Aus dem
Institut fiir Virologie,
Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar

Direktorin: Prof. Dr. med. Sigrun Smola

Saarlandweite Coronavirus-Antikorper-

Pravalenzstudie

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat

der UNIVERSITAT DES SAARLANDES

2024

vorgelegt von:
Paul Andreas Lagemann

geb. am 09.12.1997 in Saarbriicken



Tag der Promotion:
Dekan:
1. Berichterstatter:

2. Berichterstatter:

22.04.2025
Prof. Dr. M.D. Menger
Prof. Dr. med. Sigrun Smola

Prof. Dr. Robert Bals



Widmung

Diese Doktorarbeit widme ich Don Giovanni und Franz Josef.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ABKURZUNGSVERZEICHNIS.........oiiiiiiicieeteieeeeete ettt I
1 ZUSAMMENFASSUNG ...ttt 3
1.1 Deutsche ZusammenfasSUNG.........ccecvveiierieiiiieeieere e seesre e e e ee e sre e sree s 3
1.2 SUMMAIY ..otttk b e b et b e nn e nne e 3
2 EINLEITUNG ...ttt nne e nnne e 5
2.1 Coronaviren - SARS-COV-2......ccocoiiiiiiiiieieee et 5
2.2 Struktur von Coronaviren - SARS-COV-2.........ccciiiiiiiiicie e 6
2.3 COVID19: Krankheitsverlauf und Symptomatik, ...........cccoceeerinininieniniencneneiens 7
2.4 ANTIKOIPEITESTS. ..ttt 9
2.5 SARS-C0OV-2 SeropravalenzstUdien... ... 10
2.6  Ziel der Arbeit und Fragestellung........cccooveiiiiiie i 12
3  MATERIAL UND METHODE ... 13
3.1 Studienaufbau und ADIAUT ..o 13
3.1.1 Berechnung der notigen StUdiENgroRe.........ccvvvevveieiieeieeie e, 13
TN - Vo =] T 1= TSP RPRSTSRTRPRN 14
3.1.3 BlIULENINANME ...t 14
314 STUAIENZEITIAUM ..o 16
3.1.5 Ruckmeldung an Studienteiln€Nmer..........ccccoeieiieiiiieceee e, 17
3.2 SARS-CoV-2 Antikorpertests und Validierung ... 18
3.2.1 Anti-SARS-COV-2-ELISA ..ottt 19
3.2.2  SARS-COV-2 GG ..ot 21



Inhaltsverzeichnis

3.2.3  Elecsys Anti-SARS-COV-2........cccouiiiiiiiiicisese e 22

3.2.4  Multiplex SARS-COV-2 IMMUNOASSAY ....ccvveivreirieirieiiiieiiieesieesreesieesne s 23
3.3 StatiStiSCNE ANAIYSE .....veeeieceie e 25
ERGEBNISSE ... .ottt nb et e 27
4.1  Auswahl und Durchflihrung der AntiKOrpertests.........cocevveeieeveeiesie e 27
4.2 Langzeit-Performance der SARS-CoOV-2-AntiKOrpertests ........coevvreenieererienieeenn 29
4.3 Auswabhl der repréasentativen Studienpopulation im Saarland............c.ccccceveveneee 32
4.4 Fallbezogene Fatalitatsrate wahrend der 1. Pandemiewelle............cccceoeiiiiinnnnn 33
45 SARS-CoV-2-Seropravalenz bei ErwachSenen..........ccccocvvvevvcviciieeseese e 34
4.6 Untererfassungsrate und Infektions-Sterbe-Rate bei Erwachsenen...............c......... 35
4.7  InfeKLIONSSYMPLOIME. ... ...iiiiiiiiie ettt e sre s 37
4.8 MUILICOV-AD ... ettt 39
DISKIUSSTON ...ttt et e b e e nneenbeesnnaens 58
5.1 MURICOV-AD ...ttt e nne e 58
5.2 SChIUSSTOIQEIUNG.....cviiiiieie it res 61
BIBLIOGRAPHIE ...ttt 63
TABELLENVERZEICHNIS ... e 84
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ... 85
PUBLIKATION UND DANKSAGUNG ........ooiiiiieicieee e 86
9.1 PUBIIKALION ...ttt 86
9.2 DANKSAGUNT ...ttt bbbt 86



Inhaltsverzeichnis

10 LEBENSLAUF

11 EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG ........ccooiiiiiii e



Inhaltsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

Abbott-1gG

CFR
CMIA
COVID-19
ECLIA
ELISA
etal.

Euroimmun-IgG

hCoV
IFR

Kl

KVS
MSGFF
MultiCoV-Ab
N

NCP

NFI
N-NTD
oD

PEI
PEI-IVD

RBD

Test zum Nachweis von Antikdrpern gegen das severe acute respiratory

syndrome coronavirus 2 des Herstellers Abbott
fallbezogene Fatalitatsrate
Chemilumineszenz-Mikropartikel Immunoassay
Coronavirus Disease 2019
Elektrochemilumineszenz Immunoassay
Enzyme-linked Immunosorbentassay

et alii

Test zum Nachweis von Antikdrpern gegen das severe acute respiratory

syndrome coronavirus 2 des Herstellers Euroimmun
humane Coronavirus

Infektions-Sterbe-Rate

Konfidenzintervall

Kassenarztliche Vereinigung des Saarlandes
Ministerium flr Soziales, Gesundheit, Frauen und Familie
Multiplex Coronaviren Immunoassay

Nukleokapsid

Nukleokapsid Protein

normalisierte Fluoreszenzintensitét

Nukleokapsid N-terminale Doméne

Optische Dichte

Paul-Ehrlich-Institut

Paul-Ehrlich-Institut Priflabors fur In-vitro-Diagnostik

Rezeptor-Bindungsdomaéne



Inhaltsverzeichnis

Roche-Ig

SaarCoPS
SARS-CoV-2
Sl

S2

Spike T

uUdS

Test zum Nachweis von Antikdrpern gegen das severe acute respiratory

syndrome coronavirus 2 des Herstellers Roche
Saarlandweite Coronavirus-Antikorper-Pravalenzstudie
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
S1-Domane des Spike Proteins

S2-Domaéne des Spike Proteins

Spike Trimer

Universitat des Saarlandes



Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung
Die Datenlage zu SARS-CoV-2 Infektionen in Deutschland beschrénkte sich bis Sommer 2020

auf die Zahlen positiv getesteter Personen oder auf vereinzelte Antikdrperstudien. Diese analy-
sierten entweder Hotspotregionen oder bestimmte Bevolkerungsgruppen wie Blutspender und
waren daher nicht repréasentativ fur ein Bundesland. In der saarlandweiten Coronavirus-Anti-
korper-Pravalenzstudie, kurz SaarCoPS, wurden von 2.940 reprasentativ flr das Saarland aus-
gewahlten, erwachsenen Personen inklusive Bewohnern von Altenheimen, Blutproben entwe-
der in Arztpraxen oder von mobilen Teams entnommen und auf das VVorhandensein von Anti-
korpern gegen SARS-CoV-2 mit drei verschiedenen Tests untersucht. Nach Verarbeitung die-
ser Daten durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Prof. Smola wurde eine Infektionsrate von 1,02
% (95 % KI: [0,64; 1,44]), eine 2,68-fache (95 % KI: [1,68; 3,79]) Untererfassungsrate sowie
ein Infektions-Sterbe-Rate (IFR) von 2,09 % (95 % KI: [1,48; 3,32]) in allen Altersklassen,
beziehungsweise von 0,36 % (95 % KI: [0,25; 0,59]) in der Altersgruppe unter 70 berechnet.
Zusétzlich wurden die positiv getesteten Blutproben noch in einem vierten Antikorpertest, dem
MultiCoV-Ab auf Kreuzreaktivitdt mit anderen endemischen Coronaviren und SARS-CoV-2
Varianten getestet. Aulerdem lieferte der MultiCoV-Ab ein differenzierteres Anti-
korperergebnis gegen SARS-CoV-2 und ermdglichte dadurch eine umfassendere Analyse, die
ein kreuzreaktives Antikorperportfolio der zuvor positiv getesteten Proben gegeniiber den
SARS-CoV-2 Varianten aufzeigte.

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden unter dem Titel ,,German federal -state-wide
seroprevalence study of 1st SARS-CoV-2 pandemic wave shows importance of long-term an-
tibody test performance® bei communications medicine verdffentlicht [54]. Diese Daten bilde-
ten eine Grundlage fir die Bewertung und Anpassung sowohl bisheriger als auch folgender
MaRnahmen gegen die Verbreitung von SARS-CoV-2. Zusatzlich kdnnen die aus dieser Studie

gewonnenen Erkenntnisse auch auf andere Pandemien angewendet werden.

1.2 Summary

Until summer 2020, data on SARS-CoV-2 infections in Germany were limited to the numbers
of positively tested persons or to isolated antibody studies. These either analyzed hotspot regi-
ons or specific population groups such as blood donors and were therefore not representative

for a federal state. In the Saarland-wide coronavirus antibody prevalence study, SaarCoPS for
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short, blood samples were collected from 2,940 adult individuals selected to be representative
of the Saarland, including residents of nursing homes, either in physicians' offices or by mobile
teams, and analyzed for the presence of antibodies to SARS-CoV-2 using three different tests.
After processing these data by members of the research group of Prof. Smola, an infection rate
of 1.02% (95% ClI: [0.64; 1.44]), a 2.68-fold (95% CI: [1.68; 3.79]) underreporting rate, and an
infection mortality rate (IFR) of 2.09% (95% CI: [1.48; 3.32]) in all age groups and 0.36%
(95% CI: [0.25; 0.59]) in the under-70 age group, respectively, were calculated. In addition, the
positive blood samples were tested in a fourth antibody test (MultiCoV-Ab) for cross-reactivity
with other endemic coronaviruses, SARS-CoV-2 variants and six SARS-CoV-2 Antibodies.
This revealed a cross-reactive antibody portfolio against SARS-CoV-2 variants and in total a
more comprehensive and differentiated analysis. Partial results of the present work were publi-
shed under the title " German federal-state-wide seroprevalence study of 1st SARS-CoV-2 pan-
demic wave shows importance of long-term antibody test performance™ at communications me-
dicine [54]. These data provided a basis for evaluating and adapting earlier and later measures
against the spread of SARS-CoV-2. In addition, the findings from this study can be applied to

other pandemics.
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2 Einleitung

2.1 Coronaviren - SARS-CoV-2

Die Pandemie, ausgeldst durch SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus
2), begann Ende 2019 [39] und beeinflusste flr lange Zeit weltweit das alltagliche Leben. Am
16. November 2021 waren weltweit bereits 253.163.330 COVID-19 (coronavirus disease 2019)
Félle bestatigt und 5.098.174 Todesfalle durch das Virus bekannt [93]. SARS-CoV-2 zahlt zu
der Familie der Coronaviridae, bzw. der Unterfamilie Orthocoronavirinae, die wiederum vier
Gattungen umfasst: Alpha-, Beta-, Gamma-, und Deltacoronaviren. Sarbecoviren, zu denen
SARS-CoV und SARS-CoV-2 gehoren, zahlen wie auch MERS-CoV zu den membranumhall-
ten Beta-Coronaviren [94]. Vier weitere humanpathogene weltweit endemisch zirkulierende
Coronavirus-Spezien (HCoV) fallen in zwei Genera: Alphacoronaviren (HCoV-229E, HCoV-
NL63) und Betacoronaviren (HCoV-HKU1, HCoV-OC43) [38]. Sie verursachen meistens
milde Erkaltungskrankheiten, konnen jedoch bei Immunschwache auch schwerwiegendere
Verlaufe verursachen [24]. Durch homologe Rekombination kénnen Coronaviren Artengren-

zen uberspringen und ihr Wirtsspektrum ausdehnen [29].

Die Ursprungsform des SARS-CoV-2 wird als Wildtyp bezeichnet. Seit Pandemiebeginn hat
sich der Wildtyp verandert und durch Mutationen viele Varianten entstehen lassen [94]. Dies
habe in vitro eine hohere Infektiositat und effektivere Vermehrung fur Varianten mit der Spike-
Mutation D614G nachgewiesen [36,64]. Dies stellt einen Aminosdusaustausch von Adenin zu
Guanin an der Position 23.403 im Wuhan Referenzstamm da. Bereits in Deutschland war Mitte
Méarz 2020 diese Mutation schon vorwiegend nachzuweisen [45]. Trotz einer hohere Viruslast
bei Infizierten wurde kein Zusammenhang mit einer aggravierten Krankheitsverlauf festgestellt
[6,35,46,76,94]. Die Weltgesundheitsorganisation stufte bisher funf Varianten als besorgniser-
regend (Variants of Concern, VOC) ein [95]. Diese Varianten haben veranderte Erregereigen-
schaften, wie erhohte Ubertragbarkeit oder Virulenz. Zudem konnen sie die Gegenmanahmen
oder die diagnostischen Nachweismethoden respektive die Impfstoffe in negativer Art und
Weise beeinflussen [94]. Die Alpha Variante B1.1.7 aus dem Vereinigten Konigreich und die
Beta Variante B.1.351 aus Sudafrika, beides VOCs, weisen genauso wie die Epsilon Variante
B.1.429 aus Sudkalifornien die Spike-Mutation D614G auf, welche wegen der erhdhten Trans-
missionsrate den Wildtyp verdrangt haben [31,46]. Dies gelingt durch eine offenere Konforma-
tion des Spike Proteins, die dadurch die Bindung an den ACE-2 Rezeptor der Wirtszelle er-
leichtert [60,87]. Die Alpha Variante breitete sich gegen Ende 2020 in GrofR3britannien aus und
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wies eine hohere Infektiositat und einen schwereren Verlauf auf. Durch Tourismus und Riick-
reisen im Flugzeug verbreiten sich die Varianten weltweit sehr schnell. So kam es zu Stande,
dass riickwirkend in Niedersachsen im November 2020 bei Reisertickkehrern aus Grof3britan-
nien die Alpha Variante nachgewiesen werden konnte [96]. Die Alpha Variante wurde zum
ersten Mal hier im Institut fir Virologie am Universitatsklinikum des Saarlandes in der 3. Ka-
lenderwoche 2021 nachgewiesen (E-Mail von Dr. Thorsten Pfuhl). Die Beta Variante breitete
sich in Sudafrika seit Mai 2020 aus (laut dem 17. Bericht vom 7.7.2021 vom RKI [97]) und
wurde erstmalig in Baden-Wirttemberg bei einer Familie aus dem Zollernalbkreis, die am 13.
Dezember 2020 aus Stdafrika eingereist war, festgestellt [98]. Der erste Nachweis hier in der
Virologie gelang in der 4. Kalenderwoche in 2021 (E-Mail von Dr. Thorsten Pfuhl). Die Delta
Variante B.1.617.2 trat erstmalig im April 2021 in Deutschland auf [99] und konnte hier zuerst
in der 18. Kalenderwoche 2021 nachgewiesen werden (E-Mail von Dr. Thorsten Pfuhl). Ende
November 2021 verbreitete sich Omikron B.1.1.529 in Deutschland und wurde die dominie-
rende Variante, was an der erhdhten Virulenz durch mehr als 30 Mutationen im Spike-Protein,
immunevasive Eigenschaften und verringerter Schutzwirkung der Impfungen vor Infektion
oder Transmission lag [5,11]. Die Variante Omikron wurde erst in der 51. Kalenderwoche in
2021 hier in der Virologie nachgewiesen, die Gamma Variante schon in der 26. Kalenderwoche
2021 (E-Mail von Dr. Thorsten Pfuhl). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Erhebungs-
zeitraum der Studie von Juli bis Oktober 2020 die verschiedenen VOCs im Saarland irrelevant
waren, jedoch die D614G Mutation auf jeden Fall schon in Deutschland verbreitet war und
durch die verbesserte Transmission und Infektiositat einen Einfluss auf das Infektionsgesche-

hen gehabt haben wird.

2.2 Struktur von Coronaviren - SARS-CoV-2

Die vier Strukturproteine von SARS-CoV-2 sind das Spike (S) Protein (einschlieRlich der S1-
Doméne und der Rezeptorbindungsdomane [RBD]), das Nukleokapsid (N) Protein, das Memb-
ranprotein (M) und das Hullprotein (E) wie in Abbildung 1 gezeigt wird [24]. Bisherige Studien
zu SARS-CoV und MERS-CoV belegen, dass die S- und N- Proteine die immunoge Antigene
sind [78] und daher konzentrierte sich die Entwicklung von serologischen Tests fir SARS-
CoV-2 Antikorper auch stark auf diese Proteine [55]. Das Spike Protein besteht aus zwei Un-
tereinheiten, die an dem Eintritt in die Wirtszelle tber den transmembrandren ACE-2 Rezeptor
[35,57,90], die zellulare Protease TMPRSS2 [35] und das Neuropilin-1 (NRP1) [14,18] betei-
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ligt sind. Die S1-Untereinheit enthélt die Rezeptorbindungsdomane, die an den Wirtszellrezep-
tor bindet [94]. Danach vermittelt die S2-Untereinheit die Fusion von Virushille und Zell-

membran [94]. Protektive, neutralisierende Antikdrper werden durch das Spike Protein indu-

ziert und sind daher von fundamentalem Interesse fir die Impfstoffentwicklung gegen SARS-
CoV-2[23,52].

Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

Spike (S)

Abbildung 1: Struktur von SARS-CoV-2 [43]

2.3 COVID19: Krankheitsverlauf und Symptomatik,

Am Anfang der Covid-19 Pandemie mit dem SARS-CoV-2 Wildtyp waren die haufigsten
Symptome einer Erstinfektion Husten, Fieber, Schnupfen, und Ageusie oder Anosmie [94].
Letzteres trat auch vermehrt bei der Delta-Variante auf [25]. Mit den aufkommenden Varianten
und den zum Teil auch Auftretenden Reinfektionen, naturlich auch in Zusammenhang mit den
verschiedenen Impfungen verdnderte sich auch die Symptomatik der Infektion. So waren die
Ausbruchsymptome der Omikron-Variante unspezifischer [22] und eher Rhinorrhoe, Niesen,
Halsschmerzen, Kopfschmerzen und Midigkeit [51]. Ganz allgemein manifestiert sich die In-
fektion mit SARS-CoV-2 haufig pulmonal und kann durch eine Pneumonie oder ein Acute Re-
spiratory Distress Syndrome (ARDS) aggraviert werden [94]. Auch andere Organsysteme kon-
nen betroffen sein und schwerwiegende Komplikationen wie Myocardiale Dysfunktion und
Thromboembolien hervorzurufen [32]. Generell gilt, dass die Symptome einer COVID-19 Er-
krankung, die eine akute infektiose Lungenerkrankung ausgeldst durch SARS-CoV-2 ist, sehr
vielfaltig und variabel sein kdnnen. Daher ist es moglich, dass typische Symptome wie Fieber
und Husten komplett fehlen [9]. Weitere typische Symptome sind Schnupfen, eine Stérung des
Geruchs- und/oder Geschmackssinns, Halsschmerzen und Atemnot. Die klinische Prasentation

einer SARS-CoV-2 Infektion ist unspezifisch und sehr variabel. Zusétzlich kann sich ein initial
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milder Verlauf nach einer Woche aggravieren und eine intensivmedizinische Versorgung not-
wendig werden. Die hohe Dichte an ACE-2 Rezeptoren und von TMPRSS2 auf dem Na-
senepithel erklart die effiziente Vermehrung und Ausscheidung von SARS-CoV-2 aus den obe-
ren Atemwegen [77]. Da auch eine hohe Dichte an ACE-2 Rezeptoren [82,89,91,92] im Darm,
sowie in Geféal3zellen, in der Niere, im Herzmuskel und in anderen Organen besteht, erklart dies
die Vielzahl an extrapulmonalen Symptomen [32], die durch zytopathische Effekte, tiberschie-
Rende Immunreaktionen sowie Hyperkoagulabilitadt ausgeldst werden kénnen [50,58,59,71].
Seit Mitte 2020 gibt es auch Hinweise tber mogliche Langzeitfolgen einer SARS-CoV-2. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert POST-COVID-19 als ,,gesundheitliche Be-
schwerden, die in der Regel drei Monate nach einer durchgemachten Infektion fortbestehen
oder neu auftreten, tber mindestens zwei Monate andauern oder wiederkehrend auftreten und
nicht anderweitig erklarbar sind [100] . Fr besonders alltagsrelevant héalt die WHO Erschop-
fung und eingeschrénkte Belastbarkeit, Kurzatmigkeit in Ruhe und Einschrénkungen von Kon-
zentrations- und Merkfahigkeit [94]. Insbesondere leiden bis zu 76% der stationar behandelten
Personen noch sechs Monate nach ihrer Erkrankung an mindestens einem oder mehreren Symp-
tomen [3,75]. Risikopersonen flr einen schwereren Verlauf der Coronainfektion sind generell
altere Personen ab 50 Jahren, chronisch Vorerkrankte, insbesondere Personen mit kardiovasku-
laren oder pulmonalen Erkrankungen, Stoffwechselerkrankungen, genauso wie immunsuppri-
mierte Personen [81]. AulRerdem weisen Manner haufiger einen schwereren Verlauf auf als
Frauen [62,79]. Zusatzlich verringert sich das Risiko an Long-COVID zu erkranken durch Imp-
fungen, wobei zwei Impfungen besser sind als eine [61]. Ferner ist das Risiko fiir Long-COVID
bei Personen, die mit dem Wildtyp infiziert waren erhéht und bei Personen, die mit dem der
Omikron-Variante infiziert waren niedriger [22,25]. Das h&ufigste Long-Covid Symptom war

Mudigkeit gefolgt von Schmerzen [25].

Bedingt einerseits durch oligo- und asymptomatische Falle, andererseits durch die nicht syste-
matischen oder flachendeckenden Strategien und Haufigkeiten der Testungen kdnnen die tat-
séchlichen Fallzahlen untererfasst sein. Dies hat auch einen groRen Einfluss auf die Infektions-

Sterbe-Rate, die falschlicherweise als zu niedrig angenommen wird [66].

Seroepidemiologische Studien kdnnen retrospektiv Infektionen nachweisen und liefern einen
entscheidenden Beitrag, indem sie ggf. sowohl symptomatische als auch die bisher unbekann-
ten, asymptomatischen Erkrankungen nachweisen kdnnen. Hierbei ist die Testauswahl von ent-
scheidender Bedeutung, da eine moglichst hohe Spezifitat und Sensitivitat sowie die Fahigkeit
Antikorper Uber einen langen Zeitraum nachzuweisen nétig ist, um maoglichst lange zuriicklie-

gende Infektionen noch erfassen zu kénnen [2]. Insbesondere nach einer moglicherweise oligo-
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oder asymptomatischen Infektion ist der Nachweis von Antikérpern abhangig vom verwende-
ten Test [1]. Daruber hinaus berichteten Studien von einem deutlichen Abfall der humoralen
Immunantwort und der Neutralisierungskapazitat innerhalb von acht Monaten sowie einem
starken Abfall innerhalb der ersten drei Monaten [10,19,56,72].

Der erste COVID-19-Fall im Saarland wurde am 03.03.2020 bestéatigt [101], seitdem stiegen
die Fallzahlen dynamisch weiter an. Der Stand vom 24.11.2021, 03:12 Uhr betragt saarlandweit
57.588 Infektionen insgesamt seit Beginn der Pandemie, zum Vortag 972 weitere, die Sieben-
Tage Inzidenz pro 100.000 Einwohnern liegt bei 398,6 [102]. Unentbehrlich sind substantiierte
Zahlen Uber das Infektionsgeschehen, damit die MaRnahmen zur Pandemiebewaltigung fun-

diert angepasst werden konnen.

2.4 Antikorpertests

Nach einer Infektion mit dem Wildtyp oder den Varianten von SARS-CoV-2 kommt es zur
Immunreaktion und zur Bildung von Antikdrpern. Diese kdnnen auf verschiedene technische
Arten nachgewiesen werden. Zum einen wird schon langer die ELISA (Enzyme-linked Immu-
nosorbentassay) Technik verwendet. Damit werden zum Beispiel 1gG- oder IgA-Antikorper
gegen ein bestimmtes einzelnes Protein nachgewiesen. Hier in dieser Studie gegen die S1-Do-
mé&ne vom Spike Protein im Anti-SARS-CoV-2-ELISA der Firma Euroimmun. Zum anderen
gibt es noch die Technik des Chemilumineszenz-Mikropartikel Immunoassay (CMIA), die hier
bei SaarCoPS im SARS-CoV-2 I1gG Test der Firma Abbott zur Anwendung kam und 1gG-An-
tikdrpern einzig gegen das Nukleokapsid Protein von SARS-CoV-2 nachweisen konnte. Eine
weitere hier angewandte Technik ist die des Elektrochemischer Lumineszenz Immunoassay
(ECLIA) fur den Nachweis spezifischer 1IgG- und IgM-Antikorper nur gegen das Nukleokapsid
Protein von SARS-CoV-2 der Firma Roche Diagnostics GmbH. Diese drei genannten Antikor-
pertests kdnnen jeweils nur Antikorper gegen ein einziges Protein nachweisen. Ganz anders ist
der hier verwendete Multiplex SARS-CoV-2 Immunoassay (MultiCoV-Ab) [7] der gleichzeitig
Antikorper gegen 22 Proteine in einer Probe nachweisen kann und dadurch eine aussagekréfti-
gere Analyse ermdglicht [7,8], weil neben sechs SARS-CoV-2 Antikdrpern auch jeweils Anti-
korper gegen das N- und S- Protein als auch gegen die N-terminale Domane des Nukleokapsids
der endemischen Coronaviren hCoVs (NL63, 229E, OC43, HKU1) gemessen werden. Zusétz-
lich werden noch Antikdrper gegen die Rezeptor-Bindungsdomane der SARS-CoV-2 Varian-
ten aus dem Vereinigte Konigreich, Sudafrika, Stdkalifornien und eine Nerzvariante unter-
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sucht, um ein umfassendes Bild potenzieller Kreuzreaktionen zu haben. Dadurch kann ein aus-
fuhrliches Antikorperprofil der Personen erstellt werden, Impfstrategien analysiert und die Im-
munantwort in Zusammenhang mit den Varianten [8,41] auf schnelle, kostengunstige Art und
Weise [40] erforscht werden. Des Weiteren wurde der MultiCoV-Ab schon in klinischen Stu-
dien verwendet, um die Immunantwort chronisch kranker Patienten nach Impfungen zu erfor-
schen [51] und deren Immunogenitét in Bezug auf die Corona-Varianten [74] zu eruieren. Zu-
dem wurden Zusammenhange zwischen SARS-CoV-2 und den endemischen Coronaviren mit-
hilfe eines MultiCoV-Ab erforscht [26].

2.5 SARS-CoV-2 Seropravalenzstudien

Die Seropréavalenz gibt die Haufigkeit von Antikorpern zu einem bestimmten Zeitpunkt in der
Bevolkerung an. Die Infektions-Sterbe-Rate, auf Englisch Infection fatality rate (IFR), ist das
Verhaltnis der COVID-19-Todesfélle zu der Seroprévalenz. Die fallbezogene Fatalitatsrate, auf
Englisch Case fatality rate (CFR), ist das Verhaltnis der COVID-19-Todesfélle zu den PCR-
bestatigten SARS-CoV-2 positiven Féllen. Die Untererfassungsrate ist das Verhéltnis der Se-
ropravalenz, zu den PCR-SARS-CoV-2-positiven Féllen.

Obwohl in der ersten Pandemiewelle einige Studien Uber die SARS-CoV-2 Seroprédvalenz in
Teilgruppen der Bevolkerung durchgefuihrt wurden, sind bisher wenig verléssliche Daten (iber
die gesamte Bevolkerung zu finden [66,73]. Nach einer Superspreading Karnevalsveranstaltung
2020 wurde lokal begrenzt in Gangelt, Deutschland, eine Seroprdvalenzstudie mit dem Euro-
immun S1-SARS-CoV-2 IgG an 919 Personen im Alter von 1 - 90 Jahren durchgefihrt, mit
dem Ergebnis, dass die Erwachsenen Infektions-Sterbe-Rate (IFR) bei 0,36 % (95 % KI: [0,29;
0.45]) lag [73]. Des Weiteren wurde im untersuchten Hotspot Landkreis Tirschenreuth an der
bayerisch-tschechischen Grenze im Beobachtungszeitraum vom 28.06.2020 bis zum 10.7.2020
eine IFR von 2,5 % (95 % KI: [2,06; 3,02]) und eine Seropravalenz von 8,6 % mit dem Roche
N SARS-CoV-2 pan-lg, dem Shenzhen YHLO anti-N/S 1gG und einem in-house ELISA 1gG
anti-RBD nachgewiesen [83]. Rund um Munchen wurden von April bis Juni 2020 reprasentativ
Menschen ab 14 Jahren ausschliellich in privaten Haushalten untersucht, hierbei betrug die IFR
0,47 % (95 % KI: [0,36; 0,67]) und die Seropravalenz, nachgewiesen mit dem Roche N SARS-
CoV-2 pan-lg, 1,8 % mit einem Untererfassungsrate von 4 [66]. Die Rheinland Corona Studie
wurde vom 24.4.2020 bis zum 30.6.2020 in zwei Stadtbezirken von Bonn an 4755 Personen ab
30 Jahren durchgefiihrt [6]. Getestet wurde mit dem Euroimmun S1-SARS-CoV-2 IgG Test,
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der eine Seropravalenz von 1,0 % (95 % KI: [0,72; 1,30]) offenbarte, was einen Untererfas-
sungrate von 4,2 nahelegte. Ein weiterer Corona Hotspot entwickelte sich in Kupferzell in der
Region Heilbronn-Franken in Baden-Wurttemberg nach einem Kirchenkonzert am 1. Mérz
2020 mit mehreren Posaunenchdren [68]. Der Beobachtungszeitraum, in dem 2203 Personen
im Alter von 18 - 94 Jahren untersucht wurden, war vom 20.05.2020 bis zum 09.06.2020 [103].
Die mit dem Euroimmun S1-SARS-CoV-2 1gG Test analysierte Seropréavalenz betrug 10,0 %
(95 % KI: [8,5; 11,8]), wodurch sich ein Untererfassungsrate von 5 ergab [103]. Das STAAB-
Covid-Programm aus Wirzburg, welches sich mit dem Zeitraum unserer SAARCoP-Studie
Uberschneidet, hatte einen Beobachtungszeitraum von Juni 2020 bis Mitte Oktober 2020, in
dem 3.001 Probanden im Alter von 32 - 87 Jahren untersucht wurden [104]. Hier wurde in
diesem Zeitraum eine Seropravalenz von 1,3 % analysiert [104]. Es gab eine deutschlandweite
Studie, die sogenannte Corona Bund Studie, die in zwei Zeitrdumen 30.06.2020 - 12.08.2020
und 26.10.2020 - 18.11.2020 10.221 und 9.929 Teilnehmern mit dem Roche N SARS-CoV-2
pan-lg Test untersucht hatte [105]. Die Seroprévalenz wurde im 1. Zeitraum mit 0,5 % (95 %
KI: [0,4; 0,7]) und im 2. Zeitraum mit 1,1 % (95 % KI: [0,9; 1,3) angegeben [105].

Eine weitere Studie hat die SARS-CoV-2 Seropravalenz in 3.186 Blutproben von Blutspendern
aus Nordrhein-Westfalen, Niedersachsen und Hessen in einem Zeitraum von Marz bis Juni
2020 untersucht [27]. Die Seroprévalenz unterschied sich nicht statistisch signifikant zwischen
den drei Bundesléandern (p = 0,536). Getestet wurden die Blutproben mit dem Euroimmun S1-
SARS-CoV-2 IgG (Ratio > 1,1), bestdtigt mit Abbott SARS-CoV-2 N IgG (Ratio > 1,4) und
DiaSorin LIAISON S1/S2 SARS-CoV-2 IgG (Ratio > 15) [27]. Die Inzidenz war am hdchsten
in Niedersachsen mit 1,22 % (7/576; 95 % KI: [0,33; 2,10]), gefolgt von Nordrhein-Westfalen
(0,94 %; 16/1.700; 95 % KI: [0,49; 1,39]) und Hessen (0,66 %; 6/910; 95 % KI: [0,13; 1,19])
[27].

Eine weitere Blutspenderstudie wurde in Hamburg in den drei Zeitrdumen 06.04.2020 -
10.04.2020, 04.05.2020 - 06.05.2020 und 02.06.2020 - 05.06.2020 mit dem Roche N SARS-
CoV-2 pan-lg durchgefuhrt [106]. Hierbei wurde eine Seropravalenz von 0,4 % uber die drei
Zeitrdume (April: 0,3 % (1/300), Mai: 0,7 % (2/288) und Juni: 0,3 % (1/326)) festgestellt [106].
Die SeBluCo Studie hat circa 5000 Blutspendeproben aus 28 bundesweit verteilten Regionen
alle 14 Tage mit dem Euroimmun S1-SARS-CoV-2 IgG (Ratio > 1,1) getestet [106]. Dort
wurde eine Seroprévalenz im Zeitraum von April bis Dezember 2020 von 1,1 % analysiert
[106]. Ferner hat eine Studie 3880 Blutspendeseren aus Rheinland-Pfalz und dem Rhein-Main
Gebiet im Zeitraum von Marz bis Juni 2020 mit dem Abbott SARS-CoV-2 N IgG getestet und
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mit dem Roche N SARS-CoV-2 pan-Ig bestéatigt [68]. Es wurde eine Seropravalenz von 0,4 %
berichtet [68].

Diese und auch weitere Studien beziehen sich folglich entweder nur auf eine besonders be-
troffene Region oder einen Landkreis, auf Menschen in privaten Haushalten ohne Senioren-
heime, eine begrenzte Zeitspanne, oder auf spezielle Bevdlkerungsgruppen wie gesunde Blut-
spender innerhalb einer Altersbegrenzung und waren dadurch nicht repréasentativ fir die kom-

plette Bevolkerung eines ganzen Bundeslandes.

Abgesehen von der Reliabilitat des verwendeten Antikorpertests hangen die Seroprévalenzen
und die Infektions-Sterbe-Raten stark von der Testgruppe, dem Selektionsbias und der Zeit-

spanne, in der getestet wird, ab.

2.6 Ziel der Arbeit und Fragestellung

Die saarlandweite Seroprévalenzstudie sollte an einer représentativen Auswahl von volljahri-
gen Birgern inklusive Senioren und Bewohnern von Altenheimen durchgefihrt werden. Die
Blutproben sollten mit drei verschiedenen Antikorpertests untersucht werden. Es sollen die Da-
ten von dem Test mit der besten Test Performance beziiglich Spezifitdt und Sensitivitat ver-
wendet werden, um die Préavalenz von SARS-CoV-2-Antikérpern im Serum dieser Stichprobe
zu berechnen. Zusétzlich sollen die positiven Proben noch in einem vierten Antikorpertest auf

potentielle Kreuzreaktivitat auf andere Coronaviren und Coronavarianten untersucht werden.

Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse stellen eine wichtige Grundlage fir die Evalua-

tion der Malinahmen zur Einddmmung der weiteren Ausbreitung von SARS-CoV-2 dar [107].
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3 Material und Methode

3.1 Studienaufbau und Ablauf

Das Saarland liegt im Sudwesten Deutschlands und grenzt im Norden und Osten an Rheinland-
Pfalz, im Suden an Frankreich und im Westen an Luxemburg. Gemeinsam bildet es mit den
beiden letztgenannten die GroRregion Saar-Lor-Lux. SaarCoPS wurde gemaR der Deklaration
von Helsinki 1964 und deren spateren Revisionen sowie in Ubereinkunft mit dem Ethikvotum
der Arztekammer des Saarlandes durchgefiihrt. Alle Studienteilnehmer stimmten der Studie
schriftlich zu.

Zur Durchfiihrung dieser saarlandweiten Studie arbeitete die Arbeitsgruppe Prof. Smola mit
dem Saarlandisches Krebsregister, der Kassenarztliche Vereinigung Saarland (KVS), dem Mi-
nisterium fiir Soziales, Gesundheit, Frauen und Familie (MSGFF) des Saarlandes, dem Institut
fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Medizinische Informatik der Universitat des
Saarlandes (UdS) und mit der Staatlichen Medizinaluntersuchungsstelle des Saarlandes Institut
fiir Virologie zusammen.

Mein Beitrag an der Studie bestand in der Durchfiihrung der Laborarbeit vornehmlich, die Ab-
bott und MultiCoV-Ab Antikbrpertestung, zusatzlich hat mich eine medizinisch-technische As-
sistentin, Frau Best mit einer Testung (Euroimmun-Teste) unterstutzt. Der Test der Firma Ro-
che wurde im Zentrallabor von Frau Meng in Kooperation mit Herrn Prof. Jurgen Geise durch-
geflhrt. Des Weiteren bestand meine Aufgabe in der Unterstutzung der Durchfuhrung, inshe-
sondere in der Aufgabenbewaéltigung im Studiensekretariat und an der Mitarbeit an der Daten-
erhebung und teilweise auch an der Analyse der Daten. Eine weitergehende detailliertere Auf-
listung der an der Studie beteiligten Personen befindet sich im Abschnitt ,,Author contributions*

des veroffentlichten Papers [54].

3.1.1 Berechnung der nétigen Studiengroile

Die nétige Studiengrofie wurde von Hern Holleczek auf folgende Art und Weise berechnet. Die
berichtete IFR von 0,36 % (95 % KI: [0,29; 0,45]) in der Heinsberg-Studie [73] lieferte zusam-
men mit der Anzahl 162 COVID-19 Verstorbener (Stand: 25.05.2020) eine Hilfe bei der Ein-
schétzung der Pravalenz der SARS-CoV-2-Infektionen im Saarland. Mithilfe von 2.305 errech-
neten Teilnehmern konnte mit einer Genauigkeit von 20 % im 95 % Konfidenzintervall eine

Seropravalenz von 4 % geschatzt werden. [48]
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Um eine moglichst représentative Stichprobe der Saarlandischen Bevolkerung zu generieren,
wurde auf den Datensatz des Einwohnermeldeamtes zurlickgegriffen. Der Paragraf 46 des Bun-
desmeldegesetzes lieferte die Rechtsgrundlage fur die Datenbereitstellung. Die Ziehung der fur
die Saarlandische Bevolkerung reprasentativen Zufallsstichprobe, bestehend aus 10.000 perso-
nenbezogenen Daten (mit Familiennamen, Vornamen, Titel, Geschlecht, Geburtsdatum und
Wohnanschrift) erfolgte angepasst an die Bevolkerungszusammensetzung der aktuellsten ver-
figbaren Bevolkerungsstatik mit Stand 31.12.2018 im Hinblick auf Alter, Geschlecht und
Wohnort (Siehe Tabelle 1 und 2 im Anhang) durch das Krebsregister des Saarlandes. Es wurden
nur volljahrige Personen in die Zufallsstichprobe eingeschlossen, die Ihren Hauptwohnsitz im
Saarland haben. Gerechnet wurde mit einer Teilnahmequote von rund 30 % der angeschriebe-
nen Personen. Insgesamt wurden 10000 Personen gebeten an der Studie teilzunehmen, um mit
den kalkulierten 30%, ca. 3000 Studienteilnehmende zu gewinnen und damit die zuvor berech-

nete und erforderlichen Stichprobengriif3e zu erreichen.

3.1.2 Fragebogen

Die Fragebdgen wurden mithilfe von QuestorPro, eines Softwareprogramms der Firma
Blubbsoft GmbH erstellt. Unter Einhaltung der EU-Datenschutzgrundverordnung kann dieses
Programm sowohl online als auch maschinenlesbare Papierfragebdgen erstellen, verwalten und
auswerten. Eine Befragung jedes Teilnehmers wurde entweder online oder papiergebunden mit-
hilfe eines Kurzfragebogens durchgefiihrt. Durch diese zusétzlichen Informationen wollte die
Studie Erkenntnisse zu Zusammenhangen zwischen Ubertragung, Krankheitsverlauf und Vor-
erkrankungen sowie Uber die Anwendung und Wirksamkeit von Hygiene- und weiteren Mal3-
nahmen zur Verhinderung der Ausbreitung von SARS-CoV-2 gewinnen [67]. Auch die Nut-
zung der Corona-Warn-App wurde erfragt, die erst kurz vorher am 16.06.2020 vor der Befra-
gung der Bevolkerung zur Verfugung gestellt wurde [108]. Zusatzlich wurde die aktuelle
Wohnsituation erfragt, um potentielle Bewohner von Seniorenheimen zu identifizieren. Die

Auswertung aller Daten erfolgte ausschlieRlich pseudonymisiert.

3.1.3 Blutentnahme

Durch die Kooperation mit der Kassendrztlichen Vereinigung des Saarlandes (KVS) konnten
29 Arztpraxen, verteilt Gber alle Landkreise, fir die Studie gewonnen werden. Nach Erhalt der

Einladungsschrieben fir diese Studie konnten die Teilnehmer entweder direkt mit einer Praxis
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oder Uber die Hotline der Terminvergabestelle der KVS unter der Rufnummer 116 117 einen

Termin fur die Blutentnahme vereinbaren.

Die teilnehmenden Praxen wurden mit dem untenstehenden Ablaufplan (Abbildung 2: Ablauf-
plan in der Arztpraxis; Quelle: KVS) tber den gewiinschten Ablauf informiert. Die beiden Se-
rumblutproben wurden mit einem Barcodeaufkleber versehen, gekihlt und aufrechtstehend, zu-
sammen mit den Fragebdgen und Einwilligungserklarungen zur Virologie gebracht, wo alles
umgehend verarbeitet wurde.

Arzt

Geplanter Ablauf der Coronavirus-Antikorper-Pravalenzstudie (SaarCoPS)
in der Blutentnahme-Praxis

1. Anmeldung Patient
Teilnehmende Patienten wahlen aus einer Liste mitgeteilter , Blutentnahmepraxen” einen

Arzt und vereinbaren selbst personlichen Blutabnahmetermin

2. Vor der Blutabnahme
Alles, was zur Abnahme und Versand der Probe notwendig ist (Serum-Monovetten,

Schutzhiille, Barcode und reiRfester Umschlag) wird der Praxis automatisch nach der
Teilnahmezusage geliefert.

3. Blutentnahme
e Entnahme erfolgt in Praxis oder wenn notwendig als Hausbesuch beim Patienten
e Patient Giberreicht dem Arzt seine unterschriebene Einverstandniserklarung sowie —falls
nicht online durchgefiihrt — den ausgefiillten Fragebogen
e die Blutentnahme erfolgt in 2 x 15 ml Serum-Monovetten, sonst kdnnen die Proben nicht
bearbeitet werden

4. Versand der Probe an das Zentrallabor
Der Umschlag mit Blutprobe, Einverstandniserklarung und ggfls. ausgefiillten Fragebogen

wird durch einen Fahrdienst —nach Anforderung durch Praxis- in der Praxis abgeholt und an
Zentrallabor geliefert. Die serologischen Analysen auf SARS-CoV-2 werden dort ausgefiihrt.
Abholung anfordern unter Telefon Fahrdienst: (0173/6380973) — bevorzugt iiber SMS oder
WhatsApp

5. Abrechnung der drztlichen Leistung
Die Abrechnung erfolgt tiber die Kassenarztliche Vereinigung Saarland. Zur Sicherstellung

der Kostentibernahme sind folgende Pseudoziffern zu beachten:

Pseudoziffer Bezeichnung Honorar
98901 Blutentnahme Antikorpertestung SARS-CoV-2 | 10,00 €
98902 Hausbesuch einschl. Wegekosten 30,49 €

Die Abrechnung gilt fiir alle Patienten, auch fiir Nicht-GKV-Patienten. Nicht-GKV-Patienten
sind auf einem separaten Abrechnungsschein mit: Ministerium fiir Gesundheit als
Kostentrager und der VKNR 73840) anzulegen.

6. Ergebnis
Auf Wunsch wird den teilnehmenden Patienten am Ende das Ergebnis ihres Coronavirus-
Tests mitgeteilt (etwa 14 Tage nach Probeentnahme).

wissenschaftliche Ausarbeitung und Veréffentlichung voraussichtlich
Dezember 2020

Abbildung 2: Ablaufplan in der Arztpraxis; Quelle: KVS
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Falls vorhanden, wurden die Praxen gebeten, die Blutproben mit 3000 U/min fur 5 Minuten zu
zentrifugieren und anschlieRend zu kihlen. Um mdglichst auch multimorbiden oder alteren
Studienteilnehmern die Teilnahme zu erleichtern, waren auch Haus- oder Heimbesuche mdg-
lich.

3.1.4 Studienzeitraum

Die ersten Einladungsbriefe wurden ab dem 22. Juli verschickt. Ab diesem Zeitpunkt konnten
die angeschriebenen Personen an SaarCoPS teilnehmen. Die erste Einladungswelle umfasste
5.000 angeschriebene Personen, reprasentativ nach Alter, Geschlecht und Wohnort fir die saar-
landische Bevoélkerung. 1.334 Teilnehmer nahmen bis Ende August teil. An die verbliebenen
3.666 Nichtteilnehmer ohne die Personen, die entweder schriftlich oder telefonisch abgesagt
haben, verstorben sind oder die Postanschrift nicht korrekt war, wurde ein Erinnerungsschrei-
ben mit einem verlédngerten Teilnahmezeitraum geschickt. Mitte September erfolgt die zweite
Einladungswelle mit weiteren 5.000 Einladungen, die an den bisherigen Riicklauf angepasst
wurden, um eine Verzerrung der Stichprobe zur gesamten Bevolkerung auszugleichen. Bis
zum 15. Oktober 2020 nahmen weitere 1.606 Teilnehmer an der Studie teil, sodass insgesamt
Blutproben und Fragebdgen von 2.940 Personen ausgewertet werden konnten. Die Blutentnah-
men fanden in einem Zeitraum statt, in dem die Coronavirus bedingten Todesfalle stagnierten
und dann gegen Studienende wieder leicht anstiegen. Somit wurde das Ende des Sommerpla-

teaus der Ersten Covid-19-Pandemiewelle im Saarland [80] in der Studie untersucht.
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Erinnerungsschreiben
1. Einladungswelle mit an Nichtteilnehmerder
5000 Einladungen 1. Einladungswelle

[ Ende August

[ 1334 Teilnehmer } 13 |
Mitte September 2020

2. Einladungswelle mit
weiteren
5000 Einladungen
|

[ 1606 Teilnehmer ]

2940

‘ [ Roche H Abbott HEuroimmun} ‘

[ MultiCoV-Ab ]

Mitte Juli 2020

Abbildung 3: Ablauf der Studie

Die Abbildung 3: Ablauf der Studie wurde mithilfe von PowerPoint 365 fir Windows, Micro-
soft, Redmond Washington, DC, USA, www.microsoft.com erstellt und gibt den Ablauf der
Studie kurz wieder. Die Blutproben von 2.940 Teilnehmern werden mit drei unterschiedlichen
Antikorpertests auf Antikdrpern gegen SARS-CoV-2 getestet. AnschlieRend werden die posi-
tiven Proben in einem vierten Antikorpertest reevaluiert, auch um mogliche Kreuzreaktionen

zu den endemischen Coronaviren und zu den Varianten festzustellen.

3.1.5 Ruckmeldung an Studienteilnehmer

Die Studienteilnehmer hatten die Moglichkeit, auf ihren jeweiligen Einwilligungserklarungen
den Rickmeldewunsch anzukreuzen, so dass Ihnen ihr Ergebnis der Blutuntersuchung nach
Abschluss der Antikorpertestungen postalisch zugeschickt wurde. Im Studiensekretariat wur-
den die Ergebnisse der Blutuntersuchungen, die pseudonymisiert durchgefiihrt wurden, mit den
Teilnehmerdaten zusammengefihrt, um die Ergebnismitteilungen anzufertigen, zu drucken und

Zu versenden.

GemaR dem Wissensstand im April 2020 wurden die Teilnehmer explizit darauf hingewiesen,
dass das Vorhandensein von Antikérpern gegen SARS-CoV-2 lediglich eine Exposition anzei-
gen kann, jedoch keine Aussage uber einen Schutz vor Reinfektionen, schweren Erkrankungen

oder aktueller Infektiositat zuliel3e [85].
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Zusatzlich wurde der Aspekt betont, dass Antikdrper-Testergebnisse in Abhangigkeit von ihrer
Sensitivitat und Spezifitat zu falschlicherweise positiven oder negativen Ergebnissen fiihren

kdnnen.

3.2 SARS-CoV-2 Antikorpertests und Validierung

Zusétzlich zu den Blutproben der 2.940 Studienteilnehmern wurden Serum oder Plasmaproben
von 27 zuféllig ausgewéhlten rekonvaleszenten, nicht hospitalisierten Patienten mit einer PCR-
bestatigten oligo- oder asymptomatischen SARS-CoV-2 Infektion am Institut fir Virologie in
Homburg im Zeitraum von April bis Oktober 2020 gesammelt. Mein Anteil daran bestand da-
rin, dass mir Listen von Herrn Dr. Lohse uberreicht wurden und ich die darauf vermerkten,
tiefgefroren Aliquots herausgesucht habe und fir die Testung vorbereitet habe. Weiterhin habe
ich die Proben im Abbott Test groRRtenteils selbst getestet nachdem ich im Testverfahren einge-
wiesen und eingearbeitet wurde. Zusatzlich habe ich den sicheren Transport zum Zentrallabor
und wieder zurtick fiir den Roch Test abwechselnd mit meinem Studiensekretariatteam durch-
geflhrt. Da Ubereinstimmende Ergebnisse aus Serum- oder Plasmaproben generiert werden
konnen, sind die Auswirkungen des verwendeten Testmaterials auf die Antikorpertestergeb-
nisse vernachlassigbar gering [4]. Die Zeitspanne betrug 23,17 +/- 4,81 Tage zwischen PCR
Positivitat und der ersten Blutprobe bei 18 Patienten, deren genaue Zeitangaben verfugbar wa-
ren. Blutproben von hospitalisierten Covid-19-Patienten wurden ebenso getestet, jedoch be-
wusst aus dieser Studie ausgeschlossen, um einen Bias im Hinblick auf eine starkere Antikor-
perbildung bei schwereren Verlaufen auszuschlieen [34]. Des Weiteren wurden aus der klini-
sche Riuckstellprobenbank der Virologie prapandemischen Seren von Patienten, die eine ende-
mische Coronavirusinfektion mit OC43, NL63, HKUL1 oder 229E erlitten haben, auf eine po-
tentielle Kreuzreaktivitat mit SARS-CoV-2 getestet. Um ein ideales Testsystem fiir SaarCoPS
ausfindig zu machen, wurden nicht nur die Sensitivitat und Spezifitat, sondern auch Reaktions-
starken, Muster und Zeitspannen in Bezug auf die verwendeten Antigene und Antikorper-Iso-
typen der verschiedenen Antikorpertests verglichen. Das Paul-Ehrlich-Institut (PEI), Bundes-
institut fir Impfstoffe und biomedizinische Arzneimittel, stellte die Daten tber die Sensitivitat
und Spezifitat zur Verfugung, anhand derer die Seropréavalenzen angepasst wurden. Der Leiter
des Priflabors fir In-vitro-Diagnostik am Paul-Ehrlich-Institut (PEI-IVD), Dr. Heinrich
Scheiblauer, ermittelte die Spezifitat aus 676 negativen Blutproben. Durch den parallelen Ein-
satz dreier Antikorpertestsysteme konnten die Differenzen hinsichtlich der Auswirkungen auf

die Testergebnisse aufgedeckt werden.
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Folgende SARS-CoV-2 Antikdrper-Testsysteme wurden validiert:

Tabelle 1: Anti-SARS-CoV-2 Antikorpertests [54]

Assay Name Anti-SARS-CoV-2- SARS-CoV-2 IgG Elecsys Anti-SARS-

ELISA CoV-2
Hersteller Euroimmun Abbott Roche
Cat. Nummer El 2606-9601 G 6R86-22 09203095190
Assay Prinzip ELISA* CMIA** ECLIA***
Antigen Spike Protein, Nukleokapsid Protein | Nukleokapsid Protein
S1-Domaéne
Erkannter IgG IgG Gesamt-Antikorper
Antikorper
Abklrzung Euroimmun-IgG Abbott-1gG Roche-Ig
Cut-Off Wert 11 1,4 1,0

Sensitivitat (%) =~ 84,9 (KI****815; | 88,9 (KI85,8;916) | 90,3 (KI 87,4; 92,8)
87,9)

Spezifitat (%) | 99,3 (KI 98,29: 99,76) 99,4 (K| 98,50; 100,0 (K1 99,46; 100)
99,84)

* Enzyme-linked Immunosorbentassay; ** Chemilumineszenz-Mikropartikel Immu-

noassay; *** Elektrochemilumineszenz Immunoassay; **** Konfidenzintervall

3.2.1 Anti-SARS-CoV-2-ELISA

Im Folgenden wird dieser Test als Euroimmun-1gG abgekirzt. Der CE-markierte Euroimmun-
IgG ist ein semiquantitativer ELISA (Enzyme-linked Immunosorbentassay) zum Nachweis von
IgG- oder IgA-Antikdrpern gegen das Spike Protein (S1-Doméne) von SARS-CoV-2 der Firma
EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG, Seekamp 31, 23560 Libeck.

Die Abbildung 4: ELISA Testprinzip [29] stellt eine Veranschaulichung des Testprinzips da.
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Peroxidasemarkierter
Antikorper )

Antikérper aus
Patientenprobe

Antigenbeschichtetes

Abbildung 4: ELISA Testprinzip [29]

Die antigenbeschichteten Reagenzgefalle der Mikrotiterplatte werden mit verdiinnten Patien-
tenproben inkubiert [109]. Enthalt eine Probe spezifische 1gG-Antikorper gegen das Antigen
Spikeprotein (S1-Doméne) des SARS-CoV-2, binden diese an die antigenbeschichteten Rea-
genzgefale [109]. ,,In einem weiteren Schritt wird ein Peroxidase-markierter Antikérper (Kon-
jugat) hinzugegeben, der an die spezifischen Antikorper bindet[109]. Die Peroxidase katalysiert
mit dem anschlieRend hinzugegebenen Peroxidase-Substrat Tetramethyl-Benzidin (TMB) eine
Farbreaktion. Die Intensitat der entstehenden Farblésung ist im Messbereich proportional zur
Antikorperkonzentration in der Patientenprobe und wird in einem semiquantitativen Test in

einen Ratiowert umgerechnet* [109].

Das Ergebnis wird als Ratio der Extinktion von Probe und Kalibrator angegeben. Diese wird
ab einem Wert > 0,8 als grenzwertig und ab einem Wert > 1,1 als positiv gewertet. Die Angabe
der OD (optischen Dichte), des eigentlichen Messwertes, erlaubt eine zusatzliche Einschatzung
der Signalstérke. Die Sensitivitat (Probenentnahme > 21 Tage nach Symptombeginn) wird vom
Hersteller (laut Informationsschreiben vom 15.05.2020) fir den IgG-Assay mit 93,8 %, die
Spezifitat von 99,0 - 99,6 % angegeben. Fir den IgA-Assay wird eine Sensitivitat von 100 %
und eine Spezifitat zwischen 88,2 - 92,4 % angegeben [67].

Fur die Durchfuhrung dieses Testverfahrens steht am Institut fir Virologie ein entsprechendes
Gerét zur Verflgung: Immunomat der Firma Virion/Serion GmbH, Friedrich-Bergius-Ring 19,
97076 Wirzburg.

-20 -



Material und Methode

3.2.2 SARS-CoV-2 IgG
Im Folgenden wird dieser Test als Abbott-IgG abgekirzt. Abbott-1gG ist ein CE-markierter

Zwei-Schritt-Immunoassay zum qualitativen Nachweis von 1gG-Antikdrpern gegen das Nuk-
leokapsid Protein = N-Antigen von SARS-CoV-2. Der Hersteller ist die Abbott GmbH, Max-
Planck-Ring 2, 65205 Wiesbaden.

Der Assay beruht auf der Technik des Chemilumineszenz-Mikropartikel Immunoassay
(CMIA), &hnlich eines ELISAs. Aber das Grundprinzip beruhtin diesem Fall auf der Chemielu-
mineszenz, bei der durch eine chemische Reaktion angeregte Molekdile bei der Rickkehr in
ihren Grundzustand Energie in Form von Licht abgeben, das detektiert werden kann [110]. Das
Ergebnis wird als Index (Signal Probe/Signal Kalibrator) angegeben und bei > 1,4 als positiv
bewertet [67].

Triggerldsungen

Acridiniummarkierter
Antikérper

Antikérper aus
Patientenprobe

o

<,

= Antigenbeschichtetes
o Magnetpartikel

Abbildung 5: CMIA Testprinzip [110]

Die positive prozentuale Ubereinstimmung (Probenentnahmen > 14 Tage nach Symptombe-
ginn bei PCR-bestatigter Infektion) wird vom Hersteller mit 96,77 %, die negative prozentuale
Ubereinstimmung mit 99,63 % angegeben. Eine Testung potentiell kreuzreaktiver Seren von
Personen nach einer Infektion mit endemischen Coronaviren wurde vom Hersteller nicht ange-
geben [67].

Fur die Durchfuhrung dieses Testverfahrens steht am Institut fur Virologie ein entsprechendes
Gerét zur Verfliigung: ARCHITEKT i 2000 SR der Abbott GmbH, Max-Planck-Rind 2, 65205
Wiesbaden, mit folgender Seriennummer: ISR 051109.
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3.2.3 Elecsys Anti-SARS-CoV-2

Im Folgenden wird dieser Test als Roche-1g abgekiirzt. Roche-I1g ist ein Elektrochemischer Lu-
mineszenz Immunoassay (ECLIA) fir den qualitativen Nachweis spezifischer 19G- und IgM-
Antikorper gegen das Nukleokapsid Protein (N-Antigen) von SARS-CoV-2. Der Test gehort
zu der Firma Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, 68305 Mannheim mit CE-

Markierung.

Nach Herstellerangaben wird die Spezifitat mit 99,81 %, die Sensitivitat mit 100 % (14 Tage
nach molekularbiologisch gesichertem Befund) angegeben. Die Spezifitat wurde unter Einbe-
ziehung von 40 potentiell kreuzreaktiven Seren von Personen nach einer Infektion mit endemi-
schen Coronaviren ermittelt. Diese Seren wurden durch das Institut fur Virologie, Universitat
des Saarlandes, im Rahmen eines Material Transfer Agreements zur Verfugung gestellt. Das
Ergebnis wird als cutoff index (COI) angegeben und wird bei einem Wert > 1 als positiv ge-
wertet. Da das entsprechende Gerat am Institut fir Virologie nicht vorhanden ist, erfolgt die
Messung der Proben im Zentrallabor der Universitatsklinik des Saarlandes in Kooperation mit
Herrn Prof. Jirgen Geisel auf einem cobas e 601 der Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Sandhofer Stralle 116, 68305 Mannheim.

Die untenstehende Abbildung 6 gibt einen Uberblick tiber den Testablauf und ist aus dem Da-
tenblatt der Firma Roche Diagnostics GmbH [111].

Testprinzip: Doppelantigen-Sandwich-Immunoassay (Testzeit: 18 Minuten)*'

Anti-SARS-CoV-2 Streptavidin-
in der Probe beschichteter

Y Mikropartikel
’#: 9 Min, ¢ * 9 Min. n #: %
@
Messung
Biotinyliertes Ruthenyliertes

N-Antigen  N-Antigen

Schritt 1 (9 Minuten): Patientenprobe wird mit einer Mischung aus biotinylierten und ruthenylierten rekombinanten
N-  -Antigenen inkubiert. In Anwesenheit entsprechender Antikorper bilden sich Doppel-Antigen-Sandwich-

Immunkomplexe

Schritt 2 (9 Minuten): Nach Zugabe von Streptavidin-beschichteten Mikropartikeln werden die Immunkomplexe (ber

die Biotin- und Streptavidin-Wechselwirkung an die Festphase gebunden.

Schritt 3 (Messung): Das Reaktionsgemisch wird in die Messzelle (ibertragen, in der die Mikropartikel auf der Elektro-

denoberflache magnetisch fixiert werden. Ungebundene Substanzen werden entfernt. Durch Anlegen einer Spannung

wird die Chemilumineszenzreaktion erzeugt und das dabei emittierte Licht Gber einen Photomultiplier gemessen.

Abbildung 6: ECLIA: Elektrochemilumineszenz-lmmunoassay Testprinzip [111] in Rot Anmerkung von
mir
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3.2.4 Multiplex SARS-CoV-2 Immunoassay

Im Folgenden wird dieser Test als MultiCoV-Ab abgekdrzt. Der vierte AntikOrpertest ist ein
Multiplex SARS-CoV-2 Immunoassay, der in einer Kooperation zwischen dem Naturwissen-
schaftlichen und Medizinischen Institut an der Universitat Tubingen (NMI) und dem Helm-
holtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI, Braunschweig) entwickelt wurde und bereits viel-
faltige Anwendung fand [7]. Damit kdnnen in einem Durchgang 19G-Antikdrper sowohl gegen
das N- und S- Protein als auch gegen die N-terminale Domane des Nukleokapsids der endemi-
schen Coronaviren hCoVs (NL63, 229E, OC43, HKU1) gemessen werden. Zusatzlich werden
noch 1gG-Antikdrper gegen sechs spezifische SARS-CoV-2 Antigene wie das Trimere Spike-
Protein in voller Lange (Spike-Trimer), die Rezeptor-Bindungsdomane (RBD), die S1-Doméne
(S1), die S2-Domane (S2), das Nukleokapsid in voller Lange (N) und die N-terminale Doméane
des Nukleokapsids (N-NTD) gemessen [7,8]. Ein solch umfassender Immunoassay ermdglicht
die SARS-CoV-2-Antikorperreaktion im Detail zu untersuchen und des Weiteren mdgliche
Kreuzreaktionen zu den endemischen Coronaviren zu analysieren. Die nachfolgende Tabelle
zeigt die Ahnlichkeit und Identitatswerte der Aminoséaurensequenzen der endemischen Corona-
viren mit SARS-CoV-2 auf, um zu verdeutlichen, dass Kreuzreaktionen aufgrund dessen mog-
lich sind.

Tabelle 2: Identitatswert und Ahnlichkeit der N- und S-Aminosauresequenzen von SARS-CoV-2 mit den
endemischen Coronaviren in % [41], Tabelle von mir modifiziert nach [41].

SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
N-Protein S-Protein
Identitatswert | Ahnlichkeit Identitatswert | Ahnlichkeit
HCoV-HKU-1 33,3 64,1 29,2 59,0
HCoV-0OC43 34,8 61,7 30,5 58,2
HCoV-NL63 34,0 65,3 30,3 59,8
HCoV-229E 28,5 57,9 32,2 63,0

,ldentitat ist die Anzahl der identischen Aminoséuren zwischen den beiden Proteinen; Ahn-
lichkeit beschreibt die Ahnlichkeit zweier Proteinsequenzen unter Beriicksichtigung der che-
mischen Eigenschaften der Aminosauren und unter Einbeziehung von Licken. Die Identitats-

und Ahnlichkeitswerte wurden mit dem FASTA-Programm geschétzt.“[41].

Zusétzlich kénnen Antikorper gegen die Rezeptor-Bindungsdoméne der SARS-CoV-2 Varian-
ten aus dem Vereinigte Konigreich (Alpha, B.1.1.7), Sudafrika (Beta, B.1.351), Studkalifornien
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(Epsilon, B.1.429) und eine Nerzvariante (Cluster 5, B.1.1.298) untersucht werden. Die Alpha
Variante unterscheidet sich durch 23 Nukleotidmutationen im Genom vom Wildtyp [33]. Dies
bewirken unter anderem 14 mal eine Aminosaureverénderung, drei Deletionen und sechs Mal
einen Aminosdureaustausche im Spike-Protein (N501Y, A570D, P681H, T716l1, S982A und
D1118H) und zwei NTD-Deletionen (AH69-V70 und AY 144) [33]. Die Beta Variante weist 12
Mutationen auf wovon diese 4 Mutationen K417N, E484K, N501Y und E516Q die RBD Re-
gion des Spike Proteins verandern [33]. S13I, W152C, L452R und D614G sind die vier Muta-
tionen der Epsilon Variante [33]. Die Variante, die erstmalig in Ddnemark bei Menschen und
Nerzen nachgewiesen wurde, wies mehrere Spike-Protein Mutationen (AH69-V70, Y453F,
1692V und M12291) auf und wurde als Cluster 5 (B1.1.298) bezeichnet [33,44,49].

Die Tabelle 3 liefert einen Uberblick tber die messbaren Antikorper im MultiCoV-Ab. Die
Sensitivitat wird mit 88,7 % und die Spezifitdt mit 100 % angegeben [7].

Tabelle 3: Ubersicht der messbaren Antikorper im MultiCoV-Ab

SARS-CoV-2:

e Spike Trimere in voller Lange

e Rezeptor-Bindungsdoméne (RBD)

e Sl1-Domane (S1)

e S2-Domane (S2)

e Nukleokapsid in voller Lange (N)

e N-terminale Domane des Nukleokapsids (N-NTD)

Rezeptor-Bindungsdoméane der Varianten aus:

e Vereinigten Konigreich

e Sidafrika

e Sudkalifornien

e eine Nerzvariante aus Danemark

endemischen Coronaviren mit jeweils N, N-NTD und Spike:

e NL63
o 229E
e 0C43
e HKU1

Die Abbildung 7 stellt das Testprinzip des MultiCoV-Abs, einem Magnetischen Luminex As-

says dar.
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Abbildung 7: Ubersicht Luminex Assay Prinzip [112]

Im ersten Schritt werden die zu untersuchenden Serumproben in die 96-Loch-Platte gegeben.
Nach Abzug der Kontrollen kdnnen 88 Proben pro Durchlauf auf die verschiedenen Antikdrper
gleichzeitig untersucht werden. Die Probe wird zu einer Mischung aus farbkodierten Beads
gegeben, die mit Analyt spezifischen Antikdrpern vorbeschichtet sind [112]. Die Antikorper
binden an die Analyten von Interesse. In einem zweiten Schritt werden biotinylierte Nachweis-
antikorper, die spezifisch fur die Analyten von Interesse sind, hinzugefiigt und diese bilden ein
Antikorper-Antigen-Sandwich [112]. Phycoerythrin (PE)-konjugiertes Streptavidin wird zuge-
geben. Es bindet an die biotinylierten Nachweisantikorper. In einem dritten Schritt werden die
Beads auf einem durchflussbasierten Detektionsgerat mit zwei Lasern gelesen, wie dem Lumi-
nex 200™-Analysegerat [112]. Ein Laser Klassifiziert das Bead und bestimmt den Analyten,
der nachgewiesen wird. Der zweite Laser bestimmt die GroRe des von PE abgeleiteten Signals,

das in direktem Verhaltnis zur Menge des gebundenen Analyten steht [112].

Far die Durchfuhrung dieses Testverfahrens steht am Institut fir Virologie ein entsprechendes
Gerat zur Verfugung: Luminex 200 der Firma Luminex, Niederlande, Het Zuiderkruis 1, NL-
5215 MV.

3.3 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolge in der Arbeitsgruppe Prof. Smola in enger Zusammenarbeit

mit dem Institut fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Medizinische Informatik, UdS
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(Direktor: Prof. S. Wagenpfeil). Die Berechnungen wurden zum Grol3teil von Dr. Anna Stern-
jakob-Marthaler durchgefihrt und Abbildungen in englischer Sprache erstellt. Ausgewertete

Daten und fertige Abbildungen wurden mir fur diese Arbeit zur Verfigung gestelit.

Die Daten wurden mit Graph Pad Prism 9 illustriert (Graph Pad Software, San Diego, USA).
Zusatzlich wurden mit Graph Pad Prism 9 auch statistische Berechnungen unter Verwendung
der angegebenen Tests durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede wurden akzeptiert, wenn p <

0,05.

-26 -



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Auswahl und Durchfiihrung der Antikorpertests

Da es in der Studienplanungsphase nur eine geringe Anzahl an Daten ber die Performance von
wenigen SARS-CoV-2 Antikorpertests gab, wurden drei verschiedene Testsysteme miteinan-
der verglichen [2]. Meine Arbeit bestand darin die erforderlichen Proben aus den Tiefkihl-
schréanken herauszusuchen und den Testverfahren zukommen zu lassen, wobei einige Proben
von mir personlich im Abbott getestet wurden. Danach habe ich die Ergebnisse Herrn Dr. Lohse
zukommen gelassen, der sie weiterverarbeitet und grafisch dargestellt hat. Da der Anti-SARS-
CoV-2-ELISA der Firma Euroimmun wurde als einer der ersten kommerziell erhéltlichen Tests
in einigen seroepidemiologischen Studien [65,66,73] benutzt und daher auch hier verwendet.
Die verwendeten Antikorpertests der Firmen Euroimmun und Abbott, die gegen das Spike-
Protein bzw. das Nukleokapsid gerichtete Antikdrper messen, wiesen eine niedrigere Testper-
formance auf als der Antikorpertest der Firma Roche zum Nachweis von Gesamtantikorpern
gegen das Nukleokapsidprotein. Der Roche-1g wies in unserer Analyse mit Pra-Pandemischen
Seren von Patienten mit PCR-bestétigten Infektionen mit endemischen Infektionen der Corona
Stamme OC43, NL63, HKU1 und 229E eine 100-prozentige Spezifitét (95 % KI: [97,02; 100])
auf. Genauso war die Sensitivitdt vom Roche-Ig die hdchste mit 90,16 % (95 % KI: [79,81,;
96,30]) in der Detektion von SARS-CoV-2 Antikorper in Seren von rekonvaleszenten, also
genesenen Spendern (Tabelle 4: Assay Performance Daten [54]). Diese Ergebnisse bestétigte
das Paul-Ehrlich-Institut, das Bundesinstitut fir Impfstoffe und biomedizinische Arzneimittel,
in einer Studie [69] (Tabelle 1: Anti-SARS-CoV-2 Antikorpertests [54]).
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Abbildung 8: Assay Performance Daten [54]. Diese Abbildung wurde mir von Dr. Stefan Lohse zur Verfu-

gung gestellt.

Bewertung der Test Performance durch Untersuchung auf Antikoérper gegen SARS-CoV-2 in

Seren von rekonvaleszenten Spendern mit milder oder asymptomatischer Infektion, von poten-

tiell kreuzreaktiven Patienten mit PCR-bestatigten Infektionen mit endemischen Coronaviren,

von COVID-19 Patienten mit schwererem Verlauf und von Pra-Pandemischen Kontrollproben.

Die Daten sind dargestellt als OD-Ratio fur Euroimmun-1gG, Index fur Abbott-IgG und

COI/Q.E. flir Roche-Ig.

Tabelle 4: Assay Performance Daten [54]. Diese Tabelle wurde mir von Dr. Stefan Lohse zur Verfligung

gestellt.

Rekonvaleszente Spender

Potentiell kreuzreaktive Proben

El- Abbott- | Roche-

El- Abbott- | Roche-

19G 1gG Ig 1gG 1gG Ig

n 61 61 61 n 128 78 122
positive 52 49 55 Kreuzreaktionen 2 4 0
% negative | 14,75 19,67 9,84 % 1,67 1,69 0

Sensitivitat | 85,25 | 80,33 | 90,16
(%0)

Spezifitdt (%) | 98,33 | 98,31 | 100

K1 (%) 73,83-| 68,16 - | 79,81 -
93,02 89,04 96,30

K1 (%) 94,47 -| 87,39- | 97,02 -
99,81 | 98,59 | 100,00
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Berechnung der Sensitivitat in Seren von rekonvaleszenten Spendern und der Spezifitat an-
hand der individuellen Testperformance in Abbildung 8: Assay Performance Daten [54]. Eu-
roimmun-1gG = EI-1gG. Die 95 % Konfidenz Intervalle werden nach Clopper und Pearson be-
rechnet [17].

4.2 Langzeit-Performance der SARS-CoV-2-Antikorpertests

Idealerweise erkennen Antikorpertests fur Seropravalenzstudien seropositive Personen wéh-
rend des gesamten Studienzeitraumes als positiv. Um diese Langzeit-Performance der drei An-
tikdrpertests zu evaluieren, wurden von 27 zufallig ausgewahlten rekonvaleszenten SARS-
CoV-2 positiven, nicht hospitalisierten Personen in regelmaRigen Abstdnden von April bis Ok-
tober 2020 Serumblutproben abgenommen und in allen drei Tests analysiert (siehe Abbildung
9). Wahrend des Untersuchungszeitraumes nahmen die Antikorperlevel sowohl im Euroim-
mun-IgG als auch im Abbott-1gG fur die Mehrheit der Patienten ab. Die Werte fiir den Roche-

Ig nahmen gegensatzlicher weise bei einigen Teilnehmern im Testverlauf stark zu.

In Abbildung 9 wurden die Daten der 27 rekonvaleszenten Spender gruppiert in den drei Anti-
korpertests ausgewertet. Dabei konnte bemerkt werden, dass die Antikorperlevel sowohl im
Euroimmun-IgG als auch im Abbott-1gG flr die Mehrheit der Patienten abnahm (siehe Abbil-
dung 9 A und B). Im Gegensatz dazu nahmen die Antikdrperlevel im Roche-lg zu, was in der
Abbildung 9 D durch die lineare Regressionsanalyse bestétigt wurde. Dort zeigte sich eine an-
steigende Gerade fur die Antikdrperlevel im Roche-lg, wohingegen die Geraden im Euroim-
mun-1gG und Abbott-IgG abfallenden waren. In Abbildung 9 E wurde die durchschnittliche
Steigung der linearen Regressionsgeraden fur die drei Antikdrpertests angegeben. Nur im Ro-
che-Ig wurde eine positive Steigung von 0,25 + 0,35 erreicht, wohingegen die Steigungen fir
den Euroimmun-IgG und Abbott-1gG beide negativ waren. Folglich waren die gemessenen An-
tikorperlevel im Roche-lg Test auch signifikant hoher am letzten Tag der Messung, verglichen
zum ersten Tag der Messung. Im Gegensatz dazu nahmen die Antikorper-Level fur den Euro-
immun-1gG und den Abbott-1gG zur letzten Messung deutlich ab. AuRerdem waren 7 (25,9 %)
Serumproben am letzten Tag des Untersuchungszeitraumes im Euroimmun-1gG negativ bzw.
wurden 15 (55,6 %) Proben im Abbott-1gG negativ auf Antikorper untersucht (siehe Abbildung

9 G). Im Roche-lg wurden alle Proben im gesamten Zeitraum bis zu tUber 180 Tage positiv
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getestet, daher wurde keine Seroreversion beobachtet. Die durchschnittliche Zeitdauer bis zur
Seroreversion betrug 97,29 + 48,46 (95 % KI: [52,47; 142,1]) Tage im Euroimmun-IgG und
113,1 £42,23 (95 % KI: [89,75; 136,5]) Tage fur den Abbott-1gG (siehe Abbildung 9 H).

Zusammengefasst zeigte sich, dass sich die Ergebnisse deutlich in Abhangigkeit vom verwen-
deten Testsystem unterschieden. Durch die dominierende Spezifitat und Langzeit-Performance
vom Roche-lg war dieses Testsystem besonders geeignet fur die SARS-CoV-2 Antikorper Pra-

valenzstudie und um darauf aufbauende Berechnungen anzustellen.
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Abbildung 9: Unterschiede in der Langsschnittleistung von SARS-CoV-2-Antikorpertestsystemen [54]

Euroimmun-igG

Abbott-lgG

MM NN AN AR AR

Zeit [Tage]

Lineare Regression
- 200
~e~ Euroimmun-1gG
-e- Abbott-IlgG
] =g, ¢ Rc-che-lg'150

- 100

‘3'0/102

- 50

100 150 200

Zeit [Tage]

[ Roche-Ig

200
p = 0.0226

COl/lQ.E.

erster letzter
Tag der Blutspende

Diese Abbildung wurde mir von Dr. Stefan Lohse zur Verfligung gestellt.
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A-C) Zeitlicher Verlauf der serologischen Testergebnisse von 27 rekonvaleszenten Spendern;
identische Seren wurden mit den drei verschiedenen Assays (Euroimmun-1gG, Abbott-1gG und
Roche-1g) getestet. D) Berechnung der linearen Regression uber alle Datenpunkte des jeweili-
gen Assays aus A-C. E) Berechnung der mittleren Steigung durch einfache lineare Regressi-
onsanalyse. F) Vergleich der Antikorpertestergebnisselevel vom ersten und letzten Serumspen-
detag in den einzelnen Assays. G) Anzahl positiver und negativer Testergebnisse beim letzten
individuellen Blutspendetermin. H) Zeitintervall nach dem ein negatives Antikorpertestergeb-
nis von rekonvaleszenten Spendern mit zuvor positiv getesteten Seren gemessen wurde. Die
Daten sind dargestellt als OD-Ratio fiir Euroimmun-IgG, Index fir Abbott-1gG und COI/Q.E.
fir Roche-1g in A-D und F, Steigung (Signal Ratio/Tage) in E, Anzahl an Patienten in G, Zeit
in Tage in H. Signifikanzen wurden mit einseitiger ANOVA mit Tukey-Korrektur (t = 3,005,
df = 110) in E und ungepaarter zweiseitiger t-Test (t = 15,05, df = 58) in F berechnet, und die

sich daraus ergebenden p-Werte sind abgebildet.

4.3 Auswahl der représentativen Studienpopulation im Saarland

Fur die erste Einladungsphase wurden die ersten 5.000 Personen aus dem Datensatz der 10.000
reprasentativen Zufallsstichproben der saarlandischen Bevolkerung ausgewéhlt. VVon den ersten
5.000 angeschriebenen Personen nahmen 1.334 Personen ab dem am 22. Juli 2020 teil. Es
wurde Ende August 2020 ein Erinnerungsschreiben an alle Nichtteilnehmer ohne die Personen,
die entweder telefonisch oder postalisch abgesagt haben, verstorben waren oder deren Postan-
schrift fehlerhaft war, gesendet. Zusatzlich wurde eine verlangerte Teilnahmefrist angegeben,
um eine hoéhere Bereitschaft zur Teilnahme anzustreben, da zwischenzeitlich noch saarlandi-
sche Schulferien waren und es anzunehmen war, dass einige Personen noch verreisen wiirden.
Mitte September 2020 wurden weitere 5.000 Einladungsschreiben an eine nochmals angepasste
Zufallsstichprobe versendet, um eine Verzerrung durch die bisherigen Teilnehmer mdglichst
zu minimieren. Durch das Erinnerungsschreiben und die zweite Einladungswelle nahmen wei-
tere 1.606 Personen an der Studie teil, sodass insgesamt Daten und Blutproben von 2.940 Per-
sonen ausgewertet wurden. Die Studie endete am 15. Oktober 2020, als die Coronafallzahlen
wieder exponentiell stiegen und den Beginn der 2. Coronawelle im Saarland markierten. Somit
repréasentiert der SaarCoP-Studienzeitraum die 1. Coronawelle und die Plateauphase im Saar-
land. Bis zum 15. August 2020 spendeten etwa 40 %, bis zum 15. September 55 % und bis zum

15. Oktober 100 % der Teilnehmer Blut und beantworteten ihren Fragebogen entweder online
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oder im Papierformat. Um den angeschriebenen Personen die Teilnahme an der Studie zu er-
leichtern wurden 29 Hausarztpraxen, verteilt Gber das ganze Saarland, ausgewéhlt, in denen die
Blutentnahmen mdglich waren. Zusétzlich gab es die Méglichkeit Hausbesuche zu terminieren,
um auch immobilen oder behinderten Personen die Teilnahme zu erleichtern, was auch in 14
Féllen genutzt wurde. Die relative Beteiligung variierte zwischen den Landkreisen von 0,71
(Saarlouis) bis 1,88 (Merzig-Wadern). Dennoch lag die relative SARS-CoV-2 PCR-Positivitat
zwischen den sechs Landkreisen nur zwischen 0,89 (Neunkirchen und Merzig-Wadern) und
1,12 (Saarbriicken), was darauf hindeutet, dass die Infektionen im Saarland relativ gleichmaRig
verteilt waren und dass daher keine Hotspotregionen zu finden waren. Allerdings zeigte diese
Studie zeigte, dass es groRere Unterschiede bei den SARS-CoV-2-bedingten Todesfélle zwi-
schen den Bezirken gab. Insbesondere im Landkreis Merzig-Wadern, der in unserer Studie re-
lativ Uberreprésentiert war, wurden nur wenige Todesfélle beobachtet, wobei dieser Landkreis
nur 10,5 % der saarlandischen Bevolkerung ausmacht. Die Mehrheit aller Studienteilnehmer
war weiblich (56,5 %) und von den Teilnehmern waren 29,5 % < 45 Jahre alt, 55,5 % waren 45
- 69 Jahre alt und 15 % waren 70 Jahre oder &lter [54]. Bemerkenswert war zusatzlich, dass
4,55 % der Studienteilnehmer tber 70 Jahren Bewohner von Altenpflegeeinrichtungen waren
und da 6,8 % der gesamten saarldndischen Bevdlkerung tber 70 Jahren Bewohner von Alten-
pflegeeinrichtungen waren [113], ist dieser Anteil in der Studienpopulation angemessen repré-

sentiert.

4.4 Fallbezogene Fatalitatsrate wéhrend der 1. Pandemiewelle

In Deutschland begann die 1. Pandemiewelle Anfang Méarz 2020 und endete im Ubergang in
das Sommerplateau Ende Mai 2020, in dem die Zahl an SARS-CoV-2 Infektion relativ konstant
blieb [80]. Mit Beginn der 2. Pandemiewelle Anfang Oktober 2020 stiegen auch wieder die
Infektionszahlen. Die 1. Pandemiewelle war durch einen steilen Anstieg der Infektionszahlen
und Todesfélle bis Mitte April 2020 gekennzeichnet. Die fallbezogene Fatalitatsrate (CFR) be-
trug 12,7 % bei den tber 18-Jahrigen auf Grundlage von PCR bestatigten Fallen und der Anzahl
an Covid-19 Toten 14 Tage spater [54] . Laut dem Saarlandischen Gesundheitsministerium
trugen lokale Ausbriiche in Langzeitpflegeeinrichtungen und Altenheimen mit 9,32 % aller
PCR-bestatigten Infektionen und 52,5 % aller Todesfalle im Saarland bis 15. Oktober 2020 zu
diesem Anstieg bei. Ein erhdhtes Infektionsaufkommen bei Personen tber 70 Jahren flhrte zu

einer signifikanten temporaren Verschiebung des Medianalters von PCR-bestatigten SARS-
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CoV-2-Infizierten von 49,9 auf 56,2 Jahre (p<0,0001). Zudem betrug die CFR in der Alters-
gruppe Uber 70 Jahre 71,895 %, bzw. in der Altersgruppe 18 - 69 Jahre 2,576 % [54]. Ein
Plateau mit relativ gleichbleibenden Zahlen an SARS-CoV-2-Infektionen und Todesfélle Gber
alle Altersgruppen wurde im Zeitraum von Juli bis Oktober 2020 erreicht. Das Durchschnitts-
alter der Todesfélle stieg bis zum 15. Oktober 2020 leicht von 80,2 auf 80,9 Jahre an und er-
hohte sich nach der ersten Pandemiewelle weiter auf 82,7 Jahre (p<0,0113) [54]. Gegen Ende
der ersten Pandemiewelle war die CFR mit 5,619 % in der Altersgruppe uber 18 Jahre riicklau-
fig und ging in der Altersgruppe 18 - 69 Jahre im Herbst 2020 auf 1,162 % zurtck [54].

4.5 SARS-CoV-2-Seropravalenz bei Erwachsenen

Die Serumproben von allen 2.940 Studienteilnehmern wurden in den drei verschiedenen SARS-
CoV-2 Antikdrpertests untersucht. 54 von 2.940 Personen wurden mindestens in einem Anti-
korpertest positiv getestet. 33 Personen erhielten im Abbott-1gG, 28 im Euroimmun-IgG und

27 im Roche-Ig ein positives Ergebnis Siehe Tabelle 5 [54].

Die reinen Seropravalenzen wurden flr jeden der drei SARS-CoV-2-Antikorpertests berechnet
und sind in Quelle [54] abgebildet. Im zweiten Schritt erfolgte eine Alters- und Geschlechts-
bereinigung, um unsere Stichprobe der saarlandischen Bevdlkerung anzugleichen, sodass die
alters- und geschlechtsadjustierte Seroprévalenz 1,17 % (95 % KI: [0,87; 1,78]) fur den Abbott-
IgG, 0,97 % [0,71; 1,55] fur den Euroimmun-1gG und 0,92 % (95 % KI: [0,67; 1,48]) fir den
Roche-Ig betrug [54]. Diese adjustierten Werte variieren je nachdem welches Geschlecht be-
trachtet wird. Im letzten und dritten Schritt wurden diese adjustierten Daten in Bezug auf die in
Tabelle 1 vom PEI ermittelten Testleistungen Sensitivitat und Spezifitat korrigiert. Eine geringe
Veranderung der Werte war das Ergebnis fur den Roche-Ig. Dort stieg die Seroprévalenz fir
Personen uber 18 Jahren ganz leicht auf 1,02 % (95 % KI: [0,64; 1,44]), bzw. auf 1,15 % (95
% KI: [0,54; 1,87]) fir Ménner und auf 0,91 % (95 % KI: [0,48; 1,39]) fir Frauen an [54].
Diese Korrektur hatte einen grof3en Einfluss auf die Ergebnisse sowohl fur Euroimmun-IgG als
auch fir Abbott-1gG. Die deutlich niedrigere Sensitivitat im Euroimmun-1gG resultierte in der
niedrigsten korrigierten Seroprévalenz fur alle Personen tber 18 Jahre von 0,32 % und einem
sehr weitem 95 % Konfidenzintervall von [-0,66; 1,10] [54]. Die korrigierte Seropravalenz fiir
den Abbott-1gG betrug 0,65 % (95 % KI: [-0,20; 1,41]), wurde also auch deutlich geringer [54].
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Dies unterstrich wiederum die Wichtigkeit der hohen Sensitivitat und Spezifitét, also der Test-

performance eines Antikorpertests, flr Seroprévalenzstudien in Zeitrdumen mit niedriger Sero-

pravalenz, die eine valide Datenerhebung erst ermdéglicht.

Tabelle 5: Ergebnisse der SARS-CoV-2 Antikorpertests [54]. Diese Tabelle wurde mir von Dr. Anna
Sternjakob-Marthaler zur Verfiigung gestellt.

positives Positive Personen, | 18 - 45 - >70 3 Q
Testergebnis n=>54 44 69 Jahre
Jahre | Jahre
nur Abbott-1gG 14 3 9 2 6 8
nur Euroimmun- 13 3 6 4 6 7
1gG

nur Roche-Ig 6 0 6 0 4 2

Abbott-1gG & 6 4 2 0 3 3
Roche-Ig

Euroimmun-1gG & 2 1 1 0 0 2
Roche-Ig

Abbott-1gG, 13 7 4 2 5 8

Euroimmun-1gG &

Roche-Ig

Anzahl an positi- | 18 - 45- | 270 & Q

ven Tests, n = 88 44 69 Jahre
Jahre | Jahre

Abbott-1gG 33 14 15 4 14 19

Euroimmun-1gG 28 11 11 6 11 17

Roche-Ig 27 12 13 2 12 15

4.6 Untererfassungsrate und Infektions-Sterbe-Rate bei Erwachsenen

Nach einer Infektion mit SARS-CoV-2 dauert es eine gewisse Zeit, bis der Kérper Antikorper

gegen SARS-CoV-2 gebildet hat. Unter der Annahme, dass eine Serokonversion 14 Tage nach
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einer Infektion mit SARS-CoV-2 in der 1. Pandemiewelle bendtigt, wird die Untererfassungs-
rate fur alle Erwachsenen aus der Rate an PCR-bestatigten Féllen im Saarland vom 1. Oktober
2020 (0,38 % Quelle: Saarlandisches Gesundheitsministerium) und den nach Testperformance
korrigierten Seropravalenzdaten vom 15. Oktober 2020 berechnet, sodass die Untererfassungs-
rate das 2,68-fache (95 % KI: [1,68; 3,79]) flr Roche-1g betragt [54]. Folglich wirden auf die
3.221 PCR gemeldeten SARS-CoV-2 positiven Falle am 1. Oktober 2020 weitere 8.632 Félle
durch die Aufdeckung durch die Seroepidemiologie kommen, sodass eine wahrscheinlichere
Fallzahl 11.853 wére und 1,398 % der Saarlandischen Bevolkerung infiziert gewesen waren.
Erneut variieren sowohl die Ergebnisse als auch die 95 % Konfidenzintervalle stark voneinan-
der, in Abh&ngigkeit von dem zugrundeliegenden Test. So betragt die Untererfassungsrate das
1,69-fache (95 % KI: [-0,49; 3,74]) fur Abbott-1gG und das 0,84-fache (95 % KI: [-1,74; 2,89])
fur Euroimmun-1gG [54]. Ein Vergleich der drei Testsysteme zeigt, dass die Untererfassungs-
rate mit einem Test mit geringerer Sensitivitat, Spezifitdt und Langzeitperformance entweder
nicht aufgedeckt werden kann (Euroimmun-1gG), oder viel geringer ausfallt (Abbott-1gG). Um
die Infektions-Sterbe-Rate (IFR) am Ende der 1. Pandemiewelle / Plateauphase im Saarland
abzuschéatzen, wurde die Infektions-Sterbe-Rate mithilfe des Roche-1gG Tests auf 2,09 % (95
% KI: [1,48; 3,32]) berechnet [54]. Fir Abbott-1gG betrug die Schatzung 3,32 % (95 % KI: [-
17,85; 26,16]) und fir Euroimmun-1gG 6,66 % (95 % KI: [-54,98; 60,53]) [54]. Bei beiden
Tests wurde mit sehr breiten 95 % Konfidenzintervallen gearbeitet, wobei die letzte IFR sogar
hoher war als die ausgerechnete fallbezogene Fatalitatsrate (CFR) von 5,62 %. Folglich wird
erneut verdeutlicht, dass die Testperformance von auRerordentlicher Wichtigkeit nicht nur fur

die Berechnung der Seropravalenz sondern auch fur die Berechnung der IFR ist.

Da COVID-19-Todesfalle in Pflege- oder Altenheimen die gesamte Infektions-Sterbe-Rate der
saarlandischen erwachsenen Bevolkerung deutlich beeinflussen kdnnen [114], wurden weitere
Berechnungen fir eine Altersgruppe unter 70 Jahren getétigt, da es anzunehmen ist, dass dieses
Personenkollektiv eher in Privathauhalten wohnt als in Pflege- oder Altenheimen. In dieser Al-
tersgruppe 18 - 69 Jahre wurde eine deutlich niedrigere CFR von 1,16 % bis zum 15. Oktober
2020 berechnet [54]. Die alters- und geschlechtsadjustierte Seroprévalenz wurde mit 1,06 %
(95 % KI: [0,75; 1,68]) angegeben, bzw. mit 1,07 % (95 % KI: [0,60; 2,07]) fir Manner und
mit 1,06 % (95 % KI: [0,65; 1,77]) fur Frauen fur Roche-I1g [54]. Nach der dritten Anpassung
bzw. Korrektur der Testperformance wurde die Seropravalenz auf 1,18 % (95 % KI: [0,72;
1,68]), die Untererfassungsrate auf 3,20-fach (95 % KI: [1,96; 4,60]) und die IFR auf 0,36 %
(95 % KI: [0,25; 0,59]) fir die saarlandische Bevolkerung im Alter von 18 - 69 Jahren geschatzt
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[54]. In der Altersgruppe uber 70 Jahren betrug die IFR 18,06 [54]. Dabei wird die deutliche

Differenz zur Altersgruppe ber 18 Jahre einschliel3lich der &lteren Bevolkerung ersichtlich.

4.7 Infektionssymptome

Nicht alle Personen wiesen wéhrend einer Infektion mit SARS-CoV-2 Symptome auf. Um zu
untersuchen, wie viele Studienteilnehmer Symptome aufwiesen, wurde dies explizit im Frage-

bogen angesprochen.

=2

Roche &
Euroimmun n

Roche Abbott Euroimmun Roche & Roche, Abbott & Euroimmun
n=6 n=14 n=13 Abbott n=6 n=13
SARS-CoV-2 PCR X X < X X XX

Symptome RS
Infektionsverdacht [ | H B Y& | | ==

nein / negativ
unsicher

ja / positiv
nicht berichtet

Abbildung 10: Heatmap mit PCR, Symptome und Infektionsverdacht [54]. Diese Abbildung wurde mir von
Dr. Anna Sternjakob-Marthaler zur Verfiigung gestellt.

Die Heatmap wurde mithilfe der Fragebogenantworten von 54 Personen, die in mindestens ei-
nem Antikorpertest ein positives Ergebnis erhielten, erstellt. Dargestellt wurde, ob die jeweilige
Person mit einen PCR-Test getestet wurde, ob fur eine Coronainfektion typische Symptome
vorlagen und es wurde nach lhrer Selbsteinschatzung beztiglich einer méglichen Coronainfek-
tion gefragt. Ein griines Feld deutete in diesem Zusammenhang auf ein Nein, bzw. ein negatives
Ergebnis hin, ein rotes Feld wies auf ein Ja, bzw. ein positives Ergebnis hin. Die Farbe Orange
wies auf eine unsichere Antwort des Teilnehmers hin, genauso wie ein X eine unbeantwortete

Frage anzeigte. Ein Stern wies auf Geruchs- oder Geschmacksverlust hin.

Auffallig war, dass 70,27 % der Personen mit nachgewiesenen Antikdrper gegen SARS-CoV-
2 im Roche-1g typische Symptome wie Husten, Fieber oder Schnupfen [15,70] im Fragebogen
angegeben hatten. Im Euroimmun-IgG waren es hingegen nur 60,71 % der antikérperpositiven
Teilnehmer. Genauso traten dort nur bei 17,86 % der 28 Personen mit Antikérpern im Euroim-
mun-l1gG Geruchs- oder Geschmacksverluste auf. Von den 27 Personen im Roche-lg wiesen
10 diese Symptome auf, also 37,04 % und 58,33 % erhielten einen positiven PCR-Test. VVon
den 33 Personen mit einem positiven Testergebnis im Abbott-1gG wiesen 69,70 % die typischen
Symptome auf, 21,21 % Geruchs- oder Geschmacksverluste und 54,55 % wurden auch positiv

im PCR-Testverfahren getestet. Zusammengefasst liel? sich vermerken, dass 57,4 % der SARS-
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CoV-2 antikorperpositiven Studienteilnehmern auch Symptome wie Fieber, Husten oder
Schnupfen aufwiesen und 18,5 % von allen auch von Geruchs- oder Geschmacksverlust berich-

teten.
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4.8 MultiCoV-Ab

VVon 2.940 Studienteilnehmern wurden 54 positiv auf Antikorper gegen SARS-CoV-2 in min-
destens einem Antikorpertest getesteten. Die Antikorpertests der Firmen Euroimmun und Ab-
bott, die gegen das Spike-Protein bzw. das Nukleokapsid gerichtete 1gG-Antikdrper messen,
unterscheiden sich zum Antikorpertest der Firma Roche, der Gesamtantikdrpern gegen das
Nukleokapsidprotein nachweisen kann. Von diesen 54 antikorperpositiven Personen standen
44 Blutproben bei minus 88 Grad Celsius fiir den vierten Antikorpertest, den MultiCoV-Ab zur
Verfugung. Die verbliebenden 10 Blutproben der antikdrperpositiven Teilnehmer wurden im
Zuge der Testung in den drei Antikorpertests aufgebraucht und standen daher fur den Multi-
CoV-Ab nicht mehr zur Verfligung. Die 44 Blutproben teilten sich wie folgt in finf Gruppen
auf: EIf Blutproben stammten von Personen die im Roche-1g, Abbott-1gG und Euroimmun-I1gG
positiv sind. Finf Blutproben waren im Roche-Ig und Abbott-1gG Test positiv. Sechs Blutpro-
ben waren im Roche-Ig positiv, neun nur im Abbott-1gG und 13 ausschlieBlich im Euroimmun-
IgG positiv getestet worden. In den folgenden Abbildungen markieren die Buchstaben R, A
und E die positive Antikorpertestung im Roche-1g, Abbott-IgG und Euroimmun-IgG. So mar-
kiert in den folgenden Abbildungen R+A+E Studienteilnehmer, die in den drei Antikorpertests
Roche-1g, Abbott-1gG und Euroimmun-1gG positiv waren. Genauso wie R+A fir ein positives
Testergebnis im Roch-Ig und Abbott-1gG steht.
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Abbildung 11: MultiCoV-Ab spezifisch fur SARS-CoV-2 mit Spike Trimer, Rezeptorbindungsdoméne

(RBD) und Spike S1 Doméne

In den Seren der Studienteilnehmer wurden mittels des Multi-CoV-Ab Tests Antikorper gegen
SARS-CoV-2 Antigene wie das Spike Trimer (A-C), die Rezeptorbindungsdoméane (D-F) und

gegen die Spike S1 Domane (G-1) von SARS-CoV-2 gemessen. Dargestellt sind die Ergebnisse
als ,,NFI* (A, D, G), ,,Anzahl“ (B, E, H) der positiven und negativen Befunde und als ,,%" (C,

F, 1) als Anteil der positiven und negativen Befunde an der Gesamtzahl in Abhdngigkeit der

vorangegangenen Ergebniskonstellation fiir die drei Testverfahren, Roche-1g (R), Abbott-1gG

(A) und Euroimmun-IgG (E). Signifikante Unterschiede wurden mittels two-way ANOVA und

Tukey Korrektur fur Mehrfachvergleiche berechnet und angegeben mit Sternen fir signifikante
Unterschiede (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001).
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In Abbildung 11 wurde deutlich, dass die Hohe der Antikorpertiter von Personen, die im Roche-
Ig, Abbott-IgG und Euroimmun-1gG positiv waren, signifikant hoher ausfiel als in einem ein-
zigen Test. So gab es einen signifikanten Unterschied in A zwischen R+A+E und den einzelnen
Testwerten von dem Spike Trimer (p < 0,0001). Auch in B und C wurde ein deutlicher Unter-
schied ersichtlich. So wurden im MultiCoV-Ab alle elf (R+A+E) bzw. fiinf Proben (R+A) po-
sitiv auf Antikorper gegen das Spike Trimer getestet. Das entsprach einem positiven Ergebnis
von 100 %. In den Serumproben von Teilnehmern, die nur in einem einzigen Antikorpertest
positiv waren, wurden nur in zwei Proben diese Antikorper nachgewiesen. Die anderen 25 Pro-

ben waren negativ, alle Abbott- und Euroimmunproben waren negativ.

Im ndchsten Schritt wurden Antikorper spezifisch fiir die RBD von SARS-CoV-2 gemessen.
Hier zeigte sich ebenfalls, dass die Antikorpertiter im Falle der Dreifachpositiven (R+A+E)
signifikant hoher waren als bei Zweifach- (p < 0,0083) oder Einfachpositiven (p < 0,0001)
(Abbildung 11, D-F). Zudem waren zu 100 % die R+A+E und R+A Proben positiv und die

von A+ nur negativ.

Eine &hnliche Antikorperreaktion wurde gegen die Spike S1 Doméne von SARS-CoV-2 in der
letzten Zeile deutlich. Die elf Proben mit R+A+E wiesen einen signifikanten Unterschied zu
den anderen Gruppen und auch zu R+A auf (p < 0,0090) (Abbildung 11, G-I).
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Abbildung 12: MultiCoV-Ab spezifisch fliir SARS-CoV-2 mit Spike S2 Doméne, Nukleokapsid und Nukle-
okapsid N-terminale Doméane

In den Seren der Studienteilnehmer wurden mittels des Multi-CoV-Ab Tests Antikdrper gegen
SARS-CoV-2 Antigene wie die Spike S2 Doméne (J-L), das Nukleokapsid (M-O) und gegen
die Nukleokapsid N-terminale Doméne (P-R) von SARS-CoV-2 gemessen. Dargestellt sind die
Ergebnisse als ,,NFI“ (J, M, P), ,,Anzahl“ (K, N, Q) der positiven und negativen Befunde und
als ,,% (L, O, R) als Anteil der positiven und negativen Befunde an der Gesamtzahl in Abhén-
gigkeit der vorangegangenen Ergebniskonstellation fur die drei Testverfahren, Roche-lg (R),

Abbott-1gG (A) und Euroimmun-1gG (E). Signifikante Unterschiede wurden mittels two-way
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ANOVA und Tukey Korrektur fir Mehrfachvergleiche berechnet und angegeben mit Sternen
fiir signifikante Unterschiede (* p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001).

In Abbildung 12 wurde deutlich, dass die Hohe der Antikorpertiter von Personen, die im Roche-
Ig, Abbott-IgG und Euroimmun-1gG positiv waren, signifikant hoher ausfiel als in einem ein-
zigen Test. So gab es einen signifikanten Unterschied in J zwischen R+A+E und den einzelnen
Testwerten von der Spike S2 Doméne (p < 0,0001). Auch in K und L zeigte sich ein deutlicher
Unterschied. So wurden im MultiCoV-Ab alle elf (R+A+E) bzw. funf Proben (R+A) positiv
auf Antikorper gegen die Spike S2 Domane getestet, also 100 %. In den Serumproben von
Teilnehmern, die nur in einem einzigen Antikorpertest positiv waren, wurden nur in drei Proben
diese Antikorper nachgewiesen. Die anderen 24 Proben waren negativ, davon waren zu 100 %

die Proben im Abbott-1gG negativ.

In der ndchsten Zeile wurden Antikorper gegen das Nukleokapsid von SARS-CoV-2 gemessen.
Hier zeigte sich eine dhnliche Antikorperreaktion. Die Antikorpertiter R+A+E waren signifi-
kant hoher (p < 0,0001) als die Einzelpositivproben. Zu 100 % waren die R+A+E und R+A
Proben positiv und die nur von E+ negativ. In zwei Abbott positiven Blutproben wurden hier
zum ersten und einzigen Mal Antikorper gegen SARS-CoV-2 nachgewiesen (Abbildung 12,
M-0).

Eine gemischte Antikorperreaktion gegen die N-terminale Doméne des Nukleokapsid von
SARS-CoV-2 wurde in der letzten Zeile deutlich. Hier wurde zum ersten Mal jeweils eine
Probe von R+A+E und R+A negativ getestet. In A+ waren alle Proben negativ. Einen signifi-
kanten Unterschied gab es nur zwischen R+A+E und jeweils A+ (p < 0,0227) und E+ (p <
0,0113).
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Abbildung 13: MultiCoV-Ab SARS-CoV-2 nach Gruppen R+A+E, R+A und R mit jeweils Spike Trimere,
RBD, S1, S2, N und N-NTD

Dargestellt wurden die Antikorpertiterrepertoires der einzelnen Teilnehmer, geordnet nach
Gruppen speziell fiir SARS-CoV-2 in Bezug auf die sechs spezifischen SARS-CoV-2 Antikor-
per in Abbildung 13. Jeder Teilnehmer erhielt in einem Graphen eine farbliche Zuteilung. Die
rote Linie markierte den Wert 1 und damit den Ubergang, ab wann der Antikérpertiter auch als

positiv zu werten war.

In den drei Graphen der Abbildung 13 wurden die Antikorpertiterrepertoires der einzelnen Teil-
nehmer fur SARS-CoV-2 aufgetragen. In A wurden die dreifach positiven Studienteilnehmer
grafisch dargestellt, in B nur die, die im Roche-Ig und Abbott-1gG positiv waren und in C nur
die positiven im Roche-Ig. Hierbei fiel auf, dass in Graph A die Antikorpertiter deutlich hoher
als in B und C waren und bis auf einen Wert von Person E2 in orange fur die N-terminale
Doméne des Nukleokapsids von SARS-CoV-2 alle positive Werte annahmen. Zusétzlich war
es in A auffallig, dass die Antikorpertiter fir die Rezeptorbindungsdomane und die Spike S1
Doméne weit hthere Werte annahmen als die anderen SARS-CoV-2 Antikorper. Dazu konnten
zwei weitere Peaks fiir die Personen F2 und B3 fir die N-terminale Domane des Nukleokapsids
nachgewiesen werden. In Graph B fiel auf, dass die Personen B4 und C4 (in blauer und roter
Farbe) deutlich hohere Antikorpertiter gegen alle SARS-CoV-2 Antigene, verglichen zu den
anderen Personen in dieser Gruppe, hatten. In Graph C war nur die Person G3 (in violetter
Farbe) durchgehend positiv im MultiCoV-Ab getestet worden. Die Person E3 (in rot) wies in
den ersten vier Antikorpern einen positiven Wert auf und wurde dann negativ auf Antikorper

gegen das Nukleokapsid und die N-terminale Domane des Nukleokapsids getestet. Auch hier
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nahmen die Antikorpertiter fur die Rezeptorbindungsdoméne und die Spike S1 Doméne weit
hohere Werte an als fir die anderen SARS-CoV-2 Antikorper.
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Abbildung 14: MultiCoV-Ab SARS-CoV-2 NFI-Wertevergleich nach Gruppen R+A+E, R+A, R, Aund E
mit jeweils Spike Trimere, RBD, S1, S2, N und N-NTD.

Dargestellt sind die Ergebnisse des MultiCoV Tests aufgeteilt nach vorangegangenem Tester-
gebnis (R+A+E, R+A, R, A, E) fiir die einzelnen SARS-CoV-2 Antigene als NFI (NFI = nor-

malisierte Fluoreszenzintensitét).

In der Abbildung 14 wurden die NFIs der verschiedenen SARS-CoV-2 Antikorper wie gegen
das Spike Trimer, die Rezeptorbindungsdomane, die Spike S1 Doméne, die Spike S2 Domane,
das Nukleokapsid und die N-Terminale Doméne des Nukleokapsids aufgetragen. Zusétzlich
wurden die funf verschiedenen Gruppen der vorangegangenen Testergebnisse nebeneinander
aufgelistet. Hierbei fiel auf, dass die NFI-Werte der Rezeptorbindungsdoméne und der Spike
S1 Doméne im Vergleich zu den anderen NFI-Werten deutlich hoher waren, genauso wie die
SARS-CoV-2 NFI-Werte der Gruppe R+A+E deutlich hoher waren im Vergleich zu den ande-

=45 -



Ergebnisse

ren Gruppen. Erwahnenswert war aulerdem, dass in der Gruppe A+ keine nennenswerten An-
tikorpermengen nachgewiesen wurden. Zusétzlich fiel auf, dass die NFI-Werte in der Gruppe
E fir die Spike S1 Doméne am hochsten war. Dies konnte damit zusammenhdangen, dass der

Euroimmuntest Antikorper spezifisch gegen die Spike S1 Domé&ne misst.
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Abbildung 15: MultiCoV-Ab Varianten und Endemische Coronaviren
In den Graphen A, B, und C wurden die NFIs gegen die Rezeptorbindungsdoméne sowohl von

SARS-CoV-2 als auch gegen die vier Varianten aus dem Vereinigten Konigreich, Sudafrika,
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Sudkalifornien und gegen die Nerzvariante (B1.1.298 oder Cluster 5) aufgetragen. In Graphen
D, E und F wurden die NFIs gegen die Spike S1 Domane von SARS-CoV-2 und auch gegen
die vier endemischen Coronaviren OC43, HKU1, NL63 und 229E getestet. In G, H und | wur-
den die Immunantworten gegen das Nukleokapsid von SARS-CoV-2 und auch gegen die vier
endemischen Coronaviren OC43, HKU1, NL63 und 229E getestet. Jeder Teilnehmer erhielt in
einem Graphen eine farbliche Zuteilung. Die rote Linie markierte den Wert 1 und den Uber-

gang, ab wann der Antikdrpertiter auch als positiv zu werten war.

Hier wurde in Graph A der Abbildung 15 deutlich, dass alle Proben positive Antikorper fur die
vier Varianten aufwiesen. Hier hatten durchschnittlich die Personen A2 (in blau) und A3 (in
dunkel violetter Farbe) die hochsten Antikorpertiter gegen alle vier gemessenen Varianten. Bei
den anderen Personen waren niedrigere Antikorpertiter gegen die Stidafrikanische Variante im
Vergleich zu den anderen Varianten vorhanden. Dies war auch in den Graphen B und C sicht-
bar. Die Hohe der Antikorpertiter gegen die Sudafrikanische Variante der Personen B4 und C4
in Graph B sowie der Personen E3 und G3 in Graph C waren deutlich niedriger als gegen die
anderen Varianten. In Graph B, in dem Personen, die im Roche-lg und Abbott-1gG positiv wa-
ren, getestet wurden, waren alle Datenpunkte positiv. Folglich wiesen diese Personen auch alle
Antikorper gegen die einzelnen Varianten auf. Hierbei war aufféllig, dass die Personen, die
einen hohen Antikorpertiter gegen die Rezeptorbindungsdoméne von SARS-CoV-2 hatten,
auch hohe Titer gegen die Varianten aufwiesen und umgekehrt mit niedrigen Titern. In Graph
C wiesen nur die Personen E3 und G3 Antikorper gegen alle Varianten auf. Die anderen Per-

sonen wurden bis auf zwei Ausnahmen immer negativ auf die Antikdrpervarianten getestet.

In den darunter befindlichen Graphen wurden die Antikorpertiter gegen die Spike S1 Domane
und das Nukleokapsid sowohl von SARS-CoV-2 als auch gegen die vier endemischen Corona-
viren OC43, HKU1, NL63 und 229E getestet. Hierbei wurde kein bestimmtes Muster ersicht-
lich. Einige Proben wiesen Antikdrper gegen die endemischen Coronaviren auf. Die nachfol-
genden Untersuchungen gingen ndher auf die Antikorpertiter der Varianten und der endemi-

schen Coronaviren ein.
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Abbildung 16: MultiCoV-Ab RBD Varianten

-48 -

100

40+

20

100+

80+

60

40

UK RBD

Mink RBD

B Positiv
mm Negativ
x®
404
20+
0
x

In den Seren/Plasmen der Probanden wurden mittels des MultiCoV-Ab Tests Antikorper gegen
SARS-CoV-2 VOCs, UK (A-C), SA (D-F), LA (G-I), Mink (J-L), gemessen. Dargestellt wur-
den die Ergebnisse als ,,NFI“ (A, D, G, J), ,,Anzahl* (B, E, H, K) der positiven und negativen
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Bl Negativ
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Befunde und als ,,%" (C, F, 1, L) als Anteil der positiven und negativen Befunde an der Ge-
samtzahl in Abhangigkeit der vorangegangenen Ergebniskonstellation fir die drei Testverfah-
ren, Roche-1g (R), Abbott-1gG (A) und Euroimmun-IgG (E). Signifikante Unterschiede wurden
mittels two-way ANOV A und Tukey Korrektur fir Mehrfachvergleiche berechnet und angege-
ben mit Sternen fiir signifikante Unterschiede (* p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001).
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In Abbildung 16 fiel auf, dass die Proben der Gruppen R+A+E und R+A alle positiv waren und
die erstgenannte Gruppe signifikant hohere Titer aufwies als die anderen Gruppen. Aulierdem
waren die Proben der Gruppen R+A+E und R+A fir alle Varianten positiv, wiesen also Anti-
korper auf. Die Gruppe R+A+E wies immer signifikant hthere Antikorpertiter auf als die an-
deren vier Gruppen mit der Ausnahme, dass sie sich nicht signifikant zum Antikorpertiter der
Gruppe R+A in der Stidafrikanischen Variante unterschied. Die Gruppe A wies keinerlei Anti-
korper gegen die Varianten auf und war daher zu 100 % negativ in allen Abbildungen. Die
Gruppe R wies in zwei von sechs Blutproben Antikorper gegen die Variante aus dem Vereinig-
ten Konigreich und die Nerzvariante auf. In der Halfte der Proben wurden Antikdrper gegen

die Varianten aus Sitdafrika und Stidkalifornien nachgewiesen.

Die Gruppe E wies keine Antikorper gegen die Variante aus dem Vereinigten Konigreich auf,
jedoch drei Mal Antikorper gegen die Sudafrikanische Variante auf sowie in einer von 13 Pro-

ben Antikorper gegen die Stidkalifornische Variante und die Nerzvariante.
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Abbildung 17: MultiCoV-Ab Anzahl positive

In Abbildung 17 wurden die absoluten (A) und relativen (B) Zahlen von Studienteilnehmern in
Bezug auf eine durchgemachte Infektion mit SARS-CoV-2 und auch mit den vier endemischen
Coronaviren OC43, HKU1, NL63 und 229E dargestellt. Als positiv fur eine nattrliche Infektion
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mit SARS-CoV-2 galt hier eine Person, die sowohl Antikérper gegen das Spike Trimer, die
Rezeptorbindungsdomaéne als auch gegen das Nukleokapsid aufweisen konnte. Um hier auch
positiv auf eine natlrliche Infektion mit den endemischen Coronaviren zu gelten, musste die
Personen Antikorper gegen die S1-Domaéne und das Nukleokapsid fur die jeweiligen endemi-

schen Coronaviren aufweisen.

Die Abbildung 17 veranschaulichte, dass alle Teilnehmer der Gruppen R+A+E und R+A die
fir eine natlrliche Infektion mit SARS-CoV-2 passende Antikdrperzusammenstellung hatten.
In der Gruppe R wies nur eine Person die passende Antikorperzusammenstellung auf, die aus
positiven Antikdrpern gegen das Spike Trimer, die Rezeptorbindungsdoméne und das Nukleo-
kapsid von SARS-CoV-2 bestand. In der Gruppe A und E waren alle Personen negativ in dieser
Antikorperzusammenstellung. Auffallig war auRerdem, dass die Personengruppen R+A und A
keine natdrliche Infektion anhand der positiven S1 und N Antikorper mit OC43 und HKU1
aufwiesen. R+A+E wies absolut am meisten positive Antikdrperzusammenstellungen fir
HKU1, NL63 und 229E auf. In allen fiinf Gruppen wiesen Studienteilnehmer positive S1 und
N Antikorper fur 229E auf. Die nachfolgenden Abbildungen gingen néher auf die Antikorper-

nachweise der endemischen Coronaviren ein.
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In den Seren/Plasmen der Probanden wurden mittels des MultiCoV-Ab Tests Antikorper gegen
das endemische Coronavirus OC43, die Spike S1 Doméne (A-C), das Nukleokapsid (D-F) und

die N-terminale Doméne des Nukleokapsids von OC43 (G-1) gemessen. Dargestellt sind die

Ergebnisse als ,,NFI* (A, D, G), ,,Anzahl* (B, E, H) der positiven und negativen Befunde und

als ,,%*“ (C, F, I) als Anteil der positiven und negativen Befunde an der Gesamtzahl in Abhén-

gigkeit der vorangegangenen Ergebniskonstellation flr die drei Testverfahren, Roche-Ig (R),

Abbott-1gG (A) und Euroimmun-1gG (E).

In Abbildung 18 A, D und G wurde deutlich, dass der Antikdrpernachweis gegen das endemi-
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erst ab dem Wert 1 positiv zu bewerten waren. Folglich befanden sich eine Vielzahl der Mess-
punkte der Antikorper gegen die Spike S1 Domane, das Nukleokapsid und die N-terminale
Doméne des Nukleokapsids im negativen Bereich von Null und Eins. Dariber hinaus waren
die Antikorpertiter innerhalb der verschiedenen Teilnehmergruppen in A, D und G nicht signi-
fikant unterschiedlich. Prozentual wiesen Blutproben der Gruppe R und A am meisten Antikor-
per (jeweils vier) gegen die Spike S1 Doméane von OC43 mit 50 % und 44 % auf. Fir Antikorper
gegen das Nukleokapsid von OC43 lagen geringere Werte vor. Hier wiesen hochstens 23 %
bzw. 22 % der Teilnehmer der Gruppe E und A diese Antikorper auf. Alle Teilnehmergruppen
wiesen auch mindestens eine Person auf, die Antikorper gegen die N-terminale Domane des
Nukleokapsids von OC43 aufwies. So waren es in den Gruppen R+A+E und in A jeweils zwei

Personen und in E vier.
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Abbildung 19: MultiCoV-Ab HKU1 mit S1, N und N-NTD

In den Seren/Plasmen der Probanden wurden mittels des MultiCoV-Ab Tests Antikorper gegen
das endemische Coronavirus HKU1, die Spike S1 Doméne (A-C), das Nukleokapsid (D-F) und
die N-terminale Domane des Nukleokapsids von HKU1 (G-I) gemessen. Dargestellt sind die
Ergebnisse als ,,NFI*“ (A, D, G), ,,Anzahl* (B, E, H) der positiven und negativen Befunde und
als ,,% (C, F, 1) als Anteil der positiven und negativen Befunde an der Gesamtzahl in Abhéin-
gigkeit der vorangegangenen Ergebniskonstellation fur die drei Testverfahren, Roche-lg (R),
Abbott-1gG (A) und Euroimmun-IgG (E).

In Abbildung 19 A, D und G wurde deutlich, dass der Antikdrpernachweis gegen das endemi-
sche Coronavirus HKU1 wieder tiberwiegend Werte kleiner 1 annahm und somit die Messwerte
als negativ zu werten waren. So waren in der Gruppe R+A fir das Nukleokapsid und in der

Gruppe R+A und A fir die N-terminale Doméane des Nukleokapsids von HKU1 alle Werte
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negativ zu bewerten. In der Gruppe R+A+E lagen bei sieben Personen Antikdrper gegen die
Spike S1 Domane von HKUL1 vor. Mit 63 % wurde somit in dieser Gruppe die starkste Anti-
korperantwort festgestellt. Im Vergleich zu den anderen Antikorpertitern aus dem MultiCoV-
Ab fiel auf, dass die Hohe der Antikorper fur die endemischen Coronaviren verglichen mit den
Coronavarianten und den SARS-CoV-2-Antikorpern deutlich niedriger ausfielen oder sogar
negativ waren.
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Abbildung 20: MultiCoV-Ab NL63 mit S1, N und N-NTD

In den Seren/Plasmen der Probanden wurden mittels des MultiCoV-Ab Tests Antikodrper gegen
das endemische Coronavirus NL63, die Spike S1 Domane (A-C), das Nukleokapsid (D-F) und
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die N-terminale Doméne des Nukleokapsids von NL63 (G-I) gemessen. Dargestellt sind die
Ergebnisse als ,,NFI*“ (A, D, G), ,,Anzahl“ (B, E, H) der positiven und negativen Befunde und
als ,,%*“ (C, F, I) als Anteil der positiven und negativen Befunde an der Gesamtzahl in Abhén-
gigkeit der vorangegangenen Ergebniskonstellation flr die drei Testverfahren, Roche-Ig (R),
Abbott-1gG (A) und Euroimmun-1gG (E).

In Abbildung 20 wurde deutlich, dass der Antikérpernachweis gegen das endemische Corona-
virus NL63 abhéngig von den untersuchten Antigenen war. So waren deutlich mehr Personen
positiv getestet worden auf Antikorper gegen die Spike S1 Domane und die N-terminale Do-
mane des Nukleokapsids von NL63 als gegen das Nukleokapsid. Folglich fielen die Antikor-
pertiter auch ersichtlich héher aus flr die erstgenannten Antigene. 100 % aller R+A Proben
wurden positiv auf Antikorper gegen die Spike S1 Doméne von NL63 getestet. In den Gruppen
R+A+E, R, A und E waren es jeweils 73 %, 33 %, 78 % und 46 %. Die Antikdrper gegen das
Nukleokapsid von NL63 fielen deutlich geringer aus, so waren alle R Proben negativ und nur
27 %, 40 %, 11 % und 8 % der Proben in den Gruppen R+A+E, R+A, A und E positiv getestet
worden. Auffallend war, dass die Hohe der Antikorpertiter fir das Nukleokapsids von NL63
fur die Gruppe R+A+E verglichen mit den anderen Teilnehmergruppen am hdchsten war. In
dieser Gruppe waren sechs von elf Personen positiv getestet worden. Dieselbe Anzahl an posi-
tiven Ergebnissen wurde in der Gruppe E gefunden, genau wie jeweils drei positive Ergebnisse
in den Gruppen R+A und R. In der Gruppe A waren nur zwei positive Ergebnisse zu verzeich-

nen.
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Abbildung 21: MultiCoV-Ab 229E mit S1, N und N-NTD
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das endemische Coronavirus 229E, die Spike S1 Domane (A-C), das Nukleokapsid (D-F) und
die N-terminale Domane des Nukleokapsids von 229E (G-I) gemessen. Dargestellt sind die
Ergebnisse als ,,NFI*“ (A, D, G), ,,Anzahl“ (B, E, H) der positiven und negativen Befunde und
als ,,%*“ (C, F, I) als Anteil der positiven und negativen Befunde an der Gesamtzahl in Abhén-
gigkeit der vorangegangenen Ergebniskonstellation fur die drei Testverfahren, Roche-lg (R),
Abbott-1gG (A) und Euroimmun-1gG (E).

In Abbildung 21 wurde deutlich, dass der Antikdrpernachweis gegen das endemische Corona-
virus 229E abhangig von den untersuchten Antigenen war. So waren deutlich mehr Personen

positiv getestet worden auf Antikdrper gegen die Spike S1 Domane als gegen die N-terminale
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Domane des Nukleokapsids und das Nukleokapsid von 229E. Folglich fielen die Antikorperti-
ter auch ersichtlich héher aus fur die Spike S1 Doméne. 73 % aller R+A+E (8 von 11) Proben
wurden positiv auf Antikorper gegen die Spike S1 Doméne von 229E getestet. In den Gruppen
R+A, R, A und E waren es jeweils 60 %, 50 %, 67 % und 38 %. Die Antikorper gegen das
Nukleokapsid von 229E fielen deutlich geringer aus, so waren nur drei Proben der Gruppe
R+A+E positiv und nur zwei in der Gruppe R+A. In den anderen drei Gruppen R, A und E war
jeweils nur eine Person positiv getestet worden. In den Gruppen R+A, R und A wurde jeweils
nur eine Person mit positiven Antikorpern gegen die N-terminale Doméne des Nukleokapsids

von 229E gefunden. In der Gruppe R+A+E und E waren es jeweils vier bzw. drei Personen.
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5 Diskussion

In dieser Studie wurde die Seroprdvalenz von SARS-CoV-2 Antikorpern in einer reprasentati-
ven erwachsenen saarlandischen Bevolkerungsstichprobe ermittelt, um damit deutschlandweit
zum ersten Mal in einem ganzen Bundesland die Coronapandemie in der ersten Coronawelle
2020 besser einschatzen zu kdnnen. Mit einer Seropravalenz von 1,02 % (95 % KI: [0,64; 1,44])
lag die Infektionsrate mit SARS-CoV-2 2,68-fach (95 % KI: [1,68; 3,79]) hoher als die gemel-
deten PCR-Fallzahlen [54]. Zusétzlich wurde die Infektions-Sterbe-Rate auf 2,09 % (95 % KI:
[1,48; 3,32]) fiir alle Erwachsene berechnet [54]. Fur Erwachsene unter 70 Jahren wurde eine
Seropravalenz von 1,18 % (95 % KI: [0,72; 1,68]) und eine Infektions-Sterbe-Rate von 0,36 %
(95 % KI: [0,25; 0,59]) ermittelt [54]. Alle Ergebnisse bezogen sich auf die weiterverarbeiteten
Daten vom Roche-lg, denn durch die Auswahl dieses Testsystems konnten die Assay-abhangi-
gen Unsicherheiten durch die maximale Spezifitat und Sensitivitéit reduziert werden. Zusatzlich
wurden die Seroreversionseffekte durch die hohe Langzeit-Performance des Roche-lg mini-
miert. Weitere Starken dieser Studie bestanden darin, dass die Studienpopulation reprasentativ
fur die gesamte saarlandische Bevolkerung war. Aus diesem Grund wurden auch Bewohner
von Alten- und Pflegeheimen explizit inkludiert. Aulerdem wurde die gesamte erste Pande-
miewelle mit dem Sommerplateau bis Oktober 2020 durch den zeitlichen Studienrahmen abge-
deckt und fur die Berechnung der Infektions- und Sterberaten die temporére Verzogerung von
Serokonversion und Tod nach einer Infektion mit SARS-CoV-2 mit einkalkuliert [54].

5.1 MultiCoV-Ab

Der Multiplex Immunoassay, der den Antikdrpernachweis gegen 22 Antigenen in einer Probe
gleichzeitig ermdglicht, liefert nattrlich eine deutlich groRere Informationsmenge tber den An-
tikdrperstatus der untersuchten Personen als die drei Antikorpertests von Roche, Abbott und
Euroimmun, die nur jeweils einen einzigen Antikorper messen. Die 44 positiven Proben durch-
liefen mit 44 Kontrollproben von den 2.940 Studienteilnehmern dieses Testverfahren nachdem
diese Blutproben mindestens 14 Monate bei -88 Grad Celsius gelagert wurden. Besonders auf-
fallig war, dass die dreifach positiven Blutproben aus den vorherigen Antikorpertests deutlich
héhere Antikorpertiter speziell fir die SARS-CoV-2 Antikérper und fir die einzelnen VOCs

als die nur einfach positiv getesteten Blutproben aufwiesen. Zusétzlich nahm die Héhe dieser
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Antikorpertiter mit dem Wechsel zur R+A Gruppe ab, genauso wie es wieder einen Unterschied
zur Gruppe R gab. Weiterhin war zu bemerken, dass die Antikorperbildung gegen die Rezep-
torbindungsdomane und die Spike S1 Domdane von SARS-CoV-2 am ausgepragtesten waren,
da hierflr die Antikorpertiter am hochsten waren. Dahingehend waren die Antikorpertiter ge-
gen das Nukleokapsid gering ausgepragt, was darauf hindeutete, dass die Assay-Leistung eines
Antigens sehr spezifisch fur den Testaufbau ist und sich nicht uneingeschrankt generalisieren
lasst [7]. Der Roche-1g verwendet das Nukleokapsid als Antigen erfolgreich und weitere Stu-

dien unterstreichen die Relevanz und Bedeutung dieses Tests flr Antikorperstudien [12,13,76].

Eine weitere Auffalligkeit war, dass alle Blutproben der Gruppen R+A+E und R+A gegen alle
vier getesteten Varianten Antikorper aufwiesen, wohingegen die Gruppe A immer negativ
blieb. Dabei war zusatzlich zu beobachten, dass die Antikorpertiterh6he fur die Rezeptorbin-
dungsdoméne der slidafrikanischen Variante eine sichtbare Absenkung verglichen mit den an-
deren Varianten aufwies. Dieser Effekt wurde auch in anderen Studien gefunden [8], der
gleichzeitig auch mit einer verminderten Neutralisationsfahigkeit einherging [47,53,84,88].
Folglich konnte auch eine verminderte Immunitat gegen diese Variante bestehen, was die Re-
levanz fur Erkennungsmafnahmen neuer Varianten und potentielle Impfstoffanpassungen ver-
deutlichte [8].

Aufgrund der Tatsache, dass es in dem Zeitraum der Blutentnahmen bei den Studienteilneh-
mern die genannten Varianten nicht in Deutschland gab, beziehungsweise diese sich erst danach
in Deutschland ausbreiteten, wies dies auf ein kreuzreaktives Antikérperportfolio nach einer
SARS-CoV-2 Infektion hin, welches auch auf die nachfolgenden Varianten mit den veranderten
RBD-Doménen in unterschiedlichem Ausmaf passt. Natlrlich kann nur ein Neutralisationsas-
say Fragen beziglich einer Kreuzimmunitat abkléren, diese weist der MultiCoV-Assay nicht
nach. Die Uberwachung und Erforschung der RBD-Mutationen war und ist insofern bedeutsam,
da die RBD:ACE2-Rezeptor Interaktion wichtig fur das Andocken und Eindringen des Virus
in die Zellen ist, also die Virusubertragung und Neutralisierung [8,20,86]. Eine verénderte
RBD:ACE2-Rezeptor Interaktion kann unter Umstanden zu einer erhohten Infektiositét [28]

und Letalitat [21] der neu auftretenden Varianten fuhren.

Die Hohe der Antikorpertiter war fiir die Varianten generell hoher ausgefallen als fir die ende-
mischen Coronaviren, die hdufig einen baseline-nahen Titer aufwiesen. Auffallig war hierbei,

dass positive Antikorper eher gegen die Spike S1 Domaéne als gegen das Nukleokapsid gebildet
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wurden. Dartiber hinaus wurden mehr positive Antikorper gegen die endemischen Coronaviren
der a-Gruppe (NL63 und 229E) gemessen als gegen die B-Coronaviren (OC43 und HKU1).

Grundsatzlich ist es schwierig die hCoV-vermittelte Kreuzreaktivitdt zu analysieren, bezie-
hungsweise festzustellen, ob eine hCoV-Infektion die Antikorperbildung nach einer SARS-
CoV-2 Infektion verstarkt oder verringert. Eine weitere Studie hat herausgefunden, dass eine
hohe hCoV-Immunantwort auch mit einer verstarkten Immunantwort bei einer SARS-CoV-2
Infektion einhergeht, was auf eine Kreuzstimulation hinweisen wiirde [1]. Zusatzlich kénnen
hohere hCoV-Antikorperspiegel einen Schutz gegen die Ansteckung mit SARS-CoV-2 darstel-
len, beziehungsweise die Wahrscheinlichkeit einer stationdren Behandlung verringern [1]. In
Abbildung 15 D wurden die NFI-Werte der dreifach positiv getesteten Personen in Bezug auf
die Spike S1 Doméne von SARS-CoV-2 und den vier endemischen Coronaviren OC43, HKU1,
NL63 und 229E abgebildet. Dort fiel auf, dass die NFI-Werte zu SARS-CoV-2 von allen Per-
sonen am hdchsten waren, sodass eine Kreuzstimulation nach einer Infektion mit endemischen
Coronaviren moglich ware. Genauso sah man in Abbildung 15 F, dass die NFI-Werte fir die
Spike S1 Doméne von Person H3 (R+) in orange nur fir OC43 und 229E (iber 1 lagen, also als
positiv zu werten waren. Daher kdnnte das positive Ergebnis im Roche Test als eine Art Kreuz-
reaktion der endemischen Coronaviren interpretiert werden mit einer eher fraglichen Infektion
mit SARS-CoV-2, da kein einziger NFI-Wert der sechs spezifischen Antikorper bezlglich
SARS-CoV-2 der Person H3 positiv war. Folglich ist sowohl eine Kreuzstimulation der SARS-
CoV-2 Immunantwort als auch eine Kreuzreaktion durch die endemischen Coronaviren még-
lich, sodass nur der MultiCoV-Assay tiefergehende Analysen der Immunantwort ermdéglicht,
da eine umfangreiche Analyse nétig ist, die alleine durch den Roche-lg, Abbott-1gG und den

Euroimmun-1gG nicht méglich sind.

Obwohl SARS-CoV-2 in der Sequenz den B-hCoVs &hnlicher ist und daher auch der Gattung
der Betacoronaviren zugeordnet wird, wiesen die Blutproben im gréReren Umfang Antikorper
gegen a-Coronaviren (NL63 und 229E), insbesondere gegen die Spike S1 Domadnen, auf. In
einer weiteren MultiCoV-Ab Studie [7] wurde eine Korrelation zwischen der SARS-CoV-2
Immunantwort mit hohen a-hCoVs-Reaktionen festgestellt, welche auf eine vergleichbare
Wirt-Pathogen-Interaktion zuriickgefiihrt wurde [7]. Die Aminosduresequenzen der N- und S-
Proteine der endemischen Coronaviren haben eine Ahnlichkeitwert von circa 60 % mit SARS-
CoV-2, wobei die S2-Region wohl die am stérksten konservierte Region in den verschiedenen
Coronaviren erscheint und die Bedeutung fur die Immunologische Antwort unterstreicht [63].

Zusatzlich wurde ein statistisch signifikantes MaR an ldentitdtwerten bei den humanen 3-
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Coronaviren (OC43 und HKU1) mit den von SARS-CoV-2 abgeleiteten T- und B-Zell-Epitope
von Protein N oder S nachgewiesen [30,63]. Vor diesem Hintergrund sind kreuzreaktive Im-
munantworten nicht auszuschlieBe, durch die umfassende Verbreitung der endemischen

Coronaviren naheliegend und evolutionsbiologisch sinnvoll.

5.2 Schlussfolgerung

Fur die zu erhebenden Daten aus seroepidemiologischen Studien ist es von héchster Relevanz
einen Antikorpertest mit der hdchst maglichen Sensitivitét, Spezifitat und longitudinaler Per-
formance zu verwenden, um verlassliche Angaben machen zu kénnen, insbesondere wenn die
Seropravalenz in der ersten Coronapandemiewelle so niedrig war wie in Deutschland. Die saar-
landweite Coronavirus-Antikorper-Pravalenzstudie lies den Schluss zu, dass die Seroprévalenz
der erwachsenen Bevoélkerung im untersuchten Zeitraum 1,02 % (95 % KI: [0,64; 1,44]) betrug.
Dies deutete auf 2,68-fach hohere Infektionszahlen hin, als man es aufgrund der PCR-gemel-
deten Félle erwartet hatte. Zusétzlich konnte die Studie eine realistische Einschatzung der In-
fektions-Sterbe-Rate (IFR) der Erwachsenen von 2,09 % (95 % KI: [1,48; 3,32]) darbieten, da
sowohl altere und damit gefahrdetere Personen als auch Bewohner von Alten- und Pflegehei-

men addquat in den Berechnungen berlicksichtigt wurden.

Diese Studie lieferte fundierte Daten aus der Phase der Coronapandemie, in der die einzelnen
Coronavarianten noch nicht im Saarland verbreitet waren und Impfstoffe noch keine Zulassung
hatten. Darliber hinaus konnten die ergriffenen und weiteren MalRnahmen gegen die Verbrei-
tung von SARS-CoV-2 an diesen Daten gemessen werden und lieferten auch im internationalen
Raum eine valide Basis, um Vergleiche anzustreben. So wurde in internationalen Studien das
Abstandhalten zu anderen Personen tber eine Distanz von mindestens einem Meter als effekti-
vere SchutzmafRnahme als das Tragen von chirurgischen Masken ohne Abstand eingeordnet
[16,37]. Jedoch stieg die Schutzwirkung mit dem Tragen von FFP-2 Atemschutzmasken an
[16,37]. Dies verdeutlicht die Wichtigkeit der Einhaltung der AHA-L Regeln, um die Verbrei-
tung von SARS-CoV-2 einzuddmmen. Also Abstand, Hygiene, Alltagsmaske und liften [115].

Die Relevanz des MultiCoV-Assays wird in der heutigen Zeit aus mehreren Griinden ersicht-
lich. Zum einen ist es ein Ressourcen und zeitsparendes Verfahren, welches eine sehr groRe
Datenmenge generiert und dadurch eine differenzierte Analyse eines Patienten beziehungs-
weise einer Untersuchungsgruppe erméglicht. Zum anderen kann mithilfe des MultiCoV-As-
says nicht nur die Antikdrperreaktion nach Impfung oder Infektion gemessen werden, sondern

auch gleichzeitige Antikorper gegen endemische und pathogene Coronaviren gemessen und
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potenzielle kreuzreaktive Antikorperportfolios aufgedeckt werden [116]. Dies in Zeiten in de-
nen immer mehr verschiedene SARS-CoV-2 Impfungen verfugbar sind und immer neue SARS-
CoV-2 Varianten aufkommen und sich folglich erneut die Frage nach der Wirksamkeit der
Impfungen, bzw. die Wirksamkeit der verschiedenen Impfkombinationen stellt. Ein weiterer
Bead-basierter Multiplex Assay (RBDCoV-ACE?2) wurde entwickelt und kann indirekt neutra-
lisierende Antikorper messen [42]. Dieser ACE2-RBD-Hemmtest zeigte zum einen, dass eine
deutliche Reduktion der Bindungshemmung bei den Varianten mit der E484K Muta-
tion (Gamma, Theta und Beta Variante) vorlag und zum anderen lag eine Korrelation zwischen
den Anti-RBD-I1gG-Spiegeln, der Krankheitsschwerer und der ACE2-Bindungshemmung vor
[42]. Dieser Test lieferte fundierte Hinweise iber den Impfschutz gegen die neu aufgekomme-
nen Varianten und wird wohl bis zum Ende der Corona Pandemie sehr wichtig bleiben. Dartiber
hinaus werden Multiplex Assays auch zur Erforschung anderer Atemwegserkrankungen entwi-

ckelt [116] und bleiben ein wichtiger Bestandteil der Forschung.
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Aus datenschutzrechtlichen Griinden wird der Lebenslauf in der elektronischen Fassung der

Dissertation nicht verdffentlicht,
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Eidesstattliche Versicherung

11 Eidesstattliche \Versicherung
Erklarung gemal § 7 Abs. 1 Nr. 2:

Ich erkldre hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzuléssige Hilfe Dritter
und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus anderen
Quellen direkt oder indirekt tbernommenen Daten und Konzepte sind unter Angabe der Quelle
gekennzeichnet.

Bei der Auswahl und Auswertung folgenden Materials haben mir die nachstehend aufgefiihrten

Personen in der jeweils beschriebenen Art und Weise unentgeltlich geholfen:

Name/Téatigkeit Art der Hilfestellung

Dr. Stefan Lohse Bereitstellung der Abb. 8 und 9, sowie der Tabelle 4;
Hilfe und Anleitung bei der Grafischen Darstellung
der MultiCoV-Abb.

Dr. Anna Marthaler Bereitstellung der Abb. 10 und Tabelle 5

Barbara Best Einweisung in Euroimmun-1gG Testung und kom-

plette Durchfiihrung

Prof. Geisel und Frau Meng Durchfiihrung des gesamten Roche-Ig Test

Frau Daniela Gladel und Lissy | Einweisung in Abbott-1gG Testung und Unterstlitzung

Schneider bei der Durchfiihrung und der Problemldsung

Weitere Personen waren an der inhaltlich-materiellen Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht
beteiligt. Insbesondere habe ich nicht die entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- bzw. Beratungs-
diensten (Promotionsberaterinnen/Promotionsberater oder anderer Personen) in Anspruch ge-
nommen. Auller den Angegebenen hat niemand von mir unmittelbar oder mittelbar geldwerte
Leistungen fur Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dis-

sertation stehen.

Die Arbeit wurde bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder in &hnlicher Form
in einem anderen Verfahren zur Erlangung des Doktorgrades einer anderen Prifungsbehérde

vorgelegt.
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Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere an Eides statt, dass ich nach bestem Wissen die Wahrheit gesagt und nichts ver-

schwiegen habe.

Die Bedeutung der eidesstattlichen Erklarung und die strafrechtlichen Folgen einer unrichtigen

oder unvollstandigen eidesstattlichen Erklarung sind mir bekannt.

Homburg, den 22.03.2024

ol lagm ——

Eidesstattliche Versicherung:
Belehrung

Die Medizinische Fakultat der Universitit des Saarlandes verlangt eine Eidesstattliche Versi-
cherung Uber die Eigenstandigkeit der erbrachten wissenschaftlichen Leistungen. Weil der Ge-
setzgeber der Eidesstattlichen Versicherung eine besondere Bedeutung beimisst und sie erheb-
liche Folgen haben kann, hat der Gesetzgeber die Abgabe einer falschen eidesstattlichen Ver-
sicherung unter Strafe gestellt. Bei vorsétzlicher (also wissentlicher) Abgabe einer falschen Er-
klarung droht eine Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder eine Geldstrafe. Eine fahrlassige Ab-
gabe (also Abgabe, obwohl Sie hatten erkennen missen, dass die Erklarung nicht den Tatsachen
entspricht) kann eine Freiheitsstrafe bis zu einem Jahr oder eine Geldstrafe nach sich ziehen.
Die entsprechenden Strafvorschriften sind in 8§ 156 StGB (falsche Versicherungen an Eides
Statt) und in § 161 StGB (fahrlassiger Falscheid, fahrléssige falsche Versicherung an Eides
Statt) wiedergegeben.

8§ 156 StGB: Falsche Versicherung an Eides Statt

Wer vor einer zur Abnahme einer Versicherung an Eides Statt zustdndigen Behdérde eine solche
Versicherung falsch abgibt oder unter Berufung auf eine solche Versicherung falsch aussagt,

wird mit Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder mit Geldstrafe bestraft.
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8§ 161 StGB: Fahrlassiger Falscheid, fahrlassige falsche Versicherung an Eides Statt:

(1) Wenn eine der in den § 154 bis 156 bezeichneten Handlungen aus Fahrl&ssigkeit begangen

worden ist, so tritt Freiheitsstrafe bis zu einem Jahr oder Geldstrafe ein.

(2) Straflosigkeit tritt ein, wenn der Téater die falsche Angabe rechtzeitig berichtigt. Die Vor-
schriften des 8 158 Abs. 2 und 3 gelten entsprechend.
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