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1. Kivonat

A sulyos akut 1égzészervi szindromat kivalté SARS-CoV-2 koronavirus 2019. év
decemberi megjelenése és gyors terjedése napjainkig tartd vilagjarvanyt okozott. Megnétt az igény
a fertézottek molekularis diagnosztikai modszerrel vald azonositasara. Erre a kvantitativ reverz
transzkripcion alapuldé polimeraz-lancreakcio (RT-qgPCR) a legalkalmasabb modszer. A jarvany
elején azonban korlatozott mennyiségben &lltak rendelkezésre a mintdk feldolgozasahoz sziikséges
anyagok és eszk6zok, amelyek az RT-qPCR-t megel6z6 RNS extrakcidéhoz, valamint az RT-gPCR-
hez sziikségesek. Mindezek mellett ezen folyamat idéigényes, amely a siirgésségi mintak
feldolgozésa szempontjabol nem kedvezo.

Tudomanyos kutatasunk célja az RNS extrakcio optimalizalasa a SARS—CoV-2 virussal
fert6zott korhazi betegek diagnosztizalasara, amely soran a viradlis RNS extrakcidja nélkil is
detektalhatoé annak jelenléte. Ezaltal jelent6sen csokken a tesztelés id6-, illetve koltségigénye,
mindekdzben egyszeriibb a modszertan, tovabba kisebb kornyezeti terheléssel is jar ezen folyamat.
Munkank soran az izolalast kivaltd hokezelés megfelelé paramétereit hatdroztuk meg annak
érdekében, hogy az igy végzett mérések eredménye, valamint az extrakcioval mért eredmények
kozott a korrelacié megfeleld mértékli legyen. Mérési eredmények kiértékelése nyoman azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a teljes extrakcios eljaras kikiiszobolhetd a SARS-CoV-2
virussal fertdzott betegek RT-qPCR modszerrel valo diagnosztizalasa soran. A mintabol megfeleld
aranyban val6 higitassal €s optimalis hdmérsékleten vald kezeléssel ugyanolyan hatékonysaggal
nyertlik ki a detektalni kivant RNS-t, mint extrakcioval. Ezaltal bizonyitast nyert, hogy a SARS-

CoV-2 virus jelenlétét egy mintaban ki lehet mutatni RNS izolalas nélkiil, csupan hokezeléssel.



2. Bevezetés

A 2019. évi koronavirus-betegség (COVID-19) egy Ujonnan felbukkan6 kéros allapot a
sulyos akut léguti szindréma 2. szdmu koronavirus (SARS-CoV-2) - altal okozott 1éguti fertézés,
amelyet el6szor 2019 decemberében ismertek fel a kinai Hubei tartomanybeli Wuhanban. A virus
szekvenalédsa sorén arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a SARS-CoV-2 egy béta-koronavirus,
amely szorosan kapcsolddik a SARS-CoV-1-hez. A B-koronavirusok a Coronaviridae csaladba
tartoznak, burkolt RNS-virusok, amelyek pozitiv szallal rendelkeznek. Ebben az évszazadban a -
koronavirusok nemzetségének tobb tagja is megjelent, zoonodzisos jarvanyos fertdzéseket okozva,
beleértve a sulyos akut 1égzdszervi szindroma koronavirus 1-et (SARS-CoV-1) és a kozel-keleti
léguti koronavirust is (MERS-CoV-1). A pB-koronavirussal valdo megfert6z6dés erdteljes
proinflammatorikus citokin felszabadulashoz vezethet (példaul: a tumor nekrdzis faktor (TNF)-a,
interleukin (IL)-6, IL-1p és interferon (IFN)-y3,4,5,6). (S. J. Lee, Channappanavar és Kanneganti
2020) Bar ezek a citokinek a veleszlletett immunrendszerink immunvalaszanak Kkritikus
Osszetevoi (és segitik a virusfertdézések tisztulasat) a proinflammatorikus citokinek szabalyozatlan
felszabadulasa citokinviharhoz vezethet, amely a gyulladasos sejtpusztulds (nekroptézis,
piroptdzis) kivaltasaval sulyos karokat okoz a gazdaszévetekben és szervekben. (Arias-Reyes et al.
2020).A koronavirusok genomja 4 f6 strukturalis fehérjét kodol: S, N, M és E, ahol a tiiske fehérje
(S), a nukleokapszid fehérje(N), a membran fehérje (M) és a burkol6 fehérje (E). A genom 5° —3°
vegein taldlhatd egy — egy poli (A) régio, valamint egy — egy sapka (cap)(Zheng és mtsa. 2021,
Szab0 és mtsa. 2020).

A tiskefehérje valamint a membran fehérje esetében glikoproteinekrél, mig a
nukleokapszid fehérje és a burokfehérje esetében foszfoproteinekrdl beszéliink. A nagy feliileti
nyulvanyokat az S fehérje alkotja, a genomi RNS-t koriilvevé nukleokapszid helikalis
feltehetdleg a virus bimbdzasaban, mig a haromszoros kiterjedésiit M transzmembranfehérjének a
transzmembran folyamatokban van szerepe. Ezen specifikus szekvencidk jelenlétét vizsgalva
allapithaté meg egy mintarol, hogy SARS-CoV-2 virusra pozitiv-e (Szabo és mtsa. 2020).

A virus standard molekuléris diagnosztikai tesztje egy tobblépcsds eljaras, amely magaban
foglalja a virdlis RNS extrakcidjat és kvantitativ reverz transzkripcion alapuldé polimeraz-
lancreakciot (RT-gPCR-t). A méréseket diagnosztikai laboratériumban, korlatozott szamu
automatizalt platformon végzik és bar szamos vallalat gyart PCR-, valamint az RNS feltarasahoz



szlikséges Kitteket, a virus nagyobb terjedési hulldmai alatt igencsak korlatozott mennyiségben
voltak elérhet6k a specidlis reagensek. Ez jelentOs eréfeszitésekhez vezetett annak érdekében, hogy
a vizsgalati kapacitdst novelni tudjak, nagy laboratoriumokat épitsenek ki meglévd kutatasi
berendezésekkel, és az RNS-t olyan modon vonjak ki, amely lehet6vé teszi a nem specifikus
reagensek és miianyag fogyo eszk6zok hasznalatat (Grant és mtsa. 2020; Smyrlaki és mtsa. 2020).

A COVID-19 vilag méretii jarvany az Egyesult Kirdlysadgban és egész Eurdpaban sulyos
korlatokat tamasztott a molekularis diagnosztikahoz szikséges laboratdriumi berendezések,
reagensek és fogyodeszkozok elérhetdségében (olyanokban is, amelyek nem a SARS-CoV-2
jelenlétének a kimutatasahoz szukseges). Ez késleltette az egeszségligyi ellatashoz és a lakossagi
sziiréshez sziikséges vizsgalati kapacitas novelésének lehetéségét (Zheng és mtsa. 2021; S. J. Lee,
Channappanavar és Kanneganti 2020).

2.1. Sejtfeltaras

A sejt minden ¢él6lénynek funkcionalis alapegysége, amely szaporodasra és anyagcserére
képes. A sejtben talalhato a szervezetre jellemzd Osszes genetikai informéacio, a sejtmagba van
kodolva a genomi DNS (vagy RNS), a mitokondriumba a mitokondrialis DNS (vagy RNS) és a
novények esetében pedig a kloroplasztiszba a plasztisz DNS (vagy RNS). Mivel az
orokitdanyaghoz csak ugy lehet hozzaférni, hogy ha megsziinik a sejt mechanikai szilardsagat és
védelmét biztositd sejthartya, ezért kiilonbozé modszereket dolgoztak ki a sejtfeltaras minél
hatékonyabba tételére (Ben-Ami és mtsa. 2020).

A sejtek feltarasdnak modszereit két f8 csoportba lehet besorolni, mechanikai és nem -
mechanikai. A mechanikai mddszerek elkiilonithetk az alapjan, hogy szilard vagy folyékony
fazisban torténik a feltards, beszélhetiink pl: akusztikus (ultrahanggal), kevertetés,
homogenizatorok, malmok (6rlés) segitségével. Abban az esetben, ha a sejtfeltards nem-
mechanikai, szaritasrol (levegé-, vakuum-, fagyaszto-, oldoszer esetében) vagy lizisrél
beszélhetiink. A lizist tovabbi harom csoportra lehet osztani, annak megfeleléen, hogy milyen
hatasnak van kitéve. Beszélhetiink fizikai(pl: optikai, mechanikai, elektromos és h6sokk), kémiai-
(pl: detergensek és lugok), vagy biologiai sejtlizisrél (pl: enzimek és fagok)(Ambrosi és mtsa.

2021; Nagappan és mtsa. 2019).



2.1.1. Optikai sejtfeltaras

Az impulzuslézeres mikronyaldbok altal indukalt sejtlizis sordn egy 532 nm-es lézer
nanoszekundum id6tartam alatt torténd impulzusat egy nagy felbontoképességii objektiv lencsén
keresztiil iranyitjak, és igy egy kis pontra fokuszaljak, ahol lokalizalt plazmaképzodés kovetkezik
be (Brown és Audet 2008). Ennek eredmenyeképpen fizikai l6késhullam keletkezik, majd
kavitacios buborék jon létre, amely néhany ps id6tartam soran kitagul és Osszehuzodik, ezzel a

célzott teriilet kozéppontja kdzelében elhelyezked6 sejtek lizisét okozva (Ensign és Wolfe 1965).

2.1.2. Mechanikai sejtfeltaras

A kozvetlen mechanikai lizis éles, nanoszemcses fellleteket, Ugynevezett "nanoknives"-
okat haszndl, mint eszkdzt az egyes sejtek lizisehez. Ezzel a modszerrel a sejteket egy 3 pum széles
fogazott racson (fliggdlegesen 0,34 um tavolsagra egymastol €les gerincek talalhatok, amelyeket
3 um széles rések valasztanak el egymastol) keresztiil préselik. Az ilyen "nanoknives™ tombon
megfeleld sebességgel athalado sejtek altalaban hatékonyan lizalodnak (Brown és Audet 2008).
Egyes sejtek azonban a tomb felfelé¢ esd feliiletén megtapadnak, és lassan megnyulnak a
"nanoknives"-ok kozott, végul tobb vezikulara valnak szét. Bar ez a modszer 99%-os sejtlizist
eredményezett a tripan-kék festési proba szerint, a lizis utani szabad fehérje mérése azt mutatta,
hogy az 6sszes fehérjének csak 6%-a szabadult fel. A szamok kozotti eltérés azt jelzi, hogy a
fehérje nagy része a lizis utan a vezikulakban rekonstrualodott, vagy olyan sejtekben maradt,

amelyek csupan porézusak voltak, nem pedig teljesen felbomlottak (Di Carlo, Jeong és Lee 2003).

2.1.3. Ultrahangos sejtfeltaras

A szonikacio soran ultrahang hullamok segitségével lokalizalt magasnyomasu teriileteket
hoznak létre, ami kavitaciot eredményez, amely roncsolja a sejteket (Lorincz, A. és Nemenyi
2002). A szonikaci6 egyik hatranya az, hogy ha nem megfelel6 ideig szonikaljuk az elegyet, az
felmelegedhet és a fehérjék kicsapodasahoz vezethet (Brown és Audet 2008). Ezért az a megfeleld
megoldas, hogy a sejteket eldszor gyenge detergenssel, példaul digitoninnal kezelik, igy a

szonikacio 3 méasodpercen belll képes a sejtek lizisére (Ensign és Wolfe 1965).



2.1.4. Elektromos sejtfeltaras

A 0,2-1,5 V nagysagrendli transzmembran potencidl generald elektromos mezdk a
porusokat képezd lipid kettdsréteg felszakadasat okozzék, és megfeleld nagysagu elektromos
térerésség, valamint expozicidos idé esetén sejtlizishez vezetnek. A sejtlizist elésegitd
kiiszObérték eléréséhez sziikséges elektromos térerdsség tehat a sejtmérettdl, formatol, tovabba a
membran Osszetételétdl (fluiditas) fligg. Megallapitottak, hogy 10 us-os impulzusok elegenddek
a sejtlizishez, ha 40 V-os csokkenést és 20 um-es elektrodak kozotti rést hasznalnak (D. W. Lee

és Cho 2007; Brown és Audet 2008).
2.1.5. Kémiai sejtfeltaras

2.1.5.1. Detergenssel torténd sejtlizis

A detergens alapu lizis egy kiméletes modszer, amely emldssejtek, baktériumsejtek,
¢lesztdgombak ¢és novények esetében alkalmazhatd. A sejtszuszpenzidkat kiméletesen
centrifugaljuk, majd a sejtmembrant megbontd detergenseket tartalmazo6 lizisoldatban ujra
szuszpendaljuk.

A detergens alapu lizis a detergensnek a sejtmembranba val6 beépulésével jon létre, ami a
membranban 1€vo lipideket és fehérjéket szolubilizalja, porusokat hozva létre a membranon beliil,
és végll teljes sejtlizist eredményezve. A detergens lizist jol kidolgoztak a tdmeges biokémiai
vizsgalatokhoz, igy jol alkalmazhat6 egysejtes szinten is. Erre a célra szamos kiilonboz6 detergens
hasznalhatd, beleértve az ionos, nem ionos és ikerionos detergenseket. A fellletaktiv anyag
megfelelé kivalasztasa fontos, mivel befolydsolhatja a sejtlizis sebességét, valamint a fehérje
extrakcio hatékonysagat. Az erGs ionos detergensek, mint példaul a natrium-dodecil-szulfat (SDS)
képes biztositani masodpercek alatt a sejtek lizisét és a sejtekbdél szarmazd fehérjéket
denaturalasat. Ez a modszer elényos a fehérjék késobbi elvalasztasahoz micellaris elektrokinetikus
kapillaris elektroforézissel, amely a molekulattmeggel arényos negativ toltést biztosit a
fehérjéknek, azonban kevésbé alkalmas, ha a kivont fehérjét fehérjekotési vagy enzimaktivitasi

vizsgalatokban kivanjak felhasznalni (Brown és Audet 2008).



2.1.5.2. Laggal torténd lizis

A kémiai sejtfeltaras egy ujszerti modszere a OH ionok elektrodokon torténd eldallitdsara
tdmaszkodik. Megfigyelték, hogy a sejtek (HeLa, CHO, eritrocitak) kizarolag a katod kozelében
lizalhatok, ha a palladium elektrodak kozott kis, 43 V cm-1 elektromos teret alkalmaznak. A
sejtlizis eredményeinek szimulaciokkal vald 6sszehasonlitasaval megallapitottak, hogy a lizis
olyan régiokban kovetkezett be, ahol a puffer elektrolizise 20 mM feletti OH- koncentraciot
general, ami jol illeszkedett a NaOH hozzéadéséval vizsgalt sejtek liziséhez szikséges OH-

hatarértékhez (Brown és Audet 2008).

2.1.6. Hovel torténd sejtfeltaras

Ez a modszer alkalmazhatd emlés- vagy baktériumsejtek szuszpenzidjara.. A
sejtmembranra hatast lehet gyakorolni a hémérséklet hirtelen ndvelésével vagy csokkentésével. A
homérséklet hirtelen megnovelésével a sejtmembran roncsolddik, a sejtalkotok pedig kikertilnek
az extracellularis térbe. Centrifugalas hatasara a nagyobb tomegii sejtalkotok lelilepednek a
pelletbe, mig a kisebb tomegii sejtalkotok (RNS, DNS) a feliiliszoban maradnak. A hdmérséklet
gyors csokkentése érdekeében altalaban a sejtszuszpenzidt folyékony nitrogénben gyorsan
lefagyasztjak. A felolvasztas utan, a folyamatot tébbszor megismételve lizispufferben pipettazassal
vagy enyhe vortexeléssel Gjraszuszpendaljuk az elegyet (Baek, Min és Park 2010; Byrnes és mtsa.
2021; Guan és mtsa. 2021; Genoud és mtsa. 2021).

2.2. Valés idejii reverz transzkripcios polimeraz - lancreakcio (RT-qPCR)

A reverz transzkripcidés polimerdz lancreakcid (a tovabbiakban: RT-qPCR) egy
kifejezetten genomi RNS kimutatasara kifejlesztett PCR-modszer, amely nagy mennyiségli minta
kvalitativ vizsgalatara alkalmas és néhany Ora alatt gyors, megbizhaté eredményt produkal
(Mackay, Arden es Nitsche 2002). A technika két egymast kovetd reakcion alapul. Az elsé
reakcioban a reverz transzkriptaz altal az RNS komplementer DNS-é (a tovabbiakban: cDNS)
alakul, amely templatként szolgal a masodik reakcidban lejatszodd polimeraz lancreakcioban. A
génspecifikus primerek segitségével és az ismétlodd hdciklusok hatasdra a cDNS templatbol

kiindulva elkezd6dik a DNS molekulak sokszorozddéasa. Az amplifiké&cid flurenszcensen jeldlt



hidrolizis szondak segitségével detektalhaté ¢és szamszeriisitheté (Navarro és mtsa. 2015;
Filiztekin és Ozkaya 2021).

A valés idejli polimerdz lancreakcid (a tovabbiakban: qPCR) a molekularis
diagnosztikdban  manapsadg széles korben elterjedt. Megbizhatésdga, gyorsasaga,
reprodukélhatosaga, érzékenyseége és alacsony koltségei alkalmassa teszik arra, hogy a
mezdgazdasagtol, az élelmiszeriparon, toxikoldgian és farmakoldgian at az orvostudomanyig
felhasznaljak. A kiindulasi RNS/DNS mennyiség pontosan meghatarozhatd, az eredmények
kiértékelése pedig zart rendszerben torténik, igy csokken a szennyezddés lehetdsége, valamint
egyszeriibb a mintak tovabbi felhasznalasa. Az emlitett technologiai sajatossagok miatt a qPCR
eredmeényei kvantitativak. Alkalmas betegségek diagnosztizalasara, kvalitativ eredményeivel
tamogatva példaul a klinikai diagnosztikat, amely éltal a 2019 ota tartd vilagjarvany idészakaban
a koztudatba is bekerilt. A gPCR-miiszer alapvetden egy termikus ciklalo egy beépitett gerjeszto
fenyforrassal (Iampa, lézer vagy LED), egy fluoreszcens detektald rendszerrel és egy szoftverrel,
amely a rogzitett fluoreszcencens jelek alapjan megjeleniti a DNS amplifikécié gorbéjét (Mackay,

Arden és Nitsche 2002; Navarro és mtsa. 2015).

2.2.1. Valos ideju polimeraz lancreakcio detektalasi modszerek
2.2.1.1. A kettosszala DNS-hez kotodo festékek

A fluoreszcens jelet kibocsaté agens és a PCR detektalds specifikussaga alapjan
csoportositani lehet a gqPCR modszereket. Az egyik csoportba a kettés szala DNS-hez kapcsol6do
anyagokat hasznalé modszerek tartoznak (SYBRGreen |, EvaGreen, YO-PRO 1, SYBRGold
BEBO, BOXTO, sth). Ezek alkalmasak specifikus és nem specifikus amplifikalodott termékek,
valamint primer dimerek kimutatasara (Mackay, Arden és Nitsche 2002). Az egyik leggyakrabban
hasznalt festék a két pozitiv toltessel rendelkezd, aszimmetrikus szerkezeti cianin festék, a
SYBRGreen. Az emlitett pozitiv téltések normal PCR korilmények kdzott nagyban segitik a
festek DNS-hez valo kotédését. A DNS- festék komplex elnyeli a kék fényt 497 nm-en és z6ld
fényt bocsat ki 520 nm-en, amelyet a detektald rendszer rogzit a meghosszabbitasi szakaszban.

Jelentdsen zavarhatja az érzékelést a primer dimerek létrejotte. Az amplikonok specifitdsanak



ellendrzése céljabol érdemes olvadési gorbe analizist végezni, amely a homérséklet és az i1d6
fuggvenyében abréazolja a fluoreszcens jel kibocsatast (Taylor és mtsa. 2010). A modszer alacsony
koltségei €s egyszerlisége miatt nagyon népszerd, ugyanakkor példaul a SYBRGreen festéknek
van PCR gatlo hatasa, valamint stabilitasa valtozik a koriillményekkel. A ketts szali DNS-hez
kapcsolodo festékeket alkalmazzdk egy vagy tobb kiillonb6z6 DNS szekvencia, korokozok,
génexpresszio, GMO-k és SNP-k (Single Nucleotid Polimorfism) kimutatasara (Navarro és mtsa.

2015; Joyce 2002).

2.2.1.2. Oligonukleotidokhoz kapcsolt fluoroforok

A masik csoportba az oligonukleotidokhoz kapcsolodéd fluoroforokkal, oligoszondakkal
torténd detektalasi modszerek tartoznak, amelyek csak a specifikus amplifikacids termékeket
detektaljak. Az oligonukleotidhoz bizonyos tavolsagra egymastol egy donor vagy riporter és egy
akceptor vagy kioltd fluorofor kapcsolddik. A donor molekula gerjesztett allapotba keriil a PCR
miszer gerjesztd fényforrasatol, majd visszatér alapallapotba mikozben energiat/fényt bocsat ki,
fényt/energiat az akceptor molekula elnyeli, kioltja a donorbdl szarmazo6 fluoreszcens jelt, ha
megfeleld kozelségben van (10-100 A). Ezt a folyamatot FRET-mechanizmusnak nevezik
(fluoreszcencia-rezonancia-energiaatvitel). Az elnyelt fény ho forméjaban disszipalodik vagy
fluoreszcens jel formajaban kibocsatodik az akceptor molekula tipusatol fiiggéen. Amikor a donor
és az akceptor molekula egymastdl eltavolodik, az akceptor nem képes kioltani a donor altal
kibocsatott fényt. Ezt a fluoreszcens jelt méri a PCR miiszer, ez alapjan kdvetheté nyomon a PCR
termékek amplifikacioja. Az oligonukleotid-fluorofor molekuldk tipusok alapjan kiilonb6z6
csoportokra bonthatok. Miikodhetnek primerként a fluoreszcens szondak, lehetnek hidrolizis
nyoman detektalhatd szondak, hibridizaciés szondak, valamint analég nukleinsav szondak
(Navarro és mtsa. 2015).

A primer szondak olyan oligonukleotidok, amelyek primert és szondat is tartalmaznak
egyetlen molekuldban. Tébb csoportra bomlanak alakjuk és hatdsmechanizmusuk alapjan.

A hajtliprimer szondak olyan egyszalii oligonukleotidok, amelyek tartalmaznak egy
génspecifikus, a célgén egy szakaszaval komplementer szakaszt, ennek két végén egy-egy hajtii

alaku masodlagos szerkezetet biztositd szakaszt. A hajtii két végéhez egy donor és egy akceptor
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molekula kapcsolodik, amely FRET-csendesites alatt all egészen a hajtiiszerkezet felbomlasaig. A
hajti végéhez primer is kapcsolddhat (Amplifluor vagy Sunrise és Skorpion primer szondak),
melynek végén valamilyen blokkold molekula akadalyozhatja a polimerdz miikodését a szonda
iranyaba (Skorpidn primer szondak). Miutan a szonda a célponthoz kotédik, a DNS-polimeraz
lemasolja a célszekvenciat. A kovetkezd denaturalédsi 1épésben a szonda specifikus szekvenciaja
kotédik a komplementer régidhoz az Ujonnan létrehozott DNS ugyanazon szalan belll, ami
fluoreszcencia-kibocsatdshoz vezet. A detektalas a denaturalasi fazisban torténik. El6nyei ezen
szondaknak, hogy nem Kkeletkeznek primer dimerek, a beépitetlen szondak nem novelik a
hattérzajt, a masodlagos szerkezet lehetdsége miatt nagyon specifikusak, nem kell bontani
enzimatikusan és olcsok, mert primer és szonda is egy molekulaban van (Navarro és mtsa. 2015).

A LUX primer szonddk Amplifluor-hoz és Scorpions tipushoz hasonldéan egy hajtii
masodlagos szerkezettel rendelkez6 egyszalii oligonukleotidok, melyeknek végéhez primer van
kapcsolva. Ezen primer guaninban gazdag részén van egy fluoreszcens donor/riporter molekula. A
riporter kibocsatasa a primer beépulésekor maximalizalodik, amig a szonda szabadon van az
emisszid nagyon alacsony. A kibocsatast a hosszabbitdsi fazisban mérjiik. Ugyanazon elonydkkel
rendelkeznek a mar emlitett hajtiprimer szondak (Navarro és mtsa. 2015).

A primer szondak kodzé tartoznak a Cyclicon primer szondak. A molekula egy maédositott
oligonukleotidbdl all, a végén egy riporter molekulaval és egy primerrel, melyhez egy csendesit6
molekula kapcsolddik. A moddositott oligonukleotid és a primer az 5°- 5° végilikon vannak
0sszekotve, ugy hogy kialakuljon a molekula ciklikus alakja, ezaltal a csendesitd a riporterhez
kozel keriilve FRET-mechanizmussal megakadalyozza az emissziot a primer bekotddéséig. A
primer a célszekvenciahoz kotddésével a ciklikus szerkezet felbomlik és a riporter eltavolodik a
csendesité molekulatol és fluoreszcens jelet bocsat ki. Elonye hasonléan a mar emlitett primer
szondakhoz a primer-szonda konstrukcié. Elegendd a primer mellé csak rovid oligonukleotidot
kapcsolni, ezéltal csokken a koltsége. Tovabba apr6 modositasokkal TagMan szondéakhoz is
hozzakapcsolhatok (Navarro és mtsa. 2015).

Az Angler primer szonddk egy kotdanyaggal 0sszekotott reverz primerbdl €és egy a
célszekvenciaval komplementer DNS szakaszbdl allnak. A primeren egy fluoreszcens akceptor
talalhatd, amely FRET hatésra jelt bocsat ki. Az eljarasban SYBRGold DNS-be interkalalédd
festéket is hasznalnak. A primer az olvadasi szakaszban kapcsolddik a célszekvencidhoz, majd a

polimerdz a primer meghosszabbitasaként lemasolja a célzott részt. Az ezt kdvetd denaturacio
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soran a szekvenciaval komplementer primerhez kotott DNS szakasz meghajolva 6sszekapcsolddik
a megfeleld résszel. Az interkalalodo festék kapcsolodik a kettds szalhoz és donorként viselkedik
a primer végén elhelyezkedd akceptor molekulaval szemben, ezaltal az jelt bocsat ki és
detektalhatova valik. A denaturdcios fazisban torténik a mérés. Elonye, hogy olvadasi gorbe
vizsgalata nélkil is meg lehet kiilonbdztetni a specifikus és nem specifikus PCR termékeket, mivel
a SYBRGold és az akceptor molekula eltérd fluoroforokkal jelolt probakon detektalodik (Mackay,
Arden és Nitsche 2002; Navarro és mtsa. 2015).

A hidrolizis szondak egy oligonukleotidbol és a hozzakapcsolt fluorofor molekulabol, egy
donorbol és/vagy akceptorbol allnak. Mukodéstik a Taq polimeraz exonukledz aktivitdsan alapul.
Hasznalhatok egyszeres és multiplex formatumban is virus kimutatésara, virus/baktérium terhelés
kvantitativ meghatarozéaséra, génexpressziora, microarray validalasra, allél megkilonboztetésre,
mutécid, SNP-k és GMO-k kimutatasara. Tobb tipusuk 1étezik, ezekbdl egyik a TagMan szonda.
A hosszabbitési fazisban a Taq polimeraz 5'-3' exonukleaz aktivitasa segitségével lebontja a szonda
oligonukleotid részét, mely specifikusan komplementer az amplifikalni kivant DNS egy részével.
A leboml6 oligonukleotid 5’ végén 1év6 donor és 3’ végen az akceptor molekulak ezaltal egymastol
tavolodnak, igy detektalhato jel szabadul fel. A hosszabbitasi fazisban torténik a mérés. Tervezése
és eldallitasa egyszert, de figyelmetlen tervezés esetén primer dimerek johetnek 1étre (Navarro és
mtsa. 2015).

Egy szintén a Taq polimeraz 5'exonukleaz aktivitdsara épiild modszer a Snake proba. Itt a
célszekvencia sokszorositasa és a fluoreszcens jel detektdlasa térben és iddben elkiilontild
folyamatok (Kutyavin 2009). Egy 5'-flap szekvenciat tartalmaz6 forward primer kotddik a cél DNS
szekvencia el6tt elhelyezkedd részhez. A polimeraz ebbdl kiindulva szintetizal egy antiszensz
szélat, ezaltal kétszalu DNS keletkezik. A denaturécids fazis sordn a szélak szétvéalnak és egy
reverz primer hibridizalodik az ellentétes szalhoz. A DNS-polimerdz meghosszabbitja a
komplexet, ami ujabb kettds szala amplikont eredményez. A forward primer sablonként
funkcionalt a DNS-szintézishez, igy a teljes szekvencia jelenik meg a szensz amplikon szal 3’
végén. A kdvetkezé denaturacio utan a szensz amplikonon megjelenik egy hajtiiszerti masodlagos
szerkezet, amelyben a 3’ végen talalhato nukleotid nem illeszkedik. A hidrolizis szonda a szensz
szalhoz kotddik, nagyon kozel a lebegd 3’ végnukleotidhoz, 1étrehozva az optimalis hasitasi
struktarat. A riporter molekula felszabadul és az altala kibocsatott fluoreszcens jel detektalhatova

valik (Navarro és mtsa. 2015). Nagy eldnye a modszernek, hogy rovid szondakat lehet hasznalni,
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alacsony a fluoreszcens hattérsugarzas és bemutatott probak koziil a legnagyobb mennyiségii
fluoreszcens jelet bocséatja ki, ha optimalizalva van (Kutyavin 2009). Hatranya, hogy a primerek
tervezéséhez specialis szoftver szlikséges (Navarro és mtsa. 2015).

Egy kovetkezd csoportot alkotnak a hibridizacios szondak. K6zos elonyiik, hogy lehetdvé
teszik az olvadasi gorbék elemzését, ezzel tamogatva az adatok kiértékelését. Ide tartoznak a
FRET-szondak, a hajtii szondak, a HyBeacon probak, az MGB probak, ResonSense és a Yin Yang
probék. A FRET-szondak egy par oligonukleotidbdl allnak, egyiknek egy riporter molekula van a
végén, a masiknak egy csendesitdé molekula az egyik, egy fosztat csoport pedig a masik végén. A
két szonda egymashoz kozel kapcsolodik a detektalandd célszekvenciahoz az anelalasi fazisban
létrehozva a FRET hatast, amely nyomén a csendesitdé molekula emisszidjat detektaljuk.
Tervezése, 1étrehozasa ¢és alkalmazéasa gyors és egyszeri. A multiplex formaban hasznalhato
korokozok kimutatasara, virusos/bakteridlis terhelés kvantitativ meghatarozasara, mikroarray
alapu validalasra, genotipizalasra, allél megkulonboztetésre, mutacio kimutatasra és SNP-k
kimutatasara (Mackay, Arden és Nitsche 2002; Navarro es mtsa. 2015).

A hajtli szonda mikoddési elve, felépitése és felhasznalasa hajtli primer szondaval nagyon
hasonl6 (a hajti szondédkhoz nincs primer kapcsolva), amelyrdl mar volt szd, igy ez nem kertil
részletezésre. Elonyei is hasonloak, fontos az olvadasi gorbék elemzése a kapott adatok értékelése
soran ¢és a termodinamikai vizsgalata a szondaknak, hogy eldnyosebb legyen a szondanak a cél
szekvenciahoz kapcsolddni, mint a hajtii szerkezetben vissza alakulni (Mackay, Arden és Nitsche
2002; Navarro és mtsa. 2015; Joyce 2002).

HyBeacon probak szondai egy egyszalt oligonukleotidbol, egy nukleotidhoz kotott
flouroforbol és a 3" végen egy hosszabbitas gatlo foszfatbol allnak. Mikodésének alapja, hogy az
oldatban 1év6 szondak emisszioja kisebb, mint a hibridizacio utan, ez a kiilénbség a hosszabitasi
fazisban mérhetd. Elénye, hogy egyszerii, konnyen tervezhetd, hasznalhaté modszer és az olvadasi
gorbe elemzést is lehetové teszi. Alkalmazhatok egy- és tObbszords analizis szekvenciaban
detektalasra, DNS-kvantitativ meghatarozasra, genotipizalasra, SNP kimutatasara és allél
megkulonboztetésére (Navarro és mtsa. 2015).

Az MGB konjugalt DNS szondak olyan oligonukleotidhoz kapcsolt AT gazdag helyek
kedveld tripeptidek, amelyek stabilizaljak a kettés szala DNS-t és FRET csendesites kovetkeztében
fluoreszcens jelet bocsatanak ki. Az oligonukleotidhoz egy donor és egy akceptor molekula van

kapcsolva, amelyek eltdvolodnak egymastol a cél DNS-hez t6rténd hibridizacio soran, ezaltal lesz
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a donor emisszioja érzékelhetd, amelynek detektalasa az anelélasi fazisban torténik. Elonye, hogy
n6 a kettds szali DNS olvadasi hdmérséklete, ezzel csokken a nem specifikus PCR termékek
létrejottének esélye, nagy mértékben lehet csokkenteni a hattér fluoreszcenciat (NFQ-sotét
fojtoszer hasznalataval), alkalmas mikroszekvenciak és rovid konzervalt gének sokszorositasara.
Egyszeres és tobbszorés formatumban is hasznalhatok korokozok kimutatasara, virus/baktérium
terhelés kvantitativ meghatarozasara, genexpresszid vizsgalatara, microarray validalasara, allél
megkulonbdztetésre, mutaciok, SNP-k, GMO-k kimutatdsara, tovabba hasznaljak a torvényszéki
elemzésben is (Navarro és mtsa. 2015).

ResonSense szondak felépitése, mukodése és alkalmazasa majdnem teljesen azonos
Angler® primer-szondakéval, amely mar ismertetve volt.

A Yin-Yang szondak két kiilonboz6 hosszUsagu komplementer oligonukleotidbdl allnak.
A hosszabb szal 5’ végéhez egy riporter molekula van kapcsolva, 3'-h6z pedig egy hosszabbitast
gatld foszfat csoport. A rovidebb komplementer szal 3’ végéhez egy csendesité molekula van
csatlakoztatva. A miikodése kompeticion alapszik. A denaturalasi hdmérsékleten a kettés szala
szonda szétvalik és a hosszabb szal a cél szekvencidhoz fog kapcsolddni, mert erésebben tud a
hosszl szal a vele komplementer hossz cél szekvencidhoz kapcsoldédni mint, a révidebbhez.
Ezaltal a riporter molekula eltdvolodik a csendesit6tdl, a kibocsatas elnyelése megsziinik €s az
anelalasi fazisban mérhet6vé valik a riporter molekula emisszidja. Elénye, hogy nagyon specifikus
a kotddése a célszekvencidhoz, tervezése €s szintézise is joval egyszerlibb, mint a két festéket
hasznalé modszerek szondai. Egyszerti s multiplex formatumban is felhasznalhatok, kérokozok,
mutaciok kimutatasa vagy a virusos/bakterialis terhelés mennyiségi meghatarozasa és SNP-k
genotipizaladsa is elvégezheté a YingYan szonddkkal. Ezen tilmenden, az ilyen szondak
hasznélatat javasoljak az mMRNS-ek €16 sejtekben torténé nyomon kovetésére vagy a bioszenzorok

és biochipes detektalé eszk6zok épitéséhez (Navarro és mtsa. 2015).
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3. Célkitiizés

Kutatdsunk célja az RNS extrakcié optimalizéldsa a SARS-CoV-2 virussal fert6zott
korhazi betegek diagnosztizalasara, amely soran a virdlis RNS extrakcioja nélkil is detektalhato
a SARS-CoV-2 jelenléte.

Munkank soran az izolalast kivaltdo hokezelés megfeleld paramétereinek meghatarozasat
tiztik ki célul, annak érdekében, hogy az igy végzett mérések eredménye, valamint az
extrakcioval mért eredmények kdzott milyen korrel&cio irhato le. Az RNS izolalas nélkili médszer
esetén szlikséges meghatarozni az optimalis higitasi aranyt a sikeres PCR reakcid érdekében.
Tehat célunk megtudni, hogy a mintabol a megfeleld aranyban valo higitassal és optimalis
hémérsékleten valo kezeléssel ugyanolyan hatékonysaggal nyerhet6-e ki a detektalni kivant RNS,

mint extrakcioval.
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4. A kutatas médszertan
4.1. Elemzett mintak

Kutatasunkat a Csikszeredai Megyei Siirgésségi Korhaz COVID 19 diagnosztika
laboratoriumaban végeztiik. A mintak a korhdz betegeitdl szarmaztak, amelyeket anonim modon,
az embereken végzett kutatasok etikai feliilvizsgéalatardl sz6ld6 roman torvénynek megfeleléen
kezeltlik. Minden esetben Ujra megvizsgaltuk, hogy az adott mintakbol kimutathaté-e a Sars-CoV-
2 virus. Ezen kiviil voltak olyan mintak is, amelyek olyan emberektdl szarmaztak, akik hivatalos
okok miatt teszteltették magukat, mert munkahelyi elvaras volt, vagy utazni késziltek. A
feldolgozott mintakat a Csikszeredai Megyei Siirgésségi Korhazban két darab egyszerhasznalatos
pamut végli mintavevl palcikaval gyijtotték, 10 mL-es 3 mL VTM-et tartalmaz6 (REF
C67VC1001, LOT 20210623) virus transzport médium tubusban. A feldolgozasig a mintékat

hiitében taroltuk, 4 C°—on a roncsolodas megeldzése érdekében.

4.1.1. A virus transzport médium (VTM)

Az altalunk hasznalt mintavevé tubusokban taldlhat6 VTM komponensei
(REFC67VC1001, LOT 20210623) befolyasoljak a PCR reakcio lefolyasat (Zoka, Treso s Bekd
2021) (lasd. Kovetkeztetések). Minden tubusban 3 ml VTM talalhaté. A forgalmazo6 Altal
feltiintetett Osszetétel a kovetkez6: D-Hank kiegyensulyozott séoldat, HEPES, marha szérum

albumin, L (+)- cisztein, L-glutaminsav, szachardz, vankomicin, gentamicin, nisztatin, fenolvoros.

4.2.1. Extrakcioval torténo RNS kivonas és tisztitas

Amint a 2.1 -es fejezetben bemutattuk, a kutatdsunkhoz hasznalt mintakat a Csikszeredai
Megyei Siirgésségi Korhazban tartozkodo betegektél szarmazd tobbletmintakbol kaptuk. A
mintabol valé RNS kivonasahoz a AccuPrep® Dx Viral RNA Extrakcios (Bioneer Corporation,
REF K-3033M, LOT: 20071l, Dél-Korea) kitet hasznaltuk. Annak érdekében, hogy RNS kivonasi
munkankhoz a megfelel6 steril koriilményeket biztositsuk, egy Telstar Class II Microbiological
Safety Cabinet Bio II Advance Plus lamindris fiilke alatt dolgoztunk. Legelsd 1épésben a lizis
puffert készitettiik el6 az altal, hogy hozza adtuk az ellcios pufferben (ER puffer-KB-6033)
feloldott polyA-t (KB-0122). Eppendorfba pipettaztunk 300 pL lizispuffert (VB puffer-KB-2052),
amihez hozzdadtunk 10 pL IC-t ( Allplex 2019-nCoV Assay tartalmaz egy belsé kontrollt (RPV
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IC), amely MS2 fag genombol szarmazik. Ez a bels6é kontroll biztositja a folyamat minden
Iépésének, beleértve a minta extrakcidjat, a reverz transzkripciét és a PCR-t, vizsgalati
érvényességét. A belso kontroll pozitiv jele azt jelzi, hogy minden feldolgozasi 1épés sikeres volt.
Az Osszes célgén negativ jelzése, beleértve a belsd kontrollt is, érvényteleniti a vizsgalatot. Ebben
az esetben a vizsgalat megismétlése elengedhetetlen.) és 200 uL VTM-et. A kovetkez6 1épésben
az elegyet vortexeltik (BioSan Vortex V-1 plus) és betettik a razo-inkubatorba (Thermo
Scientific™ Digital Heating Shaking Drybath Cat. num: 88880028), 60 C°-ra 10 percre, amely
ezen paramétereken a hokezeléses lizalast idézte eld. Az inkubalas utan hozzaadtunk 300 pL
izopropanolt, amire a genetikai anyag kicsapasa érdekében volt sziikség (REF 278475), majd
vortexeltik 10 mésodpercig.

Az RNS kot6 oszlop elokészitéséhez felvittink 100 pL kotédést eldsegité puffert (BST
oldat, KB - 1067) és centrifugaltuk, 13000 ford./percen 30 masodpercig. Ezutan a kitben talalhatd
RNS kot6 oszlopra pipettaztuk a mintat tartalmazo oldatot és behelyeztiik a centrifugaba (Thermo
Scientific™ MicroCL 21R Centrifuge Cat. num.: 75002552), 13000 ford./percen 60 masodpercig.
Ez a Iépés az RNS szelektiv megkdtésére szolgal, az RNS-t megkoti az oszlopon, mig az egyéb
szennyez® anyagok az oszloprdl az atfolyoval tavoznak. Az atfolyot eldobtuk, az oszlopra
pipettaztunk 500 pL-t az els6é mosooldatbol (VWI1, KB-3042) és 13000 ford./percen 60
masodpercig centrifugaltuk. Az el6z6h6z hasonloan az atfolyot tiritettilk, hozzaadtunk 600 pL-t a
méasodik mosooldatbdl (RWA2, KB-4023) és 13000 ford./percen 60 masodpercig ismét
centrifugaltuk. Az atfolydt ismét elontottiik, és Un. szaraz mosassal (centrifugalds, 13000
ford./percen 60 méasodpercig) eltavolitottuk a maradék alkoholt. Végil az RNS-t tartalmaz6
oszlopokat athelyeztuk steril, RNz mentes 1,5 ml-es Eppendorf tubusba és hozzaadtuk az eltcids
puffert (ER, KB-6033). Egy perc varakozas utan centrifugaltuk, 13000 ford./percen 60
masodpercig. A folyamat végén pedig megkaptuk a tisztitott végterméket, amelyet a tovabbiakban

specifikus viralis RNS amplifikalasara hasznaltunk
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4.2.3. Valés idejii reverz transzKkripcios polimeraz - lancreakcio (RT-gPCR)

A kvantitativ valos idejii reverz transzkripcios polimeraz-lancreakciéhoz (RT-gPCR) az
Allplex 2019-nCoV kitet alkalmaztuk. Minden mintahoz sziikség van a 2019-nCoV MOM -bdl 5
pL-re, az RNaz mentes vizb6l 5 uL-re, az 5X Valos Ideji, egylépcsos Puffer-bél 5 uL-re valamint
a Valos Ideji, egylépcsés enzimbdl 2 plL-re. Ehhez a 17 pL-hez kellett adni 8 pL-t a tiszta RNS-
bol (V. tablazat). A mérés elott még sziikséges az elegyet vortexelni, valamint centrifugdlni, az
oldat homogenitasa miatt.

A folyamat sordn a szonda egy specifikus célszekvencidhoz kapcsolddik, amely a két
primer kozott helyezkedik el. Az RT-qPCR-ciklus hosszabbitasi fazisa soran a Tag-polimeraz 5'
nukledz aktivitasa lebontja a szondat, ami a riporter festéknek a kioltofestéktdl valo elvalasat
okozza, fluoreszcens jelet generalva. Minden egyes ciklussal, tovabbi riporter festék-molekulak
hasadnak le, a megfelelé szondakrol, ndvelve a fluoreszcencia intenzitasat. A fluoreszcencia
intenzitasat nyomon kovetik minden egyes RT-qPCR-ciklusnal a CFX96TM, CFX96 érinthet6s
valos idejii RT-qPCR detektalo rendszer. Alkalmazott Bioner™ 7500 Gyors Dx valods idejiit PCR
detektald rendszerek, ugyanis a fluoreszcens jel ndvekedése egyenesen aranyos az Ujonnan
szintetizalod6 DNS mennyisegével. Az amplifikécio eredmeényét a "Seegene viewer" elemzése
mutatja be, eldsegitve a felhasznalo szamara az adatok konnyii és gyors feldolgozasat.Az RT-
gPCR reakcidhoz a BIO-RAD, CFX96 érinthetds valos idejit PCR detektald rendszer késziilékét
hasznaltuk, a hozza tartozé programmal. A program elsé részében torténik 50 C°-on a reverz
transzkripcid, vagyis az izolalt RNS atirddik, az enzim elegy, a mixben 1év6 nukleotidok és a
hémérséklet hatasara ¢cDNS-¢é, majd 95 C°-on a denaturacidé kovetkezik (a kettésszala DNS
szélainak a szétvalasa), végul pedig a primerek bekapcsolodasa és elongéacid, a szal

meghosszabbitasa).
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1. tablazat. A fluoroférral jelolt probak tulajdonsagai

Fluoroférral Kaod Szin Kibocsatasi Elnyelési
jelolt probak hullamhossz (MAX) hulldmhossz
(MAX)
FAM { FAM} Zold/sarga (Emmax 521 nm 495 nm
492-585 nm)
Cal Red 610 | {Cal 610} Narancssarga 610 nm 590 nm
(Emmax 585-647 nm)
Quasar 670 {Qua Piros (Emmax 670-700 nm) 670 nm 644 nm
670}
HEX {HexCE} Zobld/sarga (Emmax 556 nm 535 nm
492-585nm)

4.3. Statisztikai elemzés

Az adatok feldolgozasa Microsoft Office Excel 2016 és past.exe programok segitsegével
tortént. A Microsoft Office Excel 2016 segitségével készitettiik el a diagrammokat, mig a past.exe
segitségével eldszor F probat végeztiik, majd két mintds T probat.

A gPCR kit (Allplex 2019-nCoV) 95%-0s pontossaggal kvantifikalja a mintaban jelenlévé
SARS-CoV-2 virus mennyiségét, ezért azon adataink kiértékelése soran, amelyek csak egy CT

értéket eredmenyeztek, standard 5%-0s szorast alkalmaztunk.

4.4. Normalizacio a VTM -re nézve

Az extrakci6 mentes sejtfeltaras soran a VTM-ben taldlhatd, a PCR reakcio

= sz

higitani a probakat. Az eredmények értékelése az (1.) higitasi faktor képletével tortént.

log »*=y 1)

ahol: x - a higitasi faktor
y - a CT érték eltérés
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5. Kutatasi eredmények bemutatésa és targyalasa

Eredményeink kiértékelése soran harom kiilonb6z6 fluoroforral jellt probat vizsgaltunk:
FAM, Cal Red 610 és Quasar 670. A FAM-al jelolt proba a SARS-CoV-2 E gén jelenlétét, a Cal
Red 610-al jelolt proba a SARS-CoV-2 RARP gén jelenlétét, tovabba a Quasar 670-al jeldlt proba
a SARS-CoV-2 N gén jelenlétét mutatja ki (Seegene 2021).

5.1. FAM

A 2. tablazat tartalmazza a FAM fluorofér proba soran az extrakcioval, extrakcio nelkal
5X-0s higitassal (5X (E.n.)), extrakcio nélkiil 12,5X-6s higitassal (12,5X (E.n.)), valamint a gPCR

kit pozitiv kontroll CT értékeit.

2.tablazat. A FAM fluoroforral jelolt proba sordn mért CT értékek

Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Atlag
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Extr. 21,97 (19,38 22,49 |19,46 |21,29 (18,13 | 22,97 |21,12 |23,06 |2509 |21,50
5X(E.n) (22,89 | 20,28 |2393 |19,44 |22,38 |19,19 | 23,64 |21,70 |24,10 |26,33 |22,39
125X 21,95 (19,79 |24,00 |18,88 |21,45 [18,73 |23,23 |19,90 |23,70 |26,42 (21,81
(E.n)
Kontroll |19,20 | 19,20 |19,20 | 19,20 |19,20 | 19,20 | 19,20 |19,20 | 19,20 | 19,20 (19,20

Az 1. abra tartalmazza a Fam fluorofér proba esetén mért CT értékeket a feldolgozott
mintak esetében, extrakcioval (Extr.), extrakcié nélkil 5X-0s higitasban (5X(E.n.)), extrakcid
nélkil 12,5X-0s higitasban (12,5 (E.n.)), tovabba feltintettik a qPCR pozitiv kontroll-t.
Figyelembe véve a gPCR kit pontossagat, standard 5%-o0s szorast alkalmaztunk. Minden minta
esetében megfigyelhetd (kivétel: minta 8), hogy a FAM fluorofor probat tekintve a 12,5 X
higitassal kapott mintak eredményei kisebb eltérést eredményeztek a CT értékek kozott, az
extrakcio mentes protokollal izolalt mintakhoz viszonyitva, mint az 5x-es higitassal kapott
mintak eredményei. A 8-as minta esetében nagyobb virusmennyiséget tudtunk Kimutatni, az
extrakcioval torténd sejtfeltarashoz képest. Ezen megfigyeleseink alapjan elmondhatd, hogy az
extrakciohoz hasonloan, azokban a mintakban is, ahol nem tortént RNS izolalas, csupan
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sejtfeltaras és higitas, az RT-qPCR reakcio végbement és a SARS-CoV-2 virusra jellemz6 E gén

kimutatasa sikeres volt.

FAM

30,00
25,00

20,00 Tl T i T T ﬁ - ﬁ ﬂl i
5 15,00
10,00
5,00
0,00

Minta 1 Minta 2 Minta 3 Minta 4 Minta 5 Minta 6 Minta 7 Minta 8 Minta 9 Minta 10
BN Fxtr. BN S X (E.n.) w12 5X(E.n.) Kontroll

1. &bra. A feldolgozott mintak FAM fluorofér proba CT értékeinek dsszehasonlitasa

A standard PCR protokoll egy futtatds soran egy pozitiv kontroll alkalmazasat irja eld,
melyet figyelembe véve a 2. dbran lathatd ezen érték feltlintetve (CT=19,20). Az extrakcidval
torténo protokoll szerinti sejtfeltarassal kapott mintak vizsgalata esetében az megfigyelhetd, hogy
az atlag CT érték 21,50. A legnagyobb kopiaszam (a legkisebb CT érték) a CT=18,13. A legkisebb
kopiaszam (a legnagyobb CT érték) a CT=25,09. Az 5X-6s higitas alkalmazésa esetében
megfigyelhetd, hogy az atlag CT érték az 22,38. A legnagyobb koépiaszdm (a legkisebb CT érték)
a CT=19,19. A legkisebb kopiaszam (a legnagyobb CT érték) a CT=26,33. Az 12,5X-0s higitas
alkalmazasa esetében megfigyelhetd, hogy az atlag CT érték az 21,80. A legnagyobb kdpiaszam
(a legkisebb CT érték) a CT=18,73. A legkisebb kdpiaszam (a legnagyobb CT érték) a CT=26,42.
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2.4bra. Box-Plot diagram extrakcio és extrakcié mentes Sars-CoV-2 E gén (FAM) kimutatasa
esetében

5.2. Cal Red 610

A 3. tabléazat tartalmazza a Cal Red 610 fluorofér proba soran az extrakcioval, extrakcio
nélkil 5X-6s higitassal (5X (E.n.)), extrakci6 nélkil 12,5X-6s higitassal (12,5X (E.n.)), valamint
a qPCR kit pozitiv kontroll CT értékeit.
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3. tablazat. A Cal Red 610 fluoroférral jel6lt proba sordn mért CT értékek

Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Atlag
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Extr. 22,06 | 24,26 | 26,70 | 24,47 | 22,54 | 23,65 [19,98 | 23,81 | 21,09 | 22,21 | 23,08
5X 26,79 | 27,19 | 29,60 | 27,17 (24,49 | 26,47 | 22,72 | 27,06 | 22,66 | 25,24 | 25,94
(E.n.)
125X |[25,52 | 26,49 [ 29,56 | 26,67 | 22,85 | 24,94 | 22,62 | 26,78 | 21,95 | 24,10 | 25,15
(E.n.)
Kontroll | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20

Az 3. é4bra tartalmazza a Cal Red 610 fluorofér préba esetén mért CT értékeket a

feldolgozott mintak esetében, extrakcidval (Extr.), extrakcio nélkul 5X-6s higitasban (5X(E.n.)),

extrakcid nélkul 12,5X-6s higitasban (12,5 (E.n.)), tovabba feltiintettiik a qPCR pozitiv kontrolIt.

Figyelembe véve a gPCR kit pontossagat, standard 5%-o0s szérast alkalmaztunk. Minden minta

esetében megfigyelhetd, hogy a Cal Red fluorofor probat tekintve a 12,5 X higitassal kapott

mintak eredményei Kisebb eltérést eredményeztek a CT értékek kozott, az extrakcio mentes

protokollal izolalt mintdkhoz viszonyitva, mint az 5X-es higitassal kapott mintak eredményei.

Ezen megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy az extrakciohoz hasonl6an, azokban a mintakban

is, ahol nem tortént RNS izolalés, csupan sejtfeltaras és higitas, az RT-qPCR reakcié végbement

és a SARS-CoV-2 virusra jellemz6é RdRp gén kimutatasa sikeres volt.

Megfigyelhetd, hogy a Cal Red 610 fluorofér esetében a nagyobb (12,5X) higités

kedvez6bb a vizsgalando mintak SARS-CoV-2 mennyiségi kimutatdsara, a transzport médiumban

crer
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3. abra. A feldolgozott mintadk Cal Red 610 fluorofér préba CT értékeinek dsszehasonlitasa
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4. dbra. Box-Plot diagram extrakcio és extrakcio mentes Sars-CoV-2 RdRp gén (Cal Red
610) kimutatasa esetében

A standard PCR protokoll egy futtatds soran egy pozitiv kontroll alkalmazasat irja eld,
melyet figyelembe véve a 4. dbran lathato ezen érték feltiintetve (CT=19,20). Az extrakcidval
torténd protokoll szerinti sejtfeltarassal kapott mintak vizsgéalata esetében az megfigyelhetd, hogy

az atlag CT érték 23,07. A legnagyobb kopiaszam (a legkisebb CT érték) a CT=19,97. A legkisebb
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kopiaszam (a legnagyobb CT érték) a CT=26,69. Az 5X-06s higitas alkalmazésa esetében
megfigyelhetd, hogy az atlag CT érték az 25,93. A legnagyobb kopiaszam (a legkisebb CT érték)
a CT=22,66. A legkisebb kopiaszam (a legnagyobb CT érték) a CT=27,19. Az 12,5X-0s higitas
alkalmazasa esetében megfigyelhetd, hogy az atlag CT érték az 25,14. A legnagyobb kdpiaszam
(a legkisebb CT érték) a CT=21,95. A legkisebb kdpiaszdm (a legnagyobb CT érték) a CT=39,56.

5.3. Quasar 670

Az 4. tablazat tartalmazza a Quasar 670 fluorofdr préba soran az extrakcioval, extrakcio
nélkill 5X-0s higitassal (5X (E.n.)), extrakcié nélkiil 12,5X-6s higitassal (12,5X (E.n.)), valamint
a qPCR kit pozitiv kontroll CT értékeit.

4. tablazat. A Quasar 670 fluoroforral jelolt proba soran mért CT értékek

Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Minta | Atlag
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Extr. 18,68 | - 20,39 [ 22,10 | 19,10 | 23,86 | 25,87 | 23,53 | 22,03 | 22,72 | 22,03
?Exn ) 20,74 | - 19,72 | 23,23 | 19,67 | 24,49 | 27,21 | 23,79 | 22,17 | 23,29 | 22,70
125X 120,78 | - 19,83 [ 22,58 | 20,29 | 24,87 | 27,42 | 245 |20,73 | 22,98 | 22,66
(E.n)

Kontroll | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20 | 19,20

Az 5. abra tartalmazza a Quasar 670 fluorofor proba esetén mért CT értékeket a
feldolgozott mintak esetében, extrakcidval (Extr.), extrakcio nélkul 5X-6s higitasban (5X(E.n.)),
extrakcio nélkil 12,5X-6s higitasban (12,5 (E.n.)), tovabba feltintettiik a gPCR pozitiv kontrollt.
Figyelembe véve a qPCR kit pontossagat, standard 5%-0s szorast alkalmaztunk. Minden minta
esetében megfigyelhet6 (kivétel: Minta 9), hogy a Quasar 670 fluorofor probat tekintve a 12,5 X
higitassal kapott mintak eredményei kisebb eltérést eredményeztek a CT értékek kozott, az
extrakcio mentes protokollal izolalt mintdkhoz viszonyitva, mint az 5x-es higitassal kapott mintak

eredményei. A Minta 9 esetében nagyobb virusmennyiséget tudtunk kimutatni, az extrakcioval
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torténd sejtfeltarashoz képest. Megtigyelhetd, hogy a Minta 2 esetében nincs feltiintetve CT érték,
ez annak tulajdonithatd, hogy ezen mintaban nem volt detektalhaté az N gén, sem az extrakcioval,
sem az extrakcio nélkili mintafeldolgozas nyoman.

Ezen megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy az extrakciéhoz hasonl6an, azokban a
mintékban is, ahol nem tdrtént RNS izolalas, csupan sejtfeltaras és higitas, az RT-qPCR reakcid
végbement és a SARS-CoV-2 virusra jellemz6 N gén kimutatasa sikeres volt.

Megfigyelhet6, hogy a Quasar 670 fluorofor esetében is a nagyobb (12,5X) higitas

kedvezdbb a vizsgalandd mintak SARS-CoV-2 mennyiségi kimutatdsara, a transzport médiumban

cres
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5.4bra. A feldolgozott mintdk Quasar 670 fluorofér proba CT értékeinek
0sszehasonlitasa
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6. dbra Box-Plot diagram extrakcio és extrakcid mentes Sars-CoV-2 N gén (Quasar
670) kimutatasa esetében

A standard PCR protokoll egy futtatds soran egy pozitiv kontroll alkalmazasat irja eld,
melyet figyelembe véve a 6. abran lathatok ezen érték feltlintetve (CT = 19,20). Az extrakcidval
torténd protokoll szerinti sejtfeltarassal kapott mintak vizsgalata esetében az figyelheté meg, hogy
az atlag CT érték 22,03. A legnagyobb koépiaszam (a legkisebb CT érték) a CT = 19,10. A
legkisebb kdpiaszam (a legnagyobb CT érték) a CT = 25,87. Az 5X-0s higitas alkalmazésa
esetében megfigyelhetd, hogy az atlag CT érték az 22,70. A legnagyobb kdpiaszam (a legkisebb
CT érték) a CT=19,67. A legkisebb kopiaszam (a legnagyobb CT érték) a CT = 27,21. Az 12,5X-
0s higitas alkalmazésa esetében megfigyelhetd, hogy az atlag CT értek az 22,66. A legnagyobb
kopiaszam (a legkisebb CT érték) a CT=19,83. A legkisebb kopiaszam (a legnagyobb CT érték) a
CT=27,42.
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5.4. Az eredmények statisztikai Kiértekelése

Az eredmények statisztikai kiértékelése soran kétmintas T probat alkalmaztunk. A CT
értékek atlagat hasonlitottuk 6ssze. Az atlagot mintankent és eljarasonként a FAM, a Cal Red 610

és a Quasar 670 fluoroforral jel6lt probakon mért CT atlagokbdl szamoltuk Ki.

5. tablazat. Osszesitett és atlag CT értékek

Extrakcioval 5 X higitas (E.n.) | 12,5 X higitas (E.n.) | Kontroll
Minta 1 20,90 23,47 22,75 19,20
Minta 2 21,82 23,74 23,14 19,20
Minta 3 23,19 24,42 24,46 19,20
Minta 4 22,01 23,28 22,71 19,20
Minta 5 20,98 22,18 21,53 19,20
Minta 6 21,88 23,38 22,85 19,20
Minta 7 22,94 24,52 24,42 19,20
Minta 8 22,82 24,18 23,73 19,20
Minta 9 22,06 22,98 22,13 19,20
Minta 10 23,34 24,95 24,50 19,20

A kiértékelés soran az Extrakcioval és 5 X higitas (E.n.), valamint Extrakciéval és a 12,5
X higités (E.n.) oszlopokat vizsgaltuk, 0,05 szignifikancia szint mellett. Az els6 esetben a t értéke

4,01 és a t kritikus pedig 2,10. A masodik esetben at értéke 2,42 a t kritikus pedig 2,10.
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6. Kovetkeztetés

Kdvetkeztetésképp elmondhatd, hogy az extrakcidhoz hasonl6an, azon mintakban is, ahol
nem tortént RNS izolalas, minddssze sejtfeltaras és higitas, az RT-qPCR reakcié folyamata
végbement és a SARS-CoV-2 virusra jellemz6 harom vizsgalt gén (E, RdRp, N) kimutatasa
sikeres volt.

Megfigyeltik, hogy a vizsgalandé mintdk SARS-CoV-2 mennyiségi kimutatasara
mindharom fluorofor esetében (FAM, Cal Red 610 és Quasar 670 ) a nagyobb (12,5X-es) higitas
megfeleld higitdsa révén torténhet. Ezen eredményiink egybevag tobb publikat eredménnyel,
melyek alapjan egyes virus transzport médiumok jelentds inhibald hatast fejtenek ki a PCR
reakciora, ha 20-25%-nal nagyobb mennyiségét teszik ki a reakcidelegynek (Smyrlaki és mtsa.
2020; Bruce és mtsa. 2020).

Esetenként el6fordult az is, hogy nagyobb virusmennyiséget tudtunk kimutatni az
extrakcio mentes sejtfeltaras sordn kapott mintakbol, az extrakcioval torténd sejtfeltarashoz
képest. Konszekvenciakeépp elmondhatd, hogy az extrakcid mentes sejtfeltaras soran, 12,5 X-6s
higitasban hatékonyan ki lehet mutatni a SARS-CoV-2 virusra jellemzé 3 vizsgalt gént (E,

RdRp,N), akarcsak az extrakcioval torténd RNS izoléalassal.
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9. Mellékletek

1. Melléklet

6. tablazat. Extrakcioval torténd torténd RNS kivonashoz és tisztitashoz szlikséges anyagok
és anyagmennyiségek (lasd: 4.2.1)

(Forras: Bioneer Corporation, 2020)

Extrakcioval torténd RNS kivonashoz és

tisztitashoz szlikséges anyagok

Extrakcioval torténd RNS kivonashoz és

tisztitashoz sziikséges anyagok mennyisége

(WL)
Lizispuffer (KB - 2052) 300
Az RT-qPCR kitbdl szdrmazé belsé kontroll 10
(IC, RP-VIC)
Izopropil — alkohol (REF 278475) 300
Kotodést elésegitd puffer (BST, KB - 1067) 100
Moso puffer 1 (VW1, KB - 3042) 500
Moso puffer 2 (RWAZ2, KB - 4023) 600
Eldcids puffer (ER, KB - 6033) 50

2. Melléklet

7. tablazat. Extrakcio mentes mintaelOkészites (1asd: 4.2.2)

Extrakcid nélkili RNS kivonashoz sziikséges

Extrakcié nélkili RNS kivonashoz sziikséges

anyagok anyagok mennyisége (pL)
Nukledz mentes viz (REF AM9932, LOT 60 pL
1207102)
Vizsgaland6 minta (VTM- REF 20 pL

C67VvC1001, LOT 20210623)
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3. Melléklet
8. tdblazat. RT-gPCR — hez szlikséges anyagok és anyagmennyiségek (lasd: 4.2.3)

(Forrés: Seegene 2021)

RT-gPCR komponens Mennyiség (uL)
2019-nCoV MOM (Allplex™ 2019-nCoV) 5
RNaz mentes viz (Allplex™ 2019-nCoV) 5
Valos Idejli, egylépcsds Puffer (Allplex™ 5

2019-nCoV vizsgalati Kit része)

Valos Idejli, egylépcsés Enzymbdl (Allplex™ 2
2019-nCoV vizsgalati kit része)

Extrakcio soran kinyert, tiszta RNS/ Pozitiv
kontroll (PCT)/ Negativ kontroll (NTC) 8
(Allplex™ 2019-nCoV vizsgalati kit része)
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4. Melléklet
9. téblazat. RT-gPCR program beéllitasai (lasd: 4.2.3)

(Forréas: Seegene 2021)

Lépés Ciklusok szama Hoémérséklet Id6tartam
1. 1 50C° 20 perc
2. 1 95 C” 15 perc
3. 45 94 C° 15 masodperc
4. 45 58 C° 30 masodperc
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