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Abstract
Keywords: This review article describes the principles and implications of certain tests for dia-
COVID-19, gnosing SARS-CoV-2 infections. The advantages and disadvantages of certain tests, both tho-
SARS-CoV-2, se in routine diagnostic application and those that have primarily research significance, are
rtRT-PCR, discussed. Also, a review of the practice of reporting results is given, as well as recommenda-
antigen testing, tions for its improvement.
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Sazetak
Kljucne reci: U ovom preglednom ¢lanku su opisani izvodenje i znacaj pojedinih testova za dija-
COVID-19, gnostikovanje SARS-CoV-2 infekcije. Obradene su prednosti i nedostaci pojedinih testova,
SARS-CoV-2, kako onih u rutinskoj dijagnostickoj primeni, tako i onih koji imaju prevashodno istrazivacki
rtRT-PCR, znacaj. Dat je i osvrt na praksu izve$tavanja rezultata, kao i preporuke za njeno unapredenje.
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Uvod

Pandemija COVID-19, izazvana $irenjem koro-
na virusa SARS-CoV-2, sa vie od sto sedamdeset sedam
miliona zarazenih i viSe od tri miliona i osamsto pede-
set hiljada preminulih, nanela je ogromnu Stetu gotovo
svim aspektima svakodnevnog Zivota u savremenom
ljudskom drustvu (1). Novi zahtevi postavljeni pred dija-
gnosticke laboratorije visestruko su premasili postojece
tehnicke, kadrovske i materijalne kapacitete. Osnova la-
boratorijske dijagnostike COVID-19 je Real-Time Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction (rtRT-PCR), me-
tod za detekciju prisustva SARS-CoV-2 genoma u mate-
rijalu uzetom od pacijenta. Dopuna rtRT-PCR testiranju
su dokazivanje SARS-CoV-2 antigena u bioloskom mate-
rijalu uzetom od pacijenta i, u novije vreme, utvrdivanje
postojanja imunskog odgovora na SARS-CoV-2 u tele-
snim te¢nostima osoba koje imaju aktivnu infekciju tim
virusom ili su tu infekciju prebolele (2). Postupak labo-
ratorijskog testiranja moze da bude podeljen u nekoliko
faza na slede¢i nacin: 1) postavljanje indikacija za testi-
ranje; 2) uzimanje materijala i uvodenje u evidenciju; 3)
transport materijala do dijagnosticke laboratorije (Sto se
ne primenjuje ukoliko se testiranje izvodi tzv. “point of
care” testovima, PoC); 4) prijem i razvrstavanje materija-
la; 5) obrada uzoraka nakon prijema; 6) izvodenje testova;
7) saopstavanje rezultata i objavljivanje podataka. Pored
toga, znacajno je sagledavanje jo$ nekih aspekata, neop-
hodnih za sprovodenje testiranja, a koji se odnose na oso-
blje koje izvodi testove i nabavku li¢ne zastitne opreme i
svih potrebnih materijala koji se koriste u testiranju.

Postavljanje indikacija za testiranje

Indikacije za testiranje mogu da budu medicinske i
paramedicinske. Potrebno je da se testiraju osobe sa klini¢-
kim simptomima i znacima akutne respiratorne infekcije,
njihovi kontakti, medicinsko i nemedicinsko osoblje koje
je bilo u kontaktu sa obolelima ili infektivnim materijalom
i lekari. Osim tih osoba, u zavisnosti od epidemioloske
procene, testiraju se drzavni i javni sluzbenici i osobe koje
dolaze iz zagrani¢nih Zzarista infekcije. U poslednje vreme
namece se velika potreba za testiranjem osoba koje bi Ze-
lele da putuju u zemlje ¢ija administracija zahteva negati-
van rtRT-PCR rezultat za prelazak drzavne granice.

Uzimanje materijala i uvodenje u evidenciju

Iako deluje trivijalno, uzimanje materijala je vazno
kao i druge faze testiranja. Uzorkovanje se vrsi na vise sto-
tina mesta u Srbiji i poslednjih meseci je u velikoj meri uni-
formisano, sto je olaksalo postupke u laboratorijskom testi-
ranju. Na mestu uzorkovanja unosi se jedinstveni mati¢ni
broj pacijenta (ili evidencioni broj za stranog drzavljanina)
u COVID-19 bazu, a sistem povlaci generalije pacijenta iz
dostupnih baza podataka. Zatim se priprema posuda sa
nalivenim transportnim medijumom i zalepljenom nale-
pnicom koja na sebi ima odstampanu Sestoznakovnu $ifru

i bar-kod. Skeniranjem bar-koda oc¢itana $estoznakovna
$ifra pridruzuje se imenu pacijenta u COVID-19 bazi, a
zatim se opredeljuje u koju laboratoriju se uzorak $alje. Pri
manuelnom unosenju Sestoznakovne $ifre Cesto se prave
greske, $to otezava kasniju identifikaciju uzorka. To dovodi
do velikih kasnjenja i otezava izdavanje validnih rezultata.
Pogres$an odabir laboratorije u koju se uzorak upucuje ta-
kode otezava, a ponekad u potpunosti onemogucuje pra-
vovremenu identifikaciju i obradu uzorka.

Uzimanje uzoraka bi trebalo da se vr$i pomocu brisa
od dakrona, rejona ili viskoze na tankom plasti¢nom $tapi-
¢u sa tackom lomljenja na 45 mm od vrha brisa iz nazofa-
rinksa (slika 1). Brisevi Zdrela i nosa pomo¢u dva drvena
$tapic¢a na koje je namotana pamucna vata nisu adekvatni i
mogu da umanje osetljivost testa. Poznato je da drvo moze
da sadrzi inhibitore enzimskih reakcija, a pamuk nije po-
godan za Polymerase Chain Reaction (PCR) pretragu na
viruse. Na kraju, nos i zdrelo nisu najpogodnija mesta za
uzimanje materijala za dijagnostiku SARS-CoV-2, ve¢ je
to nazofarinks. Idealno bi bilo da se virusni transportni
medijum (VIM) 1,5 - 2 ml sipa u posude nalik na Bijou
kontejnere (zapremina 5 - 6 ml, visine oko 50 mm i unu-
tra$njeg pre¢nika oko 15 mm sa poklopcem koji dihtuje)
jer obrada uzorka iz takvih posuda izrazito ubrzava proces
dalje obrade. Kori$¢enje drugacijih posuda usporava dalje
postupke obrade uzoraka. Dovoljno je re¢i da svako zara-
njanje automatske pipete sa nastavkom u posudu ¢iji je zid
vi$i od duzine nastavka nosi opasnost od kontaminacije pi-
pete i zahteva njenu dekontaminaciju, $to jako otezava rad
i usporava proces dijagnostike.

Tacka preloma Stapic¢a

Slika 1. A. Pravilno uzorkovanje (bris nazofarinksa). B. Plasti¢ni
$tapi¢ sa brisem od dakrona i tatkom preloma na 45 mm od vrha
brisa. C. Bijou bocice (kontejneri). D. Standardni jednokratni
nastavak za automatsku pipetu u pribliznoj razmeri sa veli¢cinom
Bijou bo¢ica.

Uzorkovanje moze da se vrsi u prostoriji ili na otvo-
renom. Uzorkovanje na otvorenom prostoru je veoma
prakti¢no, ali nije moguce sprovodenje u svim vremen-
skim uslovima. Uzorkovanje u zatvorenim prostorijama
moze da se obavlja unutar zdravstvenih ustanova ili izvan
njih, na terenu.

PoC testovi po pravilu imaju sav potrebni materi-
jal za uzorkovanje i potrebno je samo da se prati uputstvo
proizvodaca. Ukoliko se radi o testovima za detekciju
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antigena biologki materijal se uzima brisom, sli¢no kao za
rtRT-PCR testiranje, a ukoliko se detektuju antitela uzima
se uzorak kapilarne ili, rede, venske krvi. Uzorkovanje i
testiranje se obavljaju na istom mestu, tj. u istoj ustanovi.

Uzorak periferne krvi koji se koristi za dokazivanje
prisustva antitela uzima se u epruvetu bez antikoagulan-
sa ili sa dodatkom aktivatora koagulacije kako bi se dobio
serum.

Uzorak periferne krvi koji se koristi za funkcional-
no dokazivanje celularnog imunskog odgovora potrebno
je izvaditi u epruvetu sa heparinom, koji sprecava koagu-
laciju krvi. Primena drugih antikoagulansa (npr. onih koji
heliraju Ca?* jone) onemogucava funkcionalni odgovor
limfocita.

Transport materijala do dijagnosticke labora-
torije

Nakon uzimanja brisa za rtRT-PCR i potapanja
u transportni medijum uzorci se ¢uvaju u frizideru na
2 - 8° C, a zatim $alju u laboratoriju, pri ¢emu je preporu-
¢eno vreme od momenta uzorkovanja do momenta obrade
uzorka < 24 h, a ne sme da prekoraci 72 h. Uzorci treba da
budu propisno zatvoreni i da se transportuju u stalcima, sa
slozenim prate¢im listama (ukoliko postoje), a obavezno
sa listom svih uzoraka. Uzorci se transportuju na tempera-
turi od 2 do 8° C, $to se postize pomocu ru¢nih frizidera.
Prilikom transporta frizider sa uzorcima se u¢vrs¢uje tako
da ne moze da se prevrne tokom voZnje.

Uzorci za seroloske analize se takode transportu-
ju na temperaturi od 2 do 8° C, ali nije neophodno da se
obraduju u tako kratkom roku. Za ¢uvanje duze od mesec
dana preporucuje se smrzavanje na -70° C ili na -20° C
ukoliko nema uslova za duboko zamrzavanje.

Periferna krv koja se koristi za funkcionalno dokazi-
vanje celularnog imunskog odgovora se ne rashladuje ve¢
je potrebno da se uzorci na sobnoj temperaturi transpor-
tuju $to je moguce ranije, a svakako za manje od 24h u
laboratoriju.

Od preuzimanja do predaje uzoraka vozac je duzan
da se pridrzava svih mera li¢ne zastite.

Prijem i razvrstavanje materijala

Prijem i razvrstavanje su bitno promenjeni i unapre-
deni u odnosu na pocetak pandemije. Osnovna promena
se ogleda u menjanju protokola, odnosno elektronskom
registrovanju uzoraka. Izbacene su iz upotrebe knjige
prijema i postupak se sveo na dodeljivanje broja labora-
torijskog protokola (na posudu sa brisom) i pridruzivanje
laboratorijskog broja protokola $estoznakovnoj $ifri u bazi
podataka sa primljenim uzorcima. U automatizovanim
laboratorijama (npr. laboratorija Vatreno oko, Beograd)
$estoznakovna $ifra bila je ujedno i broj laboratorijskog
protokola. U nekim laboratorijama su uzorci i svi prateci
materijali odmah po prispecu inaktivisani toplotom od 60
do 70°C u trajanju 45 - 60} a u drugima ne, u zavisnosti od
vrste VM koji je korid¢en za uzorkovanje.

Primena PoC testova znacajno pojednostavljuje
procedure prijema i razvrstavanja materijala jer se izvode
u istoj ustanovi u kojoj se vrsi uzorkovanje i obi¢no se radi
sa malim brojem uzoraka. Isto se mozZe re¢i i za testove za
merenje funkcionalnog odgovora T-limfocita na stimula-
ciju antigenima SARS-CoV-2.

Detekcija antitela se radi rutinski u velikom broju
laboratorija prema pravilima koja vaze i za druge sero-
loske analize. Posto je broj laboratorija u kojima se vrsi
serolosko testiranje relativno veliki, jasno je da u pojedi-
nacne laboratorije ne dolazi preveliki broj uzoraka, tako
da proces prijema i razvrstavanja materijala nije preterano
zahtevan.

Obrada uzoraka nakon prijema

rtRT-PCR

Uzorci za rtRT-PCR mogu da se obraduju na dva
nacina. To su liza sedimenta i ekstrakcija nukleinskih kise-
lina (NK) iz transportnog medijuma. Prednost metoda koje
podrazumevaju lizu sedimenta je brzina izvodenja, a pred-
nost ekstrakcije NK je veca ¢istoca uzorka. I liza sedimenta
i ekstrakcija NK mogu da se izvode ru¢nim metodama, dok
su automatske metode po pravilu rezervisane za ekstrakciju
NK. Veoma je vazno da se uzorci pre dalje obrade snazno
promuckaju (pozeljno na vorteksu) da bi se uzorak homo-
genizovao i oslobodili virusi sa brisa u transportni medijum.

Na brzinu obrade uzorka bitno utice prime-
njena metodologija. Laboratorijski tehnicar moze da
obradi oko tri stotine uzoraka za osam sati ukoliko se
vr$i liza. Potpuno automatizovani sistemi uz minimalno
opterecenje tehnic¢ara mogu da ekstrahuju RNK iz vise od
Sest stotina uzoraka za osam sati. Najmanja procesivnost je
kada se vrsi ru¢na ekstrakcija NK pomocu afinitetnih kolo-
nica i tada je moguce obraditi do sto uzoraka tokom radnog
vremena. Zajednicko svim tim metodama je to da zahteva-
ju znacajno visi stepen obucenosti osoblja nego uobicajene
laboratorijske procedure.

Priprema uzoraka za izvodenje drugih testova

Uzorci koji se analiziraju PoC testovima po pravilu
se pripremaju jednostavno striktno prema uputstvu pro-
izvodaca testa. Kod uzoraka za seroloska testiranja neop-
hodno je centrifugiranje radi izdvajanja seruma, a zatim
pravljenje odgovaraju¢ih razblazenja seruma prema uput-
stvu proizvodaca testa. Uzorci krvi za merenje funkcional-
nog odgovora T-limfocita na stimulaciju antigenima SARS-
CoV-2 ne zahtevaju nikakvu obradu osim resuspendovanja
istalozenih ¢elija u krvnoj plazmi, $to se postize izvrtanjem
epruvete gore-dole nekoliko puta.

Izvodenje dijagnostickih testova

Razli¢iti dijagnosticki testovi zasnovani na razlici-
toj metodologiji daju odgovore na razli¢ita pitanja i imaju
svoje prednosti i nedostatke, od kojih su najvazniji nave-
deni u tabeli 1.
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Tabela 1. Najcesci testovi korisc¢eni u dijagnostici SARS-CoV-2 infekcije sa najvaznijim prednostima i nedostacima (3,4).

Metodologija Detekcija Prednost Nedostatak
Genomska RNK virusa legﬁ?éii?th l‘gisl: Visoki troskovi testiranja,
rtRT-PCR P i

Imunohromatografija PoC
testovi za detekciju antigena

Imunohromatografija PoC
testovi za detekciju antitela

Enzimski imunotestovi

Test neutralizacije virusa

Quantiferon SARS-CoV-2

Antigeni virusa

Antitela specifi¢na za virusne
antigene

Antitela specifi¢na za virusne
antigene

Neutrali$uca antitela
specifi¢na za S antigen

Sekrecija interferona gama po
stimulaciji antigenima virusa

potreba za dobro obuc¢enim

rocesivnost, moguénost
P > Mog kadrom

kvantifikacije

Niza osetljivost u odnosu na
rtRT-PCR, nema mogucnosti
kvantifikacije

Niski troskovi, brzo izdavanje
rezultata

Niski troskovi, brzo izdavanje

Niza osetljivost u odnosu na
rezultata

enzimske imunotestove ,nema
mogucénosti kvantifikacije

Visi troskovi u odnosu na
PoC testove, nema direktne
korelacije sa koncentracijom
neutrali$ucih antitela

Visoka osetljivost ,velika
procesivnost, mogucnost
kvantifikacije

Visi troskovi i niza
procesivnost u odnosu na
enzimske imunotestove

Odredivanje prisustva i
koncentracije najrelevantnijih
neutrali$u¢ih antitela

Dokazivanje efektorskih
T-limfocita §to moze da
prethodi detekciji antitela,
velika procesivnost

Istrazivacki, a ne dijagnosticki
test

Dokazivanje postojanja

Test limfoblastne Limfoblasti nastali nakon specifi¢nih subpopulacija T-i  Istrazivacki, a ne dijagnosticki
transformacije stimulacije antigenima virusa ~ B-limfocita u perifernoj krvi test, mala procesivnost
pacijenta
rtRT-PCR

Izvodenje rtRT-PCR podrazumeva dva koraka. Prvi
korak je reverzna transkripcija, a drugi PCR sa detekcijom
PCR produkata u realnom vremenu (5). Primena enzim-
skog miksa koji u sebi sadrzi reverznu transkriptazu i ter-
mostabilnu DNK i zavisnu DNK polimerazu omogucava
da se te dve reakcije sukcesivno odigraju u jednoj reak-
cionoj smesi. Takve reakcione smese znacajno smanjuju
manuelni rad i mogu¢nost greske, kontaminaciju u radu i
cenu testa. Test rtRT-PCR po pravilu traje oko 90 minuta,
a u jednom bloku PCR masine istovremeno se analizira
do 94 uzorka. U Srbiji je bio dostupan veliki broj razlic¢itih
testova (viSe od dvadeset) tom metodologijom. Reagensi

Amplification Plot

1PC Ct=24,385

su u sebi sadrzali oligonukleotide za amplifikovanje jed-
ne ljudske sekvence (interna pozitivna kontrola reakcije,
IPC) i jedne do tri virusne sekvence. Najveci broj testo-
va je odraden sa reagensima kompanija BGI (IPC + jedan
virusni gen), SanSure (IPC + dva virusna gena, slika 2) i
GeneFinder (IPC + tri virusna gena). Interpretacija dobi-
jenih rezultata je varirala tokom vremena, §to je posledica
primene razli¢itih testova i promene kriterijuma za inter-
pretaciju koje su povremeno azurirali proizvodaci testova.

PoC testovi za dokazivanje antigena

Testovi su namenjeni za brzu dijagnostiku infekcije
i baziraju se na imunohromatografskim metodama za

Amplification Plot

Slika 2. Krive amplifikacije virusnih gena (crveno i plavo) i IPC (zeleno) kod negativnog uzorka (A) i pozitivnog uzorka (B).
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dokazivanje razlicitih antigena SARS-CoV-2. Materijal se,
po pravilu, uzima brisom, mada postoje i testovi u kojima
se kao materijal koristi saliva (test koji je razvila Neomedika
iz Nisa). Takvi testovi su znatno jeftiniji, ali i manje osetlji-
vi nego rtRT-PCR. Ukratko, uzorak koji se testira se pota-
pa ili mesa sa odgovaraju¢im puferom, nakon cega se
pomocu pipete ili kapaljke nanosi u otvor na test kaseti ili
test strip koji je predviden za nano$enje uzorka. Nakon
10 - 15 minuta, u zavisnosti od uputstva koje je dostavio
proizvodac testa, rezultat se ocitava u otvoru za ocitavanje
rezultata (slika 3). Rezultati dobijeni takvim testom su
u potpunosti kvalitativni. Pozitivan test znaci da osoba
u svom organizmu ima virus, odnosno u najmanju ruku
virusne antigene i da je potencijalno infektivna. Vakcinacija
ne moze da ucini rezultat testa pozitivnim.

Slika 3. Test kaseta sa pozitivnim rezultatom na SARS-CoV-2
antigen.

PoC testovi za dokazivanje antitela

Testovi su namenjeni za brzu dijagnostiku postojanja
humoralnog imunskog odgovora na antigene SARS-CoV-2.
Baziraju se na imunohromatografskim metodama za
dokazivanje razli¢itih antitela (po praviluIgM, IgGiliIgA) na
pojedine antigene SARS-CoV-2. Krv se, po pravilu, uzima iz
vene, mada postoje i testovi u kojima se kao materijal koristi
kapilarna krv. Takvi testovi su znatno jeftiniji, ali i manje
osetljivi nego enzimski imunotestovi. Ukratko, uzorak koji
se testira mesa se sa odgovaraju¢im puferom, nakon cega se
pomocu pipete ili kapaljke nanosi u otvor na test kaseti koji
je predviden za nano$enje uzorka. Nakon 10 - 15 minuta,
u zavisnosti od uputstva koje je dostavio proizvodac testa,
rezultat se ocitava u otvoru za ocitavanje rezultata (slika 4).

Rezultati dobijeni takvim testom su u potpunosti
kvalitativni. Pozitivan rezultat znaci da je osoba bila u kon-
taktu sa virusom ili da je vakcinisana. U slucaju da osoba
nije vakcinisana, nalaz antitela dokazuje samo ¢injenicu da
je osoba bila zarazena i ni u kom slucaju ne znaci da je ta
osoba infektivna. Procena infektivnosti takve osobe se
obavlja pazljivom analizom anamnestickih i epidemiolos-
kih podataka i rezultata drugih laboratorijskih testova
(rtRT-PCR, antigenski test). U najve¢em broju slucajeva
osoba nije infektivna 7 - 10 dana nakon pozitivnog rezultata
nalaza antitela brzim testom za dokazivanje antitela.

— —
c C C
1gG 19G IgG
IgM IgM IgM
[ J [ J [

IgM+ 1 1gG+ TgG+

C C
IgG 1gG
IgM IgM

[]

Nevalidan Nevalidan
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IgM
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rezultat

c
IgG
IgM

c
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IgM
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rezultat
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Slika 4. Brzi test za detekciju IgG i IgM antitela na antigene
SARS-CoV-2 i mogudi rezultati.

Enzimski imunotestovi za dokazivanje antitela

Testovi su namenjeni za dijagnostiku postojanja
i kvantifikovanje humoralnog imunskog odgovora
na antigene SARS-CoV-2. Baziraju se na dokazivanju
postojanja razli¢itih antitela (po pravilu IgM, IgG ili
IgA) na pojedine antigene SARS-CoV-2. Po pravilu, krv
se uzima iz vene, u epruvetu bez antikoagulansa ili sa
aktivatorom koagulacije. Ukratko, uzorak seruma koji se
testira mesa se sa odgovaraju¢im puferom u razblazenju
1:50 do 1:200 (u zavisnosti od protokola proizvodaca
testa), nakon ¢ega se pomocu pipete nanosi u bunarcic test
ploce ili otvor na test kaseti koji je predviden za nano$enje
uzorka. Nakon inkubacija i ispiranja, u zavisnosti od
uputstva koje je dostavio proizvodal testa, rezultat se
olitava pomocu kolorimetra (slika 5), luminometra ili
neke druge platforme za merenje, u zavisnosti od tipa testa.

v dTRTET S e

B
i

Slika 5. Detekcija antitela na SARS-CoV-2. Enzimski imunotest
nakon zaustavljanja reakcije.

Rezultati dobijeni takvim testom mogu da budu
u potpunosti kvantitativni. Pozitivan rezultat znac¢i da
je osoba bila u kontaktu sa virusom ili da je vakcinisana.
Tumacenje se vrsi analogno interpretaciji nalaza kod
PoC testova za dokazivanje. Bitna prednost je mogucnost
kvantifikacije i pracenja koncentracije antitela kroz vreme.
Pri tome treba imati na umu da se, u tom sluc¢aju, mogu
porediti samo vrednosti serijskih uzoraka seruma koji su
analizirani istim reagensima na istoj platformi i, pozeljno,
u isto vreme. To zahteva da se jednoj osobi krv uzima u
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vise vremenskih tacaka, pri ¢emu je najmanji razmak
izmedu dve vremenske tacke deset dana (a kasnije to
moze da bude i viSe meseci), odvaja i zamrzava serum,
a nakon prikupljanja svih planiranih uzoraka od jedne
osobe svi uzorci u potrebnim razblazenjima (kako bi se
obezbedilo da koncentracija antitela bude unutar opsega
merenja) testiraju se zajedno. To je najsigurniji nacin za
pracenje dinamike koncentracije antitela u krvi pacijenta,
tj. za dokazivanje porasta koncentracije nakon vakcinacije
ili infekcije i pracenje smanjenja koncentracije antitela
po oporavku pacijenta. Poredenje i izvlacenje zakljucka o
dinamici sadrzaja antitela iz uzoraka uzetih i testiranih na
drugi nacin nije sasvim precizno.

Testovi za dokazivanje neutrali$uc¢ih antitela

Pravi test za dokazivanje neutrali$u¢ih antitela
podrazumevao bi inkubaciju vijabilnih SARS-CoV-2
viriona sa serumom pacijenta, a zatim inokulaciju te smese
u kulturu celija permisivnih za SARS-CoV-2 i pracenje
citopatogenog efekta u kulturi celija nakon vise dana
inkubacije (slika 6). Takav pristup nije bio mogu¢ u nasoj
zemlji jer je za rad sa SARS-CoV-2 bila neophodna
laboratorija 3. nivoa bioloske bezbednosti, kakva u nasoj
drzavi ne postoji, a ni u okolnim drzavama ne postoji
dovoljan broj takvih laboratorija. U meduvremenu,
dizajnirani su virusi i pseudovirusi koji na svojoj povrsini
imaju istaknut S antigen SARS-CoV-2, koji im omogucava
ulazak u celije permisivne za SARS-CoV-2 u koje izvorni
nemodifikovani virus ne moze da prodre. Rad sa takvim
virusima moze da se obavlja i u laboratorijama 2. nivoa
bioloske bezbednosti, kakve postoje u nasoj drzavi. Pored
toga, masovna vakcinacija medu laboratorijskim osobljem
omogucava bezbedan rad ¢ak i sa vijabilnim SARS-CoV-2.

Slika 6. Slike kultura Vero CCL-81 ¢elija inficiranih reporterskim
virusom mNG SARS-CoV-2 A. bez dodatka neutraliSucih antitela i
B. sa dodatkom neutrali$u¢ih antitela (6).

Mala procesivnost navedenih testova ne omogucava,
medutim, $iru primenu odredivanja neutraliu¢ih antitela
pomenutim metodama. Takva situacija se prevazilazi
uvodenjem testova inhibicije vezivanja rekombinantnog
obelezenog S proteina za ACE molekul u prisustvu
neutraliSu¢ih anti-S antitela u formatu enzimskog
imunotesta (slika 7). Takvi testovi mogu kvantitativno da
odrede koncentraciju neutralisucih antitela i da se koriste
za pracenje koncentracije neutrali$uc¢ih antitela kroz vreme,
pod uslovom da su uzorci krvi uzimani serijski i da je
analiza vrSena kako je opisano u prethodnom odeljku.

NeutraliSuce
anti S antitelo
Ne-neutraliSuca
anti S antitela

Slika 7. Shema testa za detekciju antitela koja inhibiraju vezivanje
S proteina za ACE2 receptor.

S protein obelezen
pogodnim markerom

-1 1Y

Testovi za merenje funkcionalnog odgovora T-limfocita
na stimulaciju antigenima

Testovi za merenje funkcionalnog odgovora
T-limfocita na stimulaciju antigenom ne mogu da se izvo-
de masovno, niti rezultati mogu da se ocekuju brzo nakon
uzorkovanja zbog osnovnih karakteristika samih testova.
Zbog toga ostaju rezervisani za ograniceni broj osoba koje
se testiraju u okviru nauc¢nih studija ili mali broj pacije-
nata za koje bi ovakvo testiranje bilo od posebnog medi-
cinskog znacaja, kao $to su pacijenti sa odredenim urode-
nim ili steCenim (npr. jatrogenim) imunodeficijencijama.
U na$oj drzavi je moguce izvodenje testova baziranih na
merenju sekrecije interferona gama ili blastne transfor-
macije nakon stimulacije ¢elija periferne krvi antigenima
SARS-CoV-2.

Quantiferon SARS-CoV-2

Ovaj test je dostupan od proleca tekuce godine i
zasnovan je na platformi $iroko primenjivanog testa za
dijagnostiku latentne tuberkuloze. Ukratko, pacijentu se
uzima uzorak krvi u epruvetu sa heparinom, a zatim se po
Iml heparinizovane krvi asepti¢no prenosi u dve epruvete
sa peptidima SARS-CoV-2, u jednu epruvetu mitogenom
(pozitivna kontrola testa) i jednu epruvetu bez ikakvog
stimulusa (negativna kontrola testa). Epruvete se zatim
inkubiraju 18 - 24h na 37° C, a zatim centrifugiraju kako
bi se odvojila krvna plazma. Zatim se u plazmi odreduje
interferon gama enzimskim imunotestom (slika 8). Test je
pozitivan ukoliko je razlika u koncentracijama interferona
gama u plazmi iz makar jedne od dve epruvete sa peptidi-
ma SARS-CoV-2 vec¢a od 0,15 IU/ml u odnosu na plazmu
iz epruvete bez stimulusa. Kriterijum za validnost testa je
da je u plazmi iz epruvete bez stimulusa koncentracija in-
terferona gama manja od 8IU/ml, da je koncentracija in-
terferona gama u plazmi iz epruvete sa mitogenom 25%
vi$a od njegove koncentracije u plazmi iz epruvete bez sti-
mulusa i najmanje 0,5 IU/ml. Test je jo§ uvek namenjen za
istrazivacke, ali ne i dijagnosticke svrhe (7).

Test limfoblastne transformacije

Test limfoblastne transformacije je zasnovan na ¢inje-
nici da limfociti nakon stimulacije antigenom ulaze u ¢elij-
sku deobu, pa je moguce merenje novosintetisane DNK ne-
kom od radioaktivnih ili neradioaktivnih metoda ili je mo-
guce prebrojavanje blasta koji su veci i nesto granulisaniji
nego mirujuci limfociti, $to moze da se detektuje proto¢nim
citofluorimetrom (8). Ukratko, po 50ul heparinizovane pe-
riferne krvi, razblazene medijumom za kultivaciju, inkubira
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Negativan uzorak || Standard Pozitivan uzorak
Stim. Stim

[C] [C] [c .

E OD IU/ml -© ||{IUml OD OD E OD IUml -9

@ 001 004 / 4 1.14 1.06
SC1 0.01 0.04 0 1029 0.26
SC2 0.01 0.04 0 ||0.25 0.07 0.06

9 008 03 /
SC1 298 >10 >10
SC2 2.63 9.65 9.35

M 246 9.02 898 0 0.01 0.01j M 397 >10 >10

Slika 8. A. Epruvete za kvantiferon SARS-CoV-2. Epruvete (odozgo na dole) sadrze peptide SARS-CoV-2 koji stimuli$u i CD8+ i
CD4+ T-limfocite (SC2), peptide SARS-CoV-2 koji pretezno stimuli§u CD4+ T-limfocite (SC1), ne sadrzi stimulus (@) i sadrzi mis
togen (M). B. Stripovi sa negativnim uzorkom (uokvireno zelenom linijom, standardima (uokvireno plavom linijom) i pozitivnim
uzorkom (uokvireno crvenom linijom). C. Tabela sa vrednostima intenziteta boje, koncentracijama interferona gama i vrednostima
koncentracija interferona gama u epruvetama sa SC1, SC2 i mitogenom umanjenim za vrednost koncentracije interferona gama u
epruveti bez stimulusa (©). E oznacava epruvetu, odnosno vrstu stimulacije; OD je opticka gustina (intenzitet boje) te¢nosti u bu-

narcicu; [C] je koncentracija interferona gama.

se sa antigenom, antigenima (nastavnici i saradnici
Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu su uspeli da
preciste S i N antigene) ili peptidima SARS-CoV-2, mitoge-
nom (pozitivna kontrola testa) i bez stimulacije (negativna
kontrola testa) u polipropilenskim epruvetama 7 dana na
37° Ciinkubatoru u atmosferi sa 5% CO,. Nakon inkubacije
aspirira se medijum (moze da se iskoristi za odredivanje ci-
tokina), a celije se boje fluorescentno obelezenim antitelima
specifi¢cnim za CD3, CD4, CD8 i CD19. Nakon bojenja, lizi-
raju se eritrociti i zatim se uzorci analiziraju na proto¢nom
citofluorimetru.  Broj ~ dvostruko  pozitivnih  celija
(CD3+CD4+, CD3+CD8+) i broj CD19+ ¢elija u limfoblast-
nom regionu odgovara brojevima aktiviranih pomo¢nickih
T-limfocita, citotoksi¢nih T-limfocita i B-limfocita (slika 9).

Saopstavanje rezultata i objavljivanje podataka

Na samom pocetku epidemije rezultati su ru¢no upi-
sivani u laboratorijski protokol, a zatim su izdavani od$tam-
pani iz Word-a, potpisivani i pecatirani. Ve¢ krajem marta
2020. rezultati su se unosili u COVID-19 bazu podataka,
ali pritisak za izdavanjem $tampanih rezultata (potvrda) za
pojedinacna lica nije jenjavao. Pored toga, iz zdravstvenih
ustanova i zavoda za javno zdravlje zahtevane su i zbirne
tabele sa rezultatima za sve uzorke poslate odredenog dana.
Takva praksa je preterano iscrpljivala osoblje koje je izdava-
lo rezultate u dijagnostickim laboratorijama. Tokom aprila
i maja 2020. Baza COVID-19 je usavr$avana nekoliko puta,
pa su se pojedina polja automatski popunjavala tokom

Blasti/pl

coa* cost B
Mitogen 335 24 54
Nestimulisane 100 38 20

. 3 8 8 B ¥

Celijalyl krvi 28 24 4

1 180 sek.
v o picara Flow 5,0

LI LA

% { 8482 beads
i

co4” co8® B
SARS-CoV-2 Ag1 154 70 35
Nestimulisane 100 38 20

IR

Celijapl krvi 6 4 2

Slika 9. Test limfoblastne transformacije.

Rezultat se izdaje kao broj ¢elija pojedine populacije lim-
focita u jedinici zapremine krvi (obi¢no po pl), a dobija se
oduzimanjem broja celija odredene populacije u lim-
foblastnom regionu iz epruvete sa nestimulisanim uzor-
kom od broja ¢elija u limfoblastnom regionu iz epruveta
nakon stimulacije, podeljeno sa zapreminom krvi iskori-
$¢enom na analizu. Test je jo§ uvek namenjen za istrazi-
vacke svrhe i jo§ je dosta daleko od standardizacije za
dijagnostiku.

unosenja pojedinacnih rezultata, a omoguceno je i simulta-
no unosenje veceg broja rezultata iz pripremljene Excel ta-
bele. Paralelno, omoguceno je automatsko slanje rezultata
pacijentima e-mail-om ukoliko su ostavljali e-mail adrese.
Objavljivanje podataka nije bilo dovoljno informativno jer
nije bilo jasno, makar na pocetku pandemije, koliko je po-
zitivnih testova rezultat prvog testiranja, a koliko rezultat
retestiranja. Kasnije nije bilo jasno koliko je bilo testiranja
PCR, a koliko antigenskim ili seroloskim testovima.
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Baza COVID-19 je dosta unapredena od marta 2020.
godine do danas, ali i dalje postoji dosta prostora za usa-
vr$avanje. Omoguceno je pretrazivanje baze po odrede-
nom broju kriterijuma vezanih za lice, ali nije omoguceno
filtriranje i pretrazivanje po svim popunjenim poljima ili
unetim vrednostima. Jo§ uvek nisu ispunjeni FAIR prin-
cipi (engl. Findability, Accessibility, Interoperability, and
Reusability) (9). Jasno je da su vreme i resursi da se napravi
takva baza podataka bili nedovoljni, ali je to nesto ¢emu
treba da se stremi. Za svaki PCR rezultat bi bilo pozeljno
da postoje podaci kojim reagensima je obradivan i ampli-
fikovan i koje su bile Ct vrednosti IPC i virusnih gena. U
slucaju enzimskih imunotestova trebalo bi da su dostupne
opticke gustine razvijene boje. U idealnom slucaju, u bazu
bi bili uneseni i metapodaci, kao $to je izvorni fajl sa PCR
masine sa fotografijama ploce pre i nakon PCR. U sluca-
ju enzimskog testa na fotografijama bi se videle oznake
eksperimenta i nivoi i boje te¢nosti. Takvi podaci bili bi
linkovani sa uzorkom. Tada bi interpretacija rtRT-PCR i
rezultata enzimskih imunotestova mogla da se obavlja i
izvan laboratorije. Dodatno, korisno bi bilo geolociranje
mesta boravista i prebivali$ta pacijenta i mesta uzorkova-
nja i obrade uzoraka. Saopstenja za javnost bi trebalo refor-
matirati u delu koji se odnosi na laboratorijsko testiranje
i jasno naznaciti: 1) broj laboratorijski testiranih; 2) broj
osoba testiranih rtRT-PCR metodom; 2a) brojeve i pro-
cente pozitivnih testova; 2b) koliko je od tih testova bilo
prvo testiranje neke osobe; 2¢) brojeve i procente pozitiv-
nih koji su prvi put testirani; 3) broj seroloskih testova; 3a)
broj imunohromatografskih testova; 3b) broj enzimskih
testova; 3c) seroprevalenciju medu testiranima tog dana;
3d) kumulativhu seroprevalenciju medu testiranima; 4)
broj imunohromatografskih testova za dokazivanje antige-
na; 4a) broj i procenat pozitivnih testova za dokazivanje
antigena. Takva struktura podataka olaksala bi razumeva-
nje ozbiljnosti situacije i ostavila manje mesta za zlonamer-
no komentarisanje.

Umesto zakljucka:

be je cpeha, my je u Hecpeha
be necpeha, my u cpehe uma

(Filip Vi$nji¢, pesma Smrt Marka Kraljevica)

Iz toga sledi, vakcinisite se ukoliko to jo$ uvek niste u¢inili.
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