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U prosincu 2019. godine u gradu Wau-
hanu u Kini iznenadno se pojavio novi soj
emergentnih virusa iz porodice Coronavi-
ridae, koji zbog svojih moguéih posljedica
zahgieva brzu prosudbu hitnu reakciju.
Rijeé je o virusu nazvanom SARS-CoV-2,
odnosno severe acute respiratory syndro-
me-coronavirus-2, uzroéniku bolesti Co-
ronavirus disease 2019, COVID-19. Vrlo
brzo ova je epidemija presla u pandemiju
svjetskih razmjera, $to je proglaseno i od
strane Svjetske zdravstvene organizacije
(1). Najéeséi simpromi ove bolesti su vru-
¢ica, suhi kasalj i umor, a moguéi su i mno-
gi drugi, ukljuéujuéi glavobolju, bolove
u misi¢ima, gubitak osjeta okusa i njuha,
dijareju, kratak dah. Takoder, mogu¢ je i
lecalan ishod (2). Uz klinicku sliku, za di-
jagnostiku se koristi uzorak prikupljen na-
zofaringealnim brisom na kojem se zatim
provodi laboratorijski real time quantitative
polymerase chain reaction (RT-qPCR) test,
¢ime se potvrduje, odnosno opovrgava, ko-
na¢na dijagnoza (3). S obzirom na to da
ovaj standardni na¢in detekcije zaraZenih
SARS-CoV-2 virusom ima odredene ne-
dostatke, otvara se prostor za razvoj dru-
gih dijagnosti¢kih alata. Medu njima je
svakako i slina, koja je u fokusu mnogih
istrazivanja koja se bave dijagnostikom,
kako COVID-a -19, tako i mnogih dru-
gih bolesti.

Karakeeristike sline kao uzorka za

detekciju infekcije SARS-CoV-2

Prikupljanje sline neinvazivna je, bez-
bolna metoda koja ne provocira neugod-
nost i anksioznost. Jednostavna je i rela-
tivno jeftina metoda koja se moze kori-
stiti za probir u vecoj populaciji. Lako je
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primjenjiva za osobe svih dobnih skupina
te osobe s poteskodama u razvoju. Pred-
nost ove metode je i to $to se istovreme-
no moze uzeti veéi broj uzoraka. Takoder
nije potrebna skupa oprema za uzorko-
vanje, $to bi moglo sprije¢iti ili bar odgo-
diti nestagice zaliha. Velika prednost ove
metode u odnosu na nazofaringealni bris
je to $to zdravstvene djelatnike izlaze ma-
njem riziku prijenosa infekcije. Izbjegava
se mogucnost iritiranja sluznice farinksa i
izazivanja kaslja, odnosno sluznice nosa i
izazivanja kihanja. Potreban je i manji broj
osoblja, koje za ovaj postupak ne trebaju
biti izrazito obuceni i vjesti, a istovremeno
se radna snaga moze preraspodijeliti na
druge duZnosti u sustavu zdravstva (4, 5).
Kontraindikacije za koriStenje nazofarin-
gealnih briseva su koagulopatije, antikoa-
gulanta terapija, devijacije septuma nosa
(5).

Medutim, u koristenju sline kao uzor-
ka postoje i odredene poteskoée. Moze
doéi do razgradnje salivarnih proteina
proteolitickim enzima koji su takoder pri-
sutni u slini. Ako pacijent koristi lijekove
koji utjecu na slinovnice, to se moze odra-
ziti na sastav i koli¢inu sline. Komponente
krvi u slinu pristizu na nepredvidive naci-
ne i ne moze se uvijek dari toéna korelacija
izmedu koncentracija u kevi i u slini (4). Iz
ovog je vidljivo da postoji jos zapreka koje
trebaju biti svladane pri koristenju sline za
dijagnostiku, kako COVID-a -19, tako i
drugih bolesti. Usprkos tome, veé posto-
je razvijeni salivarni testovi za detekciju
SARS-CoV-2, ali i za infekcije denga gro-
znice, virusa Zapadnog Nila, ebole, Zute

groznice, infekcije Zika virusom (5).

Odakle SARS-CoV-2 u slini?

Na koji nacin virus SARS-CoV-2 ili
njegovi produkri pristiZzu u slinu nije utvr-
deno sa sigurnoiéu. Postoji nekoliko teo-
rija koje bi mogle dikeirati i nacin na koji
bi se slina uzorkovala za testiranje. Debris
nazofaringealnog epitela koji se drenira u
usnu $upljinu, sulkusna tekuéina, zaraZene
stanice oralne sluznice, gornji i donji res-
pirarorni trake mogli bi biti izvori iz kojih
virus dolazi u slinu (4, 5).

Zlijezde slinovnice mogle bi takoder
biti ukljuéene u snabdijevanje sline viru-
som i njegovim dijelovima. Jedan od mo-
guéih mehanizama jest endocitoza kojom
slinovnice unose virus iz cirkulacije u svoje
stanice, te zatim egzocitoza kojom izbacu-
ju viruse u izvodne kanalice i zatim u usnu
$upljinu (5). Drugi mogué& mehanizam
ukljucuje receprore ACE2 za koje je do-
bro poznato da su meta SARS-CoV-2. Ti
receptori nalaze se i na stanicama epitela
zlijezda slinovnica, $to jasno upuéuje na
zakljuéak da bi one mogle biti rezervoar
virusnih Cestica. Taj se receptor nalazi se
i na epitelnim stanicama jezika, gingive i
bukalne sluznice, ali u neto manjoj mjeri

(4).

Ne treba smetnuti s uma kako bi oda-
bir najbolje metode za dijagnostiku CO-
VID-a -19 mogao ovisiti 0 samom poje-
dincu, tj. o na¢inu na koji kod njega virusne
Cestice zavrsavaju u slini. Takoder, moguée
je da se neke slucajeve moze detekrirati
samo nazofaringealnim brisom, a neke
samo salivarnom dijagnostikom. Postoje i
pretpostavke kako razlicica klinicka slika
mozZe uvjetovati nadin na koji je najbolje
provesti dijagnostiku (5). Iz prikazanog se
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vidi kako je jo§ mnogo nepoznanica u sali-
varnoj dijagnostici COVID-a -19, &jim ée

se otkrivanjem ona mo¢i unaprijediti.

Nazofaringealni/orofaringealni

bris vs. slina

Unato¢ statusu ,zlatnog standarda’,
uzorci nazofarinksa daleko su od optimal-
ne osnove za pouzdanu RT-qPCR analizu.
U nedavnom istraZivanju u kojem je sudje-
lovalo 205 pacijenata s potvrdenom infek-
cijom COVID-19, pozitivnost RT-qPCR
dosegla je 93% u uzorcima bronhoalveo-
larnih lavata, u ispljuvku je iznosila 72%, u
nazofaringealnom brisu 63%, a samo 32%
pozitivnosti u orofaringealnom brisu. Bu-
duéi da se smatra kako je ACE2 receptor
na koji se veZe virus gotovo sveprisutan
u ljudskom djelu, takve su razlike u po-
stotcima pozitivnosti itekako opravdane
zbog neodgovarajudeg vremena uzimanja
uzorka u odnosu na pojavu bolesti, kao i
zbog struénosti u tehnici uzimanja uzo-
raka. (3). Veé je ranije spomenuto kako je
ACE2 receptor prisutan i u slinovnicama
te samim time slina moze biti potencijalni
izvor i rezervoar zaraze (4). Iz toga razlo-
g3, slina se javlja kao moguéa alternativa.
Uz 1o, ¢ini se da je slina dobar kandidat
za otkrivanje SARS-CoV-2 za slucajeve
s umjerenim do teskim simptomima i za
asimptomaske ili blage slu¢ajeve. Potonje
je posebno vazno za provjeru sumnjivih ili
asimpromatskih slucajeva, kao i za nadzor

zdravstvenih radnika (3).

Neuskladenost standardizacije

uzorkovanja i dijagnostickih

kompleta

Istrazivanje Chen i suradnika (14) po-
kazalo je da je medu 13 bolesnika ¢iji su
testovi orofaringealnog brisa bili pozitivni,
a od kojih su 4 sluéaja takoder bili pozitiv-
ni na uzorke sline. Rezultati meta-analize
Czumbel i suradnika (5) pokazali su 91%
(CI 80-99%) senzitivnosti uzoraka sline i
98% (CI 89-100%) osjetljivosti za nazo-
faringealni bris kod pacijenata kod kojih
je prethodno potvrdena infekcija SARS-
CoV-2. (5). Rezultati sustavnog pregleda
literature (eng. systematic review) i meta
analize Ricco i suradnika ne razlikuju se

previSe od potonje navedenih. Njihovi
rezultati govore o specifiénosti sline od
97.7% (95%CI 93.8-99.2) i osjetljivosti od
83.4% (95%CI 73.1-90.4) (3). Medutim,
sve studije susre¢u se s nekoliko bitnih pro-
blema, a to su standardizacija uzorkovanja
i prikladni reagensi, odnosno, dijagnosticki
kompleti koji bi trebali biti dizajnirani za
uzorak sline. Iako se visoka specificnost
uzorka sline moZe objasniti kao posljedica
namjernog oblikovanja poetnica specifié-
nih za slijed genoma SARS-CoV-2, uzrok
relativno niske osjetljivosti moZe se pro-
naéi u nedostupnosti posebno dizajnira-
nih dijagnostitkih kompleta. Najveéi broj
istrazivanja izvedena su s prenamjenom
dijagnostickih kompleta (kitova) koji nisu
posebno dizajnirani za proucavanje uzora-
ka sline. Drugi problem predstavlja i pri-
kupljanje uzoraka sline koje nije standar-
dizirano. Laboratorijske analize takoder
su u odredenoj mjeri u neskladu. Posebno
su problematiéne otopine za konzerviranje
s obzirom na njihovu heterogenu sposob-
nost zastite virusne RNA od razgradnje i
moguéeg ometanja ekstrakcijske i gPCR
reakcije. Veliki problem predstavlja i uzor-
kovanje koje nije standardizirano. Razlici-
te studije koristile su razli¢ite metode za
prikupljanje sline, 3to je svakako moglo
imati znacajan utjecaj na osjetljivost testa
sline (3). Azzi et al. koristili su jednostav-
nu metodu pasivnog prikupljanja sline
koja je zatim pohranjena u 2 ml PBS-a
(eng. Phosphate buffer saline) (6). S druge
strane, To et at. prikupljali su uzorke sline
koja je sadrzavala i tekuéinu iz straznjeg
dijela orofarinksa dobivenu kasljanjem i
proci§éavanjem grla (7). Druga studija (8)
zatrazila je od pacijenata da skupljaju slinu
u ustima prije samog uzorkovanja i pljunu
1-2 ml u posudu za sakupljanje. Priku-
pljanje sline u ustima moze potaknuti do-
datno lucenje sline, $to bi moglo razrijediti
virusno opterecenje u uzorku. Wyllie i sur.
koristili su tehniku samoprikupljanja: od
pacijenata se traZilo da vise puta ispljunu u
sterilnu posudu dok se jedna treéina ne na-
puni (9). Ovakav naéin takoder moze ra-
zrijediti uzorak i razrijediti virusno optere-
¢enje. Dvije studije (7, 9) istaknule su kako

su uzorci prikupljeni rano ujutro da bi se
izbjegle potencijalne nepravilnosti nastale
jedenjem, picem i éetkanjem zuba. Uzevsi
sve zajedno u obzir, protokoli prikuplja-
nja uzoraka obuhvaéenih studija prili¢no
su raznoliki. Obeéavajuéa je Cinjenica da
su &k i bez potvrdenih, standardiziranih
protokola prikupljanja, navedene studije
dale vrlo sli¢ne zakljucke o izglednom ko-
ristenju sline kao dijagnostickog materijala

za detekciju SARS-CoV-2 (7,8,9).

Point of Care (POC) dijagnostika

- moze li ponuditi bolje rjesenje?

Nalazimo se u situaciji kada je svakod-
nevno potrebno masovno testiranje $to
svakako ostavlja duboke financijske i eko-
nomske probleme koje pogadaju zdravstvo
cijelog svijera. Ovom goruéem problemu
moglo bi se doskoéiti uporabom i razvija-
njem tzv. Point of care testova. To je medi-
cinsko - dijagnosticki test koji se provodi
na mjestu gdje se bolesniku pruza skrb.
Ovaj postupak ne zahtijeva laboratorij,
a provode ga osoblje koje nema primar-
nu laboratorijsku osposobljenost i nema
iskustvo u laborarorijskoj medicini (medi-
cinske sestre i tehnicari, lije¢nici) (10). Je-
dan od primjera POC testova je i Reverse
transcription loop-mediated isothermal
amplification (RT-LAMP). Ovim se te-
stom u samo jednom koraku amplificiraju
nukleinske kiseline ispitivanog virusa, za
razliku od PCR metode gdje se amplifika-
cija nukleinskih kiselina bazira na tzv. ter-
malnom ciklusu, odnosno naizmjeniénim
grijanjima i hladenjima kako bi se olak-
fala denaturacija dvostruke zavojnice. RT
-LAMP ne koristi termalne cikluse te radi
na konstantnoj temperaturi izmedu 60°
i 65°. Sli¢no kao i u ER-PCR postupku,
prvotni postupak je reverzna transkripci-
ja za sintezu c-DNA (komplementarna
DNA) nakon &ega slijedi amplifikacija
komplementarne DNA pomoéu enzima
DNA polimeraza. RT-LAMP nudi neko-
liko prednosti za POC dijagnostiku. Osim
$to pacijent sam prikuplja uzorak sline i ne
zahtijeva ekstrakciju RNA, takoder pruza
i lako razumljive rezultate u roku od 1 sata
i ne zahtijeva nikakve laboratorijske ure-
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daje ili slozene tehnologije, osim toplot-
nog bloka. Primjer jednog takvog testa je
EasyCOV (SkiCell i Sys2Diag / CNRS).
To je kolorimetrijski RT-LAMP test na-
mijenjen analizi sline. Rezuleati se mogu
pro€itati promatranjem boje uzorka unu-
tar epruvete. Promjena boje od narandaste
do Zute pokazuje da je uzorak pozitivan i
daje prisutan SARS-CoV-2 (12). Relativ-
no mali broj studija govori o pouzdanosti,
odnosno osjetljivosti i specifi¢nosti ovog
testa. EasyCov test procijenjen je pod dvo-
struko slijepim klinickim uvjetima (double
blinded randomized control trial), gdje je
sudjelovalo 93 asimptomatska volontera
zdravstvenog osoblja, 10 aktivno zaraZe-
nih pacijenata i 20 bivsih zarazenih paci-
jenara. Rezultati EasyCov usporedivani
su s klasiénim laboratorijskim RT-PCR
izvedenim na uzorcima nazofarinksa te
pokazuju nesto nizu osjetljivost (72,7%) u
usporedbi s osjetljivoiéu konvencionalnih
nazofaringealnih/orofaringealnih briseva
(98%) (12, 13). Premda su brzina i jed-
nostavnost primjene bez uporabe dodatne
opreme jedni od glavnih prednosti POC
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testova, ipak postoje odredeni problemi
koji koce prelazak na ovu vrstu testiranja.
Jedan od problema je svakako i cijena koja
moze biti i visa od standardnih testova.
Odgovori na testove su veéinom kvalita-
tivni (.da/ne, kolorimetrijski) $to znadi
da pruzaju manje informacija od kvantita-
tivnih laboratorijskih testova. Osim toga,
obzirom da se vide koriste za pojedina¢na
testiranja, njihova uporaba za testiranja ve-
likog broja ispitanika je upitna (10).

Zakljuéak

Slina je vrlo obeéavajuéa alternativa na-
zofaringealnom/orofaringealnom brisu za
dijagnostiku i pracenje novog COVID 19
virusa. Doista, upotreba sline kao biolos-
kog uzorka za ispitivanje SARS-CoV-2 u
velikoj mjeri zaobilazi veé ranije navedene
kontraindikacije povezana s nazofarin-
gealnim / orofaringealnim brisevima. Uz
detaljne upute, svaki pacijent vrlo jedno-
stavno sam moze prikupiti uzorke. Na taj
bi se nadin smanjilo optereéenje zdravstve-
nih radnika, kao i omoguéavanje serijskog
uzorkovanja potrebnog za pracenje bolesti.
Senzitivnost SARS-CoV-2 testa temelje-
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nog na slini usporediva je, a prema nekim
istrazivanjima éak i bolja od senzitivnosti
nazofaringealnog/orofaringealnog  brisa.
Premda uzorci sline za detekciju SARS-
CoV-2 djeluju vrlo obeéavajuée, Siroka
klini¢ka primjena trenutno je upitna i za
sada ne moze zamijeniti konvencionalno
prikupljanje uzoraka iz nazofarinksa/oro-
farinksa. Kako bi se slina mogla u budué-
nosti sigurno i pouzdano koristiti kao me-
dij u dijagnostici SARS-CoV-2 virusne
infekcije, od kljuéne je vaznosti standar-
dizirati uzorkovanje i koristiti prikladne
dijagnosticke komplete oblikovane za po-
trebe testiranja na uzorku sline. Potrebno
je odabrari i optimizirati jednu od metoda
sakupljanja sline koja se trenutno koristi
u klini¢kom i znanstvenom radu, pronaéi
optimalno rjedenje za prikupljanje, tran-
sport i Euvanje uzoraka sline. Svi n:@:deni
postupci moraju biti standardizirani kako
bi se dobio pouzdan i osjetljiv test.

[preprint]. (2020).

11. Bakovi¢ Rode O. Point-of-Care (POC) te-
stiranje u dijagnostici infektivnih bolesti.
Croatian Journal of Infection 32:1, 25-30
(2012).

12. Azzi L. et al. Diagnostic Salivary Tests for
SARS-CoV-2. J Dent Res. 2020 Oct 31:
0022034520969670.

13. 'Helgouach N, Champigneux P, Santos
Schneider F, Molina L, Espeut J, Alali M,
Baptiste J, Cardeur L, Dubuc B, Foulongne
V, et al. 2020. EasyCOV: LAMP based
rapid detection of SARS-CoV-2 in saliva.
doi:10.1101/2020.05.30.20117291

14. European Commission (EC). Guidelines
on COVID-19 in vitro diagnostic tests
and their performance. Available from:
https://ec.europa.eufinfo/sites/info/files/
testing_kits_communication.pdf.

15. Chen L, Zhao J, Peng J, et al. Detection of
SARS-CoV-2 in saliva and characterization
of oral symptoms in COVID-19 patients.
Cell Proliferation. 2020 Oct:e12923. DOI:
10.1111/cpr.12923.


https://v3.camscanner.com/user/download

