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m’} A SARS-CoV-2 fertdzés kimutathatosaga

Lappangdsi id6 Tlnetek megjelenése utdni fazis
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Sethuraman et al. JAMA. 2020;323(22):2249-2251. alapjan




m,} Mintavetel 1.

e A megbizhato eredmény alapja a megfelel6 mintavétel:
- fels6léguti minta: orr- és garattorlet
nasopharingealis minta

- alsoléguti minta:  BAL
trachea leszivas
- el6tte 2-3 d6raval nem eszik-iszik, nem mos fogat, nem ragozik

https://www.nnk.gov.hu/index.php/koronavirus-tajekoztato/673-orr-garat-mintavetel-folyamata
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/guidelines-clinical-specimens.html
https://www.gov.uk/government/publications/wuhan-novel-coronavirus-guidance-for-clinical-
diagnostic-laboratories/laboratory-investigations-and-sample-requirements-for-diagnosing-and-
monitoring-wn-cov-infection



m’} Mintavetel 2.

e Egyéb: nyalminta - RT-PCR
Ag gyorsteszt
N
- kevésbé kellemetlen mintavétel
- nem szlUkséges képzett személyzet
- EU-ban vita a nyal alapu Ag tesztekrdl




m’} Mintavetel 3.

* VTM — Virus Transzport Médium
Virus inaktivalot tartalmaz — nem fert6z6 anyag

— laminaris boksz nélkuli
mintafeldolgozas

— virus tenyésztésre nem alkalmas

Inaktivalot nem tartalmaz — magasabb biztonsagi szint

s Tommpeiioibill o —virus izolalas = referencia
(VTM) 7 ol laboratoriumi tevékenység, kutatas
= E;iT 2
BT vy iHf
b i il i

g [Hi

\

.,.Eu|




m’ Mintavétel 4.

e Probléma:
* Nem kotelezd, hogy fajjon!

e Elegtelen mintavétel - kevés sejt - alnegativ eredmény

Leletre: ,,A beklildétt mintaban kevés sejtes elem volt talalhato, ami
befolyasolhatja az eredményt.”

* PCR bels6 kontroll




m,} |. RT-PCR - A ,,gold standard” modszer

 Real time RT-PCR = reverz-transzkripcios polimeraz lancreakcio
(szemikvantitativ)

e Ciklus szam a kit leiras szerint

(nem lesz minden pozitiv) - i

* A PCR el6tt nukleinsav tisztitasi [épés ' —
(hosszabb laborfolyamat, megfelel6 eszkoz és

szakember sziikséges, koltséges)




m,} Nukleinsav tisztitasi modszerek 1.

Célja: a klinikai mintaban (sejtes VTM) jelenlévd virus eredetd RNS izolalasa
— RT-PCR

o Kézi tisztitas
e Kb. 20 minta/dra, hosszu folyamat
e Szakképzett laboratoriumi dolgozot igényel
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m,} Nukleinsav tisztitasi modszerek 2.

" Nukleinsav tisztitéo automataval
 NNK-ban alkalmazott automatak:
e QiaSymphony (Qiagen) — 96 minta egyidejlileg (6 6ra)
e Chemagic (Perkin EImer) — 96 minta egyidejlileg (1 6ra)
e MagnaPure (Roche) —24/32/96 minta egyidejlileg (1 6ra)
e Reagens és eszkoz igény
e Koltseges
 Nagy mintaszamok feldolgozasanal sztikséges




m,} SARS-CoV-2 genetikai allomanya és genjei
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Leggyakrabban keresett gének:

N (virus nukleoprotein)
E (burokfehérje)

RdRp (ORFlab-n kodolt; RNS-fiiggé RNS polimeraz
enzim — a virus szaporodasaért felel)

S (felszini tiske ,,spike” protein) — valtozékony!




m,} |. RT-PCR - A ,,gold standard” modszer

e Kitekben altalaban 2 gén parhuzamos kimutatasa
e Konzervativ régiok! - mutaciok f6leg az S proteinen

 Belsé kontroll: human RnaseP (Un. house-keeping gén)
Célja: a minta tartalmaz-e elegend6 human sejtet a
viruskimutatashoz, megfelelGen
tortént-e a mintavétel?




m,} . RT-PCR - A ,gold standard” modszer

e A PCR eredményének értékelése és interpretalasa szakértelmet igényel

e SARS-CoV-2 virusvariansok vizsgalata - valtozékony régiora tervezett primerek




m’} . Point-of-care (POC) RT-PCR tesztek

e El6ny: - egyedi mintak gyors (60-120 min) molekularis vizsgalata
- egymastol fuggetlen inditas

- a ,hagyomanyos” RT-PCR rendszerekkel megegyez6
érzékenyseg

- nem igényel specialis szaktudast
e Hatrany : kis kapacitas — egyszerre 1-4 minta futtathato




mm- I1l. Antigén gyorstesztek 1.

e Leggyakrabban kimutatott antigén az N protein

 Néehany gyorsteszt esetében nem ismert
SARS-CoV-2

Spike protein

Nucleocapsid protein
(enclosing RNA)

RNA

Lipid membrane

,.-".‘ Membrane protein
’ ~——— Envelope protein




m,} Antigén gyorstesztek 2.

WHO guideline: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/point-of-
care-testing.html|

Az NNK-ban szamos kiilonbdz6 antigén gyorsteszt kerult 6sszehasonlitasra

egyideji mintavétel gyorsteszt és PCR céljabdol (NNK altal kiadott

eljarasrend szerint) — gyorsteszt a terepen leolvasva, PCR elvégzése az NNK-
ban.



https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/point-of-care-testing.html

A B C D E F G H | J K L
Darabszam | 101 18 103 99 87 97 124 98 201 566 41 121
Szenzitivitas| 46% |33,3% | 57,8% | 52,5% | 57,6% | 55,6% | 47,2% | 54,3% | 63,5% | 49,2% | 36,8% | 72%
Specificitas | 98% | 100% | 89,7% | 98,3% | 100% |78,7% | 100% | 100% | 100% | 99,7% | 95,5% | 100%
Pontossag (72,3%|77,8% | 75,7% | 79,8% | 83,9% (70,1% | 84,7% | 78,6% | 86,6% | 83,2% | 68,3% | 89%
Pozitiv
prediktiv |95,8%| 100% | 81,3% | 95,5% | 100% [60,6% | 100% | 100% | 100% | 98,9% | 87,5% | 100%
érték
Negativ
prediktiv [{64,9%| 75% |73,2% | 75,3% [ 79,4% | 75% | 82,2% | 71,2% | 82,5% | 80,2% | 63,6% | 85%
érték
Fals
negativak | 54% | 67% | 42% 48% 42% | 44% | 52,8% | 45,6% | 36,5%
aranya
Fals
pozitivak | 2% 0% 10% 2% 0% 21% 0% 0% 0%

aranya




mm- Antigén gyorstesztek 4.

e 15 perces leolvasasi id6keret — OMSz

* Hosszabb id6 utan leolvasva fals eredmény!

 Mintavételi nehézségek — nasopharyngealis minta
— gyakorlat!

e Gyenge pozitiv mintakat nehéz ,tapasztalatlan
szemmel” leolvasni

Panbio™
COVID-19 Ag

COVID-19 Ag

COVID-19 Ag
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m’} Antigén gyorstesztek 5.

e EIGny: rovid id6n belil (15 perc), helyszinen eredmény

e Hatrany: alacsony kopiaszam mellett fals negativ
eredményt adhat




m,} Antigén gyorstesztek 6.

Eljarasrend 2020.11.07.

e Ag gyorsteszt pozitiv > SARS-CoV-2 fert6zés igazolt
e Ag gyorsteszt negativ - Ujabb minta VTM-be - RT-PCR teszt

 Magas prevalencia mellett negativ Ag teszt - RT-PCR
e Alacsony prevalencia mellett pozitiv Ag teszt - RT-PCR




m’} V. Ellenanyag tesztek

 Laboratériumi tesztek (ELISA, CLIA, stb) ¢ gyorstesztek

megbizhatobbak kevésbé érzéekenyek
kvantitativ kvalitativ
l;&dr::e‘;;::ﬂ:fm iﬁ:ﬁ;ﬁ?m“ bloosd dadd 1 drml'l-'_'ll.lll al whola blood
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,} Ellenanyag tesztek 2. D o s

valdszin(i negativ

( Ellenanyag )

kimutatas

I
.o . V4 7 VA N e,
e IgM — tinetek megjelenése utan 5-6 nappal i] i
— rovid ideig i \g """
e |gG — tinetek megjelenése utan 8-14 nappal £4
| @ 3
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— Nasopharingedlis — BAL/k6pet PCR  ====== IgM antitest
— torlet PCR s b, T

L = — Széklet PCR
Virus izolalas léguti
mintabdl

IgG antitest

e Az ellenanyag vizsgalatok nem alkalmasak a fert6zés/fert6z6képesség korai
diagnosztizalasara!
e Szeroprevalencia vizsgalatok




m,} Ellenanyag tesztek 3.

kiilonb6z6 tipusu reagensek allnak rendelkezésre,

attol figgdben, hogy a koronavirus melyik fehérjéjével
(nukleokapszid, tliske fehérje, receptor-koté domén/RBD)

szemben termel6dott ellenanyag detektalasara képes az adott teszt
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m’} Ellenanyag tesztek 4.

e Qltas utani ellenanyag valasz - nagysagrenddel magasabb

e 1gG ellenanyagszint # védettség mértéke

e AKkuilonbo6z6 ellenanyag tesztek eredménye nem 6sszehasonlithat




m,} Ellenanyag tesztek 5.

 Virusneutralizalo ellenanyagok
nincs még deklaralva, hogy milyen ellenanyag szint jelent védettséget

e Virus neutralizocios tesztek (VNT)
- €16 SARS-CoV-2, BSL-3, 2-4 nap
- helyettesit6/surrogate sVNT - tisztitott RBD, ACE2 receptor
ELISA modszer, BSL-2, 1-2 6ra - -




m’} KOszonom

az NNK COVID-19 laboratorium osszes munkatarsanak a mar tobb
mint 1 év 6ta végzett emberfeletti, megfeszitett munkat




Koszonom a megtisztelo
figyelmet!
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