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Првите хумани случаи на болеста КОВИД-19 (coronavirus disease 2019- COVID-19), болест 
предизвикана од новиот коронавирус, за прв пат се пријавени на 31  декември 2019 годи-
на во НР Кина, кога вирусот го добил привременото име 2019 нов коронавирус (2019 novel 
coronavirus -2019-nCoV) или подоцна SARS-CoV-2. Целта на овој труд е да се прикаже процесот 
на лабораториска детекција на SARS-CoV-2 вирусот со реверзна транскриптаза - полимеразно 
верижна реакција (РТ-ПВР) во реално време, како и протоколот за детекција на варијантите 
на SARS-CoV-2 во Лабораторијата за вирусологија при Институтот за јавно здравје (ИЈЗ). Тес-
тирани се примероци од суспектни пациенти за КОВИД-19 од територијата на цела држава 
за лабораториска детекција на SARS-CoV-2. Примероците пристигнуваат од 10-те регионални 
центри за јавно здравје (ЦЈЗ), од хоспитализирани пациенти од ковид болниците низ државата 
и од пунктот за ковид при ИЈЗ. Сите примероци се тестирани со примена на РТ-ПВР во реално 
време со детекција на различни гени на вирусот. Дополнителни анализи се прават за иден-
тификација на циркулирачките варијанти. Континуираниот надзор на варијантите за загри-
женост (variants of concern - VOC), како и новонастанатите варијанти може да им овозможат 
на здравствените служби да го модифицираат својот пристап кон процесот на контрола и 
управување на болеста и да интервенираат ефикасно и навремено, со цел да се спречи голем 
морбидитет и смртност од КОВИД-19.
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The first human cases of coronavirus disease (COVID-19), a disease caused by the new coronavirus, 
was reported on December 31, 2019 in China for the first time. Тhe virus was named temporarily 
as 2019 new coronavirus (2019 novel coronavirus-2019 -nCoV), or  finally as SARS-CoV-2. The 
aim of this paper is to give an overview of the laboratory detection of SARS-CoV-2 virus with 
reverse transcriptase - polymerase chain reaction (RT-PCR) in real time, as well as detection of 
viral mutations in the Laboratory for virology at the Institute of Public Health. The samples 
used in the study were taken from all geographical regions in North Macedonia, including the 
10 regional Centers for Public Health throughout the country, from hospital patients, from 
COVID19 hospitals across the country and from the COVID19 checkpoint at the Institute of Public 
Health. All samples were tested using RT-PCR in real time. Additional assays were applied for 
identification of the circulating variants. The continuous surveillance of the variants of concern 
(VOC), as well as the newly emerged variants can allow the public health officials to modify their 
approach to disease control and management and intervene more effectively as well as in a timely 
manner in order to prevent major morbidity and mortality from COVID-19.
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Вовед

Пандемијата со КОВИД-19 офи-
цијално е објавена од страна на 
Светската здравствена организација 
(СЗО) на 30 јануари 2020 година и 
предизвика зголемување на стапки-
те на морбидитет и морталитет низ 
целиот свет.1 Стратегиите за огра-
ничување на пандемијата се потпи-
раат на брзата и чувствителна лабо-
раториска дијагноза за детекција на 
цели од вирусниот геном на SARS-
CoV-2  кај респираторни примероци. 
Еден од многуте фактори кои има-
ат влијание врз веродостојноста на 
дијагностичките протоколи може да 
е генетската варијабилност на SARS-
CoV-2 . Всушност, мутациите коишто 
се случуваат за време на геномска-
та еволуција на SARS-CoV-2   вирусот 
може да бидат во конзервирани ре-
гиони за кои се дизајнирани повеќе-
то комерцијални прајмери и проби. 
Имајќи ја предвид континуиранaтa 
појава на нови варијанти, ситуација-
та треба да се следи постојано,  како 
и да се применуваат протоколи  за 
лабораториска дијагностика кои се 
насочени кон повеќе целни гени на 
детекција. 

Целни гени на детекција се четири-
те структурни протеини: трансмем-
брански гликопротеин - spike (S), 
протеин на обвивката - envelope (E), 
мембрански протеин - membrane 
(M), нуклеокапсиден протеин - 
nucleocapsid (N) и неструктурен про-
теин – (важен за формирање на ком-
плексот репликаза транскриптаза) 
- open reading frame (ORF).² Вируси-
те имаат кратко генерациско време,
особено РНК вирусите и имаат ре-
лативно високи стапки на мутација.
Неопходно е да се следат циркули-
рачките варијанти со клучни мута-
ции на SARS-CoV-2  што се случуваат
најчесто во рамките на S протеинот
и кои можат да доведат до зголе-
мување на трансмисибилната моќ
на вирусот.3 Повеќекратни мутации

може да доведат до појавување на 
нови варијанти кои може да влијаат 
на текот на пандемијата и клиничка-
та слика на заразените.

Зависно од тоа дали варијантите на 
SARS-CoV-2  ја менуваат клиничката 
слика и сериозност, воспоставени 
се системи во СЗО за откривање на 
потенцијални варијанти на загри-
женост (variant of Concern - VOC) 
или варијанти на интерес (variant of 
interest - VOI) и истите се проценува-
ат врз основа на ризикот што го но-
сат за глобалното јавно здравје.3

Цел на овој труд е да се прикаже про-
цесот на лабораториска детекција 
на SARS-CoV-2  вирусот со реверзна 
транскриптаза - полимеразно ве-
рижна реакција (РТ-ПВР) во реално 
време, како и протоколот за детек-
ција на варијантите на SARS-CoV-2 во 
Лабораторијата за вирусологија при 
Институтот за јавно здравје, како 
лабораторија одговорна за следење 
на вирусните заболувања со јавноз-
дравствено значење, вклучително и 
SARS-CoV-2. 

Материјали и методи

Примероци за лабораториска де-
текција на SARS-CoV-2 се земаат од 
пунктот при Институтот за јавно 
здравје (ИЈЗ), пунктовите низ целата 
држава во центрите за јавно здравје, 
пунктовите при поликлиниките во 
Скопје и сите КОВИД болници и се 
транспортираат до Лабораторијата, 
по претходно дефинирани протоко-
ли објавени на страната на ИЈЗ4,5 и 
спроведен тренинг од страна на тим 
од ИЈЗ за сите  КОВИД-болници. 

Примерокот за анализа е најчесто 
комбиниран назо- и орофарингеа-
лен брис од еден пациент.  Приме-
роците се транспортираат следејќи  
го правилото „тројно пакување“.6

Во процесот на  мануелна изолација 
користени се китови од различни 
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производители, но најчест метод 
кој се  применува е  QIAamp Viral 
RNA kit (од производителот Qiagen, 
GmbH, Германија).7 Процесот на из-
олација на РНК е процес кој се из-
вршува во кабинет за биобезбедна 
работа (КБР) од класа 2. 

При автоматска изолација на РНК 
се користи технологијата со магнет-
ни честички од различни произво-
дители (MagBind кит за екстракција 
на MaccuraBiotechnology,8 АbGenix 
Viral Dna/Rna на AITbiotech,9  M Sorb 
– S на Sacace за SaMag – 96 автомат-
ски систем,10 Applied Biosystems™
MagMAX™ Viral/Pathogen II Nucleic
Acid Isolation Kit на апарат за авто-
матска изолација KingFisher™ Flex
Magnetic Particle Processor with 96
Deep-Well Head),11 во согласност со
препораките од производителот. 
Подготовката на примероците исто
така се врши во КБР класа 2.

Добиената РНК се вклучува во ре-
верзна транскриптаза – полимераз-
но верижна реакција (РТ-ПВР) во ре-
ално време за детекција на целните 
гени.27

Реакцијата на амплификација се од-
вива во апарати за ПВР во реално 
време – термосајклери, и тоа: CFX 96 
(од производителот BioRad) и Quant 
Studio 5 (од производителот Applied 
Biosystem) и DNA Technology DTLite 
5. Дополнително се користи Xpert®
Xpress SARS-CoV-2 од производите-
лот Cepheid кој детектира N и E ген
RT-PCR/поединечен тест, со време
на изведба од 45 мин.12

Користени се молекуларни дијагно-
стички тестови за откривање на ви-
русен генетски материјал на SARS-
CoV-2 достапни на Есенцијалната 
листа на китови  од СЗО и Амери-
канската агенција за лекови(FDA) 
како што се: 2019-nCoV“  Allplex™,13 
BGI,14 Nucleic Acid Diagnostic Kit“ – 
Sansure Biotech,15   Charite- Diagnostic 
detection of Wuhan coronavirus 2019 

by real-time RT-PCR,16 RealTime SARS-
CoV-2“ – EUROIMMUN,17 TaqMan 
2019-nCoV Assay Kit v1,18 SARS-
CoV-2 Fluorescent PCR“ – Maccura,19 
„TaqPath™ COVID-19 CE-IVD RT-
PCR Kit“,20 SARS-CoV-2/Influenza 
Multiplex на Dna –Technology,21 
Genrui SARS-CoV-2 Detection Kit RT-
PCR22 и се употребени во согласност 
со препораките на производителот.

Следејќи ги препораките на СЗО и 
Европскиот центар за контрола на 
болести (ECDC), користени се и по-
веќенаменски молекуларни тестови 
со мулти-целен дизајн и следено е 
отсуство на S-ген кој е најчеста мета 
на мутација.23 Примероците кај кои 
е детектиран  недостаток (S gene 
dropout) или појава на S генот  во 
доцен циклус со TaqPath или Genrui 
китовите, а позитивни на другите 
таргети до 25 циклус, дополнително 
се тестирани на Bio-Speedy® SARS-
CoV-2 Variant Plus RT-qPCR.24

SARS-CoV-2 Variant plus RT-qPCR во 
реално време е тест во еден чекор, 
наменет за квалитативно диферен-
цирање на B.1.1.7 (алфа варијанта), 
Б.1.351 (бета варијанта) и Р.1 (гама 
варијнта) скрининг анализа за да 
се прикажат VOC (24). Паралелно 
респираторните примероци се тес-
тирани на VirSNiP SARS-CoV-2 Spike 
N501Y дијагностички тест базиран 
на точка на топење (melting curve), 
т.н. single nucleotide polymorphism 
(SNP) тест каде со примена на специ-
фична проба се детектира 501Y му-
тацијата.15,25

Резултати

РТ-ПВР методот во реално време за 
детекција на SARS-CoV-2 со детекција 
на Е генот, RdRP и N генот е воведен 
во Лабораторијата за вирусологија 
на 2 февруари 2020 година. Првиот 
случај со КОВИД-19 е детектиран на 
26 февруари 2020 година. Од детек-
цијата на првиот случај заклучно со 
30 септември 2021 година анализи-
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рани се 244.228 примероци од на-
ведените COVID-19 пунктови. По-
зитивни примероци на SARS-CoV-2 

вирусот се 59.051 (24,17%) (графикон 
1, слика 1 и 2).

Графикон 1. 	 Приказ на вкупно тестирани негативни и позитивни примероци

Графикон 2. 	 Визуелен приказ на тестираните примероци и нивното место на потекло 

Слика 1 и 2. Амплификациски криви со РТ-ПВР во реално време 

Во период од 6 месеци, односно од 
01.04.2021 до 30.09.2021 година ана-
лизирани се примероци од центрите 
за јавно здравје и пунктовите во гра-
дот Скопје (22.589/41,47%), болнич-
ки примероци од сите болници низ 
државата (11.518/21,15%) и пациенти 

кои се тестирале на нивно барање 
(20.359/37,38%). Заклучно со месец 
септември оваа година направени 
се 244.228 тестирања со РТ – ПВР ме-
тодот, од кои 59.051 биле позитивни 
за SARS-CoV-2( графикон 2).
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Од месец април 2021 се прави селек-
ција на примероци кај кои е утврдено 
отсуство на амплификација на S ге-
нот при користење на Thermofisher® 
TaqPath™ COVID-19  RT-PCR (TaqPath) 
и Genrui. Тестирани се вкупно 21.898,  
од кои 5.006, односно 22,86% се по-
зитивни. Од овие позитивни приме-
роци од различни региони во држа-
вата (графикон 3), по возрасни групи 
(графикон 4) и со Ct до 25, 320 се де-
тектирани како алфа варијанта и 144 
како делта варијанта (графикон 5) со 
S gene dropout (9,26%). 

Истите изолати се анализирани со  
Bio-Speedy® SARS-CoV-2 Variant Plus 

RT-qPCR за детекција на B.1.1.7 (алфа 
варијанта), Б.1.351 (бета варијанта) и 
Р.1 (гама варијанта). Кај сите приме-
роци е утврдено присуство на B.1.1.7 
варијанта (алфа), преку детекција на 
мутацијата N501Y. 

Кај 96 од позитивните 320 изолати, е 
направен дополнителен тест VirSNiP 
SARS-CoV-2 Spike N501Y со приказ 
на  точка  на топење (melting curve) 
(слика 3). Кај сите овие примероци 
со овој тест е потврдено присуство 
на мутацијата N501Y, односно B.1.1.7 
варијанта (алфа). Истиот тип е по-
тврден со постапка на секвенциони-
рање на селектирани 50 примероци.
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Графикон 3. 	 Дистрибуција на примероци по градови за алфа варијанта 

Слика 3.   Резултат од SNP тест за детекција на варијанти со мутација N501Y
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Во текот на месец јули на рутински-
те секвенционираните примероци 
детектирана е делта варијантата. Од 
анализираните 144 примероци на 

делта варијанти, 107 се позитивни 
(74%). Графикон 5 ја покажува гео-
графската дистрибуција на тестира-
ните пациенти со делта варијантата. 

Графикон 4. 	 Дистрибуција на примероци по возрасни групи за Алфа и Делта варијанта 

Графикон 5. 	Дистрибуција на примероци по градови за делта варијанта

Графикон 6. 	Графички приказ на доминација на алфа и делта варијанта 
во период 04 – 09 месец
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Со секвенционирање на позитив-
ните промероци, бета варијантата 
е детектирана кај еден примерок,  
додека  гама варијантата не е де-
тектирана.

Дискусија

Во Лабораторијата за вирусоло-
гија при рутинската работа и за 
детекција на SARS-CoV-2 се следат 
протоколите на СЗО за дијагно-
стика и биосигурност за работа со 
SARS-CoV-2 и добра лабораториска 
пракса (ДЛП).26 За ракување со при-
мероци за молекуларно тестирање 
потребно е да се обезбеди најмалку  
второ ниво на биобезбедност (BSL-
2), додека за култивирање на виру-
сот потребно е минимум  BSL-3.26 
За примена на РТ-ПЦР тестот се 
применува BSL-2 односно КБР кла-
са 2 и специфична лична заштитна 
опрема (ЛЗО).  

Бидејќи КОВИД-19  е респиратор-
но заболување примерок  за лабо-
раториска потврда на заболување-
то се земаод горниот или долниот 
респираторен тракт. Респиратор-
ните примероци се земаат со  суви 
дакронски или рајонски брисеви 
со пластични дршки/стапчиња во 
универзален вирусен  транспортен 
медиум (ВТМ) за да се зачува витал-
носта на вирусот.4 Нашата препо-
рака е од еден ист пациент да се зе-
мат и назо- и орофарингеален брис 
кои се ставаат во ист ВТМ заради  
повисоката сензитивност на ком-
бинираниот брис.27

Примероците за детекција на ви-
русот треба да стигнат до лабора-
торијата што е можно поскоро по 
собирањето и во добра состојба. 
Правилното ракување со примеро-
ците за време на транспортот е од 
големо значење во добивањето на 
веродостоен резултат.5

Екстракцијата на нуклеинска кисе-

лина е првиот чекор од секој екс-
перимент за амплификација, без 
оглед каков вид амплификација 
или друга молекуларна техника се 
користи за откривање на специ-
фичен патоген. Процесот се изве-
дува во кабинет за биобезбедност 
од класа 2 имајќи предвид дека 
со него се штитат примероците од 
контаминација, се штити здрав-
ствениот работник од заразување 
со потенцијално заразниот агенс и 
се штити надворешната средина од 
контаминација. При автоматската 
изолација на нуклеинска кисели-
на се добива високо ниво на стан-
дардизација, минимално можно 
влијание на операторот, а со тоа и 
на евентуална грешка при пипети-
рање или контаминација. Рачната 
и автоматска постапката вклучу-
ваат отстранување на инхибитори 
и овозможуваат концентрација на 
изолирана РНК.

Секој примерок прво оди на тест за 
детекција на SARS-CoV-2 со РТ-ПВР 
во реално време согласно водичот 
за детекција на СЗО.27

Вирусната едноверижна РНК која е 
целна секвенца прво треба да биде 
препишана во комплементарна 
ДНК со помош на ензимот реверзна 
транскриптаза. Во смесата од реа-
генси има и специфични прајмери 
и проби  кои се комплементарни 
и анилираат со специфични цел-
ни региони од вирусниот геном. 
Добиената комплементарна ДНК 
(кДНК), ензимот Taq полимераза 
ја мултиплицира во голем број ко-
пии за кои специфично се врзуваат 
прајмерите и пробите. Eтапите на 
ПВР реакција се следните: денату-
рација на нуклеинските киселини 
на 95оС; споjување на праjмерите 
(анилирање) на 60оС. Флуоресцент-
ните проби се олигонуклеотидни 
секвенци обележани на 5’ крајот со 
репортер молекула (најчесто 6-кар-
боксифлуоресцеин- ФАМ) и на 3’ 
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крајот молекула пригушувач. Про-
бите се врзуваат на различна пози-
ција од прајмерите и благодарение 
на полимеразната активност на Taq 
ензимот се откинува пригушувачот 
на флуоресценција од 3’ крајот и 
флуорофорот емитува флуоресцен-
ција во одреден спектар. Real-time 
PCR апаратите ја детектираат оваа 
флуоресценција и таа е претста-
вена како експоненцијална крива.  
Точката во која т.н “background 
noise” го поминува прагот се озна-
чува како Ct вредност на примеро-
кот.

Секогаш се детектираат минимум 2 
целни гени (во поединечни реакции 
- singleplex или повеќе гени во една
иста рекација- multiplex).27 Освен
примероците кои се тестираат, во
секоја реакција задолжително се
вклучени  контроли и тоа: негатив-
на (дејонизирана вода) за да се ис-
клучат лажно позитивните резулта-
ти; позитивна контрола (синтетски
добиена РНК или РНК добиена од
вирусна култура на разраснат ви-
рус или веќе познат примерок кој
бил позитивен); и внатрешна кон-
трола која се вклучува во секој при-
мерок од моментот на екстракција
на РНК, го следи целиот процес на
примерокот и служи да се исклучи
лажно негативен резултат.

Отсуство на амплификација на S 
генот (т.н. S drop-out) може да биде 
сигнал за присуство на 69-70дел 
мутација за понатамошна истрага, 
особено ако капацитетот за секвен-
ционирање е ограничен. Мултицел-
ните тестови за РТ-ПЦР кои корис-
тат региони на S-ген погодени од 
мутацијата 69-70дел, се побрзи и 
поевтини од секвенционирање на 
целиот вирус и можат да помогнат 
да се следат овие мутантни соеви. 

За детекција на варијантите се сле-
ди  документот на СЗО и ЕЦДЦ за 
методи на детекција и идентифи-

кација на SARS-CoV-2 варијантите и 
СЗО водичот за следење на варијан-
тите.23,28

S gene target failure или S gene target 
late detection (SGTF/SGTL, соодвет-
но) профилите идентификувани со 
примена на анализата TaqPath и ре-
зултатите од триплекс Bio-Speedy® 
SARS-CoV-2 Variant Plus RT-qPCR 
се соодветни за откривање на ва-
ријантите алфа, бета и гама. Анали-
зата за Bio-Speedy Variant Plus која 
ги одредува сите три тековни VOCs 
истовремено, може да биде вред-
на алатка за ограничување на ши-
рењето на вирусот преку поддршка 
за следење контакт и изолација. 

За време на рутинската верифи-
кација на тестот TaqPath во наша-
та Лабораторија со користење на  
стандардни примероци од тестот 
на компетентност (EQA) добиени од 
култивиран SARS-CoV-2, не се за-
бележани SGTF наспроти појавата 
на SGTF во нашите податоци. Ова 
дополнително го потврдува влија-
нието на делеции и мутации во 
гените врз ефикасноста на на ре-
акцијата на RT-qPCR. Објавени до-
кази покажуваат дека присуството 
на мутацијата Δ69/70 во вирусниот 
геном, предизвикувајќи го феноме-
нот SGTF кај тестовите TaqPath RT-
qPCR, корелира со присуството на 
VOC/B1.1.7 во клинички примероци 
како што е потврдено и со секвен-
ционирање.

Со Single Nucleotide Polymorphism 
(SNP) тестот за детекција на N501Y 
на spike генот  се одредува прису-
ството на единечна мутација која 
доведува до промена на температу-
рата на топење.25 Тестот се одвива 
во два чекора. Првиот чекор е амп-
лификација при која пробите кои се 
употребуваат се разликуваат само 
во еден нуклеотид и се поврзаува-
ат за соодветниот тип присутен во 
примерокот од пациентот и се де-
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тектира Е генот (Е генот во оваа ре-
акција е контрола дека прајмерите 
и ензимите функционираат). Втори-
от чекор е детекција на кривата на 
топење (melting curve) на spike ге-
нот. Детекцијата на типовите зави-
си од точката на топење. „Див тип“ 
вирус има пониска температура на 
дисоцијација Tm (SARS-CoV-2 wild 
type:  AGTCGACTACGGTCGGCTT 
Tm = 59°C) додека присуство-
то на варијантата од интерест 
има температура на топење на 
64°C (N501Y SARS-CoV-2 variant:  
AGTCGACTACGGGCGGCTT Tm = 
64°C).(15) Како и во секоја реакција 
овде има  позитивна контрола која 
се состои од смеса од 501N и Y.

Со брзото ширење на нова ва-
ријанта воведен е нов дополни-
телен скриниг тест за детекција  
на варијанта на загриженост Dna 
– Tehnology SARS-CoV-2 DELTA RT
PCR Genotyping Kit, со кој сe дете-
кираат  специфични мутации L452R
и Т478К.21

Медицинскиот отпад се деконтами-
нира со негово автоклавирање пред 
понатамошна диспозиција што е 
значаен сегмент во лабораториска-
та биобезбедност.4

Лична заштитна опрема (лаборато-
риски мантил за една употреба или 
скафандер, респираторна заштита 
со респоратор маска за една упо-
треба - N95, FFP2 или FFP3, рака-
вици за еднократна употреба, без-
бедносни очила или штит за лице и 
лабораториски обувки) во лабора-
торија е задолжителна. За поедни-
ни сегменти од работниот процес 
ЛЗО се менува т.е. при движењето 
од еден во друг процес не смее да 
се користи иста ЛЗО. 

Заклучоци

Добро развиените лабораториски 
капацитети се во основата на еден 

добро развиен систем за следење на 
заразните заболувања, а со тоа и на 
брзиот одговор за контрола и спре-
чување на понатамошно ширење 
на кое било заразно заболување со 
високо патоген агенс, вклучително 
и SARS  CoV-2. Без брза и точна ла-
бораториска дијагностика ниеден 
од чекорите не е возможен. Лабо-
раторијата за вирусологија при ИЈЗ 
- Скопје е одредена како национал-
на референтна лабораторија за де-
текција на Ковид-19 кај луѓето. Во
својата работа Лабораторијата ги
следи препораките и водичите на
СЗО во однос на самата дијагности-
ка како и стандардите за биобез-
бедност и контрола на квалитет.

Следењето на варијантите за загри-
женост (VOC) и варијантите од ин-
терес (VOI), како и на евентуалната 
појава на нови мутации и варијан-
ти е една од задачите на национал-
ната лабораторија во континуитет. 
Ова е од особена важност ако се 
има предвид дека новите варијанти 
може да манифестираат промена 
во трансмисибилноста на вирусот, 
неговата патогеност и исход на бо-
леста и слично, што, пак, е тесно 
поврзано со преземањето соодвет-
ни јавноздравствени мерки, однос-
но корекција на актуелните јавно 
здравствени мерки  врз основа на 
новонастанатата состојба.    
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