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Quantitative Bestimmung von
Antikorpern gegen das Coronavirus

(SARS-CoV-2)

[PA entwickelt immunologische Testsysteme

Ingrid Sander, Thomas Briining,
Monika Raulf

Im IPA wurden immunologische Testsysteme entwickelt, die eine quantitative Bestimmung der
Antikorper gegen das Coronavirus ermoglichen. Die Testergebnisse sind durch Beriicksichtigung

internationaler Standards mit Werten aus anderen Laboren vergleichbar. Die Tests erlauben

eine Differenzierung zwischen einer Infektion und einer Impfreaktion. Die Testsysteme werden
bereits in zwei Studien in Zusammenarbeit mit Unfallversicherungstréigern eingesetzt.

Beruflicher Kontakt mit Infizierten fiihrt insbesondere
im Gesundheits- und Pflegebereich zu einem deutlich er-
hohten Risiko an COVID-19 zu erkranken. Bis Ende Juni
2022 gab es bereits iiber 350.000 Verdachtsanzeigen auf
eine Berufserkrankung im Zusammenhang mit COVID-19
und iiber 58.000 gemeldete Arbeitsunfille (DGUV).
Forschungsarbeiten zur Pravention dieser Erkrankung
haben daher eine hohe Prioritét fiir die Unfallversiche-
rungstrager.

Sowohl nach Infektion mit dem SARS-CoV-2-Virus als auch
nach erfolgreichen Impfungen werden Antikorper gebil-
det, welche die Vermehrung des Virus im Kérper erschwe-
ren. Die in Deutschland eingesetzten Impfstoffe enthalten
die genetische Information oder eine Untereinheit des als
»Spike-Protein“ bezeichneten Oberflachenproteins des Vi-
rus. Dieses Protein ermdglicht den Eintritt in menschliche
Zellen, so dass eine gegen das Spike-Protein gerichtete Im-
munantwort die Ausbreitung des Virus besonders effektiv
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Kurz gefasst

SARS-CoV-2-Antikorperkonzentrationen entwickelt.

WHO-Standards international vergleichbar.

Im IPA wurden Antikdrpertests fiir eine quantitative Bestimmung der

Die Bestimmung von Antikdrpern gegen zwei unterschiedliche Proteine
des SARS-CoV-2-Virus kann zwischen Impfung und Infektion unterscheiden.

Die ELISA sind validiert und ihre Ergebnisse aufgrund des Bezugs zu

verringert. Andere Virusproteine, wie zum Beispiel das
Nucleocapsid-Protein, konnen im Falle einer Infektion
nach Probenahme im Nasen-Rachen-Raum mit Antigen-
Schnelltests nachgewiesen werden. Entsprechend werden
Antikorper auch gegen dieses Protein nach einer Virus-
infektion, nicht aber nach der Impfung, gebildet.

Friilhe Entwicklung von Testverfahren am IPA

Bereits zu Beginn der Pandemie, im Friihjahr 2020 be-
gann das IPA mit der Entwicklung immunologischer Test-
verfahren zur Quantifizierung menschlicher Antikorper
gegen das SARS-CoV-2 Virus, die als ,,ELISA“ (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) in praktisch jedem im-
munologischen Labor durchgefiihrt werden konnen. Im
ELISA werden bestimmte Molekiile {iber Antikérper und
eine Enzym-gekoppelte Farbreaktion nachgewiesen.

Zu diesem Zeitpunkt gab es noch keine kommerziellen
quantitativen Nachweisverfahren fiir Humanantikorper
gegen SARS-CoV-2 Antigene. Ziel war es, anhand der An-
tikorperkonzentrationen im Blut Hinweise fiir die Dauer
der Immunitdt und den Schutz vor erneuter Erkrankung
nach Genesung zu erhalten. Nach der Zulassung ver-
schiedener Impfstoffe konnten die Tests zum Nachweis
einer Impfreaktion und zur Bestimmung der Antikorper-
konzentrationen im zeitlichen Verlauf nach wiederholten
Impfungen angewendet werden.

Test unterscheidet zwischen Impfung und Infektion

Bei SARS-CoV-2-Infektionen werden innerhalb der ersten
Wochen nach der Infektion fast gleichzeitig verschiedene
Klassen von Immunglobulinen, den Antikérpern, pro-
duziert. Da Immunglobuline der Klasse G, abgekiirzt als
IgG, fiir die andauernde Immunitdt am wichtigsten sind,

wurden fiir die Testentwicklung gut charakterisierte
kommerzielle Komponenten zum Nachweis dieser Anti-
korperklasse eingesetzt. Als SARS-CoV-2 spezifische Kom-
ponenten dienten sowohl eine Untereinheit (S1) des Spike
Proteins, als auch das Nucleocapsid Protein, beide mit der
Sequenz des urspriinglichen SARS-CoV-2-Virus. Mit der
Entwicklung von ELISA-Systemen gegen zwei verschie-
dene Virusproteine kann so zwischen der Immunantwort
nach einer Infektion oder einer Impfung unterschieden
werden. Wahrend nach einer Infektion prinzipiell gegen
beide Proteine Antikorper gebildet werden, sind es nach
einer Impfung nur Antikdrper gegen das Spike Protein.

Quantifizierung und analytische Genauigkeit

Als Referenz fiir die Umrechnung von den im Photometer
gemessenen optischen Dichten der Farbreaktion in IgG-
Werte wird neben den Proben eine Serummischung mit
bekannter IgG-Konzentration in einer Verdiinnungsreihe
auf jeder ELISA Platte eingesetzt (Abb. 1).
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Abb.1 ELISA Testplatte mit Serumproben in je drei Verdiinnungen und

Referenz zur Umrechnung in IgG-Konzentrationen.



Entscheidend fiir die Quantifizierung ist ein paralleler
Verlauf der Referenzkurve und der Probenverdiinnun-
gen. Die ausgezeichnete Parallelitit zeigte sich an der
relativen Standardabweichung der Ergebnisse auf einer
Platte von im Mittel nur 7,1% beim Spike S1-ELISA und
7,2% beim Nucleocapsid-ELISA. Die Ergebnisse konnten
an verschiedenen Messtagen reproduziert werden und
wichen mit mittleren Standardabweichungen von nur
11,9 % beim Spike S1 und 6,6 % beim Nucleocapsid ELISA
voneinander ab.

Laborergebnisse international vergleichbar

Um Laborergebnisse international vergleichen zu kon-
nen, miissen Antikdrpermessungen standardisiert wer-
den. Hierfiir gibt es von der World Health Organisation
(WHO) zugelassene Serummischungen mit definierter
Antikorperbindung. Der WHO 67/086 Standard dient
zur Quantifizierung von Antikérpern verschiedener Sub-
klassen und standardisiert anhand von ,,Internationalen
Units (IU0)“, wahrend der WHO 20/136 Standard an SARS-
CoV-2 bindende Antikdrper anhand von ,,Binding Activity
Units (BAU)“ standardisiert. Letzterer ist seit Anfang 2021
verfiighar und enthalt per Definition eine Konzentration
von 1000 BAU/mL. Auch die WHO-Standards wurden im
IPA parallel zu der IgG Referenz in den ELISAs eingesetzt
(Abb. 2). Die in der Abbildung eingezeichneten Faktoren
erméglichen die Umrechnung der IgG-Konzentrationen
in die verschiedenen Einheiten.
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Die Sensitivitdt und die Spezifitat sind Indikatoren
fiir die Zuverlassigkeit von medizinischen Diagnose-
verfahren.

Dabei gibt die Sensitivitdt eines Tests an, wie viele er-
krankte Personen von diesem Test richtig als erkrankt
erkannt werden.

Die Spezifitdt beschreibt, wie viele gesunde Personen
von einem Testsystem als gesund erkannt werden.

Validierung der ELISA

Zur Validierung der ELISAs und Festlegung der Be-
urteilungsgrenze (,,Cutoff*) wurden sowohl Proben von
Erkrankten (Positive) als auch Proben von Gesunden
(Negative) benétigt. Die 135 negativen Kontrollproben
stammten aus der Biobank des IPA aus Projekten, bei
denen die Proben sicher vor Ausbruch der Pandemie ge-
wonnen wurden. Die 144 positiven Proben stammten von
Personen mit positivem PCR-Test auf SARS-CoV-2, die im
Zeitraum von 14 bis 100 Tagen nach dem positiven Er-
gebnis Blut gespendet und anonymisiert zur Verfiigung
gestellt hatten. Zuvor wurde ein Datenschutzkonzept er-
stellt und das Votum der Ethik-Kommission der Medizi-
nischen Fakultét der Ruhr-Universitdt Bochum eingeholt
(Registriernummer 20-7007).
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Umrechnungsfaktoren zwischen den
Einheiten.
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Gestrichelte rote Linie: Nachweisgrenze (LOD)

Keine der Kontrollen hatte IgG-Antikdrper gegen das
Spike Protein iiber der Nachweisgrenze (LOD), wahrend
die PCR-Positiven im Median IgG-Werte von 4 mg,/L und
umgerechnet 102 BAU/mL aufwiesen (Abb. 3a). Im Nuc-
leocapsid-ELISA lagen 58 Kontrollen und eine PCR-Posi-
tive Person unter der Nachweisgrenze. Der Median-Wert
bei den PCR-Positiven lag bei 13 mg,/L und umgerechnet
84 BAU/mL (Abbildung 3b). Anhand der Kontrollen wird
die Spezifitiat beurteilt, anhand der PCR-Positiven die
Sensitivitat. Der ,,Cutoff zur optimalen diagnostischen
Beurteilung findet sich beim Maximum der Summe aus
Sensitivitdt und Spezifitit.

Insbesondere die Spezifitdt der ELISA beim optimalen
,Cutoff* ist mit 100 % beim Spike S1 ELISA und 96,3 %
beim Nucleocapsid ELISA ausgezeichnet.
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ELISA Ergebnisse vor und nach Impfungen

Die neu entwickelten ELISA-Systeme wurden bei 48 gesun-
den Freiwilligen vor und nach Impfungen mit dem Impfstoff
von BioNTech-Pfizer eingesetzt (Impfgruppe, Abb. 4). Zu-
satzlich wurden auch zehn Personen, die zuvor einen posi-
tiven PCR-Test hatten, nach ihrer Impfung getestet.

Nach der Erstimpfung hatten 92% der gesunden Freiwil-
ligen IgG-Antikorper gegen das Spike-S1-Protein von im
Median 100 BAU/mL; nach der 2. Impfung wiesen 98 %
IgG-Antikorper von im Median 1457 BAU/mL auf (Abb.
4a). Noch hoher lagen die IgG-Antikdrper gegen das
Spike-S1-Protein bei den zuvor PCR-Positiven nach Erst-
impfung. Die AntikOrper gegen das Nucleocapsid-Protein
blieben dagegen wie erwartet von der Impfung unbe-
einflusst (Abb. 4b).
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Abb. 4a/b Antikorperkonzentrationen gegen das Spike S1 Protein (a) und das Nucleocapsid (b).



Ausblick

Die neuentwickelten Antikorpertests werden derzeit in
zwei laufenden Studien eingesetzt. In einer Kohortenstu-
die ,,VAC-Studie* werden die Antikdrperkonzentrationen
im Verlauf vor und nach wiederholten Impfungen und
ihre Schutzwirkung vor Infektion iiber einen Zeitraum
von zwei Jahren verfolgt. In der ,,PostCovid und Immun-
status-Studie®, die von der Berufsgenossenschaft fiir Ge-
sundheitsdienst und Wohlfahrtspflege initiiert wurde,
dienen die Antikorpertests neben weiteren Methoden zur
Bestimmung des Immunstatus nach einer SARS-CoV-2-
Infektion bei Versicherten aus dem Gesundheitswesen.

Ein grofier Vorteil der im IPA entwickelten ELISA-Systeme
ist die Entwicklung aus kommerziell erhaltlichen Kom-
ponenten. Die Durchfiihrung der Tests ist mit iiblicher
Laborausstattung ohne zusétzliche Messgerdte und teu-
re Testmaterialien moglich. Auflerdem kénnen IgG-Anti-
korper gegen weitere Antigene, wie zum Beispiel die
Omikron-Variante des Spike-Proteins, nach gleichem
Schema und mit den gleichen Referenzen quantifiziert
und verglichen werden. Auch diese ELISA-Variante wurde
mittlerweile erfolgreich im IPA etabliert und wird bereits
in der VAC-Studie eingesetzt. Vor dem Hintergrund einer
hohen Anzahl Infizierter auch nach Impfungen bleibt
es eine offene Forschungsfrage, welche Antiképerkon-
zentrationen einen Schutz vor schweren Verlaufen von
COVID-19 Erkrankungen vorhersagen konnen.
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