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SARS-CoV-2 / COVID-19 deel 3
SARS-CoV-2-diagnostiek: kritische terugblik
update voor het griepseizoen




, Het griepseizoen vormt dit jaar een bijzondere

uitdaging wanneer het gaat om:

e Het betrouwbaar aantonen van SARS-CoV-2-
virussen

e Het onderscheiden van SARS-CoV-2-virussen ten
opzichte van andere vaak voorkomende ziekte-
kiemen die ademhalingsproblemen veroorzaken

e Het opsporen van immuniteit tegen SARS-CoV-2
door middel van tests op humoraal en/of cellu-
lair niveau.

De testen waarmee we deze uitdagingen aangaan
worden in deze brochure beschreven.



Hoewel we in 2021 starten met de coronavaccinatie in Nederland lijkt het erop dat het corona-

virus desondanks nog lange tijd bij ons aanwezig zal zijn. Ook al is er een toenemend aantal
studies dat een significant lagere dodelijkheid aan het virus toeschrijft dan aanvankelijk werd
aangenomen [1 - 5].

De meeste infecties zijn asymptomatisch of vertonen lichte symptomen [6 - 10]. Toch blijft SARS-
CoV-2 gevaarlijk voor ouderen en risicogroepen. Het is vooral belangrijk om deze groepen te
beschermen. Om dit te bereiken worden er op grote schaal tests uitgevoerd om zo virusdragers

te identificeren die risicogroepen kunnen besmetten.

Elk najaar start een nieuw griepseizoen en daarmee ook de tijd van respiratoire ziekteverwek-
kers, zoals 0.a. griep- en coronavirussen. Velen zullen griepverschijnselen vertonen en worden
getest op SARS-CoV-2 uit angst voor COVID-19. Dus zal het testen voorlopig doorgaan.

Waar moeten we op letten bij het testen, wat hebben we geleerd uit het verleden? Na deel 2,
dat ging over preventie door middel van integratieve therapiebenaderingen, richten we ons
nu op de diagnostiek in deze brochure, het 3de deel van onze SARS-CoV-2-/ COVID-19-serie.

Waar moet een goede SARS-CoV-2-diagnose vandaag de dag aan voldoen? Dit bespreken we
uitgebreid op de volgende pagina’s.



SARS-CoV-2 analyse via PCR-testen

De PCR-technologie speelt een belangrijke rol in de vroege fase van de virale infectie, wanneer
de virussen zich sterk vermenigvuldigen. Het wordt gebruikt voor de directe detectie van de
ziekteverwekker [11]. De incubatietijd van een SARS-CoV-2 infectie ligt tussen 2 - 14 dagen,
maar meestal tussen 5 - 7 dagen. Geinfecteerde personen worden ongeveer 2 dagen voor het
optreden van de symptomen PCR positief. PCR-testen van symptoomuvrije patiénten zijn daarom
alleen nuttig in het geval van contact met een bekende positieve patiént (index).

K345 SARS-COV-Z-q PCR Basis neus-/ keeluitstrijkje

Directe opsporing van ziekteverwekkers (opsporing van een vroege infectie).

Test-specificaties:
® SARS-CoV-2 specificiteit door detectie van 3 doelwitgenen: E-gen, RARP-gen, S-gen
® Kwantificatie van ziektekiemen door opgave van CT-waarden

Pre-analyse

Of de aanwezige SARS-CoV-2-virussen kunnen worden gedetecteerd, hangt grotendeels
af van de juiste monsterafname. Alleen met een correct uitgevoerde diepe keeluitstrijk
kan de ziekteverwekker worden opgespoord. Het afschrapen van het gehemelte met een
wattenstok is vaak niet succesvol bij een lage virusbelasting. Maar zelfs met een correcte
monsterafname kunnen virussen niet altijd worden gevonden. Terwijl een keeluitstrijk vaak
in minder dan 50% van de gevallen succesvol is, afhankelijk van de virale belasting, is het
detectiepercentage bij een nasofarynxuitstrijk aanzienlijk hoger, namelijk 63% [12]. Het
niet aanwezig zijn van koorts, droge hoest of vermoeidheid sluit geen SARS-CoV-2 infectie
uit. Een PCR-onderzoek van diep opgehoest sputum kan in dergelijke gevallen nuttig zijn,
omdat het detectiepercentage hierbij hoger is [12].

Specificiteit

In de afgelopen maanden zijn er herhaaldelijk berichten geweest die de specificiteit van de
SARS-CoV-2-PCR-test in twijfel trokken [13]. Individuen zijn positief getest op het virus zonder
symptomen. Vervolgtests op verzoek van de lokale gezondheidsdiensten lieten een negatief
resultaat zien. Hoe is deze discrepantie ontstaan? Veel laboratoria gebruiken PCR-methoden die
alleen het E-gen van het virus detecteren om SARS-CoV-2 op te sporen. Deze tests zijn goedkoop
en worden gekenmerkt door een hoge gevoeligheid. Echter, omdat het E-gen, dat slechts de
viruscoating codeert, niet specifiek is voor SARS-CoV-2 maar ook andere coronavirussen (sarbe-
covirussen) herkent [14], werden vroeger E-gen-positieve monsters getest met een 2e PCR om er
zeker van te zijn dat het inderdaad om SARS-CoV-2 gaat. Er werd gezocht naar specifieke genen
in de confirmatieve PCR, zoals het RARP-gen, het S-gen of het ORF1-gen. Toen de confirmatieve
tests in endemische gebieden op aanbeveling van de WHO werden stopgezet, werd de PCR-detectie
van SARS-CoV-2 vanaf april 2020 in veel kleinere laboratoria alleen nog via het E-gen uitgevoerd.



CT-waardes en viruslast

Bij PCR-testen is het niet alleen belangrijk om te weten of SARS-CoV-2 al dan niet gedetecteerd
is, maar ook om te weten hoeveel virussen er zijn gevonden. Dit wordt aangegeven door de
zogenaamde CT-waarde, het aantal amplificatiecycli dat nodig is om het virus aantoonbaar te
maken. Bij patiénten met een zeer hoge virusbelasting kunnen CT-waarden van minder dan
20 worden gevonden. Gemiddelde CT-waarden van 25 geven de aanwezigheid van ongeveer
100.000 virussen/ml aan. CT-waarden van 30 geven er slechts 100 aan. Als de CT-waarden
boven 33 of 34 liggen, zijn er minder dan 20 virussen/ml. In deze gevallen is het nauwelijks
mogelijk om de ziekteverwekkers te kweken. Door de lage virusbelasting zijn de patiénten dus
niet meer besmettelijk [15 - 17]. Om de gevoeligheid van de SARS-CoV-2-detectie te verhogen
en zelfs de kleinste hoeveelheden virus bij beginnende infecties te kunnen opsporen, werd
echter aanbevolen het aantal amplificatiecycli te verhogen tot 40. Daarmee wordt de aantoon-
baarheidsgrens van de methode bereikt, waarbij de verhoogde sensitiviteit ten koste gaat van
de specificiteit, d.w.z. vals-positieve resultaten komen vaker voor.

Bedenkelijke positieve SARS-CoV-2-PCR-testen met CT-waarden boven 35 zijn niet ongewoon
en moeten altijd gecontroleerd worden. Deze kunnen wijzen op afname in een vroege
incubatiefase of herstelperiode, of op een slechte kwaliteit van het monster. Testen met een
geintegreerde controle van het uitstrijkje maken het mogelijk om conclusies te trekken over
de kwaliteit van het monster en hebben altijd de voorkeur.

Wat betekent dit voor Biovis

Biovis gebruikt een PCR-methode die een uitstrijkcontrole bevat en het mogelijk maakt
conclusies te trekken over de kwaliteit van het monster. Wanneer de controletest negatief is,
is het afgenomen materiaal niet voldoende voor een betrouwbare virusdetectie. Een herhaling
wordt aanbevolen om vals negatieve resultaten te voorkomen.

De door Biovis gebruikte testmethode detecteert naast het E-gen ook twee SARS-CoV-2-
specifieke genen, het RARP- en het S-gen. Deze methode maakt dus betrouwbaar onderscheid
tussen het SARS-CoV-2 virus en andere coronavirussen.

Biovis geeft het resultaat niet alleen aan met ‘positief’ of ‘negatief’. De bevindingen bevatten
de CT-waarden die het mogelijk maken om conclusies te trekken over de virale belasting.
Dit is belangrijk omdat verschillende onderzoeken aangeven dat patiénten met CT-waarden
boven 33 of 34 niet meer besmettelijk zijn [15 - 17]. Het Robert Koch Institut, het Duitse
publieke gezondheidsinstituut, houdt hier ook rekening mee in zijn ontslagrichtlijnen (vanaf
juli 2020) [18].

Résumé: De PCR-methode is een zeer gevoelig en waardevol instrument voor de detectie van
SARS-CoV-2, maar alleen als er daadwerkelijk rekening wordt gehouden met bovenstaande
criteria.

Elke herfst start een nieuw griepseizoen en daarmee de tijd van respiratoire ziekteverwek-
kers, zoals griep en coronavirussen (zie Afb. 1). Miljoenen mensen zullen griepverschijnselen

vertonen, waarvan velen op SARS-CoV-2 zullen worden getest uit angst voor COVID-19.




Alleen al om de angst niet verder te vergroten lijkt het zinvol om bij optredende symp-
tomen in het uitstrijkje niet alleen te zoeken naar SARS-CoV-2, maar ook naar andere
veelvoorkomende ‘griepvirussen’. De oorzaak zal waarschijnlijk zelden SARS-CoV-2 zijn.
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Seizoensverloop van verschillende respiratoire virussen
(Bron: https.//clinical-virology.net)

Biovis biedt met het nieuwe SARS-CoV-2 PCR Plus-Profiel een Multiplex-PCR-test aan, die
naast het nieuwe coronavirus en influenza A en B en RSV A en B ook andere veelvoorko-
mende ziekteverwekkers van luchtweginfecties opspoort. Aangezien de virussen vergelijkbare
symptomen met zich meebrengen, biedt de test een snelle en betrouwbare manier om de
oorzaak vast te stellen.

[ ]K345k SARS-CoV-2-qPCR NIEUW neus+ keeluitstrijk
Ziektekiemen: SARS-CoV-2, Influenza A en B, RSV Aen B

Vraagstelling: Zijn de symptomen te wijten aan SARS-CoV-2 of aan andere
griepvirussen zoals influenza of RSV? SARS-CoV-2 specificiteit middels detectie
van meerdere doelgenen: E-gen, RARP-gen, S-gen. Kwantificering van ziekte-

verwekkers door opgave van CT-waarden.

Natuurlijk bevat het SARS-CoV-2-PCR-Plus-profiel ook alle bovengenoemde belangrijke criteria.
De Multiplex-PCR omvat een uitstrijkcontrole, het laat een specifieke detectie van SARS-CoV-2
toe door het combineren van verschillende doelgenen en biedt een kwantificering van het
virus via CT-waarden.



De PCR-technologie wordt gebruikt om ziekteverwekkers op te sporen in een vroeg stadium
van een virale infectie. Dit is echter niet altijd succesvol [19]. Een foutief uitgevoerde uitstrijk
kan ook de oorzaak zijn van fout-negatieve testresultaten, net zoals bij de monsterafname in
een vroege incubatiefase of tijdens het herstel. Ook wordt niet bij elke patiént met symptomen
een uitstrijk afgenomen. Wil men weten of er ondanks een ontbrekende of negatieve PCR-
test een SARS-CoV-2-infectie is opgetreden, kan dit worden gedaan door het opsporen van
antilichamen in het bloed.

Antilichaambepalingen zijn zinvol als er al een immuunreactie op de ziekteverwekker heeft
plaatsgevonden. Het wordt dan aanbevolen om altijd IgM- en IgG-antilichamen tegen
SARS-CoV-2 te testen [20].

|:|K341 SARS-CoV-2-antilichamen serum

® [gM-antilichamen (3 - 7 dagen na start symptomen, meldplicht in Duitsland)
® |gG-antilichamen (14 - 21 dagen na start symptomen, mogelijk immuniteit)

IgM-antilichamen zijn de eerste humorale immuunrespons van het lichaam. Ze zijn
vooral aanwezig tijdens het vroege verloop van de ziekte en zijn meestal 3 - 6 dagen na het
optreden van de eerste symptomen aantoonbaar (mediaan: 5 dagen). IgG-antilichamen
daarentegen dienen als langdurig bewijs van een infectie met SARS-CoV-2, d.w.z. ze wijzen
op een doorgemaakte infectie. IgG-antilichamen worden meestal gevonden vanaf de
10e - 18e dag (mediaan: 14 dagen) na het ontstaan van de eerste symptomen [21].

Het is altijd zinvol om IgM- en IgG-antilichamen tegen SARS-CoV-2 te onderzoeken, ook
al zijn de symptomen al enige tijd aanwezig, omdat IgM-antilichamen vaak 6 - 8 weken
aanhouden en seroconversie naar IgG ook met vertraging kan optreden.

IgA-antilichamen kunnen ook wijzen op een acute infectie met SARS-CoV-2. De mediaan
tijd van IgA-antilichaamdetectie is 5 - 7 dagen na het optreden van de symptomen. Door
de vaak onduidelijke constellatie bij bevindingen met talrijke IgA-positieve uitslagen en
vaak zwakke of geen seroconversie, wordt alleen IgA-antilichaamdetectie tegen SARS-CoV-2
niet meer aangeboden door Biovis. Het is mogelijk dat het coronavirus door het mucosale
immuunsysteem (IgA, slgA) op de slijmvliezen wordt geneutraliseerd, zodat er geen of
slechts lichte symptomen optreden en er geen verdere antilichamen worden gevormd. Dit
is mogelijk en moet verder worden onderzocht. Voor een toepassing in laboratoria moeten
de onderzoeksresultaten daarom worden afgewacht.

Zie ook: indirect bewijs van een doorgemaakte COVID-19-infectie met de

SARS-CoV-2-Fluorescentie-ELISpot (p. 13).



Afb. 2

SARS-CoV-2-1gG-
antilichaamdetecties in de
periode april tot juli 2020 (Bron:
Eigen gegevens, gebaseerd

op resusltaten van onze

klanten, met significant hogere
frequenties in sommige regio’s
van Duitsland).)

Immuniteitsdetectie door lgG-antilichamen

In de afgelopen maanden is herhaaldelijk gevraagd om IgG-antilichaamtesten om vast te
stellen of er sprake is van een SARS-CoV-2-infectie en vooral of er sprake is van humorale
immuniteit voor het virus.

Humorale immuniteit NIEUW
|:| K341G SARS-CoV-2-IgG-antilichamen
Serum, capillair bloed, DBS (dried blood spot)

Aanvankelijk werd aangenomen dat de IgG-antilichaamdetectie tegen SARS-CoV-2 samen-
ging met aanhoudende immuniteit [22]. Deze veronderstelling wordt in twijfel getrokken
door recente studies. Deze tonen aan dat het niveau van de antilichamen van patiénten
met een asymptomatisch of mild ziekteverloop binnen enkele weken afneemt en in 40%
van de gevallen niet meer aantoonbaar is [23]. Bij symptomatische patiénten is de afname
significant minder en de niveaus van antilichamen blijven in grote mate detecteerbaar [23].

Verdeling SARS CoV-2 IgG-antilichamen
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M SARS CoV-2 IgG-antilichaam positief M SARS CoV-2 IgG-antilichaam negatief

Onze eigen onderzoeken laten een soortgelijk beeld zien. Het percentage positieve I1gG-
antilichaamdetecties tegen SARS-CoV-2 is gedaald ten opzichte van april (zie afb 2) en ook
de vervolgonderzoeken van eerder positieve patiénten laten dalende antilichaamspiegels
zien. Vooral bij patiénten met een mild ziekteverloop. Dit heeft een impact op de immuniteit.



Specificiteit van de gebruikte antilichaamtesten

Lange tijd werd er voor IgG-antilichaamtests gewaarschuwd omdat de beschikbare testsys-
temen onvoldoende specifiek waren. Pas met de introductie van de ‘Roche-testen’ leek dit
probleem te zijn opgelost. De test werd met veel verve aan het publiek gepresenteerd en
gestart met antilichamen-testen op grote schaal. De testfabrikant Roche levert vooral aan
grote laboratoria die monsters geautomatiseerd verwerken. Deze systemen zijn niet beschik-
baar voor kleinere laboratoria.

Maar is de ‘Roche test’ echt beter dan andere beschikbare systemen? Nee, zo blijkt uit een
studie in Frankfurt, waarin meerdere gangbare testsystemen met elkaar werden vergeleken.
Alle geteste methoden toonden vergelijkbare waarden voor sensitiviteit en specificiteit [24],
en sommige tests, waaronder de testmethode die bij Biovis wordt gebruikt, maakten indruk
door hun zeer hoge specificiteit.

Waarom is specificiteit voor testen zo belangrijk?

Als de specificiteit van een gebruikte IgG-test 98% is, zal in een collectief van negatieve, gezonde
personen 2% vals-positief reageren. Het aandeel is hoger bij patiénten met reumatische aandoe-
ningen, auto-antilichamen en EBV-infectie. Artsen en therapeuten willen weten of hun patiénten
humorale immuniteit hebben. Zjj zijn daarom geinteresseerd in de positieve voorspellende
waarde van de resultaten, d.w.z. hoeveel van de positieve resultaten werkelijk positief zijn.

Test men COVID-19 patiénten die PCR-positief zijn na 4 weken op antilichamen, zullen (bijna)
alle patiénten echt positief zijn. Test men alleen patiénten die geen contact hebben gehad met
SARS-CoV-2 dan zijn alle positieve resultaten vals-positief. Met een pre-test kans in Duitsland
van ongeveer 3% zijn 3 van de 5 IgG resultaten waar en 2 zijn vals-positief. De betekenis van
het resultaat hangt dus af van de vraag welke patiénten worden getest. Met name in het geval
van gebiedsonderzoek, waarbij patiénten willen weten of ze geinfecteerd zijn met COVID-19
en of ze humorale immuniteit hebben, nadat ze een griepachtige infectie hebben gehad en
PCR-tests meestal niet beschikbaar zijn, moet een test een hoge mate van specificiteit hebben.

Volgens de fabrikant heeft de door Biovis gebruikte IgG-antilichaamtest een specificiteit van
99,6%. In een vergelijkende studie van verschillende SARS-CoV-2-testen werd 100% van de
geteste serummonsters correct positief geidentificeerd [24]. Onze test, die het N-eiwit
op SARS-CoV-2-virussen detecteert, was ook iets beter dan de meeste andere methoden qua
sensitiviteit.

Sommige laboratoria bieden dure bevestigingstests aan om er zeker van te zijn dat positieve
lgG-antilichaam-detecties niet vals-positief zijn. De hierboven beschreven specificiteiten doen
echter afbreuk aan het nut van deze procedure, vooral omdat in een directe vergelijking de
bevestigingstests geen betere specificiteitswaarden hebben opgeleverd dan de procedure die
wij gebruiken [24].



Gevolgen:

Als men wil weten of er immuniteit voor SARS-CoV-2 aanwezig is, is het niet voldoende om
lgG-antilichaamdetectie aan te vragen. Zelfs in het geval van een positief resultaat met
een test die een hoge specificiteit heeft, kunnen de antilichamenniveaus binnen enkele
weken dalen, vooral bij patiénten met een asymptomatisch of licht ziektebeloop [25, 26].
Antilichaamniveaus moeten daarom worden gemonitord!

Immuniteit tegen SARS-CoV-2 kan echter ook aanwezig zijn bij een negatieve antilichamen
test. Het is dan niet gebaseerd op een humorale maar op een cellulaire immuniteit door
de aanwezigheid van SARS-CoV-2-specifieke T-celklonen, die via een nieuwe SARS-CoV-2-

Fluorescentie ELISpot kunnen worden gedetecteerd.

Het belang van cellulaire immuniteit in de verdediging
tegen SARS-CoV-2-virussen

K346 SARS-CoV-2-Fluorescentie-ELISpot NIEUW
EXP 3 CPDA/ 3 ACDB

Indicatie van cellulaire immuniteit (T-cellen) tegen SARS-CoV-2 en/of

Coronavirussen door het vrijkomen van IFN-y en IL-2 door patho-
geen-specifiek geactiveerde T-effector- of geheugencellen.

De verdediging tegen virussen gebeurt niet alleen via antilichamen. Ook het cellulaire immuun-
systeem speelt een belangrijke rol [27]. Ons immuunsysteem bestaat uit een aangeboren
(niet-specifieke) en een verworven (specifieke) immuniteit. De verworven immuunrespons
is in staat om virale antigenen te herkennen en gerichte cellulaire en humorale afweerme-
chanismen te initiéren.

T-lymfocyten vormen het centrale onderdeel van de verworven immuniteit. Zij vormen het
startpunt van de cellulaire en humorale immuunrespons. T-helpercellen (CD4+ T-cellen)
vormen zich uit naieve T-cellen nadat deze in contact zijn gekomen met virale antigenen.
Eenmaal geactiveerd, delen T-helpercellen cytokines uit die de immuunrespons reguleren.
Er worden pathogeen-specifieke T-celklonen gegenereerd die selectief virale antigenen
herkennen enin het bloed worden gevonden als effector of geheugen T-cellen [28]. Effector
T-cellen (killer T-cellen) vernietigen virus-geinfecteerde gastheercellen. De geactiveerde
T-helpercellen kunnen echter ook plasmacellen stimuleren en zo de productie van antili-
chamen op gang brengen [29] (zie. Afb. 3).



virus (b.v. Influenza of Sars-Cov-2)

neutrofiele o o
granulocyt €°

o o
@ ~
LI

virus
7 antilichaam-
complex

'\. /" .vreet” virus
/
-+ SN ! presenteert
’( 1
'l‘.'l‘ L ¥ antigenen .
/ AR i
/ antilichaam /
i ! gastheercel
' | toont antigenen
) ! opde buitenste
plasmacel ‘1( i omhulling
\ 1
*i X y r }‘}. « helpercel \
A\ A \
A Y7y i \
WAL S 3 activeert )
- r; SJ\""’:. =  plasma-cellen \
}_ w ;' =< '~~~ ’,” \
YYDy A T ) :
A ~ r I~ IS N \
‘f=( ‘{r A N 4~ XY =% \\\ )
T oy =< \

A N ! vindt
antilichaam Y ':antigenen en
massa- — antilichamen <« ‘:d°kt aan
productie blokkeren :

virussen -~ !
i |

)

1

1

:

v

macrofagen
vinden en...

vernietigen

virus-antilichaam-complexen EEETEER AT

wordt vernietigd

Afb. 3

Immuunafweer tegen virussen
(bron: biovis)
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Wanneer het virus de mens een tweede keer infecteert, worden bestaande geheugencellen
geactiveerd, die de mogelijkheid hebben om op maat gemaakte immuunreacties uit te
lokken die leiden tot de snelle vernietiging van het virus.

Pathogeen-specifieke T-cellen en in het bijzonder hun T-geheugenfractie worden alleen

in lage aantallen gevonden in het bloed. Daarom zijn er zeer gevoelige analysemethoden
nodig die deze betrouwbaar kunnen detecteren. De ELISpot-test (Enzyme-Linked Immuno
Spot) is een voorbeeld van een dergelijke methode [30].

SARS-CoV-2-Fluorescentie-ELISpot

De SARS-CoV-2-Fluorescentie-ELISpot meet specifieke cytokines die vrijkomen door geacti-
veerde cellen na stimulatie met virale antigenen. Hierdoor kan de frequentie van specifieke
cytokine-releasing T-cellen worden bepaald, evenals de intensiteit van de cytokine-secre-
tie [31]. De ELISpot-methode is zeer gevoelig en kan één cytokine-releasing T-cel uit 100.000
cellen detecteren [30].

Met conventionele ELISpot-assays kan slechts één cytokine (bv. IFN-y) worden geanalyseerd,
terwijl met de nieuwe SARS-CoV-2-Fluorescentie-ELISpot van Biovis twee cytokinen per cel
(IFN-y en IL-2) tegelijkertijd kunnen worden gedetecteerd. De gebruikelijke hoge specificiteit
en sensitiviteit van deze methode blijven behouden.

IFN-y is een pro-inflammatoire cytokine die voornamelijk wordt geproduceerd door geacti-
veerde T-cellen en NK-cellen. De afscheiding van IFN-y door effectorcellen (bijv. cytotoxische
T-cellen) is kenmerkend voor Th1-reacties [30]. IL-2 (T-cel groeifactor) regelt de activiteiten
van T-lymfocyten. Het bevordert de activering en uitbreiding van T-cellen en de differentiatie
van CD8+ T-cellen in geheugencellen [32].

In de SARS-CoV-2-Fluorescentie-ELISpot wijst de detectie van enkel IFN-y-producerende effec-
torcellen op een immuunrespons van een SARS-CoV-2-infectie [33]. De aanwezigheid van IL-2
of de gelijktijdige detectie van IFN-y en IL-2 suggereren de aanwezigheid van geheugencellen
als bewijs van een doorgemaakte SARS-CoV-2-infectie en een vermoedelijk bestaande
cellulaire immuniteit (zie. Afb. 4 op p. 16).



Indicaties: wanneer is het zinvol om een
SARS-CoV-2-Fluorescentie-ELISpot uit te voeren?

1. Indirect bewijs van een doorgemaakte COVID-19-infectie

In geval van luchtweginfecties met koorts en droge hoest die niet konden worden bevestigd
door een positieve SARS-CoV-2-PCR, sluit dit de ziekte van COVID-19 niet uit. Ook IgM- of IgG-
antilichamen tegen SARS-CoV-2 zijn niet altijd aantoonbaar [22], zelfs als er een PCR-bevestigde
SARS-CoV-2-infectie aanwezig was [34, 35]. Vooral bij asymptomatische patiénten of patiénten
met milde symptomen worden vaak geen of slechts lage antilichamen spiegels gevonden, die,
indien aanwezig, vaak afnemen tijdens de vroege herstelfase [23, 25]. Recent immunologisch
onderzoek suggereert dat serologische antilichaam testen die IgM- en IgG-antilichamen in
het bloed meten slechts een deel van eerdere infecties opvangen. Doordat veel mensen
het coronavirus al via hun cellulaire immuunsysteem vernietigen voordat antilichamen
worden geproduceerd [34, 35]. ELISPOT-detectie van SARS-CoV-2-specifieke T-effector- of
geheugencellen kan eerder doorgemaakte COVID-19-infecties effectief opsporen [37]. Volgens
de huidige studies is dit succesvol bij 75% [35] en 100% [38] van de herstellende COVID-19
patiénten, d.w.z. significant vaker dan bij detectie van antilichamen.

2. Bewijs van cellulaire immuniteit

Als SARS-CoV-2-specifieke T-celklonen kunnen worden gedetecteerd is dit niet alleen een
bewijs van een voorafgaand viraal contact, maar kan dit ook wijzen op een bestaande cellulaire
immuniteit. Dit is in het bijzonder wanneer het bewijs van geheugencellen wordt aangetoond
door IL-2 of een combinatie van IL-2 en INF-y. Deze hebben bij hernieuwd SARS-CoV-2 contact
de mogelijkheid om op maat gemaakte immuunreacties te initiéren die leiden tot een snelle
virusvernietiging [37, 39, 40]. Volgens de eerste studies blijven de SARS-CoV-2-specifieke
T-celresponsen lange tijd detecteerbaar in de ELISpot [33, 35]. Dit blijkt ook uit de ervaring met
nauw verwante SARS-CoV-1- en MERS-virussen. Relatief kortstondige antilichaamresponsen,
maar langdurige T-celimmuniteit [40, 41], wat resulteert in SARS-specifieke geheugen-T-cellen

die nog steeds in 2020 worden gevonden bij SARS-patiénten uit 2003 [55].
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3. Indicatie van een mogelijke basisimmuniteit

In de afgelopen maanden is er herhaaldelijk gediscussieerd over de vraag waarom zoveel men-
sen geen of slechts milde symptomen vertonen na een infectie met SARS-CoV-2 [6, 7]. In deze
context werd het bestaan van een basisimmuniteit herhaaldelijk als oorzaak ingebracht [36, 38,
42]. Moet het cellulaire immuunsysteem in staat zijn om SARS-CoV-2 effectiever te bestrijden

na eerdere infecties met andere humaan pathogene coronavirussen?

Naast SARS-CoV-2 zijn er zes humaan pathogene coronavirussen (HCoV) [43]. Met name de vier
wereldwijd endemische “verkoudheids-coronavirussen” (HCoV-NL63, -229E, -OC43 en -HKU1)
zijn wijdverspreid onder de menselijke bevolking en zijn ook vaak bij ons de oorzaak van milde
luchtweginfecties [44]. Meer dan 90% van de menselijke bevolking is seropaositief voor minstens
drie van deze HCoV's [45]. Afhankelijk van de patiéntenpopulatie zijn zij verantwoordelijk voor
tot 20% van de acute, verworven luchtwegaandoeningen, zowel bij kinderen als bij volwasse-
nen [46 - 48]. Twee coronavirussen zijn zeldzaam maar verantwoordelijk voor ernstige virale
longontsteking: de MERS en SARS-CoV. Terwijl SARS-CoV sinds 2004 niet meer bij mensen is
aangetroffen, circuleert MERS-CoV sinds 2012 voornamelijk op het Arabisch schiereiland [49, 50].

Op de vraag naar opheldering van de basisimmuniteit door het cellulaire immuunsysteem na
voorafgaand contact met wereldwijd endemische coronavirussen, worden niet alleen SARS-
CoV-2-specifieke antigenen gebruikt in de Fluorescentie-ELISpot om lymfocyten te stimuleren.
In een aparte aanpak worden antigenen gebruikt die ook de detectie van de andere humaan
pathogene coronavirussen mogelijk maken. We zijn vooral geinteresseerd in de wereldwijd
voorkomende coronavirussen HCoV-NL63, -229E, -OC43 en -HKU1, die net als SARS-CoV-2
deels tot het geslacht van de beta-coronavirussen en deels tot het geslacht van de alfa-co-
ronavirussen behoren.

Als er bewijs is van PAN-corona-specifieke T-cel reacties in de ELISpot en worden deze patiénten
niet ziek of hoogstens met milde symptomen na een SARS CoV-2-infectie, dan lijkt cellulaire basis-
immuniteit zeer waarschijnlijk [44, 51]. In ieder geval bevestigen de eerste reeks onderzoeken
deze hypothese. Een cellulaire basisimmuniteit wordt ook ondersteund door de observatie dat
patiénten met reagerende PAN-corona-peptiden vaak geen SARS CoV-2 antilichamen verto-
nen [38]. Virus geinfecteerde cellen worden door T-effectorcellen geélimineerd voordat er via
stimulatie van plasmacellen antilichamen worden gevormd.

Een cellulaire basisimmuniteit door een kruisreactie van T-lymfocyten, veroorzaakt door
eerdere infecties met wereldwijd endemische coronavirussen, lijkt de meest waarschijnlijke
verklaring te zijn voor het feit dat 80 - 90% van de mensen niet of slechts licht ziek wordt na
infectie met SARS-CoV-2.

Talrijke studies hebben aangetoond dat een aanzienlijk deel van de tot-nu-toe niet-blootgestelde
mensen uit de meest uiteenlopende gebieden al T-cellen hebben die specifiek op SARS-CoV-2
reageren [38, 42, 52 - 54]. Dit duidt op reeds bestaande kruisreactie T-geheugen-cellen.

Dit wordt ook ondersteund door een studie die op 29 juli in het wetenschappelijke tijdschrift
Nature is gepubliceerd [53]. In deze studie werd in het bloed van COVID-19 patiénten en
gezonde bloeddonoren gezocht naar SARS-CoV-2 reactieve T-cellen. Het is niet verwonderlijk



dat deze werden gedetecteerd in 83% van de COVID-19 patiénten. Ze werden echter ook
gevonden bij 35% van de gezonde personen die nooit contact hadden gehad met SARS-CoV-2.
Vergelijkbare studies vinden specifieke T-cel reacties tegen SARS-CoV-2 in 20% [52] of zelfs
50% [38] van de niet-blootgestelde bloeddonoren. Al deze studies tonen de aanwezigheid
aan van kruisreactieve T-cellen, die waarschijnlijk werden gevormd tijdens eerder contact
met endemische coronavirussen.

Nog indrukwekkender zijn de resultaten van een andere studie die ook de kwestie van de
kruisreactieve T-cellen behandelde [51]. Hier werden bloedmonsters van menselijke donoren
gebruikt die werden verkregen tussen 2015 en 2018, toen SARS-CoV-2 nog niet bestond. Een
aantal reeds bestaande geheugen CD4+ T cellen met een vergelijkbare affiniteit voor SARS-CoV-2
en voor de verkoudheids-coronavirussen HCoV-OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63 of HCoV-HKU1
zijn in deze monsters te vinden. Nogmaals, een aanwijzing voor een bestaande cellulaire
basisimmuniteit.

Afb. 4
SARS-CoV-2-Fluorescentie-ELISpot Groenfluorescerend: IFN-y verspreiding. Roodfluorescerend: IL2-verspreiding.
(Bron: eigen Biovis)

Linker afbh. Rechter afb.
Sterke IFN-y-respons bij gebrek aan IL2-signalering. Sterke IFN-y & IL-2 respons die duidt op een SARS-CoV-2
Detectie van T-effectorcellen tegen SARS-CoV-2. infectie met reeds bestaande geheugencellen.

Biovis heeft een uitgebalanceerde set van instrumenten met de hiervoor gepresenteerde test-
procedures om betrouwbaar SARS-CoV-2 te kunnen analyseren alsmede angsten te kunnen
wegnemen. Vooral de nieuwe bevindingen over een cellulaire afweerreactie tegen SARS-CoV-2
en een vermoedelijk bestaande basisimmuniteit middels kruisreactieve T-cellen geven hoop
voor de toekomst. Detectiemethoden hiervoor zijn beschikbaar bij Biovis!

Naast een goede diagnostiek weet u dat met name integratieve geneeskunde tal van mogelijk-
heden biedt voor een goede en wetenschappelijk onderbouwde preventie. Wilt u meer hierover
weten lees dan deel 2 van onze SARS-CoV-2-/ COVID-19-serie.
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