tekst
rozporzadzenia IVDR jest przeszto czterokrotnie diuzszy niz tekst
dyrektywy (odpowiednio 157 stron vs. 37 stron). Z zatozenia dyrek-
tywa miata stanowi¢ unijne ramy prawne, ktére umozliwityby har-
monizacje przepiséw obowigzujacych w poszczegdlnych krajach
cztonkowskich, dotyczacych wyrobéw medycznych uzywanych do
diagnostyki /in vitro oraz okreslityby wymogi konieczne dla zapew-
nienia najwyzszego poziomu bezpieczenstwa, ochrony zdrowia,
dziatania, wfasciwosci i procedur zatwierdzania tych wyrobodw,
a jednoczesnie by nie utrudniaty swobodnego przeptywu towaréw,
0s0b, ustug oraz kapitatu w ramach Wspdlnoty Europejskiej.

Nalezy podkresli¢, iz zgodnie z zatozeniami do rozporzadzenia
IVDR (ust. 7) zakres stosowania tego rozporzadzenia powinien
by¢ wyraznie oddzielony od pozostatego prawodawstwa doty-
czacego wyrobow medycznych. Rozporzadzenia IVDR nie sto-
suje sie do: produktéw laboratoryjnych ogdlnego zastosowania
lub produktéw przeznaczonych wytacznie do badan, produktéw
do pobierania prébek lub produktéw stosowanych bezposrednio
na ludzkim ciele w celu pobrania prébek, materiatéw odniesienia
posiadajgcych miedzynarodowe certyfikaty oraz materiatéw uzy-
wanych w systemach zewnetrznej oceny jako$ci (art. 1). Podjecie
decyzji, czy dany produkt jest objety zakresem stosowania roz-
porzadzenia IVDR kazdorazowo pozostawia sie w gestii poszcze-
gélnych panstw cztonkowskich. W zwigzku z powyzszym, w celu
zapewnienia spdjnosci decyzji w tym wzgledzie we wszystkich
panstwach cztonkowskich, szczegdlnie w odniesieniu do przy-
padkéw granicznych, Komisja UE, dziatajgc z wiasnej inicjatywy
lub na wniosek parnstwa cztonkowskiego, po konsultacji z Grupa
Koordynacyjng ds. Wyrobéw Medycznych (MDCG), zastrzega so-
bie prawo do podejmowania wiasnych decyzji czy okres$lony pro-
dukt, kategoria lub grupa produktéw wchodzg w zakres stosowa-
nia rozporzadzenia IVDR (ust. 8).

Definicje

Dyrektywa IVDD zawiera 10 definicji (art. 1, definicje a-j),
w rozporzadzeniu IVDR liczba definicja zwigkszyta sie do 74
(art. 2, definicje 1-74).

Rozporzadzenie IVDR w art. 2, ust. 2 rozszerza przede wszystkim
definicje ,wyrobu medycznego do diagnostyki in vitro” zawartg
we wczesniejszej dyrektywie IVDD. Dodatkowe cele, ktére majg
m.in. spetnia¢ wyroby medyczne do diagnostyki /in vitro to: in-
formowanie o predyspozycjach do schorzenia lub choroby oraz
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umozliwienie przewidywania odpowiedzi lub reakcji na leczenie
(art. 2, ust.2, pkt c i €). Rozszerzeniu ulegta réwniez definicja ,wy-
posazenia wyrobu medycznego do diagnostyki /in vitro”. Identycz-
nie jak w dyrektywie IVDD, ,pojemniki na prébki” sg uwazane za
wyroby medyczne do diagnostyki in vitro.

Rozporzadzenie IVDR wprowadza nowe definicje wyrobdéw, a mia-
nowicie: ,wyréb do badan przytézkowych” (definicja nr 6) i ,wyréb
do diagnostyki w terapii celowanej” (definicja nr 7). Zgodnie z de-
finicja ,wyréb do badan przytézkowych” oznacza wyréb nieprze-
znaczony do samokontroli, ale przeznaczony do przeprowadzania
kontroli poza Srodowiskiem laboratoryjnym, zasadniczo w pobli-
Zu pacjenta lub bezposrednio przy nim przez pracownika stuzby
zdrowia, natomiast ,wyréb do diagnostyki w terapii celowanej”
oznacza wyrdb, ktory jest niezbedny dla bezpiecznego i skutecz-
nego stosowania powigzanego z nim produktu leczniczego w celu
identyfikacji (przed leczeniem lub w jego trakcie): pacjentdw,
ktdrzy najprawdopodobniej odniosg korzysci z danego produktu
leczniczego lub pacjentéw, ktérzy mogg by¢ w wiekszym stopniu
narazeni na powazne dziatania niepozadane w wyniku leczenia
danym produktem leczniczym.

Okres przejSciowy

Wraz z publikacjg rozporzadzenia IVDR rozpoczat sie piecioletni
okres przechodzenia od dyrektywy w sprawie wyrobéw medycz-
nych uzywanych do diagnostyki /n vitro (98/79/WE) (IVDD) do
nowego rozporzadzenia. Rozporzadzenie IVDR bedzie obowigzy-
wato od daty rozpoczecia stosowania, czyli od 26 maja 2022 .,
przy czym niektdre przepisy, dotyczace m.in. jednostek notyfiko-
wanych i Grupy Koordynacyjnej ds. Wyrobéw Medycznych, wejda
w zycie wezesniej. Do daty rozpoczecia stosowania rozporzadzenia
IVDR w dalszym ciggu beda miaty zastosowanie przepisy ustawo-
we i wykonawcze przyjete przez panstwa cztonkowskie zgodnie
z dyrektywa IVDD.

Na mocy art. 22 dyrektywy IVDD z 1998 r. panstwa cztonkowskie
zostaty zobligowane do przygotowania i wprowadzenia krajowych
przepiséw ustawowych, wykonawczych i administracyjnych nie-
zbednych do wykonania tej dyrektywy, najpézniej do 7 grudnia
1999 r. (IVDD). Przepisy dyrektywy miaty by¢ stosowane z moca od
dnia 7 czerwca 2000 r. Poniewaz w poszczegdlnych krajach zapi-
sy dyrektywy mogty by¢ interpretowane w rézny sposéb, mozliwe
byto istnienie réznic w przepisach krajowych.

W przypadku rozporzadzen UE zawarte w nich przepisy nie muszg
by¢ przenoszone i dostosowywane do prawa krajowego. Rozpo-
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rzadzenie IVDR ,wigze w catosci i jest bezposrednio stosowane we
wszystkich panstwach cztonkowskich”. Ogranicza to ryzyko wy-
stapienia rozbieznos$ci w interpretowaniu przepiséw na rynku UE.

Dyrektywa IVDD zezwalata panstwom cztonkowskim na wprowa-
dzanie do obrotu wyrobdw, ktdre spetniaty wymogi przepiséw obo-
wigzujacych w dniu wejsScia w zycie dyrektywy, przez okres pie-
ciu lat, z dodatkowymi dwoma latami kiedy wyroby te mogty by¢
oddawane do uzytku. Rozporzadzenie IVDR podobnie wprowadza
piecioletni okres przejSciowy miedzy wejSciem w zycie a datg roz-
poczecia stosowania, czyli 26 maja 2022, z kilkoma odstepstwami
okreslonymi w art. 113, ust. 3.

W art. 110 IVDR, zebrano przepisy przejsciowe, ktére majg za za-
danie zapewni¢ ptynne przejscie od dyrektywy do rozporzadzenia
IVDR. Warto podkresli¢, iz certyfikaty wydane na mocy dyrektywy
IVDD (przed 25 maja 2017 r.) pozostajg wazne do konca okre-
su wskazanego w certyfikacie, jednak nie dtuzej niz do 27 maja
2024 r. Najpdzniej w dniu 27 maja 2024 r. tracg takze wazno$c
certyfikaty wydane przez jednostki notyfikowane (zgodnie z dy-
rektywg IVDD) po dniu 25 maja 2017 r. Wyroby medyczne wpro-
wadzone do obrotu na podstawie dyrektywy IVDD przed dniem
26 maja 2022 r. bedg mogty by¢ w dalszym ciggu udostepniane
na rynku lub wprowadzane do uzywania do dnia 27 maja 2025 r.
Wynika z tego, iz w okresie przejSciowym na rynku bedg dostepne
zaréwno wyroby posiadajace ,stare” jak i ,nowe” certyfikaty, na
réwnorzednych zasadach. Warto podkresli¢, iz producenci moga
wprowadza¢ swoje produkty do obrotu na podstawie przepiséw
zawartych w rozporzadzeniu IVDR jeszcze przed datg rozpoczecia
stosowania, pod warunkiem, ze produkty te spetniajag wymagania
okreslone w rozporzadzeniu IVDR.

Nowe rozporzadzenie VDR pozostawia w mocy wszystkie wyma-
gania stawiane wyrobom medycznym do diagnostyki in vitro w dy-
rektywie VDD, dodatkowo wprowadza szereg nowych wymogow.

Jednostki notyfikowane

Dyrektywa IVDD, w art. 15 wprowadza instytucje jednostek notyfi-
kowanych, czyli organéw ktérych zadaniem jest ocena zgodnosci
wyrobu medycznego z obowigzujgcymi normami i wymaganiami
stawianymi tym wyrobom. Zgodnie z dyrektywa panstwa czion-
kowskie powotujg wtasne jednostki notyfikowane i zgtaszajg je do
Komisji UE, ktéra przypisuje im numery identyfikacyjne i prowadzi
wykaz tych jednostek. Kryteria, jakimi powinny kierowac si¢ pan-
stwa cztonkowskie przy wyznaczaniu jednostek notyfikowanych
zostaty okreslone w siedmiu punktach zatgcznika IX dyrektywy
IVDD.

Rozporzadzenie IVDR znacznie rozszerza zakres przepiséw regulu-
jacych sprawy zwigzane z wyznaczaniem, funkcjonowaniem i kon-
trolg dziatania jednostek notyfikowanych. Jednostkom notyfikowa-
nym poswiecony jest Rozdziat IV rozporzadzenia IVDR. Na mocy
art. 31 rozporzadzenia kazde z panstw cztonkowskich powotuje
»organ odpowiedzialny za jednostki notyfikowane”, ktéry odpo-
wiada za ustanawianie i przeprowadzanie procedur koniecznych
do oceny i wyznaczania jednostek notyfikowanych oraz ich moni-
torowania, wraz z ich podwykonawcami i jednostkami zaleznymi.
Zapisy artykutéw od 32 do 46 w Rozdziale 1V rozporzgdzenia IVDR
niezwykle precyzyjnie okreslaja wymagania stawiane jednostkom
notyfikowanym, ich podwykonawcom i jednostkom zaleznym oraz
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regulujg wszelkie sprawy zwigzane z ich wyznaczaniem, identyfi-
kacja, funkcjonowaniem, nadzorem i koordynowaniem wspétpra-
cy miedzy jednostkami notyfikowanymi. Jednostki notyfikowane
muszg takze przestrzega¢ wymagan okre$lonych w zatgczniku VII
Mymogi, jakie muszg spetnia¢ jednostki notyfikowane", w szcze-
gdlnosci wymogow dotyczacych statusu prawnego i struktury
organizacyjnej, systemu zarzadzania jakoscig i jego audytu, po-
siadanych zasobdéw (m.in. wiedzy i kwalifikacji personelu, sprzetu,
pomieszczen i kompetencji) oraz posiadanych procedur stoso-
wanych w procesie weryfikacji produktu, analizy oceny dziatania,
wydawania decyzji i certyfikowania i pézniejszej kontroli wyrobu
a takze odnawiania certyfikatow.

Wykaz jednostek notyfikowanych bedzie dostepny w bazie
danych (NANDO), dostepnej na stronie Komisji Europejskiej
https://ec.europa.eu/growth/tools-databases/nando/. Zapisy art.
31-46 i art. 96 stosuje sie od dnia 26 listopada 2017 r. Z uwagi na
dtugi czas wyznaczania jednostek notyfikowanych, ktéry moze
trwaé 12 miesiecy lub dtuzej od ztozenia wniosku przez jednostke
notyfikowana, aktualna baza NANDO jest jeszcze w fazie przygo-
towywania.

Klasyfikacja wyrobow

Najbardziej istotng zmiang w przepisach wprowadzanych w roz-
porzadzeniu IVDR w poréwnaniu z dyrektywg IVDD sg reguty kla-
syfikacji wyrobéw do diagnostyki in vitro, w tym ich wyposazenia,
oprogramowania sterujgcego wyrobem, kalibratoréw czy materia-
téw kontrolnych, w oparciu o przeznaczenie wyrobu i ocene ryzy-
ka zwigzanego z wykorzystywaniem tych wyrobéw w diagnostyce
in vitro.

W dotychczas obowigzujgcej dyrektywie IVDD, wyroby medyczne
0 szczegdlnym znaczeniu diagnostycznym klasyfikowano zgodnie
z wykazem zawartym w Zatgczniku Il (,Wykaz wyrobdéw okreslo-
nych w art. 9 ust. 2 i 3"). Wyroby wymienione w tym zatgczniku
podzielono na dwa wykazy. Wykaz A zawiera wyroby stuzace do
okreslania grup krwi oraz wykrywania, potwierdzania i kwantyfi-
kacji markeréw zakazenia wirusami: HIV, HTLV oraz zapalenia wa-
troby typu B, C i D. W wykazie B znalazty sie wyroby do: oznaczania
antygendéw Duffy, Kidd i przeciwciat antyerytrocytarnych, wykry-
wania i kwantyfikacji infekcji: rézyczki, toksoplazmozy, cytomegalii,
chlamydii, diagnozowania fenyloketonurii, wykrywania grup tka-
nek HLA i markera nowotworowego PSA, a takze wyroby stuzace
do oceny ryzyka trisomii chromosomu 21 (zespotu Downa) oraz
mierzenia zawartos$ci cukru we krwi. W odniesieniu do wszystkich
wyroboéw, ktérych nie wymieniono w zataczniku Il producent poza
odpowiednim oznakowaniem CE zobowigzany jest do sporzadze-
nia deklaracji zgodnosci WE, zgodnie z procedurg okreslong w Za-
taczniku Il IVDD. W przypadku wyrobéw umieszczonych w wyka-
zie A lub B producent zobowigzany jest do postepowania zgodnie
z procedurami wymienionymi w zatgcznikach IV, V, VI i VII, w celu
zapewnienia wyzszego poziomu bezpieczenstwa tych wyrobow.

Rozporzadzenie IVDR wprowadza zupetnie nowe zasady
klasyfikowania wyrobéw do diagnostyki in vitro okreSlone
w Rozdziale V, Sekgji 1, art. 47 ,Klasyfikacja wyrobéw”. Wskazany
w art. 47 rozporzadzenia Zatgcznik VIII, zamiast wykazu produk-
tow, zawiera siedem regut jakimi nalezy kierowac sie w klasyfikacji
wyrobdw do jednej z czterech klas:



a. niskie ryzyko indywidualne oraz niskie ryzyko dla zdro-
wia publicznego

b. umiarkowane ryzyko indywidualne lub niskie ryzyko dla
zdrowia publicznego

c. wysokie ryzyko indywidualne lub umiarkowane ryzyko
dla zdrowia publicznego

d. wysokie ryzyko indywidualne i wysokie ryzyko dla zdro-
wia publicznego

Wszelkie spory zaistniate miedzy producentem a dang jednostka
notyfikowana, wynikajgce ze stosowania zatgcznika VIIl, majg by¢
rozstrzygane przez wiasciwy organ w panstwie cztonkowskim,
w ktérym producent ma zarejestrowane miejsce prowadzenia
dziatalnosci (art. 47, ust.2). Organ wydajacy decyzje jest zobo-
wigzany do powiadomienia o swojej decyzji Grupe Koordynacyjng
ds. Wyrobéw Medycznych (MDCG) oraz Komisje UE.

Konsekwencjg przyporzadkowania wyrobu do jednej z czterech
klas jest konieczno$¢ przeprowadzenia procedury oceny zgodno-
$ci wyrobu wedtug zasad okre$lonych w zatgcznikach IX, X i XI.
Zakres przeprowadzanej przez producenta procedury zgodno$ci
dla poszczegolnych klas wyrobdw, udziat jednostek notyfikowa-
nych w tych procedurach, mechanizmy kontroli oceny zgodnosci
oraz certyfikacji zgodnosci precyzyjnie okres$lajg zapisy art. 48-55
zawarte w Sekcji 2 Rozdziatu V.

W klasie A, wyrobéw najmniejszego ryzyka, znalazty sie: produk-
ty laboratoryjne ogdlnego zastosowania, wyposazenie nie majgce
krytycznego wptywu na proces diagnostyczny, roztwory buforowe,
roztwory myjgce, pozywki i barwniki histologiczne, pojemniki na
probki i przyrzady przeznaczone specjalnie do diagnostyki in vitro.

Do klasy D, najwyzszego ryzyka, zaklasyfikowano wyroby stuzace
do wykrywania we krwi, w komdrkach i w tkankach (i ich pochod-
nych) przeznaczonych do przeszczepienia, transfuzji lub podania
- wykrywania obecnosci czynnikéw pasazowalnych o wysokim
ryzyku rozprzestrzeniania sie, wywotujacych choroby zagrazajgce
zyciu, a takze oznaczania stezenia czynnika zakaZznego wywotujg-
cego chorobe zagrazajgcg zyciu, w przypadku gdy monitorowanie
ma podstawowe znaczenie w procesie opieki nad pacjentem.

Laboratorium referencyjne

Z uwagi na najwyzszy poziom ryzyka, w przypadku oceny zgodno-
$ci wyrobdw klasy D wymagany jest nie tylko udziat odpowiedniej
jednostki notyfikowanej ale takze laboratorium referencyjnego
UE. Zadaniem laboratorium referencyjnego UE jest miedzy innymi
weryfikacja dziatania wyrobu deklarowana przez producenta oraz
ocena zgodnos$ci wyrobu z majgcymi zastosowanie wspdlnymi
specyfikacjami (art. 48 ust. 5). Innowacyjne wyroby klasy D, dla
ktérych nie ustalono jeszcze wspdlnej specyfikacji, ocenia nieza-
lezny panel ekspertéw, ktéry musi przedstawi¢ swoja opinie na
temat sprawozdania z oceny dziatania sporzadzonego przez pro-
ducenta (art. 48 ust. 6). Jezeli wyrdb jest przeznaczony do dia-
gnostyki w terapii celowanej, przed wydaniem certyfikatu oceny
dokumentaciji technicznej UE, jednostki notyfikowane sg zobligo-
wane do zwrdcenia si¢ 0 opinig¢ naukowa do jednego z wtasciwych
organow ds. produktéw leczniczych wyznaczonych przez panstwa
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cztonkowskie lub do Europejskiej Agencji Lekéw (EMA) (art. 48).

Komisja Europejska moze wyznaczy¢, na wniosek panstw czion-
kowskich lub Wspdlnego Centrum Badawczego Komisji, w drodze
aktéw wykonawczych, jedno laboratorium referencyjne UE lub
wiekszg ich liczbe. Kryteria jakie muszg spetnia¢ laboratoria refe-
rencyjne UE, zadania stawiane tym laboratoriom oraz zasady ich
funkcjonowania i sprawowania nad nimi kontroli zostaty zawarte
w art. 100 rozporzadzenia IVDR.

Dowody kliniczne, ocena dziatania i badanie dziatania

Rozporzadzenie IVDR bardzo rygorystycznie podchodzi do dowo-
déw klinicznych, niezbednych do wykazania zgodno$ci wyrobu
z odpowiednimi ogdélnymi wymogami dotyczacymi bezpieczen-
stwa i dziatania. Potwierdzenia zgodnos$ci dokonuje sie na podsta-
wie znaczenia naukowego oraz danych dotyczacych skutecznosci
analitycznej i klinicznej (art. 56). Dowody kliniczne majg naukowo
wykazywac, odnoszac sie do aktualnego stanu wiedzy medyczne;j,
Ze zostang osiggniete przewidziane korzysci kliniczne i ze wyréb
jest bezpieczny. Oczywiscie poziom dowoddéw klinicznych musi
by¢ stosowny ze wzgledu na wiasciwosci wyrobu i jego przewi-
dziane zastosowanie. Szczegoétowe wytyczne w jaki sposéb prowa-
dzi¢ ocene dziatania i badania skuteczno$ci dziatania znajdziemy
w zatgczniku Xl w czesci A.

Rozporzadzenie IVDR wprowadza wymdg prowadzenia obserwacji
dziatania wyrobu takze po jego wprowadzeniu do obrotu. Produ-
cent ma obowigzek gromadzi¢ i ocenia¢ dane dotyczace dziata-
nia wyrobu oraz dane naukowe uzyskane w trakcie uzytkowania
wyrobu. Celem tych dziatan ma byé zapewnienie odpowiedniego
poziomu bezpieczeristwa zarbwno w momencie wprowadzania
wyrobu do obrotu, jak i w oczekiwanym okresie uzywania wyro-
bu. Przepisy dotyczace obserwacji dziatania po wprowadzeniu do
obrotu, w tym sposobu ich prowadzenia, znajdujg sie w zatgczniku
Xl w czesci B.

Baza danych o wyrobach medycznych - EUDAMED.
System kodéw - UDL.

W celu utatwienia funkcjonowania europejskiej bazy danych
o wyrobach medycznych (EUDAMED) i zwiekszenia przejrzystosci
informacji o wyrobach do diagnostyki in vitro, wiasciwa nomen-
klatura wyrobéw medycznych (uznana miedzynarodowo) ma by¢
dostepna bezptatnie dla producentéw oraz innych oséb fizycz-
nych, ktére sg zobowigzane na podstawie rozporzadzenia IVDR
do postugiwania sie tg nomenklaturg (art. 23). Na mocy art. 24
rozporzadzenie VDR wprowadza system niepowtarzalnych kodéw
identyfikacyjnych wyrobéw (UDI), opisany w zatgczniku VI cze$¢
C. System UDI umozliwia identyfikacje i utatwia identyfikowalno$¢
wyrobdéw (innych niz wyroby do badania dziatania). Komisja UE
wyznacza podmioty, ktére beda prowadzity system nadawania
kodoéw UDI. Podmioty te muszg oczywiscie spetnia¢ okreslone
kryteria. Komisja, po konsultacji z Grupa Koordynacyjng ds. Wy-
robéw Medycznych (MDCG) ustanawia baze danych kodéw UDI
i nig zarzadza (art. 25). Rozporzadzenie IVDR okresla doktadnie
procedure rejestracji wyrobéw przez producenta oraz tryb nada-
wania wyrobom kodu UDI. Producent jest takze zobowigzany do
umieszczenia odpowiednich informacji o wyrobie w bazie EUDA-
MED przed wprowadzeniem tego wyrobu do obrotu (art. 26).
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Rejestracji podlegajg takze sami producenci, upowaznieni przed-
stawiciele i importerzy. W tym celu Komisja po konsultacji z MDCG
wprowadza system elektroniczny, ktéry bedzie generowat niepo-
wtarzalny numer rejestracyjny, o ktérym mowa w art. 28 ust 2,
i umozliwi gromadzenie i przetwarzanie informacji, ktére sg ko-
nieczne i proporcjonalne do identyfikacji producenta, a takze upo-
waznionego przedstawiciela i importera (art. 27). W odniesieniu
do dystrybutoréw wyrobdw, poszczegodlne panstwa cztonkowskie
mogg utrzymywaé lub wprowadzaé krajowe przepisy dotyczace
rejestracji dystrybutoréw, ktérzy wprowadzajg do obrotu wyroby
na ich terytorium (art. 27).

Obowiazki producentéw

Rozporzadzenie IVDR precyzyjnie okresla nie tylko obowigzki pro-
ducentéw wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro (art. 10),
a takze obowigzki upowaznionych przedstawicieli (art. 11), impor-
teréw (art. 13) oraz dystrybutoréw (art. 14).

Zgodnie z zapisami art. 10 ,,0gdIne obowigzki producentéw” pro-
ducenci muszg miedzy innymi: zapewni¢ zgodno$¢ ich wyrobéw
z wymogami rozporzgdzenia IVDR (ust. 1), posiada¢ systemy za-
rzagdzania ryzykiem (ust. 2), prowadzi¢ ocene dziatania (ust. 3),
sporzadzaé i na biezaco aktualizowa¢ dokumentacje techniczng
(ust. 4), sporzadzi¢ deklaracje zgodnosci UE i odpowiednio ozna-
kowaé produkt znakiem CE (ust. 5), zarejestrowaé produkt w sys-
temie UDI (ust. 6), przechowywac¢ catg dokumentacje przez okres
minimum 10 lat (ust. 7) i posiada¢ system zarzadzania jako$cig
(ust. 8). Producenci ponosza takze odpowiedzialno$¢ za swoje
wyroby po ich wprowadzeniu do obrotu. W szczegdlno$ci, pro-
ducenci zobowigzani sg do: wdrozenia systemu nadzoru nad pro-

duktem (ust. 9), zapewnienia, by wyrobowi towarzyszyty niezbedne
informacje (ust. 10), podjecia niezbednych dziatann korygujacych
w celu zapewnienia zgodnosci wyrobu, wycofania go z obrotu lub
wycofania z uzywania (ust. 11), posiadania systemu rejestrowania
i zgtaszania incydentéw (ust. 12) wspdtpracy z wiasciwymi organa-
mi panstwa (ust. 13) oraz muszg posiada¢ $rodki majace zapewnic
wystarczajace zabezpieczenie finansowe na wypadek ich ewentu-
alnej odpowiedzialno$ci, proporcjonalnie do klasy ryzyka, rodzaju
wyrobu i wielkosci przedsiebiorstwa (ust. 15). Kazdy producent
musi dysponowaé co najmniej jedng osobg odpowiedzialng za
zgodnos$¢ regulacyjna, dysponujacg wymagang wiedzg fachowa
i kwalifikacjami w dziedzinie wyrobéw medycznych do diagnostyki
in vitro. (art. 15).

W rozporzadzeniu IVDR opisano réwniez doktadnie obowigzki
upowaznionych przedstawicieli (art. 11), importeréw (art. 13) oraz
dystrybutoréw (art. 14).

Z uwagi na fakt, iz jesteSmy obecnie w okresie przej$ciowym pro-
ducenci moga sami zdecydowaé, kiedy przejS¢ na wymagania
rozporzadzenia IVDR. Poniewaz nie wszystkie elementy rozporza-
dzenia niezbedne do uzyskania certyfikatéw IVDR sg na obecng
chwile w petni operatywne, w przypadku niektérych wyrobéw (np.
nalezacych do klasy D) producenci beda musieli poczeka¢ na po-
wotanie odpowiednich paneli ekspertéw oraz wyznaczenie jedno-
stek notyfikowanych i laboratoriéw referencyjnych. Nalezy mie¢ na
uwadze, ze od 26 maja 2022 r. wszystkie nowe certyfikaty bedzie
trzeba dostarcza¢ zgodnie z rozporzadzeniem IVDR, natomiast
certyfikaty wydane na podstawie dyrektywy IVDD mogaq zachowaé
wazno$¢ najpoézniej do 27 maja 2024 r.




Elecsys® Anti-SARS-CoV-2

Test immunologiczny do jakosciowego
oznaczania przeciwciaf przeciwko SARS-CoV/-2

SARS-CoV-2 (ang. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) jest otoczkowym wirusem, posiadajgcym pojedyncza
ni¢ RNA, ktéry nalezy do rodziny Coronaviridae. Koronawirusy charakteryzujg sie¢ podobng budowg i posiadajg 16 biatek
niestrukturalnych oraz 4 biatka strukturalne: biatko fuzyjne S (ang. spike), biatko ptaszcza E (ang. envelope), biatko btonowe M
(ang. membrane) oraz biatko nukleokapsydu N (ang. nucleocapsid). Wirusy te wywotujg choroby o réznym nasileniu, od
tagodnych np. przezigbienie, do cigzszych, np. COVID-19 wywotywany przez SARS-CoV-2.

SARS-CoV-2 jest przenoszony z osoby na osobe przede wszystkim
droga kropelkowg z drég oddechowych, ale mozliwe jest takze
przenoszenie posrednie za posrednictwem zanieczyszczonych po-
wierzchni. Wnika on do komdrek gospodarza, wykorzystujac en-
zym konwertaze angiotensyny 2 (ACE2), ktdry w najwiekszej ilosci
znajduje sie w ptucach.

Okres inkubacji COVID-19 wynosi od 2 do 14 dni po ekspozycji,
a objawy u wigkszosci pacjentéw pojawiajg sie okoto 4-5 dni po
ekspozycji. Spektrum objawdéw zakazenia jest szerokie, od tagod-
nych (gorgczka, kaszel, zmeczenie, utrata powonienia, dusznosci),
nawet po krytyczne prowadzace do $mierci. Cho¢ u wigkszosci
pacjentéw z objawami przebieg choroby nie jest ciezki, to u 0séb
w podesztym wieku lub z chorobami wspéfistniejagcymi moze przy-
brac ciezkg postac i prowadzi¢ do hospitalizacji na oddziale inten-

Schemat 1.

Budowa SARS-CoV-2.

Biatko nukleokapsydu (N)

Biatko otoczki (E) 4W

W zalezno$ci od zastosowanej metody, serokonwersje obserwuje
sie $rednio w okresie 10-13 dni dla IgM i 12-14 dni dla IgG po
wystgpieniu objawéw. Zgodnie z obecng wiedzg maksymalna se-
rokonwersja zachodzi po 2-3 tygodniach w przypadku IgMl, 3-6
tygodniach w przypadku IgG oraz po 2 tygodniach w przypadku
przeciwciat catkowitych. Przypuszcza sie ze przeciwciata IgM za-
nikaja okoto 6-7 tygodnia, w tym czasie obserwuje si¢ wysoka se-
ropozytywno$¢ IgG. Stezenia i kolejno$¢ pojawiania sie przeciwciat
IgM i 1gG sa bardzo zmienne, co potwierdza mozliwo$¢ ich wykry-
wania w tym samym czasie. Przeciwciata neutralizujace skierowa-
ne przeciwko biatkom fuzyjnym i nukleokapsydu powstajg juz w 9
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sywnej terapii. Gléwnym powikfaniem u pacjentéw z chorobg cigz-
ka jest zespdt ostrej niewydolnosci oddechowej (ARDS). Z kolei
u pacjentéw w stanie krytycznym dochodzi m. in. do niewydolno-
$ci oddechowej, wstrzasu i (lub) niewydolnosci wielonarzadowe;.

Ostateczne rozpoznanie COVID-19 wymaga bezposredniego wy-
krycia obecnosci SARS-CoV-2 za pomoca technologii amplifikacji
kwasu nukleinowego (NAAT). Testy serologiczne moga przyczynié¢
sie do identyfikacji 0s6b narazonych na ekspozycje na wirusa i po-
madc w ocenie stopnia narazenia populacji, a tym samym moga by¢
przydatne podczas podejmowania decyzji dotyczacych zastoso-
wania, egzekwowania lub ztagodzenia $rodkéw bezpieczenstwa.

Biatko btonowe (M)

RNA

dniu, warunkujac silng neutralizujgcg odpowiedz immunologiczna,
tym samym serokonwersja moze zapewnia¢ ochrone przynajmniej
przez ograniczony czas.

Test Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 to test immunologiczny do jako-
$ciowego wykrywania in vitro przeciwciat (w tym IgG) przeciwko
SARS-CoV-2 w ludzkiej surowicy i osoczu. Do ich oznaczania w te-
$cie wykorzystuje sie rekombinowane biatko reprezentujace anty-
gen nukleokapsydu (N). Zadaniem testu jest pomoc w okre$leniu
reakcji immunologicznej na SARS-CoV-2.
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Schemat 2.

Test immunologiczny

oparty na metodzie . .
ektrochemiluminescencji Zasada testu: jednostopniowy test kanapkowy

(ECLIA) z dwoma antygenami (DAGS, ang. double antigen
sandwich format) czas oznaczenia: 18 minut

Biotynylowany
antygen nukleokapsydu

Prébka z przeciwciatami ‘ é

anty-SARS-CoV-2

Y ‘ 9 min. 9 min. Pomiar
Rutenylowany antygen ¢
nukleokapsydu
9 minut 9 minut Pomiar

20 pl*/12 pl** prébki pacjenta inkubuje sig Po dodaniu mikroczastek optaszczonych strep- Mieszanina reakcyjna przenoszona jest do
z mieszaning biotynylowanych i rutenylowanych tawidyng kompleks DAGS wiaze sig z fazg statq komory pomiarowej, gdzie mikroczastki przycia-
antygendéw nukleokapsydu (N). W obecnosci dzieki powinowactwu biotyny i streptawidyny. gane sa do powierzchni elektrody. Niezwigzane
odpowiednich przeciwciat powstajg kompleksy czasteczki sg usuwane. Przytozone napigcie
z ktérych kazdy sktada sig z przeciwciata indukuje reakcje elektrochemiluminescencji,
i dwdch antygenéw (kompleksy DAGS). ktéra jest mierzona za pomoca fotopowielacza.

Wielko$¢ sygnatu zalezy od miana przeciwciat.

* analizatory cobas e 411 i cobas e 601/602
** analizator cobas e 801

Tabela 1.
Analizatory cobas e 411 .
Charakterystyka testu Systemy T R Analizator cobas e 801
Elecsys®
Anti-SARS-CoV-2.
Czas trwania testu 18 minut
Kalibracja Dwupunktowa

COI* <1,0 = prébka niereaktywna

TSR] 2T T COI 21,0 = prébka reaktywna

Surowica pobrana przy uzyciu standardowych probéwek.

Badany materiat Osocze z heparyng litowa, K, EDTA i K, EDTA.

Objetosé probki 20 pl 12l

* wskaznik odciecia cutoff

Czutosé kliniczna

Za pomoca testu Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 zbadano ogétem 204 Q
prébki pochodzace od 69 pacjentéw z objawowym zakazeniem

SARS-CoV-2 potwierdzonym badaniem PCR. Od tych pacjentéw

pobrano kolejno jedng lub wiecej probek w réznych odstepach

czasu po uzyskaniu potwierdzenia rozpoznania metoda PCR.
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Tabela 2.
Dni po potwierdzeniu zakazenia @ ,,,
Czuto$é kliniczna. met. PCR N Czuto$é (95% CI*)
0 - 6 dni 116 65,5% (56,1 - 74,19%)
7 - 13 dni 59 88,1% (77,1 - 95,1%)
88,10 (77,1 - 95,1%) 29 100% (88,1 - 100%)
* przedziat ufnosci
Swoistos¢ kliniczna
Za pomoca testu Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 zbadano ogdétem l
5 272 prébek uzyskanych przed grudniem 2019 r. (w ramach
badan rutynowych, od dawcéw krwi, panel prébek od pacjen-
tow z przezigbieniem i panel prébek od pacjentéw zakazonych
innymi koronawirusami).*

Tabela 3.

Swoistosé kliniczna. Kohorta N Reaktywne Swoistos$é % (95% CI)
Badania rutynowe 3420 7 99,80% (99,58-99,92%)
Dawcy krwi 1772 3 99,83% (99,51-99,97%)
Panel od 0s6b z przezigbieniem 40 0 100% (91,19-100%)
Panel koronawirusa* 40 0 100% (91,19-100%)
Lacznie 5272 10 99,81% (99,65-99,91%)

* 40 prébek potencjalnie reaktywnych krzyzowo, pochodzacych od oséb zakazonych w przesztosci koronawirusami HKU1, NL63, 229E
lub OC43, potwierdzonych badaniem PCR




Schemat 3.

Czuto$¢ serokonwersji.

Czutos$¢ serokonwersji

Po ustgpieniu zakazenia (potwierdzenie: ujemny wynik testu
metoda PCR) 26 prébek kolejno pobranych od 5 oséb przeba-
dano za pomoca testu Elecsys® Anti-SARS-CoV-2.

Dzieri po uzyskaniu ujemnego wyniku testu metodq PCR*

21 24

Pacjent 4

Pacjent 5
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m 21-23 H 24-26 u 27-29 m 30-32 = 33-35
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Dni po uzyskaniu dodatniego wyniku testu metoda PCR

* Dzien 0 odzwierciedla poczatkowy, dodatni wynik testu metoda PCR.

Schemat 4.

Schemat ilustrujacy
pojawianie sie markeréw
w przebiegu zakazenia
SARS-CoV-2.

Trwajace zakazenie/zakaZzno$¢

Obecnos¢ patogenu

Powrét do zdrowia

| 39-40

Przebyte zakazenie/mozliwa odpornos$¢

Przeciwciata IgG

Przeciwciata IgM Ss o
0 Dni 3 4 5 7 10 14 21 60
; Wystapienie objawéw
Tabela 4.
Informacje logistyczne.
Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 test
. Zawarto$¢

Nazwa produktu Opis produktu opakwania Numer katalogowy

Elecsys ® Anti-SARS-CoV2* Anti-SARS-CoV2 Elecsys 200 testéw 09 203 095 190

Elecsys ® Anti-SARS-CoV2** Anti-SARS-CoV-2 Elecsys E2G 300 testéw 09 203 079 190

Preci Control Anti-SARS-CoV-2 Kontrola 2x2x1ml 09 216 928 190

* cobas e 411, cobas e 601, cobas e 602

** cobas e 801
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Badanie przeciwciat: Kolejny krok w walce

z COVID-19

Laura Parnas, starszy kierownik ds. Naukowych w Roche Diagnostics, odpowiada na pytania dotyczace testu Elecsys
Anti-SARS-CoV2. Test serologiczny jest najnowszym narzedziem firmy Roche, ktére wspomaga diagnostyke COVID-19.

Jaki jest cel oznaczania przeciwciat anty-SARS-CoV-2?

Dr Laura Parnas (LP): Wykrywanie przeciwciat pomaga ustali¢, czy
w badanej populacji kto$ byt narazony na kontakt z wirusem w na-
stepstwie ktérego organizm uruchomit odpowiedz immunologiczna.

Czy po zakazeniu SARS-CoV-2 dochodzi do klasycznej odpo-
wiedzi immunologicznej, w ktérej przeciwciata IgM pojawia-
ja sie przed przeciwciatami IgG?

Dr LP: Wszyscy uczymy sie tego nowego koronawirusa, ktory zostat
po raz pierwszy zidentyfikowany poét roku temu. Nauka ewoluuje
w kierunku zrozumienia przez nas odpowiedzi immunologicznej or-
ganizmu jaka ten wirus generuje.

Typowo rozwdj przeciwciat po ekspozycji na czynnik zakazny odby-
wa sie przewidywalng Sciezkg, w ktdrej najpierw pojawiajg si¢ gVl
a nastepnie IgG. Jednak w przypadku infekcji SARS-CoV-2 opubli-
kowane do tej pory w literaturze dane wskazujg, ze w wigkszosci
przypadkéw pojawianie sie IgM i IgG pokrywa sie. W niektérych
raportach wykazano nawet, ze IgG pojawiajq sie wczesniej niz IgM.

Dlaczego Roche zdecydowat sie opracowac test wykrywajacy
dojrzate przeciwciala IgM i IgG o wysokim powinowactwie?

Dr LP: Zaprojektowali$my test, ktéry dostarcza nastepujace infor-
macje kliniczne:

1. Doktadnie identyfikuje pacjentéw, ktdrzy byli narazeni na
SARS-CoV-2

2. Wykryje pacjentéw narazonych tylko na SARS-CoV-2
(a nie na inne koronawirusy)

Cele te mozemy osiggna¢ dzieki zaproponowanej konstrukcji testu i wy-
krywaniu dojrzatych przeciwciat IgM i IgG o wysokim powinowactwie.

Format testu jaki stosuje Roche to jednostopniowy test
kanapkowy z podwdjnym wiazaniem antygenu. Czy potrafisz
doktadnie wyjasnic, jaka jest zasada stosowania testu?

Dr LP: Jest to jednoetapowy test immunologiczny, w ktérym dwa an-
tygeny (jeden znakowany biotyna, drugi znakowany rutenem) znaj-
dujace sie w roztworze w kasecie odczynnika wiazg sie - z duzym
powinowactwem - z przeciwciatem w probce badanej, tworzac silnie
zwigzany kompleksy immunologiczny. Konstrukcja testu powoduje,
ze w reakcji biorg udziat przeciwciata o wysokim powinowactwie,
ktdre wigzg te dwa antygeny. Do tak powstatych komplekséw doda-
na jest faza stata w postaci mikroczgstek optaszczonych streptawi-
dyna. Powinowactwo biotyny do streptawidyny powoduje powstanie
silnie pofaczonych komplekséw kanapkowych, ktdre nastepnie biorg
udziat w generowaniu sygnatu elektrochemiluminescencyjnego.

Jaka jest réznica miedzy przeciwciatami o wysokim powinowac-
twie lub ,,dojrzalymi” a przeciwciatami o niskim powinowactwie?
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Dr LP: W odpowiedzi na jakikolwiek kontakt z czynnikiem zakaz-
nym, organizm produkuje przeciwciata, ktére z czasem ewoluuja.
W odpowiedzi na pierwszy kontakt z wirusem generowane sg prze-
ciwciata o niskim powinowactwie do wirusa. Niskie powinowactwo
oznacza, ze te wczesne przeciwciata nie sg w stanie skutecznie wig-
zac sie z wirusem i go wyeliminowac.

W miare ewoluowania odpowiedzi immunologicznej wytwarzane
sg przeciwciata o wysokim powinowactwie (dojrzate), ktére wigzg
sie z wirusem i neutralizujg go. Te przeciwciata o wysokim powi-
nowactwie pojawiajg sie pozniej w trakcie infekcji i sg to wiasnie
te przeciwciata, ktére prébujemy wykry¢ za pomoca naszego testu.

Ztego co dotychczas wiemy o COVID-19, przeciwciata IlgG moga
pojawi¢ sie wczesniej niz podczas zakazen innymi wirusami,
w rzeczywistosci istnieje wiec szansa, ze w prébce beda zaréw-
no IgG jak i IgM o niskim i wysokim powinowactwie, prawda?

Dr LP: Zgadza sie. W naszym teScie, te dwa antygeny zwiaza sie
z przeciwciatami o wysokim powinowactwie, a te przeciwciata o ni-
skim powinowactwie zostang wyptukane i nie bedg braty udziatu
w generowaniu sygnatu. Dzieki temu zredukowane jest ryzyko stabej
reaktywnosci krzyzowej i uzyskania wynikéw fatszywie dodatnich.

Czym rézni sie projekt testu Roche'a od metody testéw po-
Srednich?

Dr LP: W testach posrednich antygen zwigzany jest z fazg statg
w spose6b statyczny. Z antygenem wigzg sie zaréwno przeciwciata
0 wysokim powinowactwie oraz przeciwciata o nizszym powinowac-
twie, stwarzajac ryzyko reaktywnosci krzyzowej takze z przeciwcia-
tami skierowanymi do innych czynnikéw zakaznych. Taka reaktyw-
nos¢ krzyzowa moze prowadzi¢ do uzyskania fatszywie dodatnich
wynikdw, tzn. mozemy otrzymac wynik dodatni u pacjenta, ktéry nie
miat nigdy kontaktu z nowym koronawirusem.

Jakie biatko docelowe zastosowano w tescie Roche?

Dr LP: W naszym teScie stosujemy biatko nukleokapsydu. Na etapie
opracowywania testu przeprowadzili§my badania prototypéw wyko-
rzystujac takze inne antygeny. W potaczeniu ze sprawdzonym for-
matem testu kanapkowego, antygeny nukleokapsydowe daty nam
maksymalng pozadang swoistos¢.

Czy Roche pracuje nad testem neutralizacji przeciwcial?

Dr LP: Obecnie spoteczno$¢ kliniczna pracuje nad lepszym zro-
zumieniem odpowiedzi immunologicznej na tego nowego wirusa.
Prébujemy zrozumie¢, czy wytworzone do tej pory przeciwciata
w rzeczywistosci sg przeciwciatami neutralizujgcymi. W miare jak
zrozumienie choroby bedzie ewoluowato w nadchodzacych tygo-
dniach i miesigcach, bedziemy podgza¢ wszystkimi nowymi $ciez-
kami nauki. Bedziemy informowac¢ na biezgco o naszych wysitkach
zwigzanych z dalszymi badaniami i rozwojem.
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Przeciwciata anty-SARS-CoV-2 w czasie infekcji,
w fazie odpornosci i rekonwalescencji podczas
przebiegu COVID-19 - doswiadczenia wiasne.

Dr Brygida Beck'?, Anna Zyial, Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej, Mazowiecki Szpital Specjalistyczny Sp. z 0.0, Radom, Medyczne

Centrum Naukowo-Diagnostyczne BB-Med, Ruda Slgska’

W przypadku infekcji wirusami powodujacymi zakazenia uktadu oddechowego (m.in. wirus grypy, RSV - respiratory syncytia
virus) obraz choroby ma rézny przebieg w zaleznosci od stanu organizmu gospodarza, poczawszy od objawdéw tagodnych
poprzez cigzkie, facznie z przypadkami Smiertelnymi. Tak jest tez w przypadku koronawirusow.

SARS-CoV-2 - wirus z rodziny Coronaviridae z rodzaju Betacoronavirus,
otoczony jest ostonka i posiada jednoniciowy RNA. Wszystkie korona-
wirusy wykazujg podobienstwo organizacji i ekspresji ich genomu, kté-
ry koduje 16 biatek niestrukturalnych i 4 biatka strukturalne: szczytowe
(S), otoczki (E), btonowe (M) i nukleokapsydu (N). Wirusy tej rodziny sq
pochodzenia odzwierzecego. Powoduja choroby o objawach od tagod-
nego przeziebienia do powazniejszych, takich jak zespét cigzkiej i ostrej
niewydolnosci oddechowej (SARS), bliskowschodni zespét niewydol-
nosci oddechowej (MERS) i COVID-19 (ang. Coronavirus Disease).

SARS-CoV-2 przenoszony jest miedzy ludZmi gtéwnie drogq kropel-
kowa, ale mozliwe jest takze przenoszenie posrednie poprzez zanie-
czyszczone powierzchnie. SARS-CoV-2 mozna izolowaé z prébek
z gérnych drég oddechowych, uzyskanych za pomoca wymazéw
z jamy nosowo-gardtowej, gardta lub z plwociny. Wirus uzyskuje do-
step do komorek gospodarza za posrednictwem enzymu konwertu-
jacego angiotensyne 2 (ACE2), ktéry najbardziej rozpowszechnio-
ny jest w ptucach. Uwaza sie, ze okres inkubacji wirusa wynosi od
2-14 dni po ekspozycji, przy czym wigkszo$¢ pacjentéw wykazuje
objawy okoto 4-5 dni po ekspozycji. Okres czasu, w ktérym chory
z COVID-19 zakaza, nie zostat jeszcze doktadnie ustalony.

Podstawowg technikg rozpoznania zakazenia SARS-CoV-2, zgodnie
z aktualnymi dowodami naukowymi, jest technika RT-PCR. Wykry-
wanie obecnosci materiatu genetycznego wirusa jest mozliwe tylko
w aktywnej fazie choroby, gdy obecna jest replikacja w tkankach,
z ktérych materiat zostat pobrany. Zaletg testéw molekularnych jest
mozliwo$¢ potwierdzenia zakazenia we wczesnej fazie, gdy jeszcze
nie doszto do produkcji przeciwciat oraz mozliwos$¢ wykluczenia ak-
tywnej replikacji po przechorowaniu.

Podstawowym mechanizmem zwalczania infekcji SARS-CoV-2 przez
uktad odporno$ciowy jest wytwarzanie specyficznych przeciwciat roz-
poznajacych wirusa. Podczas takiej infekcji organizm moze wytwarzaé¢
przeciwciata rozpoznajgce wiele epitopdw znajdujgcych sig na réznych
biatkach wirusa. Badania przeciwciat anty-SARS-CoV-2 moga przyczy-
ni¢ sie do identyfikacji oséb, ktére miaty kontakt z wirusem i tym samym
moga by¢ pomocne w ocenie stopnia narazenia populacji, ponadto
mogq pomdc w podjeciu decyzji o zastosowaniu, egzekwowaniu lub
ztagodzeniu Srodkéw ograniczajgcych rozprzestrzenianie si¢ wirusa.

Skierowane przeciwko biatkom szczytowym i biatkom nukleokap-
sydu przeciwciata neutralizujgce powstajg juz w 9 dniu infekcji,
wykazujgc silng odpowiedz neutralizujgca.

SerokonwersjewprzypadkulgMzaobserwowanojuzwciggu5dniod
wystapienia pierwszych objawdw, a IgG w ciagu 5-7 dni. Na podsta-
wie wciaz nielicznych danych wydaje sie, ze IgA anty-SARS-CoV-2
pojawiajg sie okoto 3-6 dni po wystapieniu pierwszych objawdw.
W zalezno$ci od zastosowanej metody, serokonwersje mozna
zaobserwowaé po czasie, ktérego mediana wynosi 10-13 dni od
wystgpienia pierwszych objawéw w przypadku IgM i 12-14 dni
w przypadku IgG. Maksymalnie serokonwersja zachodzi w czasie
2-3 tygodni w przypadku IgM, 3-6 tygodni dla IgG i w czasie 2
tygodni dla wszystkich przeciwciat. Podczas gdy IgM wydaja sie
zanika¢ w okolicy 6-7 tygodnia, w tym samym czasie obserwuje
sie wysoka seropozytywnos$¢ IgG. Poziomy i chronologiczna ko-
lejno$¢ pojawiania sie przeciwciat IgM i IgG sg wysoce zmienne,
co daje podstawy i uzasadnia réwnolegte wykrywanie obu tych
przeciwciat (testy "Total".

Dane z najnowszych publikacji wykazaty, ze czuto$¢ wykrywania
przeciwciat "Total" byta wyzsza niz w przypadku oddzielnych ozna-
czendla IlgMilgG (p <0,001), podczas gdy swoistosci byly ogdlnie
poréwnywalne, gdy stosowano te same metody badan (ELISA,
CLMA lub LFIA). Powinno sie réwniez podkresli¢, ze poziom prze-
ciwciat nie jest bezposrednio skorelowany z ciezko$cig zakazenia.

Nalezy pamigtaé, ze ujemny wynik testu anty-SARS-CoV-2 nie wy-
klucza catkowicie mozliwo$ci zakazenia wirusem. Prébki surowicy
z bardzo wczesnej fazy choroby (przed serokonwersjg) moga da-
wacé wyniki ujemne. Badanie przeciwciat anty-SARS-CoV-2 powin-
no by¢ interpretowane razem z wynikiem badania RT-PCR (wymaz
z gardta/nosogardzieli) - Tabela 1.

Testu tego nie mozna uzywac do diagnozowania ostrej infekcji.
Nalezy réwniez pamietac, ze z biegiem czasu miano przeciwciat
moze sie obnizyc¢ i ostatecznie wynik bedzie ujemny. Na pytanie jak
dtugo utrzymujg sie przeciwciata w organizmie i na jakim poziomie
beda sie ksztattowaé, bedziemy mogli odpowiedzie¢ dopiero po
uptywie dtuzszego czasu.

Tabela 1.

RT-PCR ujemny/anty-SARS-CoV-2 ujemne
Interpretacja

pacjent nie jest zakazony wirusem lub przebyt zakazenie w przesztosci,
a miano przeciwciat obnizyto sig i jest nieoznaczalne

wynikéw RT-PCR

/Anty-SARS-CoV-2. RT-PCR dodatni/anty-SARS-CoV-2 ujemne

pacjent zakazony w tzw ,,okienku serologicznym”
(nie wytworzyt jeszcze przeciwciat)

RT-PCR dodatni/anty-SARS-CoV-2 dodatnie

pacjent w ostrej fazie infekcji

RT-PCR ujemny/anty-SARS-CoV-2 dodatnie

pacjent przebyt zakazenie w przesztoSci

LabForum 74/2020

21



W Zakfadzie Diagnostyki Laboratoryjnej Mazowieckiego Szpitala
Specjalistycznego w Radomiu przebadano szereg prébek surowic
krwi 0sdb, u ktérych wczesniej potwierdzono infekcje przy pomocy
testu RT-PCR. Zaobserwowano jednocze$nie obecno$¢ przeciwciat
u 0s6b, u ktérych nie uzyskano nigdy dodatnich wynikéw RT-PCR.
Badania wykonano przy pomocy testu Elecsys Anti-SARS-CoV-2
firmy Roche Diagnostics na analizatorze cobas 6000. W formacie
wykorzystanego do badan testu, wysokg swoisto$¢ wykazujg prze-
ciwciata anty-nukleokapsydowe, ktdre korelujg z neutralizacjg i na-
byta domniemang odpornoscig kliniczna.

Test zostat tak skonstruowany, by wykrywac przeciwciata o wysokim
powinowactwie. Musimy pamigta¢, ze w odpowiedzi na kazdy czyn-
nik zakazny w organizmie, przeciwciata ewoluuja. Kiedy wirus poja-
wia sie po raz pierwszy u danej osoby, jego uktad immunologiczny po-
czatkowo generuje przeciwciafa o niskim powinowactwie do wirusa.
To niskie powinowactwo oznacza, ze wczesne przeciwciata nie sg

w stanie skutecznie wigzacé sie zwirusem i go wyeliminowaé. W miare
ewolucji odpowiedzi immunologicznej wytwarzane bedg przeciwcia-
ta o wysokim powinowactwie (dojrzate), ktére wigza sie z wirusem
i neutralizujg go. Te przeciwciata o wysokim powinowactwie poja-
wiajg sig pozniej w trakcie infekcji i sg to wiasnie te przeciwciata,
ktdre wykrywane sg za pomoca testu uzytego w naszych badaniach.
Taka konstrukcja testu minimalizuje ryzyko stabej reaktywno$ci
krzyzowej i uzyskania fatszywie dodatnich wynikéw.

Uzyskane wstepne wyniki naszych badan odzwierciedlajg odpowiedz
immunologiczng organizmu. Obserwujemy wzrost waro$ci wskaznika
COl w czasie miesigca w granicach od 41% do 165% u 0s6b z potwier-
dzona przy pomocy RT-PCR infekcjg oraz w granicach od 40% do 266%
u 0s6b z niepotwierdzong badaniem RT-PCR infekcjg (Tabela 2).

Nasze wyniki potwierdzajg réwniez, ze poziom przeciwciat nie jest
bezposrednio skorelowany z cigzko$cig zakazenia (Tabela 3).

Tabela 2. Data wykonanego Data | oznaczenia | Wynik | oznaczenia | Data Il oznaczenia | Wynik Il oznaczenia Wazrost
Zmiany poziomu Pacjent | Pte¢ badania przeciwciat przeciwciat anty przeciwciat przeciwciat anty- 0 0%*
przeciwciat RT-PCR SARS-CoV2 | anty-SARS-CoV-2 | -SARS Co-V2 (COl) | anty-SARS Co-V2 | -SARS CoV-2 (COI)
anty-SARS-CoV-2 Pacjenci z badaniem RT-PCR SARS-CoV-2 dodatnim
(podane w
wartosciach COI) dla 1. K 01.04.2020 29.04.2020 16,45 1.06.2020 43,64 165%
0s6b z potwierdzong 2. K 03.04.2020 28.04.2020 83,55 2.06.2020 199,1 138%
oraz niepotwierdzona 3. M 30.03.2020 7.05.2020 80,55 5.06.2020 167,9 108%
infekcja wirusem
wywotujgcym 4. M 29.03.2020 6.05.2020 11,19 19.06.2020 21,38 91%
CovID-1e. 5. K 29.03.2020 5.05.2020 61,45 5.06.2020 1033 68%
6. K 03.04.2020 4.05.2020 97,7 5.06.2020 162,7 66%
7. K 31.03.2020 4.05.2020 129,8 5.06.2020 183,6 41%
8. K 03.04.2020 6.05.2020 105,1 5.06.2020 148,5 41%
9. K 29.03.2020 5.05.2020 88,59 5.06.2020 108,1 22%
10. K 29.03.2020 8.05.2020 124,2 10.06.2020 1418 14%
Pacjenci z badaniem RT-PCR SARS-CoV-2 ujemnym
1. K 29.03.2020 6.05.2020 13,78 3.06.2020 50,5 266%
2 K 30.03.2020 29.04.2020 56,36 29.05.2020 149,5 165%
3 M 30.03.2020 05.05.2020 82,14 05.06.2020 204,9 149%
4 M 30.03.2020 12.05.2020 71,11 16.06.2020 1453 101%
) K 10.04.2020 4.05.2020 105,3 5.06.2020 147,8 40%
*% zmiany wskaznika COI (cut-off index)
fabela 3. Stan pod Bol Béle migsni | Utrata wech Czas trwania | Wzrost
. - . . iesni wechu 7 i z
Wystepowanie FEGIL | (R goraczkowy OERIED gardfa 80 | hes] | LEEy i stawéw i smaku objawéw (dni) o %*
objawow Pacjenci z badaniem RT-PCR SARS-CoV2 dodatnim
charakterystycznych
dla przebiegu 1. NIE TAK 37,7 °C TAK TAK TAK TAK | TAK TAK TAK 14 165%
COVID-19 u oséb 2 NIE | TAK377°C | TAK TAK TAK | TAK | TAK TAK TAK 14 138%
z potwierdzong oraz
niepotwierdzona 3. NIE NIE NIE NIE NIE NIE | NIE NIE NIE 0 108%
infekcja wirusem 4, NIE NIE NIE NIE NIE NIE | NIE NIE TAK 7 91%
SARS-CoV-2.
5. NIE TAK 37,7 °C TAK NIE NIE NIE NIE NIE TAK 5 68%
6. NIE TAK 37,7 °C TAK NIE TAK NIE NIE TAK NIE 14 66%
7. NIE TAK 37,7 °C TAK TAK TAK NIE | TAK TAK NIE 14 41%
8. NIE TAK 37,7 °C TAK TAK TAK TAK NIE TAK TAK 14 41%
9. NIE TAK 37,7 °C TAK TAK TAK NIE NIE TAK TAK 14 22%
10. NIE TAK 37,8 °C TAK NIE NIE NIE NIE TAK TAK 14 14%
Pacjenci z badaniem RT-PCR SARS-CoV-2 ujemnym
1. NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE 0 266%
2. NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE 0 165%
3. NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE 0 149%
4, NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE 0 101%
5. NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE NIE 0 40%
*% zmiany wskaznika COI (cut-off index)
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Diagnostyka SARS-CoV-2 i COVID-19 ‘
Kompleksowa oferta Roche Diagnostics

cobas® SARS-CoV-2

cobas SARS-CoV-2 & Inf A/B*
TIB MOLBIOL SARS-CoV-2**

Chemia kliniczna

CRP, Ferrytyna, D-Dimery, Albumina, ALT, AST,
Dehydrogenaza mleczanowa, Bilirubina, Glukoza, CK-MB,
Mioglobina, Mocznik, Cystatyna C, Kreatynina

Immunochemia

Elecsys Anty-SARS-Cov-2

IL-6, Ferrytyna, PCT, Mioglobina,
TnT-hs, NT-proBNP, HIV, WZW B/C

Koagulologia Diagnostyka molekularna

D-Dimery HIV, WZW B/C, Influenza A/B,

Zapalenie ptuc (bakterie, Mycoplasma, Chlamydia),
RSV4, adenovirus

Réwnowaga kwasowo-zasadowa Point of Care

SARS-CoV-2 & Influenza A/B

—— cobas’
przygotowaniu

**RUO - tylko do badar naukowych
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