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1.UVOD

1.1 VIRUS

Virusi (lat. virus:- otrov) su obligatni unutarstani¢ni organizmi 0odnosno organizmi
koji ne mogu prezivjeti ukoliko se ne nastane u Zivoj stanici. Virusi napadaju zivotinje, biljke,

ljude i bakterije te izazivaju ponekad i po zivot opasne infekcije. [1]

1.1.1 GRADA VIRUSA

Virion je Cestica virusa koja se sastoji od vanjske proteinske ljuske (kapside) i
nukleinske kiseline (bilo ribonukleinske ili deoksiribonukleinske kiseline - RNA ili DNA)
pa se prema tome dijele na RNA i DNA viruse. Jezgra daje infektivnost, a kapsida daje
specifi¢nost virusu. Virioni nastaju spajanjem od novo sintetiziranih komponenata unutar
domacinu ¢iji je cilj unistiti virus. Kapside mogu biti u dva glavna oblika, ikosaedri¢cnom i
spiralnom, razli¢ite veli¢ine i slozenostiTakoder, postoje virusi obavijeni lipidnom
ovojnicom te virusi bez lipidne ovojnice. Virusi s lipidnom ovojnicom imaju na povrsini

prisutne glikoproteinske izdanke ¢ija je vazna uloga pri¢vr$¢ivanje na stanicu Slika 1. [1]

FOSFOLIPIDNA OVOINICA

NUKLEINSKA KISELINA

KAPSIDA
SPIKE 1ZBOJCI

VIRUS S LIPIDNOM OVOINICOM

SLIKA 1. Grada virusa [2]



1.1.2 REPLIKACIJA VIRUSA

Replikacija virusa zapocinje ulaskom virusa u stanicu domacina. Virus se procesom
adsorpcije veze na povrsinu stanice domacina. Prilikom adsorpcije vazni su virusni proteini

koji se nalaze na kapsidiili glikoproteinski izdanci koji strSe iz lipidne ovojnice.

U iducoj fazi virus prodire u stanicu, a to je moguce posti¢i razli¢itim mehanizmima
poput spajanja lipidne ovojnice s citoplazmatskom ovojnicom stanice domacina,

endocitozom ili jednostavno umetanjem nukleinske kiseline u citoplazmu domacéina.

Nakon prodiranja u stanicu dolazi do razgradnje kapside i oslobadanja virusnog

genoma na mjestu umnozavanja gdje zapoc€inje replikacija i infektivni proces Slika 2.[3].

Viral Replication

breaks out of cell

SLIKA 2. Replikacija virusa [4]



1.1.3 PRIJENOS VIRUSA

Virusi se mogu prenositi na ¢ovjeka izravnim i neizravnim putem. lzravni put
ukljucuje kontakt kozom ili sluznicom, putem kapljica te vertikalnim prijenosom poput
transplacentarnog Sirenja ili dojenjem. Neizravni put Sirenja ukljucuje prijenos virusa putem
dodira s predmetima na kojima se nalaze virusne Cestice, krvi, urina, stolice, vode te aerosola.

[5]

1.1.4 PODJELA PREMA VRSTI NUKLEINSKE KISELINE

1.1.4.1 a) DNA VIRUSI

DNA virusi mogu imati jednolancanu ili dvolan¢anu DNA koja moze biti kruzna ili
linearna.Mogu izazvati po Zivot opasne infekcije u Covjeka ili mogu dovesti do trajne
prisutnosti virusa u organizmu te dugoro¢nom oslabljenju imunoloskog sustava. Vecina
DNA virusa sama sudjeluje u kodiranju enzima DNA polimeraze dok manji dio koristi

enzime domacina. DNA polimeraza je vazan enzim u replikaciji genoma virusa. [1,6]

1.1.4.2 b) RNA VIRUSI

RNA virusi imaju jednolancanu i linearnu RNA te viSe podlijezu mutacijama od DNA

virusa. Slika 3.[1,7,8]

Envelope protein Envelope protein
DNA A RNA 4

Capsid

SLIKA 3. Grada DNA i RNA virusa [9]



1.1.5 KORONAVIRUS (CORONAVIRIDAE)

Koronavirus pripada skupini najve¢ih humanih RNA virusa Slika 4. Porodica
koronavirusa obuhvaca red Nidovirales, a on se sastoji od Cetiri roda: alfa, beta, gama i delta
koronavirusi.Kada se misli na koronavirusne infekcije koje zahvacdaju ljude, misli se

prvenstveno na koronaviruse alfa i beta roda. [10]

a b

Picornaviridae Poliovirus Coronaviridae SARS-Cov-2
(Type 1, Mahoney Strain)

f

Orthomyxoviridae Influenza virus A Paramyxoviridae Measles Rubulavirus

SLIKA 4. Glavne skupine humanih RNA virusa [7]



Koronavirus je virus koji ima jednolanéanu RNA. Obavijen je ovojnicom koja je

izvedena iz stanice domacina U kojoj se virus nastanio i sadrzi glikoproteinske Siljke Slika 5.

Spike protein

Membrane protein

Envelope protein

Nucleocapsid protein

Genomic RNA

SLIKA 5. Grada koronavirusa [15]

Nukleokapside koronavirusa ne moraju imati enzime za inicijaciju infekcije upravo zato jer
su pozitivno jednolan¢ane, za razliku od negativno jednolancanih koji ne kodiraju mRNA te
zato sadrze proteine koji posjeduju enzimsku aktivnost. Replikacija genoma koronavirusa se

odvija u citoplazmi stanice domacina. [10,11]

Koronavirusi sadrze pet strukturnih proteina: spike (S), membranski (M), protein u
ovojnici (E), protein u nukleokapsidi (N) i protein hemaglutinin esteraze (HE). Protein S
(spike) najveci je od pet proteina . Obi¢no se pojavljuje u obliku S1 i S2 domene radi
djelovanja proteaze stanice domacina. Proteaza je enzim koji cjepa protein na navedene dvije
domene. S1 domena je vazna prilikom vezanja receptora, a S2 domena daje strukturnu
stabilnost proteinu. Protein M je nesto manji od proteina S te ga ima izrazito puno u virionu
u obliku dimera. Vazan je u odrZavanju zakrivljenosti membrane i vezanju za nukleokapsidu.
Proteina E nema puno, ali se smatra da je izrazito vazan u vezanju i otpusStanju virusa kao |

da pokazuje aktivnost ionskih kanala. Protein N je dio nukleokapside te sadrzi N 1 C



terminalne domene. Svaka od domena ima moguénost vezanja za RNA. Protein N zajedno s
proteinom M vazan je u sklapanju genoma u virusne Cestice. HE protein je pronaden samo
kod beta skupine koronavirusa. Vezanjem za sijali¢nu kiselinu 1 uz esteraznu aktivnost
olaksava ulazak virusa u stanicu domacina uz pomo¢ proteina S. Ovaj protein je takoder

vazan u Sirenju virusa kroz mukozu.

Koronavirus sadrzava gene ORFla/b, ORF3a, ORF6, ORF7a/b, ORF8 i ORF10 koji
kodiraju proteine ukljucujuc¢i RNA polimerazu Slika 6. [10,12]

O }// Spike Protein (S)
i \T ) - Mucleocapsid Protein (N
v vy )y P M)

Envelope Protein(E)

ORF1a ORF1b s M 6 Ta7b®
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SLIKA 6. Genom i virion koronavirusa [18]



1.1.6 SARS-COV-2

SARS-CoV pripada skupini koronavirusa (coronaviridae) te je prvi iz te skupine
virusa koji je presao s zivotinja na ¢ovjeka i izazvao epidemiju. [13] Epidemija SARS-a
pojavila se krajem 2002. godine u Kini kada su kod oboljelih ljudi primijeceni karakteristi¢ni
simptomi poput temperature, atipicne upale pluca, suhog kaslja, bolova u misi¢ima i umora.
Mjesto replikacije virusa u covjeka je donji respiratorni sustav te se zato virus brzo §iri S
covjeka na Covjeka kapljiénim putem. Virus napada epitelne stanice pluca, dendriti¢ne
stanice 1 makrofage koji proizvode citokine pa zbog toga dolazi do povecanog broja citokina
kod osoba kod kojih je potvrdena infekcija. [10,14] Veliki problem u borbi sa SARS-om bio
je dug period inkubacije koji je iznosio od 7 do 14 dana te je to oteZavalo sprjeavanje Sirenja
virusa. SARS nije dobio razmjere pandemije te je kraj epidemije proglasen 2004. godine.

[14]

Epidemija SARS-CoV-2 izbila je u prosincu 2019. kad su zabiljezeni prvi slucajevi
atipicne upale pluca, prijavljeniu Wuhanu u Kini. Svjetska zdravstvena organizacija je
proglasila pandemiju u oZujku 2020. godine. Radi brzog Sirenja virusa i potvrdenih slucajeva
diljem cijelog svijeta. U veéini zemalja nastupila je karantena no unato¢ restriktivnim
mjerama virus se i dalje Siri. Preporuke su da se odrzava fizicka distanca smanje okupljanja,
peru i dezinficiraju ruke te nosi zastitna maska da se sprije¢i kaplji¢no Sirenje virusa. Tipi¢ni
simptomi za SARS-CoV-2 su kratak dah, temperatura, mijalgija, povracanje, proljev te

gubitak mirisa i okusa. [16]

SARS-CoV-2 siri se brze od SARS-CoV-a radi strukturnih razlika u proteinu S.
Interakcija proteina S 1 receptora kojeg on koristi vazna je za virusnu specifi¢nost. Vecina
koronavirusa koristi peptidaze kao stanicni receptor. Koronavirusi iz skupine alfa koriste
aminopeptidaze kao receptor dok SARS-CoV-2 iz skupine beta koristi ACE2 kao receptor
za vezanje za stanicu. Nakon vezanja za stanicu virus ulazi u citosol koriste¢i katepsin i
transmembransku proteazu, serin 2 (TM-PRSS2). Ove su proteaze vazne jer sudjeluju u

podjeli proteina u dvije domene S1 i S2. koja se dogada u endosomima. [10]

Protein S SARS-CoV-a u velikoj vecini ostaje ne razdijeljen radi manjka furinske

strane razdijeljenja. Upravo se furinska strana razdijeljenja (FCS) koja je pronadena kod

7



SARS-CoV-2 i ostalih koronavirusa skupine beta, smatra glavnim razlogom brzeg Sirenja za
razliku od SARS-CoV-a. Furin je bjelan¢evina koja se u velikoj mjeri nalazi u plu¢ima te
upravo to omogucava ekspresiju povrSinskog glikoproteina virusa SARS-Cov-2 u plu¢ima i
brze Sirenje. Kod SARS-CoV-2 je pronadeno i dodatnih 12 nukleotida te je to joS jedna
strukturna razlika u odnosu na SARS-CoV. [10, 17]

Smatra se da rano zbrinjavanje pacijenata pridonosi boljem ishodu infekcije i manjoj

moguénosti nastanka citokinske oluje te sindroma sustavnog upalnog odgovora (SIRS). [12]

1.2 PCR-DIJAGNOSTIKA COVID-19 INFEKCIJE

Dijagnoza COVID-19 postavlja se na temelju detektiranja virusne RNA u bioloskim
uzorcima. Osoba koja se smatra pozitivnom na SARS-Cov-2 mora imati laboratorijski

utvrden pozitivan nalaz unato¢ tome ima li simptome ili nema.[12]

1.2.1 PCR

PCR (engl. polymerase chain reaction) je metoda lancane reakcije polimerazom
Koristi se za dobivanje velikog broja kopija odredenog dijela DNA kako bi se taj dio mogao
koristiti za sekvenciranje, gel elektroforezu ili za razne druge eksperimente. odnosno tehnika

koja je Siroko rasprostranjena u raznim granama medicine [19]

Enzim koji se koristi kod PCR-a je Taq polimeraza, specificna DNA polimeraza
izolirana iz bakterije Thermus Aquaticus. Uloga Taq polimeraze je stvaranje novih dijelova
DNA Kkoriste¢i postojece kao predlozak. Bakterija Thermus Aquaticus je termostabilna
bakterija kojoj odgovaraju visoke temperature pa je zato Taq polimeraza pogodna za PCR

posto se umnazanje dijelova DNA odvija na visokim temperaturama. [19]

PCR se odvija u tri faze:



1. Denaturacija se odvija na temperaturi od 96°C koja omogucava razdvajanje
dvolan¢ane DNA u jedan lanac.

2. Vezanje se odvija na temperaturi od 55-65°C koja je pogodna za vezanje pocetnica
na jednolan¢anu DNA.

3. Produljenje lanca se odvija na temperaturi od 72°C kako bi Taq polimeraza

produljila pocetnice i sintetizirala novi lanac Slika 7.

Ovaj se ciklus obi¢no odvija 25 do 35 puta, ovisno o duljini DNA. Vizualizacija DNA
nakon PCR-a obi¢no se provodi gel elektroforezom. koja se bazira na provlacenju fragmenata

DNA kroz gel koristeci elektri¢nu struju pa se fragmenti razdvajaju na osnovu veli¢ine.[19]

Nucleotide A

~
5 I . . .
3 Denaturation Annealing Extension

N
3 I
DNA primer \3'—5-\

Original DNA

o1

5
3 I

©GA International

SLIKA 7. Faze PCR-a [20]



1.2.2 RT-PCR

RT-qPCR (engl. ,reverse transcriptase - quantitaive polymerase chain reaction®)je
metoda kod koje reverzna transkripcija omoguéuje upotrebu RNA kao predloska za stvaranje
komplementarne DNA (cDNA). KoriStenjem enzima reverzne transkriptaze stvara Se
jednolanc¢ana kopija ¢cDNA koja se onda moze umnazati DNA polimerazom i nastaje
dvolan¢ana DNA. PCR u stvarnom vremenu, omogucéuje pracenje koli¢ine nastalog

proizvoda u stvarnom vremenu i omogucuje kvantificiranje odredene DNA.

Ova metoda je visoko specificna 1 smatra se zlatnim standardom u dijagnostici
COVID-19. Nukleinska kiselina se amplificira koriste¢i uzorke dobivene iz respiratornog
sustava. Unato¢ visokoj specifi¢nosti, mogucéi su lazno pozitivni ili negativni rezultati radi
mutiranja virusa, radi inhibicije PCR-om ili radi kontaminacije. Takoder, SARS-CoV-2 je,
kao i ostali RNA virusi, sklon inhibiciji i degradaciji pa je i to jedan od razloga mogué¢ih
laZnih rezultata. Vazno je pravilno sakupljanje uzorka jer rezultat testa ovisi o koli¢ini virusa

prisutnog u uzorku odnosno o fazi bolesti kroz koju pacijent prolazi. [16]

RT-PCR Koristi strukturne proteine i gene SARS-CoV-2 kao mete detekcije.
Upravo su geni ORFla i ORF1b te RNA polimeraza specifi¢ni samo za SARS-CoV-2 te

dokazivanje njihove prisutnosti upucuje na pozitivan rezultat testa. [16]

Tipicne faze detekcije virusa su RNA izolacija, purifikacija, reverzna transkripcija u
cDNA, amplifikacija cDNA i detekcija florescentnog signalas RT-PCR uredajem. Svjetska
zdravstvena organizacija potvrdila je tijek izvodenja PCR-a koji ukljuc¢uje amplifikaciju E
proteina i RNA polimeraze ovisne 0 RNA te kao potvrdu amplifikaciju N gena. Ovaj se tijek
izvodenja RT-PCR-a koristi u Europi prilikom dijagnostike COVID-19Slika 8. [12,21]

Za RT-PCR je potrebna cista, kvalitetna i nerazgradena RNA. RNA dobivena iz

masnog tkiva ili tkiva bogatog kolagenom obi¢no je manje kvalitetna. [22]

10



a) sample collection b) RNA extraction

c) Reverse transcription

d) RT-PCR amplification

DNA polymerase

dye o0
primer probe y * 0, s}
S
e) Results
© positive @ negative
A 4
§ |mwesnoa_ _ _ /. -3
" I -
ICt §
Copying cycle e Copying cycle -

SLIKA 8.Princip rada RT-qPCR-a [21]
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2 CILJ RADA

Cilj ovog rada je opisati PCR tehnologiju te pojasniti njenu ulogu u dijagnostici COVID-19

infekcije.

12



3 MATERIJALI | METODE

3.1 MATERIJAL

Uzorci prikladni za testiranje COVID-19 su uzorci uzeti iz gornjeg respiratornog

trakta poput nazofaringealnih i orofaringealnih briseva. Slika 9.

Nakon uzorkovanja, uzorak se mora uroniti u sterilnu epruvetu s medijem i pohraniti na

temperaturi 2-4°C manje od 4 dana ili duzi period na -70°C. [12]

Slika 9. [23]

13



3.2 METODE
3.2.1 RT-gPCR

3.2.1.1 1ZOLACIJA RNA-Viral DNA/RNA Extraction Kits

Opis i svrha

Komplet je namijenjen za brzu izolaciju virusne RNA / DNA iz seruma i drugih teku¢ih
uzoraka. Moguce je istovremeno obraditi veliki broj uzoraka.

Izolirane nukleinske Kiseline su visoko proc¢iséene i u dostatnoj koli¢ini te se mogu Siroko
koristiti u podruc¢jima dijagnostike.

Magnetne kuglice vezu negativno nabijenu nukleinsku kiselinu, prenose se i oslobadaju
putem specijaliziranih magnetskih Sipki tijekom procesa ekstrakcije Cime se postize

automatizirana ekstrakcija. [24]

SadrZaj kita 1 pohrana

Kit Viral DNA and RNA Extraction Kit— TIANLONGsadrzi 4 ekstrakcijske plocice i dostatan
je za 64 izolacije . Ekstrakcijske ploce u koje se dodaje uzorak tvornicki su napunjene sa

svim potrebnim reagensima za izolacijuSlika 10. [25]

Slika 10.[25]

14



Postupak

Izolacije RNA uz koristenje kita Viral DNA and RNA Extraction Kit— TIANLONG odvija se
u aparatu GeneRotex96 Nucleic Acid Extraction System TIANLONG Slika 11.[26]

Slika 11. [26]

Izvaditi plasti¢nu plocicu iz kutije Kita i okrenuti gore-dolje kako bi se magnetske kuglice
razdvojile.Skinuti aluminijsku foliju sgornje strane plocice i pritom paziti da ne dode do

prskanja radi kontaminacije [24]

Dodati 200ul uzorka u prvi i sedmi stupacplocice prema donjoj shemi.

=~ —
- =2 = T . L -
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Izolacija virusne RNA u aparatu odvija se prema sljede¢em programuu Tablici 1:

Tablica 1. Program automatske izolacije

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 o
60 60 60 2000 goo | 'SPiranie 100
6 otapanje
0 300 120 2500 80 Ispiranje 100
2 Otpustanje
zrnaca 0 10 0 2500 700 - 0

Nakon $to je program gotov izolirane nukleinske kiseline nalaze se u sestom i dvanaestom

stupcu plocice. Mogu se pohraniti na 4°C do 24h, a za duzu pohranu smrzavaju se na -20°C.

[24]
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3.2.1.2 AMPLIFIKACIA | DETEKCIJA

Za amplifikaciju i detekciju virusnog genoma Kkoristi se -LightMix® SarbecoV E-geneplus
EAYV control(Roche) i- LightMix® Modular SARS-CoV-2 (COVID 19) RdARP (Roche)

Opis i svrha

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

Fragment dugaéak 76 bp iz konzerviranog podrucja u genu E otkriva se probama obiljezenim
s fluorescentnom bojom FAM (530 kanal). Ovim se testom detektira virus SARS-CoV-2 kao
i drugi virusi povezani s SARS-om koji su podrijetlom od §iSmiSa (Sarbecovirus ). Lazno
negativni rezultati u ispitivanju patogena mogu biti posljedica prisutnosti inhibitora,
razgradenog ciljanog materijala ili neuspjeSne ekstrakcije nukleinskih kiselina stoga se u
ovom Kitu nalazi ekstrakcijska kontrola EAV koja je obiljezena fluorescentnom bojom
Atto647 (660 kanal). [27]

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

Fragment dug 87 bp iz konzerviranog podrucja gena o RNA-ovisnoj RNA polimerazi (RARP)
otkriva se probama obiljezenim s fluorescentnom bojom FAM (530 kanal). [28]

Kontrole koje se koriste u analizi:

* Pozitivna kontrola (PC) koristi se kao cjelovita pozitivna kontrola procesa kako bi se
potvrdilo da se ispitivanje izvodi kako je predvideno, 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

smogu¢im pozitivnim uzorcima sa sekvencama SARS-CoV-2 koja bi se mogla dogoditi
tijekom postupka PCR-a. NTC se sastoji od vode. [27,28]
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Sadrzaj kita i pohrana

Oba kita sadrze dovoljnu koli¢inu sljedeéih reagensa koji su potrebni da bi se izvelo 96

reakcija :

Sadrzaj E kita:
- liofilizirane pocetnice i probe (boc¢ica sa zutim ¢epom)
- pozitivna kontrola (PC) (bod¢ica sa crnim ¢epom)

- ekstrakcijska kontrola (bocica sa bijelim ¢epom)

Sadrzaj R kita:
- liofilizirane pocetnice i probe (bocica sa zutim ¢epom)

-pozitivna kontrola (PC) (bocica sa crnim ¢epom)

Dodatni reagens koji je potreban je LightCycler® Multiplex RNA Virus Master koji sadrzi (
enzim reverznu transkriptazu, dNTP-ove, pufer, MgClz2, PCR-voda). [27,28]

Kitovi su stabilni godinu dana nakon proizvodnje (potrebno ih je ¢uvati od 4°C do 25°C u
mraku). Otopljeni reagensi stabilni su dva tjedna ako se Cuvaju zaSti¢eni od svjetlosti i na
temperaturi od 2° C do 8°C. Otopljeni reagens moze se duze Cuvati ako se smrzne na
temperaturu od -15 ° C do -25 ° C. Visestruki ciklusi smrzavanja i otapanja se moraju
izbjegavati jer time se smanjuje intezitet fluorescencije. Otopljene pozitivne kontrole moraju

se uvijek ¢uvati zamrznute. [27,28]

Dodatno potrebni materijal i oprema

- jednokratne rukavice od lateksa
- pipete
- nastavci za pipete

- tubice (1,5 ml)
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- Vortex mjesSalica

- stolna centrifuga

- 0,2 ml PCR plocica i brtveni film
- Osobna zaStitna oprema

- spremnik za infektivni otpad

Postupak

Postupak detekcije i amplifikacije E i R gena se odvija u aparatuRoche LightCycler® 480 Il
Slika 12. Prije zapocinjanja cijelog postupka, potrebno je unijeti parametre pri kojima se

odvija reakcija prikazane uTablici 2. [27,28]

Slika 12. [29]
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Protokol se sastoji od Cetiri koraka:

1. Reverzna transkripcija virusne RNA
2. Denaturacija

3. UmnaZanje

4. Hladenje

Tablica 2. parametri za programiranje

Program Step: RT Step Denaturation Cycling Cooling
Parameter
Analysis Mode None None Quantification mode None
Cycles 1 1 45 1
Target [°C] 55 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 1.5
Ramp Rate [°C/s] 384 46 46 46 24 46 2.0
Acquisition Mode None None None Single None None

a) Priprema pocetnica i proba:

U bocicusa Zzutim poklopcem koja sadrzi pocetnice i probe dodati 50 ul PCR-vode,
vorteksirati i centrifugirati. Potrebno je upotrijebiti 0,5 pl reagensa za PCR reakciju od 20 pl.

b) Priprema pozitivne kontrole:

Dodati 160 ul 10 mM Tris pufera bez RNaze / DNaze, pH8 - 8,5 u bo¢icu s crnim ¢epom .
Pomijesati pipetiranjem gore-dolje 10 puta. Otopljenu kontrolu ¢uvati na -20°C. Koristenje

Trisa povecava stabilnost otopine. [27,28]
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c¢) Priprema ekstrakcijske kontrole:

Dodati 1200 pl 10 mM Tris pufera bez RNaze / DNaze, pH 8 - 8,5 u bocicu s bijelim cepom.

Pomijesati pipetiranjem gore-dolje 10 puta. Otopljenu kontrolu ¢uvati na -20°C. [27,28]

d) Priprema reakcijskog miksa:

Reakcijska smjesa se pripremi prema izracunu prikazanom u tablici 3:

Tablica 3.1zra¢un sadrzaja reakcijske smjese

KOMPONENTE za 5 pl uzorka
PCR-voda 10.4 pl
Mjesavina pocetnica i proba 0.5l X ( broj uzoraka + pozitivna
Roche Master 4.0 ul kontrola + negativna kontrola
RT- enzim 0.1 pl +1)

Prema izracunu staviti komponente u hladnu tubicu, lagano promijesati i prebaciti 15 plu

svaku jazicu PCR plocice i dodati 5 pl uzorka ili kontrole u to¢no odredene jazice. Zalijepiti

plocicu i centrifugirati.

Staviti plo¢icu u aparat i pokrenuti program. [27,28]
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3.2.2 BRZI PCR TEST

VitaPCR SARS-CoV-2 Gen 2 Assay (Credo Diagnostics Biomedical)

VitaPCR SARS-CoV-2 test dizajniran je za specifi¢no otkrivanje SARS-CoV-2 RNA
Analiza testa odvija se na VitaPCRaparatu Slika 13.

Slika 13.[30]

To je brzi molekularni in vitro dijagnosticki test koji koristi tehnologiju RT-qPCR za
kvalitativnu detekciju virusne RNA SARS-CoV-2 direktno iz nazofaringealnih il

orofaringealnihbriseva.

Cilj detekcije SARS-CoV-2 RNA nalazi se u regiji nukleokapsidnog (N) gena virusa.
Test ima i dodatne pocetniceza otkrivanje humanog beta-globina (HBB), koji se koristi kao
kontrola adekvatnosti uzorka, tj. za pracenje eventualne prisutnosti ¢imbenika inhibicije u

PCR-u postupku.
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Priprema uzorka ne zahtijeva vise od dvije minute i to je razlog njegove prakti¢nosti.
Dobro uspostavljena tehnika liofilizacije omogucuje da se test Cuva na sobnoj temperaturi

(25 °C) tijekom jedne godine. [31]
Postupak:
1. Uzeti obris nazofarinksa sa Stapi¢em

2. Uroniti Stapi¢ sa brisom u boc€icu sa puferom,promijesati 15-ak puta , izvaditi Stapic,

zatvoriti bo€icu i lagano rotirati 10-ak puta gore-dolje.

3. 30 uLpufer otopine lizata prebaciti u tubicu koja sadrzi liofilizirane PCR reagense,

repipetirati i1 paziti da ne nastanu mjehurici.

4. Staviti tubicu u aparat i pokrenuti analizu Slika 14.

Slika 14.[30]

Tijekom cijelog reakcijskog procesa moguce je vizualizirati krivulje napretka PCR-a
u stvarnom vremenu za ciljne gene slicne SARS-CoV-2 i SARS-CoV-2, kao i za unutarnju

kontrolu. [31]
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4 REZULTATI

U ovom poglavlju je prikaz i pojaSnjenje svih rezultata koji se mogu dobiti s

prethodno navedenim testovima za detekciju COVID-19 infekcije

PCR produkt nastaje eksponencijalno. Potrebno je nekoliko ciklusa da bi se umnozilo
dovoljno DNA kopija, krivulja odnosa intenziteta fluorescencije prema broju ciklusa
pokazuje sigmoidalni oblik. U kasnim ciklusima supstrati reakcije su potrosenii PCRprodukt

se viSe ne udvostrucuje, krivulja prelazi u ravan oblik.

Tocka na krivulji kada se intenzitet fluorescencije naglo povecava nekoliko
standardnih devijacija iznad bazne linije, naziva se grani¢ni ciklus ( engl. threshold cycle-
Ct). Ct opisuje broj ciklusa u kojima je izveden real time PCR, prije nego $to se mjeri
fluorescencija. Taj proces traje duze, $to je manje genoma virusa na po¢etku PCR-a. Visoka

CT vrijednost stoga ukazuje na nisko virusno opterec¢enje uzorka.

Na apscisi elektroferograma se prikazuje broj ciklusa, a na ordinati intenzitet

fluorescencije.

Na lijevom elektroferogramu koji se dobije obradom florescencije ( detekcija na
kanalu 530) pomocu softwerskog programa, razli¢itim bojama prikazani su pojedini
ispitivani uzorci. Na desnom elektroferogramu (detekcija na kanalu 660) je prikazana
ekstrakcijska kontrola svakog pojedinacnog uzorka.Svaka pojedinacna analiza mora imati

pozitivnu i negativnu kontroluSlika 15, Slika 16.

U tablicama su prikazani svi moguci rezultati koji se mogu o¢itati u kanalima 530 i
660 1 prema ocitanoj kombinaciji se odreduje konac¢ni rezultatu ka kombinacije u kanalima
530 ( Tablica4.i5.)
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-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 15. Intenzitet fluorescencije u odnosu na broj ciklusa

Tablica4. Prikaz svih mogucih rezultata za E-gen

Channel 530 Channel Bﬁq 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

Mot relevant

Positive

Contamination Repeat

25



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

Channel 530 : WH-CoV RdRP

Channel 660 : EAV Extraction Control

Amplificatien Curves

Amplitication Curves
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Slika 16. Intenzitet fluorescencije u odnosu na broj ciklusa

Tablica5.Prikaz svih moguc¢ih 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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3. VitaPCR SARS-CoV-2 Gen 2 Assay (Credo Diagnostics Biomedical)

Na apscisi je prikazan broj ciklusa, a na ordinati intenzitet fluorescencije.

Zutom bojom oznacen je uzorak, a zelenom interna kontrola. Na dnu ekrana se prikazuje i Ct
vrijednost za pozitivan uzorak i internu kontrolu Slikal7.

CT @0 @0 @34

Slika 17. Intenzitet fluorescencije u odnosu na broj ciklusa

Prije tumacenja rezultata moraju se provjeriti sve kontrole koje su ukljuc¢ene prilikom

izvodenja analize. Ako pozitivne ili negativne kontrole nisu valjane, rezultati se ne mogu

interpretirati i svi uzorci se trebaju ponovno testirati nakon S§to se utvrdi i ukloni uzrok
nevaljanosti kontrola.

Ct vrijednost prikazuje broj ciklusa potrebnih dok florescencijski signal ne prijede
prag, odnosno dok ne postane mijerljiv. Ct vrijednost je obrnuto proporcionalna koli¢ini
virusa (ako je Ct vrijednost veca, koli¢ina virusa prisutna u uzorku je mala i obrnuto).
Medutim, ta vrijednost ne mora uvijek odrazavati pravo stanje jer mala koli¢ina virusa moze

biti prisutna zbog nepravilno uzetog uzorka, na¢ina na koji je uzet uzorak, na¢ina transporta
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i pohrane uzorka. Takoder, ovisi i o fazi bolesti. Na samom pocetku infekcije, Ct vrijednost
bit ¢e visoka, odnosno smatrat ¢e se da osoba nije zarazna, dok ¢e joj se mozda ve¢ kroz

nekoliko dana Ct vrijednost smanjiti i osoba ¢e postati vrlo zarazna. [32]
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S RASPRAVA

Molekularnim i dijagnostickim testovima za dijagnostiku COVID-19 infekcije
smatraju se, dakle, RT-PCR i brzi PCR test.

RT-PCR ima visoku specifi¢nost i osjetljivost Sto znaci da ¢e pacijenti kod kojih je
prisutan virus SARS-CoV-2 biti odredeni kao pozitivni, dok ¢e pacijenti kod kojih nije
prisutan virus biti odredeni kao negativni s velikim postotkom to¢nosti. Velika prednost RT-
PCR testova je u tome $to su uzorci za testiranje nazofaringealni i orofaringealni brisevicije
uzorkovanje nisu invazivne metode pa ne zahtijevaju posebnu pripremu pacijenta i ne

uzimaju vise od nekoliko sekundi zauzorkovanje [33,34]

No, unato¢ pozitivnim stranama RT-PCR testiranja postoje i one negativne koje je
takoder potrebno spomenuti.Rezultati RT-PCR testiranja se uglavnom ¢ekaju oko jedan dan,
Sto je negativno za osobu koja je mozda razvila simptome i jo§ uvijek ne zna uzrok simptoma,
te nemogucnost prepoznavanja pacijenata koji su preboljeli infekciju. Nadalje, prisutni su
laZzno negativni rezultati, odnosno osobe kod kojih je prisutan virus oznacene su kao
negativne Sto nije dobro jer se te osobe dalje nece izolirati 1 Sirit ¢e virus medu

populacijom.[33,34]

Za razliku od klasi¢nog RT-PCR-a kojem treba ponekad nekoliko dana do izdavanja
rezutata, rezultati brzog PCR-a budu ve¢ kroz 30 minuta i to je njegova najveca prednost.
Nadalje, visoko je specific¢an i osjetljiv za pozitivne rezultate odnosno s velikom to¢noséu

detektira virus kod osoba kod kojih je stvarno prisutan. [33,34]

Negativne strane brzog PCR-a su $to je stopa lazno negativnih rezultata ve¢a od RT-
PCR-a. Neke studije govore da ta stopa iznosi ¢ak 50 % te nije toliko pouzdan u kasnijoj fazi
bolesti. Nadalje, pacijenti naj¢es¢e moraju putovati do bolnice kako bi odradili brzi PCR jer
on naj¢esce nije dostupan za izvodenje u manje opremljenim ustanovama. Kao i kod RT-

PCR-a, uzimanje briseva nije ugodno iskustvo, naro¢ito za djecu. [33,34]
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6 ZAKLJUCAK

Unato¢ prednostima i nedostatcima RT-PCR-a i brzog PCR-a, obje metode se
svakodnevno koriste pri dijagnostici COVID-19 infekcije. RT-PCR je mozda radi svoje vece
specifi¢nosti i osjetljivosti, te manje stope lazno negativnih rezultata bolja opcija, no ukoliko
je potrebna brza dijagnostika pristupit ¢e se brzom PCR-u te nastaviti s RT-PCR-om ukoliko
rezultat bude negativan kako bi se negativan rezultat potvrdio.
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