Optimiranje komercijalno dostupnih metoda izolacije
RNK i detekcija koronavirusa (SARS-COV-2) u lancu
hrane

Mlinar, Zdenko

Doctoral thesis / Disertacija
2023

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / Sveuciliste u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:128710

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-20

preh rambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:128710
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:4481
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:4481

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet u Zagrebu

Zdenko Mlinar

OPTIMIRANJE KOMERCIJALNO
DOSTUPNIH METODA IZOLACIJE RNK
| DETEKCIJA KORONAVIRUSA
(SARS-CoV-2) U LANCU HRANE

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2023.



Prehrambeno-biotehnoloski fakultet u Zagrebu

Zdenko Mlinar

OPTIMIRANJE KOMERCIJALNO
DOSTUPNIH METODA IZOLACIJE RNK
| DETEKCIJA KORONAVIRUSA
(SARS-CoV-2) U LANCU HRANE

DOKTORSKI RAD

Mentorica:

Prof. dr. sc. Jadranka Frece

Zagreb, 2023.



Faculty of Food Technology and Biotechnology

Zdenko Mlinar

OPTIMIZATION OF COMMERCIALLY
AVAILABLE METHODS FOR RNK
ISOLATION AND DETECTION OF

CORONAVIRUSES (SARS-COV-2) IN
THE FOOD CHAIN

DOCTORAL DISSERTATION

Supervisor:

PhD Jadranka Frece, Full Professor

Zagreb, 2023.



Ovaj doktorski rad izraden je pod mentorstvom prof. dr. sc. Jadranke Frece u
Laboratoriju za mikrobioloske analize hrane, Odjela za mikrobioloske analize hrane,
predmeta opce upotrebe i okolisnih uzoraka pri Sluzbi za zastitu okolisa i zdravstvenu
ekologiju Nastavnog zavoda za javno zdravstvo dr. Andrija Stampar u Zagrebu, kojemu
je ravnatelj prof. prim. dr. sc. Branko Kolari¢, dr. med. Rad je napravljen unutar projekta
,, Centar za sigurnost i kvalitetu hrane* (KK.01.1.1.02.0004), a projekt je sufinancirala

Europska unija iz Europskog fonda za regionalni razvoj.



Informacije o mentorici: prof. dr. sc. Jadranka Frece

Prof. dr. sc. Jadranka Frece rodena je u Zagrebu 27. ozujka 1974. godine, a diplomirala je 1997.
godine na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Godine 2003. stekla
je akademski stupanj magistra biotehniCkih znanosti, znanstveno polje biotehnologija.
Akademski stupanj doktora biotehni¢kih znanosti stekla je 2007. godine na Prehrambeno-
biotehnoloskom fakultetu SveucilisSta u Zagrebu. Sudjeluje u izvodenju predmeta:
Mikrobiologija, Mikrobiologija namirnica, Bakteriologija, Mikologija, Mikrobiologija hrane i

Mikrobni indikatori u kontroli kvalitete hrane na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu. Zvanje izvanredne profesorice stjece 24. sije¢nja 2012. godine, redovite
profesorice u travnju 2016., a redovite profesorice u trajnom zvanju 2021. godine. Usavrsavala
se na Biotehniskoj fakulteti Univerza v Ljubljani, Institutu Ruder Boskovi¢ u Zagrebu te na
Karl-Franzens-Universitat u Grazu. Koautorica je pet sveucili$nih udzbenika, jedne znanstvene
knjige te devet poglavlja u znanstvenim knjigama 1 tri poglavlja u udzbenicima, a pod njenim
mentorstvom izradeno je 27 diplomskih radova, 20 zavr$nih radova i obranjena Su Cetiri
doktorska rada. Takoder je pod njenim mentorstvom izraden jedan magistarski rad i dva
magistarska specijalisticka rada. Prof. dr. sc. Jadranka Frece bila je ¢lanica znanstvenog i
organizacijskog odbora mnogih znanstvenih medunarodnih kongresa. Glavna je urednica
Casopisa Croatian Journal of Food Technology, Biotechnology and Nutrition. Znanstvena
istrazivanja vezana su uz podrucje opce i primijenjene mikrobiologije, mikrobnog kvarenja
hrane 1 antimikrobne aktivnosti prirodnih biokonzervansa u zastiti hrane. Recentna znanstvena
istrazivanja obuhvacaju identifikaciju 1 karakterizaciju probiotickih i autohtonih funkcionalnih
starter kultura i njihovu proizvodnju za fermentirane proizvode. Rezultati tih istrazivanja
zaSticeni su u 3 nacionalna patenta. Objavila je ukupno 105 znanstvenih radova te desetak
stru¢nih radova. Dobitnica je DrZzavne nagrade za znanost za 2014. godinu te mnogih drugih
nagrada za znanstveni doprinos i inovacije (ARCA 2007. i 2021.). Prof. dr. sc. Jadranka Frece
bila je prodekanica za znanstveno-istrazivacki rad Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu od 2011. — 2015. godine. Ponovno je 2015. godine izabrana za
prodekanicu za znanost, a od 2019. - 2023. godine obnasala je duznost dekanice Prehrambeno-
biotehnologkog fakulteta Sveu¢ilista u Zagrebu. Clanica je Hrvatskog drustva za biotehnologiju,
Hrvatskog drustva prehrambenih tehnologa, biotehnologa 1 nutricionista, Hrvatskog
mikrobiolo§kog drustva te ¢lan suradnik u Odjelu za bioprocesno inZenjerstvo Akademije

tehnickih znanosti Hrvatske (HATZ).



Zahvala

Najiskrenije se zahvaljujem mentorici prof. dr. sc. Jadranki Frece za podrsku i motivaciju od
samih pocetaka, dok se jo$ sve €inilo kao nestvaran san. Hvala na prilici i nesebi¢noj pomo¢i

te ulozenom vremenu i trudu tijekom izrade mojeg doktorskog rada.
Zahvaljujem se i dr. sc. Deniju Kostelcu na savjetima, motivaciji, brizi i rije¢ima ohrabrenja.

Veliko hvala dr. sc. Ivancici Kovacéek za svu potporu, vjeru i ideje kada bih dosao do zida, kao
i za priliku koju mi je pruzila te omogucila da eksperimentalni dio doktorskog rada izradim na

Odjelu za mikrobioloske analize hrane, predmeta opée uporabe i okoli$ne uzorke.

Zahvaljujem se kolegama iz Odjela za dezinfekciju, dezinsekciju i deratizaciju Sluzbe za
epidemiologiju, a posebno dr. sc. Ani Klobucar na ustrajnom prikupljanju uzoraka i stalnoj

podrsci.

Zahvaljujem se i ostalim kolegama na pripremi i provedbi eksperimenata, sakupljanju i dostavi
uzoraka koje sam koristio u eksperimentalnom dijelu rada, a posebice kolegi i prijatelju

Vedranu Prahinu.

Najvece hvala, od srca, mojoj supruzi na bezuvjetnoj potpori, moralnoj podrsci i strpljenju, kao
i neiscrpnoj vjeri u mene sve ovo vrijeme. Hvala mojim roditeljima i sestri koji su me kroz Zivot

usmjeravali, podrzavali i vjerovali u mene.
Stoga, ovaj rad posvecujem svojoj obitelji.

Hvala vam svimal!



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
Sveudiliste u Zagrebu Doktorski rad
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Poslijediplomski sveu¢ili$ni studij Biotehnologija i bioprocesno inZenjerstvo
UDK: 577.216:578.834:591.133.1(043.3)
Znanstveno podrudje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

OPTIMIRANJE KOMERCIJALNO DOSTUPNIH METODA IZOLACIJE RNK |
DETEKCIJA KORONAVIRUSA (SARS-COV-2) u lancu hrane
Zdenko Mlinar, univ. spec. techn. aliment.

Rad je izraden u Laboratoriju za mikrobioloske analize hrane, NZJZ ,,Dr. Andrija Stampar* u Zagrebu.
Mentor: prof. dr. sc. Jadranka Frece

Kratki sazetak

Novi koronavirus SARS-CoV-2 primarno je respiratorni virus, no putevi prijenosa nisu u potpunosti
razjaSnjeni pa tako niti onaj kroz lanac hrane. Tehnika izolacije ribonukleinskih kiselina (RNK) jedan
je od najvaznijih elemenata u otkrivanju SARS-CoV-2. U ovom radu napravljeno je eksperimentalno
ispitivanje i procjena Cetiri najprikladnija komercijalno dostupna izolacijska kita s izvornim protokolom
proizvodaca i modificiranim protokolom u koraku precipitacije u kojem se koristio etanol, odnosno
izopropanol. Na osnovu tih rezultata izdvojen je najprikladniji kit kojim je napravljena izolacija RNK
iz uzoraka briseva povr§ina pakiranja hrane, povrsine hrane i gotovih jela, a zatim i detekcija virusa
putem RT-PCR-a u stvarnom vremenu. Dobiveni rezultati dali su uvid u stvarno stanje prisutnosti virusa
SARS-CoV-2 u lancu hrane te uz pregled dostupne literature omoguéili pojasnjavanje uloge i znacaja
hrane kao moguceg vektora za prijenos virusa SARS-CoV-2. Uz ispitivanje prisutnosti virusa, u svim
uzorcima ispitana je bakterijska flora, u brisevima indikatorski mikroorganizmi, a u hrani
mikroorganizmi prema kriterijima nacionalnog Vodi¢a za mikrobiolo$ke kriterije. Posebno su znakoviti
rezultati potvrde primjenjivosti odabranog kita koji ukazuju na znadajan udio uzoraka povrSina
pozitivnih na virus SARS-CoV-2 s naglaskom da su ti uzorci iz prostora u kojima su boravile oboljele
osobe s manje izrazenim simptomima ili bez simptoma. Prema rezultatima zakljucnog dijela studije u
kojoj su ispitani uzorci koji se odnose na lanac hrane, moze se zakljuciti da je moguénost infekcije
neznatna s obzirom na to da virus i virusne ¢estice u tim uzorcima nisu otkriveni.

Broj stranica: 104

Broj slika: 8

Broj tablica: 17

Broj literaturnih navoda: 136

Jezik izvornika: hrvatski

Kljuéne rije¢i: SARS-CoV-2; hrana; RT-PCR; koronavirus; prijenos hranom,; izolacija RNK
Datum obrane: xx.xx.2023.

Struéno povjerenstvo za ocjenu i obranu:

1. Prof. dr. sc. Ksenija Markov

2. Prof. dr. sc. Jasna Novak

3. Prof. dr. sc. Jasna Bosnir

4. Prof. dr. sc. Jasna Mrv¢i¢ (zamjenski ¢lan)

Rad je pohranjen u knjiZnici Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu,
Kaci¢eva 23, u Nacionalnoj i sveu¢ili§noj knjiZnici u Zagrebu, Hrvatske bratske zajednice 4 i u
SveuciliStu u Zagrebu, Trg Republike Hrvatske 14.



BASIC DOCUMENTATION CARD
University of Zagreb PhD thesis
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Postgraduate University Doctoral Study in Biotechnology and Bioprocess Engineering
UDK: 577.216:578.834:591.133.1(043.3)
Scientific Area: Biotechnical Sciences
Scientific Field: Biotechnology

Optimization of commercially available methods for RNA isolation and detection of
coronaviruses (SARS-CoV-2) in the food chain
Zdenko Mlinar, univ. spec. techn. aliment.

Thesis performed in Laboratory for food microbiology, NZJZ "Dr. Andrija Stampar" in Zagreb
Supervisor: PhD Jadranka Frece, Full Professor

Short abstract

The new coronavirus SARS-CoV-2 is primarily a respiratory virus, but the routes of transmission have
not been fully clarified, including the one through the food chain. The ribonucleic acid (RNA) isolation
technique is one of the most important elements in the detection of the SARS-CoV-2. In this paper,
experimental testing and evaluation of the four commercially available extraction kits with the original
protocol of the manufacturer and a modified protocol in the precipitation step in which ethanol and
isopropanol were used were made. The selected kit was used to isolate RNA from swab samples of food
packaging surfaces, food surfaces and ready-to-eat meals, followed by virus detection via real-time RT-
PCR. The obtained results gave an insight into the actual situation of the presence of the SARS-CoV-2
virus in the food chain, and with a review of the available literature, made it possible to clarify the role
and significance of food as a possible vector for the transmission of the SARS-CoV-2 virus. In addition
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Sazetak

Novi koronavirus SARS-CoV-2 doveo je do pojave bolesti COVID-19 i uzrokovao preko 6
milijuna smrtnih slu¢ajeva, odnosno jednu od najsmrtonosnijih pandemija u povijesti. lako je
jasno da je SARS CoV-2 primarno respiratorni virus, nisu u potpunosti razjasnjeni putevi
prijenosa. Postoje pretpostavke za prijenos kontaktom preko fomita (nezivi kontaminirani
predmeti putem kojih se moze prenijeti bolest) 1 kroz tkivo sluznice, $to usnu Supljinu postavlja
kao potencijalno vazno mjesto za infekciju, dok prijenos hranom jo$ uvijek nije razjasnjen.
Jedan od razloga te ¢injenice lezi u tome $to ne postoji standardizirani pristup uzorkovanju i
obradi te dijagnosticiranju virusa u uzorcima iz okolisa, a posebno u hrani u sirem smislu rijeci.
Iako postoji nekoliko pojedinacnih studija jo$ uvijek nema dovoljno istrazivanja koja bi
objasnila stvarnu ulogu hrane u prijenosu virusa. Stoga, ciljevi ovog rada bili su ispitati i
predstaviti procjenu najprikladnijeg kita za izolaciju ribonukleinskih kiselina (RNK) iz uzoraka
okolisa, odnosno hrane, od ukupno ¢etiri odabrana komercijalno dostupna kita, kako bi se
izdvojio najuéinkovitiji. S odabranim kitom uspostavio se optimalan izolacijski protokol kao
rjesenje za primjenu u daljnjem istrazivanju, odnosno izolaciji RNK iz uzoraka briseva povrsina
pakiranja hrane, povrSina hrane i hrane spremne za konzumaciju, odnosno toplih i hladnih
gotovih jela, a zatim i otkrivanju virusa SARS-CoV-2 u navedenim uzorcima. Nakon
provedenog istrazivanja kroz dobivene rezultate dobio bi se jasan uvid u prisutnost ciljanog
virusa u okoli$u, u smislu hrane, iz ¢ega bi se mogla vidjeti moguc¢nost infekcije kontaktom ili
izravnom konzumacijom hrane. Pronalazenje najbolje tehnike za izolaciju RNK kljucan je
korak i jedan od najvaznijih elemenata u otkrivanju genoma SARS-CoV-2. To je postignuto
eksperimentom na Cetiri komercijalna kita s izvornim protokolom proizvodaca i modificiranim
protokolom u koraku precipitacije u kojem se koristio etanol, odnosno izopropanol. Studija i
dobiveni rezultati istrazivanja omogucili su da se identificira i utvrdi najucinkovitiji Kit,
odnosno protokol za izolaciju RNK iz uzoraka. lzdvojeni kit dvostruko je potvrden kroz

Ispitivanje primjenjivosti, nakon ¢ega je koristen u sljedec¢em dijelu istrazivanja.

Odabranim kitom napravljena je izolacija RNK iz uzoraka briseva i hrane spremne za
konzumaciju, a za dokazivanje prisutnosti koronavirusa i SARS-CoV-2 virusa ili virusnih
Cestica u lancu hrane koristila se metoda lanc¢ane reakcije polimerazom s reverznom
transkripcijom u stvarnom vremenu (real-time reverse transcription polymerase chain reaction;
real-rime RT-PCR). Krajnji cilj ove disertacije je kroz dobivene rezultate i pregled literature
razjasniti moguc¢nost da povrsSine hrane i konzumacije hrane mogu biti vektor za prijenos virusa

te vjerojatnost da se takva situacija dogodi. Uz ispitivanje prisutnosti koronavirusa (SARS-



CoV-2) u svim uzorcima ispitana je prisutna mikrobioloska flora. Uzorci briseva ispitani su u
smislu sire skupine indikatorskih mikroorganizama (ukupan broj mikroorganizama, Bacillus
cereus/Bacillus spp., Enterobacteriaceae, koagulaza-pozitivni stafilokoki i plijesni), a uzorci
hrane su ispitani i ocijenjeni prema preporucenim kriterijima Vodica za mikrobioloske kriterije
za hranu (3. izmijenjeno izdanje). Rezultati utvrdivanja mikrobioloske populacije u ispitanim

uzorcima trebali su posluziti za provjeru i utvrdivanje moguce korelacije dobivenih rezultata.

Ispitivanjem primjenjivosti kita dobiveni su rezultati koji ukazuju na znacajan udio pozitivnih
uzoraka na prisutnost virusa SARS-CoV-2 na povr$inama koje su bile izlozene virusu. U svrhu
ispitivanja uzorkovane su povrsine i predmeti u uvjetima koji su osiguravali prisutnost virusa,
toc¢nije u karanteni u kojoj su boravile osobe s blagim simptomima ili bez izrazenih simptoma
bolest COVID-19. Medutim, prema rezultatima zaklju¢nog dijela studije gdje je naglasak bio
na ispitivanju prisutnosti virusa na uzorcima koji se primarno odnose na lanac hrane, to¢nije
povrsinu ambalaze hrane, povrSine hrane te samu hranu u smislu gotove hrane spremne za

konzumaciju, virus u tim uzorcima nije naden.



Abstract

The new coronavirus SARS-CoV-2 led to the emergence of the disease COVID-19, which
caused over 6 million deaths, making it one of the deadliest pandemics in history. Although it
Is clear that SARS-CoV-2 is primarily a respiratory virus, its transmission routes have not been
fully elucidated. Given that contact transmission via fomites (inanimate contaminated objects
through which the disease can be transmitted) and mucosal tissue are suspected, placing the
oral cavity as a potentially important site for infection, foodborne transmission is still unclear.
One of the reasons for this fact lies in the fact that there is no standardized approach to sampling,
processing, and diagnosing viruses in environmental samples, especially in food in the broadest
sense of the word. Although there have been several individual studies, there is still not enough
research to explain the actual role of food in virus transmission. Therefore, the objectives of
this study were to examine and present an assessment of the most suitable kit for the isolation
of ribonucleic acids (RNA) from environmental or food samples, out of a total of four
commercially available kits, to identify the most efficient kit. Using the selected kit, an optimal
isolation protocol was established as a solution for the application of the kit in further research,
that is, isolation of RNA from swab samples of food packaging surfaces, food surfaces, and
ready-to-eat food, that is, hot and cold ready meals, followed by detection of the SARS-CoV-2
virus in the mentioned samples. The results of this study provide a clear insight into the presence
of the target virus in the environment in terms of food, from which the possibility of infection
through contact or direct consumption of food could be seen. Identifying the best technique for
RNA isolation is a crucial step and one of the most important elements in detecting and
identifying the SARS-CoV-2 genome. This was achieved by experimenting with four
commercial Kits according to the manufacturer's original protocol and a modified protocol in
the precipitation step in which ethanol and isopropanol were used. The study and the obtained
research results made it possible to identify and determine the most effective kit and protocol
for isolating RNA from samples. In further work, the most effective kit was double-confirmed
in the applicability confirmation phase, after which the kit was used in the next part of the study.
The selected kit was used to isolate RNA from swab samples and ready-to-eat food, and the
polymerase chain reaction method with reverse transcription in real-time (real-time RT-PCR)
was used to detect the presence of the coronavirus and SARS-CoV-2 or viral particles in the
food chain. The final goal of this dissertation is to clarify the possibility that food surfaces or
food consumption can be a vector for SARS-CoV-2 transmission and the probability of such a

situation occurring through the obtained results and a review of the relevant literature. In



addition to testing for the presence of the coronavirus (SARS-CoV-2), all samples were tested
for the presence of microbiological flora. Swab samples were examined for a wider group of
indicator microorganisms (total number of microorganisms, Bacillus cereus/Bacillus spp.,
Enterobacteriaceae, coagulase-positive staphylococci, and molds), and food samples were
examined and evaluated according to the recommendations of the Guide to Microbiological
Criteria for Food (3. amended edition). The results of determining the microbiological
population in the tested samples should be used to verify and determine the possible correlation
between the obtained results. By testing the applicability of the kit, the results showed a
significant proportion of positive samples for SARS-CoV-2 on surfaces that were exposed to
the virus. However, according to the results of the final part of the study, the emphasis was on
examining the presence of viruses in samples that primarily relate to the food chain, specifically
the surface of food packaging, the surface of food, and the food itself in terms of ready-to-eat

food, the virus was not found in these samples.
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1. UvOD

Dana 11. ozujka 2020. Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) proglasila je pandemiju
uzrokovanu novim koronavirusom SARS-CoV-2 (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome
coronavirus 2) i pojavu koronavirusne bolesti - COVID-19. Cinjenica je da se radi o patogenu
koji je uzdrmao svjetsku ekonomiju, a gotovo sve zdravstvene sustave doveo do ruba,
ostavljaju¢i iza sebe milijune smrtnih slucajeva (Dong i sur., 2020; JHU/CSSE, 2023).
Navedeno govori o nuznosti u¢enja i razumijevanja mehanizma djelovanja virusa, kao i
dinamike i nacina $irenja. Dok SZO istice kako se virus moze $iriti iz usta i nosa malim
Cesticama tekuc¢ine (WHO, 2022a), tijekom epidemije SARS-a zabiljezen je izravan kontakt
preko povrsina i fekalni prijenos (Harrison i sur., 2020). SZO isti¢e da je virus SARS-CoV-2
stabilan na +4 °C, bas kao i SARS-CoV i MERS koronavirusi te se ocekuje da ¢e se ponasati
sli¢no kao i njegovi prethodnici. Takoder, opsezne studije potvrduju i jasno pokazuju stabilnost
postojanosti SARS-CoV-2 i drugih koronavirusa u okoliSu, U ovisnosti o razli¢itim povr§inama
i utjecaju klimatskih uvjeta (Aboubakr i sur., 2021; Chan i sur., 2020; Chin i sur., 2020).
Nekoliko radova i preliminarnih studija posebno se usredotocilo na vaznost izolacije i praéenja
pojave virusa u hrani, ali i na stabilnost virusa na povrsini hrane (Han i sur., 2021; Aboubakr i
sur., 2021; Eslami i Jalili, 2020; Rabenau i sur., 2004; Yépiz-Gomez i sur., 2013; SCDC, 2020).
Iako slozeni, nacini prijenosa nisu u potpunosti shvaceni. Postoje naznake da bi kontaminacija
trznice plodovima mora u Wuhanu u Kini mogla biti izvor izbijanja COVID-19 (Yekta i sur.,
2021). Vazno je naglasiti kako ne postoje dokumenti koji jasno definiraju prijenos putem hrane
ili materijala za pakiranje, ali sposobnost virusa da ostane zarazan na tim matricama upozorava
na oprez (Yekta i sur., 2021). S obzirom na to kako SARS-CoV-2 virus ima moguénost
prezivljavanja u iznimno sirokom pH rasponu (3 — 10), jasno je kako je njegovo prezivljavanje
moguce I u vecini prehrambenih proizvoda (Yekta i sur., 2021). Hrana kao jedan od mogucih
vektora prijenosa virusa SARS-CoV-2 predstavljena je i u studiji Huang i sur. (2021). Rijec je
o vrlo iscrpnoj i detaljnoj studiji koja pokazuje da je usna Supljina vazno mjesto za infekciju
SARS-CoV-2 i ukazuje da je slina potencijalni put prijenosa SARS-CoV-2. Dostupna literatura
sugerira provodenje vise ispitivanja kako bi se bolje razumjeli nacini prijenosa, posebice uloga
hrane koja ima potencijal djelovati kao prijenosnik spomenutog virusa (Yekta i sur., 2021).
Nekoliko studija takoder istice da neizravan prijenos iz okruzenja, 0sim bolnica, treba ozbiljno
razmotriti uzimajuéi u obzir postojanost SARS-CoV-2 na razli¢itim povr§inama, kao i relativno

nisku infektivnu dozu i ucestalost bolesti kod ljudi (Duda-Chodak i sur., 2020; Warnes i sur.,



2015; Yekta i sur., 2021). Jedno terensko istrazivanje u maloprodajnom lancu hrane pokazalo
je da je rizik od izlozenosti SARS-CoV-2 nizak ako se primjenjuju preventivne mjere zajedno
s protokolima za dezinfekciju (Singh i sur., 2021). Konkretan naglasak bio je na provodenju i
provedbi mjera socijalnog distanciranja u maloprodajnim trgovinama, provedbi redovitih
rutinskih dezinfekcija prostora, koristenju 0sobne zastitne opreme (OZO) i sustavnom praéenju
zdravlja osoblja u trgovini, odnosno pojacano se pazilo da djelatnici koji imaju bilo kakve
simptome bolesti ostanu kod kuce i da ne borave u prostorima trgovine. Koristenje OZO moglo
bi se smatrati kljuénim za sprjeCavanje virusa da razli¢itim putevima od asimptomatskih ili
presimptomatskih nositelja dospije na povrsine i tako ih kontaminira. Protokoli ¢i$c¢enja,
sanitacije i dezinfekcije najvjerojatnije su glavni uzrok inaktivacije virusa s obzirom na visoku
osjetljivosti virusa na aktivne sastojke sredstava za dezinfekciju. Na iste mjere upucuje i SZO
kroz objavljene smjernice namijenjene subjektima u poslovanju hranom (SPH) (WHO, 2022a).
Vecina istrazivanja od pocetka pandemije bila je usmjerena na obradu klinickih uzoraka za
otkrivanje virusa koji je primarni uzro¢nik bolesti COVID-19. Ve¢inu metoda, kitova i opreme
razvijalo se i optimiralo za obradu te vrste uzoraka kako bi bilo moguce dobiti ¢im brze rezultate
u §to manje vremena i §to je moguce preciznije uz povecanje osjetljivosti metoda. Stoga, vazno
je napomenuti da u vrijeme pripreme i provedbe ovih eksperimenata nije postojao nikakav
standardizirani protokol ili metodologija za otkrivanje SARS-CoV-2 u uzorcima iz okolisa.
Nakon $to se krenulo s planiranjem i razradom dostupnih metoda, a zatim i prvim
uzorkovanjima te obradom uzoraka, u literaturi su se poceli pojavljivati i prvi protokoli
prilagodeni obradi okolisnih uzoraka. S obzirom na tu ¢injenicu koristile su se preporuke
Corman i sur. (2020) koji isticu da bi se ispitivanje uzoraka idealno trebalo provoditi u dva
koraka, odnosno kako bi se trebala dokazati prisutnost najmanje dvije genske sekvence sto i
SZO navodi u svom Vodicu ,,Laboratory testing for coronavirus disease (COVID-19) in
suspected human cases: interim guidance* (WHO, 2020b).

Na temelju navedenog, jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je usporednim testovima ispitati
i dati procjenu najprikladnijeg i najucinkovitijeg od Cetiri odabrana komercijalna kita za
izolaciju RNK iz okolisnih uzoraka, odnosno uzoraka briseva i gotovih jela spremnih za
konzumaciju. Nakon provedene procjene i probira kitova dodatno je ispitana primjenjivost i
prikladnost odabranog izolacijskog kita, ¢ime se osiguralo naju¢inkovitije rjeSenje za daljnje
ispitivanje i otkrivanje SARS-CoV-2. Ispitivanje prisutnosti SARS-CoV-2 planirano je na
Sirokom spektru proizvoda vezanih za lanac hrane, odnosno putem briseva povrsina pakiranja
hrane, povrsina hrane i gotovih jela spremnih za konzumaciju (toplih i hladnih gotovih jela),

dostupnih na hrvatskom maloprodajnom trzistu tijekom pandemije. Dobiveni rezultati
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ispitivanja izuzetih uzoraka trebali bi dati jasan uvid u stvarno stanje prisutnosti virusa SARS-
CoV-2 te ukazati na mogucnost zaraze kontaktom ili izravnom konzumacijom kontaminirane

hrane.



2. OPCIDIO

Postoji veliki broj bolesti uzrokovanih hranom, od onih gdje su uzro¢nici bakterije i njihovi
prenose hranom su virus hepatitisa A (HAV), virus hepatitisa E (HEV) i norovirus (NoV),
enterovirus (EV), ljudski rotavirus (RV), astrovirus, Aichi virus, sapovirus, koronavirus,
parvovirus i ljudski adenovirus (Petrovi¢ i D’ Agostino, 2016). Uz razvoj modernih drustava i
stvaranjem sve vecih urbanih kolektiva javlja se i potreba za kvalitetnom i sigurnom hranom,
vodom i zrakom. Sve troje navedeno esencijalno je za zdrav i kvalitetan zivot ljudi, a nikada
nije bilo izazovnije navedeno i osigurati. Bez obzira na brz i znacajan razvoj svih grana
prehrambene industrije, rizici pri osiguravanju zdravstveno ispravne hrane i vode, unato¢
suvremenim tehnologijama, jos uvijek ostaju stvarna prijetnja i izazov. Stovise, uz razvoj sve
produkata koji se nalaze u okoliSu ili su nusprodukti industrijske proizvodnje, a svoj Stetan
utjecaj na zdravlje imaju upravo preko hrane i vode. Rutinska sustavna (monitoring)
mikrobioloSka kontrola hrane i vode godinama se svodi na ispitivanje bakterijskih patogena, i
to u uzem smislu, dok se uzro¢nicima virusnih bolesti ne daje dovoljno pozornost. Jedan od
boljih pregleda najznacajnijih predstavnika iz grupe virusnih patogena koji se prenose hranom
i vodom te njihove karakteristike sumirali su Hrdy i Vasickova (2022), a rezultati su prikazani
u tablici 1.



Tablica 1. Glavni predstavnici virusa koji se prenose hranom i vodom i njihove karakteristike
(Hrdy i Vasickova, 2022)

Genom Obitelj Virusi Klini¢ki simptomi Infgl;’;g/na

dsDNA | Adenoviridae adenovirus 40 1 41 | povracéanje, proljev | —

ssSDNA | Parvoviridae parvovirus B19 povracanje, proljev | —

Polyomaviridae | JC polyomavirus | neuroloski >1x10°,

simptomi TCIDso, 2 pfp

dsRNA | Reoviridae rotavirus A G3 i povracanje, proljev | <100 Cestica ili

G9 <1 ffu

+sSRNA | Astroviridae human astrovirus 1 | povraéanje, proljev | —

Caliciviridae norovirus povracanje, proljev | 1 — 100 cestica,
(Norwalk), 18 HIDso
sapovirus

Coronaviridae human torovirus, | povracanje, -
SARS-CoVhb, proljev, bolest
SARS-CoV-2b* di$nog sustava

Flaviviridae virus krpeljnog bolest sli¢na gripi, | —
encefalitisa osip

Hepeviridae hepatitis E virus hepatitis -

Picornaviridae enterovirus A 71, | hepatitis, proljev, 10 - 100 Cestica,
hepatitis A virus, | osip, neuroloski 0,1 g stolice za
antivirus A simptomi HAV

-sSRNA | Orthomyxoviridae | virus influenze bolest sli¢na gripi, | 0.6-3 TCIDso
proljev

Paramyxoviridae | virus Nipah bolest sli¢na gripi, | —

neuroloski
simptomi

Kratice: ffu: engl. focus forming units; TCIDso: 50 % infektivna doza kulture tkiva (engl. tissue
culture infective dose); HIDso: 50 % doza zarazna za ljude (engl. human infectious dose); pfp:
Cestice koje stvaraju plak (engl. plaque forming particles); *: mogucnosti infekcije putem hrane

i vode jos uvijek pod revizijom; —: podaci nedostupni/nepoznati

Zadnjih nekoliko godina sve viSe pitanja Se postavlja u smjeru virusnih patogena te ih se ¢esto
istie kao vazne uzro¢nike infekcija povezanih s potencijalno kontaminiranom hranom i vodom
(Hiscott i sur., 2020; Rajapaksha i sur., 2019; Hrdy i Vasickova, 2022; Han i sur., 2021). U
zajednickom znanstvenom izvjeséu Organizacije za prehranu i poljoprivredu pri Ujedinjenim
narodima i SZO su jo§ 2008. godine istaknuli pojedine kombinacije virusa i hrane te ih
okarakterizirali kao prioritet u sprje¢avanju pojavnosti bolesti. Posebno su istaknuti norovirus

(NoV) i virus hepatitisa A (HAV) u Skoljkama, svjezim/sirovim proizvodima Kkoji su



namijenjeni za konzumaciju sirovi i pripremljena hrana spremna za konzumaciju (engl. ready-
to-eat; RTE) (WHO/FAO, 2008). RTE hrana koja je povezana s incidentima virusnih bolesti
koje se prenose hranom ukljuéuje sirovu ili kuhanu hranu kojom se dodatno rukuje, a koja se

posluzuje hladna ili na sobnoj temperaturi.

Do sada nisu pronadeni dokazi da je put prijenosa virusa SARS-CoV-2 konzumacija gotove
hrane $to potvrduju brojne studije i procjene rizika (Han i sur., 2021; Bosch i sur., 2018;
Herstein i sur., 2021; EFSA, 2020; FDA, 2023; ANSES, 2020; FSA, 2020; FSANZ, 2021).
Medutim prijenos virusa putem kontakta s povr§inama kontaminiranim virusom SARS-CoV-2
jos uvijek nije razjaSnjen. Takvo stanje ukazuje na potrebu provedbe ovakvih studija, ali i
opc¢enito vise ucenja i razvoja metoda izolacije virusa iz okoliSa, s posebnom paznjom na zalihe

vode 1 na hranu op¢enito.

2.1 Koronavirusi

2.1.1 Kilasifikacija koronavirusa

Koronavirusi (CoV) pripadaju obitelji Coronaviridae, redu Nidovirales i rodu Coronavirus, a
opcenito su kategorizirani u Cetiri vazna roda koji ukljucuju alfakoronaviruse, betakoronaviruse,
gamakoronaviruse i deltakoronaviruse prvenstveno grupirane na temelju serologije i
filogenetske klasterizacije (podjele na temelju staniSta/genetske povezanosti) (Pal i sur., 2020).
Grupa RNK virusa klasificirana je u tri reda koji ukljucuju red Nidovirales, a koji se nadalje
klasificiraju u Cetiri porodice: Coronaviridae, Arteriviridae, Mesoniviridae i Roniviridae.
Porodica Coronaviridae dalje se dijeli na dvije potporodice: Coronavirinae i Torovirinae.
Potporodica Coronavirinae ukljucuje Cetiri roda virusa (Fehr i Perlman, 2015). Detaljna
klasifikacija zajedno s podrijetlom SARS-CoV-2 prikazana je naslici 1.
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Slika 1. Klasifikacija RNK skupine virusa i porijeklo SARS CoV-2 (Pal i sur., 2020).

Najnoviji otkriveni ¢lan koronavirusa koji moze zaraziti ljude identificiran je u gradu Wuhanu
u Kini i sluzbeno je nazvan SARS-CoV-2. Prema Medunarodnom odboru za taksonomiju virusa
novootkriveni virus smatra se jedinstvenim sojem virusa za koje dosad nije uoceno da ima
sposobnost zaraze ljudi (Pal i sur., 2020).

Koronavirusi imaju moguc¢nost iznimne prilagodljivosti domacinu te su zbog toga Siroko
rasprostranjeni medu razli¢itim zivotinjskim vrstama poput maskiranih palminih cibetki,
miSeva, pasa, macaka, deva, svinja, kokosi i §iSmisa koji su njihov najve¢i prirodni rezervoar,
ali i medu ljudima kod kojih moze uzrokovati razvoj teske bolesti (Pal i sur., 2020; Cui i sur.,
2019). 1z epidemioloske tocke gledista, koronavirusi ¢ine najvecu skupinu virusa uzroénika
respiratornih i gastrointestinalnih infekcija.

Morfoloski gledano, koronavirusi su obi¢no sfernog oblika ili pleomorfni, duljine izmedu 80 i
160 nm. Imaju mali genom veli¢ine 27 — 32 kilobajta (kB) s jedinstvenom strategijom

replikacije (Sahin, 2020). Omotani su ovojnicom koja se u elektronskim mikrografima formira
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kao zaseban par elektronski gustih ljuski (Neuman i sur., 2006; Fehr i Perlman, 2015). Ovojnica
je sacinjena od lipidnog dvosloja na kojem su usidreni strukturni proteini na peplomerima (S),
ovojnica (E) i membrana (M) (Lai i Cavanagh, 1997). Nadalje, ispod ovojnice je nukleokapsida
formirana od visestrukih kopija nukleokapsidnog (N) proteina koji su vezani za jednolancani
RNK genom (Fehr i Perlman, 2015; Chang i sur., 2014). Ovojnica lipidnog dvosloja,
membranski proteini i nukleokapsida imaju ulogu zastite virusa kada se nalazi izvan domacina
(Neuman i sur., 2011). Imaju nesegmentiranu, jednolananu ribonukleinsku kiselinu u
pozitivnom smislu (+ssRNA) kao svoj nuklearni materijal (Tombuloglu i sur., 2021).
Koronavirusi su ime dobili po izbo¢enim oligomerima $iljastog glikoproteina (S) koji tvore
koronarni rub oko viriona, $to se posebno dobro vidi na prikazu elektronskim mikroskopom
gdje se vidi karakteristican izgled koji podsjeca na krunu (Ksiazek i sur., 2003; Lai i Cavanagh,
1997). Nukleoproteinske molekule (N) i pozitivno-lanéani genom ¢{ine jezgru
ribonukleoproteina (RNP), a glavna komponenta virusne membrane je troprolazni
transmembranski matri¢ni glikoprotein (M) koji je bitan za sastavljanje virusa (Lai i Cavanagh,
1997).

2.1.2 Koronavirusi s epidemioloskim znacajem za ljude u odnosu s novootkrivenim virusom
SARS-CoV-2

Virus koji je izoliran iz prvih bioloskih uzoraka nakon identifikacije i sekvenciranja cijelog
genoma svrstan je u jedan od Cetiri roda (alfa-, beta-, gama- i delta-) koronavirusa, to¢nije u
betakoronaviruse (B-CoV ili beta-CoV) u koje pripadaju dva epidemioloski najznacajnija
koronavirusa za ljude. Prvi je virus uzroénik teskog akutnog respiratornog sindroma (engl.
Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS-CoV-1) porijeklom iz Kkineske pokrajine
Guangdong, a drugi je virus uzro¢nik bliskoisto¢nog respiratornog sindroma (engl. Middle East
Respiratory Syndrome, MERS-CoV) porijeklom iz Saudijske Arabije (Zhu, i sur., 2020;
Anelich i sur., 2020).

Pregledom dostupne literature Rajpal i sur. (2022) sazeli su sve koronaviruse znacajne za ljude,
isticu¢i kako je identificirano sedam ljudskih koronavirusa (HCoV), od prvih izoliranih
sredinom 1960-ih pa sve do danas. Virusi HCoV-OC43 i HCoV-HKUL pripadaju
betakoronavirusima linije A, dok su HCoV-229E i HCOV-NLG63 alphakoronavirusi. Zaklju¢eno
je kako ovi koronavirusi pripadaju u uzro¢nike obiéne prehlade i blagih infekcija gornjih disnih
puteva. S druge su strane, betakoronavirusi linija B i C linija (uklju¢uju¢i SARS-CoV i MERS-

CoV), znacajno Vvirulentniji virusi koji uzrokuju teske respiratorne probleme i koji mogu dovesti
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do epidemija, $to se ponovno potvrdilo kroz ovu aktualnu pandemiju. Popis najznacajnijih

HCoV-a s njihovom prevalencijom, infektivnosti i receptorima prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Ljudski koronavirusi: prevalencija, infektivnost i receptori Rajpal i sur. (2022)

Posredni Razina Stopa

Koronavirus |Godina :;i,;c;g?,i domadin bolesti Broj zaraZenih| -~ . Receptori
ljudska
I2—|2C;0Ev- 1960. [Si¥mis (Ij)er\c/)énedarne Blaga [15—30 % - |aminopeptidaza
N (hAPN)
HCov- & 0 O-acetilirana
0C43 1960. [Stakor |Govedo Blaga [15-30% " kijalicna kiselina
HCov- i :x (Neidentificiran 0
NL63 2004. [SiSmi$ 0 Blaga [15-30% - |ACE2
HCov- & Neidentificiran 0 O-acetilirana
Hkui  [P005- Stakor Blaga 15-30% " sijalina kiselina
SARS- 2002. —|x.. .. | . Akutna, 0
CoV b003. SiSmis§ |Civet macka fatalna |~ 8 000 ~10% |ACE2
di-peptidil
MERS- |Od Simis Dromedarne  |Akutna, ~ 1700 ~ 36 % peptidaza 4
CoV 2012. — deve fatalna
(DPP4)
o ACE2 i
SARS- |Od .. .. |Ljuskavci Akutna, Vise od 650 transmembransk
Sismi$ : milijuna (na B3-5% :
CoV-2 2019. — (Pangolin) fatalna dan 5.5.2023.) a serin proteaza 2
- ' (TMPSSR?2)

Prvi betakoronavirus koji je uzrokovao globalno zna¢ajnu pandemiju bio je SARS-CoV pred
kraj 2002. godine, dok podaci o smrtnosti variraju od 7 — 15 % (Anderson i sur., 2004; Anelich
i sur., 2020). Pandemija je stavljena pod kontrolu ve¢ do ljeta 2003. godine te od 2004. nije
zabiljeZen niti jedan novi slu¢aj SARS-a (Peeri i sur., 2020). Ukupan broj zarazenih osoba bio
je 8096 (WHO, 2023). Za drugi slucaj globalne pandemije zasluzan je MERS-CoV koronavirus
koji se pojavio 2012. godine, a koji je i danas aktivan s 2 600 potvrdenih zarazenih osoba i
smrtnosti od 34 — 36 % (ECDC, 2021; Anelich i sur., 2020; WHO, 2022).

Ono §to SARS-CoV-2 razlikuje od prethodnika jest visok stupanj zaraznosti koji se izrazava
osnovnim reprodukcijskim brojem (Ro). Taj broj se naziva i osnovni omjer, stopa reprodukcije
ili osnovna reproduktivna stopa, a predstavlja oblik epidemioloske mjerne jedinice koja se
koristi za opisivanje zaraznosti ili prenosivosti zaraznih agenasa. Na Ro utjecu brojni bioloski,
druStveno-bihevioralni 1 okoliSni ¢imbenici koji uvjetuju prijenos patogena. Za izracun se
koriste razli¢ite vrste slozenih matemati¢kih modela zbog kojih se Ro ¢esto moze pogresno
prikazati, pogresno protumaciti i pogresno primijeniti (Delamater i sur., 2019). Reprodukcijski
broj SARS-CoV-2 je prema Sanche i sur. (2020) bio 5.7, dok se prema Anelich i sur. (2020)
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kretao izmedu 2 — 3. Za usporedbu Ro vrijednost za iznimno smrtonosan MERS-CoV je prema
Anelich i sur. (2020) u pocetku pandemije bila iznad 2 da bi se kasnije stabilizirala oko 0.45, a
prema Cauchemez i sur. (2014) Ro se kretao izmedu 0.8 — 1.3. Svi ovi podaci potvrda su koliko
je vazno pokusati spoznati sve mogucénosti prijenosa ukljucujuci i prijenos kontaktno preko
povrsina hrane ili ingestijom hrane, a iz aspekta ovog rada posebno preko povrsine ambalaze

hrane.

S obzirom na navedene Cinjenice, realno je u buduénosti ocekivati kako ¢e se ovjecanstvo,
prije ili kasnije, suo€iti s jo§ znacajnijim virusom koji ¢e imati pribliznu patogenost MERS-a i

potencijal Sirenja SARS-CoV-2 ili ¢ak vecu.

2.2 Moguénosti Sirenja koronavirusa SARS-CoV-2 putem hrane

Prvi slucajevi zaraze koronavirusom SARS-CoV-2, iako sluzbeno nisu potvrdeni, povezivali
su se s konzumacijom tradicionalne juhe od $iSmiSa, a mnoga Zari$ta vezala su se za takozvane
mokre trznice i skladiSta hranom, odnosno hladne lance u transportu hranom. Uz tu primarnu
tezu ,,prvog slucaja“ prelaska virusa na ljude, alternativna teza koju zagovaraju i kineske vlasti
jest da je virus importiran u Kinu i to putem transporta smrznute hrane (Han i sur., 2021).
Unatoc¢ tome $to se radi o primarno respiratornom virusu, a uzimajuci u obzir ¢injenice kako
obje teze ukljucuju hranu kao put prijenosa virusa, indikativno je kako hrana mozda ima vecu
ulogu nego se to prvotno mislilo. Virus je veé napravio veliki skok sa Zivotinjskih vrsta na ljude,
a pitanje je hoce li i kada napraviti manji skok s jednog primarnog sustava organa na druge. Ili
¢e se mozda dogoditi pojava potpuno novog virusa sa slicnom dinamikom S§irenja, a tada ¢e

ovakva istrazivanja biti od velikog znacaja.

Prema radu Huang i sur. (2021) pokazalo se da je usna Supljina potencijalno vazno mjesto za
infekciju SARS-CoV-2 te da virus moze inficirati zlijezde slinovnice i sluznicu usne Supljine,
$to upucuje da je slina potencijalni put prijenosa SARS-CoV-2. Cak je i Europska agencija za
sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA) zakljucila kako su nova in vitro
ispitivanja (koriStenjem stani¢nih kultura i organoida) pokazala moguénost crijevne infekcije
SARS-CoV-2 (Cheung i sur., 2020; EFSA, 2023; Guo i sur., 2021). Ipak, EFSA naglasava da
je glavni put prijenosa SARS-CoV-2 s osobe na osobu, uglavnom putem respiratornih kapljica
koje zarazene osobe kisu, kaslju ili izdiSu (respiratorni put) te kako nema dokaza da hrana

predstavlja rizik za javno zdravlje u odnosu na SARS-CoV-2.
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SZO u svom znanstvenom izvjestaju takoder navodi kako "Postoje dokazi da infekcija COVID-
19 moze dovesti do crijevne infekcije i biti prisutna u fecesu." (WHO, 2020c). Ipak se naglasava
kako do sada takav put prijenosa nije potvrden. Vazno je biti svjestan ¢injenice da disni sekret
ili kapljice zarazenih ljudi mogu kontaminirati povrsine i predmete. Ovisno o ambijentalnom
okruzenju i vrsti povrSine virus SARS-CoV-2 moze biti prisutan na tim povrSinama u
razdobljima u rasponu od nekoliko sati do nekoliko tjedana, a u idealnim uvjetima ocuvanja i
do nekoliko mjeseci. Kao rezultat moze se dogoditi neizravan prijenos preko povrsina, odnosno
preko predmeta kontaminiranih virusom, a zatim dodirom usta, nosa ili o¢iju. S obzirom na
kontinuirano otkrivanje kontaminacije okolisa u podru¢ju 0ko zaraZzenih i oboljelih osoba te na
¢injenicu da se drugi koronavirusi i respiratorni virusi mogu prenijeti na ovaj nacin, SZO u
jednom od svojih izvjestaja istiCe kako se prijenos preko kontaminiranih povrSina smatra
vjerojatnim oblikom prijenosa za SARS-CoV-2 (WHO, 2020c, 2020d). U prilog tome idu i
neobjavljeni rezultati studije provedene u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo “Dr. Andrija
Stampar”. U studiji se pratila kontaminacija povrsina u prostorima (karanteni) u kojima su
boravile osobe kojima je dokazana bolest COVID-19 s blagim simptomima ili bez izrazenih
simptoma. Rezultati su pokazali kako su virus SARS-CoV-2, ili njegovi fragmenti, prisutni na
preko 30 % ispitanih povrsina. Postavlja se pitanje kakvi bi u¢inci bili ako bi takve osobe radile
u pripremi ili u prometu s hranom. Han i sur. (2021) u svom radu prikazuju niz zarista koja su
se razvila u restoranima, hladnjatama, skladistima hranom i trznicama gdje je gotovo uvijek u
pozadini bio hladni lanac koji virusu omogucava znatno dulje prezivljavanje, a kod ostalih
koronavirusa (ukljucuju¢i SARS-CoV-1) ¢ak do 49 dana. Druga studija potvrdila je kako je
virus izoliran 1 nakon 28 dana na 20 °C s uobicajenih povrSina kao §to su staklo, nehrdajuci
Celik te papirnate i polimerne novcanice S napomenom kako je pocetno virusno optereéenje bilo
jednako najvisim titrima izoliranima kod zaraznih pacijenata (Riddell i sur., 2020). Treba
napomenuti kako je u istoj studiji u nekoliko primjera s drugim povrSinama, zarazni virus
prezivio manje od 24 sata pri 40 °C. Iz rezultata navedene studije ponovno se moze vidjeti kako
je vazno na kakvim povr§inama se virus izvorno nalazi i koliko te povrSine mogu utjecati na

njegovo preZivljavanje i zaraznost.
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2.3 lzolacija i detekcija virusa SARS-CoV-2

Trenutno su na trzistu dostupni brojni komercijalni kitovi za izolaciju RNK kao i brojni kitovi
za otkrivanje razlicitih genomskih sekvenci nukleotida virusa SARS-CoV-2, odnosno pojedinih
proteina. Najcesce su to ORF1ab poliprotein (P, 7 096 aminokiselina), glikoprotein siljka (S,
1 273 aminokiseline), protein nukleokapside (N, 419 aminokiselina), protein ovojnice (E, 75
aminokiselina) i membranski protein (M, 222 aminokiseline), a preporuka je provesti
ispitivanje 1 potvrdu vise genskih skupina (Khan i sur., 2020; Liu i sur., 2020; WHO, 2020b).
Vizualizacija genoma SARS-CoV-2 virusa i polozaj navedenih genskih sekvenci prikazani su
na slici 2 (Kubina i Dziedzic, 2020).

e glikoprotein 3iljka (S)
protein nukleokapside (N)
membranski protein (M)

protein ovojnice (E)

ssRNA (+sense, 29903 kb ukupne duljine)

1 5,0'00 10,(;00 15,500 20,'000 25,'000 30,'000 35,004
SARS-CoV-2 ORF1a
51 | I N | il B 73’
1
| [ ] L 31672
[_Bctpro [ Rdrp ORF2-ORF10

Slika 2. Vizualizacija genoma SARS-CoV-2 virusa i polozaj pojedinih genskih sekvenci
(Kubina i Dziedzic, 2020).

Ono $§to se pokazalo kao dodatni problem pri izolaciji RNK jest obrada uzoraka na nacin koji
bi osigurao maksimalan oporavak (engl. recovery) virusnih ¢estica iz uzorka, obzirom da se u
takvim uzorcima virusne Cestice nalaze u relativno malim koli¢inama, ¢esto na granici detekcije
metode. Za razlicite ciljane gene i razliCite komercijalne kitove obi¢no su i razli¢ite granice
detekcije. Primjerice, proizvodac kitova za otkrivanje SARS-CoV-2 gena koriStenih za potrebe

ovog rada procijenio je osjetljivost kitova kroz provedbu analize granice detekcije (engl. Limit
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of Detection; LOD) te je za prvi kit koji je koristen za probir, VIRSeek SARS-CoV-2 Screen,
utvrdena granica detekcije od dvije kopije po reakciji, a za drugi potvrdni kit, VIRSeek SARS
CoV-2 Ident utvrdena granica detekcije od pet kopija po reakciji (Eurofins, 2020a). Kroz rad s
razli¢itim komercijalnim kitovima za izolaciju RNK ispostavilo se da kitovi mogu dati bolje ili
losije rezultate, odnosno razli¢it prinos RNK ovisno o koristenju etanola, izopropanola ili nekog
drugog alkohola u koraku koncentriranja. U dijelu ovog rada posebna paznja posvetila se
usporednom ispitivanju kontrolirano kontaminiranih uzoraka kako bi se izdvojio naju¢inkovitiji
protokol za provedbu izolacije RNK iz prikupljenih uzoraka. Nakon izolacije RNA slijedi
ispitivanje prisutnosti ciljanog analita metodom lan¢ane reakcije polimerazom s reverznom
transkripcijom u stvarnom vremenu (real-time RT-PCR), odnosno otkrivanje prisutnosti
koronavirusa i potencijalne prisutnosti SARS-CoV-2 virusa na pakiranjima hrane, na i u hrani,
a na osnovu dobivenih rezultata ispitivanja utvrdivanje znacajnosti hrane kao vektora za

prijenos koronavirusa.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Materijali

Za ispitivanje prisutnosti virusa SARS-CoV-2 u lancu hrane bilo je potrebno procijeniti i
odabrati najprikladnije uzorke, izdvojiti naju¢inkovitiji Kit za izolaciju virusne ribonukleinske
kiseline (RNK) kroz procjenu izvedbenih karakteristika izabranih komercijalno dostupnih
izolacijskih kitova i provesti ispitivanja kitovima prikladnim za otkrivanje virusa SARS-CoV-
2. Uzorci planirani za ispitivanje prisutnosti virusa u lancu hrane podijeljeni su u dvije skupine.
Prvu skupinu ¢ine okoli$ni uzorci, odnosno dvije podskupine - brisevi povrSina ambalaznog
materijala pakiranja hrane i brisevi direktnih povrSine hrane. Drugu skupine uzoraka Cine
takoder dvije podskupine gotovih jela spremnih za konzumaciju - topla gotova jela ¢uvana na

temperaturama > 65 °C 1 hladna gotova jela (salate) cuvana na temperaturama < 8 °C.

3.1.1 Uzorci

Uzimajuéi u obzir dosada$nja ispitivanja i iskustvo ste¢eno u dugogodiSnjem radu na kontroli
kvalitete i zdravstvene ispravnosti prostora, pribora, opreme i djelatnika u pripremi i prometu
hranom te namirnica prema razli¢itim mikrobioloskim kriterijima, odabrani su i uzorkovani
uzorci obje spomenute skupine uzoraka. Uzorci briseva uzeti su u hladnjaci i zamrzivac¢u
velikog trgovackog centra. lzuzeti su povrsinski brisevi uzoraka hrane (N = 60), tvornicki
zapakirane i nepakirane, svjeze (Cuvane na 4 °C) i smrznute (¢uvane na -20 °C) hrane, uvoznog
i domaceg porijekla. Povrsinski uzorci uzeti su pomocu plasti¢nih $tapica sa sintetickim vrhom,
prethodno namocenih u sterilnu otopinu — fosfatni pufer (PBS). Preporucena povrsina brisanja
je 25 — 100 cm?, ali gdje god je to bilo moguce uzeta je povrsina od priblizno 100 cm? kako bi
se povecala moguénost otkrivanja virusa.

Uzorci gotovih jela (N = 40), to¢nije 18 hladnih i 22 topla gotova jela, izuzeti su iz toploteka
nekoliko razli¢itih trgovackih centara. Naime, u odjelima toploteka hrana se nalazi u rinfuzi i
najcesce su posude u kojim se hrana cuva otvorenog tipa te je hrana dodatno izlozena vanjskoj
kontaminaciji dodirom, kasljanjem, kihanjem i curenjem nosa. Uzorkovano je priblizno 200
g/mL gotovih jela po uzorku.

Sa svih povrSina uzoraka hrane i povrsina pakiranja hrane uzorak brisa uzet je in situ, dok su
uzorci toplih i hladnih gotovih jela uzorkovani u sterilne PVC spremnike. Svi uzorci pazljivo
su oznaceni nakon ¢ega su odmah transportirani u prijenosnim hladnjacima s ledenim uloscima
u laboratorij na analizu. Uzorci briseva i hrane transportirani su i ¢uvani na 5 °C + 3 °C.
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3.1.2 Kitovi za izolaciju RNK

e Absolutely RNA Miniprep kit (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)

e RealLine Extraction 100 kit (Bioron Diagnostics GmbH, Romerberg, Njemacka)

¢ VIRSeek RNAEXxtractor kit (Eurofins GeneScan Technologies GmbH, Freiburg,

Njemacka)
e QlAamp Viral RNA Mini kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Njemacka).

3.1.3 Kitovi za detekciju koronavirusa/SARS-CoV-2/MNV

e VIRSeek SARS-CoV-2 Screen (Eurofins GeneScan Technologies GmbH, Freiburg,

Njemacka)
e VIRSeek SARS-CoV-2 Ident 2 (Eurofins GeneScan Technologies GmbH, Freiburg,

Njemacka)
e VIRSeek SARS-CoV-2 Mplex (Eurofins GeneScan Technologies GmbH, Freiburg,

Njemacka)

e VIRSeek Murine Norovirus (Eurofins GeneScan Technologies GmbH, Freiburg,

Njemacka).

3.1.4 Hranjive podloge i diluenti

a) Osnovni diluent — puferirana peptonska voda (PPV) sastava: pepton 10,0 g, natrijev
klorid 5,0 g, dinatrijev hidrogenfosfat dodekahidrat (Na2HPO4-12H20) 9,0 g, kalijev
dihidrogen fosfat (KH2PO4) 1,5 g, voda 1 000 mL. Priprema: sve komponente otopljene

su u vodi, a pH podesen na 7,0 £ 0,2 pri 25 °C.

b) Podloge za dokazivanje Salmonella spp.

Rappaport-Vassiliadis soja bujon (RVS) sastava: enzimatski hidrolizat soje 5 g,
natrijev klorid 8 g, kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) 1,4 g, dikalijev hidrogen
fosfat (K2HPOQO4) 0,2 g, bezvodni magnezijev klorid MgCl2, malahit zeleni oksalat
0,4 g, voda 1 000 mL. Priprema: sve komponente otopljene su u kipuc¢oj vodi, a pH
podesen na 5,2 + 0,2 pri 25 °C. Nakon pripreme, bujon je steriliziran 15 minuta u

autoklavu postavljenom na 115 °C i skladisten u sterilnim epruvetama od 10 mL.
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Muller-Kauffmann tetrationat-novobiocin bujon (MKTTn ) sastava: mesni ekstrakt
4,3 g, enzimatski hidrolizat kazeina 8,6 g, natrijev klorid 2,6 g, kalcijev karbonat
(CaCOs3) 38,7 g, natrijev tiosulfat x 5 H,O 47,8 g, volova Zu¢ za bakteriolosku
upotrebu 4,78 g, brilliant green 9,6 mg, novobiocin natrijeva sol 0,04 g, voda 1 000
mL. Priprema: sve komponente otopljene su u vodi i kratko zagrijane do vrenja.
Nakon hladenja dodano je 20 mL otopine joda i kalijevog jodida. Tijekom pripreme
bujon je asepticki rasporeden u epruvete od 10 mL te je mutan i karakteristicno
zelene boje s bijelim talogom (kalcijev karbonat). Vrijednost pH na 25 °C u rasponu
jeod 7,8 —8,2.

Ksiloza lizin deoksikolatni agar (XLD) sastava: ekstrakt kvasca 3,0 g, natrijev
klorid (NaCl) 5,0 g, ksiloza 3,75 g, laktoza 7,5 g, saharoza 7,5 g, L-lizin hidroklorid
5,0 g, natrijev tiosulfat 6,8 g, zeljezo (111) amonijev citrat 0,8 g, fenol crveno 0,08
g, natrijev deoksikolat 1,0 g, agar 14 g, voda 1 000 mL. Priprema: sve komponente
otopljene su u vodi uz zagrijavanje i ¢esto mijeSanje, do kljucanja. Vrijednost pH
podesen je na 7,4 £ 0,2 pri 25 °C. Medij je razliven u sterilne Petrijeve zdjelice te
c¢uvanna 5 °C.

Salmonella-Shigela agar (SS) sastava: mesni ekstrakt 5,0 g, pepton 5,0 g, laktoza
10,0 g, volova zu¢ 8,5 g, natrijev citrat 10,0 g, natrijev tiosulfat 8,5 g, Zeljezo citrat
1,0 g, brilliant green 0,3 mg, neutralno crvena 25 mg, agar 15 g, voda 1 000 mL.
Priprema: sve komponente su otopljene u vodi zagrijavanjem, uz cesto mijesanje,
do kljuc¢anja. Medij je ohladen do 50 °C i razliven u sterilne Petrijeve zdjelice.
Cuvano na 5 °C.

Biokemijski test u nizu API 20 E (bioMérieux SA, Marcy-I Etoile, Francuska).

¢) Podloge za dokazivanje Listeria monocytogenes/Listeria spp.

Otopina litijeva klorida sastava: litijev klorid 3,0 g, voda 10 mL.

Otopina natrijeve soli nalidiksi¢ne kiseline sastava: natrijeva sol nalidiksi¢ne
kiseline 0,1 g, natrijev hidroksid, 0,05 mol/l otopina 10 mL.

Otopina akriflavin hidroklorida sastava: akriflavin hidroklorid 0,25 g, voda 100 mL.
Otopina amonijeva zeljezo (I11) citrata sastava: amonijev Zeljezo (I11) citrat 5,0 g,
voda 100 mL.

Otopina nalidiksi¢ne kiseline sastava: natrijeva sol nalidiksi¢ne kiseline 0,02 g,

natrijev hidroksid (0,05 mol/l) 5 mL.
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Otopina ceftazidima sastava: ceftazidim 0,02 g, voda 5 mL.

Otopina polimiksina B sastava: polimiksin B sulfat 76 700 1U, voda 5 mL.
Otopina cikloheksimida sastava: cikloheksimid 0,05 g, etanol 2,5 mL, voda 2,5 mL.
Dodatak sastava: 2 g |-a-fosfatidilinozitola otopljeno je u 50 mL vode uz mijesanje
oko 30 minuta, dok se nije dobila homogena suspenzija. Autoklavirano na 121 °C
15 minuta i ohladeno na 47 °C — 50 °C.

Selektivni primarni medij za obogacivanje - Half-Fraser bujon sastava: enzimatski
hidrolizat zivotinjskih tkiva 5,0 g, enzimatski hidrolizat kazeina 5,0 g, mesni
ekstrakt 5,0 g, ekstrakt kvasca 5,0 g, natrijev klorid 20,0 g, dinatrijev hidrogenfosfat
dihidrat 12,0 g, kalijev dihidrogenfosfat 1,35 g, eskulin 1,0 g, voda 1 000 mL.
Priprema: sve komponente otopljene su u vodi uz zagrijavanje, a pH podesen je
tako da je nakon sterilizacije bio 7,2 £ 0,2 na 25 °C. Nakon pripreme, medij je
stavljen u tikvice odgovarajuceg kapaciteta nakon ¢ega je steriliziran 15 minuta u
autoklavu na 121 °C. Otopina litijeva klorida i otopina nalidiksi¢ne kiseline dodane
su bazi prije autoklaviranja, a ostale otopine neposredno prije koristenja medija.
Selektivni sekundarni medij za obogacivanje - Fraser bujon sastava: enzimatski
hidrolizat Zzivotinjskih tkiva 5,0 g, enzimatski hidrolizat kazeina 5,0 g, mesni
ekstrakt 5,0 g, ekstrakt kvasca 5,0 g, natrijev klorid 20,0 g, dinatrijev hidrogenfosfat
dihidrat 12,0 g, kalijev dihidrogenfosfat 1,35 g, eskulin 1,0 g, litijev klorid 3,0 g,
natrijeva sol nalidiksi¢ne kiseline 0,02 g, voda 1 000 mL. Priprema: sve
komponente otopljene su u vodi uz zagrijavanje, a pH je podesen tako da nakon
sterilizacije bio 7,2 £ 0,2 pri 25 °C. Nakon pripreme medij je stavljen u tikvice
odgovarajuceg kapaciteta nakon cCega je steriliziran 15 minuta u autoklavu na
121 °C. Neposredno prije upotrebe, u svaku epruvetu (volumena od 10 mL) baze
dodano je 0,1 mL otopine akriflavin hidroklorida i otopine amonijevog zeljezo (1)
citrata i lagano promijesano.

Listeria agar prema Ottaviani i Agosti sastava osnovnog medija: enzimatski
hidrolizat zivotinjskih tkiva 18,0 g, enzimatski hidrolizat kazeina 6,0 g, ekstrakt
kvasca 10,0 g, natrijev piruvat 2,0 g, glukoza 2,0 g, magnezijev glicerofosfat 1,0 g,
magnezijev sulfat (bezvodni) 0,5 g, natrijev klorid 5,0 g, litijev klorid 10,0 g,
dinatrijev hidrogenfosfat (bezvodni) 2,5 g, 5-bromo-4-kloro-3-indolil-R-d-
glukopiranozid 0,05 g, agar 15,0 g, voda 1 000 mL. Priprema: sve komponente

otopljene su u vodi uz zagrijavanje. Vrijednost pH nakon sterilizacije bila je 7,2 £
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0,2 pri 25 °C. Potpuni medij dobio se mijesanjem 930 mL osnovnog medija
otopljenog na 47 °C — 50 °C, a uz temeljito mijesanje dodano je 5 mL otopine
nalidiksi¢ne kiseline, 5 mL otopine ceftazidima, 5 mL otopine polimiksina B, 5 mL
otopine cikloheksimida i 50 mL dodatka, a pH cjelokupnog medija bio je 7,2 + 0,2
pri 25 °C. U svaku Petrijevu zdjelicu razliveno je 18 mL — 20 mL svjeze
pripremljenog cjelovitog medija koji je zatim ostavljen da se stvrdne.

e PALCAM Listeria selektivni agar sastava: pepton 23,0 g, Skrob 1,0 g, natrijev
klorid 5,0 g, D-manitol 10,0 g, amonijev fericitrat 0,5 g, eskulin 0,8 g, glukoza 0,5
g, litijev klorid 15,0 g, fenol crveno 0,08 g, agar 13,0 g, voda 1 000 mL. Priprema:
sve komponente otopljene su u vodi, pH je podesen na 7,0 + 0,2 na 25 °C. Medij je
steriliziran 15 minuta u autoklavuna 121 °C, ohladen na 50 °C, nakon ¢ega je dodan
otopljeni sadrzaj 2 bo¢ice PALCAM Listeria selektivnog dodatka.

e Biokemijski test u nizu API Listeria (bioMérieux SA, Marcy-I Etoile, Francuska).

d) Podloga za odredivanje hemoliticke aktivnosti — krvni agar (KA) sastava: enzimatski
hidrolizat zivotinjskih tkiva 15,0 g, jetreni hidrolizat 2,5 g, ekstrakt kvasca 5,0 g,
natrijev klorid 5,0 g, agar 14,0 g, voda 1 000 mL. Priprema: sve komponente otopljene
su u vodi, a pH podesen na 7,2 + 0,2 pri 25 °C. Medij je razliven u sterilne Petrijeve

zdjelice i ¢uvan na 5 °C.

e) Podloga za odredivanje ukupnog broja mikroorganizama — Plate Count Agar (PCA)
sastava: enzimatski hidrolizat kazeina/tripton 5,0 g, ekstrakt kvasca 2,5 g, glukoza 1,0
g, agar 14,0 g, voda 1 000 mL. Priprema: sve komponente otopljene su u kipucoj vodi
uz Cesto mijesanje i sterilizirane 15 minuta u autoklavu postavljenom na 121 °C, dok je

pH podesen izmedu 6,8 — 7,2 pri 25 °C.

f) Podloge za brojanje i potvrdu Enterobacteriaceae
e VRBG (Violet Red Bile Glucose) agar sastava: enzimatski hidrolizat zivotinjskih
tkiva 7 g, ekstrakt kvasca 3 g, natrijev klorid 5 g, zu¢ne soli 1,5 g, glukoza 10 g,
neutralno crveno 0,03 g, kristal violet 0,002 g, agar 15 g, voda 1 000 mL. Priprema:
sve komponente otopljene su u kipucoj vodi, pH podeSen na 7,4 = 0,2 na 25 °C.
Nakon pripreme podloga je skladistena u sterilnim bocicama, a sama podloga

pripremljena je neposredno prije upotrebe te iskoriStena unutar 4 sata od pripreme.
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9)

h)

e Glukozni OF medij sastava: enzimatski hidrolizat kazeina 2,0 g, dikalijev hidrogen
fosfat (K2HPOg4) 0,3 g, glukoza 10,0 g, natrijev klorid 5,0 g, bromtimol plavo 0,08 g,
agar 3,5 g, voda 1 000 mL. Priprema: sve komponente otopljene su u vodi, a pH
podesen na 6,8 = 0,2 pri 25 °C. Nakon pripreme hranjivi medij razliven je u epruvete
od 10 mL i steriliziran 15 minuta u autoklavu postavljenom na 121 °C. Cuvano na

5°C+3°C.

Podloga za brojanje Bacillus cereus/Bacillus spp. - Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar
(MYP) sastava: mesni ekstrakt 1,0 g, pepton 10,0 g, manitol 10,0 g, natrijev klorid 10,0
g, fenol crveno 0,025 g, agar 12,0 g, 20 % emulzija Zumanjka 100 mL, polimiksin B
100 000 1U, voda 1 000 mL. Priprema: svi sastojci osim polimiksina B suspendirani su
u vodi. Sterilizacija u autoklavu pri 121 °C kroz 15 minuta, a nakon hladenja na
priblizno otprilike 49 °C asepticki je dodano 100 mL emulzije Zumanjka i 100 000 1U
polimiksina B, nakon ¢ega je medij dobro promijesan i razliven u sterilne Petrijeve

zdjelice.

Podloga za brojanje plijesni — Dichloran-Rose Bengal Chloramphenicol agar (DRBC)
sastava: enzimatski hidrolizat biljnih i Zivotinjskih tkiva 5,0 g, p-glukoza (CsH120s)
10,0 g, kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) 1,0 g, magnezijev sulfat (MgSO4 « H20) 0,5
g, dikloran (2,6-dikloro-4-nitroanilin) 0,002 g, rose bengal 0,025 g, agar 12 g — 15 g,
kloramfenikol 0,1 g, voda 1 000 mL. Priprema: svi sastojci osim kloramfenikola
otopljeni su u vodi, pH je podesen na 5,6 + 0,2 na 25 °C. Dodano je 10 mL 1 % (masene
koncentracije) otopine kloramfenikola u etanolu i promijesano. Sterilizacija u autoklavu
pri 121 °C kroz 15 minuta, nakon cega je medij odmah ohladen u vodenoj kupelji
odrzavanoj na temperaturi od 44 °C — 47 °C i u koli¢ini od 15 mL razliven u sterilne

Petrijeve zdjelice. Cuvano na 5 °C.

Podloga za brojanje koagulaza pozitivnih stafilokoka/Staphylococcus aureus - Rabbit
Plasma Fibrinogen Agar (RPFA) sastava za osnovni medij: enzimatski hidrolizat
kazeina 10,0 g, mesni ekstrakt 5,0 g, ekstrakt kvasca 1,0 g, L-glicin 12,0 g, natrijev
piruvat 10,0 g, litijev klorid 5,0 g, agar 15,0 g, voda 1 000 mL. Dodaci koji se dodaju
nakon autoklaviranja (na 90 mL medija): otopina kalijevog telurita 0,25 mL, otopina
govedeg fibrinogena 7,5 mL, ze¢ja plazma i otopina inhibitora tripsina 2,5 mL.

Priprema: osnovni medij je rastopljen, nakon ¢ega je ohladen na 44 °C — 47 °C u vodenoj
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)

3.15

kupelji, asepticki su dodane tri otopine (prethodno zagrijane na 44 °C — 47 °C u vodenoj
kupelji). Poslije svakog dodavanja medij je temeljito promijesan kako bi se izbjeglo
stvaranje pjene te je koristen neposredno nakon pripreme da bi se izbjeglo bilo kakvo

talozenje plazme.

Podloga za brojanje sulfitreducirajucih klostridija - Iron Sulfite Agar (ISA) sastava:
pepton 15,0 g, enzimatski hidrolizat soje 5,0 g, ekstrakt kvasca 5,0 g, natrijev disulfit
(natrijev metabisulfit), bezvodni (Na2S:0s) 1,0 g, Zeljezo (III) amonijev citrat
(CsHgFeNOg4) 1,0 g, agar 15,0 g, voda 1 000 mL. Priprema: sve komponente otopljene
su u vodi i sterilizirane 15 minuta u autoklavu postavljenom na 121 °C, a pH je nakon
sterilizacije podeSen na 7,6 £ 0,2 na 25 °C. Medjj je ¢uvan na 5 °C, a prije uporabe

otopljen i ohladen na 44 °C — 47 °C.

Uredaji

mikrobioloski zatitni kabinet, MC 12-2 (Iskra pio d.o.o., Sentjernej, Slovenija)
centrifuga, SL 8R (Thermo Fisher Scientific GmbH, Osterode am Harz, Njemacka)
centrifuga, VWR Micro Star 17R (VWR International bvba, Leuven, Njemacka)
centrifuga, 5804 (Eppendorf AG, Hamburg, Njemacka)

analiticka vaga, BP2100S Basic Plus Balance (Sartorius, Gottingen, Njemacka)
analiticka vaga, V04130-3E0 Voyager (Ohaus, Parsippany, SAD)

vaga/dilumat Start/Expert (bioMérieux S.A., Saint-Vulbas, Francuska)

homogenizator AES Smasher blender (AES/bioMérieux, Saint-Vulbas, Francuska)
vibracijska mijesalica, Vortex 2 (IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Njemacka)
vibracijska mijesalica, Genie Disruption/Cell Disruptor SI-D258 (Scientific Industries,
Inc., Bohemia, SAD)

termalna vibracijska mijesalica, Thermal Shake Lite (VWR International bvba,
Shanghai, Kina)

digitalna suha kupelj, 113002-2 (Boekel, Pennsylvania, SAD)

zamrzivac, LFF 660 (Arctiko, Esbjerg, Danska)

hladnjak, DTP140GA (SMEG, Guastalla, Italija)

real-time PCR, PikoReal 24 (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finska)

vodena kupelj (Grant Instruments Ltd, Royston, UK)

inkubator ST 1/1 C Smart (Pol-Eko aparatura SP.J., Wodzistaw Slaski, Poljska)
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3.1.6

3.1.7

inkubator Pol-Eko ST1200CM (Pol-Eko aparatura SP.J., Wodzistaw Slaski, Poljska)
inkubator bd 53 30-40 (Binder, Tuttlingen, Njemacka)

mikroskop BX50F-3 (Olympus, Tokyo, Japan)

pH metar, WTW inoLAB pH LEVEL 2P (WTW GmbH & Co. KG, Weilheim,
Njemacka)

uredaj za mjerenje aktiviteta vode AquaLab LITE (Decagon, Pullman, SAD).

Pribor

automatske pipete 0,5— 10 pL, 10— 100 pL, 100 — 1 000 pL (Brand GmbH + CO. KG,
Wertheim, Njemacka)

nastavci za automatske pipete 0,5 — 10 pL, 10 — 100 pL, 100 — 1 000 pL (Brand
GmbH + CO. KG, Wertheim, Njemacka)

graduirane pipete (11 10 mL)

plasti¢na posuda za odlaganje otpadnog i infektivnog materijala

sterilni brisevi — plasti¢ni Stapi¢i s vrhom od najlonskih vlakana (Citotest Labware
Manufacturing Co Ltd, Haimen City, Kina)

laboratorijske case

laboratorijski stalci

mikrobioloske epruvete (16 x 160 mm, 18 x 180 mm)

Eppendorf epruvete (1,512 mL)

prijenosni hladnjaci s ledenim uloScima

drza¢ magnetnih kuglica

Petrijeve zdjelice (@ 90 mm)

mikrobioloske uSice

PVC posuda za odlaganje infektivnog materijala

mikrobioloske epruvete (15 mL).

Kemikalije i reagensi

Sve koriStene kemikalije bile su visoke analiticke Cistoce:

etanol 99,9 % (Scharlab S.L., Sentmenat, Barcelona, Spanjolska)
etanol 96 % (Alkaloid AD, Skopje, Sjeverna Makedonija)
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e etanol 70 — 75 % (HSH Chemie d.o.o., Skofja Loka, Slovenija)

e izopropanol (J.T. Baker, Deventer, Nizozemska)

e voda za molekularnu biologiju (Eurofins GeneScan Technologies GmbH, Freiburg,

Njemacka)
¢ polietilen glikol (PEG) 8 000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e natrijev klorid (J.T. Baker, Phillipsburg, NY, SAD)
e Kkalijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

o dinatrijev hidrogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

o kalijev dihidrogenfosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e glicin (Merck, Darmstadt, Njemacka)

e natrijev hidroksid (> 10 mol/l) (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)
e klorovodi¢na kiselina (> 5 mol/l) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e oksidaza reagens (bioMérieux, Saint-Vulbas, Francuska).

3.1.8 Sastav i priprema reagensa i pufera

a) Tris/glicin/govedi ekstrakt (TGBE) pufer

tris baza [tris(hidroksimetil)aminometan] 12,1 = 0,2 g, glicin 3,8 = 0,1 g, govedi
ekstrakt u prahu 10 = 1,0 g, voda 1 000 = 10 mL. Priprema: svi sastojci otopljeni su
u vodi, a pH podesen na 9,5 £ 0,2 pri 25 °C. Pufer je steriliziran u autoklavu pri

121 °C kroz 15 minuta. Cuvan je na temperaturi od 5 °C.

b) Fosfatno puferirana fizioloska otopina (PBS)

natrijev klorid 8,0 £ 0,1 g, kalijev klorid 0,2 + 0, 01 g, dinatrijev hidrogenfosfat 1,15
+ 0,01 g, kalijev dihidrogenfosfat 0,2 £ 0,01 g, voda 1 000 = 10 mL. Priprema: svi
sastojci otopljeni su u vodi, pH je podesen na 7,3 = 0,2 na 25 °C. Otopina je
sterilizirana u autoklavu pri 121 °C kroz 15 minuta te je cuvana na temperaturi od
5°C.

¢) 5 x PEG/NaCl otopina (500 g/l PEG 8 000, 1,5 mol/l NaCl)

polietilen glikol (PEG) 8 000 500 + 2 g, natrijev klorid (NaCl) 87 £ 1 g, voda 1 000
+ 10 mL. Priprema: krutine su otopljene u 450 £ 5 mL vode, uz lagano zagrijavanje.
Volumen je podesen vodom na 1 000 £ 10 mL i sve je dobro promijesano. Otopina
je sterilizirana u autoklavu pri 121 °C kroz 15 minuta, a ¢uvana je na sobnoj

temperaturi.
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3.2 Metode

3.2.1 Protokoli za izolaciju nukleinskih kiselina

Za sve izabrane ispitane kitove koristeni su protokoli propisani od strane proizvodaca te su u
pokusnom dijelu optimiranja kitova predloZeni alternativni protokoli prema postupku opisanom

u poglavlju 3.2.2.

3.2.1.1 Absolutely RNA Miniprep kit za izolaciju nukleinskih kiselina

Komponente dobivene u Kkitu za izolaciju nukleinskih kiselina ,,Absolutely RNA
Miniprep* prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Popis komponenti kita za izolaciju nukleinskih kiselina ,,Absolutely RNA
Miniprep*

Komponenta Koli¢ina
Pufer za lizu 35mL
R-Mercaptoethanol (RB-ME) (14,2 M) 0,3mL
RNaza-slobodna DNaze | (liofilizirana) 2600 U
DNaza pufer za rekonstituciju 0,3mL
DNaza pufer za digestiju 2x15mL
Pufer za ispiranje s visokim udjelom soli (1.67 x) 24 mL
Pufer za ispiranje s niskim udjelom soli (5 x) 17 mL
Pufer za eluciju 12 mL
Predfilter epruvete za centrifugu (plave) i 2 mL epruvete 50 kom
RNA vezujuée epruvete za centrifugu i 2 mL epruvete 50 kom
1,5 mL epruvete 50 kom

Ovaj izolacijski kit koristi epruvete za centrifugiranje s matricom koja u prisutnosti kaotropne
soli veze RNK, dok se kroz niz koraka ispiranja uklanjaju kontaminanti. Pufer za liziranje sadrzi
gvanidin tiocijanat, jaki proteinski denaturant za liziranje stanica i sprjeavanje razgradnje
RNK pomocu ribonukleaza (RNaza). Nakon stani¢ne lize, uzorak se prethodno filtrira u
epruveti za centrifugiranje kako bi se uklonile Cestice i smanjila koli¢ina DNK, a nakon ¢ega
se filtrat prenosi u epruvetu za vezanje RNK. Tretman s puferom za ispiranje s niskim sadrzajem

soli i digestijom s DNazom uklanja preostalu DNK. Kroz niz slijedec¢ih ispiranja uklanja se
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DNazu i druge proteine. Visoko Cista RNK eluira se iz matrice epruvete za centrifugiranje s
malim volumenom pufera niske ionske snage i ispusta u epruvetu za mikrocentrifugu, nakon
¢ega je dobivena visoko ¢ista RNK koja je idealna za konvencionalni RT-PCR i kvantitativni
RT-PCR u stvarnom vremenu (Agilent, 2020).

3.2.1.1.1 Priprema reagensa DNaza | bez RNaze

Liofilizirana DNaza | bez RNaze rekonstituirana je dodavanjem 290 uL pufera za rekonstituciju
DNaze u bocicu. Pazljivo i temeljito sadrzaj je promijesan kako bi se osiguralo da se sav prasak
(ukljuéujudi i prasak na ¢epu) otopi u kona¢nu otopinu, s obzirom na to da je DNaza | iznimno

osjetljiva na denaturaciju. Rekonstituirana DNaza | bez RNaze ¢uvana je na —20 °C.

3.2.1.1.2 Priprema pufera za ispiranje s visokim udjelom soli

Pufer za ispiranje s visokim udjelom soli (1,67 x) pripremljen je dodavanjem 16 mL 99,9 %
etanola u bocicu pufera. Nakon dodavanja etanola, bocica je prikladno oznacena i ¢uvana na

sobnoj temperaturi.

3.2.1.1.3 Priprema pufera za ispiranje s niskim udjelom soli

Pufer za ispiranje s niskim udjelom soli (5 x) pripremljen je dodavanjem 68 mL 99,9 % etanola
u bocicu pufera. Nakon dodavanja etanola, bocica je prikladno oznacena i ¢uvana na sobnoj

temperaturi.

3.2.1.1.4 Priprema 70 % etanola

Razrjedenjem 95 % etanola s vodom pripremljen je 70 % (v/v) etanol. Za pripremu 100 mL
70 % etanola dodano je 26 mL vode u 74 mL 95 % etanola kako bi se dobio kona¢ni volumen
od 100 mL.
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3.2.1.1.5 R-Merkaptoetanol (3-ME)

Nakon otvaranja 3-ME ¢uvan je na 4 °C.

3.2.1.1.6 Protokol za izolaciju RNK

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

U pripremljeni uzorak volumena 140 uL, dobiven od 10 uL MNV standarda i 130 puL
ddH20 te serije dodatnih 10-strukih razrjedenja, dodana je pripremljena mjesavina
pufera za liziranje i R-ME (200 pL pufera za liziranje/1,4 uL R-ME).

Pripremljena mjeSavina uzorka i otopine pufera za liziranje i B-ME prebacena je u

predfilter epruvetu za centrifugu koja je postavljena u epruvetu od 2 mL, nakon ¢ega je

zatvoren poklopac epruvete.

Epruvete su centrifugirane 5 minuta na 14 000 o/min.

Predfilter epruveta za centrifugu izvadena je iz epruvete od 2 mL i bacena, a filtrat je

zadrzan. Kako bi se smanjila moguénost curenja tijekom daljnjeg mijesanja, poklopac

epruvete je dobro zatvoren.

Dodan je jednak volumen 70 % etanola u filtrat, nakon cega je epruveta izmije$ana na

vibro mijesalici 5 sekundi, kako bi se filtrat i etanol temeljito izmijesali.

Mjesavina je zatim prenesena u RNK vezujuce epruvete za centrifugu koje su

postavljene u epruvete od 2 mL, nakon ¢ega je dobro i pazljivo zatvoren poklopac

epruvete kako bi se smanjila moguc¢nost curenja tijekom daljnjeg mijesanja.

Epruvete su centrifugirane 45 sekundi na 14 000 o/min.

RNK vezujuca epruveta za centrifugu privremeno se izvadi, filtrat se baca te se nakon

toga epruvetu ponovno vrati u epruvetu od 2 mL.

Za tretiranje DNaze proveden je preporuceni postupak:

a) Dodano je 600 pL 1 x pufera za ispiranje s niskim udjelom soli, nakon Cega je
epruveta centrifugirana 45 sekundi na 14 000 o/min.

b) RNK vezujuc¢a epruveta za centrifugu privremeno se izvadi, a filtrat se baca te se
nakon toga epruveta ponovno vrati u epruvetu od 2 mL te su epruvete potom
centrifugirane 2 minute na 14 000 o/min.

¢) Laganim mijesanjem pripremljena je otopina DNaze, mijeSanjem 50 pL pufera za
digestiju DNaze s 5 pL rekonstituirane DNaze | bez RNaze.

d) Otopina DNaze dodana je izravno na matricu unutar epruvete za centrifugiranje.

e) Uzorak je inkubiran 15 minuta na 37 °C.
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10) Dodano je 600 pL 1 x pufera za ispiranje s visokim udjelom soli, nakon ¢ega je epruveta
centrifugirana 45 sekundi na 14 000 o/min.

11) RNK vezujuca epruveta za centrifugu privremeno se izvadi, filtrat se baca te se nakon
toga RNK vezujucéa epruveta ponovno vraca u epruvetu od 2 mL.

12) Dodano je 600 pL 1 x pufera za ispiranje s niskim udjelom soli, nakon ¢ega su
epruvete centrifugirane 45 sekundi na 14 000 o/min.

13) RNK vezujuca epruveta za centrifugu privremeno se izvadi, filtrat se baca te se nakon
toga RNK vezujucéa epruveta ponovno vraca u epruvetu od 2 mL.

14) Dodano je 300 pL 1 x pufera za ispiranje s niskim udjelom soli, nakon ¢ega su epruvete
centrifugirane 45 sekundi na 14 000 o/min kako bi se matrica osusila.

15) Epruveta za centrifugiranje premjestena je u epruvetu od 1,5 mL, a epruveta od 2 mL je
bacena.

16) Dodano je 60 pL pufera za eluciju, zagrijanog na 60 °C, izravno na srediSte matrice
unutar epruvete za centrifugiranje koja je zatim dobro zatvorena. Epruvete su inkubirane
2 minute na sobnoj temperaturi, a potom su centrifugirane 2 minute na 14 000 o/min.

17) Procis¢ena RNK nalazi se u puferu za eluciju u 1,5 mL epruveti. RNK je pohranjena na

-20 °C i naknadno ispitana na RT-PCR uredaju.

3.2.1.2 RealLine Extraction 100 kit za izolaciju nukleinskih kiselina

Komponente dobivene u kitu za izolaciju nukleinskih kiselina ,,ReallLine Extraction

100* prikazane su u tablici 4.

Tablica 4. Popis komponenti kita za izolaciju nukleinskih kiselina ,,RealLine Extraction 100

Komponenta Koli¢ina
Pufer za liziranje 8x4mL
Suspenzija magnetskih Cestica 1x1mL
Otopina za talozenje DNK/RNK 4 x12mL
Otopina za ispiranje br. 1 4 x8mL
Otopina za ispiranje br. 2 4 x5mL
Diluent za uzorke 12 x 3mL
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3.2.1.2.1 Priprema pufera za liziranje

Pufer za liziranje pripremljen je zagrijavanjem na 55 °C nakon ¢ega je dobro izmijesan.

3.2.1.2.2 Priprema mjeSavine pufera za liziranje 1 suspenzije magnetskih Cestica

Mjesavina pufera za liziranje 1 suspenzije magnetskih ¢estica pripremljena je tako §to je bocCica

suspenzije magnetskih Cestica dobro izmije$ana do stanja homogene suspenzije, nakon Cega je

80 uL suspenzije dodano u bocicu s puferom za liziranje te opet temeljito promijesano.

3.2.1.2.3 Protokol za izolaciju RNK

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Epruvete su pripremljene tako §to je u njih dodano 140 pL uzorka, pripremljenog od 10
ML MNV standarda i 130 pL ddH2O te serije uzorka dodatnih 10-strukih razrjedenja, a
zatim 300 pL pripremljene mjesavine pufera za liziranje i suspenzije magnetskih Cestica.
Epruvete su homogenizirane 10 — 15 sekundi, stavljene u termalnu vibracijsku
mijesalicu i inkubirane 10 minuta na 65 °C i 1 300 okretaja u minuti. Poslije inkubacije
kratko su vorteksirane kako bi se pokupile preostale kapljice.

U svaku epruvetu dodano je 400 pL otopine za taloZenje nukleinskih kiselina.
Epruvete su homogenizirane 10 — 15 sekundi, potom ostavljene 4 minute na sobnoj
temperaturi, a zatim centrifugirane na 13 000 okretaja kroz 5 minuta, takoder na sobnoj
temperaturi.

Bez mijeSanja peleta, epruvete su pazljivo stavljene u magnetni stalak, nakon ¢ega je
pazljivo uklonjen supernatant, pritom pazeéi da pelet ostane netaknut.

U svaku epruvetu dodano je 500 pL otopine za ispiranje br. 1, nakon ¢ega su epruvete
vorteksirane 10 — 15 sekundi te centrifugirane na 13 000 okretaja kroz 5 minuta.

Bez mijeSanja peleta epruvete su ponovno pazljivo vraéene U magnetni stalak, nakon
¢ega je pazljivo uklonjen supernatant pazeci da pelet ostane netaknut.

U svaku epruvetu dodano je 300 pL otopine za ispiranje br. 2, zatim su epruvete
vorteksirane 10 — 15 sekundi te centrifugirane na 13 000 okretaja kroz 5 minuta.

Bez mijeSanja peleta, epruvete su ponovno pazljivo vraéene u magnetni stalak, nakon

¢ega je pazljivo uklonjen supernatant pazeci da pelet ostane netaknut.
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9) Pelet je dodatno osusen u otvorenim epruvetama kroz 2 — 3 minute na sobnoj
temperaturi.

10) Dodano je 200 uL diluenta za uzorke, nakon ¢ega je pelet dobro i pazljivo resuspendiran.
Zatim su epruvete stavljene u termalnu vibracijsku mijesalicu i inkubirane 10 minuta na
56 °C i 1 300 okretaja u minuti. Nakon inkubacije centrifugirane su 1 minutu na 13 000
okretaja u minuti.

11) Uzorci su odmah ispitani na RT-PCR uredaju.

3.2.1.3 VIRSeek RNAEXxtractor kit za izolaciju nukleinskih kiselina

Komponente dobivene u kitu za izolaciju nukleinskih kiselina ,,VIRSeek

RNAExtractor prikazane su u tablici 5.

Tablica 5. Popis komponenti kita za izolaciju nukleinskih kiselina ,,VIRSeek RNAExtractor

Komponenta Koli¢ina
Magnetne kuglice 1mL
Liofiliziran nosa¢i RNK 300 pg
Pufer za liziranje 28 mL
WAB1, koncentrat pufera za ispiranje 25 mL
WB?2, koncentrat pufera za ispiranje 16,5 mL
WBS3, koncentrat pufera za ispiranje 21 mL
Pufer za eluciju 2 mL
Voda bez RNaze 1mL

3.2.1.3.1 Priprema pufera za ispiranje WB1

U bocicu koja sadrzi koncentrat pufera za ispiranje WB1 dodano je 25 mL apsolutnog etanola
(> 96 %), nakon ¢ega je sadrzaj dobro homogeniziran, a bocica je oznacena i cuvana na sobnoj

temperaturi.

3.2.1.3.2 Priprema pufera za ispiranje WB2

U bocicu koja sadrzi koncentrat pufera za ispiranje WB2 dodano je 38,5 mL apsolutnog etanola
(> 96 %), nakon Cega je sadrzaj dobro homogeniziran, a bocica je ozna¢ena i cuvana na sobnoj

temperaturi.
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3.2.1.3.3 Priprema pufera za ispiranje WB3

U bocicu koja sadrzi koncentrat pufera za ispiranje WB3 dodano je 44 mL apsolutnog etanola
(> 96 %), potom je sadrzaj dobro homogeniziran, a bocica je oznacena i ¢uvana na sobnoj

temperaturi.

3.2.1.3.4 Otopina nosaca (eng. carrier) RNK

U staklenu posudu koja sadrzi liofilizirane nosate RNK dodano je 600 puL vode bez RNaze,

nakon Cega je otopina razmjerno razdijeljena u viSe manjih epruveta i pohranjena na -20 °C.

3.2.1.3.5 Dodavanje nosaca RNK u pufer za liziranje

Kona¢ni pufer za liziranje (koji sadrzi nosace RNK) uvijek se pripremio neposredno prije

izolacije. Volumen pufera za liziranje i nosaca RNK izracunat je prema sljede¢im formulama:

VL =nx750 uL
Ve=nx5uL

n: broj uzoraka koji ¢e se obraditi
VL - Volumen pufera za liziranje

V¢ - Volumen otopine nosa¢a RNK

3.2.1.3.6 Protokol za izolaciju RNK

1) Liziranje uzorka

a) U reakcijsku epruvetu od 2 mL otpipetirano je 750 uL svjeze pripremljenog pufera
za liziranje koji sadrZi nosace RNK.

b) U reakcijsku epruvetu od 2 mL koja sadrzi kona¢nu mjesavinu za liziranje dodan je
volumen uzorka od 140 pL koji je pripremljen od 10 pL MNV standarda i 130 pL
ddH-0 te je sve pipetiranjem dobro promijesano.

c) Reakcijska epruveta inkubirana je 10 minuta na termalnoj vibracijskoj mijesalici

(300 o/min na temperaturi od 50 °C).
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2) Vezanje RNK

3)

4)

5)

a)
b)
c)

d)

e)

Termalna vibracijska mijesalica ohladena je na sobnu temperaturu.

U reakcijsku epruvetu dodan je jednak volumen etanola (> 96 %).

Prije pipetiranja magnetnih kuglica, suspenzija je dobro homogenizirana kako bi se
kuglice ponovno resuspendirale.

U reakcijsku epruvetu dodano je 10 uL suspenzije koja sadrzava magnetske kuglice,
pazeci da se kuglice dobro resuspendiraju pipetiranjem gore-dolje (8 — 10 x).
Reakcijska epruveta inkubirana je 10 minuta na termalnoj vibracijskoj mijeSalici

(800 o/min na sobnoj temperaturi).

Prvi korak pranja

a)

b)
c)
d)
e)

Epruveta je postavljena na magnetni stalak kako bi se magnetske kuglice vezale i
ostavljena je na magnetnom stalku sve dok smjesa nije postala bistra (1 — 2 minute).
Nakon potpunog hvatanja kuglica, supernatant je izdvojen i odstranjen iz epruvete.
Epruveta je izvadena iz magnetnog stalka.

Dodano je 900 uL pripremljenog pufera za ispiranje WB1.

Kuglice su zatim isprane opetovanim pipetiranjem gore - dolje (8 — 10 x).

Drugi korak pranja

a)

b)
c)
d)
e)
f)

Epruveta je postavljena na magnetni stalak kako bi se magnetske kuglice vezale i
ostavljena je na magnetnom stalku sve dok smjesa nije postala bistra (1 — 2 minute).
Nakon potpunog hvatanja kuglica, supernatant je izdvojen i odstranjen iz epruvete.
Epruveta je izvadena iz magnetnog stalka.

Dodano je 1 000 pL pripremljenog pufera za ispiranje WB2.

Kuglice su zatim isprane, opetovanim pipetiranjem gore-dolje (8 — 10 x).

Suspenzija je prebacena u novu epruvetu od 1,5 mL.

Trec¢i korak pranja

a)

b)
c)
d)
e)

Epruveta je postavljena na magnetni stalak kako bi se magnetske kuglice vezale i
ostavljena je na magnetnom stalku sve dok smjesa nije postala bistra (1 — 2 minute).
Nakon potpunog hvatanja kuglica, supernatant je izdvojen i odstranjen iz epruvete.
Epruveta je izvadena iz magnetnog stalka.

Dodano je 1 000 pL pripremljenog pufera za ispiranje WB3.

Kuglice su zatim isprane opetovanim pipetiranjem gore-dolje (8 — 10 x), nakon ¢ega
su epruvete odmah postavljene na magnetni stalak kako bi se magnetske kuglice

vezale.
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6) Susenje kuglica

a) Termalna vibracijska mijesalica zagrijana je na 40 °C (blok modul za 1,5 mL
epruvete).

b) Epruveta je ostavljena na magnetnom stalku sve dok smjesa nije postala bistra (1 —
2 minute).

c) Nakon potpunog hvatanja kuglica, supernatant je izdvojen i odstranjen iz epruvete.

d) Iz epruvete je uklonjena sva preostala tekuéina.

e) Epruvete su ostavljene na magnetskom stalku (s otvorenim poklopcem) na sobnoj
temperaturi 5 minuta, kako bi se magnetne kuglice osusile. Susenje je nastavljeno
jo$ 5 minuta na 40 °C na termo bloku kako bi se uklonio preostali etanol.

7) RNK elucija

a) Termalna vibracijska mijeSalica zagrijana je na 60 °C (blok modul za 1,5 mL
epruvete).

b) U epruvetu je dodano 100 uL pufera za eluciju unaprijed zagrijanog na 60 °C, nakon
Cega su kuglice opetovanim pipetiranjem gore-dolje resuspendirane u otopini.

c) Epruvete su inkubirane 5 minuta na termalnoj vibracijskoj mijesalici na 1 300
o/min, pri temperaturi od 60 °C.

d) Epruvete su nakon inkubacije postavljene na magnetni stalak sve dok smjesa nije
postala bistra (1 — 2 minute).

e) Supernatant koji sadrzi virusnu RNK prebacen je u novu reakcijsku epruvetu.

f) Izolirana RNK je pohranjena na -20 °C i naknadno ispitana na RT-PCR uredaju.

3.2.1.4 QlAamp Viral RNA Mini kit za izolaciju nukleinskih kiselina

Komponente dobivene u kitu za izolaciju nukleinskih kiselina ,,QlAamp Viral RNA Mini

kit“ prikazane su u tablici 6.
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Tablica 6. Popis komponenti kita za izolaciju nukleinskih kiselina ,,QIAamp Viral RNA Mini

kit

Komponenta Koli¢ina
QIlAamp Mini Spin epruvete 250 kom
Epruvete za sakupljanje (2 mL) 750 kom
AVL pufer 155 mL
AW1 pufer (koncentrat) 98 mL
AW?2 pufer (koncentrat) 66 mL
AVE pufer 20 mL
Nosa¢ RNK 1550 pL

3.2.1.4.1 Priprema AVE pufera

AVE pufer dodan je u epruvetu koja sadrzi liofilizirane nosace RNK kako bi se dobila otopina

0d 1 pg/pL (1550 pL pufera AVE na 1 550 g liofiliziranih nosa¢a RNK). Nakon $to su nosaci

RNK dobro otopljeni, podijeljeni su u alikvote odgovarajuce veli¢ine i pohranjeni na —20 °C.

3.2.1.4.2 Priprema mjesavine otopljenih nosaca RNK i AVL pufera

AVL pufer inkubiran je na 80 °C dok se talog nije otopio. Prema tablici 7. odreden je volumen

mjesavine AVL pufera i nosaca RNK potreban po seriji uzoraka odredivanjem broja uzoraka

koji Ce se istovremeno obraditi. Okretanjem epruvete 10 puta, mjesavina je lagano promijesana

kako bi se izbjeglo stvaranje pjene, a svjeze je pripremljena neposredno prije provedbe

protokola izolacije.
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Tablica 7. Volumeni AVL pufera i mjesavine nosaca RNK i AVE pufera potrebni za QlAamp
Viral RNA Mini proceduru

Broj AVL pufer Nosaci Broj AVL pufer Nosaci
uzoraka (mL) RNK-AVE (pL)| uzoraka (mL) RNK-AVE (pL)

1 0.56 5.6 13 7.28 72.8
2 1.12 11.2 14 7.84 78.4
3 1.68 16.8 15 8.4 84
4 2.24 224 16 8.96 89.6
5 2.8 28 17 9.52 95.2
6 3.36 33.6 18 10.08 100.8
7 3.92 39.2 19 10.64 106.4
8 4.48 44.8 20 11.2 112
9 5.04 50.4 21 11.76 117.6
10 5.6 56 22 12.32 123.2
11 6.16 61.6 23 12.88 128.8
12 6.72 67.2 24 13.44 134.4

3.2.1.4.3 Priprema AW1 pufera

Pufer AW1 isporucuje se kao koncentrat. Prije prve uporabe dodana je odgovarajuca koli¢ina

etanola (96 — 100 %) kako je naznaceno na bocici i u uputstvima proizvodaca. U 98 mL AW1

koncentrata dodano je 130 mL etanola, a nakon pripreme pufer je stabilan jednu godinu kada

se ¢uva zatvoren na sobnoj temperaturi, ali samo do datuma isteka valjanosti kita.

3.2.1.4.4 Priprema AW2 pufera

Pufer AW2 isporucuje se kao koncentrat. Prije prve uporabe dodana je odgovarajuca koli¢ina

etanola (96 — 100 %) kako je naznaceno na bocici i u uputstvima proizvodaca. U 66 mL AW2

koncentrata dodano je 160 mL etanola, a nakon pripreme pufer je stabilan jednu godinu kada

se ¢uva zatvoren na sobnoj temperaturi, takoder samo do datuma isteka valjanosti kita.

33



3.2.1.4.5 Protokol za izolaciju RNK

Prije pocetka provedbe izolacijskog protokola uzorci i AVE pufer temperirani su na sobnu

temperaturu.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Otpipetirano je 560 pL pripremljene mjesavine AVL pufera i nosa¢a RNK u epruvetu
od 1,5 mL.

Zatim je u epruvetu od 1,5 mL, koja sadrzava mjeSavinu AVL pufera i nosata RNK,
dodano 140 uL uzorka pripremljenog od 10 pL MNV standarda i 130 puL ddH20 te je
sve dobro promijesano pulsnim vorteksiranjem 15 sekundi.

Epruvete su inkubirane na sobnoj temperaturi 10 minuta.

Nakon inkubacije epruvete su kratko centrifugirane na 1 000 o/min kako bi se uklonile
kapljice s unutarnje strane poklopca.

Uzorcima je dodano 560 pL etanola (96 — 100 %), a potom su epruvete izmijeSane
pulsnim vorteksiranjem 15 sekundi. Nakon mijesanja, epruvete su kratko centrifugirane
na 1 000 o/min kako bi se uklonile kapljice iz unutrasnjosti poklopca.

630 pL otopine iz koraka 5 pazljivo je preneseno na QlAamp Mini kolonu (epruvetu za
sakupljanje od 2 mL) bez doticanja ruba. Epruveta je dobro zatvorena i centrifugirana 1
minutu na 8 000 o/min. Nakon centrifugiranja QIAamp Mini kolona postavljena je u
Cistu epruvetu za prikupljanje od 2 mL, a epruveta koja sadrzi filtrat je bacena.
QIlAamp Mini kolona pazljivo je otvorena te je ponovljen korak 6.

Nakon ponovljenog koraka 6, dodano je 500 uL AW1 pufera. Epruveta je dobro
zatvorena i centrifugirana 1 minutu na 8 000 o/min. Nakon centrifugiranja QlAamp
Mini kolona je postavljena u ¢istu epruvetu za prikupljanje od 2 mL, a epruveta koja
sadrzi filtrat je bacena.

QIAamp Mini kolona pazljivo je otvorena, a zatim je dodano 500 pL AW?2 pufera.
Epruveta je dobro zatvorena i centrifugirana 3 minute na 14 000 o/min.

10) QlAamp Mini kolona prebacena je u Cistu epruvetu od 1,5 mL. KoriStena epruveta za

sakupljanje koja sadrzi filtrat je bacena. QlAamp Mini kolona pazljivo je otvorena, a
zatim je dodano 40 uL AVE pufera temperiranog na sobnu temperaturu. Epruveta je

zatvorena i inkubirana na sobnoj temperaturi 1 minutu.

11) Nakon inkubiranja na sobnoj temperaturi, epruvete su centrifugirane 1 minutu 8 000

o/min. Zatim je QIAamp Mini kolona ponovno pazljivo otvorena, dodano je jos 40 uL

AVE pufera te je epruveta ponovno zatvorena i 1 minutu inkubirana na sobnoj
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temperaturi, a zatim 1 minutu centrifugirana na 8 000 o/min. Virusna RNK ¢uvana je
na -20 °C.

3.2.1.5 Protokol za pripremu uzoraka hrane

Europski odbor za standardizaciju (CEN/TC275/WG6/TAG4) razvijao je standardne metode
za otkrivanje NoV i HAV u hrani koje su 2013. godine bile objavljene kao Tehnicka
specifikacija CEN ISO/TS 15216 (TS) (HRS CEN ISO/TS 15216-2, 2013). Bitno je
napomenuti da Tehnicka specifikacija nije uklju¢ivala metodu za ispitivanje hrane spremne za
konzumaciju (Greening i sur., 2016). Kasnije je taj dokument povucen, a objavljena je
revidirana verzija u formi norme EN 1SO 15216-2:2019 (CEN i ISO). Navedena norma
prihvacena je kao HRN EN ISO 15216-2:2019 Mikrobiologija u lancu hrane -- Horizontalna
metoda za odredivanje virusa hepatitisa A 1 norovirusa upotrebom RT-PCR u stvarnom
vremenu -- 2. dio: Metoda dokazivanja (ISO 15216-2:2019; EN 1SO 15216-2:2019) (HRN EN
ISO 15216-2:, 2019). Ovaj dokument precizno je opisao metodu za detekciju virusa hepatitisa
A (HAV) i norovirusa genogrupe | (GI) i Il (GI) iz ispitnih uzoraka prehrambenih proizvoda
(mekog voca, lisnatog bilja, stabljika i gomoljastog povréa, flasirane vode i Skoljkasa) ili
povrsina koriste¢i RT-PCR u stvarnom vremenu. Takoder je vazno napomenuti da ova metoda
nije validirana za detekciju ciljnih virusa u drugim prehrambenim proizvodima (ukljucujuci
viSekomponentne prehrambene proizvode) ili bilo kojim drugim matricama, niti za detekciju
drugih virusa u hrani, povr§inama ili drugim matricama. lako metoda nije validirana za
detekciju drugih virusa niti drugih matriksa poput gotovih jela, ista je koristena za provedbu

ispitivanja uzoraka hrane prikupljenih na maloprodajnom trzistu.

3.2.1.5.1 Protokol za pripremu uzoraka hrane i naknadnu izolaciju RNK

1) Gotova jela koja nisu bila homogena, usitnjena su na komade veli¢ine otprilike 2,5 cm
x2,5cm x25cm.

2) Testni uzorci odvagani su u koli¢ini od 25 £ 0,3 grama i stavljeni u izdvojeni odjeljak
za uzorke mrezaste filter vre¢ice od 400 mL.

3) U vrecicu koja je sadrzavala uzorak dodano je 40 + 1 mL pufera tris/glicin/govedi
ekstrakt (TGBE).
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4) Tako pripremljeni uzorci inkubirani su na sobnoj temperaturi, uz stalno mijesanje na 60
okretaja po minuti tijekom 20 minuta.

5) Nakon inkubacije, eluat je iz filtriranog odjeljka vrecice prebacen u epruvetu za
centrifugu. Kako bi se suspenzija razbistrila, epruveta sa suspenzijom centrifugirana je
30 minuta na 9 500 o/min pri 5 °C.

6) Poslije centrifugiranja, supernatant je pretocen u ¢istu epruvetu, provjerena je pH na 7,0
+ 0,5, a gdje je bilo potrebno pH vrijednost podesena je dodavanjem HCI1 (> 5 mol/L)
Kiseline.

7) Zatim je dodano 0,25 volumena 5 x otopine PEG/NaCl te je sve zajedno dobro
homogenizirano mijesanjem 60 sekundi pa inkubirano s konstantnim mije$anjem na
priblizno 60 oscilacija po minuti, pri 5 °C tijekom 60 minuta.

8) Nakon inkubacije, epruvete su centrifugirane 30 minuta na 9 500 o/min pri 5 °C.

9) lza centrifugiranja supernatant je dekantiran i odbacen, nakon ¢ega je ponovljeno
centrifugiranje na 9 500 o/min tijekom 5 minuta na 5 °C kako bi se dobio kompaktan
talog, odnosno pelet.

10) Preostali supernatant je opet odbacen, a pelet je resuspendiran u 500 = 10 uL fosfatno

puferirane fizioloske otopine (PBS).

Eluat uzorka odmabh je obraden ili je pohranjen na 5 °C najvise 24 sata.

3.2.2  Modifikacija protokola na temelju upotrebe etanola/izopropanola

Osim izvorno propisanog protokola, ispitivanje je provedeno alternativnim protokolom u kojem
se u koraku taloZenja nukleinskih kiselina koristi etanol ili izopropanol. Modifikacija unutar
kitova odvijala se nakon liziranja uzorka, odnosno napravljena je tijekom koraka vezanja RNK.
Dodavanje jednakog volumena etanola u epruvetu s uzorkom zamijenjeno je dodavanjem
jednakog volumena izopropanola. Nakon toga, postupak je isti kao pri propisanom protokolu
proizvodaca. Obrnuto, modifikacija unutar kita koji u navedenom koraku koristi izopropanol,
napravljena je nakon liziranja uzorka tijekom koraka vezanja RNK, ali ovaj put dodavanjem
jednakog volumena etanola u epruvetu s uzorkom, umjesto dodavanja jednakog volumena
izopropanola.

U nastavku su jasno opisani postupci za pojedine kitove, odnosno u kojim koracima je

provedena modifikacija protokola.
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U slucaju Absolutely RNA Miniprep Kita, za izolaciju nukleinskih kiselina u 5. koraku dodan
je jednak volumen izopropanola u filtrat, nakon Cega je epruveta izmijeSana na vorteks
mijesalici 5 sekundi kako bi se filtrat i etanol temeljito izmijesali. Daljnja procedura bila je

jednaka propisanom protokolu.

Kod RealLine Extraction 100 kita za izolaciju nukleinskih kiselina, u 2. koraku u svaku
epruvetu dodano je 400 ML etanola, a daljnja procedura odradena je prema uputama

proizvodaca.

Sto se ti¢e modifikacije u protokolu VIRSeek RNAExtractor kita za izolaciju nukleinskih
Kiselina, ona je provedena u tocki b) 2. koraka, gdje je u reakcijsku epruvetu dodan jednak
volumen izopropanola, a nakon ¢ega je provedba nastavljena uobi¢ajenim protokolom prema

uputama proizvodaca.

U slucaju posljednjeg kita za izolaciju nukleinskih kiselina, QIAamp Viral RNA Mini,
modifikacija je napravljena u 5. koraku, to¢nije, uzorcima je dodano 560 uL izopropanola, te

je nakon toga protokol proveden prema uputama proizvodaca.

3.2.3 Procjena najucinkovitijeg izolacijskog kita za provedbu ispitivanja

Procjena ucinkovitosti kitova napravljena je tako Sto su pripremljeni testni uzorci u koje je
stavljena jednaka koli¢ina standarda misjeg norovirusa (MNV), to¢nije 10 UL te serija dodatnih
uzoraka s tri 10-struka razrjedenja MNV standarda. Na taj nacin osigurana je jednaka pocetna
koli¢ina standarda, uzimajuéi u obzir da prema izjavi proizvodaca standard sadrzava ~ 10°
kopija/mL. Postujuéi originalni protokol prema uputama proizvodaca i pomocéu sva Cetiri
izolacijska kita, izolirana je ciljana RNK iz svih pripremljenih uzoraka. Nadalje, iz istih uzoraka
izolirana je ciljana RNK koristeci se alternativnim protokolom, takoder koriste¢i sva Cetiri
izolacijska kita. Kona¢na usporedba i procjena napravljena je nakon S§to su dobiveni eluati
testnih uzoraka ispitani putem real-time RT-PCR i to koristenjem VIRSeek Murine Norovirus

detekcijskog kita (Eurofins GeneScan Technologies).

Termalni profil za VIRSeek Murine Norovirus detekcijski kit postavljen je kako slijedi: prvi
korak, odnosno korak reverzne transkripcije - 20 minuta na 50 °C, a zatim drugi korak,
aktivacija enzima i inaktivacija reverzne transkriptaze - 3 minute na 95 °C. Program PCR
reakcije (denaturacija i sparivanje poc¢etnica) odvijao se u ukupno 45 ciklusa ponavljanja kako

slijedi: denaturacija - 10 sekundi na 95 °C, sparivanje pocetnica (engl. annealing) i produljenje

37



lanca (engl. extension) - 60 sekundi na 60 °C. Fluorofor putem kojeg je detektirana ciljana
genska sekvenca je Fluorescein - FAM (Eurofins, 2020b), a nalazi se na 530 nm valne duljine,
to¢nije u rasponu ekscitacije 470 nm £ 15 nm i emisije 520 nm + 15 nm. Rezultati su prikazani
I procijenjeni putem softvera PikoReal™ 2.2.248.601 (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa,
Finska).

Usporedba i procjena temeljena je na dobivenim C; vrijednostima, koje se mogu definirati kao
tocke izvedene iz dijagrama PCR amplifikacije u stvarnom vremenu, a nazivaju se engl.

threshold cycles tj. “Cy”.

Ct se definira i kao PCR ciklus u kojem signal reporterske boje prelazi postavljeni prag
fluorescencije (engl. threshold) (slika 3). Alternativni termini koji imaju gotovo jednako
znalenje, a koriste se u literaturi su: Cp (engl. crossing point), TOP (engl. take-off point) i Cq
(engl. quantification cycle) (Bustin i sur., 2009). Predstavljanje podataka u smislu odredene Ct
vrijednosti znaci da je RT-PCR reakcija imala eksponencijalnu fazu amplifikacije. Vazno je da
eksponencijalnu fazu prati karakteristicni oblik krivulje amplifikacije qPCR-a, a to je
sigmoidalni oblik krivulje s relativno jasno odredene tri vizualno razlicite prividne faze ili regije.
Prema primjeru prikazanom na slici 3, pocetna fluorescencija reakcije na razini je takozvanog
pozadinskog Suma, gdje se ne moze otkriti gotovo nikakav signal fluorescencije. Zatim nastupa
prva faza od 24. do 28. ciklusa, a naziva se eksponencijalna faza i za nju je karakteristi¢an
uzlazni trend od osnovne linije (engl. baseline). Slijedi druga faza sa snaznim linearnim
trendom, od 28. i 38. ciklusa, gdje kroz nekoliko narednih ciklusa, kroz pristup zavr$noj fazi,
dolazi do zasic¢enja te se signal amplifikacije smanjuje, a PCR krivulja prestaje rasti. Zaklju¢no,
treca, plato faza pocinje u dijelu od 42. do 44. ciklusa nadalje, gdje je plato krivulje i signal
amplifikacije stagnira. Krivulja amplifikacije koja izgleda kao na slici 3 opéenito je znak
"zdrave", dobre PCR reakcije (Zhang i sur., 2021; Brunstein, 2015).
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Slika 3. Razina praga (engl. threshold) i vrijednost C¢ na PCR krivulji amplifikacije
sigmoidalnog oblika.

Kvalitativni testovi koristeni u ovom ispitivanju sadrzavali su kontrolnu RNA (engl. In-Process
Control; IPC) u svrhu kontrole kvalitete RT-PCR reakcije. Ako je vrijednost C: kontrolne
analize preniska ili previsoka dovodi se u pitanje valjanost ispitivanja. Moguci uzroci mogu biti
povezani s kvalitetom i u¢inkovitosti izolacije, inhibicijom i tome sli¢no, §to bi moglo smanjiti

osjetljivost testa ispod prihvatljive razine.

3.2.4 Potvrda primjenjivosti odabranog kita

Primjenjivost kita i metoda u cjelini potvrdena je u uvjetima koji jamce prisutnost virusa i to u
dva neovisna koraka. Prvi korak provjere prikladnosti metode potvrden je sudjelovanjem u
ispitivanju sposobnosti (engl. Proficiency Testing; PT), nakon ¢ega je u drugom koraku
provjere metode i primjenjivosti provedeno pilot ispitivanje povrsinskih uzoraka (N = 84). Pilot
ispitivanje provedeno je na testnim uzorcima uzorkovanim u podru¢jima karantene, a u kojima
su boravile osobe bez simptoma ili sa slabo izrazenim simptomima bolesti COVID-19. Unato¢

predvidenim strogim mjerama ograni¢enja kretanja osobama sa simptomima bolesti COVID-
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19, praksa je pokazala niz slucajeva u kojima se takve odredbe nisu postovale, najcesce zbog
neodgovornog ponasanja pojedinaca ili zbog poslovnih pritisaka te ustrajanja da se izbjegne
veca ekonomska $teta od posljedi¢nog zaustavljanja odredenih poslovnih procesa u proizvodnji
i distribuciji hrane. Takvo stanje zarazenih osoba osnovna je pretpostavka za kontaminaciju
prenhrambenih artikala, kako u proizvodnji hrane, tako i u distribuciji i prometu s hranom.
Najvise zanimanja i pitanja postavljalo se oko potencijalno kontaminirane ambalaze hrane u
trgovackim lancima o ¢emu je bilo rije¢i u mnogim istrazivanjima (Kutter i sur., 2018; Herstein

i sur., 2021; Han i sur., 2021; Ceylan i sur., 2020; Jalava, 2020).

3.2.5 Odabir i uzorkovanje uzoraka

Pregledom literature izabrane su razlicite kategorije hrane s koje su izuzeti uzorci briseva kao i
uzorci hrane koja je spremna za konzumaciju, a za koje se smatra da mogu zastupati pojedine
kategorije hrane. Pri kategorizaciji su u obzir uzeti uvjeti skladistenja, odnosno temperatura
skladistenja te podrijetlo pakirane hrane. Konkretno, svi uzorci briseva i hrane uzeti su iz zona
koje su u tzv. hladnom rezimu, tj. pod temperaturama hladenja (4 °C) i smrzavanja (-20 °C), a
sve pod pretpostavkom temeljenoj na spomenutim studijama i dosadasnjim spoznajama da je
najveéa Sansa da se virus pronade u takvim uvjetima. Sto se ti¢e podrijetla prehrambenih
artikala prioritet je, u okviru dostupnosti, stavljen na pakiranja hrane pristigla iz najvecih zarista
u Europi u trenutku uzimanja uzoraka.

Sa svih povrSina uzoraka hrane ili povrSina pakiranja hrane (osim gotovih jela) uzorak brisa
uzet je prema uputama ISO norme ,,Mikrobiologija prehrambenog lanca -- Horizontalna metoda
za odredivanje virusa hepatitisa A 1 norovirusa pomoc¢u RT-PCR-a u stvarnom vremenu -- 2.
dio: Metoda detekcije” (ISO 15216-2:2019; EN ISO 15216-2:2019) (HRN EN ISO 15216-2,
2019) i prakti¢nog vodi¢a SZO "Uzorkovanje povrSine od koronavirusne bolesti (COVID-19):
Prakti¢an protokol "kako" za zdravstvene i javnozdravstvene stru¢njake" (WHO, 2020e).
Koristenje drvenih Stapica s vatom strogo je izbjegavano, s obzirom na to da tako uzeti uzorci
mogu rezultirati lazno negativnim rezultatima. Postupak uzorkovanja gotovih jela spremnih za
konzumaciju proveden je prema uputama Nordijskog odbora za analizu hrane Procedura 12 —
Vodi¢ za uzorkovanje za analizu hrane (NMKL, 2014), Mikrobiologija prehrambenog lanca --
Tehnike uzorkovanja za mikrobiolosku analizu uzoraka hrane i hrane za zivotinje (HRS CEN
ISO/TS 17728, 2015) i Codex Alimentarius: Opce smjernice o uzorkovanju, CAC/GL 50-2004
(CAC, 2004).
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3.2.6 lzolacija RNK iz izuzetih uzoraka

Prikupljeni uzorci obradeni su metodom izolacije koja se pokazala najucinkovitijom te je iz njih
izolirana RNK. Eluati dobiveni izolacijom koristeni su za daljnje ispitivanje prisutnosti ciljanih
genskih sekvenci uz pomo¢ lancane reakcije polimeraze s reverznom transkripcijom u stvarnom

vremenu (real-time RT-PCR).

3.2.7 Lancana reakcija polimeraze s reverznom transkripcijom u stvarnom vremenu (RT-
PCR)

RT-PCR u stvarnom vremenu pomoc¢u sondi za hidrolizu koristi kratku ,,Tagman* DNK probu
s fluorescentnom oznakom i priguSivac¢em fluorescencije pri¢vr§¢enim na 5’°, odnosno 3’
krajevima. Kombinacija koriStenih kemijskih komponenti pri ispitivanju osigurava da se s
poveéanjem koli¢ine amplificiranog analita sonda hidrolizira, a fluorescentni signal
proporcionalno raste. Zbog niske razine virusa koji su prisutni u prehrambenim proizvodima ili
na povrs$inama i raznolikosti sojeva u ciljnim virusnim skupinama, odabir prikladnih reagensa,
odnosno kitova iznimno je vazan (1SO, 2019).

Reakcija RT-PCR u stvarnom vremenu zapoc€inje obrnutom transkripcijom (engl. Reverse
Transcriptase; RT) virusne RNK u komplementarnu DNK (cDNK). Replikacija dobivene DNK
ponavlja se kroz niz naknadnih ciklusa do koli¢ina na osnovu kojih se nedvojbeno moze
zakljuditi da je trazena genska sekvenca uistinu prisutna u ispitivanom uzorku, odnosno do
pojave amplikona - karakteristi¢ne sigmoidalne krivulje umnazanja. Za ovu studiju koriSteni su
kitovi za detekciju EuroFins Technologies, validirani i dizajnirani za ispitivanje uzoraka iz
okoli$a i povrsina hrane, a koji mogu detektirati gene proteina ovojnice (E-gen), RNK-ovisnu
RNK polimerazu (RdRp-gen, unutar poliproteinskog gena Orflab), i gene nukleokapsidnog
proteina (N1/N2-gen). Svi testovi izvedeni su u duplikatu.

U pocetnom koraku probira, izolirana RNK ispitana je pomocu specifi¢nih pocetnica
nukleotidnih sekvenci SARS-CoV-2 na gen proteina ovojnice (E-gen) prisutan u
koronavirusima povezanim sa SARS-om i MERS-om koristenjem detekcijskog kita VIRSeek
SARS-CoV-2 Screen kit (Eurofins GeneScan Technologies). Osjetljivost kita potvrdena je
analizom procjene granice detekcije (engl. Limit of Detection; LOD) s RNK izoliranom iz
humanog uzorka oboljelog pacijenta, kvantificiranom ddPCR-om (engl. Digital Droplet PCR),

dok se LOD definira kao koncentracija za koju najmanje 95 % ponavljanja daje pozitivne
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rezultate. Rezultati odredivanja granice detekcije utemeljeni su na 20 ponavljanja te za VIRSeek
SARS-CoV-2 Screen ona iznosi 2 kopije po reakciji (Eurofins, 2020a).

Kit je razvijen kao pocetni test probira koji se koristi zajedno s VIRSeek SARS-CoV-2 Ident 2
(Eurofins GeneScan Technologies) i VIRSeek SARS-COV-2 Mplex (Eurofins GeneScan
Technologies) kitovima za potvrdu u slucajevima pozitivnog testa probira. Potvrdni test
provodi se detekcijom RdRp gena s VIRSeek SARS-COV-2 Ident 2 kitom, kod kojeg je, prema
navedenom validacijskom izvjeStaju, granica detekcije 5 kopija po reakciji ili sekvence N-gena
(N1iN2)s VIRSeek SARS-COV-2 Mplex kitom. Osiguranje kontrole kvalitete testa osigurava
interna procesna kontrola (IPC) za svaku reakciju i1 koriStenje pozitivne (PC) i negativne
kontrole (NC). Prema tim uputama, svi pozitivni uzorci moraju biti potvrdeni s minimalno jos
jednim ciljnim genom.

RdRp-gen i N-gen PCR kombinacije pocetnica visoko Su specificne za SARS-CoV-2 i ne
reagiraju unakrsno sa SARS-CoV, MERS-CoV ili sezonskim ljudskim koronavirusima HKU1,
0C43, NL63, 229E. Osim toga, pocetnice iz ovih Kitova ne reagiraju unakrsno s cDNK iz
drugih uobicajenih virusa koji se prenose hranom, ukljucujuéi genogrupe norovirusa I 1 II,
hepatitis A i E, rotavirus, adenovirus ili astrovirus (Eurofins, 2020e).

Za provedbu ispitivanja prisutnosti pojedinih genskih sekvenci metodom lancane reakcije
polimeraze s reverznom transkripcijom u stvarnom vremenu koristen je uredaj PikoReal™ real-
time PCR System (Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaaa, Finska). Prema potrebnom broju
reakcija, izraCunate su i otpipetirane komponente OligoMix i BasicMix s dodatnih 10 %
volumena, nakon ¢ega su zajedno s uzorkom pomijesane u konacnu reakcijsku mjesavinu.
Konac¢na reakcijska mjeSavina za VIRSeek SARS-CoV-2 Screen i VIRSeek SARS-CoV-2 Ident
kitove bila je pripremljena od 5 pL BasicMix reagensa, 10 uL OligoMix reagensai 5 uL uzorka,
§to je ¢inilo ukupni volumen reakcijske mjesavine od 20 pL. Reakcijska mjesavina za VIRSeek
SARS-COV-2 Mplex kit pripremljena je od 5 pL BasicMix reagensa, 3 pL OligoMix reagensa
i 12 pL uzorka, §to je ¢inilo ukupni volumen reakcijske mjesavine od 20 pL.

Termalni profil za VIRSeek SARS-CoV-2 Screen i VIRSeek SARS-CoV-2 Ident kitove
postavljen je kako slijedi: prvi korak, odnosno korak reverzne transkripcije - 10 minuta na 50 °C,
a zatim drugi korak, aktivacija enzima i inaktivacija reverzne transkriptaze - 3 minute na 95 °C.
Program PCR reakcije (denaturacija i sparivanje pocetnica) odvijao se u ukupno 40 ciklusa
ponavljanja kako slijedi: denaturacija - 3 sekunde na 95 °C, sparivanje pocetnica (engl.
annealing) i produljenje lanca (engl. extension) - 30 sekundi na 58 °C. Kanal kroz koji je
detektirana fluorescencija za ciljane genske sekvence, E-gen i RdRp-gen, je Fluorescein (FAM),
a unutarnja kontrola detektirana je na Cijanin-5 (Cy5) kanalu (Eurofins, 2020e, 2020c).
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Rezultati su prikazani i procijenjeni putem programa PikoReal™ 2.2.248.601 (Thermo Fisher
Scientific Oy, Vantaa, Finska).

Termalni profil za VIRSeek SARS-CoV-2 Mplex kit postavljen je kako slijedi: prvi korak,
odnosno korak reverzne transkripcije - 10 minuta na 50 °C, zatim drugi korak, aktivacija enzima
I inaktivacija reverzne transkriptaze - 3 minute na 95 °C. Program PCR reakcije (denaturacija i
sparivanje pocetnica) odvijao se u ukupno 40 ciklusa ponavljanja kako slijedi: denaturacija -
10 sekundi na 95 °C, sparivanje pocetnica i produljenje lanca - 30 sekundi na 60 °C. Ciljana
genska sekvenca, N-gena, detektirana je fluorescencijom na FAM kanalu (Eurofins, 2020d).
Rezultati su i ovaj puta prikazani i procijenjeni uz pomo¢ programa PikoReal™ 2.2.248.601
(Thermo Fisher Scientific Oy, Vantaa, Finska).

3.2.8 Mikrobioloske metode

Kvantitativne i kvalitativne mikrobioloske metode koriStene za kultivaciju, odnosno za
odredivanje prisutne mikrobioloske populacije provedene su prema protokolima propisanim u

ISO normama kako slijedi:

e HRN EN ISO 4833-1:2013 - Mikrobiologija u lancu hrane -- Horizontalna metoda
za odredivanje broja mikroorganizama -- 1. dio: Odredivanje broja kolonija pri
30 °C tehnikom zalijevanja podloge (ISO 4833-1:2013; EN 1SO 4833-1:2013)
(HRN EN 1SO 4833-1, 2013),

e HRN EN ISO 6579-1:2017 - Mikrobiologija u lancu hrane -- Horizontalna metoda
za dokazivanje prisutnosti, odredivanje broja i serotipizaciju Salmonella -- 1. dio:
Dokazivanje prisutnosti Salmonella spp. (1SO 6579-1:2017; EN 1SO 6579-1:2017)
(HRN EN 1SO 6579-1, 2017),

e HRN EN ISO 6888-2:2004 - Mikrobiologija hrane i sto¢ne hrane -- Horizontalni
postupak brojenja koagulaza-pozitivnih stafilokoka (Staphylococcus aureus i druge
vrste) -- 2. dio: Postupak primjene agara s fibrinogenom i plazmom kunic¢a (ISO
6888-2:1999+Amd 1:2003; EN 1SO 6888-2:1999+A1:2003) (HRN EN ISO 6888-2,
2004),

e HRN EN ISO 7932:2005 - Mikrobiologija hrane i sto¢ne hrane -- Horizontalna
metoda za brojenje Bacillus cereus -- Tehnika brojenja kolonija pri 30 °C (ISO
7932:2004; EN ISO 7932:2004) (HRN EN ISO 7932, 2005),
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e HRN EN ISO 11290-1:2017 - Mikrobiologija u lancu hrane -- Horizontalna metoda
za dokazivanje prisutnosti i odredivanje broja Listeria monocytogenes i drugih
Listeria spp. -- 1. dio: Metoda dokazivanja prisutnosti (ISO 11290-1:2017; EN 1SO
11290-1:2017) (HRN EN ISO 11290-1, 2017),

e HRN ISO 15213:2004 - Mikrobiologija hrane i sto¢ne hrane -- Horizontalna metoda
za brojenje sulfitreducirajuc¢ih bakterija u anaerobnim uvjetima (ISO 15213:2003)
(HRN 1SO 15213, 2004),

e HRN ISO 21527-1:2012 - Mikrobiologija hrane i hrane za Zivotinje -- Horizontalna
metoda za brojenje kvasaca i plijesni -- 1. dio: Tehnika brojenja kolonija u
proizvodima s aktivitetom vode ve¢im od 0,95 (ISO 21527-1:2008) (HRN 1SO
21527-1, 2012),

e HRNEN ISO 21528-2:2017 - Mikrobiologija u lancu hrane -- Horizontalna metoda
za dokazivanje prisutnosti i odredivanje broja Enterobacteriaceae -- 2. dio:
Postupak odredivanja broja kolonija (ISO 21528-2:2017, ispravljena verzija 2018-
06-01; EN 1SO 21528-2:2017) (HRN EN ISO 21528-2, 2017).

Postupak obrade uzoraka briseva takav je da se briseve aseptic¢ki odlomi u epruvetu koja sadrzi
pocetni diluent (PPV) te se homogeniziraju vorteksiranjem 30 sekundi (HRN EN I1SO 18593,
2019). Tim postupkom dobivena je poéetna radna suspenzija koja je iskoristena i za pripremu
daljnjih decimalnih razrjedenja, iako se s uzorkovanih povrSina nije ocekivao veliki broj
mikroorganizama.

Uzorci hrane obradeni su u skladu s procedurama propisanim u normama HRN EN ISO 6887-
1:2017 i HRN EN ISO 6887-4:2017 (HRN EN ISO 6887-1, 2017; HRN EN 1SO 6887-4, 2017).
Obrada podrazumijeva sterilno izdvajanje i vaganje 10 g svakog pojedinog uzorka u sterilnu
vre¢icu u koju je dodano 90 mL osnovnog diluenta (PPV), nakon Cega je sav sadrZaj
homogeniziran u homogenizatoru kroz 30 sekundi. Tim postupkom dobilo se pocetno
razrjedenje 1 radna suspenzija za pripremu serije decimalnih razrjedenja i nacjepljivanje na
selektivne i neselektivne hranjive podloge, ovisno o vrsti mikroorganizama. U slucajevima
ispitivanja prisutnosti patogena, pocetni korak bilo je vaganje 25 g uzorka kojem je dodano 225
mL pocetnog diluenta za selektivno, odnosno neselektivno namnaZanje i homogenizacija

pocetne suspenzije, nakon koje je uslijedilo inkubiranje prema propisanim protokolima.
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3.2.8.1 Odredivanje ukupnog broja mikroorganizama

Iz pocetne radne suspenzije 1 mL osnovnog razrjedenja sterilnom je pipetom otpipetiran u
praznu Petrijevu zdjelicu, a isto je ponovljeno iz serije pripremljenih decimalnih razrjedenja u
epruvetama. Nakon toga se u svaku Petrijevu zdjelicu izlilo 12 — 15 mL PCA ohladenog na
44 °C — 47 °C, inokulum se pazljivo izmijesao s medijem horizontalnim kruznim mijeSanjem
Petrijeve zdjelice nakon ¢ega se mjeSavina ostavila na vodoravnoj povrsini kako bi se skrutila.
Vrijeme izmedu pripreme i zavrSetka nacjepljivanja nije trajalo dulje od 45 minuta, a nakon §to
su se hranjive podloge skrutnule slijedila je inkubacija kroz 72 sata + 3 sata na temperaturi
30°Ct1°C.

Za odredivanje broja kolonija izabrane su plo¢e hranjivog agara koje su sadrzavale manje od
300 kolonija (10 — 300). Brojale su se pojedina¢ne kolonije, a prerasle kolonije brojane su kao
jedna pojedina¢na kolonija. Tamo gdje se ocekivao veéi broj kolonija plo¢e su brojane nakon

24 sata, a potom nakon 48 sati (HRN EN 1SO 4833-1, 2013).

3.2.8.2 Dokazivanje prisutnosti Salmonella spp.

Za namnozavanje na neselektivnom teku¢em mediju homogenizirano je 25 g uzorka u 225 mL
puferirane peptonske vode (PPV) sobne temperature. Pocetna suspenzija inkubirana je na
temperaturi izmedu 34 °C i 38 °C tijekom 18 sati + 2 sata. Selektivno namnoZavanje radilo se
na selektivnim teku¢im medijima sobne temperature, Rappaport-Vassiliadis soja bujonu (RVS)
i Muller-Kauffmann tetrationat-novobiocin bujonu (MKTTn) na naéin da se 0,1 mL uzorka iz
neselektivnog tekuceg medija prebacilo u epruvetu s 10 mL RVS bujona, odnosno 1 mL kulture
iz prednamnazanja prebaceno je u epruvetu s 10 mL MKTTn bujona. Nacijepljeni RVS bujon
inkubiran je na 41,5 °C kroz 24 sata + 3 sata, a nacijepljeni MKTTn bujon inkubiran je na 37 °C
kroz 24 sata = 3 sata. Kulture iz selektivnih medija nacijepljene su na dva cvrsta selektivna
medija. Prvi izolacijski medij je ksiloza lizin deoksikolat (XLD) agar, a drugi izolacijski medij
je SS agar. Mikrobioloskom uSicom od 10 pL kulture dobivene iz RVS i MKTTn bujona
nacijepljene su na povrsine XLD i SS agara. Preokrenute ploce inkubirane su na 37 °C kroz 24
sata + 3 sata. Tipi¢ne Salmonella kolonije na XLD agaru imaju crni centar s transparentno
crvenkastom zonom, dok su na SS agaru kolonije prozirne s crnim centrom. U slucajevima gdje
su izolirane sumnjive kolonije napravljena je subkultivacija i biokemijska potvrda. Odabrane
kolonije nacijepljene su na neselektivni hranjivi medij u svrhu oporavka kolonija. Biokemijska

potvrda uvijek se radila iz ¢iste kulture — pojedinacnih kolonija, putem biokemijskih testova:
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glukoza (+), saharoza (-), urea (-), L-lizin (+), mikroskopski preparat obojen po Gram-u, gdje
su kolonije Salmonella Gram negativni Stapici. U laboratoriju su koristeni gotovi biokemijski
testovi API 20 E (bioMérieux SA, Marcy-I"Etoile, Francuska) koji su ocitani nakon inkubacije
od 18 sati na temperaturi od 36 °C, a dobiveni broj¢ani biokemijski profil identificiran je putem
web programa na racunalu koji sadrzi bazu podataka (APIWEB™) (HRN EN ISO 6579-1,
2017).

3.2.8.3 Odredivanje broja koagulaza-pozitivnih stafilokoka

Iz pocetne radne suspenzije 1 mL osnovnog razrjedenja sterilnom je pipetom otpipetiran u
praznu Petrijevu zdjelicu, a isto je ponovljeno iz serije pripremljenih decimalnih razrjedenja u
epruvetama. Nakon toga se u svaku Petrijevu zdjelicu izlilo 18 — 20 mL cjelovitog otopljenog
RPFA agara ohladenog na temperaturu 44 °C — 47 °C, kako bi se postiglo minimalno 3 mm
debljine podloge. Inokulum se pazljivo izmijesao s medijem horizontalnim kruznim mijeSanjem
Petrijeve zdjelice nakon ¢ega se posude s mjeSavinom ostavilo na vodoravnoj povrsini kako bi
se stvrdnule. Petrijeve zdjelice koje sadrzavaju stvrdnutu mjeSavinu uzorka i agara preokrenute
su i inkubirane na temperaturi 34 °C — 38 °C kroz 24 sata + 2 sata. Nakon inkubacije na dnu
Petrijeve zdjelice oznacene su tipi¢ne kolonije. Sumnjive kolonije su male, crne, sive ili bijele
boje, okruzene svijetlom mutnom zonom (haloom) koja pokazuje aktivnost koagulaze, a tamo
gdje nije bilo porasta nastavljena je dodatna inkubacija jos 24 sata + 2 sata na 34 °C — 38 °C.
Nakon dodatne inkubacije oznacene SU nove sumnjive kolonije. Kolonije se trebaju oznaciti
nakon 24 sata + 2 sata jer postoji mogucénost gubitka karakteristi¢nih obiljezja nakon dodatnih
24 sata + 2 sata pa se ne preporuca brojanje samo nakon 48 sati + 4 sata. Kolonije Proteus spp.
mogu izgledati kao kolonije koagulaza pozitivnih stafilokoka u ranoj fazi inkubacije, medutim,
mogu se razlikovati od stafilokoka nakon 24 sata + 2 sata i 48 sati + 4 sati inkubacije, buduéi
da njihove kolonije postaju viSe ili manje smede i po€inju se Siriti.

Za brojanje izabrane su ploce na kojima je izraslo manje od 100 karakteristi¢nih kolonija i ne
vise od ukupno 300 kolonija (HRN EN ISO 6888-2, 2004).

3.2.8.4 Odredivanje broja Bacillus cereus

Iz pocetne radne suspenzije sterilnom je pipetom otpipetirano 0,1 mL osnovnog razrjedenja na
povrsinu selektivnog MYP agara, a isto je ponovljeno iz serije decimalnih razrjedenja
pripremljenih u epruvetama, otpipetirano je po 0,1 mL iz svake epruvete na povrsinu MYP
agara. Suspenzije su pazljivo i u $to kra¢em roku nacijepljene po povrsini agara te su ploce
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ostavljene 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se uzorak apsorbirao u agar. Nakon
nacjepljivanja i suSenja, plo¢e su preokrenute i inkubirane u inkubatoru 18 — 24 sati pri
temperaturi od 30 °C. U sluc¢ajevima kada kolonije nisu bile jasno vidljive, plo¢e su dodatno
inkubirane dodatnih 24 sata prije brojanja. Nakon inkubacije, odabrane su plo¢e dva uzastopna
razrjedenja, koje nisu sadrzavale vise od 150 kolonija. Prebrojane su velike, ruzicaste kolonije
(ruzicasta je indikator da manitol nije fermentirao), uglavnom okruzene zonom precipitacije
(Sto je indikator proizvodnje lecitina). Za potvrdne testove odabrano je pet pretpostavljenih
kolonija sa svake ploce, a u sluc¢ajevima gdje je bilo manje od pet pretpostavljenih kolonija
Bacillus cereus ispitane su sve kolonije. Odabrane kolonije nacijepljene su na povrsinu krvnog
agara kako bi se vidjela hemoliza, a podloge su inkubirane pri temperaturi od 30 °C kroz 24
sata + 2 sata. Potvrdene su one kolonije koje su imale zonu hemolize (HRN EN I1SO 7932,
2005).

3.2.8.5 Dokazivanje prisutnosti Listeria monocytogenes/Listeria spp.

Prvi korak u dokazivanju prisutnosti Listeria monocytogenes/Listeria spp. homogenizacija je
25 g ili 25 mL uzorka s 225 mL prethodno temperiranog Half-Fraser bujona, postujuci propisani
omjer 1:9, nakon Cega je uslijedila inkubacija na 30 °C kroz 24 sata + 1 sat. Nakon inkubacije
uzorka u prvom tekuéem mediju 0,1 mL suspenzije otpipetirano je u 10 mL Fraser tekuce
podloge te je suspenzija inkubirana 24 sata + 2 sata na temperaturi 37 °C £ 1 °C. Potom je radna
kultura iz Fraser bujona nacijepljena na ¢vrste selektivne podloge ALOA i Palcam pri 37 °C +
1 °C tijekom 24 sata + 2 sata. Tamo gdje je bilo potrebno, inkubacija je produzena dodatnih 24
sata. Sumnjive (tipi¢ne) kolonije Listeria monocytogenes na Ottaviani-Agosti agaru su plavo-
zelene boje, okruzene s haloom. Listeria spp. kolonije su plavo-zelene boje s ili bez halooa, dok
neki sojevi razvijaju plavu boju. Sumnjive (tipi¢ne) kolonije na Palcam agaru sitne Su,
maslinasto sive kolonije, s crnim “haloom® i ponekad s crnim centrom. Sumnjive kolonije
zahtijevaju daljnje potvrdne testove koji se rade na svjezim kulturama dobivenim
subkultivacijom na neselektivnom agaru (krvni agar) kroz 18 — 24 sata na 37 £ 1 °C. Krvni agar
sluzi 1 za dokazivanje hemolitickih svojstava ispitivanih bakterijskih sojeva. Za potvrdu
sumnjivih Listeria monocytogenes/Listeria spp. kolonija potrebno je uzeti barem jednu koloniju.
Ako se dokaze da se radi o Listeria monocytogenes/Listeria spp. nema potrebe za daljnjim
dokazivanjem. Ako se nije dokazala Listeria monocytogenes/Listeria spp. treba uzeti do 4
sumnjive kolonije sa svakog selektivnog medija. Obavezni potvrdni testovi za dokazivanje

Listeria monocytogenes su: mikroskopski preparat obojen po Gram-u gdje su kolonije Listeria
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monocytogenes/Listeria spp. Gram pozitivni Stapi¢i, B-hemoliza (+), L-Ramnoza (+) i D-
Ksiloza (-). U laboratoriju su koristeni gotovi biokemijski testovi API Listeria (bioMérieux SA,
Marcy-I Etoile, Francuska) koji su o¢itani nakon inkubacije 18 — 24 sata pri temperaturi 36 °C
* 2 °C, a dobiveni brojc¢ani biokemijski profil identificiran je putem web programa na rac¢unalu
koji sadrzi bazu podataka (APIWEB™) (HRN EN 1SO 11290-1, 2017).

3.2.8.6 Odredivanje broja sulfitreducirajucih klostridija

Nakon osnovne pripreme pocetne suspenzije, ista je termicki obradena u vodenoj kupelji pri
temperaturi od 75 °C tijekom 20 minuta (efekt pasterizacije), kako bi se uklonili vegetativni
oblici bakterija s ili bez moguénosti tvorbe spora. Sterilnom pipetom inokulirano je u duplikatu
po 1 mL pocetne suspenzije iz najmanje dva uzastopna razrjedenja u Petrijeve zdjelice. Isti
postupak ponovljen je i za daljnja decimalna razrjedenja. U svaku od Petrijevih zdjelica s
dodanom suspenzijom izliveno je po 15 mL ISA agara prethodno ohladenog u vodenoj kupelji
na temperaturi 44 °C — 47 °C. Medij je pazljivo promijeSan horizontalnim pokretima dok se
nije stvrdnuo. Kada se medij stvrdnuo, preliven je s jo§ oko 5 — 10 mL ISA agara, a podloge su
inkubirane u anaerobnim uvjetima, odnosno u posudi/vreéici pri temperaturi od 37 °C kroz 24
— 48 sati. Nakon inkubacije, odabrane se sve ploce na kojima je bilo manje od 150 tipi¢nih
kolonija te ne vise od 300 kolonija ukupno. Karakteristi¢ne kolonije na ISA agaru pojavljuju se
kao crne kolonije okruzene crnom zonom gdje je moguca pojava difuznog, nespecificnog
tamnjenja medija. Na izdvojenim karakteristicnim kolonijama rade se potvrdni testovi, test
respiracije i test tvorbe spora. Za test respiracije mikrobioloskom uSicom prenese Se pet
specificnih kolonija dobivenih u anaerobnim uvjetima na selektivnoj podlozi (ISA) na
neselektivnu podlogu (KA), nakon ¢ega se inkubiraju na temperaturi 37 °C kroz 24 — 48 sati u
aerobnim 1 anaerobnim uvjetima. U sluc¢aju porasta kolonija u aerobnim uvjetima ne radi se o
sulfitreduciraju¢im bakterijama, jer one rastu striktno u anaerobnim uvjetima. Za test tvorbe
spora karakteristicne kolonije obojimo po Gram-u i Schaffer-Fultonu. Gram pozitivni Stapici te
prisutnost spora nakon bojenja potvrduju da se radi o sulfitreduciraju¢im bakterijama (HRN

ISO 15213, 2004).

3.2.8.7 Odredivanje broja plijesni

S obzirom na to da je kod odredivanja plijesni u hrani potrebno odrediti aktivitet vode kako bi

se primijenila prikladna procedura, isto je napravljeno propisanom metodom opisanom u normi
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HRN ISO 21807:2005 Mikrobiologija hrane i stocne hrane - Odredivanje aktiviteta vode (ISO
21807:2004). Aktivitet vode (engl. water activity; aw) odnosi se na dio lako dostupne, aktivne
vode koju mikroorganizmi (bakterije, plijesni i kvasci) mogu koristiti za rast i metabolicku
aktivnost. Prije mjerenja aktiviteta vode, uzorak je bilo potrebno dobro usitniti, nakon ¢ega se
posudicu za uzorak napunilo do polovice, pazeci da je dno posudice dobro prekriveno. Aktivitet
vode izmjeren je uredajem Aqualab LITE (Decagon, USA), a koji koristi senzor za vlaznost
kako bi izmjerio aktivitet vode u uzorku. Princip mjerenja temeljen je na polimeru postavljenom
izmedu dvije porozne elektrode unutar komore u koju se stavlja uzorak. Elektri¢ne
karakteristike polimera mijenjaju se ovisno o relativnoj vlaznosti zraka unutar komore te
prenose signal koji software prikazuje broj¢ano kao aktivitet vode. Relativna vlaznost zraka
unutar komore jednaka je aktivitetu vode uzorka. Kod vecine uzoraka hrane raspodjela aw je
jednolika, a za sve ispitane uzorke gotovih jela utvrden je aktivitet vode aw >0,95 (HRN 1SO
21807, 2005).

Iz pocetne radne suspenzije 0,1 mL osnovnog razrjedenja sterilnom je pipetom otpipetiran na
povrSinu DRBC agara, a isto je ponovljeno iz serije decimalnih razrjedenja pripremljenih u
epruvetama, otpipetirano je po 0,1 mL iz svake epruvete na povrSsinu DRBC agara. Kod
pripreme decimalnih razrjedenja, radi brze sedimentacije spora, bilo je potrebno vorteksiranjem
dobro homogenizirati uzorak te pipetu drZati u vodoravnom poloZaju prilikom pripreme
decimalnih razrjedenja. Uzorci se prema normi HRN 1SO 21527-1 inkubiraju pri temperaturi
25 °C £ 1 °C 5 dana (HRN ISO 21527-1, 2012). Kada je potrebno plo¢e se mogu ostaviti na
izvoru dnevnog svjetla jo§ 1 — 2 dana. Ukoliko su prisutne brzo rastuce plijesni, plo¢e se broje
2., azatim i 5. dan. Za odredivanje broja kolonija izabrane su plo¢e hranjivog agara na kojima
je izraslo barem 10 kolonija, ali ne viSe od 150. Brojana su dva uzastopna decimalna razrjedenja,
a razlika izmedu kvasaca i plijesni utvrdena je makroskopskim pregledom. Kvasci rastu u
obliku okruglih bijelih kolonija, dok plijesni rastu u obliku barSunastih i pahuljastih kolonija,
nitaste su grade, a hife rastu kao isprepletena masa koja se zove micelij (HRN 1SO 21527-1,

2012).

3.2.8.8 Odredivanje broja Enterobacteriaceae

Iz pocetne radne suspenzije 1 mL osnovnog razrjedenja sterilnom je pipetom otpipetiran u
praznu Petrijevu zdjelicu, a isto je ponovljeno iz serije pripremljenih decimalnih razrjedenja u
epruvetama. U svaku Petrijevu zdjelicu izliveno je 12 — 15 mL VRBG agara ohladenog na

temperaturu 47 °C — 50 °C, a inokulum se pazljivo izmijesao s medijem horizontalnim kruznim
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mijesanjem Petrijeve zdjelice, nakon ¢ega se mjesavina ostavila na vodoravnoj povrsini kako
bi se skrutila. Vrijeme od nacjepljivanja do zalijevanja agarom nije bilo dulje od 15 minuta.
Nakon skru¢ivanja hranjiva podloga prekrila se s dodatnih 5 — 10 mL pokrovnog sloja VRBG-
a kako bi se sprijecilo prerastanje i postigli fakultativno anaerobni uvjeti, a podloga je ponovno
ostavljena kako bi se skrutnula. Petrijeve zdjelice su preokrenute i inkubirane na temperaturi
37 °C kroz 24 sata * 2 sata.

Karakteristi¢ne kolonije ruzicaste su, crvene ili ljubicaste. Neke Enterobacteriaceae mogu rasti
u obliku bezbojnih sluzavih kolonija, a mogu biti s ili bez izrazene zone precipitacije.

Izabrane su Petrijeve zdjelice na kojima je izraslo manje od 150 karakteristi¢nih kolonija te su
porasle kolonije izbrojane. Pet sumnjivih kolonija subkultivirano je na hranjivom agaru na
37 °C = 1 °C kroz 24 sata = 2 sata. U slucajevima kada su Enterobacteriaceae uzrokovale
odbojavanje kolonija ili medija i nije bilo karakteristi¢nih Enterobacteriaceae, za potvrdne
testove uzelo se 5 bjelkastih kolonija. Porasle kolonije potvrdene su oksidaza testom i testom
fermentacije glukoze.

Kod oksidaza testa, usicom se uzme dio izolirane kolonije i prenese na filter papir namocen
oksidaza reagensom. Test se smatra negativnim ako filter papir ne promijeni boju u tamno plavu
do ljubicastu, unutar 10 sekundi. Enterobacteriaceae su oksidaza negativne. Kod testa
fermentacije glukoze, oksidaza negativne kolonije nanosi se u epruvetu koja sadrzi glukoza OF
medij. PovrSina medija prekrije se mineralnim uljem (minimalno 1 cm), a epruvete se
inkubiraju pri temperaturi 37 °C kroz 24 sata + 2 sata. Reakcija se smatra pozitivnom ukoliko
dode do Zzutog obojenja. Kolonije koje su oksidaza negativne i pozitivne na OF testu potvrduju
se kao Enterobacteriaceae (HRN EN 1SO 21528-2, 2017).

3.2.8.9 IzraCunavanje i izrazavanje rezultata mikrobioloskih ispitivanja

Rezultati se kod kvalitativnih mikrobioloskih metoda kultivacije mikroorganizama izrazavaju
kao "nadeno" ili "nije nadeno” u odredenoj kolicini testnog dijela u g ili mL proizvoda, na

povrsini ili predmetu, npr. nije nadeno/25 g ili n.n./25 g.

Kod kvantitativnih mikrobioloskih metoda rezultati se ra¢unaju putem formule uz odredena
pravila. Da bi rezultat bio valjan, opéenito se smatra da je potrebno izbrojati kolonije barem na

jednoj plo¢i koja sadrzi najmanje 10 kolonija.

Broj mikroorganizama N prisutnih u uzorku racuna se kao sredina (engl. weighted mean) iz dva

uzastopna razrjedenja koristenjem sljedece jednadzbe:
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No o 2C

TV x11xd 1)
Gdje je:

N - broj mikroorganizama

>C  -suma kolonija izbrojanih iz dva uzastopna razrjedenja, od kojih barem jedna
sadrzi najmanje 10 kolonija

\Y/ - volumen inokuluma u mL

d - razrjedenje koje odgovara prvom razrjedenju.

Rezultati se zaokruzuju na dvije znacajne znamenke te se izrazavaju kao ukupan broj
mikroorganizama u g ili mL.

Iznimno, prema pravilima navedenim u normi HRN EN 1SO 7218:2008 Mikrobiologija hrane
1 hrane za zivotinje -- Op¢i zahtjevi i upute za mikrobioloska ispitivanja (ISO 7218:2007; EN
ISO 7218:2007), to¢nije poglavlju 10.3.2.4.1 moze se izraziti manji broj kao procijenjeni broj
(Ng) mikroorganizama u mL ili g, a ukoliko je izracunati broj kolonija manji od 4, rezultat se
izrazava kao "mikroorganizmi su prisutni, ali manje od 4/Vd po gramu ili po mL" (HRN EN
ISO 7218, 2008).

3.2.9 Statisticka interpretacija podataka

Ucinkovitost Kitova za izolaciju odredena je nagibom linije (nagib - b) linearne regresije, iz

koje se definira potrebna razina ué¢inkovitosti (E) >90 % i R?> 0,95.

Formula za izra¢un nagiba: (@)

p = 2E=DO-D)
2 (x—=x)

Formula za izra¢un postotka uc¢inkovitosti iz nagiba: 3)
E=-1+10 (-1/nagib)

Formula za izracun koeficijenta determinacije: 4)
R2=1-22
TSS
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Gdje je:
R? - koeficijent determinacije
RSS - zbroj kvadrata reziduala

TSS - ukupni zbroj kvadrata.

Za izraCune koristen je software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, SAD, 9.4.0
673) i Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, SAD, Version 2304, Build 30
16.0.16327.20248).
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4. REZULTATI

4.1 Procjena radnih karakteristika odabranih kitova za izolaciju RNK

Naglasak u prvom dijelu ispitivanja bio je na procjeni izvedbenih karakteristika cetiriju
komercijalno dostupnih kitova za izolaciju virusne RNK. S obzirom nato da se radi o uzorcima
iz okolisa u kojima se nije ocekivala velika koli¢ina ciljane virusne RNK, potencijalno
poboljsanje izolacije RNK primjenom formalnog, originalnog protokola (O) postavljenog od
strane proizvodaca dodatno je ispitano alternativnim modificiranim protokolom (M).
Usporedba ucinkovitosti kitova napravljena je tako $to je koriStenjem svakog izolacijskog kita
izolirana RNK iz niza uzoraka pripremljenih tako da su u njih dodane jednake standardne
koli¢ine ciljanog analita (misjeg norovirusa; MNV), odnosno jednaki volumeni nerazrijedenog
MNV standarda i serije dodatna tri 10-struka razrjedenja MNV standarda (1071, 102 i 1073).
Nakon sto je provedena izolacija, dobiveni eluati ispitani su putem lancane reakcije polimeraze
s reverznom transkripcijom u stvarnom vremenu koristenjem VIRSeek Murine Norovirus
detekcijskog kita (Eurofins GeneScan Technologies), nakon cega je napravljena konacna
usporedba putem dobivenih C; vrijednosti.

Rezultati prikazani u tablici 8 i tablici 9 pokazuju da su tri kita za izolaciju dala zadovoljavajuce
rezultate za sve Cetiri razine koncentracije MNV standarda, dok u slu¢aju izolacijskog kita broj

4 nisu postignuti zadovoljavajuci rezultati te su iskljuceni iz daljnje evaluacije.
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Tablica 8. Rezultati C: vrijednosti ispitanih kitova za izolaciju 1 i 2 pokazuju razlike u

ucinkovitosti ciljne izolacije MNV RNK i usporedni omjer vrijednosti, ovisno o tome da li je

tijekom izolacije koristen etanol ili izopropanol

Kit 1 Kit 2
EtOH (O) Cq IPA (M) C, EtOH (O) Cy IPA (M) C;
MNV 26.30 29.99 33.04 30.29
MNV 107 29.02 33.53 35.81 32.92
MNV 1072 32.49 37.03 39.96 36.59
MNV 103 36.60 40.35 43.29 39.96

Kratice: MNV: misji norovirus; EtOH: etanol; IPA: izopropanol; O: izvorni protokol; M:

modificirani protokol; C: threshold cycles

Tablica 9. Rezultati C: vrijednosti ispitanih kitova za izolaciju 3 i 4 pokazuju razlike u

ucinkovitosti ciljne izolacije MNV RNK i usporedni omjer vrijednosti, ovisno o tome da li je

tijekom izolacije koristen etanol ili izopropanol

Kit 3 Kit 4
EtOH (M) C IPA (O) Cy EtOH (O) C; IPA (M) C;
MNV 31.72 28.94 37.83 38.57
MNV 107 33.96 31.48 40.44 41.50
MNV 102 37.49 34.51 - -
MNV 107 40.79 39.33 - -

Kratice: MNV: mis§ji norovirus; EtOH: etanol; IPA: izopropanol; O: izvorni protokol; M:

modificirani protokol; Ci: threshold cycles
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Dodatno, uc¢inkovitost (E) tri Kita za izolaciju procijenjena je i raunski koriStenjem rezultata
dobivenih lan¢anom reakcijom polimeraze s reverznom transkripcijom u stvarnom vremenu,
odnosno detekcijom ciljanog analita u serijama kontrolirano kontaminiranih uzoraka s MNV
standardom. Svi testovi pokazali su zadovoljavajuéu uéinkovitost (E), dok su R?vrijednosti svih
kitova, osim kita 3 (u kojem je koristen izopropanol) bile > 0,99 §to zadovoljava unaprijed
definiranu potrebnu razinu. Rezultati ispitivanja ucinkovitosti pojedinih kitova za izolaciju
koristenjem RT-PCR-a detekcijom dvostruke serije MNV standarda i dodatna tri razrjedenja

koriStenjem etanola, odnosno izopropanola, prikazani su u slikama 4, 5 i 6.

Kit 1 - etanol Kit 1 - izopropanol
20,00 Slope = -3.439 2040 Slope = -3.456
— 0, ——
45.00 E =95% 45.00 E=95%
R®= 0.99189 R’ = 0.99978
40.00 40.00 Lt
J a J ‘,gf“'—
35.00 35.00 e
¥ d e o
30.00 30.00
25.00 25.00
MNYV MNV-1 MNV-2 MNV-3 MNV MNV-1 MNV-2 MNV-3
Razrjedenje Razrjedenje

Kratice: MNV: misji norovirus; Slope: nagib; E: ué¢inkovitost; R?: koeficijent linearnosti

standardne krivulje
Slika 4. Prikaz rezultata ispitivanja u¢inkovitosti (E) kita za izolaciju 1, ispitanog RT-PCR

detekcijom dvostruke serije 10-strukog razrjedenja MNV standarda u kojima je koriSten etanol,

odnosno izopropanol.
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Kit 2 - etanol Kit 2 - izopropanol
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Razrjedenje Razrjedenje

Kratice: MNV: misji norovirus; Slope: nagib; E: u¢inkovitost; R?: koeficijent linearnosti

standardne krivulje

Slika 5. Prikaz rezultata ispitivanja u¢inkovitosti (E) kita za izolaciju 2, ispitanog RT-PCR
detekcijom dvostruke serije 10-strukog razrjedenja MNV standarda u kojima je koristen etanol,

odnosno izopropanol.

Kit 3 - etanol Kit 3 - izopropanol
50.00
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et
25.00 25.00
MNV MNV-1 MNV-2 MNV-3 MNV MNV-1 MNV-2 MNV-3
Razrjedenje Razrjedenje

Kratice: MNV: misji norovirus; Slope: nagib; E: u¢inkovitost; R*: koeficijent linearnosti

standardne krivulje

Slika 6. Prikaz rezultata ispitivanja uc¢inkovitosti (E) kita za izolaciju 3, ispitanog RT-PCR
detekcijom dvostruke serije 10-strukog razrjedenja MNYV standarda u kojima je koristen etanol,

odnosno izopropanol.
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4.2 Potvrda prikladnosti i primjenjivosti izdvojenog kita

Prikladnost odabranog kita za izolaciju dvostruko je potvrdena. Prva potvrda prikladnosti
ustanovljena je sudjelovanjem u ispitivanju sposobnosti (engl. Proficiency Testing; PT) u
organizaciji LGC Standards Proficiency Testing (Velika Britanija), tijekom kojeg su u ispitnom
uzorku uspjesno detektirane tri sekvence gena - E, RARp i N (LGC, 2021). Na slici 7 prikazan
je izvod iz izvjesStaja o provedenom PT ispitivanju na kojem se vidi kako je uzorak A bio
pozitivan na SARS-CoV-2, dok je uzorak B bio negativan. Tri djelatnika provela su zasebno

ispitivanje kako bi se kroz ponovljivost dodatno osigurala kvaliteta provedenog ispitivanja.

Scheme: Hygiene Surface Monitoring (HYGIENE) Lab ID - HY0563 - Institute of Public Health

08 - Surface testing (swab rinsate) for SARS-CoV-2 molecular

Analyte Result Field Analyst Method Result Assigned Value Number of results Satisfactory % Unsatisfactory %
SARS-CoV-2 Sample A I.K. VIRseek SARS-CoV-2 | Positive 24 79.2% 20.8%
SARS-CoV-2 Sample B 1.K. VIRseek SARS-CoV-2 Negative 24 83.3% 16.7%
SARS-CoV-2 Sample A VL VIRseek SARS-CoV-2 Positive 24 79.2% 20.8%
SARS-CoV-2 Sample B VL VIRseek SARS-CoV-2 Negative 24 83.3% 16.7%
SARS-CoV-2 Sample A ZM23 VIRseek SARS-CoV-2 Positive 24 79.2% 20.8%
SARS-CoV-2 Sample B ZM23 VIRseek SARS-CoV-2 Negative 24 83.3% 16.7%

Slika 7. Prikaz rezultata iz izvjestaja 0 provedenom PT ispitivanju.

Nadalje, primjenjivost metode potvrdena je ciljanim pilot ispitivanjem u uvjetima koji su
jam¢ili prisutnost virusa. Konkretno, radilo se o ispitivanju briseva povrsina (N = 84) u
namjenskim prostorima (karanteni), u kojima su boravile osobe koje su bile asimptomatske ili
su imale slabo izrazene simptome bolesti COVID-19. Najmanje dvije sekvence gena uspjesno
su potvrdene u svim pozitivnim uzorcima. Kod uzoraka u kojima je na testu probira dobivena
negativha RT-PCR reakcija nije nastavljeno daljnje ispitivanje na preostale genske sekvence.
U tablici 10 prikazani su svi pojedinacni rezultati prema lokaciji i predmetu uzorkovanja te
prema ispitanim genskim sekvencama. Kod uzoraka koji imaju isti naziv uzorkovani su isti

predmeti u istim sobama, ali u razli¢itim vremenskim intervalima.
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Tablica 10. Prikaz svih pojedinac¢nih rezultata prema lokaciji i predmetu uzorkovanja te prema

ispitanim genskim sekvencama

Broj Lokacija i predmet uzorkovanja Sekvenca gena
uzorka E |[RdRp| N
1  |Soba 209 - Daljinski upravlja¢ za TV + + +
2 |Soba 209 - Kvaka sobnih vrata -
3 |Soba 209 - Toplomjer (ukljucujuci i kuciste) -
4 |Soba 209 - Sobni telefon, slusalica i tipke + +
5 |Soba 210 - Kvaka sobnih vrata - -
6 [Soba 210 - Toplomjer (ukljucujuéi i kuciste) -
7  |Soba 210 - Sobni telefon, slusalica i tipke -
8 |Soba 210 - Toplomjer (ukljucujuéi i kuciste) -
9 |Soba 402 - Daljinski upravlja¢ za TV -
10 |Soba 402 - Kvaka sobnih vrata -
11 |Soba 402 - Umivaonik (rubovi, slavina) -
12 |Soba 402 - Sobni telefon, slusalica i tipke -
13 |Soba 306 - Umivaonik (rubovi, slavina) -
14 |Soba 306 - Prekidac svjetla -
15 |Soba 306 - Sobni telefon, slusalica i tipke -
16 |Soba 306 - Prekidac svjetla -
17  |Soba 310 - Daljinski upravlja¢ za TV -
18 |Soba 310 - Umivaonik (rubovi, slavina) -
19 |Soba 310 - Sobni telefon, slusalica i tipke -
20 |Soba 310 - Casa -
21 [Soba 107 - Umivaonik (rubovi, slavina) + + +
22 |Soba 107 - Kvaka sobnih vrata -
23 |Soba 107 - Toplomjer (ukljuéujudi i kuciste) -
24 |Soba 107 - Daljinski upravlja¢ za TV + + +
25 |Paviljon 7, Soba 1 - Toplomjer (ukljucujuéi i kuciste) -
26 |Paviljon 7, Soba 1 - Umivaonik (rubovi, slavina) + + -
27 |Paviljon 7, Soba 1 - Tipkalo vodokotli¢a -
28 |Paviljon 7, Soba 1 - Drska cetke za WC skoljku -
29 [Paviljon 7, Soba 3 - Vrata hladnjaka (rucka) + + -
30 [Paviljon 7, Soba 3 - Tipkalo vodokotlica -
31 |Paviljon 7, Soba 3 - Umivaonik (rubovi, slavina) + - -
32 |Paviljon 7, Soba 3 - Drska cetke za WC skoljku -
33 [Paviljon 14, Soba 2 - Stranica kreveta -
34  [Paviljon 14, Soba 2 - Toplomjer (ukljucujuéi i kuéiste) -
35 [Paviljon 14, Soba 2 - Vrata hladnjaka (rucka) -
36 |Paviljon 14, Soba 2 - Tipkalo vodokotli¢a -
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37

Paviljon 7, Soba 2 - Prekidac svjetla

38

Paviljon 7, Soba 2 - Tipkalo vodokotli¢a

39 [Paviljon 7, Soba 2 - Umivaonik (rubovi, slavina) -
40 |Paviljon 7, Soba 2 - Vrata hladnjaka (rucka) + +
41  |Paviljon 7, Soba 4 - Tipkalo vodokotli¢a -
42  |Paviljon 7, Soba 4 - Prekidac svjetla + +
43  |Paviljon 7, Soba 4 - Umivaonik (rubovi, slavina) -
44  |Paviljon 7, Soba 4 - Vrata hladnjaka (rucka) + +
45  |Paviljon 7, Soba 1 - Drza¢ za sapun -
46  |Paviljon 7, Soba 1 - Umivaonik (rubovi, slavina) -
47  |Paviljon 7, Soba 1 - Toplomjer (ukljucujuci i kuéiste) +
48 |Paviljon 7, Soba 1 - Vrata hladnjaka (rucka) +
49 |Paviljon 7, Soba 5 - Prekidac¢ svjetla + +
50 [Paviljon 7, Soba 5 - Umivaonik (rubovi, slavina) -
51 [Paviljon 7, Soba 5 - Tipkalo vodokotli¢a -
52 [Paviljon 7, Soba 5 - Vrata hladnjaka (rucka) + +
53 [Paviljon 7, Soba 4 - Prekidac svjetla -
54  |Paviljon 7, Soba 4 - Vrata hladnjaka (rucka) + +
55 [Paviljon 7, Soba 4 - Umivaonik (rubovi, slavina) +
56 [Paviljon 7, Soba 4 - Tipkalo vodokotli¢a +
57 |Paviljon 7, Soba 2 - Tipkalo vodokotli¢a -
58 [Paviljon 7, Soba 2 - Vrata hladnjaka (rucka) -
59 [Paviljon 7, Soba 2 - Ormar -
60 |Paviljon 7, Soba 2 - Umivaonik (rubovi, slavina) -
61 |Paviljon 7, Soba 1 - Prekidac svjetla -
62 [Paviljon 7, Soba 1 - Umivaonik (rubovi, slavina) + +
63 |Paviljon 7, Soba 2 - Tipkalo vodokotli¢a -
64 [Paviljon 7, Soba 3 - Umivaonik (rubovi, slavina) -
65 [Paviljon 7, Soba 3 - Kvaka sobnih vrata -
66 [Paviljon 7, Soba 3 - Vrata hladnjaka (rucka) + +
67 |Paviljon 7, Soba 4 - Umivaonik (rubovi, slavina) + +
68 [Paviljon 7, Soba 4 - Tipkalo vodokotlica + +
69 [Paviljon 7, Soba 4 - Prekidac svjetla + +
70 [Paviljon 7, Soba 1 - Prekidac svjetla -
71 [Paviljon 7, Soba 1 - Umivaonik (rubovi, slavina) + +
72 |Paviljon 7, Soba 1 - Tipkalo vodokotli¢a -
73 [Paviljon 7, Soba 1 - Vrata hladnjaka (rucka) -
74  |Paviljon 7, Soba 1 - Toplomjer (ukljucujuéi i kuciste) -
75 |Paviljon 7, Soba 5 - Umivaonik (rubovi, slavina) + +
76  [Paviljon 7, Soba 5 - Slavina u tusu -
77 [Paviljon 7, Soba 5 - Ru¢ka na ormaru + -
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78 [Paviljon 7, Soba 5 - Vrata hladnjaka (rucka) + + -

79 [Paviljon 8, Soba 5 - Toplomjer (ukljucujuéi i kuéiste) + + -
80 [Paviljon 7, Soba 6 - Prekidac svjetla -
81 [Paviljon 7, Soba 6 - Umivaonik (rubovi, slavina) + + -

82 |Paviljon 7, Soba 6 - Dozator dezinficijensa -
83 [Paviljon 7, Soba 6 - Stol (radna povrsina) -

84 [Paviljon 7, Soba 6 - Ormar + + -
Kratice: -: negativna real-time RT-PCR reakcija, nije nadena ciljana virusna RNK; +: pozitivna

real-time RT-PCR reakcija, nadena je ciljana virusna RNK

U tablici 11 prikazani su rezultati uzoraka grupirani prema mjestu uzorkovanja uz prikaz
pozitivnih, odnosno negativnih uzoraka za svaku pojedinacnu skupinu. Grupe uzoraka
razvrstane su tako da su od vrha prikazane najzastupljenije grupe prema udjelu pozitivnih

uzoraka.
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Tablica 11. Prikaz uzoraka i omjera pozitivnih, odnosno negativnih uzoraka i udjela pozitivnih

uzoraka od ukupnog broja ispitanih uzoraka

Broj

Broj

Mijesto SARS-CoV-2 | SARS-Cov-2 | UKupan broj Udio
i g . ispitanih pozitivnih
uzorkovanja pozitivnih negativnih
uzoraka uzoraka (%o)
uzoraka uzoraka
Vr%ta hladnjaka 8 3 11 72.73
(rucka)
Daljinski upravljac
Ja TV 2 2 4 50,00
Uml_vaonlk (rubovi, 8 10 18 44,44
slavina)
Ormar 1 2 3 33,33
Prekidac svjetla 3 7 10 30,00
Toplomjer
(ukljuéujuéi i 2 7 9 22,22
kuciste)
Sobni telefon, 1 4 5 20,00
slusalica i tipke
Tipkalo vodokotli¢a 2 9 11 18,18
Kvaka sobnih vrata 0 5 5 0
Casa 0 1 1 0
Drska cetke za WC
skoljku 0 2 2 0
Krevet (stranica 0 1 1 0
kreveta)
Slavina u tusu 0 1 1 0
Drza¢ za sapun |
dozator 0 2 2 0
dezinficijensa
Stol (radna povrsina) 0 1 1 0
Ukupno 27 57 84 32,14
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Ukupni omjer pozitivnih i negativnih rezultata cijelog ciljanog pilot ispitivanja zbirno su

prikazani na slici 8.

32%

Pozitivni

= Negativni

68%

Slika 8. Omjer pozitivnih i negativnih uzoraka odreden temeljem razultata pilot ispitivanja

prisutnosti virusa ciljanog analita u uvjetima koji su osiguravali njegovu prisutnost.

4.3 Ispitivanje prisutnosti virusa na povrSinama pakiranja hrane, povr$inama hrane i

gotovim jelima

Nakon potvrde prikladnosti i primjenjivosti izolacijskog kita, uspjesnim sudjelovanjem u PT
ispitivanju i provedenom ciljanom pilot ispitivanju, odabrani kit koriSten je za izolaciju virusne
RNK iz uzoraka briseva povrsina zapakirane hrane, povrs§ina hrane i gotovih jela. Nakon
izolacije RNK, prisutnost ciljanih genskih sekvenci detektirana je pomocu pripremljenih
VIRSeek SARS-CoV-2 komercijalnih kitova za sve tri planirane genske sekvence. Prvi je test
probira kojim se dokazivala prisutnost E gena (kodira za protein ovojnice), a zatim i potvrdni
testovi kojima se dokazivala prisutnost RdRp gena (kodira za RNK-ovisnu RNK polimerazu) i
prisutnost N1/N2-gena (kodira za protein nukleokapside). Svi testovi izvedeni su u duplikatu,
a uzorci kod kojih je na testu probira dobivena negativna real-time RT-PCR reakcija nisu

ispitivani na preostale genske sekvence.
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4.3.1 Rezultati ispitivanja prisutnosti virusa na povr§inama pakiranja hrane i povr§inama

hrane

Prema dobivenim rezultatima ispitivanja briseva (N = 60) niti jedan uzorak nije bio jasno
pozitivan, primjerene C; vrijednosti i s jasnom specifiénom sigmoidalnom krivuljom. Tri
uzorka imala su nespecifi¢ne krivulje izraZzene kasnije od predvidenog broja ciklusa od ¢ega je
samo jedna, iako nespecifi¢na, bila u predvidenom rasponu Ct < 38. Taj jedan uzorak ispitan je
na prisutnost RARp gena te je opet zabiljeZen nejasan i nespecifi¢an signal, a uzorak je u
konacnici ispitan i na prisutnost N gena gdje nije zabiljezena pozitivna RT-PCT reakcija.

Sumirani rezultati ispitanih uzoraka briseva prikazani su u tablici 12.

Tablica 12. Prikaz dobivenih rezultata ispitivanja prisutnosti virusa na povrSinama pakiranja

hrane i povrSinama hrane

Brisevi
Ciljna genska sekvenca
Pozitivni Negativni
E (protein ovojnice) 0 (3 slabo pozitivna) 60
RdRp (RNK-ovisna RNK polimeraza) 0 (1 slabo pozitivan) 1
N (protein nukleokapside) 0 1

Detaljni prikaz uzoraka s kojih su uzeti brisevi s nazivom uzoraka, statusom uvoza i zemlje
porijekla, na¢ina skladistenja (hladeno ili smrznuto) te na¢inom pakiranja (pakirano ili rinfuza)

sadrzan je u tablici 13.
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Tablica 13. Rezultati analize prisutnosti E gena i 2 specifi¢na gena, RdRp i N1/N2, iz uzoraka

briseva
_ Sekvenca
Br. Naziv uzorka Zemlja Na¢in | Natin LOT broj gena
uzorka porijekla |skladiStenja| pakiranja
E|R|N
1 Bijeli grejp JAR Hladeno Rinfuza 43-03 -
Kruska Williams 60 mm [Stbija  |Hladeno  [Rinfuza '1-632300223820 i
3 Sipak (nar) sorta Hicak  [Turska Hladeno Rinfuza E:90450120T -
4 Krastavac sorta Adrian  [Spanjolska [Hladeno Rinfuza 44/01 -
5 Rajcica Poljska  [Hladeno Rinfuza 43-06 -
6 Paprika mix sorta C.W. [Spanjolska [Hladeno  [Rinfuza | J26-THR -
7 Tikvica sorta Elite Spanjolska [Hladeno Rinfuza 44/04 -(H)| - | -
8 Naranca sorta Valencia |JAR Hladeno Rinfuza 44/04 -
9 Japanska jabuka Spanjolska Hladeno  Rinfuza | 4501 i
Persimmon
10 Ananas Gold Costa Rica [Hladeno Rinfuza 44/02 -
11 ‘r]:rt:]UKa sorta ldared 70 Hrvatska [Hladeno Rinfuza 4305 -(H)|-(H)| -
12 Mandarina sorta Satsuma [Hrvatska [Hladeno Rinfuza 0359 -
13 pabukasorta Crveni Hrvatska |Hladeno  |Rinfuza | 4501 .
delisSes
14 Jabuka Jonagold Hrvatska [Hladeno Rinfuza Il_c:)%%OOOOQQZO -
15 Sampinjon 500 g Hrvatska |[Hladeno  [Rinfuza | 4406 -
16 Kupus sorta Coronet Hrvatska [Hladeno Rinfuza 43-01 -
17 Rajske rajcice Hrvatska [Hladeno Pakirano | L031120 -H)| - | -
18 Blitva sorta Verca Hrvatska [Hladeno Rinfuza / -
19 Salata kristal Bovary Hrvatska [Hladeno Rinfuza 3010 -
20 Jabuka sorta Gala Hrvatska [Hladeno Rinfuza 4404 -
21 Panirani riblji Stapici Hrvatska |Smrznuto |Pakirano | L040820 20:26 | -
9 Pilece brzo smrznuto Hrvatska  ISmrznuto  PPakirano 10.10.2020./10 |
meso .01.2021.
23 Panirani pile¢i dinosauri [Hrvatska [Smrznuto |Pakirano 26.10.2020./26 | _
.10.2021.
24 Curry & Beef Roll Hrvatska |[Smrznuto |Pakirano | 110420 -
Carsko povrée
25 (cvjetaca, brokula, Hrvatska |Smrznuto |Pakirano | 44124.42243 -
mrkva)
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Pileci fritesi (panirani

27.10.2020/27.

26 pileci Stapici) Hrvatska |Smrznuto  |Pakirano 10.2021.
Pizza crispy pops : 18.08.2020./18
27 (panirana piletina) Hrvatska |Smrznuto  |Pakirano 08.2021.
og  [creperolls . |Hrvatska [Smrznuto  |Pakirano | 230620
(Sunka, sir, krastavci)
Ljetni mix
29 (gras.ak’ mrkva’. CIvena I atska  [Smrznuto  [Pakirano 43801,41407
paprika, krumpir, kukuruz
Secerac)
30 SaVlJaC? . .. .. |[Hrvatska [Smrznuto [Pakirano | /
(okusa cokolada i visnja)
31 Germknodel Toni Kaiser |Austrija  [Smrznuto  [Pakirano | L 0284 11:52
32 Mlada patka Madarska [Smrznuto |Pakirano | L20124051
- ¥ : L20125408
33 Mini natural Baguette Ceska Smrznuto  [Pakirano 20125408
34 Francuska salata Belgija  [Smrznuto |Pakirano E:IiglLZOO%-
35 Patagonske lignje Maroko  [Smrznuto |Pakirano | 98/WOF/5219
Povrtni trio
o " : 08/04/22 18:57
36 (cvjetaca, brokula, Belgija  [Smrznuto |Pakirano L 20099-LNO1
mrkva)
Bulgur mjesavina . . 16/10/2020 16
37 (sitarice i povrée) Spanjolska [Smrznuto  |Pakirano 08:20
38 Pommes frites Belgija ~ |Smrznuto |Pakirano I1_4§4()52 20217
39 Panirani koluti¢i lignje  [Spanjolska [Smrznuto  |Pakirano 82{33/2020
40 Rizoto s plodovima mora [Belgija  [Smrznuto |Pakirano | L1465350D
Trajno mlijeko, 11, 2,8 % . 23/01/21 23:27
41 Tm. Hrvatska [Hladeno Pakirano 000910K21
42 Jogurt 2,8 % m.m. Hrvatska [Hladeno Pakirano | 14-20-102274
43 Mlvljf?ém desert cokolada Hrvatska [Hladeno Pakirano 13j12'20'
ljeSnjak 10:10
44 Skuta Hrvatska [Hladeno Pakirano | 2011 20L598
45 Cvrsti jogurt 3,2 % m.m. [Hrvatska [Hladeno Pakirano | 80-20-102601
Trajno mlijeko, 11, 3,5 % .. . 05.02.2021.
46 mm. Slovenija [Hladeno Pakirano 13:45-48 |6/U
. : 201120 10:50
47 Mozzarella Ceska Hladeno Pakirano 20 298 Kt
S . : 28.11.2020.
48 Mladi kajmak Srbija Hladeno Pakirano 01:00-50
49 Skyr Slovenija [Hladeno Pakirano | 29/11 00:27 29
. . : 05.2021 20:40
50 Majoneza Srbija Hladeno Pakirano L 02476839
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51 Brokula Parthenon Spanjolska [Hladeno Rinfuza 45/01 -
59 Paprika babura sorta Makedonij Hladeno Rinfuza 44-03 i
Vedrana a
53 Lubenica Seadless Brazil Hladeno Rinfuza 44-02 -
54 Paprika crvena California [Spanjolska [Hladeno Rinfuza 44/04 -
55 Jabuka Granny Smith Hrvatska [Hladeno Rinfuza Il_(:)9900009920 -
56 Pizza margherita Hrvatska |Smrznuto |Pakirano | L: 20247 -
57 Pizza piccante Hrvatska |Smrznuto |Pakirano | L:20245 -
Casica kesten desert : SN: 008294
58 oremium Hrvatska |Smrznuto  |Pakirano Batch: 0003 -
59 Peanut butter SAD Smrznuto  |Pakirano | L002330L60 -
12/2021 6
60 Sladoled Francuska [Smrznuto |Pakirano | 05:18 LOOSE3 | -
DOE02

4.3.2 Rezultati ispitivanja prisutnosti virusa u gotovim jelima

Prema dobivenim rezultatima ispitivanja uzoraka gotovih jela (N = 40) niti jedan uzorak nije
bio pozitivan, odnosno nije zabiljezena pozitivna RT-PCT reakcija. Rezultati svih ispitanih

uzoraka gotovih jela prikazani su u tablici 14.

Tablica 14. Prikaz dobivenih rezultata ispitivanja prisutnosti virusa u gotovoj hrani spremnoj

za konzumaciju (topla i hladna gotova jela)

- Gotova jela
Ciljna genska sekvenca

Pozitivni Negativni

E - protein ovojnice 0 40
RdRp - RNK-ovisna RNK polimeraza

N - protein nukleokapside

Detaljni prikaz uzoraka gotovih jela s nazivom uzoraka i vrstom gotovog jela sadrzan je u tablici
15. Uzorci koji imaju isti naziv uzorkovani su u razli¢itim vremenskim intervalima i lokacijama,

a oznaceni su eksponentom @ ili ),
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Tablica 15. Prikaz dobivenih rezultata ispitivanja prisutnosti sekvence E gena u gotovoj hrani

spremnoj za konzumaciju (topla i hladna gotova jela)

Uz%l;'ka Naziv uzorka Vrsta gotovog jela | SARS-CoV-2 (E gen)
1 Rostilj kobasice sa sirom toplo gotovo jelo -
2 Salata — bijeli kupus hladno gotovo jelo -
3 Salata — francuska® hladno gotovo jelo -
4 Salata — francuska® hladno gotovo jelo -
5 Salata — grah hladno gotovo jelo -
6 Dinstani kiseli kupus toplo gotovo jelo -
7 Salata — krastavci s vrhnjem? hladno gotovo jelo -
8 Salata — krastavci s vrhnjem® | hladno gotovo jelo -
9 Kroketi od krumpira? toplo gotovo jelo -
10 Kroketi od krumpira® toplo gotovo jelo -
11 Salata — krumpir hladno gotovo jelo -
12 Mlinci toplo gotovo jelo -
13 Lignje? toplo gotovo jelo -
14 Lignje® toplo gotovo jelo -
15 Salata — mijesana hladno gotovo jelo -
16 Panirani dinosauri toplo gotovo jelo -
17 Pecene krvavice toplo gotovo jelo -
18 Pastrva toplo gotovo jelo -
19 Lazanje? toplo gotovo jelo -
20 Lazanje® toplo gotovo jelo -
21 Pilec¢a krila pikant toplo gotovo jelo -
22 Pire krumpir toplo gotovo jelo -
23 Pomfrit toplo gotovo jelo -
24 Punjena paprika toplo gotovo jelo -
25 Rizoto toplo gotovo jelo -
26 Salata — krumpir hladno gotovo jelo -
27 Salata — kukuruz hladno gotovo jelo -
28 Salata — surimi hladno gotovo jelo -
29 Salata — tikvice hladno gotovo jelo -
30 Salata — Toscana hladno gotovo jelo -
31 Salata — tuna s povréem hladno gotovo jelo -
32 Salata — vegetariana hladno gotovo jelo -
33 Salata — zagrebacka hladno gotovo jelo -
34 Sarma® toplo gotovo jelo -
35 Sarma® toplo gotovo jelo -
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36 Salata — Sopska hladno gotovo jelo
37 Spageti bolognese toplo gotovo jelo
38 Tortilja s piletinom toplo gotovo jelo
39 Varivo od svinjetine i mahuna | toplo gotovo jelo
40 Salata — zelena s kupusom hladno gotovo jelo

4.4 Ispitivanje prisutne mikrobiolos§ke populacije na povrSinama pakiranja hrane,

povrSinama hrane i gotovim jelima

Ispitivanje briseva povrsina ambalaze i povrsina hrane kao i uzoraka gotovih jela provedeno je

kako bi se dobio opceniti uvid u mikrobiolosko stanje te potencijalno povezivanje rezultata s

onima dobivenima u ispitivanju prisutnosti virusa SARS-CoV-2.

4.4.1 Rezultati ispitivanja prisutne mikrobioloske populacije na povrSinama pakiranja hrane

1 povrSinama hrane

Kod briseva ispitana je Sira skupina indikatorskih mikroorganizama, odnosno ukupan broj

mikroorganizama, Bacillus cereus/Bacillus spp., Enterobacteriaceae, koagulaza-pozitivnih

stafilokoka i plijesni, a rezultati ispitivanja prikazani su u tablici 16.
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Tablica 16. Prikaz rezultata ispitivanja razli¢itih mikroorganizama u brisevima povr$ina hrane

I pakiranja hrane

Aerobne " " Koagulaza
Br . mezofilne Bacillus | Bacillus Enterobacteriaceae| pozitivni | Plijesni
. |Naziv uzorka - spp cereus . POz | Fesn
uzorka bakterije (cfu /b'ris) (cfulbris) (cfu/bris) stafilokoki|(cfu/bris)
(cfu/bris) (cfu/bris)
1 |Bijeli grejp 2,6 x 102 - - - - -
5 Kruska Williams 1 x 102 ) ) _ . -
60 mm
3 allfézli (nar) sorta 5.2 x 102 40 ) 20 ) 3.3 x 102
4 }:{jaﬁ;ilvac sorta 28 x 102 60 _ _ _ 1 x 102
5 [Rajéica 15x 10° 40 - - 50 -
Paprika mix 3 2
6 lsortac.W. 3,6> 10 ] ) 810 ] ]
7 E:E\élca sorta 2 % 106 i i 2.3 % 103 1,1 x 10° -
3 Narané:a sorta 1,2 x 102 40 ) ) - 20
Valencia
9 Japa_nska jabuka 60 i ) } . -
Persimmon
10 |Ananas Gold 2x10° [1,2x10%| 40 40 2,3 %103 -
Jabuka sorta 5
11 Idared 70 mm 38> 10 80 ) ) ) ]
12 Mandarina sorta 3.2 x 102 40 ) ) B} .
Satsuma
Jabuka sorta 5
13 Crveni deliSes 1x10 ) ) ) ) i
14 |Jabuka Jonagold | 3,6 x 10? - - - - 30
15 |Sampinjon 500 g| 8,4 x 10° - - 9 x 10? - 40
16 Kupus sorta 5.8 x 102 ) } . - -
Coronet
17 |Rajske rajCice - - - - - -
18 SE:XZ sorta 8 x 104 - - 6 x 10* 2,3x10° 4,8 % 10°
19 g(i)l\?;?;mtal 26x103[1.2x103[1.2 x 103 ) - -
20 éaetl)lgka sorta 15x10°| 80 i i 1.1 x 102 -
21 vPanl‘r’a'nl riblji 1.8 x 10° ) ) ) - -
Stapici
29 Pile¢e brzo 2.2 x 102 ) ) . - -

sSmMrznuto meso
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23

Panirani pile¢i
dinosauri

2,1 x10°

2 x 107

24

Curry & Beef
Roll

25

Carsko povrée
(cvjetaca,
brokula, mrkva)

3,4 x 107

26

Pilec¢i fritesi
(panirani pileci
Stapici)

27

Pizza crispy
pops (panirana
piletina)

2 x 102

28

Creperolls
(Sunka, sir,
Krastavci)

40

29

Ljetni mix
(grasak, mrkva,
crvena paprika,
Krumpir,
kukuruz Secerac)

90

30

Savijaca
(okusa ¢okolada
1 viSnja)

1,1 x 10?

31

Germknodel
Toni Kaiser

50

32

Mlada patka

1,3 x 10?

33

Mini natural
Baguette

20

34

Francuska salata

35

Patagonske
lignje

4,2 x 102

36

Povrtni trio
(cvjetaca,
brokula, mrkva)

37

Bulgur
mjesavina
(Zitarice 1
povrée)

38

Pommes frites

39

Panirani kolutiéi

lignje

1,6 x 10?

40

Rizoto s
plodovima mora

20

41

Trajno mlijeko,
11, 2,8 % m.m.

20

20

20

42

Jogurt 2,8 %
m.m.

40
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Mlijecni desert

43 |Cokolada - - - - - -
ljesnjak

44 |Skuta 60 - - - - -
Cvrsti jogurt i ] ) ] ]

45 3,2 % m.m. 40
Trajno mlijeko,

46 11, 3,5 % m.m. 60 ) i i i i

47 |Mozzarella 1 x 102 - - - - -

48 |Mladi kajmak 40 - - - - -

49 |Skyr 20 - - - - -

50 [Majoneza 20 40 20 - - -
Brokula )

1 Iparthenon 710 i i i i i

52 Paprika babura 4.3 % 10° i ] ] 35 x 102 ]
sorta Vedrana

53 |Lubenica 36x102| 100 i i i 50
Seadless

S |oitomia | 88%10° - : 79x10° | 13x10°| -

55 Jabgka Granny 2.8 x 102 20 ] ] ] ]
Smith

56 |Pizza margherita - - - - - -

57 |Pizza piccante - - - - - -

58 Casica keste_n 20 i ) ) ] ]
desert premium

59 |Peanut butter 60 - - - - -

60 |Sladoled 20 - - - - -

4.4.2 Rezultati ispitivanja prisutne mikrobioloske populacije u uzorcima gotovih jela

Kod uzoraka hrane, odnosno gotovih jela ispitani su mikroorganizmi prema preporukama

Vodi¢a za mikrobioloske kriterije za hranu, 3. izmijenjeno izdanje (Benussi-Skukan i sur.,

2011). Rezultati mikrobioloske populacije utvrdene u uzorcima hrane takoder su trebali

posluziti za provjeru moguce korelacije dobivenih rezultata. Ispitana je prisutnost sljedecih

mikroorganizama: aerobne mezofilne bakterije, Enterobacteriaceae, Listeria monocytogenes,

Salmonella spp., Staphylococcus aureus, sulfitreducirajuée klostridije, a rezultati ispitivanja

prikazani su u tablici 17.
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Tablica 17. Prikaz rezultata ispitivanja hrane i ocjene ispravnosti prema Kriterijima Vodica za

mikrobioloske kriterije za hranu

Listeria  (Salmonella<029ulaza-
Br. Naziv AMB | E monocytogenes, pozitivni | SRK Ispravnost*
uzorka] uzorka |(cfu/g) |(cfu/g) g PP- | stafilokoki (cfu/g) P
(n.n./259) |(n.n./25Q)
(cfulg)
Rostilj
1 |kobasicesa | <10%® | <10 | nije nadeno |nije nadeno| <1 <10 |[Ispravno
sirom
Salata —bijeli| 1,8 x | 1,4 x .. .. .
2 Kupus 105 108 | mije nadeno |nije nadeno| <10 < 10 |Neispravno
Salata — 1,6 x .. .. .
3 francuska® - 104 | nije nadeno |nije nadeno| <10 < 10 |Neispravno
Salata — <1lx o .
4 francuska® 10 | < 10°| nije nadeno |nije nadeno| <10 <10 |Ispravno
5 |Salata—grah |6 x 10*| <10%| nije nadeno |nije nadeno| <10 <10 |Neispravno
g |nstani <10° | <10 | nijenadeno mijenadeno] <1 | <10 [Ispravno
kiseli kupus
Salata — 7%
7  |krastavci s - 103 nije nadeno |nije nadeno|, <10 < 10 |Neispravno
vrhnjem?
Salata — 14 %
8 |krastavci s 108 iO“ nije nadeno [nije nadeno|, <10 <10 |Neispravno
vrhnjem®
Kroketi od 3 .. .
9 krumpira® <10° | <10 | nije nadeno |nije nadeno <1 <10 |Ispravno
10 [KIOKEUOd 1 103 | <10 | nije nadeno |nije nadeno| <1 | <10 |Ispravno
Krumpira
Salata — 4] 8% .. . .
11 Krumpir 3x10 103 | nije nadeno nije nadeno| <10 <10 |Neispravno
12 |Mlinci <10%® | <10 | nije nadeno |nije nadeno <1 <10 |Ispravno
13 |Lignje? <10%® | <10 | nije nadeno [nije nadeno <1 <10 |Ispravno
14 |Lignje® <10%® | <10 | nije nadeno [nije nadeno <1 <10 |Ispravno
15 Sal.atva N 10 102 | nije nadeno [nije nadeno| <10 < 10 |Ispravno
mijesana
16 [amrant | 103 | <10 | nijenadeno [nijenadeno| <1 | <10 [ispravno
dinosauri
17 Pecen_e <10%® | <10 | nije nadeno [nije nadeno <1 <10 |Ispravno
krvavice
18 |Pastrva <10%® | <10 | nije nadeno |nije nadeno <1 <10 |Ispravno
19 |Lazanje? <10%® | <10 | nije nadeno |nije nadeno <1 <10 |Ispravno
20 |Lazanje® <10%® | <10 | nije nadeno |nije nadeno <1 <10 |Ispravno
21 g::g;ﬁ krila <10® | <10 | nije nadeno |nije nadeno <1 <10 |Ispravno
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22  |Pire krumpir | 10® | <10 | nije nadeno [nije nadeno <1 <10 |Ispravno

23 [Pomfrit <10® | <10 | nije nadeno |nije nadeno <1 <10 |Ispravno

24 E:;I!?;aa <10® | <10 | nije nadeno |nije nadeno <1 <10 |Ispravno

25 [Rizoto 10° | <10 | nije nadeno ije nadeno <1 <10 |Ispravno

26 ifﬁ%; 10° [5x10%| nije nadeno |nije nadeno| <10 | <10 [Neispravno
Salata — 39x | 1x . . .

27 Kukuruz 10% 104 | nije nadeno ije nadeno| <10 <10 |Neispravno
Salata — 23x [12x| .. . .

28 Surimi 108 104 | Mie nadeno ije nadeno| <10 <10 |Neispravno
Salata — 4 ol . .

29 rikvice 1 x 10" <10°| nije nadeno |nije nadeno| <10 <10 |Ispravno

30 '?’ilsacf:n_a 4i%6x 10° | nije nadeno nije nadeno| 4 x 102 | <10 |Neispravno

gy [al@-tunal o7 119X ) e adeno nije nadeno| <10 | <10 |Neispravno
s povréem 10
Salata — 6 ol . . .

32 vegetariana 10° |<10°| nije nadeno |nije nadeno| <10 <10 |Neispravno
Salata — 4 6% . . .

33 Zagrebacka 1x10 102 | nije nadeno ije nadeno| <10 <10 |Neispravno

34 |Sarma® <10%® | <10 | nije nadeno |nije nadeno <1 <10 |Ispravno

35 |Sarma® <10%® | <10 | nije nadeno |nije nadeno| <1 <10 |Ispravno
Salata — 6 |1,5x .. .. .

36 sopska 10 104 | nije nadeno |nije nadeno| <10 < 10 |Neispravno

37 Eg ?(;gger?ese <10® | <10 | nijenadeno [nije nadeno| <1 <10 |Ispravno

38 ;ﬁ;ttlllrjgr; <10%® | <10 | nije nadeno [nije nadeno <1 <10 |Ispravno
varivood | 5 g 2| ) .

39 [svinjetine i 105 10° | nue nadeno |nije nadeno <1 <10 |Neispravno
mahuna
Salata —

40 |zelenas 10* | 10? | nije nadeno ije nadeno| <10 <10 |Ispravno
kupusom

Kratice: SRK: sulfitreducirajuce klostridije; E: Enterobacteriaceae; AMB: aerobne mezofilne

bakterije

* Ocjena ispravnosti napravljena je prema kriterijima Vodica za mikrobioloske kriterije za

hranu, 3. izmijenjeno izdanje (Benussi-Skukan i sur., 2011)
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5. RASPRAVA

U posljednjih nekoliko godina povecéana je pozornost kako Sire populacije, tako i znanstvene
zajednice prema znacajnijim virusnim uzro¢nicima bolesti povezanim s kontaminiranom
hranom i vodom. U prilog tome je svakako isla i aktualna pandemija uzrokovana novim
koronavirusom, a $to su takoder u svom radu zakljucili Hrdy i Vasickova (2022). Vecina
relevantnih nadleznih tijela za sigurnost hrane, poput EFSA-e i Agencije za hranu i lijekove
Sjedinjenih Americ¢kih Drzava (engl. Food and Drug Administration; FDA), na svojevrstan
nacin obvezali su se otkloniti sve preostale sumnje i pomno pratiti situaciju vezanu za virus
SARS-CoV-2 i Sirenje bolesti COVID-19 putem hrane, to¢nije kroz lanac hrane. Potreba da
ove, ali i druge institucije Zele razjasniti situaciju oko povezanosti hrane i Sirenja bolesti
COVID-19 ima smisla s obzirom da do sada nisu pronadeni jasni dokazi da je unos gotove
hrane vjerojatan put prijenosa virusa SARS-CoV-2. O navedenoj sumnji i pokusSajima
razjaS$njavanja rizika vezanih za takvu vrstu prijenosa pristupaju brojne studije i procjene rizika
(Han i sur., 2021; Bosch i sur., 2018; Herstein i sur., 2021; FDA, 2023; EFSA, 2020; ANSES,
2020; FSA, 2020; FSANZ, 2021), a §to jasno naglaSava potrebu provedbe ovakvih studija. lako
za sada postoje Cvrsti dokazi kako se radi 0 primarno respiratornom virusu te najéesée o
klasi¢énom kapljicnom prijenosu bolesti sa zarazenih osoba na zdrave, bitno je istaknuti kako su
rani slucajevi i izbijanja bolesti COVID-19 bili povezani s trznicama, dok su se naknadni
slucajevi izbijanja bolesti COVID-19 pojavljivali i ponavljali u velikim skladistima smrznute
hrane iz raznih dijelova svijeta. Teorija da je veleprodajna trznica morskih plodova Huanan u
Wuhanu bila rani epicentar pandemije COVID-19 dobila je najve¢u potporu do sada kroz
sveobuhvatnu najnoviju studiju Worobeya i sur. (2022). Naime, Worobey i sur. prikupili su i
prikazali niz dokaza iz grada Wuhana u Kini gdje su zabiljeZene prve infekcije ljudi, a kroz
svoja izvjescéa potvrduju kako se vecéina najranijih slucajeva kod ljudi nalazila upravo oko veé
spomenute veleprodajne trznice morskih plodova. Podaci su statisticki obradeni te su locirani
najraniji slu¢ajevi zaraze kod ljudi koji su bili posebno grupirani u dijelu trznice u kojem su se
okupljali prodavaci zivih divljih Zivotinja i gdje su bili koncentrirani uzorci iz okolisa, a za koje
se ispostavilo da su pozitivni na virus. Navode kako je u povezanom izvjescu (Pekar i sur.,
2022) prikazano otkri¢e da se genomska raznolikost prije veljace 2020. godine sastojala od
dvije razli¢ite virusne loze - A i B, koje su bile rezultat najmanje dva odvojena dogadaja
prijenosa medu vrstama, odnosno sa Zivotinja na ljude. Autori isticu kako ¢e to¢ni dogadaji oko
daljnjeg Sirenja s ¢ovjeka na covjeka nakon primarne transmisije infekcije tzv. prelijevanje

(engl. spillover) virusa uvijek biti nedoreceni i nejasni te kako svi posredni dokazi do sada
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upucuju na vise od jednog zoonoznog dogadaja koji se dogodio na trznici Huanan u Wuhanu u
Kini, vjerojatno tijekom studenog i prosinca 2019. godine (Worobey i sur., 2022). O stvarnom
izvoru SARS-CoV-2 vezu se razne kontroverze, $to se navodi i u prethodno spomenutom radu,
a posljednje izvjeS¢e Ureda direktora Nacionalne obavjestajne sluzbe (eng. Office of the
Director of National Intelligence; ODNI) Sjedinjenih Americkih Drzava (SAD) pod nazivom
"Potencijalne veze izmedu Instituta za virusologiju Wuhan i porijekla pandemije COVID-19"
daje svoj zaklju¢ak utemeljen na dosada$njim istraznim radnjama (ODNI, 2023). Ovo izvjesce
predstavlja odgovor na Zakon o podrijetlu bolesti COVID-19 iz 2023. godine, koji je zahtijevao
od Obavjestajne zajednice SAD-a deklasificiranje informacija koje se odnose na potencijalne
veze izmedu Instituta za virusologiju Wuhan (Wuhan Institute of Virology; WIV) i porijekla
pandemije COVID-19. Naime, zadatak Obavjestajne zajednice (engl. Intelligence Community;
IC), a koja obuhvaca niz agencija bio je razjasniti da li je prva ljudska infekcija SARS-CoV-2
virusom, uzro¢nikom bolesti COVID-19, bila rezultat prirodne izloZenosti zivotinji zarazenoj
virusom ili incident povezan s laboratorijem. Varijacije u analitickim stajalistima IC-a 0
podrijetlu pandemije COVID-19 uvelike proizlaze iz razlika u nainu na koji agencije
odmjeravaju obavjeStajne izvjeStaje i znanstvene publikacije te obavjeStajne i znanstvene
nedostatke. Isti¢e se kako agencije nastavljaju procjenjivati obje vjerojatnosti te kako prirodno
1 laboratorijsko podrijetlo ostaju prihvatljive hipoteze za objaSnjenje prvog slucaja infekcije
covjeka. U navedenom izvjestaju istaknuti su sljede¢i zakljucei (Office of the Director of

National Intelligence, 2023):

e Nacionalno obavjestajno vijece i Cetiri druge agencije 1C-a procjenjuju da je prva
infekcija ljudi virusom SARS-CoV-2 najvjerojatnije bila uzrokovana prirodnom
izloZzeno$¢u zarazenoj zivotinji koja je bila nositel] SARS-CoV-2 ili bliskog pretka
virusa Koji je vjerojatno bio vise od 99 % slican SARS-CoV-2 virusu,

e Ministarstvo energetike i Savezni istrazni ured (engl. Federal Bureau of Investigation;
FBI) iz razlicitih razloga procjenjuju da je incident povezan s laboratorijem bio
najvjerojatniji uzrok prve ljudske infekcije SARS-CoV-2,

e SrediSnja obavjestajna agencija (engl. Central Intelligence Agency; CIA) i jos jedna
agencija i dalje ne mogu utvrditi tocno podrijetlo pandemije COVID-19 jer se obje
hipoteze oslanjaju na znacajne pretpostavke ili se suoCavaju s izazovima s proturjecnim

izvjeséima,
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e Gotovo sve IC agencije procjenjuju da SARS-CoV-2 nije bio genetski dizajniran.
Vecina agencija procjenjuje da SARS-CoV-2 nije bio laboratorijski prilagoden, dok
neke agencije nisu u stanju donijeti odluku. Sve IC agencije ocjenjuju da SARS-CoV-2

nije razvijen kao biolosko oruzje.

Iz navedenog izvjestaja vidljivo je da niti u obavjesStajnoj zajednici ne postoji zajednicki stav
oko porijekla virusa. No, ako se samo porijeklo virusa ostavi po strani, obzirom da to nije
primarna tema rada, treba istaknuti da je sekvencioniranje genoma virusa SARS-CoV-2
izoliranog s trznice Xinfadi u Kini potvrdilo da se radi o europskom soju koronavirusa (Y.
Zhang i sur., 2020), $to cijelu situaciju ponovno vra¢a na pocetak te otvara nova pitanja na koja
nece biti lako dati odgovor.

Kroz rezultate dobivene ovom studijom daje se uvid u primjenjivost kitova za izolaciju RNK
iz okolisnih uzoraka i uzoraka hrane te mogucénostima detekcije virusa i virusnih cestica SARS-
CoV-2. Dobivenim rezultatima ispitivanja prisutnosti virusa na ispitanim uzorcima povrsina
zapakirane hrane, povrSinama hrane i uzorcima gotovih jela zaklju¢no se pruza uvid u stvarno
stanje stvari. Treba napomenuti kako svi dobiveni rezultati prikazuju trenutno i lokalno

zateCeno stanje u razdoblju provedbe ispitivanja.

5.1 Karakteristike odabranih kitova za izolaciju RNK i odredivanje optimalnog

protokola za provedbu ispitivanja

Za provedbu ispitivanja, odnosno utvrdivanja prisutnosti virusa SARS-CoV-2 u okolisnim
uzorcima i uzorcima hrane bilo je potrebno odrediti koji je najprikladniji kit za izolaciju.
Procjena je napravljena ispitivanjem niza uzoraka kontrolirano kontaminiranih s MNV
standardom, a potencijalno pobolj$anje izolacije RNK, osim primjenom originalnog protokola
postavljenog od strane proizvodaca, dodatno se ispitalo alternativnim modificiranim
protokolom (Mlinar i sur., 2023). Sli¢nu studiju proveli su Untoro i sur. (2018) usporedujuci
metanol, kloroform i 2-izopropanol kao alternativna otapala etanolu u izolaciji RNK virusa
dengue (DENV) tipa 2. U njihovoj studiji zakljuceno je da su koristeni metanol i 2-izopropanol
dali bolje rezultate od etanola. Opcenito govoreci, obrada okolisnih uzoraka ima specifi¢na
orani¢enja koja mogu negativno utjecati na izolaciju, ali i otkrivanje pojedinih analita. To
posebno isticu i Lever i sur. (2015) koji u svojoj studiji naglasavaju kako okoli$ni uzorci imaju
svoje specificnosti i mogu zahtijevati specifi¢nu finu prilagodbu koristenih komponenti 1

njihovih omjera.
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Prema planu pokusa, pri modifikaciji protokola pojedinih kitova gdje se u izvornom protokolu
koristio etanol, koristen je izopropanol (kitovi 1, 2 i 4), dok se kod kita u kojem se prema
uputama proizvodaca Koristi izopropanol, alternativno koristio etanol (kit 3). Pokazalo se da je
izopropanol prikladniji alkohol u odredenim situacijama, posebice kada se ocekuje niska
koncentracija RNK/DNK. S druge strane, DNK je manje topljiva u otopinama koje sadrze
izopropanol nego u otopinama koje sadrze etanol. Talozenje izopropanolom provedeno je na
sobnoj temperaturi kako bi se smanjio rizik od suprecipitacije otopljenih tvari, kao $to su
saharoza ili natrijev klorid s DNK/RNK (Green i Sambrook, 2017).

Usporedba ucinkovitosti kitova napravljena je relativnom usporedbom C; vrijednosti dobivenih
ispitivanjem eluata testnih uzoraka pomocu real-time RT-PCR i koristenjem VIRSeek Murine
Norovirus detekcijskog kita (Eurofins GeneScan Technologies). Eluati su dobiveni koristenjem
svakog izolacijskog kita na nizu pripremljenih testnih uzoraka u koji su dodane jednake
standardne koli¢ine ciljanog analita (mi$jeg norovirusa; MNV). C; vrijednosti obi¢no se koriste
za kvalitativne testove, kao $to je odredivanje prisutnosti ili odsutnosti patogena, prema ¢emu
vrijedi da odsutnost C; vrijednosti zna¢i da meta, odnosno ciljani analit nije bio prisutan u toj
reakciji, a prisutnost Cy vrijednosti znaci da je meta bila prisutna. Broj¢ana vrijednost Ct obrnuto
je proporcionalna koli¢ini amplikona u reakciji. Pojasnjeno, $to je nizi Ci, veca je koli¢ina
amplikona, tj. koli¢ina ciljanog analita (Schmittgen i Livak, 2008). Dobivene C; vrijednosti
moguce je koristiti kao apsolutnu i relativnu kvantitativhu metodu, ali samo kada se moze
osigurati pouzdan standardni referentni materijal i uz pripremu kvalitetne standardne krivulje.
Kvalitativni testovi ¢esto ukljuc¢uju kontrolni gen u svrhu kontrole kvalitete, Sto je bio slucaj 1
u ispitivanjima provedenim u ovoj studiji. Ako je vrijednost C; kontrolne analize previsoka
dovodi se u pitanje valjanost ciljnog negativnog rezultata uzorka. Primjerice, problem je mogao
nastati pri samom prikupljanju uzoraka, izolaciji RNK, razli¢itim inhibitornim ucincima
uzoraka ili ostacima dezinficijensa, sto je moglo smanjiti osjetljivost testa ispod prihvatljive
razine.

Prema dobivenim rezultatima koji su prikazani u tablicama 8 i 9, vidljivo je da su tri kita za
izolaciju RNK dala zadovoljavajuce rezultate za sve Cetiri razine koncentracije MNV standarda,
dok u slucaju izolacijskog kita broj 4 nisu postignuti zadovoljavajuci rezultati te su iskljuceni
iz daljnje evaluacije. S obzirom na ¢injenicu da su rezultati izolacije pri koriStenju kita broj 4
bili nezadovoljavajuéi, dodatno je ponovljena izolacija s priblizno jednakim ishodom pa je
moguce da se radi o neprikladnom analitu za ovu vrstu ispitivanja ili svojevrsnom antagonizmu

izolacijskog kita i koriStenog analita, a ne o stvarnim moguénostima kita za izolaciju.
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Kod ispitivanja svojstava izolacijskih kitova u smislu usporedbe originalnog i pokusnog,
optimiranog protokola, jedino su kod izolacijskog kita 2 postignuti znacajno bolji rezultati s
optimiranim protokolom. To se vidi kroz ¢injenicu da su jednake koncentracije MNV standarda
rezultirale s nizim C; vrijednostima, odnosno iste su dobivene priblizno 3 ciklusa ranije nego je
to postignuto s originalnim protokolom.

Gledaju¢i ukupne rezultate prikazane u tablicama 8 i 9, moze se zakljuciti kako je izolacijski
kit broj 1 dao najbolje rezultate i to s originalnim protokolom prema uputama proizvodaca.
Drugi najbolji rezultat postignut je s izolacijskim kitom 2, ali tek s optimiranim protokolom,
dok je prema rezultatima ispitivanja na tre¢em mjestu izolacijski kit 3 kod kojeg se primijenio
originalni protokol prema preporukama proizvodaca.

Sli¢nu studiju proveli su O'Brien i sur. (2021), ali za otkrivanje SARS-CoV-2 virusa u otpadnim
vodama. Izolacijski kitovi koriSteni u toj studiji specifi¢ni SuU po tome §to mogu sadrzavati
dodatne korake uklanjanja inhibitora, tako da nisu izravno usporedivi. U studiji Ambrosi i sur.
(2021) takoder su se usredotocili na ucinkovitost izolacije i modifikaciju protokola. U
spomenutoj studiji, pravilno isparavanje etanola (kako bi se smanjila kasnija interferencija real-
time RT-PCR reakcije) i produzeno vrijeme inkubacije tijekom elucije i centrifugiranja
istaknuti su kao kriti¢ni koraci u izolaciji RNK. Navedene modifikacije pokazale su
ucinkovitost i preporucuju se za primjenu na kitovima koji su bili predmet studije za poboljsanje
izolacije RNK za automatsku i ru¢nu izolaciju. Konaéno, studija Ransom i sur. (2020) prikazuje
usporedbu tri kita (sustava) za automatsku izolaciju RNK iz klinickih uzoraka gdje je vidljivo
da su sva tri kita zadovoljavajuce uéinkovita, dok se jedan Kit istaknuo nesto boljim rezultatima
u pogledu visih vrijednosti Ct nakon real-time RT-PCR ispitivanja. Autori zakljucuju da je to
vjerojatno rezultat upola manjeg volumena elucije, a time i vece koncentracije RNK. Takoder,
tu su i sliéne studije Kasterena i sur. (2020) i Shen i sur. (2021), no ovoga puta radilo se 0
procjeni dijagnostickih Kitova. Nazalost, u malo je studija provedena ovakva vrsta evaluacije
zbog ¢ega nije nemoguce napraviti izravnu usporedbu rezultata dobivenih u ovoj studiji.

S obzirom na to da je kit 1 pokazao najbolje rezultate (tablice 8 i 9), isti je izdvojen za nastavak
provedbe ispitivanja u daljnjem tijeku studije, a vazno je istaknuti da su i ostali izracuni
potvrdili primjenjivost kita (slika 4). Prvenstveno zadovoljavaju¢u razinu ucinkovitosti, E >
90 %, a zatim i zadovoljavajuéi koeficijent linearnosti standardne krivulje, R? = 0.99189. Nagib
(slope) = -3,439 takoder je zadovoljavajuce vrijednosti, S obzirom na to da bi se vrijednost
trebala kretati od -3,10 do -3,60.
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5.2 Prikladnost i primjenjivost izdvojenog kita

Uzimajuci u obzir povoljne rezultate procjene karakteristika izolacijskog kita 1, prikladnost i
primjenjivost Kita dodatno je potvrdena kroz jo$§ dva ispitivanja. Prva provjera je provedena
tako $to je pronadena prikladna PT shema za ispitivanje sposobnosti - “Environmental Hygiene
Monitoring (HYGIENE), PT-HY-08" u organizaciji LGC Standards Proficiency Testing (UK)
gdje su pripremljeni i dostavljeni uzorci koji su sadrzavali 2 %X 1,5 mL tekuceg uzorka, od kojih
je jedan uzorak sadrzavao SARS-CoV-2 na pribliznoj razini od 1 092 kopija genoma/mL (LGC,
2021). Uzorci su obradeni izabranim izolacijskim kitom te su nakon toga ispitani detekcijskim
kitovima za real-time RT-PCR. Koristeni su Kitovi identi¢ni onima koji su se Koristili u
ispitivanju svih ostalih uzoraka ispitanih za potrebe ovog rada. Ispitivanjem dostavljenih
uzoraka u jednom od njih potvrden je i uspjesno detektiran virus SARS-CoV-2, a analiticki su
potvrdene tri sekvence gena - E, RdRp i N, $to je potvrdeno izvjeStajem nakon provedenog PT
ispitivanja (LGC, 2021). Dobiveni rezultati kona¢no su potvrdili da se metoda provodi
prikladno, odnosno da se uredaji i predmetni kitovi pravilno koriste (slika 7).

Nadalje, u drugoj provjeri primjenjivost kita i metode izvedeno je ciljano pilot ispitivanje u
uvjetima koji su jam¢ili prisutnost virusa, odnosno virusnih ¢estica SARS-CoV-2. Provedeno
je ispitivanje uzoraka povrsina uzorkovanih u namjenskim prostorima tj. prostorima Kkoji su
sluzili kao karantena za boravak osoba s asimptomatskim oblikom bolesti ili sa slabo izrazenim
simptomima bolesti COVID-19. Izuzeta su ukupno 84 uzorka za koje se pretpostavljalo da bi
mogli biti najveci rezervoar virusa jer su i naj¢eséa mjesta kontakata. Ciljano su uzeti uzorci s
vlaznih, hladnijih mjesta, kao i oni s predmeta ili mjesta koje su suhi i stabilne sobne
temperature. Uzorci i broj uzetih jedinica uzoraka su: rucka hladnjaka (11), daljinski upravlja¢
(4), umivaonik (18), ormar (3), prekida¢ za svjetlo (10), toplomjer (9), telefon (5), tipka
vodokotli¢a (11), kvaka sobnih vrata (5), ¢asa (1), ¢etka za WC (2), krevet (1), slavina u tusu
(1), drza¢ za sapun/dozator dezinficijensa (2) i stol (1), a prikazani su u tablici 10. Prema
prikazanim rezultatima, grupa uzoraka s najve¢im udjelom pozitivnih uzoraka (72,73 %) su
uzorci rucke hladnjaka, zatim uzorci daljinskog upravljaca (50 %) i1 umivaonika (44,44 %).
Prema prve tri najzastupljenije skupine pozitivnih uzoraka, moze se zakljuciti da se virus vise
zadrzava na nesto hladnijim i vlaznijim mjestima, posebice ako se uzme u obzir relativno mali
broj uzoraka daljinskih upravljaca. Ono §to je vazno napomenuti je da su najmanje dvije
sekvence gena uspjeSno potvrdene u svim uzorcima. Kako je prikazano na slici 8, udio
pozitivnih uzoraka je znacajan (32 %), tocnije 27 uzoraka od ukupno ispitanih 84 uzorka

pozitivno je na prisutnost SARS-CoV-2. Vezano za dobivene rezultate ispitivanja, vazno je
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istaknuti da niti jedan uzorak nije imao zabiljezene inhibicije uzorka tijekom PCR reakcije, sto
je samo po sebi jasan znak da ¢iS¢enje 1 sanitacija nisu obavljeni neposredno prije uzorkovanja.
Dobiveni rezultati iznimno su znakoviti u smislu da jasno ukazuju na vaznost provodenja svih
propisanih higijenskih mjera, kao i onih u vezi socijalnog distanciranja. Naime, osnovna
pretpostavka i za ovu studiju lezi u tome da rizik zarazom preko povrsina hrane i same hrane
proizlazi u slucajevima kada takve osobe (bez simptoma ili s blago izrazenim simptomima
bolesti COVID-19) rade na pripremi, posluzivanju ili u prometu hrane. Kada tome pridodamo
¢injenicu da su se neke od Ct vrijednosti, dobivenih ispitivanjem tih uzoraka, kretale ispod
dvadesetog ciklusa, onda ne treba preispitivati niti stvarnu mogucnost zaraze tako znacajno
kontaminiranim povrSinama. Sli¢no isti¢e i Njemacki savezni institut za procjenu rizika (njem:
Bundesinstitut fir Risikobewertung; BfR), navode¢i da se koronavirus moze pronaci na priboru
za jelo i posudu te da izvor moze biti usmjereno kihanje ili kasljanje zarazene osobe. lako
navedeno moze izazvati infekciju ako virus dospije na sluznicu nosa ili o¢iju naglasava se kako
dosad nisu zabiljezili takve infekcije (BfR, 2022). Takvi stavovi se isti¢u u nekoliko studija
spomenutih u radu gdje je virusna RNK otkrivena na uzorcima hrane i kako najvjerojatnije
potjece od zarazenih osoba unutar lanca prerade i distribucije prije pakiranja. Razlog bi mogli
biti i pogoni za preradu hrane, ¢esto identificirani kao zarista za COVID-19 zbog pretrpanih
radnih mjesta, bliskih kontakata s kolegama, zajedni¢kog prijevoza ili stanovanja (Dyal i sur.,
2020; Waltenburg i sur., 2021; Han i sur., 2021). Jedna studija otkrila je kako je fizicki kontakt
i dijeljenje hrane tijekom konferencije u Singapuru bio najvjerojatniji razlog obolijevanja
skupine ljudi od bolesti COVID-19 (Pung i sur., 2020).

U studiji Ong i sur. (2020) ispitani su zrak i prostori u kojima su se nalazili simptomatski
bolesnici s blagim i umjerenim klini¢kim simptomima. Studija je pokazala da je ¢ak 87 %
uzoraka bilo pozitivno, dok su primjerice u drugoj studiji pozitivni rezultati uzoraka iz okolisa
na jedinicama intenzivne njege (JIL) i COVID-19 odjelima bili takoder znatno izraZeni.
Rezultati su pokazali kako su od 57 ukupno ispitanih uzorka na JIL ¢ak 54 bila pozitivna, §to
¢ini udio od 94,7 %, a na COVID jedinici su svi uzorci bili pozitivni od ukupno 9 ispitanih
uzoraka (Guo i sur., 2020). Zhou i sur. (2021) u svojoj studiji navode kako su od ukupno 218
obradenih povrsinskih uzoraka imali 91 potencijalno pozitivan uzorak (41,7 %), odnosno u
konacnici su to bila 23 uzorka pozitivna na prisutnost RNK SARS-CoV-2 virusa, §to Cini
ukupni udio od 10,6 % pozitivnih uzoraka. Kultivacija virusa nije uspjela iz nijednog uzorka
koji je bio pozitivan na SARS-CoV-2. Razlicite povrsinske kontaminacije potvrdene su na nizu
predmeta koje je koristilo medicinsko osoblje na COVID jedinicama, a posebno na ra¢unalnim

tipkovnicama 1 miSevima, stolcima i dispenzorima za alkohol te su ti predmeti izdvojeni kao
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rizi¢ni za kontaminaciju SARS-CoV-2 (Wu i sur., 2020; Ye i sur., 2020; Guo i sur., 2020). Zhao
I sur. u studiji navode laboratorijske podatke za SARS-CoV-2 koji pokazuju da C; vrijednosti
Ct=29,3 (¢elicna povrsina) i Ct= 29,5 (plasti¢na povrsina) koreliraju s otkrivanjem virusa Koji
se moze uzgajati, dok Ct vrijednosti Ci= 32,5 (¢eli¢na povrsina) i Cy= 32,7 (plasti¢na povrSina)
koreliraju s otkrivanjem virusa koji se ne moze uspjesno Kultivirati. Takoder, autori isticu kako
vrijednost Ci > 30 dobivena iz uzorka povrsina vjerojatno nema epidemioloski znacaj te
napominje ¢injenicu da je osuseni inokulum s Ct vrijednostima < 30 (Sto odgovara broju kopija
E gena od > 10° po mL) bio povoljan za kultivaciju SARS-CoV-2 (Zhou i sur., 2021).

5.3 Prisutnost virusa na povrs§inama pakiranja hrane, povr§inama hrane i gotovim

jelima

Rezultati ispitivanja uzoraka briseva s prvim kitom za probir (ciljana sekvenca E gena) pokazali
su tri slabo pozitivna rezultata, jedan s Ctvrijednosti < 38 i jo§ dva uzorka s Ctvrijednosti > 38.
Kod kita za probir koriStene su postavke automatskog ograni¢enja praga fluorescencije
(threshold) i kriteriji iz uputa proizvodaca (Ct < 38). Treba napomenuti da su tako visoke Ct
vrijednosti, odnosno kasni ciklusi, o¢ekivani i uobicajeni u uzorcima iz okolisa, posebno zato
Sto nisu 1z podru¢ja u kojem se moze ocekivati prisustvo virusa, kao u slucaju gdje se
potvrdivala prikladnost kitova. U studiji Ong i sur. (2020), prosje¢na Ct vrijednost bila je C¢=
36,08. Uzorci koji su pokazali slabo pozitivne C; vrijednosti ukljucivali su sva tri uzorka iz
kategorije svjezih i ohladenih namirnica, to¢nije svjeze voce i povrce. Kod sva tri slabo
pozitivna rezultata zajednicko je nepostojanje karakteristi¢ne sigmoidalne krivulje pojacanja te
se kao takvi ne mogu smatrati potpuno validnim rezultatima. Svi takvi uzorci, prema
preporukama i planu, dodatno su ispitani na prisutnost SARS-CoV-2 specifi¢cnog RdRp gena,
VIRSeek SARS-COV-2 Ident 2 kitom. Od tri ispitana uzorka samo jedan je imao pozitivan
rezultat u pogledu dobivene C: vrijednost, ali je i kod ove reakcije izostala karakteristicna
sigmoidalna krivulja pojacanja. Isti uzorak ispitan je i na prisutnost N gena s VIRSeek SARS-
COV-2 Mplex kitom, a pri evaluaciji tih rezultata nije zabiljezen pozitivan signal, odnosno Ci
vrijednost nije bila izrazena (tablice 12 i 13). Uz ispitivanje povrsina na prisutnost virusne RNK
SARS-CoV-2, povrSine su ispitane i na op¢u mikrobiolosku (bakterijsku) populaciju.
Ispitivanje je ukljucivalo Siru skupinu indikatorskih mikroorganizama, to¢nije ukupan broj
mikroorganizama, Bacillus cereus/Bacillus spp., Enterobacteriaceae, koagulaza-pozitivne

stafilokoke i plijesni.
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Rezultati ispitivanja u vecini sluc¢ajeva bili su zanemarivi, ocekivano niske mikrobne populacije
ili ispod granice kvantifikacije pa se kao takvi nisu mogli iskoristiti za relevantnu procjenu
mikrobioloske Cistoc¢e ispitanih predmeta. Par uzoraka kod kojih je zabiljezen nesto ve¢i ukupan
broj mikroorganizama, Enterobacteriaceae i koagulaza pozitivnih stafilokoka (Staphylococcus
aureus) su uzorci br. 7 (Tikvica sorta Elite), 10 (Ananas Gold), 18 (Blitva sorta Verca) i 54
(Paprika crvena California) (tablica 16). S obzirom na dobivene rezultate ispitivanja prisutnosti
ciljane virusne RNK i ciljane bakterijske populacije, rezultati se ne mogu dovesti u korelacijsku
vezu jer iz ispitanih uzoraka nije izolirana ciljana RNK.

Ispitivanja uzoraka gotovih jela s kitom za probir (ciljana sekvenca E gena) takoder nisu
pokazali pozitivne rezultate. Uzorci hrane ispitani su i prema preporu¢enim kriterijima Vodica
za mikrobioloske kriterije za hranu, 3. izmijenjeno izdanje (Benussi-Skukan i sur., 2011).
Sukladno Vodicu, uzorci su ispitani prema sljede¢im mikroorganizmima: aerobne mezofilne
bakterije, Enterobacteriaceae, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus i sulfitreducirajuée klostridije. Sto se ti¢e rezultata ovog ispitivanja uzoraka hrane prema
preporucenim mikrobioloskim kriterijima Vodi¢a za mikrobioloSke kriterije za hranu, 3.
izmijenjeno izdanje (Benussi-Skukan i sur., 2011), 15 od ukupno 40 ispitanih uzoraka nije
zadovoljilo zadane kriterije. NajceS¢i razlog nesukladnosti uzoraka bio je poviSen broj
mikroorganizama i prisutnost veceg broja enterobakterija (tablica 17). Unato¢ tako visokom
broju nesukladnih uzoraka, odnosno udjelu od 37,5 % nesukladnih rezultata, isti nisu iskoristivi
za bilo kakvu daljnju obradu u smislu postojanja korelacijske veze s prisustvom ciljane virusne

skupine, s obzirom na to da virusna RNK ciljanog analita nije nadena.

Rezultati ispitivanja briseva povrsina dobiveni u ovoj studiji mogu se tek djelomi¢no usporediti
s onima dobivenim u studijama Colaneri i sur. (2020; 2020) koji su ispitali prisutnost SARS-
CoV-2 na nezivim povrs§inama u bolni¢kim odjelima, prijavivsi samo jedan pozitivan rezultat
(N = 32) uz napomenu kako su rezultati pilot ispitivanja provedenog za potrebe ove studije
biljezili znatno vise pozitivnih rezultata. O mogucnostima zaraze u stvarnim, svakodnevnim
uvjetima pisali su Kampf i sur. (2021) te Mondelli i sur. (2021) i to u kontekstu kako je u
stvarnim uvjetima rizik od prijenosa s fomita koji nisu bili u nedavnom kontaktu sa zarazenom
osobom ograniéen. Autori zakljucuju kako je rizik smanjen zbog niske koncentracije virusnih
Cestica na njima i niskih stopa prijenosa virusa s povrsina na ruke. Nadalje, Pitol i Julian (2021)
u svojoj studiji pomocu modeliranja i procjene mikrobnog rizika (engl. Quantitative Microbial
Risk Assessment; QMRA) prijenos s fomita iskazali su kao 1 prema 10 000. Svojedobno je i

americ¢ki Centar za kontrolu i prevenciju bolesti (Center for Disease Control and Prevention;
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CDC) imao stav kako je takav put prijenosa mogu¢, iako vrlo malo vjerojatan, isti¢uéi da je i
dalje glavni put prijenosa respiratornim putem, odnosno kaplji¢nim putem preko zaraZzenih
osoba (NCIRD/CDC, 2021). Zakljuc¢ak vise studija, uklju¢ujuéi i CDC, jest da prijenos virusa
nije vjerojatan ukoliko se provode propisane procedure ¢is¢enja i dezinfekcije, s obzirom na
visoku osjetljivost virusa na sredstva za dezinfekciju (NCIRD/CDC, 2021; Mondelli i sur.,
2021; Xiling i sur., 2021).

Jedna od recentnijih studija potvrduje koliko dug period virus SARS-CoV-2 moze ostati
infektivan. Naime, u toj se studiji istice kako SARS-CoV-2 ostaje zarazan na rashladenoj
delikatesnoj hrani, mesu i svjezim proizvodima do 21 dan (Jia i sur., 2022). Rezultati te studije
podudaraju se s rezultatima studija koje su istaknule jasne indicije ili potvrdile kako su mnoga
Zari$ta bila hladnjace kao i druga razli¢ita skladiSta hrane, trznice pa ¢ak i restorani (Han i sur.,
2021; Riddell i sur., 2020). Studije isticu kako koronavirusi u takvim uvjetima mogu ostati
vijabilni od 28 do ¢ak 49 dana (utemeljeno na saznanjima baziranima na SARS-CoV-1 virusu).
Svih 40 ispitanih uzoraka gotovih jela ispitanih u ovoj studiji bilo je negativno na prisutnost E-
gena (tablice 14 i 15). Nisu zabiljezene razlike u ispitivanju ili rezultatima ispitivanja bez obzira
na lokaciju trgovine, dan ili vrijeme uzorkovanja, kao niti mikro-lokaciju unutar trgovine. Svi
uzorci okvalificirani su kao negativni na prisutnost RNK SARS-CoV-2 virusa ili su vrijednosti
bile ispod granice detekcije metode. Vazno je istaknuti da su rezultati pozitivnih i negativnih
kontrola bili valjani (unutar ocekivanih raspona) za sve ispitane uzorke. Povecanje broja
dnevnih slucajeva zaraZenih osoba, tijekom provedbe studije nije rezultiralo pojavom uzoraka
kod kojih je zabiljezen rezultat pozitivan na SARS-CoV-2.

Rezultata ispitivanja prisutnosti virusa ili virusnih Cestica SARS-CoV-2 iz uzoraka hrane
Sirokog spektra na trziStu nema ili su iznimno malo zastupljeni 1 dostupni samo za pojedinacne
slucajeve (Han i sur., 2021; Aboubakr i sur., 2021; Eslami i Jalili, 2020; Rabenau i sur., 2004;
Yépiz-Gomez i sur., 2013; SCDC, 2020). Za tumacenje ovih rezultata, ali i openito shvacanje
ponasanja virusa SARS-CoV-2 i sli¢nih virusa u hrani, posebno je vazna studija Jia i sur (2022).
Naime, kako bi se odredio relativni potencijal moguce zaraze putem razlicite vrste hrane u
studiji su se bavili procjenom prezivljavanja virusa SARS-CoV-2 na tri vrste, tj. tri
najzastupljenije grupe hrane. Radilo se 0 hladenim delikatesnim proizvodima spremnim za jelo,
svjezim proizvodima i mesu (ukljucujuci i plodove mora). Za potrebe ispitivanja, uzorci hrane
su inokulirani s 20 pL suspenzije koja je sadrzavala 1 x 10* PFU (engl. Plaque-Forming Units;
PFU) SARS-CoV-2 u vise malih kapljica (<1 — 2 pL po kapljici) na povrsinu hrane, pod
pretpostavkom da bi se tako najbolje oponasalo taloZenje virusa sadrzanog u kapljicama iz

kaslja ili kihanja. U svrhu procjene maksimalnog oporavka virusa iz svake pojedinacne vrste
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hrane, prisutnost virusa ispitana je odmah nakon inokulacije (0 h). Uzorci hrane koji su dodatno
inokulirani za naknadna ispitivanja pohranjeni su u zatvorenim spremnicima (kako bi se
sprijecilo isuSivanje) na temperaturi hladenja (4 °C). Ispitivanje je provedeno sukcesivno kroz
jasno odredene vremenske intervale, nakon: 1 sata, 24 sata, 7 dana, 14 dana i nakon 21 dana od
inokulacije. Dobiveni podaci pokazali su zanimljive i indikativne rezultate, jer su delikatesni
proizvodi 1 meso s visokim sadrzajem proteina, masti i vlage odrzavali infektivnost SARS-
CoV-2 virusa do ¢ak 21 dan, a preradeno meso poput salame i nekih svjezih proizvoda
pokazivali su svojevrsne antivirusne uc¢inke. U studiji se tumaci kako bi relativno suho
okruzenje kod takvih proizvoda moglo pridonijeti inaktivaciji virusa, dok kiselost vjerojatno
necée znacajno pridonijeti inaktivaciji, buduéi da su prethodne studije objavile da SARS-CoV-
2 nije osjetljiv na inaktivaciju u Sirokom rasponu pH vrijednosti (3 — 10) na sobnoj temperaturi
(Chinisur., 2020; Yekta i sur., 2021). Jia i sur. (2022) objasnjavaju kako su razlog tome dodani
konzervansi i pojacivaci okusa, poput fenolnih spojeva butiliranog hidroksianisola (BHA) koji
ima snazna antioksidativna i antimikrobna svojstva i butiliranog hidroksitoluena (BHT) koji se
dodaju razli¢itim proizvodima, u ovom slu¢aju salami, u svrhu povecanja sigurnosti hrane, ali
i razli¢itih tehnoloskih razloga. ZabiljeZeno je da i BHT inaktivira dio virusa s ovojnicom,
ukljucujuéi herpes simplex virus (HSV) i virus newcastleske bolesti (Reimund, 1987). Osim
navedenoga, isti¢u jos nekoliko vaznih Cinjenica vezanih za sigurnost hrane iz aspekta vektora
za SARS-CoV-2 virus. Isti¢u kako su organske kiseline poput limunske kiseline koja se dodaje
salami kako bi poboljsala okus i mlije¢ne kiseline, koja nastaje tijekom procesa fermentacije
navedene kao aktivni sastojci SARS-CoV-2 dezinficijensa, koje je odobrila Agencija za zastitu
okolis$a u Sjedinjenim Drzavama (Pedreira i sur., 2021). Pretpostavka je da bi prisutnost tih
organskih kiselina u salami mogla imati dodatne antivirusne ucinke protiv SARS-CoV-2,
dakako, uz sinergisti¢ko djelovanje sa sveobuhvatnim uéincima niske vlage, niskog aktiviteta
vode, antioksidativnih aditiva i drugih organskih kiselina proizvedenih tijekom fermentacije.
Inokulirani SARS-CoV-2 ostao je prisutan i zarazan u mljevenoj govedini koja je kuhana na
nizoj (engl. rare) ili srednjoj (engl. medium) temperaturi karakteristi¢noj za pripremu ove vrste
mesa te u svakom slucaju nedovoljno termicki obradenom mesu. Istice se kako je SARS-CoV-
2 tijekom vremena inaktiviran na hrani, dok virusna RNK nije degradirana s jednakim trendom
te bez obzira na vrstu hrane. Rezultati temeljeni na real-time RT-PCR-u za otkrivanje patogena
u hrani samo ukazuju na prisutnost virusne RNK, ali ne koreliraju s prisutnoscu ili koli¢inom
infektivnih virusa (Jia i sur., 2022). 1z kategorije svjezih proizvoda, uglavnom voca i povr¢a,
rajéica i grozde dali SU najznacajnije rezultate u smislu prezivljavanja virusa. Ti rezultati govore

da je virus ostao konstantan kroz 7 dana od inokulacije (p > 0,05), ali je infektivnost virusa
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znacajno smanjena do 14 dana od inokulacije. Unato¢ tome, vise od 1 log PFU/mL (engl.
plaque-forming units) infektivnog virusa bilo je prisutno na raj¢ici i grozdu nakon 21. dana u
uvjetima hladenja (4 °C). Studija Jia i sur. (2022) nedvojbeno je potvrdila prezivljavanje i visok
stupanj oporavka SARS-CoV-2 na odredenoj hrani, od koje je dio spreman za jelo ili se
konzumira sirov. Rezultati istrazivanja recentnije studije Peng i sur., (2023) pokazali su da su
temperatura hladnog lanca i sol ¢imbenici rizika koji dodatno mogu produziti odrzivost SARS-
CoV-2 i povecati rizik od prijenosa SARS-CoV-2. Takvi rezultati studije podrzavaju tezu kako
hrana kontaminirana sa SARS-CoV-2 virusom potencijalno moze biti izvor infekcije, uz
naglasenu vaznost pravilnog rukovanja hranom i kuhanja kako bi se prije konzumacije
inaktivirao svaki potencijalno infektivni virus.

O vaznosti postavljanja fokusa nadleznih tijela na identifikaciju razli¢itih virusnih patogena na
svjezim proizvodima i hrani koja je spremna za konzumaciju vise je re¢eno u uvodu rada, gdje
je istaknuto i znanstveno izvjes¢e WHO/FAO. U navedenom izvje$¢u djelomicno je pojasnjen
dio problema vezanog za kombinacije virusa i razli¢ite hrane s posebnim naglaskom na hranu
koja je spremna za konzumaciju. Sli¢no se navodi i u Tehnickom izvje$¢u novozelandskog
Ministarstva primarne industrije (MPI) ,,Paper no.: 2016/40 - Methods for virus detection in
ready-to-eat (RTE) foods*, gdje se navode primjeri hrane koja je identificirana kao vektor u
specificnim virusnim trovanjima, a ukljucuje i salate od tjestenine i krumpira, pekarske
proizvode, sendvice, polususene rajcice i drugu delikatesnu hranu (Greening i sur., 2016).
Spomenuto tehnicko izvjeS¢e kroz rad viroloskog istraZivackog programa za sigurnost hrane
pri MPI dokumentira razvoj odgovaraju¢e metode za ispitivanje navedenih primjera matriksa,
odnosno izravne Trizol metode s kratkim procis¢avanjem RNK uz pomo¢ kolona. Navedeni
viroloski istrazivacki program radi na osiguravanju dostupnih metoda za otkrivanje visoko
prioritetnih virusa koji se prenose hranom, NoV i HAV, u grupama hrane koje obi¢no
predstavljaju rizik i uzrokuju zabrinutost. Isti¢e se kako je potreban daljnji rad na validaciji i
utvrdivanju granica detekcije 1 ponovljivosti prije nego Sto se metoda moze koristiti za rutinsku
analizu. Glavni cilj njihovog rada bio je razviti i testirati metode za otkrivanje norovirusa
genogrupe | i Il (NoV GI, GII) i virusa hepatitisa A (HAV) u razli¢itim odabranim slozenim
matriksima RTE, a koji su ve¢ bili izvori trovanja NoV ili HAV. Dio hrane obuhvacene radom,
osim prije navedene hrane, ukljuc¢ivao je i salate od tjestenine, salate od kupusa, tvrde i meke
sireve, narezanu Sunku i glazuru za pekarske proizvode (Greening i sur., 2016). Izvjesce daje
kratki osvrt na razvoj metoda u posljednjih 20 godina te uvid na najznacajnije razvijene metode
za analizu RTE i sloZene hrane, od kojih su izmedu ostalih metode koje su razvili Gouvea i sur.
(1994), Schwab i sur. (2000), Leggitt i Jaykus (2000), Rutjes i sur. (2006), Stals i sur. (2013) te

85



Girard i sur. (2013). U tim studijama opisuju se razli¢ite metode pri oporavku virusa koje
ukljucuju izravnu izolaciju s Trizol reagensom (Schwab i sur., 2000), eluciju alkalnog pufera s
ili bez homogenizacije, nakon ¢ega slijede jedan ili dva koraka talozenja PEG (Leggitt i Jaykus,
2000; Baert i sur., 2008), eluciju neutralnog pufera poslije koje slijedi PEG talozenje ili
ultracentrifugiranje i eluciju alkalnog pufera s ultrafiltracijom (Rutjes i sur., 2006; Greening i
sur., 2016). U izvjes¢u MPI navode kako se u novije vrijeme za oporavak misjeg norovirusa
(MNV) kao NoV surogata, iz nekoliko namirnica, uklju¢ujué¢i pureca prsa i krumpir salatu,
koristi magnetski silicij, ali i druge metode temeljene na silicijevom dioksidu (Greening i sur.,
2016). Navedene metode najce$ée su sadrzavale korak ispiranja pomocu fluorougljikovih
otapala kao $to su Freon ili Vertrel. Metode oporavka virusa ¢esto su kombinirane s razli¢itim
postupcima izolacije i pro¢is¢avanja RNK, nakon ¢ega su ispitane RT-PCR metodom. Dobro
je napomenuti kako je kvantitativni RT-PCR u stvarnom vremenu (RT-qPCR) koristen u tri od
prethodno navedenih studija (Baert i sur., 2008; Stals i sur., 2013; Girard i sur., 2013), dok se
u preostalim studijama koristio konvencionalni RT-PCR na bazi gela gdje je bilo moguce
utvrditi gubitak, odnosno oporavak virusa razrjedivanjem krajnje tocke. Baert i sur. (2008),
kroz svoja su istrazivanja utvrdili da odabir metode posebno ovisi o prirodi i sastojcima u hrani,
istaknuvsi da se nekim metodama moze posti¢i visok oporavak virusa iz poljoprivrednih
proizvoda, dok se u drugim bolji u€inak izolacije postize s hranom koja sadrzi visi udio masti.
Nadalje, isti¢u kako su inhibitori zna¢ajan problem u slozenoj hrani te na kraju zakljucuju da:
§to je metoda sloZenija i §to je vise potrebno koraka to je gubitak virusa veéi (Baert i sur., 2008).
Greening i sur. (2016), u svom izvjescéu isticu kako se metode koje koriste PEG talozenje, a
takva metoda je koriStena i1 za obradu uzoraka za potrebe ove studije, opcenito sporije 1
zahtjevnije zbog koraka taloZenja, $to mozZe rezultirati povecanim gubitkom virusa (Baert i sur.,
2008). Zakljucuju i kako je izravna Trizol metoda relativno brza i jednostavna za izvodenje, a
od svih ispitanih metoda bila je najprikladnija metoda za obradu nekoliko uzoraka u seriji
(Greening i sur., 2016). Vazno je napomenuti kako je vecina eksperimenata, ukljucujuci i
studiju Greening i sur., provedena koriStenjem inokuluma s visokom koli¢inom virusa, imajuci
u vidu ¢injenicu kako je pretpostavka da je infektivna doza za NoV poprili¢no niska (20 ¢estica)
I da postoji mogucnost da te metode nisu dovoljno osjetljive za otkrivanje infektivne doze. U
studiji se navedeno opisuje u primjeru ispitivanja 5 g porcije salate od tjestenine od 200 g koja
sadrzi 20 Cestica, gdje bi u tom slu¢aju granica detekcije bila 1 ¢estica na 10 g tjestenine iz Cega
je jasno da postoji odredeni rizik od lazno negativnih rezultata za hranu kontaminiranu s niskim

razinama virusa. Osim toga isti¢u ono $to je napomenuto i u ovoj studiji, a to je da molekularne
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metode ne odreduju infektivnost NoV ili HAV, ve¢ se otkrivanjem ovih virusa u hrani ukazuje

tek na rizik od infekcije (Greening i sur., 2016).

Rezultate predstavljene u ovoj studiji, a dobivene ispitivanjem briseva i uzoraka gotove hrane,
treba pazljivo promatrati i tumaciti. Prvenstveno, zato Sto je iznimno izazovno dokazati virusne
cestice u malim koli¢inama iz uzoraka za koje nema jamstva da su bili izravno izlozeni izvoru
ciljanog virusa. Ako se u taj kontekst stavi i hrana u smislu kompleksnih gotovih jela, taj
problem znatno je izraZeniji, djelomi¢no i zbog ¢injenica istaknutih u studiji Jia i sur. (2022).
Opéenito govoredi, uspjesna detekcija virusa u hrani veliki je izazov i zbog fizikalno-kemijskih
svojstava hrane sto ukljucuje razli¢ite matrice i heterogenu distribuciju virusnih ¢estica, nisko
virusno optereéenje te vrlo zahtjevne postupke izolacije (Bosch i sur., 2018; Yépiz-Goémez i
sur., 2013), a radi cega treba biti svjestan potencijalno lazno negativnih rezultata ili
podcijenjenih koli¢ina virusa.

Zbog povoljne temperature za prezivljavanje virusa SARS-CoV-2 u hladnom lancu hrane,
rezultati studije Zhang i sur. (2021) predlazu zanimljivo rjeSenje, ne samo za slucaj s aktualnim
SARS-CoV-2 virusom ve¢ i kao model za sve buduce patogene koji bi mogli predstavljati
ozbiljnu prijetnju javnom zdravlju. U studiji se predstavlja i predlaze model upotrebe
interdigitalnih mikroelektrodnih ¢ipova, modificiranih da sadrzavaju sondu za antitijela i
integracijom obogacenja s dielektroforezom i ocitavanjem medufaznog kapaciteta, kao
strategiju za detekciju tragova spike-proteina iz SARS-CoV-2. Navedeni ¢ipovi imaju nisku
granicu detekcije od 2,29 x 107 ng/mL u 20 sekundi, sa §irokim linearnim rasponom od 10> —
107 ng/mL i selektivno$éu od 234:1. Cijena jednog testa moze se svesti na ~ 1 dolar. Ovakva
strategija mogla bi pruziti konkurentno rjesenje za osjetljivu, selektivnu i masovnu primjenu u

klasiénom hladnom lancu hrane i u stvarnom vremenu (Zhang i sur., 2021).
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6.

ZAKLJUCCI

Procjenom primjenjivosti i u¢inkovitosti naju¢inkovitijeg kita za izolaciju RNK, izmedu
Cetiri odabrana komercijalno dostupna kita, rezultati su pokazali da se kod nekih kitova
koristenjem izopropanola, umjesto etanola, u koraku talozenja moze postiéi veci prinos
RNK.

Primjenjivost izdvojenog izolacijskog kita uspjesno je potvrdena sudjelovanjem u
medulaboratorijskom poredbenom ispitivanju i provedbom pilot ispitivanja prisutnosti
virusa u okoli$u, tj. na povr§inama.

Rezultati ispitivanja prisutnosti virusa SARS-CoV-2 na povrSinama u prostorima u
kojima su boravili oboljeli sa slabo izraZzenim simptomima ili bez simptoma bolesti
COVID-19 pokazali su da je znacajan dio uzoraka (> 32 %) pozitivan na virusne ¢estice
virusa SARS-CoV-2 na povrSinama. Ovakvi rezultati potvrdili su opravdanost sumnje
da se sli¢ni rezultati mogu postic¢i ako takve asimptomatske osobe ili osobe s manje
izrazenim simptomima rade u prehrambenom lancu.

Konacni rezultati ispitivanja prisutnosti virusa SARS-CoV-2 ili virusnih Cestica na
povrSinama pakiranja hrane, povr§inama hrane 1 hrani pokazali su da virus nije prisutan
na ispitanim uzorcima.

Moze se zakljuciti da hrana, povrSina hrane i prehrambenih proizvoda ne predstavljaju
znacajan rizik od infekcije virusom SARS-CoV-2 uz napomenu da ta moguénost postoji,
ali je malo vjerojatna.

Preporucuje se sustavno pracenje virusa kako bi se dobio bolji uvid u dinamiku i
mogucnosti prijenosa virusa hranom. Osim klasi¢nog monitoringa, moguce je uvesti

inovativne tehnologije u smislu interdigitalnih mikroelektrodnih ¢ipova.
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Zdenko Mlinar roden je 1983. godineu Banja Luci. Diplomirao je 2011. godine na
Zdravstvenom veleuc¢ilistu u Zagrebu, smjer Sanitarno inzenjerstvo te stekao titulu magistra
sanitarnog inzenjerstva. Na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu SveudiliSta u Zagrebu
2019. godine zavrsava Poslijediplomski sveucili$ni studij Kvaliteta i sigurnost hrane i stjece
akademski naziv sveucili$ni specijalist kvalitete i sigurnosti hrane. Dodatna znanja usvaja kroz
edukacije na podrucju sigurnosti i kvalitete hrane, upravljanja rizicima, ustrojstva inspekcijskih
tijela i dr. Od 2008. godine radi u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo ,,dr. Andrija
Stampar* kao zdravstveni djelatnik u Sluzbi za zastitu okolisa i zdravstvenu ekologiju, odnosno
u Odjelu za mikrobioloske analize hrane, predmeta opce upotrebe i okoli$nih uzoraka gdje 2020.
godine postaje voditelj Laboratorija za mikrobioloSke analize hrane. Osim poslova ispitivanja
namirnica metodama kultivacije i molekularnim metodama, radi kao predstavnik osiguranja
kvalitete te kao zamjenik voditelja odjela. Dodatno je radio u Odjelu za sustave sigurnosti hrane
I zdravstveni odgoj Sluzbe za epidemiologiju na obrazovanju osoba koje rade u proizvodnji i
distribuciji hrane te implementacije, revizije i monitoringa HACCP-sustava kao i na pripremi,
validaciji i akreditaciji razli¢itih mikrobiolo§kih metoda za ispitivanje i uzorkovanje hrane te je
sudjelovao u provedbi brojnih projekata i monitoringa u suradnji s razli¢itim ministarstvima,
zavodima i agencijama. Bio je ¢lan radne skupine Ministarstva zasite okoli$a i energetike za
izradu Zakona o zaStiti od svjetlosnog oneciS¢enja i pripadajucih Pravilnika te je pri
Ministarstvu poljoprivrede 2018. godine postao ¢lan radne skupine - Codex Alimentarius
(CCFH), a 2023. godine ¢lan Povjerenstva za izradu Vodi¢a za mikrobioloske kriterije za hranu.
Godine 2019. postao je ¢lan Hrvatskog mikrobioloskog drustva. Na Zdravstvenom veleudilistu
u Zagrebu 2013. godine izabran je u nastavno zvanje asistenta gdje sudjeluje u izvodenju
nastave kolegija ,,Mikrobioloska analiza hrane* i ,,HACCP sustav®. Bio je predava¢ na
seminaru Europskog centra za laboratorijsku izvrsnost i Hrvatskog mjeriteljskog drustva te je
sudjelovao u TAIEX misiji. Aktivno sudjeluje na domac¢im i medunarodnim kongresima 0
sigurnosti i kvaliteti hrane, pise znanstvene, stru¢ne i popularno-znanstvene radove i ¢lanke za
razli¢ite ¢asopise. U Hrvatskoj komori zdravstvenih radnika obnasao je duznost delegata za

djelatnost sanitarnog inZenjerstva.
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