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V priebehu pandémie COVID-19 vznikla potreba rychlo a spolahlivo objasnit patogenézu ochorenia. Nenahradi-
telnd dlohu v tomto procese maju pitevné nalezy. Dostupné prace sa vzhladom na klinickd manifestaciu zame-
riavaju hlavne na zmeny na plticach, menej v inych organoch. Naj¢astejSim nalezom su rozne stadia difuzneho
alveolarneho poskodenia, reaktivne i reparativne zmeny a nezvyéajne frekventované nalezy spojené s poruchou
koagulacie. Morfologické zmeny s, ako pri mnohych inych virusovych pneuméniach, nedostatocne Specific-
ké. Na potvrdenie povodcu zmien je potrebné pouzit Specidlne metddy. V rutinnej praxi je najdostupnejSou me-
tédou imunohistochémia. V pripade ochorenia COVID-19 jej vyuzitie limituje najma dizka trvania ochorenia, vy-
kon pitvy viac ako 30 hodin po smrti a dostupnost protilatok s dostato¢ne vysokou $pecificitou a senzitivitou.
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Contribution of immunohistochemistry to histomorphological diagnostics of COVID-19 pneumonia

During the COVID-19 pandemic, a need to quickly and reliably elucidate the pathogenesis of the disease emerged.
Autopsy findings play an irreplaceable role in this process. Considering the clinical manifestation, current articles
focus mainly on changes in the lungs, less in the other organs. The most common findings include various stag-
es of diffuse alveolar damage, reactive and reparatory changes, and unusually frequent findings associated with
coagulation impairment. As in many other types of viral pneumonia, the morphological changes are not specific
enough. Special methods must be used to confirm the pathogen. Immunohistochemistry is the most available
method in routine practice. In COVID-19, its use is limited particularly by the duration of the disease, the time over
30 hours from death to the autopsy, and the availability of antibodies with sufficient specificity and sensitivity.
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Uvod

Ochorenie COVID-19 sa zacalo Sirit koncom roka 2019
z ¢inskeho mesta Wu-chan v provincii Chu-pej. Ku koncu
marca 2021 bolo celosvetovo zaznamenanych viac ako 132
miliénov potvrdenych pripadov ndkazy, pricom na ochorenie
COVID-19 zomreli viac ako 3 miliény fudi™. Prejavy ochorenia
variruju od asymptomatickych pripadov cez pacientov s ty-
pickymi chripkovymi priznakmi az po vazne pripady zdpalu
pldc, neraz s tragickym koncom. Priebeh ochorenia nemoz-
no spolahlivo predvidat, ale medzi fatalnymi pripadmi do-
minuju pacienti s vy§§im vekom, muzského pohlavia a s ko-
morbiditami ako arteridlna hypertenzia, diabetes mellitus,
obezita, chronické ochorenie pluc, srdca a inych organov, na-
dorové ochorenie a klinicky vyznamna imunodeficiencia®.

Pre spravny terapeuticky pristup pri vdznych pripadoch je
nevyhnutné poznat patogenézu ochorenia. Klinické Udaje do-
pifia, upresfiuje aj objasfiuje patologickoanatomicky nélez.
Jeho nenahraditelna dloha sa uz potvrdila aj pri inych infeké-
nych ochoreniach v minulosti®. V pripade COVID-19 najza-
vaznejSie dbésledky vyplyvaju z poskodenia plicneho paren-
chymu s rozvojom intersticialneho, virusového zapalu pluc.
Skoré i neskoré zmeny maju typicky makroskopicky aj mik-
roskopicky obraz.

Patologickoanatomicky nalez pri COVID-19
pneumonii

Makroskopicky nalez

Makroskopicky su pltca vo vSeobecnosti tazké a ede-
matoézne, s ndlezom difuznej alebo loziskovej konsolida-
cie®'9, V pripade COVID-19 je ¢asty nélez lozisk krvacania
a infarktov parenchymu, nezriedka s ndlezom trombézy pri-
vodnych ciev(™. To sa prejavi tmavofialovym sfarbenim na
pozadi sivocerveného elastického zapalovo postihnutého
tkaniva (obrazok 1). Ndlez pleuralneho vypotku nie je pre CO-
VID-19 typicky(".

Tracheobronchitida sa vyskytuje u 88 % pacientov s letal-
nym priebehom COVID-19 nezavisle od intubdcie a superin-
fekcie. Makroskopickym korelatom su drobné sivobelavé af-
t6zne ulceracie s priemerom 2-3 mm, v niektorych pripadoch
iba fokalne(®,

Nezvycajne Castym ndlezom je masivna plticna emboliza-
cia z hlbokych zil dolnych koncatin, ale aj Cerstva Zilova trom-
béza v tejto oblasti bez embolizacie do pluc®?.

Mikroskopicky nalez
Mikroskopicky sa virusové pneumdénie prejavuju roznymi
morfologickymi zmenami, obvykle ako difuzne alveolarne
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Obrazok 1. Makroskopicky obraz COVID-19 pneumdnie. Pohlad
na ventralnu plochu plic a srdca uloZeného v epikarde (A). Plu-
ca sU tazké, edematdzne presiaknuté, tuhoelastickej konzisten-
cie. Subpleuralne su viditelné loZiska krvacania (Sipky). Na reze
(B) st pltica nevzdusné, konsolidované, sivocervenej farby. Zach-
ytena trombembolizécia do vetvy arteria pulmonalis (biela Sipka).

Obrazok 2. V¢asné stadium rozvoja pneumdnie vyvolanej SARS-
CoV-2 s obrazom alveoldrnej kapilaritidy. Alveoldrne epitélie sa
méZu odlupovat (dlhy hrot Sipky), imunohistochemicky s déka-
zom SARS-CoV-2 nukleokapsidového proteinu (kratky hrot sipky),
v alveolarnych septéch je infiltracia neutrofilmi (sipka) a lymfo-
cytmi (duta Sipka). Hematoxylin a eozin (HE), 600x; vysek: BSB-
134, imunoperoxiddza, diaminobenzidin, 400x

poskodenie (DAD, diffuse alveolar damage). Ide o najcastej-
Si histologicky korelat klinickej diagndzy syndromu akutnej
respiracnej tiesne (ARDS, acute respiratory distress syndro-
me). Tak ako klinicky, aj mikroskopicky ide o nespecificky ob-
raz, ktory méze byt spésobeny napriklad aj toxickymi vplyv-
mi, baktériami alebo hubami®'”. Na virusovy povod DAD
poukazuje nélez cytopatického efektu virusov, a to najma in-
tranukledrnych, intracytoplazmovych inkldzii a mnohojadro-
vych buniek. Tieto su pri niektorych virusovych pneuméniach
vyvolanych pévodcami ako cytomegalovirus alebo respirac-
ny syncycialny virus velmi vyrazné, ale pri mnohych inych,
ako napriklad chripka alebo SARS, ich nenachadzame®. Iny-
mi typickymi ndlezmi su akutna bronchitida, organizujica sa
pneumonia a difuzna intersticiadlna pneumonia®.

V pripade COVID-19 su typickym nalezom najma znaky ex-
sudativnej a proliferativnej fazy DAD v roznom $tadiu s po-
Skodenim bronchiélneho epitelu, ¢asto s progresiou do fib-
rozy®. Rozvoju DAD v skorych stadiach predchadza nélez
akutnej alveolarnej kapilaritidy sprevadzanej zmieSanou za-
palovou infiltrdciou alveoldrnych priehradiek lymfocytmi

Obrazok 3. Rozvinuty histologicky obraz COVID-19 pneumdnie
(A) s intersticialnou lymfocytovou infiltrdciou s maximom v okoli
ciev (otvorend Sipka), s reaktivnou hyperpléaziou alveolérneho epi-
telu (sipka) a hromadenim odldpnutych epitélii a makrofagov v al-
veolarnom priestore; trombdza (B) v malej artérii (*); difizne al-
veoldrne poskodenie (C) s alveolarnou kapilaritidou (hrot sipky)
a tvorbou hyalinovych membran (dvojita Sipka); pocinajica or-
ganizdcia (D) a rozsiahle krvécania do tkaniva. HE, 100x
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a neutrofilmi (obrazky 2, 3C)('", a to aj bez napadnejsieho
poskodenia mimopltcnych ciev(. Histomorfologicka diag-
nostika COVID-19 pneumdnie v inicialnom §tadiu vyvoja je
tazka a v pripade, Ze pitva bola vykonana do 30 hodin po smr-
ti, imunohistochemicka detekcia SARS-CoV-2 virusovej infek-
cie moze byt kliCova pre stanovenie spravneho diagnostic-
kého zdaveru (obrazok 2).

Nalezy typické pre exsudativnu fazu DAD, opisané priocho-
reni COVID-19, zahffaju kongesciu malych ciev, zhrubnutie
alveolarnych sept, intraalveolarny edém®219, pricom osobit-
ne opisany je proteinovy exsudat v alveoldrnych priestoroch
s ojedinelymi velkymi proteinovymi globulami a intraalveo-
larny fibrin®. Typické je formovanie hyalinovych membran,
perivaskuldrna zapalova infiltracia lymfocytmi a plazma-
tickymi bunkami a loZiska intraalveolarneho krvacania®#'9
(obrazok 3). Charakteristickym nalezom je aj deskvama-
cia epitelu a aktivované pneumocyty Il. typu s vyrazne
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Obrazok 4. COVID-19 pneumdnia s imunohistochemickym doé-
kazom nukleokapsidového proteinu SARS-CoV-2 v alveoladrnych
epitelovych bunkédch (Sipka); zriedkavy nalez epitelovej bunky s
virusovymi cytopatickymi znakmi (zdvojena Sipka); rozvoj hya-
linovej membrany (*). HE, 200x; BSB-134, imunoperoxidéza, di-
aminobenzidin, 100x

A ag

zvacSenym jadrom a prominentnym jadierkom a ojedinelé
mnohojadrové syncycidlne bunky vznikajice ich flaziou®819
(obrazky 3A, 4). Niektori autori opisali ndlez intracytoplazmo-
vych inkluzii, ich virusovy pévod vS§ak nebol jednoznacne po-
tvrdeny®19. Nuklearne inkluzie opisané neboli?, zriedkavo
véak mozno najst velké epitelové bunky s napadne velkym ja-
dierkom, ¢o by mohlo byt vysledkom virusového cytopatické-
ho Gc€inku vzhl'adom na imunohistochemicky potvrdenu pri-
tomnost SARS-CoV-2 virusovej infekcie v takychto bunkéach
(obrazok 4).

Castym nalezom st fibrinové mikrotromby v plicnych ka-
pilarach aj vo vacsich cievach( (obrazok 3B). Mikrotrom-
by nie su raritou ani pri inych virusovych pneumoniach, ako
to bolo napriklad pri SARS, omnoho zriedkavejsie pri chrip-
ke("14, V pripade COVID-19 je ich vyskyt je prekvapivo ¢asty
aj u pacientov, ktori dostavali antikoagulacnu terapiu®. En-
dotelové bunky su ¢asto napucané az s tvorbou vakuol a so
zdvojenim bazdalnej membrany. V niektorych pripadoch na-
chadzame kapilarne poskodenie s nekrézou kapilar, prolife-
raciou kapildr a zapalovou infiltraciou®,

Pre proliferativnu fazu je typické pretrvavanie reaktivnej
hyperplazie pneumocytov Il. typu a proliferacia fibroblas-
tov sprevadzand expanziou stien alveolov s naslednym pre-
stupom do alveol®%'9 (obrazok 3D). M6Ze byt pritomna aj
skvamézna metaplazia®'). Castymi nalezmi, ktoré predsta-
vuju komplikacie DAD su fibréza plic a sekundarna bakteri-
alna, menej ¢asto hubova infekcia®'9.

Distribucia DAD vo vsSetkych fazach v pripade COVID-19
nie je uniformna, si¢asne nachadzame zmeny v réznych §ta-
diach, hlavne v strednych a dolnych lalokoch plic®. Lozis-
ka postihnutého parenchymu st rozloZzené nerovnomerneo,

Polak a spol. rozdelili ndlez pri COVID-19 pneuménii od-
liSne, a to na 3 hlavné histologické vzory: 1. epitelovy s re-
aktivnymi zmenami epitelu, pritomny u 85 % pacientov, 2.
vaskularny s mikrovaskularnym poskodenim, mikrotromba-
mi a akutnou fibrindznou a organizujicou sa pneumédniou
(59 % pacientov) a 3. fibroticky s fibrézou intersticia (22 %
pacientov). Jednotlivé vzory sa aj prekryvali, pricom fibréza
sa vyskytuje od 3. tyzdna®.

Existuju indicie, ze COVID-19 mbze minimalne u Casti pa-
cientov ako primarnu odpoved vyvolavat organizujlicu sa
pneuméniu, pricom k rozvoju znakov DAD dochdadza az ne-
skoér v dbsledku inych udalosti, napriklad plucnej ventilacie

alebo trombotickej mikroangiopatie?'%. Organizujica sa
pneuménia vyvoland virusmi bola opisana v minulosti napri-
klad v suvislosti so SARS, MERS aj HIN1'2_ Na preskuma-
nie tejto moznosti v pripade COVID-19 v§ak nie je dostupné
dostatocné mnozstvo prac opisujucich nalez na plucach vo
vel'mi skorom s$tadiu ochorenia®.

Z nasich pozorovani pri analyze pocetnych pitvanych pri-
padov Umrti na COVID-19 mézeme pri mnohych konstatovat
pritomnost vSetkych opisanych histologickych nalezov, ne-
zriedka sucasne na rozlicnych miestach pluc. Tato skutoc-
nost poukazuje na nastup infekcie v réznych Castiach pltc
s odliSnym ¢asovym odstupom. Takéto paralelne sa vysky-
tujlce ndlezy COVID-19 pneumdénie su ovela CastejSie u pa-
cientov z 2. viny pandémie, na rozdiel od 1. viny (na Sloven-
sku do konca juna 2020), kde spravidla dominovalo masivne
a uniformné postihnutie celého tkaniva pluc.

Nalez v inych organoch

Maiese a spol. vo svojej prehladovej stidii analyzujicej
histologicky a pitevny nalez v pracach publikovanych do juna
roku 2020 nenasli dékaz Specifickych zmien v inych orga-
noch okrem plic. Medzi mimoplticnymi nalezmi dominuju
mikrotromby a endotelitida réoznych organov, Sokové zme-
ny pecene, obliciek a Criev, hemofagocytdéza v kostnej dre-
ni a slezine®.

Zrejme ani kardialne komplikacie pri ochoreni COVID-19
nie su spésobené priamym poskodenim myokardu viru-
som®'), Medzi frekventované zmeny na srdci patria mik-
rotromby pretrvavajice aj po klirense virusu a amyloidéza
srdca. Myokarditida mava v pripade nalezu velmi limitova-
ny rozsah(d,

Casté neurologické priznaky pri ochoreni COVID-19 po-
ukazuji na mozny neurotropizmus virusu. Imunohistoche-
micky su vzorky nervového tkaniva v drvivej vacsine nega-
tivne, okrem pripadu nalezu pozitivity v nervus vagus, nervus
glossopharyngeus a ojedinelych buniek v predizenej mieche
celkovo u 16 pacientov. Vo vSeobecnosti medzi najcastejSie
nalezy patri intrakranialne krvacanie a encefalomaldcie roz-
nej lokalizacie a rozsahu a mierny, fokalny, T-lymfocytovy in-
filtrat v okoli ciev, v parenchyme mozgu a leptomeningoch(®).

S vynimkou pluc boli virusové partikuly dokdzané najma
v oblickach a ¢reve®'®. U pacientov s potvrdenym ochore-
nim COVID-19 s indikovanym bioptickym vySetrenim boli
najcastejSimi nalezmi akutne tubuldrne poskodenie, fokal-
na segmentalna glomeruloskleréza, poskodenie endotelu
a trombotickd mikroangiopatia(®. Casté gastrointestinalne
tazkosti nekoreluju s horsou prognézou pacientov. Mikrosko-
picky je pritomné poskodenie endotelu ciev submukozy, lym-
fo-plazmocytovy zapalovy infiltrat a edém lamina propria(4.
V pripade znamok poskodenia pecene existuju indicie, ze
u Casti pacientov moézu byt zmeny sposobené priamou in-
fekciou virusom(®,

Imunohistochemicka detekcia SARS-CoV-2 infekcie
Mikroskopicky obraz v pripade virusovych pneumonii vra-
tane COVID-19 spravidla nie je dostatocne Specificky. V mno-
hych pripadoch je potrebné etiologicky agens v nekroptic-
kych a bioptickych vzorkach dokazat metédami ako PCR, in
situ hybridizacia, imunofluorescenénymi metédami alebo
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Tabulka 1. Imunohistochemicka detekcia infekcie SARS-CoV-2 v humdnnych tkanivach protilatkami od réznych producentov.

N° | Kat. N° | typ/klon producent | Ag revital. | riedenie | inkubacia | nespecif.r

1. 40590-T62 Rb-PAb S2 Sino Biological citrat 1:1000 noc n/AE,BE,Le; c/BE,TE
2. 40588-T62 Rp-PAb NP Sino Biological citrat 1:1000 noc c/AE,BE

3. NB100-56576 Rb-PAb NP Novus Biologicals citrat 1:20 noc no, | senzitivita
4. A2060-50 M-MAb 6F10 NP BioVision citrat 1:50 noc no, | senzitivita
5. 40150-R007 Rb-MAb 007 S1 Sino Biological citrat/TRIS 1:20 noc no, | senzitivita
6. 40143-R001 Rp-MAb 001 NP Sino Biological citrdt/TRIS 1:100 1h no

7. GTX632604 Mo-MAb 1A9 Spike GeneTex citrat/TRIS 1:10 noc -

8. MBS9141939 Rb-MAb NP MyBioSource citrat 1:2000 noc ¢/AE,BE; Er. plazma
9. BSB134 Mo-MAb 134 NP BS-Bio citrat RTU 1h no

10. DB280 R-MAb C19-Y NP DB-Biotech citrat 1:1000 1h ¢/BE,Dec, nTB, Er

Ag: antigén; n: nuklerarna pozitivita; c: cytoplazmova pozitivita; AE: alveolarny epitel; BE: bronchalny epitel; TE: tubularny epitel obli¢-

ky; Le: leukocyty; Er: erytrocyty, Dec: decidua; no: nepozorovand neSpecificka reaktivita

imunohistochemicky (IHC)®. Najjednoduchsia a najlacnej-
Sia je rutinne vyuzivana imunohistochémia.

V pripade imunohistochemickej diagnostiky COVID-19
vznika niekolko problémov. Najzavaznejsi je, ze IHC detek-
cia virusu v plicnom tkanive je spolahliva len v priebehu pr-
vych 2 tyzdiov ochorenia, vzacne mozno virus dokazat es-
te do 4 tyzdnov('?. Inym zavaznym problémom v pripade IHC
dokazu pritomnosti SARS-CoV-2 vo vysSetrovanom tkanive je
Casovy odstup vykonania pitvy po umrti. Nase skusenosti
ukazuju, ze imunohistochemickad reaktivita zostava zachova-
na priblizne do 30 hodin po smrti. Po tomto obdobi sa imu-
nohistochemicka detekcia virusu stava nespolahlivou a so
zvacsujucim sa ¢asovym intervalom vykonu pitvy od imrtia
az nemoznou. Dostupné prace v§ak vacsinou Cas pitvy ne-
uvadzaju, preto nie je mozné vyjadrit sa k zistenej spolahli-
vosti IHC?,

Dalsie tazkosti vyplyvaju z existencie mnozstva komerg-
ne dostupnych, ale nedostato¢ne overenych protilatok, Casto
s vysokou skrizenou reaktivitou v imunohistochemickej apli-
kdcii. Za pouzitia tychto protilatok bolo v roku 2020 publiko-
vanych mnozstvo prac s udajnym ndlezom priameho viruso-
vého poskodenia réznych tkaniv.

Z tohto dovodu sme testovali protilatky na tkanivovych
vzorkdach pluc pacientov zosnulych na nasledky COVID-19
a na tkanivach z obdobia pred r. 2020. Testovali sme na tka-
nivovych rezoch bez antigénovej revitalizacie a s revitaliza-
ciou 30 min. v citratovom pufri pH 5 alebo TRIS pufri pH 8,
pri teplote varu. Negativne kontroly boli jednak preparaty in-
kubované bez primarnej protilatky alebo inkubované s mysa-
cim alebo krali¢im sérom pri rovnakom riedeni ako testovana
protilatka. S cielom dosiahnutia vy$Sej Specificity sme proti-
latky testovali s inkubaciou cez noc pri zvySenych riedeniach.
Okrem skrizenej reaktivity niektorych protilatok v tkanivach
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ziskanych roky pred objavenim sa SARS-CoV-2 virusu, via-
ceré protilatky sa ukazali ako nevhodné pre imunohistoche-
micku aplikaciu (tabulka 1). V plidcnom tkanive sa ukazala
spolahlivd imunohistochemicka detekcia SARS-CoV-2 virusu
predovsetkym v skorom §tadiu infekcie, v bronchioldarnom,
bronchalnom epiteli a najma v odlupujucich sa virusom na-
padnutych alveolarnych epitéliach (obrazok 4). Zriedkavejsie
sme pozorovali pozitivitu aj v hyperplastickych alebo syncy-
cialnych obrovskych alveolarnych epitelovych bunkach. Cel-
kom ojedinelo bola pozitivita v cytoplazme velkych buniek
s velkym mechurikovym jadrom a velkym jadierkom, prav-
depodobne s virusovymi cytopatickymi znakmi (obrazok 4).

Zaver

Pandémia sp6sobena virusom SARS-CoV-2, s nahlym na-
stupom a rychlym rozsSirenim po celej zemeguli, odhalila po-
trebu €o najrychlejSieho a spolahlivého objasnenia patolo-
gickej podstaty ochorenia. Do popredia sa tak po rokoch
zaznavania az odmietania patologickoanatomickej pitvy do-
stava posmrtnda analyza zosnulych, ktora je zdrojom zaklad-
nych informacii o patogenéze ochorenia a rozsahu poskode-
nia v roznych tkanivach. Analyza pitevnych nalezov poskytla
zdakladné poznatky o chorobe COVID-19 a prispela okrem po-
chopenia patolégie aj k smerovaniu terapeutickych stratégii
pri lieCbe tohto zdvazného ochorenia. Imunohistochemic-
ky dokaz pritomnosti infekcie SARS-CoV-2 vo vySetrovanom
tkanive je rychla a finan¢ne nenaro¢na metéda. Je vsak limi-
tovana ¢asovym odstupom pitvy po smrti a dostupnostou
protilatok s vysokou Specificitou a senzitivitou.
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