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1. Bevezetés

Kina Hubei tartoméanyéban taldlhatdé Wuhan véaros Egészségiigyi
Bizottsaga 2019. december 31-én ismeretlen eredetii tiidégyulladasos
betegekrdl tett bejelentést. Kozzétettek, hogy a koronavirusok 1j
torzsét izolaltak, melyet késébb SARS-CoV-2-nek (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus-2) neveztek el. Bizonyitast nyert,
hogy ezen virus tekinthet6 a COVID-19 (Coronavirus Disease 2019)
kérokozojanak, amely megbetegedést 2020. marcius 11-én az
Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) pandémiava nyilvanitott.

A WHO adatai szerint 2023. februar 8-ig, a COVID-19 t6bb, mint
755 millié megbetegedést okozott vilagszerte és 6,8 millio beteg halt
meg a fertdzés kovetkeztében. Magyarorszagon 2020. marcius 4-én
igazoltak az els6 COVID-19 megbetegedést, majd az els6 SARS-
CoV-2 okozta halaleset 2020. marcius 15-én kovetkezett be. A szintén
2023. februar 8-1 WHO adatok szerint, Magyarorszagon a COVID-19
kozel 2,2 milli6 beteget érintett és tobb, mint 48 ezer halalos aldozatot
kovetelt a SARS-CoV-2 virusfertézeés.

Mar a pandémia elején nyilvanvalova valt, hogy a SARS-CoV-2
okozta fert6zés els6sorban és legsulyosabban a tiidét tamadja. A
kialakult ugynevezett akut légzési distressz szindroma (ARDS), a
hyalin membran betegség a 1égzofeliilet jelentds besziikiilését okozza,
mely az esetek jelentOs részében a beteg halalahoz vezet. Az esetek
elemzése azonban ravilagitott arra, hogy a tiidén kiviil egyéb szervek
is érintettek lehetnek, igy a sziv, idegrendszer, vese, maj, melyek
megbetegedése a klinikai tiinetek kozott is valtozd mértékben
mutatkozhat. Nem volt ismert, és jelenleg is vitatott, hogy az egyes
szervekben mutatkoz6 elvaltozasok a SARS-CoV-2 kozvetlen
citopatogén hatasanak, vagy masodlagosan, a tiidében bekdvetkezd
megbetegedés kovetkezményeinek tekinthetok-e. Kérdéses volt, hogy
a szekunder tényezok kdzott elsésorban az un. ,.citokinvihar”, a sulyos
hypoxia, a beteg kezelése kapcsan alkalmazott gyogyszerek
mellékhatasai stb. szerepelnek-e, vagy a virus a tiidén kiviili egyéb
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szervek sejtjeiben torténd replikacidja. Ennek eldontésében alapveto a
SARS-CoV-2 egyes komponenseinek, igy a tiiske- és nukleokapszid
fehérjéknek (NP) immunhisztokémiaval, valamint a virus-
ribonukleinsavnak (RNS) in situ hibridizacioval torténd kimutatasa,
melyekre munkank soran magunk is torekedtiink.

A COVID-19 pandémia indulasat kdvetéen boncolasi adatok csak
korlatozottan alltak rendelkezésre vilagszerte, igy a megbetegedés
patomechanizmusanak elemzése nehézségekbe iitkdzott. A
Semmelweis Egyetem (SE) Igazsagiigyi és Biztositas-orvostani
Intézetében (IBOI) a jarvany kezdetét6l nagyszamu boncolasra keriilt
sor, a SE-en elhunytak mellett a Dél-pesti Centrumkérhaz (DPCK)-
ban elhalalozottak boncolasa is itt tortént, a SE II. Sz. Patologiai
Intézete  munkatdrsainak  bevonasaval. Az  egylittmiikodés
eredményeképpen a vilagon az egyik legnagyobb, egy centrumbdl
szarmazo boncolasi anyag elemzésére keriilhetett sor, 100, majd 150
eset részletes analizise soran.

A 2019-ben felfedezett SARS-CoV-2, a Coronaviridae csalad
Betacoronavirus nemzetségéhez tartozik és egyszall, pozitiv-szenz
RNS-genommal, négy struktarfehérjével: boritékfehérje, tiiskefehérje,
membranfehérje, nukleokapszid fehérje rendelkezik. A SARS-CoV-2
virus a human angiotenzin-konvertalo enzim 2 (ACE2) receptoron
keresztiil jut be a sejtekbe, majd a kapcsolodas utan a sejtmembranban
talalhatd masik enzim, a transzmembran protedz szerin 2 (TMPRSS2)
hasitja a virustiiske fehérjét, létrehozva a virusburok és a sejt
replikacio soran a SARS-CoV-2 virus eldszor a teljes orokitdanyagat
(RNS) masolja le (negativ-szenz kopidk), majd a teljes genom
sokszorozodasa torténik.

A SARS-CoV-2 kimutatasara tobb modszer all rendelkezésre, igy
a legfontosabbak: a reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcié (RT-
PCR), immunhisztokémiai reakcié (IHC), in situ hibridizacié (ISH),
ritkabban elektronmikroszkopia. A fentiek alapjan fogalmaztuk meg
munkank Célkitiizéseit, melyeket a kovetkezOkben foglalunk 6ssze.
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2. Célkitiizés

A COVID-19 jarvany soran elhunytak vizsgalata szamos kérdést
vetett fel, melyek megvalaszolasa érdekében magunk a Semmelweis
Egyetem Patologiai, Igazsagiigyi és Biztositdsi Orvostani Intézet
COVID-19 munkacsoportjanak tagjaként, vizsgalatokat végeztiink, az
alabbi célkitiizésekkel, melyeket alapvetéen két csoportra
osztottunk:

I. A SARS-CoV-2 fertézott elhunytak boncolasi adatainak
elemzése, kiemelve az egyes szervekben észlelt elvaltozasok
stlyossagat, ezek osszefiiggését a haldlokkal és tarsbetegségekkel:

1. A SARS-CoV-2 fertézott, elhunyt boncoltak demografiai
jellemzdinek, igy a kor, a nem ¢és a tarsbetegségek SARS-CoV-2
fertdzéssel valo Osszefiiggésének elemzése a COVID-19 pandémia
egyes hullamaiban.

2. A SARS-CoV-2, mint halaloki tényez0 szerepének a vizsgalata
a fert6zottekben, a tarsbetegségek figyelembevételével.

3. Az egyes szervekben észlelt elvaltozasok sulyossagi
fokozatanak statisztikai elemzése, Osszefiiggése a tiidoben észlelt
patologiai kép sulyossagaval és a SARS-CoV-2 fert6zés halalokban
betoltott szerepével.

Il. A SARS-CoV-2 egyes protein és RNS komponenseinek
kimutatiasa a fertézottek boncoldsi anyagiban hisztolégiai,
immunhisztokémiai és molekularis biolégiai modszerekkel:

1. A SARS-CoV-2 virus komponenseinek detektalasa kiilonbdzo
szovetekben és sejtekben.

2. SARS-CoV-2 virus immunhisztokémiai kimutatasara vonatkozo
orszagos korvizsgalat szervezése.

3. A szervi elvaltozasok primer (citopatogén) vagy szekunder
jellegének Osszefliggése a virus kimutathatosagaval, fokuszalva a
majra.



3. Modszerek

3.1 ASARS-CoV-2 fertézott elhunytak boncolasi elemzése

A COVID-19 hullamai soran értékeltiikk, és statisztikailag
elemeztilk a boncolasra keriilt elhunytak adatait. A mintak szama
esetenként kozelitéleg 40 (20-60 kozott) volt. A SARS-CoV-2 virus
kimutatdsdhoz az elhunytak (kor)boncoldsa soran késziilt formalin
fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szoveteket hasznaltuk.

A SARS-CoV-2 virus majban okozott hatdsainak vizsgalatdhoz 20
olyan elhunyt esetét valasztottuk ki, akik boncolasa a halal
idépontjatol szamitott 48 oran beliil megkezdddott.

A vizsgalatok megfeleltek a Helsinki Deklaraci6 iranyelveinek, az
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs (ETT) Tudomanyos ¢és
Kutatasetikai ~ Bizottsaga (TUKEB) a 1V/3961-2/2020/EKU
(hosszabbitasi engedély: BMEU/4354-1/2022/EKU), a 1V/938-
1/2022/EKU, valamint a 1V/939-1/2022/EKU azonositd szamu
hatarozataiban hozzajarult elvégzésiikhoz.

3.2 Hisztolégia

A kérbonctani vizsgalatok soran kimetszett mintak Intézetiink rutin
szovettani laboratoriumaba keriiltek, ahol a rutin eljarasoknal
alkalmazott protokoll szerint tértént a szovetek feldolgozasa.

3.3 SARS-CoV-2 kimutatasi modszerek

A virus egyes alkotdrészeinek (proteinek, RNS) kimutatasara
immunhisztokémiai, RT-PCR és in situ hibridizacidés technikakat
alkalmaztunk.

3.3.1 Immunhisztokémia

A reakciokat Ventana markaji BenchMark ULTRA (Ventana
Medical Systems Inc., Tucson, Arizona) tipusu immunhisztokémiai
automatakon végeztiik, a rutin diagnosztikaban megszokott modon, a
gyartoi ajanlasnak megfelelden. A megfeleld primer antitest higitast a
vizsgalatok megkezdése elott allapitottuk meg, melynek szempontja a
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reakcio intenzitasa és a hattér erdsségének értékelése volt. Pozitiv
kontrollként RT-PCR-rel igazolt, SARS-CoV-2 fertézott mintakat
hasznaltunk. A pozitiv kontroll a tiidobdl, majd a késébbiekben a
SARS-CoV-2 pozitiv placentakbol keriilt ki. Negativ kontrollként a
primer antitest kihagyasa, valamint RT-PCR-rel negativnak bizonyult,
a pandémia el6tti (2018-2019) boncolasokbol szarmazé mintak
kertiltek felhasznalasra.

3.3.2 Insitu hibridizacio (RNAscope®)

Az in situ hibridizaciés technikat az RNAscope® 2.5 Assay és
RNAscope® 2.5 HD Detection Reagent — RED kitekkel (Advanced
Cell Diagnostics Inc. (ACD), Newark, CA) végeztiik, a 322452 ¢és
322360-USM szamu felhasznaldi utasitasok alapjan. A felhasznalt
hibridizacios probakat szintén az ACD gyartotta [848561 katalogus
szam (bp 21631-23303)].

3.3.3 RT-PCR

A RNS izolalasat RNeasy FFPE Kit (Qiagen N.V., Venlo,
Hollandia) kittel végeztiik, a gyarté altal mellékelt HB-0375-006
szamu protokoll szerint. Az izolatum minGségét, tisztasagat
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA)
spektrofotométerrel ellendriztiik.

Az izolalt RNS tovabbi vizsgalata az amerikai Betegségmegel6z¢ési
és Jarvanyiigyi Kozpont (CDC, Centers for Disease Control and
Prevention) altal kiadott CDC-006-00019 szamu diagnosztikus panel
protokollja alapjan zajlott. A vizsgalat Light Cycler 480 Il (Roche
Diagnostics Inc., Indianapolis, IN) késziiléken tortént. A kiértékelés
soran 40 ciklusnal (negyedik fazis) huztuk meg a jel detektalasiciklus-
kiiszobértékét (Ct, Cycle Threshold).

3.4 Digitalis képalkotas

A leirt modokon elkésziilt metszeteket 3DHistech Pannoramic®
1000 (3D Histech Kft.,, Budapest, Magyarorszag) tipusu
metszetszkennerrel  digitalizaltuk, mely hozzavetblegesen a



fénymikroszkopiaban hasznalt 80x és 40x nagyitasnak megfeleld
képet eredményez. A digitalizalt képeket a PIBOI digitalis
archivumaba (SlideCenter) toltottiik fel. A képek megjelenitésére,
illetve jelolésére a SlideViewer (3D Histech Kft.,, Budapest,
Magyarorszag) szoftvert hasznaltuk.

3.5 Mintak kiértékelése

A digitalizdlt szovettani metszeteket patolégus szakorvosaink
konzultacios csapatokban, kozosen tekintették at. Az értékelés
objektivizalasara konszenzuson alapuld pontozasi értékelési rendszert
hoztunk Iétre, mely az adott elvaltozas, reakci6 jelenléte mellett annak
sulyossagi fokozatat is szamszerUsitette, elére meghatarozott
pontértékkel. A szadmszeriisitett eredmények rogzitésére online
trlapokat készitettlink Microsoft 0365 Forms (Microsoft Corporation,
Redmond, WA) szoftver segitségével, valamint a Microsoft 0365
Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA) programot is
hasznaltuk. Négy szerv, igy a tiido, a sziv, a maj és a vese
vonatkozasaban allitottunk fel kiilon értékeld tablazatot.

A PIBOI Patologus Munkacsoportja kozosen végezte el a
korelozmények, tarsbetegségek, makroszkopos elvaltozasok és a
pontértékek egyiittes figyelembevételével az elhunytak halaloki
csoportokba sorolasat az alabbi 1. tablazat alapjan.



1. tablazat Haldloki kategoridk definicioi SARS-CoV-2 fertézott
elhunytak esetében.

SARS-CoV-2
. KOZVETLEN FERTOZOTTSEG ES A
KATEGORIA HALALOK HALALOK
OSSZEFUGGESE
Stlyos COVID-
lg KBQ%OS? “Eros” osszefiiggés a
, . oL SARS-CoV-2 fert6zéssel, a
1. kategoria pulmonalis . . ,
. L tarsbetegségek nem sulyosak,
intravaszkularis és N .
. . stlyos pneumonia.
intraalveolaris

fibrin koagulacio.

“Kiegészit6” dsszefiiggés a

. Sulyos meglévo SARS-CoV-2 fertézéssel
2. kat Y
atesoria tarsbetegség. COVID-19 pneumonia, mint
tarsbetegség.
A halal egyéb
okai, melyek « v .,
nincsenek Gyenge” osszefiiggés a

3. kategoria SARS-CoV-2 fertdzéssel, nincs

kapcsolatban a COVID-19 pneumonia.

SARS-CoV-2
fert6zéssel.

3.6 Orszagos patologiai korvizsgalat

A négy hazai orvosegyetem, igy a Szegedi Tudomdényegyetem
(SZTE), a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE), a Debreceni
Tudoményegyetem (DTE), valamint a SE (PIBOI) Patologiai
Intézeteinek bevonasaval végeztiik a vizsgalatokat.

A SE PIBOI szervezésében RT-PCR-rel bizonyitottan SARS-
CoV-2 pozitiv tiid6 és placenta mintakat, valamint igazoltan negativ
mintakat valasztottunk ki, melyeket kodszdmmal lattuk el. A SE
PIBOI altal rendelt SARS-CoV-2 tiiske és nukleokapszid ellenes
antitestek 20 - 20 ul-nyi mennyiségét juttattuk el, a nativ metszetekkel
egylitt a vizsgalohelyekre. A reakciokat minden intézetben Ventana
BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ)
automatakon végezték. A tovabbiakban az adott laboratériumban
rutinszerlien alkalmazott IHC reakciok végzésére hasznalt
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masodlagos antitesteket alkalmaztak, a detektalas DAB kromogénnel
tortént. Az IHC reakciok elvégzése utdn a reakciot tartalmazd
targylemezeket a vizsgalohelyek a SE PIBOI-be kiildték, ahol azokat
a 3D Histech késziilékével szkenneltilk, a fent leirt mdédon. Az
értékeléshez az egyes vizsgalohelyek belépési lehetdséget kaptak a SE
SlideCenterbe. A latott reakcidkat a vizsgalohelyek hozzaértd
képvisel6i értékelték: intenzitds és hattér vonatkozasiban, eldre
egyeztetett szempontok figyelembevételével. Az adhaté pontok
mindkét kategoriaban a 0-t6l 3-ig terjedo skala egész szamai voltak.

3.7 Alkalmazott elemzési, statisztikai modszerek

A rogzitett eredmények megjelenitése, ellendrzése, attekintése,
statisztikai elemzésre elokészitése, valamint a statisztikai vizsgélatok
egy része is a Microsoft 0365 Excel szoftver segitségével tortént. Az
adatok elemzéséhez felhaszndltuk az IBM SPSS Statistics
28.0.1.0(142) verzioju (IBM Corporation, Armonk, NY, USA), az R
4.0.2 kiadast (The R Foundation for Statistical Computing, Wien,
Austria), valamint a Statistica 14.0.1.25 verziészamu (TIBCO
Software Inc., Palo Alto, CA) szoftvereket. A statisztikai vizsgalatok
sordn a kialakitott csoportok dsszefiiggéseinek jellemzéséhez Cohen-
féle Kappa, Fleiss-Kappa mutatokat, korrelacios egyiitthatokat,
szamoltunk. Az eloszlasok vizsgalatahoz varianciaanalizist (ANOVA,
Analysis of variance), Friedman-teszteket, Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney, Khi-négyzet (kis mintaszamoknal Fisher-féle egzakt probat)
¢és t-probakat alkalmaztunk. A normalitas vizsgalathoz Kolmogorov-
Smirnov és Shapiro-Wilk teszteket végeztiink. A beallitott
szignifikanciaszint 5% (0=0,05) volt minden statisztikai vizsgalatunk
esetében.



4. Eredmények

41 A SARS-CoV-2 fert6zott elhunytak boncolasi
adatainak elemzése, kiemelve az egyes szervekben
észlelt elvaltozasok sulyossagat, ezek osszefiiggését a
halalokkal és tarsbetegségekkel

41.1 A SARS-CoV-2 fertézott, elhunyt boncoltak demografiai,
klinikai és laboratériumi adatainak elemzése a COVID-19
pandémia egyes hullimaiban (kor, nem, tarsbetegségek,
laboratériumi eredmények)

2020. marciusa és decembere kozott a 495 DPCK-ban elhunyt
SARS-CoV-2 pozitiv beteg koziil 100 egyén boncolasara keriilt sor a
SE PIBOI-ban. A nemek eloszlasa azonos volt (50 — 50), az
atlagéletkor 74,73 év, median 77 év volt. A hospitalizacio 1 — 116 nap,
mely statisztikailag kiillonbozott a pandémia két hullama kozott, az
,,ls6 hullamban” atlagosan 24, a ,,masodikban” 10 nap volt (p<0,001).

Szamos tarsbetegség fordult el6 az elhunytakban, legnagyobb
aranyban a hipertonia, kardiovaszkularis megbetegedés, diabetes stb.
Ugyancsak kiemelendd a talsulyosak (34%) és az elhizottak (36%)
nagy szama.

Az elvégzett laboratoriumi vizsgalatok koziil a CRP (C-reaktiv
protein), D-dimer, ferritin és interleukin-6 emelkedés fordult el6
leggyakrabban.

A vizsgalat masodik szakaszdban tovabbi 50, azaz igy mar
Osszesen 150 elhunyt adatait elemeztiik, 2020. marciusa és 2022.
marciusa kozott. Az atlagéletkor 69,6 év, mig a median 71,5 évnek
adodott, a férfi/né arany 69/78 volt. A szelektalt, relevans
laboratoriumi eredmények koziil a CRP 96,1%-ban volt emelkedett,
ezt kovette a GGT (75,8%), a csokkent limfocita szam (74,8%) és az
emelkedett neutrofil szam (67,2%).
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4.1.2 A SARS-CoV-2 fertozitt elhunytak kérbonctani mintiiban
észlelt hisztologiai elvaltozasok szemikvantitativ értékelése

A tiid6 hisztoldgiai elvaltozasainak szemikvantitativ értékelése
A patologus szakorvosok altal értékelt sulyossagi pontértékek

alapjan legnagyobb aranyban az alveolaris 6déma, az infarktus és
vérzés, a DAD (diffiz alveolaris megbetegedés exudativ és
proliferativ fazisa) fordult el6, a limfocita és leukocita reakcid mellett.

A sziv hisztolégiai elvaltozasainak szemikvantitativ értékelése
A szivben észlelt elvaltozasok koziil az un. hullamos rostok (wavy

fibers), intersticialis fibrozis, akut myocardialis ischemias karosodas
¢s szepszis fordult elé legnagyobb aranyban.

A vese hisztolégiai elvaltozasainak szemikvantitativ értékelése
A vesében az arteriosclerosis, az intersticialis fibrozis és a
glomerulosclerosis volt a leggyakoribb.

A maj hisztolégiai elvaltozasainak szemikvantitativ értékelése
A majban észlelt elvaltozasok koziil, az elsé 100 eset elemzése

soran a pangas, szteatozis, fibrozis, kolesztazis, kronikus gyulladas
volt észlelhetd. A majban észlelt tovabbi, részletesebb elvaltozasok
analizisét a késdbbiekben, a 150 eset bemutatdsa soran ismertetjiik.

413 A SARS-CoV-2, mint halaloki tényezé szerepének
vizsgalata a fertozottekben, a tarsbetegségek
figyelembevételével

A hisztologiai elvaltozasok sulyossagat Osszevetettik a
klinikopatologiai adatokkal a halal okanak megallapitasara, annak
elemzésére, hogy a virusfertézés mennyiben jarult hozza kozvetleniil

a halal bekovetkezéséhez. Az elemzés soran az egyes szervekben

¢észlelt elvaltozasok sulyossagat, a komorbiditdsok fennallasat, a

laboratoriumi eredményeket, a klinikai lefolyast vizsgaltuk, esetrdl —

esetre, melynek alapjan tortént az egyes esetek valamely halaloki
kategoriaba torténd besorolésa.

11



Az egyes halaloki kategoriak eloszlasat mutatja a 1. abra az elsd
100 eset elemzése soran, melyben az erds Osszefiiggésii esetek
dominaltak (1. abra). Az els6 hullamban azonban az arany a kiegészito
kategoria (1. abra), mig a masodik hulldmban (1. &bra) az erds
Osszefliggést mutatd kategoria javara tolodott el.

TELJES

n=100

merds mkiegészité mgyenge
COVID-19 tsszefliggés

Ig1 elsd hullam C masodik hullam
n=.

n=79

Herds mkiegeszito mgyenge merds mkiegészito mgyenge

1. abra A SARS-CoV-2 fertézott elhunytak (100 eset) eloszldsa
halaloki kategoriak szerint, ésszesitve (a), az elso (b) és a masodik (c)
hullamban.

4.1.4 Az egyes szervekben észlelt hisztologiai elvaltozasok
silyossagi fokozatanak elemzése, Osszefiiggése a tiidében
észlelt patologiai kép sulyossagaval és a SARS-CoV-2
fert6zés halalokban betoltott szerepével

A tlidében észlelt egyes hisztologiai eltérések sulyossaganak
értékelésével, a pontértékek (0-3) Osszeadasaval képeztik az un.
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,» Total pulmonalis hiszto-score” (TP) értéket. A TP értékeket a harom
halaloki kategoria szerint csoportositva, kiilonbséget észleltiink a
kategoriak kozott (2. abra). Az erds és kiegészitd, valamint az erds és
gyenge kategoriak kozott (p<0,0001) szignifikans, a kiegészitd és a
gyenge csoport kozott viszont nem észleltiink  szignifikans
Osszefiiggést (p>0,05) (2. abra).
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2. abra Totdl pulmondlis hiszto-score értékek Osszehasonlitasa
halaloki kategorianként. A csillagok a szignifikans kiilonbséget jelolik
(0=0,05).
4.1.5 A majban észlelt hisztologiai elvaltozasok SARS-CoV-2
fert6zésben

Az egyes elvaltozasokban észlelt sulyossagi fokozatot (0-3,
fibrozis 0-4) értékeltiik. 7 esetben volt jelen cirrozis (F4), 3-ban F3,
68-ban F1-2, mig fibrozist nem detektaltunk 48%-ban (72/150).
Szteatozis igen nagy aranyban mutatkozott (93/147; 63,27%), valtozd
sulyossagi fokozatban. Jelent6s lobularis, portalis, periportalis
gyulladas nem volt jelen.
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A fenti viszonylag enyhébb parenchyma sejt elvaltozasokkal
szemben sulyos elvaltozasokat figyeltink meg a vascularis és
sinusoidalis endothelsejtekben. Az endothel elvaltozasok egyiitt jartak
a 3. zona sinusoidok ¢s a Disse-tér ektaziaval és fibrin
akkumulécioval. A sinusoid ektazia (S), endothel kdrosodas (E) és
fibrin akkumulédci6 (F) mértékét részelemenként 0-3 sulyossagi
pontértékkel jeloltiik (SEF-score), mely legmagasabb pontértéke igy 9
lehetett. A maj SEF pontok és a tiid6 TP értékek kozott nem talaltunk
szignifikans osszefiiggést (p=0,96).

4.1.6 Egyes sejttipusok identifikalasara hasznalt IHC reakciok

Az egyes sejttipusok identifikdlasara megfeleld antitesteket
hasznaltunk, igy az endothel sejteket CD31, CD34, Claudin-5 ellenes,
a makrofagokat CD68, a cholangiocytakat CK7 ellenes antitestekkel
azonositottuk. Az IHC reakciok eredményeként egyértelmiien
azonositani lehetett, a hisztologiai vizsgalatot kiegészitve, a sejteket,
valamint segitette a karosodas mértékének a megallapitasat. Ennek
kiemelt jelentdséget tulajdonitottunk az endothelsejtek vizsgalata
soran.

4.2 A SARS-CoV-2 egyes protein és RNS komponenseinek
kimutatasa a fertézottek boncoliasi anyagaban
immunhisztokémiai és  molekularis  bioldgiai
modszerekkel

421 A SARS-CoV-2 virus komponenseinek detektilasa
kiilonb6z6 szovetekben és sejtekben

Immunbhisztokémia
A virus fehérjéinek eloszlasa fokalis mintdzatban volt

megfigyelhet6 a metszeteken, egyes teriileteken nem volt reakcid, mig
a tidémetszetek mas teriiletein intenziv reakcié mutatkozott.
Altalanosan megfigyelhetd volt, hogy a NP IHC intenzivebb festodést
adott a tiiskefehérjénél. Mindkét fehérje jelentds mennyiségben
kimutathato volt intraalveolarisan, a levalt alveolaris sejtekben és a
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szovettormelékben. A tovabbiakban kiemelten vizsgaltuk a SARS-
CoV-2 proteinek expresszidjat a mdjszovetben (20 eset, PMI<2 nap).
A NP 15 esetben volt detektalhaté, mig a tiiskefehérje Gsszesen 4
esetben. A virus proteinek egyenetleniil, fokalisan jelentek meg az
endothel sejtekben, a Kupffer sejtekben és a portalis makrofagokban.
A hepatocytakban és a cholangiocytakban SARS-CoV-2 fehérjéket
nem tudtunk detektalni (2. tablazat).

2. tablazat SARS-CoV-2 RNS kimutatisa RT-PCR, ISH
vizsgdlatokkal, fehérjekimutatdasa IHC-val mdj mintakban.

Minta TUDO | TUDO | TUDO | MAJ | MAJ | MAJ 1\|4§|:J
szAma RT- NP | SPIKE | RT- NP | TUSKE (RNAs
PCR IHC IHC PCR IHC IHC cope®)
#01 + - - + + - +
#02 + + + + + _ _
#03 + - - - + - +
#04 + + + + + + +
#05 + + + - - - -
#06 + - - + + - +
#07 = = = = = = =
#08 + + + + + - +
#09 + + + + + _ _
#10 + + + + + + -
#11 + = = + = = =
#12 + = = = + = =
#13 + + + + + - +
#14 + = = = - - -
#15 + + + + + - +
#16 + + + + + + -
#17 + - - + + - +
#18 = = = + + = +
#19 + + + - + + -
#20 + + = = = = =
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In situ hibridizacié
A fenti 20 majmintdban az RT-PCR ¢és IHC reakcioval
parhuzamosan SARS-CoV-2 ISH végeztink. Az alkalmazott
RNAscope® technika a 20 majesetbdl kilencben mutatott pozitivitast (
2. tablazat).

RT-PCR
A 20 kivalasztott, 2 napon beliil végzett boncolasok majeseteihez

tartozd tiidomintak kozil az RT-PCR 18 esetben adott pozitiv
eredményt. A 18-bdl 12 esetben a majmintakban is detektalhaté volt a
SARS-CoV-2 RNS (2. tablazat).

4.2.2 SARS-CoV-2 virus immunhisztokémiai Kkimutatasara
vonatkozo orszagos korvizsgalat

A négy vizsgalohelyen (SE IBOI, SZTE, DE, PTE) elvégzett
IHC-k pozitivitasat, intenzitasat és a hatterét hasonlitottuk Ossze és
értekeltilk. A SARS-CoV-2 fertézott tiido és placenta mintakban
minden esetben észlelhetd volt a pozitiv reakciot jelentd barna
szinreakcid, mig a negativ kontrollokban nem.

Statisztikailag az intenzitisra vonatkozéan a pontozast végzo
szakértok valodi egyezést mutattak: Fleiss-kappa=0,62. A hatteresség
megitélésének tekintetében némileg nagyobb eltérés volt kimutathatd
az értékelOk kozott: Fleiss-kappa=0,45, ez mérsékelt egyezést jelent.
A reakciointenzitasok aspektusaban a vizsgalohelyek kozott az eltérd
laboratoriumi koriilmények ellenére sem volt észlelhetd kiilonbség.
Ezt a Friedmann-teszt altal adott érték: szignifikancia=0,75 igazolja,
mely bdségesen meghaladja a 0,05-0s hatart mely a kiilonbséget
hivatott jelezni.
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5. Kovetkeztetések, uj eredmények

A bemutatott 100, késébb 150 SARS-CoV-2 virus fertdzott elhunyt

egyén boncoldsi eredményeinek elemzése vilagviszonylatban is
jelentés esetszam alapjan vont le klinikopatologiai kovetkeztetéseket
és tart fel halaloki lancolatokat, az elvaltozasok szemikvantitativ
elemzése alapjan.

A vizsgalt populaci6 demografiailag megfelelt a nemzetkozileg

vizsgalt csoportoknak, mind kor, nem, komorbiditas tekintetében stb.,
igy az észlelt patologiai eltérések mas kohorszokra is nagy
valoszintiséggel kiterjeszthetok.

1.

A klinikopatologiai elemzések alapjan harom halaloki
kategoriat kiilonitettiink el, mely a SARS-CoV-2-vel valo
Osszefiiggés alapjan csoportositotta az eseteket. Ennek alapjan az
esetek a haldlok szempontjabol a virussal valé ,erds”,

r”

wkiegészito™”, vagy ,,gyenge” kategoridba voltak sorolhatok.

Réamutattunk, hogy a pandémia egyes hulldmaiban a haldloki
kategoériak aranyaban lényeges kiilonbségek mutatkoztak, az
els6 hullamban a ,kiegészit6”, mig a masodik hullamban az
,erés” Osszefiiggés aranya dominalt. Osszességében az ,.erés”
Osszefiiggés bizonyult a legnagyobb aranyunak.

A tiidében észlelt elvaltozasok digitalizalt, szemikvantitativ
elemzése alapjan az G.n. ,,Total pulmonalis hiszto-score” (TP)
érteket vezettiik be, mely szorosan 0Osszefiiggott a halaloki
kategoridkkal. Az ,,er6s” Osszefiiggésii halaloki kategoridkban a
TP érték szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kiegészité és
gyenge csoportban (p<0, 0001).

A tid6 hisztologiai elemzése mellett, részletesen vizsgaltunk
szamos extrapulmonalis szervet, kiemelten a majszovetet.
Megallapitottuk, hogy a leggyakoribb elvaltozas, a valtozo
mértékli szteatdozis €s a pangds volt, a fibrozis mértéke
alacsonyabbnak bizonyult, a nekrézis/apoptdzis nem volt jelentos
¢s hepatitis nem fordult el6.
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A viszonylag enyhébb parenchyma elvaltozasokkal szemben
viszont jelentds sinusoidealis ekt4zidt, endothelsejtek karosodast
¢s fibrin akkumulaciot észleltiink. Ennek szemikvantitativ
mértékét az u.n. SEF-score-ral fejeztiik ki, mely nem mutatott
Osszefiiggést a halaloki kategoriakkal.

SARS-CoV-2 proteinek kimutatasara megfeleld, IHC célra
szolgalo antitestek kivalasztasara, a magyarorszagi eljarasok
egységesitése céljabol szervezett hazai korvizsgalaton — a négy
orvosi  egyetem  részvételével —  kivélasztottuk a
legmegfelelébben hasznalhato és ajanlhatd primer antitesteket.
Ez alapjan megallapitottuk, hogy az IHC mindsége és értékelése
nem fiiggott a vizsgalohelytdol.

A SARS-CoV-2 NP és tiiskefehérjéket IHC, a viralis RNS-t RT-
PCR ¢és ISH moddszerekkel mutattuk ki a maj kiilonb6zo
sejtjeiben, ugyanazon betegektél szarmazd tiid6szovettel
Osszehasonlitva. Igazoltuk, hogy a SARS-CoV-2 NP ¢és
tiiskefehérjéi, valamint a virdlis RNS a fert6zott majban
kimutathatok, az endothel, a Kupffer sejtekben ¢és a
makrofagokban. A virus a parenchyma sejtekben (hepatocyta,
cholangiocyta) nem volt detektalhato.

A majban észlelt eltérések, kiemelten az endothelsejt
karosodas (akar primer citopatogén, akar masodlagos tényezok
kovetkezménye), arra hivja fel a figyelmet, hogy a tiidén kiviili
szervek, igy a maj, késobbi karosodasaval is szamolni kell a
betegséget sikeresen tulélé betegekben. Ennek alapjan a
sulyosabb COVID-19 fertézésen atesett és ,,gyogyult”, virus
negativva valt egyének esetében is indokolt a betegek kovetése,
iddszakos ellendrzése.
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