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SOUHRN

V tomto pfispévku by se autori radi podélili o své zkuSenosti v laboratorni diagnostice a v péci o jedince postizené infekci
SARS-CoV-2 a ve véasnych stadiich onemocnéni COVID-19, které tato infekce mlze vyvolavat. Vychézeji pfi tom z vy-
sledkd testd, které byly provadény v laboratorich Spadie Lab Ostrava pii postupném zavadéni a interni verifikace labora-
tornich metod v diagnostice této infekce do rutinni praxe, ze zkuSenosti s péci o takovéto jedince v ambulanci AKIMED
Brno a poznatk( ziskanych z jim dostupné literatury k této problematice. K diskusi jsou predloZzeny nézory autor na
soucasny stav v laboratorni diagnostice této infekce a ji vyvolaného onemocnéni a moznosti zefektivnéni péce o osoby
postizené touto infekci a onemocnénim predevsim v jejich Casnych stadiich, i kdyz jsou si védomi, Ze jejich soubor osob,
na kterych byla data pro studii ziskana, je maly a limitujici.
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SUMMARY

Lochman L., Thon V., Kratochvila J.: Care options for individuals affected by SARS-CoV-2 infection

In this work, the authors would like to share their experience in laboratory diagnostics and in the care of individuals affected
by SARS-CoV-2 infection and in the early stages of the disease of COVID-19 that this infection can cause. It is based on
the results of tests that were carried out in the laboratories of Spadia Lab Ostrava during the gradual introduction and inter-
nal verification of laboratory methods in the diagnosis of this infection into routine practice, on the experience of caring for
such individuals in the AKIMED Brno outpatient clinic and the knowledge obtained with them from the available literature
on this issue. The author’s opinions on the current state of laboratory diagnosis of this infection and the disease caused
by it and the possibility of streamlining the care of people affected by this infection and the disease, especially in their early
stages, are presented for discussion, even though they are aware that their set of people on whom the data was for the

study obtained is small and limiting. The full English version of the article is available here [1].
Keywords: SARS-CoV-2 infection, laboratory diagnostics, COVID-19, humoral and cellular immunity.

Uvod

Onemocnéni pojmenované WHO 11. 2. 2020 jako
COVID-19 vyvolané do prosince 2019 neznamym vi-
rem bylo poprvé popsano v ¢inském Wu-chanu. Zahy
bylo zjisténo, ze je vyvolava dosud neznamy coronavi-
rus oznaceny pozdegji jako SARS-CoV-2. Brzy se tento
virus rozsifil po celém svété a zpUsobil pandemii, ve
které mu podlehlo podle WHO k 13. 12. 2022 vice nez
6,6 milionu lidi z vice nez 645 milionu pozitivné testo-
vanych jedincl. Pocet infikovanych osob se vyskytoval
ve vinach, kdy nejvySsi vina byla celosvétové zazna-
menana od ledna do bfezna roku 2022. Podle vyskytu
v jednotlivych oblastech svéta se usuzuje, ze COVID-19
mUze mit sezdnni charakter. Morbidita a mortalita viru je
prokazatelné ovlivnéna postupnou promorenosti popu-
lace timto virem a vakcinaci proti nému, které umoznuji
lidské populaci se na tento virus adaptovat. Vakcinace
je zatim zalozena v drtivé vétSiné na vakcinach vyvola-
vajicich bunéénou a protilatkovou odpoved' proti hroto-

vym (spike) antigentim viru, které jsou klicové pro za-
chyceni viru pfedevsim na sliznicich respiracniho traktu
infikovaného jedince a pfi jeho priniku dovnitf posti-
zeného organismu Clovéka. Mezi dosud aplikovanymi
vakcinami se nejvétsi nadéje vkladaly do RNA vakcin
kvili moznosti jejich technologicky relativné jednoduché
Upravy specifické pro jednotlivé nové vznikajici varianty
viru. Bohuzel se ukazalo, ze virus mutuje a vytvari in-
fekéné vyznamné varianty, z nichz nova prakticky vytla-
¢i variantu stavajici tak rychle, Ze prizpUsobovani vakcin
aktualnim variantam viru vyvolavajicim u vnimavych je-
dinct COVID-19 nebylo v praxi realizovano. Nastésti se
ukazuje, ze posledni varianta SARS-CoV-2 (B.1.1.529)
nazvana omikron, ktera byla identifikovana poprvé na
zaCatku listopadu 2021 i jeji subvarianty nevyvolavaji
u vétSiny osob infikovanych touto variantou viru tak za-
vazné zdravotni potize jako nékteré varianty predeslé.
Ukazalo se takeé, ze i stavajici dostupné vakciny doka-
zou oCkované jedince chranit proti novym variantam
viru tak, Ze jedinec napadeny SARS-CoV-2 prodéla
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vétSinou infekci témito variantami bezpfiznakové nebo
jen s mirnymi priznaky [2, 3]. Co by bylo podle naseho
nazoru zapotrebi zlepsit, je zrychleni diagnostiky této
infekce u jedinc s jejimi piiznaky a v jejich ¢asnych sta-
diich a u onemocnéni COVID-19, které mize vyvolavat.
Vychazime pfi tom ze zkuSenosti ziskanych v ambulan-
ci AKIMED Brno.

Ponévadz SARS-CoV-2 je respiraéni virus, labora-
torni diagnostika jeho infekce je zalozena na prikazu
specifickych Usekl virové RNA z hrotové oblasti viru
pomoci RT-PCR testu, popr. prikazu specifickych
antigen(l z této oblasti, ve stérech z nosohltanu.
V pozdgjsich stadiich infekce, kdy jiz virus nemusi byt
na sliznicich nosohltanu pfitomen, ale postizeny jedi-
nec trpi priznaky COVID-19, mize pomoci k odhaleni
nebo potvrzeni plvodce zdravotnich potizi stanoveni
protilatek v séru nebo vySetfeni bunécné imunity proti
SARS-CoV-2 antigenim z krve. Dostupné jsou dnes jiz
i testy, stanovuijici v krvi, séru nebo plasmé nukleokap-
sidové antigeny viru. Pfi vyvoji testovacich souprav pro
tato vySetfeni nemohla byt zpo&atku dodrzena pravi-
dla pro jejich fadnou validaci a verifikaci jak vyrobci, tak
i laboratofemi. Tato pravidla dana pfislusnymi normami
nejsou, bohuzel, v praxi aplikovana v laboratofich vét-
Sinou dodnes, i kdyz by to bylo €asto diky nashromaz-
dénym datdm jiz mozné [4]. Podita s tim i pfipravovana
norma ISO 17849:2023 ,Validation and verification of
quantitative and qualitative methods in medical labora-
tories”. Nerespektovani téchto pravidel vede k tomu, ze
rlzné aplikované metody nemusi poskytovat pro stejné
nazyvané analyty a parametry shodné vysledky a apli-
kované metody nejsou zatim vzajemné harmonizovany.
Vysledky jednotlivych laboratofi aplikujicich diagnostika
rlznych vyrobcl jsou pak pro Kliniky, ktefi obdrzi vy-
sledky z réiznych laboratofi, Casto nesrovnatelné. Labo-
ratofe Spadia Lab Ostrava mély moznost v ramci interni
verifikace novych testd dostupnych a zavadénych pro
diagnostiku SARS-CoV-2 infekce a COVID-19 srov-
nat nékolik takovychto testd. Vysledky téchto srovnani
a jejich mozného dopadu pro diagnostiku SARS-CoV-2
infekce a lécbu COVID-19 jsou také predmétem této
prace.

Material a metody

Kromé vysledkl vySetfeni anonymnich vzorkd jsou
do této prace zarazeny predevSim vysledky studie, do
niz bylo zafazeno 24 zdravotnickych pracovniki. Stu-
die méla plvodné za cil srovnat dva IGRA (Interferon
Gamma Release Assay) ur¢ené pro diagnostiku SARS-
-CoV-2 infekce ve tfech bézich realizovanych v bfeznu
2021, Cervenci 2021 a na prelomu roku 2021 a 2022.
Nakonec vSak byla rozSifena o dalsi testy z oblasti hu-
moralni imunity, které jsme méli moznost v tomto ob-
dobi provadét. Podrobna charakteristika téchto jedincl
je uvedena v Tabulce 1 prilohy a jejim komentari. Ode
vSech téchto jedincl byl ziskan informovany souhlas
S UCasti v této studii. VétSina z nich prodélala pred za-
fazenim do studie nebo béhem ni COVID-19, jehoz
symptomy a pribéh byly hodnoceny podle Tabulky
2 pfilohy.

VSechna laboratorni vySetfeni byla provadéna podle
pokyn( vyrobcl v uZivatelskych manudlech k jednot-
livym pouzivanym testovacim soupravam. IGRA testy
byly provadény soupravami firem Euroimmun a Qiagen.
Kultivace probihala vzdy 24 hod., supernatanty kultur
stazené po této kultivaci byly zamrazeny a skladovany
pii -20 °C az do stanoveni IFNy pomoci ELISA testd
téchto dvou vyrobcl. Alikvoty téchto vzork( byly déle
skladovany pfi -70 °C. U vSech jedinct ve studii byl
stanoven také pocet leukocytd a jejich diferencidini roz-
pocet na analyzatoru Sysmex XN 2000 a anti-SARS-
-CoV-2 protilatky ve tfidé 1gG, IgA (v bfeznovém béhu
i IgM) proti hrotovym a nukleokapsidovym antigendim
testy firem Euroimmun a DiaSorin. Celkové protilatky
proti SARS-CoV-2 byly stanoveny u nékolika jedinc(
také soupravou firmy Roche Elecsys Anti-SARS-CoV-2
na analyzatoru Cobas e 602. U jedinc(, ktefi byli vy-
Setfeni v prvnim béhu studie byl stanoven také nukleo-
kapsidovy antigen v séru soupravou firmy Biohit SARS-
-CoV-2 Quantitative Test Kit, CRP soupravou firmy
Roche CRP L3 kit, IL-6 soupravou Immulite 2000/xPi
IL-6 kit a IL-6, IL-10, IL-13, IL-1ra, leptin a adiponec-
tin soupravou hLuminex Magnetic Assay (6 Plex) firmy
R&D dodanou firmou Bio-Techne na pfistroji Luminex
200. Ze zamrazenych vzorkl sér bylo dodate¢né pro-
vedeno i stanoveni neutralizacnich protilatek soupravou
SARS-CoV-2 NeutralISA a panelu sedmi anti-HCoV
protilatek souprava Euroline anti-SARS-CoV-2 Profile
(IgG) firmy Euroimmun. Stanovovani lidského IgG proti
SARS-CoV-2 antigendm S1, S2 a NP je CE certifiko-
vano. Stanovovani lidského IgG proti HCoV-HKU-1-NP,
HCoV-OC43-NP, HCoV-NLE3-NP a HCoV-229E-NP
ma u této soupravy jen informacni zaméer.

Pri srovnavani vysledkd ziskanych rdznymi meto-
dami se osvedCuje vyjadrovat tyto vysledky v indexech
pozitivity (IP), coz je pomér namérené hodnoty vzorku
k hodnoté klinické rozhodovaci meze (cut-off) testu. IP
tak vyjadiuje nezavisle na jednotkéch jednotlivych testd,
jak silng je analyzovany vzorek pozitivni nebo negativ-
ni. Prispiva tak nejen k ¢aste¢né harmonizaci vysledk(
rlznych testl stanovuijicich dany analyt, ale i rliznych
béhl téhoz testu. Na druhé strané je velmi jednoduché
prepocitat IP na jednotky udavané vyrobcem testu, jimz
byl analyt stanovovan. Proto IP vyuzivame také v nasi
studii.

Statisticka vyhodnoceni byla provadéna pomoci na-
stroji tabulkového procesoru Excel a statistickych soft-
ware Stata V7 a Social Science Statistics dostupného
na https://www.socscistatistics.com/.

Vysledky

Aby byl &lanek prehlednégjsi, jsou vSechny tabulky
a obrazky, na néz se v dlanku odkazujeme, ulozeny
v priloze [5].

Cilem studie bylo plvodné jen srovnani a verifikace
IGRA testll firem Euroimmun a Qiagen, z nichz jeden
z nich jsme chtéli zavést do rutinni diagnostiky. Vysled-
ky tohoto srovnani jsou zobrazeny v obr. 1A pfilohy. Vy-
plyva z ngj, ze pozitivni odpovéd na SARS-CoV-2 anti-
geny je Castgjsi u IGRA-1 (Quant-T-Cell SARS-CoV-2)
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testu firmy Euroimmun nez u IGRA firmy Qiagen (QFN
SARS-CoV-2). Tyto vysledky byly prezentovany také na
ESCV kongresu v Manchesteru [6]. MUze byt zplsobe-
nou fadou faktort, které jsou uvedeny v diskusi.

Srovnani testll uvedené v nasi studii a na obr. 1A az
1F pfilohy se zabyva jen analytickym srovnavanim tes-
td. U jejich vysledk( neni brano v tvahu za jak dlouho
po udalostech, které probéhly, tj. po ukoncené vakci-
naci nebo po prodélaném onemocnéni COVID-19, bylo
vySettfeni provedeno a jaky méla tato udalost prdibéh.
To vSe je velmi dllezité znat pro spravnou interpretaci
vysledkd méreni. Ukazuje to obr. 1C prilohy. Je z néj
zfejmé, Ze variabilita individualni reaktivity na SARS-
-CoV-2 infekci nebo vakcinaci proti tomuto viru se
u vySetfenych jedincl velmi li$i. Reaktivita se udrzuje
rzné dlouho a vysledky provedenych vySetfeni musi
proto byt posuzovany a hodnoceny individualng, vzdy
v kontextu s anamnézou hodnoceného jedince.

Ukéazalo se, ze vzajemna korelace mezi srovnavany-
mi buné&nymi a protilatkovymi testy je pomérné dobra
a statisticky vyznamna (viz Tabulka 3 prilohy). Absolutni
hodnoty namérené u konkrétnich jedincd je vSak nutné
vyhodnocovat individualné se znalosti anamnézy (viz
obr.1 pfilohy).

Stanoveni IgG protilatek proti nukleokapsidovému
antigenu bylo podle ocekavani u vétsiny ockovanych
jedincll zarazenych do studie negativni. Slabé nebo
mezni (nepriikazné) pozitivity byly naméreny testem
Anti-SARS-CoV-2 NCP IgG ELISA firmy Euroimmun jen
u nékolika jedinct, kteff byli vySetreni brzy po odeznéni
COVID-19 s alespon stfedné tézkym prlbéhem. Rov-
néz pozitivni koncentrace nukleokapsidového antigenu
Vv séru nebyla namérena v bfeznovém béhu u zadného
jedince zafazeného do studie, vyjma hospitalizovanych
jedincl s tézkym prdbéhem COVID-19, ktefi vSak do
studie nebyli zarazeni.

Neutralizacni protilatky stanovované testem SARS-
-CoV-2 NeutralISA v koncentracich >35 IH byly namé-
feny prakticky u vSech jedincd, ktefi méli, byt i jen nizké,
pozitivni koncentrace IgG protilatek proti hrotovym anti-
genlim SARS-CoV-2 (obr. 1E pfilohy).

Stanoveni protilatek soupravami réiznych vyrobcl se
mUzZe vyznamné liSit a harmonizace pouZivanych testd
je proto naprosto nezbytna. Doklada to i obr. 1F prilohy.

V mezich referenénich intervalll byly u naseho sou-
boru 24 jedinch také stanovené sérové koncentrace
CRP a IL-6, coz nebylo prekvapivé, nebot vySetfovani
byli jedinci, ktefi se v dobé odbéru krve citili zdravi.

Zajimavé bylo zjisténi, ze u 20 z 24 jedincl zara-
zenych do studie byly soupravou Euroline anti-SARS-
-CoV-2 Profile (IgG) prokazany protilatky proti jednomu
nebo nékolika nukleokapsidovym (NC) antigendim lid-
skych koronavirl (hCoV), které dnes nezpUsobuiji za-
vazné respiraéni infekce a protilatky proti nim se bézné
nevysetfuji. Jedna se o viry HKU1, OC43, NL63 a 229E.
V ramci studie byli vSichni jedinci timto testem vySetreni
2 az 4krat. Jasna pozitivita protilatek (IP 2 — =5) ale-
spon proti jednomu z téchto &ty vird byla prokazana
u 20 z 24 (83 %) do studie zarazenych jedincl. Lze tedy
predpokladat, Zze zna&na Cast populace je pred setka-
nim se SARS-CoV-2 preimunizovana nékterym z téchto
vir(l [7]. Za pozornost stoji také to, Ze hCoV OC43 byva

také oznacovan jako plvodce tzv. ruské chripky, ktera
v letech 1889-1892 zapfiCinila umrti zhruba 1 miliénu
z celosvétového poctu 1,5 miliardy lidi [8]. Panel sou-
pravy dovoluje stanovit zaroven také protilatky proti S1
hrotovym, S2 hrotovym a NC antigentm SARS-CoV-2.
Jasna pozitivita protilatek (IP 2 — =5) byla prokazana
alespori jednou proti S1 antigendm u 19 (79 %), S2
antigendim u 18 (75 %) a NC antigentim u 10 (42 %) je-
dincl. Prestoze korelace vysledkd ziskanych klasickymi
ELISA testy na stanoveni IgG protilatek proti hrotovym
a nukleokapsidovym antigenim SARS-CoV-2 a bloto-
vou technikou je dobra, porovnavani absolutnich hod-
not vysledkl ziskanych obéma technikami vyZaduje
nutné harmonizaci (obr. 2A-D pfilohy).

V pribéhu studie bylo provadéno v ramci zava-
déni novych testl v diagnostice infekce SARS-CoV-2
a pribéhu onemocnéni COVID-19 v laboratofich Spa-
dia Lab i testovani dalSich souprav, které ale nebylo
zafazeno do studie, vétSinou pro maly podet testova-
nych vzorkd. Ukézalo se, Ze u jedinc(, kteii byli v dobé
odbéru krve pod imunosupresivni léCbou nelze vyuzit
IGRA testy, nebot funkce bunék produkujicich IFNy je
suprimovana. Prestoze pocet leukocytl se u nich nelisil
od pacientll nehospitalizovanych, diferencialni rozpo-
Cet obou skupin se statisticky vyznamné lisil. U tézsich
forem COVID-19 dochéazi k poklesu poctu lymfocytd
na Ukor granulocyt( a jejich nezralych forem (ig). Sta-
tisticky vyznamny byl také nizsi poCet monocytd jako
antigen-prezentujicich bunék a eozinofild. Tyto nélezy
odpovidaji literarnim Udajdm [9, 10]. Zatimco koncent-
race IL-1B v séru u skupiny jedincl s t&zkym pribéhem
onemocnéni COVID-19 se statisticky vyznamné neliSila
od koncentrace IL-1B skupiny jedinct 1-13 zarazenych
do studie, vyznamné vySSi u nich byly v séru koncent-
race IL-1ra, CRP, TNFaq, IL-6, IL-10 a leptinu. Statistic-
ky vyznamné nizsi byly naopak hodnoty adiponectinu.
Statisticky vyznamné vySsi byla u hospitalizovanych
jedincl také koncentrace ncAg v séru a koncentrace
anti-ncAg ve tfidé IgM i IgG a proti hrotovym antigentm
ve tfidé IgM a IgA, ne vSak ve tfidé IgG. Tato data ne-
byla publikovana.

Diskuse

Cilem studie bylo ovéfeni novych bunécénych a imu-
noanalytickych testd, které se zavadély od r. 2020 pro
diagnostiku a testovani SARS-CoV-2 infekce a nasled-
ného onemocnéni COVID-19, které u vnimavych jedin-
cl tento virus mdze vyvolat. Studii jsme zahdjili v bfeznu
2021, kdy jsme dostali k testovani IGRA testy a zapajilo
se do ni prvnich 13 jedincd. V Servenci se do ni zapojilo
dalsich 11 jedinct. Vétsina z 24 zapojenych jedincd byla
otestovana jesté koncem roku 2021 (Tabulka 1 pfilohy).
Srovnani vysledk( ziskanych témito testy je znazorné-
no na obr. 1A pfilohy a bylo také prezentovano formou
nasténkového sdéleni na ECCMID 2022 (Dieckmann
K et al. Abstract/PresentationNumber:1896/P2131).
Pres dobrou korelaci vysledkd obou testd mohou byt
pozorované rozdily zpUsobeny fadou faktor(. Firma Eu-
roimmun pouziva ke stimulaci v testu antigeny pfipra-
vené z S1 hrotové (spikové) oblasti viru. Firma Qiagen
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pouziva ke stimulaci tfi antigeny: antigen Pr1 stimuluje
CD4+ lymfocyty pomoci epitoptl obsazenych v S1 sub-
jednotce (RBD) hrotového proteinu, Pr2 stimuluje CD4+
a CD8+ lymfocyty pomoci epitopll obsaZzenych v S
a S2 subjednotkach hrotového proteinu a Pr3 stimulu-
jici CD4+ a CD8+ lymfocyty pomoci epitopl obsaze-
nych v S1 a S2 subjednotkach a CD8+ lymfocyty navic
pomoci imunodominantnich epitopt odvozenych z ce-
lého genomu viru obsahuijici S, N a M proteiny. Proto
byva obvykle odpoveéd na Pr3 antigeny Sirsi nez na Pri

a Pr2 pro pozdgjsi faze infekce a pro vySetreni provede-
na delSi dobu po prodélané infekci.

Zaroven s témito dvéma IGRA testy, kterymi se sta-
novuje odpoved’ lymfocytll periferni krve na antigeny
SARS-CoV-2, jsme provadeli také nékolik sérologickych
testd stanovuijicich protilatky proti antigenm tohoto
viru, popr. stanovovali tyto antigeny. Snahou bylo ovéfit
predevSim analytické parametry pouZzivanych souprav.
Pro klinické ovéfeni jsme neméli moznost ziskat vzorky
ponévadz se nepodarilo navazat spolupraci s nékterou
nemocniéni koronavirovou jednotkou. Presto jsme pre-
svédceni, ze vysledky nasi studie jsou zajimavé a roz-
hodli jsme se je prezentovat v tomto ¢lanku.

Metody, které jsme ve studii pouZivali, mdizeme
zaradit, az na kultivacni krok IGRA testd, mezi meto-
dy imunoanalytické, tj. metody, které vyuzivaji ve svém
postupu protilatky. Tyké se to i pouzitych IRGA testd,
nebot vyhodnoceni kultivaci, které jsou prvnim krokem
téchto bunécnych testl, se v nasledujicim kroku reali-
zuje pomoci ELISA testll, které mezi imunoanalytické
metody jednoznacné patfi. Imunoanalytické metody
nelze, bohuzel, zatim standardizovat. Oficidlné to bylo
dosud feCeno jen pro metody stanovuijici alergen-spe-
cifické IgE, ale toto konstatovani plati pro tyto metody
obecné, jak Ize dedukovat ze zd(vodnéni uvedeném
pro stanovovani alergen-specifického IgE [11]. Pokud
srovnavané testy spolu dostatecné koreluji, Ize se jen
snazit o unifikaci vysledkd pomoci prepocitavacich fak-
tor0 a tyto metody/testy harmonizovat, tj. snaZit se sni-
Zit rozptyl jejich vysledkd pod Klinicky vyznamné meze.
Doporuceni vyplyvajici z vySe uvedenych praci je: Po-
kud vysledek vySetrfeni neodpovida anamnéze, mélo by
byt provedeno toto vySetfeni s jinymi testovacimi sou-
pravami snad i jinych vyrobcu.

Abychom mohli spravné hodnotit vysledky labora-
tornich metod, musime si uvédomit nékolik skuteCnosti:
V prvnim kroku se snazime prokazat pritomnost SARS-
-CoV-2 viru na sliznicich nosohltanu nebo po jeho pri-
niku dovnitf organismu pomoci detekce specifickych
Usekl jeho RNA metodou RT-PCR, popt. prikazem
a stanovenim jeho antigen’ imunoanalytickymi techni-
kami. Tyto metody vSak nevypovidaji o tom, jak napa-
deny organismus Clovéka na virus reaguje a v jakém
stavu se na sliznicich nachazi.

Pri nizkych infekénich davkach viru a dobré kondici
nemusi postizeny jedinec pocitit zadné nebo jen slabé
zdravotni potize, které jsou podobné jako u b&znych re-
spiranich onemocnéni a které zmizi do nékolika malo
dni. Vy8Si davky viru zplsobi vy$si pravdépodobnost,
Ze se virus dostane v nékteré Casti nosohltanu nebo

dokonce i dale v dychaci nebo travici cesté dovnitf
postizeného organismu a zpdsobi siingjsi aktivaci jeho
imunitniho systému spojenou se zanétem a s nim spo-
jené zdravotni potize. Proto je dllezité, aby vysledky
RT-PCR testd byly udavany alespon v ct jednotkéach,
které udavaji replikacni cyklus, v némz signal cykleru
prekroci nastavenou hodnotu cut-off a vysledky imu-
noanalytickych test stanovuijici antigeny v jednotkach
udavajicich jejich kvantitu. V obou pfipadech je opti-
malni, pokud jsou tyto hodnoty prepocitany na TCID50
(60% tissue culture infection dose), ktera kvantifikuje
infekénost viru [12] a pomUze pfi harmonizaci jednotli-
vych testl. Mame-li podezieni a diagnostikujeme-li in-
fekci SARS-CoV-2 az nékolik dni po vyskytu priznakd,
kdy uz by na ni imunitni systém postizeného organis-
mu mél reagovat i tvorbou protilatek, je kromé RT-PCR
a antigennich test( ze stér z nosohltanu zapotiebi pro-
vést také stanoveni (nejen detekci) IgG a IgA protilatek
v séru, popr. plné krvi, které nam mohou potvrdit nase
podezieni na probihajici infekci SARS-CoV-2 a ukazat,
ze virus pronikl pfes sliznice dovnitf organismu. Ktomu
mUzeme dnes vyuzit i stanoveni nukleokapsidovych
antigenC v séru [13, 14], plasmé nebo plné krvi, popt.
RT-PCR ze stolice [15].

Miluvime-li o ¢lovéku a jeho imunitnim systému, mu-
sime si uvédomit, ze Clovék je slozity organismus skla-
dajici se z jeho eukaryotické &asti, z jeho mikrobiomu,
viromu, popf. dalSich symbiotickych organismé (obr. 3A
prilohy) [16-20]. Jeho imunitni systém vSak dnes cha-
peme vétsinou jako vyznamny homeostaticky systém
realizovany bufikami produkovanymi béhem hema-
topoézy a jejich produkty. Na udrzovani homeostazy
se v8ak podileji vSechny systémy Cloveka, které spo-
lu vzajemné komunikuiji. Vyuzivany jsou i mechanismy;,
které jsou fylogeneticky mnohem starsi, nez je imunitni
systém jeho eukaryotické Casti tak, jak jej dnes vétsi-
nou chapeme (obr. 3B prilohy). Prvni reakce na poru-
Seni homeostazy je vzdy nespecificka a podileji se na ni
vyznamné bunky a jejich produkty mimo bunky vznikié
béhem hematopoézy. Mechanismy specifické imunitni
reakce nastupuji az v dalsi fazi a zefektiviuji prvni ne-
specifickou fazi imunitni reakce [21-23].

Nespecificka imunitni reakce je zaloZzena na mecha-
nismech a produktech fylogeneticky mnohem starsich,
nez jsou produkty imunitniho systému, jak je dnes vét-
Sinou chapan. Tato nespecificka, pfirozena imunita se
formuje béhem Zzivota, vlivem prostredi, ve kterém jedi-
nec Zije, nejintenzivnéji v raném veku [20]. Vyznamnou
dlohu pochopitelné hraji i vrozené genetické predis-
pozice ve vztahu ke genetickému vybaveni infekéniho
agens. Ukazalo se, ze existuji urcité asociace genotypu
Clovéka a genotypu SARS-CoV-2, které predisponu-
ji Clovéka k tézSim prdbéhdm COVID-19 a poskozeni
rlznych tkani a organl timto onemocnénim [24-26].

V ramci studie, jejiz soucasti byly plvodné jen
bunééné testy, byly i testy stanovuiici protilatky pro-
ti SARS-CoV-2. Vzdjemné korelace téchto protilatek
s bunécnymi testy jsou uvedeny v Tabulce 3 prilohy.
Korelace IGRA testu firmy Euroimmun s protilatkovymi
testy téze firmy jsou uvedeny také na obr. 1D pfilohy.
Vyplyva z nich, zZe i kdyz korelace jsou statisticky vy-
znamneé, nelze vysledky téchto vySetreni u konkrétniho
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jedince hodnotit bez podrobné znalosti jeho anamné-
zy a je nutno pfi tom brat v dvahu, Ze jeho reaktivita
v téchto testech a nasledné v pribéhu tzv. dlouhého
covidu, ktery miZe nasledovat a ktery ma radu projevd,
se mize na zakladé jeho genetického a epigenetického
vybaveni i vyrazné liSit [24]. Plati to pro testy protilatko-
vé i bunécné. Je v8ak predpoklad, Ze se podafi najit
sadu béZné dostupnych analytl v séru, které dokazou
vytipovat jedince predisponované k t€zsim pribéhim
COVID-19 po infekci SARS-CoV-2 [26].

Ukazuje se, Zze v boji proti onemocnéni COVID-19
bude nutno zfejmé provést fadu zmén jak v diagnos-
tice, tak v terapii tohoto onemocnéni, a to predevsim
v jeho Casnych stadiich. Co se ty€e diagnostiky, musf
byt rychla a cenové dostupna. To by mohl splhovat
podle dosavadnich zkuSenosti s timto testem, napf.
mimo jiné POCT test firmy Biouhan HIT-180 Analysis
system, ktery dovoluje stanovit b&éhem cca 15 min. po
odbéru materidlu s dostatecnou citlivosti koncentraci
nukleokapsidovych antigent SARS-CoV-2 v eludtech
stérll z nosohltanu, v séru nebo piné krvi a mnoZstvi
protilatek proti spike proteinlm SARS-CoV-2 v 10 ul
kapkach vzorku za technicky nenarocnych a cenové
velmi pfiznivych podminek (viz HIT-180 Analysis Sys-
tem, https://www.biouhan.com/AgS/index.aspx).
Nabizi se proto, aby tento test byl dostupny nejen na
vSech pfijmovych koronavirovych jednotkach nemoc-
nic, ale i u praktickych lékara.

Zasadni podminkou kvalitni laboratorni diagnostiky
je, aby v diagnostice COVID-19 byly pouZzivany jen pro-
véfené a validované testy, coz nebylo a ani nemohlo byt
dodrZeno pfi prvnim ataku infekce na konci roku 2019,
ale je jiz mozné a dostupné dnes. Jen standardizovana
diagnostika validovanymi testy mize byt pfinosem pro
racionaini 1écbu COVID-19, jinak mlze byt zavadejici
[4,21,27,28].

Podobné je to i s I6Cbou infekce SARS-CoV-2
a COVID-19. Jejich lécba v ¢asnych stadiich musi byt
navic dobfe dostupna a ekonomicky akceptovatelna.
Jeji soucasti je i podani antivirotik [29], na jejichz vyvaoji
se stale intenzivné pracuje. Ta maji zabranovat replika-
ci viru a znemoznit mu infikovat dal§i burky. K tomu
mohou pomoci, pfedevsim v Casnych fazich infekce a
onemocnéni, i Iéky, které jsou primarné urCeny k terapii
jinych onemocnéni [30-33], jsou dobre dostupné a re-
lativné levné. Lokalné je u lidi, ktefi nejsou alergicti na
jod, vhodné aplikovat napf. volné dostupny jodovany
povidon ve formé kloktadla a v€asnou imunoregulani
léCbu v domacim oSetfovani lékafem lékem montelu-
kast ve formé tablet, ktery ma vynikajici bezpecnostni
profil. Podplrné se osvédCuje také celkové volné do-
stupny je N-acetylcystein, vitamin D3 a vitamin C. JiZ lo-
kalni 1éCba jodovanym povidonem vyznamné redukuje
virovou naloz, ktera byva v pocatecnich stadiich infekce
velmi vysoka ve slinach. Zvysi se bezpecnost a kvali-
ta zivota pacienta a predchazi se tak také preventivné
postcovidovym komplikacim. Pacient je pod kontrolou
lékare, ktery mize 1éCbu dle vyvoje stavu upravovat a
v pripadé potfeby intenzifikovat, véetné pouziti dalSich
imunoregulacnich, antikoagulaCnich a protivirovych
ke [10,34-37].

Pribyva praci, které ukazuji, jak jiz bylo FeCeno, ze
predevsim v Casnych fazich infekce je vyznamna pfi-
rozena imunita, ktera neni zalozena na protilatkach
a aktualni reaktivité T-lymfocytd. Je realizovana fakto-
ry a mechanismy, které jsou fylogeneneticky mnohem
starsi nez T-lymfocyty a plazmatické burnky produkuijici
protilatky. Jak specificka bunécna a humoralni imunita,
tak pfirozena imunita maji svou pamét, ktera zefektiv-
fAuje imunitni odpoveéd organismu pfi opakovaném sty-
ku s danym infekénim agens. Na formovani pfirozené
imunity se mj. podili vyznamné i vyziva [38]. Specificka
bunécna a humoralni imunita, tak jak ji dnes chapeme,
jen zefektiviuje primarni pfirozenou imunitni odpoved
[20,39-44].

Vzhledem k vysokému mnozstvi mutaci vznikajicich
permanentné u SARS-CoV-2 predevSim v oblasti jeho
hrotovych (spike) protein( a vytvéarejicich jeho jednotlivé
varianty, bylo zfejmé chybou zaméfit se v rutinni labo-
ratorni diagnostice i v konstrukci vakcin zalozenych na
téchto pfisné specifickych znacich jednotlivych variant
vyvolavajicich u lidi onemocnéni [45,46]. Také zatim do-
porucovana pravidelna, vice méné plosna a neoddivod-
néna revakcinace proti tomuto viru mdze byt ¢asto pro
vakcinovaného jedince spiSe Skodliva nez prospésna
[39,47,48].

Zavéry

1. Wysledky vySetfeni bunécné i humoralni imunity ne-
Ize interpretovat bez znalosti anamnézy vySetfova-
ného jedince.

2. Nelze jednoznacné urcit obecné platné dostatecné
ochranné hladiny analyzovanych parametr’ bunéc-
né a humoralni imunity. VySSi hladiny vSak davaji
predpoklad, Ze jedinec se bude Uspé&snéji branit pfi
opakovaném ataku SARS-CoV-2.

3. Vhodné aplikované laboratorni testy vyrazné poma-
haji pfi potvrzeni nebo vylouceni anamnézy, ktera
vedla k podezieni na SARS-CoV-2 infekci.

4. Ponévadz terapii je nutno nasadit co nejdfive po
Zjisténi a potvrzeni anamnézy, je zapotrebi, aby vy-
sledky laboratornich vySetfeni byly k dispozici jiz
v den odbéru vzorkl na tato vySetfeni. To neni moz-
né u funkénich testd na bunéénou imunitu, mezi kte-
ré patfi i IGRA testy. Proto budou tyto testy v rutinni
analytice slouzit pravdépodobné jen pro konfirmaci
testl stanovuiicich protilatky, které jsou dnes bézné
dostupné a jsou také levngjsi nez IGRA testy, pokud
jejich vysledky nebudou odpovidat anamnéze.

5. S wyhodou Ize v souCasnosti vyuzit i nové vyvinu-
té rychlé POCT metody a méfici systémy obzvlasté
s dlirazem na to, Ze s jejich akreditaci (tedy i validaci
a verifikaci a dalSimi analytickymi i klinickymi aspek-
ty) plné podita nova norma CSN EN ISO 15189 ed.
3:2023 ,Zdravotnické laboratofe - Pozadavky na
kvalitu a kompetenci (CAS-CIA 2023)“.
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age onset of duration of COVID-19 disease . date of 1% date o_f 2 date of 3 | 1.blood | 2. blood 3. blood 4. blood
(years) gender symptoms | symptoms symptoms  [progression vaccine vaccine dose VZ‘;:S':E vaccine dose | collection| collection | collection | collection
26.6( F |19.10.2020|20.10.2020 4,6 2 Pfizer 16.4.2021 |28.5.2021 2.3.2021)13.7.2021|25.11.2021
26.0| F |[8.10.2020 |16.10.2020(1,3,4,5,6,7,11 3 Pfizer 16.4.2021 (28.5.2021 2.3.2021|14.7.2021| 4.1.2022
73.5 F |21.3.2020 | 31.3.2020 2,45 3 Pfizer 18.1.2021 | 8.2.2021 |30.11.2021(3.3.2021|13.7.2021| 2.11.2021 | 4.1.2022
7571 M 1169'?'92.'22002129 2201'31'92.'22002129 4’5'27"4112 2 2 Pfizer 18.1.2021|8.2.2021 | 7.12.2021 (2.3.2021|14.7.2021|25.11.2021 4.1.2022
30.6( F |25.11.2020)10.12.2020| 1,4,5,6,7,.9 3 2.3.2021)21.7.2021
57.0( F |7.12.2020 |10.12.2020 1,4,5 2 Moderna |17.4.2021 (29.5.2021 2.3.2021)14.7.2021| 6.12.2021
715| M 22.122(2)2;9 23222%(;129 n 2,9 2 2 Pfizer 22.1.2021 (12.2.2021]12.11.2021|3.3.2021(21.7.2021{ 2.11.2021 |6.12.2021
57.2 F (17.10.2020]9.11.2020 1,3,4,7 3 Jansen ]21.10.2021 2.3.2021)12.7.2021|23.11.2021
67.7( M |10.12.2020|20.12.2020 1,2,3,4 3 Pfizer 30.6.2021 8.3.2021)19.7.2021| 6.1.2022
61.8( M |15.12.2020)23.12.2020| 1,5,7,9,11 2 2.3.2021
64.7 F |11.12.2020|18.12.2020 1,4 2 Pfizer 30.4.2021 |11.6.2021 8.3.2021)19.7.2021| 6.1.2022
42.0| F Phizer 24.5.2021 (17.6.2021 8.3.2021 6.1.2022
63.0( F |17.11.2020|23.12.2020 1,56 3 Pfizer 1.6.2021 |13.7.2021 8.3.2021)19.7.2021
59.7( M |28.1.2022 | 1.2.2022 1 1 Pfizer 21.1.2021 |11.2.2021 4.2.2021|19.7.2021| 6.12.2021
573| M (15.10.2020|20.10.2020 2,4, 2 Moderna | 16.3.2021 (16.4.2021(30.11.2021 15.7.2021|23.11.2021| 3.1.2022
335 Pfizer/Mod
F 1 3d 22.1.2021|12.2.2021| 3.1.2022 (1.2.2021|14.7.2021| 2.11.2021
4.1 F [18.12.2020(28.12.2020 7 2 Pfizer 30.3.2021 |20.4.2021| 10.1.2022 15.7.2021| 6.12.2021
396 M 2.2.2021 | 27.2.2021 2,4 2 Pfizer 16.4.2021 | 3.8.2021 13.7.2021| 4.1.2022
36.9( F 1 Pfizer 19.2.2021 |12.3.2021 15.7.2021|23.11.2021
35.6| F (10.12.2022|15.12.2022 1,4 3 Pfizer 19.2.2021 (12.3.2021 15.7.2021|23.11.2021
22.1 F |24.1.2022|28.1.2022 148 3 Pfizer 19.2.2021 |12.3.2021 21.7.2021(25.11.2021
547 F 1 Pfizer 7.5.2021 (18.6.2021 13.7.2021| 6.1.2022
509| F 1 Pfizer 21.1.2021 (11.2.2021| 5.11.2021 12.7.2021| 2.11.2021 {10.1.2022
36.5 F [17.12.2020(23.12.2020 1,6,7,9 2 Pfizer 16.4.2021 |28.5.2021 21.7.2021| 6.1.2022
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The samples for this study were collected from
a total of 24 individuals in 3 runs at heterogenous ti-
mepoints before, during or after vaccination. 19 indivi-
duals were included in the first run of sample collecti-
on, which took place in March 2021. Thirteen of them
(no. 1-13) were at that time free from health problems.
Ten of them (no. 1-3, 5, 6, 9-11 and 13) had experien-
ced the disease in the past, before the first sampling,
as confirmed by RT-PCR or antigen tests in the symp-
tomatic disease phase. Three (no. 4, 7, and 8) likely
experienced SARS-CoV-2 infection prior to the start of
this study. They had symptoms but no nasopharyngeal
swabs were tested for viral RNA or antigens at the time
of symptoms, but they later showed positive antibo-
dies to SARS-CoV-2 antigens after the symptoms had
subsided. In one case (no. 12), SARS-CoV-2 infection
had not been detected before vaccination. Individual
no. 10 was excluded from the second run of the study
due to health complications and no. 5 due to ongoing
pregnancy. Informed consent to participate in this study

Table 2. Symptoms and the course of the disease classification

was obtained from all subjects included in the study,
as well as from another 11 subjects who did not enter
the study until the 2nd run of the study in July 2021.
Six subjects (no. 14-19) who were originally included in
the study and examined in the first run in March were
ultimately not included in the study because the ICUs
where they had been hospitalized were not interested
in further cooperation. While in the first run of the study,
only three individuals were vaccinated before the first
blood collection, in the second all but two individuals
were fully vaccinated (i.e. had received the second
vaccine dose) before blood sampling. Only the first
dose of the vaccine was administered to subject no. 9,
as he had a very strong reaction after it. An overview
of the individuals included in the study and their data
for clinical pre-characterization and vaccination status
is shown in the table. The third run of the study took
place at the turn of 2021 and 2022, but not all indivi-
duals took part in it. Individuals 3, 4, 7, 9 and 20 were
examined several times outside of the planned 3 runs.

symptoms of COVID-19 according to the CDC

course of COVID-19

fever and chills without symptoms
cough light
shortness of breath or difficulty breathing moderate

fatigue

severe

muscle or body pain

O~ |IN| =

severe + hospitalization

headaches

~N| O o~ W=

loss of taste or smell
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Table 3. Correlations among measured variables

IPigGOD | IPigG QV | QVBAU 1P IgA 1P ncp 1gG |neutra LISA|  leuko lymph mono eos baso ig IGRAN IGRAS IGRAm IGRAs-n QFNn QFNPri | QFNPr2 | QFNPr3 QFNm | QFN Pri-n| QFN Pr2-n| QFN Pr3-n
1
1P 1gG 0D
69|
0.5180) 1
1P1gG QV|  0.0000)
69) 69)
0.5143| 0.9991 1]
QVBAU [ 0.0000] 0.0000)
69] 69 69
0.7788] 0.6708] 0.6703 1
1Piga | 0.0000] 0.0000] 0.0000]
56| 56| 56| 56
0.1693]  0.281] 0.2797] 0.025 1
1PncpigG]  0.1628] 0.0193] 0.0199] 04522
69) 69) 69| 56 69|
neutra | 09369 0.4447] 0.4410( 0.7504] 0.0895 1
i 0.0000) 0.0001| 0.0001| 0.0000| 0.4647]
69) 69) 69) 56| 69| 69)
0.1063] 0.0493] 0.0550] 0.0949] 0.0859] 0.0558 1]
leuko | 0.4081] 0.7037] 0.6713] 0.5076] 0.5069] 0.6666)
62 62| 62| 51] 62| 62| 62|
-0.031) 0.0095| 00127 0.0417| 0.0157| -0.0667| 0.5807 1 cc: correlation coefficient: the higher the value, the closer the correlation
lymph 0.811] 0.5417| 0.9222| 0.7713| 0.9034| 0.6063| 0.0000 p - significance of cc: the lower the value, the higher the significance of the correlation
62) 62) 62 51| 62| 62) 62) 62 n - number of compared samples
0.0551] 0.0187] 0.0197] 0.0223] 0.054] 00357 0.6957| 0.2003 1
mono | 06707 0.8853| 0.8789| 0.8768| 0.6767] 0.7832] 0.0000| 0.1185] ~ i
62 62| 62| 51| 62| 62| 62| 62| 62|
0.2906] 0.1251] 0.1284] 0.1888] 0.0337] 01997] 0.5022| 0.3514] 0.1509) 1
eos 0.0219] 0.3327] 0.3201] 0.1846] 0.7948] 01197 0.0000] 0.0051] 0.2145
62| 62| 62| 51] 62| 62| 62 62| 62| 62|
0.0532] 0.1261] 0.1196] 0.0459] 01990 0.0330] 0.5330] 0.3474] 0.1010] 0.4374] 1|
baso 0.6815] 03289 03547] 0.7489] 01210] 0.7991] 0.0000] 0.0057] 0.0012] 0.0004]
62) 62) 62) 51 62| 62) 62) 62| 62 62) 62)
01609 0.2393] 0.2431] 02603 02712] 00897] 0.3562] 0.1049] 0.1485| 0.2600] 0.4571] 1
ig 0.2117| 0.0610| 0.0569| 0.0651] 0.0330] 0.4880] 0.0045] 04171 0.2494] 0.0413| 0.0002
62) 62| 62| 51] 62| 62| 62| 62| 62| 62| 62| 62|
0.1082| 0.1586| 0.1581] 0.0585| 0.0707| 0.0568| 0.2301| 0.1414| 0.2371] -0.0021| 0.1214 0.3000| 1]
IGRANn | 03948] 0.2106] 02122 06776 05790 0.6559] 0.0770] 02813 00681 09872] 03555 0.0199
64 64 64 53| 64 4] 60) 60) 60| 60) 60) 60) 64
0.3937| 0.5773| 0.5783| 0.4285| 0.2837| 0.3365| -0.1964| -0.0414| -0.2570| -0.0092| -0.0787| 0.0777| -0.0701 1
IGRAs | 00012 0.0000] 0.0000] 0.0012] 00220 0.0061] 01292] 0.7514] 0.0455] 0.9439] 0.5464] 0.5518] 0.5819)
65| 65| 65| 54 65| 65| 61 61 61 61 61 61 64 65|
-0.0503 0.0400 0.0392] 0.0348] o0.1046] 00125| 03242] 0.0177] 03415] 0.2624] 0.1687] 0.0483] -0.0110] 0.1731] 1
IGRAmM | 06906] 0.7519] 0.7564| 0.8028] 0.4069] 0.9213] 0.0108] 0.8922] 0.0071] 0.0411] 0.1938] o07119] 09312] 01678
65) 65, 65| 54 65| 65, 61 61 61 61 61 61 64 65| 65|
0.3967] 0.5098] 0.5012[ 0.4099] 0.2498] 0.3493] -0.2325| -0.0624| -0.25a6] -0.0298] -0.0398] 0.0473] -0.0814] 0.9644] 0.1777] 1
IGRAs-n | 0.0011] 0.0000[ 0.0000] 0.0021] 00447] 00043] 00714] 0.6330] 0.0476] 0.8196] 0.7605| 0.7176] 0.5226] 0.0000] 0.1566|
65| 65, 65| 54 65| 65, 61 61] 61] 61 61 61] 64 65 65| 65|
0.1093] 0.1352] 0.1386] 0.0914] 01232] 0.095| -0.2102| -0.0853| -0.2693] -0.2381] -0.203] -0.0923] -0.0611] 0.1583] 0.2220] 0.1074] 1
QFNn | 0.3939] 0.2908] 02785| 05193] 03363] 0.459| 01039| 0.5135| 0.0358| 0.0646| 0.1167] 0.4765| 0.6370] 02152 0.0804] 0.4021
63 63 63 52| 63| 63 61 61 61 61 61 61 62| 63 63 63| 63|
0249] 0.0842] 0.0871] 0.1953] 0.0454] 0.1892] -0.1329] 0.0862[ -0.2082[ -0.0227] -0.1685| -0.0596] -0.0012| 0.2184] 0.2193] 0.2007] 0.4480] 1
QFNPr1|  0055| 05225| 0.5082] 0174] 0.7308] 0.477] 0.3199] 05202 o0.1168] 0.8657] 0.2060] 0.6570] 0.9927] 0.0936] 0.0922] 0.1241] 0.0003]
60[ 60) 60| 50) 60| 60) 58| 58| 58| £ 58] 58| 59 60| 60| 60| 60| 60|
0.2879] 0.0760] 0.0778] 02734 01114 02347 01181 0.0333] -0.2257] 0.0166] -0.1832] -0.0753] -0.0703[ 0.1937] 0.1591] o0.1245] o0.4663] 0.9122 1]
QFNPr2 | 00233] 05573] 05480 0.0522] 0.3885] 0.0663] 0.3686] 0.8009] 0.0830] 0.8996] 0.1611] 0.5674] 05903] 01313] 0.2167] 0.1510] 0.0001] 0.0000)
62) 62) 62| 51] 62| 62) 60) 60) 60| 60) 60) 60) 61] 62) 62) 62) 62| 60| 62)
0.2930] 00721] 00737] 01632] 01982] 0.2176] -0.3113] -0.1207] -0.4346] -0.0483] -0.2052] -0.0852] -0.0728] 0.3818] 0.1342[ 0.3686] 0.4144] 0.8147] 0.8599 1
QFNPr3 | 00389 06187] 0.6109] 03080] 0.1677] 0.290] 0.0313] 04138 0.002] 07447 0.617] 05647] 06193 0.0062] 0.3527] 0.0084] 0.0028] 0.0000] 0.0000)
50) 50) 50| 1] 50 50) 48 48 48 48 48 48 49) 50) 50) 50) 50| 47 49 50)
-0.189| -0.1832| -0.1789| -0.2306] -0.0926| -0.1971| -0.0735| 0.0708] -0.0966| -0.1912| -0.1877| -0.1004| 0.1296| -0.0992| 0.2227| -0.1254| 0.1835| 0.2529| 0.1432 0.102 1]
QFNm | 01378] 01506] 01606] 01001] 04703] 0.1216] 0.5734] o0.5878] o0.4583] o0.1398] o0.475] o0.4415] 03155] 04391] 00794] 03275] 0.500] 0.0512] 0.2670] o0.4308]
63 63 63| 52| 63| 63 61] 61] 61] 61] 61] 61] 62| 63 63/ 63| 63| 60| 62| 50| 63|
0.2444 0.0812 0.0838) 0.2013 0.0423] 0.1806| -0.1176] 0.1025| -0.1946 0.0025| -0.1682 -0.0569| 0.0079, 0.2211 0.1816 0.2097 0.3722 0.9964 0.9047| 0.8143 0.2136 1
QFNPr1-n|  0.0555]  0.5302]  0.5175] 0.565] 0.7443] 01601 03708] 0436] 01361 0.9849 0.1988] 0.6660] 0.9515] 0.0842] 0.1578] 0.1019] 0.0029] 0.0000] 0.0000] 0.0000] 0.0955
62 62 62 51 62 62 60 60| 60 60} 60 60] 61 62] 62 62 62 60 62 49, 62| 62
0.2889] 0.0720] 00737] 02751 0.1089] 0.2355| 0.116] 0.0348] 0.2235] 0.0233] 0.1805] 0.0743] 0.0696| 0.1943] o01546] 01871 0.4376] 0.9120] 0.9995] o0.8616] 0.1386] 0.9060] 1
QFNPr2-n|  0.0228] 05781 0.5691] 0.0507] 0.3995] 0.0654] 03774 0.7916] 0.0861] 0.8596| 0.1665] 0.5726] 0.5938] 0.1302] 0.2303] 0.1454] 0.0004] 0.0000] 0.0000] 0.0000] 0.2826] 0.0000)
62) 62 62) 51 62| 62 60) 60) 60| 60 60) 60, 61 62 62) 62) 62| 60| 62) 49 62| 62| 62
0.2950] 0.0766] 0.0780] 0.1634] 01973] 0.2189] -0.3095| -0.1186] -0.4336] -0.0422] -0.2003] -0.0821] -0.0723] 0.3846] 01295| 0.3720] 0.389a| 0.8081] 0.8522 0.9996] 0.0976] o0.8101] 0.8554] 1
[QFNPr3-n|  0.0376] 0.5971| 0.5901| 0.3072| 0.1696| 0.1266| 0.0323| 219|  0.0021] 7758 0.171) 0.5789| 0.6217| 0.0058] 0.3702] 0.0078| 0.0052| 0.0000] 0.0000] 0.0000) 0.5000| 0.0000| 0.0000
50 50 50 41 50 50 48 48 28 48 48 49) 50 50) 50 50| 47 29 50) 50| 49) 49 50)

The pwecorr function from the Stata V7 statistical
package was used to calculate correlations. Pearson
positive correlations are marked in red and negative
correlations in blue with a significance of p < 0.05, p in-
dicates the probability that the results of the compared
quantities are not correlated. The higher is the correla-

tion coefficient (cc), the lower is the significance of the
null hypothesis (p), i.e. that the compared quantities are
not correlated. Typically, absolute values of cc between
0 and 0.3 are considered weak correlations, 0.4-0.5 are
considered moderate, while anything between 0.6 and
1 is treated as a strong correlation.
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Correlation of IGRA tests
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Fig. 1: Selected tests results comparison

Dashed red lines indicate the positivity limits (cut-off)
between positive and negative samples in images A, D
and F, and areas of inconclusive (borderline) values in
image E. In Figure C, the last event is either the date of
vaccination or the disappearance of symptoms of the
past COVID-19. The Roche diagnostics were determi-
ned in Figure F for total antibodies against SARS-CoV-2
spike antigens, while the EUROIMMUN and DiaSorin
(Liaison) diagnostics only IgG antibodies.

The box plot in Figure C shows the distribution of
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the data into quartiles and highlights the median and
outliers. The median is shown inside the box with a ho-
rizontal line and the mean with a cross. Vertical whis-
kers indicate minimum and maximum. Plotted points
below the minimum and above the maximum are con-
sidered outliers.

vdi first vaccine dose, vd2 second vaccine dose,
vd3 third vaccine dose, dd disease disappear

IgG Ab, IgA Ab and IGRA were tested using EU-
ROIMMUN kits
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Korelace anti-SARS2 S1 a Quanti-VAC
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Fig. 2: Correlation of blot and ELISA determination of anti-spike and anti-NCP antibodies and the detected concentration

of anti-hCoV antibodies by blot

SARS2-NP IP does not differ from OC43 NP, NL63
NP and 229E NP IP values, OC13 NP IP values from
NL63 NP and 229E NP IP values, and NL63NP IP va-
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man is a holobiont
(superorganism)

|
I ! ! !

eukaryotic microbiome microbiome |...| virome multicellular organisms
made up of tissues and organs | (symbionts)

(SY U

The life and homeostasis of the holobiont is

on the proper ioning of the cells of
which it is composed
Cell function depends on adequate nutrition
Cells produce substances in their surroundings that
indicate the state of their metabolism and function
Metabolites with m.w. <1500 kDa are called the
metabolome of the given area (biological tissue
sample, serum, breath, etc.)

ite analysis is ingani

icaid in a number of diseases

macrobiome systems

[respiratory_| [imtegumentary | [ cicutatory_|

[ scetera ][ muscutar

[Cimmune | oo

| [reproductive |

The components of the bolobiont and the systems of the macrobiome interact and influence each other.
They live in symbiosis.
The goal is to maintain the homeostasis of the entire superorganism.

Fig. 3: Man as a holobiont (A) and his immune system (B)

lues from 229E NP values when compared by t-test.
Other measured values in columns are statistically dif-
ferent from each other (p<0.0001)

B
2

Analytical function

 using its apparatus, it receives signals from
the external and internal environment of
the organism, whose homeostasis it
ensures, which it must evaluate

« it behaves like an information system, i.e.it
has a certain range in which it can react

« itis not only the quality, but also the
quantity of the signals, the space and time
in which and for which it acts that decides

= since IS makes decisions based on the
evaluation of several signals in a given
space and time, its logic is not categorical,
but Boolean

« the IS function is not based on strict
specificity

(zinkemagel RM, 2002)

(teng Q, Bentwich Z. 2002)

The immune system (IS) and its function

IS is the homeostatic system that, together with other homeostatic systems,
ensures the internal integrity and

L individuality of the organt
Executive function

it aims to preserve and restore disturbed

homeostasis.
iz

« removing of damaged cells or foreign
material in the process of phagocytosis,
which is always accompanied by
inflammation

It done by:
« repair of damaged cells

. i ion of foreign
of cysts)

« adaptation to a new

ial (e.g. f
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