Stanoveni a vyznam protilatek proti koronaviru SARS-CoV-2
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Infekce virem SARS-COV-2 vzbuzuje protilatkovou odpovéd’, kterou mulzeme sledovat
imunoenzymatickymi (EIA, ELISA) nebo chemiluminiscencnimi (CLIA) metodami. Protilatky se
tvoii proti hrotovému (spike) antigenu (jeho podjednotkdm S1 nebo S2), vazebné doméné (RBD),
ptfipadné proti nukleoproteinu (NP). Detekovat mizeme protilatky tiid IgG, IgA, IgM nebo protilatky
celkové. Zlatym standardem je virus neutralizaéni test (VNT), vyuzivajici neutralizaci virulentniho
puvodce protilatkou. Jeho alternativou je surogatni test neutralizaCnich protilatek, vychazejici
z principu kompetice o misto vazby ACE2r-S1.

Imunoenzymatické ¢i CLIA metody poskytuji podstatné lepsi citlivost i specifitu nez rychlotesty
(laterarni imunodiftize), rizné imunoblotové a fluorescencni testy. Je tieba se uvédomit, ze zadny test
nema stoprocentni senzitivitu. Proto je dobré pouzivat k zakladnimu testu (zpravidla stanovujicimu
IgG proti S antigenu) jeste testy doplikové, které umozni detekovat jiné typy protilatek. Zaroven je
vhodné u spornych nebo hrani¢nich nalezi sledovat dynamiku tvorby protilatek.

Vétsina souprav pouziva jako jednotku pomér optické denzity vzorku ku kalibratoru. Jelikoz nejsou
zatim mezi sebou soupravy riznych vyrobct kalibrovany, je tieba vzdy pti hodnoceni vysledkt znat
druh testu a pouzité jednotky (S/CO, firemni nebo arbitrarni jednotky). Zvlasté cennou informaci,
kterou néktefi vyrobci sami udavaji, je uvedeni korelace vysledkt testu s VNT.

Prvni diagnostické soupravy byly k dispozici jiz v bfeznu 2020. Postupné jsme vyzkouseli soupravy
zahrani¢nich firem Euroimmun, Roche, Abbott, DiaSorin, Novatec, Binding Site, Epitope a domacich
vyrobctl TestLine a Vidia. Dal$i tuzemska pracovisté zkouSela soupravy napft. firem DiaPro, Beckman
Coulter, GA. V pribéhu casu vznikla pracovni skupina zlidi, ktefi vysledky své prace zacali
prezentovat na riznych seminafich a konferencich.

O koronavirové infekei bylo napsano extrémni mnozstvi publikaci, ale problematika diagnostiky je
pomémé neprehlednd. Domnivame se, Ze je nezbytné nezapominat na to, ze infekce SARS-CoV-2 je
virova infekce sobecnymi vlastnostmi jinych virovych infekci a Ze nejvic se nauc¢ime praxi.
V piednasce uvadime vysledky z naSich laboratofi. Nase soubory dat nejsou rozsahlé, ale vychazi z
kvalitni diagnostiky (pfimé i nepfimé) a znalosti anamnéz pacientd.

Poznatky miizeme shrnout v téchto bodech:

1) Protilatky jsou dobrym markerem probéhlého onemocnéni.

2) Nastup jejich detektability se kryje zhruba s mizenim infekciozity, tj. béhem druhého a tietiho
tydne od zacatku onemocnéni.

3) Produkce protilatek v dal§im obdobi je velmi variabilni. Je ovlivnéna vékem pacientt (seniofi
mivaji odpovéd vyrazngjsi), typem imunitni odpovédi (zda dojde hlavn¢ k aktivaci



nespecifické a T bunécné imunity nebo k aktivaci protilatkové imunity), pfetrvavajici expozici
antigentim pifi komunitnim pfenosu apod. Vrchol IgG v nékterych typech stanoveni je zhruba
jeden mésic od zacatku onemocnéni, v jinych souborech jsme vidé€li rust az béhem tii mésicu.
IgM vétsinou klesa druhy az tfeti mésic, [gA miva vétsi individualni variabilitu.

4) IgG bylo detekovano i po velmi dlouhé dobé. U seniorti z Domova Bievnice jsme zjistili
vysoké hladiny IgG i celkovych protilatek jest¢ 10 mésicti po onemocnéni. V séru téchto
seniortl byly pfitomny neutralizacni protilatky, které¢ byly schopné zabranit reinfekci, i kdyz
sledovani prokazatelné pfisli do kontaktu s infekéni osobou.

5) Naopak u mladych osob Castéji zjiStujeme nizké hladiny protilatek, které klesaji v fadu
nekolika tydnti. Obcas dochazi k tvorbé IgG protilatek jen proti N proteinu nebo se IgG
netvoii. Pravé u téchto osob mize dochazet k reinfekcim. U vyraznych sérologickych nalezt
jsme reinfekci nezaznamenali.

6) Prokazateln¢ jsme reinfekce zaznamenali pouze u lidi, kteti po prvnim kontaktu bez
vyrazného klinického prubchu neméli kvalitné aktivovanou humoralni odpovéd’. Az kdyz se
opakovan¢ setkali s vys$si davkou viru, dosSlo k onemocnéni a k vyraznéjsi imunitni reakeci.
Té&chto ptipadii jsme ze stovek vySetienych videli jen nékolik.

7) Za sporné nalezy povazujeme :

- slabé nebo hrani¢ni pozitivity v zékladnim vySetieni (IgG anti S nebo total Ig anti S)

- negativni IgG u jedinct s prokdzanym onemocnénim (s pozitivnim PCR) nebo silnou suspekci
(bez PCR testu, ale s odpovidajicim klinickym nélezem)

- izolovanou pozitivitu IgA ¢i IgM bez tvorby IgG protilatek

- klinicky sporné stavy, suspektni, ale pfimymi metodami neovéfené reinfekce

Sestavy testl:

1) Test zakladni
Jako zakladni diagnosticky test doporucujeme stanovit IgG nebo celkové protilatky proti S1
nebo vazebné domén¢ RBD. Pro imunni stav svéd¢i zietelnd pozitivita. Nékteré firmy
deklaruji hranici pozitivni korelace s VNT (Roche 15 U/ml, Abbott 50 AU/ml). U indext
pozitivity doporuc¢ujeme empiricky stanovenou hodnotu alespon 1,5.
2) Test pro detekci ¢asné infekce
V prvnich tydnech infekce je mozné stanovovat IgM, pfipadné i IgA. U nalezt s nizkym IgG a
vysokym IgM ptedpokladame rtst IgG béhem nésledujicich tydnt.
3) Testy dopliikové
Pro sporné nalezy doporucujeme pouzit kombinaci metod stanoveni protilatek proti dal$im
antigennim epitopam (S1, S2, NP). V piipadé pochybnosti je mozné pouzit pro konfirmaci
soupravu od jiného vyrobce, protoze jim pouzity antigen S1 mtize mit trochu jinou specifitu.
Vhodné je provést i opakované vysetieni v casovém odstupu.
4) Specialni — neutralizac¢ni protilatky
Neutralizacni protilatky se stanovuji VNT, ktery je pro ucely produkce lécebné konvalescentni
plazmy nenahraditelny. Vyhledani vhodnych osob se miize provést i béznymi testy IgG, nebo
surogatnim neutralizaénim testem (téz vazebny test).
Indika¢ni situace
1) Ovéieni probéhlého, ale neprokazaného onemocnéni.
U suspektnich postkovidovych komplikaci, nebyla-li pfimym prikazem potvrzena
diagnéza (PCR bylo nedostupné, pozdé nebo chybné provedené), je stanoveni protilatek
jedinym zptisobem, jak probehlou infekei zjistit.



2)

3)

4)

5)

6)

7)

Vylouceni infekciozity u slabé pozitivity PCR

PCR s Ct nad 35 s dobie prokdzanymi protilatkami IgG znamena prikaz ribonukleovych
fragmentd bez infekénosti. Tento stav je provozni komplikaci, pokud se zjisti napt. pied
operaci, prekladem nemocného na jiné odd¢leni, pfijetim do Gstavu nasledné nebo socialni
péce. Vyzadované PCR miize byt pozitivni celou fadu tydnii, proto je vyhodné stanovenim
protilatek vyloucit akutni infekci.

Stanoveni vnimavosti pro epidemiologické ucely

V CR je vysoky pocet osob po infekci, které jiz protilatky maji a vii¢i infekci jsou imunni.
Doporucujeme spiSe patrat po pritomnosti humordlni imunity nez ploSné pouzivat
antigenni testy. Stanoveni protilatek stoji stejné jako dva testy antigenni. V ptipade
prokazané imunity je riziko opakované infekce velmi nizké. Do Laboratorni skupiny MZ
byl proto pfedloZzen navrh na upravu schématu preventivniho testovani tak, aby osoby
s protilaitkami nemusely byt nasledné¢ 3 mésice po testu vysetfovany pomoci PCR ¢i
antigennim testem.

OdlozZeni vakcinace
U osob s protilatkami neni nutné provadét vakcinaci nyni, ale je mozné ji odlozit a
usetfené vakciny pouzit ve prospeéch rizikovéjsich a vnimavych osob .

Kontrola nestandardni vakcinace

Byla zaznamenana tada piipada silné reakce po prvni davce nebo propuknuti onemocnéni
tésné po ockovani (pokud byla vakcinace provedena v inkubacni dobg). Na misté je
kontrola hladiny protilatek a zvazeni posunuti ockovani druhou davkou na pozdéjsi dobu.

Hledani darci konvalescentni plazmy

Osoby po onemocnéni s vysokymi hladinami mohou byt darci lécebné plazmy.
K vyhledani je mozno pouzit jakoukoli sérologii, kone¢né rozhodnuti zavisi na vysledku
VNT.

Ovéreni imunity

Cela tada lidi chce védét, jakou maji hladinu protilatek po infekei ¢i vakcinaci nebo chtéji
zjistit, zda neprodélali infekci asymptomaticky. Tato samoplatcovskd vySetieni se délaji
zcela bézné.

Interpretace stanovenych protilatek v rizném kontextu

Situace PCR Protilatky Epidemiologicka
interpretace
Neimunni stav negativni negativni Vnimavy, neinfek¢ni
Pocinajici onemocnéni Vysoce pozitivni negativni Infekéni
2.-3.tyden onemocnéni Pozitivni, nékdy uz | pozitivni IgM, nékdy | Suspektné infekcni
negativni i ostatni tridy




Trvajici prikaz | Slab¢ poz. zietelné pozitivni Nevnimavy,
fragmenti RNA (Ctnad 30-35) neinfekcéni
Stav po onemocnéni negativni zietelné pozitivni Nevnimavy,
neinfekéni
Nediagnostikované negativni zietelné pozitivni Nevnimavy,
onemocnéni neinfekéni
Neimunni stav.  po | aktualné negativni, | negativni Neinfekeni,
onemocnéni v minulosti  pozitivni potencialné vnimavy
prukaz
Po vakcinaci negativni zietelné pozitivni Nevnimavy,
neinfekéni

Zaveér

Stanoveni protilatek proti SARS-CoV-2 je bézné pouzivané vySetieni, ale zatim nema ustalena

pravidla indikace ani interpretace.

v

S pribyvajicimi zkuSenostmi laboratornich pracovnikd se

interpretace vysledkt stava jednodussi, ale je tieba respektovat zakladni principy antivirové imunitni

odpovédi. Stanoveni hladiny protilatek mize pomoci fesit mnoho redlnych situaci a doufame, Ze se
v blizké dob¢ stane béznou soucasti diagnostické praxe. Uvitame zapojeni vyssiho poctu zdravotniki

do odborné diskuse.




