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Abstrakt

Jednim ze zakladnich projevid adaptivni antiinfekéni imunity je tvorba specifickych protilatek. Jejich
vyskyt mizeme detekovat v séru a slouzi jednak jako jedno z diagnostickych kritérii potvrzujicich
prodélani virové nemoci, ale také casto i k potvrzeni imunity vic¢i danému onemocnéni. S prichodem
onemocnéni COVID-19 jako by tato ucebnicova teze prestala platit. Mezi odbornou i laickou verejnosti se
Sifi informace, které méreni protilatek a jejich vyznam opakované zpochybnuji. Cilem naseho ¢lanku je
shrnout aktualni informace o imunité po prodélané infekci virem SARS-CoV-2 a predlozit vysledky
vySetrovani protilatek ze Ctyr Ceskych laboratori, které se jejich stanoveni vénuji déle nez rok. Z nasich
dat vyplyva, ze bézné dostupné diagnostické metody spolehlivé predikuji vysledky virus neutralizac¢niho
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testu, ktery je zlatym standardem stanoveni imunity. Akceptaci prirozené ziskané antiinfekcni imunity
vyrazné zvysime pocet osob, které se podileji spolecné s osobami ockovanymi na kolektivni imunité.
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Summary:

One of the basic manifestations of an adaptive anti-infective immunity is the production of specific
antibodies. The presence of antibodies can be detected in serum and serves as one of the diagnostic
tools used to confirm past infection. Very often it also serves as a confirmation that the body has
acquired immunity to the disease. The appearance of COVID-19 has cast a shadow of doubt on these
textbook examples of antibody behaviour. Information that repeatedly questions antibody measurement
and its significance has been circulating among professionals and the general public.

The aim of our article is to summarize the current knowledge on the immunity acquired following a
SARS-CoV-2 infection and to present the results of antibody testing from four Czech laboratories which
have been measuring these antibodies for over a year. Our data suggest that commonly available
diagnostic methods reliably predict the results of a virus neutralization test, which is the gold standard
of immunity detection. By acknowledging those with naturally acquired anti-infective immunity, in
addition to vaccinated individuals, we will significantly increase the perceived level of collective
immunity.
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Uvod

Po infekci SARS-CoV-2 nebo po ockovani se vyviji specificka imunitni odpovéd’, ktera by méla potlacit
primarni infekci a nastavit dlouhodobou ochranu proti koronaviru. Primarné se imunitni systém brani
vstupu infekce prirozenou imunitou (produkci interferont na sliznicich, aktivaci komplementu apod.). Po
aktivaci specifické imunity dochazi u vétSiny pacient( k tvorbé protilatek a aktivaci T bunécné imunity.
Protilatky se vyskytuji u vétsiny pacientd, ale existuji jedinci, ktefi prokazatelné infekci SARS-CoV-2
prodélali (méli klinické pFiznaky a pozitivni vysledek PCR nebo antigennich test( z vytéru z nosohltanu),
ale protilatky v séru nemaji. Maji vSak aktivovanou T bunécnou imunitu, kterou je mozné prokazat
rdznymi typy testd. Pomoci nich se po kratkodobé kultivaci krve nebo izolovanych lymfocyt( s
koronavirovymi antigeny sleduje bud’ produkce cytokin(l (IFN-gama) nebo se stanovuje pocet
aktivovanych T lymfocytd (cytometricky ¢i metodou ELISPOT). Specificka humoralni a bunécna imunitni
reakce vytvorena v reakci na prvni infekci se postupné pretvari v dlouhodobou imunitu. Diky ni se osoba
umi lépe branit opakovanému vyskytu patogenu.

Dlouhodobou imunitni odpovéd’ zajistuji pamétové B lymfocyty a pamétové T lymfocyty. Pamétové B
bunky a plazmocyty se podileji na produkci protilatek. Zatimco pamétové Th2 bunky podporuji tvorbu
protilatek, cytotoxické T lymfocyty (Tc) svym cytotoxickym Ucinkem zabijeji infikované bunky. V
laboratori umime stanovit mnoZstvi cirkulujicich protilatek a nebo zjistit pritomnost specifickych T
bunék (nebo stanovit produkci jimi tvorenych cytokin(), ale diskuse se vedou o spravném nastavenim
hranice ,,protektivni imunity“. ECDC za spolehlivy dikaz protektivity povaZzuje vyskyt tzv. neutralizacnich
protilatek proti SARS-CoV-2 (1). Neutralizacni protilatky predstavuji nejlepsi indikator ochrany proti



reinfekci u osob po prodélaném onemocnéni a ochrany pred infekci u osob vakcinovanych (1).
Neutralizacni protilatky se stanovuji virus neutralizacnim testem (VNT), tedy funkcnim in vitro testem,
pri kterém se zjistuje, jestli dané sérum pacienta (resp. protilatky v ném pritomné) ochrani bunécnou
kulturu pred virovou infekci. Pokud jsou v séru neutralizacni protilatky, pak burnky z(stanou Zivé, protoze
se virus nenamnozi. Pokud v séru neutralizacni protilatky pritomné nejsou, virus bunky napadne, namnozi
se v nich a burniky odumrou (2).

Podrobné informace o tom, jak protilatky vznikaji a jaka je jejich kinetika, poskytuje systematicky
prehled 150 studii popisujicich protilatkovou odpovéd’ vici SARS-CoV-2 (3). V prubéhu infekce se (na
rozdil od ockovani) netvori jen jeden typ protilatek (tzv. monoklonalni protilatky), ale hned nékolik typl
namirenych proti riznym virovym antigenim (tzv. polyklonalni protilatky). Nejdilezitéjsi jsou protilatky
proti spike proteinu (S, resp. S1 podjednotce), receptor binding doméné (RBD) a nukleokapsidovému
proteinu (N). Spike protein je zodpovédny za vazbu na receptor pro angiotensin konvertujici enzym 2
(ACE2), kterym vir vstupuje do buriky (4). N protein je intracelularni protein, ktery je dilezity v
transkripci a replikaci virové DNA, a proto je vysoce exprimovan v prubéhu infekce. Nejspolehlivéjsi
ochranny efekt maji protilatky proti S1 antigenu, pripadné proti jeho vazebné doméné RBD, ktery je jeho
soucasti. V pribéhu virové infekce se tvori rizné izotypy protilatek (IgA, IgM, 1gG) a vSechny se mohou na
vysledku VNT podilet. Vysledek VNT nejlépe pozitivné koreluje s pritomnosti protilatek IgG proti S1 nebo
RBD antigeniim (3).

Jako prvni vznikaji pfi virové infekci IgM protilatky (3). Jejich koncentrace je nejvyssi 2. az 5. tyden po
prvnich priznacich onemocnéni a potom dalSich 3 az 5 tydn( klesa. k produkci IgG dochazi priblizné od
10. dne a maximum IgG je detekovano mezi 3. a 7. tydnem po nastupu priznaku pri prvni infekci. 1gG
jsou v séru pritomné dlouhodobé. Hladina IgA dosahuje maximalnich hodnot mezi 16. aZ 22. dnem od
priznak( (pfi prvni infekci) a také pretrvava dlouhodobé. Neutralizaéni protilatky jsou detekovatelné 7.
az 15. den od zacatku onemocnéni, postupné se zvysuje jejich koncentrace, ktera dosahne maxima 14.
az 22. den onemocnéni. Hladina neutralizacnich protilatek pozdéji mirné klesa, ale udrzuje se na
urcitych hodnotach specifickych pro daného pacienta po dlouhou dobu. Protilatky nevykazuji vyznamnou
zkrizenou reaktivitu a jsou specifické. Protektivita protilatek proti reinfekci byla prokazana také pomoci
nékolika studii u laboratornich zvirat.

Kromé protilatek se aktivuje také T bunécna imunita. k maximalni aktivaci T bunécné imunity dochazi
priblizné 10-20 dnl po nastupu priznakud (1). Aktivuji se jak cytotoxické Tc lymfocyty, tak pomocné Th
lymfocyty. Systematicky prehled 61 studii naznacil, ze zvysujici se zavaznost onemocnéni je spojena s
robustnéjsi T bunécnou odpovédi (5), pricemz u hospitalizovanych pacient( s vaznéjsim pribéhem
onemocnéni se v akutni fazi vyskytuje méné Tc lymfocyt( nez u osob s mirnéjsim pribéhem onemocnéni.
Pamétové Th i Tc buriky byly detekované i po 8 mésicich od infekce (6). Pro ovéreni pritomnosti
specifické imunity po infekci koronavirem pouZili Dan a kol. u pacient( po covid-19 pétici zakladnich
test(, které zahrnovaly stanoveni protilatek IgG a IgA proti spike proteinu, detekci pamétovych B
lymfocytd, pamétovych cytotoxickych Tc a pomocnych Th lymfocytl (6). Prakticky u vSech pacient( se
alespon jednim vysetfenim specificka imunitni odpovéd’ po 8 mésicich potvrdila, ale mezi pacienty byly
zjistény rozdilné kombinace nalez(.

Technicky a pro rutinni praxi nejjednoduss$im prikazem imunity stale zlstava stanoveni protilatek, které
se stalo bézné dostupnym testem provadénym v mnoha imunologickych a mikrobiologickych laboratorich.
Dokument MZCR “Strategie testovani onemocnéni COVID-19 pro sezénu respiracnich onemocnéni
2020/2021” popisuje za jakych situaci je vhodné protilatky stanovovat a kdy mohou byt hrazené ze
zdravotniho pojisténi (7). Mezi tyto situace patfi serologicka a epidemiologicka diagnostika u darcd
rekonvalescentni plazmy (indikuje infektolog nebo hematolog), dale stanoveni vnimavosti a ovéreni stavu
imunity u pacienta (indikuje imunolog nebo infektolog, ev. epidemiolog KHS v ohnisku nakazy) a také
diferencialni diagnostika covid nebo postcovid pneumonie (indikuji lékar akutni l0Zkové péce a vybranych
odbornosti - anesteziolog, internista, infektolog, pneumolog). (8). Zadné dal3i navrhované indikace zatim
pFijaty nebyly, i kdyz CSAKI a mikrobiologicka spolecnost pripravily novy navrh indikaci v dubnu 2021.
VysSetreni protilatek proti koronaviru z jinych divodd si nadale hradi pacient sam. Pro stanoveni
protilatek neni treba doporuceni od lékare. Maji o néj zajem zejména lidé po nemoci nebo po karanténé.



Virus neutralizaéni test se mize provadét jen v nékolika virologickych laboratorich. Je uréen zejména
pro potvrzeni hladiny neutralizacnich protilatek u potencialnich darct rekonvalescentni plasmy, pfipadné
pro potvrzeni pfitomnosti neutralizacnich protilatek u imunokompromitovanych pacientd.

Cil studie

Cilem studie bylo zjistit, jakou hladinu IgG protilatek mizeme povazovat za ochrannou, jak spolehlivym
prediktorem pritomnosti ochrannych protilatek je hladina IgG stanovena béznymi testy (ELISA, CLIA) a
jak dlouho protilatky v této ochranné hladiné pretrvavaji.

Metodika

Pouzili jsme vysledky rutinnich vysetreni hladiny protilatek a/nebo VNT u pacientd, které byly
vyexportované z informacnich laboratornich systému cCtyr laboratori (virologické laboratofe Zdravotniho
Gstavu v Ostravé, imunologické laboratore FN v Plzni, imunologické laboratore GENNET v Praze a
laboratofe Nemocnice Havli¢kav Brod).

Stanoveni virus neutraliza¢nich protilatek

Pritomnost neutralizacnich protilatek byla zjistovana na virologickém oddéleni Zdravotniho Ustavu v
Ostravé, které ma tuto metodu akreditovanou (9). Na 96-ti jamkové sterilni mikrotitracni desticce se
spolecné inkubuje suspenze Zivého viru SARS-CoV-2 s redénym sérem pacienta (v redéni od 1:10 do
1:2560). Jsou-li v séru pritomny neutralizacni protilatky proti SARS-CoV-2, navazi se na specifické epitopy
proteinu S1 virové Castice, ¢imzZ zabrani jeho vazbé na bunécné receptory a vstupu do bunky. Po inkubaci
vira s protilatkami se prida suspenze bunék opicich ledvin a vzorky se 3 dny kultivuji. Po ukonéeni
inkubace se do vsech jamek prida neutralni Cerven, ktera obarvi Zivé bunky, zatimco usmrcené bunky
zUstanou neobarvené. To umozni makroskopické odecteni reakce - jsou-li buriky v jamce obarvené, tedy
zivé, pak byly v séru pritomné neutralizacni protilatky, které ochranily bunky pred virovou infekci.
Vysledek se uvadi jako neutralizacni titr, ktery je prevracenou hodnotou nejvyssiho redéni séra, jez
ochrani pred infekci minimalné 50 % bunék v prislusné jamce. Titr 10 je povaZovan za hranicni, titr 20 a
vySe za ochranny (10), titr 80 a vice znamena vysokou koncentraci ochrannych protilatek a moznost
pouzit plazmu jako rekonvalescentni (9).

Stanoveni protilatek proti koronaviru

Protilatky proti koronaviru byly vysetfené metodou ELISA Euroimmun Anti SARS-CoV-2 (S1) IgG. Hodnoty
udavaji pomér optické denzity vzorku a optické denzity kalibratoru, ktery obsahuje hrani¢ni mnozstvi
protilatek. Hodnoty pod 0,8 jsou povaZovany za negativni, hodnoty nad 1,1 za pozitivni. Podle vysledkd
nezavislych test FDA je specificita vySetfeni 100 % a senzitivita 90 % (11). Tato metoda byla pouzita v
Praze, Ostravé a Havlickové Brodé. V Plzni byl vysetren celkovy imunoglobulin proti N proteinu
chemiluminiscenc¢né metodou ROCHE (Basel, Switzerland). V této metodé jsou za pozitivni povazovany
hodnoty nad 1 (COI, cut-off index). Podle vysledk( nezavislych testl FDA je specificita vysetreni 99,8 % a
senzitivita 100 % (11).

Vysledky

Koreluji protilatky IgG stanovené metodou ELISA s vysledkem VNT? Vysledky
ostravské laboratore.

Data z ostravské laboratore jsme vyuzili k ovéreni korelace mezi hladinou 1gG a vysledkem VNT. Na Obr. 1
je zobrazeno zastoupeni pacientd s negativnim ¢&i pozitivnim vysledkem VNT ve skupinach rozdélenych
podle hodnot koncentrace protilatek vysetrenych metodou ELISA. Zjistili jsme, Ze mezi 1869 pacienty s



pozitivnim vysledkem hladiny IgG protilatek (hladina 1,1 a vice, dale oznaceni jako IgG pozitivni) mélo
negativni VNT (tedy VNT=0) pouze 8 osob. Tedy 99,6 % IgG pozitivnich osob mélo neutralizacni protilatky.

Naopak z 1052 osob bez IgG protilatek mélo pozitivni VNT (VNT>=20) 166 osob, tedy 15,8 % sér bez 1gG
protilatek mélo presto schopnost neutralizovat koronavirus. To znamena, ze v téchto sérech nebyly
protilatky proti s proteinu, ale jiné typy ochrannych protilatek, které blokovaly virus a branily rozvoji
infekce, nebo byly pritomny protilatky jinych trid (IgM, IgA).

Pro nazornost uvadime i konkrétni poCty vysetfenych osob v Tab. 2. Kategorizace u hladiny protilatek je
uvedena podle hodnot OR ratio. Na zakladé téchto dat je mozné zjistit dalSi podminéné
pravdépodobnosti. Napriklad mizeme spocitat, Ze pacient s hladinou IgG > 4 ma pravdépodobnost 97,6
%, ze bude mit ve VNT titr 80 a vice, a tedy bude vhodny jako darce rekonvalescentni plasmy. Z dat ZU
Ostrava tedy plyne, Ze hladina cirkulujicich I1gG protilatek je velmi dobrym prediktorem vysledku VNT.
Osoby s pozitivnim vysledkem méreni IgG protilatek (hladina 1,1 a vy$e) maji témér jisté ochranné
protilatky.

Koreluji jednotlivé metody vysetreni protilatek mezi sebou? Vysledky plzenské
laboratore.

Podobnym zplsobem jako vy$e mizeme ovérit spolehlivost jinych metod vySetfeni protilatek pro predikci
vysledku VNT. V praci plzeriské laboratore Simanek a kol. (7) porovnavali vysledky vysetfeni protilatek
pomoci metod stanovujicich I1gG proti s proteinu (Euroimmun, Diasorin, Beckman), stanovenim IgG proti
N proteinu (Abbott) nebo stanovenim celkovych protilatek proti N proteinu (Roche). u véech pacientd byl
proveden VNT v ostravské laboratori. V uvedené publikaci jsou spocitany hodnoty protilatek pro titry 80
a 160, tedy pro potrebu ovéreni vhodnosti potencialnich darct rekonvalescentni plasmy. Ze stejnych dat
jsme nyni spocitali ,,protektivitu®, tedy zjistili jsme pravdépodobnost, Ze pacient bude mit pozitivni VNT
(tedy VNT>=20), pokud bude mit pozitivni vysledek testu v dané metodé. Vysledky jsou uvedené v Tab. 3.
i z tohoto mensiho souboru pacientu lze udélat pomérné jasny zavér - prikaz specifickych protilatek
jakoukoliv metodou je velmi dobrym prediktorem vysledku VNT. Osoby s pozitivnim vysledkem u
jakékoliv testované metody maji témér jisté ochranné protilatky.

Jak dlouho pretrvavaji protilatky po nakaze koronavirem? Vysledky prazské
laboratore.

Vyse jsme ukazali, Ze uvedené metody stanovujici cirkulujici IgG protilatky, jsou velmi spolehlivym
prediktorem pritomnosti ochrannych protilatek. Druhou vyznamnou otazkou je, jak dlouho se vyskytuji v
séru protilatky po nakaze koronavirem. Vysledky opakovanych vysetreni protilatek pochazeji z laboratori
v Praze a Plzni. Datum PCR testu jsme u pacientu zjistovali pomoci dotaznikl. Obr. 2 zachycuje hladiny
IgG protilatek z prazské laboratore. Hladina protilatek u PCR pozitivnich pacientl s casem klesa, pokles
vSak neni statisticky vyznamny. Bodovy odhad smérnice regresni primky je 2x10* za den, coz by
odpovidalo poklesu z hodnoty 10 na hodnotu 1 az za 10 let. Lze tedy konstatovat, Ze tento soubor
pacient( ukazuje, Ze hladina IgG je velmi stabilni.

Dlouhodoby vyskyt protilatek u pacientl z plzenské laboratore

Lépe je stabilita protilatek vidét v souborech dat z opakovanych vysetreni. Obr. 3 zachycuje hladiny
protilatek u 100 osob vySetrenych v laboratori v Plzni. Jednalo se o nehospitalizované pacienty se
stredné tézkym pribéhem onemocnéni COVID-19, s jasnymi klinickymi priznaky a pozitivnim PCR testem.
Protilatky byly stanoveny v intervalech s ohledem na predpokladanou kinetiku protilatek zjisténou z
literatury. Vétsinou se vysetreni provedlo po 4, 6, pripadné 10 mésicich od PCR vysetreni. Ke zhodnoceni
byly u pacientd k dispozici dva, nékdy i tri nabéry. Je zfejmé, Ze po pocatecnim narGstu hladiny
protilatek u vétsiny osob ve sledovaném obdobi klesaly, ale tento pokles nebyl dramaticky a i témér po
roce od infekce byly vysledky vysetfeni hladiny protilatek stale pozitivni. Dekadicky logaritmus hladiny
protilatek (Roche, celkové protilatky) klesal rychlosti 2.8x10 * za den, coz znamena, ze o hodnotu 1



(tedy napriklad z hodnoty 100 na hodnotu 10, resp. Z hodnoty 10 na hodnotu 1) klesne logaritmus
priblizné za rok. Pouze u jednoho pacienta ze sledované skupiny obdobi klesly hodnoty do pasma
negativity.

Dlouhodoby vyskyt protilatek u pacientd z havlickobrodské laboratore

V laboratofi v Havlickové Brodé byl opakované v pribéhu loriského roku vysetrovan soubor pacientl z
Domova se zvla$tni pééi v Bievnici. Vysledky této studie byly jiz publikovany v Casopise lékar( ¢eskych
(12). Hladinu protilatek jsme sledovali po celé obdobi u 18 seniort, ktefi méli vSichni positivni PCR test v
breznu 2020. V domové byla poprvé zjisténa pozitivita dne 18.3.2020 a postupné pribyvali az do
30.3.2020 dalsi pacienti. Protilatky byly stanovené celkem pétkrat béhem 10 mésict nékolika rdznymi
metodami. Dvakrat byl proveden VNT test v Ostravé (v zari a listopadu). V Grafu 4 uvadime hodnoty
vySetreni IgG metodou ELISA Euroimmun. Vysledky jednoho pacienta jsou v grafu propojené carou,
pricemz jeji barva odpovida mnozstvi neutralizacnich protilatek detekovanych v listopadovém séru (tedy
asi 8 mésicu po infekci). u 15 senior( se hladina protilatek pohybovala v pasmu pozitivity po celé
sledované obdobi. u tfi senior( k tvorbé protilatek nedoslo vibec. Hladiny IgG protilatek jsou
konsistentni s VNT - vSichni tfi seniofi, u nichz k tvorbé protilatek nedoslo, byli VNT negativni. Od jara
2020 do léta 2020 je patrny pokles hladiny protilatek u vétsiny osob. Ale v zari 2020 doslo k opétovnému
nardstu. MiZeme pouze spekulovat, pro¢ k nému doslo. Tou dobou jiZ stoupala incidence infekce ve
spolecnosti a také v domové se vyskytl jeden pripad nemocného osetrujiciho personalu. Posledni
stanoveni protilatek bylo provedeno pred ockovanim, které probéhlo v lednu 2021. Nikdo ze seniort
nebyl ve sledovanych 10 mésicich opakované nemocny, i kdyZ byl zaznamenan vyskyt infekce u personalu
v zari a v lednu.

Diskuse

Onemocnéni COVID-19 je respiracni onemocnéni, které miize mit rdzné zavazny prabéh od
bezpriznakového az po fatalni. Nejzavaznéji jsou postizeny nejstarsi vékové skupiny, osoby se zavaznymi
komorbiditami a/nebo obezitou. Celkova smrtnost je uvadéna jako 0,1-0,15 % (13), prestoze pavodni
odhady hovorily o vyrazné vyssi mortalité (0,5-2,8 %) (14). Mnoho nedorozumeéni v Ceské literature bylo
zplsobeno zaménovanim celkové smrtnosti (Infection Fatality Rate, IFR) a smrtnosti odhalenych pripadu
(Case Fatality Rate, CFR), ktera je nasobné vyssi a podstatné zavisi na strategii testovani.

Jak dlouho budou lidé, kteri infekci SARS-CoV-2 prodélali, imunni, je otazka, na kterou zatim neumime
jednoznacné odpovédét. Pivodné se vychazelo z vysledk zjisténych u lidi, kteri prodélali onemocnéni
po infekci sezonnimi koronaviry. Infekce pribuznymi sezonnimi koronaviry (HCoV-NL63, HCoV-229E,
HCoV-0C43 and HCoV-HKU1) byva velmi Casto asymptomaticka nebo miva lehci klinicky pribéh. Hladinu
protilatek a vyskyt reinfekci sledovali napr. Edridge a kol (ale u skupiny pacientd s HIV, tedy
imunokompromitovanych) a zjistili, Ze k reinfekcim dochazi zpravidla aZ po roce, jen ve vzacnych
pripadech po 6 mésicich (15). Také v pripadé SARS-CoV-2 se predpokladala priblizné stejné dlouha
imunita a odolnost vudi reinfekci (1).

Na specifické imunité vaci koronavirdm se podileji jak pamétové T lymfocyty, tak pamétové B lymfocyty
(5,6). NapF. Dan a kol. potvrdili produkci neutralizacnich protilatek 1gG proti s a RBD antigenu u pacient(
po 8 mésicich od infekce (6). Jak vysvétluji zajisténi dlouhodobé produkce protilatek? Pamétové B
lymfocyty se objevuji priblizné 14 dni po zacatku onemocnéni a jejich pocet v pribéhu prvnich tfi mésica
stoupa. Vétsinou jde o pamét'ové B lymfocyty produkujici IgG protilatky proti RBD a S proteinu, ale
dlouhodobé detekovatelné byly i pamétové B lymfocyty produkujici IgA protilatky. Folikularni pomocné
Th lymfocyty, které jsou klicové pro aktivaci pamétovych B lymfocytl, se také vyskytovaly v pomérné
vysokém poctu po celé sledované obdobi. Tc bunky byly naopak detekovany ve vyssim poctu v prvnich
mésicich po infekci, ale pozdéji jejich pocet klesal. Autori zjistili, ze pacienti s vyznamné tézsim
pribéhem onemocnéni méli vysoké hladiny protilatek a vyssi pocet Th a B lymfocyt( nez pacienti s
mirnou formou onemocnéni. u osob s téz$im onemocnénim vsak bylo vyznamné méné Tc lymfocytd.



Autori studie v zavéru uvadéji, ze produkce protilatek je zcela individualni a velmi se lisi v zastoupeni
Th, Tc a B lymfocytd.

V posledni zpravé ECDC, ktera hodnotila nékolik dlouhodobych studii, se uvadi, Ze predchozi infekce
SARS-CoV-2 chrani 81-100 % pacientd po dobu péti az sedmi mésict od prodélané infekce (1), ale jiZ nyni
je zrejmé, ze se tento interval bude prodluzovat. Vyskyt protilatek po 12 mésicich publikoval napr. Wang
a kol. (16). Princip dlouhodobé humoralni imunity vysvétluje také prace Turner a kol. publikovana v
Casopise Nature (17). Zatimco v prvnich mésicich produkuji protilatky kratce zijici plazmoblasty,
produkci v pozdéjsim obdobi zajistuji dlouhodobé Zijici plazmatické bunky, které jsou detekovatelné v
kostni dreni (tzv. bone marrow plasma cells, BMWPC). Autori zjistili u 15 z 19 pacientl specifické BMPC
produkujici 1gG proti SARS-CoV-2 po 7 mésicich a u 5 pacient( jesté test zopakovali po 11 mésicich od
infekce se stejnym vysledkem. Spektrum protilatek se v Case ménilo, tvorily se protilatky s jinou
strukturou vazebného mista v disledku genetickych mutaci. Geneticka informace pro vazebné misto
protilatek se totiz modifikuje tzv. hypermutacemi. Takto vznikaji rdzné varianty protilatek a selektuji se
takové bunécné klony, které tvori nejkvalitnéjsi neutralizacni protilatky.

Nase vysledky jsou v souladu s publikovanymi zjisténimi. V naSich souborech opakované testovanych osob
jsme potvrdili vyskyt protilatek jak u osob z lofiské jarni viny (tedy po 10-12 mésicich), tak hlavné u
velkého poctu osob z lonské podzimni viny (tedy po 6 az 8 mésicich po infekci). Pokud se pacient
nesetkal v prabéhu roku opakované s antigenem, protilatky u néj zpocatku zvolna klesaly, ale udrzovaly
se v pasmu pozitivity. V pripadé aktivace imunitniho systému opakovanym kontaktem s antigenem
dochazelo k narustu protilatek. To je nejlépe vidét v narlstu protilatek v zari a v lednu v brevnickém
souboru (Obr. 4).

Velka diskuse se vede o tom, jaka je protektivita protilatek. Problém je uz v samotné definici tohoto
terminu, protoZe nevime presné, co by mél znamenat. Pomérné exaktni moznosti ovéreni odolnosti vici
infekci je (v souladu se stanoviskem ECDC), ovéreni pritomnosti neutralizacnich protilatek pomoci VNT
(1). Pokud je VNT pozitivni, pak je dotycny jedinec chranén. Jelikoz se imunita ,,nezapomina“, ale spise
zlepsuje, pak by logicky mélo takové vysetreni provést jednou, pripadné se zopakuje s ¢asovym
odstupem. Ma-li nékdo opakované pozitivni vysledek VNT, mizeme takového pacienta povazovat v
dlouhodobém meéritku priblizné jednoho roku za imunniho. Jelikoz VNT neni dostupny vsem pacienttm,
je mozné pouzivat ke stanoveni protilatek standardni laboratorni testy (viz napf. Tabulka 3). DaleZitym
zjisténim této studie je, ze pozitivita testu na IgG (jakoukoliv metodou v Tabulce 3) je prakticky
dokonalym indikatorem pozitivity VNT prokazujicim pritomnost neutralizacnich, tedy protektivnich
protilatek..Zda po opakovaném styku s infekci lidé s neutralizacnimi protilatkami jiz neonemocni nebo
onemocni jen lehce, zavisi na mnoha faktorech. Klicové ale je, Ze tito lidé jiz nejsou imunologicky
naivni. Tedy SARS-CoV-2 pro né nepredstavuje vyznamné nebezpeci. Napr. Lumley a kol. (18) sledovali od
dubna do listopadu 2020 zdravotniky v oxfordské nemocnici, kterym byly na zacatku studie stanoveny IgG
protilatky proti koronaviru a sledovala se odolnost lidi s protilatkami ve srovnani s lidmi bez protilatek
(1265 osob s protilatkami versus 12,5 tisice osob bez protilatek). V pribéhu studie, ktera trvala 31 tydnd,
byl opakované monitorovan vyskyt infekci pomoci PCR. Mezi osobami s protilatkami byly béhem studie
odhaleny pouze tri PCR pozitivni osoby, z nichz jedna méla mirny prabéh reinfekce a dvé zcela
asymptomaticky. Mezi osobami bez protilatek bylo zjisténo 223 pozitivnich osob. Zavér studie byl, ze
vyskyt protilatek chrani pred reinfekci po dobu 6 mésicu. Jinymi slovy ¢lovék, ktery ma protilatky, je
odolny vudi ndkaze, a proto ani nemusi byt v karanténé, pokud se setkal s infikovanou osobou.

V dalsi publikacii Abu-Raddat a kol. (19) z Kataru sledovali vyskyt infekce u 43 tisic lidi s pozitivnimi
protilatkami a u témér 150 tisic lidi bez protilatek po dobu 35 tydnu. Zatimco mezi osobami s
protilatkami byla incidence koronavirové infekce <1 na 10 000 osobo/dni, u skupiny bez protilatek to
bylo 14 na 10 000 osobo/dni. U&innost prodélani infekce na vyskyt reinfekce byla 95 % a ani po 7
mésicich nebylo zjisténo vyvanuti imunity. Také zde prevaZoval asymptomaticky prabéh nebo jen mirné
klinické symptomy u osob s opakovanou infekci. Podle doporuceni CDC nemusi bezpriznakovy clovék do
karantény, pokud ma protilatky, resp. pokud neuplynuly od provedeni vysetreni protilatek vice nez 3
mésice (20). Tedy v USA je clovék s protilatkami uznan za imunniho.



Podivame-li se na data o opakovanych infekcich v CR u lidi, ktefi méli v minulosti COVID-19, tak od 1. 3.
2020 do 31. 5. 2021 mélo infekci 1,65 milionu lidi a opakované bylo symptomatickych a PCR pozitivnich
1982 lidi (21). u dalsich 959 osob probihalo ovéreni. Za reinfekci se povazuje opakovana symptomaticka
infekce po 60 dnech. Median u nahlasenych pripadi reinfekce byl 132 dni (61-401 dni). k tomu bylo
nahlaseno 3070 pripad( moznych reinfekci COVID-19, u kterych alespon jedna z epizod onemocnéni
probéhla asymptomaticky. Frekvence reinfekci je méné nez 0,5 %. Pfesto MZCR doporucuje osoby po
infekci ockovat. Problém je v tom, Ze toto doporuceni nikterak nezohlednuje mozna rizika, které ma
ockovani osob s postinfekcni imunitou. Osoby, které se jesté s infekci nesetkaly, maji reakci na ockovani
zpravidla mirnéjsi. Osoby s imunitou po prodélané nemoci mohou reagovat vyssim vyskytem nezadoucich
Gcinkd a zdravotnich komplikaci. V klinické studii Krammer a kol., ve které se porovnavaly protilatky a
nezadouci zdravotni G¢inky u vakcinovanych osob, bylo zjisténo, Ze nezadouci ucinky po ockovani mélo
46 % lidi, kteri infekci neprodélali, ale 89 % lidi, kteri COVID-19 prodélali (22). Po prvni davce vakciny
dochazelo u lidi po infekci k vyraznému navyseni hladiny protilatek, po druhé davce vakciny jiz k dalSimu
nardstu nedoslo. Autofi publikace proto doporuéuji pouze jednu ,,boostovaci® davku ockovani misto
protilatek a o¢kovani u nich vedlo k jejich navyseni (16). Tedy i s delsim odstupem (12 mésic() od
prodélané infekce je mozné v pripadé potreby stimulovat imunitni systém vakcinou, neni nutné na
vakcinaci spéchat.

Poslednim spornym bodem je, zda protilatky ziskané po infekci jednim typem koronaviru budou Gc¢inné i
proti jinym mutovanym variantam. Na ostravském pracovisti jsme potvrdili, Zze osoby po prodélani
infekce plvodnim divokym kmenem viru i britskou variantou alfa tvori neutralizacni protilatky také proti
variantam beta (jihoafricka) a delta (indicka), pricemz dosazeny titr VNT byl u nékterych vzorki nizsi 2
az 8 krat, ale u jinych vzorkud byl bez poklesu. Vyraznéjsi poklesy titru VNT jsou pozorovany proti
varianté beta, zatimco proti varianté delta titr klesal méné a jen u nékterych vzorkd. i pres nizsi hodnoty
si vSechny vzorky se vSemi variantami viru zachovaly pozitivni vysledek VNT. Podobné vysledky uvadi také
Dupont a kol., ktefi potvrdili, Ze neutralizacni protilatky jsou G¢inné u rdznych virovych mutaci (23).
Pokud imunita po ockovani funguje proti riznym mutacim, neni logicky zadny ddvod, pro¢ by neméla
fungovat imunita po prodélané infekci.

Podle odborniki z klinické skupiny MZCR neni stanovena zadna hranice, od které protilatky poskytuji
ochranu pred infekci (24). Z naSich dat ovSem plyne, Ze pozitivita na IgG protilatky je lepsim indikatorem
pritomnosti neutralizacnich protilatek, nez je pozitivita PCR testu indikatorem pritomnosti zivého viru na
sliznici (25).

Mezi odbornymi spolecnostmi a MZCR jsou pomérné velké nazorové rozdily v otazce ockovani. MZCR
podporena Vakcinologickou spolecnosti doporucuji vakcinaci celé dospélé populace véetné déti od 12 let
a téhotnych Zen (26, 27). Naopak v doporuceni CSAKI je ockovani téhotnych Zen uvedeno jako mozné jen
v odlvodnénych pripadech (28). Nejvice diskutované je doporuceni MZCR ockovat osoby po prodélaném
COVID-19 bezprostredné po karanténé, které sice v médiich podpofrili nékteri ¢lenové vakcinologické
spolecnosti, ale neni uvedeno v jejich doporuceni na strankach spolecnosti(27). Ockovani po karanténé
je soucasti pouze doporuceni MeSES (30) a bylo navrzeno MZCR. Tento pristup popira principy antivirové
imunity, které pouzivame mnoho desetileti pri fFeSeni epidemii zpGsobenych jinymi respirac¢nimi viry,
jelikoz stimulace imunity vakcinou probiha bezprostredné po prodélané infekci, tedy v dobé, kdy se
specificka imunita teprve vyviji a kdy prilisna aktivace imunitniho systému muzZe byt pro organismus
nebezpecna. Naopak v doporuceni CSAKI se navrhuje ockovat aZ se 6ti mési¢nim odstupem, idealné
jednou davkou, ktera staci pro navozeni vyssi tvorby protilatek. Imunologové ve svém doporuceni
navrhuji situace, kdy ma smysl kontrolovat hladinu protilatek pred ockovanim (28). k tomuto stanovisku
se pripojila i Spolecnost pro lékarskou mikrobiologii (31).

Zaver

Stanoveni protilatek proti koronaviru je spolehlivou metodou prokazujici prodélanou infekci SARS-CoV-2.
Protilatky se vyskytuji v krvi po velmi dlouhou dobu (miniméalné 10 mésicu) a jsou schopné nas ochranit
pri opakovaném kontaktu s infekci natolik, ze pripadna (a velmi vzacna) reinfekce bude mit ve vétsiné



pripadd mirny pribéh nebo probéhne asymptomaticky. VyuZiti béZné dostupnych metod pro diagnostiku
protilatek zcela spolehlivé predikuje vysledky virus neutralizacniho testu, ktery je dle ECDC zlatym
standardem stanoveni imunity. Domnivame se, Ze na zakladé stale vétsiho poctu dikazu je tfeba
akceptovat, Ze prirozené navozena imunita po prodélané infekci zajistuje dlouhodobou ochranu a lidé po
infekci maji stejné vyznamny podil na zajisténi kolektivni imunity jako lidé ockovani.
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Seznam zkratek

ACE2

angiotensin konvertujici enzym 2

BMPC
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bone marrow plasma cells

CcDC

Centers for Disease Control and Prevention

CFR

case fatality rate

CLIA

chemiluminescent immunoassay

DNA

deoxyribonucleic acid

ECDC

European Centre for Disease Prevention and Control

ELISA

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FDA

Food and Drug Administration

HCoV-229E

human coronavirus 229E

HCoV-HKU1

human coronavirus HKU1

HCoV-NL63

human coronavirus NL63

HCoV-0C43

human coronavirus 0C43

HIV

human immunodeficiency virus

IFR



infection fatality rate

IgA

imunoglobulin A

IgG

imunoglobulin G

IgM

imunoglobulin M

nucleocapsid protein

OR ratio

mira asociace mezi expozici a vysledkem

PCR

Polymerase Chain Reaction

RBD

receptor-binding domain

spike protein

S1

spike protein podjednotka

SARS-CoV-2

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2

Tc lymfocyty

cytotoxické lymfocyty

Tab. 1: Prehled pacient( a metod v jednotlivych centrech



Pocet
vysetrenych

Typ
pacientt

Vék

Muzt / Zen

Pouzité

Praha

407

Zdravotnici,

rodinni
prislusnici,

pacienti
imunologie

3-81

125/282

IgG (S1) ELISA

2813

Ostrava

Potencialni darci plazmy,

pacienti po covid-19,
zdravotnici

NaN*

NaN*

IgG (S1) ELISA Euroimmun,

Havli¢kav Brod

18

Gerontologicti

pacienti po covid-19

71-93

3/15

IgG (S1) ELISA

Plzen

150

Pacienti po
covid-19,
zdravotnici

4-73

55795

Vice metod,

Euroimmun Euroimmun

metody

VNT test viz Tabulka 3

* idaj neni k dispozici, osobni (daje pacientl byly kddovany Cislem.
Tab. 2: Korelace vysledku VNT a hladiny IgG protilatek. Ostravska laborator.

Na kazdém radku jsou pacienti s danym mnozstvim protilatek (uvedeném v prvnim sloupci). V kazdém
sloupci jsou pacienti s danym vysledkem VNT (uvedeném v prvnim fadku) Cisla v tabulce odpovidaji
poctu vySetfenych sér s timto vysledkem. Mala ¢ast pacientd méla vice odbérd v ¢asovém odstupu
vysetfeno bylo 3044 vzorkd od 2813 pacientd.

IGG/VNT 0 10 20 40 80 160 320 640 1280 2560
852 34 72 61 20 11 2 0 0 0
8 8 28 1 28 6 4 0 0 0
7 2 42 140 123 42 11 3 0 0
1 0 18 85 128 90 30 3 2 0
0 0 3 39 98 97 47 7 3 0
0 0 1 9 61 88 60 11 2 4
0 1 1 4 22 76 56 30 11 2




Tab. 3: Stanoveni pravdépodobnosti vyskytu neutralizacnich protilatek u pacienti s protilatkami
stanovenymi metodami CLIA a ELISA. Plzeriska laborator.

Posledni sloupec obsahuje odhad podminéné pravdépodobnosti, Ze pacient s pozitivnim vysledkem
daného testu protilatek (test+) bude mit pozitivni vysledek VNT (VNT+).

Metoda Typ Typ Hranice Jednotky P(VNT+ |

protilatek vysetreni pozitivity test+)

CLIA

Abbott IgG anti-NP Index pozitivity (S/CO) 1.00

Diasorin IgG anti-S1/S2  CLIA >15 Arbitrarni jednotky 1.00
(AU/mL)
Celkovy Ig CLIA >1,0 Cut-off Index (COI) 0.99
anti-NP
Beckman IgG anti-S1 CLIA >1,0 Index pozitivity (S/CO) 1.00
Coulter RBD
Euroimmun IgG anti-S1 ELISA >1,1 OD ratio (S/CO) 1.00

Obr. 1: Rozdéleni vysledkd VNT v jednotlivych skupinach pacientli s danym mnozZstvim protilatek.
Ostravska laborator.

Kazdy sloupec predstavuje pacienty s danym mnozstvim protilatek. Vysledky VNT jsou barevné kddovany
od negativni (tmavé modra) po silné pozitivni (tmavé cervena).



Proporce pacientd s danym VNT
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Obr. 2: Hladiny protilatek IgG proti koronaviru v zavislosti na dobé uplynulé od data PCR testu.
Prazska laborator.

Zobrazena je hladina protilatek u osob, které nebyly ockované. Na ose y jsou vynesené hodnoty
dekadického logaritmu OD ratio (pomér optické density vzorku a kalibratoru) zvysené o jednicku.

Zobrazené jsou hranice negativity (OD ratio = 0,8) a pozitivity (OD ratio = 1,1)

Dekadicky logaritmus 1+IgG

Obr. 3: Dlouhodoby vyskyt protilatek proti koronaviru. Plzeriska laborator.
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Vysetreni celkovych protilatek proti koronaviru metodou Roche. Pro vétsi prehlednost jsou rdzné typy
prabéhl barevné odliSeny - narGst je znacen zelené, pokles ¢ervené a nemonotonni pribéh modre. Na
ose y jsou uvedeny hodnoty COI (cut-off index).

100 .- ®

T
5 4 .
é o - o e
- L ]
2 2
gﬂ)
5 2 ¢
o
3
=
8
2 ] Eartlst S -
E ® jiné . — "
= . ® pokles N .

L] . =

Hranice pozitivity / .
| 1 I L =
0 2 4 6 8 10 12

Pocet mésicl od pozitivniho PCR testu

Obr. 4: Opakované vysetreni hladiny protilatek u seniord z Brevnice.

Stanoveni IgG protilatek anti S1 antigenu metodou ELISA Euroimmun. Kazda ¢ara odpovida pribéhu
hladiny protilatek u jednoho pacienta. Carkované hranice pozitivity. Na ose y jsou uvedeny hodnoty OD
ratio.
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