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Kvalitativni rychlotesty na detekci protilatek proti novému typu koronaviru SARS-CoV-2

na principu lateralni imunodifize jsou postupné nahrazovany presnéjsimi testy kvan-

titativni detekce protilatek pomoci automatické imunoanalyzy. Nékteré tyto testy dete-

kuji protilatky tridy IgM, IgG, prip. IgA. Nejspolehlivéjsi pro prikaz prodélané infekce

je detekce celkovych protilatek proti danému epitopu nebo protilatek tfidy IgG, jejichz

produkce organismem po prodélané infekci SARS-CoV-2 je nejrobustnéjsi, jelikoz u né-
kterych jedincii nejsou anti-SARS-CoV-2 protilatky tfidy IgM detekovany.'?

Stanoveni celkovych anti-SARS-CoV-2

protilatek automatizovanou ECLIA:
interindividualni variabilita, korelace
s virus neutraliza¢nim testem,
implikace pro selekci potencialnich
darci rekonvalescentni plazmy
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Nejvice imunogennimi antigeny nového
typu koronaviru SARS-CoV-2 jsou pro-
tein N a protein S.>* Nukleokapsidovy
protein N je jediny protein, ktery tvori
nukleokapsid virionu SARS-CoV-2. Je
vysoce fosforylovany, hydrofilni, coZ vede
k vysoké afinité k virové RNA, a také stoji
za imunogenicitou proteinu N. Protein
S (Spike) je transmembranovy protein vi-
rionu SARS-CoV-2 zodpovédny za vnik
virionu do burky. Glykoprotein S se skla-
da ze dvou podjednotek. Podjednotka S1
s RBD (receptor-binding domain) intera-
guje s receptorem ACE2 na povrchu hos-
titelskych bunék, S2 doména obsahuje

transmembranovou ¢ast proteinu.

Protilatky  proti nukleokapsidovému
proteinu N je mozné detekovat pomo-

ci elektrochemiluminiscence (ECLIA)

na principu double-antigen sandwich
imunoanalyzy testem Elecsys® Anti-
-SARS-CoV-2. Tento test je kvalitativni,
hodnoti se v jednotkach poméru s cut-off
COI, pricemz hodnoty 1,0 COI a vyssi
jsou dle doporuceni vyrobce povazovany
za pozitivni. Protilatky proti proteinu S je
mozné detekovat pomoci elektrochemilu-
miniscence (ECLIA) na principu double-
-antigen sandwich imunoanalyzy testem
Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S. Tento test
je kvantitativni, hodnoti se v jednotkach
U/mL, pti¢emz hodnoty 0,8 U/mL a vyssi
jsou dle doporuceni vyrobce povazovany
za reaktivni. Rozsah méfeni tohoto testu
je 0,4-250 U/mL a vzorky s vysokou hla-
dinou anti-S protilatek se fedi 1 : 10 uni-
verzalnim diluentem. Vysledky v pasmu
nereaktivni jsou prevazné s hladinou pod
detekeni limit 0,4 U/mL. Oba protilatkové

testy detekuji celkové protilatky bez roz-
lifeni tfidy a jsou urceny pro detekci
protilatek ze vSech standardnich typu
klinickych vzorkd, tj. sérum, Li-heparin
plazma, K2/K3-EDTA plazma, plazma
z krve odebrané do citratu sodného.

Méli jsme moznost analyzovat vzorky pa-
cientll se zavaznym az kritickym prabé-
hem a vzorky dospélych pacientd s mir-
nym nebo bezpiiznakovym priibéhem.
Vsechny vySetfované vzorky byly odebra-
ny do K3-EDTA. Ackoli je test Elecsys®
Anti-SARS-CoV-2 (anti-N) kvalitativni,
poskytuje hodnoty pres dva fady COI
(nase nejvyssi naméfend hodnota byla
pres 140 COI). Pro tcel této studie jsme
proto vysledky anti-N protilatek hodnotili
kvantitativné. Vztah mezi anti-N a anti-S
protilatkami je patrny z obr. 1. Hodnoty
nejsou nezavislé, ale silna linedrni ¢i jina
korelace mezi hodnotami neni. Od hla-
diny celkovych anti-N na drovni ptibliz-
né 60 COI je variabilita parovych hod-
not anti-S znacnd, a to od koncentrace
v pasmu nereaktivni po koncentraci pres
1000 U/mL (viz obr. 1).

V ¢asovém priubéhu hladin anti-N pro-
tilatek, u kterych byl delsi follow-up
pozorovali nastup a pak nasledné pokles
hladin anti-N protilatek (viz obr. 2). Co se
tyce nastupu produkce protilatek anti-S,
je zfejmy zdsadni rozdil v zavislosti dy-
namiky produkce na tiZi pfiznaku (viz
obr. 2). U jedincti s mirnym priibéhem
onemocnéni je obecné nastup produkce
protilatek anti-S pozvolnéjsi nez u pa-
cientli s tézkym ¢i kritickym prabéhem
COVID-19 (viz obr. 2). U nékterych
jedinct nedosahuje hladina pasma re-
aktivni ani po 5 tydnech od prvni PCR
pozitivity SARS-CoV-2. Priklady jsou
nasledujici: Zena, 47 let, mirny prtbéh
onemocnéni, pozitivita zjiSténa na po-
¢atku ffjna 2020. Metodou Elecsys® An-
ti-SARS-CoV-2 S u ni byla 21 dni od zjis-
téni ndkazy detekovana hladina protilatek
0,562 U/mL, 43 dni od zjisténi nakazy jiz
byla tato hodnota 8,35 U/mL. U Zeny,
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26 let, s velmi mirnym pribéhem, byla
nakaza prokazana na konci fijna 2020.

Dvacet jedna dni po tomto zji$téni u ni

byla toutéZ metodou stanovena hladi-
na protilatek 0,576 U/mL, po dalsich
15 dnech (35 dni od zji$téni nakazy) byla

A Obr. 1: Zavislost koncentrace protildtek proti SARS-CoV-2 Spike proteinu (osa y)
na koncentraci protildtek proti SARS-CoV-2 nukleokapsidovému proteinu (osa x) stanovend
na 97 pacientech po prodélané infekci COVID-19 s mirnym nebo bezptiznakovym priibéhem,

20-70 dni po prvnim pozitivnim SARS-CoV-2 testu

hladina anti-S protilatek 3,84 U/mL. Po-
slednim prikladem je opét Zena, 43 let,
mirny pribéh onemocnéni, pozitivita
na konci zafi 2020. Dvacet dni od zjisté-
ni nakazy byla hladina anti-N protilatek
v pasmu nereaktivni 0,724 COI, anti-S
protilatky v této dobé nebyly stanovova-
ny. Za dalsich 8 dni uz anti-N protilat-
ky prekro¢ily cut-off hodnotu reaktivi-
ty a dosdhly hladiny 1,66 COI, hladina
anti-S protilatek byla v této dobé (28 dni
od prokazané pozitivity) 7 U/mL. Po-
dobnych pripadl jsme zaznamenali vice.
Z nasich zkusenosti vyplynulo, Ze jiz hod-
noty anti-SARS-CoV-2 S mezi detekénim
limitem 0,4 U/mL a cut-off hodnotou pro
reaktivitu, tj. 0,8 U/mL, mohou signa-
lizovat pocinajici produkci protilatek
proti S-proteinu. Na pracovisti Oddéle-
ni klinické mikrobiologie a imunologie
ULM FN Brno reportujeme hodnoty nad

0,5 U/mL jako hrani¢ni s interpretaci dle

A Obr. 2: Koncentrace protildtek proti SARS-CoV-2 (A) nukleokapsidovému (anti-N) a (B) Spike (anti-S) proteinu v zavislosti na poctu dnii

po prvnim pozitivnim SARS-CoV-2 testu pro 30 pacientii s tézkym aZ kritickym priibéhem infekce (188 vzorkii, nahote) a pro 162 pacientii s mirnym
nebo bezptiznakovym priibéhem infekce (201 vzorkil, dole); vybrani pacienti s opakovanymi odbéry jsou zvyraznéni barevné; zobrazené hodnoty
koncentrace anti-S 250 U/mL znamenaji koncentraci anti-S >250 U/mL

52 L4 3-412020



klinického kontextu a s doporu¢enim
provést vysetfeni opakované s ¢asovym
odstupem 2-4 tydn.

v v ey

veni anti-SARS-CoV-2 protilatek spoci-
va aktudlné v problematice rekonvales-
centni plazmy, tj. hyperimunni krevni
plazmy od rekonvalescentli infekce
SARS-CoV-2. Podani anti-SARS-CoV-2
protilatek obsazenych v plazmé vyléce-
nych osob predstavuje zpiisob pasivni
specifické imunizace s océekavatelnou
lé¢ebnou odpovédi.’ Uéinnost pasivni
imunoterapie zavisi na mnozZstvi pro-

tilatek pritomnych v podavané krevni
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plazmé. Uziti rekonvalescentni covidové
plazmy v Ceské republice upravuje dopo-
ruceni Doporuceny postup pro pouziti
rekonvalescentni plazmy v 1é¢bé dospé-
lych pacient s COVID-19.° Minimalni
mnozstvi anti-SARS-CoV-2 protilatek je
aktualné definované titrem protilatek sta-
novenym SARS-CoV-2 specifickym virus
neutraliza¢nim testem (VNT). Ve verzi
1 doporuceni z 30/04/2020, vychazeji-
ci z doporuceni Evropské komise v té
dobé aktudlniho,” se za zadouci a efektiv-
ni doporucuje titr 1 : 320 a vice. Druhd
verze doporuceni EK z 30/11/2020° jiz
jednozna¢nou minimalni hladinu virus

neutraliza¢nich protildtek nedoporucuje

vzhledem k doposud nedostate¢né klinic-
ké evidenci. V doporuceni je uveden s od-
kazem na dosavadni vysledky”" a pra-
xi ve Spojenych statech titr minimalné
1: 160, ktery bude déle ovétovan v klinic-
kych hodnocenich. V doporuceni EK® je
navrzeno vy$etfovat potencionalni dérce
rekonvalescentni plazmy pomoci kvan-
titativntho testu na anti-SARS-CoV-2
protilatky s dobrou navaznosti na virus
neutraliza¢ni test, jehoZ prakticka prove-
ditelnost je limitovana s ohledem na dél-
ku testu a dostupnost omezenou pouze
na pracovi$té BSL3, ktera jsou nositelem
povoleni pro praci s nebezpe¢nymi in-

fekénimi agens véetné SARS-CoV-2.

A Obr. 3: Koncentrace protildtek proti SARS-CoV-2 (A) nukleokapsidovému a (B) Spike proteinu u 97 vzorkii rozdélenych dle titru anti-SARS-CoV-2,

stanoveného pomoci virus neutralizacniho testu

A Obr. 4: ROC ktivky vyuZiti anti-N a anti-S testu pro identifikaci vzorkii s titrem anti-SARS-CoV-2 protildtek stanovenym VNT nejméné (A) 1 : 80

a(B)1:160

14 53



ZKUSENOSTI Z LABORATORI

Otazka
ci rekonvalescentni plazmy vyvstala

vybéru potencidlnich  dar-
i ve FN Brno ve chvili, kdy se zahajovala
vyroba rekonvalescentni covidové plaz-
my na TTO. Méli jsme moznost provést
zhodnoceni vztahu hladiny titrd VNT
stanovenych v Centru biologické ochra-
ny a hladiny anti-SARS-CoV-2 protilatek
cilicich na N nebo na S epitop na kohor-
té 97 jedincu, kteti prodélali COVID-19
a/nebo byli infikovani SARS-CoV-2
na jafe 2020 a jejichz vzorky byly ziskany
na zacatku léta 2020. SARS-CoV-2 speci-
ficky virus neutraliza¢ni test byl proveden
nasledujicim zptisobem: do jamek mik-
rotitra¢nich desticek s bunkami VERO
E6 byla pfiddna inkubovand smés viru
SARS-2-CoV s testovanym vzorkem
ve dvojkovém fedéni. Pokud jsou pti-
tomné neutralizaéni protilatky, zabrani
infikovani bunék, a tim vzniku cytopa-
tického efektu. Test je hodnocen mikro-
skopicky 4. den inkubace. U obou auto-

matizovanych protilatkovych testd jsme

pozorovali vztah mezi stanovenou trov-
ni a VNT titrem (viz obr. 3). Provedend
ROC analyza cilici na titr minimalné
1 : 80 ukazala, Ze analytické parametry
pro rozlideni vzorkll s presumptivnim
titrem protilatek automatizovanou meto-
dou jsou mirné vhodnéjsi u anti-S testu
s plochou pod ktivkou AUC = 0,88, pfi-
¢emz AUC pro anti-N metodu byla 0,81
(viz obr. 4A). Pokud cilime na VNT titr
1: 160, ROC analyza opét ukazuje, ze an-
ti-S protilatky jako marker SARS-CoV-2
neutraliza¢niho potencialu jsou vhod-
néjsi (s AUC = 0,89) oproti anti-N pro-
tilatkdm (AUC = 0,75), viz obr. 4B. Pro
vybér vzorkt s titrem VNT minimalné
1 : 160 jsou cut-off hodnoty pro automa-
tizované protilatkové testy nasledujici:
(1) pti specificité aspon 85 % a maximadlni
senzitivité anti-S 209 U/ml a anti-N 104
COl a (ii) pti specificité aspoii 90 % a ma-
ximélni senzitivité anti-S je to 268 U/ml
a anti-N 118 COI. Vztah mezi Elecsys®
Anti-SARS-CoV-2 (anti-N) protilatkami

a virus neutraliza¢nimi protilatkami byl
popsan.''> Moznost selekce darct rekon-
valescentni plazmy na zédkladé kvantifika-
ce anti-S protilatek byla popsana pro imu-
noanalyticky systém Ortho VITROS."?

Z této prezentované ministudie vyply-
va, ze (i) Elecsys® Anti-SARS-CoV-2
a Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S testy za-
chycuji anti-SARS-CoV-2 protilatky, které
maji rozdilnou dynamiku u téhoz jedince,
(ii) produkee anti-S protilatek ma vysokou
interindividualni variabilitu a produkce
téchto protilatek u jedinctt s mirnym ¢i
bezpriznakovym pribéhem miize byt vel-
mi pozvolna, (iii) oba testy koreluji s virus
neutraliza¢nim potencidlem plazmy re-
konvalescenttl, pficemz u anti-S protilatek
je korelace silnéjsi a tento test miize slouzit
pro rychlou a praktickou preselekci dércti
SARS-CoV-2 rekonvalescentni plazmy.
Prdce  byla CZECRIN
LM2018128.
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