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AGENDA

➢ Wprowadzenie do diagnostyki molekularnej SARS-CoV-2

➢ Jak powinien wyglądać test real time pcr wobec SARS-CoV-2 

➢ Aktualne propozycje testów molekularnych wobec SARS-CoV-2 oraz mutacji wirusa



Diagnostyka molekularna SARS-Cov-2

➢ Podejrzane przypadki powinny zostać zbadane 

pod kątem wirusa przy użyciu testów amplifikacji kwasów nukleinowych  (NAAT), 

takich jak RT-PCR.



Testy molekularne NAAT zależne od analizatora

➢ Typowe systemy otwarte – termocykler real time pcr

➢ Systemy zamknięte real time pcr

➢ Systemy zamknięte inne : LAMP, RT-LAMP, CPA, hybrydyzacja 



Diagnostyka molekularna SARS-Cov-2

➢ Docelowe do tej pory geny wirusowe obejmują geny N, E, S i RdRP. 

Przykładami używanych protokołów mogą być znalezione tutaj.

https://blog.microbiologics.com/sars-c0v-2-tests-their-targets



Diagnostyka molekularna SARS-Cov-2

➢ Należy pobrać co najmniej materiał z układu oddechowego:

- próbki z górnych dróg oddechowych: wymaz z jamy nosowo-gardłowej i wymaz lub 

popłuczyny z jamy ustno-gardłowej u pacjentów ambulatoryjnych

- i/lub próbki z dolnych dróg oddechowych: plwocina i/lub aspirat z tchawicy lub 

popłuczyny oskrzelowo-pęcherzykowe u pacjentów 

z poważniejszą chorobą układu oddechowego. 



Diagnostyka molekularna SARS-Cov-2

➢ Należy brać pod uwagę że niezmiernie istotnym elementem procedury wykonania testu 

molekularnego jest pobór próbki klinicznej oraz proces ekstrakcji.

➢W zestawach do poboru występuje różna objętość medium 1-3 ml



Diagnostyka molekularna SARS-Cov-2

➢ Ważnym aspektem jest fakt jaką ilość próbki

klinicznej przenosimy do zestawów ekstrakcyjnych

RNA. W zależności od typu ekstrakcji (manualna,

automatyczna) objętości początkowe są zakresie do

200 µl – 1000 µl.

➢ Często brak szczegółowej informacji w jakim stanie

i na jakim etapie zakażenia jest pacjent, za czym idzie

ile kopii wirusa jest w pobranej próbce klinicznej.

➢ Laboratorium nie ma też pewności czy dobrze został

wykonany pobór próbki klinicznej.



Diagnostyka molekularna SARS-Cov-2

https://www.medicover.pl/Data/Files/storage_files/2020/5/12/ae0f9ac9-91a7-4c43-8f09-98aca5a54789/11.05-medicover-koronawirus-diagnostyka.pdf



Jak powinien wyglądać test real time pcr wobec SARS-CoV-2 

Składniki reakcji real time pcr, skład testu real time pcr:

1. Kontrola pozytywna (zawierająca szukane targety)

2. Kontrola negatywna (dH2O)

3. Kontrola wewnętrzna IC

4. RNA, którego fragment ma być powielony (eluat ekstrakcyjny – próbka)

5. Mastermiks (często jako gotowy odczynnik w postaci płynnej lub liofilizatu)

➢ mieszankę nukleotydów (czyli trifosforanów deoksyrybonukleozydów)

➢ startery (primery) - dwa typy starterów: starter przedni (forward) i starter wsteczny (reverse)

➢ termostabilną polimerazę DNA

➢ bufor zawierający sole i jony MG2+

➢ sondy

➢ odwrotną transkryptazę



Jak powinien wyglądać test real time pcr wobec SARS-CoV-2 

Na co zwracać uwagę

➢ Czułość analityczna która może być wyrażona jako próg detekcji

U rożnych producentów ten parametr może być w odmiennych jednostkach:

- kopii / reakcję

- kopii / µl

- 1×103 kopii / mL

➢ Walidację na odpowiednie termocyklery

➢ Wytyczne co do metody ekstrakcji

➢ Procedura wykonania testu

➢ Interpretacja wyników

➢ Kryteria akceptacji progów Ct co do kontroli dodatniej oraz wewnętrznej IC

➢ Wytyczne co do ustawień threshold-u (progu fluorescencji) oraz baseline (linii bazowej)



Testy z Anatolia Geneworks
Trzygenowe

1. Novel Coronavirus (2019-nCoV) Detection Kit v3

- Geny specyficzne Orf1ab i Gen N oraz gen przesiewowy E oraz kontrolę wewnętrzna IC (syntetyczna sekwencja RNA)

- limit detekcji : Gen E - 1,4 kopie/rx, 

Gen N - 11 kopie/rx, 

Gen orf1ab - 10 kopie/rx

2. Novel Coronavirus (2019-nCoV) Detection Kit v4

- Geny specyficzne Orf1ab i Gen N oraz gen przesiewowy E oraz kontrolę wewnętrzna IC (RNaza P) 

(Kontrola wewnętrzna (internal control IC) – wewnętrzna kontrola próbki jest oparta na wykrywaniu sekwencji ludzkiego 

endogennego kwasu nukleinowego (RNaza P) obecnego w ludzkich próbkach klinicznych. 

Służy ona jako kontrola izolacji RNA, inhibicji PCR i błędów poboru i zastosowania.

- limit detekcji : Gen E - 5,1 kopie/rx, 

Gen N - 4,1 kopie/rx, 

Gen orf1ab - 4,3 kopie/rx

Multipleks

3. Bosphore SARS-COV-2/Flu/RSV Panel Kit 

- Zestaw Bosphore SARS-CoV-2/Flu/RSV Panel Kit wykrywa i charakteryzuje 

koronawirusa SARS-CoV-2, RSV A&B oraz grypę A&B w ludzkich próbkach 

z układu oddechowego, włączając wymazy z nosogardzieli, wymazy 

ustno-gardłowe, plwocinę oraz ślinę oraz kontrolę wewnętrzna IC (RNaza P) 



Testy z Anatolia Geneworks - Mutacje

Test Specyfikacja Status

N501Y Detection Kit v1
wskazuje na 
występowanie 
wariantów

N501Y Endogenous
control

Gotowy, na magazynie, 
CE IVD

SARS-CoV-2 Variant 
Detection Kit v1 Wariant UK A570D, P681H,  

Y144del
Endogenous 
control

Gotowy, na magazynie, 
CE IVD

SARS-CoV-2 Variant 
Detection Kit v2 Brazil/S.Africa/UK N501Y, P681H, 

E484K
Endogenous 
control RUO

Mutacja E484K – tzw. 
„mutacja ucieczki”

„Może prowadzić spadku reaktywności 
przeciwciał wobec białka S 
koronawirusa i w ten sposób pozwala 
mu do pewnego stopnia umykać 
działaniu układu odporności”.



Testy z Anatolia Geneworks - Mutacje



Wartości Ct dla każdego kanału służą do ustalenia, czy istnieją odpowiednie wartości docelowe do przetestowania.   
Gen Docelowy Kanał Testowy Krytyczna Wartość Ct  Wyniki 

    

ORF1ab FAM 
≤ 37 + 

> 37 lub Brak Ct -   

N ROX 
≤ 35 + 

> 35 lub Brak Ct -   

SUC2 HEX 
≤ 34 + 

> 34 lub Brak Ct -   
    

 Próg detekcji dla zestawu wynosi: 200 kopii/mL.





Objętość próbki 1 µL～2000 µL

Pojemność 1～ 24 próbek

Czas ekstrakcji
20～ 40 min / 
22 min wirusowe RNA

Rodzaj ekstrakcji
Automatyczna oparta o kulki 
magnetyczne

Współczynnik odzysku kulek ＞99 ％

UV Tak

Wymiarys (cm) 55 (L) × 40 (W) × 45(H)

Waga 40 kg

Operating temperature 10 ℃～40 ℃

Cat.NO. Product Sample Type Size

604101 Lab-Aid® 824 DNA 
Extraction Kit (Micro)

dry blood spots and amniotic 
fluids

48 
tests/kit

604102 Lab-Aid® 824 DNA 
Extraction Kit (Mini)

200μLwhole blood,saliva and 
tissue

48 
tests/kit

604103 Lab-Aid® 824 DNA 
Extraction Kit (Midi)

500μLwhole blood,saliva and 
tissue

48 
tests/kit

604104 Lab-Aid® 824 DNA 
Extraction Kit (Maxi)

1500μLwhole blood,saliva and 
tissue，

48 
tests/kit

604106 Lab-Aid® 824 HPV 
DNA Extraction Kit cell of cervical secretions 48 

tests/kit

604109 Lab-Aid® 824 MTB 
DNA Extraction Kit

tuberculosis DNA from sputum 
and culture bacteria samples

48 
tests/kit









Diagnostyczne testy molekularne oparte na multipleksowej reakcji pcr
oraz hybrydyzacji za pomocą macroarray Chip



ZNACZENIE JEDNORODNEGO MIESZANIA PO DODANIU

DNA / RNA I SPRAWDZANIE SUROWYCH DANYCH

Proszę upewnić się, że nie ma takich wahań w początkowych
cyklach



Te 2 próbki są próbkami ujemnymi, ale nie zostały zmieszane jednorodnie, a krzywe
przecinają próg z powodu fluktuacji. Ale jest to rzadki przypadek i jeśli mieszanina
jest dobrze pipetowana, nie występuje.

ZNACZENIE JEDNORODNEGO MIESZANIA PO DODANIU

DNA / RNA I SPRAWDZANIE SUROWYCH DANYCH



Jeśli zmienimy wartości odniesienia (baseline) na Ct 8 do 12 zamiast Ct 6 do 12, 
analizę próbek można skorygować. 

ZNACZENIE JEDNORODNEGO MIESZANIA PO DODANIU

DNA / RNA I SPRAWDZANIE SUROWYCH DANYCH



Jeśli sprawdzimy surowe dane tych 2 próbek, widać, że są one ujemne. Wydają

się być dodatnie z powodu fluktuacji w początkowych cyklach (które rozciągają

się do Ct 6 i Ct 12).

ZNACZENIE JEDNORODNEGO MIESZANIA PO DODANIU

DNA / RNA I SPRAWDZANIE SUROWYCH DANYCH



INNE PROBLEMY
Upewnij się, że w probówkach do PCR nie ma pęcherzyków, szczególnie w dolnej 



INNE PROBLEMY
Upewnij się, że probówki do PCR są prawidłowo umieszczone, a nakrętki probówek są szczelnie zamknięte.



Przeciwciała w odpowiedzi na zakażenie wirusem SARS-CoV2

Pojawiają się przeciwciała klas: IgA, IgM, IgG

Mediana serokonwersji dla klasy IgA, IgM i IgG 11/13, 12/14 i 14 
dni od wystąpienia objawów

Limit detekcji RT-PCR

Limit detekcji Ag



W związku z trzecią falą i drastycznym wzrostem zakażeń 

wychodzimy z propozycją atrakcyjnych warunków zakupowych 

testów i analizatorów.
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Dziękuję za uwagę


