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Indikation und Interpretation der SARS-CoV-2-Antikorperdiagnostik

Die Bestimmung von Antikorpern gegen SARS-CoV-2 im
Serum ersetzt nicht den Virus-Direktnachweis mittels PCR.
Dieser direkte Erregernachweis bleibt fiir den Nachweis der
akuten Infektion der Goldstandard. Es stehen aber mittler-
weile fur die Labordiagnostik (im Unterschied zum sehr un-
Ubersichtlichen Markt der Schnelltests) sehr sensitive und
ausreichend spezifische Antikorpertests zur Verfligung. Fur
den Nachweis von Antikorpern gegen SARS-CoV-2 unter-
scheidet man zwei Indikationen:

1. Zum akuten Infektionsnachweis in Ergdanzung des
PCR-Direktnachweises

Wie Abb. 1 zeigt, fallt die Viruslast bereits wenige Tage
nach dem Auftreten der ersten Symptome wieder ab. Die
Sensitivitat des direkten Infektionsnachweises mit der PCR
geht damit einhergehend ab dem 7. Tag signifikant zuriick.
Das erklart, warum in der Friihphase, also ab ca. 1 Woche
nach Auftreten der Symptome, der Nachweis von IgM oder
IgA-Antikorpern im Blut die Sensitivitat der Infektionsdiag-
nostik signifikant erhht (Guo L, Clin Infect Dis. 2020; Zhao
J, Clin Infect Dis. 2020).

IgM und IgA sind friihe Antikdrper

Die typische Konstellation fiir eine akute bzw. kiirzlich er-
folgte Infektion ware IgM/IgA-positiv, IgG-(noch)negativ
(siehe Abb. 2). Die in Deutschland iiblicherweise verwende-
ten Tests detektieren meist entweder IgA oder IgM zusatz-
lich zum IgG. Unsere Erfahrung bei paralleler Anwendung
dieser Tests zeigt, dass IgM ca. 2 Tage friiher positiv ist, IgA
daflir aber langer positiv bleibt, so dass beide Varianten
Vor- und Nachteile zeigen, sich aber keine unterschiedliche
Interpretationen ergaben.
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Untersuchung Ergebnis Einheit Referenz-
bereich

SARS-CoV-2 IgG-AK i.S.°° (ELISA) negativ negativ

SARS-CoV-2 IgM-AK i.S.°° (ELISA) ++ positiv negativ

Aktuell Nachweis von IgM-Ak gegen SARS-CoV 2 ohne gleich-
zeitigen Nachweis von IgG. Ein isolierter IgM-Befund deutet auf
eine kirzlich erfolgte Infektion hin. Da beim IgM ein falsch-positives
Ergebnis nicht ausgeschlossen werden kann (Spezifitdt ca. 88 %),
empfehlen wir bei bestehendem akuten Infektionsverdacht den
SARS-CoV-2-Direktnachweis mittels PCR aus dem Nasopharynge-
alabstrich sowie eine serologische Verlaufskontrolle in 2 Wochen,

um eine Serokonversion zu bestatigen.
. J

Abb. 2 Typischer Antikdrperbefund bei frischer Infektion

2. Nachweis von Antikorpern zum Nachweis einer
durchgemachten Infektion

Die zweite Indikation der Antikorperdiagnostik ist die Kla-
rung, ob eine SARS-CoV-2-Infektion bereits durchgemacht
wurde. Dafiir ist vor allem das 1gG von Bedeutung, welches
sich erst im Verlauf der fortgeschrittenen Immunantwort
nach Virus-Erstkontakt bildet und wie bei anderen Viren
sehr lange, evtl. sogar dauerhaft persistiert (siehe Abb. 1).
Ca. 6 Wochen nach erfolgter Infektion zeigen 94 - 98 % der
Betroffenen IgG-Antikorper. Die parallele Messung des
IgA/IgM kann dennoch sinnvoll sein, da auf diese Weise
auch Falle mit verzégerter IgG-Bildung (Phanomen der
spaten IgG-Bildung bei milder Symptomatik!, siehe Abb.1)
erfasst werden kénnen.
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Abb. 1 Verlauf der Antikdrperantwort in zeitlichem Bezug zur Viruslast und zum Zeitpunkt des Symptomeintritts
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Einheit Referenz-

bereich

Untersuchung Ergebnis

SARS-CoV-2 IgG-AK i.S.°° (ELISA)
SARS-CoV-2 IgM-AK i.5.°° (ELISA)

++ positiv negativ

negativ negativ
Nachweis von IgG-Ak gegen SARS-CoV 2 ohne gleichzeitigen
Nachweis von IgM. Dieser Befund spricht fUr eine Idnger zurick-
liegende Infektion mit diesem Virus. Da auch klinisch unaufféllige
Verldufe vorkommen, ist auch bei leerer Anamnese von einer
zurUckliegenden Infektion (>10 Tage) auszugehen. Ob dieser Be-
fund auch gleichzeitig mit einer Immunitat einhergeht, ist nach
derzeitigem Wissensstand noch nicht ausreichend belegt.

Abb. 3 Antikérperbefund bei abgelaufener (friiherer) Infektion

Die Sensitivitat der Antikorpertests hangt vom
Untersuchungszeitpunkt ab

Die Bildung von IgM beginnt am 3. bis 4. Tag nach Symp-
tomeintritt. Bei ca. 90 % der Infizierten ist IgM sieben Tage
nach Symptombeginn im Serum nachweisbar. Verschiedene
Studien sagen aus, dass nach 2 Wochen 100 % der Patien-
ten messbare IgM-Titer haben (Xiao AT, | Infect 2020). Andere
Autoren berichten, dass bei 10 % zu keinem Zeitpunkt der In-
fektion IgM nachweisbar war (Padoan A, Clin Chem Lab Med
2020). Wie lange das IgM im Blut persistiert, scheint von der
Sensitivitat des verwendeten Testkits abhangig zu sein. Eini-
ge Autoren geben an, dass der Hohepunkt der IgM-Bildung
in der 2. Woche erreicht wird (Sun B, Emerg Microbes Infect
2020), andere Studiengruppen haben beobachtet, dass IgM
erst nach 4 Wochen wieder abfallt (Xie J, J Med Virol. 2020).

IgA wird 3-6 Tage nach Symptombeginn im Serum messbar
(Guo L, Clin Infect Dis 2020). Es kommt im Vergleich zum
IgM nur geringfligig spater, persistiert dafiir aber langer und

kann somit in einigen Fallen die ,Liicke” zum IgG schliefen.
Das IgA ist friiher positiv im Vergleich zum IgG (Jaaskelainen
AJ Euro Surveill 2020). 7 Tage nach Symptombeginn zeigen
ca. 50 % der Patienten IgA-Spiegel, nach 14 Tagen sind es
95 % (Herstellerangaben Euroimmun). Im Vergleich zum IgG
zeigt sich in den ersten 10 Tagen (Friihphase der Infektion)
eine hohere Sensitivitat (Okba N, Emerg Infect Dis. 2020). Wie
das IgM kann auch IgA in Einzelféllen tber viele Wochen per-
sistieren (Padoan A Clin Chem Acta 2020).

Die Bildung von IgG beginnt 7-10 Tage nach Auftreten der
ersten Symptome. In der ersten Woche liegt die Sensitivitat
bei nur ca. 30 %. Ab der 3. Woche erreicht IgG eine Sensitivi-
tat von etwa 94 % (Herstellerangaben Euroimmun]. In nahezu
allen publizierten Studien gab es Falle, wo trotz PCR-gesi-
cherter Infektion auch nach mehreren Wochen keine IgG-An-
tikorper auftraten. Die Haufigkeit dieser Seronegativitat liegt
unter 5 %. Die Dynamik der Antikdrperbildung istin allen drei
Klassen sehrindividuell. Die angegebenen Zeiten konnen da-
her nur Mittelwerte abbilden.

Die Spezifitdt der Antikorpertests

Wie sicher ist es, dass man bei Nachweis von IgG die
Infektion tatsachlich durchgemacht hat?

Diese Frage und die Begriffe Spezifitat und positiver pradik-
tiver Wert werden aktuell in Fachkreisen aber auch Medien
heftig diskutiert. Die diagnostische Spezifitat gibt an, mit
welcher Wahrscheinlichkeit ein unauffalliges Testergebnis
in einer homogenen Gruppe Gesunder gefunden wird. Die
Angaben der Hersteller liegen hier fiir das IgG i.d.R. iiber
98 %, zum Teil sogar bei nahezu 100 %. Das wiirde bedeute-
ten, dass jeder IgG-Positive tatsdchlich bereits infiziert war,
und es somit nahezu keine falsch positiven Ergebnisse gibt.
Das entspricht aber leider nicht der Realitat, denn bei Anga-
be der (analytischen) Spezifitat wird der Einfluss der Vertei-
lung von Kranken und Gesunden in der untersuchten Gruppe
oft nicht beriicksichtigt (Vortest-Wahrscheinlichkeit).

Testspezifitat: 99 %
heiBt: 1 von 100 = falsch positiv
Durchseuchung 1 % heifB3t

1 Patient mit IgG

+ 1 falsch positiv Getesteter
=2/100 positive Ergebnisse

davon sind nur 50 % richtig

Gleicher ELISA-Test
aber Durchseuchung in der
Bevolkerung 10 %

10 Patienten mit IgG

+ 1 falsch positiv Getesteter
=11 positive Ergebnisse

davon sind 91 % richtig

Euroimmun®-lgG-Test
Testspezifitat: 99,6 % und
Durchseuchung 2 %

2 Patienten mit IgG

+ 0,4 falsch positiv Getesteter
= 2,4 positive Ergebnisse

davon sind 83,3 % richtig

Abb. 4 A Bei einem ELISA-Testkit mit einer analytischen Spezifitat von 99 % ist einer von 100 Getesteten falsch-positiv (rot). Bei einer angenommenen Durchseu-
chung in der Bevolkerung von 1 % wére IgG statistisch bei einem zweiten von den 100 Untersuchten richtig-positiv (griin). Das bedeutet, dass von 2 IgG-positiv
getesteten Patienten ein Patient (50 %) falsch positiv ware. In der Abb. 4 B ist dargestellt, dass mit dem gleichen Test der positive Vorhersagewert schon auf 91 %
steigt, wenn eine Population mit einer 10 %igen Durchsuchung untersucht wiirde. Die Abb. 4 C wiederspiegelt die geschatzte Realitat mit dem ELISA-Testkit der
Fa. Euroimmun wieder (Spezifitat mit 99,6 %) und der Annahme einer Durchseuchung von 2 % in einer Region. Der préadiktive Wert ldge hier bei 83,3 %, d.h. dass

fast 2 von 10 Untersuchten hatten ein falsch-positives IgG.
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Solange eine Erkrankung in der Bevilkerung selten ist (und
das ist bei SARS-CoV-2 aktuell noch der Fall], gibt der so-
genannte positive pradiktive Wert die Realitat besser wieder
(siehe Abb. 4). So lasst sich dieser z. B. bei einer angenom-
menen Durchseuchung von 2 % und einer analytischen Test-
spezifitat von 99,6 % (Daten fir IgG EUROIMMUN] mit 83,3 %
berechnen. Das bedeutet, dass von 10 IgG-positiv getesteten
Patienten statistisch nur 8,3 tatsachlich positiv sind. Das ist
aber unumganglich und durchaus akzeptabel, wenn es in
der Praxis beriicksichtigt wird. Generell kann keine serolo-
gische Untersuchung bzw. Laboruntersuchung 100 % spezi-
fisch und sensitiv sein. Sie kann einen Verdacht immer nur
erharten oder entkraften (siehe auch Box 1).

Sensitivitat:

e gibt an, welcher Prozentsatz von Personen durch das
Testverfahren tatsachlich als krank erkannt wird

Spezifitat:
e gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit eine nichtin-

fizierte Person auch tatsachlich als solche erkannt
wird

Positiver pradiktiver Wert (positiver Vorhersagewert):

e gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit Personen,
bei denen ein Test positiv ausgefallen ist, auch tat-
sachlich infiziert sind

e abhangig von der Pravalenz einer Erkrankung in der
Bevolkerung

Box 1 Begriffsdefinitionen

Gibt es IgG-Bestatigungsteste?

Bei vielen anderen Infektionserregern (z.B. HIV, EBV, Bor-
relien) sind Immunoblots zur Bestatigung positiver Antikar-
perbefunde etabliert. Diese gibt es fir SARS-CoV-2 noch
nicht. Aktuell wird in unserem Labor ein ELISA-Test erprobt,
bei dem IgG-Antikdrper gegen die S1- und S2-Spike-Prote-
ine und das Nukleokapsid-Protein isoliert bestimmt wer-
den. Bei Nachweis von Antikdrpern gegen mindestens zwei
Zielantigene gilt der Befund nach heutigem Wissen als be-
statigt.

Kann man sich auf IgM und IgA verlassen?

Vor allem IgM aber auch IgA zeigen auf Grund ihrer poly-
meren Struktur (mehrere Bindungsarme, siehe Abb. 5) eine
hohere Aviditat. Das bedeutet, dass sie . klebriger” sind, eine
Eigenschaft, die in der Frihphase einer Infektion hilft, die
noch fehlende Passgenauigkeit auf das Virus auszugleichen.
Der Nachteil dieser biologisch sinnvollen Eigenheit ist, dass
sieauchin den Labortests . klebriger” sind und deshalb h&u-
figer falsch positive Ergebnisse bewirken v. a. im Vergleich
zum IgG.

Nach der aktuellen Datenlage muss herstelleriibergreifend in
etwa 12-14 % der Falle mit falsch positiven Ergebnissen ge-
rechnet werden. Deshalb sollte die Diagnose Covid-19 nie nur
auf Grund eines positiver IgA- oder IgM-Nachweises gestellt
werden, sondern immer der PCR-Direktnachweis und (v.a. ab
der 2. Woche nach Symptomeintritt) die Diagnose klinisch und
radiologisch gestiitzt werden (CT-Lunge). Eine Kontrollunter-
suchung im Abstand von 14 Tagen bringt im Normalfall Klar-
heit, da es im Falle einer tatsachlichen Infektion dann zu einer
Bildung von IgG (Serokonversion) kommt.

\0 Erster Antikdrper der Prim&rantwort, zeigt
N\ akute Infektionsphase, F&higkeit zur Kom-
C plementaktivierung, geringe Affinitat,
hohe Aviditat

frihe Bildung, unmittelbar nach dem IgM,
Antikdrper der Schleimhautimmunitat,
verhindert Virenadhdrenz, reguliert
Schleimhautpermeabilitét, hohe Aviditat
wie IgM

spdterim Verlauf der Primdrantwort
gebildet, Vermittlung von Phagozytose,
Virusneutralisation, Komplement-Aktivierung,
bei vielen Viren Marker fOr Immunit&t
(Infektionsschutz)

-

Abb. 5 Struktur und Funktion der Antikorperklassen

Verzogerte oder fehlende Antikorperbildung bei
fehlender und milder Symptomatik

In den meisten Studien wurden Patienten mit schweren Ver-
laufen untersucht. Milde oder symptomlose Verlaufe zeigen
i.d.R. eine verzogerte Antikorperbildung, sowie auch niedri-
gere Titer in allen drei Antikorperklassen. Das sollte in der
Praxis nicht nur bei der Abklarung des akuten Infektions-
verdachtes beachtet werden sondern auch, wenn man eine
abgelaufene Infektion nachweisen will (To Kk, Lancet Infect
Dis. 2020; Zhao et al; Clin Infect Dis. 2020 Mar 28).

Persistierende IgA- und IgM-Nachweise sind moglich

Es ist auch von anderen Viren und Bakterien bekannt, dass
bei einigen Patienten sowohl IgA- als auch IgM-Antikorper
Uber viele Wochen persistieren konnen. In einer chinesi-
schen Studie an SARS-CoV-2-Infizierten war IgM nach 7
Wochen sogar noch bei 33 % der Patienten positiv. Dieses
konnte durch unspezifische Reaktivitat dieser beiden Anti-
korperklassen bedingt sein (siehe unten) oder auch auf tat-
sachlicher Persistenz beruhen. Sobald auch IgG positiv ist,
ist dies IgM-Persistenz mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht
mehr als Indiz einer persistierenden Infektiositat anzusehen.
Man geht bisher davon aus, dass mit der Bildung von IgG
(d.h. erfolgter Serokonversion) die Infektiositat beendet ist.

Antikorper konnen gegen unterschiedliche
Virusbestandteile gerichtet sein

Spike Glykoprotein (S)

Membran-gebundenes
Glykoprotein (M)

RNA-Genom

Nucleocapsid-Protein (Nc)

Schutzprotein (E)

AK-spezifisch fir das

AK-sperzifisch fUr das
Spike-Protein (S1 /S2...)

Nucleocapsid-Protein

Abb. 6 Darstellung mdglicher SARS-CoV-2-Antikdrper-Bindungstellen
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Der Nachweis von Antikérpern im Patientenserum er-
folgt mit sog. Enzymimmunoassays, i.d.R. ELISA-Tests. Als
SARS-CoV-2-spezifische Bindungsproteine werden dabei je
nach Hersteller unterschiedliche Bestandteile des Virus ein-
gesetzt, was zum Teil auch unterschiedliche Ergebnisse er-
klaren kann. In den gangigen SARS-CoV-2-Antikdrpertests
wird entweder das Spike-Protein (S1-Domane) oder das Nu-
cleocapsidprotein (Nc-Protein) als spezifisches Zielantigen
verwendet. Abb. 6 zeigt, dass das Nucleocapsid-Protein ein
Eiweif3 ist, welches innerhalb des Virus liegt und dort das
RNA-Genom des Virus umgibt. S1-Proteine sind Eiweifle auf
der Virusoberflache.

Es handelt sich um die Proteine, mit denen das Virus an den
ACE2-Rezeptor menschlicher Zielzellen bindet, um in diese
einzudringen.

Bei Patienten mit fehlender Antikorperbildung in einem
verwendeten Test trotz dringendem klinischen oder anam-
nestischem Verdacht konnte eine Kontrolle mit einem ELISA
sinnvoll sein, der das jeweilige andere Protein als Zielanti-
gen enthalt. Aus diesem Grund haben wir uns in unserem
Labor fir einen Testkit mit S1-Zielantigen (EUROIMMUN]
und einen mit Nc-Protein (Abbott] entschieden, so dass wir
fragliche Ergebnisse auch komplikationslos laborintern ab-
klaren konnen.

Bedeutet Antikorpernachweis auch Immunitat?

Das ist nicht sicher, denn es kann wegen der Kiirze der Exis-
tenz des Virus noch nicht durch Fallkontrollstudien belegt
sein. Versuche an Rhesusaffen deuten zumindest eine zeit-
weise Immunitat (Infektionsschutz) an nach primérer Infek-
tion (Bao, L. et al. Preprint at bioRxiv]. Weiterhin konnte im
Rahmen der Forschung gezeigt werden, dass es eine Kor-
relation zwischen dem Titer neutralisierender Antikorper
im Virusneutralisationstest und dem Serum-Antikorpertiter
sowohl gegen S1-Proteine als auch Nucleocapsidprotein
(Nc) gibt. Wichtig ist, dass anhand eines positiven SARSCoV-
2-1gG-Befundes zwar eine stattgefundene Infektion anzu-
nehmen ist, dies allerdings nicht zwangsweise bedeutet,
dass damit ein Infektionsschutz (Immunitét) verbunden ist.
Die fur diese Aussage notwendigen Langzeitstudien kann es
aktuell noch nicht geben.

Immunitat auch ohne Antikorperbildung moglich

In unserem eigenen Patientenkollektiv aber auch in ver-
schiedenen Studien wurde beobachtet, dass es in ca. 3 %
der Falle vorkommt, dass Patienten mit PCR-gesicherter
Infektion auch nach Wochen keine Antikérper bilden. Ur-
sachlich konnen Immundefekte sein oder auch eine atypisch
verzogerte Antikorperbildung. Bei sicher durchgemachter
Infektion kann trotzdem Immunitat bestehen, da die An-
tikérper zwar zur Immunabwehr des Virus beitragen (z. B.
durch Neutralisation, d.h. Hemmung der Aufnahme in Ziel-
zellen), aber die Immunabwehr gegen das Virus vorrangig

durch die T-Lymphozyten getragen wird. So ist zu erklaren,
dass eine komplette Elimination des Virus in vielen Fallen
stattfindet, ehe Antikérper im Blut des Patienten nachweis-
bar sind. Entsprechende zellulare Tests werden aktuell im
Rahmen der Forschung angewandt, sind aber fiir die Labor-
routine noch nicht verfiigbar. Aktuell wird auch angenom-
men, dass die spezifische (auf Kreuzreaktivitat beruhende)
T-Zell-Immunitat dafur verantwortlich ist, dass Kinder und
einige Erwachsene die Infektion ohne Symptome einer Pri-
marinfektion Uberstehen. Sicher ist, dass diese ,Immunitat”
nicht auf Antikorpern beruht.

Material und Kosten der Antikorpertestung

Die Laboruntersuchung der SARS-CoV-2-Antikdrper erfolgt
aus 2 ml Serum. Empfehlenswert ist indikationsunabhangig
die Bestimmung der IgG und IgA-Antikorper sowie bei V.a.
auch frische (akute) Infektion zusatzlich auch IgM. Die Kosten
fir Selbstzahler betragen fir IgG isoliert 17,49 € sowie fir
IgA/IgM 20,40 €. Die Privatkassen libernehmen nach unse-
rem Wissen die Kosten.

Abrechnung auf Kosten der Gesetzlichen Kranken-
versicherung (Stand 15.5.2020)

Die KBV hat am 7. Mai die Abrechenbarkeit fir GKV-Ver-
sicherte klargestellt (www.kbv.de). An der Ausgestaltung
einer eigenen EBM-Ziffer wird im Bewertungsausschuss
aktuell noch gearbeitet. Bis dahin ist der Antikdrpernach-
weis nach GOP 32641 EBM nur indiziert, wenn eine aktuel-
le Covid-19-typische respiratorische Symptomatik besteht.
Der anfordernde Arzt dokumentiert dies durch die Ziffer
88240 auf dem Uberweisungsschein. Keine Leistungen der
GKV sind Antikdrperbestimmungen zum Nachweis evtl. be-
stehender Immunitat, d.h. ohne aktuell vorhandenen Infekti-
onsverdacht. Somit sind auch Untersuchungen auf Wunsch/
Verlangen des Patienten, Arbeitgebers, von Behdrden, Bil-
dungstragern, Reiseunternehmen etc. keine GKV-Kassen-
leistung, sondern Selbstzahlerleistungen.
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