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COVID-19 Laboratory testing

เอกวัฒน ์ผสมทรัพย ์

ห้องปฏิบัติการไวร ัสวิทยา คณะแพทยศาสตรโ์รงพยาบาลรามาธิบดี
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Next generation sequencingNext generation sequencing

In the past
Viral diagnosis was based on clinical out come rather than laboratory diagnosis because;

Present 
Approaching the state of diagnosis first before treatment (Theranostic and individualized 

medicine)  since;

Laboratory viral diagnosis: divided in 3 categories

1. Direct specimen examination

• Virus particle, Microscopy (LM and EM)

• Antigen detection immunofluorescence, 

• Molecular technique

2. Indirect : Virus isolation & Identification

• Cell culture - CPE (Cytopathic effect)

• Embryonated Egg 

• Animal Inoculation

3. Serodiagnosis

• IgG paired serum (acute and convalescent stages)

• IgM in single  serum 

• Ab detection in  HIV-1 and hepatitis B, C infected patients.
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• No effective treatment
• No existing test can 

definitively rule out 
SARS within days after a 
person gets sick.

Serology VS Molecular Diagnosis

In case of SARS coronavirus

Lancet vol 361, May24, 2003

IgG

Viral load of 

Sars Coronavirus

In sputum

Antibodies are detectable approximately 14 days after infection.

Viral RNA is detectable approximately 5 days after infection.

No matter what 

condition of the lung 

infection, patients 
have had.

What we choose?What we choose?What we choose?What we choose?
At the beginning of COVIDAt the beginning of COVIDAt the beginning of COVIDAt the beginning of COVID19191919

•Rapid test = Not yet available

•PCR = Only one choice

PCR PCR PCR PCR (Polymerase chain reaction)(Polymerase chain reaction)(Polymerase chain reaction)(Polymerase chain reaction)

9

CAGTCAGTCGTAACGT...........
GTCAGTCAGCATTGCA...........GTCAGTCAGCATTGCA..........

PCR reaction

• Template

• Primer pairs

• DNA polymerase enzyme

• dNTPs (A, C, G, and T) 

• Buffer solution

• Mg+

• Termocycler
PCR tube

Termocycler
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PCR PCR

•Conventional PCR

•Realtime PCR

•Multiplex PCR

•LAMP

•Rapid PCR

•Next generation sequencing

http://www.bioline.com/sg/isolate-ii-pcr-and-gel-kit.html

Conventional PCR

Advantage

The speed and ease of use

Low cost

Limitation

Less specificity

Qualitative results only 

Post reaction handling
Ethidium bromide

Real time PCR

Advantage

• Qualitative

• Quantitative

• Specific

• Speed

Disadvantage

• Expensive than 
conventional PCR

14
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The Basic of Real time PCR

BaselineBaselineBaselineBaseline –All the amplification that is below the level of detection

ThresholdThresholdThresholdThreshold – where the threshold and the amplification plot intersect defines CT

CCCCTTTT – (cycle threshold) the cycle number where the fluorescence passes the threshold

RRRRnnnn – (Rn-baseline)

NTCNTCNTCNTC – no template control

Rn is plotted against cycle numbers to produce the amplification

REAL TIME PCR & IT’S FUNCTIONS IN DIAGNOSIS
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Real-time Quantitative PCR amplification plot:

Advantage

Quantitative and qualitative results

High specificity

Limitation

More expensive than conventional PCR

Viral load

◦ HIV, HBV, HCV

◦ CMV, Adenovirus, BK, JC

◦ HSV1&2

◦ HPV

◦ Parvovirus B19

Multiplex Real time PCR

Matrix
Matrix

Neuraminidase

Hemagglutinin

Positive H5N1 Positive Flu A

Color coated bead
มีเฉดสีจาํเพาะสาํหรบัไวรสัแต่ละชนิด

Advantage

• Less reaction, QC, storage

• Reduced cost

• Reduced laboratory time

• High throughput

Disadvantage

• Prefer one target

• Less sensitivity and specificity 
for some type of species
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Respiratory Viral Panel
Solution based arraySolution based arraySolution based arraySolution based array

Virology laboratory Testing (Cont.)

QIAstat-Dx Respiratory SARS-CoV-2 Panel

21

 Detection of 22 pathogens in about an hour

 Can accept both direct swabs and liquid samples (300 μL)

 Room temperature stable

 Less than a minute hands-on time

 True Sample to Insight solution

• 2019-novel Coronavirus *SARS-CoV-2

QIAstat-Dx Respiratory SARS-CoV-2 Panel

Direct Swab

Liquid sample

UTM

1 Transfer Sample 2 Scan sample ID 3 Scan cartridge 4 Confirmation

5 Load cartridge
Less than 1 minuteOnly 30 seconds

hands on time

Deliver more results and get more work done in your lab

Quickly give clinicians critical diagnostic insights to help drive therapeutic decisions
22
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Diagnosis tools
= 

Applicability of test?

23

Likelihood Ratio 
Nomogram

24

sensitivity is 70% and specificity is 90%

= 7 LR

sensitivity is 97% and specificity is 98%

= 48 LR

ความถูกตอ้ง

ใชเ้วลา นาน

ความสามารถในการตรวจคดักรองการตดิเชื �อ SARS-COV-2

การเลอืกชดุทดสอบ

• ความแม่นยาํ

• ง่ายต่อการใชง้าน 

• ใชเ้วลาสั�น

• ราคา

ความแม่นยาํ 
สูง

Rapid

RT-PCR

SARS-COV-2

เคร ื�องมอื ซบัซอ้น
ใชเ้วลา นอ้ย

เคร ื�องมอื ไม่ซบัซอ้น

ความแม่นยาํ 
ตํ�า

70%

ชา้ แพง ไม่แม่น เรว็ ถูก ไม่แม่น

ชา้ แพง แม่น เรว็ ถูก? แม่น

Multiplex PCR

Next generation sequencing ?

• 1st generation
• Maxim-Gilbert Sequencing Dideoxy

nucleotide  (dye base) sequencing

• 4 lanes 1 dye or 4 dyes 1 lane

2nd generation

 Sequencing by Ligation

50-100 bases Massively Parallel Sequencing

Billions
bases
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Workflow

ตดั DNA เป็น ชิ �นเล็กๆ ติด adapter เชื#อม adapter กบั bead

เพิ#มปรมิาณ DNA หาลาํดบัเบส (sequencing)

Target ResequencingTarget ResequencingTarget ResequencingTarget Resequencing / De novo sequencing/ De novo sequencing/ De novo sequencing/ De novo sequencing

Target gene Amp.

Reference genome

CovidCovidCovidCovid----19 19 19 19 relatedrelatedrelatedrelated
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Designing of viral molecular test kits

in case of pandemic

EKAWAT PASOMSUB

CDC
• 18 hemagglutinin

• 11 neuraminidase

We had experienced We had experienced We had experienced We had experienced 

on Influenza pandemicon Influenza pandemicon Influenza pandemicon Influenza pandemic

Influenza vs SAR-CoV-2

Sample inactivation Sample handling

• 10th Jan, first released genome of nCoV-2019 
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11th Jan, meeting of virology scientist to design 
the pool of primer pairs 
sponsored by The virology Association (Thailand)

IVD - Commercial kit (1st available in Thailand)

Template sequence
• Public database (NCBI, DDBJ, EMBL)

• Reference sequence is the 1st priority

• NC_######

• Sequences from various sources, types, subtypes, years 

• Information from the previous studied
• Ready to use primers and probe

• Conserved and polymorphic gene

Bioinformatic tools

•Text-editors
• NotePad++

•ClustalX or BioEdit
• Sequence alignment
• Consensus sequence

•Primer 3 - Primer design

•Oligocalc - Check the properties of primer

•BLAST - Check the specificity of primer
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SAR-CoV-2 primer and probe design 

• SAR-CoV-2

• Bat coronavirus

• Beta coronavirus

• MERS coronavirus

• SARS coronavirus

• Human coronavirus

WHO – Molecular laboratory diagnosis

Primer design by RAMA team

RAMA

Gene Detection Code name Order code Position Strand Sequence (5'->3')

RdRp Pan Cov RAMA-EP-B1-F EP-TH6-F 15107-15123 Forward AARAATAGRGCYCGCAC

RAMA-EP-B1-R EP-TH6-R 15316-15299 Reverse WGGRTAATCCCAACCCAT

Wuhan CoV RAMA-EP-B1-Probe EP-TH6-Probe 15236-15255 Probe TTCTATGGTGGTTGGCACAA

45C 10 min

95 C 3 min

95  C 10 sec 45 cycle

50 C 1 min

RdRp Pan Cov RAMA-EP-rd-F EP-TH7-F 15233-15250 Forward AARTTYTAYGGYGGYTGG

RAMA-EP-rd-R EP-TH7-R 15318-15299 Reverse TTDGGRTARTCCCAACCCAT

Wuhan CoV RAMA-EP-rd-Probe EP-TH7-Probe 15265-16286 Probe AACTGTTTATAGTGATGTAGAA

45C 10 min

95 C 3 min

95  C 10 sec 45 cycle

50 C 1 min

Set 1

Set 2

Inhouse kit - Validation

Unknown +

+ control
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Workflow

Staff / 

Paper Work

1 Registration

3 Extraction

AbbottOffice 2

Office 1

4 Master 

Mix

5 PCR

Roche Multiplex

Realtime-PCR

HPV

Stock

HLA

BK/EBV

Sequence

ELISA

NGS HIV-DR
2 

Inactivation

NP swab

Throat swab

Registration of specimenRegistration of specimenRegistration of specimenRegistration of specimen

• VTM and UTM

• Prevent dying, 

• maintain viral variability during transport

• prevent bacterial growth

• กระติกใสต่วัอยา่ง
• เอกสารวิธีการจดัเก็บ
• ถึงพลาสติกซปิล๊อค
• อปุกรณเ์ก็บตวัอย่างและ VTM/UTM

• กระป๋องใสต่วัอย่าง
• Ice Pack

Pre-treat sample (lysis buffer)
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ตารางการส่งตรวจ Sar-CoV-2

ตวัอยา่งตรวจช่วงเวลาที�มีการระบาดอยา่งหนกั

นํ�ายาสกัดตัวอย่าง
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Detected Not-detected

การตรวจหาเชื�อ SARS-CoV2 
จากนํ�าลาย เพื�อคดักรองผูต้ิดเชื�อโควิด 19

1. High rate of spread in case of symptomatic and asymptomatic

2. Big problem in worldwide

3. Standard protocol for Specimen collection is NP swab (invasive 
and high cost of protection set)

4. in case of other respiratory virus, can be found in saliva 
(faster and cheaper)

5. Receptor of SAR-CoV-2 were found in tongue and saliva gland

Origin of research

ราคาถูกกวา่ เก ็บได้เร ็วกว่า 

โครงการวจิยั ศึกษาวธิีการตรวจหาเชื�อ SARS-CoV2 
จากนํ�าลาย เพื�อคดักรองผูต้ิดเชื�อโควดิ 19 

•คาํถามวิจยั : เราจะสามารถใชน้ํ�าลาย โดยใชว้ิธีง่ายๆคือ บว้น
นํ�าลายลงกระป๋อง ในการตรวจหาเชื �อ SARS-CoV2 ได ้ดี มาก
นอ้ยแค่ไหน เมื#อเทียบประสิทธิภาพของการตรวจกบัวิธี
มาตรฐาน คือการแหย่โพรงจมกูและคอ
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ปริมาณและผลการตรวจคดักรองการติดเชื�อ SARS-Cov-2

Source Detectable Weakly Positive Undetectable Grand Total

PATH4 539 7 28204 28750

Rama 143 3 3245 3391

Grand Total 682 10 31449 32141

ผลการทดสอบ RT-PCR โดยการใชน้ํ� าลาย

• กรณีที#ผลการตรวจ RT-PCR ในนํ�าลายให ้ผลบวก  สามารถแปลผลไดว้่า ผูป้่วยมีการติดเชื �อ

• กรณีที#ผลการตรวจ RT-PCR ในนํ�าลายให ้ผลลบ ใหพ้ิจารณาตามอาการทางคลนิิกเพื#อสง่ตรวจ RT-PCR โดยใช ้
Nasopharyngeal and throat swab พรอ้มเฝา้ระวงัตนเองตามคาํแนะนาํของแพทย์
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Results Storage condition

LAMP 
(Loop-mediated isothermal amplification)

• Isothermal amplification

• Not much equipment

• Low cost

• High sensitive

• Short TAT

• เป็นเทคนิคการขยายสาร
พนัธุกรรมโดยการใช ้enzyme 
polymerase ที#สามารถเพิ#ม
จาํนวนไดโ้ดยใชอุ้ณหภูมิเดียว ทาํ
ใหเ้พิ#มจาํนวนสารพนัธุกรรมใน
ตวัอยา่งไดใ้นเวลาอนัสั�น และใช้
เครื#องมือที#ไมซ่บัซอ้น

LAMP
-ใชเ้วลา 1-2 hrs

-ใชเ้ครื�องมือนอ้ย

RT-PCR
-ใช้เวลา 3-4  HRS

-ใช้เค รื� องมือมาก
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ตวัอยา่งผลการตรวจโดยใช ้LAMP

สีเหลือง คือ ตวัอย่าง บวก

สีแดง คือ ตวัอย่าง ลบ

ผลการเปรยีบเทยีบ RT-PCR และ RT-LAMP
ตวัอย่างตรวจ 980 ราย จาก รพ.รามาธบิดี

• กรณี LAMP ใหผ้ล บวก จะสง่ตรวจตวัอยา่งเดมิซํ �าดว้ยการใช ้RT-PCR

• กรณี LAMP ใหผ้ล ลบ แปลผล วา่ผูป้่วยมโีอกาสตดิเชื �อนอ้ย ใหเ้ฝ้าระวงัตนเองตามคําแนะนําของแพทย ์

Number of cases
Real time PCR (ปกต)ิ

Total
Positive Negative

RT-LAMP
Positive 71 61 132

Negative 3 845 848

Total 74 906 980

กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์พจิารณาใชข้ยายผลและกาํหนดเป็นแนวทางปฏบิตัิ

Sensitivity

95.95 %

Specificity  

93.27 %
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สิงหาคม / AUGUST
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Antibody testing

Viral Culture

SAR-CoV-2 genotyping
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Antibody Test for COVIDAntibody Test for COVIDAntibody Test for COVIDAntibody Test for COVID----19191919

https://statenkliniek.nl/en/blog/files/antibody.html

ความถูกตอ้ง

ใชเ้วลา นาน

ความสามารถในการตรวจคดักรองการตดิเชื �อ SARS-COV-2

การเลอืกชดุทดสอบ

• ความแม่นยาํ

• ง่ายต่อการใชง้าน 

• ใชเ้วลาสั�น

• ราคา

ความแม่นยาํ 
สูง

RT-PCR

SARS-COV-2

เคร ื�องมอื ซบัซอ้น
ใชเ้วลา นอ้ย

เคร ื�องมอื ไม่ซบัซอ้น

ความแม่นยาํ 
ตํ�า

70%

RT-LAMP

ชา้ แพง ไม่แม่น เรว็ ถูก ไม่แม่น

ชา้ แพง แม่น เรว็ ถูก? แม่น

Multiplex PCR

COVID19 Antigen on Nucleoprotein
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COVID19 
Antigen
Validation

Trend !!!!

2

Transfer ~200µL of 

sample media with 

transfer pipette to 

assay tube

31

Prepare Sample Stand at RT, 5 mins Transfer

Results in 

20 MINUTES

Insert assay tube into the 

analyzer

Run on cobas Liat

4

Stand sample 

at room 

temperature 

for 5 mins 

before testing

UTM Tube

Nasopharyngeal swab

Sample Preparation Workflow on cobas LiatSample Preparation Workflow on cobas LiatSample Preparation Workflow on cobas LiatSample Preparation Workflow on cobas Liat

Assay: Influenza A/B & RSV
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Cobas liat - Size cobas® Liat® System
A targeted approach with the segments

ER

Lab Hos POC Physician office

Laboratory Technicians

Pediatricians 

Emergency Room (ER) Doctors

Geriatrics, Internal Med Doctors 

POC coordinator (if applicable)

Laboratory Technicians

ความถูกตอ้ง

ใชเ้วลา นาน

ความสามารถในการตรวจคดักรองการตดิเชื �อ SARS-COV-2

การเลอืกชดุทดสอบ

• ความแม่นยาํ

• ง่ายต่อการใชง้าน 

• ใชเ้วลาสั�น

• ราคา

ความแม่นยาํ 
สูง

Rapid

RT-PCR

SARS-COV-2

เคร ื�องมอื ซบัซอ้น
ใชเ้วลา นอ้ย

เคร ื�องมอื ไม่ซบัซอ้น

ความแม่นยาํ 
ตํ�า

70%

RT-LAMP

ชา้ แพง ไม่แม่น เรว็ ถูก ไม่แม่น

ชา้ แพง แม่น เรว็ ถูก? แม่น

Multiplex PCR

Fast PCR

Flu outbreaks


