FIA COVID-19
Immundiagnostik

Eine Stufendiagnostik

) ARt AEmAE A L]
bestbion dx GmbH Telefon: +49 2234 98795 -0 - dX
Horbeller Str. 33 Telefax: +49 2234 98795 - 29 _"" e S 10 I I
5085¢ Email: service(dbestbion.com

\IJ.:.;LJ;IHE-:.-::IH?;|'|(I _nlt's"'.‘r:'.-.l:.M.be.s.t.bion.com Smarter d|ag nOStiCS



. e
= | 7 ARBEIMGEBER
- 3 - 2 1 N MITTELSTAND <
r Y | By 2021 el
y L J ¥ A 0 1

Standard F Covid-19 IgM / IgG

Ein Einsatz des Standard F Covid-19 IgM / IgG ist erst sinnvoll 7 Tage nach dem Einsetzen
von Covid-19 Symptomen fir den Nachweis von IgM-Ak. Der Standard F Covid-19 IgM / IgG
Test zeigt die COI Werte fur IgM und 1gG getrennt voneinander an (Abbildung 1).
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Abbildung 1:Testergebnis

Das Besondere am Standard F Covid-19 IgM / IgG Test ist, dass er die Antikdrper gegen das
Spike Protein und das Nukleocapsid Protein des SARS-CoV-2 Erregers nachweist. Dadurch
ist es moglich Antikérper in Patienten nachzuweisen, welche eine Covid-19 Infektion
Uberstanden und/oder eine Impfung gegen SARS-CoV-2 erhalten haben.

Leistungsdaten:

Es wurden 130 positive und 150 negative Proben analysiert und mit einer PCR verglichen.
Sensitivitat: 98,48% (95% Cl. 94,55% - 99,81%)

Spezifitat:  95,33% (95% CI. 90,62% - 98,10%)
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Tabelle 1: Leistungsdaten Standard F COVID-19 IgM/IgG Combo

PCR
Positive Negative Total
Positive 128 7 135
STANDARD F :
COVID-19 IgM/IgG Combo Negative 2 143 145
Total 130 150 280

Erganzend ist zu erwahnen, dass die Bestimmung von IgG + IgM Antikdrpern nach 7 Tagen,
nachdem Symptome festgestellt wurden, bei 100% liegt.

Standard F SARS-CoV-2 nAb

Dieser Test ist zum Nachweis neutralisierender Antikdrper gegen das SARS-CoV-2-Virus, fur
die klinische Uberwachung nach einer Infektion und des Screenings nach einer Impfung
bestimmt.

e Antikorper, die eine Zelle vor einem Virus abschirmen, indem sie dessen biologische
Wirkung neutralisieren

o Verhindert die Interaktion des Virus mit den Wirtszellen durch Bindung an die
Antigene (Spike Protein) an der Oberflache des Virus

¢ Die meisten SARS-CoV-2 nAb sind gerichtet gegen die rezeptorbindende Doméane
(RBD) des S-Proteins

o SARS-CoV-2 nAb blockiert die Bindung von RBD und ACE2 (Abbildung 2)
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Abbildung 2 SARS-CoV-2 Interaktion mit ACE2

Der Standard F SARS-CoV-2 nAb ist ein sog. Surrogat-Virusneutralisationstest (sVNT).
Neutralisierende SARS-CoV-2-Antikérper kdnnen auch mit einem sVNT quantifiziert werden,
welcher nAbs ohne Verwendung von Lebendviren nachweist und mit Immunoassay-
Techniken durchgeflihrt werden kann. Der sVNT-Ansatz bildet die Virus-Wirt-Interaktion
nach, indem eine Blutprobe mit aufgereinigten Virus-Spike-Protein- und menschlichen ACE2-
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Rezeptor-Varianten inkubiert wird. Neutralisierende Antikérper verhindern die Bindung des
Spike-Proteins an ACE2. Der Grad der Hemmung wird in einem kompetitiven Immunoassay
quantifiziert, um den Anteil der nAbs in der Probe anzuzeigen. Die Ergebnisse von sVNT und
Lebendvirusverfahren stimmen in hohem Male Uberein, und die Spezifitat und
Empfindlichkeit von sVNT sind mit herkdbmmlichen Neutralisationstests vergleichbar.

Der Standard F SARS-CoV-2 nAb hat zwei vorbeschichtete Linien, "C" Kontrolllinie, "T"
Testlinie fur den F200/F2400 auf der Oberflache der Nitrocellulosemembran. Die Kontrolllinie
ist mit einem Anti-RBD-Antikorper beschichtet, wahrend die Testlinie mit Streptavidin
beschichtet ist. Das mit Europiumpartikeln konjugierte RBD-Protein wird als Detektor fur die
Testlinie verwendet. Wahrend des Tests interagiert das mit Europium-Partikeln konjugierte
RBD-Protein mit den SARS-CoV-2-neutralisierenden Antikdrpern in der Probe und bildet
einen Antikdrper-RBD-Komplex oder ein mit Biotin konjugiertes ACE-2-Protein, das einen
ACE2-RBD-Komplex bildet. Der ACE2-Biotin- und RBD-Europium-Komplex wandert durch
Kapillarwirkung auf der Membran, bis er die Testlinie erreicht, wo er durch das Streptavidin
eingefangen wird. Die Intensitat des fluoreszierenden Signals wird auf der Testlinie
vermindert, wenn SARS-CoV-2 neutralisierende Antikérper in der Probe vorhanden sind. Die
Intensitat des fluoreszierenden Signals variiert je nach der Menge der in der Probe
vorhandenen SARS-CoV-2 neutralisierenden Antikérper. Wenn SARS-CoV-2-
neutralisierende Antikérper in der Probe vorhanden sind, erscheint das fluoreszierende
Signal auf der Testlinie umgekehrt proportional zur Menge der neutralisierenden Antikdrper.
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Negative Reaktion: Das Fluoreszenzsignal wird weniger inhibiert (weniger als 20 % Inhibition = negatives
Ergebnis)

bestbion dx GmbH | Horbeller Str. 33 1 50858 Koln | Telefon: +49 2234 98795 0 | Fax: +49 2234 98795 29
service@bestbion.com | www.bestbion.com



bestbion

smarter diagnostics

Wie wird die Inhibition berechnet?
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Das Ergebnis wird im Display als Pl angegeben

Zwischenergebnisse von Studien zu Analysen von Standard F nAb
mit COVID-19 Impfstoffen

Krankenhaus A

Die Abbildung 3 zeigt, dass der Pfizer-Impfstoff nach der ersten Impfung zu einer besseren
Immunitat gegenlber dem WT und der UK-Variante flhrt (65 %). Der Impfstoff fihrt aber nur
zu einer Immunitat bei 5% der Probanden, wenn diese sich mit der SA oder BRA des SARS-
CoV-2 infiziert hatten.

Variant Group 1 nAb Variant 2 nAb
Positive H Total V1 Positive result rate || Positive | Negative | Total V2 Positive result rate
148 78 65% (148/226) 12 214 5% (12/226)

Pl group N Pl group N
1 <0 25 1 <0 150

2 0~10 23 2 0-10 44

3 10220 3D 3 10-20 20

4 20~30 35 4 20-30 [

S 30~40 24 5 30-40 2

6 | 40~50 14 6 | 40-50 3

7 50-~60 27 7 50~60 0

8 60~70 21 8 60-70 1

9 70~80 14 9 70-80 [1]
10 | 80~90 10 10 80~90 0
11 3 111 90-100 )
| Total patient N 226 | Total patient N 226

Abbildung 3: 3 Wochen nach der ersten Impfung mit Pfizer
Krankenhaus B

Die Abbildung 4 zeigt, dass der AstraZeneca-Impfstoff nach der ersten Impfung zu einer
besseren Immunitat gegentber dem WT und der UK-Variante fuhrt (35 %). Der Impfstoff
fuhrt zu einer Immunitat bei 3% der Probanden, wenn diese sich mit der SA oder BRA des
SARS-CoV-2 infiziert hatten.

1 Variant Group 1 nAb Variant Group 2 nAb |
Positive H Total V1 Positive result rate | | Positive Negalivel Total V2 Positive result rate
80 151 35% (80/231) 7 224 3% (7/231)
Pl N Pl group N
1 <0 57 1 <0 199
2 0-10 66 P 0-10 20
3 10-20 27 3 10-20 5
4 20-30 24 4 20~30 5
5 30-40 17 5 30-~40 1
6 | 40-50 13 6 40-50 1
7 50~60 7 7 50-60 0
B 60~70 9 -] 60~70 0
9 70~80 4 9 70~80 0
10| 80-90 4 10| 80-90 0
11| s0-100 3 11| 90-100 0
Total patient N 231 Total patient N 231

Abbildung 4: 3 Wochen nach der ersten Impfung mit AstraZeneca
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Krankenhaus C

Die

Abbildung s zeigt, dass der AstraZeneca-Impfstoff nach der ersten Impfung zu einer
besseren Immunitat gegenuber dem WT und der UK-Variante fuhrt (39 %). Der Impfstoff

fuhrt zu einer Immunitat bei 4% der Probanden, wenn diese sich mit der SA oder BRA des
SARS-CoV-2 infiziert hatten.

Wenn der Cut-Off Wert Pl 20% auf null reduziert wird, liegt die Positivrate bei 85 %. Das ist
der Wert, welchen andere Hersteller gerne angeben.

| Variant Group 1 nAb Variant Group 2 nAb
Positive H Total V1 Positive result rate Positive |Negative| Total V2 Positive result rate
46 74 39% (46/117) 5 112 4% (5/17)
Pl group N Pl group N
1 <0 17 1 <0 9
= [ o == =
Fmmm————————————— | 3 10-20 25 3 10-20 F]
1 .. 1| | 4 20~30 16 4 20-30 1
! Positivrate 0 5 | 30-40 8 5 | 30-40 2
(- . o ] 3 40~50 4 6 40~50 1
i liegtbei85% i 7| s0-60 6 7 [s0-60 1
I ! 60~70 3 “ 8 60~70 0
1 (P120) i 9 | 70-80 5 9| 70-80 0
L S0 10| 80~-90 1 10| 80-90 0
| 11| g0-100 3 1_fs0-100 0
L Total patient N 117 Total patient N 117
Abbildung 5: 3 Wochen nach der ersten Impfung mit AstraZeneca
Die

Abbildung 6 zeigt das der Pfizer-Impfstoff nach der ersten Impfung zu einer besseren
Immunitat gegenuber dem WT und der UK-Variante (69 %) fuhrt. Der Impfstoff fuhrt zu einer
Immunitat bei 11 % der Probanden, wenn diese sich mit der SA oder BRA des SARS-CoV-2
infiziert hatten.

Wenn der Cut-Off Wert Pl 20% auf null reduziert wird, liegt die Positivrate bei 95 %. Das ist
der Wert, welchen andere Hersteller gerne angeben.

Variant Group 1 nAb Variant Group 2 nAb |
23 Positive |Negati\-'e Total V2 Positive result rate
13 120 11% (13/120)

P1 seﬂiun| N Pl section| N

1 =0 [ 1 =0 57
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e .l 3 10~20 15 3 10-20 13
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1 liegt bei 95 % ! 'i 7| 50-60 1 7| s0-60 1
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Abbildung 6: 3 Wochen nach der ersten Impfung mit Pfizer

Abbildung 7 zeigt, dass Personen, welche schon COVID-19 hatten, vor der Impfung im
Standard F SARS-CoV-2 nAb Test, eine Immunitat gegentiber dem WT und der UK-Variante
besalen. Alle vier Patienten wurden mit AstraZeneca (3) oder Pfizer (1) geimpft. Nach der
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Impfung zeigten alle vier Patienten neutralisierende Antikérper, auch gegen die SA- und

Participants with COVID-19 infection history G (AR i rmEs
7 vz V1 vz
Before vaccination After vaccination Az 1. 97.0(+) -1.2(-) 99.8(+) 96.8(+)
Vi V2 Vi vz Az 2. 34.8(+) -3.5(-) 96.9(+) 26.2(+)
Az 3. 30.0(+) -7.8(-) 99.8(+) 99.7(+)
Pos Neg Pos Pos Pfizer 1. | 29.6(+) 29(-) 94.4(+) 49.2(+)

|
|
Abbildung 7: Ergebnisse von COVID-19 Patienten, welche COVID-19 hatten, rechts Rohdaten

Zuerst sollte dafur die Frage beantwortet werden, ob ein positives Antikorperergebnis
bedeutet, dass eine schitzende Immunitat vorliegt.

Wenn IgM oder IgG nachgewiesen werden, bedeutet das nicht direkt, dass eine vollstandige
Immunitat vorliegt, da (wie oben die Ergebnisse zeigen), ein Patient immun gegen den WT
und UK-Varianten sein kann aber dieser nicht immun gegen SA- und BRA ist.

Als zweites sollte sich die Frage gestellt werden, ob es ausreichend ist zu sagen, dass
genugend Antikorper vorliegen, um eine Interaktion von SARS-CoV-2 mit der Wirtszelle zu
verhindern.

Diese Frage muss auch mit Nein beantwortet werden, da ein einfaches Antikérper Ergebnis
nicht zwischen neutralisierenden Antikdpern und nicht neutralisierenden Antikérpern
unterscheidet.

e Lasst sich aus dem PIl-Ergebnis ein Titer (IU/mL) ableiten?

Der genaue Titerwert ist nicht bekannt, da sich dieser Wert auf die Starke des
Lichtsignals bezieht.

¢ Welche Testkassette V1, V2 oder beide verwende ich, wenn der Patient mit einem
Impfstoff (z. B. Moderna oder AstraZeneca) geimpft wurde, um den Impfstatus zu
Uberprifen?

Auch wenn der Patient in der Vergangenheit mit dem Wuhan-Coronavirus infiziert war,
kann er mit anderen mutierten Viren infiziert sein. Wir empfehlen daher, alle V1-V2-
Tests durchzuflihren, um festzustellen, ob neutralisierende Antikorper vorhanden sind,
die auf die Mutationen reagieren kénnen.
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. Ie unterscheidet sich das Ergebnis einer geimpften Person von dem ein
Person?

Es gibt keinen Unterschied bei den PI-Ergebnissen. Es gibt Personen, die einen hohen PI-
Wert haben, wenn sie geimpft sind, wahrend Personen, die wieder gesund sind, einen
niedrigen PI-Wert haben konnen.

Es scheint einen Unterschied in der Dauer des Nachweises der neutralisierenden Antikorper
im Korper zu geben. Es wurde bestatigt, dass neutralisierende Antikorper, die nach der
Impfung gebildet werden, eine langere Lebensdauer haben als neutralisierende Antikrper
bei genesenen Patienten.

Standard F Covi-Feron

Der Covi-Feron Test untersucht im Gegensatz zu den beiden vorher beschrieben Tests nicht
die humorale Immunantwort, sondern die zellulare Immunantwort des adaptiven
Immunsystems (Abbildung 8). Der Nachweis von IFN-y liefert Rlickschllisse dariber, ob und
in welchem Mal eine spezifische, gegen den Erreger gerichtete, T-zellulare Immunabwehr
vorhanden ist.

Die T-Zellen des Immungedachtnisses werden nicht direkt nachgewiesen. Vielmehr setzt
man hier sogenannte Interferon-y-Release Assays (IGRA) ein — ein altes Prinzip, das flr
Tuberkulosetests verwendet wird. Diese Assays messen die spezifische Freisetzung
(Release) des Botenstoffs y-Interferon durch T-Zellen, die spezifisch durch Exposition mit
einem Antigen aktiviert wurden.

Adaptive Immunity

1 -
1

Humoral Cellular
(B cell Immunity) (T cell Immunity)

Abbildung 8: Adaptives Immunsystem

Der Standard F Covi-FERON (IFN-gamma) verwendet spezielle Blutentnahmeréhrchen, die
antigensensibilisiert sind. Die Inkubation des Blutes in den Réhrchen dauert 16 bis 24
Stunden. Danach wird das Plasma entnommen und auf das Vorhandensein von IFN-y
getestet, das als Reaktion auf die spezifischen Antigene gebildet wird. Der Test wird in zwei
Schritten durchgefuhrt. Zunachst wird Vollblut in jedes der Covi-FERON-R6hrchen geflllt, zu
denen das Nil-Rdhrchen, das Original SP-Antigen-Roéhrchen, das Variant SP-Antigen-
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Rohrchen, das NP-Antigen-Réhrchen und das Mitogen-Rohrchen gehdren. Das Mitogen-

auch als Kontrolle fur die korrekte Handhabung und Inkubation des Blutes dienen.

Alle Covi-FERON-R&hrchen sollten so bald wie moglich nach der Blutentnahme, aber
spatestens innerhalb von 16 Stunden nach der Entnahme, bei 37°C inkubiert werden. Nach
16 bis 24 Stunden Inkubationszeit werden die Réhrchen zentrifugiert, das Plasma
gesammelt und die IFN-y-Menge (IU/ml) mittels FIA (Fluoreszenzimmunoassay) gemessen.

Immer mehr Belege sprechen daflir, dass CD4+ und CD8+ T-Zellen eine Rolle bei COVID-
19 und auch im immunologischen Gedachtnis, das sich nach der Genesung von einer
SARS-CoV-2-Infektion bildet, spielen’.

Die T-Zell Immunitat hat den Vorteil gegeniber einer antikbrpervermittelten Immunitat, dass

sie von langerer Dauer ist als die von Antikdrpern. Immer mehr Studien deuten darauf, dass
Antikdrper nur voriibergehend nachgewiesen werden kénnen. Es kann bei einer mild

verlaufenden COVID-19 Infektion passieren, dass die T-Zellen stimuliert werden und eine T-

Zell Immunitat ausbilden, ohne dass sich eine durch B-Zellen vermittelte Antikorper

Produktion detektieren lasst. Demnach kann es passieren, dass ein Patient, der keine

Antikdrper aufweist, falschlicherweise als nicht immun angesehen wird. Dieser Patient kann 3
jedoch eine langanhaltendere Immunitat durch die T-Zellen haben. Die Verwendung von
Antikérpern als einzigen Marker fir eine SARS-CoV-2-Infektion kdnnte das Ausmal der

Gesamt SARS-CoV-2-Immunitat in der Allgemeinbevoélkerung unterschatzen.

1-Chen Z, John Wherry E. T cell responses in patients with COVID-19. Nat Rev Immunol 2020 Jul 29
2 - Sekine Tet al. Robust T cell immunity in convalescent individuals with asymptomatic or mild COVID-19 Immunology; 2020 Jun
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Zusétzlich zum Testkit werden 5 weitere Réhrchen bendtigt, um die T-Zell Immunitat

Hachzuwersen.

Nil Réhrchen > Uberpriifung des Hintergrund-IFN-y Gehalts der Probe

Original SP Antigen Réhrchen - Prift die Reaktion auf das Spike-Protein (SP) der WT und UK-Variante
Varianten SP Antigen Réhrchen - Priift die Reaktion auf das SP der SA und BRA Variante

NP Antigen Réhrchen = Priift die Reaktion auf das Nukleocapsid Proteins

Mitogen Réhrchen - Positiv Kontrolle

arwb=

Algorithmus zur Covid-19 Antikorper Diagnostik

Standard F Covi-Feron

/

positiv—»Standard F SARS-CoV-2 nAb—» positiv — Standard F Covi-Feron

Standard F Covid-19 IgM/IgG

\

negativ—» Standard F Covi-Feron
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o Beantwortet die Frage, ob IgM/IgG-Antikérper nach einer durchgemachten Infektion oder Impfung
vorhanden sind.

¢ Wenn IgM/IgG-Antikérper vorhanden sind, dann ist es sinnvoll, den Standard F SARS-CoV-2
nAb-Test anzuschliel3en. Bei einem negativen Ergebnis macht es Sinn zu prifen, ob eine T-Zell
Immunitat vorliegt.

e Beantwortet die Frage, wenn Antikdrper vorhanden sind (Impfung oder durchgemachte Infektion),
wie gut die Immunitat gegen die SARS-CoV-2-Varianten UK, China, Brasilien und Std-Afrika ist.

10

e Beantwortet die Frage, ob eine milde Infektion zu einer T-Zell-Immunitat geflihrt hat, wenn keine
IgM/1gG-Antikorper nachgewiesen wurden. Kann daher verwendet werden, wenn der Standard F
Covid-19 IgM/IgG ein negatives Ergebnis zeigt, obwohl der Patient eine Infektion durchgemacht
hat oder geimpft wurde.

e Beantwortet die Frage, ob zusétzlich zu einem positiven IgM/IgG auch eine T-Zell-lmmunitat
vorliegt und damit eine langere Immunitat vorhanden ist, als beim alleinigen Nachweis der
Antikdérper IgM und 1gG.
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