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Deutschsprachige Zusammenfassung der wissenschaftlichen Originalarbeit

Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit untersuchte, inwiefern sich anhand von
Surrogatparametern die Infektiositit von SARS-CoV-2 (engl. severe acute respiratory
syndrome coronavirus type 2) vorhersagen lisst. Diese Zusammenfassung gibt einen Uberblick
iiber die Ergebnisse und diskutiert deren Anwendbarkeit im Hinblick auf die aktuell
zirkulierenden besorgniserregenden SARS-CoV-2-Virusvarianten (engl. Variants-of-concern,

VOQ).

Einleitung und Fragestellung des Projektes

Das neuartige Coronavirus SARS-CoV-2 ist ein umhiilltes einzelstringiges RNA-Virus, das
der Gruppe der Beta-Coronaviren zugeordnet wird. SARS-CoV-2 breitet sich in einem seit der
Spanischen Grippe nicht gekanntem Ausmalf aus und 16ste eine weltweit anhaltende Pandemie
aus (1). In der letzten Dekade fanden mit SARS-CoV (engl. severe acute respiratory syndrome
coronavirus) sowie MERS-CoV (engl. middle east respiratory syndrome) zwei zoonotische
Ubertragungen aus der Familie der Beta-Coronaviren statt (2—5). Das Coronavirus RaTG13,
dessen natiirliches Reservoir die Fledermausgattung Rhinolophus affinis ist, weist mit einer
96%igen Gemeinsamkeit eine groBe Ahnlichkeit zum SARS-CoV-2-Genom auf (6). Noch
nidher verwandt sind Coronaviren, die in Schuppentieren nachgewiesen wurden (7).
Primérpriventiven Maflnahmen wie massiven Kontakteinschrdnkungen und einer rapiden
Impfstoffentwicklung zum Trotz findet weiterhin eine weltweite Ubertragung von SARS-CoV-
2 statt. Stand Dezember 2021 sind iiber 260 Millionen SARS-CoV-2-Infektionen sowie mehr
als 5 Millionen SARS-CoV-2 assoziierte Todesfille bekannt (8).

SARS-CoV-2 besitzt 16 Nicht-Strukturproteine und 4 Strukturproteine (E-, M-, N- und S-
Protein) (9-11). Durch Bindung viraler Spike-Proteine an den ACE-2 Rezeptor (engl.
angiotensin converting enzyme 2) und Spaltung durch die TMPRSS2-Protease (engl.
transmembrane protease serine subtype 2) gelangt SARS-CoV-2 in die Wirtszelle (12). SARS-
CoV-2-Varianten konnen den individuellen Krankheitsverlauf sowie den pandemischen
Verlauf maligeblich beeinflussen, sodass molekulare Surveillance und Anpassungen
infektionspriventiver MaBnahmen von herausragender Bedeutung sind. Anderungen der
genetischen Sequenz von SARS-CoV-2 kénnen das Eindringen in die Wirtszelle beglinstigen
oder die Erkennung von Epitopen durch B- oder T-Zellen erschweren und so eine
Immunevasion (engl. immune escape) bewirken. Mutationen an der Stelle D614G (Austausch

eines Aspartats=D an Position 614 des Spike-Proteins durch Glycin=G) erhohten die Affinitét
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zum ACE-2-Rezeptor und damit verbunden die Infektiositit (13,14). Die D614G-Variante
wurde dadurch in Europa und dann weltweit zur vorherrschenden Virusvariante und verdréngte
den urspriinglich in Wuhan aufgetretenen Wildtyp. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO)
stuft Virusvarianten als besorgniserregende Varianten (variants of concerns, VOCs) ein, falls
diese eine erhohte Infektiositit, eine erhohte Virulenz oder einen Immunescape gegeniiber der
Antikorperantwort bei Genesenen und Geimpften hervorrufen (15). Stand August 2021 sind
vier Virusvarianten als VOCs (VOC Alpha, Beta, Gamma und Delta) deklariert (16). Die
Virusvariante B.1.1.7 (VOC Alpha) wurde erstmals im Dezember 2020 in GroBbritannien
nachgewiesen (17). Die Mutation N501Y an der Rezeptorbindedomine, die ebenfalls fiir VOC
Beta (B.1.351) und Gamma (P.1) beschrieben ist, flihrt zu einer verstirkten Bindung am ACE-
2-Rezeptor (18,19). VOC Alpha weist dadurch eine erhohte Infektiositit auf und verdréngte in
vielen Landern die dort vorherrschenden Virusvarianten. Die effektive Reproduktionszahl, ein
Mal fiir die Anzahl an Personen, die ein Infizierter ansteckt, war um 43-100% erhoht (20,21).
Wihrend kontrovers diskutiert wird, ob VOC Alpha prolongierte und/oder schwerere Verldufe
der Erkrankung ausldst, konnte keine Immunevasion festgestellt werden, sodass alle bisher
zugelassenen Vakzine gegeniiber VOC Alpha mutmaBlich wirksam sind (22,23). B.1.351
(VOC Beta) wurde erstmals im Dezember 2020 in Siidafrika nachgewiesen und weist in der
rezeptorbindenden Domidne (RBD) die Mutationen K417N sowie E484K auf. Beide
Mutationen stehen im Zusammenhang mit einer verminderten Wirkung neutralisierender
Antikorper, sodass eine reduzierte Impfwirksamkeit diskutiert wird (24-26). P.1 (VOC
Gamma) ist primir in Brasilien die dominierende Variante und verfiigt mit K417N sowie
E484K tiber die gleichen Mutationen in der rezeptorbindenden Doméne, sodass auch fiir VOC
Gamma eine Immunevasion beschrieben wurde (27). Sowohl VOC Beta als auch VOC Gamma
wurden in Deutschland nur vereinzelt nachgewiesen. B.1.617.2 (VOC Delta) ist neben VOC
Alpha die zweite besorgniserregende Variante, die sich in Deutschland in relevantem Ausmaf3
verbreitete (28,29). Eine erleichterte Infektion wird der Mutation L452R durch erhohte ACE-
2-Rezeptor Affinitit (29) sowie der Mutation P681R durch verstirkte Spaltung des
Spikeproteins zugeschrieben (30). 12% der Kontaktpersonen von VOC-Delta-Infizierten
steckten sich mit dem Virus an; dies entspricht einer 50%igen Erhohung der Rate an sekundéren
Infektionen gegeniiber VOC Alpha (31). Neben der erhohten Ubertragbarkeit weisen hohere
Hospitalisierungsraten sowie schwerere klinische Verldufe auf eine verstirkte Virulenz hin
(31-33). In vitro zeigten Seren von Geimpften sowie Genesenen eine abgeschwichte Wirkung
der neutralisierenden Antikorper gegeniiber der Virusvariante (34). Diese Immunevasion

konnte in epidemiologischen Studien nur teilweise bestitigt werden. Wéhrend Lopez Bernal et



al. eine hohe Schutzrate vor Infektionen mit VOC Delta nach vollstindiger Impfung
nachwiesen (88% bei Impfung mit BNT162b2 (Pfizer—BioNTech), 68% bei Impfung mit
ChAdOx1 nCoV-19 (AstraZeneca)) (35), beobachtete die Bundesbehorde fiir
Gesundheitsschutz der Vereinigten Staaten (engl. Centers for Disease Control and Prevention,
kurz: CDC) eine signifikant geringere Impfwirksamkeit in den USA seit der Ausbreitung von
VOC Delta. Schiitzte eine vollstdndige Impfung bis zum 9. April 2021 zu 91% vor einer
Infektion, sank bis zum 14. August 2021 die Wirksamkeit auf 66% an Orten mit VOC Delta als

vorherrschender Variante (36).

Zur Eindimmung unkontrollierter Ubertragungen von SARS-CoV-2, die einen Anstieg an
klinischen Komplikationen und Todesfdllen durch COVID-19 nach sich ziehen wiirden, sind
individuelle Restriktionen wie die Isolierung von Infizierten wéihrend des infektidsen Zeitraums
notwendig. Um eine zuverlédssige Infektionskontrolle ohne unverhéltnisméBige Einschrankung
individueller Grundrechte zu gewdhrleisten, ist eine moglichst pridzise Erfassung des
infektidosen Zeitraums von herausragender Bedeutung. Da die Evolution des Virus auch eine
verdnderte Infektiositdt nach sich ziehen kann, sollten moglichst einfach zu erhebende

Parameter gewéhlt werden, um ein fortlaufendes Monitoring zu erméglichen.

Methoden

In der vorliegenden Studie wurden PatientInnen eingeschlossen, die nach Infektion mit SARS-
CoV-2 entweder intensivmedizinisch am Universitdtsklinikum in Regensburg behandelt oder
bei einem milden Verlauf ambulant versorgt wurden (siche Abbildung Z1). Alle PatientInnen
gaben eine schriftliche Einverstdndniserkldrung ab. Der Zeitraum der Datenerhebung erstreckte
sich fiir hospitalisierte Patientlnnen von Mirz bis Mai 2020 und erfolgte retrospektiv. Dabei
wurden bevorzugt PatientInnen mit einem prolongierten Verlauf eingeschlossen, bei denen
respiratorische Proben zu einem frithen seronegativen und einem spiten seropositiven
Zeitpunkt verfligbar waren. Die prospektive Datenerhebung fiir Patientlnnen mit einer
ambulanten Versorgung erstreckte sich von Mérz bis Dezember 2020. Eingeschlossen wurden
PatientInnen mit einem positiven SARS-CoV-2 PCR-Test innerhalb der letzten 72 Stunden.
Die Datenerhebung kam den Vorgaben der Ethikkommission nach (Ref. Nr. 20-1785-101 bzw.
20-1918-101). Respiratorisches Material wurde zur Virusisolierung, zur Viruslastbestimmung
und zum SARS-CoV-2 Antigen-Nachweis mittels Antigen-Schnelltest verwendet. Proben, die

nicht unmittelbar nach Gewinnung analysiert wurden, wurden bei -80°C eingefroren.



Prospektive Daten Retrospektive Daten

Anzahl an Proben Anzahl an Proben
36 54
Durchgefiihrte
Virusisolierungen
Anzahl an Proben
920
Keine Kontamination wahrend Kontamination wahrend
der SARS-CoV-2-Isolierung der SARS-CoV-2-Isolierung
Anzahl an Proben Anzahl an Proben
79 11
Proben mit Proben mit bekanntem Proben mit bekanntem Durchgefiihrter
bekannter Viruslast Symptombeginn Serostatus AgPOCT
Anzahl an Proben Anzahl an Proben Anzahll ag Probin 4115 Anzahl an Proben
79 gG negativ
64 1gG positiv 26 72

Abbildung Z1. Schematische Darstellung der Proben-Prozessierung.

Die Virusisolierung erfolgte mithilfe von Verozellen im DMEM (engl. Dulbecco’s modified
Eagle’s Medium), das mit 10 % fotalem Kélberserum, 100 IU/mL Penicillin, 100 pg/mL
Streptomycin, 2 mM L-Glutamin und 2.5 pg/mL Amphotericin B supplementiert wurde. Am
Tag nach der Infektion wurde der Uberstand verworfen und durch frisches Medium ersetzt.
Sieben Tage nach Infektion wurde zur Viruslastbestimmung eine Reverse Transkriptase
quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-qgPCR) des Uberstands durchgefiihrt. Die
Virusisolierung der B.1.1.7-Variante erfolgte nach dem gleichen Ablauf auf der CaCo-2
Zelllinie. Vorab wurde festgelegt, dass Viruslasten oberhalb von 10°® RNA Kopien/ml als
positive Virusisolierung zu werten sind. In diesem Fall enthielt die Probe vermehrungsfahige
Viren und wurde daher als potenziell infektids betrachtet. Das SARS-CoV-2 E-Gen, das fiir
Virusmembran-Proteine kodiert, wurde nach einem Protokoll von Corman et al. mit Hilfe des
StepOnePlus Real-Time PCR Systems (ThermoFisherScientific, Schwerte, Deutschland)
amplifiziert (37). Zur Quantifizierung wurde ein in vitro transkribierter RNA-Standard
verwendet (38) und damit die Hohe der Viruslast quantifiziert. Die RNA-Isolierung aus der
respiratorischen Probe wurde mithilfe des EZ1 Virus Mini Kits v2.0 (Qiagen, Hilden,

Deutschland) und dem dafiir vom Hersteller vorgesehenen Extraktionsautomaten Advanced XL
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Plattform EZ1 durchgefiihrt. Die RT-qPCR erfolgte nach dem oben beschriebenen Schema. Zur
Mutationsanalyse von VOC Alpha erfolgte der Nachweis der vorliegenden Abweichungen vom
Wildtyp-Genom ("del HV69/70" und "N501Y") mittels variantenspezifischer RT-qPCR und
wurde gemidl den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt (TIB MOLBIOL, Berlin,
Deutschland).

Der qualitative Nachweis von SARS-CoV-2-Antigen wurde mit einem Antigen-Schnelltest
(engl. antigen point-of-care-test) der Firma Roche (SARS-CoV-2 Rapid Antigen Test)
erbracht. Dazu wurden - wie zuvor von Corman et al. publiziert - 50 ul der respiratorischen
Probe in die vom Hersteller mitgelieferte Pufferlosung pipettiert (39). Die weiteren Abléufe

wurden gemdl den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt.

Der Zeitpunkt des Symptombeginns wurde definiert als der Tag des ersten Auftretens von
COVID-19 typischen Symptomen (u.a. Fieber, Rhinitis, Husten, Dyspnoe, Riech- und
Geschmacksverlust). Bei infizierten Personen mit bekanntem Symptombeginn galt diese
Angabe gleichzeitig als Erkrankungsbeginn. Bei asymptomatischen Infizierten oder nicht
dokumentiertem Symptombeginn war der Erkrankungsbeginn definiert als der Tag mit

erstmaliger Detektion von SARS-CoV-2 RNA in der RT-PCR.

Der Nachweis von SARS-CoV-2 IgG-Antikorpern erfolgte, analog zum bereits verdffentlichten
Protokoll von Peterhoff et al., mithilfe der semi-quantitativen in-house-Methode als Bindung

an die Wildtyp-SARS-CoV-2 Rezeptor-Bindedoméne (40).

Fiir alle Priadiktoren der Infektiositdt wurde eine bindre, univariate logistische Regression
durchgefiihrt. Fiir dichotome Variablen erfolgte zusatzlich ein zweiseitiger exakter Fisher-Test.

Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0.05 festgelegt.

Ergebnisse

Insgesamt 79 respiratorische Proben von 59 Patientlnnen (30 weiblich, 29 ménnlich) wurden
eingeschlossen. 25 Patientlnnen wurden auf den Intensivstationen der Universitétsklinik in
Regensburg behandelt, 34 Patientlnnen erhielten eine ambulante Versorgung (s. Tabelle 1
der Originalpublikation). Bei 14 respiratorischen Proben gelang eine Virusisolierung

(17.7%). Die Viruslast wurde bei allen Proben bestimmt. Bei 59 respiratorischen Proben war



der Symptombeginn bei den Patientlnnen bekannt, bei 5 respiratorischen Proben waren die
PatientInnen asymptomatisch, bei 15 Proben wurde kein Symptombeginn dokumentiert. Ein
AgPOCT konnte bei 73 Proben durchgefiihrt werden. Der SARS-CoV-2-Antikorperstatus war
bei 41 Proben bekannt. Bei 16 respiratorischen Proben waren die Patientlnnen zum Zeitpunkt

des Abstrichs seronegativ, in 25 Féllen seropositiv.

Die mediane Viruslast bei positiven Isolaten betrug 1,35 x 10° RNA-Kopien/ml (IQR, 2,89 x
10° - 4,45 x 10" RNA-Kopien/ml) und war im Vergleich zu negativen Isolierungen um das 52-
fache erhoht (p=0,002) (s. Abbildung 1A der Originalpublikation). Dieses Ergebnis deckt sich
mit vorherigen Publikationen, die ebenfalls eine Korrelation der Viruslast mit der Isolierung
aufzeigten (41-45). Mit Erhohung der Viruslast um eine Logstufe erhohte sich die
Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Isolierung um das Zweifache (s. Tabelle 2 der

Originalpublikation).

In Ubereinstimmung mit vorherigen Publikationen korrelierte ein positiver Nachweis von
viralem Antigen mittels AgPOCT mit einer hohen Viruslast (46,47). In der vorliegenden Arbeit
zeigten Proben mit einem positiven AgPOCT 589-fach hohere Viruslasten im Vergleich zu
Proben mit negativem AgPOCT (p<0,001) (s. Abbildung 1C der Originalpublikation). Der
AgPOCT war bei 14 Proben (19.17%) positiv, davon gelang bei 7 dieser Proben eine
Virusisolierung. Der Nachweis von Antigen war mit einer 7-fach erhohten Wahrscheinlichkeit

einer Isolierung von SARS-CoV-2 verbunden (s. Tabelle 2 der Originalpublikation).

Eine Isolierung von SARS-CoV-2 gelang innerhalb der ersten 10 Tage nach Symptombeginn
signifikant haufiger (s. Tabelle 2 der Originalpublikation). Bei respiratorischen Proben, die iiber
diesen Zeitraum hinaus abgenommen wurden, sank die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen
Isolierung um 84%. Wenn mehrere Proben pro Person disponibel waren, konnte SARS-CoV-2
bevorzugt aus der zeitlich ersten Probe isoliert werden (s. Abb. 2B der Originalpublikation).
Unerwarteterweise wurde SARS-CoV-2 aus einer Probe isoliert, die 167 Tage nach
erstmaligem Virusnachweis gewonnen wurde. Diese Patientin wurde aufgrund eines malignen
Lymphoms mit dem monoklonalen B-Zell-Antikorper Rituximab behandelt und war wéhrend

des gesamten Beobachtungszeitraums symptomatisch geblieben.

Ein Hauptergebnis der wissenschaftlichen Arbeit war jedoch das Nicht-Gelingen von

Virusisolierungen bei seropositiven PatientInnen. Lediglich bei einer Patientin mit grenzwertig



positiven SARS-CoV-2-Antikdrpern (s. Abbildung 2C der Originalpublikation) war die
Virusisolierung positiv. Umgekehrt konnte bei 44% aller respiratorischen Proben mit negativer
Serologie SARS-CoV-2 isoliert werden. Die Wahrscheinlichkeit einer Virusisolierung war bei
Nachweis von SARS-CoV-2-Antikdrpern um 91% reduziert. Die Viruslast in respiratorischen
Proben war signifikant niedriger bei Patientlnnen mit positivem Serostatus (p=0,004) (s.
Abbildung 2A der Originalpublikation). Zur Uberpriifung, ob diese Ergebnisse auch fiir VOCs
konsistent sind, wurden zusétzlich 22 respiratorische Proben mit nachgewiesener B.1.1.7-
Infektion (VOC Alpha) untersucht. Aus den Proben von 10 seropositiven PatientInnen konnte
SARS-CoV-2 nicht isoliert werden, wahrend bei 10 von 12 Proben (83,3%), die von Patienten
ohne SARS-CoV-2-Antikérper stammten, die Virusisolierung gelang (s. Abb. 3A der
Originalpublikation).

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass eine Virusisolierung mit der Hohe
der Viruslast, dem Nachweis von Antigen, einem frilhen Zeitpunkt nach Auftreten der

Symptome und dem Fehlen von SARS-CoV-2-Antikérpern korreliert.

Diskussion und Einordnung der Arbeit in aktuelle Forschungsergebnisse
Die vorliegende Arbeit untersuchte, inwiefern die Viruslast, der Zeitraum der Infektion seit
Symptombeginn, der Antigen-Nachweis und der Antikorperstatus Aussagen {iiber die

Vorhersage der Infektiositdt von SARS-CoV-2 ermdglichen.

Dass eine hohe Viruslast und ein frither Zeitpunkt der Infektion mit der Infektiositét korrelieren,
deckt sich mit vorangehenden Publikationen (41,44,45,48). Bei positiven Isolaten war die
Viruslast im Ausgangsmaterial signifikant hoher, wéhrend bei Proben, deren Symptombeginn
langer als 10 Tage zuriicklag, signifikant seltener SARS-CoV-2 isoliert werden konnte. Trotz
Korrelation beider Parameter mit der Infektiositit war eine zuverldssige Préadiktion der
Infektiositdt in der vorliegenden Studie nur eingeschrinkt moglich. So gelang eine
Virusisolierung bei Proben mit einer Viruslast von tiber 1 x 105 RNA Kopien/ml und einem
Beginn der Symptomatik vor weniger als 10 Tagen nur bei 50% (5/10) der respiratorischen
Proben (s. Abbildung 1B der Originalpublikation). Umgekehrt konnte SARS-CoV-2 aus einer
Probe mit einer Viruslast von 1,8 x 10° RNA Kopien/ml isoliert werden. Besonders

eindrucksvoll war eine erfolgreiche Virusisolierung knapp 6 Monate nach erstmaligem



Virusnachweis. Die Patientin hatte mutmaBlich aufgrund einer Behandlung mit Rituximab

keine Antikdrper bilden kdnnen.

Hintergrund zur Untersuchung des AgPOCT zur Préadiktion der Infektiositdt war die Hypothese,
dass ein Antigen-Nachweis - aufgrund einer geringeren Sensitivitdt im Vergleich zur PCR-
Methode - bevorzugt Proben mit einer hohen Viruslast erkennt und hohe Viruslasten wiederum
mit der Infektiositdt korrelieren (39). Die Detektion von hohen Viruslasten mittels AgPOCT
zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit. Respiratorische Proben mit einem positiven
Antigen-Nachweis hatten eine um knapp tausendfach hohere Viruslast verglichen mit Proben,
bei denen der Antigen-Nachweis negativ war. Auffallend war, dass der AgPOCT bei einem
GroBteil der Proben negativ ausfiel und somit der Test mit einem hohen negativen pradiktiven
Wert fiir eine Virusisolierung verbunden war. Dagegen konnte bei der Hélfte der Proben mit
einem positiven Antigen-Nachweis SARS-CoV-2 isoliert werden. Ob sich der hier festgestellte
positive priadiktive Wert von 50% auf das reale Pandemiegeschehen iibertragen ldsst, ist bisher
nicht erforscht. Es erscheint wahrscheinlich, dass bei einem Einsatz in einer Kohorte mit
niedrigerer Inzidenz als in der Studienkohorte die Vorhersagekraft des AgPOCTs reduziert
wire. Verdeutlicht wird dies bei Betrachtung der Aussagekraft von HIV-Schnelltests. Es wird
vermutet, dass 10.800 Menschen in Deutschland eine bisher nicht diagnostizierte HIV-
Infektion haben (49). Bei einer Spezifitit von ca. 99,8% wiirde bei wahlloser Testung in
Deutschland nur jedes 15. positive Testergebnis eine Neuinfektion mit HIV korrekt
vorhersagen. Es erscheint daher schliissig, dass der Einsatz der AgPOCT unmittelbar vom
Inzidenzwert abhéngt und daher in Situationen mit einer erhdhten Vortestwahrscheinlichkeit
infektiose Proben zuverldssiger detektieren kann. Ob AgPOCT verldsslich Antigen bei
Geimpften oder bei Durchbruchsinfektionen nachweist, ist unklar. Da mRNA-basierte
Impfstoffe die Proteinexpression des Spike-Proteins anregen, Antigentests wiederum in den
meisten Fillen N-Protein nachweisen, erscheinen falsch-positive AgPOCTs nach einer
Impfung unwahrscheinlich. Daher sollten auch fiir Geimpfte die Viruslast sowie die
Vortestwahrscheinlichkeit die entscheidenden Faktoren fiir einen zuverldssigen Einsatz der

AgPOCTs sein.

Die Arbeit zeigt eindrucksvoll, dass bei Vorhandensein von IgG-Antikorpern gegen die SARS-
CoV-2-Rezeptorbindedoméne eine Virusisolierung in den liberwiegenden Féllen nicht gelang.
Somit ist trotz Nachweis einer Viruslast anzunehmen, dass diese PatientInnen nicht

ansteckungsfahig sind. Aufgrund des hohen negativ pridiktiven Wertes (NPV) ist das
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Vorhandensein von SARS-CoV-2 Antikdrpern, die mit der Neutralisierung korrelieren (40,41),
ein geeignetes Surrogat fiir die Terminierung der Infektiositit und kann zur Beendigung der
Quarantine hinzugezogen werden (13). Bei Betrachtung der immunsupprimierten PatientInnen
wird ersichtlich, dass SARS-CoV-2-IgG nicht nur ein Surrogat fiir die Terminierung der
Infektiositit ist, sondern dass dieser Korrelation auch eine Kausalitit zugrunde liegen kann. So
konnten insgesamt 22 respiratorische Proben von immunsupprimierten PatientInnen gewonnen
werden. Alle 5 Proben mit positiver SARS-CoV-2 Isolierung wurden von seronegativen
Patientlnnen gewonnen. Dagegen waren 11 der 17 Proben mit negativer Isolierung von
seropositiven Patientlnnnen, die groftenteils Rekonvaleszentenplasma erhielten. Hieraus wird
ersichtlich, dass nicht die Immunsuppression per se, sondern das Fehlen von Antikorpern fiir
eine prolongierte Infektiositit und Virusausscheidung determiniert. Die Verabreichung von
Rekonvaleszentenplasma erfolgte im Friihjahr 2020 regelmdBig bei Patientlnnen auf der
Intensivstation. Zwar scheint das Vorhandensein von Antikdrpern die Infektiositidt zu
beeinflussen, eine Cochrane Ubersichtsarbeit konnte allerdings keine klinische Verbesserung
oder Verringerung der Gesamtmortalitit feststellen, sodass die Gabe von

Rekonvaleszentenplasma aktuell nicht routineméBig empfohlen wird (50).

Variants-of-concern (VOC) sind besorgniserregende SARS-CoV-2 Virusvarianten und wurden
erstmals im Dezember 2020 fiir SARS-CoV-2 beschrieben (17,51). Da der Zeitraum der
Datenerhebung in unserer Erhebung vom Friihjahr bis Herbst 2020 stattfand, war unklar, ob die
Studienergebnisse auf VOCs iibertragbar waren. Dazu wurden in der vorliegenden Studie
zusétzlich respiratorische Proben mit nachgewiesener B.1.1.7-Linie (VOC Alpha) untersucht.
Wie oben bereits beschrieben, konnte bei keiner Probe von seropositiven Patientlnnen SARS-
CoV-2 isoliert werden, wihrend bei 10 von 12 Proben (83,3%) von IgG-negativen Patientlnnen
eine Virusisolierung gelang (s. Abbildung 3A der Originalpublikation). Dieses Ergebnis
unterstreicht eindrucksvoll die Bedeutung von SARS-CoV-2 IgG bei der Terminierung des
infektiosen Zeitraums. Eine Vorveroffentlichung aus Israel, die neben der Wirksamkeit von
BNT162b2 (Pfizer/Biontech) auch die Infektiositit nach einer Infektion bei Geimpften
untersuchte, priasentierte dhnliche Ergebnisse (52). Die zweifache Impfung mit BNT162b2
verhinderte eine Infektion zu 81%. Das relative Risiko fiir Infektiositdt war bei geimpften
Haushaltsmitgliedern nach einer Durchbruchsinfektion im Vergleich zu Ungeimpften auf 0,22
reduziert. Da sich die israelische Kohorte zu iiber 90% mit VOC Alpha infizierte, ist die
Wabhrscheinlichkeit einer Ubertragung von VOC Alpha bei Vorhandensein von SARS-CoV-2-

Antikorpern als gering einzuschitzen. Wiahrend eine Immunevasion von VOC Alpha
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unwahrscheinlich ist, trigt der L452R-Aminosdureaustausch von VOC Delta dazu bei,
neutralisierenden Antikorpern zu entkommen (29). VOC Delta zeigt im Vergleich zu anderen
besorgniserregenden Varianten dreimal hohere Raten an Durchbruchsinfektionen (53). Die
Immunevasion sowie die erleichterte Ubertragung durch verstirkte Spaltung des Spikeproteins
(54) konnten so eine zunehmende Ausbreitung von VOC Delta in Landern mit fortgeschrittener
Imptkampagne wie Deutschland erkldren. Allgemeingiiltige Aussagen sind daher nicht moglich
und sollten am aktuellen Pandemiegeschehen und momentan zirkulierenden VOCs validiert

werden.

Die Viruslast von VOC Alpha war in der vorliegenden Arbeit hoher als in der Studienkohorte.
Zusammen mit dem vermehrten Gelingen einer Virusisolierung erscheint eine erhdhte
Infektiositdt von VOC Alpha wahrscheinlich. Dies deckt sich mit aktuellen Publikationen, die
eine hohere Viruslast und einen prolongierten infektiosen Zeitraum feststellten (55-57). Fiir die
aktuell weit verbreitete VOC Delta ist eine 1260-fach hohere Viruslast gegeniiber dem Wildtyp
beschrieben (58). Auffallend ist, dass sich die Viruslast bei Durchbruchsinfektionen mit der
Deltavariante nicht signifikant gegentiber der Viruslast bei Ungeimpften unterscheidet (53,59).
Sowohl bei vollstandig Geimpften als auch bei Ungeimpften konnte ein Gros der Proben mit
hohen Viruslasten isoliert werden (60). Der infektiose Zeitraum bei einer Infektion mit VOC
Delta zeigt sich jedoch bei Geimpften kiirzer als bei suszeptiblen Personen (61). Somit konnte
die Viruslast auch bei Geimpften als Marker fiir die Ansteckungsfahigkeit eingesetzt werden,
wihrend der Zeitraum der Infektion seit Symptombeginn bei Durchbruchsinfektionen mit VOC

Delta an Aussagekraft verlieren konnte.

Der zuverldssige Einsatz von AgPOCTs hidngt wie oben beschrieben maBgeblich von der
Vortestwahrscheinlichkeit sowie der Hohe der Viruslast ab. Fiir VOC Alpha ist beschrieben,
dass infizierte Geimpfte eine niedrigere Viruslast aufweisen (62,63), sodass Einbuflen der
Sensitivitidt zu erwarten sind. Fiir VOC Delta ist die Hohe der Viruslast unabhidngig vom
Impfstatus. Obwohl momentan unklar ist, ob AgPOCTs zuverléssig ansteckungsfiahige VOCs
erkennen, erscheint ein Einsatz auch in Populationen mit einem hohen Anteil an vollstindig
Geimpften sinnvoll. Durch das niederschwellige Angebot von AgPOCTs und der unmittelbaren
Kenntnis des Ergebnisses ergeben sich zwei potenziell sinnvolle Einsatzmoglichkeiten:
Einerseits ermoglichen AgPOCTs eine umgehende Abkldrung bei Personen mit COVID-19
typischen Symptomen, andererseits bieten AgPOCTs die Moglichkeit eines regelmiBigen

Screenings beispielsweise an Schulen oder sonstigen Gemeinschaftseinrichtungen (64,65).
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Durch regelmiBige Testungen konnen hohe Viruslasten zuverlédssiger erkannt werden und so
die Sensitivitit erhoht werden. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass in der aktuellen
Studienkohorte durch regelmiBige Testungen auch mehr infektidse Proben hitten detektiert

werden konnen.

Welche Empfehlungen zur Isolierung von Infizierten lassen sich anhand der vorliegenden
Daten und aktueller Forschungsergebnisse ableiten? Ein Antigen-Nachweis mittels AgPOCT
gelingt bei hohen Viruslasten und kann in Populationen mit VOC Delta als vorherrschender
Variante auch bei Geimpften eingesetzt werden. Patientlnnnen mit hohen Viruslasten oder
positivem AgPOCT sind mutmallich infektids und sollten isoliert werden (43). Zum
Ausschluss eines falsch-positiven Ergebnisses konnen positive AgPOCT durch eine PCR-
Testung bestdtigt werden. Bei leichten Verldaufen kann die Isolierung frithestens sieben bis neun
Tage nach dem ersten Auftreten von Symptomen aufgehoben werden. Dieses Intervall deckt
sich mit einer aktuellen Ubersichtsarbeit, die eine Ansteckungsfihigkeit 10 Tage nach
Auftreten der Symptome in hohem Mafe fiir unwahrscheinlich ansieht (44). Die in vielen
Liandern angewandte symptombasierte Strategie sollte aufgrund des zunehmenden
Impffortschritts angepasst bzw. erweitert werden. Zum einen zeigen Geimpfte Ofters
abgeschwichte Symptome, sodass Infektionen iibersehen werden konnen (66). Zum anderen
ergeben sich Hinweise, dass der infektiose Zeitraum bei Personen mit neutralisierenden
Antikorpern (durch vorherige Infektion oder Impfung) verkiirzt ist (63). Eine gesonderte
Betrachtung ist daher notig, um eine unverhéltnisméBig lange Isolierung von Infizierten zu
vermeiden. Serologische Testungen sind, gemessen an dem Verlust der Arbeitskraft durch
héusliche Isolierung, 6konomisch giinstig und konnen zur Abkldrung der Aufhebung einer
hduslichen Isolierung beitragen. Besonders in Situationen mit einer prolongierten
Virusausscheidung erscheint die Messung von IgG-Antikorpern gegen SARS-CoV-2 sinnvoll.
Inwiefern serologische Testungen auch fiir VOCs mit einer vermuteten Immunevasion
empfohlen werden konnen, ist unklar. Bei Impfdurchbriichen konnte eine separate Testung auf
IgGs gegen das N-Protein sinnvoll sein, die eine humorale Immunantwort aufgrund einer
Infektion anzeigt. Die nachgewiesenen neutralisierenden Antikdrper wiren dann mutmalBlich
als Reaktion auf die Infektion mit einer VOC zu werten und eine infektiose Virusausscheidung
somit eher unwahrscheinlich. Um eine Ausbreitung von SARS-CoV-2 wirkungsvoll zu
unterbinden, sind primérpraventive MaBnahmen wie die AHA+L-Regel (Abstand,
Hygieneregeln, Alltagsmaske, Liiften) und Impfungen weiterhin von herausragender

Bedeutung.
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Summarium

Die vorliegende Arbeit konnte die Infektiositdt von SARS-CoV-2 besser charakterisieren und
darauf aufbauend gesundheitspolitische als auch klinische Erkenntnisse zum Umgang mit
infektiosen Infizierten gewinnen. Hohe Viruslasten und ein positiver AgPOCT korrelierten mit
der Isolierung von SARS-CoV-2. 10 Tage nach Symptombeginn nahm die Rate an
Virusisolierungen signifikant ab, ebenso beim Nachweis von SARS-CoV-2-Antikérpern. Die
vorliegenden Daten lassen den Riickschluss zu, Infizierte beim Nachweis von hohen
Viruslasten oder einem positiven AgPOCT zu isolieren. Mit zunehmendem Abstand zum
Symptombeginn sowie dem Vorhandensein von SARS-CoV-2 IgG konnen restriktive
MaBnahmen aufgehoben werden. Aufgrund der fortwidhrenden Entwicklung von SARS-CoV-
2 sollten Forschungsergebnisse fiir aufgetretene VOCs validiert und daraus abgeleitete

MaBnahmen gegebenenfalls angepasst werden.
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Background. From a public health perspective, effective containment strategies for severe acute respiratory syndrome corona-
virus 2 (SARS-CoV-2) should be balanced with individual liberties.

Methods. We collected 79 respiratory samples from 59 patients monitored in an outpatient center or in the intensive care unit
of the University Hospital Regensburg. We analyzed viral load by quantitative real-time polymerase chain reaction, viral antigen by
point-of-care assay, time since onset of symptoms, and the presence of SARS-CoV-2 immunoglobulin G (IgG) antibodies in the con-
text of virus isolation from respiratory specimens.

Results. 'The odds ratio for virus isolation increased 1.9-fold for each log,  level of SARS-CoV-2 RNA and 7.4-fold with detection
of viral antigen, while it decreased 6.3-fold beyond 10 days of symptoms and 20.0-fold with the presence of SARS-CoV-2 antibodies.
The latter was confirmed for B.1.1.7 strains. The positive predictive value for virus isolation was 60.0% for viral loads >10” RNA
copies/mL and 50.0% for the presence of viral antigen. Symptom onset before 10 days and seroconversion predicted lack of infect-

ivity with negative predictive values of 93.8% and 96.0%.
Conclusions.

Our data support quarantining patients with high viral load and detection of viral antigen and lifting restrictive

measures with increasing time to symptom onset and seroconversion. Delay of antibody formation may prolong infectivity.

Key words.

SARS-CoV-2; infectivity; viral load; viral antigen; seroconversion; public health.

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) infection was first detected in Wuhan, Hubei Province,
China, and has since rapidly become a global pandemic [1, 2].
High numbers of infections, protracted courses of disease in in-
tensive care units (ICUs) [3, 4], and limited treatment options
[5] have imposed a heavy burden on the healthcare system. To
limit complications and deaths from coronavirus disease 2019
(COVID-19), nonpharmacological interventions like con-
tainment strategies are of key relevance [6-9]. Individual re-
strictions, such as isolating infected persons, are necessary to
prevent uncontrolled transmission. To achieve this, knowledge
about the excretion of infectious viruses is crucial.
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Infectivity is defined as the period of time during which an in-
fection can be transmitted. Virus isolation in cell culture is con-
sidered the best surrogate for infectivity, because SARS-CoV-2
propagation requires replication-competent virus. Detection of
SARS-CoV-2 RNA by reverse-transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) has become the reference standard for diag-
nosis of infection. In early phases of the illness, viral loads are
correlated with infectious virus [10-12]. As reported, shedding
of infectious SARS-CoV-2 was most pronounced around the
onset of symptoms until 1 week thereafter [11-13]. The kinetics
of virus excretion contrast with those of SARS-CoV infections
and pandemic influenza, in which viral loads peak 5-7 days
or 2 days after symptom onset, respectively [14, 15]. However,
SARS-CoV-2 RNA may remain positive in respiratory samples
beyond the usual period of infectivity [10, 11, 16]. In individual
cases, infectious virus has been detected beyond a 2-week period
in severely ill and immunocompromised subjects [10, 17].

Antigen point-of-care tests (AgPOCTs) are provided by many
suppliers and offer economic benefits, simplicity of use, and
rapid results compared with RT-PCR assays. These advantages
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contrast with lower sensitivity, resulting in positive test results
only with high viral loads [18, 19]. Depending on the supplier,
positive results may correlate with viral loads at which infect-
ivity is likely to occur [19]. However, studies correlating antigen
test results with virus isolation, thus allowing direct statements
about infectivity, are rare [20].

Individuals testing positive for SARS-CoV-2 are usually
quarantined to interrupt the chain of SARS-CoV-2 transmis-
sion. In several countries, symptom-based strategies are im-
plemented for the isolation of infected persons. For mild and
moderate courses of disease, national public health institutes
(eg, the US Centers for Disease Control and Prevention and
the Robert Koch-Institute in Germany) and the World Health
Organization recommend isolation for >10 days, starting from
the onset of symptoms or an initial positive test result in asymp-
tomatic cases. The time of isolation required to safely prevent
further infections is highly dependent on infectivity.

The necessity of isolating SARS-CoV-2-positive cases
based on the putative duration of infectivity, however, has
implications for infection control as well as for social con-
straints of individuals and their environment. It is there-
fore highly relevant to better characterize the predictors of
infectivity so as not to disproportionately restrict personal
freedom while meeting the interests of infection control.
Because virus isolation is time consuming and labor inten-
sive, this method is not applicable for large-scale analyses.
The aim of the current study was to determine whether time
since onset of symptoms, viral load, and rapid antigen detec-
tion as well as presence of SARS-CoV-2 antibodies are suit-
able predictors of infectivity.

MATERIAL AND METHODS

Selection of Patients

This study collected data from 25 adult patients hospitalized
for a severe course of disease at the ICU of the University
Hospital Regensburg (COVUR study) from March to May
2020, and from 34 patients at an early stage of disease, who
visited an outpatient practice with a positive SARS-CoV-2
RT-PCR result in the preceding 72 hours or were quaran-
tined by the respective public health departments between
May and December 2020. Details of the 2 patient groups are
presented in Table 1. The occurrence of COVID-19-typical
symptoms in the patients (eg, fever, rhinitis, cough, shortness
of breath, loss of smell and/or taste) was assessed as accurately
as possible by the treating physicians in the outpatient clinic
and in the emergency department of the University Hospital
and documented in the patient file. All patients provided
written informed consent. Patient samples were either used
as fresh samples or stored at —80°C before analysis of viral
loads, AgPOCT results, virus isolation, and SARS-CoV-2
immunoglobulin G (IgG) antibodies, as approved by the
ethical commission of the Faculty for Medicine, University

Table 1. Basic Characteristics of Patients Treated at the Outpatient
Center or in the Intensive Care Unit of the University Hospital Regensburg

Patients, No. (%)*

ICU Patients

Patient Characteristic Outpatients (n = 34) (n=25)
Female sex 20 (58.8) 10 (40.0)

Age, median (IQR), y 29.0 (24.0-47.8) 53.0 (47.0-63.0)
Immunosuppression 1(2.9) 9 (36.0)
Duration of hospitalization, median 0 35.0 (24.0-49.0)

(IQR), d

Convalescent plasma transfusion 1 14 (56.0)
Pulmonary infiltration on chest CT®  NA 22 (91.7)
Oxygen therapy 0 23 (92.0)

Abbreviations: CT, computed tomography; ICU, intensive care unit; IQR; interquartile
range; NA, not available.

?Data represent no. (%) of patients unless otherwise specified.

°As evaluated by specialists in radiology.

of Regensburg (references 20-1918-101 and 20-1785-101,
respectively).

RT-PCR Testing

RNA was extracted from oropharyngeal swab samples, throat
washings, and tracheal aspirates using the EZ1 Virus Mini Kit
v2.0 on the EZ1 Advanced XL platform (Qiagen). The SARS-
CoV-2 envelope gene was amplified using a published protocol
[21] with the StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific). For absolute quantification, an in vitro-tran-
scribed assay-specific RNA standard was used, as described
elsewhere [22]. The 95% limit of detection was determined to be
300 RNA copies/mL. Bacteriophage MS2 served as an internal
control for isolation, reverse-transcription, and amplification.

Identification of B.1.1.7 Variant of Concern

Mutation analysis for B.1.1.7 (variant of concern [VOC] alpha)
was performed using real-time RT-PCR and melting curve anal-
ysis using the VirSNiP SARS-CoV-2 Spike assays del HV69/70
and N501Y (TIB MOLBIOL), according to the manufacturer’s
instructions.

AgPOCT Protocol

The Roche SARS-CoV-2 Rapid Antigen Test was used as the
AgPOCT. Following a published protocol, 50 uL of the respi-
ratory specimen was added to the extraction buffer tube [19].
Subsequent procedures were performed according to the re-
commendations of the manufacturer. The 50% and 95% limits
of detection of the AgPOCT were determined to be 3.4 X
10° and 4.6 X 10° SARS-CoV-2 RNA copies/mL, respectively
(Supplementary Figure 1). Test results of the study were evalu-
ated by 2 persons and were photodocumented.

SARS-CoV-2 Antibodies
SARS-CoV-2 IgG antibodies were determined using a
semiquantitative in-house enzyme-linked immunosorbent
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assay based on the SARS-CoV-2 receptor-binding domain, as
described elsewhere [23].

Time of Seroconversion

Time of seroconversion was defined as the day of the first de-
tection of SARS-CoV-2 IgG antibodies in relation to specimen
collection.

Onset of Symptoms and Onset of Disease

Onset of symptoms was defined as the day when COVID-19-
typical symptoms were first noticed by the patient. In these pa-
tients, the onset of symptoms was identical with the onset of
disease; in asymptomatic patients and patients without docu-
mented onset of symptoms, the day of the first detection of
SARS-CoV-2 with quantitative RT-PCR was considered the
onset of disease.

Virus Isolation

SARS-CoV-2 was isolated from respiratory specimens using
Vero cells. Cells were cultivated in Dulbecco modified Eagle
medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf
serum (Sigma-Aldrich), 90-U/mL streptomycin, 0.3-mg/mL
glutamine, 200-U/mL penicillin, and 2.5-pg/mL amphotericin
B (PAN Biotech). For virus isolation, 500-1000 pL of respira-
tory specimens were added to the cell cultures. One day after
infection, supernatants were completely removed and replaced
by fresh medium. Seven days after infection, virus isolation was
considered positive when viral loads in cell culture supernatants
were >10° RNA copies/mL, using the quantitative RT-PCR ap-
proach described above. Isolation of B.1.1.7 strains was per-
formed accordingly, using the colorectal carcinoma cell line
CaCo-2 (CLS Cell Lines Service).

Statistical Analysis

All variables were evaluated with respect to virus isolation.
Viral loads were log, -transformed before statistical analysis.
Undetectable viral loads were set to 10° RNA copies/mL before
transformation. Asymptomatic cases were excluded from all
analyses involving symptom onsets. Binary univariate logistic
regression analysis was performed for all predictors of infect-
ivity. Categorical variables were also evaluated using 2-tailed
Fisher exact probability tests. All analyses were performed
using SPSS 26.0 software, defining statistical significance as
P < .05. Figures were compiled using GraphPad Prism software,
version 8.4.2.

RESULTS

Characterization of Study Cohort

This study included 79 respiratory specimens of 59 patients (29
male, 30 female), including 34 samples provided from patients
in ambulatory care or being monitored by the Public Health
Department and 45 samples provided by patients treated in
the ICUs of the University Hospital Regensburg. The median

patient age (interquartile range [IQR]) was 48 (29.50-59.75)
years. The median viral load (IQR) of respiratory specimens
was 6.80 X 10* (4.75 x 10” to 1.81 x 10°) RNA copies/mL; 24
samples (30.4%) had SARS-CoV-2 RNA levels >10° copies/
mL, while 12 specimens (15.2%) were below detection level.
Fourteen samples each (17.7%) were positive for AgPOCT and
virus isolation.

SARS-CoV-2 antibody status was available for 41 samples;
25 were obtained from patients who were seropositive and
16 from those who were seronegative at the time of respira-
tory specimen collection, respectively. Fifteen samples were
obtained from patients with unknown onset of symptoms, and
5 from patients who remained asymptomatic. In all patients
with known onset of symptoms (n = 59), the median duration
(IQR) between symptom onset and collection of respiratory
samples was 11 (6.0-28.0) days. For further analyses, symptom
and disease onset, SARS-CoV-2 RNA levels, detection of viral
antigen, and IgG antibodies at the time of sample collection
were correlated with SARS-CoV-2 isolation from respiratory
specimens.

Correlation Between High Viral Loads in Respiratory Specimens and
SARS-CoV-2 Isolation

Previous reports indicated that high SARS-CoV-2 RNA levels
were correlated with the detection of infectious viruses in
airway samples [10-12, 24, 25]. We confirmed these data
in our study cohort, showing 52-fold higher viral loads in
samples with positive compared with negative SARS-CoV-2
isolation in cell culture (6.14 vs 4.40 log,/ RNA copies/mL;
P = .002) (Figure 1A). The median viral load (IQR) in the
former group was 1.35 X 10° (2.89 x 10° to 4.45 x 10”) RNA
copies/mL. Of note, we were able to isolate virus from sam-
ples with viral loads below this threshold, including 1 sample
with a viral load of 1.8 x 10° RNA copies/mL. On the other
hand, several samples with viral loads >1.0 x 10" RNA copies/
mL did not result in successful virus isolation. Virus isola-
tion was most likely to occur in the first 10 days after onset
of clinical symptoms (Figure 1B). Surprisingly, SARS-CoV-2
was isolated from 1 respiratory specimen obtained 167 days
after the onset of severe COVID-19 infection. This patient had
been treated with rituximab in the setting of malignant lym-
phoma and had remained symptomatic throughout the entire
observation period.

Correlation Between Positive AgPOCT Results in Respiratory Samples and
SARS-CoV-2 Isolation

Antigen detection in airway samples was reported to be asso-
ciated with high viral loads and successful virus isolation [26,
27]. In line with these data, samples of our study cohort con-
tained 589-fold higher viral loads with positive compared with
negative AgPOCT results (7.17 vs 4.40 logm RNA copies/mL;
P < .001) (Figure 1C). SARS-CoV-2 was successfully isolated
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Figure 1. Correlation of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) RNA and antigen loads in respiratory specimens of patients with the timeline of

infectivity. A, Comparison of viral loads obtained by real-time quantitative polymerase chain reaction in samples with or without successful SARS-CoV-2 isolation in cell
culture. B, Distribution of samples with positive and negative virus isolation as a function of days after onset of symptoms. C, Comparison of SARS-CoV-2 RNA levels in res-
piratory specimens with positive and negative antigen point-of-care test (AgPOCT) results. D, Distribution of samples with positive and negative AgPOCT as well as positive
and negative virus isolation as a function of days after onset of symptoms. Box plots show median and interquartile ranges plus maximal and minimal values of viral loads,
which were compared after logarithmic transformation using Student ¢ tests. Samples with undetectable viral loads were set to 10° RNA copies/mL.

from 7 of 14 samples with a positive AgPOCT result, while the
others remained negative. Viral antigen was not detected be-
yond 16 days after onset of symptoms (Figure 1D).

Association Between Detection of SARS-CoV-2 Antibodies and Lack of
Virus Isolation

As shown above, viral RNA loads and antigen detection in
airway samples of our study were correlated with virus iso-
lation. However, “outliers” occurred with successful virus
isolation despite low RNA levels and lack of virus isolation
despite high viral loads. Most striking was the isolation of
SARS-CoV-2 in an airway sample nearly 6 months after
onset of disease, as described above. SARS-CoV-2 IgG had
not developed in this patient, probably owing to treatment
with rituximab, which prompted us to investigate the role
of these antibodies in infectivity. Viral loads in airway sam-
ples were 28-fold higher when SARS-CoV-2 IgG was absent
versus present in the serum (6.36 vs 4.92 log,  RNA copies/
mL, respectively; P = .004) (Figure 2A). In 7 patients with
follow-up samples, SARS-CoV-2 was preferentially isolated

from the earliest specimen, while later samples were consist-
ently negative (Figure 2B). This situation was reflected in the
timeline, showing that, with one exception, virus isolation
was not successful in samples with documented IgG sero-
conversion before collection of respiratory samples (Figure
2B). In conclusion, successful virus isolation clustered with
high viral loads, sampling shortly after onset of symptoms,
and seroconversion after collection of respiratory specimens
(Supplementary Figure 2).

To find out whether the presence of SARS CoV-2 anti-
bodies similarly limited the infectivity of VOCs, we inves-
tigated 22 respiratory samples that harbored B.1.1.7 strains
with a deletion at position 69/70 and mutation N501Y in the
viral spike protein according to real-time PCR and melting
curve analysis. We were able to isolate virus from 10 of 12
samples obtained from patients without SARS-CoV-2 anti-
bodies, but in none of 10 samples from seropositive donors
(P < .001; Fisher exact test) (Figure 3). These data confirmed
that SARS-CoV-2 antibodies similarly restricted VOC alpha
infectivity.
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194 « JID 2022:225 (15 January) « Buder et al

24



Table 2. Contribution of Viral Load, Duration of Symptoms, Timing of
Seropositivity, and Presence of Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 Antigen in Respiratory Specimen to Isolation of Infectious
Virus®

P

Parameter OR (95% CI) ~ Value

SARS-CoV-2 RNA (79 samples)
Continuous (log,; RNA copies/mL)

1.93(1.23-3.02)  .004
Categorical

761 (.94-61.86) .06
3.75(1.06-13.24) .04
6.00 (1.74-20.65) .004
11.44 (2.65-49.46) .001

<4 vs >4 log,, RNA copies/mL
<5 vs >5 log,, RNA copies/mL
<6 vs >6 log,; RNA copies/mL
<7 vs >7 log,, RNA copies/mL
AgPOCT (73 samples)
Categorical (positive vs negative) 743 (2.00-2758) .003
Time since onset of disease (all; 79 samples)

Continuous (days) 1.00 (.98-1.02) 91

Categorical
<7vs>7d 0.44 (.114-1.42) A7
<10vs >10d 0.21 (.06-.81) .02

Time since onset of symptoms (in patients
with known onset date; 59 samples)

Continuous (days) 1.00 (.98-1.02) .94

Categorical
<7vs>7d 0.44 (.11-1.75) 24
<10vs >10d 0.16 (.03-.83) .03
1gG antibodies at time of respiratory spec-
imen collection (41 samples)
Categorical (yes vs no) 0.05 (.01-.50) .01

Immunosuppression (79 samples)

Categorical (yes vs no) 1.57 (.46-5.34) A7

Abbreviations: AgPOCT, antigen point-of-care tests; Cl, confidence interval; IgG, im-
munoglobulin G; OR, odd ratio; SARS-CoV-2 RNA, severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2.

“Determined with binary univariate logistic regression model.

Prediction of Virus Isolation
To date, high viral loads and the presence of viral antigen in
airway samples, recent onset of symptoms, and lack of sero-
conversion have been confirmed as determinants of virus iso-
lation in our study cohort. However, the extent to which each
of these factors contributed to infectivity was still unclear. For
these purposes, we analyzed all parameters using a binary lo-
gistic regression model (Table 2). In this analysis, the likelihood
of virus isolation was increased 1.9-fold for each log, level of
SARS-CoV-2 RNA. The probability increased 3.8-, 6.0-, and
11.4-fold with viral loads above 1.0 X 10°, 1.0 X 10° and 1.0 X
10" RNA copies/mL compared with viral loads at or below
these thresholds. Detection of viral antigen increased the odds
ratio 7.4-fold. By contrast, it was reduced by 79% if the onset of
symptoms was >10 days earlier. When SARS-CoV-2 IgG anti-
bodies were present, the probability was reduced by 91%.
Furthermore, we examined the sensitivity and specificity with
which each parameter predicted virus isolation from respira-
tory samples (Table 3). Sensitivities decreased and specificities
increased with increasing SARS-CoV-2 RNA concentrations
(Supplementary Figure 3A). A threshold of 1.0 x 107 RNA
copies/mL resulted in positive and negative predictive values of
60.0% and 88.4%, respectively. Antigen test results were associ-
ated with a positive predictive value of 50.0% and a negative pre-
dictive value of 88.1%. An interval of >10 days between the onset
of symptoms and the collection of airway samples resulted in a
negative predictive value of 93.8% (Table 3 and Supplementary
Figure 3B). SARS-CoV-2 IgG antibodies were associated with
a negative predictive value of 96.0%. In summary, the best pre-
dictors for infectivity were viral loads >1.0 x 10" RNA copies/mL

Table 3. Sensitivity, Specificity, and Predictive Values of Defined Categories of Viral Load, Duration of Symptoms, Timing of Seropositivity, and Presence
of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 Antigen for Predicting Infectivity of Respiratory Specimens®

Parameter Samples, No. PValue
SARS-CoV-2 RNA
<4 vs >4 log,; RNA copies/mL 79 .03
<5 vs >5 log,, RNA copies/mL 79 .04
<6 vs >6 log,, RNA copies/mL 79 .008
<7 vs >7 log,, RNA copies/mL 79 .002
AgPOCT 73 .004
(positive vs negative)
Time since onset of disease (all)
<7vs>7d 79 .23
<10vs >10d 79 .02
Time since onset of symptoms (in patients with known
onset date)
<7vs>7d 59 .28
<10vs >10d ) .03
IgG antibodies at time of respiratory specimen collection 41 .003
(yes vs no)

Sensitivity, %  Specificity, %  Positive Predictive ~ Negative Predic-

Value, % tive Value, %
92.9 36.9 24.1 96.0
71.4 60.0 278 90.7
64.3 76.9 375 90.9
429 93.9 60.0 88.4
50.0 88.1 50.0 88.1
571 63.1 25.0 872
78.6 56.9 28.2 92.5
50.0 69.3 25.0 872
80.0 50.9 29.6 93.8
875 72.2 43.8 96.0

Abbreviations: AgPOCT, antigen point-of-care test; IgG, immunoglobulin G; SARS-CoV-2 RNA, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.

?Determined with Fisher exact test.
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and detection of viral antigen, while absence of infectivity was
best predicted by the presence of SARS-CoV-2 IgG antibodies
and a long interval from the onset of symptoms.

DISCUSSION

Our study investigated the relevance of 4 different parameters
for the isolation of SARS-CoV-2 in cell culture, namely SARS-
CoV-2 RNA levels and viral antigen in respiratory specimens
in addition to time after onset of symptoms and IgG antibodies
in the serum. We confirmed previously reported findings that
the risk of infectivity increases with increasing viral load [10,
11]. However, virus load as unique predictor for infectivity al-
lows only limited conclusions, because infectivity usually ter-
minates after 10 days [10-12, 24, 28], while SARS-CoV-2 RNA
is detectable in respiratory samples for an average of 17 days
[16]. Furthermore, conversion of Ct values into viral loads is
dependent on laboratory-specific validation [29, 30]. In line
with these data, we were unable to define a threshold for in-
fectivity. We could isolate virus from a sample harboring only
1.8 X 10’ RNA copies/mL at an early stage of infection as ev-
ident from the absence of SARS-CoV-2 IgG antibodies in the
serum. In contrast, several samples with viral loads >1 X 107
RNA copies/mL failed to support virus isolation, most likely
owing to the presence of antibodies. This may be particularly
important for patients treated in ICUs who received convales-
cent plasma. Therefore, viral load can only be considered as a
surrogate parameter, which should be interpreted together with
clinical information.

Point-of-care testing of viral antigen captures the samples
with the highest viral load. In our study, a positive AGPOCT
result was associated with a 7.4-fold increased likelihood of
virus isolation, while a negative result was associated with in
a low probability of infectivity, even with positive PCR results.
In the predictive model, AgPOCT missed half of the samples
with positive virus isolation but identified the other half, pro-
viding the chance to quarantine these individuals and limit viral
spread. How much this proportion contributes to the incidence
of infection at the population level needs to be investigated, in
particular because AgPOCT results are available within min-
utes, whereas PCR tests (and thus the measures to be taken)
take much longer. Therefore, broad AgPOCT testing, with the
limitation of missing low viral loads, especially at the onset of
infectivity, may be combined with targeted PCR in high-risk
situations and for confirmation. A considerable proportion of
infections are transmitted before diagnosis, as viral shedding
begins before symptoms appear. This situation calls for vaccina-
tion and hygiene as the main primary prevention approach; the
contribution of broad PCR or antigen screening remains to be
further investigated [31].

Furthermore, our study revealed a significant decrease of
virus isolation 10 days after the onset of symptoms. This time
interval is slightly longer than previously reported [11], possibly

caused by the inclusion of 45 samples from patients treated in
the ICU during the first COVID-19 wave in Regensburg. These
patients did not receive regular dexamethasone but had a severe
course of disease. Fifteen patients received convalescent plasma,
and 2 patients each were treated with anakinra, remdesivir, and
hydroxychloroquine. A total of 10 patients were immunosup-
pressed, had rheumatological diseases, lymphomas or leukemia,
were transplant recipients, or had received corticosteroids for
>4 weeks before the onset of disease.

Of note, we observed prolonged virus shedding in 1 patient
after B-cell depletion, which resolved after administration of
convalescent plasma. However, we were not able to isolate virus
from all samples collected in the first days after symptom onset.
This was still the case when all samples were excluded for which
the exact onset of symptoms was unknown. Thus, “days after
onset of symptoms” as unique predictor for infectivity allowed
only limited conclusions in our study. From a public health per-
spective, it seems important to differentiate between the ma-
jority of “uncomplicated” courses and those with preexisting
conditions or immunosuppressive medication [32]. Not immu-
nosuppression per se, but the lack of SARS-CoV-2 antibodies
appears to be crucial for prolonged virus excretion. This goes in
hand with the fact that the majority of immunosuppressed pa-
tients received convalescent plasma during their ICU stay.

The most striking result of our study was the pronounced
effect of seroconversion on virus isolation. Once SARS-CoV-2
IgG antibodies directed against the receptor-binding domain
of SARS-CoV-2 were present in the serum, virus isolation was
no longer possible—with the exception of 1 patient, who was
borderline positive for SARS-CoV-2 IgG and had recently sero-
converted. The presence of IgG antibodies corresponding to
neutralizing activity [33] was associated with a high negative
predictive value and therefore seems to be a suitable marker for
the decision to suspend quarantine [10]. Notably, we were able
to confirm these findings for VOC alpha. Further studies are
needed for VOCs beta and gamma, which harbor mutations
that contribute to virus escape from neutralizing antibodies
(K417N, E484K). We attempted to include and calculate all data
in a multivariate model. However, the predictions of the univar-
iate models were not improved, likely owing to the small sample
size of our cohort [34] and multicollinearity, which prevented
the identification of independent variables through close cor-
relation of all variables. In addition, the exact day of serocon-
version remained unclear in our study, because SARS-CoV-2
antibody status was not analyzed on a regular basis. Another
limitation is that virus isolation in cell culture, although con-
sidered a surrogate for natural infection, may underestimate
true infectivity.

What can be recommended based on our data and the data
of other groups? Patients with high viral loads and/or a posi-
tive AgPOCT result (confirmed by PCR) should be considered
infectious and quarantined, regardless of whether they are
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symptomatic or not [35]. In uncomplicated cases, isolation can
be lifted no earlier than 7-9 days after the onset of symptoms,
when the patient has recovered. This interval fits well with a re-
cent review that considers infectivity beyond 10 days after onset
of symptoms to be very unlikely [36] and another study that
failed to detect replicative viral intermediates beyond 8 days
after onset of illness [37].

Measurement of SARS-CoV-2 IgG antibodies seems to be
most useful in complicated cases with prolonged viral shed-
ding, especially if the patient has developed a severe infection,
is immunosuppressed, or has conditions that delay antibody
formation. The pandemic is most likely driven by virus trans-
mission through presymptomatic and asymptomatic carriers,
when the infected person is not yet aware of the infection
[13, 38, 39]. As the disease subsides, infectivity will be much
lower, also because those affected are encouraged to continue
to adhere to hygiene measures. The data in our study originate
from the first COVID-19 wave in Germany, so the relevance
of these recommendations remains to be seen for the current
VOCs, which are apparently characterized by increased infect-
ivity [40] and reduced susceptibility to neutralizing antibodies
[41, 42]. With all due caution, the detection of SARS-CoV-2
IgG antibodies can be expected to mark loss of infectivity here
as well.
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