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Obrazloženje

Dosadašnja znanja o ključnim epidemiološkim karakteristikama novog virusa SARS-CoV-2, a posebno njegova sposobnost širenja u populaciji i virulentnost, nameće potrebu za izvođenjem epidemioloških studija tokom epidemijskog javljanja ove bolesti. 
U početnim fazama epidemije COVID-19 u Srbiji, epidemiološki nadzor je bio fokusiran na obolele sa klinički manifestnom bolešću, pa kao takav nije pokrivao ceo spektar COVID-19 bolesti, uključujući stepen i udeo blagih i asimptomatskih infekcija. Zato je suština seroepidemiološkog istraživanja u ovoj fazi epidemije u Srbiji, procena obima COVID-19 infekcije, koji se utvrđuje seropozitivnošću kod opšte populacije. Pored toga, ova studija bi dala doprinos boljem poznavanju uloge asimptomatskih infekcija u prenošenju virusa SARS-CoV-2 u humanoj populaciji, imajući u vidu činjenicu da ove karakteristike bolesti još uvek nisu sasvim poznate. Studije sprovedene u domaćinstvima bi mogle takođe biti izuzetno značajan izvor podataka o vremenu i verovatnoći transmisije. 
Seroepidemiološke studije polaze od pretpostavke da je početna seroprevalencija u populaciji zanemarljiva zbog virusa novog porekla. Stoga, nadzor seropozitivnosti u populaciji može omogućiti zaključke o obimu epidemije i kumulativnoj učestalosti obolevanja.
Molekularna karakterizacija infektivnih agenasa je veoma značajna za razumevanje aktuelnih svojstava agenasa i dizajniranje preventivnih, terapijskih i javnozdravstvenih mera.

Analiza genomskih podataka tj. sekvenci nukleinskih kiselina (DNK ili RNK) podrazumeva primenu metoda filogenetske analize (filodinamika i filogeografija) kojima se stiče uvid u evolutivne odnose sojeva infektivnih agenasa odnosno ispitivanje evolutivne dinamike, prirodne selekcije, mutacija, rekombinacija, migracije i transmisione dinamike i to ne samo na nivou sojeva, već  i na nivou odnosa infektivnih agenasa i ljudi.

Molekularna analiza genoma sojeva SARS-CoV-2 virusa u Srbiji do sada nije rađena. Detaljnim ispitivanjem sojeva prisutnih u Srbiji bi se dobio uvid o genomskim varijacijama ovog virusa u našoj populaciji, njihovoj povezanosti sa epidemiološkim karakteristikama, kliničkom slikom i serološkim statusom.
Ciljevi studije

Glavni ciljevi ovog seroepidemiološkog istraživanja  su:

1.
Odrediti  kumulativnu incidenciju COVID-19 oboljenja u odnosu na uzrast i pol u populaciji Srbije, na osnovu seropozitivnosti;

2.
Odredi procentualno učešće asimtomatskih formi bolesti ili subkliničkih infekcija:

3.
Sekvencioniranje i sagledavanje molekularne epidemiologije virusa SARS-CoV-2 koji cirkuliše u populaciji Srbije.

Sekundarni ciljevi su: 

1.
Odrediti faktore rizika od nastanka infekcije poređenjem izloženosti inficiranih i neinficiranih osoba;

2.
Proučiti promene u ponašanju i proceniti nivo percepcije rizika populacije.
Studijske procedure

Seroepidemiološko ispitivanje infekcije virusom SARS-CoV-2 je dizajnirano po tipu 

studije preseka u uzorku opšte populacije Srbije s ciljem da se sagledaju ključne epidemiološke i serološke karakteristike infekcije.

Datum početka studije je 04.05.2020. godine i trajaće 60 dana. 

U istraživanje će biti uključen reprezentativni uzorak populacije Srbije uzrasta 7 i više godina. Jedinicu posmatranja činiće domaćinstvo. Domaćinstva će biti izabrana pomoću proporcionalnog geografski stratifikovanog uzorka. 


Svi članovi domaćinstava stari 7 i više godina biće pozvani da učestvuju u istraživanju, kako bi mogla da se izračuna uzrasno-specifična stopa javljanja infekcije. Metodom slučajnog uzorka u svakom stratumu, uvećanog za 20%, načiniće se lista domaćinstava za svaki izabrani stratum (tj. region Srbije). Slučajan uzorak adresa domaćinstva biće generisan u Republičkom zavodu za statistiku u Beogradu. Zatim će lekar instituta/zavoda za javno zdravlje (epidemiolog ili lekar specijalista druge grane preventivne medicine) kontaktirati telefonom jednog od članova domaćinstva, starijeg od 18 godina, i zatražiti da razgovara sa osobom na koju se vodi domaćinstvo, a ukoliko ona nije prisutna razgovaraće sa nekim od članova domaćinstva starijim od 18 godina. Objasniće mu primarni cilj istraživanja (sagledavanje stanja imuniteta populacije, ali i njegove porodice, na COVID-19). Ukoliko dobije usmeni pristanak za učestvovanje u istraživanju, lekar zakazuje posetu svih članova domaćinstva starijih od 7 godina, institutu/zavodu za javno zdravlje u okviru 5 dana od ovog telefonskog kontakta, kada će ispitanici potpisati pristanak informisanog ispitanika za učešće u studiji, popuniti epidemiološke upitnike i kada će im se uzeti krv za serološke analize.

Za molekularno epidemiološku studiju koristiće se uzorci virusne RNK iz testiranog materijala na SARSCoV-2  iz nominovanih laboratorija za dijagnostiku COVID19 u Republici Srbiji. Uzorci virusne RNK uzimaće se od pacijenata sa pozitivnim PCR nalazom na početku, sredini i kraju epidemije iz svih okruga Srbije. 
Kriterijumi za selekciju ispitanika

Kriterijumi za selekciju ispitanika definisani su kroz kriterijume za uključivanje u studiju i kriterijume za isključivanje iz studije.Kriterijumi za uključivanje u studiju: a) Svi odabrani ispitanici stari 7 i više godina, koji su dali usmeni i pisani pristanak, posle detaljnog informisanja (za osobe mlađe od 18 godina pristanak daju roditelji ili staratelji); b) Zdravstveno stanje ispitanika koje omogućava uzimanje uzorka krvi  definisano protokolom. Kriterijumi za isključivanje iz studije: a) Odbijanje učešća u studiji; b) Lice koje ima pravnu meru zaštite ili ne može da izrazi saglasnost za učešće u studiji;c) Kontraindikacije za venepunkciju.
NAPOMENA: Sumnja ili potvrđena akutna ili prethodna infekcija COVID-19 nije kriterijum za isključenje u ovom istraživanju. 
Svaki regrutovani ispitanik biće zamoljen da popuni epidemiološke upitnike specijalno dizajnirane za potrebe ove studije. Za potrebe serološkog testiranja koristiće se serum kao uzorak. Uzorak seruma će se sakupiti od svakog ispitanika nakon njegovog uključivanja u studiju. 
Vađenje krvi (venepukcija) vršiće se u jutarnjim časovima, između 7 i 9 časova, nakon noćnog gladovanja (10-12 sati). Venepunkcija će se vršiti iz vene na unutrašnjoj strani lakta, uz stavljanje poveske, kako bi vena bila vidljivija; alternativno mesto venepunkcije može biti ručni gležanj ili šaka. Uzorak od osobe uključene u istraživanje uzima medicinski tehničar ili laborant. 
Venepunkcijom je potrebno uzeti 6-10 mL krvi od ispitanika. 

Nakon venepunkcije, krv se ostavi da koaguliše na sobnoj temperaturi tokom 15-30 
minuta. Izdvajanje seruma od krvnih ćelija i koaguluma vršiće se centrifugiranjem na 1500 g tokom 10 minuta (u zavisnosti od tipa centrifuge,  podesiti broj obrtaja (rpm) koji odgovara 1500 g). Na mestu uzorkovanja, uzorci se mogu čuvati u frižideru (2-8oC) ukoliko se mogu 
dopremiti u laboratoriju Instituta za primenu nuklearne energije INEP (mesto laboratorijskog ispitivanja) u toku od 3 dana. Transport uzoraka vršiće se u odgovarajućim transportnim kontejnerima, uz izbegavanje promene temperature tokom transporta. 
Etička razmatranja
Protokol studije odobren je od strane Etičke komisije Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i Etičkog komiteta Instituta za javno zdravlje Srbije „Dr Milan Jovanović-Batut”. O istraživanju je obavešten Etički odbor Srbije, koji ima nadležnost da prati sprovođenje studije, kao i ukoliko bude nekih spornih pitanja da mišljenje na osnovu upita organizatora studije.
Pilot studija

Planirano je da u pilot studiju bude uključeno 1000 ispitanika starijih od 18 godina. Cilj pilot istraživanja je da se dobiju prvi preliminarni rezultati o prokuženosti populacije i faktorima rizika na nastanak COVID-19 infekcije, koji će pomoći daljem definisanju i korekciji protivepidemijskih mera do kraja epidemije i u ranom postepidemijskom periodu. 

Organizacija izvođenja studije 

U izvođenju studije učestvovaće Instituti Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu: Institut za epidemiologiju, Institut za mikrobiologiju i imunologiju, Institut za statistiku i informatiku, INEP i Institut za javno zdravlje Srbije „Dr Milan Jovanović-Batut” sa svojom mrežom instituta/zavoda za javno zdravlje.
A) Učesnici u studiji – Instituti  Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu


Instutut za epidemiologiju priprema protokol studije, konstruiše upitnike i agitke, vrši edukaciju istraživača i aktivno prati njeno izvođenje kroz Naučni odbor studije. Istraživači Instituta za statistiku i informatiku napraviće transfer podataka iz softvera za rezultate seroloških analiza. Istraživači Instituta za mikrobiologiju i imunologiju radiće molekularno epidemiološku substudiju.

B) Učesnici u studiji – Institut za javno zdravlje Srbije „Dr Milan Jovanović-Batut”


Institut za javno zdravlje Srbije „Dr Milan Jovanović-Batut” vršiće obaveštavanje populacije (javno informisanje), koordinaciju rada instituta/zavoda za javno zdravlje i pružaće svu neophodnu pomoć u rešavanju problema tokom izvođenja studije.

C) Učesnici u studiji – instituti/zavodi za javno zdravlje


Instituti/zavodi za javno zdravlje biće zaduženi za sakupljanje podataka i uzoraka na terenu. Lekar specijalista epidemiologije ili druge grane preventivne medicine pozivaće domaćinstva redosledom dobijenim uzorkom za svoju teritoriju (region Srbije) i zakazivaće termin za sprovođenje sakupljanja podataka i uzimanja uzoraka krvi. 

U laboratoriji instituta/zavoda za javno zdravlje vršiće se izdvajanje seruma od krvnih ćelija i koaguluma i transporovaće se u INEP, u roku od 3 dana od uzimanja krvi. 
D) Učesnici u studiji – Institut za primenu nuklearne energije (INEP)

U laboratoriji INEPa vršiće se serološko testiranje uzoraka. Rezultate testova unosiće osoblje laboratorije u pripremljen softver.
Obaveštavanje populacije

Populacija Srbije će biti pozvana da učestvuje u istraživanju preko medija. Obaveštavanje populacije vršiće Institut za javno zdravlje „Dr Milan Jovanović-Batut”.
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