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ABSTRACT

INTRODUCTION. Since the SARS-CoV-2 emergence in 2019/2020, at least 158 million infections with
this pathogen have been recorded, of which 3.29 million infected people have died. Due to the non-specific
symptoms of SARS-CoV-2 infection, laboratory tests based on RT-PCR (reverse transcription and polymerase
chain reaction) are mainly used in the diagnosis of COVID-19 disease.

AIM. The aim of this study is to compare the molecular tests available on the Polish market for the diagnosis of
SARS-CoV2 infection.

RESULTS. Based on the data provided by the manufacturers and the performed laboratory analyses, we have
shown that the available diagnostic kits differ mainly in the sensitivity and duration of the reaction.
CONCLUSION. due to the ongoing COVID-19 pandemic, the indicated parameters are key to effective control
of the spread of SARS-CoV2, and therefore should be mainly taken into account when choosing and purchasing
by diagnostic centres.

Keywords: diagnostic tests; SARS-CoV-2; RT-PCR; efficacy
STRESZCZENIE

WSTEP. Od momentu pojawienia si¢ SARS-CoV-2 na przetomie 2019 i 2020 roku, zanotowano co najmniej 158
milionow zakazen tym patogenem, z czego 3,29 miliona zakazonych oséb zmarlo. Ze wzgledu na niespecyficz-
ne objawy zakazenia SARS-CoV-2, w diagnostyce choroby COVID-19 stosowane sg gtéwnie testy laboratoryj-
ne oparte o reakcj¢ RT-PCR (odwrotna transkrypcja i tancuchowa reakcja polimerazy).

CEL. Celem niniejszej pracy jest pordwnanie dostepnych na polskim rynku testow molekularnych do diagno-
styki zakazenia SARS-CoV2.

WYNIKI. Na podstawie danych udostepnionych przez producentéw oraz wykonanych analiz laboratoryjnych
wykazali$my, iz dostepne zestawy diagnostyczne réznig si¢ gldwnie czutoscig oraz czasem trwania reakcji.
WNIOSKI. Ze wzgledu na trwajacg pandemi¢ COVID-19, wskazane parametry sg kluczowymi do skutecznej
kontroli rozprzestrzeniania si¢ SARS-CoV2, tym samym powinny by¢ gldwnie brane pod uwage przy wyborze
i zakupie przez centra diagnostyczne.

Stowa kluczowe: testy diagnostyczne; SARS-CoV-2; RT-PCR; skutecznos¢
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Testy genetyczne oparte o reakcje RT-PCR...

INTRODUCTION

According to the World Health Organization
(WHO), lower respiratory tract infections are among
the ten most common causes of death (1). In 2016, there
were approximately 336.5 million cases of respiratory
infections and 2.6 million people died (2). The most
common causes of lower respiratory tract infections
and related deaths worldwide were: Streptococcus
pneumoniae, influenza viruses (IAVs), respiratory
syncytial virus (RSV) and Haemophilus influenzae
type b (2). In 2018, 1,315 cases of Streptococcus
pneumoniae infection, 116 cases of Haemophilus
influenzae infection and 5.2 million cases of influenza-
like infections were detected in Poland (3). In 2020,
the newly discovered virus SARS-CoV-2 (severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2), causing
COVID-19 (coronavirus disease 2019), joined the
group of pathogens most often causing respiratory
infections. Since its appearance, SARS-CoV-2 has
caused over 158 million infections and approximately
3.29 million deaths (1), triggering a second pandemic
in the 21st century.

In most cases, respiratory tract infections manifest
themselves with similar symptoms, e.g. cough, fever,
headache, weakness, and muscle and joint pain. (4). For
this reason, diagnosis and identification of the disease
agent on the basis of symptoms alone is impossible.
Therefore, in order to make a proper diagnosis, apply
an appropriate drug therapy, e.g. oseltamivir to treat
influenza virus infection (4), and control the spread of
a pathogen, e.g. SARS-CoV-2, laboratory tests should
be performed. Currently, there are three types of tests
on the market which can be used in the diagnosis of
SARS-CoV-2 infection: antigen tests and genetic tests
directly detecting the presence of the virus in the
respiratory tract (5,6) and serological tests detecting
anti-SARS-CoV-2 antibodies. Due to the specificity of
serological tests, they are not useful in detecting an
ongoing SARS-CoV-2 infection and are only used in
retrospective diagnostics (7,8). Serological tests have
already been discussed in detail in the Epidemiological
Review (7) and will therefore not be described in this
article.

The mechanism of action of antigen tests, the
so-called rapid tests, consists in detecting specific
SARS-CoV-2 proteins in the collected swab using
immunochromatography. The advantage of this
diagnostic method is the simplicity of execution,
quick reaction time and the possibility of carrying
out the test, e.g. at the patient’s bedside, the so-called
diagnostics of ‘point of care’ (5—7). However, it should
be emphasized, that antigen tests are characterized by
a lower sensitivity than genetic tests (5) and therefore,
according to the manufacturers’ recommendations,

WSTEP

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia, jedny-
mi z dziesigciu najczestszych przyczyn zgondow sa
zakazenia dolnych drog oddechowych (1). W 2016
roku odnotowano okoto 336,5 milionow przypad-
kow infekeji drog oddechowych, z czego okoto 2,6
miliona oséb zmarto (2). Najczgstsza przyczyng za-
kazenia dolnych droég oddechowych oraz zwigzanych
z nimi zgondw na S$wiecie byly: Streptococcus
pneumoniae, wirusy grypy (IAVs), syncytialny wirus
oddechowy (RSV) oraz Haemophilus influenzae typ b
(2). W 2018 roku w Polsce wykryto 1315 przypadkoéw
zakazenia Streptococcus pneumoniae, 116 przypad-
kow zakazenia Haemophilus influenzae oraz 5,2 mi-
liona przypadkow zakazen grypopodobnych (3). Na-
tomiast w 2020 roku do grona patogenoéw najczesciej
wywotujacych zakazenia drog oddechowych dotgczyt
nowo odkryty wirus SARS-CoV-2 (severe acute respi-
ratory syndrome coronavirus 2), wywotujacy chorobe
COVID-19. Od momentu pojawienia si¢ SARS-CoV-2
wywotat ponad 158 milionéw zakazen oraz doprowa-
dzit do okoto 3,29 milionéw zgonéw (1), tym samym
wywotujac druga pandemi¢ w XXI wieku.

W wiekszosci przypadkéw zakazenia droég odde-
chowych manifestuja si¢ podobnymi objawami, np.
kaszlem, goraczka, bolem glowy, ostabieniem oraz
bolami mig$niowo-stawowymi (4). Z tego powodu dia-
gnoza oraz identyfikacja czynnika chorobotworczego
na podstawie samych objawow jest niemozliwa. Zatem
w celu postawienia diagnozy, zastosowania odpowied-
niej terapii lekowej, np. uzyciu oseltamiviru w leczeniu
zakazenia wirusem grypy (4), oraz kontroli rozprze-
strzeniania si¢ patogenu, np. SARS-CoV-2 w dobie pan-
demii, nalezy wykona¢ testy laboratoryjne. Obecnie
na rynku dostepne sg 3 rodzaje testow wykorzystywa-
nych w diagnostyce zakazenia wirusem SARS-CoV-2:
testy antygenowe i testy genetyczne bezposrednio wy-
krywajace obecno$¢ wirusa w drogach oddechowych
(5,6) oraz testy serologiczne wykrywajace przeciwcia-
fa anty-SARS-CoV-2. Ze wzgledu na specyfike testow
serologicznych, nieprzydatne sg one w wykrywaniu
trwajacego zakazenia SARS-CoV-2 i stuza jedynie
w diagnostyce retrospektywnej (7,8). Testy serolo-
giczne zostaly juz szczegotowo omowione w Przegla-
dzie Epidemiologicznym (7) i stad nie beda omawiane
Ww niniejszym artykule.

Mechanizm dzialania testow antygenowych, tzw.
szybkich testow kasetkowych, polega na wykryciu
specyficznych biatek SARS-CoV-2 w pobranym wy-
mazie przy uzyciu immunochromatografii. Zaletg tej
metody diagnostycznej jest prostota wykonania, szybki
czas reakcji oraz mozliwo$§¢ przeprowadzenia testu np.
przy t6zku pacjenta, tzw. diagnostyka ‘point of care’
(5-7). Nalezy jednak podkresli¢, iz testy antygenowe
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they should be used only in symptomatic patients.
For this reason, the result of the rapid test should be
confirmed using genetic tests, which are the gold
diagnostic standard (5,6,9). The mechanism of genetic
testing is based on the detection of SARS-CoV-2 genetic
material in the collected sample using SARS-CoV-2
unique and specific primers with reverse transcription
(RT) and polymerase chain reaction (PCR) (5,9).
The undoubted advantage of this method is high
sensitivity and specificity, as well as high throughput
and the ability to control the diagnostic process by
introducing internal reaction control and swab control
(5,9,10). However, it should be emphasized, that the
above features largely depend on several factors,
such as enzymes, primers and probes, and may differ
between commercially available assays. Moreover, the
admission of diagnostic tests to the European market
and the granting of the CE-IVD certificate is based
solely on declarations and analyses performed by the
manufacturers themselves, hence independent testing
of the effectiveness of the diagnostic kits is needed.

AIM OF STUDY

The aim of this study is to compare the genetic tests
based on the RT-PCR reaction used in the diagnosis of
SARS-CoV-2 infection available on the Polish market.
The comparison was made on the basis of publications,
information provided by manufacturers and test
results obtained in two independent units (SPZOZ
Central Clinical Hospital of the Medical University in
1.6dzZ and the Institute of Bioorganic Chemistry Polish
Academy of Sciences in Poznan).

MATERIAL AND METHODS

In order to compare selected genetic tests, we
analysed documents available on the websites of: World
Health Organization (WHO, www.who.int), European
Center for Disease Prevention and Control (ECDC,
www.ecdc.europa.eu), Food and Drug Administration
(FDA, www.fda.gov) as well as information provided
on the websites by the manufacturers of selected tests:
Bosphore Novel Coronavirus (2019-nCoV) Detection
Kit  (www.anatoliageneworks.com), = VIASURE
SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit (www.
certest.es), DiaPlexQ™ Novel Coronavirus (2019-
nCoV) Detection Kit (www.solgent.com), GeneFinder
COVID-19 Plus RealAmp Kit (www.osanghc.com),
Liferiver Novel Coronavirus (2019-nCoV) Multiplex
RT-PCR (www.liferiverbiotech.com), Vazyme
2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Triplex RT-
gPCR (www.azymebiotech.com), Vitassay qPCR
SARS-CoV-2 (www.vitassay.com), MediPAN 2G+
FAST COVID test (www.medicofarma.pl).
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odznaczajg si¢ nizszg czulo$cig niz testy genetyczne
(5) 1 z tego wzgledu, zgodnie z rekomendacjami produ-
centow, powinny by¢ uzywane wylacznie u pacjentow
petnoobjawowych. Z tego tez wzgledu wynik szybkie-
go testu kasetkowego powinien by¢ potwierdzony za
pomoca testow genetycznych, bedacych ztotym stan-
dardem diagnostycznym (5,6,9). Mechanizm dziatania
testow genetycznych polega na wykryciu materialu ge-
netycznego SARS-CoV-2 w pobranej probce przy uzy-
ciu unikatowych i specyficznych wylacznie dla SARS-
CoV-2 starterow na drodze odwrotnej transkrypcji (RT,
reverse transcription) oraz tancuchowej reakcji polime-
razy (PCR, polymerase chain reaction) (5,9). Niewatpli-
wa zaleta tej metody jest wysoka czulo$¢ i swoistosc,
jak réwniez wysoka przepustowos¢ oraz mozliwos¢
kontrolowania procesu diagnostycznego poprzez wpro-
wadzenie wewnetrznej kontroli reakcji oraz kontroli
wymazu (5,9,10). Nalezy jednak podkresli¢, iz powyz-
sze cechy zalezag w duzej mierze od kilku czynnikéw,
m.in. zastosowanych enzymow, starteréw i sond oraz
moga roznic si¢ miedzy komercyjnie dostepnymi testa-
mi. Co wigcej, dopuszczenie testow diagnostycznych na
rynek europejski oraz przyznanie certyfikatu CE-IVD
opiera si¢ wylacznie na deklaracji oraz analizach wy-
konanych przez samych producentéw, stad niezmiernie
wazne sa niezalezne badania skutecznos$ci stosowanych
zestawow diagnostycznych.

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest poréwnanie dostgp-
nych na polskim rynku testow genetycznych opartych
o reakcj¢ RT-PCR wykorzystywanych w diagnostyce
zakazenia wirusem SARS-CoV-2. Porownanie prze-
prowadzono na podstawie dost¢pnych publikacji , in-
formacji podanych przez producentdow oraz wynikéw
testow uzyskanych w dwoch niezaleznych jednostkach
(SPZOZ Centralny Szpital Kliniczny Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi oraz Instytut Chemii Bioorga-
nicznej PAN w Poznaniu).

MATERIAL I METODY

W celu poréwnania wybranych testow genetycz-
nych, przeprowadzono analize¢ dokumentéw dostep-
nych na stronach internetowych: Swiatowej Organi-
zacji Zdrowia (WHO, www.who.int), Europejskiego
Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Chorob (ECDC,
www.ecdc.europa.eu), Agencji Zywnosci i Lekow
(FDA, www.fda.gov) oraz producentow wybranych
testow: Bosphore Novel Coronavirus (2019-nCoV)
Detection Kit (www.anatoliageneworks.com), VIA-
SURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit
(www.certest.es), DiaPlexQ™ Novel Coronavirus
(2019-nCoV) Detection Kit (www.solgent.com), Gene-
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In the next stage of the study, we randomly selected
40 samples from the persons diagnosed for SARS-
CoV-2 virus infection at the Laboratory of Transplant
Immunology, SPZOZ Central Clinical Hospital of
the Medical University in L6dz. At the mentioned
Laboratory, viral RNA was isolated from selected
samples using the Maxwell RSC Viral TNA kit and
the Maxwell RSC 48 apparatus, then aliquoted and
frozen at -80°C. Some aliquots were transported
to IBCH PAS on dry ice. The genetic test for the
presence of SARS-CoV-2 virus based on the RT-
PCR reaction was performed using the following
kits: Bosphore Novel Coronavirus (2019-nCoV)
Detection Kit, VIASURE SARS-CoV-2 Real Time
PCR Detection Kit, DiaPlexQ ™ Novel Coronavirus,
Vazyme 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV)
Triplex RT-qPCR and MediPAN 2G + FAST COVID
test. Analyses were performed simultaneously in two
independent laboratories using the AriaMx Real-Time
PCR System (Agilent) and CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Biorad).

RESULTS

In accordance with the requirements of Polish and
European law, all commercially available kits for the
diagnosis of COVID-19/SARS-CoV-2 infection are
certified with IVD symbol and detect at least 2 viral
genes (mostly ORFlab and N, Tab. I), and thus meet the
recommendations of the National Institute of Public
Health - National Institute of Hygiene in the field of
molecular diagnostics of SARS-CoV-2 from April
24, 2020 (11). Moreover, all commercially available
diagnostic tests are characterized by a sensitivity and
specificity equal to or greater than 95% and a lack of
cross-reactivity with other known pathogens such as
IAVs, RSV, human metapneumovirus, Legionella spp.
or Streptococcus pneumoniae (Table I). In addition, in
all analysed kits it is possible to use genetic material
isolated from the most common type of samples,
i.e. nasopharyngeal swabs and throat swabs, and
some manufacturers also allow the use of saliva or
nasopharyngeal aspirates (Table I). It is also worth
emphasizing that the analysed kits consist of probes
conjugated with most common fluorophores, such as
FAM, HEX, Cy5, what enables the diagnostic test
performance on the most frequently used real-time
PCR devices, e.g. ABI7500 Fast PCR System (Applied
Biosystems), CFX96 PCR System (Biorad), AriaMx
(Agilent) or LightCycler (Roche) (Table I). On the
other hand, the analysed diagnostic tests differ mostly
in terms of the smallest detectable amount of viral
genetic material, the so-called detection limit as well
as reaction time (Table I). The DiaplexQ 2019-nCoV
(SolGent), Vazyme 2019-nCoV RT-qPCR (Nanjing

Finder COVID-19 Plus Real Amp Kit (www.osanghc.
com), Liferiver Novel Coronavirus (2019-nCoV) Mul-
tiplex RT-PCR (www.liferiverbiotech.com), Vazyme
2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Triplex RT-qP-
CR (www.vazymebiotech.com), Vitassay qPCR SAR-
S-CoV-2 (www.vitassay.com), MediPAN 2G+ FAST
COVID test (www.medicofarma.pl).

W kolejnym etapie badan losowo wybrano 40 pro-
bek od 0sob diagnozowanych w kierunku zakazenia
wirusem SARS-CoV-2 w ramach dziatalno$ci Pra-
cowni Immunologii Transplantacyjnej SPZOZ Cen-
tralnego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycz-
nego w Lodzi. W Pracowni Immunologii Transplanta-
cyjnej z wybranych probek wyizolowano RNA za po-
mocg zestawu Maxwell RSC Viral TNA oraz aparatu
Maxwell RSC 48, a nastgpnie rozporcjowano, zamro-
zono w -80°C 1 czg$¢ przetransportowano do ICHB
PAN na suchym lodzie._ Test genetyczny na obecnos¢
wirusa SARS-CoV-2 oparty o reakcjg RT-PCR wyko-
nano przy uzyciu nastgpujacych zestawoéw: Bosphore
Novel Coronavirus (2019-nCoV) Detection Kit, VIA-
SURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit,
DiaPlexQ™ Novel Coronavirus, Vazyme 2019-Novel
Coronavirus (2019-nCoV) Triplex RT-qPCR oraz Me-
diPAN 2G+ FAST COVID test. Analizy zostaly wy-
konane jednoczesnie w dwoch niezaleznych laborato-
riach przy uzyciu aparatow AriaMx Real-Time PCR
System (Agilent) oraz CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (Biorad).

WYNIKI

Zgodnie z wymogami polskiego oraz europejskie-
go prawa wszystkie dostepne komercyjnie zestawy do
diagnostyki zakazenia SARS-CoV-2/COVID-19 po-
siadaja certyfikat [IVD oraz wykrywajg co najmniej
2 geny wirusa (najczesciej ORFlab oraz N, Tab. I),
spetniajgc tym samym rekomendacje Narodowego In-
stytutu Zdrowia Publicznego - Panstwowego Zaktadu
Higieny w zakresie diagnostyki molekularnej SAR-
S-CoV-2 z 24.04.2020 roku (11). Ponadto wszystkie
dostepne komercyjnie testy diagnostyczne cechuja
si¢ czuto$cig 1 swoistoscig rowng lub wyzsza niz 95%
oraz brakiem reaktywnos$ci krzyzowej z innymi do-
tychczas poznanymi patogenami, takimi jak IAVs,
RSV, ludzki metapneumowirus, Legionella spp. czy
Streptococcus pneumoniae (Tab. I). Co wigcej, we
wszystkich analizowanych zestawach mozliwe jest
wykorzystanie materiatu genetycznego izolowanego
z najczestszego rodzaju probek, tj. wymazow z noso-
gardzieli oraz wymazow z gardla, przy czym niekto-
rzy producenci dopuszczaja rowniez wykorzystanie
izolatow ze §liny oraz aspiratow z nosogardzieli (Tab.
I). Wartym podkreslenia jest rowniez fakt, iz produ-
cenci analizowanych testow wykorzystali najczesciej
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Vazyme Medical Technology) and MediPAN 2G +
FAST COVID (Medicofarma/IBCH PAS) has the
lowest detection limit, i.e. 200 copies / ml. The fastest
diagnostic result is obtained with MediPAN 2G+ FAST
COVID (Medicofarma/IBCH PAS) and Liferiver
2019-nCoV Multiplex RT-PCR (ZJ Bio-Tech/Obelis).

stosowane fluorofory, takie jak FAM, HEX, Cy5, tym
samym umozliwiajagc korzystanie z oferowanych ze-
stawow diagnostycznych na najpowszechniej uzywa-
nych aparatach do PCR w czasie rzeczywistym, np.
ABI7500 Fast PCR System (Applied Biosystems),
CFX96 PCR System (Biorad), AriaMx (Agilent) czy
tez LightCycler Instruments (Roche) (Tab. I). Z dru-
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Figure 1. Detection of SARS-CoV-2 infection in the tested samples

Laboratorytests, carried outon40randomly selected
samples from patients diagnosed for SARS-CoV-2
virus infection, showed the presence of the pathogen
in: 15 (Bosphore), 21 (GeneFinder), 22 (DiaPlexQ), 21
(Vazyme) and 24 (MediPAN ) people (Fig. 1). In the
case of two samples (397a14 and 397al5, Table II), the
MediPAN kit identified SARS-CoV-2 infection, and in
accordance with the manufacturer’s recommendations,
this result should be confirmed by analysis of a swab
taken within the next 2 days or in accordance with
WHO recommendations, if it is not possible to collect
the biological material again, the positive result should
be confirmed using another test or sequencing. For
sample 397al4, a positive result was confirmed using
the DiaPlexQ kit and an AriaMx system (Agilent). On
the other hand, the presence of SARS-CoV-2 in sample
397al5 was not confirmed with other diagnostic kits,
and the amount of material did not allow sequencing,
which may suggest a false positive result caused by
e.g. contamination of the sample. The obtained results
may indicate a higher sensitivity of the MediPAN and
DiaPlexQ) sets, according to the information provided
by the manufacturers, compared to the other diagnostic
sets tested. On the other hand, a high number of false-
negative results for the Bosphore kit may indicate
a lower sensitivity of this test compared to the others.
This may be due to the limited number of PCR cycles
recommended by the manufacturer, i.e. 35, and the low
viral load of some swabs (Table II).
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giej strony, analizowane testy diagnostyczne r6znig si¢
migdzy soba najbardziej pod katem najmniejszej wy-
krywalnej ilosci wirusowego materiatu genetycznego,
tzw. limitu detekcji, oraz czasu reakcji (Tab. I). Najniz-
szym limitem detekcji, tj. 200 kopii/ml, wyrdzniajg si¢
testy: DiaplexQ 2019-nCoV (SolGent), Vazyme 2019-
nCoV RT-gqPCR (Nanjing Vazyme Medical Technolo-
gy) oraz MediPAN 2G+ FAST COVID (Medicofarma/
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN). Z kolei wynik
diagnostyczny najszybciej uzyskiwany jest przy uzy-
ciu MediPAN 2G+ FAST COVID (Medicofarma/
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN) oraz Liferiver
2019-nCoV Multiplex RT-PCR (ZJ Bio-Tech/Obelis).
Badania laboratoryjne, przeprowadzone na 40 lo-
sowo wybranych probkach od os6b diagnozowanych
w kierunku zakazenia wirusem SARS-CoV-2, wyka-
zaty obecnos$¢ patogenu u: 15 (Bosphore), 21 (GeneFin-
der), 22 (DiaPlexQ), 21 (Vazyme) oraz 24 (MediPAN)
osob (Fig. 1). W przypadku 2 probek (397al4 oraz
397al5, Tab. II), zestaw MediPAN zidentyfikowal za-
kazenie SARS-CoV-2, przy czym zgodnie z rekomen-
dacjami producenta wynik ten powinien by¢ potwier-
dzony analizg wymazu pobranego w ciagu kolejnych 2
dni lub zgodnie z rekomendacjami WHO, w przypad-
ku braku mozliwo$ci ponownego pobrania materiatu
biologicznego, wynik pozytywny powinien zostac po-
twierdzony przy uzyciu innego testu lub sekwencjono-
wania.W przypadku probki 397al4, wynik pozytyw-
ny potwierdzono przy uzyciu zestawu DiaPlexQ oraz
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Table II. The Cq value and diagnostic results for the chosen samples analysed with selected genetic tests
Tabela II. Warto$ci Cq oraz wynik diagnostyczny dla wybranych probek przy uzyciu wybranych testow genetycznych

Bosphore” GeneFinder DiaPlexQ" Vazyme® MediPAN™
Sample
ORFlab E RdRp E N N ORFla |ORFlab N ORFlab S
29.19 | 28.58 | 27.85 28.53 | 26.09 | 29.26 | 2756 | 2542 | 2455 | 2644 | 26.01
397a8
Positive Positive Positive Positive Positive
N/A N/A 36.97 39.6 31.14 377 34.43 31.13 28.91 32.71 31.86
397a9
Negative Positive Positive Positive Positive
N/A N/A 37.54 N/A 33.56 37.95 36.18 32.79 31.85 33.64 | 32.89
397a10
Negative Positive Positive Positive Positive
2447 | 24.18 23.31 23.09 21.79 2278 | 22.87 | 21.27 | 20.86 | 22.10 21.41
397al2
Positive Positive Positive Positive Positive
20.64 19.69 19.62 18.8 17.19 18.34 18.95 17.82 16.31 18.69 17.96
397al3
Positive Positive Positive Positive Positive
N/A N/A 40.98 N/A 36.66 | 40.18 36.14 | 36.55 33.62 33.18 34.32
397a20
Negative Positive Positive Positive Positive
2399 | 24.81 2392 | 24.06 | 2494 | 2377 23.45 2218 | 23.84 | 2737 | 22.21
397a39
Positive Positive Positive Positive Positive
3246 | 3325 | 3222 | 3344 | 3272 3237 | 32.09 30.15 31.21 3140 | 30.80
397a64
Positive Positive Positive Positive Positive
26.08 | 26.82 | 2548 | 26.09 | 25.88 | 25.63 25.5 2379 | 2483 | 24.88 | 24.15
397a75
Positive Positive Positive Positive Positive
N/A N/A 35.24 40.6 3439 | 3527 | 3439 | 32.34 32.11 33.17 32.95
397a81
Negative Positive Positive Positive Positive
N/A N/A 38.76 N/A 36.07 37.85 36.8 34.01 3343 33.94 34.17
397a82
Negative Positive Positive Positive Positive
N/A N/A 36.56 N/A 35.02 3777 36.05 33.09 | 33.09 | 34.60 | 34.25
397a83
Negative Positive Positive Positive Positive
N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
397all
Negative Negative Negative Negative Negative
N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 35.92 N/A
397al4
Negative Negative Negative Negative Positive
N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 37.71
397al5
Negative Negative Negative Negative Positive

“Bosphor, positive — Cq below 35.0 for both or only one SARS-CoV-2 gene; “Gene Finder, positive — Cq below 43.0 for
at least two SARS-CoV-2 genes; *“DiaPlexQ, positive — Cq below 40 for both or only one SARS-CoV-2 gene; "Vazyme,
positive — Cq below 38 for both or only one SARS-CoV-2 gene; “MediPAN, positive — Cq below 38.0 for both SARS-
CoV-2 genes, in case of Cq below 38.0 fo only one gene, it is recommended to repeat swab collection and test within two
next days or according to WHO to perform the analysis with different method, such as sequencing.
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Table I11. Comparison of Cq value and diagnostic results for the chosen samples analysed with selected PCR systems
Tabela II1. Porownanie warto$ci Cq oraz wynikéw diagnostycznych wybranych probek przy uzyciu dwoch aparatéow

DiaPlexQ* MediPAN™
Biorad CFX96 Agilent AriaMx Biorad CFX96 Agilent AriaMx
Sample
N ORFla N ORFla ORFlab S ORFlab S
29.26 27.56 244 24.87 26.44 26.01 2574 24.03
397a8
Positive Positive Positive Positive
377 34.43 28.75 29.36 3271 31.86 31.19 28.82
397a9
Positive Positive Positive Positive
37.95 36.18 34.81 33.92 33.64 32.89 32.9 31.07
397al10
Positive Positive Positive Positive
2278 22.87 18.99 20.29 22.10 21.41 21.68 20.11
397al2
Positive Positive Positive Positive
18.34 18.95 14.62 16.35 18.69 17.96 18.77 16.97
397al3
Positive Positive Positive Positive
40.18 36.14 39.19 33.98 33.18 34.32 36.42 36.57
397a20
Positive Positive Positive Positive
2377 23.45 21.22 21.65 27.37 22.21 30.91 21.82
397a39
Positive Positive Positive Positive
32.37 32.09 28.84 29.26 31.40 30.80 31.79 30.16
397a64
Positive Positive Positive Positive
25.63 25.5 23.06 23.69 24.88 24.15 25.83 23.68
397a75
Positive Positive Positive Positive
35.27 34.39 30.49 31.43 33.17 32.95 34.44 32.55
397a81
Positive Positive Positive Positive
37.85 36.8 34.1 33.68 33.94 34.17 35.89 33.98
397a82
Positive Positive Positive Positive
3777 36.05 3476 37.49 34.60 34.25 3477 33.99
397a83
Positive Positive Positive Positive
N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
397all
Negative Negative Negative Negative
N/A N/A 38.16 N/A 35.92 N/A N/A N/A
397al4
Negative Positive Positive* Negative
N/A N/A N/A N/A N/A 3771 N/A N/A
397al5
Negative Negative Positive* Negative

"DiaPlexQ, positive — Cq below 40 for both or only one SARS-CoV-2 gene; “MediPAN, positive — Cq below 38.0 for both
SARS-CoV-2 genes, in case of Cq below 38.0 for only one gene, it is recommended to repeat swab collection and test

within two next days or according to WHO to perform the analysis with different method, such as sequencing.
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In addition, during the study, we compared two
different real-time PCR platforms: AriaMx Real-Time
PCR System (Agilent) and CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Biorad). For Bosphore Novel
Coronavirus (2019-nCoV) Detection Kit, VIASURE
SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit, and
Vazyme 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Triplex
RT-qPCR, no differences in the diagnostic results were
observed.

In the case of the DiaPlexQQ ™ Novel Coronavirus
and MediPAN 2G+ FAST COVID tests, differences in
the diagnostic result depending on the used test and the
PCR platform were shown for two samples, i.e. 397al4
and 397al5 (Table III). The obtained results clearly
show that the greatest difficulties in the diagnosis of
SARS-CoV-2 infection are caused by samples with
a low viral load and late amplification of the wviral
genetic material.

SUMMARY

The strategy to combat an epidemic caused by
viruses, bacteria or fungi is based, among others,
on: (i) identification of the pathogen, (ii) limiting its
spread, (iii) finding effective drugs, and (iv) developing
an effective vaccine to prevent infection (1).

In case of an ongoing pandemic, SARS-CoV-2 was
identified as the cause of severe respiratory syndrome
as early as January 2020 (12) but no effective drug
has yet been found that could save the lives of people
with severe COVID-19 (13). On the other hand,
several vaccines have been developed to effectively
protect against SARS-CoV-2 infection and the severe
course of COVID-19 (14-17). Unfortunately, due to
production limitations, huge demand in virtually every
country in the world and the lack of knowledge of how
long protection is provided by the developed vaccines,
it is estimated that achieving population immunity
can be a huge challenge and take at least several
months (18). For this reason, in order to effectively
fight the COVID-19 pandemic, the worldwide efforts
should focus on limiting the spread of SARS-CoV-2
by compliance to sanitary and epidemiological
restrictions (using mouth and nose masks, frequent
disinfection of hands and maintaining social distance),
isolation of infected patients as well as persons who
had direct contact with them, and mass screening of
the general public.

Currently, there are many molecular tests based
on the RT-PCR reaction for detecting SARS-CoV-2
infection on the Polish as well as European marker.
As shown in this article, the main differences between
these tests are the limit of virus detection and the
reaction time. These differences are also emphasized
by other authors (19,20), which clearly indicates that

termocyklera AriaMx (Agilent). Natomiast obecno$¢
SARS-CoV-2 w probee 397al5 nie zostala potwierdzo-
na przy pomocy innych zestawoéw diagnostycznych,
a ilo§¢ materiatu nie pozwolita na sekwencjonowanie,
co moze sugerowac¢ wynik fatszywie dodatni spowo-
dowany np. przez zanieczyszczenie probki. Uzyskane
wyniki moga §wiadczy¢ o wyzszej czulodci zestawow
MediPAN i DiaPlexQ, zgodnie z informacjami produ-
centow, w porownaniu z pozostatymi badanymi zesta-
wami diagnostycznymi. Z kolei wysoka liczba wyni-
kéw fatszywie ujemnych w przypadku zastosowania
zestawu Bosphore moze wskazywac na nizszg czuto$¢
tego testu w poréwnaniu z pozostalymi. Moze to wy-
nika¢ z ograniczonej liczby cykli reakcji PCR zaleca-
nej przez producenta w instrukcji uzytkowania testu,
tj 35, oraz niskiego miana wirusa w czg¢sci wymazow
(Tab. II). Ponadto, w trakcie badan poréwnano wyniki
testow na obecnos¢ SARS-CoV-2 otrzymywane przy
uzyciu dwoch roznych platform: AriaMx Real-Time
PCR System (Agilent) oraz CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Biorad). W przypadku zesta-
wow Bosphore Novel Coronavirus (2019-nCoV) De-
tection Kit, VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR
Detection Kit oraz Vazyme 2019-Novel Coronavirus
(2019-nCoV) Triplex RT-qPCR nie zaobserwowano
zadnych réznic pomi¢dzy urzgdzeniami. Natomiast,
w przypadku testow DiaPlexQ™ Novel Coronavirus
oraz MediPAN 2G+ FAST COVID wykazano réznice
w wyniku diagnostycznym w zalezno$ci od stosowa-
nego testu oraz platformy PCR dla dwoch probek, tj.
397al4 oraz 397al5 (Tab. 11I). Uzyskane wyniki wy-
raznie pokazuja, iz najwiecej trudnosci w diagnosty-
ce zakazenia SARS-CoV-2 sprawiaja probki o niskim
mianie wirusa, w przypadku ktérych obserwujemy
po6zna amplifikacj¢ materiatu genetycznego wirusa.

PODSUMOWANIE

Strategia walki z epidemia wywotang przez wiru-
sy, bakterie lub grzyby, opiera si¢ miedzy innymi na:
(1) identyfikacji czynnika chorobotworczego, (ii) ogra-
niczeniu jego rozprzestrzeniania si¢, (iii) znalezieniu
skutecznych lekow oraz (iv) opracowaniu skutecznej
szczepionki zapobiegajacej zakazeniu (1). W przypad-
ku trwajacej obecnie pandemii, SARS-CoV-2 zostal
zidentyfikowany jako powdd ciezkiego zespotu odde-
chowego juz w styczniu 2020 roku (12) jednakze do tej
pory nie znaleziono skutecznego leku, ktéry mogiby
ratowac zycie osob z cigzka postacia COVID-19 (13).
Opracowano natomiast szczepionki skutecznie chro-
nigce przed zakazeniem SARS-CoV-2 oraz cigzkim
przebiegiem COVID-19 (14-17). Niestety, ze wzgledu
na ograniczenia produkcyjne, ogromne zapotrzebo-
wanie w praktycznie kazdym kraju $wiata oraz brak
wiedzy jak dluga ochrong¢ zapewniaja opracowane
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these parameters should be mainly taken into account
when choosing and purchasing diagnostic tests

It should also be emphasized that the result of the
RT-PCR test may be affected by many factors, such as
the method of swab collection, transport of samples
from the swab point to the laboratory, the composition
of the transport medium or the method of isolating
the genetic material (5,6,21). In our opinion, the result
of the diagnostic test (‘positive’ or ‘negative’) should
be supplemented with the Ct value, in line with the
suggestions of other scientists (22). Virus detection in
samples with a high Ct value is of great importance in
controlling the SARS-CoV-2 epidemic, as it allows the
identification of people in the early stages of infection
who may be the source of the virus spreading in the
environment. An insufficiently sensitive test can give
a negative result and thus increase the risk of virus
transmission. The recommendation to repeat the test
after a few days may eliminate from this subgroup
people in the final stage of infection, freeing them
from the need for further isolation.

Moreover, it should be remembered that the Ct
parameter does not directly translate into clinical
symptoms. There are cases of poorly symptomatic
people with a high Ct value, as well as symptomatic
patients with a lower Ct value (after the 30th cycle) (19).
On the other hand, the high sensitivity of diagnostic
kits increases the risk of so-called false-positive
results, e.g. caused by contamination of the test sample
(23). Currently, there is a discussion in the scientific
and medical community on the interpretation of the so-
called low positive results, e.g. detection of only one of
the two viral genes or high Cq value above cycle 35, as
well as on the consequences of false positive/negative
results (23-25). Surkova and colleagues indicate that
false positive results may be associated with such
consequences as the cancellation of a planned medical
procedure, loss of income, incorrect estimates of the
epidemic development and inadequate introduction of
additional sanitary and epidemiological restrictions
(26). On the other hand, it should be highlighted that
false-negative results as a consequence of e.g. low
sensitivity of the diagnostic kit or bad storage of the
collected material may have much more catastrophic
consequences, with new epidemic outbreaks and
another wave of new infections (23). Therefore, the
WHO recommends careful analysis of molecular
test results by trained and experienced laboratory
diagnosticians.

24

szczepionki, szacuje sie, ze osiggniecie odpornosci
populacyjnej moze by¢ ogromnym wyzwaniem oraz
zaja¢ co najmniej kilka-kilkanascie miesiecy (18).
Z tego powodu w celu efektywnej walki z pande-
mig COVID-19, nasze wysitki powinny skupiaé sig
na ograniczeniu rozprzestrzeniania si¢ SARS-CoV-2
poprzez stosowanie si¢ do obostrzen sanitarno-epide-
miologicznych (stosowanie maseczek zakrywajacych
usta 1 nos, czesta dezynfekcja dloni oraz utrzymywa-
nie dystansu spotecznego), izolacji os6b zakazonych
i majacych kontakt z osobg zakazong oraz masowego
przesiewowego testowania catego spoteczenstwa.

Obecnie, zar6wno na polskim jak i europejskim
rynku, dostgpnych jest wiele testow wykrywajacych
zakazenie SARS-CoV-2 opartych o reakcje RT-PCR.
Jak wykazano w niniejszym artykule, testy te r6znia
si¢ miedzy sobg gtownie limitem detekcji wirusa oraz
czasem trwania reakcji. Roznice te podkreslane sg
réwniez przez innych autoréw (19,20), co jednoznacz-
nie wskazuje, iz te parametry powinny by¢ glownie
brane pod uwage przy wyborze oraz zakupie testow
diagnostycznych.

Nalezy rowniez podkresli¢, iz na wynik testu RT
-PCR moze wptywaé wiele czynnikow, takich jak spo-
sOb pobrania wymazu, transport probek z punktu wy-
mazowego do laboratorium, sktad medium transporto-
wego czy tez sposob izolacji materiatu genetycznego
(5,6,21). Naszym zdaniem wynik testu diagnostycz-
nego (‘pozytywny’ lub ‘negatywny’) powinien by¢
uzupetniony o wartos¢ Ct, zgodnie z sugestiami takze
innych naukowcow (22). Detekcja wirusa w probkach
o wysokiej warto$ci Ct ma ogromne znaczenie w kon-
troli epidemii SARS-CoV-2, poniewaz pozwala iden-
tyfikowac osoby znajdujace si¢ we wczesnej fazie za-
kazenia, ktéore moga by¢ zrodtem rozprzestrzeniania
si¢ wirusa w otoczeniu. Niewystarczajaco czuty test
da w takim przypadku wynik negatywny, zwigksza-
jac ryzyko transmisji wirusa. Zalecenie powtdrzenia
badania po kilku dniach pozwoli z kolei wyelimino-
wac z tej podgrupy osoby w koncowej fazie infeke;ji,
zwalniajac je z konieczno$ci dalszej izolacji. Poza
tym nalezy pamigtac, ze parametr Ct nie przeklada si¢
bezposrednio na objawy kliniczne. Zdarzaja si¢ przy-
padki osob skapo objawowych z wysoka wartoscia
Ct, a takze osob chorujacych z pdzniejsza wartoscia
Ct (po 30 cyklu) (19). Z drugiej strony, wysoka czu-
1os¢ zestawdw diagnostycznych zwigksza ryzyko tzw.
wynikéw fatszywie dodatnich, spowodowanych np.
przez zanieczyszczenie badanej proby (23). Obecnie
w §rodowisku naukowym i medycznym trwa dyskusja
nad interpretacjg tzw. wynikoéw stabopozytywnych,
np. wykrycie tylko jednego z dwoch genow wirusa lub
wysoka warto$¢ Cq powyzej 35 cyklu oraz nad kon-
sekwecjami wynikow fatszywie dodatnich/ujemnych
(23-25). Surkova i wsp. wskazuja, iz wyniki falszywie
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