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Zusammenfassung

Im Rahmen der SARS-CoV-2 Pandemie wurden sowohl zum Screening als auch
zum Monitoring einer SARS-CoV-2 Infektion der Nasenrachen- beziehungsweise
der Rachenabstrich empfohlen. Diese Probenentnahmen sind jedoch sehr
unangenehm fur die Patientlnnen und stellen daher gerade bei Kindern ein
grolRes Problem dar. Um die SARS-CoV-2 Diagnostik bei Kindern zu optimieren,
wurden im Rahmen dieser Studie alternative minimal-invasive Methoden der
Probengewinnung, wie Speichel (SP), Rachenspulungen (RS) und Abstriche des
Nasenvorhofs (NV) im Vergleich zum Nasenrachen (NR)- und Rachenabstrich
(RA) untersucht. Dabei wurde sekundar die Sensitivitdt der SARS-CoV-2
Detektion in den unterschiedlichen respiratorischen Materialien anhand drei
verschiedener quantitativer RT-qPCR Nachweismethoden verglichen.

Insgesamt wurden 40 Patientlnnen mit einer bestatigten SARS-CoV-2 Infektion
innerhalb der letzten 24 Stunden fur die Studie rekrutiert. Der Nachweis von
SARS-CoV-2 erfolgte mittels drei verschiedener RT-qPCR Verfahren, dem cobas
® 6800 (c6800, Roche), dem NMDx™ (NMDx, Qiagen) und mit der Inhouse (l)
RT-gPCR nach Corman et al. 2020. Die Quantifizierung erfolgte anhand einer
quantitativen Bezugsprobe. Die statistische Auswertung erfolgte uber GraphPad
Online Calculator und GraphPad Prism 9.01. Ein p-Wert <0,05 wurde als
statistisch signifikant gewertet.

39/40 Studienteilnehmerlnnen (w=13 (32,5%), m=27 (67,5%)) mit einem
medianen Alter von 57,5 Jahren (19-90) konnten in die Studie eingeschlossen
werden. Fur den NR wurden zwischen den verschiedenen Nachweismethoden
vergleichbare Detektionsraten beobachtet (C=92,3%, N=94,9%, 1=89,7%).
Wahrend fur den RA beziehungsweise den NV im Vergleich zum NR hohe
Konkordanzen mit dem c6800 und NMDx beobachtet werden konnten (85% und
87%), wurden mit der Inhouse PCR nur 67% beziehungsweise 64% der positiven
Proben detektiert.

Unabhangig von der RT-gPCR-Methode konnten mit dem NR signifikant hohere
Viruslasten (VLs) detektiert werden als mit den anderen respiratorischen
Materialien (p=0,001), wobei der NV im Durchschnitt die geringste Differenz



aufwies (C=-0,993, N=-1,024, 1=-0,894). RA und NV zeigten hingegen auf allen
Plattformen vergleichbare VLs (C: p=0,637, N: p=0,482, I: p=0,993).

Unter Berucksichtigung der vom RKI empfohlenen Entlassungskriterien aus der
Isolierung mit einem Schwellenwert von 10® SARS-CoV-2 Kopien pro/ml,
konnten mit dem c6800 und dem NMDx 95-100% der NR, RA und NV Proben
mit einer VL>108 detektiert werden, wohingegen mit SP und RS nur eine
Detektionsrate von 77-95% erreicht werden konnte.

Die Studie bestatigte die erwartet hochste Sensitivitat des NR unabhangig von
der RT-gPCR- Methode zum Nachweis von SARS-CoV-2. Der NV zeigte
vergleichbare Detektionsraten zum RA und die geringste Viruslast-Differenz zum
NR, sodass der NV eine minimal-invasive Alternative zum NR oder RA darstellen
konnte. Hinsichtlich eines sicheren Entlassungskriteriums zeigten der c6800 und
NMDx im NR, RA und ebenso NV die sensitivsten Ergebnisse.



Summary

In the context of the SARS-CoV-2 pandemic, nasopharyngeal and throat swabs
are recommended for both screening and monitoring SARS-CoV-2 infection.
However, taking these samples is very unpleasant for patients and therefore
poses a major problem, especially for children. In order to optimize SARS-CoV-
2 diagnostics in children, alternative minimally invasive methods of sample
collection, such as saliva (SP), throat rinses (RS) and swabs of the nasal
vestibule (NV) were investigated in comparison to nasopharyngeal (NR) and
throat swabs (RA). Secondarily, the sensitivity of SARS-CoV-2 detection in the
different respiratory materials was compared using three different quantitative
RT-gPCR detection methods.

A total of 40 patients with a confirmed SARS-CoV-2 infection within the last 24
hours were recruited for the study. SARS-CoV-2 was detected using three
different RT-gPCR methods, the cobas ® 6800 (c6800, Roche), the NMDx™
(NMDx, Qiagen) and in-house (I) RT-gPCR according to Corman et al. 2020.
Quantification was carried out using a quantitative reference sample to compare
the laboratory results. Statistical analysis was performed using GraphPad Online
Calculator and GraphPad Prism 9.01. A p-value <0.05 was considered
statistically significant.

39/40 study participants (w=13 (32.5%), m=27 (67.5%)) with a median age of
57.5 years (19-90) were included in the study. For NR, comparable detection
rates were observed between the different detection methods (C=92.3%,
N=94.9%, 1=89.7%). While high concordances were observed with the c6800 and
NMDx for RA and NV compared to NR (85% and 87%), only 67% and 64% of
positive samples were detected with in-house PCR.

Regardless of the RT-qPCR method, significantly higher viral loads (VLs) were
detected with the NR than with the other respiratory materials (p=0.001), with the
NV showing the smallest average difference (C=-0.993, N=-1.024, [=-0.894). In
contrast, RA and NV showed comparable VLs on all platforms (C: p=0.637, N:
p=0.482, I: p=0.993).

Taking into account the discharge criteria from isolation recommended by the RKI
with a threshold of 106 SARS-CoV-2 copies per/ml, 95-100% of NR, RA and NV



samples with a VL greater than 10° copies/ml could be detected with the Cobas
and NMDx sytems, whereas only detection rates between 77% and 95% could
be achieved with SP and RS.

The study confirmed the expected highest sensitivity of the NR independent of
the RT-gPCR method for the detection of SARS-CoV-2. The NV showed
comparable detection rates to the RA and the lowest viral load difference to the
NR, so that the NV could represent a minimally invasive alternative to the NR or
RA. With regard to a safe discharge criterion, the Cobas and NMDx showed the

most sensitive results in the NR, RA and also NV.
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1 Einleitung

Im Rahmen der SARS-CoV-2 Pandemie wurden sowohl zum Screening als auch
zum Monitoring einer SARS-CoV-2 Infektion der tiefe Nasenrachen-
beziehungsweise der Rachenabstrich oder auch Sputum vom Robert Koch
Institut empfohlen.[1] Diese Probenentnahmen sind jedoch sehr unangenehm
und stellen daher gerade bei Kindern ein gro3es Problem dar. Die Sputum
Gewinnung ist im Kindesalter nicht valide zu generieren. Um die SARS-CoV-2
Diagnostik bei Kindern zu optimieren wurden im Rahmen dieser Studie
alternative minimal-invasive Methoden der Probengewinnung, wie Speichel (SP),
Rachenspulungen (RS) und Abstriche des Nasenvorhofs (NV) im Vergleich zum
Nasenrachen (NR)- und Rachenabstrich (RA) untersucht. Dabei wurde sekundar
die Sensitivitat der SARS-CoV-2 Detektion in den unterschiedlichen
respiratorischen Materialien anhand drei verschiedener quantitativer RT-gPCR
Nachweismethoden verglichen.

1.1 SARS-CoV-2 Pandemie

Im Dezember 2019 traten in Wuhan, in der Region Hubei, erstmals 41 Falle von
Lungenerkrankungen mit unklarer Genese auf. Wissenschaftlerinnen und
Arztinnen machten fiir dieses Infektionsgeschehen ein neuartiges Coronavirus
verantwortlich. [2] Der neuartige Erreger wurde durch die WHO zunachst als
2019-nCoV bezeichnet. [3] Im Verlauf nahm die WHO eine Umbenennung vor.
Fortan bezeichnet man die Erkrankung als “COVID-19". Dies fungiert als

abgekurzte englische Form fur ,coronavirus disease 2019.” [4]

Aufgrund eines weiterhin unkontrollierten weltweiten Infektionsgeschehens
wurde der Ausbruch am 11.03.2020 offiziell durch die WHO zur Pandemie erklart.
Besonders altere Menschen sowie vorerkrankte Patientlnnen galten als hoher
gefahrdet und bedurften eines allgemeinen Schutzes. [5] Auch heute gilt nach
Aussage des RKI eine hohere Wahrscheinlichkeit fur schwere Verlaufe bei
steigendem Alter und bestehenden Vorerkrankungen. [1]

Das Durchschnittsalter intensivpflichtiger COVID-19 Patientlnnen war mit 66
Jahren hoher als solcher in ambulanter Behandlung mit 51 Jahren. Eine
Hospitalisierung kritisch kranker Erwachsener erfolgte je nach Studie in 19,8%
bis 49%. Bei Kindern belief sich der Anteil auf 2,2%. Kritische Falle machten



einen Anteil von bis zu 14% aller bestatigten SARS-CoV-2 Nachweise im Labor
aus. Als Risikofaktoren konnten einige Aspekte deklariert werden. So galten
hoheres Alter, mannliches Geschlecht oder Vorerkrankungen wie arterielle
Hypertonie, chronische Lungenerkrankungen, Herz- Leber-  und
Niereninsuffizienzen sowie aktive Tumorerkrankungen, Immundefekte und
Schwangerschaften als Charakteristika fur ernste Verlaufe. Die Ethnie konnte je
nach Risikoprofil der Patientlnnen einen Einfluss auf das Outcome bewirken,
dabei muss in nachfolgenden Analysen jedoch eine Adjustierung nach
soziodemographischen Bedingungen erfolgen. Kennzeichen kritischer Verlaufe
stellten Dyspnoe, eine erhohte Atemfrequenz uber 30/min und eine reduzierte
Sauerstoffsattigung unter 93% dar. Ein Horowitz Quotient unter 300 mmHg und
neu aufgetretene Lungeninfiltrate konnten als prognostisch schlecht klassifiziert
werden. [6]

Aus heutiger Datenlage geht hervor, dass beide Geschlechter in gleicher
Haufigkeit betroffen sind, Manner jedoch ein hoheres Risiko fur einen schweren
Verlauf haben. [7] Eine Hospitalisierung erfolgte in 10% aller gemeldeten Falle.
[8]

1.2 Grundlagen zu Coronaviren

Coronaviren gehoren zu der Gruppe der RNA-Viren. Sie besitzen ein
einzelstrangiges RNA-Genom und existieren in verschiedenen Spezies. [9] Die
Coronaviren lassen sich gemeinsam mit den Toroviren unter der taxonomischen
Ordnung der Nidovirales einordnen. Als Gemeinsamkeit kann hier unter anderem
die Genexpression durch Transkription eines Satzes von mehr als 30
subgenomischen nested-RNAs genannt werden. Ursprung der Bezeichnung fur
die Nidoviren ist der lateinische Begriff ,nido“, welcher im Deutschen als Nest
ubersetzt werden kann und auf diese Weise die Eigenschaft der verschachtelten

RNA reprasentiert.

Die Coronaviren weisen die grof3ten Genome aller RNA-Viren auf. Die dadurch
resultierende Kodierungskapazitat ist Gegenstand aktueller Forschung. [10]

Coronaviren konnen sowohl Menschen als auch Tiere infizieren und eine
Bandbreite von Symptomen hervorrufen. Das Spektrum reicht von
Erkaltungssymptomen bis zu neurologischen Veranderungen. [11]



Ihre Form wird in der Literatur als kugelférmig mit einem Durchmesser von 80-
120 nm beschrieben. [10] Spike Proteine an der Virusoberflache sind ursachlich
fur die Namensgebung, da diese den Anschein einer Krone erwecken. [12] Jene
ragen bis zu 20nm aus der Oberflache heraus und besitzen an ihrer Basis eine

geringere GroRe, nehmen zur Spitze hin in ihrer Breite zu. [10]

Envelope (E) Protein

Spike (S) Protein

wu ool

*—— | Membrane (M) Protein

Nucleocapsid (N) Protein und RNA

b Genom
Lipiddoppelschicht
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Coronavirus-Virus mit dem minimalen Satz von

Strukturproteinen

Eingeteilt werden sie in die alpha-, beta-, gamma- und delta- Form. [13] [9] Das
neuartige SARS-CoV-2 weist Ahnlichkeiten zu einigen beta-Varianten auf. [2]

Bisher zeigen sich nur die Alpha- und Betaform humanpathogen. [13]

In der Vergangenheit wurde das epidemische Potential von menschlichen
Coronaviren unterschatzt. So brach im Jahr 2002 eine SARS-Epidemie und im
Jahr 2012 eine MERS-Epidemie aus. MERS ist ein Akronym fur ,Middle East
respiratory syndrome- CoV*“. Wissenschaftler fanden heraus, dass Fledermause
ein naturliches Reservoir fur SARS und MERS-Viren darstellen. Die Art der
Ubertragung von der Tierwelt auf den Homo Sapiens ist unklar. Vermutet wird
der direkte Kontakt mit Zwischenwirten oder der Verzehr von tierischen
Produkten. Der zwischenmenschlichen Ubertragung wurde in Vergangenheit

eine nosokomiale Genese zugesprochen. [13]

79% des SARS-CoV-2 Genoms stimmen mit dem des SARS-CoV uberein. Vier
Strukturgene konnen analysiert werden. Diese unterscheiden sich in (S) spike,
(M) membrane, (N) nucleocapsid und (E) envelope. Zu 90% besteht eine

Aminosaureubereinstimmung zwischen SARS-CoV-2 und SARS-CoV. Dabei



muss das S-Gen gesondert betrachtet werden, da die Ubereinstimmung bei dem

S-Gen geringer ist. [11]

1.3 SARS-CoV-2

Die Namensherkunft von SARS-CoV-2 resultiert aus der englischen
Bezeichnung ,severe acute respiratory syndrome-CoV* und signalisiert die
medizinische Bedeutung des Virus. [13]

Das 2019 neu entdeckte SARS-CoV-2 Virus weist Besonderheiten im Vergleich
zu alteren Coronaviren auf. Als nachgewiesener Ursprung des Virus gelten
Fledermause eines Meeresfrichtemarkts der Region Hubei in Wuhan. Die
Zwischenwirte fiir die Ubertragung auf den Menschen sind unklar. Ein
exponentieller Fallanstieg zu Beginn der Pandemie und Infizierung von
Menschen ohne eigenen direkten Kontakt zum oben genannten
Lebensmittelmarkt, der als Ursprung fur das Virus angesehen wurde, legten die
Mensch-zu-Mensch Ubertragung nahe. Auch asymptomatische Personen und
Personen vor Symptomausbruch konnten die Virusubertagung initiieren, sodass
vierzehntagige Quarantanen nach Kontakt zu Infizierten verhangt wurden. [12]

SARS-CoV-2 ist hauptsachlich tber Tropfcheninfektion mit einer Distanz von bis
zu zwei Metern Uubertragbar und die asymptomatische Phase kann
durchschnittlich zwischen zwei bis vierzehn Tagen variieren. [14] Das Virus hat
einen Durchmesser von 60 - 120 nm. Auf Oberflachen ist Covid-19 fur einige
Tage uberlebensfahig. Daher kann das Virus auch durch eine eigen handische
Ubertragung zur Infektion fihren. Besonders Husten und NieBen sind
Kardinalsymptome von Covid-19. [12] Aber auch Fieber, Mudigkeit,
Sputumproduktion und Abhusten sind haufige Symptome. Ebenso sind atypische
und asymptomatische Verlaufe beobachtet worden. Kinder zeigten ahnliche
Symptomatik, allerdings in milderer Form. [15] In einer Beobachtungsstudie in
der europaischen Bevodlkerung stellten Wissenschaftlerinnen bei milden bis
moderaten  Krankheitsverlaufen zu 87% Geruchs- und zu 56%
Geschmacksverlust fest. [16] Zudem zeigten Studienergebnisse eine hohere
Viruslast im Nasenbereich als im Rachen, hierbei war es irrelevant ob die
Patientinnen Symptome haben oder asymptomatisch waren. [12]



Das Verstandnis des viralen Lebenszyklus des SARS-CoV-2 Virus ist
essenzieller Bestandteil der Forschung und relevant flur Therapiemdglichkeiten
der Erkrankung. Das Spike Protein des Coronavirus ist fur die Adhasion der
Viruszelle an die Wirtszelle relevant. Es besteht aus zwei Untereinheiten, der N-
terminalen S1- und C-terminalen S2- Einheit. Die S1-Einheit ist fur die Adhasion
wichtig und die S2-Einheit fur die Fusion des Virus mit der Wirtszelle. Daraufhin
ist das Entry ermoglicht. [2] Das SARS-CoV-2 Virus bindet mit dem Spike Protein
unter anderem an ACE-2 Rezeptoren der Gewebe. Diese sind auf arteriellen und
venosen Endothelzellen, Muskelzellen sowie Epithelien des Dunndarms und
Respirationstraktes vorhanden. [13] Auch im Herzen und in der Niere sind ACE-
2 Rezeptoren zu finden. Der hochste Anteil ist jedoch im Lungengewebe zu
vermerken. [16] Zum anderen nutzt das Virus die membrangebundene Zell-
Transmembran-Protease Serin 2, TMPRSS2, fur seinen viralen Lebenszyklus.
Diese befindet sich auf menschlichen Zelloberflachen von Alveolarzellen und
kapillarem Endothel. [17] ACE-2 und TMPRSS2 wurden hauptsachlich in
Pneumozyten Typ Il gefunden, vereinzelt ist der TMPRSS2 auch in Pneumozyten
Typ |, Flimmerepithelzellen und Keulenzellen nachgewiesen worden. [18] Der
gebundene Komplex aus SARS-CoV-2 und ACE-2 Rezeptor wird durch
TMPRSS2 proteolytisch gespalten. Dies fuhrt zur Spaltung von ACE-2 und
Aktivierung des Spikeproteins, der virale Eintritt ist folglich moglich. [19]

Durch Fusion von Virus- und Humanzelle findet die Endozytose statt. Innerhalb
des Zytoplasmas wird anschlieRend durch den Schritt des Uncoatings das virale
Genom freigesetzt. Durch virale Polymerasen findet die Translation und
nachfolgend RNA-Replikation statt. Die essenziellen viralen Gene des SARS-
CoV-2 Virus sind das Nucleocapsidprotein (N), das Spikeprotein (S), das
Membranprotein (M) und das Envelopeprotein (E), welches fur die Virushulle
codiert. [19] Im Prozess der genomischen und subgenomischen Transkription
und Translation werden das S-, M-, E- und N-Gen in ein neues Virus formiert und
final Uber eine Exozytose aus dem humanen Zytoplasma ausgeschleust. Ein
erneutes Entry ist nach Bindung mit ACE-2 Rezeptoren maoglich. [14] [20]

1.4 Diagnostik von SARS-CoV-2: Probengewinnung
Die korrekte Probengewinnung ist fur eine zielfihrende und zuverlassige

Diagnostik mit hoher Sensitivitat und Spezifitat essenziell. Zahlreiche Studien



beschaftigten sich mit dem optimalen Entnahmeort und -verfahren. Proben

konnen durch Abstriche, Mundspulungen oder Aspirate gewonnen werden. [21]

Nachfolgend werden die unterschiedlichen Probenentnahmeverfahren
vorgestellt.

Am haufigsten wird der nasopharyngeale Abstrich verwendet. [22] Dieser gilt
aktuell als Goldstandard fur die Diagnose von SARS-CoV-2 und kann durch eine
PCR innerhalb von zwei Stunden zu einer Bestatigung der Infektion fuhren. [21]
Unterschieden wird zwischen dem tiefen Nasenrachenabstrich und dem
isolierten Rachenabstrich. Studien demonstrierten eine Sensitivitat der
nasopharyngealen Abstriche zwischen 73,2% und 98%.

Alternativ wird der Abstrich des Nasenvorhofs sowie der mittleren Nasenmuschel
beschrieben. Hierbei besteht die Moglichkeit der Selbstentnahme durch die
Patientinnen. [22]

Auch die Entnahme von Speichel oder Sputum ist eine Option. [22] Da Covid-19
eine Viruserkrankung ist, die durch zwischenmenschliche Ubertragung
gekennzeichnet ist, spricht dies fur die Moglichkeit, eine Diagnostik aus Speichel
durchzufuhren. [21] Wie in Studien gezeigt wurde, kann speziell Speichel bei der
Erstdiagnose von asymptomatischen und symptomatischen Kindern im Alter von
4 bis 10 Jahren sowie 11 bis 18 Jahren zum Nasenrachenabstrich kompetitive
Nachweisraten erzielen. [23] Speichelproben stellen eine der minimal-invasiven

Alternativen dar.

Rachenspulungen sind eine weitere weniger invasive Variante. Hierbei bestehen
je nach Studienkonzept Angaben zur Verfahrensdurchfuhrung fur die
Patientinnen. Eine Losung soll durch Gurgeln fur eine kurze Zeit im Rachen
verweilen und anschiefend in einem Behaltnis aufgefangen werden.
Unterschiedliche Rachenspullésungen konnen verwendet  werden.
Kochsalzlésung, sowie alkoholhaltige und Flussigkeiten ohne Alkohol wurden in
Studien eingesetzt. [24] Hierbei bestanden wie bei der Speichelgewinnung die
Vorteile der Kostenersparnis sowie Eigenentnahme durch die Patientinnen im
Fokus. Zudem charakterisierten die Rachenspulung eine erhohte Sensitivitat und
Sicherheit in einigen Studien. [25]



Eine weitere Option ist die Probenentnahme aus dem Nasenvorhof sowie der

mittleren Nasenmuschel.

Diverse andere Abstrichvarianten wurden in Studien genannt. Diese Tatsache
fuhrt haufig zu Verwirrung hinsichtlich einer korrekten Entnahme. Weitere
Optionen sind demzufolge erganzende oropharyngeale Abstriche, orale
Flussigkeitsentnahme, Zungen- und Analabstriche. [22] Neben Nachweisen aus
den oberen und unteren Atemwegen ist das SARS-CoV-2 Virus ebenfalls in

Tranen und Konjunktivalflissigkeit nachweisbar. [26]

1.5 Diagnostik von SARS-CoV-2: Molekulare und serologische
Nachweisverfahren

Aufgrund der pandemischen Ausbreitung des neuartigen Coronavirus bekam die
SARS-CoV-2 Diagnostik zunehmende Beachtung. Die Eindammung der
Verbreitung schien essenzieller Bestandteil zur Bekampfung der Notlage zu sein.
Professionelle und flachendeckende Diagnostikmethoden mit hoher Sensitivitat
und Spezifitat wurden weltweit erforscht. Laut des RKI ist eine Indikationsstellung
gegeben, sofern klinisch der Verdacht auf eine SARS-CoV-2 Infektion aufgrund
anamnestischer oder symptomatischer Befunde gestellt werden kann. [27]

Goldstandard der Diagnostik fur das SARS-CoV-2 Virus ist die Real-Time
quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion, RT-qPCR. [28] Durch die RT-gPCRist
es moglich, aus humanem Abstrichmaterial geringe virale RNA nachzuweisen.
[22]

Die pandemische Lage erforderte den Ausbau der Testkapazitaten. Zugige
Identifizierung sowie Sequenzierung ermoglichten eine fruhzeitige Erstellung von
SARS-CoV-2 Nachweisprotokollen. [29] Die Entwicklung hausinterner Protokolle
bldrgte eine hohe Arbeitsintensitat. Zudem trat durch die hoch frequentierte
Durchfuhrung RT-gPCR ein Mangel der dazugehorigen Reagenzien auf. [30-32]
Vollautomatisierte Hochdurchsatztests erganzten fortlaufend die zuvor genutzten
RT-gPCR Methoden. [25] Im Jahr 2020 wurden die Assays auf den Geraten
c6800 und NMDx fur die SARS-CoV-2 Diagnostik zugelassen. [25, 33, 34]

Vorangegangene Infektionen waren ebenso nachweisbar, indem die

Patientinnen auf virustypische Immunglobuline oder Gesamtantikorper getestet



wurden. Auch konnten Labore Neutralisationstests entwickeln, welche die

Existenz von neutralisierenden Antikdrpern nachwiesen. [35]

Zunehmende Relevanz bekam die Identifizierung asymptomatischer und
prasymptomatischer Patientinnen, besonders im Schulbereich hinsichtlich
Kohortierung oder auch SchulschlieBungen [36]. Ein zuverlassiges
Screeningverfahren besonders fur die haufige asymptomatische jungere
Bevdlkerung in minimal-invasiver Durchfuhrung wurde in Studien erforscht.
Besonders die Gewinnung respiratorischer Materialien aus Speichel, vorderen
Nasenabstrichen und Gurgellavage erschien als eine Option. [36-41] Die
Detektionsfahigkeit minimal-invasiver respiratorischer Materialien durch die
Hochdurchsatzsysteme wie den c6800 und NMDx war bisher unklar. Eine durch
die beiden SARS-CoV-2 Assays angestrebte Verlaufskontrolle der Virus-RNA im
Rahmen einer Hospitalisierung hatte medizinische Relevanz hinsichtlich einer
Isolation und antiviralen Therapie.



2 Ziel meiner Arbeit
Das erste Ziel dieser Studie war es, die Nachweisraten und quantitativen
Ergebnisse der empfohlenen Nasenrachen- und Rachenabstriche direkt mit
verschiedenen minimal-invasiven Atemwegsproben zu vergleichen. Die minimal-
invasiven alternativen Materialien wurden gewonnen durch die Speichelprobe,

die Rachenspulung und den Nasenvorhofabstrich.

Die Proben wurden auf den vollautomatischen SARS-CoV-2-Testsystemen des
c6800 und NMDx sowie der herkdommlichen Inhouse PCR analysiert. Das zweite

Ziel stellte die Gegenuberstellung der drei genannten PCR-Verfahren dar.

Ubergeordnet lag der Fokus auf der Suche nach einer minimal-invasiven
Alternative zum Goldstandard, dem tiefen Nasenrachenabstrich, um gerade im
padiatrischen Bereich eine Entlastung in der Abstrichgewinnung zu erreichen.



3 Material und Methoden
3.1 Studienpopulation

Die Ein- und Ausschlusskriterien legen die Studienpopulation fest. Um
teilzunehmen, mussten die Patientinnen einwilligungsfahig sein und in einem
guten physischen Zustand und einem Karnofsky-Index von mindestens 80%
sein. Ein automatischer Ausschluss aus der Studie erfolgte bei fehlender
Einwilligungsfahigkeit, Ablehnung der Teilnahme oder anatomischer Fehlbildung
im studienrelevanten Bereich. Sowohl stationare als auch ambulante
Patientinnen, die mit SARS-CoV-2 infiziert waren, konnten teilnehmen. Inkludiert
wurden jedoch ausschliel3lich hospitalisierte Patientinnen. Die Aufklarung sowie
Probenentnahme erfolgte nach einer Schulung durch Mitarbeitende des Instituts
fur Virologie, durch die zustandigen Stationsarztinnen, sowie unter supervidierter

Selbstgewinnung.
Ein positives Ethikvotum liegt mit der Studien-Nummer 2021-1291 vor.

Insgesamt wurden 40 Patientlnnen unter diesen Voraussetzungen in die Studie
aufgenommen. Die Rekrutierung erfolgte im Herbst 2020, zu dieser Zeit existierte
noch keine Impfung. Im Februar 2021 wurde die erste klinisch relevante SARS-
CoV-2 Variante dokumentiert. Daher ist davon auszugehen, dass die
Studienpatientinnen mit dem SARS-CoV-2-Wildtyp infiziert waren.

3.2 Probenentnahme

Die Probengewinnung erfolgte durch die Stationsarztinnen oder eingewiesenes
medizinisches Personal, sowie durch Selbstgewinnung. Die gewonnenen Proben
wurden durch den Transportdienst der Uniklinik Dusseldorf in das Institut fur
Virologie gebracht und dort bearbeitet.

3.3 Varianten der Probengewinnung

Bei den Teilnehmerlnnen wurden funf verschiedene Varianten der
Probengewinnung durchgefuhrt. Da im besten Fall eine bestatigte Infektion durch
einen Nasenrachenabstrich vorlag, mussten innerhalb von 24 Stunden zusatzlich
ein Rachenabstrich, ein Nasenvorhofabstrich sowie eine Speichelprobe und eine
Rachenspulung durchgefuhrt werden.
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Tabelle 1: Varianten der Probengewinnung

Methode Besonderheit
Nasenrachenabstrich e Goldstandard

e Entnahme durch geschultes Personal aus dem

Nasenrachenraum

Rachenabstrich e Entnahme durch geschultes Personal aus dem
Rachen

Nasenvorhofabstrich e Entnahme eigenstandig durch Patientin unter

professioneller Anleitung
e Kreisende Bewegung im Nasenvorhof
Rachenspiilung e Bereitstellung von 0,9% Natriumchlorid in 10 ml
Falcon Réhrchen
e Professionelle Anleitung zum Gurgeln flr zehn
Sekunden
e Verwenden des  Falcon Réhrchen  als
Auffangbehalter sowie Transportmedium
e Kinder: Erleichterung durch Spilung des Cavum
oris
Speichel e Professionelle Anleitung
e Belassen eines herkdmmlichen Abstrichtupfers fiir
zehn Sekunden im Cavum oris

e Konservierung und Transport in Abstrichréhrchen

3.4 PCR-Verfahren

Der Nachweis von SARS-CoV-2 erfolgte mittels drei verschiedener RT-gPCR
Verfahren, dem COBAS ® 6800 (C, Roche), dem NMDx (N, Qiagen) und mit der
Inhouse (I) RT-gPCR nach Corman et al. 2020. Der NMDx und c6800 basieren
auf einem Dual-Target-Assay. Sie detektieren jeweils ein strukturelles und ein

nicht-strukturelles Protein.
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Tabelle 2: PCR-Verfahren Ubersicht

Verfahren Besonderheit

NMDx™ TagMan®-Nukleinsaure-
Amplifikationsverfahren Vollautomatisierte SARS-
NSP2, N Gene CoV-2 Assays

COBAS © 6800 TagMan®-Nukleinsaure-

Amplifikationsverfahren
ORF1, E Gene
Inhouse-PCR nach Real-Time PCR kombiniert in zwei

Corman et al. 2020 Geraten

3.5 NMDx'”

Der NMDx ist als vollautomatisierter Analysator fur Molekularbiologie unter
anderem zur Analytik von HIV-1, HCV, HBV und SARS-CoV-2 geeignet. Er
arbeitet Uber ein TagMan®-Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren, um eine
qualitative und quantitative Bestimmung der Virus-RNA durch die im Mastermix
enthaltenen Primerpaare und Sonden durchzufuhren. Verwendet werden konnen
respiratorische Materialien. Ziel ist die Nukleinsaureextraktion, Amplifikation und
Detektion in einem Gerat. Der NMDx fuhrt eine Probenaufarbeitung zur
Nukleinsaureisolation durch, um parallel eine PCR-Amplifikation zu erzielen.
Hinsichtlich der SARS-CoV-2 Diagnostik detektiert dieses Verfahren das
Nichtstrukturprotein 2 (NSP 2) sowie das N-Gen des SARS-CoV-2 Virus.

3.6 COBAS ® 6800

Der COBAS ® 6800 hat als vollautomatisierter Analysator fur Molekularbiologie
unter anderem die Fahigkeit HIV, HCV, HBV, HEV, WNV, HPV und SARS-CoV-
2 zu analysieren. Auch dieses Gerat arbeitet Uber das TagMan®-Nukleinsaure-
Amplifikationsverfahren. Vergleichbar mit dem NMDx werden die Proben
zunachst aufgearbeitet, um die Nukleinsaure zu isolieren und anschlieend wird
das Genom Uuber eine PCR amplifiziert. Die Primer fur die entsprechende
Amplifikation werden Uber den spezifischen Mastermix supplementiert. Der
c6800 SARS-CoV-2 Test ermoglicht einen qualitativen Nachweis von RNA des
SARS-CoV-2 Virus aus respiratorischen Materialien. Der SARS-CoV-2 Assay
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Nasenvorhofabstrich mit 89,7%. Speichel und Rachenspilung konnten eine

Positivrate von 82,1% erreichen.

COBAS

Nasenrachenabstrich (36/39) _
Nasenvorhofabstrich (35/39) _
speicher 32729 | A

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Abbildung 2: Positivrate Cobas ® 6800 SARS-CoV-2: Prozentuale Darstellung der SARS-CoV-2
Nachweise durch die verschiedenen Materialien durch den Cobas ® 6800.

Durch den SARS-Cov-2 Assay des NMDx wurden die meisten Proben mit 94,9%
mit dem Nasenrachenabstrich erkannt. Die gleiche Rate erreichten
Nasenvorhofabstrich und Rachenabstrich mit 92,3%. Der Speichel errang eine

Rate von 76,9% und die Rachenspulung letztlich mit 27 detektierten Proben
69,2%.
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Nasenrachenabstrich (37/39) _
Nasenvorhofabstrich (36/39) _
spechel 050) SR

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Abbildung 3: Positivrate NMDx SARS-CoV-2: Prozentuale Darstellung der SARS-CoV-2 Nachweise durch
die verschiedenen Materialien durch den NMDx

Die Inhouse PCR konnte mit dem Nasenrachenabstrich 89,7% der SARS-CoV-2
Proben als richtig positiv erkennen. Absteigend wurden 69,2% durch den
Rachenabstrich und 66,7% durch den Nasenvorhofabstrich detektiert. Die

Rachenspilung wies eine Positivrate von 51,1% nach und der Speichel 46,2%.
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Inhouse PCR

Nasenrachenabstrich (35/39) 89,70%
Nasenvorhofabstrich (26/39) 66,70%
Rachenabstrich (27/39) 69,20%
Speichel (18/39) 46,20%
Rachenspilung (20/39) 51,10%
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Abbildung 4: Positivrate Inhouse PCR SARS-CoV-2<. Prozentuale Darstellung der SARS-CoV-2
Nachweise durch die verschiedenen Materialien durch die Inhouse PCR

Fir den Nasenrachenabstrich wurden zwischen den verschiedenen
Nachweismethoden vergleichbare hohe Detektionsraten fir den Nachweis von
SARS-CoV-2 beobachtet. So wies der c6800 92,3% nach, der NMDx 94,9% und
die Inhouse PCR konnte 89,7% als richtig positiv identifizieren. Weitgehend
ubereinstimmende Raten dokumentierte der Rachenabstrich mit 92,3% im c6800
und NMDx. Die Inhouse PCR detektierte beim Rachenabstrich jedoch nur 69,2%
der Rachenabstriche als positiv fur SARS-CoV-2. Betrachtet man den
Nasenvorhofabstrich als eine minimal-invasive Alternative, erfasste der c6800
89,7% der positiven Proben und der NMDx 92,3%. In der Inhouse PCR konnten
66,7% der Nasenvorhofabstriche ein positives Ergebnis erzielen. Speichel als ein
weiteres minimal-invasiv gewonnenes respiratorisches Material wies niedrigere
Nachweisraten auf. 82,1% wurden durch den c6800, 76,9% durch den NMDx und
46,2% durch die Inhouse PCR detektiert. Analogie zu der Speichelprobe zeigte
auch die Rachenspulung mit geringeren Positivenraten. Hier wurden 82,1%
durch den ¢c6800, 69,2% durch den NMDx und 51,1% in der Inhouse PCR als

positiv erkannt.
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Zur genaueren Ubersicht der Starke der einzelnen Probevarianten hinsichtlich
der Detektionskraft von SARS-CoV-2 wurden die Mittelwerte der Proben
betrachtet.

Die aus den jeweiligen Positivraten errechneten Mittelwerte zeigen dieselbe
Tendenz der Detektionsraten (Tabelle 7). Errechnet wurden diese anhand der
Raten fur die einzelnen Entnahmevarianten fur jedes Analyseverfahren. Der
Nasenrachenabstrich konnte die hochste Positivrate mit 92,3% erzielen.
Rachenabstrich und Nasenvorhofabstrich ergaben ahnlich hohe Resultate mit
84,6% im Rachenabstrich und 82,9% im WNasenvorhof. Die niedrigsten
Ergebnisse wurden durch Speichel mit 68,4% und Rachenspulung mit 67,5%
detektiert.

Tabelle 7: Durchschnittliche Positivraten nach Probenentnahmeverfahren:

Durchschnittliche Positivraten der SARS-CoV-2 Detektion nach Probenentnahmeverfahren durch c6800,
NMDx und Inhouse PCR

Abstrichmaterial Durchschnittliche Positivrate
Nasenrachenabstrich 92,3%
Rachenabstrich 84,6%
Nasenvorhofabstrich 82,9%
Speichel 68,4%
Rachenspiilung 67,5%

4.3 Konkordanzen und Detektionsrate

Es erfolgte die Gegenuberstellung der Konkordanzen des Rachenabstrichs, des
Nasenvorhofabstrichs, der Speichelprobe sowie der Rachenspulung durch den
COBAS ® 6800 von Roche verglichenen Proben mit dem Goldstandard
Nasenrachenabstrich (Abbildungen 5-7).

Der c6800 zeigte bei den durch Nasenvorhof- und Rachenabstriche gewonnenen
respiratorischen Materialien eine Ubereinstimmung von 85 %. (Abbildung 5). Mit
der Speichelprobe war eine Detektionsrate von 77% zu erzielen, 15% der
positiven Nasenrachenproben konnten durch die Speichelproben nicht erkannt
werden. Die Rachenspulung erzielte 74% ubereinstimmende positive Proben,
18% der positiven Vergleichsproben konnten nicht detektiert werden. In den
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Nasenrachenabstrich

92% positiv

Nasenrachenabstrich

Detektionsraten auf Basis des SARS-CoV-2 Assays des c6800 zeigten sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen dem Nasenrachenabstrich und

den vier alternativen Abstrichen.
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Abbildung 5: Ubereinstimmung der SARS-CoV-2-Nachweisrate verschiedener Atemwegsproben im
Vergleich zum Nasenrachenabstrich — c6800

A: Vergleich Nasenrachenabstrich zum Nasenvorhofabstrich;

B: Vergleich Nasenrachenabstrich zum Rachenabstrich;

C: Vergleich Nasenrachenabstrich zum Speichel;

D: Vergleich Nasenrachenabstrich zur Rachenspiilun

Des Weiteren erfolgte die Gegenuberstellung der Konkordanzen in der SARS-
CoV-2 Testung des Rachenabstrichs, des Nasenvorhofabstrichs, der
Speichelprobe sowie der Rachenspulung mit dem Nasenrachenabstrich durch
den entsprechenden Assay des NMDx™. Der Nasenvorhofabstrich und der

Rachenabstrich erreichten eine Ubereinstimmung von 87%. Durch die
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Nasenrachenabstrich

95% positiv

Nasenrachenabstrich

95% positiv

Speichelprobe konnte lediglich eine Ubereinstimmung in 74% der Falle erreicht
werden. 21% der Speichelproben ergaben einen falsch negativen Wert. In der
Rachenspllung konnte sogar nur in 64% der Proben eine Ubereinstimmung
nachgewiesen werden und 31% der Rachenspulungen wurden als falsch
negativ klassifiziert. Die Speichelproben und die Rachenspulungen zeigten
signifikant schlechtere SARS-CoV-2 Detektionsraten (Speichel: p=0,039;
Rachenspulung p=0,013).
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Abbildung 6: Ubereinstimmung der SARS-CoV-2-Nachweisrate verschiedener Atemwegsproben im
Vergleich zum Nasenrachenabstrich — NMDx

A: Vergleich Nasenrachenabstrich zum Nasenvorhofabstrich;

B: Vergleich Nasenrachenabstrich zum Rachenabstrich;

C: Vergleich Nasenrachenabstrich zum Speichel;

D: Vergleich Nasenrachenabstrich zur Rachenspiilun
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Zusatzlich wurden die Berechnungen fur die Inhouse PCR durchgefuhrt. Es
ergaben sich geringere Ubereinstimmungen verglichen zu den SARS-CoV-2
Testen auf dem Cobas und dem NMDx. . Auch hier erfolgte die Analyse der
Gegenuberstellung zum Nasenrachenabstrich. Fir den Nasenvorhofabstrich
betrug die Konkordanz 67%, fur den Rachenabstrich 64%, fur die Speichelprobe
46% und fur die Rachensplilung 51%. Alle Proben der alternativen
respiratorischen Materialien verzeichneten einen signifikant hohen Anteil an
falsch negativen Ergebnissen. Beim Nasenvorhofabstrich betrug dieser 23%,
beim Rachenabstrich 26%, beim Speichel 44% und bei der Rachenspulung 38%.

Der Anteil der falsch-negativen Ergebnisse betrug in allen minimalinvasiven
Varianten mindestens 20 %. Demnach wies die Inhouse PCR in dieser Studie in
allen Vergleichen einen signifikanten Unterschied zum Nasenrachenabstrich
nach. In dieser Darstellung sticht ein manifester Unterschied zu den

kommerziellen SARS-CoV-2 Testungen heraus.
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Abbildung 7: Ubereinstimmung der SARS-CoV-2-Nachweisrate verschiedener Atemwegsproben im
Vergleich zum Nasenrachenabstrich — Inhouse-PCR

A: Vergleich Nasenrachenabstrich zum Nasenvorhofabstrich;

B: Vergleich Nasenrachenabstrich zum Rachenabstrich;

C: Vergleich Nasenrachenabstrich zum Speichel;

D: Vergleich Nasenrachenabstrich zur Rachensplilung

Insgesamt stellten sich unterschiedliche Nachweisraten zwischen den PCR-
Verfahren verglichen zum Nasenrachenabstrich heraus. Dabei zeigte der c6800
durchschnittlich die hdchsten Ubereinstimmungen zwischen den verschiedenen
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respiratorischen Materialien. Wahrend Proben aus dem Nasenvorhof und dem
Rachen eine hohe Detektionsrate in allen Analyseverfahren zeigten, waren die
Raten durch Speichel und Rachenspulung niedriger. Insbesondere bei der
Speichelprobe und der Rachenspulung war die Nachweisrate von SARS-CoV-2-
RNA mit dem NMDx niedriger als mit dem c¢c6800. Wiederum geringere
Nachweisraten von SARS-CoV-2-RNA wurden bei den zuletzt genannten Proben
durch die Inhouse PCR erreicht.

44 SARS-CoV-2 RNA-Konzentrationen

Neben der qualitativen Untersuchung bildet die quantitative Vergleichsanalyse
eine weitere zentrale Fragestellung. Ein weiterer Schwerpunkt der Analysen lag
somit auf den SARS-CoV-2-RNA-Konzentrationen in den verschiedenen

Analyseverfahren und Abstrichmaterialien. (Abbildungen 8-11)

=c6800-E-gene
NMDx-Nsp2-gene
NMDX-N-gene

|| =Inhouse-E-gene
3
Py .

Speichel Rachenspiilung

Abbildung 8: Die mit den SARS-CoV-2-Assays ermittelten Ct-Werte fiir das ¢6800 und den NMDx und die
Inhouse PCR. Die Anzahl der PCR-Zyklen ist bei den Assays auf 40 begrenzt. Flir nicht nachgewiesene
Proben wird ein Ct-Wert von 41 angesetzt. Der Median des Ct-Wertes und der IQR (25%75%) sind in den
Balken angegeben.

Die Anzahl der PCR-Zyklen ist bei den Assays auf 40 begrenzt. Fur nicht
nachgewiesene Proben wird ein Ct-Wert von 41 angesetzt. Der Median des Ct-
Wertes und der IQR (25%75%) werden angegeben (Abbildung 8).

Die detektierten Ct-Werte der SARS-CoV-2 Analysen zeigten klare Unterschiede
in Anhangigkeit von den Zielgenen der jeweiligen PCR-Untersuchung sowie der
verwendeten respiratorischen Materialien (Abbildung 8). Der
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Nasenrachenabstrich zeigte die niedrigsten Ct-Werte (Ct 25,02), gefolgt vom
Rachenabstrich (Ct 27,8) und Nasenvorhofabstrich (Ct 29,4). Bei den
Speichelproben und Rachenspulungen ergaben sich Ct-Werte >33 (Ct: 33,3, Ct
34,1).

Die kommerziellen SARS-CoV-2 Testungen c6800 und NMDx detektieren jeweils
ein strukturelles und ein nicht-strukturelles Gen. Unterscheidet man diese
verschiedenen Proteine, ergaben die nicht-strukturellen Proteine Nsp2 und
ORF1 unabhangig vom Material geringere Ct-Werte in der Analyse. Lediglich im
Rachenabstrich ergab das Nsp1-gene den gleichen medianen Ct-Wert wie das
strukturelle N-Gen. Das strukturelle Inhouse-E-Gen ergab hohere Ct-Werte.

Korrelierend zu den Ct-Werten mussen die Viruslasten betrachtet werden.

Insgesamt wurden mit dem c6800 und dem NMDx SARS-CoV-2 Test ahnliche
RNA-Konzentrationen gemessen. Der  berechnete Median des
Nasenrachenabstrich gab beim c6800 6,217 log10 Kopien/ml an und beim NMDx
6,971 log10 Kopien/ml. Die Inhouse PCR erreichte beim Goldstandard
Nasenrachenabstrich einen niedrigeren medianen Wert von 6,135 log10
Kopien/ml. (Tabelle 9)

In der Berechnung der Differenz der RNA-Konzentrationen der respiratorischen
Vergleichsmaterialien zum Nasenrachenabstrich zeigte der Nasenvorhofabstrich
im Durchschnitt die geringste Differenz jeweils im Median mit -1,202 log10
Kopien/ml im ¢6800 und -0,439 log10 Kopien/ml im NMDx auf. Insofern ist die
geringste Abweichung der Viruslasten zum Goldstandard durch den
Nasenvorhofabstrich im NMDx zu erreichen.

Speichel und Rachenspllungen zeigten groflere Abweichungen zum
Goldstandard in allen PCR-Verfahren.
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Tabelle 8: Vergleich der SARS-CoV-2-RNA-Konzentrationen in verschiedenen
Atemwegsproben, analysiert mit dem ¢6800 und dem NMDx-SARS-CoV-2
Assay sowie der Inhouse SARS-CoV-2 PCR

A SARS-CoV-2 RNA (log10; median)

Nasenrachen- Nasenvorhof- Rachenabstric Speichel Rachen-
abstrich abstrich h spiilung
Cobas ®6800 6,217 5,014 5,453 3,866 3,839
log10 (-1,202) (-0,764) (-2,350) (-2,378)
Kopien/ml
(median) (ANR)
NMDxlog10 6,971 6,531 5,355 4,783 4,606
Kopien/ml (-0,439) (-1,616) (-2,188) (-2,365)
(median) (ANR)
Inhouse PCR 6,135 4,910 5,259 0 3,194
log10 (-1,225) (-0,876) (-6,135) (-2,941)
Kopien/ml
(median) (ANR)

Zusammenfassend konnten unabhangig von der RT-qPCR-Methode mit dem
Nasenrachenabstrich hohere Viruslasten detektiert werden als mit den anderen
respiratorischen Materialien (p=0,001). Dabei zeigte der Abstrich des
Nasenvorhofs noch die hochste Sensitivitat (A SARS-CoV-2 RNA (log10;
median) c¢6800 = -1,202 log10 Kopien/ml, NMDx=-0,439 log10 Kopien/ml, I= -
1,225 log10 Kopien/ml) (Tabelle 8).

Rachenabstrich und Nasenvorhofabstrich zeigten hingegen auf allen Plattformen
vergleichbare Viruslasten (Abbildung 9-11). Der c6800 detektierte mit dem
Nasenvorhof 5,014 log10 Kopien/ml und mit dem Rachenabstrich 5,453 log10
Kopien/ml. Der NMDx erkannte 6,531 log10 Kopien/ml mit dem
Nasenvorhofabstrich und 5,355 log10 Kopien/ml mit dem Rachenabstrich. Durch
die Inhouse PCR wurden mit dem Nasenvorhofabstrich 4,910 log10 Kopien/mi
und mit dem Rachenabstrich 5,259 log10 Kopien/ml detektiert. Ein qualitatives
Merkmal aus diesen Ergebnissen ist, dass sich kein statistisch signifikanter
Unterschied in den RNA-Konzentrationen zwischen dem Rachenabstrich und
dem Nasenvorhofabstrich in allen drei PCR-Verfahren ergibt (c6800: 5,453 log10
Kopien/ml und 5,014 log10 Kopien/ml, p=0,637, und NMDx: 5,355 log10
Kopien/ml und 6,531 log10 Kopien/ml, p=0,482, und I: 5,259 log10 Kopien/ml und
4,910 log10 Kopien/ml, p= 0,993) (Tabelle 8, Abbildung 9 — 11).
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Abbildung 9: Vergleich der SARS-CoV-2-RNA-Konzentrationen verschiedener Atemwegsproben, die fiir
das c6800-System bestimmt wurden
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Abbildung 10: Vergleich der SARS-CoV-2-RNA-Konzentrationen verschiedener Atemwegsproben, die fiir
das NMDx-System bestimmt wurden
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Abbildung 11: Vergleich der SARS-CoV-2-RNA-Konzentrationen verschiedener Atemwegsproben, die das
Inhouse-System bestimmt wurden

4.5 Nachweisrate im Kontext der Isolation

Unter Berucksichtigung der vom  Robert-Koch-Institut  empfohlenen
Entlassungskriterien, die einen Schwellenwert von 108 SARS-CoV-2-Kopien pro
ml definieren, wurden die verschiedenen Analyseverfahren hinsichtlich ihrer
Relevanz fur das Patientenmanagement bewertet. Dabei wurden ausschlief3lich
Proben mit Viruslasten > 10° beriicksichtigt, da nur diese fir die
Entscheidungsfindung im Patientenmanagement von Bedeutung waren, da es
sich bei den inkludierten Patientinnen um hospitalisierte Personen handelte.
Insgesamt sieht man geringere Detektionsraten unterhalb des Schwellenwertes
von 10%° SARS-CoV-2 Kopien pro/ml. In allen drei PCR-Verfahren zeigte der
Nasenrachenabstrich, sowohl oberhalb als auch unterhalb des Schwellenwerts

von 108 Kopien pro ml die hochste Rate.

Bei einer Viruslast von tber 10° Kopien/ml zeigte sich eine deutlich hohere
Detektionsrate in allen Matrices und PCR-Verfahren. Eine 100% Detektionsrate
ergaben sich durch den Nasenrachenabstrich in allen drei Analyseverfahren
oberhalb des Schwellenwertes (c6800: 100%, NMDx: 100%, I: 100%). Auch der
Rachenabstrich konnte in den kommerziellen Testungen mit dem c6800 und dem
NMDx eine garantierte Detektion mit 100% oberhalb 108 SARS-CoV-2 Kopien
pro/ml erzielen (c6800: 100%, NMDx: 100%).
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Bei Viruslasten unter 106 SARS-CoV-2 Kopien pro/ml ergaben sich durch den
Cobas ® 6800 geringere Werte als bei der Kohorte mit hoheren Viruslasten Uber
108 Kopien/ml. Der Nasenrachenabstrich detektierte unter 106 SARS-CoV-2
Kopien pro/ml mit 83% die meisten Proben. Rachenabstrich und
Nasenvorhofabstrich ergaben mit 67% deutlich geringere Resultate. Absteigend
konnte die Speichelprobe 61% der Proben unter 10° Kopien/ml als positiv
nachweisen und mit der Rachenspulung wurden 50% der positiven Proben
erkannt. Durch die Rachenspllung erkannte der c6800 oberhalb der 108 SARS-
CoV-2 Kopien pro/ml 95% der Proben, durch den Speichel 86%. (Abbildung 12).
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Abbildung 12: c6800_Nachweisrate bei <10E6 & >10E6;, SARS-CoV-2 RNA Kopien/ml

Beim NMDx zeigten sich ahnliche Tendenzen der Raten im Kontext der
Endisolation. Der Nasenrachenabstrich sowie der Nasenvorhofabstrich
erbrachten Detektionen fiir 75% der Proben bei < 10° Kopien/ml. Der
Rachenabstrich und die Speichelprobe detektierten jeweils 63%. Lediglich 38%
der Proben unter 108 Kopien/ml wurden durch die Analyse der Rachensplilung

als positiv erfasst. (Abbildung 13)
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Oberhalb des Schwellenwertes von 10® Kopien/ml wurden 100% der jeweiligen
Patientenproben aus Nasenrachenabstrich und Rachenabstrich durch den NMDx
detektiert. Auch der Nasenvorhofabstrich ergab mit 97% eine hohe
Detektionsrate. (Abbildung 13)

In der Unterscheidung der niedrigeren und hoheren Viruslast beim Schwellenwert
von 10° Kopien/ml zeigten sich durch die Analyse mit dem NMDx groRere
Unterschiede als mit dem c6800, da durch den c6800 mit drei Matrices
(Nasenrachenabstrich, Rachenabstrich und Nasenvorhofabstrich: 100%) eine
einhundertprozentige Detektion erreicht wurde. Der NMDx konnte dies in zwei
Materialien (Nasenrachenabstrich und Rachenabstrich: 100%) erreichen.
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Abbildung 13: NMDx_Nachweisrate bei <10E6 & >10E6; SARS-CoV-2 RNA Kopien/ml

Die Inhouse PCR wurde hinsichtlich derselben Kriterien begutachtet. Insgesamt
verzeichnete sich ein heterogeneres Bild als bei den beiden kommerziellen
Assays, dem ¢6800 und NMDx. Fur die Viruslast unter 108 Kopien/ml konnten
durch den Goldstandard, den Nasenrachenabstrich, 75% der Proben als positiv
erkannt werden. Der Rachenabstrich ergab einen Wert von 56%. Durch den
Nasenvorhofabstrich und die Speichelprobe wurden Nachweisraten von 31%

erzielt. Die Rachenspulung zuletzt ergab 44% (Abbildung 14).
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Betrachtet man die Ergebnisse fiir eine Viruslast iber 108 Kopien/ml, erreichte
der Nasenrachenabstrich eine Rate von 100% durch die Inhouse-PCR. Durch
den Rachenabstrich wurden in 78% der Proben das SARS-CoV-2 Virus
nachgewiesen, durch den Nasenvorhofabstrich 91%. Die Speichelprobe und die
Rachenspulung detektierten 57%. (Abbildung 14)
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Abbildung 14: Inhouse PCR_Nachweisrate <10E6 & >10E6;, SARS-CoV-2 RNA Kopien/ml

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass der Cobas und NMDx
SARS-CoV-2 Test mit dem Nasenrachen-, Rachen- und Nasenvorhofabstrich
95-100% der Proben bei einer Viruslast > 10® Kopien/ml detektierten. Die
Inhouse PCR ergab geringere Werte, da bei einer Viruslast > 108 Kopien/ml nur
78-100% detektiert werden und eine groRere Distanz des Goldstandards

Nasenrachenabstrich zu den alternativen Materialien besteht.
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5 Diskussion

Aufgrund der weltweiten Ausbreitung des neuartigen SARS-CoV-2 Virus,
entwickelten sich die diagnostischen Methoden zugig weiter. Es bestand die
Notwendigkeit zuverlassiger Testverfahren zum Nachweis von SARS-CoV-2 in
kUrzester Zeit. Hersteller produzierten diverse kommerzielle Testverfahren. [34]
Effizienz der Diagnostik ruckte im Zuge der pandemischen Entwicklung
zunehmend in den Fokus. Es entstanden neben den kommerziellen PCRs
zusatzlich Assays fur automatisierte Plattformen wie den COBAS® 6800 oder
NMDx™. [52].

Die herkdmmlichen Probenentnahmen sind sehr unangenehm fur die
Patientlnnen, da sie eine invasive Enthahme aus dem oberen respiratorischen
Trakt bedingen. Gerade bei Kindern stellen die Entnahmen ein groRes Problem
dar. Um die SARS-CoV-2 Diagnostik bei Kindern zu optimieren, wurden im
Rahmen dieser Studie alternative minimal-invasive Methoden der
Probengewinnung getestet. Die Eigenschaft der geringeren Invasivitat kann in
padiatrischen Bereichen Erleichterung bringen, da sich die herkbmmliche
Probengewinnung durch den Nasenrachenabstrich invasiv und gerade bei
Kindern unangenehm darstellt. [36, 53] Zum einen wurden die von Herstellern
empfohlenen Abstriche des Nasenrachenraums und des Rachens verwendet,
zum anderen der Nasenvorhofabstrich, die Speichelprobe und die

Rachenspulung.

Als Goldstandard zur Probengewinnung gilt der tiefe Nasenrachenabstrich. [22]
Der nasopharyngeale Abstrich ist nur durch geschultes Personal durchfuhrbar
und fur die Patientinnen unangenehm. Komplikationen wie Epistaxis oder
Schadelbasisdefekte sind in der Vergangenheit beschrieben worden. Auch
reaktives Husten, Ubelkeit oder Niesen wahrend der Probenentnahme durch die
Patientinnen kdnnen vermehrt auftreten. [21, 22] Dies setzte das medizinische
Personal einem erhohten Infektionsrisiko aus. Aufgrund der Notwendigkeit von
geschultem Fachpersonal wurde vermehrt personliche medizinische
Schutzkleidung verwendet, welche in der Pandemie eine limitierte Ressource
darstellte. [22] Die nasopharyngeale Probenentnahme flhrte bei vielen
Patientinnen zu Ubelkeit und Erbrechen, Nervositat, Angst, Husten,

Bronchopasmolyse oder Dyspnoe. Es bestanden keine signifikanten
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Unterschiede des Grades der Unannehmlichkeiten bei medizinischem oder nicht-
medizinischem Personal, sodass ein genereller Diskomfort angenommen werden
kann. Frauen hatten zudem mehr Beschwerden durch die Probenentnahme als
Manner. [21] Ein weiterer Nachteil dieser Form der Entnahme ist zudem die
Voraussetzung eines Mediums sowie Abstrichstabchen, welche weltweit einer

grolRen Nachfrage ausgesetzt waren. [22-24]

Die angestrebten Testungen wurden auf drei verschiedenen Plattformen
durchgefuhrt, um einen Vergleich fur eine optimierte und effiziente Arbeit zu
erzielen. Zwei automatisierte und eine herkommliche Real-Time PCR mit
Reverser Transkription wurden miteinander verglichen. Der COBAS ® 6800 ist
schon seit vielen Jahren Bestandteil in der virologischen Diagnostik. Der NMDx
befindet sich seit dem Jahr 2018 in kommerzieller Nutzung und stellt das neuste
der drei verwendeten Gerate dar. Die Vollautomatisierung ermdoglicht einen
hoheren Probendurchsatz in kurzerer Zeit. Schon im Herbst 2020 war seitens der
Hersteller eine automatisierte Real-time PCR maglich, da die Amplifikation durch
Open-Channel-Reagenzien durchfiihrbar wurde. Okonomisch orientierte SARS-
CoV-2 Assays wurden im Zuge der Pandemie produziert. [29] Diese beiden
Plattformen arbeiten Uber ein duales Target-System. In Vergleichstestungen
zeigten beide plausible diagnostische Ergebnisse. [54, 55] Die Inhouse-PCR
nutzt im Gegenzug nur ein Zielgen, das strukturelle E-gene. [49] Diese Studie
testete insgesamt 200 respiratorische Proben von 40 Patientlnnen auf jeweils
drei verschiedenen Plattformen.

Betrachtet man die Detektionsraten der verschiedenen respiratorischen
Materialien, sind Unterschiede festzustellen. Zudem variierten die Plattformen
deutlich in ihrer Detektionskraft.

In der vergleichenden Untersuchung der Atemwegsproben zwischen dem c6800
und NMDx SARS-CoV-2 Test zeigten sich in unseren Daten im Nasenrachen-,
Rachen- oder Nasenvorhofabstrich keine signifikanten Unterschiede im
Nachweis einer SARS-CoV-2 Infektion. Auch in anderen Studien wurden
Nasenrachenabstriche sowie Sputum, bronchoalveolare Lavage oder
Bronchialaspirat verwendet, um den c6800 mit dem NMDx zu vergleichen. Die
Kolleglnnen konnten eine Ubereinstimmung in 100% der Nasenrachenabstriche
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bei dem Verdacht auf eine Covid-19 Infektion nachweisen. [55] Dies erhartet zum
einen die allgemeine Annahme den Nasenrachenabstrich als Goldstandard zu
werten, zum anderen zeigen auch die Ergebnisse dieser Studie die hochste
Positivrenate des  Nasenrachenabstrichs. Eine Detektion in allen
Nasenrachenabstrichen konnte hier nicht erzielt werden. Dieser Aspekt wird in

anderen Studien nicht hervorgebracht.

Der c6800 zeigte erganzend keine statistisch signifikanten Unterschiede aller vier
Abstrichvarianten im Einzelvergleich zum Nasenrachenabstrich. Auch in fruheren
Studien bewies der c6800 hinsichtlich des qualitativen Nachweises von SARS-
CoV-2 gute Eigenschaften. [55] Die Nachweisrate durch den c6800 war in dieser

Analyse durchschnittlich am verlasslichsten.

Auch das SARS-CoV-2 Assay des NMDx bewies eine Uberzeugende analytische
Leistung, auf dem gleichen Niveau des c6800. Die Detektionsraten, die durch die
Assays des NMDx bestimmt wurden, spiegelten in den Speichelproben und
Rachenspulungen eine zum c¢6800 geringere  Sensitivitat  wider.
Nasenvorhofabstrich und Rachenabstrich lieferten ahnlich dem c6800 keine
statistisch signifikante Differenz zum Nasenrachenabstrich und sogar hohere
Detektionsraten als beim c¢6800. Im Vergleich zum c6800 wird dem NMDx der
Vorteil eines permanent geladenen Gerats und einer kdrzeren Laufzeit

zugesprochen. [56]

Im Hinblick auf die Parallelen zwischen dem c6800 und NMDx als duale Target
Systeme basierend auf vollautomatisierten Assays, fielen die hier benannten
Abweichungen bei der reduzierten Detektionsleistung des Assays des NMDx bei
der Speichelprobe und Rachenspulung auf. Eine Gemeinsamkeit war die
vergleichbare hohe Detektionsrate des Rachen- und Nasenvorhofabstrichs.
Diese beiden Varianten wiesen sich durch eine geringfugig reduzierte Sensitivitat
zum Nasenrachenabstrich aus. Andere Studien zeigten sogar aquivalente
Detektionen des Nasenvorhofabstrichs und Nasenrachenabstrich. In den Daten
von Péré et al. ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der Ct-Werte
zwischen dem Goldstandard und dem Nasenvorhofabstrich. [57] Folglich konnte
die hier verwendete Alternative, der Nasenvorhofabstrich, eine Empfehlung fur
den Einsatz im klinischen Alltag finden. Dies ist besonders erwahnenswert, da
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der Nasenvorhofabstrich minimalinvasiv durchfuhrbar ist. Hingegen stellten sich
die Speichelprobe und die Rachenspulung als minimalinvasive Option in dieser
Studie mit geringeren Sensitivitaten im c6800 und NMDx SARS-CoV-2 Nachweis
dar. Wahrend sich die geringere Sensitivitat von Speichelprobe und
Rachenspulung in allen Analysesystemen gleichsam prasentierte, deuteten die
Daten ebenso auf Unterschiede der Nachweisraten in Abhangigkeit vom
angewendeten Assay hin, wobei der NMDx Assay eine niedrigere Sensitivitat
zeigte, als der c6800 Assay. Besonders auffallig wurde dies bei der Betrachtung
der Ubereinstimmung des SARS-CoV-2-Nachweises zwischen den beiden Dual-
Target Assays. Die Konkordanz bei Speichel- und Rachenspulungen lag unter
80 %, wahrend die Ubereinstimmung bei den anderen Materialien mit dem c6800
und NMDx SARS-CoV-2 Assay Uuber 85% lag. Ebenfalls geringere
Detektionsraten in Proben wie Speichel oder Rachenspulung konnten Daten aus
Lausanne bestatigen. [55] Abweichende Daten zeigten eine hohe diagnostische
Sensitivitat durch Speichel und Rachenspulungen. Beeinflussende Faktoren wie
Zeitpunkt der Probenentnahme im Infektionsgeschehen, Abnahmeverfahren
sowie Symptomlast mussen in Kontext gesetzt werden. Die Daten von Kohmer
et al. wurden mit Patientinnen erhoben, die nahezu alle Symptome aufwiesen.
Dies mag einen positiven Einfluss auf die Detektionskraft der Speichelproben
haben. Auch die Auswahl und Qualitat der Flussigkeit fur die Speichelprobe kann
Variationen auslosen. Ebenso kann entscheidend sein, wie genau die
Probandinnen angeleitet werden, ob es Instruktionsvideos gibt oder ob sie
beobachtet werden. Der Hawthorne Effekt, also eine Verhaltensveranderung der
Patientinnen unter Observanz, ist denkbar. Eine zeitliche Verzdgerung zwischen
der Entnahme der alternativen Proben und dem Nasenrachenabstrich kann
ebenfalls die Nachweisrate negativ beeinflussen. Eine kognitive oder physische
Einschrankung hinsichtlich der Durchfuhrbarkeit einer Selbstabnahme muss
auch bedacht werden. [58]

Insgesamt zeigten der c6800 und NMDx SARS-CoV-2 Assay sowohl in dieser
Studie als auch in den genannten Vergleichsarbeiten verlassliche Ergebnisse in
der Diagnostik der SARS-CoV-2 Infektion. [55, 59]

Deutliche Diskrepanzen zeigten sich in Gegenuberstellung der Dual Target
Assays mit dem Single Target Assay, der Inhouse-PCR. Alle vier alternativen
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respiratorischen Materialien zeigten in der Inhouse PCR ein statistisch signifikant
schlechteres Ergebnis im Nachweis von SARS-CoV-2 gegenuber dem
Nasenrachenabstrich. Im Vergleich ergaben sich durch die Dual Target Systeme,
c6800 und NMDx, kleinere Abweichungen zum Nasenrachenabstrich und somit
eine grolRere Detektionsstarke. Die weitesten Abweichungen in dem
Virusnachweis zum Goldstandard wiesen dabei ebenfalls Speichel und
Rachenspulung nach. Dadurch ergab sich keine diagnostische Starke des Single

Target Systems.

Zudem verglichen wir die Ct-Werte der jeweiligen Targets, um die Empfindlichkeit
der jeweiligen Zielgene zu untersuchen. Dabei stellten wir Unterschiede in der
analytischen Empfindlichkeit zwischen den verschiedenen Targets fest. Es
zeigten sich Differenzen zwischen den Struktur- und nicht Strukturproteinen. Ein
eindeutiger Unterschied bezuglich der Sensitivitat zwischen den Assays konnte
nicht festgestellt werden. Bei niedrigeren Viruslasten im Vergleich zum
Goldstandard, vor allem mit Speichel und Rachenspulungen, stieg die Anzahl der
nicht detektierten Targets. Des Weiteren wurde festgestellt, dass durch die
Inhouse-PCR weniger Targets in allen Abstrichvarianten erkannt wurden. Bis auf
die reduzierte Detektion durch die Inhouse-PCR, zeigte sich keine verminderte
Detektionsleistung eines Zielgens. Wir analysierten kein spezifisches Gen,
welches weniger detektiert wird. Die Struktur und Nicht-Strukturproteine wurden
durch die SARS-CoV-2 Assays gleich haufig erkannt. Die Detektion der beiden

Zielgene bei Speichel und Rachenspulung war deckungsgleich vermindert.

In dieser Studie eigneten sich Speichelprobe und Rachenspulung nicht zum
Nachweis von SARS-CoV-2, was jedoch in anderen Studien nicht beobachtet
werden konnte. In Vergangenheit hat sich die Speichelprobe fur die Detektion
durch die Echtzeit-PCR bei anderen Viren wie dem Influenza Virus oder
herkdbmmlichen Coronaviren bewiesen.[60-62] Studienergebnisse hinsichtlich
Speicheltestungen in Bezug auf die SARS-CoV-2 Detektion divergieren. So
zeigten kanadische Forscher geringere Sensitivitaten mit nur 72% durch
Speichelproben im Vergleich zu naso- und oropharyngealen Abstrichen mit 89%.
Im Gegensatz hierzu publizierten Wissenschaftler aus den USA hohere
Sensitivitaten durch Speichel sowie hohere Kopien Nachweise des Virus. [24]
Des Weiteren wurden Sensitivitaten zwischen 62,3% und 91% fur Speichel und
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90,3% und 99,7% fur Sputum in aktuellen Publikationen beschrieben. [22]
Medeiros da Silva et al. propagierten, Speichelproben zeichnen sich durch ein
groRes diagnostisches Potential in der SARS-CoV-2 Diagnostik aus. [63]
Weniger Materialverbrauch und die Fahigkeit der Selbstentnahme definierten
Speichel als eine gunstige und schnelle Probenalternative. [21, 63] Es besteht
jedoch die Annahme, dass Speichelproben durch die erhohte Viskositat und
hemmende Speichelproteine zu vermehrten Komplikationen im Labor fuhren
konnen[24, 40]. Speichelproben ergaben im Verlauf einer Infektion abfallende
Viruslastnachweise. So sank die Sensitivitdt der Speichelproben mit
Fortschreiten der Infektion ab. Besonders Screeningverfahren mit einer hohen
analytischen  Fahigkeit im Rahmen einer asymptomatischen oder
prasymptomatischen Infektion konnten fur Speichelproben empfohlen werden.
[64]

Kohmer et al. zeigten im Gegenzug den Vorteil dieser minimal-invasiven Proben
fur den angestrebten Nachweis. [58, 65] Grund fur diese Divergenz kann der
direkte Vergleich mit dem Goldstandard sein. Der Nasenrachenabstrich bietet die
zuverlassigsten Ergebnisse. Auch der Zeitpunkt der Entnahme ist relevant, da
der optimale Entnahmeort im Infektionsverlauf variieren kann. Zum Zeitpunkt der
Probenentnahme lagen keine Informationen zum zeitlichen Krankheitsverlauf der
Patientinnen vor, denn die Entnahme der funf verschiedenen respiratorischen
Materialien wurde bei allen im Rahmen der Hospitalisierung innerhalb der ersten
24 Stunden durchgefihrt. Die Patientlnnen wurden im Universitatsklinikum
Dusseldorf im symptomatischen Stadium ihrer Erkrankung behandelt. Daher ist
von einem fortgeschrittenen Grad der Infektion auszugehen. Eine genaue
Einordnung des individuellen Symptomstatus im zeitlichen Krankheitsverlauf
erfolgte im Rahmen des Studienkonzepts nicht. Interessant ware die
Klassifizierung zwischen Detektion und Infektionsgrad gewesen. Im
Zusammenhang zu den niedrigeren Detektionsraten der Speichelproben in
dieser Studie kann der Zeitpunkt der Entnahme einen Einfluss haben. Die
inkludierten Patientlnnen befanden sich in einem symptomatischen und haufig
fortgeschrittenen Stadium. Jamal et al. sowie Savela et al. demonstrierten in ihren
Daten, dass eine hohe Viruslast im Speichel zu Beginn einer Covid-19 Infektion

vorliegt. Statistisch waren die Viruslastdifferenzen im Krankheitsverlauf bei den
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Speichelproben am groften. Im zeitlichen Verlauf Uberstieg die Viruslast des
Nasenabstrichs die des Speichels. Savela und Kollegen zeigten, dass in
prasymptomatischen Stadien und zu Beginn einer Covid-19 Infektion hohere
Viruslasten im Speichel als im Vergleichsobjekt, dem Nasenabstrich,
nachweisbar sind. [63, 64, 66] Simultan wiesen Yee et al. nach, dass
Speichelproben in asymptomatischen Krankheitsstadien im Rahmen einer
Erstdiagnostik von Kindern im Alter von 11-18 Jahren Uberlegene Nachweisraten
erbringen konnen. lhre Ergebnisse zeigten jedoch auch, dass Speichel in der
erwachsenen Bevolkerung in symptomatischen Stadien zielfuhrender war. Diese
Feststellung konnten die Forscher bei Erstdiagnose und Folgetestungen von
Erwachsenen beobachten. [23] Trotz der Divergenz der Daten konnte Speichel
gemaly den Forschungsergebnissen eine geeignete Screening-Option fur die
prasymptomatische Bevolkerung darstellen. Zur Detektion im spateren Stadium
muss die Aussagekraft des Speichels kritisch betrachtet werden, da
Konzentrationen geringer oder nicht nachweisbar sein konnen. Der Nutzen der
minimal-invasiven Speichelproben in Bezug auf die hospitalisierte Bevolkerung
im klinischen Alltag ist daher eingeschrankt zu beurteilen. Umgekehrt muss
Erwahnung finden, dass ein negatives Ergebnis der Speichelprobe kein
Ausschluss fur eine Infektiositat darstellt. Dieser Aspekt sollte im
Entscheidungsprozess fur eine Endisolation beachtet werden. Der Abfall der
Viruslast im Speichel in longitudinaler Analyse ermoglicht einen theoretischen
Erklarungsansatz fur die hier erhobenen Daten, der in weiteren Untersuchungen

gepruft werden sollte.

Ebenso liegt die Rachenspulung im Fokus der Forschungsansatze. Die
Detektionsfahigkeit dieser Proben ist ebenfalls aufgrund der minimal-invasiven
Entnahme von grof3em Interesse. Besonders das N-Gen war durch diese Proben
gut zu detektieren. Betrachtet man Ct-Werte <40, zeigten Biber et al., dass 83,6%
der Nasenrachenabstriche durch Rachenspulungen detektiert werden konnen.
Hierbei war das N-Gen bis zu 97% positiv. Dabei war irrelevant, ob destilliertes
Wasser oder Kochsalzlosung verwendet wurde. Kochsalzlosung erzielte eine
hohere Detektionsrate als alkoholhaltige oder alkoholfreie
Mundspullésungen.[24] Auch Goldfarb et al. erreichten in ihrer Studie mit

Rachenspulungen eine hohe Sensitivitat von 98% bei zuvor durch einen
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Naserachenabstrich positiv getesteten Patientinnen. Speichelproben legten in
diesem Ansatz eine Sensitivitat von maximal 79% dar. Zudem konnte ein stabiler
RNA-Nachweis nach zweitagiger Lagerung unter Raumtemperatur erfolgen. Laut
des Autors konnte die Rachenspulung als gute abstrichunabhangige Alternative
eingeordnet werden. [40] Wie bereits erwahnt, muss auch die Mdglichkeit der
Selbsttestung in dieser Abstrichvariante Beachtung finden.[24] Der verringerte
Gebrauch von Abstrichmaterial und Infektionsschutz des medizinischen
Personals stellte einen bezeichneten Vorteil dar. [67] Die enorme
Kostenreduktion verdeutlicht eine Studie aus Deutschland, in der
Rachenspulungen bei medizinischem Personal angewendet wurden. Bei
Testungen von 924 Probandlnnen konnten 1000 Abstrichstabchen und 225
Materialien fur die personliche Schutzausrustung eingespart werden. [68] Jedoch
ist die Anwendbarkeit auf den padiatrischen Bereich zu Uberpriufen. Gerade die
Umsetzungsfahigkeit des Gurgelns durch Kinder kann eingeschrankt sein.
Weitere Limitationen bei der Probenform kann es durch Pathologien wie
Dysphagie oder demenzielle Entwicklungen geben.[68] Die Akzeptanz durch die
Patientinnen war bei der Rachenspulung signifikant hoher verglichen zu
Speichelproben. [24, 40] Patientinnen beschrieben einen deutlich geringeren
Diskomfort. Studien ergaben, dass 24% der Patientlnnen einen leichten
unangenehmen Charakter empfanden. Hingegen lag dieser Wert bei dem
Nasenrachenabstrich bei 72%. Dreiviertel der Probandinnen jener Studie
nahmen keinen Diskomfort durch die Rachenspulung wahr [67]. Ferner war die
Organisation der Labore, die die Rachenspulungen nach Gewinnung bearbeiten,
relevant. Die Behaltnisse der Gurgelldsungen waren gro3er und verursachten
dem zu Folge einen aufwendigeren Transport sowie hoheren Platzverbrauch in
der Bench. Vereinzelt sind Rachenspulungen in einigen Landern nicht
zugelassen. [68] In dieser Studie unterlag die Rachenspulung in allen drei PCR-
Verfahren den empfohlenen respiratorischen Materialien. Obwohl die von uns
verwendete Kochsalzlésung auch von anderen Forschungsgruppen eingesetzt
wurde, [24] erbrachten unsere Testungen keine zuverlassigen Ergebnisse. Das
erhohte Durchschnittsalter unserer Probandlnnen konnte erganzend auf eine
reduzierte Umsetzbarkeit hindeuten, da mutmallich die Kognition und
Umsetzungsfahigkeit reduziert sein kann. Allerdings wurden die Proben unter

Aufsicht eingewiesenen Personals entnommen. Eine Verzerrung durch diesen
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Faktor ist jedoch nicht auszuschlieBen. Auch der bekannte Hawthrone Effekt
kann Einfluss genommen haben, denn eine Verhaltensveranderung bei
bewusster Studienteilnahme ist nicht auszuschlieRen. [58] Voraussetzung fur die
Rachenspulung ist die Fahigkeit zu gurgeln. Patientinnen mit Dysphagie oder
Demenz oder kritisch kranke Patientinnen konnen Schwierigkeiten in der
Umsetzung haben. [58, 67] Dies verringert die annehmbare
Detektionswahrscheinlichkeit. Ebenso ist eine erschwerte Durchfuhrung bei
kleineren Kindern denkbar, sodass das senile oder kindliche Alter der
Patientinnen eine Rolle fur die Umsetzbarkeit im Alltag spielt. Fur die Wahl der
optimalen Probenentnahme mit dem Ziel der h6chsten Sensitivitat missen diese
Faktoren berucksichtigt werden. In unserer Studie war das Gurgeln mit der
salzhaltigen Losung fur 10 Sekunden vorgesehen. Bezugnehmend auf die
Resultate von Goldfarb et al. kann dieses Konzept eine zu geringe Zeitdauer
bedingen. Eine langere und wiederholende Spulung des Rachenraumes kann
eine hohere Detektionsrate ermdglichen und auf diese Weise die schwacheren
Ergebnisse hinsichtlich der Detektionsrate der Rachenspulung in unserer Studie
erklaren. Ein Vorteil der Rachenspulung ist die Probenentnahme aus dem Cavum
oris, denn RNA aus dem gesamten Oropharynx kann so nachgewiesen werden.
Goldfarb et al. konzipierten ein Schema, welches aus drei Mundspulungszyklen
und nachfolgendem Gurgeln besteht. [40] Hinsichtlich einer breiteren
Verflugbarkeit konnte sich Leitungswasser eignen, jedoch ist weiterhin ein steriles
Behaltnis erforderlich. Externe Daten zeigten eine valide Detektion durch
herkdmmliches Leitungswasser. [58] Bennett et al. betonten, dass sich die
Rachenspulung bereits fur den Nachweis anderer Viren eignete, denn [25, 40,
68] auch im Zusammenhang mit der ersten SARS-Epidemie wurden
Rachenspulungen verwendet. Zudem hat sich diese Probengewinnung bei
Kindern in der Vergangenheit bewahrt, da die Detektionsraten in anderen
Studien vergleichbare Ergebnisse mit herkommlichen Abstrichen erreichten. [68]
Weitere Daten analysierten nahezu gleiche Ct-Werte bei der Rachenspulung und
den empfohlenen Abstrichen und zeigten so eine bessere Detektionsfahigkeit der
Rachenspulung als unsere Studie. Eine mogliche Erklarung fur geringere
Viruslasten von SARS-CoV-2 sieht Mittal et al. in einer potenziellen Verdinnung
durch die verabreichte Gurgelldsung. [67] Grund kann auch in diesem Kontext
der Entnahmezeitpunkt sein. Ahnlich dem Speichel kann die Sensitivitat der
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Rachenspulung im zeitlichen Verlauf variieren, denn Mittel et al, fanden heraus,
dass die Ct-Werte der SARS-CoV-2 Nachweise durch die Rachenspulungen bei
Patienten mit einer Krankheitsdauer von uber sieben Tagen hoher waren als bei
Patienten, die unter sieben Tagen Symptome aufwiesen. Da die hoheren Ct-
Werte geringere SARS-CoV-2 Viruslasten aufzeigen, ist im Laufe einer Infektion

eine geringere Detektionskraft durch Rachenspulungen anzunehmen. [67]

Besonders die Kombination aus Speichelprobe oder Rachenspulung und der
Inhouse-PCR fuhrt gemal den Studienergebnissen zu einer hohen
Wahrscheinlichkeit fur falsch-negative Resultate.

Die meisten Studien untersuchten neben dem nasopharyngealen Abstrich den
Abstrich der vorderen Nase und der mittleren Nasenmuschel, sowie eine
Kombination aus nasopharyngealer und oropharyngealer Probe hinsichtlich der
Testung von SARS-CoV-2. Die Studienergebnisse von Gadenstaetter et al.
variierten hinsichtlich der Sensitivitat von mittleren Nasenmuschel Abstrichen
verglichen zu den nasopharyngealen Abstrichen. Jedoch stieg die Sensitivitat an,
sofern der mittlere Nasenmuschelabstrich mit Speichelproben oder
Rachenabstrichen kombiniert wurde. Gefahr war stets die Detektion falsch-
negativer Ergebnisse aufgrund mangelnder Viruslast. Der vordere Nasenabstrich
wies vergleichbare Sensitivitaten auf wie der Nasenrachenabstrich. Dies konnte
isoliert oder in Kombination mit oropharyngealen Abstrichen festgestellt werden.
Es bestanden deutliche Konkordanzen, wenn auch nasopharyngeal eine hohere
Detektion erreicht werden konnte. [22] Vorteil des vorderen Nasenabstrichs sind
die einfachere Probenentnahme sowie der hohere Komfort durch eine geringere
Invasivitat. Durch die Moglichkeit der Selbstentnahme wurde der Verbrauch an
personlicher Schutzausrustung auch hier reduziert. Aktuelle Forschung
verdeutlicht, dass selbstgewonnene Abstriche kombiniert aus Nase und Rachen
aquivalent zu fremdgewonnenen Abstrichen kombiniert aus Nasopharynx und
Rachen waren. Auch hatten selbst durchgefuhrte Abstriche die Fahigkeit frihe
Infektionen zu erkennen und konnen steigende Ct-Werte im zeitlichen Verlauf
zeigen. [22] Limitierender Faktor im Kontext der Selbstgewinnung kann eine
Ataxie oder Disdiadochokinese sein, wodurch die Patientlnnen die notwendige
motorische Voraussetzung fur die zielgerichtete Bewegung in Richtung des
Nasenvorhofs nicht aufbringen konnen.
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Eine hohe Relevanz fur den klinischen Alltag liegt in der der Viruslast. Sie ist
essenziell aufgrund der Isolationspflicht von stationaren Patientinnen und
konsekutiv hinsichtlich der Entlassungskriterien und fur den Endzeitpunkt von
IsolationsmalRnahmen. Eine Endisolation ist laut dem RKI bei einer Viruslast
unter 108 SARS-CoV-2 Kopien pro/ml mdglich. [27] Auch elektive Operationen
oder stationare Aufnahmen hangen von der HOhe der SARS-CoV-2-RNA
Konzentration ab. Daher ist die Verlasslichkeit der Bestimmung dieser
Konzentration von groRem Interesse. Die quantitative Analyse der SARS-CoV-2
RNA spielt somit eine wichtige Rolle in der virologischen Diagnostik. Unabhangig
von der RT-gPCR Methode wurde, wie auch in anderen Studien [64, 69] gezeigt,
mit dem Nasenrachenabstrich die hochste Viruslast detektiert. Im Vergleich
zeigte sich zu jeder anderen getesteten Matrix, dem Rachenabstrich, dem
Nasenvorhofabstrich, dem Speichel und der Rachenspulung, ein statistisch
signifikanter Unterschied. Festzuhalten ist, dass eine 100%ige Sensitivitat weder
durch unsere Studie noch durch andere mit keiner Testmethode erreicht werden
konnte. [66] Unsere Studie bestatigte den Nasenrachenabstrich als Goldstandard
in der SARS-CoV-2-Diagnostik aufgrund seiner zuverlassigen Nachweisbarkeit
der SARS-CoV-2 RNA. Im Hinblick auf die Viruslast zeigte sich durch den
Nasenvorhofabstrich die geringste Differenz zum Goldstandard in den Analysen
des NMDx. Im Gegenzug dazu ergab sich die geringste Differenz durch den
Rachenabstrich zum Goldstandard durch den c6800. In Gegenuberstellung zu
den Speichelproben und der Rachenspulung zeigten auch der Rachenabstrich
und der Nasenvorhofabstrich hohe Viruslasten. Gro3ere Abweichungen konnten
bei Speichelproben und Rachenspulungen zum Nasenrachenabstrich
beobachtet werden. Demnach waren die Speichelprobe und die Rachenspulung

in dieser Auswertung erneut unterlegen.

Hervorzuheben ist, dass sich in der quantitativen Analyse kein signifikanter
Unterschied zwischen dem vom Hersteller zusatzlich zum Nasenrachenabstrich
empfohlenen Rachenabstrich und dem Nasenvorhofabstrich ergab. Dieser
Aspekt ist ~methodenubergreifend feststellbar und verleiht dem
Nasenvorhofabstrich als minimal-invasive Alternative Potential fur den Einsatz im

klinischen Kontext zur Diagnostik von Covid-19. In der Literatur wird sogar ein
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fehlender  signifikanter ~ Unterschied des  Nasevorhofabstrichs  zum

Nasenrachenabstrich beschrieben. [57]

Unter Beachtung der vom RKI empfohlenen Entlassungskriterien aus der
Isolierung mit einem Schwellenwert von 108 SARS-CoV-2 Kopien pro/ml erfolgte
eine Analyse der Atemwegsmaterialien hinsichtlich dieses Grenzwertes.
Insofern wurde eine Analyse derselben Daten oberhalb und unterhalb des Cut-
Offs von 108 SARS-CoV-2 Kopien pro/ml erstellt. Analog zu der obigen
Darlegung erreichte der Nasenrachenabstrich wie erwartet auf allen drei
Plattformen sowohl mit einer Viruslast unterhalb als auch oberhalb der Schwelle
von 106 Kopien/ml die besten Ergebnisse. Ebenfalls simultan erwiesen sich
Speichel und Rachenspulung als schwachste Detektionsmaterialien ober- und
unterhalb der Schwelle. Bezugnehmend auf die Isolationsfahigkeit der
Patientinnen stellten sich die SARS-CoV-2 Testkits des c6800 und des NMDx als
zuverlassigste Tests heraus. Im Kontext der Endisolation errechneten sich durch
den c6800 und NMDx die besten Ergebnisse. Durch die Proben aus dem
Nasenrachenraum, Rachen und Nasenvorhof  konnten sichere
Entlassungskriterien geschaffen werden. Im Hinblick auf die Verfahren war die
Inhouse PCR unterlegen. Im Vergleich der Atemwegsmaterialien erbrachten
Speichelprobe und Rachenspulung keine ausreichenden Nachweise und
bewiesen damit keine klinische Einsatzfahigkeit im Kontext der Endisolation.

Wie jede wissenschaftliche Untersuchung unterliegt die vorliegende Studie
bestimmten Limitationen aufgrund der Konzeption und Durchfuhrung, die
beachtet werden mussen. Nachfolgend wird hierzu der Aspekt des Alters der

Kohorte, die Variabilitdt des Personals sowie der Entnahmezeitpunkt evaluiert.

Die untersuchte Kohorte hatte mit einem mittleren Alter von 57,5 Jahren im
Vergleich zu anderen Untersuchungen ein hohes Alter. [58, 70] Die ambulant
therapierte sowie infizierte und noch asymptomatische Bevdlkerung ist in unserer
Studienpopulation unterreprasentiert, da es sich nur um hospitalisierte Menschen
im Rekrutierungszeitraum im Herbst 2020 handelte, wahrend die Sars-CoV-2
Alpha Variante dominant wurde, die primar bei alteren Menschen mit einer
Hospitalisierung einherging [6]. Somit ist anzunehmen, dass die
Studienpopulation auch bei der geringen Anzahl inkludierter Patientlnnen nicht
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der gesellschaftlich betroffenen Population entsprach, und somit ein Grofteil

unterreprasentiert ist.

Die Entnahme der respiratorischen Materialien erfolgte durch eingewiesenes
medizinisches Personal sowie in Form der Selbstgewinnung im Rahmen der
Speichelprobe und der Rachenspulung. Hierbei wurde im Vorfeld keine
spezifische Entnahmereihenfolge festgelegt. Die Abfolge konnte durch das
Personal oder den Patienten individuell entschieden werden. Es muss
angenommen werden, dass kein systematisches Vorgehen hinsichtlich der
Invasivitat gewahlt wurde. Im Studienprotokoll wurden zudem keine Vorgaben
bezuglich des Vestibulum nasi angegeben. Ob die Proben ausschliel3lich aus
einem Vestibulum nasi enthommen wurden oder ob die Seiten wechselten,
wurde nicht dokumentiert. Es besteht somit ein Risiko der Virusverschleppung
abhangig von der Reihenfolge der Probengewinnung. Auszuschlie3en ist nicht,
dass zunachst der tiefe Nasenrachenabstrich enthommen, dann ipsilateral der
Rachenabstrich sowie anschlieBend an derselben Seite der vordere
Nasenabstrich entnommen wurde. In Bezug auf die Ergebnisse kann ein
Zusammenhang zu den reproduzierbar positiven Ergebnissen des
Nasenvorhofabstrich nicht ausgeschlossen werden. Unsere Studie zeigte keinen
signifikanten Unterschied der Virusnachweise zwischen dem Rachenabstrich
und dem Abstrich des Nasenvorhofs. Demnach muss der Einfluss der
potenziellen Virusverschleppung durch den tiefen Nasenrachenabstrich im
Bereich des Nasenvorhofabstrichs diskutiert werden. Eine festgelegte
Reihenfolge unter Beachtung der unterschiedlichen Invasivitat der
Abstrichmethoden kann einen zusatzlichen Ansatz fur Folgestudien erbringen. In
anderen Studien wurden die selbst entnommenen Proben ohne fachpersonelle
Supervision entnommen. Es wurden klare Verfahrensanweisungen gegeben, wie
die Rotation in beide Richtungen nach EinfUhren des Stabes fur einen Zentimeter
in das Nasenloch. Die Entnahme des Nasenrachenabstrich wurde im Vorfeld mit
zeitlicher Latenz durchgefuhrt. [71] Eine exakte zeitliche Differenz zum
Ausschluss einer mdglichen Verschleppung muss in Zukunft untersucht werden.

Die Entnahme der Proben erfolgte durch eine/n Studienarzt/-arztin oder
eingewiesenes medizinisches Personal beziehungsweise in Form einer

Selbstgewinnung. Die zustandigen Personen wechselten je nach Einsatzbereich
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und Stationszugehorigkeit. Alle wurden im Vorfeld eingewiesen und erhielten
zudem eine detaillierte Anleitung zur Probenentnahme. Aufgrund der fehlenden
personellen Stringenz, muss dennoch von einer Variabilitdt hinsichtlich der
Durchfuhrung der Proben ausgegangen werden. Demnach ist ein Streuungsmalf}
hinsichtlich der Sensitivitat in Abhangigkeit von der entnehmenden Person nicht
auszuklammern. Ein hoheres Mal® an Vergleichbarkeit durch personelle
Kontinuitat ist anzunehmen. [22] Korrelierend hierzu zeigten die Studiendaten
innerhalb des tiefen Nasenrachenabstrichs in den Testverfahren keine
garantierte Sensitivitat. Dies kann zum einen eine wahre Tatsache sein, bedingt
durch beispielsweise den nicht idealen Entnahmezeitpunkt, jedoch kann auch die
entnehmende Person ein Streuungsmaly beeinflussen. Instruktionsvideos
konnten eine Verzerrung reduzieren. [71] Die Invasivitat des empfohlenen tiefen
Nasenrachenabstrichs stellt besonders im padiatrischen Bereich eine grofe
Herausforderung dar. [23] Ob der Transfer der in dieser Studie gewonnenen
Daten auf Kinder verschiedenen Alters moglich ist, sollte in weiterfuhrenden
Studien Uberpruft werden.

Zusammenfassend zeigten beide Dualen Target SARS-CoV-2-Assyas
vergleichbare Ergebnisse sowohl beim Nachweis als auch bei der
Quantifizierung von SARS-CoV-2-RNA. Differenzen wurden nur zwischen den
verschiedenen untersuchten respiratorischen Materialien festgestellt. Mogliche
Grunde fur die geringere Sensitivitat von Speichel und Rachenspulungen sind
eine geringere Virusausscheidung in diesem Kompartiment, eine geringere
Stabilitat der SARS-CoV-2-RNA, sowie ein hoherer Verdlinnungsfaktor fur die
SARS-CoV-2-RNA, der mit der Heterogenitat der Proben zusammenhangt.

Erwahnenswert ist, dass beide in dieser Studie verwendeten dualen SARS-CoV-
2-Tests nur fur Nasen-, Nasopharyngeal- und Pharyngealabstriche validiert und
CE-gekennzeichnet wurden.
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6 Schlussfolgerung

Angesichts unserer Ergebnisse zeigten Nasenrachenabstrich, Rachenabstrich
und Nasenvorhofabstrich hohere SARS-CoV-2-RNA-Konzentrationen im
Vergleich zu weniger invasiven Materialien und sollten als Goldstandard fur die
COVID-19-Diagnostik angesehen werden. Speichel und Rachenspulung waren
in unserer Studienkohorte deutlich unterlegen. Nichtsdestotrotz kann die
Quantifizierung von SARS-CoV-2 aus minimal-invasiven Materialien bei
bestimmten Patientengruppen eine Rolle spielen, wenn sichergestellt ist, dass
dieselben Proben im Langsschnitt verglichen werden. Relevant ist der Aspekt,
dass nicht alle Atemwegsproben flur die Behandlung und Therapie von vor allem
hospitalisierten Patienten unabhangig vom Infektionsstadium geeignet sind,
besonders in fortgeschrittenen Infektionsstadien mit SARS-CoV-2.
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7 Zusammenfassung
Die  Studie Dbestatigte, die erwartet hochste Sensitivitat des
Nasenrachenabstrichs unabhangig von der RT-qPCR- Methode zum Nachweis
von SARS-CoV-2. Der Nasenvorhofabstrich  zeigte  vergleichbare
Detektionsraten zum Rachenabstrich und die geringste Viruslast-Differenz zum
Nasenrachenabstrich, sodass der Nasenvorhof eine minimal-invasive Alternative
zum Nasenrachen oder Rachen darstellen konnte. Eine hohe Zuverlassigkeit der
empfohlenen Proben durch den c6800- und NMDx- SARS-CoV-2 Assay konnten
bestatigt werden. Hinsichtlich eines sicheren Entlassungskriteriums zeigten der
c6800 und NMDx im Nasenrachenabstrich, Rachenabstrich und ebenso
Nasenvorhofabstrich die sensitivsten Ergebnisse. Die Inhouse-PCR war in allen

Analysen unterlegen.
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