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ABSTRACT

Recognized in 2019 in Wuhan, China, the new SARS-CoV-2 coronavirus is responsible for the occurrence of
a global pandemic disease called COVID-19. So far, confirmation of infection is based on the detection of virus
RNA in a sample taken from a person meeting the suspected case definition. However, in the laboratory diagnosis
of SARS-CoV-2 infections, in addition to genetic tests, serological methods can also be used to detect specific
antibodies of the IgM, IgG and IgA class produced after contact with antigens or to detect viral antigen. Currently,
a number of rapid immunochromatographic, chemiluminescent and ELISA immunoassay tests developed by
different manufacturers for the diagnosis of COVID-19 are available on the market. Despite this fact, so far there is
no WHO or ECDC recommendations or even reliable research regarding the usefulness of serological investigations
in the laboratory diagnosis of infections caused by SARS-CoV-2.
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STRESZCZENIE

Rozpoznany w 2019 roku w Wuhan w Chinach nowy koronawirus SARS-CoV-2 odpowiedzialny jest za
wystapienie $wiatowej pandemii choroby nazwanej COVID-19. Jak do tej pory, potwierdzenie zakazenia
opiera si¢ na wykryciu RNA wirusa w probce pobranej od osoby spetniajacej kryteria definicji podejrzenia
przypadku. Jednakze, w laboratoryjnej diagnostyce zakazen SARS-CoV-2, oprdcz testow genetycznych, mozna
wykorzystywac¢ rowniez metody serologiczne, pozwalajace na wykrycie swoistych przeciwciat klasy IgM, IgG
i IgA wyprodukowanych przez organizm cztowieka po kontakcie z antygenami wirusa albo tez wykrywajace
antygen wirusa. Obecnie na rynku dostgpnych jest szereg szybkich testow immunochromatograficznych,
chemiluminescencyjnych oraz testow immunoenzymatycznych ELISA opracowanych przez r6znych
producentow, przeznaczonych do diagnostyki COVID-19. Pomimo tego, do tej pory nie ma rekomendacji WHO
lub ECDC, ani nawet wiarygodnych badan dotyczacych przydatnosci badan serologicznych wykonywanych
poszczegdlnymi testami w laboratoryjnej diagnostyce zakazen wywolywanych przez SARS-CoV-2.

Stowa kluczowe: SARS-ColV-2, COVID-19, testy serologiczne, testy immunochromatograficzne, testy
chemiluminescencyjne, testy immunoenzymatyczne ELISA
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INTRODUCTION

Most of the previously known viruses from the
Coronaviridae family cause, mainly in the winter-
spring season, both asymptomatic infections and
infections usually manifested as mild inflammation
of the upper respiratory tract. Much more serious
clinical consequences are caused by two relatively
recently described coronaviruses: SARS-CoV (Severe
acute respiratory syndrome coronavirus) and MERS-
CoV (Middle East respiratory syndrome-related
coronavirus). Mortality, in case of human infection
caused by above mentioned coronaviruses, is rated
respectively at 9.7 percent (SARS) and 34.5 percent
(MERS). Considering both viruses it is proved, that
they might have come most likely from coronaviruses
infecting bats, and humans become infected most
frequently from intermediate host (1,2).

The outbreak of a new virus that began in 2019 in
the Chinese city of Wuhan was caused by the newly
described coronavirus, named SARS-CoV-2. The
virus belongs to the subfamily Orthocoronavirinae
in the family Coronaviridae. This is a large single-
stranded RNA virus whose genome encodes four
major structural proteins: nucleocapsid (N) protein,
spike (S) protein, envelope (E) protein and membrane
(M) protein. The SARS-CoV-2 virion is spherical
with an average diameter of 50-200 nm. The helical
nucleocapsid is enclosed by an envelope that is
covered with club-shaped, long protuberance about 20
nm long, giving it the typical crown-like appearance,
which is characteristic for coronaviruses (CoV) (1,3).

SARS-CoV-2 has flu-like symptoms such as:
fever, cough, muscle aches, sore throat, and above
all as pneumonia, that can reach different forms
from lighter to heavier syndromes, leading to acute
respiratory distress syndrome (ARDS), metabolic
acidosis, disseminated intravascular coagulation,
septic shock and death. The COVID-19 incubation
period is most often from 3 to 7 days, up to 14 days
maximum (1).

Due to the non-specific clinical manifestations,
it is not possible to diagnose SARS-CoV-2 infection
without laboratory tests. According to WHO and
ECDC guidelines, confirmation of SARS-CoV-2
infection is based on the detection of virus RNA
in a sample taken from from a person meeting the
suspected case definition (4,5). In general, the
material for molecular testing is a sample collected
from the upper respiratory tract (nasopharyngeal
and oropharyngeal swab) or lower respiratory tract
(bronchoalveolar lavage, sputum, tracheal aspirate).
To recognize the patient as infected with SARS-
CoV-2 virus, positive molecular test result should be
obtained (4).
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WSTEP

Wigkszo$¢ dotychczas poznanych wiruséw z ro-
dziny Coronaviridae wywoluje, gtbwnie w sezonie zi-
mowo-wiosennym, zar6wno zakazenia bezobjawowe
jak i zakazenia objawiajace si¢ najczesciej jako lekko
przebiegajace zapalenie gornych drog oddechowych.
Znacznie powazniejsze konsekwencje kliniczne wy-
woluja dwa stosunkowo niedawno opisane koronawi-
rusy: SARS-CoV (Severe acute respiratory syndrome
coronavirus, koronawirus wywotujacy cigzki zespot
niewydolnosci oddechowej) oraz MERS-CoV (Middle
East respiratory syndrome-related coronavirus, koro-
nawirus wywotujacy bliskowschodni zesp6t oddecho-
wy). Smiertelnoéé, w przypadku zakazenia ludzi tymi
wirusami, wynosi odpowiednio 9,7% (SARS) i 34,5%
(MERS). W przypadku obu wirusow wykazano, ze
pochodza one najprawdopodobniej od koronawirusow
zakazajacych nietoperze, a cztowiek zakaza si¢ najczg-
sciej od gospodarza posredniego (1,2).

W 2019 r. w Wuhan w Chinach doszto do wystapie-
nia zakazen wywotywanych przez nowo opisany wirus
z rodziny Coronaviridae, podrodziny Orthocoronaviri-
nae, nazwany SARS-CoV-2. Jest to duzy, jednonicio-
wy wirus RNA zbudowany z czterech biatek struktu-
ralnych: nukleokapsydu (N), biatka szczytowego (S),
biatka otoczki (E) i biatka blonowego (M). Wirion ma
$rednice 50-200 nm i posiada na swojej powierzchni
wypustki o dhlugosci do 20 nm, ktére nadajg mu ksztalt
korony, charakterystyczny dla koronawirusow (CoV)
(1,3).

Wirus SARS-CoV-2 powoduje wystapienie obja-
wow grypopodobnych, objawiajacych si¢ jako goracz-
ka, kaszel, bole migsni i gardla oraz przede wszystkim
jako zapalenie phuc, ktére moze przebiegac¢ od postaci
lekkich do ciezkich, mogacych prowadzi¢ do zespotu
ostrej niewydolnosci oddechowej, kwasicy metabo-
licznej, zespotu wykrzepiania wewnatrznaczyniowego,
wstrzasu 1 zgonu. Okres wylggania COVID-19 wynosi
najczesciej od 3 do 7 dni, maksymalnie 14 dni (1).

Ze wzgledu na nieswoiste objawy kliniczne roz-
poznanie zakazenia wirusem SARS-CoV-2 bez badan
laboratoryjnych nie jest mozliwe. Zgodnie z wytyczny-
mi WHO oraz ECDC potwierdzenie zakazenia SAR-
S-CoV-2 opiera si¢ na wykryciu RNA wirusa w probce
pobranej od osoby spetniajgcej kryteria definicji po-
dejrzenia przypadku (4,5). Najczesciej do badan gene-
tycznych pobiera si¢ material z gérnych Iub dolnych
drog oddechowych - wymazy lub popluczyny z gardta
lub nosogardzieli, rzadziej materiat z dolnych drég od-
dechowych (ptyn z ptukania oskrzelowego, plwocina,
aspirat przeztchawiczy). Uzyskanie wyniku dodatniego
jest podstawa do uznania chorego za zakazonego wiru-
sem SARS-CoV-2 (4). Trzeba mie¢ jednak na uwadze,
ze testy genetyczne moga dawa¢ wyniki ujemne we



Characteristics and assessment of the usefulness...

Charakterystyka oraz ocena przydatnosci serologicznych testow...

It should be considered that a molecular test can
give false negative results in the early stages of
infection and it shows maximum sensitivity after
about 7 days since human contact with SARS-
CoV-2 virus. There are reports that RT-PCR may
give false negative results even up to the second
week after infection. Several days after the onset
of the first symptoms of the COVID-19 disease, the
sensitivity of molecular tests gradually decreases due
to a decrease in the number of virus particles in the
respiratory epithelium, which may result in a false
negative result (6,7).

In the laboratory diagnosis of SARS-CoV-2
infections, in addition to molecular testing, serological
methods can also be used to detect specific human
antibodies produced after contact with viral antigens,
or to detect viral antigens (3,8,9).

The usefulness of serological tests that detect
antibodies in the diagnosis of COVID-19 is
determined by the dynamics of the humoral immune
response. Detection of specific anti-SARS-CoV-2
IgM antibodies could be possible as early as 10
days after the appearance of the first clinical onset
of illness, while IgG antibodies even later (3,10).
In addition, you have to keep in mind that there are
large individual differences related to the intensity of
the course of the disease and the state of the immune
system, as well as the limited specificity of serological
tests. For this reason, serological tests cannot be
an alternative method to molecular testing in the
diagnosis of SARS-CoV-2 infections for patients in
the early stages of the disease.

However, due to the time it takes for antibody
production and for the following ,serological
window”, serological tests may be useful in
retrospective epidemiological studies to determine the
prevalence of infection in the population, in screening
for individuals who may have had contact with
SARS- CoV-2 infected people, but they do not meet
the criteria for molecular testing, or management of
patients with recent history of influenza-like infection
who have not been tested for coronavirus (11).

Serological methods can also be used in cases
where epidemiological and clinical data strongly
suggest COVID-19 infection, and the SARS-CoV-2
RT-PCR test result was negative (10).

AIM

A large number of different diagnostic test kits
appearing on the market have recently introduced
some information chaos, compounded by the fact
that currently there are no clear recommendations
on the use of specific serological tests. The aim of
this work is characterization and evaluation of the

wczesnych stadiach infekcji i wykazujg maksymalng
czuto$¢ dopiero po okoto 7 dniach od kontaktu czto-
wieka z SARS-CoV-2. Istnieja nawet doniesienia, ze
w metodzie RT-PCR mozna uzyska¢ wyniki falszywie
ujemne nawet do drugiego tygodnia od zakazenia. Po
uplywie kilkunastu dni od wystgpienia pierwszych ob-
jawow choroby czulos¢ testow genetycznych stopniowo
maleje z powodu spadku liczby czastek wirusa w na-
btonku droég oddechowych co moze skutkowaé uzyska-
niem wyniku falszywie ujemnego (6,7).

W laboratoryjnej diagnostyce zakazen SARS-
CoV-2, oprocz testow genetycznych, mozna wykorzy-
stywa¢ rowniez metody serologiczne, pozwalajace na
wykrycie swoistych przeciwcial wytworzonych przez
organizm cztowieka po kontakcie z antygenami wirusa
albo tez wykrywajace antygeny wirusa (3,8,9).

Przydatnos¢ testow serologicznych wykrywajacych
przeciwciata w diagnostyce COVID-19 uwarunkowana
jest dynamikg pojawiania si¢ odpowiedzi humoralne;j.
Wykrycie diagnostycznego poziomu swoistych prze-
ciwciat anty-SARS-CoV-2 klasy IgM jest mozliwe naj-
weczesniej po okoto 10 dniach od momentu wystgpienia
pierwszych objawoéw klinicznych zakazenia, natomiast
przeciwciat klasy IgG jeszcze pozniej (3,10). Dodatko-
wo, trzeba pamigtac takze o duzych roznicach osobni-
czych, zwigzanych z intensywno$cig przebiegu choroby
oraz stanem uktadu immunologicznego, a takze o ogra-
niczonej swoistosci testow serologicznych. Z tego po-
wodu, badania serologiczne nie moga by¢ alternatywa
dla badan genetycznych w diagnostyce zakazen SAR-
S-CoV-2 u pacjentdow bedacych w poczatkowej fazie
choroby. Ze wzgledu na czas potrzebny na produkcje
przeciwciat i wynikajace z tego ,,okienko serologiczne”,
testy serologiczne moga jednak znalez¢ zastosowanie
w retrospektywnych badaniach epidemiologicznych,
majacych na celu ustalenie rozpowszechnienia zakaze-
nia w populacji, w badaniach przesiewowych osob, kto-
re mogly mie¢ kontakt z zakazonymi SARS-CoV-2, ale
nie spelniajg kryteriow wykonania badan genetycznych,
czy tez w postgpowaniu z pacjentami z powiktaniami
po niedawnym przebyciu infekcji grypopodobne;j, kto-
rzy nie byli badani w kierunku zakazen koronawirusa-
mi (11). Metody serologiczne moga by¢ tez uzywane
w przypadkach, gdy dane epidemiologiczne i kliniczne
silnie sugerujg zakazenie, a wykonane badanie w kie-
runku RNA SARS-CoV-2 dato wynik ujemny (10).

CEL PRACY

Duza liczba roznych zestawow diagnostycznych po-
jawiajacych sie na rynku w ostatnim czasie wprowadza
pewien chaos informacyjny potegowany przez fakt, iz
obecnie nie ma jasnych zalecen czy tez rekomendacji co
do uzycia konkretnych testow serologicznych. Celem
prezentowanej pracy jest charakterystyka oraz ocena
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usefulness of serological tests for the diagnosis
of infections caused by SARS CoV-2 virus based
on available scientific publications, guidelines of
the World Health Organization (WHO) and other
international organizations, and information provided
by manufacturers.

MATERIALS AND METHODS

At first a scientific literature review was
performed. Based on search queries powered by
selected keywords (i.a. antibody SARS-CoV-2,
COVID-19 ELISA, COVID-19 CLIA, COVID-19
rapid test, serological investigation of SARS-CoV-2)
the PubMed scientific publications database was
searched. The following documents were analyzed:
World Health Organization (WHO), European Center
for Disease Prevention and Control (ECDC), Johns
Hopkins Health Safety Center (CHS), as well as the
data contained on the website of the FIND Foundation
(Foundation for Innovative New Diagnostics). Based
on found documents and publications in the PubMed
database, a review of the serological tests for
COVID-19 diagnostics developed so far in Europe
and in the world was made (4,5,8,12).

The results describe selected type of tests that
can be used in serodiagnosis of SARS-CoV-2 virus
infections, indicating their use as well as advantages
and disadvantages. Examples of serological tests
developed by different manufacturers or groups of
scientists were also presented.

RESULTS

Figure 1 presents the dynamics of the level
of RNA / antigens of the SARS-CoV-2 virus and
specific IgM and IgG antibodies depending on the
time since infection (13). The earliest SARS-COV-2
infection is detected by genetic and serological tests
that detect viral antigens. Specific IgM antibodies
for SARS-CoV-2 begin to appear at the end of the
first week and IgG antibodies even one week later.
It is important, that the level of antibodies, mainly
in the IgG class, remains high for a long time after
infection, and therefore serological tests can be
successfully performed when direct testing for the
presence of the virus, whether through genetic or
serological tests, is not effective (3,13,14). Table 1
shows the interpretation of possible configurations of
RT-PCR and serological tests results (13).

Among the serological tests that detect
specific antibodies, rapid “cassette” lateral flow
immunochromatography (LFIA), automated
chemiluminescence (CLIA) and immunoenzymatic
ELISA tests have been used (15,16). These methods
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przydatnosci serologicznych testow przeznaczonych do
diagnostyki zakazen wywolywanych przez koronawirus
SARS CoV-2 w oparciu o dostepne publikacje nauko-
we, wytyczne Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
1 innych migdzynarodowych organizacji oraz informa-
cje podane przez producentow.

MATERIAL I METODY

Przeprowadzono przeglad pismiennictwa nauko-
wego. Na podstawie kwerend wyszukiwania w opar-
ciu o wybrane stowa kluczowe (m.in. antibody SAR-
S-CoV-2, COVID-19 ELISA, COVID-19 CLIA, CO-
VID-19 rapid test, serological investigation of SARS-
CoV-2) przeszukano bazg publikacji naukowych Pub-
Med. Przeprowadzono analize dokumentow: Swiatowe;j
Organizacji Zdrowia (WHO), Europejskiego Centrum
ds. Zapobiegania i Kontroli Chorob (ECDC), Centrum
Bezpieczenstwa Zdrowia Johns Hopkins (CHS), jak
réwniez danych zawartych na stronie internetowej Fun-
dacji FIND (Foundation for Innovative New Diagno-
stics). Na podstawie wyszukanych dokumentow oraz
publikacji w bazie PubMed dokonano przegladu do-
tychczas opracowanych w Europie i na $wiecie testow
serologicznych do diagnostyki COVID-19 (4,5,8,12).

W wynikach opisano poszczegoélne rodzaje testow,
ktore moga by¢ stosowane w serodiagnostyce zakazen
wywotanych przez wirus SARS-CoV-2 wskazujac ich
zastosowanie, jak rowniez wady i zalety. Przedstawiono
réwniez przyktady testow opracowanych przez wybra-
nych producentow i grupy naukowcow.

WYNIKI

Na rycinie 1 przedstawiono dynamike poziomu
RNA/antygenow wirusa SARS-CoV-2 i swoistych prze-
ciwcial klasy IgM 1 IgG u 0s6b chorych w zaleznosci od
czasu jaki mingt od momentu zakazenia (13). Najwcze-
$niej zakazenie SARS-COV-2 wykrywaja testy gene-
tyczne oraz testy serologiczne wykrywajace antygeny
wiruséw. Swoiste przeciwciata klasy IgM dla SARS-
CoV-2 zaczynaja by¢ produkowane pod koniec pierw-
szego, a przeciwciala klasy IgG pod koniec drugiego
tygodnia od zakazenia. Co istotne, poziom przeciwciat
klasy IgG, utrzymuje si¢ na wysokim poziomie jeszcze
przez dhuzszy czas po zakazeniu i z tego powodu bada-
nia serologiczne mogga by¢ z powodzeniem wykonywa-
ne wtedy, kiedy bezposrednie badanie obecnosci wirusa
czy to testami genetycznymi czy tez serologicznymi jest
juz mato efektywne (3,13,14). Tabela 1 przedstawia in-
terpretacje mozliwych konfiguracji wynikow badan me-
todag RT-qPCR i badan serologicznych (13).

Wisrdd testow serologicznych wykrywajacych swo-
iste przeciwciata znalazly zastosowanie szybkie, ,ka-
setkowe” testy immunochromatograficzne bocznego
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Figure 1. Dynamic of the levels of SARS-CoV RNA/antigens and specific antibodies IgM/IgG depending on the time since

infection (13)

Rycina 1. Dynamika poziomu RNA/antygenow wirusa SARS-CoV-2 i swoistych przeciwciat klasy IgM i IgG w zaleznosci

od czasu jaki mingl od momentu zakazenia (13)

Table I. Interpretation of possible RT-qPCR and serology COVID-19 test results configurations (13)
Tabela I. Interpretacja mozliwych konfiguracji wynikéw badan RT-qPCR i badan serologicznych COVID-19 (13)

Test results
Interpretation
RT-qPCR IgM IgG

+ ) ) .Serological window ”, when the infected organism has not yet managed to produce
antibodies

+ + - Early stage of infection caused by SARS-CoV-2 virus

+ + + Active phase of infection caused by SARS-CoV-2 virus

+ - + Late or recurrent stage of infection caused by SARS-CoV-2 virus

) + ) Early stage of infection caused by SARS-CoV-2 virus. RT-qPCR result may be
false-negative

- - + Late stage of an infection or patient has recovered

- + + Recovery stage of an infection or RT-qPCR result may be false-negative

detect immunoglobulins M (IgM) and IgG, sometimes
also IgA, produced by individuals in response to
SARS-CoV-2 infection.

Continuously, the research in the field of technology
and production of new diagnostic kits is carried out
in foreign and domestic research centers, as well as
in companies producing diagnostic tests (3). It should
be taken into consideration that some of the available
tests can only be used in scientific research (RUO,
research use only) and only those certified (CE-1VD)
can be used in routine diagnosis. Most tests have been
developed in China, Republic of Korea and the USA.
Diagnostic sets are also produced by companies in
other countries (3,12).

przeptywu (LFIA), zautomatyzowane testy chemilu-
minescencyjne (CLIA) oraz test immunoenzymatycz-
ny ELISA (15,16). Metody te umozliwiaja wykrywanie
immunoglobulin M (IgM) oraz IgG, czasami réwniez
IgA, wytwarzanych u os6b w odpowiedzi na zakazenie
wirusem SARS-CoV-2. Nieprzerwanie, w zagranicz-
nych i krajowych osrodkach naukowych, jak tez w fir-
mach produkujacych testy diagnostyczne, prowadzone
sa badania w zakresie technologii i produkcji nowych
zestawow diagnostycznych (3). Trzeba mie¢ na uwadze,
ze niektore z dostgpnych testow moga mie¢ zastosowa-
nie tylko w badaniach naukowych (RUO, research use
only), a tylko te posiadajace certyfikat dla wyrobow
do diagnostyki in vitro (CE- IVD) zgodnie z prawem
moga by¢ uzywane w rutynowych badaniach diagno-
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RAPID IMMUNOCHROMATOGRAPHIC
“CASSETTE” TESTS FOR DETECTION OF
ANTIBODIES AGAINST SARS-CoV-2 VIRUS

About 190 commercial serological tests are
currently (April 19, 2020) available on the market
to screen for specific antibodies to the SARS-CoV-2
(12). Most of them are so-called rapid “cassette”
tests based on lateral-flow immunochromatography
(lateral-flow, LFTA). The principle of these tests is the
reaction of serum, plasma or whole blood antibodies
present in the sample with labeled, e.g. gold particles,
virus antigen (Figure 2). The resulting complex
migrates through the nitrocellulose membrane under
the action of capillary forces and is finally captured
by membrane-attached human immunoglobulin
antibodies, forming a red line. The advantage of
these tests is the simplicity of implementation (no
additional reagents or equipment to read the results
are needed) and a very short time to obtain the result
(usually 10-30 minutes). A positive result is indicated
by the appearance of test lines and a control line. In
case of the absence of a control line, the test should
be repeated (Figure 3) (17,18).

These tests can be performed in any outpatient
clinic or even in field conditions. In many countries,
including the USA, Germany, Republic of Korea,
China, these tests have even been used in special
mobile “Drive-Thru” sampling points, where material
for testing from high-risk patients is taken. Currently,
“Drive-Thru” or “Go-Thru” tests in Poland are
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stycznych. Najwigcej testow zostalo opracowanych
w Chinach, w Korei Potudniowej i USA. Zestawy dia-
gnostyczne produkowane sg tez przez firmy w innych
krajach (3,12).

SZYBKIE IMMUNOCHROMATOGRAFICZNE
TESTY ,, KASETKOWE” WYKRYWAJACE
PRZECIWCIALA PRZECIW
WIRUSOWI SARS-CoV-2

Obecnie dostepnych jest na rynku okoto 190 (stan
na dzien 19 kwietnia 2020 r.) serologicznych testow ko-
mercyjnych stuzacych do poszukiwania swoistych prze-
ciwcial dla wirusa SARS-CoV-2 (12). Przewazajaca
wigkszo$¢ sg to tzw. szybkie testy ,,kasetkowe” oparte
na technice immunochromatografii z przeptywem bocz-
nym (lateral-flow, LFIA). Zasada dziatania tych testow
polega na reakcji obecnych w probce surowicy, osocza
badz pelnej krwi przeciwciat ze znakowanymi, np. cza-
steczkami zlota, antygenami wirusa (Ryc. 2). Powsta-
ty kompleks migruje przez membrang nitrocelulozowa
pod wptywem dziatania sit kapilarnych i jest ostatecz-
nie wychwytywany przez przyczepione na membranie
przeciwciata dla ludzkich immunoglobulin, tworzac
czerwona linig.

Zaletg tych testow jest prostota wykonania (nie sg
potrzebne zadne dodatkowe odczynniki czy tez wypo-
sazenie do odczytu wyniku) oraz bardzo krotki czas
uzyskania wyniku (zazwyczaj 10-30 minut). O wyniku
dodatnim $wiadczy pojawienie sig¢ linii testowych oraz
linii kontrolnej. W przypadku braku linii kontrolnej

Q& przeciwciata kozie
0 anty-krolicze 1gG
Goat anti-rabbit g6

% & Anty-ludzkie IgG przyczepione
I na membramie
Anti-human IgG binds to membrane
% #  Anty-ludzkie IgM przyczepione
] na membramie
Anti-human IgM binds to membrane
% & Anty-krolicze g6 znakowane
0 czgsteczkaml kololdalnego ztota
Anti-rabbit g6 binds to colloidal gold
%3 antygen SARS-CoV-2 znakowany
czgsteczkami koloidalnego ztota
SARS-CoV-2 antigen bids to colloidal gold
\l' Anty-SARS-CoV-2 IgM
Anti-SARS-CoV-2 IgM
A4

[ Anty-SARS-CoV-2 g6
Anti SARS-CoV-2 1g6

Figure 2. The principle of rapid immunochromatographic test (17)
Rycina 2. Zasada dziatania szybkiego testu immunochromatograficznego (17)

54



Characteristics and assessment of the usefulness...

Charakterystyka oraz ocena przydatnosci serologicznych testow...
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1gG 1 g 196 Igh

Figure 3. Visualization of reading results in a fast immunochromatographic COVID-19 IgG/IgM Rapid Test Kit manufactured

by Abbexa Ltd. (19)

Rycina 3. Wizualizacja odczytu w szybkim immunochromatograficznym tescie ,,kasetkowym” COVID-19 IgG/IgM Rapid

Test Kit firmy Abbexa Ltd. (19)

performed, among others by Diagnostyka Sp. z o.0.
in Lodz, Cracow, Poznan, and Warsaw.

It should be borne in mind that currently there
are no results of usefulness of these tests for routine
diagnosis conducted by scientific, independent
research. For some tests, only manufacturer’s data
is available, which usually indicates at a very high
sensitivity and specificity of the kits produced.
Thus, rapid tests should be validated before being
introduced to routine diagnosis. The advisability of
such validation is evidenced by the latest information
from some European countries indicating a very low
correlation of the results obtained in these tests with
the results of tests carried out by RT-PCR (3,20).
Selected “cassette” immunochromatographic tests
of various companies, together with their short
characteristics, are presented in Table II.

badanie nalezy powtérzy¢ (Rye. 3) (17,18). Badania
te moga by¢ wykonane w kazdym ambulatorium szpi-
talnym czy nawet w warunkach terenowych. W wielu
krajach, m.in. w USA, Niemczech, Korei Potudnio-
wej czy Chinach testy te znalazly zastosowanie nawet
w specjalnych mobilnych punkach pobran typu ,,Drive
-Thru”, w ktérych pobierany jest material do badania
od pacjentow podwyzszonego ryzyka. Obecnie badania
»Drive-Thru” lub ,,Go-Thru” w Polsce wykonywane
sa m.in. przez Laboratoria Medyczne Diagnostyka Sp.
7 0.0. w Lodzi, Krakowie, Poznaniu oraz w Warszawie.

Trzeba mie¢ na uwadze, ze obecnie nie ma wynikow
badan naukowych przeprowadzonych przez niezalezne
zespoty badawcze oceniajacych przydatnos$¢ tych ze-
stawow do badan diagnostycznych. W przypadku nie-
ktorych testow dostepne sa jedynie dane producenta,
okreslajace zazwyczaj na bardzo wysokim poziomie,
czuto$¢ 1 swoistos¢ diagnostyczng wyprodukowanych
zestawow. Tak wigc, szybkie testy, przed wprowadze-
niem do rutynowej diagnostyki w danym kraju, powin-
ny zosta¢ wczesniej zwalidowane. O celowosci takie-
go dzialania $wiadczg ostatnie informacje z niektorych
panstw europejskich mowigce o bardzo niskiej korelacji
wynikow uzyskanych w tych testach z wynikami badan
przeprowadzonych metoda RT-PCR (3,20). Wybrane
szybkie ,kasetkowe” testy immunochromatograficzne
r6znych firm, wraz z ich krotka charakterystyka, zapre-
zentowano w Tabeli IL.
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CHEMILUMINESCENT TESTS (CLIA)
FOR DETECTION OF ANTIBODIES AGAINST
SARS-CoV-2 VIRUS

Another analytical method for detecting
antibodies that has also been used to detect antibodies
against COVID-19 is chemiluminescence (CLIA).
In chemiluminescent immunoassay, the reaction
indicator may be a luminophore marker or enzyme
marker. The time to obtain a result usually does
not exceed 30 minutes, however, to perform tests
using this method an advanced analytical platform
or analyzer is necessary (21). An example of such
a test is the Maglumi CLIA kit from Snibe Diagnostic
(China), in which ABEI (new isoluminol) molecules
were used for labeling. Currently, several diagnostic
centers in Poland already have equipment that allows
testing using Maglumi 2019-nCoV reagents.

The main advantages of automated COVID-19
tests based on CLIA analyzers compared to fast
LFIA tests are higher sensitivity, very high sample
throughput: up to 180 tests per hour and high speed of
obtaining results - the first results are obtained after
12 or 17 minutes depending on the type of analyzer
(21,22,23). A similar CLIA system was launched
by Diazyme Laboratories Inc., offering the tests:
Diazyme DZ-Lite SARS-CoV-2 IgG and SARS-
CoV-2 IgM CLIA, requiring Diazyme DZ-Lite 3000
Plus analyzer. The throughput of this system is about
50 determinations per hour. We get the first results
after about 30 minutes. The disadvantage is the
inactivation of the test sample at 56°C for 30 minutes
(13). However, the results obtained using serological
tests should be confirmed by RT-PCR testing.

Another CLIA testis the SARS-CoV-2 IgM/IgG kit
from Shenzhen YHLO Biotech Co., Ltd (China). Two
SARS-CoV-2 antigens, a nucleocapsid (N) protein
and a peak protein (S) were used. The tests were
conducted on a fully automated chemiluminescent
analyzer iFlash3000 from Shenzhen. Comparing the
results of serological tests to the “gold standard”,
which is RT-PCR, the authors rated the test sensitivity
in both classes of antibodies at over 90% (24). In the
group of 43 patients with SARS-CoV-2 infection in
the acute phase of the disease, IgG class antibodies
were found in 88.9% and IgM class in 48.1% of cases.
The authors noted that over time, the level of IgM
antibodies decreased, and the IgG class antibodies
increased, which then stabilized at a high level.
Examples of rapid chemiluminescent tests (CLIA)
are shown in Table III.
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TESTY CHEMILUMINESCENCYJNE (CLIA)
WYKRYWAJACE PRZECIWCIALA PRZECIW
WIRUSOWI SARS-CoV-2

Inng metoda analityczng wykrywania przeciwciat,
wykorzystang roéwniez do wykrywania przeciwciat
przeciw COVID-19 jest chemiluminescencja (CLIA).
W immunologicznych testach chemiluminescencyjnych
wskaznikiem reakcji moze by¢ marker luminoforowy
lub enzymatyczny. Czas uzyskania wyniku zwykle nie
przekracza 30 min., jednak do wykonania testow ta
metoda niezbedna jest zaawansowana platforma anali-
tyczna lub analizator (21). Przyktadem takiego testu jest
zestaw Maglumi CLIA firmy Snibe Diagnostic (Chiny),
w ktorym do znakowania uzyto czasteczek ABEI (no-
wego izoluminolu) (22). Obecnie kilka osrodkow dia-
gnostycznych w Polsce posiada juz sprzet umozliwiajg-
cy przeprowadzanie testow z wykorzystaniem odczyn-
nikow MAGLUMI 2019-nCoV.

Glownymi zaletami zautomatyzowanych testow
COVID-19 opartych na analizatorach CLIA w porow-
naniu z szybkimi testami LFIA jest wyzsza czuto$¢, bar-
dzo wysoka przepustowos¢ probek: do 180 testow na
godzine oraz szybkos¢ uzyskiwania wynikow — pierw-
sze wyniki otrzymujemy juz po 12 lub 17 minutach
w zaleznosci od typu analizatora (21,22,23). Podob-
ny system CLIA wprowadzita na rynek firma Diazyme
Laboratories Inc., oferujaca testy: Diazyme DZ-Lite
SARS-CoV-2 IgG i SARS-CoV-2 IgM CLIA, ktore wy-
magajq analizatora Diazyme DZ-Lite 3000 Plus. Prze-
pustowos$¢ tego systemu to okoto 50 oznaczen w cig-
gu godziny. Pierwsze wyniki uzyskujemy po okoto 30
minutach. Wadg jest koniecznos$¢ inaktywacji badanej
probki w temperaturze 56°C przez 30 minut (13). Obie
firmy zastrzegaja, iz wyniki uzyskane przy uzyciu te-
stow serologicznych powinny by¢ potwierdzone w ba-
daniu przy uzyciu metody RT-PCR.

Innym testem CLIA jest zestaw SARS-CoV-2 IgM/
IgG firmy Shenzhen YHLO Biotech Co., Ltd (Chiny).
W tescie zastosowano dwa antygeny SARS-CoV-2, bial-
ko nukleokapsydu (N) oraz biatko szczytowe (S). Bada-
nia zostaly przeprowadzone na w pelni automatycznym
chemiluminescencyjnym analizatorze iFlash3000 firmy
Shenzhen. Porownujac wyniki badan serologicznych do
»Ztotego standardu”, jakim sg badania genetyczne, auto-
rzy ocenili czutos¢ testu w obydwu klasach przeciwciat
na ponad 90% (24). W grupie 43 0sob z zakazeniem
SARS-CoV-2 w ostrej fazie choroby przeciwciata klasy
IgG wykryto u 88,9%, natomiast klasy IgM u 48,1%.
Autorzy zauwazyli, ze wraz z uptywem czasu spadat
poziom przeciwcial klasy IgM i wzrastat przeciwciat
klasy IgG, ktory nastgpnie stabilizowat si¢ na wysokim
poziomie. Przyktadowe szybkie testy chemilumine-
scencyjne (CLIA) przedstawiono w Tabeli 1.
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ENZYME-LINKED ELISA KITS
FOR DIAGNOSIS OF ANTIBODIES AGAINST
SARS-CoV-2 VIRUS

In serodiagnosis of viral infections, enzyme-
linked ELISA kits for detection of specific IgA,
IgG and IgM antibodies in the serum samples are
commonly used (3,8,12). These tests have also
been adapted, both by commercial companies and
by individual research teams (in-house tests), to
search for antibodies against SARS-CoV-2 virus.
Compared to rapid immunochromatographic tests,
ELISA tests are generally characterized by much
higher sensitivity and the ability to simultaneously
determine antibodies in a large number of clinical
samples. However, due to the technical complexity
and time needed to perform the test, they can only be
performed in a diagnostic laboratory.

An example of a commercial ELISA is a kit
developed by Euroimmun for screening for IgG
and IgA antibodies for SARS-CoV-2 (25). In this
ELISA kit, the wells of the plate were coated with
a recombinant SARS-CoV-2 structural protein (S1
domain). The diagnostic sensitivity of the ELISA kit
was determined by testing 9 samples from 8 European
patients with COVID-19 infection confirmed by RT-
PCR, including 4 samples obtained at an earlier stage
of infection (two positive results in IgA and one
in IgG) and on 5 samples obtained at a later stage
of infection (five positive results in IgA and four
positive in IgG). The specificity of the ELISA was
performed on the sera of patients in which various
antiviral antibodies, rheumatoid factors and other
antibodies were found, as well as in patients with
acute bacterial pneumonia. Of the total number of
200 samples, 15 sera were positive in the Anti-SARS-
CoV-2 (IgA) ELISA giving a specificity of the test of
92.5%. In the case of IgG antibodies, only 3 sera from
the control group were positive, which allowed the
test specificity to be determined at 98.5%. Examples
of commercial ELISA kits for COVID-19 diagnostics
are shown in Table I'V.

There is very little information in the available
literature regarding the results of serological tests
carried out with commercial kits and in-house
ELISA tests on a representative group of patients by
independent research teams. The results of several
tests using such ELISA tests are listed below.

1. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
- kit by Beijing Wantai Biological Pharmacy
Enterprise Co., Ltd. (China)

The results, obtained using this commercial ELISA

kit, have been described by Zhao et al. (26). An

indirect ELISA assay with recombinant protein
antigen (nucleoprotein) was used to screen for IgG
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TESTY IMMUNOENZYMATY CZNE ELISA
W DIAGNOSTYCE PRZECIWCIAL PRZECIW
WIRUSOWI SARS-CoV-2

W serodiagnostyce zakazen wirusowych powszech-
nie wykorzystuje si¢ zestawy immunoenzymatyczne
ELISA, przy uzyciu ktorych mozna oznaczy¢ w bada-
nych probkach surowicy poziom swoistych przeciwcial
klasy IgA, IgG i IgM (3,8,12). Testy te zostaly przy-
stosowane, zarowno przez firmy komercyjne jak tez
przez poszczegdlne zespoly badawcze (testy-in-house),
do poszukiwania przeciwcial przeciw wirusowi SAR-
S-CoV-2. W poroéwnaniu do szybkich testow immu-
nochromatograficznych testy ELISA z zasady charakte-
ryzuja si¢ znacznie wyzszg czuloscig oraz mozliwoscia
jednoczesnego oznaczenia przeciwcial w duzej liczbie
prébek klinicznych. Ze wzgledu jednak na techniczne
skomplikowanie oraz czas potrzebny na przeprowadze-
nie testu mogg by¢ one wykonywane jedynie w labora-
torium diagnostycznym.

Przyktadem komercyjnego testu ELISA jest zestaw
opracowany przez firm¢ Euroimmun do poszukiwania
przeciwciat klasy IgG i IgA dla wirusow SARS-CoV-2
(25). W zestawie tej firmy studzienki ptytki zostaty
optaszczone rekombinowanym biatkiem strukturalnym
(domena S1) SARS-CoV-2. Czulo$¢ diagnostyczna ze-
stawu ELISA zostata okreslona poprzez badanie 9 probek
od 8 europejskich pacjentow z zakazeniem COVID-19
potwierdzonym badaniem RT-PCR, w tym na 4 probkach
uzyskanych we wczesniejszym etapie zakazenia (uzy-
skano dwa dodatnie wyniki w IgA i jeden w IgG) oraz
na 5 probkach uzyskanych w po6zniejszym etapie zaka-
zenia (uzyskano pie¢ dodatnich wynikow w IgA i cztery
w IgG). Swoistos¢ testu ELISA zostata przeprowadzona
na surowicach pacjentdw, w ktorych stwierdzono obec-
nos¢ réznych przeciwciat przeciwwirusowych, czynni-
kow reumatoidalnych i innych przeciwciat, a takze u pa-
cjentow z ostrym bakteryjnym zapaleniem ptuc. W tescie
ELISA Anty-SARS-CoV-2 (IgA) z ogolnej liczby 200
probek 15 surowic bylo dodatnich, dajac swoisto$¢ tego
testu na poziomie 92,5%. W przypadku przeciwciat kla-
sy IgG tylko 3 surowice byly dodatnie, co pozwolito na
okreslenie swoistosci testu na 98,5%. Przyktadowe ko-
mercyjne zestawy ELISA przeznaczone do diagnostyki
COVID-19 przedstawiono w Tabeli IV.

W dostepnym pismiennictwie jest bardzo niewiele
informacji dotyczacych wynikéw badan serologicznych
przeprowadzonych zestawami komercyjnymi oraz te-
stami in-house ELISA na reprezentatywnej grupie osob
chorych przez niezalezne zespoly badawcze. Ponizej
zestawiono wyniki kilku badan uzyskanych przy wyko-
rzystaniu takich wiasnie testow ELISA.

1. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) — ze-
staw firmy Beijing Wantai Biological Pharmacy En-
terprise Co.,Ltd. (Chiny)



Charakterystyka oraz ocena przydatnosci serologicznych testow...

Characteristics and assessment of the usefulness...

onsouserq onIA uj 1oj Sunre|n ) ueadomyg- QAI-4D

OXIA Ul DjAIsouSeIp op nqoikm 1eyAIId — QAT-3D

ATuo asn yo1easar — NOY

eyep ou -(qqg

yoAmodneu uepeq op oA} -NOY  YoAuep yeiq — qg

19peal VSI'TH
7 G'] 8O UT J[NSOI IS,

%001 - D3]

%001 - D3I

%001 - INSI

%3P - NI

wnias

dAI-HD

vSn

ouf

Y VSIT1d
D3] 61-AIAOD
m:b\/mﬁohomu

[9AON woldd

‘sonsouder adoudyg

Y VSI'TA
NS 61-AIAOD
magmﬁolﬁoo

[9AON woldd

19peal VSI'Td
S e UI JNSAI IS,

%001-D31

%001- D3]

%001~ INSI

%S~ INSI

wnias

dAI-HD

Kuewion

[euoneuIou] T4

SNIIABUOIO)) [OAON

I VSIT1d
D3] 61-AIAOD

SNIIABUOIO)) [OAON

Y VSI'TA
NSI 61-AIAOD

19peal VSI'TH
U¢ "BO UL JNSAT JSAL

%S ‘86-D3]

%001-+€-D31

%S 76-V31

%001-0S- V3I

wnias

dAT-HD

Auewon

unwiarosny

T-AOD-SUVS-Auy

D3] VSI'Td

T-AOD-SUVS-Auy

V31 VSITd

Iopeal VSITd
UG°Z 8O UT J[NSAT IS,

%L L6 ~INSI

%SH-INSI

%001 -D3]

%001~ D3]

wnias

dAT-HD

vSn

"Ou] ‘90uaIosoIg
J[8eg /oug

W31 61-AIAOD

Kessy vSIT1d

SNITABUOIO))

sonsouSer(q odoydyg

Kessy vSITd

031 61-AIAOD
SNITARUOIO))

1opeal VSI'Td

%001

%516

ewsed ‘wnios

ond

vsn

sonsouger(q 9A1eaI)

VSITd Apoquuy
T-AOD-SUVS

1opeal VSI'Td

%00 1-INSI

%00 1-INSI

%001-D3]

%001-D3]

ewsed ‘wnios

ond

vsn

INBI Z-A0D-SUVS

I VST'TH

sonsouger(q 9A1EaI)

0 VSITd
D3] -A0D-SYVS

JOHLIN ONIavayd
ANV I'INS3Y OL HINILL

ALIDMIDAIS

ALIALLISNAS

HdAL A'TdIANVS

HdAL
HOYVHASHY

NOILLONdOYUd
40 AYLINNOD

ATINLOVANNVIA

HINVN LSHL

(mojusonpoid yoKuep Snppom
oloewioyur) Z-A0)-SYV'S BSNIIM B[P Bfe1om100z1d yokoklemAnyAm v ST YoAuzoAiewAzusounil mo3sd) yoAuzoAjewAzudounwl YoAulKo1owos YoAueIqAM dIUSIMEISIZ ‘AT B[OqR],
(eyep  s101moejNUEW 0} SUIPIOOIL UOIBWLIOJUL) SNIIA T-A0D-SYV'S Y} 0} SAIPOQIIUE JO UOIOOP d) 10 SIS} S TH 21ydeI301etoIyoountuul [BI0JOWWOD PAJI[AS JO ISV Al 9[qeL

61



Waldemar Rastawicki, Natalia Rokosz-Chudziak

62

antibodies. For analysis of I[gM antibodies a double
sandwich assay using recombinants containing the
RBD domain of SARS-CoV-2 conjugated with
horseradish peroxidase was used (p-chain capture).
According to the manufacturer, the specificity of
the test in both classes of immunoglobulins is over
98%. The main subject of the present study was
535 plasma samples obtained from 173 patients
with infection confirmed by genetic tests. Overall,
the IgG antibodies were found in 64.7% (112/173)
and IgM in 82.7% (143/173) of patients. The
authors also analyzed in their studies the dynamics
of antibodies in relation to the results of genetic
tests. In the early phase of the disease, within the
first 7 days after the onset of clinical symptoms,
the RNA test had the highest sensitivity (66.7%),
while the ELISA test had the lowest (38.3%).
In samples obtained on the 8-14th day from the
beginning of the disease, antibodies IgM and IgG
were detected in 73.5% and 54.1%, respectively,
while RNA only in 54.0% of cases. In the late phase
of the disease (day 15-39 from the onset of clinical
symptoms) the sensitivity of the ELISA test in the
authors’ studies was 94.3% in the IgM class and
79.8% in the IgG class, while the sensitivity of
genetic tests decreased to 45.5%. According to
the authors, serological tests may be useful for
clinically diagnosed patients, whose infection
has not been confirmed by genetic tests, and in
asymptomatic close contacts in quarantine. In the
latter case, patients with a positive serological
tests should be considered asymptomatic carriers
and the RNA should be tested.

In addition, the results of this study indicate a
positive correlation between antibody titers and
clinical severity. Thus, high levels of antibodies
can be considered as an important indicator of the
risk of severe disease, regardless of age, gender or
comorbidities (26).

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) -
Zhuhai Lizhu Reagent Co., Ltd. (China) kit and
rS -based ELISA kit from Beijing Hotgen Biotech
Co. Ltd. (China).

Liu et al. (27) analyzed the level of specific
antibodies in patients with SARS-CoV-2 using
two commercial ELISA kits: Lizhu and Hotgen.
In the commercial kit of Lizhu for searching for
IgM antibodies, the manufacturer coated the plate
with monoclonal mouse antibodies for human
IgM (p-chain). After incubation with the sera
and washing the wells of the plate, the SARS-
CoV-2 N protein conjugated with horseradish
peroxidase was then added as a specific antigen.
In the case of searching for IgG antibodies, the
plate was coated directly with rN protein. In the

Wyniki badan serologicznych uzyskanych przy za-
stosowaniu tego komercyjnego zestawu ELISA zo-
staly opisane przez Zhao i wsp. (26). Do poszuki-
wania przeciwciat klasy IgG zastosowano posredni
test ELISA firmy Beijing Wantai Biological Phar-
macy Enterprise Co., Ltd. z rekombinowanym an-
tygenem bialkowym (nukleoproteina) natomiast do
przeciwciat klasy IgM (p-chain capture) podwojny
test kanapkowy z uzyciem rekombinantow zawiera-
jacych domeng RBD wirusa SARS-CoV-2 sprz¢zo-
nych z peroksydazg chrzanowa. Wedtug producenta
swoistos¢ testu w obydwu klasach immunoglobulin
wynosi ponad 98%. Gléwnym przedmiotem prezen-
towanych badan bylo 535 probek plazmy uzyskanej
od 173 pacjentéw z objawami zakazenia potwierdzo-
nego badaniami genetycznymi. Ogoétem, obecnosé
przeciwciat klasy IgG wykryto u 64,7% (112/173)
natomiast klasy IgM u 82,7% (143/173) os6b cho-
rych. Autorzy przeanalizowali w swoich badaniach
réwniez dynamike pojawiania si¢ przeciwcial po
zachorowaniu w stosunku do wynikow badan ge-
netycznych. We wczesnej fazie choroby, w ciagu
pierwszych 7 dni od wystgpienia objawow klinicz-
nych, test RNA mial najwyzsza czuto$¢ (66,7%),
natomiast test ELISA najnizsza (38,3%). W prob-
kach materialu klinicznego uzyskanego w 8-14 dniu
od poczatku choroby przeciwciata klasy IgM i IgG
wykrywano odpowiednio w 73,5% 1 54,1%, nato-
miast RNA tylko w 54,0% przypadkdéw. W poznej
fazie choroby (15-39 dzien od poczatku objawdw
klinicznych) czulo$¢ testu ELISA w badaniach au-
torow wynosita w klasie IgM 94,3% 1 w klasie IgG
79,8%, natomiast czuto$¢ badan genetycznych spa-
dta do 45,5%. Wedhug autoréw badania serologiczne
moga by¢ przydatne u 0so6b z rozpoznaniem klinicz-
nym, u ktérych zakazenie nie zostato potwierdzone
badaniami genetycznymi oraz u bezobjawowych
0sob z bliskiego kontaktu przebywajacych na kwa-
rantannie. W tym drugim przypadku osoby z dodat-
nim wynikiem badan serologicznych nalezy uznaé
za bezobjawowych nosicieli i wykona¢ badania na
obecnos¢ RNA. Dodatkowo, wyniki badan autoréw
wskazuja na korelacj¢ poziomu wykrywanych prze-
ciwcial z cigzkoscig objawow klinicznych. Tak wiec,
wysoki poziom przeciwcial mozna uznaé za istotny
wskaznik ryzyka ciezkiego przebiegu choroby, nie-
zaleznie od wieku, plci czy wspdtistniejacych cho-
16b (26).

. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) — ze-

staw firmy Zhuhai Lizhu Reagent Co., Ltd. (Chiny)
oraz zestaw 1S -based ELISA kit firmy Beijing Hot-
gen Biotech Co. Ltd., (Chiny).

Liu 1 wsp. (27) poszukiwali swoistych przeciwcial
u chorych z SARS-CoV-2 przy uzyciu dwoch komer-
cyjnych zestawow ELISA: firmy Lizhu i firmy Hot-
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Hotgen kit, recombinant S (rS) polypeptide was
used as the antigen, which was applied directly
to the wells of the plate. The study showed, that
among 214 patients with confirmed SARS-CoV-2
infection, IgM and IgG antibodies were detected
in 68.2% and 70.1% of patients by the Lizhu kit,
and 77.1% and 74.3% of patients, respectively,
by the Hotgen kit. According to the authors, the
ELISA test in which the rS polypeptide was used
is more sensitive for searching for IgM class
antibodies, which may be associated with earlier
production of antibodies in people infected with
this protein (27).

. In-house ELISA developed by Guo et al. (28)
Guo et al. have developed in-house indirect
ELISA for the detection of IgM, IgA and IgG
antibodies for SARS-CoV-2 using purified rNPs
protein at a concentration of 0.1 pg / mL as
antigen. They determined the cut-off value as the
average absorbance OD,, obtained during the
examination of healthy sera increased by three
standard deviations.

The tests showed the presence of antibodies,
especially IgM and IgA classes, on the first day
from the onset of clinical symptoms. However, 18
out of 82 subjects (22%) with infection confirmed
by genetic tests failed to detect SARS-CoV-2
antibodies in serum samples obtained in the
first week of the disease. The authors found no
cross-reactions with other coronaviruses except
for strong cross-reactions between SARS-CoV
antibodies and SARS-CoV-2 rNP antigen (28).

. In-house ELISA developed by Zhang et al. (29).
In an indirect in-house ELISA-IgG, recombinant
protein antigen of SARS-CoV-2 Rp3 was added to
each well of the plate (100 ng). In-house ELISA-
IgM at the first stage 500 ng of human IgM
antibodies (p-chloride) were added followed by
use of specific horseradish peroxidase conjugated
antigen. Test results showed a significant
increase in the level of IgM and IgG antibodies
in serum samples obtained five days after the
first serological test. According to the authors,
serological investigation may be important in the
study of patients with negative results of genetic
tests (29).

gen. W komercyjnym zestawie firmy Lizhu, do po-
szukiwania przeciwciat klasy IgM producent optasz-
czylt ptytke monoklonalnymi mysimi przeciwciatami
dla ludzkich IgM (p -chain). Po inkubacji z badanymi
surowicami i wyptukaniu dotkéw plytki, dodawano
nastepnie jako swoisty antygen nukleokapsydowe
biatko rN wirusa SARS-CoV-2 sprzezone z perok-
sydaza chrzanowa. W przypadku poszukiwania prze-
ciwcial klasy IgG ptytke optaszczono bezposrednio
biatkiem rN. W zestawie firmy Hotgen jako antygen
zastosowano rekombinowany polipeptyd S (rS), ktory
naktadano bezposrednio do dotkow plytki.

Wsrod 214 osob z potwierdzonym badaniami gene-
tycznymi zakazeniem SARS-CoV-2 zestawem firmy
Lizhu wykryto przeciwciata klasy IgM oraz IgG od-
powiednio u 68,2% oraz 70,1% pacjentow natomiast
zestawem firmy Hotgen odpowiednio u 77,1% oraz
74,3% o0s6b chorych. Wedlug autoréw, test ELISA
w ktorym zastosowano polipeptyd rS jest bardziej
czuly przy poszukiwaniu przeciwciat klasy IgM, co
moze by¢ zwiazane z wczesniejszg produkcja prze-
ciwciat u 0sob zakazonych dla tego biatka (27).

. Test in-house ELISA opracowany przez Guo i wsp. (28)

Guo 1 wsp. opracowali we wlasnym zakresie posred-
ni test in-house ELISA do wykrywania przeciwciat
klasy IgM, IgA i IgG dla SARS-CoV-2 stosujac jako
antygen oczyszczone bialko rNPs w stezeniu 0,1 pg/
mL. Warto$¢ cut-off ustalili jako $rednig absorbancje
OD,,, uzyskang podczas badania surowic 0sob zdro-
wych powigkszong o trzy odchylenia standardowe.
Przeprowadzone badania wykazaty obecno$¢ prze-
ciwcial, zwlaszcza klasy IgM i IgA, juz w pierw-
szym dniu od poczatku objawéw klinicznych. Jak
sami jednak stwierdzaja, u 18 na 82 badanych (22%)
0sob z zakazeniem potwierdzonym badaniami ge-
netycznymi nie udalo wykry¢ sie przeciwciat dla
SARS-CoV-2 w probkach surowicy uzyskanych
w pierwszym tygodniu choroby.

Badajac z kolei swoistos¢ opracowanego zestawu
autorzy stwierdzili brak krzyzowych reakcji z inny-
mi koronawirusami za wyjatkiem silnych krzyzo-
wych reakcji pomiedzy przeciwciatami dla SARS-
CoV a antygenem SARS-CoV-2 rNP (28).

. Test in-house ELISA opracowany przez Zhang

i wsp. (29).

W posredniej metodzie in-house ELISA przy poszu-
kiwaniu przeciwcial klasy IgG do kazdej studzienki
plytki dodawano 100 ng rekombinowanego biatka
Rp3 wirusa SARS-CoV-2 natomiast przy badaniu
klasy IgM do kazdej studzienki ptytki dodawano
najpierw 500 ng przeciwcial dla ludzkich IgM (u
-chain) a dopiero pdzniej swoisty antygen sprzezo-
ny z peroksydazg chrzanowg. Wyniki badan wyka-
zaly znaczacy wzrost poziomu przeciwciat klasy
IgM 1 IgG w probkach surowicy uzyskanych juz
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SEROLOGICAL TESTS FOR DETECTION
OF SARS-CoV-2 VIRUS ANTIGENS

In addition to serological tests for detecting specific
antibodies, serological tests for detecting antigens of
SARS-CoV-2 are also available (Table V). They used
both the technique of immunochromatography as
well as enzyme-linked ELISA methods.

Functional principle of ,,rapid” tests is based on
the technique of immunochromatography. Antibodies
directed against SARS-CoV-2 virus antigen are
immobilized on membrane strip placed on the plastic
plate (most often against a nucleocapsid protein (N)
or a peak protein (S)) in the test zone T.

In the initial segment of this piece there is
a conjugate of colloidal gold with anti-SARS-
CoV-2 antigens. The execution of the test is based
on extraction of SARS-CoV-2 virus antigen from
sample, with the use of extraction solution, and then
dropping the extract on the test plate. Antigen binds
with conjugate of colloidal gold with anti-SARS-
CoV-2 antibodies, and the antigen-antibody complex
creates. Later on, the extract is moving by capillary
forces to immobilized anti-SARS-CoV-2 antibodies
in T test zone. If there is any virus SARS-CoV-2
antigen present in the tested sample, then the colorful
complex of: antibody - SARS-CoV-2 antigen -
antibody conjugated with colloidal gold is created, and
the colorful test T stripe is generated. Lack of colorful
stripe in the test zone is an evidence of the absence of
virus antigen in the tested sample. The extract is later
moving along the plate and in the control zone the
colorful control stripe C is generating. The presence
of this control stripe ensures the proper procedure of
the test and the good quality of reagents.

Research published by scientists indicates that in
the case of patients with influenza, the sensitivity of
“quick” tests detecting the SARS-CoV-2 antigen in
the tested sample ranges from 34% to 80%. Based on
this information, depending on the group of patients
tested, some of the patients infected with SARS-
CoV-2 virus may be misdiagnosed. In addition, it
was possible to obtain false-positive results due to
the presence in the tested samples of antibodies or
antigen other than SARS-CoV-2 virus that causes
respiratory infections (31). As an example showed
in the case of the COVID-19 Ag Respi-Strip test
from Coris BioConcept (Belgium), there are possible
cross-reactions with the SARS-CoV virus antigen.
Validation of this test was performed in two reference
hospitals, where 202 samples taken from patients
were tested, in which the presence of SARS-CoV-2
virus genes was confirmed by RT-PCR. Based on the
results obtained, it was found that the sensitivity of
the COVID-19 Ag Respi-Strip test ranges between
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po pigciu dniach od momentu pierwszego badania.
Wedlug autorow badania serologiczne moga mie¢
istotne znaczenie w badaniu 0sob z ujemnymi wyni-
kami badan genetycznych wykonanych z wymazow
z gardia (29).

TESTY SEROLOGICZNE WYKRYWAJACE
ANTYGENY WIRUSA SARS-CoV-2

Oprocz testow serologicznych stuzacych do wykry-
wania swoistych przeciwcial dla wirusa SARS-CoV-2
dostgpne sg rowniez testy serologiczne shuzace do wy-
krywania antygenéw wirusa SARS-CoV-2 (Tabela V).
Zastosowano w nich zaréwno technik¢ immunochro-
matografii (,,szybkie” testy kasetkowe) jak rowniez me-
tody immunoenzymateczne ELISA.

Zasada dziatania “szybkich” testow kasetkowych
oparta jest na technice immunochromatografii. Na pa-
sek membrany umieszczony w plastikowej plytce na-
noszone sg przeciwciata skierowane przeciwko antyge-
nowi wirusa SARS-CoV-2 (najczesciej przeciw biatku
nukleokapsydowemu (N) lub biatku szczytowemu (S)
w strefie testowej T. W poczatkowym odcinku tego
paska znajduje si¢ koniugat ztota koloidalnego z prze-
ciwcialami anty-SARS-CoV-2. Wykonanie oznaczenia
polega na wyekstrahowaniu antygenu wirusa SARS-
CoV-2 z probki przy uzyciu roztworu ekstrakcyjnego,
a nastgpnie nakropleniu ekstraktu na ptytke testowa.
Antygen wigze si¢ z koniugatem ztota koloidalnego
z przeciwcialami anty- SARS-CoV-2 i tworzy si¢ kom-
pleks antygen-przeciwciato. Nastepnie ekstrakt prze-
mieszcza si¢ sitami kapilarnymi do unieruchomionych
przeciwciat anty-SARS-CoV-2 w strefie testowej T. Je-
zeli w badanej probce obecny jest antygen wirusa SAR-
S-CoV-2 to powstaje barwny kompleks: przeciwcialo -
antygen SARS-CoV-2 -koniugat przeciwciata ze ztotem
koloidalnym i tworzy si¢ barwny prazek testowy T. Brak
barwnego prazka w strefie testowej $wiadczy o nieobec-
nosci antygenu wirusa w badanej probce. Ekstrakt prze-
mieszcza si¢ dalej wzdtuz ptytki i w strefie kontrolnej
tworzy si¢ barwny prazek kontrolny C. Obecnos¢ tego
prazka swiadczy o prawidtowym wykonaniu i dziataniu
testu oraz o dobrej jakosci odczynnikow.

Opublikowane przez naukowcow badania wskazu-
ja, ze w przypadku pacjentow chorych na grype czutos¢
,»szybkich” testow wykrywajacych w badanej probce
antygen wirusa SARS-CoV-2 waha si¢ od 34% do 80%.
W oparciu o te informacje, w zaleznos$ci od grupy ba-
danych pacjentow, cze$¢ badanych osob zakazonych
wirusem SARS-CoV-2 moze zosta¢ blednie zdiagno-
zowanych. Ponadto stwierdzono mozliwo$¢ uzyskania
wynikow fatszywie dodatnich wynikajacych z faktu
obecnosci w badanych probkach przeciwciat badz an-
tygenu wirusa, innego niz SARS-CoV-2, wywotujacego
infekcje uktadu oddechowego. Przykladowo, w przy-
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56.14% - 60% and the specificity between 90.2% -
100%. The test is recommended for screening (31).

The SARS-CoV-2 Antigen ELISA Kit from
Creative Diagnostics, USA, RUO is used to quantify
the level of SARS-CoV-2 recombinant nucleocapsid
protein (N protein) in serum (the required sample
volume is 50 pl) (32). According to the manufacturer,
there is a possibility of cross-reactions with the SARS-
CoV virus nucleocapsid protein. Such reactions have
not been shown for the MERS-CoV virus N protein.
It is intended for scientific research only (RUO). To
perform the test and plot a standard curve, seven serial
dilutions of the standard (SARS-CoV-2 Nucleoprotein
Standard) should be proceed, according to the
manufacturer’s instructions. Therefore, a maximum
of 44 samples can be researched in one test, assuming
that each assay for a given sample is performed in
two wells.Estimated time to complete the test is 3
hours. The lower limit of quantification (LOD) is 1
ng / ml N protein (32).

SUMMARY

A review of the available information on
serological tests for the diagnosis of COVID-19
above all shows the great interest of commercial
companies in the production of this type of Kkits.
There are currently many different tests available
on the market, mainly those produced in Asia, both
for searching for antibodies and antigens of the
SARS-CoV-2 virus. On the other hand, there is lack
of reliable scientific research about the diagnostic
usefulness of individual tests. Such tests should be
carried out as soon as possible on a representative
number of clinical specimens, obtained from patients
for whom the presence of the virus was detected
by genetic methods, persons with symptoms of
respiratory infection caused by pathogens other than
SARS-CoV-2, as well as from healthy persons. In
addition to comparative assessment of individual
tests, such studies will also provide the answer
whether serological tests can be used in the diagnosis
of patients showing acute clinical symptoms, or
only for retrospective tests. Undoubtedly, the
greatest usefulness in epidemiological studies will
be immunoenzymatic tests detecting IgG class
antibodies, which remain at an elevated level long
after the end of disease.
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padku testu COVID-19 Ag Respi-Strip firmy Coris Bio-
Concept (Belgia) istnieje mozliwos¢ wystapienia reakcji
krzyzowych z antygenem wirusa SARS-CoV. Walida-
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PODSUMOWANIE
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