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1. UVOD



1.1. Epidemiologija COVID-19

Krajem 2019. godine, u kineskoj pokrajini Wuhan, pojavila se nova respiratorna bolest
nepoznate etiologije i1 teSkog klinickog tijeka, s tendencijom brzog Sirenja. Ve¢ nekoliko tjedana
kasnije, u sije¢nju 2020., kineske vlasti objavile su da je uzro¢nik te bolesti do tada nepoznata vrsta
koronavirusa. Uzro¢nik je ime dobio prema klinickoj slici koju izaziva SARS-CoV-2 (engl. Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2), dok je bolest nazvana COVID-19 (engl. Coronavirus
disease of 2019). Zbog brzog prostorno-vremenskog Sirenja i javno-zdravstvenog znacaja, Svjetska
zdravstvena organizacija (SZO) 11. ozujka 2020. proglasila je pandemiju COVID-19 (1). Do kraja
ozujka 2022. godine, uzrokovala je ili pridonijela smrtnom ishodu Sest milijuna oboljelih te
predstavlja najznacajniju zdravstvenu krizu od velike pandemije gripe 1918. godine (2). Bolest je
1zuzetno zarazna te je u 223 drzave zabiljezeno viSe od 281 milijun oboljelih. Budu¢i da je virus
sklon mutiranju, ne iznenaduju rezultati novijih epidemioloskih istrazivanja koja otkrivaju da je u
dvjestotinjak drzava zabiljezena pojava novih SARS-CoV-2 varijanti od znacaja (eng. Variants of
concern, VOC). U studenom 2021. godine, pojavila se jedna od najznacajnijih varijanti, varijanta

omikron, koja je do sada dokazana u 76 drzava (3).

Prvi zabiljezeni sluc¢aj u Republici Hrvatskoj bio je u veljaci 2020. Broj oboljelih ubrzo je
poceo rapidno rasti pa je Ministarstvo zdravstva (MZ) na prijedlog Hrvatskog zavoda za javno
zdravstvo (HZJZ), a u skladu s preporukama SZO, 11. ozujka 2020. donijelo odluku o proglasenju
epidemije bolesti COVID-19 uzrokovane virusom SARS-CoV-2 na podru¢ju Citave drzave.
Dinamika bolesti prikazana je kroz pet valova Sirenja, pri ¢emu je posljednji bio u prosincu 2021.,

a posljedica je pojave gore spomenute omikron varijante (4).

Prijenos SARS-CoV-2 medu ljudima moguc¢ je na viSe nacina, ve¢inom preko respiratornih
sekreta direktnim i indirektnim putem, a to znacajno otezava kontrolu Sirenja bolesti i dovodi do
naglog povecanja broja zarazenih. Kako bi se smanjio rizik od razvoja i Sirenja infekcije, nuzno je
postivanje 1 provodenje mjera za zastitu 1 prevenciju bolesti prema preporukama stru¢nih sluzbi

(izolacija oboljelih, noSenje maski na javnim mjestima i izbjegavanje vec¢ih okupljanja) (5).



1.2 Etiologija COVID-19, SARS i MERS

Koronavirusi (CoV) su veliki, ovijeni virusi koji posjeduju jednolanc¢anu, pozitivnu RNK
(ribonukleinsku kiselinu). Porodica Coronaviridae se prema genskoj strukturi dijeli u dvije
potporodice: Coronavirinae i Torovirinae 1 pet rodova: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus, Bafinivirus 1 Torovirus. Rasprostranjeni su medu pticama i sisavcima, a
predstavnici rodova Alfa, Beta i Torovirus mogu uzrokovati infekcije ljudi (veéinom blage
respiratorne infekcije nalik prehladi). Koronavirusi su do sada uzrokovali dvije velike epidemije u
posljednja dva desetljeca, teski akutni respiratorni sindrom SARS (eng. Severe acute respiratory
syndrome) 1 bliskoisto¢ni respiratorni sindrom MERS (engl. Middle East Respiratory Syndrom) pa
se u pocetku mislilo da je COVID-19 uzrokovan virusom SARS-a (3, 6).

Genetskim sekvencioniranjem dokazano je da virus SARS-CoV-2 genetski pripada skupini
Betakoronavirusa u koju ubrajamo viruse SARS-CoV 1 MERS-CoV. U usporedbi s ova dva virusa,
SARS-CoV-2 uzrokuje infekcije s umjerenim klinickim tijekom, ali sa znac¢ajno ve¢im stupnjem
transmisije u zajednici. Duljina genoma je 30 kb te sadrzi 14 ORF (engl. Open Reading Frames)

koji kodiraju 27 proteina, medu ostalim 1 Cetiri glavna strukturna proteina:

1. protein Siljka ili S-protein (engl. spike)
2. protein ovojnice (E)

3. membranski (M) protein

4. nukleokapsidni (N) protein

Spike protein je transmembranski protein koji olakSava vezanje virusne ovojnice na ACE2
receptore (engl. Angiotensin converting enzyme) na stanicama domacina, a sastoji se od receptorske
S1 i membranske S2 podjedinice. Spike proteini strSe izvan virusne ovojnice i formiraju
karakteristiCan izgled virusa (nalik na krunu), od ¢ega i potjeCe naziv virusa (lat. corona). S-protein
se cijepa na amino N-kraju S1 podjedinice, $to olakSava ulazak virusa u stanicu domacina, dok je
na karboksilnom C-kraju, S2 podjedinica koja je odgovorna za fuziju stanica. S1 podjedinica je
podijeljena na RBD (eng. Receptor Binding Domain) i N-terminalnu domenu, koja olaksava ulazak

virusa u stanice te je potencijalno ciljno mjesto za djelovanje novih cjepiva.

Protein N je vezan za virusni genom i ukljuen je u njegovu replikaciju, formaciju 1

izbjegavanje imunoloskog odgovora domacina.



Membranski protein je jedan od najobimnijih i najbolje ocuvanih proteina u virusnoj

strukturi. Najmanji je protein E koji olakSava produkciju, sazrijevanje i oslobadanje virusa (7).

Filogenetska analiza svrstava novi SARS-CoV-2 virus u istu skupinu sa SARS-CoV i Bat-
SARS-like virusima, dok se MERS-CoV nalazi u sasvim drugoj skupini. To nam ukazuje da je
tijek evolucije SARS-CoV i MERS-CoV bio razli¢it. Usporedba genoma SARS-CoV i SARS-
CoV-2, pokazala je razliku od svega 380 aminokiselina i to ve¢inom na genima za sintezu
nestrukturalnih proteina, dok je 27 mutacija pronadeno u genima za proteine Siljka, koji su bitni za
vezanje na receptore i ulazak u stanicu domacina ($to bi moglo objasniti manju patogenost novih

varijanti virusa) (8).

Prema dostupnim podacima i genetskim analizama, virusi SARS-CoV-2 i SARS-CoV
imaju iste stani¢ne receptore za ACE2 (engl. Angiotensin converting enzyme 2), za razliku od
MERS-CoV koji se veze na DPP4 (dipeptidil peptidaza-4) receptore za ulazak u stanicu. Nisu
pronadene znacajne supstitucije aminokiselina koje su direktno povezane s ACE2 receptorom, ali
postoji 6 mutacija u drugim RBD (engl. receptor-binding domain) regijama. Analizom afiniteta za
receptor dokazano je da se virus SARS-CoV-2 veze za ACE2 jace nego virus SARS-CoV, te se
smatra da bi samo jedna nukleotidna mutacija na SARS-CoV-2 virusu dovela do daljeg povecanja
njegove patogenosti. ACE2 receptor je vezan za plazma-membranu stanica razliCitih tkiva (donji
diSni sustav, srce, bubrezi i probavni sustav). SARS-CoV virusi se veinom umnozava u
pneumocitima tipa I i II te u enterocitima, induciraju¢i down regulaciju ACE2 receptora u pluénom
epitelu, Sto doprinosi vecoj patogenosti, nastanku akutnog plu¢nog ostecenja i razvoju akutnog

respiratornog sindroma (8).

Reproduktivni broj virusa (R) je znacajan pokazatelj infektivnosti virusa, a iskazuje se
kao broj ocekivanih slucajeva koji ¢e biti zarazeni jednom inficiranom osobom. SZO je objavila

podatke o reprodukti

vnom broju SARS-CoV-2 virusa (R: 2-2,5) §to je vise nego za SARS-CoV (1,7-1,9) i
MERS-CoV (<1) 1 doprinosi ve¢em pandemijskom potencijalu (8).

Sva tri virusa (SARS-Cov, SARS-CoV-2 i MERS-CoV) mogu uzrokovati sli¢ne klinicke
simptome, i to ve¢inom u pacijenata s kroni¢nim bolestima. Naj¢eS¢e su zabiljeZeni simptomi:

vru¢ica pracena kasljem, grlobolja i zaduha. Svi pacijenti imaju barem jedan od navedenih



simptoma, s tim da ve¢ina njih ima lakSe simptome, a manji broj (oko 1% oboljelih) su
asimptomatski. Biokemijski testovi izvedeni iz krvi pacijenata oboljelih od COVID-19 ne razlikuju
se znacajno od testova pacijenata oboljelih od ostalih koronavirusa (npr. limfopenija,
trombocitipenija, smanjene vrijednosti serumskih albumina 1 povecane vrijednosti
aminotransferaza, LDH, CK i CRP). Radioloska slika COVID-19 infekcije nalik je pneumoniji,
koja je povezana i s ostalim koronavirusima. Najces¢i CT nalaz pacijenata s COVID-19 infekcijom
je bilateralna parenhimska (engl. ground-glass) pneumonija, s konsolidiranim okruglim perifernim
lezijama. Tijek bolesti moze se komplicirati nastupom zaduhe unutar 5 dana te akutnog
respiratornog distres sindroma (ARDS) unutar 8 dana od pocetka bolesti. U 30% slucajeva
potrebna je mehanicka ventilacija, dok su u 17% nalazi sli¢ni infekciji SARS-CoV. Klinicka slika
infekcije MERS-CoV karakterizirana je ¢eS¢im razvojem ARDS i potrebom za invazivnom
potporom, posebno u starijih pacijenata i pusaca, gdje je zamijeCena i1 akutna ozljeda bubrega
(ABB) kao ¢esta komplikacija, Sto bi se moglo objasniti prisustvom DPP4 receptora u tubulima i

glomerulima te moze dovesti do multiorganskog zatajenja (8).

COVID-19 infekcija obi¢no ima blazu klinic¢ku sliku 1 lakSe se Siri u populaciji, u odnosu
na infekcije koje uzrokuju SARS i MERS koronavirusi. Receptori za sva tri koronavirusa nalaze
se u gornjem i donjem diSnom sustavu. Razli¢ita tezina bolesti i klinicki tijek, vjerojatno su
posljedica razliCite infektivne doze; veca inokulirana doza olakSava brzi prodor virusa u donji disni
sustav, uzrokujuci teze pneumonije, dok manja inokulacijska doza obi¢no zadrzava virus u gornjem

diSnom sustavu, uzrokujuci blaze infekcije (8).

1.2.1. Varijante od znacaja (engl. variants of concern, VOC)

Od pocetka SARS-CoV-2 pandemije, pojavilo se mnogo novih varijanti virusa koje su
izazvale zabrinutost medu stanovnistvom. Tijekom vremena, virus se prilagodava i evoluira, a
promjene u virusnom genomu utjeCu na njegovu patogenost. Samo jedna zamijenjena
aminokiselina moze povecati sposobnost virusa da izbjegne djelovanje imunoloSkog sustava i
moze znacajno umanjiti uc¢inkovitost cjepiva. SARS-CoV-2, kao i drugi RNK virusi, sklon je
genetskoj evoluciji prilagodavajuci se novim domacinima, razvijanjem mutacija stvaraju opasnost
od nastanka mnogobrojnih novih varijanti. Tijekom rane faze pandemije, genetske promjene su

bile minimalne 1 globalno je dominirala varijanta D614G s ve¢om transmisijom bez tezih simptoma

3).



Do sada je zabiljezen velik broj SARS-Cov-2 varijanti, od kojih se neke smatraju
zabrinjavajuc¢im varijantama (VOC), zbog njihovih utjecaja na zdravstveni sustav. Povezuju se s
ve¢om transmisijom ili virulencijom, smanjenjem neutraliziraju¢ih protutijela nastalih
cijepljenjem, mogucnoscu izbjegavanja detekcije 1 smanjenjem terapijske ucinkovitosti. Od
pocetka pandemije, identificirano je pet VOC varijanti: alfa B.1.1.7 (UK, prosinac 2020.), beta
B1.351(Juzna Afrika, prosinac 2020.), gama P.1 (Brazil, sije¢anj 2021.), delta B1.617.2 (Indija,
prosinac 2020.) i omikron B1.1.529 (Juzna Afrika, studeni 2021.). Svih pet imaju mutacije u RBD
1 NTD (nukleoproteinska domena), od kojih je N501Y na RBD zajednicka svima, osim delta
varijanti $to rezultira ve¢im afinitetom proteina Siljka za ACE2 receptore, pojacavajuci vezanje

virusa i ulazak u stanice (9).

Omikron varijanta je brzo nakon identifikacije prepoznata kao VOC, zbog vise od 30
mutacija, a otkrivena je u pacijenata diljem Juzne Afrike. Mutacije zahvacaju proteine ovojnice,
nukleokapside, matriksa, N-terminalne domene, Siljka (RBD i fuzijski) i brojne nestrukturne
dijelove. Prema dobivenim rezultatima, omikron varijanta pokazuje 13 puta vecu infektivnost i 2,8
puta vecu zaraznost od delta varijante. Dokazano je kako Spike mutacije jako utjeCu na imunosni

odgovor i smanjuju uc¢inkak neutraliziraju¢ih protutijela. (3)

1.2.2. Varijante od interesa (engl. variants of interest, VOI)

Varijante od interesa (VOI) su definirane kao varijante sa specificnim genetskim
markerima, koji su povezani s promjenama koje mogu pojacati transmisiju ili virulenciju, umanjiti
ucinkovitost neutralizacijskih protutijela steCenih cijepljenjem, mogucnost detekcije ili smanjenje
ucinkovitosti terapije. Dosad, SZO je opisala osam VOI: Epsilon, Zeta, Eta, Theta, Kappa, Lamda
i Mu. Epsilon soj je zbog slozenijih mutacija koje su dovele do povecane transmisije kasnije

prebacen u VOC (3).

Evolucija novih wvarijjanti virusa pokrenula je pitanje ucinkovitosti njihovog
dijagnosticiranja tj. dijagnostickih mogucnosti brzih antigenskih testova (BAT). Utjecaj novih
genetskih varijanti na karakteristike testa uvjetovan je vrstom promjene na proteinima, dizajnom
testa 1 njihovom prevalencijom u populaciji. Antigenski testovi su dizajnirani za detekciju

specificnih virusnih proteina. Ako promjene u virusnom genomu promjene strukturu virusnih



proteina koji su ciljno mjesto antigenskih testova, moguce je da test ne detektira virus iako je

prisutan, Sto dovodi do lazno negativnih rezultata (10).

UnatoC vecoj stabilnosti N-proteina u usporedbi sa S-proteinom, pronadene su mutacije
koje u nekim uvjetima mogu mijenjati dinamiku stabilnosti i imunogenetska svojstva, rezultirajuci
laZzno negativnim rezultatima testova. Postoje izvjeStaji o mutacijama na N-proteinima koje su
rezultirale lazno negativnim rezultatima, unato¢ velikoj koncentraciji virusa, $to je potvrdeno
molekularnim testovima. Takve mutacije na N-proteinima, koje su ve¢ prisutne ili se mogu
promijeniti tijekom pandemije, mogu utjecati na karakteristike N-specifi¢nih antigenskih testova.
Trenutno dostupni BAT testovi detektiraju C-kraj proteina nukleokapside, dok je veéina potvrdenih

mutacija na N-kraju (10).

Dostupna istrazivanja donose vecinom ohrabruju¢e rezultate o ucinkovitosti BAT u
detekciji novih virusnih varijanti, iako mali broj izvjeStaja ukazuje na manju osjetljivost nekih
varijanti (varijante s neuobicajenim mutacijama na genima nukleokapsidnih proteina). Preporucuje
se sustavno pracenje evolucije virusa, kako bi se na vrijeme uocilo smanjenje osjetljivosti testova
1 izradile pouzdane evaluacijske studije prije uvodenja novih osjetljivih i1 specificnih brzih

antigenskih testova (10).

1.3 Klinicka slika bolesti
Procjena tezine COVID-19 infekcije vrsi se prema odredenim klinickim kriterijima, a sama

infekcija se dijeli u pet klinickih kategorija:
a) asimptomatska infekcija

b) blagi oblik bez komplikacija

c) srednje teski oblik

d) teski oblik

e) kriticni oblik bolesti.

Vedina pacijenata (80%) ima blage simptome. Prosje¢no 15% oboljelih razvije tezi oblik
bolesti, karakteriziran zaduhom, hipoksijom i promjenama na plu¢ima, dok 5% bolesnika razvije

najtezi oblik bolesti s respiratornim distresom, stanjem Soka i multiorganskim zatajenjem.



Muskarci i Zene imaju istu osjetljivost na infekciju, iako muskarci imaju veéi rizik za razvoj tezih

oblika bolesti (5, 11).

Simptomi bolesti obi¢no nastupaju nakon pet dana inkubacije i traju prosjecno 11,5 dana
(duljina inkubacije i trajanja bolesti ovisi o imunoloskom sustavom i starosti pacijenta). U
istrazivanju provedenom u RH, u pacijenata pozitivnih na COVID-19 infekciju, naj¢es¢i simptomi

bili su anosmija, vruc¢ica, bolovi u misi¢ima 1 kasalj (7, 12).

Najces¢i klinicki znakovi oboljelih od SARS-CoV-2 infekcije su: vrudica i respiratorni
simptomi kao Sto su kasalj, kratak dah, gubitak njuha i okusa te zaduha. U tezim slucajevima
infekcije nastaje bilateralna pneumonija, ARDS, zatajenje bubrega, metabolicka acidoza,
poremecaji cirkulacije, septicki Sok i smrt. Virus se uglavnom prenosi kaplji¢nim putem, kao $to
je kasljanje, kihanje ili pricanje te preko kontaminiranih ruku (dokazano je da virus moze prezivjeti

na razli¢itim povrSinama) (5).

Najtezu klinic¢ku sliku razviju pacijenti koji imaju druge kronic¢ne bolesti (dijabetes, KOPB,
kardiovaskularne bolesti, hipertenzija, debljina, astma, maligne bolesti ili HIV). Osobe starije od
60 godina, s naruSenim imunitetom i komorbiditetima, podlozniji su tezim infekcijama koje
primarno zahvacaju respiratorni sustav, ali mogu utjecati na vise organskih sustava. Virus koristi
ACE?2 receptore na povrsini stanica domacina kako bi usao u njih, a dokazano je da su odredene
bolesti povezane s izrazenom ekspresijom ACE2 receptora i povecanim otpuStanjem proteina
konvertaze, koji potice ulazak virusa u stanice domacina. Kako ACE2 receptori nisu prisutni samo
u pluc¢ima, ve¢ i u srcu, endotelu, renalnim tubulima, intestinalnom epitelu 1 gusteraci, SARS-CoV-
2 potencijalno moze inficirati i oStetiti ove organe. Povecana aktivnost limfocita i proupalnih
medijatora uzrokuje imunoloSka oSte¢enja. Prisutnost kroni¢nih bolesti znacajno povecava

morbiditet i mortalitet od COVID-19 infekcije.

SARS-CoV-2 uzrokuje infekciju ne samo u odrasloj, ve¢ i u pedijatrijskoj populaciji. Meta-
analizom dostupnih istrazivanja dokazano je da se bolest javlja u svim dobnim skupinama, a
asimptomatsku infekciju ili blagi do umjereni tijek bolesti. Ucestalost tezih simptoma je bila 7%,
Sto je znaCajno manje u odnosu na odrasle (25,6%). Blazi tijek u djece se pripisuje nizoj stopi

komorbiditeta i slabijem imunoloskom odgovora u odnosu na starije pacijenate (13, 14).



1.4 Dijagnostika

Pandemija SARS-CoV-2 veliki je izazov u dijagnostici i nadzoru infekcije. Dijagnostika
SARS-CoV-2 infekcije ukljuuje poznavanje trenutne epidemioloske situacije, postavljanje
klini¢ke sumnje na osnovu klinic¢ke slike i mikrobioloski dokaz SARS-Cov2 u klini¢kim uzorcima

pacijenata. Brza identifikacija i izolacija pacijenata klju¢ne su za kontrolu Sirenja bolesti.

Tijekom pandemije COVID-19, zlatni standard za otkrivanje SARS-CoV-2 infekcije
postali su molekularni NAAT (eng. Nucleic acid amplification tests) testovi, koje karakterizira
visoka osjetljivost i specificnost u detektiranju RNK molekula. Nazalost, RT-PCR (eng. Reverse
transcription polymerase chain reaction) testovi imaju svoja ogranicenja, kao Sto su dulje vrijeme
testiranja, potreba za posebnom opremom i stru¢nim osobljem te cijena.

Zbog gore navedenih ogranicenja, kao i zbog stalnog povecanja broja aktivnih slu¢ajeva na
globalnoj razini, javila se potreba za razvojem jednostavnijih, jeftinijih 1 dostupnijih metoda
testiranja koje bi zadovoljile povecane potrebe. Takvim kriterijima udovoljavaju brzi antigenski
testovi (BAT) koji identificiraju virusne proteine u nazofarinksu ili uzorcima nosa koristenjem
lateral flow imunokromatokrafske metode. Specificnost testova je sli¢na molekulskim, u rasponu
od 93% do 100%, dok osjetljivost varira od 84 do 97%. BAT su vrlo korisni kod osoba koje su bile
u bliskom kontaktu sa zarazenom osobom te u uvjetima visokog rizika, gdje redovitim testiranjem
mozemo lako detektirati infekciju i prevenirati daljnje Sirenje. Prednosti ovakvog nacina testiranja
su brza detekcija i pouzdani rezultati unutar 15 minuta, pristupacnost za sve osobe neovisno o
postojanju simptoma, nedostatak zahtjeva za posebno obucenim osobljem i slozenom opremom,
ve¢ mogucénost koriStenja od strane laika uz nadzor stru¢ne osobe. Razvijeni su s namjenom da
budu laboratorijski i POC (engl. point-of-care) testovi. Moguée pogreske u dijagnostici
nadoknaduju se time §to su brza alternativa za identifikaciju i1 izolaciju zaraZzenih osoba. Prema EU
smjernicama, brzi antigenski testovi uvedeni su kao dijagnosti¢ka metoda za identifikaciju virusnih
antigena u klini¢kim uzorcima od prosinca 2020. Direktna kvalitativna detekcija virusnih proteina
nukleokapside u nazofarinksu moze se izvesti koristenjem LFIA (eng. Lateral flow immunoassay),
a rezultati su dostupni unutar 15-30 minuta. Princip rada ovih testova se temelji na
imunokromatografiji, a njihova je primjena znacajno olaksala dijagnostiku i kontrolu bolesti (10,

12, 15).



Sirokom uporabom brzih antigenskih testova kao tkz. POC testova dokazana je njihova
znacajna korist u bolnicama, ambulantama i na drugim mjestima. BAT su jednostavni za uporabu
Sto omogucava analizu velikog broja uzoraka u kratkom vremenu, s dostatnom osjetljivoscu te su
idealni za testiranje simptomatskih pacijenata i aktivni probir na javnim mjestima (Skole, fakulteti,
tvrtke). Prema smjernicama ECDC (eng. European Centers for Disease Control and Prevention)
to je dobro utemeljena strategija jer se screening programom lakSe identificiraju asimptomatski
slucajevi te sprjeCava virusna transmisija, pogotovo u sluc¢ajevima visokog rizika. Negativni BAT
rezultati trebali bi se potvrditi RT-PCR metodom, osobito u simptomatskih pacijenata (1).

Brzo i to¢no testiranje na COVID-19 ima znacajan utjecaj na prezivljenje, pracenje
kontakata, prevenciju zaraze i bolni¢ko lijjecenje. ECDC je predlozio objektivnu strategiju
testiranja za drzave Clanice EU, sa specificnim preporukama prema razini cirkulacije virusa u

drustvu, uzimajuci u obzir dostupne javnozdravstvene izvore i kapacitet testiranja (10).



2. CILJEVI
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Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Opisati princip rada, postupak izvodenja i primjenu brzih antigenski testova u dijagnostici

infekcije COVID-19 u KBC Split.

2. Usporediti ucestalost pozitivnih 1 negativnih testova na SARS-CoV-2 u Klinickom zavodu za

mikrobiologiju i1 parazitologiju KBC Split u 2020. 1 2021. godini.

3. Opisati ulogu ljekarnika u dijagnostici COVID-19.
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3.METODE
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3.1 Ustroj studije

Provedeno je retrospektivno, presjecno istrazivanje.

3.2 Uzorci i podatci

Pregledana je dostupna relevantna literatura koja se temelji na dosadasnjim klinickim i
epidemioloskim istrazivanjima te podatci Klinickoga zavoda za mikrobiologiju i parazitologiju
KBC Split o provedenim brzim antigenskim testovima u dijagnostici infekcija uzrokovanih SARS-

CoV-2 virusom u 2020. 1 2021. godini.

Brzi antigenski testovi koriSteni za provodenje testiranja na SARS-CoV-2 virusne antigene
bili su Clinitest Rapid COVID-19 Antigen Test (Siemens Healthcare), a kao uzorci uzimani su

obrisci nazofarinksa i zdrijela pacijenata.

3.3 Obrada podataka

Podatci su obradeni uz koristenje programskog paketa Office 2007, Sto ukljucuje programe

Microsoft Word za tekstualne i broj¢ane podatake i Microsoft Excel za tabli¢ne i slikovne prikaze.
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4. REZULTATI
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4.1. Princip rada antigenskih testova

Brzi antigenski testovi se temelje na in vitro imunokromatografskoj analizi LFIA, (engl.
lateral flow immunoassay) metodi za kvalitativno odredivanje antigena, proteina nukleokapside
SARS-CoV-2 u obrisku nazofarinksa ili nosa, koriste¢i visoko osjetljiva monoklonska protutijela.
Testna traka se sastoji od jastucica za uzorak, celuloznog jastucica za reagens, nitocelulozne
reakcijske membrane i1 absorbirajuc¢eg jastuci¢a. Reagens sadrzi koloidno zlato konjugirano sa
monoklonskim protutijelima, dok reakcijska membrana sadrzi sekundarna protutijela za proteine

nukleokapside virusa. Cijela testna traka je fiksirana unutar plasticnog spremnika.

Na jastuCi¢u predvidenom za nanoSenje uzorka, analit se konjugira s primarnim
protutijelima oznacenim kolorimetrijskim markerima. Kada se doda uzorak, konjugati se otapaju i
migriraju s uzorkom. Kompleks analita i protutuijela protjece do testnog jastucica koji sadrzi liniju
s imobiliziranim protutijelima za analit (testna linija) 1 liniju sa sekundarnim protutijelima

(kontrolna linija) koja je osjetljiva na primarna protutijela analita.

Ako su antigeni nukleokapside prisutni u uzorku, stvara se kompleks izmedu anti-SARS-
CoV-2 konjugata i virus ¢e biti uhvacen pomocu specifi¢nih anti-SARS-CoV-2 monoklonskih

protutijela na reakcijskoj membrani.

Odsutnost testne linije oznaCava negativan rezultat. Crvena linija u kontrolnoj regiji
osigurava proceduralnu kontrolu, pokazuju¢i da je dodan to¢an volumen uzorka koji je potreban

za izvodenje reakcije.

Antigeni se ve¢inom detektiraju u gornjem respiratornom traktu tijekom akutne faze bolesti,
Sto doprinosi brzem otkrivanju infekcije te uspjesnijem lijeCenju i ucinkovitijoj kontroli bolesti.
LFIA razvijene za virusnu i serolosku detekciju COVID-19 imaju manju osjetljivost u usporedbi s
molekulskim testovima, ali novije studije isticu vaznost moguénosti koje pruzaju kao point of care

testovi za u€inkovit nadzor i suzbijanje Sirenja pandemije (16).

15



A. Sample with B.
SARS-CoV-2

Conjugate Pad Test Pad .
Control Line

:\_:::.,’ ; Virus Test Line Virus Test Line Control Line
The ‘ Wicking Pad
e ! s

\ \\ ¥r - \ \ \\ -a-ih&, \

f Capillary Flow — m
Sample Pad

Slika 1. Shematski prikaz LFIA testiranja ~ na SARS-CoV-2, izvor:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8194834/bin/gzab010f2.jpg

Veliki broj komercijalnih testova s oznakom CE za dijagnostiku SARS-CoV-2 virusa je
stavljen na trziSte od pocetka pandemije te su postali klju¢na metoda za kontrolu Sirenja bolesti s
obzirom na moguc¢nost njihove Siroke dijagnosticke primjene. BAT koji se temelje na LFIA
tehnologiji nude znaajnu prednost pred molekularnim analizama poput manjh troskova,

jednostavne uporabe i manje zahtjevne tehnicke opreme (17).

4.1.1. Postupak testiranja
Unutar pakiranja nalaze se svi materijali potrebni za provodenje testiranja $to ukljucuje:
testnu kazetu, ekstrakcijski pufer, sterilni Stapié¢, epruvetu s ¢epom te stalak.

Uzorkovanje:

e Nazofarinks — sterilni Stapi¢ unijeti kroz pacijentovu nosnicu sve do straznjeg dijela
nazofarinksa i rotirati po povrsini nekoliko puta te pomijesati s ekstrakcijskim puferom
e Nos — pazljivo unijeti sterilni Stapi¢ u obje nosnice pacijenta oko 2-4 cm dubine i rotirati 5

puta kako bi se prikupilo dovoljno uzorka, potom se mijesa s ekstrakcijskim puferom
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Slika 2. Usporedba razli¢itih nadina uzorkovanja, izvor: https://www.siemens-
healthineers.com/point-of-care-testing/covid-19-testing/covid-19-tests/clinitest-covid- 19-antigen-

test/clinical-performance

Epruveta se postavlja uspravno na stalak i dodaje se 10 kapi ekstrakcijskog otapala. Stapi¢
(bris) sa uzorkom se stavlja u pripremljenu epruvetu i dobro promijesa barem 6 puta, doticanjem
dna i bo¢nih strana epruvete te se tako ostavi 1 minutu pritiskajuéi vanjsku stranu epruvete nekoliko
puta, kako bi se bris §to bolje otopio u reagensu, a zatim se bris ukloni i baci. Cetiri kapi
pripremljene otopine se istisnu na test u predvideno mjesto i rezultati se mogu ocitati nakon 15

minuta (17).
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Slika 3. Protokol testiranja za BAT, izvor:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9030639/figure/diagnostics-12-00847-1001/

4.1.2. Interpretacija rezultata

e Pozitivan rezultat je rezultat s dvije obojene linije (kontrolna, C i testna, T).

e Ukoliko je prisutna samo kontrolna linija (C), test je negativan.

e Ako kontralna linija (C) nije prisutna, test nije valjan, a moguci razlozi su istek
roka valjanosti, neispravno rukovanje testom ili nedostatna koli¢ina uzorka.

e Intenzitet testne linije (T) moze varirati s obzirom na koncentraciju analita
prisutnog u uzorku. Svaka nijansa prisutna u testnom podrucju smatra se pozitivnom

jer se radi o kvalitativnom testu (17).

Kada se BAT testovi koriste za otkrivanje SARS-CoV-2 infekcije tijekom sezone gripe,
preporuka je da se provede testiranje i na ostale uzroc¢nike respiratornih infekcija uz tipizaciju
prisutnog soja. EU preporuke za COVID-19 prihvacaju detekciju antigena u klinickim uzorcima 1

ukljucivanje BAT rezultata u izvjestaje o kontroli epidemije, iako su metoda izbora jo§ uvijek
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NAAT testovi. Drzave koje koriste BAT testove trebaju osigurati slanje reprezentativnih uzoraka

nacionalnim referentnim laboratorijima kako bi se osigurala karakterizacija cirkuliraju¢ih virusa

7).

Ogranicenja testa: etiologija respiratorne infekcije patogenom razli¢itim od SARS-CoV-
2 ne moze se dokazati ovim testom kao ni razlikovati prisutnost infektivnih od neinfektivnih sojeva.
Ako je rezultat testa negativan, uz prisutstvo simptoma, potrebno je ponoviti test. Negativni rezultat
nikako ne iskljucuje postojanje infekcije, ve¢ je moguci uzrok mala koncentracija virusa (ispod
razine detekcije) ili pogreSka u prikupljanju i transportu uzorka. Osim rezultata testa, za potvrdu
dijagnoze, potreban je pregled lijecnika i laboratorijske pretrage. Pozitivan test ne iskljucuje

infekciju nekim drugim patogenom niti moze diferencirati razlicite podgrupe SARS-CoV virusa.

Koli¢ina antigena opada s vremenskim odmakom, tako da nakon 10 dana od nastupa
bolesti, negativan rezulatat je o¢ekivan u usporedbi s RT-PCR metodom. Negativan rezultat testa
nakon 10 dana, uz vidno postojanje simptoma kod pacijenta, ne isklju¢uju postojanje SARS-CoV-
2 infekcije, ve¢ bi se trebao smatrati vjerojatnim slucajem i uoliko je potrebno provjeriti

molekulskim testom (17).

Uporaba BAT ima odredene nedostatke. Proizvodaci uglavnom preporucuju uzimanje
obriska nazofarinksa, a samotestiranje nije klini¢ki odobreno niti postoji kontrola pravilnog
uzorkovanja. Uzorci za antigensko testiranje se ne Salju u laboratorij na daljnju analizu ili nisu
pogodni za karakterizaciju patogena, kao §to je sekvencioniranje. Za razliku od NAAT, antigenski
testovi detektiraju prisustvo virusnih antigena u uzorku pacijenta bez amplifikacije, stoga pokazuju

nizu osjetljivost, dok je specifi¢nost visoka i uglavnom sli¢na molekularnim testovima (7).

4.1.3. Uzorkovanje

Jedan od najvaznijih faktora koji utjecu na performanse dijagnostickih testova je pravilno
uzimanje uzorka. Dokazivanje SARS-CoV-2 antigenskim testovima uglavnom se provodi na
uzorcima nazofarinksa, orofarinksa ili nosa prema preporukama proizvodaca. Samotestiranje
koristenjem sline nije dosada klinicki odobreno za BAT testove. Priroda i heterogenost uzoraka

sline moze uzrokovati potesko¢e u provedenju testiranja, te se ocekuje smanjena osjetljivost u
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usporedbi s molekulskim testovima. Stru¢njaci HSC (engl. Health and safety committee) tehnicke

radne skupine su iskljucili BAT testove koji koriste uzorke sline, krvi, sputuma ili fecesa (7).

Point-of-care antigenske testove treba provoditi zdravstveno, laboratorijsko osoblje ili

osobe educirane za pravilno uzorkovanje, testiranje, interpretaciju i izvjestavanje o rezultatima (7).

Samouzorkovanje 1 samotestiranje brzim antigenskim testovima je dobra dopuna
profesionalnom testiranju. Omogucava brzo dobivanje rezultata, Sto doprinosi ranoj detekciji i
izolaciji oboljelih te smanjuju daljnju transmisiju bolesti. Medutim, prebacivanje odgovornosti o
izvjeStavanju rezultata testova sa zdravstvenog osoblja na same pacijente moze dovesti do
nedostatnog nadzora te ugroziti mjere, kao Sto je prac¢enje kontakata i pacijenata u karanteni. Dok
se samotestiranje pod nadzorom i BAT provedeni u laboratoriju mogu prihvatiti kao valjani

rezultati, testovi koje provode nestrucne osobe ne bi se trebali koristiti za izdavanje COVID potvrda
(7).

Replicirajuéi virus moze se izolirati iz nazofarinksa pacijenata sa slabim do umjerenim
simptomima 6 dana prije, do 9 dana nakon pojave simptoma. Najveca koncentracija virusa u

respiratornim uzircima je 3 dana prije 1 3 dana poslije pojave simptoma (7).

Kao §to je spomenuto, BAT su pokazali bolju u€inkovitost u otkrivanju slucajeva u danima
oko pojave simptoma, kada je prisutno najvise virusnih Cestica. Stoga bi se trebali koristiti $to je
prije moguce, ali unutar 5 dana. Klinicka analiza uzima u obzir epidemiolosku situaciju, povijest
bolesti, cijepljenje i dostupne izvore testiranja kako bi se utvrdila potreba za ponovnim testiranjem

u slucaju negativnog testa. Ako nije dostupan NAAT, antigenski test se ponavlja unutar 48 sati (7).

Asimptomatski kontakti trebaju se testirati ¢im prije nakon Sto se ustanovi potencijalna
povezanost. Ukoliko prode vise od 7 dana, povecava se rizik od lazno negativnih rezultata zbog
smanjenja koncentracije virusa koja ovisi o periodu inkubacije virusa. U tom sluSaju negativni
rezultati bi se trebali potvrditi NAAT metodom ili antigenskim testom nakon 2 do 4 dana. Takoder,
prerano testiranje, odmah ili dan-dva od izlaganja izvoru zaraze povecava mogucénost lazno
negativnih rezultata. SARS-CoV-2 nove varijante mogu imati specifi¢nu dinamiku pa bi se vrijeme

uzorkovanja trebalo prilagoditi prema postoje¢oj epidemioloskoj situaciji. (7)
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4.1.4. Upotreba BAT u razli¢itim indikacijama

Pored karakteristika samih testova, ostali prakti¢ni aspekti imaju znacajnu ulogu u
donosenju odluke o upotrebi testa i u kojoj indikaciji. Utjecati mogu pravovremenost rezultata,
pouzdanost u slucaju povecane potrebe, jednostavnost uporabe, dostupnost instrumentacije te
ljudski 1 materijalni resursi. Epidemioloska situacija u specificnom okruzju ili

podrucju/regiji/drzavi utjecat ¢e na odabir najprikladnijeg testa i strategije testiranja (7).
1) Javnozdravstvena uporaba

e Brzaidentifikacija SARS-CoV-2 infekcije kod osoba sa simptomima nalik gripi ili akutnom
respiratornom infekcijom

e Klinicka obrada pacijenata sa simptomima COVID-19 pri prijemu

e Kotrola transmisije bolesti, rana detekcija, pracenje kontakata, testiranje Sire populacije

e Ublazavanje utjecaja COVID-19 na zdravstvene i socijalne uvijete: trijaza pri prijemu, rana
detekcija i izolacija pacijenata

o Identifikacija Zari$ta izbijanja infekcije u posebnim uvjetima: rano otkrivanje i izolacija

e Osiguranje EU DCC (eng. EU Digital COVID Certificate) potpore za otvaranje drustva,

ukljucujuéi uvjete za osiguranje edukacije i preporuke vezane uz putovanja

BAT testovi pruzaju znacajnu prednost naspram NAAT jer se mogu provesti na licu mjesta
bez odlaska u specijalizirane ustanove i osiguravaju pravovremene rezultate te omogucavaju rani

pocetak javnozdravstvenih akcija i bolni¢kog lijecenja (7).
2) Prevalencija i prediktivne vrijednosti

Prediktivne vrijednosti ovise o prevalenciji virusa na odredenom podrucju i

karakteristikama koriStenog testa.

Kod visoke prevalecije bolesti (zahvaceno je vise od 10% populacije) BAT imaju visoku PPV.
Pozitivni rezultati dobiveni u takvim podrucjima (Cak i testovima niske specifi¢nosti i vece
vjerojatnosti lazno pozitivnog rezultata) najéeS¢e ukazuju na stvarnu infekciju 1 nije potrebna
potvrda rezultata. Prvi pozitivni slucaj zaraze trebao bi se potvrditi nekom drugom metodom, kao
Sto je NAAT ili BAT drugog prizvodaca. Negativne rezultate bi trebalo potvrditi NAAT ili
antigenskim testom drugog proizvodaca, nakon klinicke obrade, uzimajuéi u obzir epidemioloSku

situaciju, povijest bolesti, cijepljenje i dostupnost testiranja. To je osobito bitno kada su osobe u
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bliskom okruZenju, kao $to su domovi za starije i u simptomatskih osoba visoke sumnje na SARS-
CoV-2. Kod pacijenta naruSenog zdravlja sa simptomima bolesti, RT-PCR metoda bi bila najbolja

opcija za potvrdu ili isklju€enje zaraze drugim respiratornim patogenima (7).

Podrudja niske prevalencije bolesti tj. manje od 5% zahvacenosti populacije, BAT imaju
uglavnom visoku NPV, koja varira ovisno o karakteristikama testa. Niska PPV takoder je
ocekivana kod drugih testova (NAAT) i ovisi o specifi¢nosti samog testa. ECDC prepuruka za
povecanje PPV testiranja je upotreba testova visoke specificnosti, ¢ak 1 kod prevalencije nize od
5% (ako je specifi¢nost testa 99%, PPV ¢e biti iznad 80%). Ispravnim koriStenjem testa (5 dana od
pojave simptoma ili 7 dana od izlaganja) i ponavljanjem u slucaju potrebe, BAT bi trebao dokazati
visoko infektivne slucajeve u takvoj situaciji. Negativni testovi ne zahtijevaju potvrdu NAAT
metodom, za razliku od pozitivnih. Ponavljaju¢a BAT testiranja svaka 2 do 3 dana s ciljem
identificiranja zarazenih ososba u populaciji moZze znacajno ublaziti nisku osjetljivost testa te se
moze primijenjivati u odredenim uvijetima kao S§to je testiranje osoblja u zdravstvenim
ustanovama. U slucCaju niske prevalencije, dostupnost NAAT testova i logisticki kapaciteti su od

velikog znacaja kako bi se osigurali brzi 1 pouzdani rezultati (7).
3) Simptomatski pacijenti

BAT su u uporabi za testiranje osoba sa simptomima kompatibilnima bolesti COVID-19.
U uvjetima s prevalencijom manjom od 10%, pozitivne rezultate potrebno je potvrditi drugom
metodom (RT-PCR) ili BAT drugog proizvodaca. Ako potvrdni test pokaze negativnu vrijednost,
pacijent bi trebao ostati kod ku¢e dok se ne povuku simptomi. Daljnja obrada je potrebna ako je
antigenski test pozitivan viSe puta zaredom, usprkos tome §to NAAT pokazuje negativni rezultat.
Antigenski testovi bi se trebali koristiti samo ako je testiranje moguce unutar 5 dana od pojave
simptoma. Za klini¢ku procjenu potrebno je uzeti u obzir epidemiolosku situaciju, povijest bolesti,
cijepljenje, a ukupna prezentacija i testni resursi odreduju potrebu za potvrdnim testiranjem

drugom metodom. Ako nisu dostupni NAAT, moze se ponoviti BAT testiranje unutar 48h.

e Uvjeti visoke prevalencije bolesti za testiranje moguc¢e COVID-19 infekcije
e Bliski kontakti osoba s pozitivnim NAAT, kako bi se olakSala rana detekcija daljnjih

slucajeva za pracenje tijeka bolesti
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e Umanjenje utjecaja COVID-19 infekcije na zdravstvene i socijalne prilike: trijaza
simptomatskih pacijenata pri prijemu u bolnicu ili osoblja za ranu detekciju bolesti.
Potvrdni testovi zahtijevaju izolaciju pacijenata ili primjenu drugih preventivnih mjera

e Za pracenje kontakata neovisno o cijepljenju koji imaju simptome ili su ih razvili tijekom
pracenja trebali bi biti testirani $to je prije moguce kako bi se primijenile mjere izolacije i
daljnje pracenje kontakata. Mogu se koristi obje vrste testova s tim da su BAT korisniji
zbog brze obrade rezultata te bi se trebali primijeniti 5 dana od pojave simptoma, a u slucaju
povecane sumnje kod negativnih rezultata trebali bi se potvrditi molekulskim testom ili

ponoviti antigenski test nakon 48 sati.

Prije upotrebe BAT potrebno je provesti analizu rizika kako bi se odredila moguénost i1 utjecaj

na pogresne rezultate. Takoder, potrebno je osigurati testove za potvrdu rezultata (7).
4) Asimptomatski pacijenti

Testiranje asimptomatskih pacijenata BAT moguce je na podrucjima visoke prevalencije,
za testiranje bliskih kontakata. U takvoj situaciji PPV 1 NPV su o¢ekivano visoke. Kada je poznato
vrijeme proteklo od kontakta sa zarazenom osobom, testiranje je potrebno provesti §to je prije

moguce. Ako je proslo viSe od 7 dana, negativni test se mora potvrditi NAAT metodom (7).

Koncentracija virusa u asimptomatskih ili pre-simptomatskih osoba moze biti ista kao 1 kod
simptomatskih osoba, dok neke studije pokazuju nize vrijednosti. Tocan infektivni period se ne
moze odrediti zbog nedostatka simptoma. Performanse BAT mogu biti smanjene u primarno
asimptomatskih pacijenata, kod pojave bolesti nakon cijepljenja ili kod sekundarnih infekcija.
Novije metaanalize potvrduju da je osjetljivost BAT testova niza kod asimptomatskih pacijenata.
U drugoj metaanalizi, prosjecna specifi¢nosti antigenskih testova kod asimptomatskih pacijenata

je bila visoka, s ukupnom specifi¢noséu od 99,6% (7).

Asimptomatski pacijenti kod visoke prevalencije mogu se smatrati skupinom niske
prevalencije gdje ¢e izlozenost biti varijabilna i ovisi o prevalenciji na tom podru¢ju. U jednom
istrazivanju na asimptomatskim atleticarima pokazano je da je usprkos niskoj PPV antigenskih
testova koristenih u podruc¢ju niske prevalencije bolesti, postotak osoba kojima je bio potreban
potvrdni test NAAT bio 1%. To znaci da bi dvostupanjsko testiranje tj. potvrda antigenskog testa

molekulskim, moglo biti brza i povoljna opcija za screening asimptomatskih pacijenata u
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podru¢jima niske prevalencije. Kontrola transmisije BAT moZe se koristiti za testiranje
asimptomatskih kontakata visokog rizika. Negativne rezultate trebalo bi potvrditi NAAT metodom,

ako je od kontakta proslo vise od 7 dana (7).

e Necijepljeni kontakti, bez obzira na faktore rizika trebali bi se Sto prije testirati
uzimajuéi u obzir povecanu transmisiju delfa varijante virusa. Prioritet su osobe
visokog rizika ili podru¢ja gdje je povecana transmisija, kao Sto su socijalne i
zdravstvene ustanove, zatvori 1 drustveni dogadaji.

e Cijepljene pacijente visokog rizika za pracenje kontakata potrebno je testirati NAAT
ili BAT testovima. Ako je test negativan, nije potrebna izolacija. Prema novim
podatcima, ucinkovitost cjepiva je smanjena protiv novih varijanti, stoga se preporuca
testiranje drugom metodom nakon 2 do 4 dana, kako bi se povecala vjerojatnost za
identifikaciju 1 izolaciju pacijenata.

e Kod osoba koje su u stalnom bliskom okruzenju, kontakti se mogu testirati antigenskim
testom. Negativni rezultat trebalo bi potvrditi drugom metodom nakon 2 do 4 dana,
kako bi se osiguralo efikasno pracenje kontakata.

e U podru¢jima visoke prevalencije za detekciju pacijenata s visokim potencijalom
prijenosa zaraze u zajednici i time smanjenog pritiska na zdravstveni sustav. Rizik od
lazno negativnog rezultata nadoknaduje se brzinom rezultata i moguc¢noscu serijskog
testiranja.

e Screening 1 testiranje svaka 2 do 3 dana zdravstvenog osoblja, osoba na kuénoj njezi,
ili u domovima za nemo¢ne te bliskom okruzenju i napucenim podru¢jima gdje je
prisutna visoka transmisija zaraze. Studija pokazuje kako izbijanje epidemije ovisi o
ucestalosti testiranja, brzini izvjestavanja i primijeni mjera zastite, dok blago pozitivan
utjecaj ima bolja osjetljivost testa. Dodatno, dokazano je da serijsko antigensko
testiranje svaka 3 dana ili 2 puta tjedno gotovo uvijek identificira SARS-CoV-2 tijekom
rane faze infekcije, Sto znacajno smanjuje transmisiju bolesti. Ako to resursi dopustaju,
takav nacin testiranja je potencijalno znacajna javnozdravstvena praksa zajedno sa

ostalim preventivnim mjerama.

Simptomatski pacijenti trebali bi se suzdrzavati od putovanja (prema ECDC smjernicama).

Putnici uglavnom pripadaju asimptomatskoj subpopulaciji sa varijabilnom, ali niskom vjerojatnosti
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infekcije u usporedbi s opom populacijom, prevalencija COVID-19 < 1%. BAT testiranja prije
putovanja mogu se koristiti za screening putnika koji ulaze ili izlaze iz drzave. Medutim, zbog
njihove manje osjetljivosti, BAT testovi ne bi trebali biti testovi izbora za screening dolazecih
putnika za prevenciju infekcije u regijama koje su sprijecile transmisiju ili su je snizili na najmanju
mogucéu mjeru. Zbog toga se u tim sluc¢ajevima koristi NAAT metoda kako bi se smanjio rizik od
lazno negativnih rezultata. Kod asimptomatskih pacijenata s pozitivnim BAT rezultatima,
testiranje je potrebno potvrditi drugom metodom. Kod primjene BAT testova za screening putnika

treba se voditi ECDC 1 EASA smjernicama za mjere koje se primjenjuju u zracnom prometu (7).
5) Potvrda oporavka

ECDC je odobrio validirane antigenske testove s CE oznakom koji zadovoljavaju kriterij
visoke specifi¢nosti >98% za koristenje u svrhu potvrde preboljenja COVID-19 infekcije jer je
time veca 1 pouzdanost testa Sto je od iznimne vaznosti kod potvrde oporavka od bolesti.
Predlozeno je da se u drzavama ¢lanicama koriste BAT koji se nalaze na zajednickoj listi odobrenih
COVID-19 testova. Lista odobrenih testova za tu svrhu je unaprijedena i dostupna na stranicama
HSC TWG drustva za COVID-19. Kod asimptomatskih osoba, pozitivan BAT trebao bi se potvrditi

drugom metodom (7).
6) Utjecaj cjepiva

Osobe koje su cijepljenje protiv SARS-CoV-2 nece biti pozitivne na NAAT ili BAT,
odnosno komponente cjepiva ne detektiraju se na dijagnostickim testovima. Dostupna mRNA
cjepiva sadrze nereplicirajuéu mRNA koja se razgraduje nakon §to stanica producira virusne

proteine (7).

Prije pojave delta varijante, cjepivo protiv COVID-19 dovelo je do smanjenja virusne
transmisije $to je pokazano na osobama koje su primile cjepivo za vrijeme trajanja epidemije.
Studije koje su proucavale Sirenje prethodno dominantne alfa varijante virusa pokazale su

smanjnje transmisije virusa pri ponovnoj infekciji kod osoba koje su prethodno primile cijepivo

7).

Moguénost zaraze COVID-19 infekcijom je niza kod cijepljenih osoba. Sli¢no kao i kod
niske prevalencije, PPV je smanjena i posljedi¢no broj lazno pozitivnih rezultata se povecava.

Uvodenjem serijskog testiranja moze se smanjiti rizik kod inicijalno negativnih rezultata koji
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ponovnim testiranjem prelaze u pozitivne tj. smanjuje moguénost pogresne detekcije kod
inficiranih osoba. Pozititivni rezultati antigenskog testiranja trebali bi se potvrditi drugom

metodom, NAAT ili BAT. (7)

Studije provedene tijekom trajanja delta varijante su dokazale da virusno opterecenje kod
zarazenih osoba moze biti jednako, neovisno o cijepljenju. Smanjenje virusog opterec¢enja bi u
teoriji moglo smanjiti performanse BAT testova kod alfa varijante, dok povecanje povezano s
infekcijom delta varijante koja je bila dominantna u Europi i svijetu, nije imalo znacajan utjecaj na

karakteristike BAT (7).

Povecana procijepljenost stanovniStva moze imati pozitivan utjecaj na smanjenje
prevalencije COVID-19 u razli¢itim populacijama i uvijetima $to bi se odrazilo na karakteristike
brzih antigenski testova. Ako bi procijepljenost i dalje rasla, zahtijevi za ponovnim ili potvrdnim

testiranjem mogli bi se revidirati (7).
7) EU regulativa

Prema preporukama SZO antigenski testovi koji zadovoljavaju minimum kriterija >80%
osjetljivosti 1 >97% specificnosti mogu se koristiti u dijagnostici SARS-CoV-2 infekcije, ako
NAAT testovi nisu dostupni ili ako bi prekomjerno vrijeme obrade onemogucilo klini¢ku i javnu
korist rezultata. ECDC prihvaca prijedloge SZO te zagovara upotrebu testova €iji su kriteriji slicni
molekulskim te kaze kako bi testovi trebali biti validirani prema trenutnoj epidemioloskoj situaciji.
Dok je osjetljivost testova varijabilna, pouzdanost testova je najbolja u simptomatskih pacijenata 1
u prvih 5 dana od pojave simptoma. Razlog tomu je usporediva osjetljivost s NAAT testovima

kada je najveca koncentracija virusa u uzorku i tada je vjerojatno da je osoba najinfektivnija (7).

Cilj tehnicke radne skupine EU je ocjena prijedloga drzava ¢lanica 1 proizvodaca za
stavljenje COVID-19 antigenskih testova na zajednicku listu odobrenih testova koja ukljucuje BAT
¢ije su performanse temeljene na uzorcima iz nosa, nazofarinksa i orofarinksa, a ne iz sline, niti
sadrzi testove za samotestiranje. Od srpnja 2021. prijedlozi za ELISA (eng. Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) testove mogu biti poslani 1 predani na ocjenjivanje za uvrstenje na listu

odobrenih testova i validirani prema istim kriterijima (7).

BAT pripadaju skupini in vitro dijagnostickih medicinskih proizvoda. Kako bi se proizvod

stavio na EU trziSte, treba ispunjavati protrebne zahtjeve koji su propisane Direktivom 1 dobiti
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ocjenu sukladnosti kako bi imali oznaku CE. Potrebno je zadovoljiti tehni¢ke performanse koje se

potvrduju posjedovanjem tehnicke dokumentacije i provodenjem validacijskih studija (18).

Kod antigenskih testova namijenjenih za profesionalno koristenje, postupak odredivanja
sukladnosti provodi sam proizvodac te se na trziSte RH stavljaju sukladno preporukama HZJZ.
Druga skupina BAT su testovi za samotestiranje namijenjeni za osobnu upotrebu kod laika. Kako
bi se dobila potvrda o sukladnosti, u postupak ocjenjivanja mora biti uklju¢eno EU akreditirano
tijelo (Notified body) koje je odobreno od nadleznog ministarstva ili regulatorne agencije. Izbor
testova koji se koriste u nacionalnim zdravstvenim sustavima je individualna odluka svake drzave
¢lanice kao dio nacionalnih kompetencija za organiziranje zdravstvene usluge i medicinske skrbi

te bi se trebali nalaziti na zajednickoj listi BAT koju je odobrio HSC (18).
4.2 Rezultati testiranja u Klinickom zavodu za mikrobiologiju KBC Split

Prema prikupljenim podatcima, u Klinickom zavodu za mikrobiologiju i parazitologiju
KBC Split 2020.12021. godine, provedena su ukupno 334 brza antigenska testa na antigene SARS-

CoV-2 virusa u uzorcima nazofarinksa (tablica 1.)

Uocavamo znacajnu razliku u broju testiranja unutar godinu dana; od 31 testa 2020. godine
brojke su narasle na 303 testa u 2021. godini, $to je porast od 9,8 puta. Ukupan udio pozitivnih
testova je 16,5% dok je udio negativnih testova 83,5%. Iz tablice je vidljivo kako se udio pozitivnih
u 2021. godini smanjio za vise od 7 puta te je iznosio 4,0%, u odnosu na 29,0% pozitivnih u 2020.
godini. Medutim, uzrok tako velikom smanjenju udjela pozitivnih slucajeva vjrojatno nije manji

broj zarazenih nego znacajno veci broj testiranih s negativnim nalazima.

Tablica 1. Prikaz rezultata svih BAT u 2020. 1 2021 u KBC Split.

BAT pozitivni  negativni  ukupno Udio pozitivnih (%) Udio negativnih (%)

2020. 9 22 31 29,0 71,0
2021. 12 291 303 4,0 96,0
ukupno 21 313 334 16,5 83,5
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4.3.Uloga ljekarnika u COVID-19 pandemiji

Ljekarnici, kao 1 lijeCnici, morali su prilagoditi svoj nacin rada tijekom COVID-19
pandemije, kako bi osigurali prikladnu ljekarnicku skrb i potporu pacijentima. Njihova uloga u
kriznim zdravstvenim situacijama, kao $to je pandemija, od velike je vaZznosti, jer su oni ¢esto prvi,
a ponekad i jedini zdravstveni djelatnici s kojima pacijenti dolaze u kontakt, traze¢i pouzdane
informacije 1 savjet (19). Vazno je naglasiti da se preporuke temelje na trenutnim spoznajama te da
je nuzno pratiti nove informacije Sto doprinosi boljoj adherenciji pacijenata (20). Tijekom
pandemije, ljekarnici bi trebali promicati i provoditi propisane mjere za smanjnje Sirenja virusa, ali
1 skrbiti za redovitu opskrbu pacijenata njihovom trenutnom terapijom. Kao najdostupniji
zdravstveni radnici, ljekarnici su pokazali da mogu vjeSto suradivati u javnozdravstvenom
odgovoru na pandemiju, odrzavanjem kontinuiteta zdravstvene usluge i preuzimanjem dodatne
odgovornosti kako bi se smanjio pritisak na ostala podruc¢ja zdravstva. Ljekarnama je od jeseni
2020. ponudeno vise dijagnostickih moguénosti: prodaja BAT, prikupljanje uzoraka i slanje u
partnerske laboratorije, prikupljanje uzoraka i obavljanje point-of-care testiranja te usluga
cijepljenja. Uvodenjem brzog antigenskog point of care testiranja u ljekarne, osigurava se nadzor

nad Sirenjem infekcije, $to je puno prikladnije i odrzivije nego probir velikih razmjera (21).

4.3.1 Testiranje u ljekarnama

Ugovoreni partneri Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje (HZZO), ukljucujuéi i
ljekarne, dobili su odobrenje za obavljanje testiranja BAT testovima. Stoga je Hrvatska ljekarnicka
komora (HLJK) sastavila smjernice kojima odreduje nacin provodenja i cijenu testiranja. Testiranja
nisu obvezna za sve ljekarne te se mogu obavljati samo u onim jedinicama gdje su zadovoljeni
potrebni kapaciteti u vidu prostora i osoblja. Termine testiranja i potreba za naru¢ivanjem ovisi o
pojedinim jedinicama. Pacijenti dolaskom u ljekarnu prvo ispunjavaju formular s potrebnim
osobnim podacima kako bi se moglo izvijestiti o rezultatima testiranja. Koristeni testovi moraju
imati dokaz da se nalaze na Zajedni¢kom popisu medunarodno priznatih brzih antigenskih testova

(22).

Preporuke su da se testiranje provodi na otvorenom ili kroz prozor odnosno neki vanjski
prostor gdje pacijent moze sjesti, sa stolom za potreban pribor i upis podataka. U slucaju da je

jedina opcija testiranje u zatvorenom, ta bi prostorija trebala sluziti samo za tu svrhu ili se testiranje
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moze provoditi unutar ljekarne samo u dogovorenim terminima, nakon ¢ega je potrebno prikladno
¢iS¢enje prostora. Takoder, testiranje je moguce obaviti izvan radnog vremena, ako se postigne
takav dogovor. U prostorijama treba osigurati prikladnu ventilaciju 1 dezinfekciju povrsina. Uvjeti
rada znacajno se razlikuju od laboratorijskih pa je mogucénost pogresnih (lazno pozitivnih) rezultata

moguca te se testiranje mora provoditi pri sobnoj temperaturi i snizenoj vlaznosti (22).

Kako bi testiranje bilo sigurno za zdravstvenog djelatnika potrebno je osigurati zaStitnu
opremu koja ukljucuje: rukavice, zastitnu masku, ogrtac 1 vizir koji se moraju nositi za vrijeme

uzimanja uzoraka, a rukovanje opremom je odredeno pravilnim redoslijedom (22).

Oprema potrebna za pravilno uzorkovanje osim antigenskog testa ukljuCuje stalak za
epruvete, kantu za infektivni otpad, vodootporni flomaster i Stopericu. Izvodi se prema uputama
koje su navedene od strane proizvodaca, Stapi¢em se uzima uzorak nosa ili nazofarinksa, mijesa s
reagensom, a zatim se kapa odreden broj kapi na testnu traku. Rezultati testiranja su dostupni unutar

15 minuta, a ako su dobiveni rezultati nejasni potrebno je naciniti novi test (22).

Kod visoke prevalecije bolesti, pozitivni rezultati uz prisustvo simptoma potvrda su
postojanja COVID-19 infekcije. Podatke je potrebno poslati epidemioloskoj sluzbi Zupanijskog
zavoda za javno zdravstvo kako bi se omogucilo pravovremeno obavjeStavanje kontakata. Sva
testiranja moraju biti evidentirana u HZZO aplikaciji za upis rezultata. Farmaceuti i tehnicari
posjeduju pametnu karticu za pristupanje stranici. Osoba koja je pristupila testiranju moze zatraZziti
izdavanje COVID potvrde, koja u slu¢aju negativnog nalaza vrijedi 2 dana od testiranja, uz plac¢anje
prema formiranoj cijeni. Vazno je voditi brigu o zbrinjavanju nastalog infektivnog otpada, u koji
spada sve §to je koriSteno u svrhu testiranja, kao $to je zastitna oprema, potro$ni materijal i sami
testovi, o ¢emu je potrebno voditi O¢evidnik o nastanku i zbrinjavanju otpada. Prema temperaturi

na kojoj se ¢uva spremnik, odreduje se kada spremnik treba biti predan na obradu (22).
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Brza identifikacija i izolacija osoba inficiranih SARS-CoV-2, klju¢na je za pravovremenu
1 efikasnu kontrolu COVID-19 pandemije. Procedura mora biti osjetljiva, brza i jednostavna, s
mogucnoscu izvodenja u bilo kojoj zdravstvenoj ustanovi. Brzi antigenski testovi detektiraju
virusne proteine koji nastaju replikacijom virusa u respiratornim sekretima, relativno su jeftini te
jednostavni za izvodenje i interpretaciju. Ne zahtijevaju skupu aparaturu, moze ih izvesti
minimalno educirano zdravstveno osoblje, a rezultati su dostupni brze od PCR rezultata. Dosada
je objavljen veliki broj evaluacijskih studija za vrednovanje brzih antigenski testova u dijagnostici
SARS-CoV-2 infekcije. Tijekom prvog vala pandemije, BAT nisu imali dovoljno visoku
osjetljivost i specifi¢nost pa se nisu preporucavali za otkrivanje novih slu€ajeva i potvrdu infekcije.
Mnoge novije studije pokazuju znacajan napredak i pouzdanost ovih testova. Otkako je FDA (eng.
Food and Drug Administration) u ozujku 2020. godine odobrio uporabu prvog antigenskog testa,

vise od 150 testova je dobilo odobrenje za uporabu (6, 23, 24).

Jedan od takvih testova je Clinitest Rapid COVID-19 Antigen Test (Siemens Healthcare),
brzi in vitro antigenski test za kvalitativnu detekciju SARS-CoV-2 nukleoplazmidnih proteina u
uzorcima nosa ili nazofarinksa, unutar tjedan dana od pojave simptoma, te je koriSten u nasem
istrazivanju (25). Prema dobivenim rezultatima, broj testiranja na antigene SARS-CoV-2 u KBC
Split znacajno je povecan u 2021. u odnosu na 2020. godinu. Razlog tomu je §to je uzroc¢nik
infekcije otkriven tek pocetkom 2020. nekon cega je poCeo ubrzani razvoj POC antigenskih
testova, Sto objasnjava tako malen broj od samo 31 prijavljenog testiranja. Povecanjem testiranja
u bolnicama smanjuje se mogucnost izbijanja infekcije na pojedinim odjelima i daljnje Sirenje te
se omogucava pravovremeno postavljanje dijagnoze radi primjene mjera lijecenja i samoizolacije.
Upotreba testova se temelji na rezultatima brojnih studija kojima su potvrdene zadovoljavajuce

klinicke i analiticke karakteristike te ¢ak bolje u odnosu na ostale dostupne komercijalne testove.

IstraZivanje provedeno u Spanjolskoj potvrdilo je dobre klinitke zna¢ajke testa u
dijagnostici SARS-CoV-2 infekcije. Ispitivani uzorak je ¢inilo 270 pacijenata sa simptomima
bolesti u trajanju od najviSe 5 dana ili asimptomatski kontakti unutar 7 dana. Svakom ispitaniku
uzeta su po 2 uzorka, jedan za antigensko, a drugi za RT-PCR testiranje kao poredba. Zanimljivo,
od 15 asimptomatskih pacijenata pozitivnih na RT-PCR, 5 ih je kasnije razvilo simptome i svi su
bili pozitivni na BAT. Virusno optere¢enje kod osoba pozitivnih na oba testa bilo je oc¢ekivano

vece nego kod osoba pozitivnih samo na RT-PCR bez obzira na prisutstvo simptoma. Pokazano je
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da je osjetljivost BAT veca kod simptomatskih bolesnika dok je specifi¢nost bila jednaka u obje
skupine. Prema dobivenim podacima ovaj test zadovoljava kriterije predloZzene u smjernicama SZO
(80% osjetljivost 1 97% specifi€nost) za simptomatske pacijetne, testirane 5 dana od pojave
simptoma. Performanse ovog testa su nezadovoljavajuce kod asimptomatskih pacijenta, bez obzira
na mjere samoizolacije. Moguéi razlozi su razliCita kinetika replikacije virusa u gornjem
respiratornom traktu kod simptomatskih 1 asimptomatskih pacijenata, pogresno vrijeme

uzorkovanja te manji broj ispitanika u toj skupini (23).

Kako bismo mogli usporediti razli¢ite BAT, vazno je prvo odrediti distribuciju Ct (eng.
Cycle threshold ) vrijednosti dobivenih RT-PCR metodom. To je semikvantitativna mjera za izacun
virusnog opterecenja u uzorku (1). U slucaju detekcije virusa, potrebno je zabiljeziti Ct vrijednost
kako bi se ispravno interpretirali rezultati s obzirom na dobivene PCR nalaze. On predstavlja broj
amplifikacijskih ciklusa potrebnih za detekciju virusa. Sto je virusno optereéenje u uzorku manje,
to je Ct vrijednost veca. Pacijenti s Ct iznad 30 uglavnom se smatraju neinfektivnima, dok je prema

nekim studijama ta granica smanjna na 25.

U jo§ jednom prospektivnom multicentrickom istrazivanju, koje je provedeno u tri
Spanjolske sveuciliSne bolnice, ispitivane su klinicke performanse Simensovog ClinitestRT na
SARS-CoV-2, u uzorcima nazofarinksa 450 pacijenta, kojima od pojave simptoma ili bliskog
kontakta nije proslo vise od 7 dana. Svakom pacijentu uzeta su po dva uzorka, za BAT kao point
of care 1 RT-PCR kao referentnu metodu. Rezultati su pokazali da je ukupna osjetljivost testa
93,3%, a specificnost 99,2%. Osjetljivost je bila neSto visa 93,6% u pacijenata s nastupom
simptoma unutar 5 dana, dok je izmedu 6 i1 7 dana bila 66,8%. U osoba s visokim virusnom
opterecenjem, Ct<25, osjetljivost je 98,4%, a za Ct>25 iznosila je 80%, ¢ime je dokazano da test
ima zadovoljavalju¢e klinicke znacajke s pouzdanijim rezultatima kod osoba s ve¢im virusnim
opterecenjem. Trinaest uzoraka dalo je lazno pozitivan rezultat, medutim svi su imali Ct>25 $to

pokazuje vrlo dobre klini¢ke karakteristike testa u identifikaciji akutne infekcije (25).

U sljedecoj studiji, cilj je bio evaluirati i usporediti klinicke karakteristike pet komercijalnih
testova, 4 BAT i CLIA SARS-CoV-2 testa analizom 300 uzoraka nazofarinksa prikupljenih u
simptomatskih pacijenata na bolnickom lijecenju, kao referentna metoda koristen je RT-PCR. Nije

bilo znacajnih razlika u dobi, spolu, nastupu simptoma 1 Ct vrijednostima medu grupama. BAT
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evaluirani u ovoj studiji imaju visoku osjetljivost za detekciju SARS-CoV-2 u uzorcima s niskom
Ct vrijednosti unato¢ nizoj ukupnoj osjetljivosti u odnosu na RT-PCR. Osjetljivost veca od 90%
je dokazana u uzorcima sa Ct<25 kod svih testova. CLINITEST i ROCHE su zadovoljili minimum
koji zahtijeva SZO, osjetljivost >85% u usporedbi s RT-PCR u uzorcima s Ct<30. Vrijeme
uzorkovanja je imalo znacajan utjecaj na osjetljivost testa. SARS-CoV-2 je otkriven kod svih
pacijenata s nastupom simptoma unutar 5 dana, a svaki sljedeci dan vodio je smanjenju osjetljivosti
Sto se podudara s dosada$njim istrazivanjima. Pokazano je da BAT imaju znac¢ajno vecu osjetljivost
od CLIA testa za uzorke s Ct<25. Analiza pokazuje jaku inverznu korelaciju izmedu Ct vrijednosti
1 osjetljivosti kod obje vrste testova. Negativni rezultati su bili ¢es¢i kod CLIA testa za vece Ct
vrijednosti. Svi testovi su pokazali 100% osjetljivost unutar 5 dana od pojave simptoma te je svim
uzorcima s Ct<20 dokazana infekcija uporabom razli¢itih testova. Takoder je dokazano da BAT
imaju manju osjetljivost u zZena, $to nije bio slucaj s godinama pa je Zenski spol uzet kao nezavisni
faktor. Autori tvrde kako postoji moguénost da muskarci i Zene imaju razlicit protok sline, koji
potencijalno utjeCe na virusno optere¢enje. Drugo objasnjenje je da zene vjerojatno imaju manje

ozbiljan nastup simptoma infekcije od muskarca s COVID-19 (24).

Dijagnosti¢ke performanse usporedivane su u studiji koja je ukljucivala Sest razlicitih
komercijalnih BAT u 130 uzoraka nazofarinksa u pacijenata sa sumnjom na COVID-19 infekciju
ili su bili u bliskom kontaktu sa zarazenom osobom. Uzorci su prvotno testirani RT-PCR
referentnom metodom za potvrdu dijagnoze i odredivanje Ct vrijednosti pojedinog testa. Ukupna
osjetljivost svih BAT je bila u rasponu od 65% do 79%, dok su Cetiri testa imala vrijednosti iznad
70%. Specificnost je iznosila 100% S$to znaci da nije bilo lazno pozitivnih rezultata. Veca
osjetljivost je bila u uzorcima s Ct<25 te u pacijenata kod kojih su simptomi nastupili unutar tjedan
dana. Siemensov test je pokazao najvecu osjetljivost za pacijente s Ct<25. Kod visokog virusnog
opterec¢enja Ct<25, osjetljivost je bila blizu ili iznad 90% dok je kod uzoraka s niskim optere¢enjem
Ct>25 znacajno padala. Vecina testova nije detektirala vise od 15% uzoraka s Ct>25. Osjetljivost
se mijenjala ovisno o broju dana proteklih od pojave simptoma. Uzorcima prikupljenima unutar
tjedan dana od pojave klini¢kih simptoma, osjetljivost je bila u rasponu od 79% do 95% (Siemens
88%), ali se smanjila do 45% nakon 7 dana jer se s odmakom bolesti smanjuje virusno opterecenje
u simptomatskih pacijenata. Bolji rezultati testova su vidljivi u akutnoj infekciji (Ct<25 i <7 dana)

Sto ih Cini dobrim alatom za identifikaciju visoko infektivnih pacijenata. Rezultati su relevanti u
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pogledu kontrole bolesti jer je pokazano da je mali udio pacijenata s vrlo visokim virusnim

opterec¢enjem odgovoran za Siroku transmisiju infekcije (6).

Evaluirane su karakteristike 10 komercijalno dostupnih BAT u uzorcima nazofarinksa
simptomatskih osoba, usporedbom s rezultatima PCR kao referentnom metodom. Ukupno je 1572
pacijenata sudjelovalo u istrazivanju. Za svaki test odredena je osjetljivost, specificnost, tocnost te
pozitivna i1 negativna PV. Takoder su usporedene Ct vrijednosti stvarno pozitivnih i lazno
negativnih rezultata te je uoCena znacajna razlika. Vjerojatnost stvarno pozitivnih rezultata se
smanjivala s povecanjem Ct vrijednosti za razliku od laZzno negativnih rezultata. Ukupna
osjetljivost testova bila je 56%, specificnost 98%, PPV 94% 1 NPV 79%. Osjetljivost testova na
229 snazno pozitivnih uzoraka s Ct<25 bila je izmedu 66,5% 1 96% dok je za 369 pozitivnih
uzoraka Ct<30 bila u rasponu od 58,6% do 89,8%. Ukupna osjetljivost Clinitesta na 99 uzoraka je
bila 48%, a specificnost 98%, dok je kod visoko poztivnih osjetljivost narasla na 79%. Ogranicenje
studije je Sto je jedan od testova bio zastupljeniji u odnosu na ostale te je postojanje simptoma

evidentirano samo za polovicu pacijenata (1).

Prema smjericama SZO i1 ECDC, karakteristike Clinitesta udovoljavaju njihovim
zahtjevima. Studije podupiru klinicku uporabu Clinitesta u simptomatskih pacijenata unutar 5 do
7 dana od nastupa bolesti. Prethodne studije su pokazale nizu osjetljivost u asimptomatskih bliskih
kontakata pa se ne bi trebali koristiti za probir asimptomatskih osoba na podrucjima niske
prevalencije. Karakteristike BAT ovise o trenutnoj epidemioloSkoj situaciji u ispitivanoj
populaciji, dok upotreba i interpretacija rezultati ovise o lokalnim epidemioloskim faktorima. Stoga
je prethodno potrebno odrediti prevalenciju bolesti, kako bi se odredile prediktivne vrijednosti. U
podruc¢jima visoke prevalencije, pozitivni testovi imaju visoku prediktivnu vrijednost. Ako je NPV
mala, pacijentima s respiratornim simptomima trebalo bi savjetovati ponovno testiranje u slucaju

produljenja ili pogorSanja stanja (26).

Ucinkovita strategija za kontrolu COVID-19 pandemije je razvoj visoko pouzdanih metoda
za brzu identifikaciju i izolaciju SARS-CoV-2 inficiranih osoba. Mnogo kompanija i institucija
nastoje razviti u¢inkovite metode za brzu detekciju RNK, antitijela, antigena ili cijelog virusa. Brzi
antigenski testovi temeljeni na LFIA metodi nude mnogo prednosti u odnosu na molekulske

metode, kao §to je jednostavnost koriStenja, manji troskovi i ve¢a komercijalna proizvodnja pa su
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koriSteni diljem svijeta u pokuSaju kontrole pandemije. Medutim, osjetljivost testa za tocan probir
pacijenata s COVID-19 je niska Sto je dovelo do razvoja naprednijih dijagnosti¢kih pristupa u
detekciji SARS-CoV-2 infekcije. Osjetljivost LFIA metode je poboljSana uporabom novih
nanomaterijala kao imunoloskih oznaka kao $to su kvantne tocke, nanocestice s povecanjem
konverzije i magnetske nanocestice. Stoga novi, obecavajuci, visokoosjetljivi POCT imunosenzori,
kao §to su nanocestice koje emitiraju NIR (valne duljine bliske infracrvenom zracenju), LFIA na
bazi magnetskih nanocestica i elektrokemijski biosenzori, zasluzuju daljnja istrazivanje zbog svoje
uloge u poboljsanju klinickih i analitickih performansi testova za detekciju SARS-CoV-2 antigena

1 virusnih Cestica (27).

Kako bi se sprijecila pojava novih valova epidemije, bilo je potrebno povecati broj testiranja
u odnosu na prethodnu godinu, unato¢ neospornoj vaznosti kampanje cijepljenja koja je dovela do
smanjenja broja pozitivnih slucajeva i tezih oblika bolesti. Kako bi se zadovoljili testni kapaciteti
izvan laboratorija, na mjestu pruzanja skrbi pacijentu, antigenski testovi postali su nezamjenjiv
alat, uz PCR kao zlatni standard u dijagnostici COVID-19. Opasnost od novih, visoko virulentnih
sojeva koji potencijalno mogu izbje¢i imunoloski odgovor na cjepivo, indiciraju akutni rizik od
novog vala pandemije. Rana dijagnostika je klju¢na za kontrolu Sirenja infekcije, pruzanje
adekvatne skrbi za pacijente te savjetovanje mjera zaStite za asimptomatske osobe.(1) Brzi
antigenski testovi osiguravaju povoljniji nacin testiranja dostupan Siroj populaciji u osoba koje
zadovoljavaju epidemioloske kriterije ili za screening program u zdravstvenim ustanovama,
pregled dolazecih turista ili osiguravanje pristupa kulturnim dogadajima i mjestima povecanog

rizika (6).
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6. ZAKLJUCCI
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Brzi antigenski testovi su imonokromatografski POC testovi koji pruzaju vrlo dobru

osjetljivost i specificnost u dijagnostici infekcije uzrokovane SARS-CoV-2 virusom.

Njihovo koriStenje ima znaCajan utjecaj na strategiju testiranja u sprjecavanju
preopterecenja zdravstvenog sustava na vrhuncu pandemije i daljnjeg Sirenja zbog moguénosti
koriStenja na mjestu potrebe za pojedinog pacijenta, bez sloZzene opreme i stru¢nog osoblja uz brzu

obradu uzorka i ocitanje rezultata.

Predstavljaju pouzdanu zamjenu za PCR metodu s visokom osjetljivoscu u detekeiji akutne
COVID-19 infekcije kod pacijenata s vrlo visokim virusnim optere¢enjem ili nastupom simptoma
unutar sedam dana te kada je potrebno donosenje brzih odluka i provodenje mjera samoizolacije.
Korisni su kao metoda probira simptomatskih osoba za brzu identifikaciju slucajeva i1 prekid
transmisije virusa posebno u podrucjima visokog druStvenog rizika te asimptomatskih osoba
najces¢e u javnim 1 zdravstvenim ustanovama koriStenjem najpotentnijih testova kako bi se
umanjile moguce statisticke pogreske. Svakako, rezultati se moraju interpretirati u kontekstu

trenutne epidemioloske situacije.

U KBC Split 2021. godine proveden je znacajno veci broj testiranja u odnosu na prethodnu
godinu, ¢emu su doprinijela nova saznanja o SARS-CoV-2 infekciji, razvoj specificnih BAT 1

provodenje mjera zastite za bolnicke ustanove.

Uloga ljekarnika, nezamjenjiva je u savjetovanju pacijenata tijekom pandemije, pruzanju
cjelovite ljekarnicke skrbi u zdravstveno sigurnim uvjetima, kao i u lako dostupnom, brzom 1

pouzdanom testiranju brzim antigenskim testovima.
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Cilj istrazivanja: Cilj istrazivanja je opisati princip rada, postupak izvodenja i primjenu brzih
antigenski testova u dijagnostici infekcije COVID-19 te usporediti ucestalost pozitivnih i
negativnih testova na SARS-CoV-2 u Klinickom zavodu za mikrobiologiju i parazitologiju KBC

Split u 2020. i 2021. godini.

Materijali i metode: U ovom retrospektivnom istrazivanju pregledana je dostupna relevantna
literatura koja se temelji na dosadasSnjim klini¢kim i epidemioloskim istrazivanjima te podatci
Klini¢koga zavoda za mikrobiologiju i parazitologiju KBC Split o provedenim brzim antigenskim
testovima u dijagnostici infekcija uzrokovanih SARS-CoV-2 virusom u 2020. 1 2021. godini. Brzi
antigenski testovi koriSteni za provodenje testiranja na SARS-CoV-2 virusne antigene bili su
CLINITEST (Siemens), a kao uzorci uzimani su obrisci nazofarinksa. Podaci su obradeni uz

koristenjem programskog paketa Office 2007.

Rezultati: Brzi antigenski testovi su imonokromatografski POC testovi koji pruzaju vrlo dobru
osjetljivost 1 specificnost u dijagnostici bolesti. Predstavljaju pouzdanu zamjenu za PCR metodu s
visokom osjetljivos¢u u detekciji akutne COVID-19 infekcije kod pacijenata s Ct<25 ili nastupom
simptoma unutar sedam dana te kada je potrebno donosenje brzih odluka i provodenja mjera
samoizolacije. Korisni su kao metoda probira simptomatskih osoba za brzu identifikaciju slucajeva
1 prekid transmisije virusa te asimptomatskih osoba u podrucjima visokog rizika. U KBC Split
2020. 1 2021. godine, provedena su ukupno 334 brza antigenska testa na antigene SARS-CoV-2
virusa, od ¢ega 303 testa 2021. za razliku od 2020. kada je napravljen samo 31 test, Sto je porast
od cak 9,8 puta. Ukupan udio pozitivnih testova je 16,50% (21) dok je udio negativnih testova
83,50% (313).

Zakljucak: U KBC Split 2021. godine proveden je znacajno veci broj testiranja u odnosu na
prethodnu godinu ¢emu su doprinijela nova saznanja o SARS-CoV-2 infekciji, razvoj specificnih
BAT 1 provodenje mjera zastite kako bi se sprijeio proboj virusa u bolnicki sustav. Testovi
odobreni za uporabu moraju biti evaluirani prije stavljanja u promet kako bi zadovoljili zahtjeve

koje postavlja WHO i EDCD te se potom stavljaju na zajednicku listu priznatih BAT.
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Diploma thesis title: Rapid antigen tests (RAT) in diagnostics of SARS-CoV-2 infection.

Objective: The goal of the research is to describe the principle of operation, the procedure for
performing and the application of rapid antigen tests in the diagnosis of COVID-19 infection, and
to compare the frequency of positive and negative tests for SARS-CoV-2 in the Clinical Institute

for Microbiology and Parasitology of KBC Split in 2020. and 2021.

Material and methods: In this retrospective study, available relevant literature based on previous
clinical and epidemiological research and data from the Clinical Institute for Microbiology and
Parasitology KBC Split on rapid antigen tests performed in the diagnosis of infections caused by
the SARS-CoV-2 virus in 2020 and 2021 were reviewed. The rapid antigen tests used for detection
SARS-CoV-2 viral antigens were CLINITEST (Siemens), and nasopharyngeal swabs were taken

as samples. The data were processed using the Office 2007 software package.

Results: Rapid antigen tests are immunochromatographic POC tests that provide very good
sensitivity and specificity in disease diagnosis. They represent a reliable substitute for the PCR
method with high sensitivity in detection of acute COVID-19 infection in patients with Ct<25 or
the onset of symptoms within seven days, also when it is necessary to make quick decisions and
implement self-isolation measures. They are useful as a method of screening symptomatic persons
for faster identification of cases and interruption of virus transmission, especially in areas of high
risk and asymptomatic persons. In KBC Split in 2020 and 2021, a total of 334 rapid antigen tests
for SARS-CoV-2 virus antigens were performed, of which 303 tests were performed in 2021, in
contrast to 2020, when only 31 tests were performed, which is an increase of as much as 9,8 times.

The total share of positive tests is 16.50% (21), while the share of negative tests is 83.50%.

Conclusion: In KBC Split in 2021, a significantly higher number of tests were conducted
compared to the previous year, which was contributed by new knowledge about SARS-CoV-2
infection, the development of specific BAT and the implementation of protective measures to
prevent the virus from entering the hospital system. Tests approved for use must be validated before
being placed on the market to meet the requirements set by WHO and EDCD and then are placed

on a common list of recognized BAT.
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