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Bevezetés: A SARS-CoV-2 (stlyos akut 1égzGszervi szindrémit el6idézE koronavirus) okozta COVID-19 vilagszerte
sajnalatosan nagy haldlozdssal jir. A fert6zés kimutatdsa elsGsorban polimeraz-lincreakciéval (PCR) torténik él6ben
vagy a haladl utan, amely azonban nem ad informdciét arrél, hogy a virus mely sejtekben, szovetekben van jelen.
A SARS-CoV-2 tiiske- és nukleokapszid-proteinjeinek, valamint a virus-ribonukleinsavnak (RNS) az i» situ kimutatisa
igazolhatja a virus jelenlétét, valamint adatot szolgaltathat annak direkt vagy indirekt sejtpusztulast okozé mechaniz-
musarél. Jelenleg szimos SARS-CoV-2-tiiske- és -nukleokapszid fehérjeellenes antitest van kereskedelmi forgalomban,
melyek eltérs eredménnyel képesck a megfelel$ antigének kimutatdsdra.

Célkitiizés: A jelen munka célja a megfeleld, megbizhatéan mtikods antitest kivalasztasa volt.

Modszer: COVID-19-ben elhunyt 3 egyén formalinfixilt, paraffinba dgyazott, SARS-CoV-2-PCR-pozitiv tiidejének
anyagai, valamint fert6zott placenta anonim moédon jelolt mintdi keriiltek vizsgdlatra, megfelel§ negativ kontrollal.
Az immunhisztokémiai reakciok intenzitasdt és specificitasat hasonlitottik 6ssze négy hazai orvostudomanyi egyetemi
patologiai intézet részvételével, kiilonbozd antitesteket és higitdsokat alkalmazva. Az elvégzett immunhisztokémiai
reakciok szkennelt, kédolt metszeteken keriiltek értékelésre, majd az eredmények Osszesitése utdn statisztikai elem-
zésre.

Eredmények: A vizsgilatok alapjan meghatdrozhaték voltak azon antitestek, amelyek a jelolt higitasban és modszerrel
megfelelS intenzitdst, megbizhaté eredményt adtak.

Kovetkeztetés: A vizsgalat alapot ad arra, hogy a SARS-CoV-2 egyes komponensei biopszids/sebészi anyagban ¢s az
elhunytak szoveteiben nagy pontossiggal és reprodukilhaté médon kimutathatok legyenek a COVID-19-ben megbe-
tegedett, elhunyt egyének él6ben vagy haldl utin eltdvolitott szoveteiben, sejtjeiben.
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Detection of SARS-CoV-2 proteins by immunohistochemistry in human tissues

Pathology collaborative analysis

Introduction: The COVID-19 (coronavirus disease 2019) caused by SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) is associated with high mortality rates worldwide. Polymerase chain reaction (PCR) is extensively used
for virus detection in both infected patients and deceased persons. PCR, however, gives no information about the lo-
calization of the virus in cells and tissues. Detection of spike and nucleocapsid proteins and viral ribonucleic acid
(RNA) of the SARS-CoV-2 i situ might provide more information and aid in the discovery of the pathomechanism
of cellular damage. There are several commercially available anti-spike and anti-nucleocapsid antibodies used to detect
immunohistochemical reactions, though each gives different results.
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Objective: The goal of the present study was to compare the intensity and specificity of several anti-spike and anti-
nucleocapsid antibodies in different dilutions in four Hungarian university departments.

Method: Immunohistochemical reactions were performed on coded slides taken from infected lungs of 3 deceased
and placenta samples with appropriate negative controls of formalin-fixed paraffin-embedded tissues, scanned, evalu-
ated unanimously and analysed statistically by the assessors.
Results: By comparing the intensity, dilution, background and reproducibility of the different primary antibodies,
it was possible to select the antibodies with the best results.
Conclusion: The antibodies selected with established dilutions can be used in further studies to detect SARS-CoV-2
proteins in surgical materials and in samples obtained during autopsy.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, spike protein, nucleocapsid protein, immunohistochemistry
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Roviditések

ARDS = (acute respiratory distress syndrome) akut 1égz8szervi
distressz szindréoma; CE = (Conformité Européenne) eurdpai
megfelel@ség; COVID-19 = (coronavirus disease 2019) koro-
navirus-betegség 2019; DAB = diaminobenzidin; FFPE = (for-
malin-fixed, paraffin-embedded) formalinfixdlt, paraffinba
agyazott; HE = hematoxilin-cozin; PCR = (polymerase chain
reaction) polimerdz-lancreakcid; RNS ribonukleisav;
RT-PCR = (reverse transcription polymerase chain reaction)
reverztranszkriptdz polimerdz-lancreakcié; RUO = (Research
Use Only) csak kutatdsi haszndlatra; SARS-CoV-2 = (severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2) stlyos akut légati
tlinetegytittest okozé koronavirus-2; SE = Semmelweis Egye-
tem; TUKEB = Tudomdnyos és Kutatasetikai Bizottsag

A SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome co-
ronavirus 2) okozta COVID-19-et (coronavirus disecase
2019) az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) pandé-
miava nyilvanitotta [1]. Mar a jarvany kezdetén vilagossa
valt, hogy a koronavirusok kozé tartozd SARS-CoV-2
els@sorban a tiid6t timadja, abban okoz stlyos, igen 0sz-
szetett kdrosoddst, mely a 1égzdfeliilet jelentds csokkené-
séhez vezet a betegekben, az alveolaris hAm pusztulasi-
val, az an. akut légz8szervi distressz szindroma (ARDS)
kialakuldsaval, hialinmembrin-betegséggel [2-11]. A
COVID-19 jobb megismerése azonban ravilagitott arra,
hogy a tiidén kiviil egyéb szervek — kiemelten a sziv, a
vese, az idegrendszer, a maj stb. — is érintettek lehetnek,
amire a klinikai tiinetek is utalnak [4, 12-18]. Nem vili-
gos azonban, hogy az extrapulmonalis elviltozasokért a
virus kozvetlen sejtkdrosité hatdsa felel@s-e, vagy annak
kozvetett hatasa, igy a virus kivéltotta ,citokinvihar”, a
sziv- és érrendszeri komplikiciok, a hypoxia, a beteg
gyogyszeres kezelésének hatasa stb. [4, 10, 19-21].
Ennek eldontésében segithet a SARS-CoV-2 egyes kom-
ponenseinek, igy tiiske- és nukleokapszid-fehérjéinek,
valamint a virus-ribonukleinsavnak (RNS) az in situ ki-
mutatdsa a sejtekben és a szovetekben. A virustehérjék

kimutatasa 7z st immunhisztokémiai modszerekkel, a
virus-RNS detektdldsa iz sitn hibridizaciés modszerrel
lehetséges [4, 10]. A viligszerte végzett és kozolt im-
munhisztokémiai és in sitn hibridizaciés vizsgalatok
azonban eltérd eredményt hoztak, nem sikertlt egyértel-
muen detektalni a virusfehérjéket és a virus-RNS-t a sej-
tekben. Ennek egyik oka lehet, hogy a vizsgilatokban
hasznilt antitestek, modszerek eltéréek. Célunk volt
ezért, hogy Osszevessiik az egyes hazai laboratériumok-
ban haszndlt SARS-CoV-2-cllenes antitesteket, és vizs-
giljuk a kiillonbo6z6 higitisokban végzett immunhiszto-
kémiai reakcidk intenzitdsat, reprodukalhatosagit eltérd
laboratoriumi korilmények kozott.

Anyag és modszerek
Vizsgilati mintik

A Semmelweis Egyetem (SE) Patologiai, [gazsigiigyi és
Biztositasi Orvostani Intézetének anyagabdél 3, COVID-
19-ben elhunyt betegbdl szarmazé 3 tidémintat, vala-
mint COVID-19-ben szenvedd virandés placentdjabol
szarmaz6 mintat valasztottunk ki. Negativ kontrollként
egy, a COVID-19-pandémia el6tt elhunyt egyén tiid6-
szovetét vizsgaltuk, akiben virdlis pneumonia volt a diag-
noézis. A mintakat az asszisztensek sorszammal lattdk el.
A vizsgilok az immunhisztokémiai reakciét anonim mo-
don értékelték. A vizsgilatba bevont pozitiv és negativ
mintdk szamat sem az immunreakciot végzdk, sem az
értékelSk nem ismerték, beleértve a metszeteket készité
intézet értékelS szakembereit. A betegek SARS-CoV-2-
fert6zottségét él6ben, orr-garat mintabol végzett reverz-
transzkriptaz polimerdz-lancreakcioval (RT-PCR) iga-
zoltak. A halal és a boncolas kozott 24—48 o6ra telt el,
a placenta esetében a szerv 6 6ra mulva kertlt feldolgo-
zasra. A boncolds sordan a COVID-19-ben elhunyt bete-
gek kozvetlen haldloka stlyos virdlis tipusi pneumonia
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volt, jellegzetes difftz alveolaris kirosodassal, valamint
hialinmembran-képz&déssel.

A vizsgalatok 6sszhangban voltak a Helsinki Deklara-
ci6 irdnyelveivel, és a Tudomanyos és Kutatdsetikai Bi-
zottsag (TUKEB) IV /938-1,/2022 /EKU szamon hoz-
zdjarult azok elvégzéséhez.

Hisztologin: A tid6-, valamint placentamintikat kiva-
gds utin 10%-os formalinban fixaltuk — ami 4%-os for-
maldehidkoncentraciénak felel meg — 24 6ran at, majd
dehidrilast kovetSen paraffinba (FFPE) agyaztuk. A
metszeteket rutin médon hematoxilin-eozinnal (HE)
festettiik.

A vizsgalat szervezése: A SE-en kivilasztott, COVID-
19-ben elhunytak FFPE-tiid6mintdibol, a placentabdl és
egy pandémia el6tt, boncolas soran nyert tiidémintabol
RT-PCR-reakcioval igazoltuk a SARS-CoV-2-szekvenci-
dkat, illetve a negativ kontroll esetében azok hidnyat.
Az FFPE-anyagbol készitett metszetek immunhisztoké-
midra elSkészitett tirgylemezeken kertiltek a részt vev§
intézetekhez az immunhisztokémiai reakciok elvégzésé-
re. A részt vevd intézetek a kovetkezSk voltak: a Debre-
ceni Egyetem, a Pécsi Tudomanyegyetem és a Szegedi
Tudomanyegyetem Patoldgiai Intézete. A pozitiv és ne-
gativ mintdkat sorszammal lattuk el az anonimitas bizto-
sitdsdra.

Immunhisztokémin: Az elsédleges antitesteket, a gydr-
t6 cégeket, a megfeleld higitast az 1. tablazat tartalmaz-

1. tiblazat

EREDETI KOZLEMENY

za. A reakcidkat a Roche cég  VENTANA BenchMark
ULTRA (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ,
USA) immunhisztokémiai késziilékével, a forgalmazo
altal ajanlott OptiView DAB (Diaminobenzidine THC
Detection Kit, Ventana) segitségével vizualizaltuk mind
a négy laboratériumban, hematoxilin-hdttérfestéssel, ko-
vetve a gyartd cég ttmutatdsait. Az ellenanyagokbdl az
NP 1 és a SPIKE 1 kozpontilag keriilt beszerzésre (SE)
és szallitasra a részt vevé intézetekbe, a FedEx segitségé-
vel, a megfeleld szallitasi kortilmények betartasaval. A B
vizsgalohely altal hasznalt ellenanyagokat a helyi intézet
rendelte, mivel azokat kordbban mar alkalmaztak és vé-
gezték velik a reakcidkat az egyéb, kozpontilag kiildott
immunhisztokémiai reakciéra alkalmazott metodikaval.
Az ezekkel az antitestekkel végzett reakciok eredményes-
ségét a tovabbi hirom részt vevd intézet is értékelte.
A hasznalt ellenanyagok nem rendelkeztek CE-jel6léssel,
mint az immunhisztokémiai diagnosztikiban hasznalt
immunhisztokémiai reagensek tobbsége esetében, csak
RUO-mindsitéssel.

Ertékelés: Az elkésziilt immunhisztokémiai reakcidkat
tartalmazé targylemezeket a résztvevék a SE-re kiildték,
ahol azok a 3DHistech Pannoramic® 1000 Digital Slide
Scanner (3D Histech Kft., Budapest, Magyarorszag) ké-
sziilékével szkennelésre keriiltek. A résztvevok a digitali-
zalt metszeteket a megadott linken keresztiil a szamito-
gép képernyGjén, szemikvantitativan értékelték. Az

| A SARS-CoV-2-nukleokapszid és -tiiskefehérje elleni antitestekkel végzett immunhisztokémiai reakciok értékelése négy vizsgilohelyen (A, B, C, D)

Az antitest Az antitest neve, gyart6*, katalogusszam Eredet, klon Higitds Avizsgildhely Intenzitds-  Hattér-

koédja kodja Osszeg**&  Osszeg**r&

NP 1 SARS-CoV /SARS-CoV-2 Nucleocapsid, Sino, Egér, #05 1:1000 A 46 7
40143-MMO05

NP 1 SARS-CoV /SARS-CoV-2 Nucleocapsid, Sino, Egér, #05 1:1000 B 48 8
40143-MMO05

NP 1 SARS-CoV /SARS-CoV-2 Nucleocapsid, Sino, Egér, #05 1:1000 C 46 11
40143-MMO05

NP 1 SARS-CoV /SARS-CoV-2 Nucleocapsid, Sino, Egér, #05 1:1000 D 48 8
40143-MMO05

NP 2 SARS-CoV-2 Coronavirus Nucleocapsid Ab, Egér, B46F 1:100 B 31 10
Thermo, MA1-7404

SPIKE 1 SARS-CoV-2 Spike Protein (S1), CST, #99423 Nyul, E5S3V 1:200 A 44 0

SPIKE 1 SARS-CoV-2 Spike Protein (S1), CST, #99423 Nyual, E5S83V 1:500 B 44 0

SPIKE 1 SARS-CoV-2 Spike Protein (S1), CST, #99423 Nyul, E583V 1:250 C 47 7

SPIKE 1 SARS-CoV-2 Spike Protein (S1), CST, #99423 Nyual, E5S83V 1:500 C 43 4

SPIKE 1 SARS-CoV-2 Spike Protein (S1), CST, #99423 Nyual, E583V 1:500 D 39 0

SPIKE 2 Anti-SARS-CoV-Spike, DB, DB 279 Nyal, Q25-L 1:500 B 23 11

SPIKE 3 SARS-CoV-2 Spike Glycoprotein S1 ab, Abcam, Nydl, polyclonalis  1:2000 B 31 22

ab275759

SARS-CoV-2 = sulyos akut légati tiinetegytittest okozé koronavirus-2

*Sino: Sino Biological Inc., Beijing, P. R.China; CST: Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA; Abcam: Abcam PLC, Cambridge,
UK; Thermo: Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA; DB: DB Biotech a.s., Kosice, Slovakia
**Az egyes vizsgilohelyek dltal adott pontértékek dsszege az adott antitesttel végzett reakcid intenzitdsira vonatkozéan
***Az egyes vizsgilohelyek dltal adott pontértékek Osszege az adott antitesttel végzett reakcid hatterére vonatkozdan
%A pontértékek dsszegének vart elméleti maximuma 48 (4 maximilis — 3 — pontot elért pozitiv minta, 4 vizsgalohely)
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immunbhisztokémiai reakcié intenzitisat (0-3 pont), va-
lamint a reakcié hatterét (0-3) pontoztak, egész szamér-
téket hasznilva. A nyert pontok Osszegzése alapjin ke-
riiltek kivilasztdsra a javasolhaté antitestek, megjelolve a
legmegfelelbb higitdst az antigének kimutatdsira, figye-
lembe véve a hétteret és az esetleges aspecifikus reakciot.

Statisztikai analizis: Az eredmények kiértékelését az
IBM SPSS Statistics 28.0.1.0(142) (IBM Corporation,
Armonk, NY, USA) szoftverrel végeztiik. A kiértékelés
elsé 1épéseként azt vizsgaltuk a Fleiss-féle kappa-mutaté-
val, hogy a pontozast végzs személyek azonos statiszti-
kai minGségben értékelték-e a mintakat [22]. A kiilon-
boz6 részt vevs intézetekben (A, B, C, D) késziilt mintak
Osszevetésére (antitesttipusok, higitisok, vizsgdlohelyek)
szintén a Fleiss-féle kappa-, illetve két csoport Osszeve-
tése eseten az erre az esetre specidlisan hasznilando
Cohen-féle kappa-mérészamot alkalmaztuk. A vizsgalo-
helyek 6sszehasonlitasakor az adott mintira a négy érté-
kel6 altal adott pontok 6sszegébdl képzett adatsort vet-
tiik az elemzés alapjaul, valamint a vizsgiléhelyek végsé
osszevetésére Friedman-tesztet is végeztiink [23]. Az
elemzések soran a statisztikdban elfogadott 95%-0s kon-
fidenciaintervallumot alkalmaztuk (« = 0,05). Fontos ki-
emelni, hogy az egyes adatcsoportok csekély elemszama
miatt a hasznalt statisztikai modszerek eredményei csak
limitdltan vehetSk figyelembe.

EREDETI KOZLEMENY

Eredmények

Az elvégzett immunhisztokémiai reakciok képét az 1. és
2. dbra mutatja. A placentiban erés barna szinreakcié
lathaté a syncytiotrophoblastokban, mind a nukleokap-
szid-, mind a tiiskefehérjék kimutatasara iranyulé im-
munhisztokémiai reakciok esetén, diaminobenzidin
(DAB) kromogént hasznalva (1/a és 1/b). A tiid6min-
tak esetében erds barna szinreakcié jelzi a SARS-CoV-2
nukleokapszid- (2 /a) és tiiskefehérjéjének (2 /b) jelenlé-
tét a pneumocytikban, a levdlt alveolaris hamsejtekben
és a hialinmembranban. A negativ kontrollban nem ész-
leltiink barna szinreakciot (2 /a betét és 2 /b betét).

Az immunhisztokémiai reakciok szemikvantitativ érté-
kelésének eredményeit az 1. tdblizat mutatja. Az egyes
vizsgilohelyek altal a mintdkra adott pontértékeket az 1.
mellékletben tintettiik fel. A statisztikai elemzések azt
mutattdk, hogy az intenzitds szemikvantitativ megitélé-
sében a pontozast végzG személyek valodi egyezést mu-
tattak (Fleiss-kappa = 0,62). A hattér mindsitése szem-
pontjabdl nagyobb volt az eltérés az értékelGk pontozasai
kozott (Fleiss-kappa = 0,45), ez mérsékelt egyezést je-
lent. Ezen adathalmazok segitségével megallapitast

2. dbra SARS-CoV-2-nukleokapszid- (a) és tiiskefehérje (b) kimutatsa
immunhisztokémiai reakciéval, diaminobenzidin kromogént
hasznilva, COVID-19-ben clhunyt beteg tiidGszovetében.
A viltozé er@sségii szinreakci jelzi a virusfehérjék jelenlétét.
Levilt alveolaris himsejtekben és makrofigokban erds citoplaz-

1. 4bra SARS-CoV-2-nukleokapszid- (a) és -tiiskefehérje (b) kimutatdsa m/atl,kus reakei6 lithat6. Antitest: NP 1_’ SPIKE 1,’ 1n/tcr12}tés: ?’
immunhisztokémiai reakciéval, diaminobenzidin kromogént hathr: 0. A SARS-CoV-2-nukleokapszid- (a-betér) cs“-tuskctc-
hasznalva, virusfertézott placentiban. A barna szin jelzi a syncy- hétje (b-betét) negativ a SARS-CoV-2-vel nem fertézote (PCR-

> p . J yncy SN e Az . . .

tiotrophoblastokban jelen 1év6 virusfehérjét. A magzati erekben n?ga/tlv) tud/om/mtakban‘ Antitest: NP1, SPIKE 1, intenzitds: 0,

nem észlelhetd pozitivitds. Antitest: NP 1, SPIKE 1, intenzitds: hatter: 0. Lépték 100 pm

3, héttér: 0. Lépték 100 pm .
COVID-19 = koronavirus-betegség 2019; PCR = polimeraz-

SARS-CoV-2 = sulyos akut léguti tiinetegyiittest okozé korona- lincreakcié; SARS-CoV-2 = stlyos akut 1égati tiinetegyiittest

virus-2 okozé koronavirus-2
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nyert, hogy a B vizsgal6hely altal kiprébalt NP 2, SPIKE
2 ¢és SPIKE 3 jeld antitestek (1. tablizat) az intenzitds
tekintetében alacsonyabb, a héttér tekintetében maga-
sabb pontszamot értek el, 6sszehasonlitva a mind a négy
vizsgil6helyen tesztelt NP 1 és SPIKE 1 jeld antitestek-
kel. (NP 1-NP 2: Cohen-féle kappa = 0,47; SPIKE 1-
SPIKE 2: Cohen-féle kappa = 0,47; SPIKE 1-SPIKE 3:
Cohen-féle kappa = 0,46.)

A higitasok tekintetében az értékelési pontok alapjan a
nukleokapszid-ellenes elsédleges antitest hasznalata ese-
tében a Sino Biological Inc. c¢ég terméke (1. tablizat —
NP 1-es kod) 1 : 1000 aranya higitisban megfelel6 in-
tenzitast, minimdlis hattérfestést nytjt6é reakcioét adott
mind a négy vizsgaléhelyen. A tiiskefehérje-ellenes anti-
testek esetében az egyes higitisok kozott nem mutatko-
zott érdemi eltérés (az 1 : 200-1 : 500 higitasok dssze-
vetésénél a Cohen-féle kappa = 0,69; az 1 : 250-1 : 500
higitasok 6sszehasonlitisa esetén a Cohen-féle kappa
0,74). Osszességében a Cell Signaling Technology Inc.
cég terméke (1. tablizat — SPIKE 1-es kéd) 1 : 500 ard-
nyu higitisban megfelel6nek bizonyult a reakciok elvég-
zésére.

A reakcidintenzitisok tekintetében a négy vizsgaldhely
kozott az eltérd laboratériumi korilmények ellenére sem
volt tapasztalhat¢ statisztikailag jelentGs eltérés (a Fried-
man-teszt eredménye: szignifikancia = 0,75, mely jelen-
tésen meghaladja a szignifikins kiilonbséget jelzd
0,05-06s hatart). Ugyanakkor az NP 1-es és SPIKE 1-es
(1:200, 1 :500 higitdst csoportok) koddal rendelkezs
antitestekhez tartozo intenzitiseredményekre szamolva
a Fleiss-féle kappa = 0,45, amely kozepes mértéki egye-
zésnek felel meg.

Megbeszélés

A COVID-19-pandémia kezdete 6ta szamos esetben
mertilt fel az igény a kérokozé, a SARS-CoV-2 kimuta-
tasara [3-5,7, 10, 11]. Ennck széleskortien hasznalt ki-
vitelezési médja az RT-PCR-reakcid, melyet a leggyak-
rabban az orr-garat teriiletérdl vett mintakban hasznalnak
a virusnukleinsav szekvencidjanak detektilasira. Ezen
modszer azonban nem ad felvilagositast arrél, hogy mi-
lyen sejtekben torténik a virusreplikdcio, illetve mely sej-
tek tartalmazzak a virusfehérje vagy -nukleinsav kompo-
nenseit. Ennek igénye és sziikségessége a boncolasok,
valamint ritkibban a biopszids és mitéti anyagok vizsga-
lata soran meriilhet fel, és a kimutatds eredménye meg-
valaszolhatja, hogy a sejt- és szovetkirosodas a virus
kozvetlen hatasinak vagy — kozvetett médon — egyéb
tényez6k kozrejitszasanak a kovetkezménye-e.

Szamos kozlemény szamol be — elsGsorban boncolasi
anyagban —a SARS-CoV-2 immunhisztokémiai és iz situ
hibridizaciéval torténd kimutatasardl, beleértve sajat
kozleményeinket is [4, 9-11, 15, 24]. A SARS-CoV-2
tiiske- ¢és nukleokapszid-fehérjéi kimutathatok a tiidd
2-es tipustt pneumocytdiban, a levilt alveolaris hamsej-
tekben, endothel- és egyéb érfali sejtekben, a hialin-
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membranban, valamint az orr, a garat és a horgdk sejt-
jeiben [4, 10, 11, 15, 25-27]. Kérdésként meriil fel
azonban, hogy a virus extrapulmonalisan is kimutathat6-
e, és az egyéb szervekben észlelhetd kiarosodasok a virus
kozvetlen citopatogén hatdsaval vagy indirekt tényezok-
kel, igy a keringésben ¢és a szovetekben emelkedett cito-
kinhatassal, oxigénhiannyal, a kezelés soran alkalmazott
gyogyszerhatassal, vagy a beteg esetleges egyéb tars-
betegségével tiiggenck-e Ossze.

Tobb kozlemény szamol be a SARS-CoV-2 kimutata-
saro6l extrapulmonalisan, igy a szivben, a majban, a vesé-
ben, a kozponti idegrendszerben, az endokrin szervek-
ben stb. [4, 12-18, 28]. Ezen vizsgilatokban az
immunhisztokémiai reakciék mellett tobbnyire elvégez-
ték a virus-RNS szekvencidinak kimutatisat célz6 PCR-
reakciét és iz sitn hibridizaciét is a mintakban [10, 15].
COVID-19-ben megbetegedett és elhunyt varandésok
placentdiban is detektiltdk a SARS-CoV-2-t, fontos
azonban megjegyezni, hogy az Gjsziilottek csak ritkdn
fert6z6dtek meg az anya és a placenta fert6zottsége elle-
nére, azaz az anya—magzat vertikalis virustranszmisszié
viszonylag ritkan fordult el6, bar néha észlelhetS volt
[29, 30].

Mindezen adatok sziikségessé teszik, hogy COVID-
19-ben elhunytak és megbetegedettek esetében tore-
kedjiink a SARS-CoV-2 kimutatisira a megbetegedett
szervekben. A viligszerte igen nagy szamua ez iranyd
vizsgalatban szdmos antitestet hasznaltak a virus tiiske-
¢és nukleokapszid-fehérjéinek iz sitn kimutatasira, kiillon-
b6z6 modszerekkel. Részben ezzel is magyarazhato,
hogy eltér§ észleléseket és kovetkeztetéseket olvasha-
tunk a virus jelenlétére vonatkozoan a kiillonb6zé sejtek-
ben és szovetekben. Egyesek nem mutattak ki viruskom-
ponenseket a placentiban, mig masok — igy magunk
is — detektaltuk azt [29, 31-33].

Ugyancsak vitatott, hogy az endothelsejtekben torté-
nik-e virusreplikacid, és a virus jelen van-e ezen sejtek-
ben [34, 35]. Nem egyértelm, hogy a fert6zést kovets-
en milyen hosszt ideig van jelen a virus a fert6zottekben,
milyen sejtekben, illetve hany nappal a halal utin mutat-
hat6 ki biztonsiggal az egyes szervekben. Magunk ko-
rabbi vizsgilatainkban 10 nappal a haldl utan végzett
boncolds sordn is detektiltuk a SARS-CoV-2-antigéne-
ket a fert6zottek tiidGszovetében [4].

A jelen tanulmanyban igyekeztiink a legmegfelel6bb
immunhisztokémiai reakciot kivdlasztani, elsGsorban a
SARS-CoV-2-tiiske- és -nukleokapszid-ellenes elsédle-
ges antitestekre vonatkozodan. Ennek, valamint a lehetd
legmagasabb higitast elérd, legkevesebb hétteret ad6 an-
titesteknek a kivalasztasa volt a cél a négy egyetemi labo-
ratériumban végzett vizsgalatok Osszehasonlitdsa soran.
Az immunhisztokémiai reakciokat azonos koédolt minta-
kon, igazoltan virust tartalmazo, illetve azt biztosan nem
tartalmazé, negativ szovetben vizsgaltuk, és a digitalizalt
képeken anonim moédon értékeltiik. A vizsgalatba beke-
rilt pozitiv és negativ mintdk szdmdt csak a szervezd
intézet egyik — az értékelésben részt nem vevé — munka-
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trsa ismerte, és a jelolést az asszisztensek végezték. A
négy laboratériumban végzett 6sszehasonlitd vizsgilat
eredményeként megjeloltiik a leginkibb megbizhatd,
reprodukdlhaté eredményt adé antitesteket a SARS-
CoV-2 tiiske- és nukleokapszid-fehérjéinek detektilasa-
ra. Az Osszehasonlité vizsgilat eredményének értéke,
hogy azok a patolégiai laboratériumokban kiterjedten
hasznalt immunautomatak segitségével, a gyartoi utasi-
tasok figyelembevételével torténtek, és az eredményt a
négy részt vevs intézet anonim modon értékelte. A fenti
eredmények alapjan megdllapithaté, hogy a SARS-
CoV-2 egyes komponensei, igy a tiiske- és nukleokap-
szid-fehérjék a jelzett primer antitestekkel (NP 1, SPIKE
1) megbizhatéan kimutathaték az FFPE-anyagokban,
igy alkalmazasuk a megadott higitisokban javasolhato.

Anyagi tamogatds: A munka az Emberi Eréforrasok Mi-
nisztériuma (EMMI) 1/82-5/2022/EKF szama és a
30. szam1 projekt az Innovacids és Technoldgiai Minisz-
térium Nemzeti Kutatdsi Fejlesztési és Innovacios Alap-
bol nygjtott timogatasaval, a TKP2021-EGA-30 palya-
zati program finanszirozdsiban valosult meg.

Szerzoi munkamegosztis: XK. E.; Ko A, M. G., S. Zs.,
T. L.: A projekt értelmi szerzéi, helyi irdnyitoi, a kozle-
mény megirdi. A szerzok, az elsé szerz6 kivételével,
bettirendben keriiltek felsorolasra. P. A. PhD-hallgato:
A korvizsgélat szervezése, az anyagok kivélasztisa, a sta-
tisztika elkészitése, az irodalom attekintése. L. G., J. P.,
Gy. Cs., K. L.: Az immunhisztokémiai vizsgalatok kivite-
lezése, értékelése. A cikk végleges viltozatit valamennyi
szerz§ elolvasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik a
kézirattal kapcsolatban.

Ko6szonetnyilvanitas

Koszonetet mondunk a szerz6k kozott nem szerepld, a munkat segitd
munkatarsaknak, igy Barbai Tamds dr. (Budapest), Beke Livia (Debre-
cen) és Daru Krisztidn (Szeged) kollegdknak.
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