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»Jego (uwaga: Kary Mullis) wynalazek jest wysoce oryginalny i znaczacy,
poniewaz praktycznie dzieli biologie na dwie epoki przed PCR i po PCR” [1, przet .]

HISTORIA - Reakcja t arcuchowa polimerazy (PCR) umoz liwia szybka i wykt adniczg amplifikacje miliondv
do miliarddv kopii z niezwykle mat ej ilos ci dowolnej sekwencji DNA. Oparty na koncepcji ,replikacji
naprawy [2]"

Kary Mullis (28 grudnia 1944 - 7 sierpnia 2019) rozszerzyt i udoskonalit technike, stosujgc powtarzalne
cykle temperaturowe. W 1993 roku wraz z Michaelem Smithem otrzymat Nagrode Nobla w dziedzinie
chemii. P& niej do procesu wt gczono termostabilng polimeraze DNA.

| ,Dzieki PCR, je$ li zrobisz to dobrze, moz esz znalez ¢ prawie wszystko w kaz dym”.

ZASADA - PCR skt ada sie z sekwencji 30-35 cykli amplifikacji DNA, z ktdych kaz dy obejmuje nastepujgce
trzy etapy:

1. Denaturacja (94-98 (C): Rozdzielenie dwuniciowej matrycy DNA na dwa osobne DNA
pasma.

2. Przyt gczanie (60-65°C): Wigzanie krdkich, jednoniciowych sekwencji startowych DNA (starterdw) z
dwoma korcami sekwencji DNA, ktda ma by¢ amplifikowana. Ta specyficzna para starterdv definiuje
zatem sekwencje docelowego DNA (docelowego).

3. Elongacja (72°C): Wydt uz enie dwdh sekwencji starterowych przez enzym polimeraze DNA, ktda
révniez kopiuje DNA w komd&kach. Prowadzi to do cat kowitej syntezy docelowego DNA, ktdego
sekwencja jest komplementarna do matrycy DNA.

Produkt DNA kaz dego cyklu st uz y jako materiat wyj$ ciowy dla kolejnego cyklu, prowadzgc w ten
sposd do wykt adniczej amplifikacji poz gdanego docelowego DNA. Z jej powodu

okres lonej wielkos ci, korcowy produkt PCR moz na analizowac¢ w z elu agarozowym lub
poliakryloamidowym.

W testach PCR na obecno$ ¢ wirusa SARS -CoV-2 w celu wykrycia specyficznych sekwencji SARS-CoV-2
zastosowano tzw. real-time PCR . Wykorzystuje to dodatkowa ,sond¢”, ktda jest znakowana nieaktywnym
barwnikiem fluorescencyjnym i wigz e sie pomiedzy flankujgcg parg starterdv. Podczas faz wydt uz ania
»sonda” ulega zniszczeniu przez polimeraze DNA, co powoduje uwolnienie mierzalnego sygnat u
fluorescencji.

Prd cyklu (Ct) to liczba cykli, przy ktdych wzrasta ilos ¢ produktu PCR
sprzez ony sygnat fluorescencji moz na wykry¢ powyz ej szumu tt a. Warto$ ¢ Ct jest odwrotnie
proporcjonalna do pierwotnej ilos ci docelowego DNA, tj. im niz sza wartos$ ¢ Ct, tym wiecej
docelowego DNA byt o pierwotnie obecnych w prdce.

Do prawidt owego ilo$ ciowego PCR (qPCR) wymagany jest standard zewnetrzny o znanym standardzie
Stez enie DNA potrzebne do pordvnania warto$ ci Ct prdki (nieznane stez enie DNA) z warto$ cig Ct
standardu (znane stez enie DNA).

Do analizy jednoniciowego RNA (jak w przypadku koronawirusdv) przed PCR nalez y dokona¢ transkrypcji RNA na DNA. Ten typ
PCR nazywany jest RT-PCR (RT dla odwrotnej transkrypcji).

Ze wzgledu na wysokg czut 0$ ¢ techniki PCR nalez y unika¢ wszelkich zanieczyszczen

poniewaz zanieczyszczajgcy DNA jest amplifikowany révnie skutecznie, jak poszukiwany docelowy DNA. W najgorszym
przypadku badana prdoka moz e by¢juz skaz ona docelowym DNA z wcze$ niej przeprowadzonej reakgcji PCR.
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UWAGA: Ze wzgledu na wysokg czut 0o$ ¢, PCR jest doskonat g technika

Wykrywanie mat ych ilo$ ci DNA (np. w kryminalistyce). Jednakz e wysoka czut 0o$ ¢ otwiera ravniez drzwi do
r@ nych bt eddv i oczywistych oszustw, je$ li PCR zostanie zastosowany nieprawidt owo

(np. nieswoiste badania zdrowych osd) lub uzyskane wyniki sa bt ednie interpretowane (np. irracjonalne
sumowanie ,przypadkd"” pozytywnych pod wzgledem PCR).

»Do chwili obecnej nie ma testdv diagnostycznych wykrywajgcych obecnos ¢ zakaz nych wirusav
wiarygodnie udowodnic.” [4, przett umaczone]

Uwaz a sie z e test PCR jest pozytywnym ,przypadkiem” osoby zakaz nej
moz na pordvnac, ale to NIE PRAWDA  Oto FAKTY

Przygotowanie prdki do PCR wymaga cat kowitego rozbicia struktur biologicznych w celu oddzielenia
kwasdv nukleinowych od biat ek, lipiddv i resztek komd&kowych. Wszystkie protokot y obejmujg traktowanie
prdoek mieszaning wysoce toksycznych substancji chemicznych [5], co nieuchronnie niszczy zt 0z one
organizmy.

Niezalez nie od zastosowanego protokot u, PCR moz na stosowac jedynie do badania obecnos$ ci sekwengji
docelowej(ych) wybranej(ych) przez specyficzng pare starterdv , ktda jednak reprezentuje jedynie ut amek
cat ego genomu wirusa . Dlatego tez , nawet prawidt owo przeprowadzona, PCR w z adnym wypadku nie
moz e wykazac obecno$ ci w badanej prdce odtwarzalnego, zakaz nego wirusa z nienaruszonym
genomem.

~Pozytywny” wynik testu PCR NIE oznacza, z e w badanej prdce znajduje sie odtwarzalny, zakaz ny wirus.
Nalez y przez to rozumie¢ jedynie wskaz nik molekularny, ktdy potwierdza lub uniewaz nia wstepne
podejrzenia, ale ktdy zawsze wymaga dalszej diagnostyki r@ nicowej przez lekarza, biorgc pod uwage
objawy pacjenta
- jak w przypadku KAZ DEGO innego badania laboratoryjnego!

Nalez y pamieta¢, z e objawy infekcji dr@ oddechowych sg wywot ywane przez wiele r& nych wirusav, a
takz e bakterie, grzyby i pierwotniaki, pojedynczo lub w pot gczeniu,
moz e by¢ spowodowane. Ogdnie rzecz biorgc, diagnostyka r& nicowa opiera sie na objawach klinicznych
pacjenta, a badania laboratoryjne, takie jak wzrost zakaz onej bakterii w posiewie, dostarczaja lekarzowi
dodatkowych informacji. Badanie podtypdv wirus&v ma charakter czysto naukowy, ale nie ma znaczenia
w rutynowej praktyce klinicznej, poniewaz terapie antywirusowe majg zwykle jedynie charakter objawowy,
tj. sg niezalez ne od podtypdv wirusa lub kombinacji r& nych wirusdv. RG ni sieto wyraz nie od leczenia
chord wywot anych przez bakterie (np. antybiotyki), grzyby (np. leki przeciwgrzybicze) lub pierwotniaki
(np. antybiotyki).

Testy wielokrotne st uz gce do wykrywania szerokiego zakresu patogendv sg zatem niezbedne do
rozr@ nienia r@ nych infekcji pt uc, ktde objawiajg sie podobnymi objawami klinicznymi lub do okre$ lenia
aktualnie krgz acych patogendv do celdv nadzoru [6]. Dzieki duz ej czut 0§ ci PCR moz liwe jest wykrycie
sekwencji RNA/DNA niedostatecznie reprezentowanego patogenu w zt 0z onej mieszaninie patogendw,
tak jak miat o to miejsce w przypadku dwdah z pierwszych pieciu przypadkdv COVID-19

pacjentdv miat o to miejsce [7]. Ponadto moz liwe jest cat kowite pominiecie patogenu, je$ li prdoka do
wykrycia tego patogenu nie jest uwzgledniona w tes cie.

Wreszcie istnieje ryzyko uzyskania wynikav fat szywie dodatnich i fat szywie ujemnych, zarévno z powodu
moz e opierac sie na bt edach technicznych i klinicznych. Pozytywny wynik testu PCR nie oznacza
automatycznie, z e badana osoba jest nosicielem nienaruszonego wirusa i moz e go przenosic¢.

Rozbiez nos ¢ ta uwidacznia siew przypadku tzw. osd bezobjawowych, czyli osd, ktde uzyskat y pozytywny
wynik testu PCR, ale sg zdrowe i ktdych wyniki badania wykazujg wysokg warto$ ¢ Ct, a co za tym idzie
niskie poczgtkowe stez enie docelowego DNA w badanym DNA.

prdoka ma. Zdecydowana wiekszos ¢ tych osd nie bedzie nosicielem nienaruszonych patogendv ani nie
bedzie zakaz na. Wykryta niewielka ilo$ ¢ wirusowego kwasu nukleinowego jest pozostat 0o$ cig po juz
pokonanej infekcji lub, co bardziej prawdopodobne, fat szywie dodatnim wynikiem testu spowodowanym
nieprawidt owym testem

Obrdoka prdoki lub zanieczyszczenie.
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Twierdzi sie, z e technika PCR to ,nowy zt oty standard” w wykrywaniu zakaz no$ ci, ale to NIE PRAWDA
Oto FAKTY

Zt otym standardem w okres$ laniu zakaz nego wiremii jest odtwarzalno$ ¢ konkretnego wirusa w
odpowiedniej hodowli komdkowej [4]. Poniewaz postepowanie z wirusami zakaz nymi wymaga zachowania
szczegdnych § rodkdv bezpieczerstwa, badania takie moga by¢ wykonywane wyt gcznie w specjalistycznych
laboratoriach i dlatego nie moz na ich stosowa¢ w rutynowej diagnostyce.

W rutynowej diagnostyce moz na jednak alternatywnie wykonac PCR , aby zapewni¢ lekarzowi pomoc w
podjeciu decyzji dotyczgcej najlepszego moz liwego dalszego leczenia pacjenta. Nalez y podkre$ li¢,
z e wyniku testu PCR nie nalez y rozumie¢ jako prostej odpowiedzi tak-nie, ale raczej wymaga
okres$ lenia tzw. warto$ ci odciecia Ct. Musi to zosta¢ wcze$ niej okre$ lone przez specjalne laboratorium
(poravnujgc wyniki PCR z wynikami hodowli komdkowej), a nastepnie skorygowane przez laboratorium
przeprowadzajgce test PCR (pordvnujgc wyniki PCR z wynikami wzorcdv zewnetrznych, ktde zawieraja
inaktywowane wirusy w znanych stez eniach).

O ile w klinice wymagana jest duz a czut 0$ ¢ w celu potwierdzenia lub wykluczenia podejrzenia
zakaz enia u pacjentdv objawowych, o tyle w konteks$ cie epidemii waz niejszg role odgrywa swoistos ¢
[8], aby unikng¢ wysyt ania osd zdrowych z fat szywie dodatnimi wynikami testév niepotrzebnie
poddawac sie kwarantannie.

Wysoka czut 05 ¢ wigz e siez powaz nym waskim gardt em w wydajnos$ ci PCR. Nawet przy 100%
specyficznos ci, tj. jes li nie ma wynikdv fat szywie dodatnich, oznacza to jedynie, z e nie amplifikuje sie
z adnych sekwencji innych niz wybrane sekwencje docelowe. Jednakz e w przypadku rutynowego
stosowania (tj. poza certyfikowanymi laboratoriami specjalistycznymi) zanieczyszczenie i bt edy w
obst udze nieuchronnie doprowadza do fat szywie dodatnich wynikdv testu.

Jak zauwaz ono wcze$ niej, bezwzgledne oznaczenie ilos ciowe wiremii w danej prdoce wymaga
przeprowadzenia qPCR przy uz yciu serii rozcierczeriznanymi ilos ciami inaktywowanego wirusa.
Warto$ ¢ Ct nieznanej prdki moz na nastepnie pordvnac z warto$ ciami Ct z serii rozcierczen, aby
oszacowac ilo$ ¢ zawartych w niej czastek wirusa. Sam dodatni sygnat PCR nie pozwala na wyciggniecie
jakichkolwiek wniosk@v na temat moz liwego zakaz nego wiremii, chyba z e dostepna jest wartos ¢ Ct,
ktda specyficznie wigz e wynik z okre$ long krzywa standardowg [9].

Poniewaz odwrotna transkrypcja, warunki starterdv i struktury drugorzedowe w miejscach wigzania
starterd@v sa procesami stochastycznymi, warto$ ¢ Ct moz e r@ nic siew zalez no$ ciod r@ nych
metod PCR i r@ nych laboratoridav. Poravnanie z genami referencyjnymi w znanych stez eniach jest
zatem obowigzkowe w celu zmierzenia wzglednej oceny ilo$ ciowej pomiedzy r@ nymi laboratoriami.

Moz liwa aktywnos ¢ replikacyjna wirusa u badanego osobnika
za pomocg testu RT-PCR opartego na wykrywaniu subgenomowego RNA (sgRNA), ktdy powstaje
wyt gcznie podczas replikacji wirusa w zakaz onych komdkach. Poniewaz jednak sgRNA moz na
wykry¢ kilka dni i tygodni po zakaz eniu, brak sgRNA wskazuje na brak replikacji wirusa, ale obecno$ ¢
SgRNA niekoniecznie wskazuje na zakaz nos$ ¢[10].



Machine Translated by Google

Twierdzi sie, z e masowe badanie PCR jest odpowiednig metodg monitorowania

Rozprzestrzenianie sie wirusdv a zdrowie populacji, ale to NIE PRAWDA
Oto FAKTY

Poniewaz PCR nie jest w stanie wykryc¢ ani przewidzie¢, czy dana osoba uzyskat a wynik pozytywny
Jes li dana osoba jest nosicielem nienaruszonych wirusév lub moz e je przenosi¢, testav laboratoryjnych
opartych na PCR nie nalez y nigdy stosowa¢ do monitorowania zdrowej populacji wyt gcznie w celu
wykrycia okres lonej sekwencji kwasu nukleinowego dowolnego patogenu.

Kaz dy test laboratoryjny, nawet je$ li ma zardvno wysoka swoisto$ ¢, jak i wysoka czut o$ ¢, prowadzi do
wynikdv fat szywie dodatnich, ktde przy niskiej czesto$ ci wystepowania (liczba faktycznie zakaz onych
osd) mogg nawet przekroczy¢ liczbe wynikdv prawdziwie dodatnich, poniewaz ma to miejsce w
przypadku masowych badanzdrowych osd [11].

Zdrowe osoby, ktde uzyskat y pozytywny wynik testu, zazwyczaj majg niskie poczatkowe stez enie
docelowego DNA, co jest powigzane z wysokimi warto$ ciami Ct. Nawet je$ li wynik testu jest prawidt owy,
osoby te nie sg zakaz ne, ale daja fat szywie dodatni wynik kliniczny, na kt&y skt adaja sie albo osoby
wyzdrowiat e, ktde nadal sg nosicielami pozostat 0$ ci wirusa, albo osoby uodpornione, ktde nie sg
zakaz ne ze wzgledu na niski poziom wiremii [12].

Prawie nie zwraca sie uwagi na fakt, z e duz a przepustowos ¢ (np. z powodu niespecyficznych testév masowych)
stosowanie zawsze tego samego podej$ cia PCR w laboratoriach badawczych prowadzi do gwat townego
wzrostu ryzyka bt eddév w obst udze i powstawania duz ych ilo$ ci aerozoli [13]. Te ostatnie moga
zanieczy$ ci¢ kolejne podejs cia PCR, a tym samym prowadzi¢ do wzrostu liczby fat szywie dodatnich
wynikdv testdv. Rzeczywi$ cie zgt oszono to w przypadku test&v na obecno$ ¢ wirusa Covid-19.

Jedynym sposobem na zmniejszenie liczby wynikdv fat szywie dodatnich do niemal zera jest wykonanie
sekwencjonowania Sangera [14], ktde rdvniez jest zalecane przez WHO [15].
Jednak nawet w tym przypadku nieuniknione zanieczyszczenie nie moz e cat kowicie wykluczy¢ fat szywie
dodatnich wynikdv testu.

Twierdzi sie, z e nowe warianty wirusa sg na ogd kojarzone ze zwiekszong zakaz nos cig i
Moz na sie spodziewac $ miertelnos ci, ale to NIE PRAWDA  Oto FAKTY

Nowe podtypy wirusdv charakteryzuja sie niewielkimi zmianami w sekwencji kwasav nukleinowych, ktde
NIE s automatycznie powigzane ze zwiekszong zakaz no$ cig. Co wiecej, zwiekszona zakaz no$ ¢ NIE
musi koniecznie wigzac sie ze zwiekszong § miertelnos cig.

Wrecz przeciwnie, ewolucyjnie skuteczne wirusy staja sie bardziej zaraz liwe, ale mniej niebezpieczne z
kaz da dodatkowa mutacja.

Moz liwe jest, Z e nowe podtypy wirusdv NIE sg nowos cig dla naszego ukt adu odpornos$ ciowego,
poniewaz poprzednie kontakty z wirusami z tej samej rodziny mogty juz prowadzi¢ do odpornos ci
krzyz owej. Faktycznie wykazano to w przypadku SARS-CoV-2 w zakonserwowanych prdokach krwi dawcdv

sprzed epidemii COVID-19[16,17,18].
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