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1. UvOD

Koronavirusi su prvi put izolirani iz pilica 1937. godine, sfernog su oblika, pleomorfni,
ovijeni. Naziv su dobili po svojem izgledu poput krune, a nju ¢ine baticasti izdanci koji strse
iz virusne ovojnice. Prvi otkriveni humani koronavirusi bili su uzro¢nici prehlade HCoV-
229E 1 HCoV-0C43 (1). 2002. godine pojavio se SARS-CoV, virus koji uzrokuje Teski
akutni respiratorni sindrom (SARS, prema engl. Severe acute respiratory syndrome), a 2012.
godine MERS, uzro¢nik Bliskoisto¢nog respiratornog sindroma (MERS, prema engl. Middle
East Respiratory Syndrome). U prosincu 2019. godine primijecen je velik broj pneumonija
nepoznate etiologije u gradu Wuhan u Kini, izoliran je virus, te je sekvenciranjem virusnog
genoma ustanovljeno da se radi o koronavirusu srodnom SARS-CoV. U velja¢i 2020.
Svjetska zdravstvena ogranizacija (WHO, prema engl. World Health Organization) imenovala
je pneumoniju uzrokovanu novim koronavirusom Koronavirus bolest 2019 (engl.
Coronavirus Disease 2019- COVID-19), a Medunarodni odbor za klasifikaciju virusa (ICTV,
prema engl. International Committee on Taxonomy of Viruses) objavio da je novi koronavirus
nazvan SARS-CoV-2 (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), iako nije
potomak SARS-CoV (2).

1.1.  Klasifikacija i grada koronavirusa

Humani koronavirusi spadaju u carstvo Riboviria, red Nidovirales, porodica Coronaviridae.
Potporodice su Coronavirinae i Torovirinae. Prema genetickim i antigenskim obiljezjima
koronavirusi su organizirani u Cetiri roda- Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus i Deltacoronavirus. SARS-CoV-2 spada u rod Betacoronavirusa (Slika
1).
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Slika 1. Klasifikacija koronavirusa; izvor: izradila autorica

Koronavirusi su vrlo raznolika skupina ovijenih jednolanc¢anih RNA virusa (+ssRNA, prema
engl. Single-stranded RNA). Organizacija SARS-CoV-2 sli¢na je onoj kod drugih CoV-a i
sastoji se uglavnom od otvorenih okvira za Citanje (engl. open reading frame (ORF)). Oko
67% genoma SARS-CoV-2 je ORFlab. On kodira sintezu poliproteina u inficiranoj stanici.
Ribonukleoprotein ima promjer od 10 do 20 nm i sadrzava 4 do 6 strukturnih proteina. Neki
od njih su: protein nukleokapside (N), matriks-protein (M), protein ovojnice (E), glikoprotein
korona- izdanka (S-spike) (1). SARS-CoV-2 sadrzi sva Cetiri navedena strukturna proteina i
16 nestrukturnih proteina. M, E i S su glikoproteini koji formiraju virusnu ovojnicu.
Glikozilacija S proteina S§titi specifiéne epitope na povrSini virusa od napada antitijela

domacina (3).

1.2. Umnazanje i prijenos virusa

Virus se veZze za stanicnu membranu interakcijom S (spike) proteina koronavirusa s
receptorom na stani¢noj membrani. Ti receptori su poznati za ve¢inu koronavirusa i ukljucuju
aminopeptidazu N za CoV-229E (ACEZ2, prema engl. angiotensin-converting enzyme 2) za
SARS-CoV, SARS-CoV-2 i CoV-NL63, dipeptidil-peptidaza 4 (DPP4) za MERS-CoV.
Ekspresija i tkivna distribucija ulaznih receptora posljedi¢no utjecu na tropizam i patogenost

virusa (4). Virus ulazi u citoplazmu endocitozom, fuzijom virusne ovojnice i citoplazmatske
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membrane. Nakon ulaska u stanicu virusna RNA se translatira i nastaje poliprotein. O RNA
ovisna polimeraza rabi pozitivni lanac virusne RNA kao kalup za sintezu genoma. Replikacija
se odvija u citoplazmi gdje se N-protein i novonastala virusna RNA udruzuju i formiraju
spiralnu nukleokapsidu. S-protein i M-protein se glikoziliraju, ali se M-protein ne prenosi
dalje u stani¢nu membranu. Virusi dozrijevaju pupajuc¢i na endoplazmatskom retikulumu i
Golgijevom aparatu, te se oslobadaju fuzijom staniéne membrane i vezikula s glatkom

stijenkom u kojem se nalaze virusi (1).

SARS-CoV-2 se prenosi pretezno aerosolom kratkog dometa u zraku, te izravnim ili
neizravnim kontaktom sa zaraznim respiratornim kapljicama. Koncentracija respiratornih
kapljica i aerosola u zraku koji nose SARS-CoV-2 je obrnuto proporcionalna udaljenosti od
Covid pozitivnog pacijenta. Kontakt s povrS§inama koje se Cesto dodiruju, zajedni¢kim
predmetima i hranom kontaminiranim zaraznim respiratornim kapljicama vjerojatno
predstavljaju drugi put prijenosa SARS-CoV-2 (5). Ostali putevi prijenosa ukljué¢uju fekalno-

oralni put i kontakt s razli¢itim tjelesnim tekuc¢inama, kao §to su urin, suze i majé¢ino mlijeko

(6).

1.3. Varijante SARS-CoV-2

Varijante (tj. virusne varijacije) nastaju kroz nukleotidne promjene koje se prirodno pojavljuju
u virusnom genomu tijekom replikacije, pri cemu se te promjene dogadaju visSom stopom u

RNA virusima nego u DNA virusima (7).

WHO Kklasificira varijante SARS-CoV-2 u dvije vrste: varijante koje izazivaju zabrinutost
(VOC, prema engl. variants of concern ) i varijante od interesa (VOI, prema engl. variants of
interest). Nekoliko VOC-eva proizaslo je iz izvornog soja divljeg tipa izoliranog u Wuhanu
otkako je epidemija prvi put zapocela u prosincu 2019. VOC se smatraju varijante koje imaju
povecanu prenosivost, povecanu virulenciju, otpornost na cjepivo ili steCeni imunitet od

prethodne infekcije, te imaju sposobnost izbjeci dijagnosticku detekciju (8).

Alfa varijanta (B.1.1.7) prvi put je otkrivena krajem rujna 2020. i brzo je postala
prevladavajuéi soj u Ujedinjenom Kraljevstvu (9). Beta (B.1.351) varijanta, prvi put otkrivena
u listopadu 2020., postala je dominantni soj $to je rezultiralo drugim valom u Juznoj Africi

(10). U prosincu 2020. otkrivena je delta varijanta SARS-CoV-2 i uzrokovala drugi veliki val

3
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pandemije u Indiji (11). Omicron varijanta (B.1.1.529) SARS-CoV-2 se iznimno kratkom
roku prosirila po cijelom svijetu i postala dominantna varijanta SARS-CoV-2, te je proglasena
VOC-om od strane WHO (12). Prva poznata potvrdena infekcija B.1.1.529 (,,Omicron
varijanta®) bila je iz uzorka prikupljenog 9. studenog 2021. u Juznoj Africi. Primije¢eno je da
rutinski testovi lan¢ane reakcije polimerazom (PCR, prema engl. polymerase chain reaction)
na SARS-CoV-2 nisu uspjeli otkrili S gen, kljuénu metu u mnogim uzorcima virusa. Omicron
varijanta ima vise od 30 mutacija koji utje¢u na njegovu infektivnost i transmisiju, te nije
izravan ,,potomak* delta soja, nego se razvijao paralelno. Smatra se¢ kako je nagli porast
infekcija Omicron varijantom posljedica njegove sposobnosti da zarazi pacijente Kkoji su
prethodno preboljeli delta varijantu ili su cijepljeni (13). Omicron varijanta sastoji se od dvije
glavne podvarijante, BA.1 i BA.2. BA.1 podvarijanta je ¢eS¢e otkrivena u pocetku, medutim,
BA.2 s vremenom zamjenjuje BA.l kao dominantnu podvarijantu epidemije u sve vise

zemalja (14).

1.4.  Patogeneza i klinicka slika

Patogeneza COVID-19 je sloZena, ali se moze opisati koriStenjem tipi¢nih modela za tri
glavna patoloska procesa povezana s upalom — lokalne manifestacije klasicne opce

(kanonske) upale, akutne sistemske upale i kroni¢ne sistemske upale niskog intenziteta (15).

Koronavirusne infekcije zahvacaju uglavnom respiratorni, nekad gastrointestinalni i rijetko
zivéani sustav Covjeka. Virus inficira cilijarne epitelne stanice u nazofarinksu, koje se
oste¢uju replikacijom virusa Sto potice stvaranje kemokina i interleukina. To dovodi do

pojave simptoma sli¢nih prehladi. Virus perzistira u disSnom sustavu 2 do 3 tjedna (1).

Zajednicko obiljezje sva tri dobro poznata -CoV, odnosno SARS-CoV-1 (uzro¢nik SARS-3a),
MERS-CoV i SARS-CoV-2, je da se mogu replicirati u donjim di$nim putevima i uzrokovati
fatalne pneumonije (16). Vjerojatnost smrtnog ishoda naglo raste s razvojem sindroma
akutnog respiratornog distresa (ARDS, prema engl. Acute respiratory distress syndrome) (17).
U ovom slucaju Sirenje virusa u tijelu, hipoksija, ulazak produkata raspadanja tkiva u krvotok,
patoloSka hiperaktivacija T stanica 1 makrofaga te intravaskularna aktivacija leukocita,

sustava komplementa i hemostaze dovode do niza reanimacijskih sindroma koji su
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patogenetski povezani sa sistemskom upalom (18). Cimbenici rizika za tesku bolest ukljuduju

dob >50 godina i komorbiditet kao §to su kardiovaskularna bolest, dijabetes i hepatitis (1).

Virus SARS-CoV-2 znatno je manje smrtonosan od SARS-CoV-1 ili MERS-CoV, ali se
prenosi puno lakSe i brze. Dugo razdoblje inkubacije i prisutnost asimptomatskih varijanti
COVID-19, kao 1 visoka razina zaraznosti 1 prenosivosti, ¢ine identifikaciju, pracenje i

eliminaciju ove bolesti izazovnim (19).

Razdoblje inkubacije COVID-19 traje od tri do 14 dana i ovisi o imunoloskom statusu (20).
Tipicni simptomi COVID-19 uklju¢uju umor, groznicu, suhi kasalj, malaksalost, upalu grla,
gubitak okusa i/ili mirisa, a u nekim sluc¢ajevima i kratko¢u daha, proljev i karakteristi¢ne

znakove virusne upale pluca (21).

Laboratorijski nalazi u COVID bolesti su limfopenija i povisene aminotransferaze (oSte¢enje

jetre) (1).

1.5.  Laboratorijska dijagnostika

Vrsta tehnologije na kojoj se temelji test ima znacajan utjecaj na dijagnosticku izvedbu testa,
ukljucujuéi osjetljivost, specificnost, dinamicki raspon, reproduktivnost, potroSnju reagensa,
opremu, cijenu, propusnost i jednostavnost upotrebe (22). Uspjesna identifikacija SARS-
CoV-2 pripisuje se tehnologiji metagenomskog sekvenciranja sljedece generacije (mNGS,
prema engl. Metagenomic Next Generation Sequencing) (23). Testiranje nukleinske kiseline
SARS-CoV-2 omogucuje rano otkrivanje pacijenata s COVID-19, dok se akutni i oporavljeni
pacijenti mogu otkriti testovima na antitijela (24).

Molekularni testovi detektiraju prisutnost specificnog genetskog materijala (npr. virusne
RNA) u bioloskom uzorku. U molekularne testove ubrajamo sekvenciranje sljedece
generacije (NGS, prema engl. Next-generation sequencing), lan¢anu reakciju polimeraze
reverzne transkripcije (RT-PCR, prema engl. reverse transcription—polymerase chain

reaction).

NGS je genomska tehnologija koja omogucuje istovremeno sekvenciranje tisu¢a do milijardi
fragmenata nukleinskih kiselina i moze identificirati genetski materijal iz potpuno razlicitih

kraljevstava organizama (25). SARS-CoV-2 je najprije izoliran kao nepoznat virus u pet

5
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pacijenata s COVID-19, a zatim je identificiran u dva bolesnika s COVID-19 koriStenjem
metagenomskog NGS-a (MNGS) (26).

Koriste¢i RT-PCR, virusna RNA moze se reverzno transkriptirati u komplementarnu DNA
koja se zatim umnozava koriStenjem primera koji okruzuju DNA sekvencu od interesa.
Dijagnosti¢ki postupak RT-PCR-om brz i ima visoku specifinost i jednostavnu
kvantifikaciju; smatra se zlatnim standardom u dijagnostici SARS-CoV-2 (27). Postoji
mogucnost pojave lazno negativnih rezultata ako je broj kopija virusa premali da bi se mogao
kvantificirati. Broj kopija virusa varira ovisno o pacijentu, vrsti uzorka (npr. nos, grlo ili

sputum), na¢inu uzorkovanja i danu nakon infekcije .

Imunoloski testovi omogucuju otkrivanje SARS-CoV-2 antitijela, $to pomaze u identificiranju
prethodne infekcije 1 imuniteta, $to je vazno za epidemioloske studije i studije cjepiva, stalni
nadzor i procjenu rizika zdravstvenih radnika. Nedavne studije pokazuju da SARS-CoV-2
IgM antitijela poCinju ~7 dana nakon pojave simptoma i dostizu vrhunac 28. dana, dok 1gG
poCinju ~10 dana nakon infekcije 1 dostizu vrhunac 49. dana (28). Ovi testovi ukljucuju
enzimski imunoloski sorbentni test (ELISA, prema engl. enzyme-linked immune sorbent
assay), kemiluminiscencijski  enzimski imunoloski test (CLIA, prema engl.
chemiluminescence enzyme immunoassay) i imunokromatografski test lateralnog protoka

(LFIA, prema engl. lateral  flow immunochromatographic  assay). (29)
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2. CILJEVI RADA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Pregled prevalencije razli¢itih varijanti SARS CoV-2 u periodu od listopada 2021. do kraja
travnja 2022. godine

2. Usporedba prevalencije varijanti SARS CoV-2 izmedu pacijenata lijeenih na COVID

odjelu, ostalih bolni¢kih odjela, pacijenata zaprimljenih na hitni prijem i vanjskih pacijenata.

3. Usporedba rezultata dobivenih PCR testiranjem sa rezultatima dobivenim sekvenciranjem

genoma virusa SARS CoV-2.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1.  Ustroj studije

Ova studija ustrojena je kao presjecna studija (30).

3.2.  lIspitanici

U svrhu istrazivanja pretrazen je Bolnic¢ki informacijski sustav (BIS) Klinickog bolni¢kog
centra Zagreb radi izdvajanja pacijenata s pozitivnim nalazom PCR testa na SARS CoV-2 u
periodu od listopada 2021. do svibnja 2022. godine. KoriSteni su izolati pozitivnih obrisaka
nazofarinksa vanjskih i bolnickih pacijenata testiranin u KBC Zagreb uzetih standardnom
metodom sa Cp vrijednostima E gena, ORFlab gena i N gena ispod 30,00. Ukupno je
sakupljeno 372 uzoraka u periodu od listopada 2021. godine do svibnja 2022. godine.

3.3. Metode

Uzorci briseva nazofarinksa i orofarinksa uzeti su standardnim metodama. Bris nazofarinska
uzima se tankim plasticnim i vrlo savitljivim $tapicem s vrhom od sintetickog materijala, koji
je hiperadsorptivan - tzv. ,,flocked* obrisak, a bris orofarinksa debljim brisom. Brisevi su do

obrade pohranjeni u sterilnu fiziolo§ku otopinu.

Uzorci su rutinski obradeni i testirani metodama molekularne mikrobiologije, RT-PCR za
utvrdivanje prisutnosti SARS-CoV-2 virusnog genoma u uzorcima obrisaka nazofarinksa i
orofarinksa. Virusna RNA dobivena je automatiziranom izolacijom na uredaju Genrui (Genrui
Biotech Inc.) uz koristenje izolacijskog Kit-a, model NE-02A. Regije od interesa umnozene

su RT-gPCR testom na uredaju Aria MX (Agilent Technologies) uz reagense za detekciju
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ANDIS FAST SARS-CoV-2- gPCR Detection Kit, test na tri sekvence: E gen, ORFlab gen i
N gen.

Nakon utvrdenog pozitiviteta, po 30 pL izolata virusne RNA uzoraka koji imaju cp vrijednost
E gena, ORF1ab gena i N gena manje od 30, poslano je na Hrvatski zavod za javno zdravstvo
(HZJZ) koji prikuplja takve uzorke iz cijele Republike Hrvatske te $alje na sekvenciranje u
laboratorije koje je Europski centar za prevenciju i kontrolu bolesti (ECDC, prema engl.
European Centre for Disease Prevention and Control) za to zaduzio. Sekvenciranje je

odradeno na instrumentu Illumina Genome Analyzer i analizirano na BiolT platformi.

Osim sekvenciranja, 197 uzoraka testirano je PCR Novaplex SARS-CoV-2 Variants VII
testom (Seegene) koji detektira tri mutacije specificne za Omicron varijantu: N501Y,
HV69/70 del, E484A te RdRp gen na uredaju BIORAD; C1000 ThermalCycler (CFX96 Real-

Time System). Rezultati sekvenciranja usporedeni su sa rezultatima PCR testiranja.

3.4.  Statisticke metode

Kategoric¢ki podaci su predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Za testiranje
razlika u kategorickim podatcima koristio se y2 test, a za testiranje podudaranja rezultata
sekvenciranja genoma virusa SARS CoV-2 i PCR testiranja Novaplex SARS-CoV-2 Variants
VI testom koristio se McNemar — Bowkerov test. Normalnost raspodjele numeri¢kih varijabli
testirana je Shapiro - Wilkovim testom, a zbog razdiobe koja ne slijedi normalnu, podaci su
opisani medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Za testiranje razlika kontinuiranih
varijabli koristili smo Kruskal Wallisov test. Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina
znacajnosti je postavljena na Alpha = 0,05. Za analizu podataka koristen je statisticki program
MedCalc® Statistical Software version 20.100 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2022).
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4. REZULTATI

Tijekom listopada 2021. godine ukupno je sekvencirano 85 genoma virusa SARS CoV-2, i svi
su Delta varijanta. S obzirom na spol 37 (43,5 %) bolesnika je muskog, a 48 (56,5 %)
zenskog spola. Medijan dobi bolesnika je 43 godine (interkvartilnog raspona od 29 do 65
godina) u rasponu od par mjeseci do 93 godine.

U razdoblju od prosinca 2021. do travnja 2022. godine ukupno je sekvencirano 287 genoma
virusa SARS CoV-2. Najvise tijekom veljace 2022. godine, 95 (33,1 %), a najmanje, 17
(5,9 %). tijekom sije¢nja 2022. godine (Slika 2).
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Slika 2. Broj sekvenciranja genoma virusa SARS CoV-2 u razdoblju od prosinca 2021. do
svibnja 2022. godine

U tom razdoblju ukupno je sekvencirano 29 (10,1 %) genoma virusa SARS CoV-2 varijanta
Delta, 173 (60,3 %) varijanta Omicron BA.1, i 85 (29,6 %) varijanta Omicron BA.2.
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Znacajno je veca ucCestalost varijante Omicron BA.2 tijekom oZujka i travnja 2022. godine,
tijekom veljace 2022. ucestalija je varijanta Omicron BA.1, a znacajnije vise je varijante

Delta u prosincu 2021. godine (y? test, P < 0,001) (Tablica 1).

Tablica 1. Rezultati sekvenciranja u odnosu na promatrano razdoblje

Broj (%) varijanti prema sekvenciranju

*
Delta Omicron BA.1 Omicron BA.2 Ukupno i

prosinac 2021. 27 (93) 34 (20) 0 61 (21)

sijedanj 2022. 1(3) 16 (9) 0 17 (6)

veljada 2022. 1(3) 78 (45) 16 (19) 95 (33) < 0,001

ozujak 2022. 0 26 (15) 19 (22) 45 (16)

travanj 2022. 0 19 (11) 50 (58,8) 69 (24)

Ukupno 29 (100) 173 (100) 85 (100) 287 (100)

*y2 test

NajviSe je vanjskih bolesnika, njih 150 (52,3 %), primljenih kroz hitni prijem je 73 (25,4 %), s
COVID odjela je 38 (13,2 %) bolesnika, a 26 (9,1 %) bolesnika je s drugih odjela.

Tijekom prosinca 2021. znacajno je vise bolesnika primljeno kroz hitni prijem ili su vanjski, u
veljadi 1 travnju znacajno je vise vanjskih bolesnika 1 bolesnika s drugih odjela, dok je tijekom

ozujka znacajno vise bolesnika s COVID odjela (y? test, P < 0,001) (Tablica 2).
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Tablica 2. Raspodjela bolesnika prema odjelu s kojeg su upuceni u promatranom razdoblju

Broj (%) bolesnika u odnosu na odjel s kojeg su upuceni

CovID Hitni Vanjski Drugi p*
Ukupno
odjel prijem bolesnici odjeli
prosinac 2021. 2 (5) 21 (29) 38 (25) 0 61 (21)
sijecanj 2022. 0 3(4) 14 (9) 0 17 (6)
veljaca 2022. 15 (39) 21 (29) 44 (29) 15 (58) 95 (33) < 0,001
ozujak 2022. 11 (29) 8 (11) 24 (16) 2(8) 45 (16)
travanj 2022. 10 (26,3) 20 (27,4) 30 (20) 9 (34,6) 69 (24)
Ukupno 38 (100)  73(100) 150 (100) 26 (100) 287 (100)

*y2 test

Od ukupno 29 (10 %) bolesnika s Delta varijantom, znacajnije vise ih je s hitnog prijema,
Omicron BA.1 je zastupljeniji na COVID odjelima, a Omicron BA.2 biljeZi se znacajnije kod
vanjskih bolesnika i bolesnika s drugih odjela (32 test, P = 0,001) (Tablica 3).
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Tablica 3. Raspodjela bolesnika prema odjelu s kojeg su upuceni i rezultatima sekvenciranja

Broj (%) bolesnika u odnosu na odjel s kojeg su upuceni

CovID Hitni Vanjski Drugi p*
Ukupno
odjel prijem bolesnici odjeli
Delta 3(8) 14 (19) 12 (8) 0 29 (10)
Omicron BA.1 31(82) 43 (59) 82 (55) 17 (65) 173 (60) 0,001
Omicron BA.2 4 (11) 16 (22) 56 (37) 9 (35) 85 (30)
Ukupno 38 (100) 73 (100) 150 (100) 26 (100) 287 (100)
*y2 test

Tijekom razdoblja od prosinca 2021. do svibnja 2022. godine, od ukupno 287 bolesnika 122

(42,5 %) su bolesnici muskog, a 165 (57,5 %) su bolesnika Zenskog spola.

Nema znacajnih razlika u raspodjeli bolesnika prema spolu i promatranom razdoblju (Tablica

4).
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Tablica 4. Raspodjela bolesnika prema spolu u promatranom razdoblju

Broj (%) bolesnika u odnosu na spol

p*
Muskarci Zene Ukupno

prosinac 2021. 18 (15) 43 (26) 61 (21)

sijeCanj 2022. 7 (6) 10 (6) 17 (6)

veljaca 2022. 46 (38) 49 (30) 95 (33) 0,20

ozujak 2022. 19 (16) 26 (16) 45 (16)

travanj 2022. 32 (26,2) 37 (22,4) 69 (24)

Ukupno 122 (100) 165 (100) 287 (100)

*y2 test

Medijan dobi ispitanika u tom razdoblju je 51 godina (interkvartilnog raspona od 32 do 69

godina), bez znacajne razlike po mjesecima (Tablica 5).

Tablica 5. Dob bolesnika u promatranom razdoblju

Medijan
(interkvartilni raspon) p*
dobi
prosinac 2021. 40 (27 - 58)
sije¢anj 2022. 34 (26 - 65)
veljaca 2022. 56 (33 - 75) 0,08
ozujak 2022. 57 (32 - 67)
travanj 2022. 55 (36 — 69)

*Kruskal Wallis test
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Osim sekvenciranjem, u promatranom razdoblju kod 197 (68,6 %) bolesnika napravljeno je
PCR testiranje Novaplex SARS-CoV-2 Variants VII testom.

S obzirom na rezultate testiranja s 37 (18,8 %) slucajeva je zastupljena varijanta Delta, sa 116
(58,9 %) slucajeva Omicron BA.1, a varijanta Omicron BA.2 s 44 (22,3 %) slucaja.

Znacajna je razlika u podudaranju rezultata PCR testiranja i sekvenciranja genoma virusa
SARS CoV-2. Po sekvenciranju je Delta varijanta zastupljena samo s jednim bolesnikom (0,5
%), dok ih je prema PCR testiranju 37 (18,8 %).

Omicron BA.2 prema sekvenciranju je zastupljen sa 79 (40,1 %) slucajeva, a po PCR
testiranju s 44 (22,3 %) bolesnika. Nesto je bolje podudaranje samo u slu¢aju Omicron BA.1

varijate (Mc Nemar — Bowkerov test, P < 0,001) (Tablica 6).

Tablica 6. Podudaranje rezultata sekvenciranja genoma virusa SARS CoV-2 i PCR testiranja
Novaplex SARS-CoV-2 Variants VI testom

Broj (%) sojeva prema sekvenciranju

Omicron Omicron P*
Delta Ukupno
BA.l BA.2
Delta 1 1 35 37 (18,8)
PCR
Omicron BA.1 0 116 0 116 (58,9) < 0,001
testiranje
Omicron BA.2 0 0 44 44 (22,3)
Ukupno 1(0,5) 117(59,4) 79 (40,1) 197 (100)

*Mc Nemar — Bowkerov test
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5. RASPRAVA

Bitan razlog zbog kojeg koronavirus SARS-CoV-2 uzrokuje veliku zabrinutost za javno
zdravlje je kontinuirano pojavljivanje mutacija u genomu, koje prate nastanak i Sirenje novih
varijanti. Potencijalni problem koji proizlazi iz toga je smanjena djelotvornost postojecih
cjepiva te moguénost ponovne zaraze pacijenata koji su prethodno preboljeli COVID 19.
Svjetska zdravstvena organizacija dijeli nove varijante SARS-CoV-2 na varijante od interesa
(VOI) i varijante koje izazivaju zabrinutost (VOC). Prema WHO-u, varijanta od interesa
(VOI) je ona koja ima genetska ili bioloSka svojstva koja zahtijevaju daljnju procjenu, dok je
varijanta zabrinutosti (VOC) varijanta koja nosi neke specificne znacajke koje pridonose
izazivanju §iroko rasprostranjene zabrinutosti, koje u osnovi obuhvacaju povecan rizik od
prenosivosti (tj. virulencije), razvoja teze bolesti (tj. patogenosti) ili narusavanja uc¢inkovitosti
dijagnostickih, preventivnih i terapijskih opcija (osobito ispadanje gena i imunoloski bijeg)
(31). Trenutna VOC prema WHO je Omicron varijanta, i ona ukljucuje BA.1 i BA.2

cirkuliraju¢e rekombinantne oblike. Prijasnje VOC bile su: Alfa, Beta, Gama i Delta.

U ovom radu proucavano je kako se prevalencija varijanti mijenja kroz period od listopada
2021. do kraja travnja 2022., bez podataka iz studenog 2021. Ukupno su obradena 372
uzorka. Svi uzorci testirani u listopadu metodom NGS na sustavu Illumina utvrdeno je da su
Delta varijanta, Sto odgovara literaturnim podacima. Delta varijanta proglasena je VOC u

lipnju 2021. godine, te je bila dominantna varijanta u svijetu do studenog 2021. godine.

Krajem studenog 2021. godine u Juznoafrickoj republici otkrivena je nova varijanta SARS-
CoV-2 koja je imenovana Omicron 1 uskoro proglasena VOC. Ve¢ se u prosincu Omicron
BA.1 varijjanta pojavljuje medu pacijentima testiranim u KBC Zagreb i ubrzo postaje
prevladavajué¢i soj. NajviSe podataka prikupljeno je u veljaci 2022. godine, Sto prati
epidemioloske trendove i tzv. ,,peti val koronavirusa“. Razlog tome je velika virulentnost ove
varijante i sposobnost virusa da zarazi pacijente koji su prethodno preboljeli COVID 19 ili su
cijepljeni. U tom periodu zabiljeZen je povecan broj testiranja i pozitivnih nalaza. Pojavljuje
se Omicron BA.2 varijanta, dok Delta varijanta gotovo potpuno iScezava. Tijekom ozujka i
travnja prikupljeno je manje podataka, a dominanta varijanta je Omicron BA.2. BA.2 se

razlikuje od BA.1 po svom genetskom slijedu, ukljucuju¢i neke razlike u aminokiselinama u S
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proteinu i drugim proteinima (32). Ova podvarijanta se takoder naziva "stealth" varijantom jer
ima genetske mutacije zbog kojih je teze razlikovati od varijante Delta putem PCR-a (33).
Podaci prikupljeni u ovom istrazivanju, a dobiveni sekvenciranjem genom SARS-CoV-2 prate

1 potvrduju svjetske epidemioloske trendove kretanja varijanti SARS-CoV-2.

Podaci koristeni u ovoj studiji prikupljani su od vanjskih pacijenata, pacijenata zaprimljenih
kroz Objedinjeni hitni bolnicki prijem (OHBP), pacijenata na COVID odjelu, te leze¢ih
pacijenata s ostalih odjela. NajviSe je podataka prikupljeno od vanjskih pacijenata i pacijenata
primljenih kroz OHBP. Radi se uglavnom o pacijentima ¢iji simptomi ukazuju na akutni
COVID 19. Prevalencija Delta varijante najveca je u pacijenata primljenih preko OHBP, dok
je Omicron BA.1 dominantan kod vanjskih pacijenata. lako je Omicron varijanta virulentnija,
ona uzrokuje lakSe simptome od Delte, Sto ide u prilog rezultatima. Pretpostavka je da
pacijenti koji su se javili na Hitni prijem imaju jace simptome COVID bolesti od vanjskih
pacijenata. U ozujku 2022. zabiljezen je najveci broj uzoraka s COVID odjela, §to mozemo
povezati s poveéanim brojem SARS-CoV-2 pozitivnih pacijenata u periodu ,,petog vala
koronavirusa“. Ukoliko je velik ukupan broj pozitivnih uzoraka, zaklju¢ujemo da ¢e biti veci
broj tezih slucajeva koji zahtijevaju hospitalizaciju na COVID odjel. Dominantna varijanta
medu pacijentima s COVID odjela je Omicron BA.1, ista koja je bila dominantna u svijetu u
periodu kad je prikupljen najveci broj uzoraka briseva pacijenata s COVID odjela. Medijan
dobi svih pacijenata je 51 godina. Bitan ¢imbenik rizika za razvoj teSke COVID 19 bolesti je
dob veca od 50 godina, $to je slucaj u vecine pacijenata na COVID odjelu. Takoder, u tih
pacijenata Cesto su prisutni 1 drugi komorbiditeti, kao Sto su SeCerna bolest, hipertenzija,
pretilost i to sve pogoduje razvoju teZeg oblika bolesti. Pacijenti s ostalih odjela uglavnom su
bili asimptomatski ili su razvili simptome tijekom boravka u bolnici, te su, ovisno o klini¢koj
slici 1 dijagnozi kasnije prebaceni na COVID odjel. Prevalencija varijanti SARS-CoV-2 medu
pacijentima testiranim u KBC Zagreb je smislena i u skladu s dosada$njim spoznajama o
teZini simptoma svojstvenu za odredenu varijantu, ali potrebna je detaljnija analiza anamneze,

klinic¢ke slike i komorbiditeta pacijenata.

Osim sekvenciranja, dio podataka obraden je PCR testiranjem Novaplex SARS-CoV-2
Variants VII testom koji detektira mutacije 69/70del, E484A, N501Y i RARP gen. Radi se 0
197 podataka od veljate do kraja travnja 2022. PrimijeCena je razlika u rezultatima
sekvenciranja i PCR testiranja. Omicron BA.1 varijanta biljezi najvecu sli¢nost u rezultatima,
dok je najveca razlika u rezultatima Delta varijante, PCR testiranjem mnogo je vise nalaza

Delta varijante. Velik je broj uzoraka koji su sekvenciranjem proglaSeni Omicron BA.2
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varijantom, dok su na PCR testu ispali Delta. Medutim, to ima smisla jer Omicron BA.2
varijanta ima genske mutacije radi kojih se tesko razlikuje od Delte, te je radi PCR testiranjem
moguce dobiti pogresan nalaz. Detekcija varijanti od interesa PCR testom brza je, povoljnija i
lakSe dostupna metoda, medutim manje je pouzdana i predstavlja rizik od pogresne
identifikacije varijante SARS-CoV-2. Iako PCR testiranje moze dati okvirnu sliku o
epidemioloskom kretanju varijanti virusa, kona¢nu i sigurnu potvrdu dobivamo

sekvenciranjem genoma.
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6. ZAKLJUCCI

Iz istrazivanja provedenog u sklopu ovog rada proizlazi:

Prevalencija SARS-CoV-2 varijanti od interesa medu pacijentima testiranim u KBC
Zagreb prati i potvrduje svjetske epidemioloske trendove.

lIako je prevalencija varijanti medu pacijentima smislena i u skladu sa dosadasnjim
saznanjima, za donoSenje zaklju¢aka o povezanosti teZine bolesti i odredene varijante
potrebno je detaljnije analizirati anamneze, klini¢ke slike, komorbiditete i cijepni
status.

RT-PCR testiranje brzi je i lakSe dostupan nacin identifikacije varijanti SARS-CoV-2,

medutim, za kona¢nu potvrdu pouzdanije je sekvenciranje genoma.
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SAZETAK

7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Koronavirus SARS-CoV-2 predstavlja veliki javnozdravstveni problem iz
visSe razloga, a jedan od njih su konstante mutacije virusnog genoma 1 posljedicno
pojavljivanje novih varijati. U periodu u kojem je radeno ovo istrazivanje dominantna
varijanta u svijetu postao je Omicron. U ovom radu istrazili smo prevalenciju varijanti od
interesa kod pacijenata testiranih u KBC-Zagreb, usporedili odnos varijanti izmedu vanjskih,
hitnih 1 bolnickih pacijenata, te pacijenata lije¢enih na COVID odjelu, te usporedili rezultate
RT-PCR testiranja sa rezultatima sekvenciranja genoma SARS-CoV-2 u svrhu identifikacije

varijanti.
Nacrt studije: Studija je ustrojena kao presjecna studija.

Ispitanici i metode: KoriSteni su uzorci pacijenata testiranih u KBC Zagreb rutinskom
obradom, RT-PCR testiranjem na E gen, N gen i ORF1lab gen. Nakon utvrdenog pozitiviteta,
dio uzoraka je poslan na sekvenciranje genoma, a dio je ponovno testiran drugim RT-PCR
testom u svrhu identifikacije varijanti. Dobiveni rezultati su usporedeni, te je istraZena

prevalencija SARS-CoV-2 varijanti medu pacijentima.

Rezultati: Rezultati istrazivanja pokazali su da je dominantna SARS-CoV-2 varijanta u
listopadu bila Delta, a u narednim mjesecima, do kraja travnja 2022. ova varijanta gotovo je
potpuno nestala iz populacije pacijenata, te je Omicron varijanta postala dominantna. U
pocetku je to bila BA.l varijanta, no kasnije je zamijenjena BA.2 varijantom. NajviSe je
testirano vanjskih pacijenata, u kojih je najcesca varijanta bila BA.2, dok je u pacijenata
primljenih preko hitnog prijema najzastupljenija Delta varijanta. Uzorci pacijenata s COVID i
ostalih odjela najces¢e su identificirani kao Omicron (BA.1 i BA.2). Usporedba rezultata

sekvenciranja i RT-PCR testiranja pokazala je znacajnu razliku u podudaranju.

Zakljucéci: Podaci dobiveni u ovom istrazivanju pokazuju da prevalencija SARS-CoV-2
varijanti kod pacijenata testiranih u KBC Zagreb prati svjetske epidemioloske trendove, te da

kona¢nu potvrdu dobivamo sekvenciranjem genoma.

Kljuéne rije¢i: Omicron; prevalencija; RT-PCR; SARS-CoV-2; sekvenciranje genoma
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8. SUMMARY

PREVALENCE OF SARS-COV-2 VARIANTS OF INTEREST IN COVID-19
PATIENTS IN TERTIARY HOSPITAL CENTRE

Objectives: The SARS-CoV-2 coronavirus is a major public health problem for a number of
reasons, one of which is the constant mutation of the viral genome and the consequent
emergence of new variants. In the period in which this research was done, Omicron became
the dominant variant in the world. In this study, we researched the prevalence of variants of
interest in patients tested at University hospital centre Zagreb, compared the relationship
between variants between patients who are not hospitalized, emergency and hospital patients,
and patients treated in the COVID department, and compared RT-PCR testing results with
SARS-CoV-2 genome sequencing results for the purpose of identifying variants.

Study Design: The study was organized as a cross-sectional study.

Patients and Methods: Samples of patients tested at University hospital centre Zagreb by
routine processing, RT-PCR testing for E gene, N gene and ORF1ab gene was used. After the
positivity was determined, part of the samples was sent for genome sequencing, and part was
retested by another RT-PCR test to identify variants. The obtained results were compared, and

the prevalence of SARS-CoV-2 variants among patients was investigated.

Results: The results of the research showed that the dominant SARS-CoV-2 variant in
October was Delta, and in the following months, by the end of April 2022, this variant almost
completely disappeared from the patient population, and the Omicron variant became
dominant. It was initially a BA.1 variant but was later replaced by a BA.2 variant. Patients
who are not hospitalized were tested the most, in whome the most common variant was BA.2,
while in patients admitted via emergency department, the Delta variant was the most
common. Samples of patients treated in COVID department and other departments were most
commonly identified as Omicron (BA.1 and BA.2). Comparison of sequencing results and

RT-PCR testing showed a significant difference in matching.
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Conclusion: The data obtained in this study show that the prevalence of SARS-CoV-2
variants in patients tested at the University Hospital Center Zagreb follows global

epidemiological trends, and that the final confirmation is obtained by genome sequencing.

Key words: Omicron; prevalence; RT-PCR; SARS-CoV-2; genome sequencing
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