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1.UVOD

U prosincu 2019. godine u Kini se pojavio novi oblik korona virusa nazvan SARS-
CoV-2 (SARS-coronavirus-2), a bolest koju uzrokuje COVID-19.

To je respiratorna bolest koja izaziva simptome poput kaslja i vrucice, teSke upale
pluca i smrt. Bolest se Sirila velikom brzinom i zarazila milijune diljem svijeta. Prema
podacima Svjetske zdravstvene organizacije do 29. svibnja 2021. bilo je oko 170,2
milijuna ljudi pozitivno na COVID-19 s 3,54 milijuna potvrdenih smrtnih slucajeva i

152,1 milijuna oporavljenih. [1]

Prva sekvenca genoma SARS-CoV-2 je objavljena 11. sije¢nja 2020. ¢ime su se
odredili standardizirani protokoli za laboratorijsku dijagnostiku, koje ukljucuju preporuke
za koriStenje odgovaraju¢ih pocetnica (engl. primers) i proba (engl. probe) te uvjeti za
odvijanje lancane reakcije polimeraze - PCR (engl. polymerase chain reaction). To je
omogucilo brzo testiranje na COVID-19 i time je zapocelo koristenje komercijalno

dostupnih "brzih testova™ . [2]

S druge strane su se poceli koristiti seroloski testovi koji su jeftiniji i jednostavniji
za primjenu naspram PCR-a §to ih ¢ini alternativom ili svojevrsnom nadopunom toj

metodi. [3]

Takvi testovi se medusobno razlikuju prvenstveno u metodi odredivanja te
ciljevima koji se zele time posti¢i: od otkrivanja antigena SARS-CoV-2, ispitivanja

antitijela te kombinacije testova antigena i antitijela.

Laboratorijski dijagnosticki testovi koriste se u mnoge svrhe: od asimptomatskog probira
populacije, ciljanog probira populacije s visokim rizikom zaraze, pracenje kontakata

zarazenih osoba, klini¢ke dijagnoze, pracenja tezine bolesti i zaraznosti. [2]



1.1 SARS-CoV-2

1.1.1 Struktura koronavirusa

Koronavirusi pripadaju potporodici Coronavirinae u obitelji Coronaviridae, a ona
sadrzi Cetiri roda: Alphacoronavirus , Betacoronavirus , Gammacoronavirus i

Deltacoronavirus.

SARS-CoV-2 je jednolancani pozitivni RNA virus veli¢ine priblizno 29,9 kB.
Nukleokapsidni protein (N) stvara kapsidu izvan genoma, a genom je prekriven
ovojnicom povezanom s tri strukturna proteina: membranskim proteinom (M), proteinom
Siljka (engl. spike) (S) 1 proteinom ovojnice (E). Veli¢ina sekvenciranog genoma SARS-
CoV-2 iznosi priblizno 29,9 kb. Osim Cetiri strukturna proteina (S, E, M i N), SARS-
CoV-2 sadrzi Sesnaest nestrukturnih proteina (nsp1-16) (Slika 1).

Spike Protein (S)

Q) '\/V{ Nucleocapsld Protein (N)

*— . Envelope Protein(E)
-4
, “— Membrane Glycoprotein (M)
";" \
g "1..\\ J
/ ) *\* &
( ORFla ORF1b s 3a E M 67a7b8 N 10

1
|I |
J
1
.
I
I

8o s o] 2 | o | [

Slika 1. Struktura korona virusa: SARS coronavirus 2: from genome to infectome
Meghana Rastogi, Neha Pandey, Astha Shukla & Sunit K. Singh Respiratory Research
volume 21, Article number: 318 (2020)



Nspl posreduje u obradi i replikaciji RNA. Nsp2 modulira signalni put
prezivljavanja stanice domacina. Vjeruje se da Nsp3 razdvaja prevedeni protein. Nsp4
sadrzi transmembransku domenu 2 (TM2) i modificira ER membrane. Nsp5 sudjeluje
tijekom replikacije. Nsp6 je dio transmembranske domene. Prisutnost Nsp7 i Nsp8
znacajno povecava kombinaciju nsp12 i RNA predloska-pocetnica. Nsp9 funkcionira kao
protein koji veze ssRNA. Uloga Nspl0 je vezana uz metilaciju kapica virusnih mRNA.
Nsp12 sadrzi RNA-ovisnu RNA polimerazu (RdRp), koja je jedna od glavnih sastojaka
replikacije / transkripcije koronavirusa. Nsp13 se veze s ATP, a domena koja veze cink u
nspl3 sudjeluje u procesu replikacije i transkripcije. Nspl4 je lektorska domena
egzoribonukleaze. Nsp15 ima endoribonukleaznu aktivnost zajedno s manganom. Nsp16

je 2'-O-riboza metiltransferaza. [4,5]

1.1.2. Putevi prijenosa korona virusa

Glavni put Sirenja SARS-CoV-2 je s Covjeka na covjeka §to se najéesce dogada u
obitelji, bolnici i raznim okupljanjima. Simptomatski i asimptomatski bolesnici glavni su
izvor zaraze. Osim toga, virus se moze S$iriti i posrednim kontaktnim prijenosom,
kapljicama koje nastaju tijekom kasljanja i kihanja, a ljudi zatim doticu sluznicu usta,
nosa i o¢iju uzrokujuci infekciju. Istrazivanja su pokazala da SARS-CoV-2 nije ograni¢en
samo na respiratorni trakt. Neke studije pokazuju da se virus prenosi i aerosolnim putem.

Tijekom izbijanja COVID-19, istrazivala se acrodinamicka priroda SARS-CoV-2
mjerenjem virusne RNA u aerosolima u dvije bolnice u Wuhanu, $to ukazuje da SARS-
CoV-2 ima potencijal Sirenja kroz aerosole. Nedavna istrazivanja pokazuju da bi se
SARS-CoV-2 mogao reproducirati i u ljudskim crijevnim organima i crijevnom epitelu.
Kao rezultat, SARS-CoV-2 ima potencijal Sirenja kroz crijevni trakt, a 0sim toga, urin
pacijenta s COVID-19 takoder sadrzi infektivni SARS-CoV-2. [4]

Prema analizi sekvenci, §i8miSi su prirodni domac¢ini SARS-CoV-2 te se virus
moze prenositi 1 izmedu Zivotinja. Jedna studija pokazuje da se sekvenca gena beta-
korona virusa izolirana iz ljuskavca do 99% podudara s trenutno zarazenim sojem
covjeka. Druga studija pokazuje da SARS-CoV-2 i korona virus iz ljuskavca u Maleziji

sadrzi visoku genetsku sli¢nost pri ¢emu podudarnost gena E iznosi 100 %, gena M 98,6



%, gena N 97,8 % i S gena 90,7%, §to bi znacilo da postoji vjerojatnost da su ljuskavci
intermedijarni domacini (Slika 2). [4,5]
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Slika 2. Prijenos korona virusa medu razli¢itim organizmima: SARS coronavirus 2: from
genome to infectome Meghana Rastogi, Neha Pandey, Astha Shukla & Sunit K. Singh
Respiratory Research volume 21, Article number: 318 (2020)



1.1.3. Klinicke zna¢ajke COVID-19

COVID-19 se najcesce ocituje kao vrucica i suhi kaSalj. Drugi pokazatelj je
bilateralna upala plu¢a koja se pojavljuje u vec¢inskom dijelu bolesnika. Krvna slika

pacijenata pokazuje leukopeniju i limfopeniju. [4]

Prema podacima, razdoblje inkubacije za SARS-COV-2 iznosi prosje¢no od 7 do
14 dana. Bolest je podijeljena u tri razine po tezini simptoma koji se pojavljuju: blagu,
tesku i kriticnu Tablica 1. [4,6]

Veéina bolesnika ima samo blage simptome i kod njih je brz oporavak. Takoder
su zabiljeZzeni slucajevi asimptomatske infekcije, ali kod vecine asimptomatskih

bolesnika se bolest nastavila razvijati. [4]

Osim bolesti disnog sustava, ova virusna infekcija moze dovesti do ostecenja
miokarda i aritmijskih komplikacija, ali i do neuroloskih problema, kao $to su mijalgija,
glavobolja, vrtoglavica, oslabljena svijest, intrakranijalno krvarenje, pa ¢ak i mozdani
udar. [4,5]

Takoder su prijavljeni slucajevi probavnih simptoma i patologije jetre,
hiperkoagulabilnost i ucestalost pojave tromboze. Kod nekih slucajeva, najcesée onih
kriti¢nih, dolazi do razvoja sindroma respiratornog zatajenja zvanog ARDS (engl. Acute
respiratory distress syndrome). Uz to je moguce pojavljivanje metabolicke acidoze,
septickog Soka, poremecaja koagulacije i zatajenja veceg broja organa. Prema
zabiljezenim podacima, oko 26,1% pacijenata primljeno je na JIL zbog komplikacija
uzrokovanih COVID-19. [4,5]

Uz pravilnu dijagnozu i lije¢enje COVID-19, vecina pacijenata se brzo oporavi,
no starije osobe i pacijenti s osnovnim, teskim, kroni¢nim bolestima imaju loSiju

prognozu koja nazalost ukljucuje smrtni ishod. [4]



Tablica 1. Klinicke manifestacije i tri razli¢ite razine COVID-19.

Klini¢ke vrucica, suhi kasalj, umor, oteZano disanje, bolovi u misi¢ima, zbunjenost,
manifestacije | glavobolja, upaljeno grlo, rinoreja, bol u prsima, proljev, muénina,
povracanje, jeza, stvaranje ispljuvka, hemoptiza, dispneja, anoreksija
obostrane upale pluca, bol u prsima, leukopenija, limfopenija, poremecaji
mirisa i okusa, viSe razine citokina u plazmi (IL2, IL7, IL10, GSCF, IP10,
MCP1, MIP1A i TNFa) (ICU pacijenti)

Tri razli¢ite Blaga vruéica, kasalj, umor, blaga upala pluca ili njen izostanak
razine COVID-
19

Ozbiljna | dispneja, zasicenje krvi kisikom <93%, frekvencija disanja >30
/ min, parcijalni tlak arterijskog kisika prema udjelu nadahnutog
omjera kisika <300 i/ ili pluéni infiltrati> 50% u roku od 24 do
48 h, potreban je ICU

Kritiéna | sindrom akutnog respiratornog zatajenja (ARDS), respiratorno
zatajenje, septicki Sok i/ ili disfunkcija ili zatajenje viSe organa,
tesko ispravljiva metabolicka acidoza, septicki Sok, disfunkcija

zgruSavanja Krvi

Wang MQOJ, Zhao R, Gao LJ, Gao XF, Wang DP, Cao JM. SARS-CoV-2: Razvoj
strukture, biologije i terapije zasnovane na strukturi. Infekt prednjih stanica mikrobiolom
. 2020; 10: 587269. Objavljeno 2020. 25. studenoga. Doi: 10.3389 / fcimb.2020.587269



1.2. METODE ODREDIVANJA COVID-19

Identifikacija SARS-CoV-2 provodi se dvjema metodama:

1) RT-gPCR kojim se otkriva prisutnost samog virusa
2) seroloskim testovima kojima se dokazuje kontakt s virusom otkrivanjem

protutijela nastala nakon preboljene bolesti ili nakon cijepljenja. [7]

1.2.1. Detekcija virusa metodom RT-PCR

RT-gPCR (engl. Reverse transcription quantitative real-time polymerase chain
reaction) jedna je od najcesce koriStenih laboratorijskih metoda za otkrivanje virusa
COVID-19 za koju se moraju uzeti uzorci gornjeg respiratornog trakta (nazofaringealni i
orofaringealni brisevi). To je vrlo osjetljiva i specifi¢na metoda koja moze dati pouzdanu

dijagnozu prisutnosti virusne RNA ve¢ u roku od tri sata.[8]

Za PCR su potrebne samo male koli¢ine DNA kako bi se stvorilo dovoljno kopija
za analizu §to ovu metodu Cini vrlo osjetljivom. Reakcijska smjesa za PCR sadrzi sve

dijelove potrebne za replikaciju DNA:

1) DNA predlozak

2) Pocetnice (engl. primers)

3) Nukleotidi (deoksiribonukleotid trifosfati)
4) DNA polimeraza — Taq polimeraza

5) Bivalentni ioni (najces¢e Mg2+)

Taq polimeraza je enzim koji povezuje pojedinacne nukleotide kako bi dobili
konacan produkt potreban za reakciju PCR-a. Time nukleotidi ¢ine gradevne blokove, a
razlikujemo Cetiri baze - adenin, timin, citozin i gvanin (A, T, C, G) - koje se nalaze u
DNA. Primeri su kratki oligonukleotidni sljedovi komplementarni ciljanoj DNA koju

treba detektirati 1 umnoziti.



Umnozavanje DNA odvija se u u tri osnovna koraka:
1) DENATURACIJA DNA (engl. Denaturation) predloSska odnosno razdvajanje
komplementarnih lanaca na 94-96°C
2) HIBRIDIZACIJA pocetnica (engl. Annealing) pri ¢emu dolazi do vezanja
pocetnica na komplementarne sljedove DNA predloska na 40-60°C
3) PRODULJIVANJE LANCA (engl. Elongation) na temperaturi od 72°C
Ova tri koraka se ciklicki ponavljaju 20-40 puta (ovisno o potrebi), a svakim

ponavljanjem se broj kopiranih molekula DNA udvostru¢uje .[9]

RT-gPCR je jedna od verzija PCR metode koja se prvenstveno koristi za mjerenje
koli¢ine odredene RNA Slika 3.

Reverse transcription gquantitative real-time PCR
(RT-gPCR)
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Slika 3. RT-qPCR. Adams, Grace. (2020). A beginner’s guide to RT-PCR, gPCR and
RT-gqPCR. The Biochemist. 42. 10.1042/B1020200034.



1.2.2. Detekcija virusa seroloskim testovima

Seroloski testovi pomazu u procjeni udjela pojedinaca koji su prethodno bili
zarazeni u populaciji na nacin da detektiraju prisutnost antitijela (specificni imuni
odgovor) na SARS-CoV-2 antigenske proteine. Otkrivanje specifi¢nih antitijela (IgM,
IgA i 1gG) se provodi jako brzo, a osim za potvrdivanje infekcije SARS-CoV-2 u
bolesnika s PCR-pozitivnim COVID-19, korisno je i kod asimptomatskih infekcija te
nedijagnosticiranih bolesnika, za ispitivanje osjetljivosti i otpornosti na ponovnu
infekciju. [10,11]

Serolosko testiranje se radi iz uzorka krvi, a dostupni su kvantitativni i kvalitativni
testovi pri ¢emu pozitivan rezultat pokazuje da je osoba bila izlozena SARS-CoV-2 virusu

u proslosti i definira odgovor domacéina na infekciju. [,12,13]

Cilj ljudskih protutijela je unistiti virus na na¢in da prepoznaju protein (S) koji se
nalazi na povrsini virusa, a seroloskim testovima se otkrivaju serumska IgM, 1gG i IgA
protutijela. [11,12]

IgM protutijela su prva protutijela koja se javljaju kao odgovor na virusnu
infekciju. Obi¢no se pojavljuju krajem prvog tjedna od pocetka bolesti, znaci tijekom
akutne faze, a zatim nestaju. Ubrzo nakon IgM, se javljaju IgG protutijela koja dosezu
visoku razinu tijekom akutne faze bolesti, a nakon preboljenja bolesti njihova razina
opada na nize vrijednosti te takva ostaju prisutna dulje vrijeme. IgA antitijela pokazuju

slicnu pojavnost kao i IgM antitijela. [12]

Drugi protein koji se ¢ini vaznim antigenim mjestom za razvoj seroloskih testova
za otkrivanje COVID-19 je protein N, koji je strukturna komponenta spiralnog
nukleokapsida. N protein ima vaznu ulogu u virusnoj patogenezi, replikaciji 1 pakiranju
RNA. Protutijela na N protein ¢esto se otkrivaju u bolesnika s COVID-19 §to sugerira da
je protein N jedan od imunodominantnih antigena u ranoj dijagnozi COVID-19. [11]

Ovu metodu je moguce odrediti iz pune krvi (venske ili kapilarne), seruma ili
plazme. Reagensi potrebni za reakciju su anti-humani IgM i anti-humani 1gG koji se
hvataju za antigen SARS-CoV-2 (nukleokapsidni protein) koji se pokusava detektirati.
[10]



2. CILJ RADA

Cilj ovog rada je prikazati seroloske i molekularne testove za dijagnostiku SARS-
CoV-2 infekcije te usporediti njihovu osnovnu zadacu, prednosti i nedostatke u procjeni

zarazenosti korona virusom.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJAL

Prije uzorkovanja potrebno je obuéi zaStitnu opremu koja ukljucuje: zastitni ogrtac,
rukavice, zaStitnu masku i Stitnik za lice te pripremiti pribor za uzorkovanje (Slika 4).
[14]

Slika 4. Osobna zastitna oprema: Francisco M. Marty, M.D., Kaiwen Chen, B.S., and
Kelly A. Verrill, R.N. How to Obtain a Nasopharyngeal Swab Specimen. The New
England Journal of Medicine May 28, 2020 N Engl J Med 2020; 382:e76 DOI:
10.1056/NEJMvcm2010260,
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3.1.1. Uzorkovanje materijala za PCR metodu

Kod dijagnosticiranja SARS-CoV-2 PCR metodom preporucuje se prikupljanje i
ispitivanje uzorka gornjih disnih putova (nazofaringealni i orofaringealni brisevi).

Uzorkovanje moze izvesti Samo Osoba koja je obucena za uzimanje ovih briseva. [15]

U iznimnim situacijama na primjer kod pacijenata koji su pod invazivnom
mehanickom ventilacijom, uzorak aspirata donjeg respiratornog trakta ili
bronhoalveolarnog ispirka se moze koristiti kao uzorak za testiranje na SARS-CoV-2.
[16]

Pribor za uzorkovanje:

1. tanki plasti¢ni i vrlo savitljivi Stapi¢ s vrhom od sintetickog materijala koji je

hiperadsorptivan

2. epruveta s medijem

Postupak:

1. Na epruvetu s medijem napisati ime i prezime pacijenta i datum rodenja.

2. lzvaditi obris iz pakiranja.

3. Nagnuti glavu pacijenta za 70 stupnjeva unazad.

4. Lagano uvudi Stapi¢ u nosnicu paralelnu s nepcem (ne prema gore), uz donji nosni

hodnik do nazofarinksa dok se ne osjeti otpor (Slika 5.)

5. Zarotirati Stapi¢ par puta te ostaviti nekoliko sekundi radi apsorpcije sekreta i
stanica.

6. Polako, okretanjem, ukloniti $tapic.

7. Otvoriti epruvetu s medijem.

8. Staviti obris u epruvetu i prelomiti ga - tako da vrh bude uronjen u medij.

9. Epruvetu dobro zatvoriti ¢epom na navoj

12



Slika 5. Uzorkovanje nazofaringealnog brisa: Francisco M. Marty, M.D., Kaiwen Chen,
B.S., and Kelly A. Verrill, R.N. How to Obtain a Nasopharyngeal Swab Specimen. The
New England Journal of Medicine May 28, 2020 N Engl J Med 2020; 382:e76 DOI:
10.1056/NEJMvcm2010260,

3.1.2. Uzorkovanje materijala za seroloske testove

Serolosko testiranje se radi iz uzorka venske krvi uz pomo¢
imunokromatografskog testa koji odreduje prisutnost IgM i IgG protutijela na SARS-
CoV-2 virus.

Glavni uzorak za serolosku dijagnostiku je serum koji se dobiva iz pune venske

krvi. U sterilnu epruvetu u aseptickim uvjetima treba uzeti 5-10 mL pune Krvi:
ostaviti na sobnoj temperaturi
centrifugirati (na 3000 rpm / 5-10 minuta)

oprezno odvojiti supernatant u novu praznu epruvetu = SERUM

13



Postupak:

Najcesce mjesto uboda pri uzrokovanju krvi je povrSinska, antekubitalna vena.

......

Cephalic Vein

Median Cephalic
Vein

Accessory Cephalic Vein

Basilic Vein

Median Cubital
Vein

Slika 6. Odabir vene za venepunkciju
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3.2. METODE

3.2.1. RT-gPCR
3.2.1.1. IZOLACIJA RNA —( Viral DNA/RNA Extraction Kits TIANLONG)

Za odredivanje RNA iz seruma ili nekog drugog tekuceg uzorka potrebno je

najprije izolirati RNA.

Opis i svrha

Za izolaciju se moze koristiti komercijalno dostupan kit (Viral DNA/RNA
Extraction Kits,) koji omogucava brzu i sigurnu izolaciju kojom se dobije visoko

prociséena nukleinska kiseline u dovoljnoj koli¢ini.

Princip kita je u tome da se magnetne kuglice vezu na negativno nabijenu
nukleinsku kiselinu, prenose se 1 oslobadaju putem specijaliziranih magnetskih Sipki

tijekom procesa ekstrakcije ¢ime se postize automatizirana ekstrakcija. [18]

Sadrzaj kita i pohrana

Kit Viral DNA and RNA Extraction Kit— TIANLONG sadrzi 4 ekstrakcijske
plocice i dostatan je za 64 izolacije . Ekstrakcijske ploce u koje se dodaje uzorak tvornicki
Su napunjene sa svim potrebnim reagensima za izolaciju koja se odvija na aparatu
TIANLONG ® GeneRotex96 (Slika 7.) [18]

L*

‘ "
‘»ﬂf_f_ll ,;:v._«.; ;..,,;_

I —

Slika 7. Ekstrakcijske plo¢ice i aparat TIANLONG ® GeneRotex96
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Postupak

Postupak izolacije RNA odvija se u nekoliko koraka:

1. Plocicu za ekstrakciju okretati gore i dolje kako bi se razdvojile i promijeSale

magnetske kuglice na dnu plocice.

2. Ukloniti aluminijsku foliju s plocice.

3. Dodati 200 ul uzorka i 10 ul EAV kontrole u jaZice prvog i sedmog stupca ploc€ice

4.Postaviti plo€icu u aparat i pokrenuti program izolacije iz Tablice 2.:

Tablica 2. Program izolacije RNA za GeneRotex96:

Stupac Ime ¢ekanje | Mijesanje | Magnet Brzina | Volumen | Stanje Temperatura
(sekunde) | (sekunde) | (sekunde) (ul) grijanja | (°C)
1 Liza
stanice 0 240 180 3000 825 - 0
2 Pranje 1
0 60 60 2000 700 Ispiranje 100
3 Pranje 2
60 60 60 2000 gop | 'spiranie 100
6 otapanje
0 300 120 2500 go | lspiranie 100
2 Otpustanje
zrnaca 0 10 0 2500 700 - 0

5. Dobivene izolirane RNA koje se nalaze u Sestom i dvanaestom stupcu plocice prebaciti

epruvete pohraniti na 4°C do 24 h, a za duzu pohranu staviti na -20°C.

16



3.2.1.2. AMPLIFIKACIJA | DETEKCIA

Kitovi LightMix® SarbecoV E-gene plus EAV control (Roche) i LightMix® Modular
SARS-CoV-2 (COVID 19) RdARP (Roche) koriste se za RT-gPCR za detekciju COVID-
19 infekcije.

Opis kitova, sadrzaj 1 pohrana

LightMix® SarbecoV E-gene plus EAV control Kit

Ovim se testom detektira virus SARS-CoV-2 kao i drugi virusi povezani s SARS-
om koji su podrijetlom od S§iSmisa (Sarbecovirus ). Sadrzi Fragment dug 76 bp iz
konzerviranog podru¢ja u genu E oznafen sa FAM fluorescentnom bojom cija se
fluorescencija detektira u kanalu 530 i softverski obraduje. Kit sadrzi reagense za 96 PCR
reakcija Tablica 3. [19]

Tablica 3. Sadrzaj i pohrana kita za E-gen

1 bodica (zuta) liofilizirane pocetnice i probe za 96 Cuvati na 4°C do 25°C
reakcija Ne zamrzavati liofilizirane reagense

1 bocica (crna) RNA pozitivna kontrola Cp ~ 30
1 bocica (bijela) EAV ekstrakcijska kontrola

LightMix® Modular SARS-CoV-2 (COVID 19) RdRP kit

Fragment dug 87 bp iz konzerviranog podruc¢ja gena o RNA-ovisnoj RNA
polimerazi (RARP) otkriva se probama obiljezenim s fluorescentnom bojom FAM (530
kanal). Kit sadrzi reagense za za 96 PCR reakcija Tablica 4. [20]

Tablica 4. Sadrzaj i pohrana kita za R-gen

1 bocica (zuta) liofilizirane pocetnice i probe za 96 Cuvati na 4°C do 25°C

reakcija Ne zamrzavati liofilizirane reagense

1 bocica (crna) pozitivna kontrola Cp ~ 30
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Svaka analiza mora imati pozitivnu i negativnu kontrolu. Pozitivna kontrola (PC)
koristi se kao cjelovita pozitivna kontrola procesa kako bi se potvrdilo da se ispitivanje
izvodi kako je predvideno i temelji se na umjetnoj RNA koja pokriva ciljne sekvence
ispitivanja genoma SARS-CoV-2. Negativna kontrola (NTC) sluzi kao kontrola za
pracenje kontaminacije PCR reagensa s moguc¢im pozitivnim uzorcima sa sekvencama
SARS-CoV-2 koja bi se mogla dogoditi tijekom postupka PCR-a. NTC se sastoji od
vode.[19,20]

Osim navedenih kitova potreban je i dodatni reagens LightCycler ® Multiplex
RNA Virus Master te slijede¢a oprema: jednokratne rukavice od lateksa, pipete, nastavci
za pipete, tubice (1,5 ml), vortex mijesalica, stolna centrifuga, 0,2 ml PCR plocica, brtveni

film, osobna zastitna oprema i spremnik za infektivni otpad.

Postupak

Postupak detekcije i amplifikacije E i R gena se odvija u aparatu Roche
LightCycler® 480 Il Slika 8. Prije zapoc¢injanja cijelog postupka, potrebno je unijeti
program u aparat pri kojem se odvija reakcija (Tablica 5). Program se sastoji od Cetiri

dijela:reverzna transkripcija virusne RNA, denaturacija, umnazanje i hladenje.

Tablica 5: Parametri za programiranje Roche LightCycler® 480 Il

Program Step: RT Step Denaturation Cycling Cooling
Parameter
Analysis Mode None None Quantification mode None
Cycles 1 1 45 1
Target [°C] 95 95 95 60 72 40
Hold [hh:mm:ss] 00:05:00 00:05:00 00:00:05 | 00:00:15 | 00:00:15 | 00:00:30
Ramp Rate [*C/s] 96 44 44 44 22 44 15
Ramp Rate [*C/s] 384 46 46 46 24 46 20
Acquisition Mode None None None Single None None
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Priprema pocetnica, proba, pozitivne kontrole i ekstrakcijske kontrole:

Prema uputama proizvodaca koje su prilozene u kitu razrijede se pocetnice, probe,

pozitivna kontrola i ekstrakcijska kontrola sa PCR vodom iz kita.
Priprema reakcijske smjese:

Reakcijska smjesa se najprije izracuna na nacin da se pomnoziti volumen svake
pojedine komponente smjese s brojem ( broj uzoraka za analizu + pozitivna kontrola +

negativna kontrola + 1) Tablica 6.

Tablica 6. Izracun reakcijske smjese

KOMPONENTE za 5 pl uzorka

PCR-voda 10.4 ul X ( broj uzoraka + pozitivna
kontrola + negativna kontrola +
1)

MjeSavina pocetnica i proba | 0.5 pl

Roche Master 4.0 pl

RT- enzim 0.1 wl

15 pl reakcijske smjese nanijeti u svaku jazicu PCR plocice, a zatim dodati 5 pl uzorka

ili kontrole. Staviti plo€icu u aparat i pokrenuti analizu.

Slika 8. Roche LightCycler® 480 11
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3.2.2. SEROLOSKO TESTIRANJE

SARS-COV-2 IG Il QUANT(Abbott)

Opis i svrha

SARS-CoV IgG II Quant test koristi se kao pomoé¢na pretraga pri dijagnozi
infekcije virusom SARS-CoV zajedno s klini¢kom slikom i drugim laboratorijskim

testovima.

SARS-CoV-2 1gG Il Quant je kemiluminiscentni imunokemijski test za
kvalitativno i kvantitativno odredivanje IgG antitijela na virus SARS-CoV-2 u humanom

serumu i plazmi na analizatoru ARCHITECT i System. .[21]

Sadrzaj kita i pohrana

- Mikrocestice - obloZene proc¢is¢enim SARS-CoV-2 rekombinantnim antigenom u

TRIS puferu sa surfaktantom.

- Konjugat - Antihumani IgG (misji, monoklonski) konjugat obiljezen akridinom u

MES puferu sa surfaktantom i proteinskim (govedim) stabilizatorom.
- Sredstvo za razrjedivanje - MES pufer s proteinskim (govedim) stabilizatorima.

Ako se pojavi pogreska kalibracije ili je vrijednost kontrole izvan definiranog
raspona, to moze ukazivati na propadanje reagensa. Tako dobiveni rezultati testa nisu

valjani i uzorke treba ponovno testirati. Ponekad test treba ponovno kalibrirati

Postupak

MijeSaju se uzorak, paramagnetske mirkocCestice oblozene SARS-CoV-2
antigenom 1 tekucina za razrjedivanje reagensa te se inkubiraju. IgG antitijela na SARS-
CoV-2 u uzorku vezu se na mikrocestice oblozene SARS-CoV-2 antigenom. Smjesa se
ispire. Dodaje se akridinom obiljezeni anti-humani 1gG konjugat kako bi se dobila
reakcijska smjesa koja se zatim inkubira. Nakon ciklusa ispiranja, dodaje se

predaktivacijska i aktivacijska otopina.
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To aktivira kemiluminiscentnu reakciju koja se mjeri i izrazava relativnim
svjetlosnim jedinicama (RLU engl. relative light unit). Koli¢ina IgG antitijela na virus
SARS-CoV-2 u uzorku proporcionalna je vrijednosti RLU izmjerenoj optikom

analizatora.

U uzorcima ne smije biti mjehuri¢a zraka. Ako ima mjehurica zraka prije testiranja
treba ih ukloniti Stapicem. Za svaki uzorak treba upotrijebiti novi Stapi¢ kako bi se

izbjegla krizna kontaminacija.

Zamrznute uzorke treba prije mijeSanja potpuno odmrznuti, dobro promijesati

vrtloznom mijeSalicom (vorteksom) pri maloj brzini mijeSanja ili okretanjem gore-dolje

Prije testiranja treba instalirati SARS-CoV-2 IgG Il Quant datoteku testa na
ARCHITECT i System Slika 9

Slika 9. ARCHITECT i System
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4. REZULTATI

4.1. LightMix® SarbecoV E-gene plus EAV control (Roche)

Channel 530 : Wuhan CoV E gene

Channel 660: EAV extraction control

Amglitiialean Cuives

LEpl i G

Slika 10. Intenzitet fluorescencije u odnosu na broj ciklusa

Tablica 7. Prikaz svih moguéih rezultata za E-gen

Channel 530 Channel BE{_I Channel 530 Result
(sample) Control Reaction NTC Control
No amplification Detectable Negative Not detectable
Amplification Cp < 36" Not relevant Negative SarbecoV Positive
No amplification Not detectable Not relevant PCR failure Repeat
Amplification signal Not relevant Positive Contamination Repeat
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4.2. LightMix® Modular SARS-CoV-2 (COVID 19) RdRP (Roche)
Channel 530 : WH-CoV RdRP Channel 660 : EAV Extraction Control
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Slika 11. Intenzitet fluorescencije u odnosu na broj ciklusa

Tablica 8. Prikaz svih mogucih rezultata za R-gen

Channel 530 Channel EE{_I Channel 530 Result
(sample) Control Reaction NTC Control
No amplification Detectable Negative Not detectable
Amplification Cp < 39" Not relevant Negative WH-CoV Positive
No amplification Not detectable Not relevant PCR failure Repeat

Amplification signal

Not relevant

Positive

Contamination Repeat
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4.3. SARS-COV-2 IGG Il QUANT (Abbott)

Za to¢ne rezultate uzorci seruma i plazme ne smiju sadrZavati fibrin, eritrocite 1

druge krute Cestice

Uzorci s vrijednos¢u SARS-CoV-2 1gG koja prelazi 40 000,0 AU / ml oznaceni
su kodom "> 40 000,0 AU / mL" i trebaju se razrijediti pomocu protokola za automatsko

razrjedivanje ili ruénim postupkom razrjedivanja.
Protokol automatskog razrjedivanja

Analizator sam razrjeduje uzorak u omjeru 1: 2 i automatski izrac¢unava

Koncentraciju mnozenjem rezultata s faktorom razrjedenja.
Protokol ru¢nog razrjedivanja
Preporuceno razrjedenje: 1: 2. Treba dodati 75 pl uzorka u 75 L ARCHITECT.

Kod zadavanja testa, operater mora unijeti faktor ru¢nog razrjedivanja uzorka
pacijenta ili kontrolnog uzorka. Sustav ¢e koristiti ovaj faktor razrjedenja i
automatski izraunati koncentraciju uzorka te prikazati rezultat. Rezultat mora
prije unosa faktora ru¢nog razrjedivanja biti > 22,0 AU / mL Ako operater ne
unese faktor rucnog razrjedenja, rezultat se mora rucno pomnoziti s

odgovaraju¢im faktorom razrjedivanja prije ispisa .

Ako je rezultat razrijedenog wuzorka manji od 21,0 AU/mL, ne ispisivati

rezultat. Ponoviti test s odgovarajuc¢im razrjedenjem.

Grani¢na vrijednost (cutoff) je 50.0 AU / mL.

AU/ mL interpretacija
<50.0 negativni
>50.0 pozitivni

U dijagnosticke svrhe rezultate ovog testa treba interpretirati zajedno s drugim klinickim

nalazima i dijagnostickim parametrima.
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5. RASPRAVA

S obzirom da je cilj ovog rada prikazati i usporediti seroloske i molekularne testove za
dijagnostiku SARS-CoV-2 infekcije te njihovu osnovnu zadacéu, prednosti i nedostatke,

u ovom dijelu ¢emo to i raspraviti.

U Tablici 8. se nalaze osnovne znacajke i razlike izmedu PCR-a i seroloskih testova. S
obzirom da je cilj ovih metoda razli¢it, u tom smislu se ne mogu usporediti njihove
prednosti i nedostatci jer su ovi testovi u ostvarivanju tih ciljeva zasad najbolji. No ipak,
metodom RT-qPCR se otkriva prisutnost samog virusa, dok se seroloskim testovima
dokazuje kontakt s virusom npr. nakon cijepljenja ili preboljenja bolesti $to ipak Cini

jednu od prednosti ovih testova u odnosu na RT-PCR. [8, 22, 23]

Tablica 9. Osnovne razlike izmedu PCR i seroloskih testova

Vrsta testa RT-gPCR Seroloski

Otkrivanje Otkriva virusni Otkriva antitijelo koje tijelo stvara kao
nasljedni odgovor na virus
materijal (RNK)

Vrijeme do Unutar jednog Unutar sat vremena

dobivanja dana

rezultata

Svrha Otkriva aktivnu i = Otkriva osobe prethodno zarazene SARS-

trenutnu infekciju  CoV-2, asimptomatske infekcije i daje
informaciju o stjecanju imuniteta
(preboljenjem bolesti ili cijepljenjem)

Tocnost Jako precizno Korisno za nadzor i zdravstveno planiranje
Trosak Skup Jeftiniji
Rekviziti Zahtijeva Ne zahtijeva lijecnicki recept
lijecnicki recept
Prednosti Korisno za Korisno za masovne preglede
pojedina¢na
ispitivanja
Uzorkovanje Brisnosailigrla = Krv
Osjetljivost Vrlo osjetljiva Korisno za nadzor, a ne za dijagnozu
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Za razliku od metode PCR koja moze otkriti samo trenutnu infekciju, seroloskim testom
se moze otkriti preboljela, ali 1 asimptomatska infekcija. Osim toga, moze nam dati
podatak o razvoju imuniteta steCenim nakon preboljene bolesti ili cijepljenjem protiv
SARS-CoV-2. Medutim, serolo$kim testom se ne pokazuje je li osoba trenutno inficirana,
a da jos ne pokazuje simptome, pri ¢emu negativni rezultat ne isklju¢uje moguénost da
nije doslo do infekcije jer mali broj ljudi mozda ne razvije dovoljan broj antitijela
potreban za detekciju. Stovise, ovi testovi nisu toliko osjetljivi (toéni) kao standardni RT-
gPCR testovi koji se koriste za preciznu identifikaciju zarazenih osoba. Kod zna¢ajnog
broja zarazenih test pokazuje lazno negativan nalaz. To ¢ini veliki problem jer za nekoliko

dana c¢e ti ljudi prosiriti virus medu drugima, misle¢i da su zdravi. [7,8, 22, 23]

S druge strane, zna¢aj RT-qPCR-a u detekciji SARS-CoV-2 je velik. On nam pokazuje
je li osoba inficirana prije same pojave simptoma, informira medicinsko osoblje o
mjerama koje treba poduzeti da se sprijeci Sirenje, informira je li osoba infektivna, moze
li zaraZena osoba napustiti samoizolaciju i je li na nekoj povrS$ini ima ili je bilo virusa (ali
ne i da je virus infektivan). Mane ove metode su moguénost lazno negativnih nalaza
prouzrokovane nedovoljnom kolicinom RNA, neadekvatno uzetim uzorkom,
uzorkovanjem u ranom stadiju bolesti kad jo§ nema dovoljne koli¢ine virusa potrebnog
za replikaciju. Osim toga, osoba moze biti lazno pozitivna u slu¢aju kad je kod osobe koja
je preboljela COVID-19, ali su dijelovi virusne RNA jo$ uvijek prisutni u organizmu.
Osim navedenog, mane ove metode, u usporedbi s testovima antigena, su VvisoKi
financijski troskovi , dulje vrijeme do izdavanja nalaza (iako, za obe metode je potrebno
kratko vrijeme do rezultata) i potreba za visoko profesionalnim osobljem za rukovanje
uzorcima. [8, 22, 23, 24, 25]
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6. ZAKLJUCAK

RT-qPCR. PCR testovi su trenutno najbolji naCin utvrdivanja prisutnosti SARS-
CoV-2 pri ¢emu pozitivni rezultat znac¢i da je virusni genom definitivno prisutan,

medutim ne utvrduje da li je osoba zarazna ili ne. [8,26]

Seroloski testovima se utvrduje prisustvo specifi¢nih antitijela na virus SARS-
CoV-2 te uz RT-gPCR-u ¢ini osnovni dijagnosticki test akutne infekcije. Mnogo su

jeftiniji i jednostavniji za primjenu nego PCR testovi. [3, 10]

Serolosko testiranje dokazuje kontakt s virusom npr. nakon cijepljenja ili
preboljenja bolesti §to je jedna od prednosti ovih testova u odnosu na RT-PCR. Mogu
identificirati osobe prethodno zarazene SARS-CoV-2 ¢ak i ako nikada nisu bile izlozene

testiranju za vrijeme akutne faze bolesti.
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