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Imunoenzymatické soupravy
k diagnostice infekce virem
SARS-CoV-2 (COVID-19)

ELISA a Microblot-Array soupravy jsou urceny ke stanoveni specifickych protilatek
tridy IgA, 1gG a IgM v lidském séru nebo plazmé
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Uvod

Koronaviry patfi do rodiny obalenych RNA vird, byly
objeveny v 60. letech a patii mezi zoonotické infekce,
které vyvolavaji onemocnéni respira¢niho a traviciho
traktu u lidi a zvifat (ptaci, savci). Zpasobuji rGzny kli-
nicky obraz, od bézného nachlazeni az po zavazné
respiracni syndromy (MERS, SARS a COVID-19). Vét-
Sina zndmych koronavirG cirkuluje mezi zviraty. Alpha-
a Beta- koronaviry infikuji pouze savce, Gamma- a Del-
ta-koronaviry infikuji ptaky i savce. U lidi se vyskytuji ko-
ronaviry rodu Alpha- a Beta-. Celkové je dosud znamo
7 druhd humannich koronavirG - 229E, NL63, OC43,
HKU1, MERS, SARS, SARS-2. K prenosu infekce od
infikované osoby mize dochazet 1-3 dny pred nastu-
pem onemocnéni. Novy koronavirus je respiracni virus;
primarné se prenasi na clovéka po Uzkém kontaktu
s infikovanou osobou, kdy dochéazi, zejména pri mluveni,
kaslani a kychani, k Sifeni infekénich kapének do okoli.
Prenos je mozny také pfedméty Cerstvé kontaminova-
nymi sekrety infikovaného ¢lovéka. Virus se podafilo
izolovat ze vzork( odebranych z dolnich cest dychacich
(bronchoalveolarni lavaz), virova RNA byla detekovéana
ve stérech z nosohltanu i hrdla, v séru, krvi, vytérech
z konecniku, ve slinach, moci a stolici.

Virus byl nalezen ve vzorcich z dychacich cest 1-2
dny pfed nastupem ptiznakd a az 8 dni po zacatku
u mirnych pribéhd onemocnéni, u zavaznych pribéh
déle. Vnimavost je zfejmé vSeobecna, podle soucas-
nych informaci je infekce u déti stejneé pravdépodobna
jako u dospélych, ale s mirngjSimi klinickymi projevy.
Pripadna imunita vi¢i COVID-19 neni dosud stanovena.
Hlasena mortalita kolisa od 2 do 3 %.

Diagnostika onemocnéni

Diagnostika onemocnéni je zalozena na klinickém obra-
zu, epidemiologické anamnéze a laboratornich testech.

Sérologické testy vzhledem k nékolikadennimu interva-
lu od prvnich ptiznakl do néstupu protilatkové odpo-
vedi (takzvané imunologické okno) maji dle doporuceni
WHO pouze podptrnou roli a vysledky takovych testl
je tfeba pro stanoveni diagnézy akutniho onemocnéni
COVID-19 vzdy ovéfit pfimym prikazem viru.

K vzestupu hladin protilatek dochéazi u vétsiny pa-
cientl ve 2. tydnu po nastupu priznakd. Pozitivita pro-
tilatek tridy IgA a IgM byva detekovana 3.-6. den, pro-
tilatky tridy 1gG nasledné 10.-18. den po nastupu pfi-
znakd.

Sérologické testy jsou rovnéz vyuzivany v prevalenc-
nich a postvakcinacnich studiich. Vyvoj protilatek a je-
jich pretrvavani po pfirozené infekci je pfedmétem dal-
Siho vyzkumu.

V soucasnostijsou predmétem védecké diskuze prede-
v§im neutralizacni protilatky ziskané po ockovani, které
by méli byt schopné ochranit buriky hostitele pred roz-
Sitenim viru v organizmu. Bylo prokazano, ze neutrali-

zacni schopnost vykazuji pfedevsim protilatky IgG a IgA
specifické proti receptor vazici doméné spike proteinu.
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ELISA

Princip testu

Soupravy jsou zaloZzeny na sendvicovém typu ELISA

metody

Sandwich ELISA
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Pracovni postup

Krok Kroky testu

Anti-Hu IgG Antl Hu IgM Anti-Hu IgA

i 1 Redéni vzorkd
- - séra/plazmy 1:101 (10 pl +1 ml)

Davkovani kontrol a fedénych vzorkd

2. 100yl

- blank = prazdna jamka

3. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

4. Odsatia promyti jamek 5 krat

Davkovani Konjugatu 100 pl

- blank = prézdna jamka

Inkubace 30 min. pti 37 °C

7. Odsatia promyti jamek 5 krat

Davkovani substratu 100 pl
8. (TMB-Complete)

- véetné blanku

9. Inkubace 15 min. pti 37 °C

Davkovani Zastavovaciho roztoku
10. 100 pl

- véetné blanku
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11. Fotometrické méreni pfi 450 nm

Antigeny

EIA COVID-19 NP
Rekombinantni antigen Nucleokapsid (Nucleocapsid
Protein)

EIA COVID-19 RBD

Rekombinantni antigen Receptor-binding domain
(RBD) a kombinace S1 Spike relevantnich mutaci
SARS-CoV-2

Pouziti souprav

- Diagnostika onemocnéni (doplfikové vysetfeni)
- Prevalenc¢ni studie

- Detekce postvakcinac¢nich protilatek (RBD)

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni

Barevné odlisené reagencie

- Zameénitelnost komponent

- Barevné znacené stripy s odlamovacimi jamkami
- CUT-OFF kontrola a kalibratory

- Semikvantitativni ¢i kvantitativni hodnoceni
vysledkl (Index pozitivity - 1P, U/ml)

- U =BAU, ovéreno titraci mezinarodniho
standardu WHO

Vyhody souprav

- Vysoka diagnosticka uc¢innost

- Dobra reprodukovatelnost

- Vysokéa dynamika testU

- Identicky pracovni postup

- Celkova doba vysetfeni 1,5 hodiny

- Vhodné pro oteviené automatické systémy

- Komplexni zakaznicky servis



Charakteristiky souprav

Elisa Diagnosticka citlivost  Diagnosticka specifita
EIA COVID-19 NP IgA 97,4 % 97,7 %
EIACOVID-19 NP IgG 951 % 99,0 %
EIA COVID-19 NP IgM 95,7 % 97,7 %
EIA COVID-19 RBD IgA 96,6 % 98,9 %
EIA COVID-19 RBD IgG 99,9 % 99,1 %
EIA COVID-19 RBD IgM 97,5 % 95,1 %
Typy souprav

Soupravy SmartEIA jsou navrzeny pro automatizované zpracovani pomoci analyzatoru Agility®.

EIA SmartEIA
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Prehled postvakcinacni reaktivity souprav ELISA

Index pozitivity

po 1. davce po 1. davce 3 mésice 6 mésicu

B RBD IgG RBD IgA m RBD IgM - - - Cut-off

Testovano bylo 40 osob, po 1. davce 2. vakciny a dale po 3 meésicich a 6 mésicich po ukonceni ockovani.
Hodnoty v grafu jsou aritmetickym primeérem ziskanych hodnot.

Korelace vysledkii VNT a ELISA souprav

VNT vs EIA TestLine IgG Primérné hodnoty U/ml IgG anti-RBD protilatek
(TestLine) ve vztahu k jednotlivym titriim VNT

EIA 1000
T 900 /.\-

800 /l/
700

poz neg
600
_ 500 /
poz 99 1 g 400
300
VNT 200 o
neg. 0 0 @

./I

(0]
20 40 80 160 320 640 1280
[+)
shoda 99 % VN



MICROBLOT-ARRAY

RozloZeni antigent a kontrolnich spott

Popis antigenti

Popis kontrolnich spoti

A1 - Nucleocapsid NCP

A2 -RBD (OF
A3 - Spike S1 O 1C
A4 - Spike S2 @ cA
A5 - Spike S1a-variant (UK) @ caG
A6 - Spike S1y-variant (Brazil) @ CM
A7 - Spike S18-variant (Indian) @ C1
A8 - Envelope protein (E) @ c2
A9 - ACE2 @ c3
A10 - PLPro protein @ ca

A1l - MERS-CoV
A12 - SARS - CoV
A13 - HCoV 229E Np
A14 - HCoV NL63 Np

- Reference

- Test control

- Conjugate control IgA
- Conjugate control IgG
- Conjugate control IgM
- Calibration1

- Calibration 2

- Calibration 3

- Calibration 4
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Prehled specifickych antigenti

Antigen

Nucleocapsid NP

RBD

Spike St

Spike S2

Spike S1 a-varianta
Spike S1y-varianta
Spike S16-varianta

Envelope protein (E)

ACE2

PLpro

MERS-CoV S1

SARS-CoV Np

HCoV 229E Np

HCoV NL63 Np

Popis

Nucleocapsid NP

Receptor-binding domain S1
podjednotky spike (S)
proteinu SARS-CoV-2

Spike Glycoprotein S1
(Wuhan-Hu-1)

S2 podjednotka spike
proteinu SARS-CoV-2
britskd mutace
brazilska mutace
indickd mutace

nejmensi hlavni strukturni
protein

Angiotensin Converting
Enzyme
(transmembranovy
glykoprotein)

Papain-like proteaza

Middle East Respiratory
Syndrome Coronavirus
S1 protein

Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus
Nucleocapsid protein
Human coronavirus 229E
Nucleocapsid protein
Human coronavirus NL63
Nucleocapsid protein

Funkce

Silny imunodominantni antigen koronavird, ktery obsahuje diagnosticky vyznamné epitopy
pro diagnostiku SARS-CoV-2

Citliva detekce anti-SARS-CoV-2 IgG protilatek

Anti-RBD SARS-CoV-2 protilatky jsou vysoce subtypové specifické a maji protektivni
charakter

PFitomnost anti-RBD protilatek vyznamné koreluje s tvorbou neutralizujicich protilatek

IgA - pro sledovani imunitni odpovédi po pozitivni PCR reakci; indikator po¢atku imunitni
reakce

S1 podjednotka spike proteinu SARS-CoV-2, obsahuje receptor-vazajici doménu (RBD),
jejimz prostrednictvim se virus vaze na povrch hostitelské burnky

Protilatky proti S1jsou vysoce subtypoveé specifické, vykazuji vysokou citlivost vici
SARS-CoV-2 a maji protektivni charakter

Hraje vyznamnou roli pfi fuzi viru s bunécnou membranou

Spike Glycoprotein S1(B.1.1.7)
Spike Glycoprotein S1(P1)
Spike Glycoprotein S1(B1.617.2)

Dalezity pro rizna stadia virové infekce a replikace, vyznamna role v zivotnim cyklu viru

Klicova komponenta systému renin-angiotensin

Exprimovan v cévnich endotelovych bunkéach v srdci, ledvinach, ale i varlatech, jatrech,
stfevech, plicich a také mozku

Ucastni se regulace kardiovaskularnich a renalnich funkci

Jeden ze zakladnich proteint SARS-CoV-2, zésadni pro replikaci viru; deubikvitinaéni
aktivita

Nezbytny pro proteolyzu virového polyproteinu

Vylouceni zkfizenych reaktivit s jinymi endemickymi koronaviry

Vylouceni zkFizenych reaktivit s jinymi endemickymi koronaviry

Vylouceni zkFizenych reaktivit s jinymi endemickymi koronaviry

Vylou€eni zkFizenych reaktivit s jinymi endemickymi koronaviry



INFEKCNI SEROLOGIE - VIROLOGIE - COVID-19

Pracovni postup

Krok Kroky testu
0 1 Davkovani Univerzalniho roztoku
T 150yl
° 2.  Smaceni10 min pfilaboratorni teploté
(~] 3. Inkubace 30 min. p¥i 37 °C
i 4 Redéni vzorkd
' - séra/plazmy 1:51 (10 pl + 500 pl)
0 5 Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
" 100l
° 6 Inkubace 30 min pfi laboratorni
" teploté
o - Odsati a promyti v Univerzalnim
© roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
@ 8 Davkovani Konjugatu 100 ul
° o Inkubace 30 min pfi laboratorni
" teploté
@ 1 Odsati a promyti v Univerzalnim
© roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
0 T Davkovani Substratového roztoku
" (BCIP/NBT)100 pl
° 12. Inkubace 15 min p¥i laboratorni teploté
e 13 Odsati a promyti v destilované vodé
" 2krat 200 ul po 5 min
14. VysusSeniavyhodnoceni

Zpracovani souprav Microblot-Array je identické se

standardnim provedenim ostatnich imunoenzyma-

tickych testl s moZnosti vyuZiti pfistrojové techniky

ELISA (automaticky analyzator, promyvacka).

Vyhody souprav
Efektivita

- Analyza az 96 vzorkd najednou
- Nizka spotfeba vzorku
- Paralelni testovani vice markert soucasné

- Uspora ¢asu a nakladd

Automatizace

- MoZnost automatizovaného zpracovani ELISA
analyzatorem

- Intuitivni software pro vyhodnoceni testu

- Vzdalené odstranovani problém

- Oboustranna komunikace s LIS

Uzivatelsky komfort
- Komponenty pfipravené k pouziti
- Barevné odlisené stripy

- Stejny pracovni postup (30/30/15 min.)

- Antigeny spotovany v tripletu - minimalizace chyby

- Kontrolni a kalibra¢ni spoty v kazdé jamce

Charakteristiky souprav

Microblot-Array

citlivost specifita
COVID-19 IgA 98,3 % 99,2 %
COVID-19 I1gG 98,7 % 99,3 %
COVID-19 IgM 97,7 % 99,3 %

Diagnosticka Diagnosticka



Prevalence protilatek v pribéhu infekce

MBA COVID-19 IgA (n=207)

RBD
pozitivni

NP

RBD
negativni

NP

RBD
prevalence

o NP

protilatek

MBA COVID-19 IgA

MBA COVID-19 IgG (n=208)

RBD
pozitivni

NP

RBD
negativni

NP

RBD
prevalence

. NP

protilatek

MBA COVID-19 IgG

MBA COVID-19 IgM (n=188)

RBD
pozitivni

NP

RBD
negativni

NP

RBD
prevalence

i NP

protilatek

MBA COVID-19 IgM

60,87 %
60,87 %

69,57 %

52,38 %
71,43 %

71,43 %

N
36,36 %
50,00 %

50,00 %

Dny od poéateénich symptomu

15-25

10

9

3

4
76,92 %
69,23 %
84,62 %

Dny od poéateénich symptomii

15-25

10

12

3

1
94,16 %
95,35 %
98,28 %

Dny od poéateénich symptomii

15-25
9
8
3
4
75,00 %

66,67 %
75,00 %

110

43

62

130
63,95 %
24,86 %

66,67 %

145
164

94,16 %
95,35 %

98,28 %

75
40
78
108
49,02 %
27,03 %
51,30 %
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Specifita na panelech s moznou zk¥izenou reaktivitou

MBA COVID-19 IgA Panel
Krevni darci Potencialné zk¥izené Endemické
(n=593) reaktivity (n=196) koronaviry (n=56)
RBD 1 0 0
pozitivni
NP 4 5 1
RBD 592 196 56
negativni
NP 589 191 55
RBD 99,83 % 100,00 % 100,00 %
specifita NP 99,33 % 97,45 % 98,21 %
MBA COVID-19 IgA 99,16 % 97,45 % 98,21 %
MBA COVID-19 IgG Panel
Krevni darci Potencialné zk¥izené Endemické
(n=600) reaktivity (n=198) koronaviry (n=62)
RBD 0 2 0
pozitivni
NP 4 6 1
RBD 600 196 62
negativni
NP 596 192 61
RBD 100,00 % 98,99 % 100,00 %
specifita NP 99,33 % 96,97 % 98,39 %
MBA COVID-19 IgG 99,33 % 96,46 % 98,39 %
MBA COVID-19 IgM Panel
Krevni darci Potencialné zk¥izené Endemické
(n=598) reaktivity (n=197) koronaviry (n=57)
RBD 0 2 0
pozitivni
NP - 2 -
RBD 598 195 57
negativni
NP 594 195 57
RBD 100,00 % 98,98 % 100,00 %
specifita NP 99,33 % 98,98 % 100,00 %

MBA COVID-19 IgM 99,33 % 97,97 % 100,00 %



Prehled postvakcinac¢ni reaktivity MBA souprav

Priimérné hodnoty po prvni davce o¢kovani proti Priimérné hodnoty po druhé davce o¢kovani proti
SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
900 900
800 H gGC W IgM IgA 500 H IgG W IgM IgA
700 700
600 600
E 500 E 500
~ ~
D 400 D 400
300 300
200 200
100 100
o] (o]
NP RBD Spike2 Eprotein  ACE2 PLpro NP RBD Spike2  E protein  ACE2 PLpro

Mira korelace ziskanych vysledkti s VNT metodikou

VNTvs MBATL IgG VNT vs vSechny tridy protilatek MBA TL
TL TL
poz neg poz neg
poz 100 0 poz 100 0
VNT VNT
neg 0 0 neg 0 0
shoda 100 % shoda 100 %

Primérné hodnoty jednotek (U/ml) IgG anti-RBD a IgG anti-NP
protilatek (TestLine) ve vztahu k jednotlivym titriim VNT

Priimérné hodnoty jednotek (U/ml) IgG anti-RBD Primérné hodnoty jednotek (U/ml) IgG anti-NP
protilatek (TestLine) ve vztahu k jednotlivym titrim protilatek (TestLine) ve vztahu k jednotlivym
VNT titrim VNT
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Objednaci udaje

CoNA96
CoNG96
CoNM96
CoRA96
CoRG96
CoRM96
SK-CoNA96
SK-CoNG96
SK-CoNM96
SK-CoRA96
SK-CoRG96
SK-CoRM96

Nazev soupravy
EIA COVID-19 NP IgA

EIA COVID-19 NP IgG

EIA COVID-19 NP IgM

EIA COVID-19 RBD IgA

EIA COVID-19 RBD IgG

EIA COVID-19 RBD IgM
SmartEIA COVID-19 NP IgA
SmartEIA COVID-19 NP IgG
SmartEIA COVID-19 NP IgM
SmartEIA COVID-19 RBD IgA
SmartEIA COVID-19 RBD IgG
SmartEIA COVID-19 RBD IgM

Soupravy SmartEIA jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji Agility.

MICROBLOT-ARRAY

Kéd
CoVAMA96
CoVGMA96

CoVMMA96

él

V06/2022

Néazev soupravy

Microblot-Array COVID-19 IgA
Microblot-Array COVID-19 IgG
Microblot-Array COVID-19 IgM

TestLine®

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
Kiizikova 68, 612 00 Brno, Ceské republika
+420 549 121 205 (209, 238)
trade@testlinecd.com

www.testlinecd.cz

CERTIFIED

1SO 9001 -1SO 13485

je drzitelem certifikatl
ISO 9001 a1SO 13485

Podéet testu

96
96
96
96
96
96
96
96
96
96
96
96

Poéet testt

96

96

96

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.



