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1. PREDMET I PODRUČJE PRIMjENE
Predmet uputstva
Ovim uputstvom definišu se aktivnosti koje se odnose na obradu i rukovanje uzorcima za PCR dijagnostiku COVID-19 u PCR laboratoriji, koja se nalazi u sastavu Službe mikrobiologije sa parazitologijom u Javnoj zdravstvenoj ustanovi bolnici „Sveti Vračevi“ Bijeljina, u daljem tekstu Bolnica Bijeljina. 
Područje primjene
[bookmark: _Toc368481338]Ovo uputstvo se primenjuje PCR laboratoriji Bolnice Bijeljina.
Nadležnosti za primjenu
Za primjenu ovog dokumenta odgovoran je načelnik Službe mikrobiologije sa parazitologijom.
2. skraćenice
RT PCR- lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu
RNK- ribonukleinska kiselina
DNK-dezoksiribonukleinska kiselina
3. opis postupka 
Postupak uzimanja uzoraka
Uzorci za detekciju SARS-CoV-2 virusa i dijagnostiku KOVID 19 se uzimaju u infektološkoj ambulanti i Službi za mikrobiologiju sa parazitologijom, prema uputstvu za uzimanje uzoraka za detekciju SARS-Cov-2, RT PCR metodom. U podtački 3.1.1. opisana je organizacija uzimanja uzoraka u službi za mikrobiologiju sa parazitologijom. Kriterijumi koji određuju koji se uzorci mogu uzimati za testiranje RT-PCR metodom su sledeći:
Uzorci za komercijalno testiranje,
Uzorci osoba koje su smještane u karantin, a prethodno nisu testirane PCR metodom,
uzorci zaposlenih u našoj ustanovi, bez obzira na razlog testiranja,
uzorci osoba koje su hospitalizovane u bolnici, a tokom hospitalizacije  razviju kliničku sliku koja bi mogla odgovarati KOVID-u 19,  i
uzorci za retestiranje osoba koje su u trenutku kada je potrebno obaviti retestiranje hospitalizovane u našoj ustanovi (prema novim preporukama Instituta za javno zdravstvo RS retestiranja više neće biti potrebna).
Uzimanje uzoraka u PCR laboratoriji Službe mikrobiologija sa parazitologijom
Uzorci se uzimaju u prizemlju laboratorije, u sobi za uzorkovanje. Pri tome, pacijenti čekaju vani, poštujući preporučenu distancu i mjeru nošenja zaštitne maske. Pacijentima će biti obezbjeđeno dezinfekciono sredstvo za ruke na bazi alkohola.
Uzorkovanje rade najmanje dvije osobe u zaštitnim odijelima i sa maskama. Jedna osoba isključivo uzima uzorke, ne dodirujući pacijenta niti njegova dokumenta, novac itd., dok druga osoba od svakog pacijenta uzima dokumenta, popunjava obrazac ili radnu listu, naplaćuje participaciju itd. 
Obavezno je dezinfikovanje ruku nakon svakog pacijenta. Pri uzimanju uzorka, preporučuje se promjena rukavica nakon svakog pacijenta. Pri tome poštovati uputstvo za uzimanje uzoraka kao i preporuke o upotrebi sredstava lične zaštite pri radu sa uzorcima na SARS CoV-2.
Zaštitna oprema se skida i odlaže na propisan način prije napuštanja sobe za uzimanje uzoraka. Uzorci se transportuju do PCR laboratorije u zatvorenom transportnom kontejneru, odvojeno od uputnica. 
Prostoriju svakodnevno nakon uzimanja uzoraka izložiti UV zračenju 15 do 30 minuta, zatim detaljno očistiti i dezinfikovati.
Prostorija se svakodnevno dezinfikuje hlornim sredstvom od strane Tehničke službe.
Prijem uzoraka u PCR laboratoriju
Uzorci za dijagnostiku virusa SARS CoV-2 se isključivo primaju na određenom mjestu za prijem uzoraka u PCR laboratoriji, na samom ulazu. Zatim se upisuju  u obrazac OB-10-019 Protokol laboratorijske službe predviđen isključivo za PCR dijagnostiku pri čemu uzorku biva dodijeljen broj koji će nositi ekstrahovana RNK iz uzorka. Pravilo je da se uzorci obrađuju odmah po dostavljanju u laboratoriju. Ukoliko se uzorak neće odmah obrađivati pohranjuje se u frižideru na +4°C do obrade (od uzimanja do obrade mogu proći 4 dana ukoliko se uzorak čuva na +4°C). 
Postupak obrade dostavljenih uzoraka
Dodijeliti uzorcima broj laboratrijskog protokola,
Upisati isti broj na propratnoj listi koja stiže uz uzorak, 
Protokolisati uzorak pod istim brojem u obrazac OB-10-019,
Obratiti pažnju na ustanovu koja dostavlja uzorak i na JMBG pacijenta (ukoliko nije naznačen, pozvati na broj mob.telefona i pokušti saznati isti), 
Prilikom formiranja radne liste za PCR pregledati liste i odlučiti o načinu ekstrakcije i preračunati količine reagenasa u odnosu na broj uzoraka, 
Postupak izolacije (ekstrakcije) RNK,
Priprema RT PCR reakcije - priprema master miksa i spajanje master miksa sa izolovanom RNK,
Postavljanje RT-PCR rekcije u PCR aparat,
Analiza rezultata i riješavanje problema,
Svi podaci sa radne liste (osim rezultata testiranja i datuma testiranja) se unose u aplikaciju .
Postupanje sa uzorkom prije postupka ekstrakcije 
Uzorcima se rukuje u prostoru za ekstrakciju nukleinskih kiselina, odnosno isključivo u biosigurnosnom kabinetu klase II.  
Pri radu se obavezno koriste duple jednokratne rukavice bez pudera, koje se često mijenjaju, pogotovo ako dođe do prosipanja tečnosti ili kad god postoji sumnja na kontaminaciju.  
Obavezno je nošenje  zaštitne opreme (kombinizoni, kape, rukavice, maske, naočare, vizir, kaljače) koja je namijenjena samo za prostor za ekstrakciju nukleinskih kiselina.  
U toku rukovanja uzorcima potrebne su: pasterove pipete, automatske pipete, sterilni nastavci za pipete sa filterom, 1.5 ml mikrocentrifurške epruvete; 1.5-2 ml tube za čuvanje na niskim temperaturama, sterilne pincete, staklene čaše, menzure, stalci za epruvete, dezinficijensi za laboratorijske instrumente, kontejner za odbacivanje potencijalno infektivnog materijala, vorteks, mikrocentrifuga. Sve što se upotrebljava ne smije se iznositi iz ovog prostora. 
Uzorci se obrađuju na sobnoj temperaturi. Uz pomoć sterilne pincete brisevi se ocijede o zid bočice i odbace. Cijela količina transportnog medijuma se (ukoliko se radi o uzorku u bočicama koje podnose niske temperature i stoje na podlozi) pasterovom pipetom prebaci u tubu označenu laboratorijskim identifikacionim brojem uzorka, namjenjenu za čuvanje uzorka na -20°C.
Iz tube se uzima 300 μl uzorka (zavisno od uputstva proizvođača kita koji se koristi za ekstrakciju) te prebacuje u odgovarajuće obilježenu epruvetu od 1.5 ml, da bi se ta količina upotrijebila za ekstrakciju RNK (automatsku ili manuelnu), prema UP-10-086MBL “Postupak izolacije (ekstrakcije) RNK iz uzoraka“, a zatim za PCR analizu. Ostatak uzorka se pohranjuje u frižider na -20°C ili na -70°C, u specijalnim kutijama koje podnose niske temperature, gdje se može čuvati godinu dana, ili u frižider na +4°C  ukoliko se uzorci obrađuju istoga dana.
Priprema RT-PCR-a, priprema MASTER MIX-a i spajanje sa uzorcima

RT-PCR reakcija se priprema u dvije odvojene, prozorčićem povezane, prostorije: prostorija za pripremu master mix-a i prostorija u kojoj se master mix- dodaju izolovani uzorci RNK.
Priprema MASTER MIX-a i oprema neophodna za pripremu 
U prostoriji za master mix se nalazi PCR BOX koji omogućava sterilan rad, zamrzivač u kome se čuvaju svi reagensi za pripremu reakcije, centrifuga i vorteks. Prije početka rada, potrebno je sterilisati PCR BOX UV zračenjem u trajanju 10-15 min, kao i svu ostalu opremu koju koristimo pri radu, a nakon upotrebe, potrebno je dezinfikovati radni prostor 70% etanolom. Pripremu MASTER MIX-a i spajanje sa uzorcima raditi prema uputstvu UP-10-087MBL“ Postupak pripreme MASTER MIX-a“. Od zaštitne opreme potrebno je imati mantil, masku, kao i odgovarajuće rukavice bez talka kako bi se spriječila kontaminacija inhibitorima reakcije. Za rad su potrebne podesive automatske pipete,odgovarajući nastavci sa filterom, tube, kuleri,stripovi bez nukleaza. 
Postupanje sa infektivnim otpadom i odlaganje zaštitne opreme
Kesa za autoklav sa iskorištenim mikrotubama, nastavcima za pipete i ostali infektivni otpad, se zaveže i izvadi iz komore i stavi u veliku  kesu za autoklav, koja se nalazi u kanti za infektivni otpad. Kesu zavezati i u zatvorenoj plastičnoj kanti prebaciti do autoklava. Kante dezinfikovati nakon svakog pražnjenja. Zaštitnu opremu nakon skidanja odložiti na propisan način (kombinezone u žute kese za autoklavitanje, rukavice, kaljače i maske u infektivni otpad, a naočare i vizir dezinfikovati). Kombinezone autoklavirati 15 minuta na 121°C, nakon čega idu na pranje u vešeraj. Infektivni otpad autoklavirati 60 minuta na 121 °C, nakon čega se transportuje do prostorije za sterilizaciju infektivnog otpada, shodno važećim procedurama ustanove. Prije skidanja opreme unutrašnjost komore u kojoj ostaju automatske pipete, kutije sa nastavcima za pipete, kao i staklene posude sa sterilnim mikrotubama, poprskati 70-96% etanolom, uključiti UV lampu u komori i zatvoriti komoru.  Prostoriju svakodnevno prvo izložiti UV zračenju 15-30 minuta, zatim detaljno očistiti i dezinfikovati sve radne površine, dok se podovi dezinfikuju svakodnevno hlornim sredstvom od strane  radnika Tehničke službe.
Upravljanje medicinskom dokumentacijom
Način upravljanja medicinskom dokumentacijom nastalom u procesu rada, i postupanje sa podacima sadržanim u medicinskoj dokumentaciji definisani su uputstvom UP-10-002 „Uputstvo za eksternu komunikaciju“ i procedurom PR-10-004 „Upravljanje medicinskom dokumentacijom“.
U slučaju kada se analiza radi u komercijalne svrhe, obrazac OB-10-283 PCR analiza na Sars-Cov-2 može se izdavati na engleskom i njemačkom jeziku.
4. OBRASCI
OB-10-283 PCR analiza na Sars-Cov-2.




