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Na panelu pozitivnich vzorki jsme testovali rizné soupravy a popisujeme je hlavné

z hlediska citlivosti a dale z pohledu hodnoticiho vyvoje odpovédi v ¢ase. Nové mame

zafazeno i testovani prvnich dvou dostupnych automatickych metod. Vedle toho jsme

oveérili citlivost jedné soupravy chromatografické, za idealnich podminek v laboratofi.

Po diskusi nastiniujeme diagnostické schéma sérologickych testd, které doplni pfimy

prikaz v dal$im vyvoji epidemie COVID-19. Prace obsahuje i souhrn nabizenych sé-

rologickych metod.

Zkus$enosti s riznymi metodami
stanoveni protilatek proti
SARS-CoV-2 v oddéleni spoleénych
laboratofi Nemocnice Havlickiv
Brod v dubnu az kvétnu 2020
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Uvod

Zakladni metodou diagnostiky onemoc-
néni COVID-19 je pfimy prikaz virové
RNA. Pro mnozstvi pfipadi a vzniklych
otazek vyvstava potfeba principidlné
jiného vySetfeni. Na pocatku leto$ni
epidemie jsme zkusmo objednali fadu
souprav, které byly chvatné vyvijeny
a ¢asto k nim chybély tdaje o specifi-

té a citlivosti. Také v literature se pise’

A Struktura koronaviru

o chybéjicim dozoru FDA. Rada téchto
objednéavek nakonec nebyla realizovana,
naopak do zdravotnictvi bylo ,vrzeno®
velké mnozstvi imunochromatografic-
kych rychlych testt. V této situaci se
v nasi spadové oblasti objevila dvé dob-
fe popsana ohniska a fada sporadickych
pfipadu, ¢imz vznikl panel pozitivnich
vzorkl, na kterém jsme prezkouse-
li i soupravy, které se na trhu objevily

pozdéji.

Studie je zaméfena na citlivost vzhle-
dem k zachytu novych ptipadi ¢i celych

ohnisek.

Principidlni zdklady
sérologickych testii

Antigenni skladba viru SARS-CoV-2 se-
stava z antigenu hrotového (spike - S),
obalkového (envelope - E), matrixového
(M) a nukleokapsidového (N).



Zjistované protilatky mohou byt tfidy
IgG, IgA, IgM nebo celkové (total).

Metodicky jde o testy enzymatické (ELI-
SA), chromatografické (rapid) a chemilu-
miniscenéni (CMIA, CLIA).

PouZzité soupravy

o Generic Assays GA COV-2 IgG, sen-
dvicova ELISA, pouzity antigen ne-
uveden. Vyrobce udava specifitu nad
95 %. Poznamka: U malého poctu
»normalni“ populace byly nalezeny
protilatky proti nukleokapsidovému

antigenu.

o Generic Assays GA COV-2 IgM, sen-
dvicova ELISA, pouzity antigen ne-
uveden. Specifita nad 98 %, citlivost
98 %. Stejna poznamka jako u IgG.

o Generic Assays GA COV-2 IgG plus,
sendvicova ELISA, profil protilatek
proti antigeniim S1, S2 a N. Ve studii
nebylo testovano.

o EDI Novel Coronavirus COVID-19
IgM ELISA kit firmy Epitope Dia-
gnostics, inc. ELISA capture, pouZzity
antigen neuveden (,rekombinant-
ni“). Citlivost ani specifita nejsou

uvedeny.

« EDI Novel Coronavirus COVID-19
IgG ELISA kit. Sendvi¢ova ELISA,
nukleokapsidovy antigen. Uvedena
citlivost i specifita 100 % na kohortach
30 a 54 vzorki.

« Anti-SARS-CoV-2 ELISA IgA a IgG
firmy Euroimmun. Sendvi¢ova ELI-
SA, rekombinantni antigen SI1. Spe-
cifita IgA na panelu 200 sér 92,5 %,
na panelu zdravych darct 10-12,7 %
nespecifickych reaktivit IgA, specifita
IgG na panelu 200 sér 98,5 %. Citli-
vost kombinace IgG + IgA (9 vzor-
ki) do 10 dnii od nastupu priznaka
66,7 %, nad 10 dnt 100 %.
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o SARS-COV-2 IgG Architect Abbott.
CMIA, antigen neuveden. Citlivost
i specifita v ptibalové informaci rov-

néz chybi.

« Elecsys Anti-SARS-CoV-2 cobas® Ro-
che, dvojantigenova ECLIA, rekombi-
nantni nukleokapsidovy antigen, sta-
novuje principidlné celkové protilatky.
Udévana specifi¢nost 99,81 % (5 272
vzorkil), citlivost do tydne po prvnim
pozitivnim PCR je 65,5 %, 7-13 dnt
88,1 % a nad 14 dnt 100 %.

o Souprava SARS-CoV-2 (COVID-19)
IgG/IgA/IgM  Novalisa (sendvico-
va ELISA, nukleokapsidovy antigen)
od Novatecu byla pouzita s dobrym
vysledkem, ale pred sestavenim pa-
nelu, proto v prehledu neni uvedena.
Naopak soupravy SARS-CoV-2 IgG/
IgA/IgM Test Line nam byly dodany

aZ po vycerpani panelu.

o 2019-nCOV Ab Test (colloidal gold)
IgG/IgM Innovita, Qian an, China -
chromatograficky test. Antigen ne-
uveden (,rekombinantni®). Provede-
no v laboratofi ze separovaného séra,
hodnoceni vidy tfemi pracovniky,
jako pozitivni oznacena jejich shoda,

jinak uzavieno jako sporné.

PCR bylo provedeno v laboratoti FN HK,
udaj vztahujeme vzdy k ¢asové nejblizsi-
mu odbéru séra. Vsechny testy byly pro-
vedeny podle postupti a podminek stano-
venych vyrobci.

Panel sér

Bylo vybrano 43 vzorka. 17 vzorkt bylo
od muzl, 26 od zen, pramérny vék byl
75 let (23-93), coz bylo dano prevazu-
jicim zastoupenim klientd domova pro

seniory.

33 vzorku bylo od pacienti s dobie dolo-
zenou diagndézou (PCR + epidemiologic-

ka souvislost + klinika). Z toho 4 pacienti

méli tézky prabéh s nutnou hospitalizaci,

2 z nich zemfeli.

Bez priznakd, ale pozitivni PCR a epide-
miologickou souvislost vykazovalo 5 pa-

cienttl (od nich v souboru 8 vzorku).

Jeden pacient, ktery vyhovoval epidemio-
logicky a klinicky, ovéem s negativnim
PCR, reagoval pfitomnosti protilatek, ale

nebyl déle pfimymi metodami testovan.

Od 15 pacienti byly ziskany nejméné dva
vzorky pro zachyceni dynamiky.

Pocatek infekce byl stanoven na den hos-
pitalizace u tézkych pacientd, vzestup
teploty u nehospitalizovanych pacientt
a predpokladané datum nakazeni s od-
hadem inkuba¢ni doby plynouci z epide-

miologie u bezptiznakovych ptipada.

V informacich vyrobcu se opakuje hod-
noceni stavu do 7-14 dnii od pocatku
pfiznaki jako akutni skupina, ktera se
zfetelné odliSuje od pozdéjsich vzorkd.
V nasem souboru jsme vidéli vyrazné
oddélenou skupinu do 11 dni (12 vzor-
kd, 0-11 dnd, primér 7,2), kterou jsme
oznacili jako akutni, pozdéji odebrané
vzorky jsou ve skupiné pozdni (31 vzor-
ka, 15-57 dni, pramér 33 dnu).
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Vysledky
Roche Abbott Euroimmun Epitope Generic As. Innovita PCR
total IgG IgG IgA IgG IgM IgG IgM IgG IgM
akutni
pozitivni 6 7 6 12 7 3 10 6 1 1 8
suma potvrzenych 11 13 13 13 10 10 10 10 9 9 10
citlivost akutnich 55 54 46 92 70 30 100 60 11 11 80
pozdni
pozitivni 30 29 16 17 17 6 30 29 25 3 29
suma potvrzenych 31 31 18 18 18 16 30 30 30 30 30
citlivost pozdnich 97 94 89 94 94 38 100 97 83 10 97
v§echny
pozitivni 36 36 22 29 24 9 40 35 26 4 37
suma potvrzenych 42 44 31 31 28 26 40 40 39 39 40
citlivost 86 82 71 94 86 35 100 88 67 10 93
Diskuse souprav je celkem srovnatelna a pfi do- a nepomohlo ani sledovani semikvanti-

Dynamika protilatek se lisi jak podle
imunoglobulinovych tfid, tak podle uzi-
tého antigenu. Uvadény vrchol koncen-
trace protilatek IgM je v druhém tydnu
po objeveni ptriznakd, IgG protilatek
ve tfetim. O pribéhu odpovédi IgA se
zpravy lisi, nicméné pocatek produk-
ce v prvnim tydnu by se mél shodovat
s IgM. Sledovani dynamiky by mélo po-

moci v prognoze.'

Nase nalezy se od literatury (zejména

firemni) v néfem dosti lisi. Citlivost
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poruceném opakovani odbéru by nemé-
la mit mnoho uniklych pfipad. SlozZitéj-
81 je to pti odhadu délky trvéni infekce.
IgM soupravy GA pretrvavalo znacné,
s vysokymi titry i po padesati dnech.
Naproti tomu u akutnich vzorkd mélo
men$i citlivost nez Epitope. Epitope
IgM v case dobre klesalo, bylo pozitivni
nejdéle 21 dnd. Souprava IgA Euroim-
mun zachycovala pozitivity velmi ¢asné,
prakticky zaroven s pfimym prikazem,
ale vzhledem k del$imu trvani odpovédi
IgA (ve shodé s literaturou) nezobrazi-

la zfetelné pokles u pozdnich vzorka

tativni dynamiky.

Stanoveni celkovych protilatek meto-
dou Elecsys Roche mélo dobrou citlivost
a jeho dynamika odrazela velmi dobfre
postup odpovédi v ¢ase — zde je vyhodou
véts$i rozsah méfeni ECLIA proti ELISE.
Podobné provozné vyhodny automatic-
ky test Abbott Architect byl dostupny
pouze ve tfidé IgG a vymluvné hodno-
ceni by zadalo i néktery z akutnich mar-

kerfi.

Zkoumané rapid-testy ukazuji mizivou
citlivost v akutni fazi. U pozdnich sér
meélo IgG s toleranci pouzitelnou citlivost
IgG, za predpokladu provedeni ze séra.
IgM reagovalo i v optimalnich podmin-

kach provedeni $patné.

Sloupec PCR odrazi ve shodé¢ s literatu-
rou? fakt, Ze ani PCR neni stoprocentné
citlivé - zde hraje roli hlavné provede-
ni odbéru. Pretrvavani pozitivity PCR
po klinické tzdravé presahuje zaméfeni

této prace.

Pro tplnost sdéleni mimo referovana
data: interpretovat izolované reaktivity
IgA negativni v PCR, které jsme pozo-

rovali my i jihoceska studie,? je pomérné
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A Kromé metody Roche uvddime index pozitivity. Innovita byla testovina z oddéleného séra, 3 hodnotitelé (pokud se neshodli, uvddime hranici).
Panel byl vytvoten ze vzorkii v akutni fazi a doplnén dalsimi vzorky stejnych pacientii v odstupu.
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tézké. Bude nutné sledovani v delSim
Case, uziti virus neutraliza¢niho testu
(VNT) a dal$ich postupti. Stejné nerozfe-
$enym problémem je spolehlivé stanove-
ni protektivity.

Ovéfeni specifity jednotlivych testt
bude vyzadovat vétsi soubor negativnich

vzorkda.

Praktické dopady

Laboratore, které se sérologii CoV-2
zabyvaji, maji rtizny pristup. Jihoceska
studie byla provedena na soupravach
IgG/IgA firmy Euroimmun, obdobné

virologie ZU Ostrava ma tyto soupra-
vy jako zéklad a dopliuje je soupravou
IgM Epitope (osobni sdéleni), ovsem
zasadni silnou zbrani této laboratore
je VNT, ktery rutinni laboratof nema.
VNT pravdépodobné fe$i i problém
protektivity.

Zku$enosti s automatickymi metodami
jsme v dostupnych zdrojich dosud ne-

nasli.

Shrnuti nasich praktickych poznatki
nam umoznuje sestavit kombinaci testu
pro riizné ucely stanoveni protilatek pri
onemocnéni COVID-19 a pripadnych
kontaktech a suspekcich.

Jednotestové, dosti citlivé stanoveni cel-
kovych protilatek dopliiujeme pii nale-
zené reaktivité panelem IgG/IgA/IgM:
nejcitlivéjsi IgA pro zachyt akutnich,
IgM se zfetelnym poklesem titru v Case
(soupravy s pretrvavanim IgM nebudou
specifické). V rozhodovéni bude hrat roli
i cena. Opakovani testu s rekonvalescent-
nimi séry zvy$i citlivost a zachyti i séro-

konverzi.

Zaveér

Zkou$ené soupravy ELISA i chemilumi-
niscen¢ni vykazovaly v praxi pouzZitelnou
citlivost. Jedna ze souprav IgM vykazo-
vala nizsi citlivost v akutni fazi a naopak
prodlouzenou reaktivitu proti srovnatel-
nému testu konkurené¢nimu. Rapid-testy
byly malo citlivé v akutni fazi a pozdéji
reagovaly prakticky jen v IgG.

Konflikt

Pro dané sledovani jsme vesli ve spolupra-
ci se véemi dodavateli diagnostiky uvede-
nymi v praci, kromé toho jsme zkouseli
soupravy Novatec a Test Line, z technic-
kych dtivodi na jinych vzorcich. Firmam
Vidia, Dynex a Test Line jsme poskytli po-
zitivni séra. Firmy Roche a Test Line daly

ke zkou$eni soupravy zdarma.

MVDr. Vaclav Fejt

Oddéleni spole¢nych laboratoti, vedouci laboratofe imunologie a sérologie, Nemocnice Havli¢kiv Brod, Husova 2624,

Havli¢kav Brod

Kontakt: vaclav.fejt@onhb.cz

Absolvent oboru v§eobecného veterinarniho lékarstvi. Od roku 1993 pracuje v laboratofich Nemocnice Havli¢kav Brod, kde se

zabyva metodami laboratorni imunologie a infekéni sérologie. Sérologii viru SARS CoV-2 se soustfedéné vénuje od brezna 2020.
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