Testy na koronawirusa- w jaki sposodb sie je wykonuje

@ W Nowej Zelandii, aby potwierdzi¢ zakazenie
\ N koronawirusem SARS-CoV-2, ktory powoduje chorobe
Covid-19, wykorzystuje sie testy PCR.

Testy PCR charakteryzuja sie bardzo duzg doktadnoscig i sg
w stanie rozroznic¢ siedem znanych rodzajow
koronawirusa.
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Test PCR polega na poszukiwaniu materiatu genetycznego wirusa w probce wymazu pobranego
od osoby podejrzanej zakazeniem. Probka wymazu pobierana jest z gardta lub nosa.

PCR jest jedng z najwazniejszych technik uzywang do badan na Wydziale Biochemii w Otago.

Ponizej opis w jaki sposob dziata technika PCR



1) Pobieranie wymazu

Wymaz pobierany jest za pomocg wacika na dtugim trzonku

Pracownik stuzby zdrowia z przygotowanym wacikiem na trzonku do pobrania wymazu



Pracownik stuzby zdrowia uzywa wacika z dtugim trzonkiem do pobrania wymazu. Wymaz pobierany jest z gornej czesci gardta
tuz za nosem.

Na rysunku zaznaczone miejsce z ktérego pobierany jest wymaz.
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http://www.flickr.com/photos/internetarchivebookimages/14594049867

Po pobraniu wymazu na waciku znajduje sie czes¢ komorek, sluz oraz bakterie i wirusy.

Nastepnie wymaz jest umieszczany w probowce zawierajgcej mieszanine biatek i antybiotykdw, ktore zabezpieczajg pobrany
materiat. Probowka jest szczelnie zamykana i wysytana do laboratorium.

Sposdb pobierana wymazu jest widoczny na filmie:

https://www.youtube.com/watch?v=syXd7kgLSN8&feature=emb logo



https://www.youtube.com/watch?v=syXd7kgLSN8&feature=emb_logo

Problemy z pobieraniem wymazu

Zazwyczaj jezeli osoba jest zakazona wirusem i wykazuje objawy pobrany wymaz jest
na tyle czuty, aby ,wychwyci¢” czgsteczki wirusa pobrane z gornej czesci gardfa tuz za
nosem.

Czasami jednak wirus moze namnazac sie w miejscu oddalonym od pobranego wymazu
lub ilos¢ wirusa jest za mata, aby pobrac go za pomoca wacika.

Tak wiec, negatywny wynik moze oznacza¢, ze nie jest sie osobg zakazong lub po prostu,
Zze wymaz zostat pobrany z miejsca, gdzie wirus sie jeszcze nie namnozyt.

2) Wysytanie pobranego wymazu do laboratorium
Nalezy wysta¢ wymaz jak najszybciej



3) 1zolowanie materiatu genetycznego i oczyszczanie

Koronawirus sktada sie dwadch gtédwnych czesci, sg to: z zewnatrz btona ttuszczowa otoczona biatkami, a w sSrodku materiat
genetyczny RNA owiniety biatkami

Ponizej rysunek schematyczny czgsteczki koronawirusa

[llustration by David S. Goodsell, RCSB Protein Data Bank.



http://http::/pdb101.rcsb.org/sci-art/goodsell-gallery/coronavirus

Aby wykonac test sprawdzajgcy obecnosc¢ koronawirusa nalezy rozbi¢ czgsteczki

koronawirusa i wydobyc¢ z nich materiat genetyczny. Nalezy rowniez pozbyc sie wszystkict
innych sktadnikow obecnych w pobranym wymazie.

Pobrana probka wymazu zawiera wiele innych substancji np. : sluz, inne biatka

Nalezy wiec pozbyc sie wszystkich innych substancji obecnych w pobranym wymazie
oraz pozostatych czesci czasteczki koronawirusa (biatka, btona ttuszczowa)



Nalezy rozbi¢ czgsteczki

Czasteczki wirusa rozbijamy za pomocg chemikaliow, detergentéw oraz soli chaotropowe;j

Created in BioRender.com bio

Proces rozbicia czgsteczki wirusa uwalnia jego elementy. (RNA oznaczone jest kolorem czerwonym).



Zastosowanie detergentu pozwala na rozbicie bton komdorkowych wiruséw, ktore zbudowane sg z oleistych czgsteczek

Zastosowana sol chaotropowa uczestniczy w procesie denaturacji biatek zatrzymujac ich dziatanie oraz pomaga
oddzieli¢ RNA od biatek.

Biatka s3 ,ciete” na kawatki przy pomocy enzymu proteazy. Natomiast DNA jest rozrywane za pomocg enzymu DNazy.
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W kolejnym kroku nalezy pozby¢ sie wszystkiego z probki oprocz RNA.
Obecnie probka sktada sie wielu typow rozbitych czgsteczek, ktére sg zmieszane z RNA. Nalezy zostawic tylko RNA.

Aby mie¢ pewnos¢, ze RNA nie zostanie przypadkowo wymyte do probki nalezy doda¢ mate krzemionkowe kulki
magnetyczne. RNA wowczas przykleja sie do kulek. Nastepnie na zewnetrznej stronie probki nalezy umiesci¢ magnes.

Kulki a wraz z nimi RNA przyklejajg sie do wewnetrznej scianki probéwki za pomocg wytworzonego przez magnes
przyciggania.

Dzieki zastosowaniu magnesu i kulek mozna w tatwy sposob wymy¢ wszystkie pozostate sktadniki probki oprocz RNA.
Do mycia stosuje sie ptyn z bardziej chaotropowg sol3.

Gdy w probce jest juz obecny tylko materiat genetyczny mozna go odklei¢ od kulek magnetycznych. RNA nalezy przemy¢
wodg, a kulek pozby¢ sie za pomocg magnesu.



Kolejne kroki jaki nalezy wykonaé, aby uzyskaé czyste RNA

How to clean up
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RNA mixed with other molecules. Add magnetic beads. The RNA sticks to the beads.
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Wash away everything except the RNA.

Put a magnet next to the tube. The beads (with RNA) stick to the magnet.
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Add water. Take away the magnet and beads,

The RNA comes off the beads. and you have clean RNA.



4) Upewnienie sie, ze test wykryje tylko nowego koronawirusa

RNA obecne w probce jest mieszaning RNA ludzkiego oraz RNA bakterii i wirusow.

Aby by¢ pewnym, ze w probowce bedzie tylko RNA nalezace do wirusa nalezy znalez¢ sekwencje RNA,
ktora jest unikalna tylko dla tego wirusa.

RNA nowego koronawirusa zostato poznane przez naukowcow juz na poczatku epidemii.
W genomie koronawirusa znajduje sie prawie 3000 zasad zawierajgcych informacje o 29 réznych biatkach.



Schemat genomui:

266 13,468 21,563 29674

5‘ lr : ! 3 : :
ORF1a : ORF1b
| B
— — E Helicase |
Papain-iike  3CL-protease | G SR
— .
msmense e T

Genome of
SARS-CoV-2 o G

Created in BioRender.com bio



Nalezy wykorzystaé¢ dwa krotkie fragmenty DNA (tzw. startery), ktére przytacza sie do sekwencji
genomul.

Do testu PCR naukowcy wybrali dwa krotkie fragmenty sekwencji genu E o dfugosci 22 i 26 zasad.
Biatko E (otoczka) kodowane przez ten gen pomaga w tworzeniu ttustej btony wirusa.

Naukowcy stworzyli startery DNA, ktore przytaczajg sie tylko do tych fragmentow genu E.

Ponizej sekwencja RNA genu E (RNA skfada sie zzasad G, C, Ai U):

AUGUACUCAUUCGUUUCGGAAGAGACAGGUACGUUAAUAGUUAAUAGCGUACUUCUUUUUCUUGCUUUCGUGGUAUUCUU
GCUAGUUACACUAGCCAUCCUUACUGCGCUUCGAUUGUGUGCGUACUGCUGCAAUAUUGUUAACGUGAGUCUUGUAAAAC
CUUCUUUUUACGUUUACUCUCGUGUUAAAAAUCUGAAUUCUUCUAGAGUUCCUGAUCUUCUGGUCUAAACGAACUAAAUA
UUAUAUUAGUUUUUCUGUUUGGAACUUUAAUUUUAGCC

Ponizej sekwencje dwdch starterow DNA uzywanych w tescie (DNA sktada sie z zasad G,C, Ai T)

Starter przedni: ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
Starter wsteczny: ATATTGCAGCAGTACGCACACA



Startery przytaczajg sie do genu E tylko w czesciach podkreslonych:

AUGUACUCAUUCGUUUCGGAAGAGACAGGUACGUUAAUVAGUUAAUAGCGUACUUCUUUUUCUUGCUUUCGUGGUAUUCUU
GCUAGUUACACUAGCCAUCCUUACUGCGCUUCGAUUGUGUGCGUACUGCUGCAAUAUUGUUAACGUGAGUCUUGUAAAAC
CUUCUUUUUACGUUUACUCUCGUGUUAAAAAUCUGAAUUCUUCUAGAGUUCCUGAUCUUCUGGUCUAAACGAACUAAAUA
UUAUAUUAGUUUUUCUGUUUGGAACUUUAAUUUUAGCC

W ten sposob test wykrywa tylko RNA koronawirusa



5) Jezeli wirus jest obecny

Dziatanie RT-PCR (od ang. reverse transcription polymerase chain reaction)
Aby wykry¢ obecnos¢ RNA koronawirusa, nalezy wykonac wiele jego kopii, jednak nie jest to proste

Najpierw nalezy wykona¢ proces odwrotnej transkrypcji (RT) (synteza nici DNA na matrycy RNA),
wykonuje sie to za pomocg enzymu odwrotnej transkryptazy.

Po otrzymaniu kopii DNA nalezy wykonac¢ wiele kopii DNA przy uzyciu tancucha polimerazy reakcji (PCR)
oraz enzymu — polimerazy DNA.

Do kopiowania RNA wirusa uzywa sie tylko starterow genu E.

Film ponizej przedstawia dziatanie RT-PCR

https://www.youtube.com/watch?v=4RJhx8hjFAs&feature=emb logo



https://www.youtube.com/watch?v=4RJhx8hjFAs&feature=emb_logo

W jaki sposob dowiedziec sie, czy RNA wirusa zostato pomysinie skopiowane?

Laboratoria badawcze wykonujg 45 ,,cykli” PCR na probce testowej Covid-19, co zajmuje nieco ponad po6t godziny.
Po tym czasie pojedyncza czgsteczka RNA SARS-CoV-2 stanie sie 17 milionami identycznych czgsteczek DNA.
Jednak nadal sg tak mate, ze nie widac ich oczami.

Aby zobaczyg, ile jest DNA i sprawdzi¢, czy wynik testu jest pozytywny, mieszanina reakcyjna PCR zawiera specjalny
znacznik ktory swieci, gdy jest pocieta.

Znacznik przykleja sie do tego samego fragmentu DNA, co jeden ze starterow.

Kiedy DNA zostaje skopiowane, znacznik zostaje zerwany z DNA i pociety. Oderwana, posiekana etykieta
nastepnie zaczyna fluoryzowac (Swiecic)

Znaczniki te mozna ,,zobaczyC¢” i zmierzy¢ za pomocg maszyny wykrywajgcej Swiatto. Im wiecej fluorescencji wykryto
w reakcji PCR, tym wiecej kopii DNA zostato utworzonych.

Wiec kiedy jest duzo sSwiecgcych sie miejsc, wiemy, ze RNA koronawirusa byto obecne w probce wymazu i wiele
kopii DNA zostato wykonanych, a zatem wynik testu jest pozytywny.

Jesli nie ma poswiaty, w probce wymazu nie byto zadnego koronawirusa, nie mozna byto wykonac kopii DNA,
a wynik testu jest negatywny.
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Aby wykona¢ wiele testow jednoczesnie stosuje sie ,,roboty”

Bardzo wazng rzeczg przy wykonywaniu testow na koronawirusa jest mozliwos¢ wykonania wielu testow w
szybkim czasie

W laboratorium mozna to uzyskac¢ dzieki zastosowaniu robotéw, ktore przygotowujg RNA oraz odwrotna
transkrypcje PCR

Jedna osoba recznie moze codziennie przeanalizowac¢ okoto 100 prébek, dzieki zastosowaniu zautomatyzowane;j
maszyny mozliwe jest wykonanie nawet 1000 testow w ciggu 24 godzin i nie jest prawdopodobne, aby
popetnione zostaty btedy.

Przyktad jednej z maszyn uzywanej do testowania w Nowej Zelandii:



Co sie stanie, jesli zabraknie nam zestawow testowych z zagranicy?

Pracownicy z Wydziatu Mikrobiologii i Immunologii w Otago pomogli w uruchomieniu testu w Nowej Zelandii. Zaprojektowali
go do pracy z enzymami i innymi odczynnikami, ktére mozna importowac z zagranicy.

Ale co sie stanie, jesli brakuje niektorych z tych odczynnikdéw z zagranicy i nie bedzie mozliwosci importu przez jakis czas?
Pracownicy stuzby zdrowia, naukowcy i media podkreslajg to jako problem, o ktdrym nalezy pomysle¢.

(Przeczytaj artykut na temat RNZ: Covid-19: Limited testing kits has scientists searching for generic alternative)

Jesli zajdzie taka potrzeba, czes¢ testdw mozna wykona¢ w Nowej Zelandii.

Pomocne mogg by¢ umiejetnosci i sprzet w instytucjach badawczych, takich jak Otago Biochemistry.

Sam Jamieson oczyszcza enzym
odwrotnej transkryptazy w
laboratorium Mace.




W Otago Biochemistry grupa badawcza profesora Petera Mace'a wykonata enzym odwrotnej transkryptazy.

Naukowcy ,wtozyli” gen kodujacy enzym do niektdrych bakterii, zmusili bakterie do wytworzenia enzymu, a nastepnie
wyekstrahowali enzym z bakterii.

Naukowcy czesto wytwarzajg biatka w ten sposdb, aby mogli je zbadaé i dowiedziec sie, jak dziataja.

Zdjecie zelu przedstawiajgce enzym na réznych etapach oczyszczania. Duze plamki po prawej stronie to probki czystego enzymu odwrotnej transkryptazy.



Na catym swiecie przeprowadza sie bardzo duzg liczbe badan nad nowym koronawirusem.
Wiecej informacji mozna uzyskac na stronie:
https://www.otago.ac.nz/biochemistry/research/otago736948.html .



https://www.otago.ac.nz/biochemistry/research/otago736948.html

