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. Die im Herbst beginnende Grippesaison stellt

dieses Jahr eine besondere Herausforderung dar:
e SARS-CoV-2-Viren zuverlassig nachzuweisen,

e SARS-CoV-2-Viren von anderen haufig vorkom-
menden respiratorischen Erregern sicher zu
unterscheiden und

e Immunitaten gegen SARS-CoV-2 durch Testung
auf humoraler und/oder zellularer Ebene
aufzudecken.

Die Tests mit denen wir diese Herausforde-
rung bewaltigen konnen, werden im Folgenden
beschrieben.



Auch wenn im Sommer die taglichen Infektionszahlen deutlich sanken und Ende Juni die

Haufigkeiten positiver Erregernachweise in der PCR nur noch bei 0,6 % lagen, wird uns das
Corona-Virusnochlange Zeitbegleiten. Daran andern auch die sich mehrenden Studien nichts,
die dem Virus eine deutlich geringere Letalitat zusprechen, als zuerst angenommen [1 - 5].

Ein Groliteil der Infektionen verlauft asymptomatisch oder geht mit milden Symptomen einher.
Trotzdem bleibt SARS-CoV-2 fur dltere Menschen und Risikogruppen gefahrlich. Vor allem sie
gilt es zu schitzen. Um dies zu erreichen, wird trotz niedriger Infektionszahlen noch immer im
grol3en Umfange getestet. Millionen Menschen werden abgestrichen, um Virustrager ausfin-
dig zu machen, die Risikogruppen infizieren konnen.

Im Herbst beginnt die Grippesaison aufs Neue und damit die Zeit der respiratorischen Erreger,
wie u. a. Influenza- und Corona-Viren. Millionen Menschen werden grippale Symptome zei-
gen, viele von Ihnen werden sich auf SARS-CoV-2 untersuchen lassen aus Angst an COVID-19

zu erkranken. Die Testungen werden also weitergehen, in groRerem Umfang als je zuvor.

Doch worauf gilt es zu achten, was haben wir aus den letzten Monaten gelernt? Nach Teil 2,
der sich mit der Pravention durch integrative Therapieansadtze befasste, wollen wir uns im
3. Teil unserer SARS-CoV-2-/ COVID-19-Reihe wieder der Diagnostik zuwenden.

Was muss eine gute SARS-CoV-2-Diagnostik heute leisten? Das versuchen wir im Folgenden

aufzuzeigen.



SARS-CoV-2-Direktnachweis Uber PCR-Verfahren

Die PCR-Technologie spielt in der frithen Phase der Virusinfektion eine wichtige Rolle, in der
sich die Viren stark vermehren. Sie dient dem Erreger-Direktnachweis [11]. Die Inkubationszeit
einer SARS-CoV-2-Infektion betrdgt 2 - 14, meist jedoch 5- 7 Tage. PCR-positiv werden Infizierte
etwa 2 Tage vor Symptombeginn. Eine PCR-Testung von symptomfreien Patienten ist daher
allenfalls bei Kontakt mit einem bekannt positiven Indexpatienten sinnvoll.

K345 SARS-COV-Z-q PCR Basis Nasen-/ Rachenabstrich

Erreger-Direktnachweis (Nachweis einer friihen Infektionen)

Test-Besonderheiten:

® SARS-CoV-2-Spezifitat durch Erfassung von 3 Zielgenen: E-Gen, RARP-Gen, S-Gen
® Erreger-Quantifizierung durch Angabe von CT-Werten

Praanalytik

Ob vorhandene SARS-CoV-2-Viren nachgewiesen werden kdnnen, hangt malgeblich von einer
korrekten Probennahme ab. Nur ein richtig durchgeflhrter tiefer Rachenabstrich ermog-
licht einen Erreger-Nachweis. Uber ein Abstreichen des Gaumens gelingt dieser bei geringer
Erregerlast oft nicht. Aber auch bei korrekter Probennahme lassen sich nicht immer Viren
finden. Wahrend es bei Rachenabstrichen, abhangig von der Viruslast, oft in weniger als 50 %
der Falle gelingt, liegt die Nachweisquote bei Nasenrachenabstrichen mit 63 % deutlich
hoher [12]. Gelingt ein Nachweis trotz Fieber, trockenem Husten oder Fatigue nicht, schlief3t
das eine SARS-CoV-2-Infektion daher nicht aus. Eine PCR-Untersuchung von tief expektorier-
tem Sputum kann in solchen Fallen sinnvoll sein, da die Nachweisraten hier héher sind [12].

Spezifitat

In den letzten Monaten kam es immer wieder zu Berichten, die Zweifel an der Spezifitat der
SARS-CoV-2-PCR aufkommen lieBen [13]. Es wurden Personen positiv auf das Virus getestet,
ohne dass Symptome vorlagen. Durch ortliche Gesundheitsamter angeregte Nachtestungen
ergaben einen negativen Befund. Wie kam diese Diskrepanz zustande? Viele Labore setzen
zum Nachweis von SARS-CoV-2 PCR-Verfahren ein, die nur das E-Gen des Virus erkennen.
Diese Tests sind kostenguinstig und zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitat aus. Da das
E-Gen, welches lediglich die Virushulle codiert, aber nicht spezifisch fur SARS-CoV-2 ist, son-
dern auch andere Coronaviren (Sarbecoviren) erkennt [14], wurden friher E-Gen-positive
Proben mit einer 2. PCR untersucht, um sicherzustellen, dass es sich wirklich um SARS-CoV-2
handelt. Gesucht wurde in der Bestatigungs-PCR nach spezifischen Genen, wie dem RdRP-
Gen, dem S-Gen oder dem ORF1-Gen. Als auf Empfehlung der WHO fur endemische Gebiete
die Bestatigungstests eingestellt wurden, erfolgte ab April 2020 in vielen kleineren Laboren
ein PCR-Nachweis von SARS-CoV-2 nur noch Uber das E-Gen.



CT-Werte und Viruslast

Bei PCR-Tests ist es nicht nur wichtig zu wissen, ob SARS-CoV-2 nachgewiesen werden konnte
oder nicht, es ist auch wichtig zu erfahren, wie viele Viren gefunden wurden. Aufschluss dar-
Uber gibt der sogenannte CT-Wert, die Zahl an Amplifikationszyklen, die erforderlich ist, um
das Virus nachweisbar zu machen. Bei Patienten mit einer sehr hohen Viruslast finden sich
CT-Werte unter 20. Mittlere CT-Werte von 25 lassen auf das Vorhandensein von etwa 100.000
Viren/ml schliel3en. Bei CT-Werten von 30 sind es gerade einmal 100. Liegen die CT-Werte
tber 33 oder 34 sind es weniger als 20 Viren/ml. Eine Anzucht der Erreger gelingt in diesen
Fallen kaum noch. Aufgrund der geringen Viruslast, sind die Patienten daher nicht mehr infek-
tiés [15 - 17]. Um die Sensitivitat des SARS-CoV-2-Nachweises zu erhéhen und auch geringste
Virusmengen bei beginnenden Infektionen erfassen zu kénnen, wurde jedoch empfohlen
die Zahl der Amplifikationszyklen auf 40 zu erhdhen. Damit wird die Detektionsgrenze des
Verfahrens erreicht, wobei die erhdhte Sensitivitat zu Lasten der Spezifitdt geht, d. h. falsch
positive Ergebnisse werden haufiger.

Fraglich positive SARS-CoV-2-PCR-Tests mit CT-Werten Uber 35 sind nicht selten und
sollten immer kontrolliert werden. Sie kénnen auf eine Probennahme in einer fru-
hen Inkubationsphase oder Rekonvaleszenz hinweisen oder Ausdruck einer schlechten
Probenqualitat sein. Tests mit einer integrierten Abstrichkontrolle ermdoglichen Rickschlisse

auf die Probenqualitat und sind immer zu bevorzugen.

Was heildt das fur Biovis:

Biovis setzt ein PCR-Verfahren ein, das eine Abstrichkontrolle beinhaltet und Ruckschlisse
auf die Probenqualitat zulasst. Testet die Kontrolle negativ reicht das entnommene Material
fUr einen zuverldssigen Virusnachweis nicht aus. Eine Neueinsendung wird empfohlen, um

falsch negative Ergebnisse zu verhindern.

Das von Biovis eingesetzte Testverfahren weist neben dem E-Gen zwei SARS-CoV-2-spezifische
Gene nach, das RARP und das S-Gen. Es kann also sicher unterschieden werden, ob es sich
wirklich um SARS-CoV-2 oder um andere Coronaviren handelt.

Biovis gibt nicht nur Ergebnisse als ,positiv’ oder ,negativ’ an. Im Befund werden CT-Werte
aufgefuhrt, die RuckschlUsse auf die Viruslast zulassen. Das ist wichtig, denn mehrere Studien
weisen darauf hin, dass Patienten mit CT-Werten Uber 33 oder 34 nicht mehr ansteckend
sind [15 - 17]. Dies berucksichtigt auch das RKI bei seinen Entlassungsrichtlinien (Stand Juli
2020) [18].

Résumé: Das PCR-Verfahren ist ein sehr sensitives und wertvolles Instrument zum Nachweis
von SARS-CoV-2, allerdings nur dann, wenn die oben genannten Kriterien tatsachlich
Berucksichtigung finden.

Im Herbst beginnt die Grippesaison aufs Neue und damit die Zeit der respiratorischen
Erreger, wie u. a. Influenza- und Corona-Viren (s. Abb. 1). Millionen Menschen werden
grippale Symptome zeigen, viele von Ihnen werden sich auf SARS-CoV-2 untersuchen




lassen aus Angst an COVID-19 zu erkranken. Alleine um die Angst nicht weiter zu schu-
ren, erscheint es sinnvoll bei auftretenden Symptomen im Abstrich nicht nur nach
SARS-CoV-2, sondern gleichzeitig nach anderen haufigen ,Grippeviren” zu suchen. In
eher seltenen Fallen wird die Ursache SARS-CoV-2 sein.
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Hdufigkeit verschiedener respiratorischer Viren im saisonalen Verlauf
(Quelle: https://clinical-virology.net)

Biovis bietet mit dem neuen SARS-CoV-2 PCR Plus-Profil einen Multiplex-PCR-Test an, der
neben dem neuen Coronavirus mit Influenza A und B sowie RSV A und B weitere beson-
ders haufige Erreger von Atemwegsinfektionen nachweist. Da die Viren ahnliche Symptome
hervorrufen, bietet der Test eine schnelle und zuverlassige Mdglichkeit zur Ursachenklarung.

|:| K345K SARS-COV—Z-q PCR Plus NEU Nasen-/ Rachenabstrich
Erreger-Direktnachweis: SARS-CoV-2, Influenza A und B, RSV A und B

Fragestellung: Beruhen Symptome auf SARS-CoV-2 oder sind sie auf andere
,Grippeviren” zuruckzuftuhren, wie Influenza oder RSV?
SARS-CoV-2-Spezifitdt durch Erfassung mehrerer Zielgene: E-Gen,
RARP-Gen, S-Gen. Erreger-Quantifizierung durch Angabe von CT-Werten.

NatUrlich beinhaltet auch das SARS-CoV-2-PCR-Plus-Profil alle oben genannten, wichti-
gen Kriterien. Die Multiplex-PCR enthdlt eine Abstrichkontrolle, sie ermdglicht durch
Kombination mehrerer Zielgene einen spezifischen Nachweis von SARS-CoV-2 und bietet
eine Erregerquantifizierung Uber CT-Werte.



Uber die PCR-Technologie werden in der friihen Phase der Virusinfektion Erreger nachge-
wiesen. Doch nicht immer gelingt das [19]. Ein unsachgemald durchgefihrter Abstrich kann
ebenso Ursache fur falsch negative Testergebnisse sein, wie eine Probennahme in einer
frihen Inkubationsphase oder in der Rekonvaleszenz. Auch nicht jeder Patient wurde bei
vorhandener Symptomatik abgestrichen. Will man trotz fehlendem oder negativerm PCR-Test
wissen, ob eine SARS-CoV-2-Infektion durchgemacht wurde, kann das durch den Nachweis

von Antikdrpern im Blut erfolgen.

Antikdrperbestimmungen machen Sinn, wenn bereits eine Immunreaktion auf den Erreger
erfolgt ist. Empfehlenswert ist es immer IgM- und IgG-Antikdrper gegen SARS-CoV-2 zu
testen [20].

|:| K341 SARS-CoV-2-Antikdrpernachweis Serum
® [gM-Antikorper (3 - 7 Tage nach Symptombeginn, meldepflichtig)
® |gG-Antikdrper (14 - 21 Tage nach Symptombeginn, mogl. Immunitat)

IgM-Antikérper stellen die erste humorale Immunantwort des Korpers dar. Sie sind primar
wahrend des fruhen Krankheitsverlaufs vorhanden und meist 3 - 6 Tage nach Symptombeginn
nachweisbar (Median: 5 Tage). 1gG-Antikérper hingegen dienen als Langzeitnachweis
einer Infektion mit SARS-CoV-2. Sie weisen also auf eine Uberbestandene Infektion hin. IgG-
Antikorper finden sich in der Regel ab dem 10. - 18. Tag (Median: 14 Tage) nach Einsetzen
der Symptome [21].

Sinnvoll ist es immer IgM- und IgG-Antikdrper gegen SARS-CoV-2 zu untersuchen, auch bei
langer zurlckliegenden Beschwerden, weil IgM-Antikorper nicht selten 6 - 8 Wochen persis-
tieren und eine Serokonversion zu IgG auch verzogert auftreten kann.

Auch IgA-Antikorper konnen auf eine akute Infektion mit SARS-CoV-2 hinwei-
sen. Der Median des IgA-AK-Nachweises liegt durchschnittlich bei ca. 5 - 7 Tagen
nach Symptombeginn. Aufgrund haufig unklarer Befundkonstellationen mit zahlrei-
chen IgA-positiven Befunden, bei einer oft nur schwachen oder ganz ausbleibenden
Serokonversion, wird der IgA-Antikdrpernachweis gegen SARS-CoV-2 von Biovis nicht
mehr angeboten. Moglicherweise wird das Coronavirus auf Schleimhduten durch
das mukosale Immunsystem (IgA, slgA) neutralisiert, so dass keine oder nur geringe
Symptome auftreten und keine weiteren Antikdrper gebildet werden. Das ist moglich
und muss Gegenstand weiterer Forschungen sein. Fur einen Einsatz in der Laborroutine
sollten die Forschungsergebnisse aber abgewartet werden.

Siehe auch: Indirekten Nachweis einer vorangegangen COVID-19-Erkrankung durch
SARS-CoV-2-Fluoreszenz-ELISpot (S. 13).



Immunitatsnachweise durch IgG-Antikorper

In den letzten Monaten wurden immer wieder IgG-Antikorpertests angefordert, um zu klaren,
ob eine SARS-CoV-2-Infektion durchgemacht wurde und v. a. ob eine humorale Immunitat
gegenUber dem Virus besteht.

Humorale Immunitat NEU
|:| K3416 SARS-CoV-2-IgG-Antikorpernachweis
Serum, Kapillarblut, DBS

Zunachst ging man davon aus, dass ein IgG-Antikdrpernachweis gegen SARS-CoV-2 mit einer
anhaltenden Immunitat einhergeht [22]. Diese Vermutung wird infrage gestellt durch aktu-
elle Studien, die zeigen, dass Antikorperspiegel von Patienten mit asymptomatischen oder
milden Verldufen innerhalb weniger Wochen abnehmen, in 40 % der Falle sogar nicht mehr
nachweisbar sind [23]. Bei symptomatischen Patienten ist die Abnahme deutlich geringer und
Antikorperspiegel bleiben bei einem Grofteil nachweisbar [23].
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Ein ahnliches Bild zeigen eigene Untersuchungen. Der prozentuale Anteil positiver IgG-
Antikorpernachweise gegen SARS-CoV-2 ist im Vergleich zum April gesunken (s. Abb. 2)
und auch Verlaufsuntersuchungen vormals positiv getesteter Patienten zeigen abneh-
mende Antikdrperspiegel, vor allem bei Patienten mit leichten Krankheitsverlaufen. Das hat
Auswirkungen auf die Immunitat!



Sperzifitat der verwendeten Antikorperteste

Lange wurde vor IgG-Antikorperuntersuchungen gewarnt, weil verfugbare Testsysteme
keine ausreichende Spezifitat aufwiesen. Erst mit EinfUhrung des ,Roche-Testes"” schien die-
ses Problem geldst. Mit groBem Aufgebot wurde der Test der Offentlichkeit vorgestellt und
das Einleiten von AK-Testungen in groliem Malstab angekundigt. Der Testhersteller beliefert
vor allem Grollabore, die mit automatisierten Analysenstralien Proben abarbeiten. Fur klei-

nere Labore sind diese Systeme nicht verflugbar.

Doch ist der ,Roche-Test” wirklich besser als andere verflgbare Systeme? Nein, das zeigt
zumindesteine Studie, die in Frankfurt durchgefuhrtwurde und mehrere gangige Testsysteme
miteinander verglich. Alle getesteten Verfahren zeigten ahnliche Werte fUr Sensitivitat und
Spezifitat [24], einige Tests, darunter auch das bei Biovis eingesetzte Verfahren, bestachen

durch eine sehr hohe Spezifitat.

Warum ist die Spezifitat der Teste so wichtig?

Liegt die Spezifitat eines verwendeten IgG-Tests bei 98 % werden in einem negativen Kollektiv
aus Gesunden 2 % der getesteten Patienten falsch positiv reagieren. Der Anteil ist hdher bei
Patienten mit rheumatischen Erkrankungen, Autoantikorpern und EBV-Infektion. Arzte und
Therapeuten mochten wissen, ob ihre Patienten Uber eine humorale Immunitat verfigen.
Sie interessiert also der positive Vorhersagewert der Ergebnisse, d. h. wie viele der positiven
Ergebnisse wirklich positiv sind.

Testet man COVID-19-Erkrankte, die PCR-positiv sind, nach 4 Wochen auf Antikdrper, wer-
den (fast) alle Patienten echt positiv sein. Testet man nur Patienten, die keinen Kontakt
zu SARS-CoV-2 hatten, sind alle positiven Ergebnisse falsch positiv. Bei einer Vortest-
Wahrscheinlichkeit in Deutschland von ca. 3 % sind 3 von 5 IgG-Ergebnissen echt und 2
falsch positiv. Die Aussagekraft des Ergebnisses hangt also davon ab, welche Patienten
getestet werden. Gerade bei Flachenuntersuchungen, bei denen Patienten nach durch-
gemachten grippalen Infekten und meist fehlenden PCR-Tests wissen wollen, ob eine
COVID-19-Infektion durchgemacht wurde und ob sie Uber eine humorale Immunitdt verfigen,

muss ein Test Uber eine hohe Spezifitat verflugen.

Der bei Biovis eingesetzte IgG-Antikdrpertest verflgt laut Hersteller Uber eine Spezifitat
von 99,6 %. In einer vergleichenden Studie mehrerer SARS-CoV-2-Assays wurden 100 %
der getesteten Seren richtig positiv erkannt [24]. Auch in puncto Sensitivitat war
unser Test, der das N-Protein auf SARS-CoV-2-Viren nachweist, den meisten anderen

Verfahren leicht Uberlegen.

Einige Labore bieten teure Bestatigungsteste an, um bei positiven IgG-AK-Nachweisen
sicherzustellen, dass es sich nicht um falsch positive Befunde handelt. Die Sinnhaftigkeit dieses
Vorgehens muss anhand der oben beschrieben Spezifitaten jedoch in Frage gestellt werden,
zumal in einem direkten Vergleich die Bestatigungstests keine besseren Sperzifitdtswerte

erreichten, als das von uns eingesetzte Verfahren [24].



Folge:

Mochte man wissen, ob eine Immunitat gegen SARS-CoV-2 vorliegt, gendgt es nicht IgG-
Antikorpernachweise anzufordern. Selbst bei einem positiven Befund mit einem Test, der Gber
eine hohe Spezifitat verfugt, kdnnen Antikdrperspiegel innerhalb weniger Wochen abnehmen,
vor allem bei Patienten mit asymptomatischen oder leichten Krankheitsverlaufen [25, 26].

Antikorperspiegel mussen daher kontrolliert werden!

Aber auch bei einem negativen Antikdrpernachweis kann eine Immunitat gegen SARS-CoV-2
vorliegen. Sie beruht dann nicht auf einer humoralen, sondern auf einer zellularen
Immunitat durch das Vorhandensein von SARS-CoV-2-spezifischer T-Zellklone, die Uber
einen neuen SARS-CoV-2-Fluoreszenz-ELISpot nachgewiesen werden kénnen.

Die Bedeutung der zellularen Immunitat in der
Abwehr von SARS-CoV-2-Viren

K346 SARS-CoV-2-Fluoreszenz-ELISpot NEU
EXP 3 CPDA/ 3 ACDB

Hinweis auf eine zellulare Immunitat (T-Zellen) gegen SARS-CoV-2
u/o Coronaviridae durch Freisetzung von IFN-y und IL-2 durch erreger-
spezifisch aktivierte T-Effektor- oder Gedachtniszellen.

Die Abwehr von Viren erfolgt nicht nur Uber Antikérper. Auch das zelluldre Immunsystem
hat einen wesentlichen Anteil daran [27]. Unser Immunsystem besteht aus einer angebo-
renen (unspezifischen) und einer erworbenen (spezifischen) Immunitat. Die erworbene
Immunantwort ist imstande virale Antigene zu erkennen und gezielte zelluldre und humorale

Abwehrmechanismen einzuleiten.

T-Lymphozyten stellen das zentrale Element der erworbenen Immunitat dar. Sie sind
Ausgangspunkt der zelluldren und humoralen Immunantwort. T-Helferzellen (CD4+ T-Zellen)
bilden sichaus naiven T-Zellen, nachdemdiese mitviralen Antigenen in Kontakt gekommen sind.
Einmal aktiviert, teilen sich die T-Helferzellen und sezernieren Zytokine, die die Immunantwort
regulieren. Es entstehen erregerspezifische T-Zellklone, die selektiv virale Antigene erken-
nen und als Effektor- oder Gedachtnis-T-Zellen im Blut zu finden sind [28]. Effektor-T-Zellen
(T-Killerzellen) zerstoren virusbefallene Wirtszellen. Die aktivierten T-Helferzellen konnen aber
auch Plasmazellen anregen und daruber die Antikdrper-Produktion anstolien [29] (s. Abb. 3).
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Befdllt das Virus den Menschen ein zweites Mal werden vorhandene Gedachtniszellen
aktiviert, die die Fahigkeit besitzen maligeschneiderte Immunreaktionen anzustol3en, die zu
einer schnellen Vernichtung des Virus fuhren.

Erregerspezifische T-Zellen und insbesondere ihre T-Gedachtnisfraktion sind im Blut nur in
geringen Zellzahlen zu finden. Daher bedarf es sehr empfindlicher Analyseverfahren, die in
der Lage sind, sie sicher nachzuweisen. Der ELISpot-Test (Enzyme-Linked Immuno Spot) stellt
ein solches Verfahren dar [30].

SARS-CoV-2-Fluoreszenz-ELISpot

Der SARS-CoV-2-Fluoreszenz-ELISpot misst spezifische Zytokine, die von aktivierten Zellen
nach Stimulation mit Virusantigenen freigesetzt werden. Dadurch kann die Haufigkeit von
spezifischen, zytokinfreisetzenden T-Zellen ebenso bestimmt werden, wie die Intensitat der
Zytokinsekretion [31]. Die ELISpot-Methode ist hochempfindlich, sie kann eine zytokinfreiset-
zende T-Zelle aus 100.000 Zellen detektieren [30].

Herkdmmliche ELISpot-Assays erlauben lediglich die Analyse eines Zytokins (z. B. IFN-y),
wohingegen der von Biovis neu angebotene SARS-CoV-2-Fluoreszenz-ELISpot einen
gleichzeitigen Nachweis von zwei Zytokinen pro Zelle (IFN-y und IL-2) ermoglicht. Dabei blei-
ben die gewohnt hohe Spezifitat und Sensitivitat dieses Verfahrens erhalten.

IFN-y ist ein proinflammatorisches Zytokin, das hauptsachlich von aktivierten T-Zellen und
NK-Zellen gebildet wird. Die Sezernierung von IFN-y durch Effektorzellen (z. B. zytotoxischen
T-Zellen), ist charakteristisch fur Th1-Reaktionen [30]. IL-2 (T-Zell-Wachstumsfaktor) reguliert
die Aktivitaten der T-Lymphozyten. Es fordert die Aktivierung und Expansion von T-Zellen
und die Differenzierung von CD8+ T-Zellen zu Gedachtniszellen [32].

Im SARS-CoV-2-Fluoreszenz-ELISpot lasst der alleinige Nachweis von IFN-y produzierenden
Effektorzellen auf eine Immunreaktion im Rahmen einer SARS-CoV-2-Infektion schlieRen [33].
Der Nachweis von IL-2 oder die gleichzeitige Detektion von IFN-y und IL-2 sprechen fur das
Vorhanden sein von Gedachtniszellen, als Hinweise auf eine zuriickliegende SARS-CoV-2-
Infektion und eine vermutlich vorhandene zelluldre Immunitat (s. Abb. 4 auf S. 16).



Indikationen: Wann ist es sinnvoll einen
SARS-CoV-2-Fluoreszenz-ELISpot durchzufUhren?

1. Zum indirekten Nachweis einer vorangegangen COVID-19-Erkrankung

Traten im Vorfeld respiratorische Atemwegsinfektionen mit Fieber und trockenem Husten
auf, die aber nicht durch eine positive SARS-CoV-2-PCR bestatigt werden konnten, schliefst
das eine COVID-19-Erkrankung nicht aus. Auch IgM- oder IgG-Antikdrper gegen SARS-CoV-2
sind nicht immer nachweisbar [22], auch dann nicht, wenn eine PCR-bestatigte SARS-CoV-
2-Infektion vorlag [34, 35]. Vor allem bei asymptomatischen Patienten oder Patienten mit
leichten Symptomen finden sich oft keine oder nur geringe AK-Spiegel, die, wenn vorhanden,
haufig bereitsin der frihen Rekonvaleszenzphase wieder abnehmen[23, 25]. Aktuelle immu-
nologische Forschungen deuten darauf hin, dass serologische AK-Tests, die IgM- und IgG-AK
im Blutmessen, nureinen Teildervorangegangenen Infektionen erfassen, weilviele Menschen
das Corona-Virus bereits durch ihr zelluldres Immunsystem zerstoren, bevor AK gebildet
werden [34, 35]. Uber den ELISpot-Nachweis von SARS-CoV-2-sperzifischen T-Effektor- oder
Gedachtniszellenlassensichvorangegangene COVID-19-Infektionen effektivnachweisen[37].
Aktuellen Studien zufolge gelingt das bei 75 % [35], bzw. 100 % [38] von rekonvaleszenten
COVID-19-Patienten, also deutlich haufiger, als mit Antikdrpernachweisen.

2. Zum Nachweis einer zellularen Immunitat

Lassen sich SARS-CoV-2-spezifische T-Zellklone nachweisen, ist das nicht nur ein
Beweis fUr einen vorangegangenen Viruskontakt, der Befund kann auch fur eine vor-
handene zelluldre Immunitat sprechen. Dies ist vor allem dann der Fall, wenn sich
Uber den Nachweis von IL-2 oder einem kombinierten Nachweis von IL-2 und INF-y
Hinweise auf Geddachtniszellen zeigen, die bei einem erneuten SARS-CoV-2-Kontakt
die Fahigkeit besitzen, maligeschneiderte Immunreaktionen anzustolRen, die zu einer
schnellen Vernichtung des Virus fuhren [37, 39, 40]. Ersten Studien zufolge bleiben
SARS-CoV-2-spezifische T-Zellantworten im ELISpot lange nachweisbar [33, 35]. Das zei-
gen auch Erfahrungen mit eng verwandten SARS-CoV-1 und MERS-Viren. Relativ kurzlebige
Antikdrperantworten, aber eine lang anhaltende T-Zell-immunitat [40, 41], die dazu fuhrt, dass
bei SARS-Patienten von 2003 auch im Jahr 2020 noch SARS-spezifische T-Geddchtniszellen
gefunden wurden [55].

biovis’ FACHINFORMATION 08/2020 SARS-COV-2 _OVID-19 TEI



3. Als Hinweis auf eine mdgliche Basisimmunitat

In den letzten Monaten wurde immer wieder darUber diskutiert, warum so viele Menschen
nach einer Infektion mit SARS-CoV-2 keine oder nur milde Symptome zeigen [6, 7]. Immer wie-
der wurde in diesem Zusammenhang das Vorliegen einer Basisimmunitat als Ursache dafur
ins Spiel gebracht [36, 38, 42]. Sollte das zelluldre Immunsystem nach vorherigen Infektionen
mit anderen humanpathogenen Coronaviren imstande sein auch SARS-CoV-2 wirksamer zu
bekampfen?

Neben SARS-CoV-2 gibt es sechs humanpathogene Coronaviren (HCoV) [43]. Vor allem die
vier weltweit endemischen ,Erkaltungscoronaviren” (HCoV-NL63, -229E, -OC43 und -HKU1)
sind in der menschlichen Bevolkerung weit verbreitet und auch bei uns haufige Ursache von
leichteren respiratorischen Infektionen [44]. Mehr als 90 % der menschlichen Bevolkerung
ist seropositiv fur mindestens drei dieser HCoVs [45]. Je nach Patientenkollektiv sind sie fur
bis zu 20 % der akuten ambulant erworbenen respiratorischen Erkrankungen verantwortlich,
sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen [46 - 48]. Zwei Coronaviren sind selten, aber
fur schwere virale Pneumonien verantwortlich: das MERS- und SARS-CoV. Wahrend SARS-CoV
seit 2004 nicht mehrim Menschen gefunden wurde, zirkuliert MERS-CoV seit 2012 hauptsach-
lich auf der Arabischen Halbinsel [49, 50].

Um die Frage nach einer Basisimmunitat durch das zelluldre Immunsystem nach vor-
angegangenem Kontakt mit weltweit endemischen Coronaviren zu klaren, werden im
Immunfluoreszenz-ELISpot nicht nur SARS-CoV-2-spezifische Antigene zur Stimulation der
Lymphozyten eingesetzt. In einem getrennten Ansatz werden Antigene verwendet, die auch
eine Erfassung der anderen humanpathogenen Coronaviren ermoglichen. Uns interessieren
dabeiv. a. die weltweit vorkommenden Coronaviren HCoV-NL63, -229E, -OC43 und -HKU1, die
wie SARS-CoV-2, teilweise zur Gattung der Betacoronaviren, zum Teil aber auch zur Gattung
der Alphacoronaviren gehoren.

Finden sich im ELISpot Hinweise auf PAN-Corona-spezifische T-Zellantworten und
erkranken diese Patienten nicht oder allenfalls mit milden Symptomen nach einer SARS-
CoV-2-Infektion, dann scheint eine zellulare Basisimmunitat sehr wahrscheinlich [44, 51].
Erste Untersuchungsreihen jedenfalls bestdtigen diese Hypothese. FUr eine zellulare
Basisimmunitat spricht auch die Beobachtung, dass Patienten mit reagierendem PAN-Corona-
Peptid-Ansatz oft keine SARS-CoV-2-Antikdrper zeigen [38]. Virusinfizierte Zellen werden
dabei durch T-Effektorzellen eliminiert, bevor es Uber eine Anregung von Plasmazellen zur
Antikoérperbildung kommt.

Eine zelluldre Basisimmunitat durch kreuzreagierende T-Lymphozyten, ausgelost durch
vorangegangene Infektionen mit weltweit endemischen Coronaviren, scheint die wahrschein-
lichste Erklarung fur die Tatsache zu sein, dass 80 - 90 % der Menschen nach einer Infektion
mit SARS-CoV-2 nicht oder nur leicht erkranken.

Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass bei einem erheblichen Anteil von bisher nicht expo-
nierten Menschen aus unterschiedlichsten Regionen bereits T-Zellen vorhanden sind, die
spezifisch auf SARS-CoV-2 reagieren [38, 42, 52 - 54]. Das deutet auf bereits existierende
kreuzreaktive T-Geddchtniszellen hin.



Daflr spricht auch eine Studie, die am 29. Juli in der wissenschaftlichen Fachzeitschrift
,Nature” publiziert wurde [53]. Gesucht wurde im Blut von COVID-19-Patienten und gesun-
den Blutspendern nach SARS-CoV-2 reaktiven T-Zellen. Es ist nicht verwunderlich, dass sich
diese bei 83 % der COVID-19-Patienten nachweisen lieBen. Sie fanden sich aber auch bei
35 % der Gesunden, die nie einen Kontakt zu SARS-CoV-2 hatten. Ahnliche Studien finden bei
20 % [52] oder gar 50 % [38] der nicht-exponierten Blutspendern spezifische T-Zellreaktionen
gegen SARS-CoV-2. Alle diese Studien belegen das Vorhandensein von kreuzreaktiven
T-Zellen, die wahrscheinlich bei friheren Begegnungen mit endemischen Coronaviren gebil-
det wurden.

Noch beeindruckender sind die Ergebnisse einer weiteren Studie, die sich ebenfalls mit der
Fragestellung kreuzreagierender T-Zellen auseinandersetzt [51]. Hier wurden menschliche
Spender-Blutproben verwendet, die zwischen 2015 und 2018 gewonnen wurden, zu einer Zeit
also, als es SARS-CoV-2 noch nicht gab. Man findet in diesen Proben eine Reihe bereits existie-
render CD4+ T-Geddchtniszellen mit einer vergleichbaren Affinitat zu SARS-CoV-2 und zu den
Erkaltungscoronaviren HCoV-OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63 oder HCoV-HKU1. Wiederum ein
Hinweis fiir eine vorhandene zelluldre Basisimmunitat.

Abb. 4
SARS-CoV-2-Fluoreszenz-ELISpot Grunfluoreszenz: IFN-y Ausschuttung. Rotfluoreszenz: IL2-Ausschuttung.
(Quelle: Eigene Abbildung)

Linke Abb. Rechte Abb.
Starke IFN-y-Antwort bei ausbleibendem IL2-Signal. Starke IFN-y & IL-2-Antwort als Hinweis auf eine
Nachweis von T-Effektorzellen gegen SARS-CoV-2. SARS-CoV-2-Infektion mit bereits vorhanden

Gedachtniszellen.

Auch wenn mit der bevorstehenden Grippesaison die SARS-CoV-2-Problematik wieder alle
Medien beherrschen wird und die Testzahlen auf neue Hochststande ansteigen werden,
haben wir mit den vorgestellten Testverfahren ein ausgewogenes Instrumentarium um sicher
analysieren und Angst nehmen zu k&nnen. Gerade die neuen Erkenntnisse Uber eine zellulare
Abwehr gegen SARS-CoV-2 und eine vermutlich bestehende Basisimmunitat durch kreuzre-
agierende T-Zellen lassen fur die Zukunft hoffen. Nachweisverfahren hierfir stehen Ihnen
schon jetzt bei Biovis zur Verfligung!

Ganz abgesehen von einer soliden Diagnostik wissen Sie, dass gerade unsere integrative
Medizin zahlreiche Mdglichkeiten fur eine gute und wissenschaftlich fundierte Pravention bie-
tet. Lesen Sie hierzu Teil 2 unserer SARS-CoV-2-/ COVID-19-Reihe.
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