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Abstract: Neutralizing antibodies are an important part of the humoral immune response to SARS‐

CoV‐2. It is currently unclear to what extent such antibodies are produced after non‐severe disease 

or asymptomatic infection. We studied a cluster of SARS‐CoV‐2 infections among a homogeneous 

population of 332 predominantly male Swiss soldiers and determined  the neutralizing antibody 

response with a  serum neutralization assay using a  recombinant SARS‐CoV‐2‐GFP. All patients 

with non‐severe COVID‐19 showed a swift humoral response within two weeks after the onset of 

symptoms, which remained stable for the duration of the study. One month after the outbreak, titers 

in COVID‐19 convalescents did not differ from the titers of asymptomatically infected individuals. 

Furthermore, symptoms of COVID‐19 did not correlate with neutralizing antibody titers. Therefore, 

we conclude  that asymptomatic  infection can  induce  the same humoral  immunity as non‐severe 

COVID‐19 in young adults. 
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1. Introduction 

To date, more than 100 million people have been infected by the novel zoonotic coro‐

navirus (CoV), Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS)‐CoV‐2, and over two million 

have succumbed to the disease.   

The disease caused by SARS‐CoV‐2, Coronavirus Disease 2019 (COVID‐19), presents 

with a wide range of symptoms of varying severity. Although the virus can  infect and 

cause disease in humans of all ages, disease severity seems to correlate with older age [1–

3].  Frequent  asymptomatic  SARS‐CoV‐2  infections  have  been described,  complicating 

both the treatment and containment of the virus [4–6]. The humoral immune response to 

viral infections is characterized by the generation of virus‐specific antibodies (immuno‐

globulins,  Ig)  and  the  frequent  occurrence  of  virus‐neutralizing  antibodies  (nAb)  [7]. 

However, many essential aspects of virus–host interactions during SARS‐CoV‐2 infection 

remain unclear, including the production and longevity of virus‐specific antibodies in in‐

fected persons, and their implications on protection from re‐infection. At present, there 

are conflicting data on the incidence of virus‐neutralizing antibodies in asymptomatic and 

non‐severe cases of COVID‐19 [8,9]. Given the range of disease severity in humans, it is 
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important to elucidate the similarities and differences between symptomatic and asymp‐

tomatic infections of SARS‐CoV‐2 and their implications for long‐term protection, poten‐

tial re‐infections, herd immunity, and treatment options. In the current study, we utilized 

a fully infectious, recombinant clone of SARS‐CoV‐2 expressing green fluorescent protein 

(GFP) [10] to compare the neutralizing capacity of patients with non‐severe COVID‐19 to 

asymptomatic young adults in a large homogenous cohort. We show that titers of anti‐

bodies preventing cellular infection by SARS‐CoV‐2‐GFP are similar between asympto‐

matically infected and symptomatic patients. 

2. Materials and Methods 

2.1. Cohort 

The entire cohort consisted of 584 young Swiss soldiers with a median age of 21; 332 

individuals participated in this study. Twenty‐six soldiers diagnosed with COVID‐19 be‐

tween 11 March and 7 April 2020, were included in the study’s longitudinal part. These 

patients were assessed daily  for  symptoms, vital parameters, and  infectious  status via 

questionnaire, physical examination and nasopharyngeal swabbing. We also obtained se‐

rum samples on the day of diagnosis, and 7 and 14 days after the onset of symptoms. On 

14 April 2020, 34 days after the first confirmed case, we conducted cross‐sectional testing 

of 321 soldiers; they were screened for SARS‐CoV‐2 with qRT‐PCR and a serum sample 

obtained simultaneously. We also asked participants to complete an electronic question‐

naire. Of these 321 subjects, 52 (16%) had previously been diagnosed with COVID‐19 (me‐

dian time since diagnosis: 23 days, range of 9–35 days), of which 15 were also included in 

the  longitudinal study. All participants were  followed up until 3 May 2020 (i.e.,  for an 

additional 19 days), and no new cases of COVID‐19 were observed. A schematic overview 

of the cohort is presented in Figure 1.   

 

Figure 1. Schematic overview of the study. A total of 332 individuals participated: 306 in the cross‐

sectional part (one single sampling on 14 April 2020) and 26 patients suffering from non‐severe 

COVID‐19 in the longitudinal part with daily sampling. Out of 306 participants, 37 (12%) had pre‐

viously been diagnosed with COVID‐19, 103 (32%) had evidence of asymptomatic infection and 

166 had no evidence of infection by SARS‐CoV‐2. Of the 103 asymptomatically infected, 23 were 

solely positive by PCR but had no neutralizing antibodies (nAbs), 55 (53%) had solely nAbs but 

were PCR negative and 25 (24%) had both, a positive PCR and nAb. 

2.2. Clinical Observations 

Peripheral oxygen saturation was measured by finger‐clip oximetry using the index 

finger. Temperature was acquired tympanically with a ThermoScan Instrument (Braun, 
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Sempach, Switzerland). Every soldier was required to immediately present at theclinic if 

feeling unfit for service or with symptoms of COVID‐19. These were immediately isolated 

and  tested  for SARS‐CoV‐2 by a deep nasopharyngeal swab and RT‐qPCR. Symptoms 

were assessed during cross‐sectional testing with an online questionnaire and were, thus, 

self‐reported. 

2.3. Virus Propagation 

Recombinant SARS‐CoV‐2‐GFP  [10] was propagated on Vero E6  cells  cultured  in 

minimal essential medium (MEM, Seraglob, Schaffhausen, Switzerland), supplemented 

with 2% heat inactivated fetal bovine serum (FBS, Biochrom AG, Berlin, Germany) and 

100 U/mL penicillin/streptomycin (Seraglob, Schaffhausen, Switzerland) at 37 °C, 5% CO2 

and >85% relative humidity (rH) for 72 h prior to harvest. Subsequently, the  infectious 

titer was determined by endpoint dilution and calculation of the tissue culture infectious 

dose 50 (TCID50) under the same conditions. The recombinant SARS‐CoV‐2‐GFP and Vero 

E6 cells were provided by Prof. Volker Thiel, University of Bern, Switzerland. All experi‐

ments involving infectious SARS‐CoV‐2 followed the approved standard operating pro‐

cedures of the biosafety level 3 (BSL‐3) facility at SPIEZ Laboratory. 

2.4. Serological Assays 

Immunoglobulins  (Ig) M, G  (against SARS‐CoV‐2 N, EDI Epitope Diagnostics  Inc, 

San Diego, CA, USA) and A (against SARS‐CoV‐2 S1, Euroimmun Medizinische Labordi‐

agnostika AG, Lübek, Germany) were analyzed by Enzyme‐linked immunosorbent assay 

(ELISA) as previously described [4]. The presence of total antibodies against the SARS‐

CoV‐2  nucleocapsid  was  determined  by  electrochemiluminescence  immunoassay 

(ECLIA, (Elecsys®), Roche Diagnostics AG, Rotkreuz, Switzerland) using Cobas e411 ac‐

cording to the manufacturer’s instructions. 

2.5. Serum Neutralization Test (SNT) 

Participant serum samples were  inactivated  for 30 min at 56 °C and subsequently 

diluted 1:5 in MEM + 2% FBS (Seraglob, Schaffhausen, Switzerland). Further 5‐fold dilu‐

tions were made in a 96‐well plate (Techno Plastic Products (TPP), Trasadingen, Switzer‐

land) in a total volume of 100 μL. One hundred TCID50 SARS‐CoV‐2‐GFP were added in 

equal volume. Sera and virus were incubated for 1 h at 37 °C before transfer to confluent 

Vero E6 cells. Cells were then  incubated at 37 °C, 5% CO2 and >85% rH for 72 h. After 

incubation, neutralization capacity was evaluated by crystal violet staining and reported 

as the geometric mean titer (GMT) of three replicates. 

2.6. RT‐qPCR 

To verify a laboratory confirmed infection, RNA from nasal swabs was extracted on 

a MagNA Pure 96  instrument  (Roche, Rotkreuz, Switzerland) and real‐time qPCR was 

performed  in  triplicate  for SARS‐CoV‐2 as previously described  [4]. Five microliters of 

eluted RNA was analyzed with the TaqMan Fast Virus 1‐step Master Mix (Applied Bio‐

systems, Fisher Scientific AG, Reinach, Switzerland). 

The  SARS‐CoV‐2 Envelope  (E)  gene was detected  by  these  oligonucleotides  (TIB 

Molbio, Berlin, Germany): 

fwd primer: 5′‐ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT‐3′,   

probe: 5′‐FAM‐ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG‐BBQ‐3′   

rev primer: 5′‐ATATTGCAGCAGTACGCACACA‐3′ [11] 

The nsp12 gene was detected by the following oligonucleotides (Thermo Fisher AG, 

Zug, Switzerland):   

fwd primer 5′‐CCACGCCAGGTAGTGGAGTT‐3′   

probe: 5′‐FAM‐CTATATTAACCTTGACCAGGGC‐MGB‐3′   

rev primer: 5′‐AAGGCTTTGTTAAGTCAGTGTCAACA‐3′   
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Cycling parameters: 5 min at 50 °C, 20 s at 95 °C followed by 45 cycles of 3 s at 95 °C 

and 30 s at 60 °C. 

2.7. Graphical Representation and Statistical Analysis 

Data were analyzed and visualized with the R statistical Software (R Core Team, Vi‐

enna, Austria: www.r‐project.org) version 3.6.1. 

3. Results 

3.1. Neutralizing Antibody Titers Do Not Decline within One Month Post COVID‐19 Diagnosis 

For the longitudinal study, a serum sample was drawn from 26 COVID‐19 patients 

on the day of diagnosis (day 1) and days 7, and 14 after the onset of symptoms. Addition‐

ally, a cross‐sectional sampling including 37 patients that had previously suffered from 

COVID‐19, along with 15 patients previously included in the longitudinal study, was con‐

ducted and grouped into samples from days 14–20 (n = 14) and 21–34 (n = 38) post diag‐

nosis (Figure 2). All patients had a predominantly non‐severe course and were  treated 

symptomatically. No patient died, was admitted to the intensive care unit, or needed me‐

chanical ventilation. Seven days post diagnosis, 92% of patients had developed detectable 

neutralizing antibodies (nAbs) (median titer 1:50, min not detected, max 1:2137, n = 23) 

and after 14 days, 100% had developed nAbs (median titer 1:68, min 1:10, max 1:6250, n = 

24). Between days 15 and 20, all patients had a detectable titer (median titer: 1:68, min 1:17, 

max 1:1000, n = 14) and between days 21 and 34, 97% of patients had detectable nAb (me‐

dian titer 1:50, min not detected, max 1:430, n = 38). Thus, the sustained titers of neutraliz‐

ing antibodies against SARS‐CoV‐2 were detected for a month after COVID‐19 diagnosis. 

 

Figure 2. Serum neutralizing antibody titers of mildly symptomatic and asymptomatic individu‐

als. Neutralizing titers of patients with non‐severe COVID‐19 and asymptomatically infected indi‐

viduals were measured in quadruplicate and shown as the geometric mean titer (GMT). No statis‐

tically significant difference in titers was found between asymptomatic participants with a detecta‐

ble titer and symptomatic patients at or after day 14 by the Wilcoxon rank sum test with continuity 

correction (p = 0.77). Healthy volunteers who either tested positive for viral RNA in nasal swabs or 

had detectable nAbs were defined as asymptomatic. Each dot represents one individual. n.d. = not 

detectable. 
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3.2. Cumulative Neutralizing Capacity of Asymptomatic Cases Is Similar to Symptomatic Pa‐

tients 

We cross‐sectionally sampled 321 soldiers, of which 269 (84%) had never been diag‐

nosed with COVID‐19 and did not develop symptoms of COVID‐19 in the 19 days follow‐

ing sampling. Of these 269 individuals, 80 (29.7%) had a comparable nAb titer (median 

titer 1:50, min 1:17, max: 1:731) as observed in symptomatic non‐severe COVID‐19 patients 

within the cohort (Figure 2). 

3.3. The Live‐Virus SNT Assay Comparison Reveals High Sensitivity for Live‐Virus SNT Com‐

pared to Other Immunoassays 

The serological response to SARS‐CoV‐2 was assessed in 24 patients. As previously 

mentioned, all patients developed a measurable nAb  titer within 14 days of diagnosis 

(Figure 3A), and most patients developed an  immune response measurable by electro‐

chemiluminescence immunoassay (ECLIA, Figure 3B). Immunoglobulins (Ig) G and IgA 

could be detected in most patients, with the IgA response preceding IgG (Figure 3D,E). 

Interestingly, IgM was only detected in a minority of patients even after 14 days (Figure 

3F). When compared, the serum neutralization test (SNT) was the most sensitive test for 

the detection of SARS‐CoV‐2‐specific antibodies at the early stage of infection and main‐

tained a high sensitivity throughout the entire study period (Figure 3C). 

 

Figure 3. Time course of antibody titers of patients with non‐severe COVID‐19 measured on d1, d7, d14 and d30 post 

diagnosis: (A) neutralizing antibodies measured by serum neutralization test (SNT) ; (B) total SARS‐CoV‐2‐specific anti‐

bodies measured by electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA), (D) immunoglobulin (Ig) G, (E) IgA, and (F) IgM; 

(C) sensitivity of each test at the separate time points post‐diagnosis. Dashed line: limit of detection as indicated by the 

manufacturer (B,D–F) or as determined by the experimental setting (A). n.d. = not detected. 
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3.4. Clinical Presentation Does Not Correlate with Neutralizing Antibody Response in Young 

Adults with Non‐Severe COVID‐19 

We correlated the clinical features of 52 patients diagnosed with COVID‐19 to meas‐

ured nAb titer. No difference was observed between patients without fever, with fever 

>38 °C  for  less  than a day, or with sustained  fever  for more  than one day  (Figure 4A). 

Several patients had reduced peripheral oxygen saturation (<95%) as measured by oxime‐

try while breathing ambient air (although at an altitude of 1350 m above sea level), some 

even for several days (Figure 4B). However, we could also not identify a correlation of 

desaturation with the antibody titer. None of the patients received oxygen supplementa‐

tion and all recovered within 1–18 days after diagnosis.   

 

Figure 4. Correlation of the severity of COVID‐19 with the antibody response in young adults. 

Neutralizing antibody titers were correlated with (A) tympanic temperature and (B) oxygen satu‐
ration of symptomatic patients. Patients were grouped according to fever: no fever (never > 38.0 

°C), fever < 24 h or fever ≥ 24 h or according to oxygen saturation: no desaturation (never < 95% 

spO2), <24 h desaturation or ≥24 h desaturation. Data were stratified according to the day of sam‐

pling relative to the day of diagnosis. No significant differences were observed between the 

groups by analysis of variance (p = 0.68 for fever and p = 0.66 for desaturation). n.d. = not detected. 
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3.5. Common Symptoms of COVID‐19 Are Not Related to the Quantitative Serological Response 

We compared  the nAb  titers of participants  to symptoms reported  in a structured 

questionnaire administered in the 30 days prior to sampling. These 30 days virtually cov‐

ered the whole outbreak, with the first patient being diagnosed on 11 March 2020. Alt‐

hough participants that reported having felt unfit for military service had a higher rate of 

detectable nAbs (unfit for 1 day: 57%, 21/37, >1 day: 68%, 45/66) than the ones not having 

felt unfit (30%, 63/213), no difference in neutralizing titers could be observed between the 

three groups if only accounting for participants with detectable nAbs (Figure 5A). Neither 

self‐reported conjunctivitis (Figure 5B), rhinitis (Figure 5C), cough (Figure 5D), diarrhea 

(Figure 5E), hand eczema (Figure 5F) nor hyp‐/anosmia (Figure 5G) had a significant in‐

fluence on the observed neutralizing titers. When comparing all participants previously 

diagnosed with COVID‐19 with their non‐diseased counterparts, again no difference in 

titers could be detected (Figure 5H). However, having experienced symptoms common 

for COVID‐19 within 30 days prior to sampling significantly increased the likelihood of 

producing antibodies against SARS‐CoV‐2 (Table 1). 

 

Figure 5. Correlation of symptoms and predisposing factors with the antibody response in young adults. Cross‐sectional 

serum samples from 316 individuals were taken on the same day and neutralizing antibody titers were measured and 

plotted against self‐declared symptoms experienced in the 30 days prior to sampling. Symptoms included general unfit 

feeling (A), itchy or red eyes (B), runny nose (C), cough (D), diarrhea (E), hand eczema (F), hyposmia or anosmia (G). 

Additionally, no differences in titers could be seen between the symptomatically and asymptomatically infected (H). (I) 
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shows titers of individuals grouped by their smoking status: Individuals that smoked and produced nAbs showed signif‐

icantly decreased titers as compared to non‐smokers. Statistical significance was determined with the Wilcoxon rank sum 

test. p‐values < 0.05 were considered statistically significant. n.d. = not detected. 

Table 1. Symptoms of infection with SARS‐CoV‐2. 

Symptom    Without nAb  With nAb  Statistics 

Conjunctivitis 
no/unchanged  155  98  p = 0.047 

OR = 1.8 yes  95  34 

Cough 
no  138  59  p < 10−6 

OR = 3.3 yes  49  79 

Feeling unfit 

for service 

no  150  63  p < 10−8 

OR = 4.2 yes  37  66 

Diarrhea 
no  155    92  p = 0.02 

OR = 1.9 yes  32  37 

>1 of the above 

symptoms 

no  157  88  p < 0.001 

OR = 2.5 yes  29  41 

Symptoms within the last 30 days. p‐values calculated with Fisher’s exact test. OR = odds ratio 

3.6. Smokers Produce Significantly Lower Levels of nAbs Compared to Non‐Smokers 

Additionally, we aimed to provide additional data on predisposing factors associated 

with neutralizing antibody production. Neither body mass index (BMI) nor smoking hab‐

its had any significant impact on seroconversion rate, and other predisposing factors such 

as asthma, hay  fever, or  influenza vaccination  in  the past season did not  influence  the 

ability of volunteers  to produce  antibodies  (Table 2). However,  the antibody  levels of 

smokers that did have nAbs were significantly lower than the levels of non‐smokers (Fig‐

ure 5I), independent of the number of cigarettes smoked per day. 

Table 2. Predisposing factors and neutralizing antibodies. 

Symptom    Without nAb  With nAb  Statistics 

BMI  Median (25–75%)  22.8 (20.8–25.2)  23.0 (21.5–25.9)  n.s. 

Smoker 

non‐smoker  113  79 

n.s. <15 cig/day  46  25 

≥15 cig/day  28  25 

Influenza vac‐

cination in the 

past season 

no  94  58 

n.s. 
yes  62  52 

Asthma  never  159  112  n.s. 
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prior/no therapy  17  12 

yes/treated  10  5 

Hay fever 
no  128  94 

n.s. 
yes  59  36 

p‐values calculated using Fisher’s exact test, except for BMI, where significance was calculated 

using the Welch Two‐Sample t‐test. n.s. = not significant (p > 0.05). 

4. Discussion 

In the current study, we evaluated the production of SARS‐CoV‐2‐specific neutraliz‐

ing antibodies (nAbs) in a large and homogeneous cohort of 332 young, predominantly 

male adults and detected nAbs in 51 out of 52 patients that had suffered from non‐severe 

COVID‐19 and 80 asymptomatically infected individuals. Neutralizing antibody titers did 

not differ between the two groups (Figure 2), suggesting that asymptomatic infection with 

SARS‐CoV‐2 can induce an immune response comparable to non‐severe COVID‐19. How‐

ever, in the asymptomatic group, there were individuals with detectable viral RNA in the 

nasal cavity without nAb. It is unclear if these individuals go on to produce antibodies 

once they progress through the infection. Additionally, within our cohort of non‐severe 

COVID‐19, we did not observe any attenuation of nAb  titers  throughout  the month of 

available data. 

Given the incidence of non‐severe and asymptomatic infections in the current SARS‐

CoV‐2 pandemic, insufficient antibody production after such infections coupled with po‐

tential antibody waning over time, could result in re‐infections at a later time point [12]. 

However, the severity of the disease would likely be mitigated due to the protective prop‐

erties of other elements of the immune system [13] and due to the potential presence of 

memory B‐cells being able to swiftly ramp up nAb production in the case of a re‐infection. 

Current studies on the antibody response to SARS‐CoV‐2 have reported similar patterns 

as observed for the other two zoonotic CoVs where the majority of infected individuals 

seroconvert and it has previously been reported that long‐lasting (>1 year) functional an‐

tibodies against both Middle East Respiratory Syndrome (MERS)‐CoV and the first SARS‐

CoV have been detected in survivors. However, there is consistent evidence of antibody 

waning over time. In contrast to SARS‐CoV‐2, the first SARS‐CoV was mainly associated 

with symptomatic disease and although nAb titers are detectable in SARS survivors up to 

12 years post‐infection, their neutralizing capacity is reduced and likely to be non‐protec‐

tive  [14–18]. More  importantly,  antibody  responses  after  non‐severe  or  asymptomatic 

MERS‐CoV  infections are  limited or decline  rapidly after  recovery  [19–22]. Supporting 

this, SARS‐CoV‐2 specific nAb titers have been shown to be much higher in patients re‐

quiring intensive care as compared to patients with a milder course of the disease [23]. 

Thus, antibody titers seem to be determined by disease severity and not duration, with 

varied numbers of asymptomatic cases having been reported to produce nAbs [24]. This, 

however, does differ  from what was observed  for  the  first SARS coronavirus, where a 

higher neutralizing antibody response correlated with shorter illness duration [25]. 

To date, individuals with mild or subclinical symptoms account for roughly 80% of 

those infected with SARS‐CoV‐2 [26], making it crucial to understand their antibody re‐

sponse. We show that 7 days post infection, most  individuals have developed a robust 

immune response and produce antibodies capable of neutralizing the virus (Figure 3A). 

This early antibody response predominantly seems to be composed of IgA antibodies (Fig‐

ure 3E), secreted from mucosal membranes, while IgG are produced later (about 14 days 

post infection, Figure 3D). Interestingly, an IgM response is observed only sporadically in 

this cohort (Figure 3F), which differs from previous findings [22] but might be explained 
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by the age of our cohort and the course of disease since higher antibody levels have gen‐

erally been observed in older and hospitalized patients [27]. Additionally, the immunoas‐

says used for the different antibody classes are not from the same manufacturer, and thus, 

the studied epitope varies accordingly. While the ELISA used to detect IgA targets the 

spike antigen, the ELISAs used to detect both IgG and IgM target the nucleocapsid, the 

same epitope used in the ECLIA. Thus, we cannot exclude a confounding effect on anti‐

body class by different epitopes targeted at different time points with the current data. 

Furthermore, we wondered  if  individual  symptoms of COVID‐19  could  correlate 

with a higher antibody titer. During cross‐sectional testing, we assessed the symptomatol‐

ogy of all participants by a structured questionnaire. Although the symptoms typical for 

COVID‐19 such as fatigue, conjunctivitis, rhinitis, cough, diarrhea are significantly corre‐

lated with the detection of neutralizing antibodies (Table 1), titers of those who produced 

nAbs did not appear to correlate with these symptoms (Figure 5A–G), which corroborates 

our observation that symptomatology does not correlate with antibody titers in our cohort 

(Figures 2 and 5H). When studying predisposing factors for infection, neither body mass 

index (BMI), smoking status, previous vaccination to  influenza, or hay fever correlated 

with the occurrence of nAbs (Table 2), therefore these factors thus most likely do not pre‐

dispose  individuals  to  infection with  SARS‐CoV‐2. However, when  studying  titers  of 

those who produced nAbs, we found significantly lower titers in smokers as compared to 

non‐smokers, and this correlation was independent of the amount of cigarettes smoked 

per day. Smokers have been shown to respond with lower nAb titers to a variety of res‐

piratory pathogens [28] and this finding could explain the previously reported more se‐

vere course of COVID‐19 in smokers but a non‐changed infection rate overall [29]. 

During clinical observation, we identified different clinical courses in the cohort. Not 

all patients developed a fever and we found no significant correlation between either body 

temperature or oxygen saturation and observed nAb  titers  (Figure 4A,B). Since young 

adults rarely develop a fever during the course of COVID‐19 [30] and only three of our 

patients suffered from fever for longer than 24 h, our sample size might be too small to 

detect an effect of fever on nAb titers. 

Taken together, our data show that asymptomatic infections with SARS‐CoV‐2 are 

able to induce similar immunity as non‐severe COVID‐19. However, it remains to be clar‐

ified  if such asymptomatic or mildly symptomatic  infections  induce a  long‐lasting  im‐

mune response and protection while it has been shown that patients suffering from severe 

COVID‐19 exhibit a robust immune response, including a high nAb titer, presumably re‐

sulting  in protection  from  re‐infection  [31]. More data needs  to be collected  to answer 

those questions and  long‐term  follow‐up studies of different population groups might 

provide more insight into specific immunological responses and their therapeutic impli‐

cations over time. 

Author Contributions: H.R.J., M.B., R.Z. and J.W.D. designed the study, collected and analyzed 

data and wrote the paper. D.S. acquired and analyzed data. T.W.B. wrote the paper. R.Z. and 

J.W.D. supervised the study. All authors have read and agreed to the published version of the 

manuscript. 

Funding: This work was funded by the Centre of Competence for Military and Disaster Medicine 

and by a Postdoc.Mobility Grant of the Swiss National Science Foundation (grant number 

P400PB_183859 to J.W.D.). 

Institutional Review Board Statement: The study was conducted according to the guidelines of the 

Declaration of Helsinki and approved by  the Institutional Review Board of  the Canton of Ticino 

(Comitato Etico Cantonale, BASEC Nr 2020‐00623 CE 3609, March 2020). 

Informed Consent Statement: Informed consent was obtained from all subjects involved in the study. 

Data Availability Statement:    The data presented in this study are available as far as anonymity of 

the participants can be guaranteed from the corresponding authors upon reasonable request. The 

data are not publicly available to prevent identification of individual participants. 



Viruses 2021, 13, 284  11 of 12 
 

 

Acknowledgments: We thank the patients and soldiers who participated enthusiastically in this 

study. We thank Andreas Stettbacher, Daniele Meyerhofer, Mathias Eggenberger, Noah Meier, 

Nejla Gültekin, Fabio Fransioli, Oliver Perseus, Sebastian Wyss, Elena Guidotti, Leunard Selimi‐

Benjamin, Alessandro Corradi, Yanik Trachsler, Linus Kessler, Vinzent Bosshard, Devin Fetko, 

Manuela Crameri, Peter Florek, Gualtiero Storni, Marc Strasser, Nicolas Bosisio, Pascal Inglin, Elia 

Fassora, Andrea Coccia, Andrea Parini, and Carmen Walzer for their logistical and organizational 

support; Volker Thiel and Hanspeter Stalder for providing us with the RT‐PCR standard; Sandra 

Paniga, Susanne Thomann, Matthias Wittwer, Maximilian Brackman, Sarah Ryter, Christian Beu‐

ret, Olivier Engler, Nicole Liechti, Sara Schuetz, Nicole Lenz, and NBC Lab 1 for the help in ana‐

lyzing swabs and serology and Sarah Carron for performing the Elecsys® tests at Spital Zweisim‐

men. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. 

References 

1. Nikolich‐Zugich, J.; Knox, K.S.; Rios, C.T.; Natt, B.; Bhattacharya, D.; Fain, M.J. SARS‐CoV‐2 and COVID‐19  in older adults: 

What we may expect regarding pathogenesis, immune responses, and outcomes. Geroscience 2020, 42, 505–514. 

2. Reilev, M.; Kristensen, K.B.; Pottegård, A.; Lund, L.C.; Hallas, J.; Ernst, M.T.; Christiansen, C.F.; Sørensen, H.T.; Johansen, N.B.; 

Brun, N.C.; et al. Characteristics and predictors of hospitalization and death in the first 11 122 cases with a positive RT‐PCR test 

for SARS‐CoV‐2 in Denmark: A nationwide cohort. Int. J. Epidemiol. 2020, 49, 1468–1481, doi:10.1093/ije/dyaa140. 

3. Jamieson‐Lane,  A.;  Cytrynbaum,  E.  Effects  of  age‐targeted  sequestration  for  COVID‐19.  J.  Biol.  Dyn.  2020,  14,  621–632, 

doi:10.1080/17513758.2020.1795285. 

4. Bielecki, M.; Züst, R.; Siegrist, D.; Meyerhofer, D.; Crameri, G.A.G.; Stanga, Z.G.; Stettbacher, A.; Buehrer, T.W.; Deuel, J.W. 

Social Distancing Alters the Clinical Course of COVID‐19 in Young Adults: A Comparative Cohort Study. Clin. Infect. Dis. 2020, 

doi:10.1093/cid/ciaa889. 

5. Ali, M.; Shah, S.T.H.;  Imran, M.; Khan, A. The  role of asymptomatic  class, quarantine and  isolation  in  the  transmission of 

COVID‐19. J. Biol. Dyn. 2020, 14, 389–408, doi:10.1080/17513758.2020.1773000. 

6. Yu, C.; Zhou, M.; Liu, Y.; Guo, T.; Ou, C.; Yang, L.; Li, Y.; Li, D.; Hu, X.; Shuai, L.; et al. Characteristics of asymptomatic COVID‐

19  infection  and  progression:  A  multicenter,  retrospective  study.  Virulence  2020,  11,  1006–1014, 

doi:10.1080/21505594.2020.1802194. 

7. Ni, L.; Ye, F.; Cheng, M.L.; Feng, Y.; Deng, Y.Q.; Zhao, H.; Wei, P.; Ge, J.; Gou, M.; Li, X.; et al. Detection of SARS‐CoV‐2‐Specific 

Humoral and Cellular Immunity in COVID‐19 Convalescent Individuals. Immunity 2020, 52, 971–977.e3. 

8. Lei, Q.; Li, Y.; Hou, H.Y.; Wang, F.; Ouyang, Z.Q.; Zhang, Y.; Lai, D.Y.; Banga Ndzouboukou, J.L.; Xu, Z.W.; Zhang, B.; et al. 

Antibody  dynamics  to  SARS‐CoV‐2  in  asymptomatic  COVID‐19  infections.  Allergy  2020,  Epub  ahead  of  print,  doi: 

10.1111/all.14622. 

9. Chen, X.; Pan, Z.; Yue, S.; Yu, F.; Zhang, J.; Yang, Y.; Li, R.; Liu, B.; Yang, X.; Gao, L.; et al. Disease severity dictates SARS‐CoV‐

2‐specific  neutralizing  antibody  responses  in  COVID‐19.  Signal  Transduct.  Target.  Ther.  2020,  5,  1–6, 

doi:10.1101/2020.07.29.20164285. 

10. Thao, T.T.; Labroussaa, F.; Ebert, N.; V’kovski, P.; Stalder, H.; Portmann, J.; Kelly, J.; Steiner, S.; Holwerda, M.; Kratzel, A.; et al. 

Rapid reconstruction of SARS‐CoV‐2 using a synthetic genomics platform. Nature 2020, 582, 561–565. 

11. Corman, V.M.; Landt, O.; Kaiser, M.; Molenkamp, R.; Meijer, A.; Chu, D.K.; Bleicker, T.; Brünink, S.; Schneider, J.; Schmidt, M.L.; 

et al. Detection of 2019 novel coronavirus (2019‐nCoV) by real‐time RT‐PCR. Eurosurveillance 2020, 25, 2000045, doi:10.2807/1560‐

7917.es.2020.25.3.2000045. 

12. Kissler, S.M.; Tedijanto, C.; Goldstein, E.; Grad, Y.H.; Lipsitch, M. Projecting the transmission dynamics of SARS‐CoV‐2 through 

the postpandemic period. Science 2020, 368, 860–868. 

13. Callow, K.A.; Parry, H.F.; Sergeant, M.; Tyrrell, D.A.J. The time course of the immune response to experimental coronavirus 

infection of man. Epidemiol. Infect. 1990, 105, 435–446, doi:10.1017/s0950268800048019. 

14. Cao, W.‐C.; Liu, W.; Zhang, P.‐H.; Zhang, F.; Richardus, J. Disappearance of Antibodies to SARS‐Associated Coronavirus after 

Recovery. New Engl. J. Med. 2007, 357, 1162–1163, doi:10.1056/nejmc070348. 

15. Mo, H.; Zeng, G.; Ren, X.; Li, H.; Ke, C.; Tan, Y.; Cai, C.; Lai, K.; Chen, R.; Chan‐Yeung, M.; et al. Longitudinal profile of anti‐

bodies against SARS‐coronavirus in SARS patients and their clinical significance. Respirology 2006, 11, 49–53, doi:10.1111/j.1440‐

1843.2006.00783.x. 

16. Wu, L.‐P.; Wang, N.‐C.; Chang, Y.‐H.; Tian, X.‐Y.; Na, D.‐Y.; Zhang, L.‐Y.; Zheng, L.; Lan, T.; Wang, L.‐F.; Liang, G.‐D. Duration 

of  Antibody  Responses  after  Severe  Acute  Respiratory  Syndrome.  Emerg.  Infect.  Dis.  2007,  13,  1562–1564, 

doi:10.3201/eid1310.070576. 

17. Liu, W.; Fontanet, A.; Zhang, P.; Zhan, L.; Xin, Z.; Baril, L.; Tang, F.; Lv, H.; Cao, W. Two‐Year Prospective Study of the Humoral 

Immune Response of Patients with Severe Acute Respiratory Syndrome. J. Infect. Dis. 2006, 193, 792–795, doi:10.1086/500469. 

18. Liu, L.; Xie, J.; Sun, J.; Han, Y.; Zhang, C.; Fan, H.; Liu, Z.; Qiu, Z.; He, Y.; Li, T. Longitudinal profiles of immunoglobulin G 

antibodies against severe acute respiratory syndrome coronavirus components and neutralizing activities in recovered patients. 

Scand. J. Infect. Dis. 2011, 43, 515–521, doi:10.3109/00365548.2011.560184. 



Viruses 2021, 13, 284  12 of 12 
 

 

19. Choe, P.G.; Perera, R.A.; Park, W.B.; Song, K.H.; Bang, J.H.; Kim, E.S.; Kim, H.B.; Ko, L.W.; Park, S.W.; Kim, N.J.; et al. MERS‐

CoV Antibody Responses 1 Year after Symptom Onset, South Korea, 2015. Emerg. Infect. Dis. 2017, 23, 1079–1084. 

20. Payne, D.C.; Biggs, H.M.; Al‐Abdallat, M.M.; Alqasrawi, S.; Lü, X.; Abedi, G.R.; Haddadin, A.; Iblan, I.; Alsanouri, T.; Al Nsour, 

M.; et al. Multihospital Outbreak of a Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus Deletion Variant, Jordan: A Molecular, 

Serologic, and Epidemiologic Investigation. Open Forum Infect. Dis. 2018, 5, doi:10.1093/ofid/ofy095. 

21. Okba, N.M.; Raj, V.S.; Widjaja, I.; GeurtsvanKessel, C.H.; De Bruin, E.; Chandler, F.D.; Park, W.B.; Kim, N.‐J.; Farag, E.A.; Al‐

Hajri, M.; et al. Sensitive and Specific Detection of Low‐Level Antibody Responses in Mild Middle East Respiratory Syndrome 

Coronavirus Infections. Emerg. Infect. Dis. 2019, 25, 1868–1877, doi:10.3201/eid2510.190051. 

22. Long, Q.X.; Tang, X.J.; Shi, Q.L.; Li, Q.; Deng, H.J.; Yuan, J.; Hu, J.L.; Xu, W.; Zhang, Y.; Lv, F.J.; et al. Clinical and immunological 

assessment of asymptomatic SARS‐CoV‐2 infections. Nat. Med. 2020, 26, 1200–1204. 

23. Liu, L.; To, K.K.‐W.; Chan, K.‐H.; Wong, Y.‐C.; Zhou, R.; Kwan, K.‐Y.; Fong, C.H.‐Y.; Chen, L.‐L.; Choi, C.Y.‐K.; Lu, L.; et al. 

High neutralizing  antibody  titer  in  intensive  care unit patients with COVID‐19. Emerg. Microbes  Infect.  2020,  9,  1664–1670, 

doi:10.1080/22221751.2020.1791738. 

24. Seow, J.; Graham, C.; Merrick, B.; Acors, S.; Steel, K.J.; Hemmings, O.; OʹBryne, A.; Kouphou, N.; Pickering, S.; Galao, R.; et al. 

Longitudinal observation and decline of neutralizing antibody responses in the three months following SARS‐CoV‐2 infection 

in humans. Nat Microbiol. 2020, 5, 1598–1607, doi: 10.1038/s41564‐020‐00813‐8. 

25. Ho, M.‐S.; Chen, W.‐J.; Chen, H.‐Y.; Lin, S.‐F.; Wang, M.‐C.; Di, J.; Lu, Y.‐T.; Liu, C.‐L.; Chang, S.‐C.; Chao, C.‐L.; et al. Neutral‐

izing Antibody Response and SARS Severity. Emerg. Infect. Dis. 2005, 11, 1730–1737, doi:10.3201/eid1111.040659. 

26. Verity, R.; Okell, L.C.; Dorigatti, I.; Winskill, P.; Whittaker, C.; Imai, N.; Cuomo‐Dannenburg, G.; Thompson, H.; Walker, P.G.T.; 

Fu, H.; et al. Estimates of the severity of coronavirus disease 2019: A model‐based analysis. Lancet Infect. Dis. 2020, 20, 669–677, 

doi:10.1016/s1473‐3099(20)30243‐7. 

27. Gudbjartsson, D.F.; Norddahl, G.L.; Melsted, P.; Gunnarsdottir, K.; Holm, H.; Eythorsson, E.; Arnthorsson, A.O.; Helgason, D.; 

Bjarnadottir, K.; Ingvarsson, R.F.; et al. Humoral Immune Response to SARS‐CoV‐2 in Iceland. N. Engl. J. Med. 2020, 383, 1724–

1734, doi:10.1056/nejmoa2026116. 

28. Arcavi,  L.;  Benowitz,  N.L.  Cigarette  Smoking  and  Infection.  Arch.  Intern.  Med.  2004,  164,  2206–2216, 

doi:10.1001/archinte.164.20.2206. 

29. Vardavas,  C.I.; Nikitara,  K.  COVID‐19  and  smoking: A  systematic  review  of  the  evidence.  Tob.  Induc. Dis.  2020,  18,  20, 

doi:10.18332/tid/119324. 

30. Bielecki, M.; Crameri, G.A.G.; Schlagenhauf, P.; Buehrer, T.W.; Deuel, J.W. Body temperature screening to identify SARS‐CoV‐

2 infected young adult travellers is ineffective. Travel Med. Infect. Dis. 2020, 37, 101832. 

31. Wang, P.; Liu, L.; Nair, M.S.; Yin, M.T.; Luo, Y.; Wang, Q.; Yuan, T.; Mori, K.; Solis, A.G.; Yamashita, M.; et al. SARS‐CoV‐2 

neutralizing antibody responses are more robust in patients with severe disease. Emerg. Microbes Infect. 2020, 9, 2091–2093. 

 


