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Jak anti-SARS-CoV-2 IgG a IgM predikuji
titr virus neutralizacnich protilatek u darct
rekonvalescentni plazmy proti onemocnéni

COVID-19?

How do anti-SARS-CoV-2 IgG and IgM predict the titre
of virus-neutralizing antibodies in donors of convalescent plasma
against COVID-19 disease?
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SOUHRN: Rekonvalescentni plazma byla jednou z Iécebnych modalit u pacientli s tézkym ¢i stfedné tézkym pribéhem nového akutniho
respira¢niho onemocnéni COVID-19. Zakladni podminkou pro jeji podani je dostatecny titr virus neutraliza¢nich protilatek >160. Cilem
predklddané studie je analyza dat darcli rekonvalescentni anti-covid plazmy Transfuzniho oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc, konkrétné
porovnani korelace sérologickych vysetieni protilatek anti-SARS-CoV-2 s vysledky virus neutralizacniho testu.

KLICOVA SLOVA: anti-SARS-CoV-2 — COVID-19 - rekonvalescentni plazma - VNT

SUMMARY: Convalescent plasma was one of the treatment modalities in patients with severe or moderate course of the new acute respiratory
disease COVID-19. The basic condition for its administration is a sufficient virus neutralizing antibody titre >160. The aim of the present study is
the analysis of the data of convalescent anti-covid plasma donors of the Transfusion Department of the Olomouc University Hospital, specifically
to compare the correlation of serological tests of anti-SARS-CoV-2 antibodies with the virus neutralization test.
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UvVOoD

Infekce novym typem koronaviru SARS-
-CoV-2 vyvolava akutni respiracni one-
mocnéni. Klinicky prdbéh nemoci
oznacované jako COVID-19 (corona-
virus disease 2019) muze byt od in-
aparentniho az po zZivot ohrozujici [1].
Zejména pred zavedenim monoklo-
nalnich protildtek a specifickych antivi-
rotik do lé¢ebného postupu byla jako
jedna z terapeutickych alternativ pou-
zivana rekonvalescentni plazma (RP)
od darcd, ktefi onemocnéni COVID-19
prodélali.

Za hlavni aktivni slozku RP jsou po-
vazovany zejména virus neutraliza¢ni
protilatky anti-SARS-CoV-2. U kazdého
odbéru plazmy pro klinické pouziti se
stanovi titr téchto protilatek nebo je
pro toto vysetieni odebran archivni vzo-
rek. Dle aktudlniho mezioborového sta-
noviska Ceské spole¢nosti anestezio-
logie, resuscitace a intenzivni mediciny
(CSARIM) a Evropské komise (EK) pro
odbér a podani RP (s odvolanim na re-
levantni studie) je za Uc¢innou pova-
zovana hodnota titru neutraliza¢nich
protiladtek > 160 stanovena virus neut-

ralizacnim testem (VNT) [2,3]. Ziskana
RP mize byt podana pacientdm s pro-
kdzanym onemocnénim COVID-19 jako
profylaxe rozvoje zadvazného pribéhu,
a to do 3 dnu od vzniku klinickych pfi-
znakd [3] a soucasné pii negativnim vy-
sledku imunologického testu na stano-
veni IgG anti-SARS-CoV-2 protilatek [2].
Uskalim ziskavani RP je nabor vhod-
nych darct. Dle doporu¢eného postupu
muze byt darcem RP osoba, kterd pro-
délala onemocnéni COVID-19, pficemz
odbér je mozny nejdfive za 14 dni po
uzdraveni nebo ukonceni izolace [2].
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Pokyn EK dale uvadi, Zze darcem RP ne-
muze byt osoba, u niz byla imunitni od-
povéd navozena pouze ockovanim, ni-
koli prodélanim nemoci [3]. Darci museji
spliovat obecna kritéria pro odbér krve
a krevnich slozek tak, jak jsou stanovena
vyhlaskou ¢&. 143/2008 Sb., o stanoveni
blizsich pozadavkU pro zajisténi jakosti
a bezpeclnosti lidské krve a jejich slozek
ve znéni pozdéjsich predpist (vyhlaska
o krvi) [4]. Dérci RP byli zpravidla oslovo-
vani z fad vefejnosti, napt. prostrednic-
tvim webovych stranek danych praco-
vist. Titry protilatek se u pacientl zvysuji
postupné - jejich tvorba zacind zpravi-
dla kolem 2 tydn{ od zac¢atku onemoc-
néni a dosahuje maxima kolem 4. tydne.
Nasleduje pokles, kdy béhem 90 dni
dojde ke snizeni na polovinu maximal-
nich titr(i neutraliza¢nich protilatek [5,6].
Pravé obdobi s vysokymi titry protila-
tek je optimalni pro odbér RP. Darce je
mozno odebrat opakované, pocet od-
bérd je limitovan postupné klesajici neu-
traliza¢ni aktivitou darované plazmy.

Cilem predklddané studie je ana-
lyza dat darct, ktefi v obdobi 14 mé-
sicd darovali RP na Transfuznim od-
déleni Fakultni nemocnice Olomouc
(TO FNOL), konkrétné porovnani kore-
lace sérologickych vysetteni protilatek
anti-SARS-CoV-2 s VNT.

MATERIAL A METODIKA

V retrospektivni studii byla analyzovana
data darcl rekonvalescentni plazmy,
ktefi podstoupili na TO FNOL odbér RP
v obdobiod dubna 2020 do kvétna 2021,
kdy byl program odbéru RP ukoncen.

Vybér darco

Darce RP musel splhovat podminky dle
vyhlasky ¢. 143/2008 Sb. [4] a kritéria pro
snizené riziko akutniho poskozeni plic
zpUsobeného transfuzi (transfusion rela-
ted acute lung injury — TRALI) u pfijemce.
Vhodnym darcem je muz/Zena ve véku
18-55 let, s télesnou hmotnosti nejméné
60kg, ktery/a se dostavil/a ne dfive
nez 2 tydny po uzdraveni, ale ne poz-
déji nez 3 mésice od Uzdravy k odbéru.
S ohledem na TRALI je nutna negativni

transfuzni anamnéza a u zen déle ab-
sence predchozich téhotenstvi v¢. spon-
tannich abortl a umélého preruseni
téhotenstvi vanamnéze, pfipadné nega-
tivni vysledek vysetieni antileukocytar-
nich protilatek (rutinné se vsak u darct
neprovadi).

Potencidlni darce RP kontaktoval TO
FNOL vyplnénim elektronického dotaz-
niku na internetovych strankach pra-
covisté nebo telefonicky, dotaznik pak
s darcem vyplnil pracovnik TO, ktery
hovor pfijal. Dotaznik zahrnoval prio-
ritné otdzky smérujici ke zjisténi, zda je
zajemce vhodnym darcem RP, v¢. plazmy
se snizenim rizikem TRALI. Dale byl zjis-
tovan klinicky prdbéh onemocnéni
COVID-19, tedy datum pozitivniho vy-
sledku testu provedeného polymerézo-
vou fetézovou reakci (polymerase chain
reaction — PCR) a pfitomnost jednotli-
vych symptomd. U Zen dotaznik zahrno-
val otdzky na téhotenstvi. Dotaznik byl
v priibéhu obdobi aktualizovén, napf.
z ddvodu ménicich se podminek pro
uvolnéni z karantény (Uvodni pozadavek
na dva negativni PCR testy). Dotaznik
potencialniho darce RP byl nasledné po-
souzen lékafem TO, ktery proved| prvni
triaz a vyradil darce, ktefi nesplnovali kri-
téria pro darovani RP. Darci, které lékar
vyhodnotil jako potencidlné vhodné
k odbéru, byli pozvani na TO k prove-
deni plazmaferézy. V ramci jedné na-
vstévy TO dérce absolvoval kromé inter-
view s lékafem i odbéry krevniho vzorku
na prfedodbérové a poodbérové vyset-
feni darce krve (imunohematologické
vysSetfeni a vysetreni infek¢nich mar-
ker@), odbér vzorku na sérologické vy-
Setfeni titru anti-SARS-CoV-2 IgM a IgG,
pfi vyhovujicim vysledku i vy3etieni titru
virus neutralizac¢nich protilatek a plaz-
maferézu. Cely postup je prehledné uve-
den ve schématu 1.

Sérologicka vysetreni

Vysetfeni anti-SARS-CoV-2 IgM a 1gG
provadél Ustav mikrobiologie LF UP a FN
Olomouc testovymi soupravami LIAI-
SON’SARS-CoV-251/521gG (REF 311460)
a LIAISON® SARS-CoV-2 IgM (REF 311480)
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od firmy DiaSorin (Saluggia, Italie). Prin-
cipem testll je kvantitativni stanoveni
specifickych IgG (anti-S1 a anti-S2) a IgM
pomoci nepiimé chemiluminiscen¢ni
imunoanalyzy (CLIA). Vysetieni bylo
provedeno na analyzatoru LIAISON XL
(DiaSorin, Saluggia, Italie). Referencni
meze jsou stanoveny vyrobcem pro
anti-SARS-CoV-2 IgG < 12 AU/ml nega-
tivni, 12-15 AU/ml hrani¢ni, > 15 AU/ml
pozitivni; horni hranice méfitelnosti
(limit testu) je 400 AU/ml (v ptipadé,
ze bylo dosazeno této hodnoty, sku-
te¢né titry nebyly déle vysetfovany).
Pro anti-SARS-CoV-2 IgM jsou refe-
ren¢ni hodnoty dle vyrobce: < 1 (index)
negativni, = 1,1 (index) pozitivni. Virus
neutraliza¢ni testy byly provadény ve
Zdravotnim Ustavu se sidlem v Ost-
ravé (ZUOVA). Jedna se o biologicky
pokus s vyuzitim zivého viru a vnima-
vych bunék, jehoz principem je zachy-
ceni protilatek, které maji neutralizacni
(tedy ochranny) Gc¢inek bez ohledu na je-
jich tfidu. Vzhledem k vysoké pracnosti,
¢asové a finan¢ni narocnosti i zahlceni
laboratofe ZUOVA nebyly az na vyjimky
na VNT odesilany vzorky darct s negativ-
nim ¢i hrani¢nim vysledkem anti-SARS-
-CoV-2 IgG (tedy titrem < 15 AU/ml).
U titrd v rozmezi 15-30 AU/ml byly
zasilany prednostné vzorky s anti-
-SARS-CoV-2 IgM pozitivitou, pfi tit-
rech > 30 AU/ml pak jiz vSechny vzorky.
Dle metodiky VNT na ZUOVA jsou virus
neutraliza¢ni protilatky stanovovany
za pouziti fediciho panelu od 1: 10 az
1:2 560 [7]. Cut-off hodnotou pro pro-
pusténi RP byl titr 320 a vyssi.

Statisticka analyza

Ziskana data byla statisticky vyhodno-
cena pomoci pomoci softwaru SW IBM
SPSS Statistics verze 23 (IBM Corp., Ar-
monk, NY, USA). Pro porovnani skupin
v kvalitativnich parametrech byl pouzit
chi-kvadrat test. Zavislost mezi kvantita-
tivnimi parametry byla vzhledem k vy-
razné nenormalni distribuci posouzena
pomoci Spearmanovy korela¢ni analyzy.
Pro stanoveni optimdlni cut-off hod-
noty anti-SARS-CoV-2 IgG pro predikci
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hodnot titrd VNT byla vyuzita ROC (re-
ceiver operating characteristic) analyza.
Vsechny testy byly provadény na hladiné
statistické vyznamnosti p < 0,05.

VYSLEDKY

V retrospektivni analyze byla vyhodno-
cena data darcu, ktefi ve sledovaném
obdobi 14 mésicli od dubna 2020 do
kvétna 2021 odpovédéli na inzerat
a kontaktovali TO FNOL, a to bud' pro-
stfednictvim webového dotazniku, i
telefonicky. Studovana populace zahr-
novala celkem 1 640 osob, které se pfi-
hlasily a vyplnily dotaznik (online ¢i po
telefonu s pracovnikem TO). Po vyhod-
noceni lékafem bylo ze studie vyfra-
zeno 656 osob nespliujicich kritéria pro
darovani RP nebo podminky pro sni-
zeni rizika TRALI — nej¢astéji se jednalo
o graviditu, akutné probihajici onemoc-
néni, dlouhy interval od onemocnéni
COVID-19, nepotvrzeni diagnézy COVID-
19 vysetfenim PCR (pacienti méli pouze
klinické pfiznaky), nevyhovujici vék ¢i
mocnéni kontraindikujiciho darcovstvi
krve ¢i nevhodnost aferetického odbéru
RP. Cast zajemc(i poskytla nedplné ana-
mnestické Udaje a o jejich darcovstvibylo
dodatecné rozhodnuto az po doplnéni
dat, ev. po dolozZeni lékarskych zprav.
Kritéria darcovstvi na zékladé dotaz-
niku nakonec takto splnilo 984 zajemcu,
z nichz se 743 dostavilo k odbéru na TO
FNOL. Po pohovoru s Iékafem bylo vyfa-
zeno dalsich 142 darca. Vysledkem bylo
620 darct,ztoho 92,3 % muztda 7,7 % zen
(tab. 1).

Sérologické vysetieni

Od vybranych 620 darct bylo zis-
kano celkem 962 aferetickych odbéra.
U vsech odbéra byly vysetieny IgM a IgG
protilatky. Primérné namérené titry
anti-SARS-Cov-2 1gG byly 69,8 AU/ml
(SD 62,3; min. = 0, max. = 400; median
56,5). Hodnoty méfitelnosti (400 AU/ml)
doséhlo 8 darct (1,3 %) - skutecné titry
zde nebyly dovysetfeny. Anti-SARS-
-CoV-2 IgM byly pozitivni u poloviny od-
bérd (498; 50,1 %). Vysledky titrd VNT

splnili kritéria
(klinicky pribéh onemocnéni
a obecna kritéria darcovstvi)

dostavili se na odbér na Transfuzni
oddéleni

odbér rekonvalescentni plazmy
— byl kontraindikovéan — darce
byl preveden na bézny odbér

absolvovali afereticky odbér
a sérologické vysetreni

odpovédéli na inzerat

nesplnili kritéria
(vylouceni lékafem na zakladé
informaci v dotazniku)

— byli trvale vyfazeni

nesplnili kritéria pro darcovstvi
RP, ale po prezkoumani
zdravotniho stavu bylo
o darcovstvi rozhodnuto

nesplnili kritéria pro
dércovstvi RP

Schéma 1. Nabor darci rekonvalescentni plazmy na TO FNOL.

RP - rekonvalescentni plazma

Tab. 1. Uéastnici studie a provedené odbéry plazmy.

Skupina pocet
Darci odpovédéli na inzerat 1640
nesplnili kritéria darovani 656
byli trvale vyrazeni 297
nesplnili kritéria, ale po prezkoumani zdravotniho stavu byli 198
pripusténi k darcovstvi
nesplnili kritéria 161
splnili kritéria darovani 984
dostavili se na odbér 763
odbér byl kontraindikovan (bézny odbér) 143
odbér byl proveden 620
Odbéry  byly provedeny odbéry 962
hodnoty IgG byly nedostatecné (neproveden VNT) 126
hodnoty IgG byly dostate¢né (proveden VNT) 836
titry virus neutralizacnich protilatek byly dostate¢né 546
titry virus neutraliza¢nich protildtek nebyly dostate¢né 290

19G - imunoglobulin G; VTN - virus neutraliza¢ni test

byly dostupné u 836 vzork( - k vyfazeni
vzorku dochazelo nejcastéjizdlvodu ne-
vyhovuijiciho titru anti-SARS-CoV-2 IgG,
nemoznosti pouziti plazmy kvuli chylo-
zité ¢i nevyhovujicich vysledkd pood-
bérovych vysetfeni. Primérné namé-
fené titry VNT dosahovaly hodnoty
247 (SD 309; min. = 10, max. = 2 560;

median 160). U 263 (31,7 %) darcl s ti-
trem VNT = 160 (tj. hrani¢ni hodnota
pro umoznéni vyuziti plazmy jako re-
konvalescentni) bylo provedeno celkem
546 odbérl (65,3 %). Z toho vyplyva, ze
pomérné velkd ¢ast zajemcl nebyla do
programu vyroby RP zapojena, nebo
z néj byla zédhy vyfazena - k moznosti
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Graf 1. Distribuce hodnot anti-SARS-Cov 2 IgG v zavislosti na uplynulé dobé od
pozitivniho PCR testu.

Legenda: kvartilovy boxgraf - ve stfedu je median a box je ohranicen

1.a 3. kvartilem, svorky tvofi minimalni a maximalni hodnota. Krouzek (¢) znaci
odlehlé hodnoty (outliers), hvézdicka (*) znaci extrémni hodnoty.

PCR test - test provedeny polymerazovou fetézovou reakci; IgG — imunoglobulin G
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Graf 2. Distribuce hodnot titru VTN v zavislosti na dobé uplynulé od
pozitivniho PCR testu.

Legenda: kvartilovy boxgraf — ve stfedu je median a box je ohranicen

1.a 3. kvartilem, svorky tvofi minimalni a maximalni hodnota. Krouzek (¢) znaci
odlehlé hodnoty (outliers), hvézdicka (*) znaci extrémni hodnoty.

PCR test — test provedeny polymerdzovou fetézovou reakci; VTN - virus
neutralizacni test
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darovat RP byla po aplikaci viech poza-
dovanych kritérii propusténa pouze pfi-
blizné tfetina pfihlasenych darc(.

Hodnoty protilatek se méni v case,
coz muUze ovlivnit i moznost provedeni
opakovaného odbéru (darci byli na
odbér zvani na zakladé posledné ziska-
nych hodnot). Cas se vypocitava od ob-
jevu prvnich symptomd, pro objektivi-
zaci ode dne vysledku pozitivniho PCR
vysetieni. Z 962 uskutecnénych odbéri
bylo zndamé datum PCR testu u darce
v 931 pripadech (u 31 datum chybélo
a vypocet u nich nebylo mozné provést).
Titry anti-SARS-CoV-2 IgG u dércl ve stu-
dii do sedmého mésice od pozitivniho
PCR testu signifikantné rostly, od 7. mé-
sice klesaly (graf 1). Podobny trend vyka-
zovaly i hodnoty VNT (graf 2), kdy se titry
do 6. mésice od pozitivniho PCR testu
témér neménily, od 6. mésice se zvysily,
od 8. mésice doslo opét k poklesu.

Statisticka analyza

Statistickd analyza se zaméfila na stano-
veni mozné korelace mezi titrem anti-
-SARS-CoV-2 IgG a VNT, dale také na
vztah anti-SARS-CoV-2 IgM pozitivity i
negativity a vysledkd titru VNT. Spear-
manovou korela¢ni analyzou byla pro-
kdzana stfedné silna pozitivni korelace
titrd anti-SARS-Cov-2 IgG s dobou od
pozitivhiho PCR testu do odbéru. Feno-
mén byl pozorovéan u celkového poctu
dni (Spearmantv korela¢ni koeficient
r=0,413;p<0,0001)ivobdobido7.mé-
sice (r=0,404; p < 0,0001). Déle byla pro-
kdzana stfedné silnd pozitivni korelace
mezi titrem anti-SARS-CoV-2 IgG a VNT
(r = 0,583; p < 0,0001), vysledky uvadi
graf 3.

V pfipadé pozitivity anti-SARS-CoV-2
IgM byl prokazan statisticky vyznamny
posun distribuce titr(i anti-SARS-CoV-2
IgG a VNT k vy3sim hodnotdm (p < 0,0001)
(tab. 2).

Pomoci ROC analyzy byla zjiStovéna
optimalni cut-off hodnota anti-SARS-
-CoV-21gG pro predikci titruVNT, tzn. byla
hledana hodnota anti-SARS-CoV-2 IgG
rozlidujici vzorky, u nichZ bude s vysokou
pravdépodobnosti nasledné naméren
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titr VNT > 160 a > 160 (tj. kritérium pro
umoznéni podani jako RP [2,3]). Hod-
noty anti-SARS-CoV-2 IgG vyssi nebo
rovny cut-off hodnoté 74,2 predikuji na-
méreni zpfisnénych titrd VNT > 160 se
senzitivitou 68,8 % a specificitou 74,2 %.
Hodnoty anti-SARS-CoV-2 I1gG vyssi
nebo rovny cut-off hodnoté 65,3 pre-
dikuji naméreni titrd VNT > 160 se
senzitivitou 62,4 % a specificitou
81,8 %. Celkové vysledky jsou uvedeny
v tab. 3.

Primérné namérené anti-SARS-CoV-2
IgG pfi hodnotéch titru VNT > 160 dosa-
hovaly 71,8 AU/ml (SD 42,9; min. = 9,9
a max. = 365; median 67,0).V ptipadé po-
zitivity anti-SARS-CoV-2 IgM byl prokazan
statisticky vyznamnéjsi podil vysledkd
titru VNT > 160, resp. = 160 (p < 0,0001).
Vysledky jsou uvedeny v tab. 4.

DISKUZE

Transfuzni oddéleni FNOL se do pro-
gramu vyroby RP zapojilo mezi prvnimi
zafizenimi transfuzni sluzby v CR, a to jiz
28. dubna 2020. Prvnich 26 plazem bylo
odebrano pro zpracovatele plazmy Ta-
keda Pharmaceuticals Czech Repub-
lic, s.r.o. a kritéria pro vybér darcu se fi-
dila podminkami zpracovatele; ostatni
plazmy jiz byly urceny pro klinické pou-
ziti k 1é¢bé pacientd s onemocnénim
COVID-19. Celkové byla v CR pouzita RP
v [é¢bé 5,4 % (7 100 z celkovych 131 000)
hospitalizovanych pacientl s onemoc-
nénim COVID-19 [8]. Pro |é¢bu tohoto vi-
rového respira¢niho onemocnéni bylo
v CR v obdobi od dubna 2020 do dubna
2021 vydano celkem 14 197 transfuz-
nich jednotek (T.U.) RP, podil TO FNOL
¢inil 9,7 % (1 377 T.U.) z celkového vydeje
v CR v uvedeném obdobi [8]. Kromé né-
kolika malo T.U. v tvodu pandemie byly
vsechny RP vydavany az na zakladé titrG
VNT.

Vétsina zajemcl se do darcovstvi RP
vzhledem ke kritériim vybéru a vysled-
kiim vysetfeni neméla moznost zapo-
jit. To odpovidd i jinym studiim, které
hodnotily dostupnost darct — napf. dle
Carter et al. bylo darcovstvi umoznéno
40,1 % z pGvodné pfihlasenych dobro-
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Graf 3. Bodovy korela¢ni graf zavislosti mezi titrem anti-SARS-CoV-2 IgG a VNT.
IgG - imunoglobulin G; VTN - virus neutraliza¢ni test

VTN - virus neutraliza¢ni test

Tab. 2. Hodnoty IgG a VNT v pfipadé pozitivity ¢i negativity IgM.

IgM pozitivni P
negativni pozitivni
IgG pramér 62,7 76,5 <0,0001
SD 58,7 63,5
median 48,5 63,3
minimum 4,7
maximum 400,0 400,0
VNT prdmér 172,2 313,8 < 0,0001
SD 242,3 345,8
median 160,0 160,0
minimum 10,0 20,0
maximum 2560,0 2560,0

1gG - imunoglobulin G; IgM - imunoglobulin M; SD - smérodatna odchylka;

volnika [9]. Frekvence darovani se od-
vijela od dostupnosti darcd, titrG pro-
tilatek a od v3eobecnych podminek
darovani krve a krevnich sloZzek. Na opa-
kované odbéry byli zvani jen darci s vy-
hovujicim titrem protilatek (sérologicky,
ev. az po znalosti VNT). Na dalsi odbér

jiz nebyli zvéani darci s hrani¢ni hodno-
tou (VNT < 160), u nichz byl pfedpo-
klad, Ze nasledny titr protilatek nebude
vyhovuijici. Vétsina darcl tak absolvo-
vala pouze jeden (73,5 %) ¢i dva odbéry
(13,3 %), daldich 12,2 % darcl absolvo-
valo mezi 3-8 odbéry. Nejvyssi pocet od-
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Tab. 3. Vysledek ROC analyzy - hledani optimalni cut-off hodnoty anti-SARS-CoV-2 IgG pro predikci titru
VNT > 160 a = 160.
AUC 95% interval Cut-off value off Senzitivita Specificita
spolehlivosti pro AUC anti-SARS-CoV-2 IgG
VNT > 160 0,772 0,739-0,805 74,2 68,8 % 74,2 %
VNT = 160 0,767 0,734-0,800 65,3 62,4 % 81,8 %
AUC - plocha pod kfivkou; IgG — imunoglobulin G; VTN - virus neutraliza¢ni test
Tab. 4. Pozitivita anti-SARS-CoV-2 IgM a titry VNT.
anti-SARS-CoV-2 IgM negativni anti-SARS-CoV-2 IgM pozitivni P
n % n %
VNT < 160 313 80,1 % 243 54,6 % <0,0001
VNT > 160 78 19,9 % 202 45,4%
VNT < 160 180 46,0 % 110 24,7 % <0,0001
VNT = 160 211 54,0 % 335 75,3 %
IgM — imunoglobulin M; VTN - virus neutraliza¢ni test

bérd byl 13 od jediného dérce. Podil zen,
které absolvovaly pouze jeden odbér,
¢inil 87,5 %; u muzu se jednalo 0 72,4 %
darch. Zeny absolvovaly maximalné
3 odbéry (2 odbéry 8,3 % a 3 odbéry
4,2 % zen). Metodikou poZzadované titry
VNT = 160 splriovalo jen 64 % odbéri
darci, coz znamena, Ze vice nez 1/3 od-
bérd vedla k ziskani plazmy, kterd ne-
mohla byt vyuzita jako rekonvalescentni.

Vysledky nékterych studii ukazuji, ze
protildtkova odpovéd je statisticky sil-
néjsi u muzl nez u zen [10] a u pacientd
se zavaznym a kritickym priibéhem one-
mocnéni [10-13]. Soubor v této studii
obsahoval predevsim muze (kvali oba-
vam ze vzniku TRALI) a osoby, u nichz
COVID-19 probéhl pouze jako leh¢i ¢i
stftedné zavazné onemocnéni (vzhle-
dem k intervalu mezi uzdravenim a da-
rovanim, resp. k pfipadné docasné ne-
zpUsobilosti k darovani). Proto se studie
témito aspekty nezabyvala.

Vzhledem ke kratkému obdobi, kdy
jsou titry protildtek v téle pacienta po
prodélani COVID-19 nejvyssi, bylo ne-
zbytné ziskat a odebrat dérce relativné
zdhy po uzdraveni. K odbéru ve stu-
dovaném souboru dochazelo v pri-
méru 30 dni (median 28 dn(, od 14 dne

do 118 dnu) od pozitivniho PCR testu,
a Ize tedy predpokladat, Ze data ziskana
v této studii predstavuji pravé toto ,zlaté
obdobi” s maximalnimi titry protilatek.
Titry VNT byly vysetieny u 836 odbérd.
Asi u tretiny z nich byly > 160 (280 od-
bérl; 33,5 %), pfi zahrnuti vy-
sledkd = 160 pak u dvou tietin (546;
65,3 %). Vysledky studie ukazuji, ze vy-
znamnym prediktorem titru VNT > 160 je
pozitivita anti-SARS-CoV-2 IgM protila-
tek (p < 0,0001). Kromé toho byla pozo-
rovana stfedné silnd pozitivni korelace
mezi titrem anti SARS-CoV-2 IgG a VNT.
K podobnym vysledkim dospély i né-
které dalsi studie, které vyuzivaly pro
stanoveni hladiny IgG protilatek testy
na stejném (CLIA) ¢i rozdilném prin-
cipu. Harvala et al. na kohorté 52 darcl
RP uvadéji silnou korelaci (Spearma-
nav koeficient 0,88; p < 0,001) mezi hla-
dinou IgG stanovenych enzymatickou
imunoanalyzou — ELISA (EUROimmun,
PerkinElmer, Londyn, Velka Britanie)
a hladinou virus neutraliza¢nich protila-
tek [14]. Enzymaticka imunoanalyza (EU-
ROimmun) byla rovnéz vyuzita ve studii
Benner et al., do niz se zapojilo 13 dérct
RP a kde byla opét prokazana silna po-
zitivni korelace (Spearmantv korelacni
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koeficient 0,722; p < 0,001) [15]. Tiwari
et al. na kohorté 139 darct RP uvadéji
rovnéz silnou korelaci (Spearmantv ko-
relacni koeficient 0,922; p < 0,001) mezi
témito dvéma sérologickymi parametry,
pro stanoveni hladiny IgG byla vyuzita
metoda CLIA (Vitros, OCD) [16]. Vysledky
studie Mendrone-Junior et al. s 214 dérci
RP naopak uvadéji stredni korelaci VNT
s hladinou protilatek IgG stanovenych
pomoci CLIA soupravou firmy Abbott
(R20,617; p <0,001) a hladiny IgG stano-
venych pomoci ELISA soupravou firmy
EUROimmun (R2 0,526; p < 0,001) [17].
ROC analyza ukazala, ze cut-off hod-
nota anti-SARS-CoV-2 IgG pro rozli-
Seni vzorkd plazmy, kde bude hodnota
VNT = 160, jak udava ceské i evropské do-
poruceni, by méla dosahovat 66,3 AU/ml
(odpovidd hodnoté redéni a tim titru 80).
Nevyhodou je pomérné nizka senzitivita
dosahujici pouze 64,0 %. Pfi zpfisnéni
kritérii na hodnoty VNT pouze vys3si nez
160 je odpovidajici hodnota anti-SARS-
-CoV-2 IgG 66,3 AU/ml (opét odpovida
fedéni 80), ale senzitivita se zvysuje mi-
nimalné na 70,6 %. Dalsi zptisfiovani kri-
térii pozbyva smyslu, protoze pfi navy-
$eni na titr VNT = 320 by podil vhodnych
darcl klesl na 33 %. To se jiz jevi jako ve-
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lice neefektivni, pfedevsim pfi zhodno-

ceni celkového kontextu situace v CR

v pribéhu epidemie COVID-19, kdy po-

zadavky na vydej RP byly cetné.

Vyhodou vydavani plazmy na zékladé
pozitivnich vysledkd VNT > 160 je sa-
motny VNT. Je povazovan za zlaty stan-
dard v detekci specifickych protilatek
proti virlim, proto slouzi jako konfir-
macni test (také s ohledem na znac-
nou variabilitu senzitivity a specificity
komercnich testll a rychlotestd posta-
venych principu imunoanalyzy). Ackoli
VNT nerozlidi tfidy protilatek, zachyti ty,
které maji neutraliza¢ni Uc¢inek. Nevyho-
dami VNT jsou ovsem jeho nizka dostup-
nost (test je provadén pouze v nékolika
laboratofich v CR), déletrvajici prove-
deni, tj. 5-7 dni, a finan¢ni ndro¢nost [7].
Z téchto ddvod se jevi jako kli¢ova zna-
lost moznych prediktivnich marker titrd
VNT, kterd by ptipadné mohla pomoci
pfi aktualizaci ¢i zefektivnéni metodiky
vybéru darcd vhodnych pro darcovstvi
RP. Pfikladem by mohl byt postup ome-
zeni mnozstvi provadénych VNT, kdy dle
prediktivnich markerd budou vyselekto-
vany pouze odbéry s vysokou pravdépo-
dobnosti zadouciho titru VNT.

V soucasné dobé se situace kolem one-
mocnéni COVID-19 diametradlné zmé-
nila - od uzivani RP se ustoupilo, k dis-
pozici jsou antivirotika ¢i monoklonaini
protilatky pro lé¢bu COVID-19, kromé
toho je na trhu hned nékolik o¢kova-
cich latek zabranujicich rozvoji onemoc-
néni ¢ vyznamné snizujicich pravdé-
podobnost tézkého pribéhu; aktualné
v populaci prevaluje varianta SARS-
-CoV-2 omikron. Pandemie onemocnéni
nicméné jesté neskoncila a nelze jedno-
znacné predikovat, neobjevi-li se dalsi
varianta viru, u niz |é¢ebné moznosti se-
[Zou a u niz bude RP opét vyuzivéna jako
mozny lécebny postup.

Tato studie ma své limitace:

1) K datdim je nutné pfistupovat s védo-
mim retrospektivniho zpusobu zis-
kani a analyzy, kdy v prGbéhu pro-
gramu byla ménéna kritéria a celkovy
provoz TO. Pozadavky na RP byly také
zcela podfizovény aktualni epidemio-

logické situaci a pozadavkiim na RP
z klinickych pracovist a jednotek in-
tenzivni péce, kde byla pacientiim
plazma podavana.

2) Hodnoceni klinického stavu pacient(
zapojenych do studie mohlo byt ovliv-
néno rozdilnym pfistupem ve sbéru
dat (dotazniky vyplnhovali darci online
bud bez asistence, nebo s pracovni-
kem TO, pricemz tito se stFidali).

3) Z objektivnich, vyse popsanych da-
vodl studovany soubor vykazuje vy-
znamnou nekonzistentnost z pohledu
pohlavi a véku.

4) Na opakované odbéry byli zvani
pouze darci s vyhovujici hodnotou
protilatek.

ZAVER

Zajisténi dostatecného poctu transfuz-
nich jednotek RP patfi mezi hlavni Ukoly
transfuzni sluzby. V prlibéhu nejtézsich
fazi pandemie COVID-19 byl tento ukol
neobvykle ztiZzen, protoze poptavka
z klinickych pracovist po RP byla vy-
znamné vysoka. Oproti tomu perso-
nalu TO chybély osobni zkusenosti a do-
stupné doporucené postupy vychazely
z dat ziskanych uzivanim RP proti jinym
onemocnénim, napf. chiipce.

Vysledky této studie ukézaly stfedné
silnou pozitivni korelaci titrl anti-SARS-
-Cov-2 IgG s dobou od pozitivniho PCR
testu do odbéru a taktéz mezi titrem anti
SARS-CoV-2 IgG a VNT.

Déle byly prokézany vyznamné vyssi
hodnoty VNT a anti-SARS-CoV-2 IgG
pfi soucasné pozitivité IgM a byla sta-
novena senzitivita a specificita hod-
not anti-SARS-CoV-2 IgG pro vysledek
titru VNT = 160, tedy hodnotu stanove-
nou doporu¢enym postupem jako kli¢o-
vou pro hodnoceni plazmy jako rekon-
valescentni. Tyto vysledky jsou velice
cenné pro dalsi praxi, nebot mohou po-
slouzit pracovnikdm transfuzni sluzby
jako voditko pro zefektivnéni vybéru
dérct RP a jejiho vydavani.
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