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Abstrakcyjny

Po raz pierwszy w historii medycyny test laboratoryjny (RT-PCR) zostal uzyty jako jedyne kryterium rozpoznania choroby
(COVID-19) i okreslenia zakaznosci wirusa (SARS-CoV-2) bez oceny objawdw klinicznych i dowéd na replikacje wirusa
zdolnego do replikacji, aby uzasadni¢ wdrozenie niesprawdzonych interwencji obejmujacych cala populacje. Celem jest (1)
ocena solidnego ilo$ciowego protokotu RT-PCR (RT-qPCR), ktory przezwyci¢za gtéwne obawy zglaszane w spotecznosci
naukowej w zwiazku z pierwszym zalecanym przez WHO protokotem RT-qPCR dla sekwencji SARS-CoV-2, (2)
scharakteryzowaé poszczegolne szczepy SARS-CoV-2 krazace w Czechach od jesieni 2020 r. do wiosny 2021 1. z
zastosowaniem sekwencjonowania nowej generacji oraz (3) wznowi¢ dialog naukowy i powréci¢ do rozumu i medycyny
opartej na dowodach. Przedstawiamy test RT-qPCR przeznaczony do wykrywania wszystkich dotychczas znanych
wariantow SARS-CoV-2 bez generowania wynikéw falszywie dodatnich. Na podstawie profilu mutacji genomowych
wykazalismy, Ze trzy pojedyncze fale (od jesieni 2020 r. do wiosny 2021 r.) w Czechach nastgpowaly po sobie, ale brakowalo
miedzy nimi bezposredniego zwiazku genomowego. Stalo si¢ to oczywiste w przypadku wariantu omicron, ktéry nie ujawnil
bezposredniego zwiazku ewolucyjnego z zadnym z poprzednich wariantéw SARS-CoV-2. Ponadto dostarczamy dowoddw
na to, ze zaniedbanie zasad dobrej praktyki naukowej skutkowato nie tylko publikacja zalecanego przez WHO protokotu
Charité RTqPCR, ale takze problemami zdrowotnymi. Niepotrzebna kwarantanna zdrowych oséb, a takze blokady i
okropne szkody uboczne w spoteczenistwach i gospodarkach na calym $wiecie z powodu duzej liczby falszywie dodatnich
»przypadkéw PCR”. W przeciwnym razie osoby z objawami zakaZnymi mialtyby falszywe poczucie bezpieczenistwa dzigki
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falszywie ujemnym wynikom testu, co mogloby prowadzi¢ do klastréw COVID-19. Zaréwno nasze wyniki, jak i dane
literaturowe potwierdzaja, ze regularna walidacja kazdego testu diagnostycznego opartego na PCR poprzez
sekwencjonowanie jest obowiazkowa. Aby zapobiec przysztym naduzyciom, nauka potrzebuje sprawdzenia rzeczywistosci i
musi ponownie zainicjowa¢ dialog naukowy oraz uwolni¢ si¢ od wplywoéw politycznych i dogmatow.

Stowa kluczowe : protokit Charité, COVID-19, sekwengjonowanie nowej generagii (NGS), RT-PCR, SARS-Col/-2, nierzetelnosé

naunkowa.

WSTEP

Od marca 2020 r. COVID-19 (choroba koronawirusowa-2019) utrzymuje swiat w napieciu, gtéwnie z
powodu szkéd ubocznych, ktére maja katastrofalny wplyw na zdrowie, spoleczenstwo 1 gospodarke. Od
poczatku domniemanej pandemii i po raz pierwszy w historii medycyny panowal globalny konsensus
polityczny (Hedges i Lasco, 2021 ) , ze status chorobowy, infekcje i zakazno$¢ mozna zdiagnozowac
wylacznie za pomoca odwrotnej transkrypcji — reakeji tanicuchowej polimerazy ( RT-PCR) bez jakiejkolwiek
niezaleznej oceny klinicznej objawow u 0so6b, u ktorych zdiagnozowano chorobe COVID-19 (China CDC,
2020 ; Paul-EhrlichInstitut, 2020 ) . Ze wzgledu na krytyczne znaczenie wynikéw RT-PCR mozna bylo
tatwo przewidzied, ze zostang przyjete najwyzsze standardy jakosci w zakresie doktadnosci i wiarygodnosci.
Jednak w tym artykule kwestionujemy pierwsza WHO (Swiatowa Organizacje Zdrowia) zalecany, a zatem
najczgsciej stosowany protokot testu RT-PCR stosowany na poczatku pandemii, zwany dalej protokotem
Charité (Corman 1 in., 2020; WHO , 24 stycznia 2021 r. ) . Ponadto przedstawiamy alternatywny i solidny
test RT-PCR ukierunkowany na 5°-UTR (region nieulegajacy translacji) SARS-CoV-2 (zespol ciezkiej ostre;j
niewydolnosci oddechowej — CoronaVirus2), ktéry przezwycieza wady protokotu Charité. Aby zachowaé
koncentracje, w tym badaniu nie uwzgledniono testow innych niz RT-PCR. Czytelnikéw zainteresowanych
szybkimi testami antygenowymi innymi niz testy RT-PCR odsylamy do niedawnego przegladu (Puhach i in.,
2022) . Ponizej przedstawiamy wczesna fazg COVID-19 oraz strategi¢ testowa WHO w celu zwalczania
pandemii.

CZASU TZW . PANDEMII COVID - 19

30 grudnia 2019 r. szpital w chinskim miescie Wuhan poinformowal, Ze siedmiu jego pacjentow cierpialo na
cigzkie zapalenie ptuc niewiadomego pochodzenia (Reuters, 2019 ) . Lokalne wladze ds. zdrowia
natychmiast poinformowaty WHO i juz zidentyfikowaly czynnik sprawczy jako koronawirus, stosujac
sekwencjonowanie calego genomu 1 RT-PCR (Ren i in., 2020; Zhuiin ., 20 20 ; Luiin., 2020 ) . W dniu 7
stycznia 2020 roku zidentyfikowany wirus zostal nazwany 2019-nCoV (2019-novel CoronaVirus), a 1 lutego
2020 roku zostal przemianowany na SARS-CoV-2 (Coronaviridae Study Group, 2020), pomimo protestu
chinskiego naukowcoéw, ktérzy woleli nazwe HCoV-19 (Jiang i in., 2020 ) . Nastepnie Chinskie Centrum
Kontroli Choréb

(CCDC) poinformowalo, ze opracowalo test RT-PCR do wykrywania nowego wirusa w probkach
pacjentéw (China CDC, 2020 ) . Wyniki sekwencjonowania umiescily zidentyfikowanego wirusa w beta-
Coronaviridae z podrodzaju Sarbecoviruses (Ren iin., 2020 ) . 9 stycznia 2020 r. chifiscy naukowcy podzielili
si¢ swoimi odkryciami z WHO (Tan iin., 2020 ) i przestali petna sekwencj¢ wirusa do bazy danych Global
Initiative on Sharing Avian Influenza Data (GISAID) z siedziba w USA (NC_045512 .1).

WHO opublikowalo pierwszy protokoél testu diagnostycznego RT-PCR dla RT-qPCR online 13 stycznia
2020 r. (WHO, 13 stycznia 2020 r.) . Warto zauwazy¢, ze opublikowane wytyczne dotyczace testéw RT-
PCR wnie byly oparte na protokotach ustalonych i udostepnianych przez chifnskich naukowcéw (China CDC,
2020 ) , ale byly sztucznym produktem kilku wspoétpracujacych laboratoriéw w Europie (Reusken i in., 2020
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) . Autorzy wykorzystali sekwencje Wuhan zdeponowane w bazie danych GISAID przez CCDC do
zaprojektowania starterow i sond beg gadnych pozytywnych probek pacjentow i bez; dostepnosei samego wirnsa do
walidagi testu (Corman i in., 2020 ) . Protokél europejski, ktory nazywamy ,,protokolem Charité”, zalecat trzy
cele (zlokalizowane w genie nukleokapsydu (N), genie otoczki (E) i odpowiadajace RNA-zaleznej
polimerazie RNA (RdRp) z pierwszego 1 drugiego genu Otwartych Ramek Odczytu (ORF1a i ORF1b). Te
ostatnie mialy na celu wykrycie catej podgrupy SARS beta-koronawirusa (Sarbeco) za pomoca jednej sondy
RdRp jako wylacznie oligonukleotydu réznicujacego. Umozliwilo to wykorzystanie szczepu SARS-CoV
Frankfurt- 1 jako kontrola pozytywna, jednak nie pokazano dowodu doktadnosci amplifikowanych celéw
przez odpowiednie kontrole i sekwencjonowanie.

17 stycznia 2020 r. na stronie internetowej WHO opublikowano aktualizacje poprawiajaca poprzedni
protoko! poprzez pominigcie najbardziej specyficznej pary starterow dla celu genu N ze wzgledu na ,,brak
czutodci” (WHO, 24 stycznia 2021 r . ) . Szes¢ dni pdzniej, 23 stycznia 2020 r., ten protokét RT-qPCR —
ktory szybko stat sie standardem wykrywania RNA SARS-CoV-2 w Europie 1 wielu innych regionach $wiata
— zostal opublikowany jako manuskrypt badawczy przez Eurosurveillance po rzekomym pelnym procesie
recenzowania, ktory trwat tylko jeden dzien (Corman i in., 2020 ) . Jak poinformowato laboratorium w
Sloweni, startery i sondy z protokotu Charité zostaly udostepnione na rynku niemal natychmiast (Poljak 1
in., 2020 ) :

,,P0 szeroko zakrojonej ocenie nasze laboratorium wdrozylo testy SARS-CoV-2 oparte na LightMix 17 stycznia 2020 r.

Rutynowe testy SARS-CoV-2 rozpoczely sig 27 stycznia 2020 1., a pierwsza pozytywna probke wykryto 4 marca 2020 r.

po przetestowaniu 353 rutynowych prébki. Na dzien 8 kwietnia 2020 r. w Stowenii wykonano tacznie 30 669 testéw

SARS-CoV-2 (15 330 testéw na milion mieszkancow), wykryto 1103 potwierdzonych laboratoryjnie przypadkdw
COVID-19 i zgloszono 40 zgonow”.

W tym czasie w Europie nie bylo ani jednego przypadku COVID-19, a ,,decyzja o zmianie podejscia
diagnostycznego” zostala podjeta blisko tydzien przed publikacja protokotu Charité przez Eurosurveillance.
Jednak zaledwie trzy dni po ,,przelaczeniu diagnostycznym?”, 30 stycznia 2020 r.

Komisja (WHO, 30 stycznia 2020 r. ) oglosila stan zagrozenia zdrowia publicznego o zasi¢gu
migdzynarodowym (PHEIC), pomimo zaledwie 1651 przypadkéw z pozytywnym wynikiem testu w
Chinach, w tym 38 zgondw, 1 98 przypadkéw w 18 krajach poza Chinami bez zadnych zgloszonych zgonow
(Our World w Danych ) . W dniu 11 marca 2020 r. liczba pozytywnych przypadkéw testu na SARSCoV-2
wzrosta na calym §wiecie do 4670, w tym 280 zgonow przypisywanych tej nowej chorobie wywolanej
wirusem COVID-19 (Nasz $wiat w danych) 1 dyrektor generalny WHO , dr Tedros Adhanom

Ghebreyesus ogtosit COVID-19 ,,pandemia” (WHO, 11 marca 2020 r .) — $wiatowym kryzysem
dotykajacym mniej niz jedna osobe na milion (okoto 8 miliardow podzielonych przez 4670). Bylo to
mozliwe, poniewaz definicja WHO dotyczaca a ,,pandemia” zostala przeformulowana w 2009 r., tak ze nie
wymagala juz ,,ogromnej liczby zgonéw i choréb” (Doshi, 2010 ) .

WHO STRATEGIA WALKI Z OGLOSZONA PANDEMIA COVID-19

16 marca 2020 r. Ghebreyesus oglosil globalng strategi¢c radzenia sobie z COVID-19:
,»Mamy proste przestanie do wszystkich krajoéw: testuj, testuj, testuj. Przetestuj kazdy podejrzany przypadek. Jesli wynik
testu bedzie pozytywny, izoluj ich i dowiedz sig, z kim byli w bliskim kontakcie, do dwoéch dni przed wystapieniem
objawow, i przetestuj réwniez te osoby (WHO, 16 marca 2020 r . ) .

Rownolegle WHO uruchomita funkcje pulpitu nawigacyjnego COVID-19, ktéra umozliwia §ledzenie w
czasie rzeczywistym pozytywnych wynikéw testu RT-PCR w liczbach bezwzglednych, niezaleznie od liczby
przeprowadzonych testow 1 bez dalszego okredlania stosowanego systemu testow. Mialo to na celu wsparcie
planowania, wdrazania i pozyskiwania srodkéw na krajowe dziatania w zakresie gotowosci i reagowania —
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na podstawie ogoélnoswiatowych testow RT-PCR rzekomo zidentyfikowano 13 982 pozytywnych
przypadkoéw, w tym 871 zgonéw przypisanych COVID-19 (Nasz $wiat w danych ) . Strategia zalecana przez
WHO — przetestowanie jak najwigkszej liczby os6b niezaleznie od objawéw klinicznych za pomocy tego
testu molekularnego — wydaje si¢ zagadkowa, poniewaz sama technologia RT-PCR ma niewystarczajaca
czulodc 1 specyficznosé, aby zweryfikowad nienaruszony patogen zakazny, taki jak wirus, a tym samym do
zidentyfikowania osoby zakaznej, ani nie moze by¢ skutecznie uzywany do diagnozowania choroby. To, co
robi, polega na amplifikacji dowolnego materialu genetycznego bedacego przedmiotem zainteresowania,
niezaleznie od ,,zywotnoéci” zrédla ( ramka 1). Co wigcej, strona 9 konsensusu dokumentu dotyczacego
Epidemiologii zespotu cigzkiej ostrej niewydolnosci oddechowej (SARS) opracowanego przez WHO (2003
) , wysoce spokrewnionego wirusa, brzmi nastepujaco: ,,Powigzanie danych jest wymagane w celu ustalenia,
czy istnieje bezposredni zwiazek miedzy nasilenie oraz miano wirusa i wydalanie”. Oznacza to, ze osoba z
dodatnim wynikiem testu RT-PCR nie moze by¢ automatycznie uznana za wykazujaca objawy lub zakazna
bez potwierdzenia objawow klinicznych. Dlatego niezrozumiale jest, ze WHO zobowiazala si¢ do strategii
testu RT-PCR, nawet po opublikowaniu systematycznego przegladu wykazujacego, ze cechy pacjenta (4.
nasilenie objawdw) i parametry testu (tj. prog cyklu) radykalnie ograniczaja wiarygodnos$é RT - Wyniki testu
PCR (Jefferson i in., 2020 ) . Co wigcej, badacze WHO powinni byli by¢ §wiadomi putapek zwiazanych z
testami PCR, poniewaz w 2007 roku falszywie dodatnie wyniki wywolaly pseudopandemi¢ krztusca w
Centrum Medycznym Dartmouth-Hitchcock (New York Times, 2007 ) . Niemniej jednak masowe testy
metoda RT-PCR staly si¢ wybrang strategia monitorowania COVID-19 i od tego czasu liczba pozytywnych
testow byla wykorzystywana do uzasadnienia masowych ograniczen praw czlowieka i ogélnokrajowych

blokad.

Ramka 1: Brak warto$ci diagnostycznej RT-PCR dla potwierdzenia obecnosci wirusa zakaznego

Co najwazniejsze 1 niezaleznie od projektu protokotu, RT-PCR wykrywa wylacznie docelowe RNA poddane
odwrotnej transkrypcji i amplifikacji wybrane przez zastosowane startery, a zatem w zaden sposob nie moze
udowodni¢, ze kompetentny pod wzgledem replikacji, zakazny wirus jest rzeczywiscie obecny w podana
probka. Warto zauwazyd, ze ze wzgledu na wysoka czutos¢ RT-PCR, szczatkowe, niezakazne wirusowe
RNA pozostaje wykrywalne nawet przy braku zakaznych wiruséw. Stosujac wzorce zewnetrzne ze
zdefiniowana liczba kopii wirusowego RNA, miano wirusa RNA mozna skorelowaé z wartosciami Ct
uzyskanymi za pomoca RT-qPCR. Jednak ani okreslona liczba kopii RNA, ani konkretna warto$¢ Ct
stosowana jako warto§¢ progowa nie pozwalaja na uzyskanie pewnego wniosku, nawet jesli chodzi o to, czy
miano wirusa wzrasta, czy maleje.

Juz 23 maja 2020 r. powyzsze podstawowe informacje na temat RT-PCR zostaly opublikowane w
stanowisku Narodowego Centrum Choréb Zakaznych ( 2020 ) . Nastepnie zostato to potwierdzone w
podcascie z 26 listopada 2020 r. przez Marion Koopmans ( 2020 ) , wspoétautorke protokotu Charité
(Corman iin., 2020 ) , w o§wiadczeniu wideo z 30 grudnia 2021 r. Anthony Fauci ( 2021 ) , gléwny doradca
medyczny ds

prezydenta Bidena w USA, a ostatnio w obszernym przegladzie z korespondentem Isabellg Eckerle, jak
wskazali Puhach iin., (2022 ) . Ten ostatni zawiera szczegéltowy zarys pokazujacy, dlaczego zakazno$¢ musi
by¢ okreslona przez oceng replikacji wirusa w hodowli komérkowej, co stanowi zloty standard dla
zakaznego wirusa zdolnego do replikacji. W tym ostatnim artykule stwierdza sig, ze ,,do tej pory nie istnieja
zadne testy diagnostyczne, ktére wiarygodnie okreslajg obecnos¢ wirusa zakaznego”.

W ostatecznej analizie, do okreslenia ilosci RNA, RT-PCR moze by¢ uzyty jedynie jako wskaznik zastegpczy,
poniewaz hodowla komoérek z SARS-CoV-2 wymaga warunkéw laboratoryjnych poziomu bezpieczenistwa
biologicznego 3 (Risi i wsp., 2010 ) . Ponadto kazda diagnoza musi zosta¢ potwierdzona przez jednego lub
wiecej klinicystéw, ktorzy musza wykazac zgodnosé dowolnego testu laboratoryjnego z objawami

International Jonrnal of V accine Theory, Practice and Research 3 (1) 4 kwietnia 2023 r. | Strona 821
https://doi.org/10.56098 /ijvtpr.v3il.71



https://ourworldindata.org/explorers/coronavirus-data-explorer
https://ourworldindata.org/explorers/coronavirus-data-explorer
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/70863/WHO_CDS_CSR_GAR_2003.11_eng.pdf
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/70863/WHO_CDS_CSR_GAR_2003.11_eng.pdf
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/70863/WHO_CDS_CSR_GAR_2003.11_eng.pdf
https://doi.org/10.1093/cid/ciaa1764
https://doi.org/10.1093/cid/ciaa1764
https://www.nytimes.com/2007/01/22/health/22whoop.html
https://www.nytimes.com/2007/01/22/health/22whoop.html
https://www.ncid.sg/Documents/Period%20of%20Infectivity%20Position%20Statementv2.pdf
https://www.ncid.sg/Documents/Period%20of%20Infectivity%20Position%20Statementv2.pdf
https://www.ncid.sg/Documents/Period%20of%20Infectivity%20Position%20Statementv2.pdf
https://www.youtube.com/watch?v=flsF7trvq2c
https://www.youtube.com/watch?v=flsF7trvq2c
https://doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2020.25.3.2000045
https://doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2020.25.3.2000045
https://www.youtube.com/watch?v=bAICMQ1D5F8
https://www.youtube.com/watch?v=bAICMQ1D5F8
https://doi.org/10.1038/s41579-022-00822-w
https://doi.org/10.1038/s41579-022-00822-w
https://doi.org/10.3201/eid1603.091485
https://doi.org/10.3201/eid1603.091485
https://doi.org/10.3201/eid1603.091485

klinicznymi osoby badanej metoda RT-PCR, tak jak ma to miejsce w przypadku kazdego innego testu
laboratoryjnego.

Warto zauwazy¢, ze kazdy test laboratoryjny, nawet jesli wykazuje zaréwno wysoka specyficznosé, jak i
wysoka czulosé, bedzie generowal wyniki falszywie dodatnie, ktére moga nawet przewyzszac liczbe
wynikéw prawdziwie dodatnich, gdy czesto$¢ wystepowania jest niska, tj. 2020 ; Lyons-Weiler, 2021 ) .
Osoby bezobjawowe z pozytywnym wynikiem testu reprezentujg niskie poczatkowe liczby docelowe
zwigzane z wysokimi warto$ciami Ct. Nawet w przypadku, gdy odczyt testu jest prawidtowy, osoby te nie
bedq zakazne, ale reprezentuja kliniczne wyniki falszywie dodatnie obejmujace albo osoby wyleczone, ktére
nadal wykazuja pozostalosci wirusa, albo osoby odporne, ktére nie beda zakazne z powodu niskiego miana
wirusa (Cevik 1 in., 2020 ; Lyons-Weiler, 2021 ) . Basile 1 in. ( 2020 ) odnotowali odsetek falszywie dodatnich
wynikéw testéw RT-PCR na poziomie 11% (13/122) w czasie, gdy czestosé wystgpowania COVID-19
wynosila 2%. Tylko dwa z 13 wynikéw falszywie dodatnich mialy dostepna serologiec SARS-CoV-2, oba
byly negatywne w kierunku SARS-CoV-2, a jeden byl pozytywny w kierunku rinowirusa. Problem
zanieczyszczenia zostal poruszony bardzo wezesnie przez Wernicke iin. ( 2020 ) , ktérzy zglosili wartosci Ct
tak niskie, jak 17 dla kontroli negatywnych, co wskazuje na wysoki poziom zanieczyszczenia w odczynnikach
uzyskanych od dostawcow oligonukleotydow. Dlatego kazda partia odczynnikéw do PCR musi zostaé
wstepnie przetestowana przed uzyciem jej w rutynowej diagnostyce.

Jedyne podejscie, ktére doprowadziloby do zera wynikow falszywie dodatnich, wymaga przeprowadzenia
sekwencjonowania Sangera (Lee, 2021 ) . Wykorzystanie zagniezdzonego RT-PCR, a nastepnie
sekwencjonowania Sangera w celu ponownego przetestowania 50 prébek sprzedanych jako pozytywne
referencje RT-qPCR potwierdzito 21 (42%) wynikow falszywie dodatnich (Lee, 2022) .

Poniewaz wielu naukowcow, lekarzy 1 doradcow medycznych zglosito swoje skargi na wady pierwszego
zalecanego przez WHO RT-PCR, poddalismy dalsze wyzwanie nowatorskiemu protokotowi wykrywania
SARS-CoV-2. Aby ulepszy¢ testowanie RT-PCR RNA SARS-CoV-2 jako wskaznika miana wirusa, uniknaé
probleméw zwigzanych z protokotem Charité i wdrozy¢ niezawodne 1 weryfikowalne podejscie PCR,
ustanowiono alternatywny rezim testowy. W dalszej czesci bedziemy go nazywac ,,protokotem 5°-UTR RT-
qPCR”. W oparciu o migedzyosobnicza heterogenicznosé genomows szczepow SARS-CoV-2 alfa, beta,
gamma i delta (Ong i in., 2022), zidentyfikowalismy unikalny region konsensusowy zlokalizowany w 5'-UTR
jako specyficzny i czuly cel do ilosciowej reakcji fancuchowej polimerazy (RT-qPCR) w czasie rzeczywistym
do wykrywania RNA zwiazanego z SARS-CoV-2. Nastepnie scharakteryzowalismy sekwencje genomu
poszczegolnych szczepow SARS-CoV-2, ktére krazyly w Czechach od jesieni 2020 r. do wiosny 2021 r.
Dzigki temu do$wiadczeniu odpowiadamy na krytyczne uwagi spolecznosci naukowej po naszej prosbie o
wycofanie Charité protokotu Charité (Borger i in., 2020 ) i szczegétowo omawiamy nasze gtéwne obawy
zwigzane z protokotem Charité oraz to, w jaki sposéb upolitycznienie nauki zaciera zasady dobrej praktyki
naukowej ze szkodliwymi 1 §miertelnymi skutkami spotecznymi na calym $wiecie.

Metody

PROJEKT P RIMERU CELOWANY NA REGION 5'-UTR SARS-C 0 V-2 DLA RT -Q PCR

Korzystajac z dopasowania sekwencji genomowych dostepnych w lutym 2020 r. W odniesieniu do
koronawiruséw Bat/SARS/nCOV-19, wybrali§my unikalny region zlokalizowany w konserwatywnym i
specyficznym 5'-UTR SARS-CoV2, aby stuzyl jako specyficzny i czuly cel dla prawdziwych czas RT-qPCR
detekcja wirusowego RNA dajaca amplikon o dtugosci 207 par zasad (bp). ZwalidowaliSmy test we wlasnym
zakresie, zgodnie z europejskimi wytycznymi ISO 13485 dotyczacymi produkeji do diagnostyki in vitro. Jak
wyszczegdlniono ponizej, 50 pozytywnych przypadkow zidentyfikowanych w autentycznych prébkach
pacjentow z objawami (wymazy z nosogardzieli) zostalo potwierdzonych przez bezposrednie
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sekwencjonowanie metoda Sangera uzyskanych produktéw PCR. Test spetnil wszystkie wymagania
dotyczace specyficznosci (zero zaobserwowanych produktéw falszywie specyficznych), a takze czutodci
(siedem kopii celéw w reakcji PCR). Ponadto nasz test przeszedl zewnetrzna walidacje przez oficjalny organ
brytyjski NEQAS w celu oceny jakosci, a nastgpnie zostal wdrozony w rutynowej diagnostyce 31 028
przetestowanych do tej pory autentycznych probek. Charakterystyke starterow i sondy podsumowano w
Tabeli1.

Profil PCR obejmowal poczatkowy etap denaturacji w 94°C przez 5 minut, a nastepnie 45 cykli w 94°C
przez 30 sekund, w 58°C przez 30 sekund (akwizycja w FAM) i w 72°C przez 30 sekund. Tozsamosé
wygenerowanych amplikonow zostala potwierdzona przez sekwencjonowanie Sangera ( rysunek
uzupetniajacy 1). W kazdej analizowanej probce chromatograf Sangera ujawnil autentyczna sekwencje
SARS-CoV-2, potwierdzajac tym samym wymagana specyficznosc testu 5'-UTR RT-qPCR. Liczbe kopii
genomu SARS-CoV-2 w 1 ml poczatkowego eluatu probki obliczono za pomoca krzywej kalibracyjne;
zbudowanej z 4-logarytmicznych rozcieficzens syntetycznej sekwenciji genomowej obejmujacej sekwencje 5'-
UTR i jej bezposredni region flankujacy ( zsyntetyzowany przez Eurofins Genomics, Niemcy) przy uzyciu
nastgpujacego réwnania krzywej kalibracji: 107(—0,279 * Ct+11,244). Dodatkowa Figura 2 przedstawia
rozcienczenie logarytmiczne syntetycznej matrycy SARS-CoV-2, poczawszy od 10e10 kopii na reakcj¢ PCR
do 10el kopii na reakcj¢ PCR. Kontrola negatywna jest ujemna,

tj. nie byto zadnych niespecyficznych amplikonéw wytwarzanych przez niepozadane interakcje miedzy- i
wewnatrzczasteczkowe. Nastepnie wartosci Ct zmierzone dla autentycznych probek pacjentéw
wykorzystano do obliczenia liczby kopii genomu SARS-CoV-2 w 1 ml poczatkowego eluatu probki. Biorac
pod uwage fakt, ze zastosowang metodg ilo$ciowa byta tzw. ABSOLUTNA (co jest typowym zestawem w
mikrobiologii molekularnej), liczbe kopii SARS-CoV-2 w kazdej probcee pacjenta okreslono za pomoca
réwnania krzywej kalibracyjnej, skonstruowanego tworza seryjnie rozcienczony syntetyczny genom SARS-
CoV-2, ktéry wedtug stanu techniki jest najdokladniejsza metoda konstruowania krzywej kalibracyjnej w
mikrobiologii molekularne;.

Tabela 1

Diagnostyczny zestaw starteréw i sonda hybrydyzacyjna TagMan do rutynowego qPCR w czasie rzeczywistym SARS-
CoV-2 (5'-UTR), a takze startery do genotypowania Sangera, zlokalizowane w genie S SARS-CoV-2, jak
przeprowadzono w Tilia Laboratoria od marca 2020 do kwietnia 2022. Biorac pod uwage wewngetrzna stabilno$¢
genomowg regionu 5'-UTR koronawirusow, test nie wymagat Zadnego przeprojektowania pomimo pojawienia si¢
roznych szczepow SARS-CoV-2 od marca 2020. Wartosci zawarto$ci Tm i GC oligonukleotydéw jest obliczona przez
producenta (Eurofins Genomics, Niemcy). Tm: temperatura topnienia podktadu; GC: Udziat guaniny i cytozyny w
starterze.

Imie¢ Oligo Sekwencja 5'-3' Tm GC
[°C] [7]
5'-UTRdo CGATCTCTTGTAGATCTGTTCTC 58,9 43
przodu
5'-UTR odwrotny | CACCCGGACGAAACCTAGATGTGC 66.1 58
5'-UTR Sonda | FAM- 70,6 48
TagMan TACTGTCGTTGACAGGACACGAGTAACTCGTCTBHQ!1
SARS-CoV-2 do CACACGTGGTGTTTATTACCCTGAC 58,0 36
przodu
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Odwrocona delta | FAM-TCAAAAGTGCAATTATTCGCACTAG 58.1 36
SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 GTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGAC 59,7 40
Napastnik

Wielkiej Brytanii

SARS-CoV-2 CCACAAACAGTTGCTGGTGCATGTAG 64,8 50
UK-rewers

M OLEKULARNE KRAZACYCH SZCZEPOW SARS - C O V-2 W REPUBLICE CZESKIE]

Scharakteryzowali§my genomowo 260 autentycznych probek SARS-CoV-2 od 0s6b z objawami (brak
danych klinicznych) pobranych miedzy wrzesniem 2020 r. a kwietniem 2021 r. przy uzyciu
sekwencjonowania Sangera i analizy fragmentow genu biatka S SARS-CoV-2, co pozwolilo nam rozréznié
trzy odrebne klastry genomowe SARS-CoV-2, ktére bezposrednio odpowiadaja poszczegdlnym ,,falom”.
Startery uzyte do genotypowania poszczegélnych szczepéw SARS-CoV-2, majace zastosowanie do
wszystkich krazacych szczepow, podsumowano w Tabeli 1.

Z kazdego z trzech klastrow (wrzesien 2020, listopad 2020, grudzien 2020) wybralismy czterech losowych
przedstawicieli 1 poddali§my ich sekwencjonowaniu calego genomu NGS (SRA Bioproject, nr dostepu
PRJNA742374).

CALEGO GENOMU IZOLATOW SARS-C 0 V-2 Z WYKORZYSTANIEM NGS

Cale RNA zostalo wyizolowane z autentycznych probek pacjentéw przy uzyciu minizestawu QIAamp Viral
RNA (Qiagen,

Niemcy), zgodnie z zaleceniami producenta. Calkowity RNA poddano odwrotnej transkrypcji przy uzyciu
zestawu Verso cDNA (Thermo Fisher Scientific, USA), a produkty ogonowe obejmujace caly genom SARS-
CoV-2 amplifikowano metoda PCR przy uzyciu starterow ARTIC v3 (IDT, USA). Otrzymane pule PCR
(fragmenty okoto 400 bp) oczyszczono na zelu przy uzyciu zestawu QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
Niemcy) i poddano tworzeniu biblioteki NGS przy uzyciu zestawu NEBNext® Fast DNA Library Prep Set
for Ion Torrent (NEB, USA), zgodnie z do instrukcji producenta. Biblioteki okreslono ilosciowo stosujac
Ion Plus Fragment

Zestaw bibliotek (Thermo Fisher Scientific, USA) 1 pulg bibliotek 10 pM zastosowano jako matryce do
emulsyjnej reakcji PCR (emPCR) przy uzyciu zestawu Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA). Po wzbogaceniu kulek (przyrzad OT2, Thermo Fisher Scientific, USA) zatadowano chip
sekwencjonujacy NGS v316 w celu uzyskania wystarczajacego pokrycia zasada. Sekwencjonowanie NGS
przeprowadzono przy uzyciu platformy Ion Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific, USA) przy uzyciu
zestawu chemicznego Ion PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).
Uzyskane surowe dane zostaly poddane obrébce koficowej i jakosciowej oraz wykorzystane do
bezposredniego dopasowania do genomu referencyjnego SARS-CoV-2 (MT192773) w celu zidentyfikowania
mutacji genomowych charakterystycznych dla fal z wrzesnia, listopada i grudnia 2020 r.

Sterownica

Wszystkie przeprowadzone eksperymenty obejmowaly wzorzec wewnetrzny (kontrola), w szczegdlnosci
transkrypt ludzkiej albuminy. Biorac pod uwage fakt, ze oznaczenie ilosciowe bylo BEZWZGLEDNE,
standard wewnetrzny zastosowano wylacznie do oceny jakosci i integralno$ci badanych prébek klinicznych.
Zatem do bezwzglednego oznaczenia ilosciowego SARS-CoV-2 w kazdej prébee klinicznej zastosowano

International Jonrnal of V accine Theory, Practice and Research 3 (1) 4 kwietnia 2023 r. | Strona 824
https://doi.org/10.56098 /ijvtpr.v3il.71



réwnanie krzywej kalibracji podane powyzej, a nie metode AACt, ktora jest zwykle stosowana do oznaczania
losciowego WZGLEDNEGO.

Oswiadezgenie dotyczqee etyki

Probki do rutynowej diagnostyki molekularnej zostaly pobrane za §wiadoma zgoda i zgodnie z rzadowymi
dyrektywami prawnymi w zakresie strategii testow na pandemie COVID-19 ktére zostaly wydane 1
zarchiwizowane przez odsylajace Kliniki. Anonimowe prébki zostaly przetworzone zgodnie z Deklaracja
Helsinska.

Przeglad literatury

W dniu 27 listopada 2020 r. mi¢dzynarodowa grupa 22 naukowcéw (w tym UK, PB, RJK 1 KS tego
artykutu) przedlozyla zewnetrzny raport z przegladu (Borger i in., 2020) wraz z prosba o wycofanie
protokotu Charité (Corman i in. , 2020 ) al., 2020 ) do redakcji Eurosurveillance. Poniewaz dokumenty byly
réwnolegle umieszczane online zaréwno na naukowym serwerze preprint, jak i na ResearchGate.net,
spoteczno$¢ naukowa przedstawila zaréwno dodatkowe odniesienia, jak 1 uzasadniong krytyke dotyczaca
braku danych eksperymentalnych z laboratorium mokrego potwierdzajacych zgloszone przez nas obawy.
Informacje te zostaly podsumowane w zalaczniku i przestane do Eurosurveillance 11 stycznia 2021 r.
Wszystkie dokumenty sa dostgpne online (Borger iin., 2020 ) . W naszym obszernym omoéwieniu
uwzgledniamy publikacje z wyszukiwania PubMed, w ktérych uzyto terminéw ,,PCR”,  RT-PCR” lub ,,RT-
qPCR” oraz ,,SARS-CoV-2” lub ,,COVID-19”. Zamieszczamy rowniez liczne zalecenia WHO dotyczace
strategii testowej, ktore sa dostepne na stronie internetowej WHO.

Wyniki

W przeciwienstwie do protokotu Charité zalecanego przez WHO — zalecajacego 45 cykli bez definiowania
Ct dla rozréznienia dodatniego i ujemnego, ale skutkujacego wysokim odsetkiem wynikéw falszywie
dodatnich przy Ct >35, proponowany test 5'-UTR wyraznie przewyzszal protokél Charité pod wzgledem
specyficznosci (brak niespecyficznych produktéow PCR, nawet przy zastosowaniu 45 cykli), przy zachowaniu
niezbednej czulosci. W przeciwienistwie do dalszych gendw, ktore sq podatne na mutacje, sekwencja
genomowa 5'-UTR ma kluczowe znaczenie dla regulacji syntezy bialek wirusowych przez ludzkiego
gospodarza i z natury pozostaje stabilna w koronawirusach (Yang i Leibowitz, 2015; Fields, 2021 ),
poniewaz wystepuje réwniez w SARS-CoV-2 (Baldassarre 1 in., 2020 ; Miao i in., 2021 ; Mohammadi
Dehcheshmeh i in., 2021 ) . Dlatego bylismy w stanie z powodzeniem stosowac test 5'-UTR podczas calej
domniemanej pandemii COVID-19, niezaleznie od p6zniejszej heterogenicznosci genomowe;j
poszczegolnych krazacych szczepodw obserwowanych w czasie (tj. alfa, beta, gamma, delta, a takze,
omikron). Test 5'-UTR wyrdznia si¢ brakiem falszywego tla (tj. negatywna probka jest naprawde negatywna
w PCR). W sumie przebadano 31 028 probek, z czego 2737 dato wynik pozytywny (8,8%).
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Rysunek 1. Dane sekwencjonowania calego genomu SARS-CoV-2 NGS trzech losowo wybranych reprezentatywnych
genomow zebranych miedzy wrzesniem 2020 r. a kwietniem 2021 r. w Czechach. A. Poszczegdlne fale SARS-CoV-2 z jesieni
2020 1. zaznaczono na czerwono (wrzesieni 2020 r.), niebiesko (listopad 2020 r.) i z6tto (grudzien 2020 r.). Wykres zostat
przejety z www.worldometers.info otwarte Zrédto. B. Tabela pokazuje (od 5' do 3") specyficzne dla fali mutacje SARS-CoV-2
znalezione w odpowiednich genomach (Orflab, S, Orf3a, M, Orf8). Mutacje sa thumaczone na aminokwasy i podswietlane
czarnym ,,x”. Czarne pola podkreslaja te mutacje, ktére byly obecne w szczepie SARS-CoV-2 z wrzesnia 2020 r., ale byty
nieobecne w szczepie SARS-CoV-2 z listopada 2020 r. bezposrednio po nim. Podobny wzorzec mozna dostrzec w przypadku
szczepu SARS-CoV-2 z grudnia 2020 r. (nazwanego juz ,,brytyjskim”, a pdzniej ,,alfa”). Biorac pod uwage fakt, ze w tamtym
czasie terytorium Republiki Czeskiej z genetycznego punktu widzenia odpowiadalo obszarowi ograniczonemu genetycznie,
obserwacja, ze poszczegdlne szczepy nie byly ze soba bezposrednio powiazane genetycznie, jest dos¢ zdumiewajaca.

W oparciu o nasze wieloletnie do§wiadczenie w dziedzinie ilo§ciowej mikrobiologii molekularnej przyjelismy
nastepujace rutynowe kryterium oceny znaczenia klinicznego zmierzonego wiremii SARS-CoV-2: Ct <25,
wysoce dodatni (>10e6 kopii/ml); Ct 25-30, pozytywny; Ct 30-35, pozytywne §lady, ale mato
prawdopodobne, aby byl zakazny; Ct >35, ujemny, niezakazny (<10e2 kopii/ml). Nalezy zauwazy¢, ze
,liczba kopii” moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od laboratorium, poniewaz istnieje réznica migdzy liczba kopii
obecnych w probéwce do reakcji PCR iw autentycznej probce pacjenta. W tym ostatnim przypadku nalezy
wzigé pod uwage rézne etapy rozcieficzania: RNA zawarte w 1 ml wacika przenosi si¢ do 50 pl buforu do
elucji, z ktérego 4 pl zuzywa si¢ do syntezy cDNA, z czego 2 pl wykorzystuje si¢ do reakcji PCR.
Przeprowadzilismy ponowna kalibracje, przeliczajac poczatkows objetos¢ probki, aby wszystkie nasze
wyniki PCR byly poréwnywalne ze standardowymi klasycznymi pomiarami hodowli komérkowych.
Ocenilismy Ct 25, aby zréwnac nasz standard z Ct 20 (patrz Dodatkowa Figura 2 ) reprezentujaca punkt
odcigcia probki pacjenta dla wiarygodnej korelacji z zakaznym tadunkiem wirusowym.

Korzystajac z obserwacji genomu i sekwencjonowania calego genomu NGS losowych przedstawicieli z
kazdej z trzech fal z jesieni 2020 r., bylismy w stanie wykaza¢, ze kazda fala byla reprezentowana przez inny
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szczep SARSCoV-2. Rzeczywiscie, mutacje wykryte w fali z wrze$nia 2020 r. nie byly obecne w kolejnych
falach z listopada 2020 r. 1 grudnia 2020 r. (inaczej ,,brytyjskich”, ,,B.1.1.7.” lub pdzniej ,,alfa”). Rozbieznos¢
jest najbardziej widoczna miedzy szczepem SARS-CoV-2 z wrzednia 2020 r. a listopadem 2020 r. Warto
zauwazy¢, ze fala listopadowa ,,stracita” 14 mutacji, ktére byly obecne w poprzedniej fali wrzesniowej ( ryc.
1).

Dyskusja

W styczniu 2020 r. grupa naukowcéw z Europy 1 Hongkongu (Chiny) opracowata protokét RT-PCR, ktory
zostal umieszczony na stronie internetowej WHO (WHO, 13 stycznia 2020 r.) przed publikacjg w
Eurosurveillance (Corman i in., 2020 ) . Ten tak zwany protokoét Charité stuzyl jako plan dla wigkszosci
pozniejszych protokoldw, przynajmniej w Europie, 1 mial na celu ,,opracowanie i wdrozenie solidnej
metodologii diagnostycznej umozliwiajacej jej wykorzystanie w warunkach laboratoryjnych zdrowia
publicznego bez dostgpnego materialu wirusowego”.

Juz wtedy bylo oczywiste, ze proponowany cel wprowadza w blad z nast¢pujacych powodéw: Specyticzny
material biologiczny (tutaj wirus bedacy przedmlotem zalnteresowama) est niezbedny do zapewnienia
specyficznosci 1 czulosci projektu badania, ale nie byt dost@pny pomimo koniecznosci zostala juz uznana w
opublikowanych pracach chifskich naukowcéw w duzej mierze odpowiedzialnych za stworzenie protokolu
Charité (Zhuiin., 2019 ; Reniin., 2020 ) . Co wigcej, protokét Charité nie spetnial wlasciwego projektu
testu, zgodnego z normami mi¢edzynarodowymi i obejmujacego bardzo specyficzne materialy testowe
(startery i sondy). Zamiast by¢ projektowany i sprawdzany pod katem maksymalnej specyficznosci bez
reaktywnosdci krzyzowej, projekt starteréw protokolu Charité umozliwil specyficzne dla grupy wykrywanie
réznych koronawirusow z podrodzaju Sarbeco. Jest to watpliwe, biorac pod uwagg fakt, ze chifscy
naukowcy juz 5 stycznia 2020 r. udostepnili WHO cala sekwencje genomu wirusa Wuhan (WHO, 28 lutego
2020 r . ) National Center for Biotechnology Information (NCBI) Nucleotide Database (NC_045512.1),
umozliwiajac w ten sposob ustanowienie wysoce specyficznych starteréw i sond. Jednak protokoét Charité i
projekt startera oparto na zestawie syntetycznych sekwenciji i szczepie SARS-CoV Frankfurt-1 jako kontroli
pozytywnej, nawet bez weryfikacji produktéw PCR przez sekwencjonowanie. Co gorsza, nie okreslono
zadnego okna odcigcia dla wartoéci Ct w odniesieniu do dobrze zdefiniowanej, specyficznej kontroli miana
wirusa dla ktéregokolwiek z réznych genéw docelowych. Jak zauwazyt Puhach iin., (2022) , miano wirusa
wynoszace 1,00E+06 kopii RNA jest obecnie ogdlnie akceptowane jako skorelowane z minimalnym wiremia
osobnikéw zakaznych. Zostalo to juz zgloszone w protokole CCDC ( 2020 ) i odpowiadalo $redniej
warto$ci Ct wynoszacej 25. W odniesieniu do genu Charité Sarbeco E, wspomniana wyzej liczba kopii RNA
odpowiada wartosci Ct wynoszacej

okoto 28,19, ale nie zostal przekazany (Corman iin., 2020 ) , otwierajac drzwi dla wartosci Ct do 45
zgloszonych jako pozytywne przez komercyjne laboratoria, a tym samym napedzajac ,,fale” niewiarygodnych
(prawdopodobnie falszywych) ,,pozytywnych” wynikow testow.

Podsumowujac, zadne z oczekiwanych wymagan, zwykle obowiazkowych, dla ,,solidnego testu
diagnostycznego” w dowolnej Standardowej Procedurze Operacyjnej (SOP) nie zostalo spelnione w
protokole Charité. Rzeczywiscie, potrzeba tego protokotu byla poczatkowo watpliwa, poniewaz CCDC (
2020 ; patrz takze Chan i in., 2020 ) ustanowilo juz skuteczny protokét RT-PCR 3 stycznia 2020 r., ktéry
obejmowal okreslone prébki kontrolne.

Co niezrozumiale, protoké! ten zostal przestany na strong internetowa WHO po protokole Charité 1
czgsciowo tylko w jezyku chiniskim (WHO, 24 stycznia 2021 1 .) . Chociaz dodanie tej chifskiej czesci w
jezyku angielskim byloby odpowiednie i pozadane, nadal nie byloby wystarczajace do rozwiazania
kluczowego problemu: RTPCR moze wykry¢ RNA tylko we fragmentach zawierajacych nienaruszony region
docelowy pozytywnego amplikonu.
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Tak wiec, z samej swej natury, RT-PCR jest bezsilny w rozréznieniu miedzy zdolnymi do replikacji, zakaznymi
czasteczkami wirusa 1 niezakaznymi pozostalo$ciami fragmentéw genomu wirusa, ktére sa zasadniczo
biologicznym szumem w systemie ( Ramka 1).

Biorac pod uwagg fakt, ze protokoét Charité cierpial z powodu wysokiego niespecyficznego szumu tla,
powodujacego falszywie dodatnie wyniki powyzej wartosci Ct réwnej 35 dla wszystkich regionow
docelowych oraz poniewaz nie mozna racjonalnie polega¢ na takim nieoptymalnym projekcie w rutynowe;j
diagnostyce, odrzuciliémy projekt Charité i zamiast tego ustanowil nowy test. Podczas gdy protokét Charité
zaleca amplifikacje trzech sekwencji docelowych zlokalizowanych w obrebie genu E, genu RdRp (ktory
wedlug nomenklatury jest genem ORF1ab kodujacym biatko RdRp) i genu N, nasz test 5-UTR celuje tylko
jeden region do amplifikacji, ale sktada si¢ z dobrze konserwowanej sekwencji w obrebie 5'-UTR SARS-
CoV-2. Zatem nasz projekt testu okazal si¢ wysoce specyficzny bez zadnej wrazliwosci na hatasliwe tlo
stosunkowo bezsensownych i niezakaznych fragmentéw, co potwierdzito sekwencjonowanie Sangera
uzyskanych amplikonéw PCR.

OCENA MIANA ZAKAZNEGO WIRUSA PRZEZ KULTURE KOMORKOWA , A NIE METODA RT-PCR

Wezesniejszy kontakt z okreslonym wirusem mozna sprawdzi¢ za pomocg testow immunologicznych, ktore
badaja odpowiedz immunologiczng gospodarza wywolana przez wirusa bedacego przedmiotem
zainteresowania i przejawiajaca si¢ w swoistych przeciwcialach (tj. IgM, IgG, IgA) lub limfocytach T
reagujacych przeciwko antygenowi . Pomimo faktu, ze takie specyficzne testy byly dostgpne na bardzo
wcezesnym etapie pandemii (Amanat i in., 2020 ; Braun i in., 2020 ; Okba i in., 2020 ) , politycy na calym
$wiecie nie przyjeli ich w swoich politykach testowych, zamiast tego promowat testy molekularne, twierdzac,
ze sa w stanie wykry¢ wirusowe RNA za pomoca RT-PCR lub pdézniej z bialka wirusowego przy uzyciu
szybkich testow antygenowych. Warto zauwazy¢, ze PCR jest bardzo czulg technika amplifikacji DNA,
ktéra wedtug jej wynalazcy, Karry'ego Mullisa ( 1990 ) , stuzy do namnazania okreslonych sekwencji (4.
gendéw) z bardzo matych ilosci probek w krotkim czasie (Mullis, 1990 ) . Jednak RT-PCR do wykrywania
docelowych RNA wymaga odwrotnej transkrypcji RNA w celu przeksztalcenia go w forme¢ DNA, do ktore;j
wykrywania zaprojektowano PCR. W przypadku ilosciowego PCR (qPCR), stosowanego w testach na SARS-
CoV-2, amplifikacja genu w testach masowych obejmuje trzeci starter, tzw. sondg, ktora jest znakowana
barwnikiem fluorescencyjnym 1 specyficznie wiaze si¢ amplifikowana sekwencja docelowa. Po zniszczeniu
sondy przez polimeraze¢ podczas etapu wydluzania, wytwarzany jest sygnal swietlny, ktory jest uzywany jako
zastepczy znacznik rund amplifikacji (Bustin 1 Nolan, 2017 ; Lee, 2021 ) .

Co wazne, przygotowanie probki przed wszystkimi typami PCR wymaga catkowitego rozbicia wszelkich
struktur biologicznych w celu oddzielenia kwaséw nukleinowych, biatek, lipidoéw 1 resztek komoérkowych.
Protokoly ekstrakcji 1 komercyjne zestawy do ekstrakcjit RNA przed RT-PCR opieraja si¢ gléwnie na tak
zwanej izolacji ,,Chomscynskiego” (Chomscynski & Sacchi, 1987 ) , ktéra traktuje probki mieszaning
kwasnego tiocyjanianu guanidyniowego, fenolu i chloroformu, ktére catkowicie niszczy wszelkie zlozone
organizmy. W zwiazku z tym kazdy PCR, nawet jesli zostanie przeprowadzony prawidlowo, moze jedynie
sprawdzi¢ obecnos¢ danego celu genetycznego, ale nie ,,zywotnos¢” podstawowego patogenu. Dlatego PCR
w zadnym wypadku nie moze sluzy¢ jako srodek do oceny zakaznosci osobnika.

Ztotym standardem okreslania zakaZnosci i miana wirusa zakaznego jest odtwarzalno$¢ wirusa bedacego
przedmiotem zainteresowania w odpowiedniej hodowli komérkowej (Berczuk 1 in., 2020; Case i in., 2020 ;
Puhach i in., 2022 ; EVAg Portal ; Repozytorium Zasobow PZH 1B ) . Mozliwg aktywno$¢ replikacyjng
wirusa w obrebie badanego osobnika moze zapewni¢ test RT-PCR oparty na wykrywaniu subgenomowego
RNA
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(sgRNA), ktére beda generowane tylko podczas replikaciji wirusa w zakazonych komérkach (Bruce i in.,
2022 ; Puhach iin., 2022 ) . Warto zauwazy¢, ze poniewaz sgRNA zostalo zweryfikowane do 17 dni po
wykryciu infekcji, brak sgRNA wskazuje na brak replikacji wirusa, ale obecno$¢ sgRNA niekoniecznie
wskazuje na zakaznos¢ (Bruce 1in., 2022 ) . Co ciekawe, specyficzna dla sgRNA RT-PCR dla SARSCoV-2
zostala opisana w manuskrypcie przestanym 1 marca 2020 r. przez Wolfel i in., ( 2020 ) , ktérego
wspolautorami byli pierwsi i starsi autorzy protokotu Charité. Od tego momentu wszystkie zalecane przez
WHO protokoly powinny zosta¢ zasadniczo zmienione. Oni nie byli.

Ogodlnie rzecz biorac, PCR moze jednak przyczynic si¢ do poprawy diagnostyki réznicowej, tj. przy
stosowaniu testéw multipleksowych dla szerokiego zakresu patogendw w celu rozréznienia réznych infekcji
pluc, ktore czesto objawiaja sic podobnymi objawami klinicznymi. Podobnie jak w przypadku kazdego
innego testu laboratoryjnego, wynik testu PCR nalezy interpretowac w kontekscie objawdw wystepujacych u
pacjenta. Poniewaz PCR stanowi bardzo czulg technike, w rzeczywistosci mozliwe byto wykrycie
niedostatecznie reprezentowanego patogenu w mieszaninie patogenéw znalezionej w plynie ustrojowym lub
tkance w probee pacjenta, jak faktycznie zgltoszono w przypadku dwéch z pierwszych pigciu pacjentéw z
COVID-19 w Wuhan (Ren iin., 2020 ) . Co wigcej, pozostalosci w postaci pozostalych fragmentéw kwasu
nukleinowego SARS-CoV-2 lub jakiegokolwiek innego koronawirusa lub wczesniejszego patogenu, ktory
mégl by¢ wezesniej obecny, mozna wykry¢ metoda PCR po tym, jak naturalny uktad odpornosciowy
pacjenta oczyscil juz wszelkie czynniki zakazne i moze zatem skutkowa¢ wyraznym pozytywnym sygnatem
PCR, ktéry w rzeczywistosci jest falszywy (Puhach iin., 2022) .

RT-PCR MOZE TYLKO WSPIERAC , ALE NIE ZASTAPIC MEDYCZNE] DIAGNOZY ROZNICOWE]

Podsumowujac, nalezy pamigta¢ o kluczowych problemach zwiazanych z testami laboratoryjnymi opartymi
na PCR:

* Po pierwsze, istnieje wyrazna réznica w kluczowym pytaniu miedzy testami klinicznymi i
epidemiologicznymi. Podczas gdy testy kliniczne maja na celu uzyskanie wysokiej czutosci w celu
potwierdzenia lub odrzucenia podejrzenia zakazenia u osoby z objawami, testy epidemiologiczne
maja na celu specyficzne wykrycie oséb prawdziwie zakaznych, ktére sa w stanie rozprzestrzenic
infekcje¢ wirusowa. Poniewaz PCR nie jest w stanie wykry¢ ani przewidzie¢, czy osoba z pozytywnym
wynikiem testu bedzie zakazna, czy nie (Puhach i in., 2022 ; Ramka 1), nie stanowi ,,solidnego
narzedzia diagnostycznego”. W zwiazku z tym testy oparte na PCR nigdy nie powinny by¢
wykorzystywane do obserwacji bezobjawowej zdrowej populacji w celu ,,wykrycia” sekwencji kwasu
nukleinowego SARS-CoV-2 lub jakiegokolwiek innego wirusa.

* Po drugie, wynik testu PCR w zaden sposob nie moze zastapi¢ dokladnej diagnozy medyczne;j
uwzgledniajacej cechy pacjenta, tj. objawy, histori¢ kontaktéw, choroby wspdlistniejace, historie
lekéw, wiek 1 wartosé Ct. COVID-19 ma wspolne objawy infekcji drég oddechowych i dlatego nie
mozna go dokladnie zdiagnozowac na podstawie pojedynczego wyraznego objawu lub oznaki, jak
niedawno opublikowano w raporcie Cochrane (Struyf 1 in. 2020 ) .

* Po trzecie, nawet w przypadku, gdy test PCR, taki jak nasz, wykazuje zaréwno doskonala
specyficznosd, jak 1 czulosé, pozostaje ryzyko wyniki fatszywie dodatnie i falszywie ujemne, ktore
moga wynika¢ z bledéw technicznych i klinicznych. Jak doniesiono w przegladzie systematycznym i
metaanalizie (Cevik 1 in., 2021 ) ; okres zakazny SARS-CoV-2 wydaje si¢ rozpoczynac¢ okoto dwdch
dni po ekspozyciji i trwa do 12 dni od wystapienia objawéw. Natomiast PCR moze pozosta¢ dodatni
przez okres do 90 dni wedtug CDC (2019 a') . W zwiazku z tym osoby z dodatnim wynikiem PCR
niekoniecznie sa osobami, ktére moga przenosi¢ wirusa. Ta rozbieznos¢ staje si¢ oczywista w grupie
0s6b z pozytywnym wynikiem testu, ale bezobjawowych, reprezentujacych niskie poczatkowe liczby
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docelowe 1 wysokie wartosci Ct w odczycie testu. W tym przypadku zdecydowana wigkszos¢é nie
bedzie zakazna, ale reprezentuje kliniczne wyniki falszywie dodatnie, obejmujace zaréwno osoby
wyleczone, ktére nadal wykazuja pozostalosci wirusa, jak 1 osoby odporne, ktore nie beda zarazliwe
z powodu niewystarczajacego miana wirusa (Cevik 1 in., 2020 ; Lyons-Weiler, 2021 ) . Aby zapoznaé
si¢ z kompleksowym przegladem problemu klinicznych wynikéw falszywie dodatnich i falszywie
ujemnych, patrz Rycina 2 w Verna i in. (Verna 1 in., 2021 ) . Raczej, zgodnie z zaleceniami zaréwno
WHO, jak i CDC, test PCR pomoze lekarzowi w potwierdzeniu lub odrzuceniu wstgpnego
podejrzenia, czy pacjent z objawami cierpi na mozliwa infekcje SARS-CoV-2 (WHO, 20 stycznia
2021 ¢ .; CDCb ; CDCc) .

C T - WARTOSC KORELACJE Z DOCELOWA ILOSCIA GENU

Proég cyklu (Ct), zwany takze oznaczaniem ilosciowym cyklu (Cq), to numer cyklu, przy ktérym fluorescencja
zamplifikowanego produktu PCR moze by¢ specyficznie wykryta powyzej sygnatu tla. Stanowi miare ilosci
okreslonej sekwencji kwasu nukleinowego, ktora byla obecna w oryginalnej probce. Im nizsza wartos¢ Ct,
tym wigcej materialu docelowego bylo poczatkowo obecne.

Poniewaz odwrotna transkrypcja, warunki starterow i struktury drugorzedowe w miejscach wigzania
starteréw reprezentuja procesy stochastyczne, warto§¢ Ct moze si¢ rozni¢ w zaleznosci od réznych serii RT-
PCR i réznych laboratoriéw. Dlatego nalezy uwzgledni¢ geny referencyjne o okreslonych ilosciach, aby
zmierzy¢ wzgledna kwantyfikacje miedzy réznymi grupami badawczymi. Stanowi to minimalne wymaganie
dla ,,solidnego narzedzia diagnostycznego”, ale w niewytlumaczalny sposéb nie zostato wykonane przez
autoréw protokotu Charité. Ponadto bezwzgledne oznaczenie ilosciowe okreslonego miana wirusa
obecnego w okreslonej probce wymaga metodologii qPCR z serig rozcieficzen znanych ilosci
inaktywowanego wirusa. Nastepnie warto§¢ Ct nieznanej probki mozna skorelowac z wartosciami Ct serii
rozcienczen 1 mozna oszacowac liczbe wiruséw w celu okreslenia liczby kopii wiruséw na ml — tak
zwanego ,,obciazenia wirusem”.

W przypadku SARS-CoV-2 zgloszono juz w kwietniu 2020 r. (Wolfel i in., 2020 ; wspolautorstwo
pierwszych i starszych autoréw protokotu Charité), ze minimum 106 kri RNA/ml jest poréwnywalne z
miano wirusa, ktére mozna wykorzysta¢ do zakazenia wlasciwej hodowli komérkowej, a zatem jest
okreslane jako ,,potencjalnie zakazne”. Wykonywanie 45

cykli PCR, protokot Charité zostal opisany w celu wykrycia zaledwie czterech kopii RNA na prébke
(okoto 10 3kopii RNA/ml) wedtug Corman et al., (2020 ) . Niektére komercyjne zestawy testowe podaja
prog wykrywalnosci 10 kopii RNA na probke ('Ti b Molbiol ) . Jest to w przyblizeniu od 10 3do 10 5razy
bardziej czule niz zakazne miano wirusa wymagane do hodowli SARS-CoV-2 w odpowiednich warunkach
hodowli komérkowej. Co niezrozumiale, protokét Charité zlicza kazda prébke z sygnatem PCR do 45 cykli
jednoznacznie dodatnich bez definiowania jakiejkolwiek wartosci odcigcia Ct, ktora rozréznia decyzje
pozytywna/negatywna i bez jakiejkolwiek korelacji z probkami kontrolnymi zawierajacymi okreslone liczby
kopii RNA. Natomiast nasz test 5'-UTR koreluje okteslone ilosciowo liczby kopii RNA z okreslonymi
warto$ciami Ct w oparciu o krzywa kalibracyjna zbudowana z seryjnych logarytmicznych rozcieficzen
syntetycznego genomu SARS-CoV-2 z doktadnie okreslonymi st¢zeniami docelowej sekwencji. Ponadto
przeprowadza si¢ sekwencjonowanie w celu potwierdzenia amplikonéw i okreslenia typu wariantu wirusa,
ktéry pojawia si¢ w tescie. Co wazne, sam pozytywny sygnal PCR nie pozwala nam wyciaga¢ wnioskéw na
temat mozliwego zakaznego miana wirusa, jesli nie podano wartosci Ct i jesli wynik nie jest specyficznie
zwigzany z okres§lona krzywa standardows (Kohmer 1 in., 2021 ) . Oba te wymagania musza by¢ spelnione.
Wartosci Ct mniejsze niz 25 odzwierciedlaja wigcej niz 106 *pi RNA na ml prébki, co mozna skorelowac z
potencjalnie zakaznym ladunkiem wirusowym.
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W przegladzie systematycznym opublikowanym w grudniu 2020 r Jefferson i wsp. zasugerowali, ze probki z
Ct>25 nie beda zawieraly wystarczajacej losci materiatu genetycznego, aby korelowac z potencjalem
zakaznym. W czerwcu 2021 r . Jaafar 1 wsp. skorelowali 3790 pozytywnych probek RT-PCR z kolejnymi
udanymi hodowlami komoérkowymi. Autorzy ci wykazali, ze wirus mozna hodowac w 70%, 20% 1 3%
probek przy zastosowaniu wartosci Ct odpowiednio 25, 30 1 35. W sierpniu 2021 r . Stang i wsp.
poinformowali, ze wartosci Ct miedzy osobami z objawami i bezobjawowymi zwykle r6znia si¢ o wigcej niz
cztery cykle (odpowiednio 25,5 w poréwnaniu z 29,6). Doszli do wniosku, ze wartos¢ Ct sluzaca do
definiowania osobnikéw potencjalnie zakaznych powinna zosta¢ obnizona z 30 do 25.

LICZBA I SWOISTOSC DOCELOWEGO GENU

Aby niezawodnie wykry¢ okreslony genom wirusa za pomocg RT-PCR, obowiazkowy jest dobrze
zdefiniowany, wysoce specyficzny i idealnie konserwowany region docelowy (taki, jaki uwzglednilismy w
naszym tescie 5'-UTR). W przypadku, gdy takiego regionu nie mozna zidentyfikowad, alternatywnie, wigcej
niz jeden gen lub specyficzna sekwencja tego wirusa musi by¢ celem dla réznych zestawdw specyficznych
starteréw. Protokol Charité (Corman i in., 2020 ) prawidlowo okreslit trzy geny docelowe do wykrywania
SARS-CoV-2, a mianowicie gen E, gen RdRp (ktéry jest genem ORF-1ab kodujacym biatko RdRp) i gen
gen N. Jednak startery wybrane dla docelowego genu Charité E zostaly okreslone jako specyficzne dla calej
grupy koronawiruséow Sarbeco, w tym SARS i sarbecowiruséw pochodzacych od nietoperzy. Ten

cel wyraznie nie spelnia wymagan dotyczacych okreslonego wykrywania SARS-CoV-2 w fazie projektowania
iw konsekwenciji zostal wykluczony z analizy w manuskrypcie testujacym wszystkie zalecane przez WHO
protokoty RT-PCR autorstwa Tao iin., ( 2022 ) . Ponadto sonda z celu RdRp zostata zdefiniowana jako
,,Pan-Sarbeco”, co czyni ja jeszcze mniej specyficzna jako test na SARS-CoV-2.

Tabela 2

Swoisto$¢ docelowych genéw SARS-CoV-2 E, RdRp i N, oceniona w tescie okreznym przez Niemiecki Instytut Instand
(Zeichhardt & Kammel, 2020), wykazujaca wysokie ryzyko wynikoéw fatszywie dodatnich, zwtaszcza poprzez
reaktywnos$¢ krzyzowa z koronawirusami powodujacymi przezigbienie, takimi jak HCoV 229E. *Warto zauwazy¢, ze
HCoV229E nalezy do rodzaju alpha-Coronaviridae, podczas gdy SARS-CoV-2 i inne Sarbecorvirusy naleza do rodzaju
beta-Coronaviridae. Wirusy ,,przezigbienia” HCoV-HKU1 i OC43 s3 klasyfikowane do tego ostatniego rodzaju, a ich
organizacja genomu jest znacznie blizsza Sarbecowirusom (Liu i in., 2021), dlatego jeden z tych dwoéch wiruséw bytby

lepsza kontrola.
Gen Liczba testow Test swoistosci 1 Test swoistosci 2 Miec na Sredni poziom
docelowy przeprf)wsjtdzane Hodowla Hodowle mysli B bledow
SARS- p'r%y uz}zrcm komoérkowa (wolna | komérkows spec?flfl ckznosc (fatszywie
CoV-2 roznyc od wirus6w z prébe :
o Jestambw . ) (2 HCoV229E¥) i dodatnie)
testowych P'raw1dIowo Prawidfowo (100 = s'redn%z}
zidentyfikowane ) [%%] specyficznosc)
. : zidentyfikowany
jako ujemne ke
Przypadki [% Jaso
reypadid [] SARS-CoV-2
[%]
negatywny
Sprawy [%]
E-gen 373 371 [99,40] 355195,17] 97.31 2,69
gen RdRp | 182 178 [97,80] 165 [90,66] 94,23 5.77
gen N 166 164 [98,20] 146 [87,95] 93.08 6,92
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Pomimo faktu, Ze ich projekt najwyrazniej mial na celu nie by¢ wylacznie specyficznym dla nowego SARS-
CoV2, wszystkie cele, ktore wybrali do amplifikacii, maja swoja wlasng bezwzgledna specyficznosc¢ i poziom
btedéw (tabela 2) . Liczbe wynikéw falszywie dodatnich mozna obliczy¢ dla kazdego pojedynczego genu, a
takze dla dowolnej ich kombinaciji. Méwiac krétko, ryzyko wynikéw falszywie dodatnich dla
niespecyficznych starteréw, takich jak te stosowane w protokole Charité, zalezy od liczby badanych genéw
docelowych. Im mniej gendéw docelowych jest testowanych, tym wigksza liczba falszywie dodatnich
wynikéw, ktére zostang wygenerowane. Jest wigc catkowicie

niezrozumiate, dlaczego WHO w czasie pandemii zalecila zmniejszenie liczby docelowych genéw bez
poprawy specyficznosci projektu startera. W oryginalnym protokole Charité (opublikowanym 13 stycznia
2020 r.) WHO (24 stycznia 2021 r .) zalecila testowanie trzech docelowych genéw (genu E, genu RdRp,
genu N) . Mogloby to ograniczy¢ liczbe falszywych trafien. Jednak w pierwszej modytikacji (opublikowanej
17 stycznia 2020 r .) detekcja PCR genu N (najbardziej specyficzna i najmniej czula w serii rozcienczen
wedlug Muenchhoff et al., 2020 ) , a zatem najrzadziej wystepujaca cel falszywie dodatni zostal pominigty
(WHO, 13 stycznia 2020 r . ) . Co gorsza, przy drugiej modyfikacji (opublikowanej 2 marca 2020 r.) WHO
zalecila, aby ,,na obszarach, gdzie wirus COVID-19 jest szeroko rozpowszechniony, mozna przyjac prostszy
algorytm, w ktérym na przyklad badanie przesiewowe za pomocg RT-PCR pojedynczy cel dyskryminacyjny
(tj. gen E) jest uwazany za wystarczajacy’ (2 marca 2020 r.) . Te modyfikacje — zwlaszcza ostateczna
rekomendacja, aby przetestowaé wysoko niespecyficzny gen E jako jedyny cel — z pewnoscia zwigkszyt
ryzyko wynikow falszywie dodatnich, zwigkszajac w ten sposob liczbe przypadkéw, a takze
prawdopodobnie zwigkszyl liczbe wynikéw falszywie ujemnych (Finn i Lucey, 2021; Kanjii in ., 2021 ;
Pecoraro 1in., 2021 ) .

K WESTIONA KONSTRUKCJA PODKLADU

Kazdy wiarygodny test RT-PCR zalezy w duzym stopniu od jakosci starterow zaprojektowanych do
amplifikacji regionu wybranego jako specyficzny cel w obrebie sekwencji. Do celéw diagnostycznych istotne
jest, aby startery byly w 100% specyficzne dla sekwencji bedacej przedmiotem zainteresowania, aby uniknaé
reaktywnosci krzyzowej z niemal homologicznymi sekwencjami blisko spokrewnionych genéw, ktére moga
by¢ wariantami wirusa (Bustin i Nolan, 2017 ) . Gdy stosuje si¢ dwa lub wigcej zestawow starteréw,
wydajnosci amplifikacji na zestaw starteréw moga by¢ rézne. Moze to skutkowaé réznymi czutodciami testu
ze wzgledu na réznice w skutecznosci primingu zwiazanej z drugorzedows strukturg lub stabilnoscia (Chan i
in., 2020 ) . Protoko! Charité opisuje startery zawierajace do szesciu nieokreslonych pozycji. Nieokreslone
pozycje skutkuja zaprojektowaniem kilku réznych alternatywnych sekwencji starterow (dwa rézne startery
RdARp_SARSt_F + 8 réznych sond RARp_SARS_P1 + 4 r6zne RARp_SARSr_R). Ponadto jeden ze
starteréw N (sekwencja GCAGACGTGGTCCAGAACAAA) ma 10 wspoélnych zasad z sekwencja
ludzkiego chromosomu-1 (sekwencja GCAGACTCTGAGGGGATGCCA), z ktérych szesé

znajduje si¢ na konicu 3'i dlatego stwarza wysokie ryzyko niespecyficznego primingu (Borger i in., 2020 ) .
Jednak odwrotny starter RARp protokolu Charité jest jeszcze bardziej problematyczny, poniewaz jest w
100% identyczny z sekwencja obecna na ludzkim chromosomie-18 (Borger i in., 2020 ) . Moze to
spowodowac niezamierzona amplifikacje PCR nawet przy catkowitym braku jakichkolwiek sekwencji SARS-
CoV-2. Ponadto zgloszono, ze gen RdRp jest problematyczny, poniewaz ma najnizszy wskaznik
pozytywnego wykrywania i najwyzsza warto$¢ Ct (Anantharajah 1 in., 2021; Zimmermann 1 in., 2022) .
Innym waznym aspektem projektowania starteréw do PCR jest temperatura przylaczania (Tm), ktéra w
decydujacy sposob zalezy od zawartosci GC sekwenciji starteréw. Im nizsza Tm, tym wigksze ryzyko
wynikéw falszywie dodatnich. Ponadto Tm pary starterow powinna by¢ bardzo bliska, najlepiej nie dalej niz
2°C wedlug Bustina i in., (2009 ) . Nalezy zauwazy¢, ze wyzej wspomniana prognoza Tm in silico stuzy
jedynie jako pierwsza wskazéwka. Nie moze uwzgledniac wszystkich mozliwych struktur drugorzedowych w
szerszym kontekscie genomicznym matrycy lub w dokladnym sktadzie mastermiksow PCR, ktore zawieraja
substancje chemiczne wplywajace na Tm hybryd PCR, co pozwala na bardziej elastyczne stosowanie
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starteréw i sond , przy jednoczesnym rzekomym zachowaniu niezbednej surowosci wykrywania celu.
Pomimo tego znacznego stopnia elastycznosci dzigki nowoczesnym kompozycjom PCR, kazdy projekt PCR
wymaga ostatecznie projektu, ktory jest absolutnie specyficzny i odpowiednio czuly — okreslony w
wytycznych ISO13485 i rygorystycznie przetestowany w ramach zewnetrznej oceny jakosci (w naszym
przypadku UK NEQAS). Wedlug Borgera i in., ( 2020 ) oraz Cormana i in., ( 2020 ) , kilka starterow
protokotu Charité ma wysoki stopiei elastycznosci Tm . Jednak w tym konkretnym przypadku elastycznosci
Tm starteréw towarzyszyla wyraznie suboptymalna wydajnos¢ testu PCR pod wzgledem specyficznosci. W
przypadku ,,solidnego testu diagnostycznego” jest to niedopuszczalne. Dlatego test Charité powinien byt
zostaé przeprojektowany przed wdrozeniem na calym $wiecie.

W ALIDACJA WYGENEROWANYCH AMPLIKONOW PRZEZ SEKWENCJONOWANIE JEST
OBOWIAZKOWA

Ocena bezwzglednej liczby wiruséw w probee pacjenta, ktoéra jest niezbedna do skorelowania wartosci Ct z
miano wirusa zakaznego oszacowanego w hodowli komérkowej, wymaga ilosciowego PCR, ktory rézni si¢
od jakosciowego PCR. Jakosciowy PCR generuje okreslony amplikon, ktéry normalnie jest wykrywany przez
analize zalezna od wielko$ci w zelu agarozowym i moze by¢ nastgpnie uzyty jako matryca do analizy
sekwencjonowania. W ilosciowym PCR generowana jest warto$¢ Ct, ktora reprezentuje kinetyke
skumulowanego sygnalu fluorescencyjnego, ktory koreluje z degradacja sondy. W konsekwencji w tym
procesie nie jest mozliwe potwierdzenie prawidtowej amplifikacji genu docelowego. Zwlaszcza w przypadku
nowo zaprojektowanych protokotéw, po amplifikacji zwykle nastepuje analiza w zelu agarozowym i
sekwencjonowanie w celu potwierdzenia zamplifikowanej sekwencji. Chociaz WHO zaleca
sekwencjonowanie calego lub przynajmniej cz¢$ciowego genomu (19.03.2020 ; 8.01.2021; 20.01.2021 ) |
autorzy protokotu Charité nie uwzglednili tego waznego kroku potwierdzajacego, czyli sekwencjonowania
Sangera .

nigdy nie uzyskano specyficznosci starterow i sond stosowanych w ich protokole, ktére bylyby niezbedne do
wytworzenia wiarygodnej amplifikacji swoistej dla celu (Corman iin., 2020 ) .

Co ciekawe, juz w kwietniu 2020 r. spotecznos$¢ naukowa wiedziala, Ze protokoét Charité ma problemy ze
specyficznoscia ,,nieznanego pochodzenia” (Konrad i in., 2020 ) . Nawet w znormalizowanych warunkach
laboratoryjnych sami autorzy protokotu Charité (Corman i in., 2020 ) stwierdzili, ze cztery pozytywne probki
byly ujemne po ponownym przetestowaniu, co stanowi klasyczny przyktad wynikéw fatszywie dodatnich
lub przypadkowych zanieczyszczen laboratoryjnych produktami PCR z powodu probleméw z obsluga. Fakt,
ze autorzy rzeczywiscie wyjasnili swoje falszywe alarmy jako ,,problemy z obsluga”, ktore wystapily nawet
na samym poczatku protokotu Charité w warunkach laboratoryjnych z doswiadczonym personelem, rodzi
powazne pytania dotyczace wskaznikow zanieczyszczenia w duzych laboratoriach rzadowych, jak rowniez w
nowo powstalych komercyjnych laboratoriéw, ktére od poczatku tzw. ,,pandemii” byly pod presja
wykonywania wielu testéw PCR.

(2020 ) przeprowadzili eksperyment . Przestali seri¢ rozcieficzen probki pozytywnej SARS-CoV-2 PCR do
siedmiu uczestniczacych laboratoriéw. Cata sidemka zglosila, ze wszystkie probki byly ujemne przy Ct =
32. Autorzy podali:

,»Na podstawie obliczen z uzyciem Primer Express v3.0 (Applied Biosystems, Dreieich, Niemcy) przewidywano, ze
temperatury przylaczania wyniosa 64°C dla przedniego startera RdRp i 51°C dla startera wstecznego RdRp protokotu Charité.
Ta réznica temperatur moze skutkowaé zmniejszona wydajnoscia PCR”. Pomimo tych faktéw autorzy doszli do
nastepujacego wniosku:

,» Wickszos¢ testéw RT-PCR dla SARS-CoV-2 wykryla pie¢ kopii RNA na reakeje, co odzwierciedla wysoka czulosé i ich
przydatnosé do celéw przesiewowych na catym $wiecie”.
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Ten wniosek jest wazny, gdy czulosé PCR jest brana pod uwage sama. Jednak zgtoszona niezwykla czutosé
wskazuje na ryzyko amplifikacji nawet niewielkich pozostatosci po przebytej infekcji. Robienie tego nie jest
odpowiednie dla narzedzia diagnostycznego majacego na celu testowanie osoéb pozytywnych i1 negatywnych.
Konsekwencje wynikajacych z tego bledow mogg by¢ $miertelne. Dlatego w przypadku testéw RT-PCR
specyficzno$¢ jest o wiele wazniejsza (Klement i Bandyopadhyay, 2021 ) . Doskonala specyficznosc¢ dla
docelowych genéw w polaczeniu z czulymi wartosciami Ct (< 25) to cechy niezbedne do solidnego 1
wiarygodnego testu PCR.

Innym dobrze znanym wyzwaniem diagnostycznym jest wystgpowanie mutacji i nowych wariantow
wirusow. Ich istnienie wymaga regularnej walidacji i ewentualnie przeprojektowania starteréw w celu
uniknigcia potencjalnych niezgodnodci starteréw z probkami. Zostato to wykazane przez Osorio i
wspolpracownikéw, ktorzy poréwnali 1825 sekwenciji genomu SARS-CoV-2 zdeponowanych w bazie
danych GISAID (marzec 2020) z sekwencjq referencyjna Wuhan-Hu-1 (NC_045512). Nastepnie opisali w
dopasowaniach miejsca wigzania 33 oligonukleotydéw udostepnione przez WHO do zastosowania w RT-
PCR i stwierdzili, ze okoto 79% analizowanych sekwencji wiazacych startery wykazywalo mutacje w co
najmniej jednym docelowym genie (Osorio iin. , 2020 ) .

Ponadto nasze wlasne dane NGS wygenerowane w Czechach od pazdziernika 2020 r. do stycznia 2021 r.
potwierdzily, ze walidacja testu diagnostycznego opartego na PCR poprzez sekwencjonowanie jest
obowiazkowa. Jest to niezbedne nie tylko w poczatkowej fazie zakladania, ale takze regularnie w
pozniejszym okresie. Koniecznosé takiego podejscia wyraznie pokazaly nasze dane NGS, ktore ujawnily, ze
kazda z trzech pojedynczych fal, ktérych kulminacja byta Republika Czeska w pazdzierniku 2020 r.,
listopadzie 2020 . i grudniu 2020 t. / styczniu 2021 r., byla genomowo r6zna od poprzedniej fali. Chociaz
SARS-CoV-2 wykazuje wysoki wskaznik mutacji, dzi¢ki naszemu testowi 5'-UTR bylismy w stanie
wiarygodnie zidentyfikowac wszystkie krazace szczepy, tj. alfa, beta, gamma, delta i omicron.

Co ciekawe, mutacje wykryte w fali z wrzesnia 2020 r. nie wystepowaly bezposrednio po falach z listopada
2020 r. i grudnia 2020 r. Ta rozbiezno$¢ stala si¢ w pelni oczywista w przypadku wariantu omicron, ktory
podobno nie ma bezposredniego zwigzku ewolucyjnego z zadnym z poprzednich wariantéw SARS-CoV-2
(Suniin., 2022 ; takze Perez iin., 2023 ) w tym czasopi$mie). Jest to wigecej niz dziwne, biorac pod uwage
fakt, ze Republika Czeska wdrozyla wszystkie §rodki ograniczajace, a mianowicie blokade, masowe
ograniczenia w podrézowaniu, dystans spoleczny i maseczki na twarz. W ten sposob terytorium Republiki
Czeskiej zachowywalo si¢ jak genetycznie ograniczona, odizolowana populacja, ktora nie wspierataby takie;
réznorodnosci SARS-CoV-2. Mianowicie, kolejne fale wywodzace si¢ z ograniczonego obszaru powinny
posiada¢ wszystkie kolejne mutacje swoich poprzednikow. Mogl uzyskaé wiecej mutacji podczas swojej
ewolucji, ale logicznie nie moze magicznie wymaza¢ mutacji, ktére wystapily we wezesniejszych falach tej
samej sukcesji wirusowej. Jeszcze dziwniejszy byl fakt, Ze zaobserwowana rozbiezno$¢ byla najbardziej
widoczna miedzy szczepami SARS-CoV-2 z wrzesnia 2020 r. i listopada 2020 r. Swoistym zjawiskiem bylo
to, ze fala listopadowa ,,stracita” 14 mutacji obecnych w bezposrednio poprzedzajacej fali wrzesniowej.
Mozemy jedynie spekulowaé na temat tych niezwyktych cech genomowych kolejnych ,,fal” SARS-CoV-2,
jednak ze wzgledu na dostepna literature na temat odwrotnej genetyki wirusow RNA (Perez, 2017), a
zwlaszcza na temat tego, jak fatwo jest genetycznie manipulowac zakaznymi koronawirusami (Cockrell 1 in.,
2017; Muth i in., 2018 ) nie mozna wykluczy¢ sztucznej lub spowodowanej przez czlowieka interwenciji.

DOBRA PRAKTYKA LABORATORYJNA wWYMAGA STANDARDOWE] PROCEDURY
OPERACYJNE] (SOP)

Wysoka czuto$¢ technologii opartej na PCR idzie w parze z powaznym waskim gardtem w wydajnosci.
Nawet w przypadku 100% specyficznosci testu, co jest réwnoznaczne z odsetkiem wynikéw falszywie
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dodatnich réwnym 0%, wynik odnosi si¢ wylacznie do braku reakcji z sekwencjami innymi niz wybrany(e)
cel(e). Jednak ta specyficzno$¢ analityczna obliczona w certyfikowanych laboratoriach nie moze by¢
utozsamiana ze specyficznoscia w rzeczywistych testach, w ktorych zanieczyszczenia, ktore réwniez sq
wzmacniane wykladniczo, oraz bledy obstugi przez nieprzeszkolony personel nieuchronnie doprowadza do
generowania wynikow falszywie dodatnich. Na przyklad Layfield 1 wspélpracownicy (2021 ) zglosili
fatszywie dodatnie probki na mapie plytki, ktére znajdowaly si¢ w sasiedztwie probek o wysokim mianie
wirusa (Ct < 20). Co wigcej, gdy wskaznik pozytywnosci zbliza si¢ do wskaznika wynikow fatszywie
dodatnich, wiarygodnosé pozytywnego wyniku testu spada do zera. Jest to szczegdlnie wazne, gdy czesto§é
wystepowania jest niska, poniewaz jest wigcej 0s6b niezakazonych niz zakazonych. W tym scenariuszu
niewielkie zmiany swoisto$ci beda mialy znacznie wickszy wplyw na prawdopodobienstwo, ze dana osoba z
pozytywnym wynikiem testu bedzie miala infekcje niz zmiany wrazliwosci (Cohen i in., 2020 ) .

Aby unikna¢ bledéw nieodlacznie zwiazanych z kazda analiza laboratoryjna, procedury wykrywania zawsze
musza by¢ polaczone, starannie zaprojektowane przez kompetentnych badaczy, z wiarygodna SOP. Test
RT-PCR nadaje si¢ jako narzedzie diagnostyczne do wykrywania wirusow tylko wtedy, gdy jest
wystandaryzowany i kontrolowany na wszystkich poziomach. SPO jest niezbedna, jesli btedne wyniki majq
zosta¢ wykluczone w rozsadnym zakresie. W celu wykrycia SARS-CoV-2 SOP powinien zawierac
anonimowy panel probek testowych zawierajacych inaktywowany material wirusowy udostepniony przez
dostawce zewnetrznego (tj. laboratorium referencyjne), probke ujemna oraz probki z blisko spokrewnionym
wirusem w celu sprawdzi¢ specyficznos$¢ (probki te musza pozosta¢ ujemne). Idealnie, SOP powinna
réwniez zawieraé serie rozcienczen inaktywowanego wirusa w celu okreslenia czutosci testu (z wartoscig Ct
odpowiadajaca zakaznemu tadunkowi wirusowemu). W kontekscie ogélnoswiatowej pandemii wymagane
wymagania mozna spelni¢ jedynie poprzez eksperymentalne przetestowanie takiej procedury pod katem jej
ogolnoswiatowej waznosci. Ten ostatni wymog waznosci mozna spelni¢ jedynie w tak zwanym tescie
okreznym ( ramka 2).

Ramka 2: Kontrole wewnetrzne dla kazdej serii RT-PCR powinny obejmowac:

= §lepa wymazowka w celu wykluczenia kontaminacji podczas pobierania probki;

= kontrole ekstrakcji RNA w celu zapewnienia prawidlowej izolacji RNA;

. kontrola negatywna ze sktadnikami zestawu tylko w celu ochrony przed zanieczyszczeniem zestawu
produkcyjnego lub klinicznego; = ,wodoodporny” jako wewnetrzna kontrola negatywna;

= gen odniesienia (np. ludzka RNazaP) jako wewngetrzna kontrola pozytywna;

= pozytywne kontrole inaktywowanego SARS-CoV-2 wyizolowanego z supernatantow hodowli
komoérkowej w celu skorelowania wartosci Ct z liczba kopii zakaznego miana wirusa zdolnego do
replikacji, np. za pomocs testow tysinkowych (Mendoza 1 in., 2020 ) . Obejmuje to (1) stezenie
odpowiadajace zakaznemu obciazeniu wirusowemu (107)z Ct < 30 we wszystkich zamplifikowanych
genach docelowych oraz (2) sonde odpowiadajaca niezakaznemu stezeniu (np. 5x105)w w celu
okreslenia wartosci Ct, powyzej ktorej RT-PCR uzyskuje wyniki ujemne. Te pozytywne kontrole musza

zostaé sprawdzone pod katem kontroli jakosci, poniewaz wirus bedzie obecny w linii komérkowej i
moze nie odzwierciedla¢ pojawiajacych si¢ wiruséw.
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= kontrola reaktywnosci krzyzowej (musi pozosta¢ ujemna), np. linie koronawirusa ,,normalnej grypy
sezonowej”, takie jak OC43 i 229E, ktére podobnie jak kontrole pozytywne SARS-CoV-2 zostaly
inaktywowane przy mianie wirusa 107,
W idealnej sytuaciji powinny to by¢ docelowe kontrole negatywne probek ludzkich z potwierdzona
sekwencja Sangera.

Potrzeba SOP zostala oczywista dzigki badaniom w Niemczech koordynowanym przez Instand eV,
organizacje, ktora przyznaje certyfikaty dobrej praktyki laboratoryjnej. Ich pierwszy test okrezny majacy na
celu walidacje Charité RTPCR, obejmujacy 488 laboratoriéw, ujawnit powazne problemy (Zeichhardt i
Kammel, 2020 ) . Warto zauwazy¢, ze podczas trwajacego testu okreznego trzy z siedmiu probek zostaly
wykluczone z §lepego panelu z powodu ,,pilnych présb z Niemiec i zagranicy o ujawnienie wlasciwosci
probek do przetestowania przed koficem przediuzonego okresu skladania wnioskéw, t. przed 28 kwietnia
2020 r., aby laboratoria mogly w krotkim czasie poprawic¢ swojq metode badawcza w przypadku
ewentualnych blednych pomiaréw”. Interwencja w procedure okrezna jest bardzo nietypowa, a raportu nie
mozna traktowac jako reprezentujacego niezalezng zewnetrzng procedure walidacji uczestniczacych
laboratoriow. Dodatkowym problemem, nawet w tej kontrolowanej procedurze testu okreznego, z juz
przygotowanymi probkami i ograniczonym zakresem testu, sa pomyltki prébek, ktére miaty miejsce w 24
laboratoriach, co co ciekawe, zawsze wplywalo na te¢ sama SARS-CoV-2 dodatnig sond¢ z sonda kontrolna
zawierajaca wirusa przezigbienia HCoV229E (Zeichhardt & Kammel, 2020 ) . Wreszcie zauwazono, ze
wykrywanie docelowych genéw wykazato ogromne réznice miedzy laboratoriami pod wzgledem wartosci
Ct. Na przyklad wartodci Ct dla tej samej rozcieniczonej probki SARS-CoV-2 (numer probki 340061) wahaly
si¢ miedzy 15-40 dla genu E, 20-40,7 dla genu N i 19,5-42,8 dla genu RdRp- gen. Oczywiscie, w duzej
mierze rézne wartosci Ct dla ré6znych docelowych genéw opartych na tym samym celu wykazuja r6zna
czulod¢ celow iw duzej mierze zalezy od poczatkowego sukcesu amplifikaciji. Poniewaz PCR jest procesem
2-logarytmicznym, kazdy maly poczatkowy problem réwniez wzrosnie logarytmicznie. Podkresla to
potrzebe uwzglednienia kontrolnej krzywej standardowej w kazdym PCR w celu oceny wynikow. Wszystkie
te dane w imponujacy sposob pokazuja skrajny brak standaryzacji testow w uczestniczacych,
certyfikowanych laboratoriach. Poniewaz nie ma §wiatowych (a przynajmniej ogélnounijnych lub
amerykanskich) SOP, mozemy sobie jedynie wyobrazi¢ ogromna zmienno$¢ generowana w laboratoriach
wykrywajacych ,,RNA SARS-CoV-2” w prébkach rzeczywistych pacjentéw.
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Whniosek

NARUSZENIE ZASAD DOBRE]J PRAKTYKI NAUKOWE] UMOZLIWIEO POLITYKOM STOSOWANIE
MEDYCYNY BEZ DOWODOW NA CALE POPULACJE

Protoké! Charité stanowi naruszenie wszystkich uznanych na szczeblu migdzynarodowym zasad dobrej
praktyki naukowej ( ramka 3 ). Najpierw startery 1 sondy uzyte do RT-PCR zostaly przestane do firm
testujacych, tj. Labor Berlin 1 Tib Molbiol, i udostepnione na rynku jako Light Mix Diagnostic

Zestawy testowe, tj. LightMix® Modular SARS-CoV-2/COVID-19, RdRp; LightMix® Modutowy SARS-
CoV2/COVID-19, E-gen; Tib Molbiol, Roché Diagnostics przed publikacja naukows i bez wzmianki o tym
fakcie 1 zwigzanym z nim konflikcie intereséw w publikacji naukowej. Po drugie, protokot testu zostat
opublikowany online jako wytyczne WHO (WHO, 24 stycznia 2021 r .) przed recenzja i publikacja w
Eurosurveillance (Corman i in., 2020 ) . Dopiero wtedy zostal poddany szybkiej 24-godzinnej recenzji, co
bylo retrospektywnie uzasadnione zblizajaca si¢ pandemia. Niemniej jednak w dniu 21 stycznia 2020 r., czyli
w dniu przestania manuskryptu, na calym $wiecie odnotowano tylko sze$¢ zgonéw (Nasz §wiat w danych ) .
Ponadto zestaw Tib Molbiol LightMix byt juz dostgpny w Slowenii na tydzien przed publikacja protokotu
Charité (Poljak i in., 2020 ) . W tym czasie w Europie nie udokumentowano ani jednego przypadku SARS-
CoV-2 (Nasz §wiat w danych ) . Po trzecie, dwoch autorow jest cztonkami Rady Redakeyjne;
Eurosurveillance, jeden jest dyrektorem zarzadzajacym Tib Molbiol, a jeszcze inny jest starszym
pracownikiem naukowym w GenExpress i doradca naukowym Tib Molbiol — Zaden z tych potencjalnych
konfliktéw interesow nie zostal ujawniony, gdy przestanie manuskryptu (Borger i in., 2020 ) .

Zaniedbanie uznanych na calym $wiecie zasad dobrej praktyki naukowej sktonito do opublikowania bardzo
wadliwego testu laboratoryjnego. Nastepnie pozytywne wyniki RT-PCR zréwnano z ,,przypadkami COVID-
197, nawet przy braku jakichkolwiek objawéw choroby. Jednak ,,przypadek” oznacza objawy 1 diagnoze
choroby, tutaj COVID-19, a nie obecnos¢ (cz¢sci) SARS-CoV-2. Réwniez z naukowego punktu widzenia
codzienne doniesienia o tzw. ,,nowych przypadkach” czy ,,nowych infekcjach” nie mialy zadnego sensu,
poniewaz nie ustalono, czy sq one ,,nowe”, ani czy sg ,,zakazne”. Wysoka czuto$¢ PCR umozliwia wykrycie
fragmentéw wirusa dowolnego pochodzenia, ale PCR nie moze zdiagnozowac ,,przypadkéw” ani ,,infekeji”.
Rzeczywiscie, ponad potowa pozytywnych wynikow testow prawdopodobnie nie jest zakazna (Jaafar i in.,
2021) . Niemniej jednak rzady wprowadzily kwarantanny zdrowych ludzi i wprowadzily blokady ze
znacznymi dodatkowymi szkodami dla populacji i gospodarek na calym $wiecie w oparciu o glgboko
wadliwy test laboratoryjny RT-PCR.

W wyniku braku aktywnosci korygujacej polimerazy, wskaznik mutacji nukleotydéw SARS-CoV-2 szacuje si¢
na 8E-04 substytucji na miejsce rocznie (The Open Science Prize, 2020 ) . Istnieje duze
prawdopodobiefistwo, ze nowe odmiany genetyczne SARS-CoV-2 moga zagrozi¢ zaréwno czulosci, jak i
specyficznosci ustalonych testow RT-PCR. Jest to tym bardziej prawdopodobne, biorac pod uwagg, ze
wykazano, ze 8,5% wszystkich mutacji (nowe réznice nukleotydéw) w wariantach SARS-CoV-2 na calym
swiecie odwzorowuje znane

Lokalizacje starteréw PCR (Penarrubia 1 in., 2020 ) . Dlatego zalecamy ciggle monitorowanie zmian
genomowych w celu zapewnienia szybkiej odpowiedzi w przypadku koniecznos$ci ponownego
zaprojektowania testu.

Dlatego z krajowego punktu widzenia zdrowia publicznego agencje powinny wymagac stalego nadzoru
sekwencjonowania Sangera nad dodatnimi i ujemnymi RT-PCR, objawowymi osobnikami w celu wykrycia
zaniku w Sanger-dodatnim i Sanger-ujemnym w czasie, aby zapobiec ucieczce PCR opartej na ewoluciji. W
tym przypadku oficjalne liczby szacunkéw przypadkéw powinny zostaé skorygowane w dél w oparciu o
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utrat¢ Sangera-dodatniego 1 w gére w oparciu o utratg¢ Sangera-ujemnego (obie zgloszone z przedzialami
ufnosci).

Podsumowujac, pozytywne wyniki testu obejmuja mieszanke prawdziwych przypadkéw COVID-19 (4.
kontakt z SARS-CoV-

2 co najmniej 9 dni przed badaniem, prawdopodobnie zakazny z objawami choroby uktadu oddechowego ),
przypadki nieprawdziwe (tj. kontakt z wirusem lub fragmentami wirusa mniej niz 9 dni temu,
prawdopodobnie niezakazny, czasem z objawami) oraz przypadki falszywe (zdrowe, na pewno nie zakazne).
Rozklad tych trzech kategorii zalezy od réznic laboratoryjnych, uzywanych zestawéw, umiejetnosci
technikéw itp. Dlatego zdecydowanie sprzeciwiamy si¢ stosowaniu technologii RT-PCR do pomiaru
,»przypadkéw” lub ,,zakazen” bez odpowiedniego 1 niezaleznego ,,staromodnego” diagnoza postawiona
przez lekarza. Doszlismy do wniosku, ze zastosowanie tej technologii jako instrumentu do masowych testow
obejmujacych cala populacj¢ niepotrzebnie wyolbrzymito i przedtuzylo pandemi¢ COVID-19 i powinno
zosta¢ pominiete w podobnych przyszlych scenariuszach.

Ramka 3: Uznane migedzynarodowo zasady dobrej praktyki naukowej obejmuja:

* aspekty formalne, np. rzetelna weryfikacja wynikow badan przez niezaleznych recenzentow przed
publikacjg oraz wyrazenie wszelkiego rodzaju istniejacego konfliktu intereséw przez wszystkich
wspolautorow, np. finansowanie projektu przez przemysl farmaceutyczny,

* aspekty badawcze, np. wdrozenie waznego protokotu, w tym kontroli pozytywnych i negatywnych, a
takze potwierdzenie wynikéw i zastosowanie odpowiednich i solidnych technik,

* zapewnienie jakosci i ustanowienie standardéw. Te ostatnie majg szczegoélne znaczenie przy
opracowywaniu nowych metod lub testéw diagnostycznych, zwlaszcza gdy wynik testu moze
zadecydowac o leczeniu pacjenta.

BRAK PRZEJRZYSTOSCI BYL. I NADAL JEST WSZECHOBECNYM TOWARZYSZEM KRYZYSU, KTORY
PRZYCZYNIL WIECE] SZKODY NIZ POZYTKU

Dwa artykuly redakcyjne BMJ argumentowaly, ze podczas COVID-19 politycy i rzady tlumia nauke, aby
przyspieszy¢ komercyjna dostgpnosé¢ diagnostyki i leczenia (Abbasi, 2020 ; Jureidini i McHenry, 2022) .
Chociaz w $wietle zblizajacej si¢ ,,pandemii zabdjczego wirusa” mozna obroni¢ publikacje i wprowadzenie
na rynek suboptymalnego testu RT-PCR do wykrywania SARS-CoV-2, wszelkie btedy i nieodpowiednie
standardy naukowe wykryte po publikacji musza zosta¢ natychmiast zgltoszone i poprawione. Wniosek o
wycofanie protokolu Charité (Corman 1 in., 2020 ) w oparciu o dziesie¢ zastrzezen formalnych i
technicznych zostal zlozony do

redakcji Eurosurveillance w listopadzie 2020 r., ale wydaje sig, ze nigdy nie zostala powaznie rozwazona
(Borger 1 in., 2020 ) . Prosba zostala odrzucona w internetowym o$wiadczeniu opartym na pigciu
nieujawnionych opiniach ekspertéw, chociaz zaden z problemoéw nie zostal odpowiednio rozwiazany ( Nota
redakcyjna Euroinwigilacja). Co wigcej, nie wspomniano nawet o dodatku zawierajacym 20 recenzowanych,
opublikowanych artykuléw potwierdzajacych te obawy. PézZniejszy apel o ujawnienie raportow recenzentow
pieciu recenzentéw zostal odrzucony przez Rade Redakceyjng Eurosurveillance, a tym samym naruszyl
kluczowe standardy naukowe, ktére gwarantuja przejrzysty proces recenzowania, aby umozliwic¢ uczciwy
dialog naukowy. Dlaczego nie zdecydowali si¢ poinformowac spolecznosci naukowej o mozliwych
niedociagnieciach i putapkach protokolu Charité, pozostaje nieuchwytny.
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Wreszcie, procesy decyzyjne WHO nie sq przejrzyste, poniewaz sa stosowane 12 lat po $winskiej grypie,
nadal nie jest jasne, dlaczego WHO zmodyfikowata definicje pandemii. Zgodnie ze stara definicja w ogole
nie bytoby mozliwe ogloszenie pandemii COVID-19. Niezrozumiale jest rowniez, dlaczego WHO nie
opublikowala od razu angielskiej wersji testu RT-PCR opracowanego przez CCDC, ale opublikowala inny
test europejski. Kolejnym pytaniem bez odpowiedzi jest to, dlaczego WHO nie poinformowata od razu o
znaczeniu warto$ci Ct 1 interpretacji wynikow testu RTPCR, kiedy technologia PCR zostala przyjeta jako
,»ztoty standard” w wykrywaniu SARS-CoV-2? Dlaczego zrobili to dopiero po pelnym roku od wybuchu
pandemii (WHO, 20 stycznia 2021 r. ) ? Dlaczego wplywowi naukowcy, tacy jak Marion Koopmanns i
Anthony Fauci, nie zwrdcili uwagi na niewlasciwe wykorzystanie PCR jako tak zwanego ,,zlotego
standardu” do wykrywania osobnikéw ,,zakaznych”, chociaz musieli wiedzie¢ lepiej, jak wykazali w
wywiadach i1 podcastach (zob. ramka 1)? Jesli brak przejrzystosci nie wynika z ignorancji naukowej, co
uwazamy za rozsadny wniosek, wydaje si¢, ze wigze si¢ to z niepozadang ingerencja polityki w nauke i
praktyke medyczna. Jesli tak, byloby to niepokojace. Za wszelka cene sama nauka musi przynajmnie;j
pozosta¢ wolna od ideologii politycznych, dogmatéw i intereséw finansowych.
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Zastrzezenia prawne

Informacje na stronie internetowej i w IJVIPR nie maja na celu diagnozy, zalecanego leczenia, zapobiegania ani
leczenia jakiejkolwiek choroby ludzkiej lub procedury medycznej, do ktérej mozna si¢ w jakikolwiek sposéb odniesé.
Uzytkownicy i czytelnicy, ktérzy moga by¢ rodzicami, opiekunami, opiekunami, klinicystami lub krewnymi os6b
dotknietych jakimikolwiek stanami chorobowymi, procedurami lub protokotami, o ktérych mowa, musza kierowac si¢
wlasnym osagdem w odniesieniu do konkretnych aplikaciji. Wspdlpracujacy autorzy, redaktorzy i osoby powigzane w
jakimkolwiek charakterze ze strong internetows i/lub czasopismem zrzekaja si¢ wszelkiej odpowiedzialno$ci wobec
jakiejkolwiek osoby lub podmiotu za jakiekolwiek szkody, straty finansowe, obrazenia fizyczne lub inne kary, ktére
moga wynika¢ z jakiegokolwiek wykorzystania lub aplikacji w jakimkolwiek kontekscie informacji, wnioskéw, wynikéw
badan, opinii, bledéw lub jakichkolwiek stwierdzen znalezionych na stronie internetowej lub w IJVITPR. .
Prezentowany material jest swobodnie oferowany wszystkim uzytkownikom, ktorzy moga by¢ zainteresowani jego
zbadaniem, ale to, w jaki spos6b moga zastosowac jakakolwick jego czgs$é, jest wylaczna odpowiedzialnoscia
widza/uzytkownika. Jesli material jest cytowany lub przedrukowywany, uzytkownicy proszeni sa o podanie
zrédla/autora oraz o przestrzeganie niekomercyjnych wymagan licencji Creative Commons 4.0 NC ND dotyczacych
nickomercji i zakazu tworzenia pochodnych lub do jakiejkolwiek innej licencji, ktéra ma pierwszenstwo przed nia.
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Rysunek uzupelniajacy 1A. Chromatogramy z sckwencjonowania Sanger w przéd iw tyl sekwencji 5'-UTR pacjenta indeksowego BD103, zdiagnozowanego z

tadunkiem 5x10e7 kopii wirusa/ml eluatu prébki (wymaz z nosogardzieli).

A

BD103 5 UTR forward:

30 40 50 €0 70 80 90 100 110 120
CG G CTG CATG CTTAG TG CACTCACG CAG TATAAT TAATAACTAATTACTG TCGTTG ACAG G

130 140 150 1€0
ACACG AGTARCTCOG TCTATCTTCTGCAGGCTGCTTACGGTTTCETCCGTGTTGCAGCCG ATCATCAGCACATCTAGGT

BD103 5‘ UTR reverse:

10 20 30 a0 50 &0 70 80

i 7 %0 oo 10 1320 130 140
TCTTGTAGAT CTGTT CTCTAARCGRACTTTAAAAT CTGTGTGGCTGET CACT CGGCTGCATGCTTAGTIGCACT CACG CAGTATAATTAATAR

CTAATTA CTGT CGTTGA CAGGA CA CGRGTAA CT CGT CTAT «TT (TG €2
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Rysunek uzupetniajacy 1B. Dopasowanie BLAST sekwencji 5'-UTR BD103 do sekwencji 5'-UTR najblizszych
sasiadow. Zwro¢ uwage na 100% homologie z SARS-CoV-2 5'-UTR i uderzajaca heterologie w poréwnaniu
odpowiednio z Bat-coronavirus i Bat-SARS-coronavirus. Zapytanie: Autentyczna sekwencja uzyskana od
pacjenta z indeksem BD103; Temat: Sekwencja referencyjna konkretnego koronawirusa zdeponowana w

bibliotece NCBI ref seq ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) .
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Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate SARS-CoV-2/nCoV-19-025/human/2020/VNM
Sequence ID: MT192773.1 Length: 29890 Number of Matches: 1

Range 1: 43 to 249 GenBank Graphics
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Bat coronavirus (BtCoV/279/2005), complete genome
Sequence ID: DQ648857.1 Length: 29741 Number of Matches: 1

Range 1: 41 to 248 GenBank Graphics
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Bat SARS coronavirus HKU3-12, complete genome
Sequence ID: GQ153547.1 Length: 29704 Number of Matches: 1

Range 1: 40 to 246 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
281 bits(152) 7e-72 190/208(91%) 3/208(1%) Plus/Plus
Query 2 GATCTCTTGTAGATCTGTTCT GTGGLTGTCAC 61
IIIIIIIIIIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIII
Sbjct 40  GATCTCTTGTAGATCTGTT TCTGTGTGECTGTCGLT! 99
Query 62 GCATGCTTAGTGCACTCACGCAGTATAATTAATAACTAA--TTACTGTCGTTGACAGGAC 119
CLURRL EEE LURE PELRRLRennt 11 III A II
Sbjct 180 GCATGCCTAGCGCACCTACGCAGTATAAATATTAA-TAACTTTACTGTCGTTGACAAGAA 158
Query 120 GAGTAACTCGTCTATCTTCTGLAGGCTGCTTACGGTTTCGTCCGTGTTGCAGCCGATC 179
||II||I||III[I LILLLLLEL III|IIIIII|II|III|[I||IIIII IIII
Skjet 159 ACGAGTAACTCGTCCCTCTTCTGCAGACTGCTTACGGTTTCGTCCGTGTTGCAGTCGATC 218

Query 180 ATCAGCACATCTAGGTTTCGTCCGGGTG 287

(LLLLEE E RLEEEERL LR Lt
Sbjet 219 ATCAGCATACCTAGETTTCGTCCGEETG 246
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Rysunek uzupetniajacy 2A. Raport ilosciowy SARS-CoV-2.

Standard Curve (1)

conc= 107(-0,279*CT + 11,244)

Standard Curve (2)

CT =-3,587*log(conc) + 40,327

Reaction efficiency (*)

(* = 10M(-1/m) - 1) 0,90024

M -3,58668
B 40,3274
R Value 0,99919
R”2 Value 0,99839
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Rysunek uzupelniajacy 2B. Przedstawiono krzywa standardows i rozcienczenie logarytmiczne syntetycznej matrycy SARS-CoV-2
od 10e10 kopii/PCR do 10el kopii/PCR. Kolarstwo ilosciowe. Zielony.

Given Conc
)

Calc Conc (Copies)
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Rysunek uzupetniajacy 2C.

35 -

30§
25
204
154
10

20 25 30 35
Cycle

Krzywa standardowa.

SARS-CoV2 10e10 Standard 4,60 |10 000 000 000|9 156 436 738

| |SARS-CoV2 10e10 Standard 4,66 |10 000 000 000|8 794 595025
SARS-CoV2 10e9 Standard 8,00 |1000000000 |1027973723
SARS-CoV2 10e9 Standard 7,91 1000000000 [1093 112634
SARS-CoV2 10e8 Standard 11,55 [100 000 000  |105 247 838
SARS-CoV2 10e8 Standard 11,44 (100000 000  [113 540 259
SARS-CoV2 10e7 Standard 14,80 |10 000 000 13069 089
SARS-CoV2 10e7 Standard 14,90 |10 000 000 12278 505
SARS-CoV2 10e6 Standard 18,65 |1 000 000 1103254
SARS-CoV2 10e6 Standard 18,63 |1 000 000 1118182
SARS-CoV2 10eS Standard 22,67 |100 000 83 559
SARS-CoV2 10eS Standard 22,75 |100 000 79 490
SARS-CoV2 10e4 Standard 26,48 |10 000 7 239
SARS-CoV2 10e4 Standard 26,44 |10 000 7429
SARS-CoV2 10e3 Standard 29,86 1000 828
SARS-CoV2 10e3 Standard 29,53 |1 000 1021
SARS-CoV2 10e2 Standard 33,60 {100 75
SARS-CoV2 10e1 Standard 356210 21

40 45 S0 SARS-CoV2 negative Unknown

SARS-CoV2 negative Unknown
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