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Ubersetzungsverzeichnis

Englisches Wort

Deutsche Ubersetzung

Amplikon DNA- oder RNA- Sequenz die per Amplifikation
vervielfaltigt wird.
Analyzer Analysegerat

Barcode-Scanner

Zweidimensionaler Code Leser

Bluetooth Funkstandard um auf kurze Distanzen Daten zu
Ubertragen

Checkliste Kontrollliste

Chip Ein kleines Stuck Halbleiter-Tragermaterial mit
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Computer Rechner
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Fehlercode Fehlermeldung
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Biochemische Methode zum qualitativen Nachweis
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Plug and Play

Anschliel3en und Loslegen Technologie
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10

Zusammenlegen



Puffer Stoffgemisch aus einer schwachen Saure und ihrer
korrespondierenden Base

Quencher Farbstoff, fangt die Strahlung des Reporter-
Farbstoffs

Reporter Reporter Farbstoff

Score Punktwert

Screening "Filteruntersuchung"

Software Elektronisches Datenverarbeitungsprogramm

Target Ziel

Test run time

Testlaufzeit

WALK-AWAY-MODUS

Analyse direkt im Gerat

Worst-Case

Schlechtester Fall-ungtinstigster Fall
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1. Einleitung

1.1 Was ist SARS-CoV-2?

Das Coronavirus (SARS-CoV-2) ist ein hoch ansteckendes und pathogenes
Virus, das Ende 2019 erstmals auftrat und eine Pandemie akuter
Atemwegserkrankung namens ,Coronavirus-Krankheit 2019“ (COVID-19)
verursachte, die die menschliche Gesundheit weltweit bedrohte.
(Hu, B. et al. 2021)

1.1.1 Historie medizinisch bedeutsamer Coronaviren

Coronaviren sind eine vielfaltige Gruppe von Viren, die viele verschiedene Tiere
infizieren und beim Menschen leichte bis schwere Atemwegsinfektionen
verursachen konnen. In den Jahren 2002 und 2012 traten beim Menschen zwei
hochpathogene Coronaviren zoonotischen Ursprungs auf: das Coronavirus des
schweren akuten respiratorischen Syndroms (SARS-CoV) und das Coronavirus
des Nahen Ostens (MERS-CoV). Beide verursachten todliche
Atemwegserkrankungen und stellten eine Gefahr fir die 6ffentliche Gesundheit
im 21. Jahrhundert dar (Cui et al. 2019). Ende 2019 tauchte in der chinesischen
Stadt Wuhan ein neues Coronavirus namens SARS-CoV-2 auf und verursachte
einen ungewohnlich grof3en Ausbruch viral-atypischer Pneumonien. Dieses neue
Coronavirus - das SARS-CoV-2 -, war hoch ansteckend und breitete sich schnell
auf der ganzen Welt aus (Wu, J.T. et al. 2020, Hui et al. 2020). Es uUbertraf SARS
und MERS sowohl in der Anzahl der Falle als auch in der geografischen
Ausdehnung des Endemiegebiets bei weitem. Der anhaltende SARS-CoV-2
Ausbruch stellte eine grof3e Bedrohung fur die globale 6ffentliche Gesundheit dar
(Deng und Peng 2020, Han, Q. et al. 2020).

1.1.2 Entstehung und Verbreitung

Ende Dezember 2019 meldeten mehrere medizinische Einrichtungen in Wuhan,
Provinz Hubei, China, eine Zunahme von Lungenentziindungsfallen unbekannter
Ursache (Zhu, N. et al. 2020). Ahnlich wie Patienten mit SARS und MERS zeigten
diese Patienten Symptome einer viralen Lungenentzindung wie Fieber, Husten,

Brustbeschwerden und in schweren Fallen Atemnot und bilaterale interstitielle
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Lungeninfiltrate (Zhu, N. et al. 2020, Gralinski und Menachery 2020). Von den
ersten 27 dokumentierten Krankenhausfallen waren die meisten Falle
epidemiologisch mit dem sitdchinesischen Grolhandelsmarkt flir Meeresfriichte
verbunden. Der Huanan Seafood Wholesale Market ist ein Nassmarkt in Wuhan,
auf dem nicht nur Meeresfrichte, sondern auch lebende Tiere, einschliefl3lich
Geflugel und Wildtiere, verkauft werden (Deng und Peng 2020, Jiang, S. et al.
2020). Laut einer retrospektiven Studie stammt der erste bekannte Fall
vom 8. Dezember 2019 (Wu, Z. und McGoogan 2020). Am 31. Dezember
informierte die Gesundheitskommission der Stadt Wuhan die Offentlichkeit tiber
einen Ausbruch einer Lungenentzindung unbekannter Ursache und

benachrichtigte die Weltgesundheitsorganisation (WHO).

Durch metagenomische RNA-Sequenzierung und Virusisolierung aus
bronchoalveolaren Lavage-Flussigkeitsproben von Patienten mit schwerer
Lungenentziundung hat ein unabhangiges Team chinesischer Wissenschaftler
ein neuartiges Betacoronavirus als Erreger dieser neu auftretenden Krankheit
identifiziert (Zhu, N. et al. 2020, Wu, F. et al. 2020, Zhou, P. et al. 2020). Die
Ergebnisse dieser Atiologie wurden am 9. Januar 2020 veréffentlicht. Es folgte
die Veroffentlichung uUber die GISAID-Datenbank am 11. Januar der nahezu
vollstandigen Genomsequenz, die von verschiedenen Forschungseinrichtungen
berichtet wurde (Gralinski und Menachery 2020). AnschlieRend wurden weitere
Krankheitsfalle identifiziert, die keinen epidemiologischen Zusammenhang zum
Huanan Seafood Wholesale Market aufwiesen. Es wurde Uber mehrere familiare
Clusterinfektionen berichtet. Auch nosokomiale Infektionen traten in der Abfolge
auf. Alle diese Falle lieferten klare Beweise fiir die Ubertragung des neuen Virus
von Mensch zu Mensch (Deng und Peng 2020, Chan, J.F. et al. 2020a, Chen, N.
et al. 2020, Wang, R. et al. 2020). Das Reisen zwischen den Stadten vor dem
Neujahrsfest trug dazu bei, dass sich das Virus in China weiter verbreitete.
Innerhalb eines Monats hatte sich das Virus massiv uber alle 34 Provinzen
Chinas ausgebreitet. Die Zahl der bestatigten Falle stieg stark an. Bis Ende
Januar 2020 wurden taglich Tausende neuer Falle diagnostiziert. Am 30. Januar
erklarte die WHO den Ausbruch des neuartigen Coronavirus zu einem

internationalen Gesundheitsnotstand (Eurosurveillance Editorial Team 2020).
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Am 11. Februar benannte die Internationale Kommission fur die Taxonomie von
Viren das neuartige Coronavirus ,SARS-CoV-2“ und die WHO nannte die durch
SARS-CoV-2 verursachte Krankheit ,COVID-19“ (Coronaviridae Study Group of

the International Committee on Taxonomy of Viruses 2020).

Die internationale Ausbreitung von SARS-CoV-2 beschleunigte sich ab Ende
Februar, wahrend in China ein Abwartstrend zu verzeichnen war. Immer mehr
Lander meldeten groRRe Infektionscluster (Fisher und Heymann 2020).
Am 11. Marz 2020 stufte die WHO die Lage um SARS-CoV-2 offiziell als
Pandemie ein (World Health Organization 2020). SARS-CoV-2 wurde
chinesischen Berichten zufolge in China seit Marz effektiv eingedammt, aber die
Zahl der COVID-19-Falle in Europa, den Vereinigten Staaten und anderen
Regionen stieg sprunghaft. Laut dem COVID-19 Dashboard des Johns Hopkins
University Center for Systems Science and Engineering wurden bis zum
11. August 2020 mehr als 20 Millionen Falle von COVID-19 in 216 Landern und
Territorien auf allen sechs Kontinenten gemeldet. Ungefahr 733.000 Patienten
starben bis dahin (Dong et al. 2020). Eine hohe Sterblichkeit trat hauptsachlich
auf, wenn medizinische Ressourcen uberbeansprucht wurden. Die Vereinigten
Staaten waren damals das Land mit den hochsten Fallzahlen. Genetische
Untersuchungen deuten darauf hin, dass SARS-CoV-2 ein natirliches Virus
tierischen Ursprungs ist. Anderseits ist es unklar, wann und wo das Virus einen
Menschen zum ersten Mal infiziert hat. Einige der ersten gemeldeten Falle in
Wuhan konnten epidemiologisch nicht mit Fischmarkten in Verbindung gebracht
werden (Li, Q. et al. 2020), was darauf hindeutet, dass Markte moglicherweise
nicht die Hauptquelle fur Infektionen des Menschen mit SARS-CoV-2 sind.
In einer franzdsischen Studie wurde SARS-CoV-2 per PCR in Ende 2019
archivierten Proben eines Patienten mit Lungenentziindung nachgewiesen. Dies
deutet darauf hin, dass sich SARS-CoV-2 dort womdglich deutlich friher als zu
den bekannten Ausbruchszeiten in der Allgemeinbevolkerung in Frankreich
ausgebreitet hat (Deslandes et al. 2020). Dieser einzelne frihe Bericht kann
jedoch keine endgultige Antwort auf den Ursprung von SARS-CoV-2 und dessen
Ausbreitung geben. Ferner konnen falsch positive Ergebnisse nicht

ausgeschlossen werden. Um dieser hochst umstrittenen Fragestellung
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nachzugehen, wurden weltweit mehrere retrospektive Studien mit weiteren
Patienten-, Tier- und Umweltbankproben unter Verwendung gut validierter Tests
durchgefuhrt (Hu, B. et al. 2021).

1.1.3 Genomik, Phylogenese und Taxonomie

Als neues Betacoronavirus teilt SARS-CoV-2 79% der genomischen
Sequenzidentitat mit SARS-CoV und 50% mit MERS-CoV (Lu, R. et al. 2020b).
Seine Genomorganisation ist die gleiche wie bei anderen Betacoronaviren.
Sechs funktionale offene Leserahmen (ORFs) sind in der Reihenfolge von 5' bis
3' angeordnet: Replikase (ORF1a/ORF1b), Spike (S), Hulle (E), Membran (M)
und Nukleokapsid (N). Zusatzlich sind sieben mutmallliche ORFs, die
akzessorische Proteine codieren, zwischen den Strukturgenen verteilt. Die
meisten der von SARS-CoV-2 codierten Proteine sind ahnlich lang wie ihre
SARS-CoV-Gegenstucke. Von den vier Strukturgenen teilt SARS-CoV-2 mehr
als 90% Aminosaure-ldentitat mit SARS-CoV, mit Ausnahme des divergierenden
S-Gens (Zhou, P. et al. 2020, Lu, R. et al. 2020). Das Replicase-Gen nimmt zwei
Drittel des 5'-Genoms ein und codiert ein groRes Polyprotein (pp1ab), das
proteolytisch in 16 Nichtstrukturproteine gespalten wird, die an der Transkription
und Virusreplikation beteiligt sind. Die meisten dieser nichtstrukturellen
SARS-CoV-2-Proteine teilen mehr als 85% Aminosaure-Sequenzidentitat mit
SARS-CoV (Chan, J.F. et al. 2020b).

Die genomweite phylogenetische Analyse zeigt, dass SARS-CoV-2 zur
Untergattung Sarbecovirus der Gattung Betacoronavirus gehort, zusammen mit
SARS-CoV und SARS-verwandten Coronaviren, die in Fledermausen
vorkommen (SARSr-CoVs). Innerhalb dieser Gruppe wird SARS-CoV-2
zusammen mit vier Coronavirus-Isolaten aus Pfeilschwanzkrebsen und einem
neuartigen Coronavirus, das kirzlich in Schuppentieren identifiziert wurde,
gruppiert. Es wurden die Sequenzen der funf konservierten
Replikationsdomanen von pp1ab identifiziert: (3C-ahnliche Protease (3CLpro),
Nidovirus-RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRp)-bezogene
Nukleotidyltransferase (NiRAN), RdRp, Zinkbindungsdoméane (ZBD) und HEL1.

Mithilfe der Coronavirus-Forschungsgruppe der International Committee on
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Taxonomy of Viruses wurde SARS-CoV-2 mit den SARSr-CoV verglichen
(Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of
Viruses 2020). Obwohl phylogenetisch verwandt, unterscheidet sich
SARS-CoV-2 von allen anderen Coronaviren, die von Fledermdusen und

Schuppentieren dieser Art stammen (Hu, B. et al. 2021).
1.1.4 Tierische Wirte

Fledermause sind wichtige natirliche Wirte flir Alphacoronaviren und
Betacoronaviren. Bisher ist der engste bekannte Verwandte von SARS-CoV-2
ein Fledermaus-Coronavirus namens ,RaTG13“ das in Rhinolophus affinis in
Yunnan, China, nachgewiesen wurde. Dessen Genomsequenz ist in voller Lange
zu 96,2% mit der von SARS-CoV-2 identisch (Zhou, P. et al. 2020).
Dieses Fledermausvirus teilt mehr als 90% Sequenzidentitat mit SARS-CoV-2 in
allen ORFs seines Genoms, einschliel3lich des hochvariablen S und ORF8
(Zhou, P. et al. 2020). Die phylogenetische Analyse bestatigte, dass
SARS-CoV-2 eng mit RaTG13 verwandt ist. Die hohe genetische Ahnlichkeit
zwischen SARS-CoV-2 und RaTG13 stutzt die Hypothese, dass SARS-CoV-2
wahrscheinlich von Fledermausen stammt (Paraskevis et al. 2020). Ein weiteres
verwandtes Coronavirus wurde Kkurzlich in  Rhinolophus malayanus-
Fledermausen in der Provinz Yunnan entdeckt. Dieses neue Fledermausvirus mit
dem Namen ,RmYNO02“ ist genomweit zu 93,3% identisch mit SARS-CoV-2.
Das lange 1ab-Gen zeigt 97,2% Identitat mit SARS-CoV-2, sogar mehr als
RaTG13 (Zhou, H. et al. 2020). Neben RaTG13 und RmYNO02 weisen
phylogenetische Analysen darauf hin, dass die Fledermaus-Coronaviren ZC45
und ZXC21, die zuvor in Rhinolophus-pusillus-Fledermausen in Ostchina
nachgewiesen wurden, auch in der SARS-CoV-2-Linie der Untergattung
Sarbecovirus enthalten sind (Hu, D. et al. 2018). Die Entdeckung verschiedener
Fledermaus-Coronaviren, die eng mit SARS-CoV-2 verwandt sind, legt nahe,
dass Fledermause Wirte fur SARS-CoV-2 sind (Lau et al. 2020). Basierend auf
aktuellen Erkenntnissen entsprechen die genetischen Abweichungen zwischen
SARS-CoV-2 und verwandten Fledermaus-Coronaviren jedoch wahrscheinlich

mehr als 20 Jahren Sequenzentwicklung. Dies legt nahe, dass es nur
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als evolutionarer Vorlaufer von SARS-CoV-2 angesehen werden kann
(Zhang und Holmes 2020).

Neben Fledermausen sind Pangoline ein weiterer Wildwirt, der mit SARS-CoV-2
in Verbindung gebracht wird. Mehrere mit SARS-CoV-2 verwandte Viren wurden
in Geweben malaiischer Schuppentiere identifiziert, die zwischen 2017 und 2019
aus Sudostasien nach Sudchina geschmuggelt wurden. Diese Pangolinviren
gehoren zu zwei unterschiedlichen Unterstammen (Lam et al. 2020, Xiao et al.
2020, Liu, P. et al. 2019). Guangdong-Stamme, die von verschiedenen
Forschungsgruppen aus geschmuggelten Pangolinen isoliert und sequenziert
wurden, zeigen 99,8% Sequenzidentitat (Liu, P. et al. 2019). Sie sind sehr eng
mit SARS-CoV-2 verwandt und weisen eine Sequenzahnlichkeit von 92,4% auf.
Vor allem ist die RBD des Guangdong-Pangolin-Coronavirus der von
SARS-CoV-2 sehr ahnlich. Die Rezeptorbindungsmotive (RBMs; Teil der RBD)
dieser Viren unterscheiden sich von SARS-CoV-2 durch eine einzige
Aminosaure. Sie haben jedoch alle finf, fir die Rezeptorbindung des
Angiotensin-konvertierende Enzym 2 (ACE2) wichtigen Aminosauren. Diese sind
mit denen von SARS-CoV-2 identisch. Im Vergleich zum Guangdong-Stamm
weist das in Guangxi identifizierte Pangolin-Coronavirus mit 85,5% genomischer
Sequenzidentitat weniger Ahnlichkeit zu SARS-CoV-2 auf. Das Auftreten von
klinischen Symptomen bei infizierten Schuppentieren, wie einer interstitiellen
Lungenentzindung und einer viralen Infiltration von Entziindungszellen in
verschiedenen Organen, legt nahe, dass diese Tiere Wirte fur das Virus sein
konnten (Hu, B. et al. 2021).

Ein Zwischenwirt spielt in der Regel eine wichtige Rolle beim Ausbruch von
Coronaviren, die von Fledermdusen abstammen, z. B. Zibetkatzen fir
SARS-CoV und Dromedar-Kamele fir MERS-CoV. Die von diesen beiden
Zwischenwirten Ubertragenen Virusstamme sind genetisch nahezu identisch mit
den entsprechenden Viren beim Menschen (mehr als 99%
Genomsequenzidentitat) (Cui et al. 2019). Trotz einer RBD, die mit der von
SARS-CoV-2 nahezu identisch ist, weisen die bisher bekannten Pangolin-
Coronaviren nur eine Genomidentitdt von 92% mit SARS-CoV-2 auf

(Zhang, T. et al. 2020). Die verfugbaren Daten reichen nicht aus, um
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Schuppentiere als Zwischenwirt fur SARS-CoV-2 zu belegen. Bisher gibt
es keine Hinweise darauf, dass Schuppentiere direkt am Ausbruch von
SARS-CoV-2 beteiligt waren.

Derzeit ist unser Wissen uber den tierischen Ursprung von SARS-CoV-2 noch
weitgehend luckenhaft. Das Reservoir des Virus ist nicht eindeutig geklart. Es ist
nicht bekannt, ob SARS-CoV-2 auf den Menschen Uber einen Zwischenwirt
ubertragen wurde oder welche Tiere Zwischenwirte sein konnten. Der Nachweis
von RaTG13-, RmYNO2- und Pangolin-Coronaviren legt nahe, dass
verschiedene SARS-CoV-2-ahnliche Coronaviren in Wildtieren zirkulieren. Da
frbhere  Studien gezeigt haben, dass einige Sarbvecoviren wie
SARS-CoV mdglicherweise durch Rekombination entstanden sind, beinhaltet die
Evolution von SARS-CoV-2 moglicherherweise eine Reihe von Interaktionen
zwischen verschiedenen verwandten Coronaviren. Die Mdglichkeit einer viralen
RNA-Rekombination kann nicht ausgeschlossen werden. Die umfassenden
Ergebnisse Uber SARS-CoV-2-assoziierte Viren bei Fledermausen, wilden und
in Gefangenschaft lebenden Schuppentieren und anderen Wildtierarten in China,
Sudostasien und anderswo legt zumindest einen zoonotischen Ursprung
von SARS-CoV-2 nahe (Hu, B. et al. 2021).

Neben Wildtieren untersuchten die Forscher auch die Anfalligkeit von Haus- und
Labortieren fir eine SARS-CoV-2-Infektion. Eine Studie zeigte, dass sich
SARS-CoV-2 effizient in den oberen Atemwegen von Katzen und Frettchen
repliziert, wahrend Hunde, Schweine, Hihner und Enten nicht von SARS-CoV-2
betroffen sind (Shi, J. et al. 2020). Die Anfalligkeit von Nerzen wurde durch einen
Bericht aus den Niederlanden Uber einen Ausbruch einer SARS-CoV-2-Infektion
bei Zuchtnerzen dokumentiert. Die meisten infizierten Nerze hatten leichte
Symptome, aber einige entwickelten schwere Atemnot und starben an einer
interstitiellen Lungenentziindung (Oreshkova et al. 2020). Bei zwei Hunden aus
Haushalten mit COVID-19-Fallen wurden Hinweise auf eine naturliche
SARS-CoV-2-Infektion gefunden, obwohl die Hunde asymptomatisch waren. In
einer anderen serologischen Studie wurden neutralisierende SARS-CoV-2-
Antikdrper in Serumproben von Katzen nachgewiesen, die nach dem COVID-19-

Ausbruch in Wuhan entnommen wurden. Dies erbrachte den Nachweis einer
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SARS-CoV-2-Infektion in Katzenpopulationen in Wuhan, wobei jedoch das
Potenzial einer SARS-CoV-2-Ubertragung von Katzen auf Menschen ungewiss
ist (Zhang, Q. et al. 2020).

1.1.5 Pathogenese von SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 verwendet denselben Rezeptor wie SARS-CoV, um an seine
Zielzellen zu binden und einzudringen: den Angiotensin-Converting-Enzym 2
(ACE2) Rezeptor (Zhou, P. et al. 2020, Hoffmann et al. 2020). Neben dem
humanen ACE2-Rezeptor (hACEZ2) bindet SARS-CoV-2 auch an ACE2-
Rezeptoren in Schweinen, Frettchen, Rhesusaffen, Zibetkatzen, Katzen,
Schuppentieren, Kaninchen und Hunden (Zhou, P. et al. 2020, Shi, J. et al. 2020,
Chandrashekar et al. 2020, Zhao, X. et al. 2020). Die breite Rezeptorverwendung
von SARS-CoV-2 bedeutet, dass es moglicherweise ein breites Wirtsspektrum
hat. Die unterschiedliche Effizienz der ACE2-Rezeptor-Bindung bei
verschiedenen Tieren kdnnte jedoch zu einer unterschiedlichen Anfalligkeit fur
eine SARS-CoV-2-Infektion fuhren. Die S1-Untereinheit des Coronavirus ist
weiter in zwei funktionelle Domanen unterteilt, die N-terminale Doméane und die
C-terminale Domane. Strukturelle und biochemische Analysen ergaben, dass
eine  211-Aminosauren-lange Region (Aminosauren 319-529) in der
S1-C-terminalen Domane von SARS-CoV-2 eine entscheidende Rolle beim
Viruseintritt spielt und als Rezeptor-Bindedomane (RBD) dient. Dies ist ein
maogliches Ziel fur neutralisierende Antikdrper (Shang, J. et al. 2020b, Walls et al.
2020). Das Rezeptor-Bindemotiv (RBM) der RBD vermittelt den Kontakt mit dem
ACE2-Rezeptor (Aminosauren 437-507 des SARS-CoV-2-S-Proteins) und diese
Region von SARS-CoV-2 unterscheidet sich von der Region von SARS-CoV an
funf fur die ACE2-Bindung entscheidenden Aminosauren, namlich Y455L, L486F,
N493Q, D494S und T501N52. Anderungen dieser Reste stabilisieren zwei
virusbindende Hotspots auf der Oberflache des hACE2-Rezeptors bei der
Wechselwirkung mit SARS-CoV-2 (Wan, Y. et al. 2020). AuRerdem fuhrt ein
Motiv aus vier Aminosauren im RBM von SARS-CoV-2 (Aminosauren
482-485: G-V-E-G) zu einer kompakteren Konformation als bei SARS-CoV, was
einen besseren Kontakt mit der N-terminalen Helix vom hACE2-Rezeptor
ermoglicht (Shang, J. et al. 2020b). Biochemische Daten haben bestatigt, dass
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strukturelle Merkmale der SARS-CoV-2-RBD die hACE2-Bindungsaffinitat im
Vergleich zu SARS-CoV erhohen (Shang, J. et al. 2020b, Wan, Y et al. 2020,
Letko et al. 2020).

Ahnlich wie andere Coronaviren erfordert SARS-CoV-2 eine proteolytische
Prozessierung des S-Proteins, um den endozytischen Weg zu aktivieren.
Es wurde gezeigt, dass Wirtsproteasen an der Spaltung des S-Proteins und der
Aktivierung des SARS-CoV-2-Eintritts beteiligt sind, einschlieRlich der
Transmembranprotease Serinprotease 2 (TMPRSS2), Cathepsin L und Furin
(Hoffmann et al. 2020, Ou et al. 2020, Shang, J. et al. 2020a). Einzelzell-RNA-
Sequenzierungsdaten zeigten, dass TMPRSS2 in mehreren Geweben und
Korperstellen stark exprimiert und mit ACE2 in nasalen Epithelzellen, Lungen-
und Bronchialasten koexprimiert wird, was den Gewebetropismus von
SARS-CoV-2 demonstriert (Sungnak et al. 2020, Lukassen et al. 2020). Ein
SARS-CoV-2-Pseudovirus-Entry-Assay zeigte, dass TMPRSS2 und Cathepsin L
eine kumulative Wirkung mit Furin auf die Virus-Entry-Aktivierung haben (Shang,
J. et al. 2020a). Die Analyse der kryoelektronenmikroskopischen Struktur des
SARS-CoV-2-S-Proteins zeigt, dass sich seine RBD in einem Uberwiegend
liegenden Konformationszustand befindet, wahrend das SARS-CoV-S-Protein
sowohl einen stehenden als auch einen liegenden Konformationszustand
aufweist. Das S-Protein von SARS-CoV-2 begunstigt daher moglicherweise nicht

die Rezeptorbindung, ist aber hilfreich bei der Immunumgehung.

Der klinische Verlauf der SARS-CoV-2-Infektion beim Menschen manifestiert
sich von leichten Symptomen bis hin zu schwerem Lungenversagen. Nach der
Bindung an Atemwegsepithelzellen initiiert SARS-CoV-2 die Replikation, wandert
in die tieferen Atemwege und dringt in alveolare Epithelzellen der Lunge ein. Die
schnelle Vermehrung von SARS-CoV-2 in der Lunge kann eine starke
Immunantwort hervorrufen. Der durch SARS-CoV-2 bedingte Zytokinsturm
verursacht ein akutes Atemnotsyndrom und Atemversagen und gilt als haufigste
Todesursache bei Patienten mit COVID-19 (Huang et al. 2020, Mehta et al.
2020). Altere Patienten (60 Jahre und &lter) mit erheblichen Vorerkrankungen
haben ein erhdhtes Risiko, ein akutes Atemnotsyndrom zu entwickeln und daran
zu sterben (Wu, C. et al. 2020, Liu, Y. et al. 2020, Tian, J. et al. 2020). In einigen
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COVID-19-Féllen wurde auch udber multiples Organversagen berichtet
(Wu, Z. und McGoogan 2020, Chen, N. et al. 2020, Yao, X. et al. 2020).

Typische Symptome der Coronavirus-Krankheit 2019 (COVID-19) sind Fieber,
trockener Husten und Mudigkeit, in schwereren Fallen Atemnot. Viele
Infektionen, insbesondere bei Kindern und jungen Erwachsenen, verlaufen
asymptomatisch, wohingegen altere Menschen und/oder Menschen mit
Komorbiditaten ein hoheres Risiko flir eine schwere Erkrankung,
Atemwegsversagen und Tod haben. Die Inkubationszeit betragt ~5 Tage, eine
schwere Erkrankung entwickelt sich in der Regel ~8 Tage nach dem Auftreten
der Symptome, und eine kritische Erkrankung und der Tod treten
nach ~16 Tagen ein (Hu, B. et al. 2021).

Histopathologische = Veranderungen bei COVID-19-Patienten  treten
hauptsachlich in der Lunge auf. Die histopathologische Analyse zeigt eine
bilaterale diffuse Alveolarschadigung, Bildung einer hyalinen Membran, Ablésung
von Lungenzellen und Fibrinablagerung in der Lunge von schweren COVID-19-
Patienten. In einigen Fallen wurde auch eine exsudative Entziindung festgestelit.
Die Immunhistochemie wies SARS-CoV-2-Antigen in den oberen Atemwegen, im
bronchiolaren Epithel, im submukésen Epithel und in den Lungenzellen vom
Typ I'und Il, in den Alveolarmakrophagen und in den hyalinen Membranen nach
(Chen, N. et al. 2020, Huang et al. 2020, Martines et al. 2020, Zeng et al. 2020).

Zu den Tiermodellen, die zur Untersuchung der Pathogenese der SARS-CoV-2-
Infektion verwendet werden, gehoren nichtmenschliche Primaten (Rhesusaffen,
Cynomolgus-Affen, Krallenaffen, Grune Meerkatzen), Mause, Frettchen und
Goldhamster (Shi, J. et al. 2020, Chandrashekar et al. 2020, Sun et al. 2020,
Rockx et al. 2020, Bao et al. 2020, Jiang, R.D. et al. 2020, Lu, S. et al. 2020,
Speranza et al. 2020, Gu et al. 2020). In nichtmenschlichen Primatentiermodellen
weisen die meisten Arten ahnliche klinische Merkmale auf wie COVID-19-
Patienten. Dazu gehoren Virusausscheidung, Virusreplikation und Wirtsreaktion
auf eine SARS-CoV-2-Infektion (Rockx et al. 2020, Lu, S. et al. 2020, Speranza
et al. 2020). So wurden im Rhesusaffenmodell hohe Viruslasten in den oberen

und unteren Atemwegen nachgewiesen. Akute virale interstitielle Pneumonie und
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humorale und zellulare Immunantworten wurden beobachtet (Chandrashekar
et al. 2020, Munster et al. 2020). Daruber hinaus erreichte die anhaltende
Virusausscheidung bei asymptomatischen Makaken frih im Infektionsprozess
ihren Hohepunkt, wobei altere Affen eine schwerere interstitielle Pneumonie
aufwiesen als jungere Affen (Yu, P. et al. 2020). Dies ahnelt dem, was bei
COVID-19-Patienten beobachtet wird. Menschliche ACE2-transgene Mause, die
mit SARS-CoV-2 infiziert waren, entwickelten eine typische interstitielle
Pneumonie, und virale Antigene wurden hauptsachlich in Bronchialepithelzellen,
Makrophagen und Alveolarepithel beobachtet. Einige  menschliche
ACE2-transgene Mause starben nach der Infektion (Bao et al. 2020, Jiang,
R.D. et al. 2020). Fir ein breites Spektrum an verschiedenen Mausen wurden an
die Maus angepasste SARS-CoV-2-Stamme generiert, die in Passage 6 eine
N501Y-Anderung in der RBD des S-Proteins aufwiesen. Interstitielle
Lungenerkrankungen und Entzindungsreaktionen wurden sowohl bei jungen als
auch bei alteren Mausen nach Infektion mit Maus-adaptierten Stammen
beobachtet (Gu, et al. 2020). Auch Goldhamster zeigten typische Symptome
nach einer Infektion mit SARS-CoV-2 (Chan, J.F. et al. 2020d). In anderen
Tiermodellen, einschliel3lich Katzen und Frettchen, konnte sich SARS-CoV-2
effizient in den oberen Atemwegen replizieren, allerdings ohne schwere klinische

Symptome zu verursachen (Shi, J. et al. 2020, Kim, et al. 2020).
1.1.6 Klinische und epidemiologische Aspekte

Alle Altersgruppen der Bevolkerung sind anfallig fur eine SARS-CoV-2-Infektion,
wobei das mittlere Erkrankungsalter bei etwa 50 Jahren liegt (Wu, Z. und
McGoogan 2020, Chen, N. et al. 2020, Mehta et al. 2020, Wang, D. et al. 2020,
Guan et al. 2020). Die klinischen Manifestationen variieren jedoch mit dem Alter.
Im Allgemeinen entwickeln altere Manner (Uber 60 Jahre) mit
Begleiterkrankungen eher eine schwere Atemwegserkrankung, die einen
Krankenhausaufenthalt erfordert oder sogar tédlich verlauft. Die meisten jungen
Menschen und Kinder entwickeln dagegen eher eine leichte Erkrankung (keine
Lungenentzindung oder nur eine leichte Lungenentzindung) oder sind
asymptomatisch (Wu, Z. und McGoogan 2020, Guan et al. 2020, Lu, X. et al.
2020). Es ist erwahnenswert, dass schwangere Frauen kein erhdhtes Risiko flr
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Covid-19 haben. Es wurden jedoch Hinweise auf eine transplazentare
Ubertragung von SARS-CoV-2 von infizierten Mittern auf Neugeborene
gefunden. Dies war jedoch ein Einzelfall (Chen, H. et al. 2020, Vivanti et al. 2020).
Die haufigsten Symptome einer Infektion sind Fieber, Mudigkeit und trockener
Husten (Chen, N. et al. 2020, Huang et al. 2020, Wang, D. et al. 2020, Guan et
al. 2020). Weniger haufige Symptome sind Auswurf, Kopfschmerzen, Bluthusten,
Durchfall, Halsschmerzen, Brustschmerzen, Schiittelfrost sowie Ubelkeit und
Erbrechen. Dysgeusie wurde von italienischen Patienten berichtet (Giacomelli et
al. 2020). Die meisten Menschen zeigten nach einer Inkubationszeit von 1 bis
14 Tagen (am haufigsten etwa 5 Tage) Krankheitszeichen, wobei sich
Kurzatmigkeit und Lungenentzindung im Durchschnitt innerhalb von 8 Tagen

nach Symptombeginn entwickelten (Wu, Z. und McGoogan 2020).

In einem Bericht Uber 72.314 Falle in China wurden 81% als mild eingestuft,
14% waren schwere Falle, die eine Beatmung auf Intensivstationen erforderten,
und 5% waren sehr schwer (d. h. der Patient hatte Atemstillstand, septischen
Schock und/oder multiples Organversagen) (Wu, Z. und McGoogan 2020, Chen,
T. et al. 2020). Bei der Aufnahme waren Milchglastribungen der haufigste
radiologische Befund in der Thorax-Computertomographie (CT) (Chen, N. et al.
2020, Huang et al. 2020, Wang, D. et al. 2020, Guan et al. 2020). Die meisten
Patienten entwickelten auch eine ausgepragte Lymphopenie, ahnlich der, die bei
SARS- und MERS-Patienten beobachtet wurde, wobei Nichtliberlebende im
Laufe der Zeit eine schwerere Lymphopenie entwickelten (Chen, N. et al. 2020,
Huang et al. 2020, Wang, D. et al. 2020, Guan et al. 2020). Im Vergleich zu Nicht-
Intensivpatienten hatten Intensivpatienten hohere Zytokinspiegel im Plasma, was
auf einen immunpathologischen Prozess mit einem Zytokinsturm hindeutet
(Huang et al. 2020, Chen, T. et al. 2020, Yang et al. 2020). In einer chinesischen
Patientenkohorte starben 2,3 % der Patienten (1023 Todesfalle bei 44672
bestatigte Fallen) innerhalb eines Medians von 16 Tagen nach Beginn der
Infektion (Wu, Z. und McGoogan 2020, Chen, T. et al. 2020). Manner ab 68
Jahren hatten ein erhdhtes Risiko einer Herzinsuffizienz, die zu Atemversagen,
akuter Herzschadigung und Tod fuhrte, unabhangig von der Vorgeschichte einer
Herz-Kreislauf-Erkrankung (Chen, T. et al. 2020). Die meisten Patienten (81%)
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erholten sich so weit, dass sie innerhalb von zwei Wochen aus dem Krankenhaus
entlassen werden konnten (Wu, Z. und McGoogan 2020, Wang, D. et al. 2020).

Die Bestimmung der Ubertragungsrate im Sinne der Basis-Reproduktionszahl
(RO) war anfangs herausfordernd. Dies lag daran, dass viele asymptomatische
Infektionen in diesem Stadium nicht identifiziert werden konnten (Li, R. et al.
2020). Es wurde fur SARS-CoV-2 ein geschatzter RO von 2,5 (zwischen 1,8 und
3,6) vorgeschlagen, verglichen mit 2,0-3,0 fir SARS-CoV (Petersen et al. 2020).
Bemerkenswert ist, dass die meisten friihen Ubertragungen von SARS-CoV-2
von Mensch zu Mensch in China innerhalb von Familien stattfanden, wahrend
groRe Ausbruche in anderen Landern auch auferhalb des eigenen Haushalts
auftraten. Wahrend nosokomiale Infektionen in China selten berichtet wurden
(Wu, Z. und McGoogan 2020), wurden aus anderen Weltregionen eine Haufung
nosokomialer Infektionen gemeldet. Eine Kohortenstudie in London zeigte zum
Beispiel, dass 44 Krankenhausmitarbeiter mit SARS-CoV-2 infiziert waren
(Houlihan et al. 2020).

Die Ubertragung von SARS-CoV erfolgt hauptsachlich nach Ausbruch der
Krankheit und erreicht ihren Hohepunkt je nach Schweregrad der Krankheit
(Peiris et al. 2020). Die SARS-CoV-2-Viruslast in Proben der oberen Atemwege
ist bereits in der ersten Woche der Symptome am hochsten, sodass das Risiko
einer pharyngealen Virusausscheidung zu Beginn der Infektion sehr hoch ist (Zou
et al. 2020, Wolfel et al. 2020). Mit SARS-CoV-2 infizierte Patienten verbreiten
das Virus hauptsachlich per Tropfcheninfektion (Stadnytskyi et al. 2020,
Meselson 2020, van Doremalen et al. 2020). Dartber hinaus wurde Uber eine
Virustbertragung durch die Augenoberfliche und das anhaltende
Vorhandensein von SARS-CoV-2-Virus-RNA in Stuhlproben berichtet (Lu, C. W.
et al. 2020, Wu, Y. et al. 2020). Coronaviren kdnnen mehrere Tage auf
unbelebten Oberflachen existieren, was auch bei SARS-CoV-2 der Fall ist,
sodass ein langeres Infektionsrisiko bestehen kann (Kampf et al. 2020). Diese
Ergebnisse erklaren die rasche geografische Ausbreitung von SARS-CoV-2.
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1.1.7 Diagnose

Eine frihzeitige Diagnose ist entscheidend fur die Eindammung der Ausbreitung
von SARS-CoV-2. Der molekulare Nachweis von SARS-CoV-2-RNA ist der
Goldstandard. Viele virale Nukleinsaure-Nachweiskits, die auf ORF1b
(einschliel3lich RdRp), N-, E- oder S-Gene abzielen, sind im Handel erhaltlich
(Zhou, P. et al. 2020, Chan, J. et al. 2020c, Corman et al. 2020, Konrad et al.
2020). Die Nachweiszeit liegt je nach Technologie zwischen einigen Minuten und
Stunden (Bordi et al. 2020, Chan, J. et al. 2020c, Konrad et al. 2020, Lu, R. et al.
2020a, Cordes und Heim 2020). Der molekulare Nachweis kann von vielen
Faktoren beeinflusst werden. Obwohl SARS-CoV-2 aus einer Vielzahl von
Atemwegsquellen nachgewiesen wurde, darunter Rachenabstriche, hinterer
oropharyngealer Speichel, nasopharyngeale Abstriche, Sputum und
Bronchialflussigkeit, ist die Viruslast in Proben der unteren Atemwege am
hdchsten (Zhou, P. et al. 2020, Zou et al. 2020, Pan et al. 2020, To, K.K. et al.
2020a, Wang, W. et al. 2020, Han, H. et al. 2020). Daruber hinaus wurde virale
Nukleinsaure auch in Proben aus dem Darmtrakt oder Blut gefunden, selbst wenn
die Proben aus den Atemwegen negativ waren (Zhang, W. et al. 2020). Neben
molekulardiagnostischen Tests sind wahrend der Pandemie noch weitere
diagnostische Mittel eingesetzt worden, beispielweise die thorakale
Computertomographie. Patienten mit COVID-19 wiesen auf der anfanglichen
CT-Aufnahme typische Merkmale auf, darunter bilaterale multilobare Tribungen
mit einer peripheren oder posterioren Verteilung (Xie et al. 2020, Kanne and
Chest 2020). Daher wurde vorgeschlagen, dass bei Personen, bei denen ein
starker klinischer Verdacht auf COVID-19 besteht, die aber beim ersten
Nukleinsaure-Screening negativ getestet wurden, eine CT-Untersuchung in
Kombination mit wiederholten Abstrichtests durchgefuhrt werden sollte (Xie et al.
2020). Ferner konnten serologische SARS-CoV-2-Tests zum Nachweis von
Antikérpern gegen das N- oder S-Protein die molekulare Diagnose erganzen,
insbesondere in spaten Phasen nach Ausbruch der Krankheit oder bei
retrospektiven Studien (Zhang, W. et al. 2020, Guo et al. 2020, To, K.K. et al.
2020b). Das Ausmalf’ und die Dauer der Immunreaktionen sind jedoch weiterhin
unklar und die verfigbaren serologischen Tests unterscheiden sich in ihrer
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Sensitivitat und Spezifitat (Hu B et al 2021). Insgesamt konnten sich serologische

Testverfahren zur Diagnose einer akuten Erkrankung daher nicht durchsetzen.
1.1.8 Therapie

Zur Behandlung von COVID-19 stehen antivirale und immunmodulatorische

Medikamente zur Verfugung.
1.1.8.1 Antivirale Behandlungsansétze

Antivirale Therapieansatze zielen auf die direkte oder indirekte Hemmung der
viralen Replikation durch Interaktion mit SchlUsselproteinen des viralen
Replikationszyklus oder andere Strukturen, die fur die Virusreplikation notwendig
sind. Analoga von Nukleosiden und Nukleotiden werden bei der viralen
Replikation als Fremdstoffe in die virale RNA eingebaut und dadurch wird durch
verschiedene Mechanismen (z.B. Kettenabbruch, Akkumulation von Mutationen)
eine Hemmung der Virusreplikation verursacht. Andere Substanzen hemmen

gezielt Proteasen, die fur die Virusreplikation essentiell sind.

Zu den antiviralen Therapieansatzen gehéren Nirmatrevir/Ritonavir, Remdesivir,

Molnupiravir und monoklonale Antikorper.

Nirmatrevir/Ritonavir (Handelsname Paxlovid) ist als orales Covid-19-
Medikament in Europa zugelassen. Es hemmt die Virusvermehrung, indem es
die virale Protease 3CL blockiert und somit die Virusreplikation bremst
(Hammond, J. et al. 2022).

Remdesivir (Handelsname Veklury) ist ein Nukleotidanalogon, das intrazellular
zu einem ATP-Analogon metabolisiert wird, das die RNA-Polymerase-Aktivitat
hemmt und die Ausbreitung der Viren im Frihstadium der Erkrankung aufhalten
kann ( Ader, F. et al. 2022).

Molnupiravir (Handelsname Lagevrio) ist das Prodrug des Ribonukleosid-
Analogons [(3-d-N4-Hydroxycytidin und wird im Plasma in die aktive 5'-
Triphosphatform umgewandelt. Durch den Einbau der aktiven 5'-Triphosphatform
in die virale RNA, wird die virale Replikation durch Replikationsfehler gehemmit,
(Fischer, W.A. et al. 2022).
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Monoklonale Antikorper (MAK) interagieren mit dem Spike-Protein von
SARS-CoV-2 und kénnen so verhindern, dass das Virus in die Zelle gelangt.
Aufgrund der pathophysiologischer Dynamik akuter Atemwegsinfektionen, bei
denen die Virusreplikation die ersten Tage nach der Infektion im Vordergrund
steht, ist das therapeutische Fenster fur antivirale Ansatze kurz und im
Fruhstadium der Infektion begrenzt (Malin, J.J. et al. 2022). Laut dem Paul-
Ehrlich-Institut (Stand Juni 2023), des Bundesinstitut fur Impfstoffe und
biomedizinische Arzneimittel, sind in Deutschland die unteren monoklonalen

Antikorper zugelassen:

¢ Ronapreve (Casivirimab/Imdevimab)
e Regkirona (Regdanvimab)

e RoActemra (Tocilizumab)

e Xevudy (Sotrovimab)

e Evusheld (Tixagevimab/Cilgavimab)
1.1.8.2 Immunmodulatorische Behandlungsansétze

SARS-CoV-2 induziert eine starke Immunantwort, die zum Zytokin-Sturm-
Syndrom flihrt (Huang, C. et al. 2020, Mehta et al. 2020). Daher werden
immunmodulatorische Wirkstoffe in der Therapie angesetzt, die die Ubermaligen

Entzindungsreaktionen hemmen sollen. In diese Gruppe gehdren:

e Kortikosteroide
e Bairicitinib
e Tolizumab

e Anakinra

Dexamethason ist ein Kortikosteroid, das aufgrund seiner
entzindungshemmenden und immunsuppressiven Eigenschaften bei einer
Vielzahl von Erkrankungen zur Verringerung von Entzindungen eingesetzt wird.
Eine Studie ergab schon im Jahr 2020, dass Dexamethason die Sterblichkeit bei
invasiv-beatmeten, hospitalisierten COVID-19-Patienten, um etwa ein Drittel und

bei nicht-invasiv-beatmeten Patienten, um ein Funftel reduzierte. Im Gegensatz
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dazu wurde bei nicht beatmeten Patienten kein Nutzen festgestellt
(Edalatifard, M. et al. 2020).

Baricitinib ist ein selektiver Januskinase-1/2-Inhibitor und dadurch wirkt es als

Immunsuppressivum (Ely, E.W. et al. 2022).

Tolizumab ist ein Interleukin-6 (IL-6)-Rezeptor-spezifischer Antikdrper, der die
Bindung von Interleukin-6 an seinem I0slichen Rezeptor blockiert und so

entzindungshemmend wirkt (Abani, O. et al. 2021).

Anakinra ist ein InterleukinL-1-Rezeptor-Antagonist der Interleukin-1a und
Interleukin-1B blockiert und somit Entzindungsreaktionen reduziert (Tharaux,
P.L. etal. 2021).

1.1.8.3 Zusammenfassende Therapie-Empfehlungen

Laut der S3-Leitlinie - Empfehlungen zur Therapie von Patienten mit COVID-19,
Version Marz 2023, gelten folgende Therapie-Empfehlungen:

Patienten mit Risikofaktoren fur schwere Verlaufe konnen im Frihstadium von
COVID-19 mit antiviralen Medikamenten behandelt werden. Derzeit verfligbar
sind Nirmarelvir/Ritonavir (Therapiebeginn < 5 Tage nach Auftreten von
Symptomen) (Hammond, J. et al. 2022) und Remdesivir (Therapiebeginn < 7
Tage nach Auftreten von Symptomen) (Ader, F. et al. 2022).

Molnupiravir galt als Behandlungsalternative bei Patienten mit COVID-19 und
Risikofaktoren fur einen schweren Verlauf. Es sollte innerhalb der ersten 5 Tage
nach Symptombeginn eingesetzt werden (Fischer, W.A. et al. 2022). Bei einer
Bewertung vom 24.02.2023 des Ausschusses fur Humanarzneimittel der
Europaischen Arzneimittel-Agentur (EMA) wurde festgestellt, dass der klinische
Nutzen von Molnupiravir bei der Behandlung von Patienten mit COVID-19, die
keinen zusatzlichen Sauerstoff erhalten und ein erhdhtes Risiko fur die
Entwicklung einer schweren COVID-19-Erkrankung haben, nicht nachgewiesen
wurde. Nach Angaben des Bundesinstituts fur Arzneimittel und Medizinprodukte
(BfArM) darf Molnupiravir in Deutschland nicht mehr verwendet werden
(S3-Leitlinie - Empfehlungen zur Therapie von Patienten mit COVID-19,
Version Marz 2023).
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Monoklonale Antikdrper wurden noch im Februar 2022 fur die Fruhtherapie
(in den ersten 5 Tagen nach Beginn der Symptome) bei nicht immunisierten
Patienten mit COVID-19 von der Leitliniengruppe zur Therapie von Patienten mit
COVID-19 empfohlen (S3-Leitlinie - Empfehlungen zur Therapie von Patienten
mit COVID-19, Version Marz 2023, Gupta, A. et al. 2021). Jedoch seit der
Verbreitung und Dominierung der Omikron-Sublinie BA.5, werden monoklonale
Antikérper zur Therapie nicht mehr empfohlen, weil diese nicht ausreichend
wirksam sind (Takashita, E. et al. 2022).

Patienten mit COVID-19 und Patienten, die eine Sauerstofftherapie oder eine
nicht-invasive/invasive  Beatmung erhalten, sollten mit systemischen
Kortikosteroiden behandelt werden. Zur Behandlung sollten 6 mg Dexamethason
oral oder intravends verabreicht werden flr zehn Tage. Patienten mit leichter bis
mittelschwerer Erkrankung, die keinen Sauerstoff bendtigen, sollten nicht mit

systemischen Kortikosteroiden behandelt werden (Edalatifard, M. et al. 2020).

Baricitinib sollte bei Patienten mit COVID-19 Pneumonie und Sauerstofftherapie
oder nicht-invasiver Beatmung eingesetzt werden, aber nicht in Kombination mit
Tocilizumab (Kalil, A. et al. 2022). Tocilizumab sollte bei COVID-19-Patienten mit
schwerer COVID-19-Erkrankung zur Therapie gegeben werden (Abani, O. et al.
2021). Fur Anakinra gibt es keine Empfehlung, die fur oder gegen eine
Behandlung mit dem Medikament spricht (Tharaux, P.L. et al. 2021).

In der Klinischen Praxis erfolgt die Therapie im Einzelfall nach der
Berucksichtigung  der  Verflugbarkeit, der  Kontraindikationen, des
Krankenhausaufenthalts und des Risikos des einzelnen Patienten. Der Einsatz
des monoklonale Antikérpers (MAK) Sotovirumab wird nicht mehr empfohlen, da

dieser gegen der Omicron-Varianten nicht ausreichend wirksam ist.
1.1.9 Impfung

Die Impfung ist die effektivste Methode zur Pravention und Kontrolle von COVID-
19. Viele verschiedene Impfstoffe wurden gegen SARS-CoV-2 entwickelt,
einschlieBlich rekombinanter Vektoren, DNA, mRNA in Lipidnanopartikeln,
inaktivierten  Viren, lebend attenuierten Viren und Peptidvakzinen
(Smith, T.R.F. et al. 2020, Zhu, F. C. et al. 2020, Gao et al. 2020).
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Impfstoffe sind organische Substanzen, die den Menschen vor einer Infektion
durch schadliche Viren und Bakterien schutzen. Fur gewohnlich dauert es etwa
10-15 Jahre, um neue Impfstoffe gegen Krankheitserreger (Viren oder Bakterien)
zu entwickeln. Daher war die Entwicklung eines Impfstoffs gegen den aktuellen
SARS-CoV-2-Stamm eine groRe Herausforderung fur die Forscher.
Wissenschaftler in verschiedenen Landern haben jedoch Notfallimpfstoffe gegen
SARS-CoV-2 entwickelt und Notfallgenehmigungen (EUA) erhalten, (Hillary und
Ceasar 2023).

Es gibt verschiedene Arten von Impfstoffen gegen (SARS-CoV-2). A) mRNA-
Impfstoffe arbeiten mit mMRNA-Fragmenten, die viralen Proteinen entsprechen.
Nach Erhalt eines mRNA-Impfstoffs produzieren menschliche Zellen virale
Proteine. Das korpereigene Immunsystem kann diese viralen Proteine als
korperfremd erkennen und damit beginnen, gegen diese Proteine Antikorper zu
produzieren. Diese Antikorper schitzen den Menschen vor einer schweren
Covid-19 Erkrankung. B) Die Verwendung eines DNA-Impfstoffs fuhrt zu einer
veranderten Form des genetischen Materials von SARS-CoV-2 (einem viralen
Vektor). Wenn dieser virale Vektor in Zellen injiziert wird, wird das genetische
Material von SARS-CoV-2 freigesetzt und die Produktion von viralen Proteinen
beginnt. Das Immunsystem des Korpers erkennt virale Proteine als korperfremd
und beginnt, Antikorper gegen diese zu produzieren. Die Antikdrper schutzen
Menschen vor einer schweren Covid-19 Erkrankung. C) Impfstoffe mit
Proteinuntereinheiten. Dieser Impfstoff enthalt nur Fragmente des Virus, die die
Immunantwort stimulieren. Fur gewohnlich handelt es sich dabei um das
S-Protein. Erkennt das menschliche Immunsystem das S-Protein werden
spezifische Antikérper gebildet. Diese Antikdrper neutralisieren SARS-CoV-2,

im Falle einer Infektion (Hillary und Ceasar 2023).

1.2 Wissenschaftlicher Kenntnisstand zur Labor- und
Schnelldiagnostik von SARS-CoV-2:

Die Molekulardiagnostik von SARS-CoV-2 und damit das schnelle Erkennen
einer aktiven Infektion war eine der wichtigsten MaRnahmen zur Bekdmpfung

und Eingrenzung der COVID-19-Pandemie. Insbesondere die Reverse-
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Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und die quantitative
Variante (qRT-PCR) waren der Goldstandard fur den Nachweis von
SARS-CoV-2. Aber auch schnellere Antigentests und andere Point-of-Care
(POC)-Gerate haben eine bedeutende Rolle bei der Eindammung der
Ausbreitung von SARS-CoV-2 gespielt, indem sie Massenscreenings
erleichterten und Ergebnisse in kurzerer Zeit lieferten. Daher kann trotz der
zumeist hdoheren Sensitivitat und Spezifitat der RT-PCR-Assays der Einfluss von
POC-Tests nicht ignoriert werden. Infolgedessen bestand und besteht immer
noch ein erhdhtes Interesse an der Entwicklung von miniaturisierten,
hochdurchsatzfahigen und automatisierten PCR-Systemen, von denen viele als
Point-of-Care verwendet werden kdnnen (Gupta, A. et al. 2021, Lee und Song
2021). Eine Studie untersuchte die Beziehung zwischen Tests, die entweder ein
SARS-CoV-2-Antigen nachwiesen, die Viruslast durch (QRT-PCR bestimmten)
oder SARS-CoV-2 in Viruskulturen nachwiesen. Viruskulturen bieten ein
Ersatzmal® flr die Infektiositat von getesteten Personen und liefern somit
Informationen dariber, wie und wo diagnostische Tests auf der Grundlage von
Antigen- und Nukleinsaureamplifikation am besten verwendet werden.
Es wurden Antigen-Testergebnisse von drei Lateral-Flow-Assays und einem
mikrofluidischen Assay mit Viruskulturnachweis und Viruslastmessungen
verglichen. Alle Tests, wurden an bis zu 189 SARS-CoV-2-positiven Proben aus
Nasen-Rachen-Abstrichen durchgeflhrt. Die Gesamtsensitivitat betrug 90 % fur
LumiraDx und 74 % fur die anderen Methoden (BD Veritor, CareStart und Oscar
Corona). Die Spezifitat betrug 70 % fur LumiraDx und 91 % bis 92 % fur die
anderen Antigentestverfahren. Zusatzlich betrug die Sensitivitat der Antigenteste
bei Proben mit einer Viruslast >10” Genomkopien/ml 100 % und bei Proben mit
einer Viruslast <10* Genomkopien/ml 0%. Diese Studie zeigte, dass Antigentests
bei Proben mit einer Viruslast von >10° Genomkopien/ml gut funktionieren
(Kirby et. al. 2023).

In einer anderen Untersuchung wurden vier Antigen-Schnellteste flr den
Nachweis von SARS-CoV-2 mit einer qRT-PCR (quantitative Echtzeit-PCR) als
Referenzmethode verglichen. Dabei handelt es sich um die Tests BD Veritor,

ACON LF, ACON Fluoroimmunoassay und Lumira Dx. Es wurde die analytische
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Sensitivitat und Spezifitat der Antigen Schnellteste (Ag-RDT) an insgesamt
350 Proben (150 negativ, 200 positiv) bewertet. Alle Ag-RDTs zeigten eine
nahezu 100% Spezifitat. Die analytische Gesamtsensitivitdt lag zwischen
66,5% und 88,3%. Alle Methoden detektierten das Antigen in Proben mit
Viruslasten von mehr als 1.500.000 RNA-Kopien/ml. Bei Proben mit Viruslasten
zwischen 500.000 und 1.500.000 RNA-Kopien/ml lag die Sensitivitat bei 75%.
Der BD Veritor hatte eine Sensitivitdt von nur 25% bei Proben mit Viruslasten
zwischen 50.000 und 500.000 Kopien/ml im Vergleich zu 75% Sensitivitat bei
dem ACON LF-Gerat und 80% Sensitivitat bei dem LumiraDx und ACON FIA. Im
Vergleich zu BD Veritor erkannte ACON FIA deutlich mehr Proben mit Viruslasten
<50.000 Kopien/ml. Die Sensitivitaten reichten von 13% (BD Veritor) bis 78,3%
(ACON FIA) fur Proben mit nachweisbarem Antigen und Viruslast <50.000
Kopien/ml. Es kann geschlussfolgert werden, dass Ag-RDTs sehr
unterschiedliche analytische Sensitivitaten haben, insbesondere fur Viruslasten
unter 500.000 Kopien/ml (Karon et al. 2021).

Lippi et al. fUhrten im Jahr 2022 eine Literaturrecherche und Metaanalyse zur
Genauigkeit des LumiraDX SARS-CoV-2-Antigentests flr die Diagnose einer
akuten SARS-CoV-2-Infektion durch. Die gepoolte diagnostische Sensitivitat
dieses Tests lag zwischen 60%-99% und die diagnostische Spezifitdt zwischen
99%-100%. Zusammenfassend schlussfolgerten die Autoren, dass die
diagnostische Leistung des LumiraDX SARS-CoV-2-Antigentests als
zuverlassige Alternative zu molekularen Tests fur ein schnelles vorlaufiges

Ergebnis einer akuten SARS-CoV-2-Infektion ausreichend sei. (Lippi et al. 2022).

Nur in einer Studie wurden Abstriche mit erhdhten Amplifikationszyklus-Werten
(CT- Werten) bis 33 gemessen und mit dem LumiraDx Antigentest und mit einer
Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) verglichen. Im Vergleich zur RT-
PCR hatten die Nasenabstriche eine Sensitivitat von 97,6 % und eine Spezifitat
von 96,6 %. Die Nasopharyngealabstriche hatten eine Sensitivitat von 97,5 %
und eine Spezifitat von 97,7%. Diese Studie zeigte, dass alle Proben, die
innerhalb der 33 RT-PCR-Zyklen positiv waren, auch vom LumiraDX Antigentest
erkannt wurden (Drain, P.K. et al. 2021).
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Eine andere Studie hatte zwei SARS-CoV-2-spezifischen Antigen-Schnelltests
(NADAL COVID-19 Antigen Test und LumiraDx SARS-CoV-2 Antigen Test) mit
der Echtzeit-PCR (qRT-PCR) als Goldstandard verglichen. Die Spezifitat bei
beiden Tests war 100%. Die Sensitivitat war bei Proben mit hoher Viruslast
(CT< 30) fur den LumiraDx SARS-CoV-2 Antigen Test 100% und fur der
NADAL-Test 76,2%. Bei Proben mit niedriger Viruslast (CT >30), war die
Sensitivitat fur den LumiraDx-Test 50% und fur der NADAL-Test 24,3%. Proben
mit niedriger Viruslast wurden demnach, haufig von beiden Antigentests
ubersehen (Dierks, S. et al. 2021).

1.3 Ziele (Hypothesen)

Die im letzten Kapitel beschriebenen Studien sind in der Mehrzahl
industriefinanziert gewesen. Demnach besteht ein hoher Bedarf an
unabhangigen wissenschaftlichen Studien, welche die diagnostische
Leistungsfahigkeit dieser Gerate bewerten und den Nutzen im klinischen Alltag
darlegen. Diese wissenschaftliche Arbeit befasst sich mit einem diagnostischen
Vergleich einer SARS-CoV-2 qRT-PCR, wie sie im Rahmen einer
Routinediagnostik an einem gro3en Einsenderlabor durchgefuhrt wurde, mit
Point-of-Care (PoC) Geraten, die zur SARS-CoV-2 Bestimmung entwickelt
wurden. Dabei gilt die hochsensitive und -spezifische gRT-PCR als
Goldstandard. PoC-Gerate sind vor allem flr den Einsatz in Krankenhausern
bestimmt. Ziel des hier vorgestellten Studienprojekts war die Durchfuhrung der
Laboranalysen und die Auswertung der erhobenen Messdaten und somit die
Ermittlung der Testparameter Sensitivitat und Spezifitat flir die neuartigen
PoC-Gerate, welche eine schnellere Diagnostik ermoglichen als der
PCR- Goldstandard und damit bei der SARS-CoV-2 Diagnostik einen grofen
Stellenwert erlangen kénnten. Darlber hinaus war eine weitere Frage, ob die

getesteten PoC-Gerate die gRT-PCR in der Routine ersetzen kénnen.

Im Rahmen dieser Studie wurden folgende PoC-Instrumente untersucht: Alveo
be.well, BD Veritor TM Plus, Bosch Vivalytic, Chronos DX, Fluxergy und

LumiraDx.
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AuBer den industriell geforderten Zulassungsstudien gibt es fur Alveo be.well,
Chronos DX und Fluxergy keine weiteren Studien, die den diagnostischen
Nutzen der Gerate in der Praxis zeigen. Es wurden nur fir BD Veritor, Bosch
Vivalytic und Lumira DX unabhangige Studien gefunden. In diesen Studien
werden jedoch fast ausschlieRlich hoch positive Proben getestet. Dies ist fur eine
finale Bewertung der realen Leistungsmerkmale eines Testes problematisch, da
im klinischen Alltag auch schwach positive Proben zuverlassig bestimmt werden
muassen. Auch in Zulassungsstudien flr Diagnostika werden niedrig-positive
Proben in der Regel nicht verwendet. Unsere unabhangige Studie hatte zum Ziel,
auch Daten von schwach-positiven Proben auszuwerten, sodass reale

Leistungscharakteristika beschrieben werden konnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

Die Entnahme von Abstrichen aus dem Nasenrachenraum diente dem Nachweis
einer Infektion mit dem Erreger SARS-CoV-2 aufgrund der, dort hohen
Erregerdichte. Alle in dieser Studie getesteten Abstriche waren trockene Nasen-
Rachen-Abstriche. Diese wurden innerhalb von 24 Stunden nach Probeeingang
getestet. Die hierflr verwendeten sterilen Abstrichtupfer (Bestellnummer 80.131)
stammten von der Firma Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland) und hatten eine
CE-IVD-Zertifizierung. Das Aullenmaterial bestand aus Polypropylen, der Tupfer

aus Viskose und der Stab aus Polystyrol. Letzterer hatte eine Lange von 131 mm.

Alle Proben stammten aus der Routinediagnostik des Eurofins MVZ
Medizinisches Labor Gelsenkirchen. Die Einsender aus dem niedergelassenen
Bereich und den Krankenhduser wurden darauf hingewiesen, bei der
Probennahme aus dem Rachen, den Tupfer tief einzuflUhren, ohne die
Mundschleimhaut zu berthren. Bei der Abnahme aus dem Nasopharynx sollte
der Tupfer vom Nasenrlcken bis zum Rachen eingefiihrt werden. In beiden
Fallen wurde darauf hingewiesen, den Tupfer bei der Abnahme leicht zu drehen,

um maglichst viel humanes Material zu entnehmen.

Zunachst wurden die Proben im Rahmen der Routineuntersuchungen
molekulardiagnostisch untersucht. SARS-CoV-2 positive Abstrichproben wurden
hiernach bei -20°C in einer Biobank bis zur Vergleichstestung gelagert.
SARS-CoV-2-negative  Abstriche wurden dagegen direkt nach der
Routinediagnostik fur die Vergleichsmessungen genutzt. Es wurden mindestens
15 positive Proben und mindestens 10 negative Proben pro Gerat getestet und
ausgewertet. Die Abstriche wurden vor der Verwendung in dieser Studie in
500 ml sterilem Wasser Ampuwa Aquadest (Fresenius Kabi, Bad Homburg,

Deutschland) verdinnt.
2.2 Molekulardiagnostische Methoden

Alle Analysen wurden gemalf der internen SOPs am Eurofins MVZ Medizinisches

Labor Gelsenkirchen und der Anweisungen der Hersteller durchgefuhrt.
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Als Goldstandard in dieser wissenschaftlichen Arbeit diente eine RNA-Extraktion
mit dem GSDNovaPrime SARS-CoV-2 RNA-Extraktionskit V2 (NovaTec
Immundiagnostica, Dietzenbach, Deutschland) auf dem KingFisher Flex (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) und eine anschlieRende
gRT-PCR-Analyse auf einem ABI 7500 PCR Cycler (ABI Prism 7500 SDS / Fast
SDS Applied Biosystems ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) mit dem GSDNovaPrime SARS-CoV-2 RT-PCR-Kit V2 (NovaTec

Immundiagnostica, Dietzenbach, Deutschland).
2.2.1 RNA-Extraktion und qRT-PCR

Die verwendete Methode war eine Multiplex-Echtzeit-RT-PCR zum direkten
qualitativen ~ Nachweis von  SARS-CoV-2-RNA  aus  menschlichen
Atemwegsproben. Der Nachweis erfolgt in einem einstufigen Echtzeit-RT-PCR-
Format. Dabei wird die reverse Transkription (RT), gefolgt von der PCR, in einem
Reaktionsgefall durchgefihrt. Die isolierte RNA wird unter Verwendung von
reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Mittels Real-Time-PCR werden
dann zwei spezifische Genfragmente im N-Gen von SARS-CoV-2 amplifiziert
(Dual-Target-Test). Die amplifizierten Zielsequenzen werden mit Hilfe von
Hydrolysesonden nachgewiesen, die an einem Ende mit einem Quencher und
am anderen Ende mit einem Reporter-Fluorophor markiert sind. In Gegenwart
der Zielsequenz hybridisiert die Sonde mit dem Amplikon. Wahrend der
Verlangerung trennt die Tag-Polymerase den Reporter vom Quencher. Der
Reporter sendet ein Fluoreszenzsignal aus, das von der optischen Einheit des
Real-Time-PCR-Gerats erfasst wird. Das Fluoreszenzsignal nimmt mit der

Menge an gebildeten Amplikons zu.

Bei jedem Ansatz wird eine interne Kontrolle (EC) mitgefuhrt, um die
Probenpraparation und eine potentielle PCR-Inhibition kontrollieren zu kénnen.
Die interne Kontrolle war eine RNase P, die auch eine endogene Kontrolle ist und
zeigt ob das Material Epithelzellen beinhaltet.

2.2.2 Durchfiihrung von RNA-Extraktion und PCR:

Die Extraktion von viraler RNA aus respiratorischen Abstrichen wurde wie folgt
durchgefuhrt:
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1. Nova Prime mit Lysis 96 DW (Extraktion-Software von KingFisher-
Thermo Scientific) wurde programmiert.

2. Der Tupfer wurde unter dem Abzug in ein beschriftetes Reaktionsgefafl
mit 400 pl Ampuwa Aquadest (Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland) eingeknipst und gevortext. Damit wurde eine Probenldsung
hergestellt.

3. 5 Deppwell-Platten wurden vorbereitet:

- Waschplatte 1: Waschpuffer WB1 + Ethanol (Merck, Darmstadt,
Deutschland) 25 ml, 900 ul pro Vertiefung der Waschplatte 1.

- Waschplatte 2: Waschpuffer WB2 + 38,5 ml Ethanol, wovon 1000
Ml in jede Vertiefung der Waschplatte 2 gegeben wurden.

- Waschplatte 3: Waschpuffer WB3 + Ethanol 44 ml, 1000 pl pro
Vertiefung der Waschplatte 3.

- Elutionsplatte: 50 pl Elution Buffer wurden in jede Vertiefung der
Elutionsplatte gegeben.

- Musterplatte: 95 pl Lysis Buffer + 5 ul Carrier Molecules + 5 pl EC
+ 10 pl Proteinase K wurden gevortrext und 115 pl in jede
Vertiefung gegeben. Danach wurden 350 pl der oben hergestellten
Probeldsung hinzugefugt.

4. 10 Minuten wurden die Ansatze auf dem King Fisher Flex (mittlere
Geschwindigkeit, 350 rpm) bei Raumtemperatur inkubiert. Das Lysis
96 DW-Programm wurde hiernach gestartet.

5. Nach 10 Minuten stoppte das Gerat. Danach wurden 500 ul Isopropanol +
10 pl Magnetic Beads in jeder Vertiefung der Musterplatte dazugegeben.

6. Die Musterplatte wurde daraufhin erneut auf den King Fisher Flex gestellt
und das Gerat erneut gestartet.

7. Nachdem die Nukleinsauren durch Lyse freigesetzt, stabilisiert und an die
Magnetic Beads gebunden wurden, folgten drei Waschritten, um Proteine
und Verunreinigungen zu entfernen. Im letzten Schritt wurden die
Nukleinsauren mit einem Elutionspuffer von den Magnetic Beads abgeldst
und auf die Elutionsplatte Gbertragen.
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8. Nach Beendigung des Programms wurde die Elutionsplatte mit der
extrahierten RNA dem Gerat entnommen. Daraufhin wurde die
PCR gestartet.

Die PCR-Reaktion wurde wie folgt durchgefuhrt: Zunachst wurde ein Mastermix
hergestellt: 5 pl Primer-Probe Mix (PP) plus 3 ul RT-PCR Enzym-Mix (E-MIX),
zusammen 8 pl. Die interne Kontrolle war im Enzym-Mix inkludiert. Der Mastermix
wurde gemischt und fir 60 sec bei 3000 rpm —bei Raumtemperatur in Zentrifuge
MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert. Es wurden je 8 pl
Mastermix auf die 7500 Standard PCR-Platte (P.Sudmann, Leopoldshdhe,
Deutschland) pipettiert und 12 pl extrahierte RNA zugegeben. In die letzten
Vertiefungen der PCR-Platte, wurde die Positiv- und Negativkontrolle
zugegeben. AnschlieRend wurde die Platte mit Folie abgedeckt und 2 Minuten
bei 4000 rpm -bei Raumtemperatur in Zentrifuge Sigma Typ 2-16 (Sigma, Harz,
Deutschland) zentrifugiert. Die PCR-Reaktion erfolgte auf dem ABI 7500/7500
Cycler Fast (Novatec, Dietzenbach, Deutschland). Die Gerateeinstellung sind in
Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1. Geriéteeinstellung 7500 Standard Cycler (Novatec, Dietzenbach,
Deutschland)

Anzahl Temperatur Zeit Datenerfassung
Zyklen
1 50 °C 10 min
1 95 °C 3 min
95 °C 10 sec
40 Fluoreszenzmessung am
60 °C 30 sec _
Ende jedes Zyklus
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Folgende Kriterien mussten fur die Freigabe der Ergebnisse erfullt sein:

- Die Negativkontrolle wurde im CoV2-Kanal (Wellenbereich 465-510
Nanometern) nicht detektiert und hatte in der internen Kontrolle
(EC-Kanal- Wellenbereich 618-660 Nanometern) einen CT<35.

- Die Positivkontrolle hatte im CoV2-Kanal einen CT<38. Ein Signal im

EC-Kanal durfte vorkommen, war jedoch fur die Bewertung nicht relevant.

Eine Probe wurde als SARS-CoV-2-positiv interpretiert, wenn der CT-Wert des
CoV2-Kanals <38 war. Ein Signal im EC-Kanal durfte vorkommen, war jedoch
bei Positivitat im CoV2-Kanal fur die Bewertung nicht relevant. Eine Probe war
negativ fur SARS-CoV-2, wenn sie einen CT > 38 im CoV2-Kanal oder keine
Expression im CoV2-Kanal aufwies. In dem Fall musste flr die Negativbewertung
die interne Kontrolle im EC-Kanal eine Amplifikation von CT<35 aufweisen. Wenn
der CT-Wert des EC-Kanals 35 Uberschritt oder dort keine Amplifikation erfolgte,
wurde die Probe wiederholt. Die zu wiederholende Probe wurde 1:10 verdunnt.
Wourde trotz Verdinnung das ungultige Testergebnis bestatigt, wurde die Probe
aufgrund der wahrscheinlichen Anwesenheit von PCR-Inhibitoren als ,gehemmt”

bewertet.
2.3 POCT-Geréte und Testverfahren

Folgende Gerate wurden im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit getestet:

1. Alveo be.well der Firma ALVEO Technologies (Alameda, Vereinigte
Staaten)

2. BD Veritor der Firma Becton Dickinson (Sparks, Meryland, Vereinigte

Staaten)

Bosch Vivalytic der Firma Bosch Healthcare (Waiblingen, Germany)

Chronos Dx der Firma BforCure (Montreuil, France)

Fluxergy der Firma Fluxergy (Irvine, USA)

2

Lumira Dx der Firma LumiraDx Ltd (Alloa, United Kingdom)
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2.3.1 Beschreibung aller Testsysteme

2.3.1.1 Alveo be.well

2.3.1.1.1 Beschreibung des Systems

Zu den Komponenten des Alveo be.well-Systems (Alveotechnologies, Alameda,
Vereinigte Staaten) gehoren ein Analysegerat, die Kartuschen, der Assay-Puffer,
Nasentupfer, Transferpipetten und die mobile be.well-App. Einwegkartuschen
enthalten alle Reagenzien, die flr eine isotherme Amplifikationsreaktion

bendtigt werden.

Das Kit enthalt be.well Assay-Pufferflaschchen zum Einmalgebrauch, einzeln
verpackte Nasentupfer flr nasale Probenahmen und Transferpipetten mit festem
Volumen zum Ubertragen von Proben aus den Assay-Pufferflaschchen

in die Kartusche.

2.3.1.1.2 Durchfiihrung

Der Test wurde nach Herstellerangaben wie folgt durchgeflhrt: Zuerst wurden
Proben-Tupfer in die Reaktionsmischung (b.well Assay-Puffer) eingetaucht und
eingeruhrt. Der Tupfer wurde dann entfernt und entsorgt. Im nachsten Schritt
wurde die Pufferflasche geschuttelt. Das Reaktionsgemisch wurde dann mit der
im Kit enthaltenen Kunststoffpipette in die Kartusche Uberflihrt und die Kappe
verschlossen. Diese Kartusche kam in den ALVEO be.well Analyzer. Neben den
Patientendaten gab es bei jedem Auftrag die Mdglichkeit, Symptome in der App
zu speichern. Wahrend der PCR-Reaktion wurde auf dem Alveo be.well Analyzer
die verbleibende Zeit bis zum Abschluss des Testes angezeigt. Abschlielend

wurden die Ergebnisse per Bluetooth an die be.well-App Ubertragen.

2.3.1.1.3 Probenmaterial

Es wurden 15 positive Proben und 10 negative Proben getestet. Es wurden
Rachenabstriche aus der Routine verwendet.

2.3.1.1.4 Testprinzip

Das Testsystem weist SARS-CoV-2 RNA nach. Die zugrundeliegende

Technologie ist eine isothermale Amplifikation. Die isotherme Amplifikation von

Nukleinsduren ist ein Prozess, bei welchem schnell und effizient
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Nukleinsauresequenzen bei konstanter Temperatur amplifiziert werden
(Zhao et al. 2015).

2.3.1.2 BD Veritor

2.3.1.2.1 Beschreibung des Systems

Die Komponenten des BD Veritor-Systems (Becton Dickinson, Sparks, Meryland,
USA) sind das BD Veritor TM Plus Analysegerat, die Reagenzien ,BD Veritor TM
System zum schnellen Nachweis von SARS-CoV-2“, Tupfer, Testrohrchen und
Teststreifen fir 28 Tests und 2 Kontrollen. Das BD Veritor-System besteht aus
einem speziellen optoelektronischen Bewertungsinstrument und einem
immunchromatographischen Assay fur den qualitativen Nachweis von Antigenen
des SARS-Cov2-Virus. Dieses System wurde entwickelt, um das Vorhandensein
oder Fehlen des SARS-Cov2-Nukleokapsidproteins in Atemwegsproben

nachzuweisen.

Das Reagenzien-Kit enthalt 30 Lateral-Flow-Streifen, 30 einzelne Flaschchen
geflullt mit 325 yl Extraktionsreagenz, eine integrierte Dosierspitze, 30 sterile
Tupfer, 1 positive SARS-Cov-2-Kontrolle und 1 negative SARS-Cov-2-Kontrolle.

2.3.1.2.2 Durchfiihrung

Reagenzien, Proben und Gerate wurden vorm Testen auf Raumtemperatur
(15-30°C) temperiert. Vor dem Testen wurde ein Extraktionsreagenzrohrchen
und ein BD Veritor TM Systemtest aus dem Folienbeutel entnommen. Danach
wurde das Extraktionsreagenzrohrchen gedffnet und der Proben-Tupfer
mindestens 15 Sekunden lang in die Flussigkeit eingetaucht. Der Tupfer wurde
dann entfernt, indem die Seite des Rohrchens gedruckt wurde, um Flussigkeit
aus dem Tupfer zu extrahieren. Zum Schluss wurde das Réhrchen geschwenkt,
um es gut zu mischen. Nachdem der Tupfer mit Extraktionsreagenz verarbeitet
und das RoOhrchen verschlossen wurde, wurde die Probe innerhalb von
30 Minuten in die Testkassette gegeben. Der nachste Schritt bestand darin, das
Rohrchen zu dricken und 5 Tropfen auf das Testfeld des BD Veritor Teststreifen

Zu geben.

Nach dieser Probenvorbereitung wurde jede Probe fir 15-20 Minuten inkubiert.

Im Anschluss wurde der Teststreifen in den BD Veritor TM Analyzer eingesetzt.
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Das Analysegerat wurde mit der blauen Taste eingeschaltet und damit die
Ablesung des Teststreifens gestartet. Der BD Veritor TM Analyzer fuhrte einen
Selbsttest durch, bevor er einsatzbereit war. Nach dem Selbsttest zeigte das
Anzeigefenster ,PRUFGERAT EINSETZEN ODER DOPPELKLICK-TASTE FUR
WALK-AWAY-MODUS". Nach Abschluss der Analyse wurden die
Testergebnisse im Anzeigefenster angezeigt. Die Ergebnisse wurden notiert,

bevor der Teststreifen entfernt wurde.

2.3.1.2.3 Probenmaterial
Es wurden 39 SARS-CoV-2 positive Proben und 19 SARS-CoV-2 negative

Proben getestet. Es wurden Rachenabstriche aus der Routine verwendet.

2.3.1.2.4 Testprinzip

Das Testsystem weist SARS-CoV-2 Antigen nach. Wenn Proben verarbeitet und
dem Teststreifen hinzugefligt werden, binden SARS-CoV-2-Antigene, die in der
Probe vorhanden sind, an Antikorper, die mit Detektorpartikeln im Teststreifen
konjugiert sind. Die Antigen-Konjugat-Komplexe wandern Uber den Teststreifen
zum Reaktionsbereich und werden von einer Reihe von Antikdrpern eingefangen,
die an die Membran gebunden sind. Ein positives Ergebnis wird vom BD Veritor
Analyzer standardisiert bestimmt, wenn Antigen-Konjugat an der Testposition , T*
und der Kontrollposition ,C“ auf dem Teststreifen in einer vorgegebenen
Intensitat sichtbar wird. Das Instrument analysiert und korrigiert unspezifische
Bindungen und erkennt positive Ergebnisse, die mit blolem Auge nicht erkannt
werden, um ein objektives Ergebnis zu liefern. Es gibt keinen quantitativen Wert

(wie einen CT-Wert) aus.
2.3.1.3 Bosch Vivalytic

2.3.1.3.1 Beschreibung des Systems
Zu den Bestandteilen des Bosch Vivalytic-Systems (Bosch Healthcare,
Waiblingen, Germany) gehdren der Analyser Vivalytic one, die Kartuschen und

die eNat-Rohrchen.

2.3.1.3.2 Durchfiihrung

Das Analyse-Gerat arbeitet mit Trockenabstrichen. Der Abstrichtupfer wurde in
ein eNAT-Rohrchen gegeben und 10 Sekunden lang gevortrext. So entstand die
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Probenlésung. Die ID-Namen und die Labornummer wurden mit ,edit” in die
Software des Analysegerats eingegeben. Die leere Kartusche wurde ausgepackt
und gescannt. Danach wurde die Kartuschen-Kammer gedffnet und 300 pl
Probenlésung hinein pipettiert. Die Offnung der Kartusche wurde mit einem Klick
geschlossen und in Pfeilrichtung eingeschoben. Der Test startete automatisch.
Die Ergebnisse wurden in einer Excel-Datei mit CT-Werten und Laufzeiten
aufgezeichnet. Jedes Testergebnis wurde im PDF-Format exportiert und auf
einem USB-Speichermedium gesichert. Im Anschluss wurde ,Finish“ gewahlt

und die Kartusche wurde ausgeworfen.

2.3.1.3.3 Probenmaterial
Es wurden 15 positive Proben und 4 negative Proben getestet. Es wurden

Rachenabstriche aus der Routine verwendet.

2.3.1.3.4 Testprinzip
Das Testsystem weist SARS-CoV-2 RNA nach. Die zugrundeliegende
Technologie ist eine RT-PCR.

2.3.1.4 Chronos Dx

2.3.1.4.1 Beschreibung des Systems

Zu den Bestandteilen des Chronos Dx-Systems (BforCure, Montreuil, France)
gehoren der Analyser Chronos Dx Thermocycler, der Lyse-Puffer, das RT PCR
Mix Reagenz und die Reaction Chips fur 25 Teste.

2.3.1.4.2 Durchfiihrung

Die Methode war extraktionsfrei. Nachdem die Abstriche in 600 ul DEPC-
behandeltem Wasser verdinnt wurden, wurden 200 ul dieser Verdunnung in
200 ul Lysepuffer Uberfuhrt. Nach 30 sec Vortrexen wurden 1,2 ul dieser
Verdinnung in 30 ul Mastermix Uberfuhrt. 25 ul der endgultigen gemischten
Verdinnung wurden auf einem Instrumentenchip Ubertragen. Der Chip wurde
dann in den ChronosDX eingesetzt und der Test wurde gestartet. Die Ergebnisse

wurden digital Ubertragen und schlief3lich in einer sicheren Cloud gespeichert.

45



2.3.1.4.3 Probenmaterial

Es wurden 15 positive Proben und 10 negative Proben in zwei Versuchslaufen
getestet. Die Abstriche wurden fur das erste Experiment in 500 ul sterilem
Wasser verdinnt (GSD NovaPrime Reagenzien auf dem ChronosDx). Dieses
beimpfte Wasser diente als Ausgangsmaterial fir die RNA-Extraktion mit dem
KingFisher. Das Eluat wurde direkt auf dem ChronosDx-Gerat verwendet. Fur
das zweite Experiment wurden die Abstriche in 600 ul DEPC-behandeltem
Wasser verdinnt. Dieses beimpfte Wasser wurde ins Lyseréhrchen gegeben und
diente als Ausgangsmaterial fir das zweite Experiment und wurde wie in

2.3.1.4.2 beschrieben verarbeitet.

2.3.1.4.4 Testprinzip
Das Testsystem weist SARS-CoV-2 RNA in einer Dual-Target-RT-gPCR nach.
Das Gerat hat eine CE-IVD-Kennzeichnung. Die BFAST-Reaktionsreagenzien

haben keine solche Kennzeichnung.
2.3.1.5 Fluxergy

2.3.1.5.1 Beschreibung des Systems

Zu den Bestandteilen des Fluxergy-Systems (Fluxergy, Irvine, USA) gehoéren der

Fluxergy Analyser, das Reaktion-Mix-Reagenz und die Fluxergy Testkarten.

2.3.1.5.2 Durchfiihrung

Der Abstrichtupfer wurde in 500 ml sterilem Wasser verdunnt. Von diesem
geimpften Wasser wurden 14pl im Reaktionsgemisch dazu gegeben und
anschlieBend auf die Fluxergy Testkarte Ubertragen. Als nachstes wurde die
Fluxergy-Testkarte in den Fluxergy Analyzer eingesteckt. Die Ergebnisse wurden

digital Ubertragen und schlielich in einer sicheren Cloud gespeichert.

2.3.1.5.3 Probenmaterial
Es wurden 15 positive Proben und 10 negative Proben getestet. Die Abstriche
wurden in 500 ml sterilem Wasser verdinnt. Dieses geimpfte Wasser diente als

Ausgangsmaterial fur den Test.
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2.3.1.5.4 Testprinzip
Das Testsystem weist SARS-CoV-2 RNA in einer qRT-PCR nach. Das Verfahren
ist CE-IVD-markiert.

2.3.1.6 Lumira Dx

2.3.1.6.1 Beschreibung des Systems
Zu den Bestandteilen des Lumira Dx-Systems (Lumira Dx Ltd, Alloa, UK):
gehoren der Analyser Lumira Dx, die Teststreifen, die Extraktionsrohrchen, die

Pipettendeckel und die Lumira Dx Connect App.

2.3.1.6.2 Durchfiihrung

Zuerst wurde der Abstrich in 500 ml sterilem Wasser verdiinnt. Nach dem Offnen
des Deckels des Extraktionsrohrchens wurden 60pl vom geimpften Wasser dazu
gegeben und durch Dricken der Wande des Extraktionsrohrchens
durchgemischt. Patientendaten wurden in das Analysegerat eingegeben und die
Teststreifen aus dem Beutel enthommen. Als nachstes wurde der Teststreifen so
weit wie moglich in das Analysegerat eingefuhrt. Dann wurden der Probentyp und
der Testtyp auf dem Gerate-Bildschirm ausgewahlt. Hiernach wurde ein Tropfen
Probenlésung aus dem Extraktionsrohrchen auf das Feld des Teststreifens
gegeben. Im Anschluss wurde die Tur geschlossen und der Test begann. Nach
12 Minuten wurde das Ergebnis auf dem Monitor angezeigt. Alle Ergebnisse
wurden manuell vom Analysator abgelesen. Allerdings konnte das Gerat per
Bluetooth Daten an die Lumira Dx Connect App (Cloud) senden. Die Daten
wurden hier verschlusselt, sodass nur die Messzeit und das Ergebnis angezeigt
wurden. Diese Verschlusselung konnte uber die Kommentarfunktion umgangen

werden.

2.3.1.6.3 Probenmaterial

Es wurden 30 positive Proben und 10 negative Proben getestet. Die Abstriche
wurden in 500 ml sterilem Wasser verdinnt. Dieses geimpfte Wasser diente als

Ausgangsmaterial fur den Test.
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2.3.1.6.4 Testprinzip
Das Testsystem weist SARS-CoV-2 Antigen nach. Grundlage ist ein
mikrofluidischer Immunfluoreszenztest fur den Nachweis des Nukleokapsid-

Protein-Antigens.
2.4 Statistik

Um die Qualitdt der Forschungsergebnisse zu bewerten, wurden Metriken
berechnet, die Ublicherweise bei Klassifizierungs- oder Vorhersageproblemen

verwendet werden. Die verwendeten Metriken waren die folgenden:

e die wahre positive Rate oder Sensitivitat
o die wahre negative Rate oder Spezifitat

 die Klassifizierungsrichtigkeit oder kategorische Ubereinstimmung

Klinische Sensitivitat ist die Wahrscheinlichkeit, dass Patienten mit der Krankheit

ein positives Testergebnis haben (wahr-positive Rate).

Klinische Spezifitat ist die Wahrscheinlichkeit, dass Patienten ohne die Krankheit

ein negatives Testergebnis haben (wahr-negative Rate).

Kategorische Ubereinstimmung ist die Richtigkeit der Vorhersagen der
Ergebnisse, dass kranke Patienten als krank erkannt werden und gesunde

als nicht krank.

Alle Metriken basierten auf der Berechnung wahrer positiver/negativer und falsch

positiver/negativer Werte.

e Ein wahrer Positivwert (TP) ist ein Ergebnis, bei dem das Modell die
positive Klasse korrekt vorhersagt.

o Ein wahres Negativ (TN) ist ein Ergebnis, bei dem das Modell die negative
Klasse richtig vorhersagt.

o Ein falsches Positiv (FP) ist ein Ergebnis, bei dem das Modell die positive
Klasse falsch vorhersagt.

e Ein falsches Negativ (FN) ist ein Ergebnis, bei dem das Modell

falschlicherweise die negative Klasse vorhersagt.
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Es wurden eingebettete Microsoft Excel Funktionen verwendet, um die Metriken
zu berechnen und die Summe von Total Positiv (TP), Total Negativ (TN), Falsch

Positiv (FP) und Falsch Negativ (FN) in der Ergebnismenge zu ermitteln.

CT Wert PCR- Bewertung PCR- Bewertung

Goldstandard Goldstandard POCT Gerit

In der verwendeten Tabelle existierten folgende Spalten:
SPALTE A: CT Wert Goldstandard (Ergebnis der Goldstandard PCR Methode)

SPALTE B: Bewertung (reprasentiert die Menge der tatsachlichen Ergebnisse -

tatsachliche Daten)

SPALTE C: Resultate der getesteten POCT-Gerate (reprasentiert den Satz der

vorhergesagten Daten)

Fir jedes isolierte Experiment (Zeile in der Tabelle) wurde die Modellleistung wie

folgt berechnet:

=IF(AND(AND(Bx="positiv", Cx="positiv"), "TP", IF(AND(AND(Bx="negativ",
Cx="positiv"), "FP", IF(AND(AND(Bx="negativ", Cx="negativ’), "TN",
IF(AND(AND(AND(Bx="positiv", Cx="negativ"), "TN", "unbekannt"))))

wobei IF(logical_condition, M, N) die eingebaute Funktion ist, die prift, ob eine
Bedingung erflllt ist oder nicht. Wenn die als erster Parameter angegebene
Bedingung wahr ist, gibt sie den in M angegebenen Wert zuriick, andernfalls den
in N angegebenen Wert. AND(X, Y) ist eine logische UND-Funktion, die nur dann
wahr ist, wenn die beiden Parameter X und Y, die sie enthalt, wahr sind,

ansonsten ist sie falsch.
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Die obige Funktion, die fur jede Zeile x der Originaltabelle verwendet wurde,
nutzte verschachtelte IFs (nested if), um zu berechnen, ob ein Ergebnis TP, FP,
TN, FN ist. AnschlielRend wurden Funktionen genutzt, die die Summe der TP-,
FP-, TN- und FN-Instanzen berechneten, indem mit der Funktion SUMME() so
viele der Ergebnisse addiert wurden, die die entsprechenden Werte aufwiesen.
SchlieBlich wurden in den letzten Excel-Zellen die Funktionen erstellt, die die
Sensitivitat, Spezifitdt und die Kategorische Ubereinstimmung des Modells
berechneten, indem die Formeln dargestellt wurden, die die Metriken definierten
und die Zellen angegeben haben, aus denen die Funktion die Werte lies. Diese

Formeln basierten auf:

e Sensitivitat: TP/ TP+FN (Wahrer Positivwert/ Wahrer Positivwert + Falsch
Negativwert)

o Spezifitdt: TN/ TN+ FP (Wahrer Negativwert/ Wahrer Negativwert + Falsch
Positivwert)

e Kategorische Ubereinstimmung: TP+FP/TP und TN+FN/ TN (Wahrer
Positivwert + Falsch Positivwert/ Wahrer Positivwert und Wahrer

Negativwert + Falsch Negativwert/ Wahrer Negativwert)

Durchgefuhrt wurden diese Berechnungen mit Microsoft Excel, Version 13
(Microsoft Corporation, Redmond, USA). Die tabellarische und grafische
Darstellung sowie die Dokumentation der Ergebnisse erfolgten ebenso mit

Microsoft Excel, Version 13.

Die Sensitivitat eines Testes wurde zusatzlich nach den gemessenen CT-Werten
der gRT-PCR-Ergebnisse stratifiziert. Dabei wurde wie folgt klassifiziert: ,Hoch
positive Proben® (CT-Zyklen < 22), ,Positive Proben* (30 > CT-Zyklen >= 22) und
~Schwach positive Proben® (CT-Zyklen >=30).
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3. Ergebnisse

3.1 Gerate Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser wissenschaftlichen Arbeit werden unten pro Gerat

aufgeflhrt.

3.1.1 Alveo be.well
3.1.1.1 Betriebliche Testeigenschaften

Die betrieblichen Testeigenschaften des Alveo be.well Tests gegeniber dem
PCR-Goldstandard sind in Tabelle 4 aufgefuhrt. Im Gegensatz zum
PCR-Goldstandard wurde flir den Alveo be.well Test keine spezielle
Laborausristung oder —ausstattung bendétigt. Das Testdesign war einfach und
schnell durchfuhrbar (Hands-on Time 4 Minuten / Probe beim Alveo be.well
gegenuber 180 Minuten / Lauf bei der PCR). In dem Sinne bendtigte die Person,
die den Test durchfuhrte, auch keine spezielle Ausbildung fur die
molekularmedizinische Diagnostik. Da im Alveo be.well Test jedoch nur eine
Probe pro Analysegerat gemessen werden konnte, ist dieser Test nicht flr den
Hochdurchsatz an Proben ausgelegt. Auffallig war, dass Vibrationen am
Testgerat (z.B. durch eine laufende benachbart lokalisierte Zentrifuge) die
Messungen empfindlich stéren konnten und demnach Testwiederholungen

notwendig wurden.
3.1.1.2 Testeigenschaften des Alveo be.well Tests

Es wurden 15 positive und 10 negative Proben getestet und mit dem
PCR-Goldstandard verglichen. In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der Testungen
gegeniibergestellt. Es ergab sich eine kategorische Ubereinstimmung von
84%. Die Klinische Sensitivitat des Alveo be.well Tests lag bei 73.3%,
die klinische Spezifitat bei 100%. Die Inhibitionsrate betrug 0%, was bedeutet,
dass keine PCR-Inhibition vorkam (Tabelle 5). Fir eine noch detaillierte Analyse
der klinischen Sensitivitdt wurden die positiven Proben gemaf ihrem CT-Wert-
Messergebnis in der PCR-Goldstandard-Untersuchung in drei Kategorien
stratifiziert (hoch positiv, positiv, schwach positiv). Tabelle 3 zeigt die

Abhangigkeit der klinischen Sensitivitdt von den gemessenen CT-Werten.
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Bei stark positiven Proben betrug die Sensitivitat 100%, bei positiven Proben

80%, und bei schwach positiven Proben nur noch 40%. Dies deutet auf eine

Abhangigkeit der klinischen Sensitivitat von der Proben-Viruslast hin. Im

Gegensatz zum PCR-Goldstandard konnte der Alveo be.well Test schwacher

positive Proben nicht mehr zuverlassig als positiv bestimmen.

Ergebnisse:

Tabelle 2. CT Werte Vergleiche Goldstandard vs Alveo be.well

CT Wert PCR- Bewertung PCR- Bewertung
Goldstandard Goldstandard Alveo be.well
15,64 positiv positiv
17,18 positiv positiv
19,23 positiv positiv
20,82 positiv positiv
21,89 positiv positiv
23,56 positiv positiv
25,02 positiv positiv
26,5 positiv positiv
28,18 positiv positiv
29,86 positiv negativ
30,49 positiv positiv
32,32 positiv positiv
34,67 positiv negativ
35,06 positiv negativ
37,24 positiv negativ
negativ negativ
negativ negativ
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negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ

Tabelle 3. Stratifizierte Klinische Sensitivitait von Alveo be.well in
Abhéngigkeit von der CT-Wert-Spanne

CT Bereich Interpretation Sensitivitat Alveo be.well
15,64 — 22,99 Hoch positive Probe 5/5=100%

23 — 29,99 Positive Probe 4/5=80%

>30 =38 Schwach positive Probe 2/5=40%

Tabelle 4. Betriebliche Eigenschaften Alveo be.well vs Goldstandard PCR

Eigenschaft Alveo be.well Goldstandard PCR
Installationszeit wenige Minuten 30 min
Probenvorbereitungszeit 4 min / Probe 160 min / Lauf
Hands on time 4 min / Probe 180 min / Lauf
Analysezeit im Cycler 57 min / Probe 56 min / Lauf
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Test run time

57 min / Probe

60 min / Lauf

Turnaround time

60 min / Probe

240-300 min / Lauf

Cool down time

Keine

Keine

Durchsatzkapazitat

nur 1 Probe

zur selben Zeit

94 Proben pro Lauf

Medizinisches Labor Nein Ja
erforderlich
High Throughput Nein Ja

Durchfuhrbarkeit einfach, aber MTA erforderlich

empfindlich fur

Vibrationen

Computer erforderlich Nein Ja
Zusatzliche Instrumente Mobiltelefon Gefrierschrank
erforderlich
Befund Quantitativ oder Qualitativ Quantitativ
Qualitativ
CT Wert Nein Ja
Online Ubertragung Ja Ja
CE Certifiziert Ja Ja
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Tabelle 5. Testeigenschaften des Alveo be.well.

Testeigenschaft Alveo be.well
Kategorische Ubereinstimmung 84%
Klinische Sensitivitat 73,3%
Klinische Spezifitat 100%
Hemmungsrate 0%

3.1.2 BD Veritor
3.1.2.1 Betriebliche Testeigenschaften

Die betrieblichen Testeigenschaften des BD Veritor Tests gegeniber dem
PCR-Goldstandard sind in Tabelle 8 aufgefuhrt. Im Gegensatz zum PCR-
Goldstandard wurde fur den BD Veritor Test keine spezielle Laborausrustung
oder — ausstattung bendtigt. Das Testdesign war einfach und schnell (Hands-on
Time 4 Minuten / Probe beim BD Veritor gegenuber 180 Minuten / Lauf bei der
PCR). In dem Sinne bendtigte die Person, die den Test durchfuhrte, auch keine
spezielle Ausbildung fur die molekularmedizinische Diagnostik. Da im BD Veritor
Test jedoch nur eine Probe pro Analysegerat gemessen werden konnte, ist dieser
Test nicht fir den Hochdurchsatz an Proben ausgelegt. Ein besonderer Vorteil
war, dass auch schwache Ergebnisse mit dem BD Veritor TM Plus Analyser
gelesen werden konnten. Das Ablesen der Ergebnisse war somit hochgradig
standardisiert und konnte von einer nicht medizinischen oder nicht im Labor
geschulten Person durchgefuhrt werden. Potenziell konnte das Analysegerat an
das LIMS des medizinischen Labors angeschlossen werden (wurde nicht
getestet) und somit einige interessante Optionen in Bezug auf die Bestatigung
von PCR-Tests bieten.

3.1.2.2 Testeigenschaften des BD Veritor Tests

Es wurden 39 positive und 19 negative Proben getestet und mit dem

PCR-Goldstandard verglichen. In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Testungen
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gegeniibergestellt. Es ergab sich eine kategorische Ubereinstimmung von
65,52%. Die klinische Sensitivitat des BD Veritor Tests lag bei 48,72%, die
klinische Spezifitat bei 100% (Tabelle 9). Flr eine noch detaillierte Analyse der
klinischen Sensitivitat wurden die positiven Proben gemafl ihrem CT-Wert-
Messergebnis in der PCR-Goldstandard-Untersuchung in drei Kategorien
stratifiziert (hoch positiv, positiv, schwach positiv). Tabelle 7 zeigt die
Abhangigkeit der klinischen Sensitivitat von den gemessenen CT-Werten. Bei
stark positiven Proben betrug die Sensitivitdt 93,3%, bei positiven Proben
53,85%, und bei schwach positiven Proben 0%. Dies deutet auf eine
Abhangigkeit der klinischen Sensitivitat von der Proben-Viruslast hin. Im
Gegensatz zum PCR-Goldstandard konnte der BD Veritor Test schwacher

positive Proben nicht mehr zuverlassig als positiv bestimmen.
Ergebnisse:

Tabelle 6. CT Werte Vergleiche Goldstandard vs BD Veritor.

CT Wert Goldstandard Bewertung BD Veritor
16,96 positiv positiv
18,04 positiv positiv
18,29 positiv positiv
18,76 positiv positiv
19,56 positiv positiv
19,58 positiv positiv
20,08 positiv positiv
22,34 positiv positiv
22,66 positiv positiv
22,80 positiv positiv
23,98 positiv positiv
24,18 positiv negativ
24,71 positiv positiv
25,19 positiv positiv
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25,83 positiv positiv
26,16 positiv positiv
26,44 positiv positiv
26,54 positiv negativ
26,71 positiv positiv
28,15 positiv positiv
28,72 positiv negativ
29,58 positiv negativ
29,64 positiv negativ
30,27 positiv negativ
30,64 positiv positiv
31,51 positiv negativ
32,29 positiv negativ
32,63 positiv negativ
33,05 positiv negativ
33,38 positiv negativ
34,02 positiv negativ
34,15 positiv negativ
34,25 positiv negativ
35,37 positiv negativ
36,22 positiv negativ
36,28 positiv negativ
37,02 positiv negativ
37,51 positiv negativ
37,94 positiv negativ

negativ negativ

negativ negativ
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negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ

Tabelle 7. Stratifizierte klinische Sensitivitdt von BD Veritor in Abhédngigkeit
von der CT-Wert-Spanne

CT Bereich Interpretation Sensitivitat

16,49 — 24,99 Hoch positive Probe 12/13=93,3%
25-31,99 Positive Probe 7113 =153,85%
>32 <38 Schwach positive Probe 0/13=0%
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Tabelle 8. Betriebliche Eigenschaften BD Veritor vs Goldstandard PCR

BD Veritor Goldstandard PCR
Installationszeit Keine 30 min
Probenvorbereitungszeit 4 min / Probe 160 min / Lauf
Hands on time 4 min / Probe 180 min / Lauf
Analysezeit im Cycler 15 min / Probe 56 min / Lauf
Test run time 3 sec / Probe 60 min / Lauf

Turnaround time

19 min / Probe

240-300 min / Lauf

Cool down time

Keine

Keine

Durchsatzkapazitat

nur 1 Probe zur selben

Zeit, aber mehrere kbnnen

inkubiert werden, mehrere

in kurzer Zeit

94 Proben pro Lauf

Qualitativ

Medizinisches Labor Nein Ja
erforderlich

High Throughput Nein Ja
Durchfuhrbarkeit Einfach MTA erforderlich
Computer erforderlich Nein Ja
Zusatzliche Instrumente Nein Gefrierschrank
erforderlich

Befund Quantitativ oder Qualitativ Quantitativ
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CT Wert Nein Ja

Online Ubertragung Ja Ja

CE Certifiziert Ja Ja

Tabelle 9. Testeigenschaften des BD Veritor

BD Veritor
Kategorische Ubereinstimmung 65,52%
Klinische Sensitivitat 48,72%
Klinische Spezifitat 100%

3.1.3 Bosch Vivalytic
3.1.3.1 Betriebliche Testeigenschaften

Die betrieblichen Testeigenschaften des Bosch Vivalytic Tests gegentiber dem
PCR-Goldstandard sind in Tabelle 12 aufgefuhrt. Im Gegensatz zum
PCR-Goldstandard wurde fur den Bosch Vivalytic Test keine spezielle
Laborausristung oder —ausstattung bendétigt. Das Testdesign war einfach und
schnell (Hands-on Time 2 Minuten / Probe beim Bosch Vivalytic gegenuber
180 Minuten / Lauf bei der PCR). In dem Sinne bendtigte die Person, die den
Test durchfuhrte, auch keine spezielle Ausbildung fur die molekularmedizinische
Diagnostik. Da im Bosch Vivalytic Test jedoch nur eine Probe pro Analysegerat
gemessen werden konnte, ist dieser Test nicht flir den Hochdurchsatz an Proben

ausgelegt.
3.1.3.2 Testeigenschaften des Bosch Vivalytic Tests

Es wurden 15 positive und 4 negative Proben getestet und mit dem
PCR-Goldstandard verglichen. In Tabelle 13 sind die Ergebnisse der Testungen

gegeniibergestellt. Es ergab sich eine kategorische Ubereinstimmung von
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84,2%. Die klinische Sensitivitat des Bosch Vivalytic Tests lag bei 80%, die
klinische Spezifitat bei 100% (Tabelle 13). Fur eine noch detaillierte Analyse der
klinischen Sensitivitdt wurden die positiven Proben gemal ihrem
CT-Wert-Messergebnis in der PCR-Goldstandard-Untersuchung in drei
Kategorien stratifiziert (hoch positiv, positiv, schwach positiv). Tabelle 11 zeigt
die Abhangigkeit der klinischen Sensitivitat von den gemessenen CT-Werten. Bei
stark positiven Proben betrug die Sensitivitdt 80%, bei positiven Proben 100%,
und bei schwach positiven Proben 60%. Dies deutet auf eine Abhangigkeit der
klinischen Sensitivitat von der Proben-Viruslast hin. Im Gegensatz zum
PCR-Goldstandard konnte der Bosch Vivalytic Test schwacher positive Proben

nicht mehr zuverlassig als positiv bestimmen.
Ergebnisse:

Tabelle 10. CT Werte Vergleiche Goldstandard vs Bosch Vivalytic

CT Wert Bewertung

Goldstandard Bewertung Bosch Vivalytic Bosch
18,34 positiv invalid
19,36 positiv 31,3 positiv
19,98 positiv 31,6 positiv
22,26 positiv 31 positiv
24 .56 positiv 30,5 positiv
25,78 positiv 30,6 positiv
26,58 positiv 30,8 positiv
27,93 positiv 30,7 positiv
30,02 positiv 30,8 positiv
31,61 positiv 30,9 positiv
32,5 positiv 36,7 positiv
33,29 positiv 31,1 positiv
34,67 positiv negativ
36,34 positiv negativ
37,89 positiv 37,1 positiv
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negativ invalid*
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
*negativ nach
WDH

Zwei Proben (eine positive und eine negative) wurden als "ungultige" Ergebnisse

gemeldet. In beiden Fallen wurde keine SARS-CoV-2-RNA nachgewiesen.

Aus diesem Grund wurden die fur die endgultige Analyse als negative

Ergebnisse behandelt.

Tabelle 11. Stratifizierte Klinische Sensitivitit von Bosch Vivalytic in
Abhéngigkeit von der CT-Wert-Spanne

CT Bereich Interpretation Sensitivitat
16,49 — 24,99 Hoch positive Probe 4/5=80%
25-31,99 Positive Probe 5/5=100%
>32 <38 Schwach positive Probe 3/5=60%

Tabelle 12. Betriebliche Eigenschaften Bosch Vivalytic vs Goldstandard

PCR

Bosch Vivalytic

Goldstandard PCR

Installationszeit

30 min

30 min

Probenvorbereitungszeit

1 min / Probe

160 min / Lauf

Hands on time

2 min / Probe

180 min / Lauf

Analysezeit im Cycler

40 min 20 sec

56 min / Lauf
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Test run time 40 min 20 sec 60 min / Lauf
Turnaround time 45 min 240-300 min / Lauf
Cool down time 3 min Keine

nur 1 Probe,

zwischen den

Durchsatzkapazitat 94 Proben pro Lauf
Proben 3 min
Leerlauf

Medizinisches Labor

Nein Ja
erforderlich
High Throughput Nein Ja
Durchfuhrbarkeit Einfach MTA erforderlich
Computer erforderlich Nein Ja
Zusatzliche Instrumente

Nein Gefrierschrank
erforderlich
Befund Quantitativ oder

Quantitativ Quantitativ

Qualitativ
CT Wert Ja Ja
Online Ubertragung Ja Ja
CE Certifiziert Ja Ja
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Tabelle 13. Testeigenschaften des Bosch Vivalytic

Bosch Vivalityc

Kategorische Ubereinstimmung 84,2%
Klinische Sensitivitat 80%
Klinische Spezifitat 100%

3.1.4 Chronos Dx
3.1.4.1 Betriebliche Testeigenschaften

Die betrieblichen Testeigenschaften des Chronos Dx Tests gegenlber dem
PCR-Goldstandard sind in Tabelle 17 aufgefuhrt. Im Gegensatz zum
PCR-Goldstandard wurde fir den Chronos Dx Test keine spezielle
Laborausristung oder —ausstattung bendétigt. Das Testdesign war einfach und
schnell (Hands-on Time 19 Minuten / Probe beim Chronos Dx mit BFAST
Reagenzien gegenuber 180 Minuten / Lauf bei der PCR). In dem Sinne bendtigte
die Person, die den Test durchfihrte, auch keine spezielle Ausbildung fur die
molekularmedizinische Diagnostik. Da im Chronos Dx Test jedoch nur eine Probe
pro Analysegerat gemessen werden konnte, ist dieser Test nicht flr den

Hochdurchsatz an Proben ausgelegt.
3.1.4.2 Testeigenschaften des Chronos Dx Tests

Es wurden zwei Experimente durchgefuhrt, A) mit eigenen Reagenzien und B)
mit Reagenzien des Herstellers. Pro Experiment wurden 15 positive und
10 negative Proben getestet und mit dem PCR-Goldstandard verglichen. In den
Tabellen 15 und 18 sind die Ergebnisse der Testungen gegenubergestellt. Bei
der Testung mit eigenen Reagenzien ergab sich eine kategorische
Ubereinstimmung von 958% und bei der Testung mit Reagenzien des
Herstellers 80%. Die klinische Sensitivitat des Chronos Dx Tests lag bei
Experiment A bei 100% und bei Experiment B nur bei 67%. Die klinische
Spezifitat lag bei Experiment A bei 88,9% und bei Experiment B bei 100%.
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Die Inhibitionsrate betrug bei beiden Experimenten 0%, was bedeutet, dass keine
PCR-Inhibition vorkam (Tabelle 18).

FUr eine noch detaillierte Analyse der klinischen Sensitivitat wurden die positiven
Proben gemal ihrem CT-Wert-Messergebnis in der PCR-Goldstandard-
Untersuchung in drei Kategorien stratifiziert (hoch positiv, positiv, schwach
positiv). Tabelle 16 zeigt die Abhangigkeit der klinischen Sensitivitat von den
gemessenen CT-Werten. Beim Experiment A betrug die Sensitivitat insgesamt,
bei stark positiven, positiven und schwach positiven Proben 100%. Beim
Experiment B betrug die Sensitivitat insgesamt 67%, bei stark positiven Proben
100%, bei positiven Proben 80%, und bei schwach positiven Proben nur noch
20%. Dies deutet auf eine Abhangigkeit der klinischen Sensitivitdt von der
Proben-Viruslast hin. Im Gegensatz zum PCR-Goldstandard konnte der Chronos

Dx Test schwacher positive Proben nicht mehr zuverlassig als positiv bestimmen.
Ergebnisse:

Experiment A: Goldstandard vs. GSD NovaPrime Reagenzien auf ChronosDx
(Tabelle 14)

Tabelle 14. CT Werte Vergleiche Goldstandard vs Chronos DX mit GSD
NovaPrime Reagenz

CT Chronos
CT Goldstandard
Bewertung mit NovaPrime Bewertung
(Ampuwa)
Reagenz
17,15 positiv 15,98 positiv
21,20 positiv 20,67 positiv
20,76 positiv 19,65 positiv
22,65 positiv 21,46 positiv
24,43 positiv 22,58 positiv
20,30 positiv 20,55 positiv
28,79 positiv 27,46 positiv
28,59 positiv 27,01 positiv
30,51 positiv 26,99 positiv
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31,90 positiv 29,40 positiv
34,04 positiv 30,46 positiv
34,60 positiv 30,91 positiv
33,70 positiv 30,79 positiv
33,50 positiv 29,30 positiv
35,63 positiv 34,03 positiv

negativ negativ

negativ negativ

negativ negativ

negativ negativ

negativ negativ

negativ negativ

negativ negativ

negativ negativ

negativ negativ

negativ positiv*

*negativ nach
WDH

Experiment B: Goldstandard vs. BFAST-Reagenzien auf ChronosDx (Tabelle 15)

Tabelle 15. CT Werte Vergleiche Goldstandard vs Chronos DX mit BFast
Reagenzien

CT Goldstandard Bewertung CT Chronos Bfast Bewertung
(Ampuwa)
17,14 positiv 23,49 positiv
18,29 positiv 25,82 positiv
24,13 positiv 28,19 positiv
21,32 positiv 25,99 positiv
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22,77 positiv 29,84 positiv
27,36 positiv 30,24 positiv
28,08 positiv 30,24 positiv
28,03 positiv 30,00 positiv
30,50 positiv negativ
29,96 positiv 30,17 positiv
33,41 positiv negativ
32,87 positiv negativ
35,36 positiv negativ
35,15 positiv negativ
35,52 positiv 30,45 v.a.Cov-2
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ 30,28 positiv*
negativ 28,33 positiv*
negativ 30,64 positiv*

*negativ nach
WDH
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Tabelle 16. Stratifizierte Klinische Sensitivitit von Chronos Dx mit
NovaPrime und Bfast Reagenzien in Abhéangigkeit von der CT-Wert-Spanne

CT Bereich Interpretation Sensitivitat Chronos | Sensitivitat
mit NovaPrime Chronos mit
Reagenzien Bfast
Reagenzien
16,49 — 24,99 Hoch positive 5/5=100% 5/5=100%
Probe
25-31,99 Positive Probe 5/5=100% 4/5=80%
>32 <38 Schwach positive 5/5=100% 1/5=20%
Probe

Tabelle 17. Betriebliche Eigenschaften Chronos DX vs Goldstandard PCR

Chronos DX Goldstandard PCR
Installationszeit 10 min 30 min
Probenvorbereitungszeit 6 min / Probe 160 min / Lauf
Hands on time 5 min / Probe 180 min / Lauf
Analysezeit im Cycler 14 min / Probe 56 min / Lauf
Test run time 14 min / Probe 60 min / Lauf

Turnaround time

19 min / Probe

240-300 min / Lauf

Cool down time

7 min

Keine

Durchsatzkapazitat

Nur 1 Probe zur selben
Zeit, wenn nach 10 min
neue Probe, dann 7 min

Aufwarmphase

94 Proben pro Lauf
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Medizinisches Labor Nein Ja
erforderlich

High Throughput Nein Ja
Durchfihrbarkeit Schwierig wegen kleiner MTA erforderlich

Volumina und
schwieriger Ubertragung

der Flussigkeit in Chip

Computer erforderlich Ja, Ubuntu-basiertes Ja
Notebook

Zusatzliche Instrumente Nein Gefrierschrank

erforderlich

Befund Quantitativ oder Quantitativ Quantitativ

Qualitativ

CT Wert Ja Ja

Online Ubertragung Ja Ja

CE Certifiziert Ja Ja

Tabelle 18. Testeigenschaften des Chronos Dx mit NovaPrime und Bfast

Reagenzien
Chronos DX mit Chronos DX mit Bfast
Novaprime

Kategorische 95,8% 68%
Ubereinstimmung

Klinische Sensitivitat 100% 67%
Klinische Spezifitat 88,9% 70%
Hemmungsrate 0% 0%
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3.1.5 Fluxergy
3.1.5.1 Betriebliche Testeigenschaften

Die betrieblichen Testeigenschaften des Fluxergy Tests gegenuber dem
PCR-Goldstandard sind in der Tabelle 21 aufgefuhrt. Der Fluxergy bendtigte
zusatzliche Computer und Gerate zum Betrieb, es war kein Plug & Play.
Er bendtigte einen -20°C Gefrierschrank fir die Reaktionsmischung. Wenn diese
Voraussetzungen erfullt waren, konnte das System auch von einem Mitarbeiter
mit geringen Laborkenntnissen verwendet werden. Die Installation war recht
mihsam und erforderte IT-Unterstitzung. Im Vergleich zu anderen
POCT-Analysengeraten mit Touchscreens war dies kompliziert. Das Testdesign
war einfach und schnell durchfuhrbar (Hands-on Time 5 Minuten / Probe beim
Fluxergy gegenuber 180 Minuten / Lauf bei der PCR). In dem Sinne bendtigte die
Person, die den Test durchfihrte, auch keine spezielle Ausbildung fur die
molekularmedizinische Diagnostik. Es wurden aber kleine Volumina pipettiert
und das Herausnehmen der Kartusche aus dem Gerat war manchmal
umstandlich. Da im Fluxergy Test jedoch nur eine Probe pro Analysegerat
gemessen werden konnte, ist dieser Test nicht fur einen Hochdurchsatz an

Proben ausgelegt.

3.1.5.2 Testeigenschaften des Fluxergy Tests

Es wurden 15 positive und 10 negative Proben getestet und mit dem
PCR-Goldstandard verglichen. In Tabelle 22 sind die Ergebnisse der Testungen
gegeniibergestellt. Es ergab sich eine kategorische Ubereinstimmung von 80%.
Die klinische Sensitivitat des Fluxergy Tests lag bei 67%, die klinische Spezifitat
bei 100%. Die Inhibitionsrate betrug 11,4%, was bedeutet, dass mehrere
PCR-Inhibitionen vorkamen (Tabelle 22). Fir eine noch detaillierte Analyse der
klinischen Sensitivitat wurden die positiven Proben gemaly ihrem CT-Wert-
Messergebnis in der PCR-Goldstandard-Untersuchung in drei Kategorien
stratifiziert (hoch positiv, positiv, schwach positiv). Tabelle 20 zeigt die
Abhangigkeit der klinischen Sensitivitdt von den gemessenen CT-Werten.
Bei stark positiven Proben betrug die Sensitivitdt 100%, bei positiven Proben
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60%, und bei schwach positiven Proben nur noch 40%. Dies deutet auf eine
Abhangigkeit der klinischen Sensitivitat von der Proben-Viruslast hin. Im
Gegensatz zum PCR-Goldstandard konnte der Fluxergy Test schwacher positive

Proben nicht mehr zuverlassig als positiv bestimmen.
Ergebnisse

Tabelle 19. CT Werte Vergleiche Goldstandard vs Fluxergy

CT Wert Goldstandard Bewertung Fluxergy
16,01 positiv positiv
17,77 positiv positiv
19,61 positiv positiv
23,31 positiv positiv
24,18 positiv positiv
25,13 positiv positiv
27,24 positiv positiv
27,97 positiv positiv
29,94 positiv negativ
31,25 positiv failed (626)
32,3 positiv positiv
34,76 positiv positiv
36,69 positiv negativ
37,06 positiv negativ
37,54 positiv negativ

negativ failed (626)
negativ negativ
negativ failed (626)
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
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negativ

failed (626)

*failed nach WDH
negativ

Tabelle 20. Stratifizierte Klinische Sensitivitat von Fluxergy in Abhéangigkeit

von der CT-Wert-Spanne
CT Bereich Interpretation Sensitivitat
16,01 — 24,99 Hoch positive Probe 5/5=100%
25-31,99 Positive Probe 3/5=60%
> 32 <38 Schwach positive Probe 2/5=40%

Tabelle 21. Betriebliche Eigenschaften Fluxergy vs Goldstandard PCR

Fluxergy

Goldstandard PCR

Installationszeit

Mdhsam nur mit IT-
Unterstitzung

30 min

Probenvorbereitungszeit

9 min / Probe

160 min / Lauf

Hands on time 5 min / Probe 180 min / Lauf
Analysezeit im Cycler 70 min / Probe 56 min / Lauf
Test run time 58 min / Probe 60 min / Lauf

Turnaround time

80 min / Probe

240-300 min / Lauf

Cool down time

Keine

Keine

Durchsatzkapazitat

Nur 1 Probe zur selben
Zeit

94 Proben pro Lauf
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Medizinisches Labor Nein Ja
erforderlich

High Throughput Nein Ja
Durchfuhrbarkeit Umstandlich, kleine MTA erforderlich

die Kartusche war

Volumina pipettieren und

schwer zu entfernen

Computer erforderlich Ja Ja
Zuséatzliche Instrumente | Router und Gefrierschrank Gefrierschrank
erforderlich

Befund Quantitativ oder Qualitativ Quantitativ
Qualitativ

CT Wert Nein Ja
Online Ubertragung Ja Ja

CE Certifiziert Ja Ja

Tabelle 22. Testeigenschaften des Fluxergy

Fluxergy
Kategorische Ubereinstimmung 80%
Klinische Sensitivitat 67%
Klinische Spezifitat 100%
Hemmungsrate 11,4%
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3.1.6 Lumira Dx
3.1.6.1 Betriebliche Testeigenschaften

Die betrieblichen Testeigenschaften des Lumira Dx Tests gegenliber dem
PCR-Goldstandard sind in der Tabelle 25 aufgefuhrt. Im Gegensatz zum
PCR-Goldstandard wurde fir den Lumira Dx Test keine spezielle
Laborausristung oder —ausstattung bendétigt. Das Testdesign war einfach und
schnell (Hands-on Time 2,5 Minuten / Probe beim Lumira Dx gegenuber
180 Minuten / Lauf bei der PCR). In dem Sinne bendtigte die Person, die den
Test durchfuhrte, auch keine spezielle Ausbildung fir die molekularmedizinische
Diagnostik. Da im Lumira Dx Test jedoch nur eine Probe pro Analysegerat
gemessen werden konnte, ist dieser Test nicht fir den Hochdurchsatz an Proben
ausgelegt. Auffallig war, dass sechsmal ein Fehlercode ausgegeben wurde, der
zu einem vollstandigen Testabbruch und der Notwendigkeit eines Neustarts mit
einem anderen Teststreifen fuhrte. Dies trat bei 15% der Tests auf. Grinde dafur
waren technische Fehler am Teststreifen sowie zu starke Vibrationen auf dem
Tisch. Das System war also nicht sehr stabil und musste in einem ruhigen

Bereich aufgestellt werden.
3.1.6.2 Testeigenschaften des Lumira Dx Tests

Es wurden 30 positive und 10 negative Proben getestet und mit dem
PCR-Goldstandard verglichen. In Tabelle 26 sind die Ergebnisse der Testungen
gegeniibergestellt. Es ergab sich eine kategorische Ubereinstimmung von
77,5%. Die klinische Sensitivitat des Lumira Dx Tests lag bei 70%, die klinische
Spezifitat bei 100% (Tabelle 26). Fir eine noch detaillierte Analyse der klinischen
Sensitivitat wurden die positiven Proben gemafl ihnrem CT-Wert-Messergebnis in
der PCR-Goldstandard-Untersuchung in drei Kategorien stratifiziert (hoch positiv,
positiv, schwach positiv). Tabelle 24 zeigt die Abhangigkeit der klinischen
Sensitivitat von den gemessenen CT-Werten. Bei stark positiven Proben betrug
die Sensitivitat 100%, bei positiven Proben 63,6%, und bei schwach positiven
Proben 50%. Dies deutet auf eine Abhangigkeit der klinischen Sensitivitat von

der Proben-Viruslast hin. Im Gegensatz zum PCR-Goldstandard konnte
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der Lumira Dx Test schwacher positive Proben nicht mehr zuverlassig als

positiv bestimmen.

Ergebnisse

Tabelle 23. CT Werte Vergleiche Goldstandard vs Lumira Dx

CT Wert Goldstandard Bewertung Lumira Dx
16,49 positiv positiv
17,32 positiv positiv
17,97 positiv positiv
19,32 positiv positiv
19,63 positiv positiv
20,92 positiv positiv
22,79 positiv positiv
23,03 positiv positiv
23,55 positiv positiv
26,06 positiv positiv
26,49 positiv positiv
27,32 positiv positiv
27,45 positiv positiv
28,98 positiv positiv
29,24 positiv negativ
30,41 positiv positiv
30,66 positiv negativ
30,82 positiv positiv
31,56 positiv negativ
31,86 positiv negativ
34,01 positiv positiv
34,29 positiv positiv
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34,33 positiv negativ
34,46 positiv negativ
35,74 positiv positiv
35,78 positiv negativ
36,09 positiv negativ
36,57 positiv positiv
36,92 positiv positiv
37,14 positiv negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ
negativ negativ

Tabelle 24. Stratifizierte Klinische Sensitivitit von Lumira Dx in
Abhéngigkeit von der CT-Wert-Spanne
CT Bereich Interpretation Sensitivitat
16,49 — 24,99 Hoch positive Probe 9/9=100%
25-31,99 Positive Probe 7/11=63.6%
> 32 =38 Schwach positive Probe 5/10 =50 %
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Tabelle 25. Betriebliche Eigenschaften Lumira Dx vs Goldstandard PCR

Lumira Dx

Goldstandard PCR

Installationszeit

Einfach und schnell

30 min

Probenvorbereitungszeit

2,5 min / Probe

160 min / Lauf

Hands on time

2,5 min / Probe

180 min / Lauf

Analysezeit im Cycler

11 min 30 sec

56 min / Lauf

Test run time

11 min 30 sec

60 min / Lauf

Turnaround time

15 min / Probe

240-300 min / Lauf

Cool down time

Keine

Keine

Durchsatzkapazitat Nur 1 Probe, 4 in1 h 94 Proben pro Lauf
Medizinisches Labor Nein Ja
erforderlich

High Throughput Nein Ja

Durchfuhrbarkeit Einfach, aber MTA erforderlich

empfindlich auf

Vibrationen

Computer erforderlich Nein Ja
Zusatzliche Instrumente Nein Gefrierschrank
erforderlich
Befund Quantitativ oder Qualitativ Quantitativ
Qualitativ
CT Wert Nein Ja
Online Ubertragung Ja Ja
CE Certifiziert Ja Ja
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Tabelle 26. Testeigenschaften des Lumira Dx

Lumira Dx
Kategorische Ubereinstimmung 77,5%
Klinische Sensitivitat 70%
Klinische Spezifitat 100%

3.1.7 Gesamtvergleich der getesteten POCT Gerite

3.1.7.1 Vergleich der Betriebs- und Testeigenschaften

Ein Gesamtvergleich der Betriebseigenschaften aller getesteten Gerate findet

sich in Tabelle 29. Der Bosch Vivalytic zeigte die geringste Probenvorbereitungs-

und Hands-on Time (1 Minute/Probe bzw. 2 Minuten/Probe), wahrend der Lumira

Dx Test die geringste Turnaround Time (TAT) von 15 Minuten/ Probe aufwies.

Die hochste TAT wies der Fluxergy Test mit 80 Minuten/Probe auf. Trotz

unterschiedlicher Leichtigkeit bei der Installation der Testsysteme und trotz eines

unterschiedlichen Schwierigkeitsgrads der Testdurchfuhrung wurde fur keinen

Test eine umfassende Laborausstattung benétigt. In dem Sinne waren alle Tests

echte POCTs. Kein Testsystem war jedoch flir einen Hochdurchsatz von Proben

geeignet. Zwei Testsysteme (Bosch Vivalytic und Chronos DX) boten quantitative

Ergebnisse. Alle Testsysteme waren CE-IVD markiert.

Tabelle 27. Betriebseigenschaften der getesteten POCT Gerite

Alveo . Bosch Chronos .
be.well BD Veritor Vivalytic DX Fluxergy Lumira Dx
Installationszeit einfach keine emfach,. 10 min muhsgm ) einfach+
aber 30 min IT Hilfe schnell
Probenvor- . . . . . .
. . 4min/P 4min/P 1min/P 6 min/P 9min/P 2,5min/P
bereitungszeit
Hands on time 4min/P 4min/P 2min/P 5min/P 5min/P 2,5min/P
Analysezeit 57min/P | 15min/p | *°M"20 | 44 min/p | 70min/p | 1TMin30
im Cycler sec sec
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Test run time 57min/P | 19min/P | 42Min20 | 19 min/p | 74min/p | 13min30
sec sec
Turnaround 60min/P | 19min/P | 45min/P | 19min/P | 80min/P | 15min/P
time(TAT)
Cool down time kein keine 3 min 7 min keine keine
1P zur 1P, 1P, wenn
Durchsatz- 1P zur selben Zeit, zwischen n.ach 19 1P zur 1P zur.
Kapazitit selben Zeit aber den Proben | min, 7 min selben Zeit selben Zeit,
P mehrere 3 min Aufwarm- 4in1h
inkubieren Leerlauf phase
Medizinisches
Labor nein nein nein nein nein nein
erforderlich
High nein nein nein nein nein nein
Throughput
schwierig, Umstandlic | einfach, aber
einfach. aber wegen h, kleine empfindlich
empfindlich kleiner Volumina auf
Durchfihrbarkeit einfach einfach Volumina & | und schwer | Vibrationen &
_ a‘ff Ubertragun | Kartusche | Testabbruch
Vibrationen g aufdem | rauszuhole | bei 15% der
Chip n Proben
e nein nein nein ja ja nein
erforderlich J J
Zusatzliche Router &
Instrumente Mobiltelefon nein nein nein Gefrier- nein
erforderlich schrank
Befund
Quantitativ oder qualitativ qualitativ quantitativ quantitativ qualitativ qualitativ
Qualitativ
CT Wert nein nein ja ja nein nein
Online g g g " " i
Ubertragung J : : J : J
CE-IVD markiert ja ja ja ja ja ja

Anmerkung. P = Probe

Tabelle 27 stellt den Vergleich der Testeigenschaften dar.

Die hochste

kategorische Ubereinstimmung und klinische Sensitivitat wies der Bosch Vivalytic
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Test auf (84,2% bzw. 80%). Alle Testsysteme, aulRer Chronos DX, hatten eine
klinische Spezifitat von 100%. Die hdchste Sensitivitat bei schwach positiven

klinischen Proben wies ebenfalls das Bosch Vivalytic System auf (60%).

Tabelle 28. Ergebnisse Alveo be.well vs BD Veritor vs Bosch Vivalytic vs
Chronos DX vs Fluxergy vs Lumira Dx

Alveo BD Bosch | Chronos | Fluxergy | Lumira
be.well | Veritor | Vivalytic | DX Bfast Dx
Kategorische 84% 65,52% | 84,2% 68% 80% 77,5%
Ubereinstimmung
Klinische 73,3% | 48,72 % 80% 67% 67% 70%
Sensitivitat
Klinische 100% 100% 100% 70% 100% 100%
Spezifitat
Richtigkeit - - 0,26% - - -
Sensitivitat 25% 0% 60% 20% 40% 50%
(CT 232)

3.1.7.2 Erstellung eines Vergleichs-Scores zur qualitativen Bewertung
der getesteten POCT-Geriéte

Um die unterschiedlichen POCT-Gerate in ihren verschiedenen Eigenschaften
besser vergleichen zu kénnen, wurde ein Score-System entwickelt. Dieses
umfasst zwei Unterkategorien: die Praktikabilitat und den diagnostischen Nutzen.
Bei der Praktikabilitdt wurden die praktische Durchfuhrbarkeit, die Schnelligkeit
Die

Installationszeit,

und weitere
Durchfuhrbarkeit

Probenvorbereitungszeit und der (Hands on Time) bewertet. Die Schnelligkeit

Betriebseigenschaften  berlcksichtigt. praktische

wurde anhand der initialen der
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wurde anhand der Laufzeit auf dem POCT-Gerat, der Durchlaufzeit
(turnaround-time) und der Durchsatzkapazitat bewertet. Bei den weiteren
Betriebseigenschaften wurde beurteilt, ob es sich um ein Gerat mit hohem
Durchsatz handelte und, ob ein medizinisches Labor (Kapazitat oder Personal),
ein Computer oder andere Gerate erforderlich waren. Der diagnostische Nutzen
wurde basierend auf den Testeigenschaften und auf dem Befundtyp bewertet.
Bei den Testeigenschaften wurden die Ergebnisse der kategorischen
Ubereinstimmung, der Kklinischen Sensitivitat, der Sensitivitat gegentber
schwach positiven Proben und der klinischen Spezifitat herangezogen. Beim
Befundtyp wurde gepruft, ob die Ergebnisse quantitativ oder nur qualitativ waren
und ob die Ergebnisse online verschlUsselt ubermittelt werden konnten. Die
Bewertung basierte auf der Summe an Punkten flr die unterschiedlichen
Bewertungskriterien (Tabelle 29). Je hoher die Summe fur ein POCT-Gerat ist,

je besser wurde der praktische Nutzen gewertet (Tabelle 30).

Tabelle 29. Score ,,Nutzen der POCT-Geréte in der Praxis*

Punkte
Durchfluhrbarkeit Installationszeit < 5 min 01
Probenvorbereitungszeit < 5 min 01
Hands on time <5 min 01
Schnelligkeit Analysezeit im Cycler < 45 min 01
Turnaroundzeit < 50 min 01
Duchsatzkapazitat > 2 Proben 01
Betriebseigenschaften | High Throughput 01
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Medizinisches Labor / geschultes 01

Personal nicht erforderlich

Computer nicht erforderlich 01
Instrumente nicht erforderlich 01
Testeigenschaften Kategorische Ubereinstimmung = 80% 01
Klinische Sensitivitat gesamt = 70% 01
Klinische Sensitivitat bei niedrig 01

positiven = 50%

Klinische Spezifitdt gesamt 100% 01
Befundtyp Quantitativ mit CT Wert 01
Online Ubertragung 01

Tabelle 30. Bewertung des Scores anhand der gesammelten Punkte

Schlecht MaRig Gut
Praktikabilitat 0-3 4-7 8-10
Medizinischer 0-2 3-4 5-6
Nutzen
Gesamt 0-4 5-10 11 -16
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Tabelle 31. Scores der getesteten POCT-Geriéte

Alveo BD Bosch | Chronos | Fluxergy | Lumira
be.well | Veritor | Vivalytic DX Dx
Praktikabilitat 6 8 7 6 2 8
Diagnostischer
4 2 6 2 3 4
Nutzen
Gesamt Score 10 10 13 8 5 12

Die detaillierten Score-Bewertungen fur alle getesteten POCT-Gerate sind im
Anhang dargestellt (Tabelle 31 - Tabelle 36). In Tabelle 37 sind die Score-

Punktzahlen der getesteten POCT-Gerate zusammengefasst aufgefuhrt. In der

Unterkategorie ,Praktikabilitat” erreichten der BD Veritor und der Lumira Dx die

hochste Punktzahl (je 8 Punkte). Bei der Unterkategorie ,Diagnostischer Nutzen®

wurde die héchste Punktzahl vom Bosch Vivalytic System erreicht.

In dieser

Kategorie war es das einzige Gerat, was Uberzeugte. Mit 13 bzw. 12 Punkten

schnitten das Bosch Vivalytic System und der Lumira Dx in der Gesamtwertung

am besten ab, wahrend Fluxergy am schlechtesten abschnitt.
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4. Diskussion

4.1 Vergleich der Testergebnisse mit dem Stand der

wissenschaftlichen Literatur

In dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden sechs POCT-Gerate zum Nachweis
von SARS-CoV-2 mit einer konventionellen gqRT-PCR als Goldstandard
verglichen. Die Gerate wiesen im Vergleich zum Goldstandard eine klinische
Sensitivitat von 48.7% bis 80% auf. Die klinische Spezifitdt betrug in finf von
sechs Fallen 100%. Alle Testsysteme hatten eine Schwache in der Detektion
schwach positiver Proben, mit einer Sensitivitat von maximal 60% im Falle des
Bosch Vivalytic Systems. Ein Score-Bewertungssystem, welches durch die
Zusammenfassung verschiedener Betriebs- und Testeigenschaften die
Gesamtqualitat der Testsysteme widerspiegelt, vergab die hochste Punktzahl
dem Bosch Vivalytic POCT und die niedrigste Punktzahl dem Fluxergy Test.
Im Folgenden werden zunachst die Testeigenschaften der in dieser Arbeit
untersuchten POCT-Gerate mit dem Stand aus der wissenschaftlichen

Literatur verglichen.

In einer Studie aus den Niederlanden wurde die Sensitivitat und Spezifitat des
BD Veritor Systems fir den Schnellnachweis von SARS-CoV-2-Antigen im
Vergleich zur gRT-PCR an kombinierten Nasen-/Rachenabstrichen von
symptomatischen Personen in COVID-19-Testzentren des Stadtischen
Gesundheitsdienstes (MHS) gezeigt (Van der Moeren et al. 2021).
Die Ergebnisse zeigten fur 352 Patienten eine Spezifitdt von 100% und eine
Sensitivitat von 94,1%. Fur Proben mit einem CT-Wert unter 30 (n=123) betrug
die Sensitivitat 93% (Van der Moeren et al. 2021). Im Vergleich zu der hier
vorgestellten wissenschaftlichen Arbeit zeigte sich also eine deutlich hdhere
Sensitivitat. Ein Grund daflir kénnte die relativ hohe Anzahl an Proben mit
CT-Werte unter 30 sein, die in der Studie aus der Niederlande genutzt wurden.

Kuo et al. verglichen die klinische Leistung von zwei Antigen-Schnellteste, dem
BD Veritor System und der Abbott BinaxNOW COVID-19 Antigen-Karte und
einem Nukleinsaureamplifikationsverfahren (Hologic Aptima SARS CoV-2

Assay). Es wurden 250 positive Proben und 50 negative Proben getestet.
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Bei den beiden Antigen-Schnelltestes lag die Sensitivitat mit 45,2% fur den
BD Veritor und 47,0% fur BinaxNOW im Vergleich zu Hologic Aptima 95,6 %
deutlich geringer. Falsch negative Ergebnisse traten vor allen dann auf, wenn die
zuvor ermittelten CT-Werte = 20 fur Veritor und = 25 fur Binax betrugen. Die
Spezifitat betrug 100% fur alle Assay-Vergleiche. Die Autoren schlussfolgerten,
dass Antigen-basierte Assays nicht ausreichen, um eine SARS-CoV-2-Infektion
zu diagnostizieren, wenn geringere nur Virusmengen freigesetzt werden
(Kuo et al. 2021). Diese Aussage unterstitzt die in dieser Arbeit ermittelten
Ergebnisse hinsichtlich des BD Veritor Systems. In einer anderen Studie aus den
Niederlanden wurden Studienteilnehmer entweder mit dem BD-Veritor-System
,Becton Dickinson“, dem PanBio (Abbott) oder dem SD-Biosensor
(Roche Diagnostics) getestet. Die Sensitivitat betrug 69% fur den BD-Veritor
Test, 69% fur den PanBio Test und 74% fur den SD-Biosensor Test. Bei erhdhter
Viruslast (25,2 log10 SARS-CoV-2 E-Genkopien/ml) lag die Sensitivitat von
BD Veritor bei 86%, bei 89% fur den PanBio und bei 88% flir den SD-Biosensor.
Die Sensitivitat der drei SARS-CoV-2-Ag-RDTs betrug 69%-74% und stieg
oberhalb einer bestimmten Viruslast (25,2 log10 SARS-CoV-2 E-Genkopien/ml)
auf uber 86 % an (Venekamp et al. 2022). Im Vergleich zu den Ergebnissen
dieser wissenschaftlichen Arbeit, wo die Gesamtsensitivitat des BD Veritor
Testes 48,72% betrug, haben Venekamp et al. eine insgesamt hohere

Sensitivitat des BD Veritor Systems nachgewiesen, die bei 69% lag.

Bei einer weiteren grof3en Studie in New York wurde an ca. 2 Millionen Proben
die Leistung des BD Veritor Systems bewertet (Parikh et al. 2022).
Als Goldstandard wurde (eine RT-PCR) verwendet. Die Antigentests wurden vor
Ort durchgefuhrt, wahrend die RT-PCR-Tests in verschiedenen Labore
durchgefuhrt wurden. Weil der spezifische Assay je nach Labor variierte, reichte
die Spezifitat von 97,9% bis 99,9% und die Sensitivitat von 77,2% bis 85,6%.
Wahrend die Angaben zur ermittelten Spezifitat wiederum den hier vorgestellten
Ergebnissen entsprachen, wurden wiederholt recht hohe Werte fir die Spezifitat
des BD Veritor Tests ermittelt. Ein moglicher Grund kdnnte die Testung von nur
symptomatischen Patienten sein, da symptomatische Personen in der Regel eine

héhere Viruslast aufweisen (Parikh et al. 2022).
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Koga et al. haben das BD Veritor-System mit einer (RT-PCR) unter Verwendung
von Proben von symptomatischen Patienten verglichen. Die Proben wurden
zuerst mit dem Xpert Xpress SARS-CoV-2 (GeneXpert)-Kit (RT-PCR-Methode)
getestet, um SARS-CoV-2 zu identifizieren. Dieselben Proben wurden dann mit
dem Veritor-Schnelltest getestet. Die ermittelten Sensitivitaten nach CT Wert
waren bei CTs < 25 100%, bei CTs < 27 98,8%, bei CTs < 30 89,6%. Die
Sensitivitat dber alle CT-Werte hinweg lag bei 82,7% (Koga et al. 2022). Dass
auch hier vor allem Proben mit einem CT-Wert < 30 eingesetzt worden sind,

erklart moglicherweise die Abweichung zu den hier vorgestellten Ergebnissen.

Eine Studie untersuchte die Leistungsparameter des Bosch Vivalytic Systems
(Heger et al. 2022). Es handelt sich um eine prospektive Kohortenstudie mit
zwischen Januar und Mai 2021 hospitalisierten Patienten. Nasen-Rachen-
Abstriche von Patienten wurden zunachst mit dem Allplex™2019-nCoV
(Seegene Inc.) Real-Time (RT) PCR-Assay als Goldstandard getestet und dann
mit dem Bosch Vivalytic verglichen. Das Bosch Vivalytic System hatte eine
Sensitivitat von 88% und eine Spezifitdit von 96%. Diese Ergebnisse sind
vergleichbar mit den hier vorgestellten Ergebnissen und bestatigen, dass das
Bosch Vivalytic System eine gute POCT-Alternative zu konventionellen

PCR-Testsystemen ist.

Eine Studie aus Italien untersuchte weiterhin die Testeigenschaften des Bosch
Vivalytic Systems an bronchoalveolaren Lavagen und Bronchialaspiraten im
Vergleich zu einer RT-PCR (Allplex, Seegene, Korea). Basierend auf den
RT-PCR-Ergebnissen wurden die Proben als negativ, positiv bei hoher Viruslast
(CT = 30) und positiv bei niedriger Viruslast (CT 31-35) klassifiziert. Die
Gesamtsensitivitat fir das Bosch Vivalytic System lag bei 96% und die Spezifitat
bei 100% (De Pace et al. 2021). Die Sensitivitat betrug 100% fir Proben mit
hoher Viruslast (CT< 30). Den Autoren zufolge kann das Bosch Vivalytic System
nach Probenverflissigung effektiv in Proben der unteren Atemwege eingesetzt
werden. Wahrend die Spezifitat mit den Ergebnissen der hier vorgestellten Arbeit
Ubereinstimmt, wurde bei De Pace et al. eine hohere Sensitivitat bestimmt,
obgleich auch in dieser Studie Proben mit CT-Werten von 31-35 zum Einsatz
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kamen. Eine Erklarung konnten die im Vergleich zu dieser Arbeit
unterschiedlichen Probenmaterialien und eine unterschiedliche

Probenvorbereitung sein.

Zum LumiraDx Testsystem existiert eine Metaanalyse zu den diagnostischen
Leistungskriterien dieses SARS-CoV-2 Antigentestes im Vergleich zu einer
molekularen Referenzdiagnostik (Lippi et al. 2022). Die gepoolte diagnostische
Sensitivitat betrug 86% und die gepoolte Spezifitdt 99%. Im Vergleich zu den
Daten dieser Arbeit, ist die Spezifitat vergleichbar (99% vs 100%), jedoch liegt
die Sensitivitat etwas hoher (86% vs 70%). Da keine Angaben zu
CT-Wert-Spannen in den untersuchten Studien existieren, ist ein direkter
Vergleich mit den hier vorgestellten Daten schwierig. Es bleibt aber zu vermuten,
dass auch in diesem Fall vor allem Proben mit einer hoheren Viruslast
eingesetzt worden sind, als dies in der hier vorgestellten wissenschaftlichen

Arbeit der Fall war.

Eine weitere Studie aus den USA untersuchte die Testeigenschaften des
LumiraDx SARS-CoV-2 Ag-Tests an 800 Patientenproben (770 negativ,
30 positiv, alles respiratorische Abstriche), wobei auch hier eine RT-PCR als
Referenzmethode zum Einsatz kam (Gresh et al. 2021). Zyklusschwellenwerte
(CT) waren fur 17 von 30 positiven Proben verfugbar, mit einem mittleren
CT-Wert von 31,2. 11 von 17 Proben (64,7%) hatten CT-Werte > 30,0. Trotz
einiger Proben mit hohen CT-Werten ergab sich eine Sensitivitat von 96.2%,
die deutlich Uber der Sensitivitat von 70% in der hier vorliegenden Studie liegt.
Im Gegensatz zu Gresh et al. fanden Eli et al. nur eine Sensitivitat von 34,2% fur
den Lumira Dx Test und eine Spezifitdt von 92,3 % (Elli et al. 2022). In einer
weiteren Arbeit, die verschiedene Ag-RDTs untersuchte, schnitt der Lumira Dx
mit einer Sensitivitat von 88,2% am besten ab (Brimmer et al. 2021). Auch in
dieser Studie waren bei allen Ag-RDTs, die Sensitivitaten in Proben
mit niedrigeren CT-Werten signifikant besser (CT < 20 96,5%, CT < 25 95,8%,
CT =22550,7%, CT =230 20,9%). Auch eine italienische Studie kam zu ahnlichen
Ergebnissen (Cattelan et al. 2022). Im Vergleich zur RT-PCR, zeigte Lumira Dx
eine Sensitivitat von 76,3% und eine Spezifitat von 94,4%. Die Sensitivitat stieg

auf 95%, wenn der CT-Wert der Proben < 25 war. Eine multivariante
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Regressionsanalyse zeigte, dass falsch-negative LumiraDx-Ergebnisse
signifikant mit hdheren CT-Werten assoziiert waren. Weitere Untersuchungen
zeigten fur den Lumira Dx eine Sensitivitat von 97,6% und eine Spezifitdt von
96,6% fur Nasenabstriche und eine Sensitivitdt von 97,5% und eine Spezifitat
von 97,7% fur Nasen-Rachenabstriche (Drain, P.K. et al. 2021), wahrend Cento
et al. fur den Lumira Dx eine Spezifitat von 97% und eine Sensitivitdt von
85% fiir Proben mit einem CT-Wert von < 29 zeigten (Cento et al. 2021). Diese
hier dargestellte Ubersicht zu den Studienergebnissen des Lumira Dx verdeutlich
eine grolle Divergenz hinsichtlich der nachgewiesenen Testeigenschaften und
weist darauf hin, dass bei diesem Antigen-Test in einigen Studienpopulationen
moglicherweise mit schlechten Leistungskriterien gerechnet werden muss,
insbesondere bei schwach positiven Proben. Dies ist wiederum kongruent zu den

Ergebnissen der hier dargestellten Studie.
4.2 Studienlimitationen

FiUr diese wissenschaftliche Arbeit existierten drei generelle Limitationen. Zum
einen waren positive Proben vor der Testung auf den POCT-Geraten bei -80°C
gelagert. Dieser Lagerungs- und Aufbauprozess konnte Einfluss auf die in den
Proben vorhandene Viruslast gehabt haben, sodass die zuvor im gRT-PCR
Verfahren gemessenen CT-Werte nicht mehr den aktuellen Zustand der Proben
widerspiegelten. Ferner waren die Abstriche vorbehandelt und in sterilem Wasser
verdinnt. Auch dies kdnnte Einfluss auf die Viruslast der Proben gehabt haben
und konnte zu deutlich niedrigeren Viruslasten geflihrt haben, die wahrend der
Messungen in den POCT-Geraten vorlagen. Dies konnte partiell auch die
niedrigeren gemessenen Sensitivitaten im Vergleich zur Literatur erklaren.
Zuletzt waren auch die Goldstandardmessungen per gRT-PCR nur
semiquantitative Messungen (CT-Werte). Eine Messung der SARS-CoV-2
Kopienzahlen lag nicht vor, sodass auch an dieser Stelle quantitative
Ungenauigkeiten existieren koénnten. Aufllerdem lagen noch spezifische
Limitationen bei den POCT-Geratemessungen vor. So wurden fur das
Alveo be.well System keine vom Hersteller empfohlenen Abstrichtupfer
verwendet. Im Falle des BD Veritor Systems und des Lumira Dx Systems wurden

statt die fur das Testsystem validierten Nasenabstriche die in der

89



Routinediagnostik anfallenden (naso-)pharyngalen Abstriche verwendet. Fur das
Fluxergy System wurde steriles Wasser anstelle der validierten UTMs und VTMs
verwendet, und 0,5 ml statt 3 ml Volumen zum Auflésen der Abstriche verwendet.
Zuletzt sei erwahnt, dass der in dieser Arbeit erstellte Bewertungsscore, der eine
Einordnung hinsichtlich der praktikablen Nutzung der POCT-Gerate erleichtern
soll, zwar eine detaillierte AuffUhrung der Starken und Schwachen eines Testes
ermdglicht, jedoch bei der Gesamtbewertung vorsichtig interpretiert werden
sollte, da jedes medizinische Labor oder jedes Testzentrum, wo auf SARS-CoV-
2 getestet wird, unterschiedliche Voraussetzungen inne hat, sodass auch der
Test mit der hochsten Gesamtbewertung nicht zwangsweise die beste Wahl fur

jede Teststelle ist.

4.3 Finale Schlussfolgerungen zum Nutzen der untersuchten
POCT - Gerite

Das Alveo be.well System war ein einfach durchzufuhrender POCT mit einfacher
Installation und sehr hoher Praktikabilitat (Score 6 Punkte), jedoch mit einer
relativ hohen TAT von 60 Minuten. Der diagnostische Nutzen war mit einer

Punktzahl von 4 Punkten den anderen POCTs nicht tberlegen.

Das BD Veritor TM System war ein sehr praktikabel durchfihrbarer POCT
(8 Punkte). Positiv, waren hier insbesondere LIMS-Anbindungsfunktionen und
einer standardisierten  Ergebnisinterpretation.  Allerdings waren die
Testeigenschaften und der damit verbundene diagnostische Nutzen eher gering
(2 Punkte). Obgleich fir Teststellen sehr praktikabel, sind die Schwachen
insbesondere bei schwach positiven Proben signifikant. Auch bei der recht hohen

Gesamtbewertung von 10 Punkte sollte man dies beachten.

Das Bosch Vivalytic Testsystem erreichte als einziger POCT eine
Gesamtbewertung von 13 Punkten. Es erreichte die hdchste in dieser Arbeit
gemessene Sensitivitat von 80% und wurde womdglich bei frischen und
unbehandelten Proben die Sensitivitat der Hersteller Validierungsstudie (98 %)
erreichen. Das System hatte etwas langere Laufzeiten im Vergleich zu den
anderen POCT-Geraten. Sofern Schnelligkeit nicht das primare Auswahlkriterium

ist, ware dieses Testsystem allen anderen vorzuziehen.
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Bei dem ChronosDx-Gerat handelte es sich um einen POCT mit einigen
Nachteilen in Bezug auf die Praktikabilitat (6 Punkte). Bei der RNA-Extraktion
und der Verwendung der GSD NovaPrime-Reagenzien war die Sensitivitat sehr
gut. In diesem Fall war die TAT jedoch nur 10 Minuten kurzer als beim
Hochdurchsatz-Goldstandard. AuRerdem war die Spezifitat nicht 100%, eine
negative Probe wurde falsch als positiv deklariert und nur nach der Wiederholung

richtig als negativ bewertet.

Bei Verwendung der BFAST-Reagenzien war die Sensitivitat mit 67% fur einen
gPCR-POCT zu niedrig, was wahrscheinlich auf die extraktionsfreie Methodik
zurlckzufuhren ist. Die TAT, die mit 19 Minuten im Bereich von Antigentests lag,
zeigte jedoch das Potenzial des Systems. Aul’erdem schien es auch hier zu
falsch-positiven Ergebnissen zu kommen, 3 negative Proben wurden bei der
ersten Testung als positiv deklariert und nur nach der Wiederholung richtig als
negativ bewertet. Da dieses qPCR-System jedoch ahnliche Testeigenschaften

wie Antigenteste hat, ergibt sich kein Vorteil bei hdheren Testkosten.

Ein interessanter Ansatz ware die Verwendung einer schnellen Hitzeextraktion
und der NovaPrime-Reagenzien auf dem ChronosDX. Dadurch kénnte die TAT
signifikant gesenkt werden, wahrend auf der anderen Seite potenziell bessere

Testeigenschaften erzielt werden kdnnten.

Das Fluxergy-System war ein einfach durchzufihrender POCT mit einer
umstandlichen Installation und einigen Nachteilen in Bezug auf die
Praxistauglichkeit, weswegen hier nur 2 Punkte vergeben wurden. Die
Leistungsmerkmale waren ebenfalls fur einen gqPCR-POCT enttduschend
(diagnostischer Nutzen 3 Punkte). Im Vergleich zu allen anderen
POCT-Instrumenten, die in dieser Arbeit untersucht wurden, war es generell

unterlegen(Gesamt-Score 5 Punkte).

Der Lumina Dx war ein einfach und schnell durchzufihrender POCT
(Praktikabilitat 8 Punkte) mit Sensitivitats-Leistungsmerkmalen, die im Vergleich
zu Ublichen POCT-Streifentests deutlich hdher waren (diagnostischer Nutzen
4 Punkte). Allerdings wurden 15% der Proben abgebrochen wegen technischer

Fehler am Teststreifen sowie zu starke Vibrationen auf dem Tisch. Das System
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war also nicht sehr stabil, musste in einem ruhigen Bereich aufgestellt werden,

was seinen Einsatz als POCT einschrankt.

Generell war keines der Testsysteme flr einen hohen Probendurchsatz
ausgelegt. Der Nutzen in groReren medizinischen Laboratorien ist daher sehr
begrenzt. Empfehlenswert ist der Einsatz solcher Testsysteme als POCT
in Notaufnahmen oder in Teststellen, die bisweilen schnelle PCR-basierte
Messungen durchfliihren und Uber keine erweiterte Laborausstattung verfigen.
Final lassen sich vor allem zwei wichtige Schlussfolgerungen aus dieser
wissenschaftlichen Untersuchung ziehen. Zum einen hatten die meisten der hier
getesteten Gerate in der Praxis die WHO Kriterien mit den Mindestanforderungen
fur Antigen- und POC-Teste nicht erflllt. Diese entsprechen eine Sensitivitat von
= 80% und eine Spezifitat von = 97% (World Health Organization 2021).

Das Kriterium der Spezifitat, hatten zwar fast alle Gerate erflllt, den Anspruch an
die Sensitivitat jedoch nicht. Einzig das Bosch Vivalytic hat die

Mindestanforderungen erfillt.

Zum anderen war eine wichtige Erkenntnis, dass die Sensitivitat der Gerate bei
niedrig positiven Proben mit CT-Werten = 32 stark abfiel. Nach dieser
Stratifizierung schnitt kein Gerat gegenuber dem gRT-PCR Goldstandard gut ab,
wobei das Bosch Vivalytic mit 60% und der Lumira Dx mit 50% Sensitivitat am
besten waren. Bemerkenswert war die 0% Sensitivitat beim BD Veritor bei diesen

schwach positiven Proben.

Insgesamt ware das Bosch Vivalytic System aufgrund der hohen Praktikabilitat
mit dem hohen diagnostischen Nutzen das Gerat der Wahl, wobei auch das
Lumira Dx System aufgrund der sogar gegentiber dem Bosch System héheren
Praktikabilitat ebenso eine gute Alternative ware. Hinsichtlich der diagnostischen
Leistungsfahigkeit erreichte kein POCT-Gerat den Standard des gRT-PCR
Goldstandards, sodass bei einem hohen Anspruch an diagnostische Kriterien
und dem Vorhandensein einer entsprechenden Laborausstattung diesen
molekularbiologischen Verfahren weiterhin der Vorzug gegeben werden sollte.
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5. Zusammenfassung

Die PCR-basierte Diagnostik zum Nachweis von SARS-CoV-2 war von
signifikanter Bedeutung bei der weltweiten Reaktion auf die COVID-19-
Pandemie. Die hohen Anforderungen an Laborausstattung und an die
Ausbildung des Laborpersonals begrenzen jedoch den Einsatz dieser
molekularen Standard-Diagnostik. Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit war ein
Vergleich der PCR-basierten Standarddiagnostik (QRT-PCR) mit Point-of-Care-
Test (POCT) Geraten.

Es wurden folgende POCT-Instrumente untersucht: Alveo be.well, BD Veritor TM
Plus, Bosch Vivalytic, Chronos DX, Fluxergy und Lumira Dx. Der Mangel an
unabhangigen wissenschaftlichen Daten zu diesen Testsystemen und ferner an
Studien, die auch schwach-positive Proben einschlie3en, verhindert bislang eine
vollstandige Bewertung der realen diagnostischen Leistungsfahigkeit. Diese
wissenschaftliche Arbeit hatte daher zum Ziel, auch Daten von schwach-
positiven Proben auszuwerten, sodass reale Leistungscharakteristika in einer

unabhangigen Studie beschrieben werden kénnen.

Neben den diagnostischen Testeigenschaften wurde zudem geprtft, ob eine
POCT-Diagnostik schneller und praktikabler als gRT-PCR Goldstandard ist und

das Potenzial hat, diese Referenzmethodik in der Routinediagnostik zu ersetzen.

SARS-CoV-2-positive- naso- und oropharyngeale Abstriche wurden zum Zweck
dieser Studie aus der Biobank des Eurofins MVZ Labor Gelsenkirchen
entnommen. SARS-CoV-2-negative Abstriche wurden frisch aus der
Routinediagnostik entnommen. Es wurden mindestens 15 positive Proben und
mindestens 10 negative Proben pro POCT-Gerat getestet und ausgewertet.
Als Goldstandard galt die in der Routinediagnostik genutzte qRT-PCR unter
Nutzung des NovaPrime-Workflows.

Im Vergleich zum Goldstandard betrug die klinische Sensitivitat bei BD Veritor
48,7%, bei Chronos DX und Fluxergy 67%, bei Lumira Dx 70%, bei Albeo be.well

73,3% und bei Bosch Vivalytic 80%. Die Sensitivitdt war stark abhangig vom
CT-Wert einer Probe. Bei Proben mit geringer Viruslast (CT = 32) sanken die
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Sensitivitaten stratifiziert stark ab, wobei das Bosch Vivalytic System mit 60%
und der Lumira Dx mit 50% Sensitivitat am besten abschnitten. Die klinische
Spezifitat aller Testsysteme, auller die vom Chronos DX, lag bei 100%. Die
Turnaround Zeiten waren bei Lumira Dx 15 min, bei Chronos DX und BD Veritor
19 min, bei Bosch Vivalytic 45 min, bei Alveo be.well 60 min und bei Fluxergy

80 min pro Probe.

Um den Nutzen der einzelnen Gerate fur den Nachweis von SARS-CoV-2 noch
besser bewerten zu kdnnen, wurde ein Bewertungsscore entworfen. Dieser
fasste zwei Unterkategorien zusammen: die Praktikabilitdt des Testes und den
diagnostischen Nutzen. Jedes POCT-Gerat wurde zwischen 0 und 16 Punkten
bewertet, mit einem insgesamt hoheren Nutzen bei hoherer Punktzahl. Das
Fluxergy System schnitt mit 5 Punkten am schlechtesten ab. Die hdéchste
Punktzahl erreichte das Bosch Vivalytic System mit 13 Punkten und das Lumira
Dx System mit 12 Punkten. Jedoch erflllte nur das Bosch Vivalytic System die
Mindestanforderungen der WHO an Antigen- und POC-Teste hinsichtlich

Sensitivitat und Spezifitat.

In Bezug auf die diagnostische Leistungsfahigkeit und der Abfertigung hoher
Probenvolumina kann keines der getesteten POCT-Gerate die gRT-PCR
Standarddiagnostik in medizinischen Laboratorien ersetzen. In Teststellen wie
Notaufnahmen und Flughafen, wo schneller und einfach durchzufihrende
PCR - oder Antigen-basierte Testverfahren ohne erweiterte Laborausstattung
durchgefuhrt werden mussen, sind die POCT-Systeme, insbesondere das Bosch

Vivalytic, geeignete alternative diagnostische Verfahren.
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7. Anhang

Tabelle 32. Score Alveo be.well

Punkte
Durchfuhrbarkeit Installationszeit < 5 min M 1
Probenvorbereitungszeit < 5 min M 1
Hands on time < 5 min M 1
Schnelligkeit Analysezeit im Cycler < 45 min 01
Turnaroundzeit < 50 min 01
Duchsatzkapazitat > 2 Proben 01
Betriebseigenschaften | High Throughput 01
Medizinisches Labor / Personal nicht M 1
erforderlich
Computer nicht erforderlich M 1
Instrumente nicht erforderlich M 1
Testeigenschaften Kategorische Ubereinstimmung = 80% M1
Sensitivitat gesamt = 70% M 1
Sensitivitat bei niedrig positiven = 50% 01
Spezifitat gesamt 100% M1
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Befundtyp Quantitativ mit CT Wert 01
Online Ubertragung M 1
Tabelle 33. Score BD Veritor
Punkte
Durchfluhrbarkeit Installationszeit < 5 min M1
Probenvorbereitungszeit < 5 min M 1
Hands on time < 5 min M1
Schnelligkeit Analysezeit im Cycler £ 45 min M 1
Turnaroundzeit < 50 min M1
Duchsatzkapazitat > 2 Proben 01
Betriebseigenschaften | High Throughput 01
Medizinisches Labor / Personal nicht M1
erforderlich
Computer nicht erforderlich M1
Instrumente nicht erforderlich M 1
Testeigenschaften Kategorische Ubereinstimmung = 80% 01
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Sensitivitat gesamt = 70% 01
Sensitivitat bei niedrig positiven = 50% 01
Spezifitat gesamt 100% M1
Befundtyp Quantitativ mit CT Wert 01
Online Ubertragung M 1
Tabelle 34. Score Bosch Vivalytic
Punkte
Durchfuhrbarkeit Installationszeit < 5 min 01
Probenvorbereitungszeit < 5 min M 1
Hands on time < 5 min M 1
Schnelligkeit Analysezeit im Cycler < 45 min M 1
Turnaroundzeit < 50 min M 1
Duchsatzkapazitat > 2 Proben 01
Betriebseigenschaften | High Throughput 01
Medizinisches Labor / Personal nicht M1
erforderlich
Computer nicht erforderlich M1
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Instrumente nicht erforderlich

M1

Testeigenschaften Kategorische Ubereinstimmung = 80% M 1
Sensitivitat gesamt = 70% M 1
Sensitivitat bei niedrig positiven = 50% M 1
Spezifitat gesamt 100% M 1
Befundtyp Quantitativ mit CT Wert M 1
Online Ubertragung M 1

Tabelle 35. Score Chronos DX

Punkte

Durchfuhrbarkeit Installationszeit < 5 min M 1
Probenvorbereitungszeit < 5 min 01
Hands on time < 5 min M 1
Schnelligkeit Analysezeit im Cycler < 45 min M 1
Turnaroundzeit < 50 min M 1
Duchsatzkapazitat > 2 Proben 01
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Betriebseigenschaften

High Throughput

01

Medizinisches Labor / Personal nicht 01
erforderlich
Computer nicht erforderlich M1
Instrumente nicht erforderlich M1
Testeigenschaften Kategorische Ubereinstimmung = 80% 01
Sensitivitat gesamt = 70% 01
Sensitivitat bei niedrig positiven = 50% 01
Spezifitat gesamt 100% 01
Befundtyp Quantitativ mit CT Wert M1
Online Ubertragung M 1
Tabelle 36. Score Fluxergy
Punkte
Durchflihrbarkeit Installationszeit < 5 min 01
Probenvorbereitungszeit < 5 min 01
Hands on time < 5 min M1
Schnelligkeit Analysezeit im Cycler < 45 min 01
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Turnaroundzeit < 50 min 01
Duchsatzkapazitat > 2 Proben 01
Betriebseigenschaften | High Throughput 01
Medizinisches Labor / Personal nicht 01
erforderlich
Computer nicht erforderlich M1
Instrumente nicht erforderlich 01
Testeigenschaften Kategorische Ubereinstimmung = 80% M 1
Sensitivitat gesamt = 70% 01
Sensitivitat bei niedrig positiven = 50% 01
Spezifitat gesamt 100% M 1
Befundtyp Quantitativ mit CT Wert 01
Online Ubertragung M 1
Tabelle 37. Score Lumira Dx
Punkte
Durchflihrbarkeit Installationszeit < 5 min M 1
Probenvorbereitungszeit < 5 min M 1
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Hands on time £ 5 min

M1

Schnelligkeit Analysezeit im Cycler < 45 min M 1
Turnaroundzeit < 50 min M 1
Duchsatzkapazitat > 2 Proben 01
Betriebseigenschaften | High Throughput 01
Medizinisches Labor / Personal nicht M 1
erforderlich
Computer nicht erforderlich M1
Instrumente nicht erforderlich M 1
Testeigenschaften Kategorische Ubereinstimmung = 80% 01
Sensitivitat gesamt = 70% M 1
Sensitivitat bei niedrig positiven = 50% M 1
Spezifitat gesamt 100% M 1
Befundtyp Quantitativ mit CT Wert 01
Online Ubertragung M1
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