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| Vorstellung |

1. Vorstellung, Dilemma

2. Normale PCR

3. Quantitative PCR (qPCR)

4. SARS-CoV-2-Detektion u. damit verbundene Pobleme

5. Meldung an das Robert-Koch-Institut



| Vorstellung |

1. Vorstellung, Dilemma
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2. Die ,normale” Polymerase-Kettenreaktion
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Die Polymerase-Kettenreaktion: 1. Zyklus

|PCR|
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¢ Die Polymerase-Kettenreaktion

2. Zyklus 3. Zyklus
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Die Polymerase-Kettenreaktion

Wiederholung von 3 Schritten:

Denaturierung bei ca. 95°C

Primer-Bindung bei 50 - 60°C (abhangig von Lange und Sequenz)
Elongation bei ca. 70°C
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Modified from: W. Reineke & M. Schlomann, Umweltmikrobiologie, 2. Aufl. Springer Spektrum
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|PCR|
Bindung der Primer an Einzelstrang-DNA

- Normale Basenpaarung: Adenin (A) mit Thymin (T)
Guanin (G) mit Cytosin (C)

- PCR-Primer nicht nur 5 Basen lang, sondern z.B. 20 Basen

Freies Oligonukleotid: * TR{EHEFR -
neccewanogg BEERE L -
5 a-G cle aG aa 3 as. o EG s QG aa 3.

Quelle: W. Reineke & M. Schldmann, Umweltmikrobiologie, 2. Aufl. Springer Spektrum
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Erfinder der PCR: Kary B. Mullis

- US-amerikanischer Biochemiker, 1944 - 2019
- 1983 Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion
- 1993 Nobelpreis fir Chemie zusammen mit Michael Smith

- Leugner des Zusammenhangs von AIDS und HIV
- Bestreiten des Ozonlochs und des Klimawandels

Quelle: Wikipedia, Kary Mullis am 19.6.2021

Bild: Dona Mapston
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3. Quantitative ,real time“ PCR

12
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- ,Normale” PCR nicht quantitativ, da Analyse nach Ende der Reaktion
und:
* Hemmung durch Produkte (DNA, PP;, NMPs)
* Bindung von Produktfragmenten aneinander
* Langsame Zerstorung von Polymerase und Nukleotiden

- Lange der exponentiellen Phase abhangig von Kopienzahl:

Ausgangskopien Zyklen exponentiell
12 - 400 30
200 — 3200 25
3200 — 51200 20

- In quantitativer ,real-time“ PCR-Reaktion Signal bei jedem Zyklus zu
verfolgen, nicht erst am Ende

- Reaktion verfolgt tber Fluoreszenz-Signal

Quellen: W. Reineke & M. Schlémann, Umweltmikrobiologie, 2. Aufl. Springer Spektrum; Wikipedia: Real Time Quantitative PCR
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SR
", X Real-time PCR: SYBR Green | )
IBE —N
| SOXe
- Verwendung von Farbstoff, dessen Fluoreszenz bei "
Bindung an doppelstrangige DNA zunimmt , ¢

O O O O O W Source: Wikipedia, K. Hoffmeier
;M » # O @ Fluoreszenzfarbstoffe ohne oder mit geringer Fluoreszenz
O -Q* Licht emittierende Fluoreszenzfarbstoffe
O O O o ——— =

6 09 o ;M:
- Vorteile: einfach und billig

- Nachteile: nicht spezifisch
Beitrag zum Signal auch von unerwinschten Nebenprodukten
(z.B. aus nicht spezifischer Primer-Bindung)

14

Modifiziert aus: W. Reineke & M. Schlomann, Umweltmikrobiologie, 2. Aufl. Springer Spektrum
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< X
"X 7 Real-time PCR: TagMan

- Zusatzlich zu Primern Verwendung einer Oligonukleotid—Sonde mit
Fluoreszenzfarbstoff am 5°-Ende und Quencher am 3‘-Ende

- Quencher L unterdruckt® Fluoreszenzfarbstoff, wenn nahe zusammen

- Wahrend der Elongation Hydrolyse des Oligonucleotids durch 5°—3'-Exonuclease-
Aktivitat der DNA-Polymerase

— Trennung von Farbstoff und Quencher — Anstieg der Fluoreszenz

B &Y aom
@m%eg,\co{l * wU _ ¥

'ﬁ' * D O @ Fluoreszenzfarbstoffe ohne oder mit geringer Fluoreszenz

\\-\Q D * -Q-‘- Licht emittierende Fluoreszenzfarbstoffe
O O Quencher
O\D D * (O DNA-Polymerase
- Vorteil: spezifisch, Signal nur vom angestrebten PCR-Produkt
- Nachteile: teurer, zusatzliches Oligonukleotid mit Farbstoff u. Quencher erforderlich

Modified from: W. Reineke & M. Schlomann, Umweltmikrobiologie, 2. Aufl. Springer Spektrum 15



GAK4 |qPCR|

- Real-time PCR: Molecular Beacons

- Zusatzlich zu Primern Verwendung eines Oligonukleotids mit Haarnadelstruktur
und sowohl Fluoreszenzfarbstoff als auch Quencher

- Durch Bindung an Ziel-DNA groRRerer Abstand zwischen Fluoreszenzfarbstoff und
Quencher — Lichtemission

Cé(% R S

© or
—
gj O @ Fluoreszenzfarbstoffe ohne oder mit geringer Fluoreszenz
(L=

% —-t?mmmnnmqj— ..ﬁmmmmmqj’ <} Licht emittierende Fluoreszenzfarbstoffe
® cé)
o ¢

O Quencher
(O DNA-Polymerase

Modifiziert aus: W. Reineke & M. Schlomann, Umweltmikrobiologie, 2. Aufl. Springer Spektrum 16
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CAK4 |qPCR|

(&
T

R
X 7 Real-time PCR: LightCycler-Sonden

EJBE"‘

- Zusatzlich zu Primern Verwendung von zwei Oligonukleotiden, Bindung
nebeneinander zwischen Primern
- einer mit grunem Fluoreszenzfarbstoff am 3‘-Ende
- einer mit rotem Fluoreszenzfarbstoff am 5°-Ende

- Energietransfer vom grtinen zum roten Fluoreszenzfarbstoff

- Durch vervielfavhung mehr DNA — mehr Bindung nebeneinander

- Messung in Phase der Primer-Bindung

’ o ¥ & Q¥
R
—- LJ
O @ Fluoreszenzfarbstoffe ohne oder mit geringer Fluoreszenz
A O\ O\ m ) ;m: -{}* Licht emittierende Fluoreszenzfarbstoffe
/‘ _fZ) ’ A O Quencher
(s (O DNA-Polymerase
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Modified from: W. Reineke & M. Schlomann, Umweltmikrobiologie, 2. Aufl. Springer Spektrum
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|gPCR|

C.-Wert (,,Treshold Cycle®)

Baseline
Fluorescence

-------- frommmmmmmemmece e e e Threshold

Detection

‘ E‘;ample 1

| Sample 2

‘ Sample 3

Ct1 Ctz2 Ci3

Cycle Number

Quelle: Agilent Technologies 2012 Introduction to Quantitative PCR.

- Zykluszahl, bei der ein Schwellenwert
uberschritten wird und das
Fluoreszenzsignal die
Detektionsgrenze eindeutig tbersteigt.

- Je weniger DNA oder RNA
desto hoher der C-Wert.
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GAK4 |qPCR|
5
X CyWert,Quantification Cycle®

: e = - Zykluszahl, bei der die
53 | Fluoreszenzanderung also nicht
mehr ansteigt (zweite Ableitung
der Fluoreszenzkurve maximal,
Wendepunkt).

7500

- An diesem Punkt exponentielle
Zunahme beendet.

Mean Fluorescence
3 B

- Weitere Berechnungsverfahren
maoglich.

5000

2500

E | E - Je weniger DNA oder RNA desto
B & m s B e hoher der C,-Wert.

Cycle

Schematische Fluoreszenzentwicklung in
verschiedenen Verdiinnungsstufen

Quelle: https://steinbrenner-laborsysteme.de/fag-items/was-ist-der-ct-oder-cq-wert/ am 13.6.2021
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Kalibrierung durch externen Standard

- Gy und C,-Wert als solche nur ,semiquantitativ®

- Maglichkeit der Kalibrierung durch externen Standard

Verwendung einer anderen Messmethode

- Maoglichkeit von (internationalen) Ringversuchen unter Verwendung derselben

Probe

20



(&3
ETNES

|PCR|
Qualitatskontrolle durch Schmelzpunktkurve

- Prifen des PCR-Produktes auf Homogenitat

- Denaturierung bei 95°C
- Anlagerung bei 55°C
- Dann langsames Hochfahren der Temperatur bei Messung der Fluoreszenz

Fhaorescence (R (Multicomponent
Fhaoresencs (-R' (T))

BBt EEEEEE

6 & & 60 62 64 65 63 W MW M MW T 0 82 84 85 & 00 62 04

% 4 o0 €2 64 85 68 T 2 4 7 ¢ 0 2 4 L W 0 @ W

“Schmelzkurve” Fluoreszenzabnahme bei Auftragung der Steigung der Fluoreszenzsignale
steigender Temperatur. NTC = no template gegen die Temperatur. Hierdurch Zusatzpeaks besser
control. erkennbar. Bei ca. 75°C NTC mit Primer-Dimeren.

Quelle: Agilent Technologies. 2012 Introduction to Quantitative PCR. Download 19.6.2021 21
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Quantifizierung von RNA

DNA-Polymerase vervielfaltigt nur DNA.
Notwendigkeit des Umschreibens von RNA in DNA vor der PCR.
Enzym ,Reverse Transkriptase® (aus Retroviren).

Anschlie3end ,normale” gPCR

22



BSIAN
Q

- >T< <
= m
o

®
'?EJBEQ‘

| Meldung|

3. SARS-CoV-2-Nachweis durch gPCR

23
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Aufbau des SARS-CoV-2-Genoms

RdRP = Rna-dependent RNA polymerase
ACE2 = Angiotensin converting enzyme 2

| SARS-CoV-2-Detektion |
7 Genom und ,,Lebenszyklus von SARS-CoV-2

/ cE2 rceptr

RNA genome
SN (+ sense)

Translation of viral
non-structural protein

‘ RARP

Virus release
Formation of

mature virion

=
g

@

Assembly and \ Translation of
budding Structural protein
NOATY
Viral RNA genome
replication
RNA replication Subgenomic transcription
\ ~. Spike (S)
W W oW > WP~ » /™™ Nucleocapsid (N)
RNA genome SN Membrane (M)
(- sense) Transcription and
release of MRNA /™™ Envelope (E)

Quelle: Zhu et al. 2020 RNA-Dependent RNA Polymerase as a Target for COVID-19 Drug Discovery
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| SARS-CoV-2-Detektion |

Infektiositat und Nachweisbarkeit von SARS-CoV-2 im

Infektionsverlauf

COVID-19 symptom onset schematic diagram

Before symptom onset After symptom onset

{ Maximum

i production of virus,
 maximum risk of

: transmission

Exposed
to virus
(becomes
infected) "

- -
swm == -
- "~

. | .
v Virus first ! .
! becomes ! Y

(= detectable ~'-.___ R
W wonk | ookz | Wooka | Weoks | Weoks | weaks |
Before symptom Symbtom After symptom
onset onset onset

Quelle: Public Health England. 2020 Understanding cycle threshold (Ct) in SARS-CoV-2 RT-PCR. Download 19.6.2021
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SR |
P%E?Ti%f Nachweissystem der Drosten-Gruppe

- Nachweis mit TagMan-System
- Primer und Sonde fur verschiedene Virus-Gene
- 45 Zyklen

FIGURE 1

Relative positions of amplicon targets on the SARS coronavirus and the 2019 novel coronavirus genome

Orfia Orfiab S E M N

MNgo8947 W uhan-Hu-1

NC_o004718 SARS-CoV

=0 - -
15,361-15,460 26,141-26,253 28,555-28,682
RdRp E N

E: envelope protein gene; M: membrane protein gene; N: nucleocapsid protein gene; ORF: open reading frame; RdRp: RNA-dependent RNA
polymerase gene; S: spike protein gene.

Numbers below amplicons are genome positions according to SARS-CoV, GenBank NC_o004718.

Quelle: Corman et al. 2020 Detection of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) by real-time RT-PCR. Euro Surveill. 2020;25(3):pii=2000045
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Nachweissystem der Drosten-Gruppe

TABLE 17+

| SARS-CoV-2-Detektion |

Primers and probes, real-time RT-PCR for 2019 novel coronavirus

Assay/use Oligonucleotide Sequence? Concentration®
RdRp_SARSr-F GTGARATGGTCATGTGTGGCGG Use 600 nM per reaction
Specific for 2019-nCoV, will not detect
RdRp_SARSr-P2 FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BBQ SARS-CoV.
Use 100 nM per reaction and mix with P1
RdRP gene -
Pan Sarbeco-Probe will detect 2019-nCoV,
RARP_SARSI-P1 FAM-CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC-BBQ SARS-CoV and bat-5ARS-related CoVs.
Use 100 nM per reaction and mix with P2
RdRp_SARSr-R CARATGTTAAASACACTATTAGCATA Use 800 nM per reaction
E_Sarbeco F ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT Use 400 nM per reaction
E gene E_Sarbeco_P1 FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ Use 200 nM per reaction
E Sarbeco R ATATTGCAGCAGTACGCACACA Use 400 nM per reaction
N_Sarbeco F CACATTGGCACCCGCAATC Use 600 nM per reaction
N gene N_Sarbeco P FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA-BBQ Use 200 nM per reaction
N_Sarbeco_R GAGGAACGAGAAGAGGCTTG Use 800 nM per reaction

*Wis A/T; Ris G/A; Mis A/C; S is G/C. FAM: 6-carboxyfluorescein; BBQ: blackberry quencher.

b Optimised concentrations are given in nanomol per litre (nM) based on the final reaction mix, e.g. 1.5l of a 10 uM primer stock solution per
25 pl total reaction volume yields a final concentration of 600 nM as indicated in the table.

Primer-Langen:

RdRp- u. E-Gen: 22 bzw. 26 Basen

N-Gen: 19 bzw 20 Basen

Quelle: Corman et al. 2020 Detection of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) by real-time RT-PCR. Euro Surveill. 2020;25(3):pii=2000045




| SARS-CoV-2-Detektion |

Einwande:

,Die PCR hat keine Aussagekraft, weil kein ganzes Virus in den
Personen nachgewiesen wird, sondern nur einzelne Gene."“

,ES werden nur Sequenzen nachgewiesen.

28



| SARS-CoV-2-Detektion |
Nachweis nur von einzelnen Virus—Genen: ein Problem?

- Nachweissysteme flr: RARP-, S-, E- und N- Gen von SARS-CoV-2

- Ubliche Art des PCR-Nachweises

- Entscheidend: Selektivitat der Primer oder anderen Sonden
— Design von Primern fur SARS-CoV-2, die nicht an menschliche DNA binden

- Molekulare Verfahren in Forensik inzwischen etabliert (Identifizierung von
Mordern, Vergewaltigern, Vatern etc. ....)

- Immer nur Nachweis von Molekulen!

29



| SARS-CoV-2-Detektion |

Einwande:

,Die PCR hat keine Au
Personen nachgewiese

, weil kein ganzes Virus in den
ndern nur einzelne Gene.*

,ES werden nur en.“

Tatsachlich nur Nachweis einzelner Gene bzw. ,,Sequenzen®

Trotzdem aussagekraftiges Verfahren!!

30



| SARS-CoV-2-Detektion |

Einwande:
,Ohne Angabe des C.-Wertes ist PCR nicht aussagekraftig.“

»,Gesundheitsamt musste C,-Werte mit erfassen und
bewerten.“

31
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>T< - Varianz von C,- oder C -Werten fur SARS-CoV-2

- Vergleichsstudie mit 365 von 406 registrierten Laboren aus 36 Landern (25 Europa)
mit Analyse derselben Proben

TABLE 1

Coronavirus disease (COVID-19) outbreak preparedness EQA pilot study, panel composition and overall performance per
sample, April/May 2020 (n =521)

Viral RNA _ Reported Cq values
concentration® F{T.'cerjtage "UI”,_E““.
Sample code Sample content® Sample status® IR LS (L (For information purposes only)
(dPCR log1o copies/ .
mL) % Total datasets Median (range) Total datasets
29.1
CVOP205-01 SARS-CoV-2 4.30 CORE 98.1 521 449
(15.8-41.6) \
CVOP20S-02 HCoV-NL63 4.64 EDUC 96.9 521 NA \ NA
32.2
CVOP205-03 SARS-CoV-2 3.30 CORE 96.9 521 450
(18.0-43.0)
CVOP205-04 HCoV-0C43 4.03 EDUC 97.1 521 NA NA
CVOP20S-05 Negative NA CORE 97.3 521 NA NA
29.2
CVOP205-06 SARS-CoV-2 4.30 CORE 98.5 521 450
(16.6-40.0)
25.9
CVOP20S-07 SARS-CoV-2 5.30 CORE 99.2 521 453
(12.0-39.0)
35.0
CVOP205-08 SARS-CoV-2 2.30 CORE 86.0 521 400
22.7-43.3) /

- Ergebnisse im Wesentlichen korrekt

- Erhebliche Varianz bei den C.-Werten fur dieselbe Probe

Quelle: Matthiessen et al. 2020 International external quality assessment for SARSCoV-2 molecular detection ... Euro Surveill. 2020;25(27):pii=2001223.
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| SARS-CoV-2-Detektion |

- Vergleichsstudie mit mehr als 700 Laboren durch das College of American Pathologists,
Analyse derselben Proben
- Abweichung um bis zu 14 Zyklen

40+ o N1
& * ® N2
z 30 l N —
> 7 ® N/RdRp
o ® E
5 * ® ORFla
1 1 1 1 1 I
n=52 67 7 27 26 538 66 9
F O & &SSO
¥ P E o> 4&° & O
Q SRR SIPCAEIRG
‘&é“v@ & o
AV ¢ ooo
600

Q.
C,-Werte fur Zielgene und Hersteller fur dasselbe Testmaterial. Median des C,-Wertes (gefiillte Kreise) und
Wertebereich. Die Zahl der Antworten zur Ubersicht ist zur jeweiligen Methode unterhalb der x-Achse

angegeben.
Quelle: Rhoads et al. 2020 College of American Pathologists (CAP) Microbiology Committee Perspective: Caution must be used in interpreting the 33

cvcle threshold (Ct) value. Clin Infect Dis. 2021 May 18:72(10):e685-e686



| SARS-CoV-2-Detektion |

Varianz von C- oder C,-Werten fur SARS-CoV-2

Relativ grof3e Varianz in Abhangigkeit von

- Qualitat des Abstrichs

- Dauer und Art des Probenaufbewahrung
- Gerat

- Messmethode

- Zielgen

- Methode der RNA-Isolation

34



| SARS-CoV-2-Detektion |

Einwande:

,Ohne Angabe des Ist PCR nicht aussagekraftig.”

,Gesundheitsam te mit erfassen und

bewerten.

C.-Werte fur dieselbe Probe variieren stark zwischen
verschiedenen Labors

Erfassung durch Gesundheitsamter nur sehr eingeschrankt
sinnvoll i



| SARS-CoV-2-Detektion |

Einwand:

,»ES werden haufig PCR-Tests als positiv bewertet, wo der C,-
Wert sehr hoch (z.B. > 35) und der Virus-Nachweis deshalb

fragwurdig ist.“
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o AKA | SARS-CoV-2-Detektion |
- Typische C,- oder C -Werte fur SARS-CoV-2

- Studie aus England, Januar bis April 2020

15 4
* L ]
l.z.
(]
204 '...C
» L ]
o8] ! i. ..
= . nlz E'
gzs_- L ] ' ;‘l
— . .
< T s * E
' e’ !
30+ ".
| P .
35 P 1 § 3 ®
—s i § l-l.-.
B ETE BEREER
L]
404 R '
L ]
T T T T T
0 10 15 20

Time to collection post symptom onset (days)
Detection of SARS-CoV-2 by RT-PCR targeting the RdRp
gene, England, January—April 2020 (n = 754).

Rote Linie bei C, = 35 hinzugefligt vom Vortragenden.

Quelle: Singanayagam et al. 2020 Duration of infectiousness and correlation with RT-PCR cycle threshold values ...

Euro Surveill. 25(32)
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| SARS-CoV-2-Detektion |
Typische C- oder C,-Werte fur SARS-CoV-2

- Untersuchung aus einem Pflegeheim im King County, Washington State, USA im
Marz 2020

10 O Positive culture ¢ Negative culture % No culture
ED -
o o )
= 154 ° o o o
= o
P4 8
= -] o x
O 204 ° ° o § 8
g o o
= o © ¢ o o
s 25 0. 8 o
_i ° 3 °
= o RPN o o
] <& <o
< 304 < ©
] 8 4
b
= ©
[ 35 o .
2
> o
40 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

T
-9 8§ -7 6 -5 4 -3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Days from First Evidence of Fever, Cough, or Shortness of Breath

Figure 3. Cycle Threshold Values Relative to First Evidence of Fever, Cough, or Shortness of Breath.

Shown are N1 target cycle threshold values and viral culture results for each resident’s positive tests for SARS-CoV-2
shown by day since the first evidence of fever, cough, or shortness of breath (N=55). Dates of onset of typical symp-
toms were known for 43 residents; 12 residents with two specimens that were positive for SARS-CoV-2 are also in-
cluded. One positive test was not assessed for culture growth. The relationship between the first test and the sec-
ond test for residents who had two positive tests is shown in Figure S2.

Rote Linie bei C, = 35 hinzugefligt vom Vortragenden.
Quelle: Arons et al. 2020 Presymptomatic SARS-CoV-2 Infections and Transmission in a Skilled Nursing Facility. N. Engl. J. Med. 382;22.
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< X : N
= % 7 Typische Ci- oder C,-Werte fur SARS-CoV-2

- Untersuchung des Klinikums Stuttgart zur Aussagekraft eines Antigentests in der
Notaufnahme

Ct

40 A

304

20 H

10

0 T T
negativ positiv

SARS-CoV-2-Antigen-Test

Abb. 1| Boxplot mit Darstellung des Ergebnisses des
Antigen-Tests in Abhingigkeit der mittleren Ct-Werte
der RT-PCR. Patient*innen der Notaufnahme (n = 468),
Klinikum Stuttgart, 5.10.-7.11.2020

Rote Linie bei C, = 35 hinzugefligt vom Vortragenden.
Quelle: RKI 2021 Epidemiologisches Bulletin vom 21.1.2021
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Einwand:

als positiv bewertet, wo der C,-

»,ES werden haufig
der Virus-Nachweis deshalb

Wert sehr hoch (z.B.
fragwurdig ist.“

In verschiedenen Studien die allermeisten C,- oder C -Werte
kleiner als 35. Sehr hohe C,- oder C -Werte nicht haufig.
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Einwand:

,Der PCR-Test bringt nichts, weil nur Menschen mit
Symptomen infektios sein konnen.*

41



| SARS-CoV-2-Detektion |

QCAKa,
SR
Z,I,E?T;%J Zusammenhang zwischen Symptomen und Infektiositat

- Schwerwiegende Symptome — grolRere Infektiositat

- Grof3te Infektiositat bei oder kurz vor Beginn der Symptome

COVID-19 symptom onset schematic diagram

Before symptom onset After symptom onset

| —
{ Maximum

i production of virus,
+ maximum risk of

! transmission

Exposed

tovins: Lo w2 NG e e e e
(becomes < T
infected)  + = : . s
,' v Virus first ! N :
' ! becomes ! S .’
‘. -~
‘. ¢imdetectable: ~~ ee A

Before symptom Symbtom After symptom
onset onset onset

Quelle: Public Health England. 2020 Understanding cycle threshold (Ct) in SARS-CoV-2 RT-PCR. Download 19.6.2021
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Einwand:

,Der PCR-Test bringt weil nur Menschen mit

Symptomen infektig

HOohepunkt der Infektiositat ungefahr bei Symptombeginn,
also vorher schon hoch.

Auch Infizierte ohne Symptome in gewissem Malie infektios.

43



| SARS-CoV-2-Detektion |

Einwand:

,Bel C.-Werten Uber 35 ist gar kein Virus mehr da. Der PCR-
Test tauscht dann etwas vor, was nicht wirklich da ist.“
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Zusammenhang zwischen C;- oder C -Werten fur SARS-CoV-2
und Infektiositat
- Studie zur Entlassung

- Patienten mit C, Uber 33 - 34 in deren System nicht infektits

- Detektion von SARS-CoV-2 bis 20 Tage nach Symptombeginn,
aber keine Virus-Isolierung mehr nach Tag 8

100 100

8

s

3

,one limitation of our work is that it
cannot be extrapolated to other
hospital centers since they use
different systems of sample

N transport, of RNA extraction, and

13 15 17 18 18 20 A w23 24 25 2B/ 27 B ¥ 30 31 32 33 3H 35 35‘ 38

1 3 6 8 10 8 % 1 9 2 18 13 17 9 10 7 5 4 8 3 1 2 :lll.ICtvaIue Of PCR With diﬁerent primers and

Number of samples cultured

b ”
Fig. 1 Percentage of positive viral culture of SARS-CoV-2 PCR-positive nasopharyngeal samples from Covid-19 patients, according to Ct value (plain p ro es e
ling). The dashed curve indicates the polynomial regression curve

Percentage of positive culture
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Quelle: La Scola et al. 2020 Viral RNA load as determined by cell culture as a management tool for discharge ... Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 39:1059 45
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Zusammenhang zwischen C;- oder C -Werten fir SARS-CoV-2

und Infektiositat
Studie aus England, Januar — April 2020

Je hoher der C-Wert, desto geringer die Kultivierbarbarkeit der Viren

100 -+ —
80+
[a0]
=
'g 60
O
4
0
S 40
R
207 - Bei C, > 35 noch in 8% der Falle
Viren kultivierbar.
o -
15 20 25 30 35 40

Ctvalue
Quelle: Singanayagam et al. 2020 Duration of infectiousness and correlation with RT-PCR cycle threshold values ... Euro Surveill. 25(32)
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Einwand:

»Bel C.-Werten Uber 35| ar kein| Virus mehr da. Der PCR-
Test tauscht dann etwas xor, was nicht wirklich da ist.“

Auch bei C-Werten uber 35 ist ein eindeutiger Nachweis des

Virus moglich.
Aber:

In der Tat bei zurickgehender Krankheit bei C, > 351.d.R.
keine Infektiositat mehr.
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Sollte man C.-Werte uber 35 generell als ,,negativ® werten?

Nein!!
- Einzelne Infizierte auch bei Abklingen bei C, > 35 infektios.

- Am Ende der Infektion Viren voller Antikorper, zu Beginn nicht.
Situation allein durch eine Messung nicht eindeutig zu
bewerten.

48



| SARS-CoV-2-Detektion |

Einwand:

,Wenn man mehr testet, findet man mehr Infizierte. Anstieg
kommt durch zunehmende Testung.*
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@3&@0' Testhaufigkeit und Anteil positiver Tests

M Durchgefihrte Tests Testkapazitaten
2.000.000 * b
(11
: « In ,Wellen® mehr
L £ o) oo
g 15000 q 114 *s durchgefihrte Tests
2 1 . =
[ p 100
- a3 3 =
= ** b 3
;{:‘ 1.000.000 . { 3 b 88
. . 3 =3
¢ * f ( * E [
, . In ,Wellen® starker
”"”"I“”"” - Anstieg des Anteils
°" o . positiver Tests
SRR 'mq,fm,q? n?n%“'&'m% °q9°°°°°°'\9q9w°q9m°q,m wmfm,'»wq,'»fm,v» NNORNS A A NN S A p t T t
ST 2‘@%%’” SRR R R ERRRREIRR R WWW%”%”
KW

Testzahlen 29 71 119 154 159 163 175 172 180 178 181 183 181
Testkapazititen 8 15 28 39 108 126 132 138 135 138 135 139 139 146 146 144 141

Anzahl der Labore, die Daten tibermittelt haben

SEEEERHEEEE R LR

11/2020

SRRERRRRRR RN

Testzahlen 210 208 206 204 206 208 206 212 208 205 206 206 208 208 208 213 207 210 211

Testkapazitaten 183 185 182 181 177 181 180 180 187 185 183 183 182 183 182 183 187 183 185

Quelle: RKI 2

021 COVID-19-Lagebericht vom 16.06.2021

1072021
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11/2021
12/2021
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182 183 184 183 185 186 183 183 182 182 178
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@E?Tf@o' Testhaufigkeit und Anteil positiver Tests

TU p
EI

15.0%

10.0%

Anzahl getestete
Personen

@ 50.000
@ 100.000

@ 150.000

Anteil positiv getesteter Personen

5.0%

0.0%

12 13 14 1‘5 1‘8 1‘7 1‘8 1‘9 2‘0 2‘1 22 23
Kalenderwoche der Probenentnahme 2021

Abbildung 8: Anteil der positiv getesteten Personen von allen im Rahmen der laborbasierten Surveillance SARS-CoV-2 iibermittelten
getesteten Personen nach Kalenderwoche der Probenentnahme und unter Berticksichtigung der Anzahl der getesteten Personen. Die
PunktgroRe spiegelt die Anzahl der gesamtgetesteten Personen pro Kalenderwoche wider. Dargestellt werden die letzten 12
Kalenderwochen (Datenstand 15.06.2021; 76 iibermittelnde Labore).

Quelle: RKI 2021 COVID-19-Lagebericht vom 16.06.2021
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Einwand:

det man mehr Infizierte. Anstieg
stung.”

,wenn man mehr te
kommt durch zun

In der Tat: bei mehr Testung mehr positive Ergebnisse.

Trotzdem irrefuhrend.

Entscheidend: in den Wellen auch erhdhter Anteil an
positiven Tests!!!

52



| SARS-CoV-2-Detektion |

Wie Mdoglichkeit der Quantifizierung und Qualitatskontrolle?
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Material fur SARS-CoV-2-Ringversuche in Deutschland

- Organisierte Qualitatskontrolle

BEGLEITHEFT

fi2 INSTAND

Quantitative Bezugsproben
zur Verbesserung der Vergleichbarkeit und
Bewertung von Laborergebnissen
zum Virusgenom-Nachweis von SARS-CoV-2

Informationen zur Testdurchfiihrung und
Anwendung der quantitativen Bezugsproben

inkl. Anhang
Auswertung der Ergebnisse
vom 1. Versand (03.11. 2020) und 2. Versand (17.11.2020)

3. Versand am 15. Januar 2021

Die quantitativen Bezugsproben werden auf Basis einer Kooperation zwischen

» dem Robert Koch-Institut, Abteilung fur Infektionskrankheiten und Zentrum far
Biologische Gefahren und Spezielle Pathogene/Hochpathogene Viren,

* dem Konsiliarlabor fiir Coronaviren am Institut fir Virologie der Charité —
Universitdtsmedizin Berlin,

o [NSTAND e.V. als Referenzinstitution der Bundeséarztekammer fir die externe
Qualitatssicherung in medizinischen Laboratorien und

o der ad hoc-Gruppe der Gemeinsamen Diagnostikkommission der Deutschen
Vereinigung zur Bekampfung der Viruskrankheiten (DVV) und der Gesellschaft fur
Virologie (GfV)

zur Verfligung gestellt.

Ansprechpartner:
INSTAND-Ringversuchsleiter: Stellv. INSTAND-Ringversuchsleiter:
Univ.-Prof. i.R. Dr. Heinz Zeichhardt Dr. Martin Kammel
Charite - Universitdtsmedizin Berlin c/o INSTAND e.V.
Ubierstr. 20, 40223 Diisseldorf
Korrespondenzadresse: Tel.: +49-(0)30-81054-300
Prof. Dr. Heinz Zeichhardt Fax: +49-(0)30-81054-303
1QVD GmbH Email: M.Kammel@igvd.de

Institut fir Qualitatssicherung

in der Virusdiagnostik

Potsdamer Chaussee 80, 14129 Berlin

Tel.: +49-(0)30-81054-300; Fax: +49-(0)30-81054-303
Email: Heinz.Zeichhardt@igvd.de
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4. Meldung von PCR-Daten aus Mittelsachsen
an das RKI
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Inzidenzen Mittelsachsen
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== |nzidenz Mittelsachsen laut RKI von Seite des Landkreises

= nzidlenz Mittelsachsen selbst gerechnet auf Basis der Differenz zum Vortag, RKI-Zahlen

== |NzidleNz Mittelsachsen selbst gerechnet auf Basis der Differenz zum Vortag, Landkreis-
Zahlen

Quellen: www.landkreis-mittelsachsen.de/das-amt/behoerden/statistik.html
www.coronavirus.sachsen.de/infektionsfaelle-in-sachsen-4151.html

| Meldung|

- Diskrepanz bei Inzidenzwerten fir Mittelsachsen

Seit Anfang Februar systematische Diskrepanzen
In Inzidenzzahlen fur Mittelsachsen

Maximale Abweichung 16.4.: 164 (395 statt offiziell 231)

Wesentliche Ursachen:

e Beim Landkreis Mitzahlen registrierter Schnelltests,
bei RKI nicht

e Meldung so, dass nur 6 Tage pro Woche erfasst

Am 26./27.4. Umstellung beim Landkreis:
e Schnelltests nicht mehr dabei
e Anderung des Meldezeitpunktes

Diskrepanz zwischen offizieller Inzidenz und Inzidenz
auf Basis der Differenz zum Vortag (1.2. bis 20.6.)

e BRD: 5%
e Sachsen: 13%

e Mittelsachsen bis 26.4.: 24% (mit Schnelltests 33%)
ab 27.4.: 18%
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B RKI COVID-19 Germany
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Robert Koch-Institut: COVID-19-Dashboard Bundeslander ( Landkreist

Auswertungen basierend auf den aus den Gesundheitsdmtern gemaB IfSG lbermittelten Meldedaten

Auswahl pro Landkreis COVID-19-Félle der letzten 7 7-Tage-Inzidenz COVID-19-Falle T
1 70 7 Keine neuen Todesfélle
r

{7-Tage-Inzidanz| I Tage/100.000 Einwohner

Landkreis) s . —
B < . - O
LK
Zwickau 1von2 COVID-19-Fille nach Altersgruppe und Geschlecht

LK Mittelsachsen
LK

Erzgebirgsk Fille letzte 7 °
Tage

Ne o ° Weiblich
Nordsachse Fille letzte 7 ‘

Tage/100.000
LK Leipzig EW

Mannlich

Fille Altersgruppe

LK Gérlitz Eielaesant COVID-19-Falle/Tag nach Erkrankungs-/Meldedatum (siehe
Félle =
Erléut
II;ﬂKeiBen gesamt/100.000 rlduterung)
EW
LK ! Todesfille Inberg
Mittelsachs: m L ]

LK ., —— .

Bautzen

Miinchen L r 26. Mar 28. Mér

nach Inzidenz . _
fic GDI-TH, Esri, HERE, ...

Letzte Aktualisierung: q y 000 Einwohner ¢ Félle/Tag (Erkrankung)

atum (@) Meldedatum

B (& ®m ® W
Quelle: RKI Dashoard




Robert Koc
A roen bos
Auswahl pro Landkreis

17 Tage-wckders | |

(endorwnl

X
Zwickau

X
Erzgebingsh

X
Nordsachse

LK Leipzig
LK Gorlitz

X
MeiBen

X
Mittelsachs

X
Bautzen

Lutste Aktualisierung:

H» = ® ®

Quelle: RKI Dashoard

ashboard

| Meldung|

Jundesander Landkreis

grmumetten Melded

COVID-19-Fille der letzten 7
Tage/100.000 Eirnwohner

LK Meillan

A

GOATH B3, HERE

COVID-19-Fille mach Altarsgruppe und Geschiecht

COVID-19-Falle/Tag nach Erkrankungs-/Meldedatum (siche
Erdduterung)

o
A

58



;. Die PCR-Reaktion und der Rechtsstaat

| Meldung|

Argumentationslinie der Gegner der Corona-MalBnahmen:

Richtig ist:

PCR et
aussage-
kraftig

Ni(

Pandemie
existiert

nRQt, ist
tht, herbei-

getestet”

Grundrechts-

einschrank- .

ungen ()(g"
richtigen
Grund

Kein
Recht zum
Widerstand
und zum
Rechtsbruch

59



| Meldung|

Vielen Dank fur die Aufmerksamkeit!

Gluck auf!
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Nachweissystem der Drosten-Gruppe

PCR-Reaktionsgemisch (25 pl): Temperaturprogramm:
- 5ulRNA 10 Min. 55°C Reverse Transkription
- 12,5 ul 2 x Reaktionspuffer mit 3 Min. 95°C Denaturierung
Taq_P0|ymerase, 45 Zyklen mit 15 Sek. 95°C
0,4 mM von jedem dNTP u. 30 Sek. 58°C
3,2 mM MgSO,

Geréat: Roche Light Cycler oder

- 1 pl Reverse Transkriptase ; . "
Applied Biosystems ViiA,

- 0,4 yl 50mM MgSO,
- 1 pyg Rinderserumalbumin
- Primer und Sonde wie in Tabelle

Quelle: Corman et al. 2020 Detection of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) by real-time RT-PCR. Euro Surveill. 2020;25(3):pii=2000045 61



“.  Quencher im Nachweissystem der Drostengruppe

BERRY&ASSOCIATES

| SARS-CoV-2-Detektion |

new products | catalog/search |

special projects | download center |

about us

contact

Nucleosides

5-Hydroxymethyl-
2-deoxycytidine Tools

Click-mates™ Collection

BerrySelect® Reagents for DNA
and RNA Synthesis

BlackBerry® Quenchers

Fluorous Affinity Purification of
Oligonucleotides

Specialty Chemicals

Special Projects &
Collaborations

BlackBerry® Quenchers
Stable, long-wavelength quenchers of
fluorescence

BlackBerry® Quencher 650 (BBQ-650®) is ideal for the
quenching of long-wavelength reporter fluorophores, useful
in various probe applications involving contact or FRET
quenching.
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Courtesy of S. Marras.
Non-fluorescent, absorbs light at long wavelengths
» Useful absorbance between 550 and 750 nm.

* Amax varies from 650 to >690 nm in various
oliaonucleotides.

Quelle: http://www.berryassoc.com/blackberry.asp
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