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Falsch-Positive in SARS-CoV-2 Antikorpertests einfach vermeiden
Dr.Tobias Polifke & Dr. Peter Rauch

In der aktuellen Situation der Covid-19-Pandemie werden zuverldssige IgG-Antikérper-Tests gegen SARS-CoV-2 weltweit drin-
gend bendtigt. Virologen warnen vor Kreuzreaktivitdten, die zu Falsch-Positiven filihren kénnen [1, 2]. Am Beispiel von ELISAS dis-
kutieren wir hier die technischen Voraussetzungen fiir die Entwicklung wirklich zuverldssiger immunologischer Testverfahren,
denn die von vielen Virologen derzeit diskutierten Kreuzreaktivititen sind nur ein kleiner Teil der faktischen Herausforderungen.

Virologen warnen bei Corona-Antikorper-Nachweisen zu Recht vor Kreuzreaktivitaten bei diesem Assay-Typ wegen der
Besonderheiten der Corona-Virus-Familie. Die IgG-Assays sollen eine bereits erfolgte Immunisierung anzeigen und in
breiter Masse eingesetzt werden. Besonders dringender Bedarf besteht vor allem im Bereich der Gesundheits-, Pflege- und
Sicherheitsberufsgruppen, da bereits immunisierte Personen ihre Arbeit weiterfiihren kénnten, ohne sich oder andere

zu gefahrden. Sukzessive mussen aber viele weitere Berufs- und Personengruppen systematisch getestet werden - ggf.
auch mehrfach. Immunitat kann hierbei durch eine durchlebte Infektion, spater hoffentlich auch aufgrund von Impfung,
entstehen. Im Ergebnis ist die Immunitat in beiden Fallen durch hochspezifische und hochaffine IgG-Antikérper gegen
SARS-CoV-2 gekennzeichnet. Genau diese Antikorper lassen sich durch Immunoassays einfach, kostenglinstig und massen-
tauglich messen —jedoch kann es hier zu falsch-positiven Signalen kommen, wenn die Assays nicht optimal entwickelt,
produziert und durchgefihrt werden. Aus rein Assay-technischer Perspektive beschreiben wir hier etablierte und moderne
Losungen, die bei der Vermeidung falscher diagnostischer Resultate helfen. Die aufgezeigten Losungen werden am Beispiel
eines Anti-lgG-ELISA gegen SARS-CoV-2 beschrieben, eignen sich aber auch allgemein fiir die Optimierung von infektions-
serologischen Testsystemen sowohl fur die Routine-Diagnostik als auch fiir die Begleitung der Impfstoffentwicklung. Ein
generelles Problem dieser Testsysteme ist es, dass viele Kostentrager der Gesundheitssysteme die Diagnostik der Infekti-
onsserologie auf Basis von Immunoassays besonders niedrig vergliten und die IVD-Hersteller sich damit einem enormen
Kostendruck ausgesetzt sehen. Dies fihrt vielfach zu technischen Kompromissen ohne Riicksicht auf die Patientensicher-
heit. Viele technisch valide Ldsungen werden daher noch kaum in der Routine-Diagnostik eingesetzt, obwohl sie nachweis-
lich bessere Zuverldssigkeit ermoglichen. Denn sie flihren zu einigen Cent Mehrkosten je Probe.

Im Rahmen der Corona-Pandemie sollte aber allen Beteiligten, angefangen bei den Kostentragern, Giber die Laborarzte,
Virologen und Epidemiologen und selbstredend den IVD-Herstellern, klar sein, dass Kosteneinsparungen von wenigen
Cent je Probe keine noch so seltene potentielle Unzuverlassigkeit dieser Immunstatus-Diagnostik gegen Covid-19 recht-
fertigen. Falsch-Positive bei diesen Tests konnen dazu flihren, dass nach einem falsch-positiven Resultat in kritischen
Bereichen durch spatere Infektion schwer erkennbare Super-Spreader entstehen, weil man diese falschlicherweise als
Covid-19-Immune und damit prinzipiell ungefahrliche Personen eingestuft hat.

Dieser Artikel soll helfen, dieses Szenario moglichst umfassend zu verhindern und beschreibt mehrere parallele technische
Strategien, von denen unserer Meinung nach keine einzige auféer Acht gelassen werden sollte, um das gewtiinschte Ziel
sicher zu erreichen. Nur wenn man alle diese technischen Ansatze gemeinsam einsetzt, werden wirklich zuverlassige IgG-
Antikorpertests gegen SARS-CoV-2 kommerziell und in der Forschung verfligbar sein.

Bekannte Ursachen fiir , Kreuzreaktivitaten* bzw. Falsch-Positive
Man kennt vier verschiedene Ursachen fur Falsch-Positive in der Serologie:

1 ungunstig gewahlte Fangerproteine

2 Kreuzreaktivitdten und biochemische Interferenzen

3. unzureichende Oberflachen-Blockierung fur die Serologie und
4 Stabilitat der Reagenzien.
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Ein guter Assays ist nur unter Beachtung aller vier Aspekte entwickelbar. Daher gehen wir auf alle vier Aspekte getrennt
ein.

-

_ ) Detektorantikérper,
gelabelt
Y Patientenantikdrper
A Antigen

99
A o““‘“"‘n‘aa‘aa .
s JAJ A JA 9208 _  Blockierung
——) —— —— —)

Abbildung 1 zeigt exemplarisch den Assay-Aufbau eines Antigen-Down-Assays wie er fir die IgG-Nachweise gegen SARS-
CoV-2 als ELISA eingesetzt wird.

1. Ungiinstig gewahltes Fangerprotein

Das flr viele Virologen offensichtlichste Problem ist das verwendete Fanger-Protein. Dieser Aspekt wird unter dem Stich-
wort der Kreuzreaktivitat unter Virologen aktuell breit diskutiert und untersucht, weswegen wir ihn hier nicht im letzten
Detail beleuchten [1]. Im Falle eines ELISA ist ein Fanger-Protein auf der Platte zu coaten, an das das spezifische IgG aus der
Patienten-Probe binden soll. Es ist bekannt, dass eine vorangegangene Infektion mit anderen Coronaviren nicht sicher vor
Covid-19 schitzt, also keine echte Immunitdt vermittelt. Eine Immunitat gegen einen anderen Coronavirus darf daher von
einem SARS-CoV-2 IgG-Assay nicht detektiert werden. Da in diesem Falle gar nicht der SARS-CoV-2 mit seinen spezifischen
Epitopen, sondern nur ein dhnliches Protein-Epitop erkannt wird, spricht man hier von einer Kreuzreaktivitat. Kreuzreaktivi-
tatist ganz allgemein die Bindung eines Antikorpers gegen ein strukturell ahnliches, jedoch nicht identisches Molekul. Im
Fall der verschiedenen Coronaviren ist die Quelle der Strukturahnlichkeit die biologische Verwandtschaftsbeziehung [1].

Es kommen aber auch rein zuféllige bzw. unerklarliche Kreuzreaktivitaten aufgrund dhnlicher 3D-Struktur (Strukturepito-
pe) vor, obwohl der Rest der betreffenden Molekiile keinerlei Ahnlichkeiten zeigt. Detaillierter wird das Thema Kreuzreak-
tivitdten z.B.im Buch ,immunoassays“ Hrsg. von A.M.Raem und P. Rauch (Verlag Elsevier 1. Aufl. 2006; 2. Aufl. in Vorberei-
tung) beschrieben. Man muss deshalb Vorsorge treffen, dass ein SARS-CoV-2 IgG-Assay nicht solche Patienten-Antikorper
positiv anzeigt, die bei anderen Coronavirus-Infektionen entstanden sind. Das waren sonst falsch-positive Ergebnisse.
Wichtig in diesem Kontext ist es zu wissen, dass in der Regel nicht die Proteinsequenz, sondern die 3D-Struktur inkl. aller
posttranslationalen Modifikationen wie Glykosylierungen, Phosphorylierungen etc. von den Antikorpern erkannt wird [3].
Man muss ein Fanger-Protein flr einen zuverlassigen Antikorpertest daher in einer Zelllinie exprimieren, die identische
oder nahezu identische Modifikationen erzeugt, wie die Zellen, die faktisch in einem erkrankten Patienten fur die starkste
Virus-Expression verantwortlich sind [2]. Weder ein unglinstig gewdhltes Fangerprotein noch ein suboptimal modifiziertes
Protein oder Proteinfragment oder eines, das durch das Coaten seine native Faltung verloren hat, haben grofRe Chancen,
die Basis fur einen zuverlassigen ELISA zu werden. Zudem ist die 3D-Struktur des gecoateten Fangers und dessen Modifi-
kation auch wahrend der Lagerung dauerhaft aufrecht zu erhalten. Denn anders als bei Forschungsassays, die direkt nach
Produktion vermessen werden, muss ein Diagnostikum nicht nur massenproduktionstauglich, sondern auch konfektionier-
bar, versandfahig und dauerhaft lagerbar sein. Zudem sollte ein In-Vitro-Diagnostikum immer noch funktionieren, wenn
es im Labor nicht unmittelbar nach Entnahme aus der Kiihlung vermessen wird. Der letzte Aspekt wird beispielsweise bei
ELISA-Prozessoren und Hochdurchsatz-Immunoassay-Systemen auch als on-board shelf life bezeichnet und kann ein mit-
unter nicht ausreichend validierter Punkt sein. Das alles muss moglich sein, ohne dass die Zuverlassigkeit des Assays durch
schleichende Degradation des Fangermolekuls in Mitleidenschaft gezogen wird. Das sind ganz andere Anforderungen als
sie an einen Assay im universitar-medizinischen Forschungsbereich zu stellen sind. Das Fangerprotein ist also eine zent-
rale Herausforderung dieser Art von Diagnostik und hier wird — je nach Auswahl —eventuell auch das Upscaling flr einen
Produktionsmaf3stab fur eine weltweite Versorgung eine nicht zu unterschatzende technische Aufgabe im Rahmen der
Pandemie. Tatsachlich handelt es sich im Falle der hier befiirchteten Bindung von spezifischen IgG’s gegen andere Corona-
viren also eigentlich gar nicht um eine unerwartete Kreuzreaktivitat im ELISA, sondern darum, dass das prasentierte Epitop
vorab ungunstig gewahlt wurde. Mit der Auswahl des richtigen Epitops beschaftigen wir uns in diesem Artikel nicht, aber
mit der unbedingt notwendigen optimalen Stabilisierung, die spater noch genannt wird.
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Gleichwohl hat man neben der Moglichkeit der genauen Auswahl, schonenden Aufreinigung, korrekten Behandlung und
perfekten Stabilisierung der Fangerproteine noch einen zweiten, ganz anderen Ansatz gegen die geflurchteten Kreuzreakti-
vitaten, der vollkommen unabhangig vom Target und in nahezu jedem Immunoassay einsetzbar ist.

2. Kreuzreaktivitaten und biochemische Interferenzen

Selbst wenn die Auswahl des Fangermolekdles korrekt ist und dieses optimal gehandhabt wird, ist davon auszugehen,
dass es Kreuzreaktivitaten geben wird — wenn auch nur bei einem Teil der Patienten. Es werden also Patientenantikorper,
die eigentlich andere Coronavirus-Proteine aufgrund vorheriger Infektionen mit Coronaviren hochspezifisch und hochaffin
binden kdnnen, zusatzlich auch die strukturell verwandten SARS-CoV-2 Proteine binden konnen, wenn auch mit niedrige-
rer Affinitat. Dies kann ein positives Testergebnis erzeugen und damit eine Immunitat vortauschen. Was genau ist nun das
Problem, wenn diese Patientenantikdrper doch SARS-CoV-2 erkennen konnen?

Vereinfacht ausgedrickt konnen nur hochspezifisch und hochaffin bindende Antikorper eine gute Immunreaktion im
Korper erzeugen. Wenn ein AK ,nur” niedrigaffin bindet, wird er ein Target im Korper nicht ,ausreichend lang” (sehr verein-
fachte Formulierung, die hier der Vereinfachung und Verkiirzung wegen genutzt wird) binden, um so die volle Aktivierung
des Immunsystems zu erzeugen und genugend Viren zu inaktivieren. Wenn aber im Korper das Immunsystem durch die
mittel- oder niedrigaffin bindenden Antikorper gar nicht aktiviert wird, dann besteht auch kein Immunschutz bzw. keine
Immunitat. Dennoch wirde im Assay eine Bindung stattfinden, die auch als positives Ergebnis detektiert wird. Zudem

gibt es bekanntermalen viele andere Molekdle, die nur in vereinzelten Patientenproben in ausreichender Konzentration
vorkommen, aber dann zu Interferenzen mit dem Ergebnis falsch-positiver und auch falsch-negativer Resultate fiihren
kénnen [4, 5]. Dies sind Molekile und Antikérper, die von der Entstehung her Gberhaupt nichts mit einer Coronavirus-Infek-
tion zu tun hatten, aber dennoch kreuzreaktiv sind. Spatestens seit der umfassenderen Forschung im Bereich der Auto-
immunitat ist klar, dass diese unbekannten und aus unserem Verstandnis heraus nicht logisch erscheinenden Antikorper
und Bindungsereignisse in Patientenproben immer wieder auftreten. Das eigentliche natlrliche Target der kreuzreagieren-
den Antikorper ist hier haufig gar nicht bekannt oder wird nicht als immunogenes Target in einzelnen Patienten vermutet.
Es handelt sich also um unerwartete, aber in der Routine immer wieder vorkommende Kreuzreaktivitaten und Interferen-
zen. Ein aus Platzgriinden hier nicht naher zu beleuchtendes Feld sind dabei auch die Stérungen, die sich bei der Immun-
diagnostik besonders bei rheumatisch Erkrankten, bei Personen mit Autoimmunitaten oder an Krebs erkrankten Patienten
ergeben. Hierbei sind vielfach Interferenz-Phanomene beschrieben, die in ihrer genauen Ursache gar nicht bei jedem
Einzelpatient nachvollzogen werden kénnen. Schlimmer noch: Solche Interferenzen treten bei einzelnen Patientengrup-
pen gehauft auf, aber sie kommen auch bei klinisch unauffalligen Personen vor, wenn auch deutlich seltener. Das mag in
der klinischen Diagnostik kein groRes Problem darstellen, da nur ,Patienten” vermessen werden. Bei ,Patienten” hat man
im Regelfall neben der Labordiagnostik eine verniinftige Anamnese, damit auch meist eine ,Erwartungshaltung” und bei
unklaren bzw. unerwarteten Ergebnissen kann man erneut mit anderen Kits oder Methoden testen.

Der gute Laborarzt und behandelnde Arzt kann also falsch messende Labordiagnostik mitunter durch Erfahrung kompen-
sieren. Im Fall von Covid-19 muss aber gescreent, also eine groSe Menge klinisch unauffalliger Personen getestet werden.
Selbst eine nur im Promillebereich vorkommende unbekannte und unerwartete Stérung hat hier groe Auswirkungen und
ist zu vermeiden, wirde aber bei einer Validierung ggf. nicht auffallen. Wenn z.B. ein Kit mit einer Spezifitat von 99 % auf-
warten kann, klingt das zunachst sehr gut, ist aber bei einer Pandemie mit derzeit geringer Pravalenz unzumutbar. Unter
der optimistischen Annahme, dass 5 % der Bevolkerung bereits immun gegen SARS-CoV-2 sind, hat bei einem positiven
Ergebnis die getestete Person nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 84 % tatsachlich spezifische Antikorper gebildet @
Das wirde bedeuten, dass man 16 von hundert als ,immunisiert” Getestete nach spaterer Infektion als potenzielle Super-
Spreader zu befurchten hat. In relevanten Bereichen, die mit hohem Personenkontakt einhergehen, kann man damit auf
keinen Fall zufrieden sein.

Die hier diskutierten biochemischen Stérungen bzw. Interferenzeffekte beruhen in aller Regel auf niedrig- bis mittelaffinen
Bindungen, dhnlich wie die klassischen Kreuzreaktivitaten, und solche Bindungen fiihren zu einem Signal im ELISA (oder
je nach Assay-Format und Art der Bindung zur Ausloschung eines Signales). Zu unterscheiden ist davon die hochaffine
Bindung, die im Assay tatsdchlich detektiert werden soll. Dies ist in unserem Falle die hochaffine Bindung von spezifisch
an SARS-CoV-2-Antigene bindenden Patientenantikorpern und die hochaffine Bindung des Detektorantikdrpers an eben
diese Patientenantikorper. Vor mehr als anderthalb Jahrzehnten wurde bereits die sogenannte LowCross-Technologie in
den Markt eingefuhrt und wird seither in vielen immundiagnostischen Assays weltweit eingesetzt. Es wird ganz einfach
der Probenverdinnungspuffer durch den LowCross-Buffer® ersetzt. Der Name LowCross® ist abgeleitet von ,lower cross-
reactivities”, weil dieses Diluent ganz allgemein Kreuzreaktivitaten, aber auch viele andere Formen von Interferenzen ver-
meiden hilft. Durch Einsatz von LowCross-Buffer® werden sehr zuverlassige und robuste Immunoassays ermoglicht. Wenn
die Bindung der Antikorper an ihr Target in LowCross-Buffer® erfolgt, dann werden sehr zuverlassig und vollkommen unab-
hangig von ihrer molekularen Ursache alle niedrig- bis mittelaffinen Bindungen signifikant reduziert, wahrend hoch
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affine Bindungen —also die eigentlichen ,wahren” Signale des Assays — nicht beeinflusst werden. Signale sind mit oder
ohne Verwendung von LowCross-Buffer® also identisch, wenn sie von hochaffinen Antikérpern (im Falle von SARS-CoV-2
hochaffine Antikorper, die in Folge einer Infektion oder durch Impfung entstanden sind) erzeugt werden.Wenn jedoch
nur eine Kreuzreaktivitat durch Antikorper, die eigentlich gegen andere Corona-Viren oder ganz andere Targets gebildet
wurden, vorliegt, also das SARS-CoV-2 Fangerprotein nur mit niedrigerer Affinitat gebunden wird und somit im Falle einer
neuen Infektion auch keine schiitzende Immunreaktion ausgelost wirde, dann werden diese Patientenantikdrper im
Assay-Diluent LowCross-Buffer® nicht binden und kein Signal erzeugen.

LowCross-Buffer® hilft somit die gefuirchteten falsch-positiven Signale zu vermeiden. Sollte also in LowCross-Buffer® ein
positives Signal angezeigt werden, dann ist davon auszugehen, dass die Patientenprobe Antikdrper enthalt, die das Fanger-
protein —und damit SARS-CoV-2 — hochaffin binden. Sind diese spezifischen Antikorper des Patienten in ausreichender
Konzentration vorhanden, so ist nach allgemeiner Lehrmeinung davon auszugehen, dass neu in den Korper eingebrachte
Viren unschadlich gemacht werden. Der Patient ist immun. LowCross-Buffer® ermoglicht es also —auch wenn es nicht
spezifisch flr die Corona-Virus-Diagnostik entwickelt wurde —auch in diesem Falle, dass Interferenzen, die bei nahezu
allen Analyten in der Immundiagnostik auftreten kdnnen, vermieden werden konnen und somit die gewlnschte Zuverlds-
sigkeit eines Immunoassays signifikant erhéht werden kann. LowCross-Buffer® ist ready-to-use, wird also einfach unver-
diunnt anstelle anderer Diluents eingesetzt, um die gewlinschte Wirkung zu erzielen. Die generelle Erhéhung der Zuver-
lassigkeit von Immunoassays durch die LowCross®-Technologie, die durch den einfachen Austausch des Assay-Diluents flr
nahezu jeden ELISA und auch fiir andere Formate wie Lateral-Flow-Assays (Einsatz als Chase- bzw. Flow-Buffer), Luminex-
Assays, Protein-Arrays, automatisierte Hochdurchsatz-lmmunoassay-Systeme und andere Formate einsetzbar ist, wurde
im vergangenen Jahrzehnt vielfach beschrieben und ist ein bewahrtes Mittel fir hochwertige Immundiagnostika. Warum
wird LowCross-Buffer® dann nicht in jedem Immundiagnostikum eingesetzt? Die Hauptgrinde fur den geringen Einsatz
speziell im Bereich der Infektionsserologie liegen im bereits erwahnten Kostendruck aufgrund der geringen Wertigkeit
von Diagnostika im Gesundheitssystem. Zudem wird vielfach auf ein ,one-buffer-fits-all“ Konzept gesetzt, sodass der
Austausch des alten Diluent gegen ein Besseres haufig technisch moglich ist, aber die gleichzeitige Revalidierung ganzer
Assaypanels, die auf automatisierten Systemen oder teilautomatisierten ELISA-Prozessoren angewendet werden, zur Folge
hatte. Diesen Aufwand scheuen manche Hersteller.

Falsch-Positive im Rahmen einer Covid-19 Pandemie sollten aber sicherlich nicht so hingenommen werden, wie dies mit
vielen Falsch-Positiven in der etablierten Infektionsserologie geschieht.

Laborarzte und Virologen, die im Rahmen der Covid-19 Pandemie mit der jeweiligen regionalen und nationalen Bekamp-
fung befasst sind, sollten selbst prifen, ob sie hier Kompromisse in Bezug auf die Ergebniszuverldssigkeit eingehen wollen
oder ob man sich von den jeweiligen Herstellern der Immundiagnostika den Einsatz etwa der LowCross®-Technologie oder
einer vergleichbaren alternativen Strategie — so sie denn existieren sollte — vorsichtshalber bestatigen lasst, bevor man sich
flr den breiten Einsatz von IgG-Assays bei Covid-19 entscheidet. Sollten andere gleichwertige oder bessere Technologien
bekannt sein oder bekannt werden, stlinde dem Einsatz anderer Technologien naturlich auch nichts entgegen.

Wichtig ist es zu verstehen, dass Assay-Diluents, wie sie etwa auf Basis von PBS, BSA, Tween bzw. dhnlichen Formulierun-
gen oder im schlechtesten Falle auf Basis von Milchpulver oder mit Zusatz von FCS (fotales Kalberserum) in der Literatur
vielfach beschrieben sind, keine Moglichkeit bieten, die Affinitat als Kriterium fur die Glte einer Antikorperbindung aktiv
in einen Assay einzubinden. Sie bieten also keine erganzende Sicherheit gegen Kreuzreaktivitaten. Es konnen so sogar noch
undefinierte Substanzen in den Assay eingefiihrt werden, die zu weiteren Kreuzreaktivitaten fihren konnen [1].

Die LowCross®-Technologie und deren Einsatz in der Diagnostik wurde bereits im Jahr 2005 mit einem Artikel in der IVD-
Technology diskutiert und wird seither vor allem in hochwertigen Diagnostika flr die Onkologie, fir moderne Biomarker-
basierte Diagnostik und zum Teil in der Infektiologie weltweit eingesetzt [7].

3. Oberflachenblockierung fiir die Serologie — eine unterschatzte Herausforderung

Eine besondere Herausforderung flr alle infektionsserologischen ELISA stellt die Blockierung der ELISA-Platte dar. Eine gute
Blockierung stellt sicher, dass es nicht —unabhdngig vom Vorhandensein eines Analyten — zu unspezifischer Bindung von
Assaykomponenten an die Oberflache kommt. Bei den hier diskutierten Antigen-Down-Assays darf die Blockierung zudem
die Epitope des Fangers nicht zu stark Uberdecken und es missen Kreuzreaktivitaten des Detektors mit der Blockierung
(ggf. unter Vermittlung von Bestandteilen der Patientenproben), wie sie auch schon bei kommerziellen Antikorpertests fir
SARS-CoV-2 beobachtet wurden [1, 8], sicher vermieden werden.
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Es ist allgemein bekannt, dass Proteine sehr gut zur Blockierung von ELISA-Platten geeignet sind. Aber es geht nicht nur
um primare Blockierung, also den einmaligen Aufbau einer moglichst llickenlosen Schicht auf der Oberflache, sondern
auch um Vermeidung des Ablosens einzelner Moleklle aus der Blockierungsschicht im Verlauf des Assays. Speziell im Falle
der Serologie fallt es auf, dass die Serum- und Plasmaproben einzelner Patienten dazu neigen, einzelne Molekule einer
vorher dichten Blockierungsschicht abzulésen und im Rahmen einer Austauschreaktion die Einlagerung anderer Molekule
auf der Oberflache in die Blockierungsschicht ermdglichen. Hierbei handelt es sich meist um Antikorper der Patienten, die
sich in die Blockierungsschicht durch Austausch einlagern kénnen (der genaue Mechanismus und vor allem die Griinde,
warum dieses Phdnomen bei manchen Seren verstarkt auftritt, sind weitgehend unklar). Als Folge ergeben sich hohe Hin-
tergrundwerte, falls die Serumproben der Patienten nicht ausreichend hoch verdiinnt werden. Hohe Probenverdiinnungen
von 1:100 oder mehr haben aber den Nachteil, dass spezifische Antikorper, die in geringer Konzentration vorliegen, even-
tuell nicht mehr nachweisbar sind, obwohl sie klinisch gesehen sehr relevant sein konnen. Das Blockierungsproblem der
Austauschreaktionen betrifft generell Assays im Antigen-Down-Format bei dem mit Anti-Antikérpern detektiert wird, also
beispielsweise die infektionsserologischen Assays. Zudem kann es bei verschiedenen Blockierungsreagenzien auch zu
durch Serumproteine vermittelte Quervernetzungen zwischen Blockierung und Detektorantikorper kommen. Ein solches
Phanomen ist auch bei einem aktuellen ELISA zum Nachweis spezifischer Patientenantikorper gegen SARS-CoV-2 beschrie-
ben worden [1]. Solche Effekte sind patienten- und assayspezifisch. Der Blockierung von ELISA-Platten fiir die Serologie ist
also ein hohes Maf an Aufmerksamkeit zu widmen, wenn man Falsch-Positive sicher vermeiden mochte.

Unabhangig vom SARS-CoV-2 IgG-ELISA mochten wir zufligen, dass die einmalige Testung des moglichst niedrigen , Hinter-
grundes” ohne Zufiigen eines Analyten (Vermessung eines ,Leerwertes”) nicht etwa ein hinreichender Schritt einer
Assay-Validierung in Bezug auf die Wahl des Blockierers ist, sondern allenfalls ein erster Vorversuch einer professionellen
Assay-Entwicklung sein kann. Vergleiche von Variationskoeffizienten von verschiedenen Blockierungen mit statistisch
relevanten Wiederholungen zeigen sehr viel deutlicher die Unterschiede in der Blockierungseffizienz als ein einzelner Hin-
tergrundwert dies jemals konnte. Ein einfaches Beispiel, wie schlecht zum Beispiel eine BSA-Blockierung gegenuber einer
Blockierung mit The Blocking Solution von CANDOR abschneidet, obwohl der Absolut-Wert des Hintergrundes (gemessen
als Leerwert”) in diesem Assay nicht unterscheidbar war, zeigt ein sehr einfacher Vergleichstest hier anhand eines kompe-
titiven ELISAs.
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Abbildung 2: Verringerung des Variationskoeffizient (VK) mit n = 96, gemessen am Maximalwert Bo. Die verbesserte
Blockierung durch The Blocking Solution Idsst sich im Rahmen einer Assay-Validierung eindeutig quantifizieren.
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Ganzlich abgelehnt werden muss im Kontext medizinisch relevanter Forschung der Einsatz von undefinierten Lebensmit-
teln wie etwa Milchpulver zur Blockierung. Die ,Reinheit”, von der man hier eigentlich gar nicht sprechen sollte, schwankt
in einem Malf3e, dass man uUber andere Parameter der Chargenkonsistenz gar nicht mehr diskutieren muss. Ungeprifte
und schlecht konditionierbare Lebensmittel in der medizinischen Forschung sollten keinerlei Zustimmung in einer verant-
wortungsbewussten Forschungsgemeinde finden, zumal viele kommerzielle und gut Chargen-konsistente Losungen von
spezialisierten und genau dafur zertifizierten Herstellern auf dem Markt verfigbar sind. Gleichwohl wird immer noch auf
Basis von Milchpulver-Blockierung im universitaren Umfeld gearbeitet, wie man aus vielen —ansonsten hochwertigen -
Artikeln entnehmen kann. Dem sollte insbesondere dann ein Riegel vorgeschoben werden, wenn die Zuverlassigkeit eines
Assays von entscheidender Bedeutung ist. Niemand wirde auf die Idee kommen, auf einem Bauernhof gefangene Mause
flr klinische Studien einzusetzen. Aus Griinden der Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit nutzt man ausschlielich
definiert gehaltene und eindeutig charakterisierte Labortiere. Die gleiche Sorgfalt sollte man als Wissenschaftler bei der
Auswahl guter Losungen fur den Aufbau eines Immunoassays verwenden und nicht adaquat gereinigte Lebensmittel, wie
etwa Milchpulver, sind generell aus jedem Labor zu verbannen. Zumal Milchpulver ohnehin nur ein ganz passabler, aber
keineswegs ein guter Blockierer ist, wie der unten gezeigte Vergleich belegt.

Speziell aufgrund der Serologie-Problematik mit ihren Austauschreaktionen und den daraus entstehenden Tendenzen zu
Hintergrund und AusreifSern bei einzelnen, seltenen Patientenproben werden seit Jahren immer weiter optimierte Blockie-
rer entwickelt. Im Falle von CANDOR zunachst die universell einsetzbare The Blocking Solution und spater der auf Basis
dieser Erfahrungen fir besonders kleine Fangermolekile empfohlene SmartBlock™. In infektionsserologischen Assays
konnte im Rahmen von Entwicklungsprojekten mit etablierten Diagnostika-Produzenten in exemplarischen Produktgrup-
pen gezeigt werden, dass beim kombinierten Einsatz von LowCross-Buffer® als Assay-Diluent und SmartBlock™ als Blockie-
rer auf Standard-ELISA-Platten im Rahmen der durchgefihrten Validierungen gar keine Patientenproben mehr gefunden
wurden, die falsch-positive Ergebnisse zeigten. Dennoch erfordert die Frage der Blockierung eine Assay-spezifische Losung.
Der PlateBlock™ ist ein neuentwickelter, proteinfreier Blockierer, der darauthin optimiert wurde, die genannten Austausch-
reaktionen besonders umfassend zu verhindern. Bisherige Testungen deuten auf eine sehr gute Anwendbarkeit in der In-
fektionsserologie hin (siehe auch Abb. 4). CANDOR erarbeitet mit Partnern gerade einen umfassenden Vergleich verschie-
dener Blockierer zur Verwendung in der Covid-19 IgG-Diagnostik. Wir sind zuversichtlich bald, neben den verschiedenen
hier aufgezeigten Optionen, eine konkrete Empfehlung fiir SARS-CoV-2 Anti-IgG ELISA geben zu konnen, damit moglichst
viele Diagnostika ohne groBen Aufwand auf beste Zuverldssigkeit hin optimiert werden konnen. Die Produkte der
CANDOR sind sowohl in Kleinvolumina flr die Forschung als auch fiir die Produktion kommerzieller Hochvolumen-Diag-
nostika erhaltlich.

4. Stabilitat der Reagenzien

Fir einen kommerziellen und in einer Pandemie mit hohen Stlickzahlen weltweit einsetzbaren Test ist die Stabilitat der
Reagenzien und die damit verbundene Haltbarkeit der kommerziellen Kits von entscheidender Bedeutung. Im Falle eines
IgG-ELISAs fur Covid-19 sind hier vor allem die gecoateten Fangermolekule relevant, aber auch der gelabelte Detektor.

Fir den gelabelten Detektor steht neben dem vielfach bewahrten HRP-Protector™ auch ein Stabilizer auf Basis von Low-
Cross® (LowCross® HRP-Stab) zur Verfligung. Sofern sich Patienten-vermittelte Kreuzreaktionen zwischen Detektor und
Blockierer fanden, ware der Einsatz von LowCross® HRP-Stab angezeigt. Zudem konnte dieser genutzt werden, wenn das
Detektorkonjugat direkt als Proben-Diluent eingesetzt werden soll, wodurch sich die Komplexitat des Protokolls reduziert.
Man kann so sehr schnelle Einschritt-Inkubations-ELISA aufbauen, die durch den LowCross®-Effekt ahnlich zuverlassig sein
kénnen, wie sequenzielle ELISA mit mehreren Waschschritten. Aktuell gehen wir jedoch eher davon aus, dass ein sequen-
zielles Format mit Waschschritten aufgrund der enormen Wichtigkeit der Vermeidung aller falschen Resultate speziell bei
SARS-CoV-2 vorteilhaft sein konnte. HRP-Protector™ ist in diesem Falle eventuell eine ausreichende Losung, um Sicherheit
beim Detektorkonjugat flir mehrere Jahre bzw. auch beim internationalen Versand mit méglicherweise unsicheren Kihl-
ketten zu garantieren und eine rasche Detektionsreaktion zu ermdglichen, da die Assayperformance des HRP-Protector™
im Vergleich zu vielen anderen kommerziellen HRP-Stabilizern ausgezeichnet ist. Die enorme Wichtigkeit der Vermeidung
von Falsch-Positiven in der aktuellen Pandemie im Speziellen und bei auftretenden Zoonosen mit hoher Infektiositat im
Allgemeinen spricht jedoch deutlich fur den Einsatz der LowCross®-Technologie auch bei diesem Schritt des ELISA. Ver-
gleicht man die Entstorung eines ELISA mit einem kompletten Airbag-System, handelt es sich beim Einsatz von LowCross®
HRP-Stab als Diluent flr den Detektor-Antikorper sicherlich nur noch um einen Seiten-Airbag, der aber im selteneren Falle
eines Seitenaufpralles doch die entscheidende zusatzliche Sicherheit bieten kann. Wichtigster Airbag bleibt der unver-
dinnt eingesetzte LowCross-Buffer® als Proben-Diluent.

Fir die Stabilisierung des gecoateten Fanger-Molekils ist es allgemein notwendig, sowohl eine gute Stabilitat durch eine

geschlossene und gleichmaRige Schichtbildung auf den Fanger-Molekulen als auch eine gute Ablosung der Komponenten
von den Epitopen bei Durchfihrung des Assay zu erhalten.
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Coating-Stabilizer sind von diversen Anbietern erhaltlich. Die Produktgruppe der Liquid Plate Sealer® wurde von CANDOR
Bioscience vor etwa einem Jahrzehnt vorgestellt und mittlerweile bei Millionen von Proben eingesetzt. Neben der heraus-
ragenden Stabilisierung im Vergleich zu alternativen Losungen ist eine Besonderheit beim Liquid Plate Sealer® die Mog-
lichkeit, diesen fur die Blockierung und Stabilisierung in einem produktionstechnisch sehr angenehmen Schnellverfahren
fir klassische Sandwich-ELISA mit Fanger-Antikdrpern einzusetzen. Man coatet den Fanger in ca. 5o pl Coating Buffer, lasst
in einem Inkubationsschritt den Fanger an die Platte binden und pipettiert dann ohne weitere Waschschritte direkt 100-
150 pl des Liquid Plate Sealer® hinzu (Abb. 3). Nach kurzer Inkubation kann die Losung abgesaugt und die Platte getrocknet
und eingeschweifst werden. Dieser Prozess wird auch in den Produktinformationen entsprechend beschrieben.

Coating ‘ Entfernen Blockierung Entfernen Stabili- Entfernen Lagerung
‘ ‘ & Waschen ‘>— & Waschen >—‘ sierung ‘>" & Trocknen >_‘ Platte
\\ / \\
—
[ Liquid Plate [
Coating Sealer Entfernen Lagerung
: & Trocknen | >— Platte
Inkubation

J

Abbildung 3: ELISA-Platten-Produktion im Schnellverfahren mit Liquid Plate Sealer® als Blockierer und Coating Stabilizer in
einem einzigen Verfahrensschritt ist geeignet fiir Sandwich-ELISA und kompetitive Tests, bei denen kein Anti-Antikorper-
Detektor eingesetzt wird.

Auch die Weiterentwicklungen, namlich der speziell fur die Veterinardiagnostik formulierte Liquid Plate Sealer® animal
free und der auch bei herausfordernden Struktur-Epitopen eingesetzte Liquid Plate Sealer® Plus ermdglichen diese rasche
Produktionsweise ohne getrennte Blockierung.

Die Blockierung im Falle der Serologie muss, wie zuvor beschrieben, speziellen und anderen Anforderungen gerecht wer-
den als bei den meisten anderen Immundiagnostika, bei denen die hier erlduterte schnellere Produktionsweise angebracht
und ausreichend ist. Wir halten das Schnellverfahren ohne getrennte Blockierung, unabhdangig vom eingesetzten Coating-
Stabilizer, fur Covid-19 IgG-Diagnostika und allgemein fur Tests, die mit Anti-Antikdrpern als Detektor-Molekilen arbeiten,
ausdrucklich nicht fir empfehlenswert! In einem einfachen Blockierer-Testaufbau wird hier die Resilienz gegen Austausch-
reaktionen dadurch getestet, dass die Platte blockiert wird, auf der Platte humanes Poolserum in Assay Diluent inkubiert
wird und dieses dann nach dem Waschen der Platte mit einem Sekundar-Antikorper detektiert wird. Sofern die Blockierung
sicher verhindert hat, dass IgG’s sich an die Platte anlagern oder in die Blockierungsschicht einlagern, ist kein Signal zu
sehen. Es zeigen sich sehr deutliche Unterschiede in der Eignung der verschiedenen Blockierer fiir Antigen-Down-Assays
(Abb. 4). Vollstandig ungeeignet als Blockierer fiir dieses Assay-Format in der Serologie erweisen sich sowohl Milchpulver
als auch Coating Stabilizer, die nur im Einschritt-Verfahren zur Blockierung eingesetzt werden (hier gezeigt am Beispiel des
Liquid Plate Sealer®, der in diesem Test im Einschritt-Verfahren ohne zusatzliche Blockierung eingesetzt wurde). Das trifft
auch fiir Einschritt-Coating Stabilizer anderer Anbieter zu (Daten nicht gezeigt). Beim Test schneidet PlateBlock™deutlich
als bester Kandidat ab.

Sofern man auf Stabilisierung verzichtet, ist davon auszugehen, dass es — wie mit sehr vielen gecoateten Proteinen —
sukzessive zu einer Degradation der nativen Faltung der Molekdule im Verlauf der Lagerung oder des ggf. nicht optimal
gekuhlten Transportes kommt. Bei Einsatz eines optimalen Coating Stabilizers lasst sich dies so gut verhindern, dass man,
aufgrund der hohen Stabilitat der ELISA-Platten, sogar auf Kuhlketten wahrend des Transportes verzichten konnte. Die Sta-
bilizer der Liquid Plate Sealer® Produktgruppe eignen sich hervorragend in Kombination mit vorheriger Blockierung durch
PlateBlock™ oder andere Blockierer, bieten also ausgezeichneten Schutz fur serologische Assays.
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Abbildung 4: Blockierervergleich flr die Serologie: Eine Nunc MaxiSorp-Platte wurde mit verschiedenen Blockierern ab-
gesattigt und danach mit einem humanen Pool-Serum in Verdiinnung 1:10 im Assay Diluent Sample Buffer von CANDOR
auf der Platte inkubiert (jeweils n = 4; Fehlerbalken entsprechen einer Standardabweichung). Nach dem Waschen wird die
Anlagerung von Antikorpern aus dem Serum mit einem Peroxidase-gelabelten Anti-Human-AK detektiert.

Idealer ELISA-Aufbau in Kurzfassung

1. Coating des korrekt gewahlten und produzierten Fangerproteins.

Absaugen oder Ausklopfen der Platte (nicht waschen)

w

Blockierung mit PlateBlock™ bei anschlieRender Stabilisierung mit Liquid Plate Sealer®

(je nach ausgewahltem Fanger-Epitop vermutlich eher mit Liquid Plate Sealer® Plus).

Absaugen oder Ausklopfen der Platte (nicht waschen), Trocknen und Lagern

Verdlinnung der Patientenprobe (1:10 bis 1:50) in LowCross-Buffer® und Inkubation auf der Platte.

Nach dem Waschen Inkubation mit in LowCross® HRP-Stab (oder HRP-Protector™) gelagertem Detektor-Konjugat.

~N ook

Detektion mit Substrat nach erneutem Waschen.
Hinweise:

Es sollte nicht auf Waschschritte im Assay-Protokoll zugunsten schnellerer ELISA-Durchfihrung
verzichtet werden.

Die Serumprobe sollte nicht zu stark verdiinnt werden.
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Abbildung 5:idealer ELISA-Aufbau fur die Serologie als Schema.

Fazit

Die Entwicklung zuverlassiger Immundiagnostika fur Covid-19 ist eine komplexe Herausforderung, die nicht nur von der
Expertise von Virologen, sondern auch von erfahrenen Praktikern aus dem Bereich der Immundiagnostik profitieren kann.
Zuverlassigkeit ist nur erreichbar, wenn die besten Werkzeuge gegen alle potenziellen Ursachen flr Fehlbestimmungen
kombiniert werden.

Wir gehen davon aus, dass auch fuir Covid-19 bald sehr zuverlassige Antikoper-Tests verfligbar sein werden, die mit mo-
dernsten Tools der Immundiagnostik ausgerustet sind. Aktuell sehen wir noch keine voll nutzbaren Antikérper-Tests auf
dem Markt, die unseren Qualitatsansprichen gentigen und auf die man sich wirklich verlassen kann. Da mehrere subop-
timale Assays bereits publiziert wurden und angewendet werden und erste kommerzielle Diagnostika auch nicht signifi-
kant besser optimiert erscheinen, haben wir uns entschlossen, diesen Artikel zu publizieren, um das technische Wissen zur
Optimierung von Immunoassays auch im virologischen Umfeld zu erweitern.

CANDOR Bioscience steht prinzipiell allen Interessierten bei der Optimierung von Immunoassays auch personlich beratend
zur Seite und verfolgt seit mehr als 15 Jahren erfolgreich das Ziel, die Immundiagnostik sowie Immunoassays flr die For-
schung sukzessive zuverldssiger zu machen. Einige einfache Schritte —auch zur nachtraglichen deutlichen Verbesserung
der ersten kommerziellen Tests durch deren Anbieter nutzbar —haben wir hier jedem Interessierten zuganglich gemacht.
Wir hoffen so, unseren Beitrag zur Eindammung der durch Covid-19 ausgelosten Krise leisten zu konnen.
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