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Brzi dijagnosticki test za detekciju SARS-

CoV-2 antigena u nazofaringealnom sekretu

Zeliko Vukovié

Univerzitetska bolnica Foca
Bosna | Hercegovina



Teski akutni respiratorni sindrom Corona virus odgovoran
Je za bolest Covid -19 prvi put se pojavio u decembru
2019.godne.uKini.

Od marta 2020 godine prosirio se Sirom svijeta sa velkim
brojem smrtnih slucajeva.



Covid 19 je zarazna bolest i1zazvana novim
koronavirusom.

Korona virus: glavni simptomi
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lzvor: NHS (Britanska zdravstvena sluzba)




Kako se Covid 19 prenosi / Sir1?

Bolest se moze prenjeti sa Covjeka na Covjeka, putem malih kapljica
1z nosa 1 usta koja se Sire kada osoba kaslje 1l1 kiSe.

Te kapljice se spustaju na objekte 1 povrSine oko osobe.

Drugi ljudi mogu dobiti Covid 19 tako Sto ¢e rukama dodirivati te
objekte 1 povrsine.

Ljudi se mogu zaraziti u slu¢aju da udahnu kapljice koje zarazena
osoba koja ima Covid 19 1zabcuje priikom kasljanja 1li kihanja.
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Sta je SARS-CoV-2 antigen?

SARS-CoV-2 antigen je protein jezgra koronavirusa, koji ¢ini 90%
ukupnih proteina koje proizvodi virus u toku svog razmnozavanja, na
sluzokozi disajnih organa.

Test za detekciju SARS-CoV-2 antigena napravljen je tako da direktno
detektuju upravo proteine jezgra virusa, kojt se nalaze na sluzokozi
disajnih organa.



Antigenski test je imunoloski test baziran na reakciji antitjelo -
antigen kojim se u respiratornom uzorku moze otkriti prisustvo
odredenog porjekla koji je sastavni dio Cestice SARS-COV 2.

Antigenski test za SARS CoV 2 je manje senzitivan u odnosu na RT
PCR test, ali ima sli¢nu visoku specificnost kao RT PCR.

WHO 1 ECDS preporucCuju upotrebu antigen testova koji imaju
najmanje senzitivnostt >80% 1 specificnost >97%



Trenutno antigenski testovi su jedina vrsta testova koja bi mogla da
posluzi kao alternativa PCR testovima.
Oni su pored PCR jedini klinicki relevantni.

Kao 1 PCR testovi antigenski testovi se rade 1z brisa nosnog zdrijela 1
oni odreduju prisustvo proteina koj su specific¢ni za virus.

PCR testovi detektuju nukleinsku kiselinu 1 imaju vecu osjetljvost.



PCR testovi mogu da otkriju 100 virusnih ¢estica u jednom mililitru
teCnosti

Antigenskim testom mozete da otkrijete 1.650 virusnih Cestica u
1stoj toj kolicni.

To znaci da antigenski testovi 1maju manju senzitivnost u odnosu na
PCR odnosno da je potebno da inficirana osoba 1ma ve¢ koli¢inu
virusa u sebi da bi antigensk test pokazao da je zaraZena

S tim da kod zarazenog, ve¢ dan dva nakon inficiranja, postoji 1
milion virusnih Cestica, pa je ova senzitivnost od 1600-1700 Cestica
po mililitru sasvim prihvatljiva.



Nijedan test nema apsoltnu osjetljivost, odnosno da je senzitivost
PCR testova izmedu 90-95%, a senzitivnost antigenskh tetstova ide

do 85%.
To znaci da 85% ljudi koji su inficirani biti detektovani ovim testom.

Veli¢ina virusa
0,125 mikrometara




! Virus za pokretanje koristi uglavnom
covijecka koji je ga ispaljuje do

neslucenih brzina.

Tako prilikom kihanja zarazenog
Ccovjeka virusi lete procijenjenom
brzinom od 100 metara po sekundi,a a @
Sto je vise od 360 km/h!

Za njegovu kretnju koristi 1 kasalj sto je

nesto sporiji vid kretnje sto je oko 150
km/h.



Nakon samog kihanja ili kaslja

| prema istrazivanju naucnika,

W Cestice virusa u zraku ostaju

najmanje 3 sata, dok na

povrSinama  poput  plastike,

nehrdajuceg Celika ili  kartona
ostaju puno duze.

Plastika i nehrdajuci celik:

Cestice su ostale tri dana

Karton: jedan dan



Cilj rada

Cilj ovog rada bio je ispitati validnost brzog SARS-CoV -2 testa u
dijagnostici virusa korona.

Ispitanici su pacijenti sa simptomima ili bez simptoma javljeni na
testiranje u JZU Univerzitetsku bolnicu Fo¢a u periodu mart 2020-
do decembar 2020.



Kako se izvodi test na SARS-CoV-2 antigen?

Odgovarajuc¢i uzorak za ovu analizu je bris iz nazofarinksa (nosnog
dela zdrela).

NPS uzorke koji se testiraju, treba uzeti i rukovati sa njima,
standardnim metodama za prikupljanje nazofaringelanih briseva.

Rastvor mora biti tecan da bih obezbjedio migraciju na testu.
Uzorak mora biti testiran Sto prije je moguce posle uzimanja uzorka,

cak lako je cuvan na temperaturi 2-8°C, jer svako odlaganje moze
dovesti do lazno negativnih rezulatata.



Materijal 1 metode

Reagensi | materijali

» Kvalitativni test covid 19 Ag Respi- Strip Coris Bio-Concept
Belgium :

» Trake u bocici sa deksikantom pakovanje 25-50 komada

» Lys puffer za rastvaranje (6 ili 15 ml)

Fizioloski rastvor puferovan do pH 7.5 koji sadrzi Tris, EDTA,NaN3
<0,1%, detredzent I blokirajuce proteine

> brisevi,

> plastiCne epruvete sa zatvara¢ma za jednokratnu upotrebu,

» ZIp plasti¢ne zatorene vrecice.
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Princip testa

Ovaj test je spreman za upotrebu I zasnovan je na tehnologiji
membrane sa nano Cesticama koloidniog zlata.

Nitrocelulozna membra je senzibilisana monoklonskim antitjelima
usmjerenim protiv SARS-CoV-2 visoko o¢uvanog nukleoproteinskog
antigena.

Drugo monoklonsko antithjelo je konjugovano sa nanocesticama
koloidnog zlata.
Konjugat je vezan za membranu .



Kada NPS
(nazofaringealni sekret)
111 rastvor izdvojen iz
kulture ¢elija dode U
kontakt sa trakom,
rastvoreni konjugat se
kre¢e sa uzorkom na
traci pasivnom
duifuzijom tako da
konjugat | uzorak
dolaze u kontakt sa anti
SARS antitjelom
vezanim za
nitroceluloznu traku.
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Princip testa

Ukoliko uzorak sadrzi SARS CoV 2 konjugat SARS —cOv
kompleks ¢e ostati vezan za anti SARS CoV-2 antitjelo vezano na
nitroceluloznoj traci.

Rezultat je vidljiv u okviru maksimalno 30 minuta u formi crvene
linije (test) koji se razvija na traci.

Rastvor nastavlja da migrira sve do kontrolnog reagensa koji
vezuje kontrolni konjugat, tako stvaraju¢i drugu crvenu liniju
(kontrola).



100 pl

Positive Negative

Coptrol
line

Test line

(1) Dilution /Extraction(v/v)  (2) Test () Results



NEGATIVAN TEST REZULTAT:

Crevenkasto—ljubicasta  linija  se
pojavljuje na mjestu kontolne linije
(O ERIIED

POZITIVAN TEST REZULTAT:

Pojavljuje se crvenkasto-ljubicasta
linija na mjestu (T).Intenzitet linije
varira u zavisnosti od koli¢ine
antigena pronadenih u uzorku.

Svaka crvenkasto ljubicasta linija .
Cak i slaba treba se smatrati
pozitivnim uzorkom, c¢ak 1 prije
Inkubacije od 30 minuta.

NEVAZECI REZULTAT TESTA:

Kontrolna linija pokazuje da se
migracija dogodila do vrha trake.

Traka bez linije nakon 30 minuta
smatra se nevazecom.




Algoritam testiranja Covid 19

SUMNJIV SLUCAJ

Real Time PCR @
Antigenski test Potvrden slucaj

NEGATIVAN

Visoka sumnja na Covid-19

novim uzrokom m
Razmotriti alternativni uzorak Potvrden slucaj

ih-puteva)

NEGATIVAN

POZITIVAN PROFIL
AKUTNE INFEKCUE

SEROLOSKO TESTIRANJE

Potvrden slucaj

(lgM+IgA, 1gG antitijela)




Specijalne mjere opreza

Sve operacije povezane sa upotrebom testa moraju se izvoditi u
skladu sa dobrom laboratorijskom praksom

Sv1 reagensi su za in vitro dijagnosticku upotrebu

Sprijeciti dodirivanje nitrocelulozne trake prstima

Nositi rukavice, masku, FFP2 1li FFP3, laboratorisjke naocare.

ODLAGANJE OTPADA
Rukavice briseve 1 zatvorene epruvete sa uzorcima odloziti u skladu
sa GLP 1 regulativom bioloSke bezbjednost

CUVANJE
Cuvanje na temperaturi 4-30C



Rezultati

Testovi su bili najtacniji kada su se koristili u prvom danu nakon sto

su se simptomi razvili (u prosjeku je 78% potvrdenih slucajeva
Imalo pozitivne testove na antigen).

Kod osoba koje nisu imale Covid-19, antigenski testovi ispravno su
iskljucili infekciju u 99,5% slucajeva.



Rezultati

1000 ljudi sa simptomima je uradilo test na antigen

50 % njih ( 5%) imalo je Covid 19 ( )

53 osobe Imale pozitivan rezultat na testu

od toga 9 osoba (17%) ne bih imalo Covid 19 (



Rezultati

9470soba imalo bi negativan rezultat na testu Covid 19.

Od toga 6 ljudi (0,6%) je imalo Covid 19 (



KONTROLA KVALITETA /QUALITY CONTROL

Coris Bio Concept q | POZITIVAN NEGATIVAN UKUPNO
RT-PCR

POZITIVAN

NEGATIVAN

UKUPNO

Osjetljivost: 60% (40.7 do 76,8%

Prag osjetljivosti: 85,7%

Specificnost: 100% (93-100%)
Pozitivna prediktivna vrijednost: 100%
(78,1 do 100%)

Negativna prediktivna vrijednost: 82,2%
(75,2m

Poklapanje: 87,9% (87/99)



Rezultati

PRUE SIMPTOMA NAKON SIMPTOMA

A

Razine analita

Koncentracije mjernih analita kod testiranja na SARS-CoV-2

Detekcija antitijela

Dijagram promjene koncentracije antigena i antitijela u krvi




RAZLIKE IZMEBU MOLEKULARNOG [ ANTIGENSKOG TESTA

Molekularni test (RT-PCR) Antigenski test

Namjena detekcija trenutne infekcije detekcija trenutne infekcije

Analit virusna RNA Virusni antigeni

Uzorak bris nazofarinksalnosa, ispljuvak, slina bris nazofarinksa/nosa

Osjetljivost visoka umjerena

Specificnost visoka Visoka

Slozenost testa varijabilna jednostavan za izvesti

Point-of-care vecinane da
TAT 15mindo 2 dana 15min

(ljena testa umjerena niska

Point-of-care - pretraga uz bolesnika; TAT (engl. Turnaround time) - vrijeme do izdavanja nalaza




Testovi kod SARS-CoV-2 infekcije

Vrsta testa Princip Rezultat Uzorak Vrijeme testiranja Namjena

Uzorcl Iz

Detekcija  NEGATIVAN gornjin 1 donfih 4 5 44 od pojave  Potvrda SARS-CoV sluéaja

respiratornih
Real Time-PCR virusnog  POZITIVAN putgva simptoma. Dijagnostika akutne

genoma NEODREDEN (Najtedce bris Najbolje oko 5 dana.  SARS-CoV-2 infekcije

nazofarinksa)

Detekclja  NEGATIVAN Bris U prvih 5 dana od Potvrda SARS-CoV slu¢aja

Antigenski test virusnih Dijagnostika akutne
nazofarinksa ojave simptoma
proteina POZITIVAN e o P SARS-CoV-2 Infekclje

Dijagnostika ranije
Detekclja infekcije (izlozenosti
specifiénih  NEGATIVAN g Bilo kad SARS-CoV-2 virusu).
Serolodkitest  SARS- POZITIVAN p;’z“:; v 2—4 tiedna od Epidemiolo$ka Istrazivanja

CoV-2 GRANICAN pojave simptoma Dijagnostika akutne
antitijela infekclje kao
suplementarni test




Zakljucak

Antigenski testovi dovoljno su precizni da mogu zamijeniti RT-PCR
kada se koriste kod pacijenata sa simptomima.

Antigenski testovi su veoma korisni kod izbijanja epidemije, ili za
odabir simptomatskih bolesnika ¢ija bi se dijagnoza potvrdila PCR
testiranjem, odnosno za provodenje mjera samoizolacije 1 pracéenja
kontakata 1 smanjenje opterecenja rada u laboratoriju.



Svjetska zdravstvena organizacija je 11. septembra 2020. objavila
smjernice o detekciji antigena.

Njhova preporuka je da se brzi testovi na antigene mogu koristiti za

dijagnostiku infekcije SARS CoV 2 gdje RT-PCR nije dostupna ili
za skracivanje vremena rezutata kada je to klnicki potrebno.

Takode sugeriSu da se test moze koristiti za pracenje kontakata 1
testiranje asimptomatskih slu¢ajeva, ali upozoravaju na smanjenu
osjetljivost.

Ponovljene testove, ili jos bolje potvrdno testiranje RT-PCR
negativnih rezultata, treba uraditi kad god je to moguce.

Navode i da se negativni testovi na antigen ne mogu koristiti kao
osnova za karantin.



Prema smjernicama WHO antige testovi se ne preporcuju
okruzenjima ili poulacijama sa malim brojem pacijenata.

Oni1 navode specifi¢ne scenarije kada se brzi test na antigen ne moze
Koristiti:

Pojedinci sa simptomima (osim ako je osoba kontakt sa potvrdenim
sluCajem)

Kada je broj zarazenh nizak

Na aerodromima 1 graniCnim prelazima

Za skrining pre davanja Krvi.
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