Epidemioloska priporocila glede oseb, ki so prebolele covid-19

Prof. dr. Janez Tomazi¢, dr. med.!, Asist. dr. Rajko Saletinger, dr. med.!, Gabriele Turel, dr.
med.!, Prof. dr. Alojz Than, dr. med.2, Mario Fafangel, dr. med.?, Acad. prof. dr. Tatjana Av§ic¢
Zupanc, dr. med.?, Asist. dr. Tadeja Kotar, dr. med.!, Prof. dr. Miroslav Petrovec, dr. med.%,
Prof. dr. Bojana Beovi¢, dr. med.!, Doc. dr. Tatjana Lejko Zupanc, dr. med.!, Prim. dr. Alenka
Trop Skaza?, dr. med., Dr. Milan Krek, dr. med. 3,

Klinika za infekcijske bolezni in vrocinska stanja, UKCL, Medicinska fakulteta, UL, Japljeva
2, 1525 Ljubljana

Institut z mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, UL, Zaloska 4, 1000
Ljubljana

*Nacionalni institut za javno zdravje, Zaloska cesta 29, 1000 Ljubljana

“Nacionalni institut za javno zdravje, Obmocna enota Celje, Ipavéeva 18, 3000 Celje

Uvod

Temeljna preiskava, s katero dokazujemo prisotnost novega koronavirusa (angl. severe acute
respiratory syndrome-coronavirus-2; okr. SARS-CoV-2), ki povzrofa covid-19 (angl.
coronavirus infectious disease 19, koronavirusna bolezen 19), je doloCanje virusne
ribonukleinske kisline (RNK) v respiratornih kuzninah z metodo verizne reakcije s
polimerazo v realnem c¢asu (angl. real-time polymerase chain reaction; okr. RT-PCR).
Najpogosteje vzamemo bris nosno-zrelnega prostora (okr. bris). Do danes Se ne vemo povsem
zanesljivo, v katerem obdobju covid-19 je oseba kuzna oziroma najbolj kuzna, ali prebolela
bolezen zagotavlja imunost, ali lahko pride do ponovne okuZzbe, ali je pri morebitni ponovni
okuzbi potek bolezni blazji itd. Zaradi tega prebolevnikom covid-19 Se vedno svetujemo vse
preventivne ukrepe za preprecevanje morebitne ponovne bolezni. Znanje o diagnosti¢nih
testih za SARS-CoV-2 se Se vedno dopolnjuje. Pomembno je razumevanje narave testov,
razlaga njihovih rezultatov in omejitev.(1, 2)

Imunost po preboleli okuzbi se med koronavirusi verjetno razlikuje. Vemo, da se SARS, ki ga
povzroca novemu koronavirusu zelo soroden virus (SARS-CoV-1) od leta 2004 ne pojavlja
ve¢. Ponovne okuZzbe pa se pojavljajo pri sezonskih koronavirusih zaradi velike genetske
variabilnosti.(3—8)

V prispevku skuSamo na temelju danasnjega znanja odgovoriti na vprasanja: v katerem
obdobju bolezni je bolnik najbolj kuzen in kako dolgo je kuZen, kakSna je kuznost po

preboleli bolezni, kaj pomeni pozitiven PCR test po preboleli bolezni (podaljSana pozitivnost,



ponovna pozitivnost) in kakSen je pomen protiteles. Napisali smo tudi priporocila glede PCR
testiranja oseb, ki so prebolele covid-19. Zavedati se moramo, da so to trenutna priporocila, ki

se z novimi spoznanji lahko spremenijo. Prikazan je tudi pregled nam dostopne literature.

Obdobje kuznosti

Pomemben vpogled v obdobja kuznosti covid-19 in s tem povezano dinamiko prenosa SARS-
CoV-2, nam kaze tajvanska prospektivna raziskava, v katero je bilo vkljucenih prvih 100
mikrobioloSko potrjenih primerov covid-19 in njihovih 2761 tesnih stikov, ki so jih spremljali
v obdobju njihove 14-dnevne karantene.(9) Stopnja obolevnosti s covid-19 med 1818
kontakti, pri katerih se je izpostavljenost okuzbi zacela pred pojavom oziroma v prvih petih
dneh od pojava simptomov in znakov bolezni pri indeksnih primerih, je bila visja (1,0 % [95
% 1Z 0,6 %-1,6 %]) kot med 852 kontakti, kjer se je izpostavljenost zacela po 5. dnevu. Med
slednjimi se ni nih¢e okuzil. Med 299 kontakti, ki so bili v stiku z indeksnimi primeri
izkljuéno v njihovem pre-simptomatskem obdobju, jih je s covid-19 zbolelo 0,7 % (95 % 1Z
0,2 %-2,4 %]). Izsledki opisane raziskave kazejo, da se ve€ina prenosov okuzbe s SARS-
CoV-2 zgodi v zaCetnem obdobju bolezni oz. ze nekaj dni pred pojavom simptomov in
znakov pri indeksnih primerih.

Podobno dinamiko okuzbe in njene umiritve so opazili tudi v Studiji nemskih raziskovalcev.
Pri devetih bolnikih s covid-19 so od prvega simptomatskega dne dalje sledili prisotnost
virusne RNK v brisu, izmecku, krvi, urinu in blatu. Hkrati so odvzete vzorce tudi nasajali na
celi¢ne kulture, da bi pokazali, ¢e s PCR dokazana nukleinska kislina pomeni tudi kuznost
virusa. Niti virusne RNK, niti kuZznega virusa ni bilo mogoce dokazati v krvi in urinu; v blatu
je bilo mogoce v prvem tednu klini¢nih znakov dokazati virusno RNK, ne pa kuznega virusa
(virusne kulture so bile negativne). V brisu nosno-zrelnega prostora in v izmecku je bilo od
prvega dne mogoce dokazati virusno RNK in kuzen virus (virusne kulture so bile pozitivne).
Slednji je vztrajal do konca prvega tedna (prvih 7 dni) in takrat izzvenel, medtem ko je bil
dokaz virusne RNK pri ve€ini mozen do konca drugega tedna, najdlje 28 dni. Serokonverzija
(pojav protiteles) je zacela od 7 do 14 dni po zacetku simptomov in znakov bolezni. Rezultati
zgoraj omenjene raziskave kazejo, da se virus aktivno pomnozuje v sluznici nosno-zrelnega
prostora do enega tedna po zacetku simptomov in znakov, pomnozevanje virusa in s tem
kuznost je najvecja ob zacetku klini¢nih tezav in nato upada. Po serokonverziji kuznost virusa
iz brisa izgine. Pomnozevanje virusa v sluznici nosno-zrelnega prostora pred zacetkom
simptomov in znakov ter teden dni po zacetku bolezni omogoca virusu veliko kuznost tudi pri

osebah z blago obliko bolezni (10) in tudi pri brezsimptomnih osebah.(11)



Do podobnih zakljuckov glede viabilnosti/kuznosti virusa so prisli tudi kanadski raziskovalci.
90 pozitivnih brisov so kultivirali na celi¢ni kulturi. V 26 primerih je bila kultivacija virusa
uspesna. Ob tem je pomemben podatek, da kultivacija ni bila uspeSna v primeru, ko je bil pri
pozitivnem brisu pomnozevalni cikel ve¢ji od 24 (angl. cycle threshold-Ct, prazni cikel) ter je
od pojava simptomov in znakov bolezni minilo ve¢ kot 8 dni.(12)

Glede na podatke Svetovne zdravstvene organizacije, ki jih navajajo na svoji spletni strani,
traja predvideno obdobje kuznosti pri bolnikih z blago in zmerno obliko bolezni 7 do 12 dni,
pri osebah s hudo obliko bolezni pa 7 do 14 dni.(13) Podatkov o tem, koliko Casa se aktivni

virus izloca pri bolnikih z imunsko motnjo, Se ni.

PodaljSana pozitivnost PCR testa

Pri nekaterih bolnikih lahko Se nekaj tednov po preboleli bolezni zaznavamo virusno
ribonukleinsko kislino (RNK) v respiratornih kuzninah (najpogosteje vzamemo bris nosno-
zrelnega prostora, okr. bris), kar ni presenetljivo glede na veliko obcutljivost testa. Pozitiven
PCR test na SARS-CoV-2 v respiratornih kuzninah lahko, glede na nam dostopne podatke iz
literature, vztraja tudi do 63 dni po zacetku simptomov in znakov bolezni, z mediano 12-20
dni.(1, 2, 14) Zhou in sod. porocajo, da je bila pri 41 kriticno bolnih s covid-19, mediana
pozitivnih PCR testov daljsa, 31 dni.(15) Dokaj gotovo je, da kuznost ni sorazmerna s

trajanjem pozitivnega brisa na SARS-CoV-2.(3, 4, 16-19)

Ponovna pozitivnost PCR testa

Pri nekaterih bolnikih po preboleli bolezni covid-19 negativen bris ez Cas postane ponovno
pozitiven.

V Juzni Koreji so v zadnjih mesecih ugotavljali pri Stevilnih osebah, ki so prebolele covid-19
in virus ni bil ve¢ zaznaven, da je bil bris ponovno pozitiven, ¢eprav v drzavi ni bilo ve¢
veliko novih primerov okuzb. Vseeno so se zbujali strahovi, da so se prebolele osebe ponovno
okuzile oziroma se je virus po predhodnem mirovanju reaktiviral. Zaradi tega so se porajala
vprasanja o imunosti po preboleli bolezni.

Po mnenju juznokorejskih zdravnikov pri 292 korejskih bolnikih s covid-19, pri katerih je
kazalo, da je prislo do reinfekcije, ponovno pozitivni PCR testi niso zaznali infektivnega
virusa ampak zgolj njegove ostanke v tkivu.(17) Temu v prid so tudi izsledki pri 285 osebah,
ki so prebolele covid-19 in je priSlo do ponovitve pozitivnih brisov, vendar pa pri 790
kontaktih (351 druzinskih in 439 ostalih) niso belezili prenosov okuzbe.(18)

Tudi analiza skupine 474 juznokorejskih bolnikov s covid-19, pri katerih je bil test ponovno

pozitiven, je pokazala, da niso bili kuzni za druge ljudi. Pri 108 osebah z navidezno



(laboratorijsko) ponovitvijo bolezni (relapsom) so bile virusne kulture negativne, kar dokazuje
neinfektivnost teh oseb.(19)

Glede na rezultate Stevilnih raziskav lahko zaklju¢imo, da ne gre za ponovno okuzbo ali za
reaktivacijo, temvec za dejstvo, da je PCR test zelo obcutljiv in zazna virusno RNK v zelo
nizki koncentraciji in tudi RNK mrtvih virusov. Ve¢inoma so rezultati teh testov blizu meje
zaznavnosti z visokim praznim ciklom. Delci virusa lahko ostanejo Se ve¢ mesecev v telesu
prebolevnikov, ki ne kazejo bolezenskih simptomov in znakov in niso ve¢ kuzni. Kaze, da
virusni delci ostanejo v epitelijskih celicah sluznice dihalnih poti tudi, ko virus ni vec aktiven.
Razpolovni Cas teh celic traja tudi do tri mesece in RNK delce lahko zaznamo s PCR testi Se
ena do dva meseca po zacetku bolezni. To so razlogi, da pri nekaterih osebah vztrajajo
pozitivni brisi oziroma da ponovno zaznamo pozitivne brise. (5-8,15)

Kaze, da te osebe ne predstavljajo pomembnega klinicnega oz. javno-zdravstvenega

problema, vendar dokon¢ni dokazi za vso populacijo obolelih Se ne obstajajo.

Imunost: Zivalski preskus

V prid tezi, da pri prebolevnikih covid-19 pride do zas€itnega imunskega odziva, ki
prepreCuje ponovno okuzbo, kazejo rezultati poskusov na opicah rhesus, ki po okuzbi s
SARS-CoV-2 obolijo za covid-19 podobno boleznijo z vnetjem zgornjih dihal in pljucnico.
Devet opic, ki so jih okuzili s SARS-CoV-2, je zbolelo z znacilno klini¢no sliko covid-19 in
14-dnevno navzocnostjo virusa v brisu nosno-zrelnega prostora in bronhoalveolarnem izpirku
(BAL). Po enem tednu okuzbe je nastal specifi¢ni protitelesni in T-celi¢ni imunski odziv. Po
izginotju virusa (PCR brisa zZrela in BAL-a) so tri tedne po okuZzbi opice ponovno okuzili in
ugotovili, da so brisi Zrela prehodno sicer postali pozitivni zaradi odmerka apliciranega
virusa, vendar pa se virus ni uspel razmnozevati. Brisi so zato ze po 3 do 4 dneh postali spet

negativni, zivali pa niso ponovno zbolele.(20)

Pomen seroloskih testov

Seroloski testi so namenjeni merjenju navzocnosti (kvalitativni testi) in koncentracije
(kvantitativni testi) protiteles, ki so nastali po okuzbi SARS-CoV-2. Protitelesa v serumu se
praviloma pojavijo med 7 in 14 dnevom po zacetku bolezni (serokonverzija). Zaradi
zakasnjenega pojava protiteles po zaCetku okuzbe zato seroloSki testi niso uporabni za
dokazovanje akutne okuzbe, zelo uporabni pa so lahko za epidemiolosko obvladovanje covid-
19. Z njimi lahko opredelimo prekuzenost dolocene populacije (seroprevalenca), v
kombinaciji z drugimi podatki ugotavljamo, kolikSen delez prebivalstva je bil izpostavljen

virusu brezsimptomno oz. z neobicajno klini¢no sliko, opredelimo osebe z veliko



koncentracijo protiteles, ki bodo potencialni darovalci rekonvalescentnega seruma za
zdravljenje, opravilmo presejanje zdravstvenih delavcev ali delavcev v domovih za starejse
(DSO), da bi ugotovili imunost.

Za ugotavljanje protiteles proti SARS-CoV-2 najveckrat uporabljamo encimsko imunske teste
(ELISA), s katerimi ugotavljamo specificne IgM, IgG ali IgA protitelesa proti izbranim
proteinom (antigenom) virusa SARS-CoV-2. Antigeni v testih ELISA so obicajno virusni
protein S (spike), protein N (nukleokapsidni) ali RBD (receptor binding domain — domena
proteina S, ki se receptorsko veze na ACE2 — celi¢ni receptor za SARS-CoV-2). Na Institutu
za mikrobiologijo in imunologijo MFUL uporabljamo test ELISA, kjer dokazujemo
specificna protitelesa IgG in IgA. Prav tako uporabljamo presejalni test, kjer dokazujemo
celokupna protitelesa.

Eden od problemov seroloskih testov je krizna reaktivnost z drugimi koronavirusi, zato so
med seroloSkimi testi uporabni le taki, ki se v postopku evaluacije izkazejo za dovolj
specificni in obcutljivi. Zlasti v epidemioloskih razmerah nizke prekuzenosti mora imeti
seroloski test izjemno veliko obcutljivost in specificnost (oboje blizu 100%), sicer njegova
uporaba ni smiselna. Ze majhno odstopanje specifi¢nosti pri nizki prekuzenosti pomeni, da je
vecina izmerjenih pozitivnih rezultatov v resnici lazno pozitivnih — s tem je ocena prevalence
izrazito lazno povecana.

Med seroloskimi testi imajo poseben pomen nevtralizacijski testi. To so testi, kjer na celi¢nih
kulturah, okuzenih s SARS-CoV-2, ugotavljamo koli¢ino nevtralizacijskih protiteles — tistih,
ki preprecijo Sirjenje celicne okuzbe. Ker je za vzpostavljanje testa z virusno kulturo potreben
zahteven laboratorijski pogon, je metoda predvsem pomembna za raziskovalno testiranje

infektivnosti, imunosti ter oceno u¢inkovitosti zdravil in cepiv.

Izku$nje v Sloveniji

Pregledali smo podatke 176 bolnikov s covid-19, ki so bili obravnavani na Kliniki za
infekcijske bolezni in vrocinska stanja, UKCL v obdobju od 4.3.2020 do 18.5.2020. V
bolnis$nici smo zdravili 91 bolnikov (51,7 %), 85 bolnikov (48,3 %) pa smo obravnavali
ambulantno. Dva zaporedno negativna izvida PCR testa v obdobju do 30 dni po prvem
pozitivnem PCR testu je imelo 83 (47,2 %) bolnikov, 21 (11,9 %) bolnikov je imelo dva
negativna brisa po ve¢ kot 30 dneh. Pri 62 (35,2 %) bolnikih je bil en bris negativen, kontrolni
bris v naslednjih 24 do 72 urah pa ponovno pozitiven. Dva negativna brisa, nato pa ponovno
pozitiven bris je imelo 10 (5,7 %) bolnikov. Najdlje je imela pozitiven bris bolnica, ki je bila

vodena samo ambulantno (64. dan po prvem brisu je bila Se pozitivna, 2 zaporedna negativna



brisa pa sta bila 70. in 71. dan). Pri preu¢evanju vzorcev Sestih nasih bolnikov, ki so imeli
dolgotrajne pozitivne rezultate molekularnega testiranja brisov nosno Zrelnega predela, smo s
poskusom izolacije virusa na celi¢nih kulturah ugotovili, da je mogoce virus osamiti le iz
kuznin (brisov), ki so odvzete v prvem tednu od pojava klini¢nih simptomov in znakov
bolezni. Pri vseh teh bolnikih smo dokazali tudi nevtralizacijska protitelesa, ki so se pojavila
najkasneje v 14-dneh od laboratorijsko potrjene okuzbe.

Pri nas$ih bolnikih, ki so preboleli covid-19, nismo zaznali prenosa okuzbe na drugo osebo.

Zakljucek

Glede na podatke iz literature in na naSe izkuSnje, ugotovitve postavljajo v ospredje ukrepe
hitrega odkrivanja primerov, izolacije, iskanja stikov in karantene. Skupaj z ukrepi fizi¢ne
distance, higiene (predvsem umivanja) rok, higiene kaslja in ostale temeljne preventive,
predstavljajo temelj za obvladovanje Sirjenja virusa v populaciji in preprecevanja daljSih
epidemioloskih verig prenosov.

Podatki, ki so na voljo in so citirani v nasem clanku, vkljucujejo predvsem odraslo populacijo,
izvzeti so otroci, osebe s hujSimi imunskimi motnjami in pogosto tudi bolniki s kriticnim
potekom bolezni. Se zlasti pri osebah z imunskimi motnjami, ki so lahko nagnjene k
dolgotrajnejSem razmnozevanju drugih mikrobov, moznosti prenosa v kasnejSem obdobju po
okuzbi ne moremo popolnoma izkljuciti.

Dokon¢nega odgovora glede obdobja kuZznosti oseb s covid-19 torej Se ni. Zanesljivo vemo,
da so kuzne nekaj dni pred pojavom simptomov in znakov bolezni (2 do 3 dni?).(9, 11) Na
temelju raziskav, v katerih so spremljali prenose okuzbe pri stikih bolnih z neokuzenimi
osebami (9, 18, 19) in raziskav, ko so s poskusom osamitve virusana celi¢nih kulturah, skusali
ugotoviti ali je s PCR dokazan virus tudi kuzen (infektiven) (10, 12 19), lahko povzamemo,
da je oseba, ki je prebolela blago/zmerno obliko bolezni kuzna Se 5 do 10 dni, oseba s hudo
obliko bolezni pa 5 do 12 dni po nastopu simptomov in znakov bolezni.(13)

S seroloskimi testi si trenutno glede imunosti §e ne moremo pomagati.

Vse ve¢ je dokazov, da osebe, pri katerih zaznamo pozitiven PCR test Se ve¢ kot 14 dni po
umiritvi simptomov in znakov bolezni, niso ve¢ kuzne. Vse veC je tudi dokazov, da do
ponovne okuzbe oziroma do reaktivacije s SARS-CoV-2 ne pride in da osebe, pri katerih
ponovno zaznamo virusno RNK niso kuZzne. Pri tovrstnih primerih so pozitivni izvidi
najpogosteje blizu meje zaznavnosti testa (visok prazni cikel), pogosto se pozitivni izvid brisa
izmenjuje z negativnim izvidom brisa. Gotovo so tudi razlike v tehniki zbiranja in ravnanja z

vzorcem kuznine oz. razli¢ni pogoji skladiscenja, ki vplivajo na zmogljivost testa. Do danes



ni bila potrjena nobena ponovna okuzba s SARS-CoV-2 (3-8, 14,15), vendar pa dokonc¢ni
podatki glede post-infekcijske imunosti ¢ manjkajo. Zal je trenutno $e vedno ve¢ vprasanj
kot odgovorov. Potrebne so dobro nacrtovane longitudinalne kohortne raziskave pri populaciji
oseb, ki so prebolele covid-19. Za kratkorocno oceno morebitne ponovitve bolezni nam
sluzijo podatki o spremljanju bolnikov s covid-19 (angl. surveillance), ki temeljijo na
prijavljanju tovrstnih primerov.(9, 19)

Ceprav so dokazi o kuznosti tovrstnih primerov v literaturi pomanjkljivi, je pomembno, da
zdravstvena stroka zavzame skupno staliSCe, saj ukrepi, ki izhajajo iz takSnega pozitivnega
testa (izolacija ali karantena) lahko globoko posegajo v cClovekove pravice in imajo
nenazadnje lahko tudi SirSe ekonomske posledice. Ukrepi morajo biti utemeljeni oziroma
imeti vpliv na Sirjenje virusa in posledi¢no na zdravje ljudi. Ukrepi morajo biti utemeljeni,

sorazmerni in morajo zamejiti Sirjenje virusa v populaciji.

Priporocila glede obravnave oseb, ki so prebolele covid-19 (ne veljajo za osebe z imunsko
motnjo* in kriticno bolne, ki so se zdravili v enoti za intenzivno zdravljenje)
Drzimo se strategije, ki temelji na simptomih in znakih bolezni covid-19.(16-22)

1. Oseba (vklju¢no z zdravstvenim delavcem), Ki je prebolela covid-19, se lahko vrne
na delovno mesto 14 dni po umiritvi simptomov in znakov bolezni (brez vrocine,
umiritev kaslja in drugih simptomov in znakov) oziroma 14 dni po pozitivhem PCR
testiranju, ¢e je okuzbo prebolevala brezsimptomno. Ponovno PCR testiranje ni
potrebno.

2. Pri osebi, ki je dokazano prebolela covid-19 ali imela utemeljen sum na covid-19
v domacem okolju in je ze minilo 14 dni od umiritve simptomov in znakov bolezni
ter je predvidena za kakr$nokoli terapevtsko ali diagnosti¢no zdravstveno obravnavo,
ponovno PCR testiranje ni potrebno.

3. Pri osebi, ki je imela hujSi potek bolezni covid-19 in je potrebovala bolniSni¢no
obravnavo, PCR testiranje 14 dni po umiritvi simptomov in znakov bolezni ni
potrebno.

Izjema so osebe z imunskimi motnjami*. V primeru, da je po 14 dneh bris Se
pozitiven, ponavljamo brise na 7 dni do prvih dveh zaporedno negativnih brisov,
odvzetih v razmiku vsaj 24 ur.

4. Ce se oseba, ki je prebolela covid-19, pozneje ponovno testira in je test pozitiven,

menimo, da je v obdobju 8. tednov od zacetka bolezni pozitiven test odraz stare



5.

okuzbe. Glede na dosedanje podatke, te osebe niso kuzne in ni potrebna izolacija. Za
dodatne informacije se lahko posvetujete z infektologom in/ali epidemiologom.

Ce oseba, ki je prebolela covid-19 in po zgoraj navedenih Kkriterijih ni ve¢ kuZna,
zboli z vro€ino ter simptomi in znaki, znacilnimi za drugo infekcijsko bolezen,
ponovno PCR testiranje ni potrebno.

Za testiranje se odlo¢imo, ¢e simptomi in znaki ustrezajo covid-19.

*prejemniki presadkov (¢vrstih organov, krvotvornih mati¢nih celic); osebe, ki se zdravijo z

glukokortikoidi in drugimi imunosupresivnimi zdravili; osebe z rakavimi boleznimi,

HIV/aidsem, odpovedjo ledvic (hemodializa) in jeter (Child 3), osebe brez vranice oziroma s

funkcionalno asplenijo; osebe s primarnimi imunskimi motnjami.
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