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Abstrakt

Hintergrund

Wahrend der SARS-CoV-2 Pandemie wurden sowohl Antigenschnelltests zum Nachweis von
Virusproteinen als auch PCR-Verfahren zum Nachweis von viraler RNA entwickelt und
groRflachig eingesetzt. Durch das enorme Testaufkommen wurde der Stellenwert des
Antigenschnelltests als zuverldssiges und weitreichend verfligbares Testverfahren im Verlauf
der Pandemie diskutiert. Zu Beginn der Pandemie gaben Antigentesthersteller hohe, mit den
Ergebnissen der PCR vergleichbare, Sensitivitaten fiir ihre Antigenschnelltests an. Diese
Sensitivitaten wurden in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zur PCR Uberpruft.

Methoden

Dazu wurden zunachst gepoolte Kontrollproben parallel mit PCR und Antigenschnelltest
untersucht, um anschliefend Patientenproben mit dem geeignetsten Antigenschnelltest im
Vergleich zur PCR zu untersuchen.

Ergebnisse

Besonders auffillig waren die Gliteunterschiede der Nachweisgrenzen zwischen den
verschiedenen Testsystemen. Nur 3 von 13 untersuchten Tests zeigten eine annahernd
ausreichende Nachweisgrenze. Von diesen Antigenschnelltests wurden PCR-positive Proben
mit einem Ct-Wert von bis zu 25 erkannt. Insgesamt zeigte sich eine analytische Sensitivitat
der Schnelltests von 51,28% im Vergleich zur PCR. Unter realen Bedingungen zeigten sich bei
149 Getesteten signifikante Unterschiede zwischen der symptomatischen Sensitivitat: 50 %
(95% Cl: 34,5% bis 65,5%, p-Wert: <0,0001) und asymptomatischen Sensitivitat: 28,6 % (95%
Cl: 13,8% bis 50%, p-Wert: 0,0005). Diese Untersuchung zeigt, dass klinische Faktoren wie
die Symptomatik und eine Umfeldanamnese einbezogen werden missen.
Zusammengenommen zeigte sich eine Sensitivitdt von 43,6 % (95% Cl: 31,4% bis 56,7%, p-
Wert: <0,0001).

Diskussion

Daraus lasst sich ableiten, dass von den Herstellern selbstvalidierte Testsysteme nur mit
Bedacht einsetzbar sind. Eine unabhangige Evaluation der CE-Zertifizierung ist unerlasslich.
Die Diskrepanz zwischen den von Herstellern angegebenen Sensitivitdten und den unter
realen Einsatzbedingungen beobachteten Leistungen der Antigenschnelltests wirft
erhebliche Zweifel beziiglich Vorgehensweise der Testevaluation der Hersteller auf. Es wird
deutlich, dass die anfdngliche Hoffnung auf eine schnelle, einfache und effiziente Screening-
Methode durch die praktischen Erfahrungen gedampft wird. In Anbetracht der hier
erhobenen Daten sollte die Zuverlassigkeit von Antigenschnelltests fiir das Screening auf
SARS-CoV-2 zurilickhaltend eingeschatzt werden. Sofern der Anwender lber die Moglichkeit
verfligt, eine Validierung durchzufiihren, sollte diese vorgenommen werden. Durch die
geringe Sensitivitat der Schnelltests, besonders bei symptomlosen Personen mit einer
wahrscheinlich geringen Viruslast, sollte mit falsch negativen Ergebnissen gerechnet werden.
Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass eine kontinuierliche Uberwachung und die
Bewertung der Testleistung wichtig sind, um sicherzustellen, dass nur die zuverlassigsten
Antigenschnelltests verwendet werden.



Abstract

Introduction

During the SARS-CoV-2 pandemic, both rapid antigen tests for the detection of viral proteins
and PCR methods for the detection of viral RNA were developed and used on a large scale.
Due to the enormous volume of tests, the importance of rapid antigen tests as a reliable and
widely available test method during the pandemic was discussed. At the beginning of the
pandemic, antigen test manufacturers reported high sensitivities for their rapid antigen tests
that were comparable to the results of PCR. These sensitivities were tested in this study in
comparison to PCR.

Methods

For this purpose, pooled control samples were first tested in parallel with PCR and various
rapid antigen tests. Afterwards, patient samples were tested with the most suitable rapid
antigen test in comparison to the PCR.

Results

The differences in the quality of the detection limits between the various test systems were
particularly striking. Only 3 of 13 tests showed an almost sufficient detection limit. Of these
rapid antigen tests, PCR-positive samples with a Ct value of up to 25 were detected. Overall,
the analytical sensitivity of the rapid tests was 51.28% compared to PCR testing.

Under real-life conditions, 149 subjects tested showed significant differences between
symptomatic sensitivity: 50% (95% Cl: 34,5% bis 65,5%, p-value: <0,0001) and asymptomatic
sensitivity: 28.6% (95% Cl: 13,8% bis 50%, p-value: 0,0005). This study shows that clinical
factors such as symptoms and an environmental history must be taken into account. The
overall sensitivity was 43.6% (95% Cl: 31,4% bis 56,7%, p-value: <0,0001).

Discussion

This study suggests that test systems self-validated by the manufacturers can only be used
with great caution. An independent evaluation of CE certification is essential. The
discrepancy between the sensitivities stated by the manufacturers and the performance of
the rapid antigen tests observed under real conditions of use raises considerable questions
regarding the manufacturers' test evaluation procedures.

The initial hope for a quick, simple and efficient screening method has been dampened by
practical experience. In view of the data collected here, the reliability of rapid antigen tests
for screening for SARS-CoV-2 should be assessed very cautiously. If the user has the
possibility to carry out a validation, this should be done. Due to the low sensitivity of the
rapid tests, especially in asymptomatic persons with a presumably low viral load, false
negative results should be expected.

The results of this work suggest that continuous monitoring and evaluation of test
performance are important to ensure that only the most reliable rapid antigen tests are
used.



1. Einleitung

a. SARS-CoV-2 Pandemie

Anfang 2020 wurde das zu den Beta-Coronaviren gehdrende ,severe acute respiratory
syndrome coronavirus type 2‘ (SARS-CoV-2) als Ausloser von der Coronavirus-Krankheit-2019
(COVID-19) identifiziert (RKI 2021). Das Virus hat wahrscheinlich einen zoonotischen
Ursprung in China. Durch die hohe Infektiositat von SARS-CoV-2 verbreitete sich das Virus
weltweit, sodass die WHO am 11. Marz 2020 eine Pandemie ausgerufen hat (Ghebreyesus, T
WHO 2020). Weltweit gibt es bisher iber 6,9 Millionen Todesfélle, die mit einer COVID-19
Erkrankung zusammenhangen. Besonders stark betroffen sind Ballungsgebiete in denen
Menschen auf engstem Raum zusammenleben. Dies ist auf den Hauptlibertragungsweg
zuriickzufiihren. Der Hauptibertragungsweg ist die respiratorische Aufnahme virushaltiger
Partikel aus Aerosolen der Ausatemluft (Ji Y et al. 2018, Chen X et al. 2021). Die mittlere
Inkubationszeit betragt 5,2 Tage (Li Q et al. 2020). Um die Ansteckungsgefahr zu verringern,
bietet es sich an, infektiose Personen zu identifizieren und unter Quarantane zu stellen. Es
gilt vor allem asymptomatische Virustrager rechtzeitig zu entdecken, um Ansteckungen zu
verhindern. Daflir wurde eine nationale Teststrategie entwickelt (TestV BAnz AT 2021). Diese
wurde im Verlauf der Pandemie laufend aktualisiert.

b. Coronaviren

Spikeprotein (S)
Nukleokapsidprotein (N)
____—— Membranprotein (M)
Hullprotein (E)

YE\ Virus-RNA

Abbildung 1: Schematische Darstellung von SARS-CoV-2

Coronaviren sind unter Sdugetieren und Vogeln weit verbreitet. Die Fahigkeit zur homologen
Rekombination ermdglicht es, auf neue Wirtsspezies Giberzugehen (Graham and Baric 2010).
Weltweit sind sieben humanpathogene Coronaviren bekannt. Das namensgebende Merkmal
sind die 1966 erstmals mit dem Elektronenmikroskop dargestellten Spikeproteine (S-
Proteine). Diese 20-25nm langen S-Proteine (Laue et al. 2021) bilden mit den
Envelopeproteinen (E-Proteinen) und den Membranproteinen (M-Proteinen) die
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Virusmembran. Die Virusmembran umgibt das Nukleokapsid, welches aus dem
Nukleokapsidprotein (N-Protein) und dem Virusgenom besteht. Die aus 30 Kilobasen
bestehende und somit langste bekannte virale Einzelstrang-RNA des Virus kodiert fiir die S-,
E-, M- und N-Proteine und die den Replikase-Transkriptase-Komplex bildenden Nicht-
Struktur Proteine 1-16 (Nsp) (Yao et al. 2020, Fehr and Perlman 2015). Das Virus bindet
mittels S-Protein an der Wirtszelle und gelangt hauptsachlich tGber den ACE-2-Rezeptor,
unterstitzt durch die Protease TMPRSS2, in die Wirtszelle (Hoffmann et al. 2020, Bestle et al.
2020). Besonders die Epithelzellen der oberen Atemwege exprimieren ACE-2-Rezeptoren
und TMPRSS2 zugleich. Dadurch vermehren sich die Viren hauptsachlich in den
Nasenepithelzellen und schadigen die infizierten Zellen (Xu et al. 2020, Sungnak et al. 2020).
Daruber hinaus zeigen Coronaviren einen Organtropismus flr Lungen, Rachen, Herz, Leber,
Gehirn und Nieren (Stein et al. 2022, Puelles et al. 2020). Fiir den Nachweis von Viren bieten
sich Proben aus den erreichbaren oberen Atemwegen an.

c. Virusnachweisverfahren

Die Entnahme von Rachenabstrichen ist eine leicht tolerierbare Nachweismethode (Wolfel R
et al. 2020). Im nasopharyngealen Abstrich findet sich eine hohere Viruslast als in
oropharyngealen Abstrichen. So ist der kombinierte naso- und oropharyngeale Abstrich in
Kombination mit einem Antigentest oder der PCR die optimale Nachweismethode (WHO,
2020; RKI, 2021b). Der meist aus Kunststoff und Kunstfaser (Nylon-Flockfaser-Abstrichtupfer)
bestehende Abstrichtupfer wird durch die Nase in den Rachenraum eingefiihrt und fir
wenige Sekunden an der Rachenwand gerieben. Die sich dort vermehrenden Viren und
Zellen werden losgeldst und mit Hilfe des Tupfers in eine Transportlosung tGberfiihrt. Die
Viren und Zellen verteilen sich in der Transportlésung und ermdéglichen somit eine
mehrfache Testung der Probe. Der sicherste Weg eine Infektion zu erkennen, ist der
Nachweis von Virusgenomen mittels molekularbiologischer Verfahren. Das in der Diagnostik
etablierte Verfahren der Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) stellt die
praferierte Methode dar.

d. Quantitative Echtzeit-Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion

(RT-gPCR) flr den Nachweis einer SARS-CoV-2 Infektion

Der bestehende Goldstandard fiir den Nachweis einer SARS-CoV-2 Infektion ist die Real-Time
RT-Polymerasekettenreaktion. Durch die RT-qPCR kénnen kleinste Mengen der Virus-RNA
nachgewiesen werden. Die gewonnenen Abstriche werden in Transportmedien tberfiihrt.
Gekuhlt konnen die Proben bis zu 72 Stunden bei 2-8°C gelagert werden. Fir spatere
Testungen missen die Proben bei -70°C asserviert werden. Fiir die Durchfiihrung der PCR
gibt es mehrere Protokolle. Ein Protokoll zum Nachweis ist das Verfahren der Centers for
Disease Control and Prevention (CDC 2021). Mit Hilfe der PCR werden spezifische Teile des
Virusgenoms vermehrt. Dazu gehoren die non-structural Gene (Nsp) sowie die
Nukleokapsidgene 1 und 2. In jeder Probe wird bakterielle 16S RNS als Kontrolle vermehrt.
Zum Nachweis von SARS-CoV-2 werden die spezifischen Genabschnitte 2019-nCoV N1 und
N2 vermehrt. Wenn nach 40 Amplifikationszyklen die spezifischen N1 und N2 Gene nicht
parallel amplifiziert werden kénnen, handelt es sich um ein negatives Ergebnis. Wenn die
16S-RNA nach 40 Amplifikationszyklen nicht amplifiziert werden kann, handelt es sich um ein
unglltiges Ergebnis. Eine Ausnahme bildet die Konstellation: Beide N-Gene kénnen vermehrt
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werden und die 165-RNA kann nicht vermehrt werden, so wird der Untersuchungslauf als
valide und positiv gewertet. Wenn nur eines der beiden N-Gene amplifiziert werden kann,
muss die Probe erneut prozessiert werden. Die Anzahl der zur Sichtbarmachung der
Virusgenome bendtigten Amplifikationszyklen ist im Ergebnis als Cycle threshold-Wert
angegeben (Ct). Bei der Erh6hung des Ct-Werts handelt es sich bei jeder Stufe um eine
Verdopplung der in der Probe vorhandenen Menge an RNA. Es ergibt sich ein exponentielles
Wachstum pro Stufe. Das bedeutet, je niedriger der Ct-Wert, umso hoher ist die Menge
viraler RNA in der Probe. Werte <40 Ct beider N-Gene sprechen fiir eine Infektion. Da die
Entnahme der Probe nicht standardisiert ist und keinen festen Volumenbezugspunkt besitzt,
ist das Ergebnis nicht verlasslich zu quantifizieren. Medizinische Labore benétigen in der
Regel nach Eintreffen der Proben ungefahr 24 Stunden zur Durchfliihrung der PCR-Analytik
und Rickibermittlung der Befunde. Die Kapazitaten der Laboratorien waren
zwischenzeitlich durch Lieferengpasse der Hersteller von Laborverbrauchsmaterialien sowie
Reagenzien limitiert. Des Weiteren erlaubt die RT-PCR den Nachweis von Virusgenomen, die
auch intrazellular vorliegen kénnen. Dadurch ist nicht zwangslaufig auch auf die Prasenz
infektioser Partikel riickzuschlieRen, besonders wenn nur sehr wenig virale RNA in der Probe
vorliegt.

e. Antigen Point of Care Tests (POCT) als Erganzung zur PCR fir die Nationale
Teststrategie

Parallel zur PCR wurden sogenannte Antigenschnelltests etabliert, um patientennah eine
Infektion detektieren zu kénnen. Ziel ist es, moglichst sensitiv und spezifisch Nicht-Infizierte
von Infizierten unterscheiden zu kdonnen. Sie bieten den Vorteil, virale Proteine
nachzuweisen, was zumindest den Riickschluss zulasst, dass die virale RNA noch aktiv
abgelesen wird. Allerdings muss bei den Antigenschnelltests von einer geringeren
Sensitivitat im Vergleich zur PCR ausgegangen werden, da das vorhandene Protein direkt
nachgewiesen wird und nicht wie bei der PCR stark vermehrt werden kann. Antigen
Schnelltests sollen vor allem in Pflegeeinrichtungen und Altenheimen vulnerable Patienten
schiitzen. Diese Strategie wurde ab Oktober 2020 propagiert. Auch im Gesundheitswesen
waren ab November 2021 regelmaBige Antigenschnelltests durchzufiihren. Positive
Schnelltests miissen entsprechend der Nationalen Teststrategie durch eine PCR bestatigt
werden. Die Schnelltests basieren auf dem sogenannten Lateral Flow Immuno-Assay Prinzip
(LFIA). Antikorper gegen Proteine eines nachzuweisenden Erregers werden auf einer
Tragersubstanz immobilisiert. Diese fangen spezifische Virusproteine in einem Antigen-
Antikorper-Komplex ein. Typischerweise wird in diesen Testsystemen das die Virusmembran
bildende Nukleokapsidprotein (N-Protein) nachgewiesen. Die im Extraktionspuffer geloste
Probe lauft mit Hilfe von Kapillarkraften entlang des Tragers, auf dem fiir das Antigen
spezifische Antikdrper immobilisiert sind. Die Antikorper-Antigen Reaktion wird durch einen
irreversiblen Farbumschlag sichtbar gemacht. Im Kontrollsteifen werden unterschiedliche
Reagenzinhalte des Extraktionspuffers (z.B. Hihneralbumin) mittels geeigneter Antikorper
immobilisiert und dargestellt. Eine entsprechende Kontrollreaktion hilft den Testablauf als
glltig oder ungiiltig zu qualifizieren.



f. Antigenschnelltestentwicklung in der Pandemie

Es wurden zahlreiche Testsysteme fir den Nachweis von SARS-CoV-2 entwickelt. In der
ersten Phase der Pandemie wurden die Rahmenbedingungen fiir die Zulassung von In-vitro
Diagnostika gelockert. Mit der Zeit entwickelten die Aufsichtsbehdrden Anforderungen, die
die Testhersteller mindestens erfiillen mussten. Das Paul-Ehrlich-Institut entwickelte und
publizierte diese Mindestkriterien. Laut dieser Kriterien musste ein Schnelltest eine
diagnostische Sensitivitat von >80% im Abgleich mit nicht selektierten PCR-positiven Proben
nachweisen. Daflir mussten in klinischen Studien mindestens 100 Personen mit COVID-19-
Symptomen, sieben Tage nach Symptombeginn, als Testkollektiv fiir die Ermittlung der
Sensitivitat herangezogen werden. AuRerdem mussten die Tests eine diagnostische
Spezifitat von >97% aufweisen. Fir die Ermittlung der Spezifitat mussten mindestens 100
asymptomatische Personen ohne konkretes Expositionsrisiko als Testkollektiv herangezogen
werden. AuBerdem sollte eine nicht ndher spezifizierte Anzahl von Proben mit verwandten
humanen Coronaviren (z.B. Human coronavirus 229E, O0C43, NL63 sowie MERS coronavirus)
zur Uberpriifung der Kreuzreaktivitit in die Ermittlung der Testcharakteristika
eingeschlossen werden. Des Weiteren sollten Untersuchungsproben mit anderen
Infektionserregern (z.B. Influenza A, Influenza B, RSV) sowie moglicherweise interferierende
Antigene bei Nasenabstrichen als Probenmatrix (z.B. Staphylococcus aureus) einbezogen
werden. Auch eventuelle Virusmutationen des Spikeproteins sollen zuverldssig erkannt
werden (BfArM 2020, PEI 2021). Diese Kriterien mussten von Tests erfillt sein, um in
Deutschland vom Bundesinstitut flir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) gelistet zu
werden. Die Liste der Testhersteller wurde im Laufe der Pandemie kontinuierlich aktualisiert.
Es gab zeitweise 286 vom BfArM gelistete Antigentests zum Nachweis von SARS-CoV-2 fiir
den Einsatz am Point of Care ohne eine Ablesung mittels eines Gerates (Stand 15.01.2021)
(BfArM 2020). Die ermittelten Testspezifikationen mussten nicht von unabhangigen Studien
Uberprift werden. Bei einer unabhangigen Untersuchung von 122 Antigenschnelltests
zwischen September 2020 und April 2021 wurden 96 Schnelltests identifiziert, die eine
Sensitivitat >75% bei Proben mit einem Ct-Wert von <25 aufwiesen. Nur 20 Tests wiesen
eine Sensitivitdt > 75% bei Proben mit einem Ct-Wert zwischen 25-30 auf (Scheiblauer et. al
2021). Kein Test erreichte die Sensitivitatsgrenze bei der Testung von asymptomatischen
Patienten. Darliber hinaus erfiillten nur 17 von 20 Tests die Anforderung einer Spezifitat von
>97% (Dinnes et al. 2022). Es ist davon auszugehen, dass viele der von den Herstellern CE-
klassifizierten Tests die vom PEl erlassenen Mindestkriterien nicht erfillen.

Die Liste (Common RAT list) ist seit dem 29. Juni 2022 auf der Website des PEI als
gemeinsame Liste der Europdischen Kommission: Public Health verlinkt. Seit dem Umzug der
Webseite haben sich die Mindestanforderungen verscharft. Die 282 gelisteten
Antigenschnelltests werden nun in Kategorie A und B eingeteilt. Alle Tests miissen die
gemeinsamen Kriterien des Health Security Committees erfiillen. Fiir die Kategorie A muss
mindestens eine prospektive klinische Studie nach den Kriterien des Health Security
Committees vorliegen. In dieser Studie muss mindestens eine Sensitivitat von 80% bei einer
Testung von nicht selektierten symptomatischen Patienten innerhalb von 7 Tagen seit
Symptombeginn oder asymptomatischen Patienten mit einer durch einen RT-PCR
bestatigten Infektion mit SARS-CoV-2 gezeigt werden. Andernfalls missen die Tests eine
Sensitivitdat von mindestens 90% bei der Testung von Proben mit einer bestatigten
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SARS-CoV-2 Infektion mit einem Ct-Wert (iber 25 aufweisen. Die Studienpopulation muss
mindestens 100 Probanden mit einer durch die RT-PCR nachgewiesenen und 300 Probanden
mit einer durch die RT-PCR ausgeschlossenen SARS-CoV-2 Infektion beinhalten. Die Tests
missen mindestens eine Spezifitat von >98% aufweisen. Fir die Kategorie B muss
mindestens eine retrospektive in-vitro Studie nach den Kriterien des Health Security
Committees vorliegen. Die Tests miissen mindestens eine analytische Sensitivitat von 80%
oder eine Sensitivitat Uber 90% bei Proben mit einem Ct-Wert Giber 25 aufweisen. Auch die
Tests der Kategorie B miissen mindestens eine Spezifitat von 98% aufweisen (EC 2023).

Weitere Mindestanforderungen sind eine CE-Kennzeichnung und eine Zulassung in
mindestens einem der 27 EU-Mitgliedsstaaten. Um eine CE-Kennzeichnung zu erhalten,
muss ein Hersteller nachweisen, dass der Antigenschnelltest die EU-weiten Anforderungen
an Sicherheit, Gesundheitsschutz und Umweltschutz erfiillt. Die seit dem 26.05.2022 in Kraft
getretene IVD-Richtlinie stuft SARS-CoV-2 als Risikogruppe D-Pathogen und dadurch die
Nachweistests in die hochste Risikoklasse ein. Somit muss fir die Zulassung eines Tests eine
benannte Konformitatsbewertungsstelle die Klassifizierung tiberprifen. Die bisher
zugelassenen Tests verlieren im Mai 2025 ihre CE-Kennzeichnung (BfArM 2020). In
Deutschland missen durch das PEI genehmigte klinische Leistungsstudien durchgefiihrt
werden, um eine CE-Klassifizierung zu erhalten.

g. Pandemiewellen

Seit dem Beginn der Pandemie wurden die deutschlandweiten Infektionszahlen tagesaktuell
vom Robert Koch-Institut veroffentlicht. Dadurch konnte das Gesamtgeschehen retrospektiv
in zuerst 3 und spater 8 epidemiologische Phasen eingeteilt werden (Schilling et al. 2021,
Tolksdorf et al. 2022). Diese Einteilung beinhaltet 6 Pandemiewellen mit erh6htem
Infektionsgeschehen und zwei Plateauphasen in den Sommermonaten 2020 und 2021. Die
Wellen sind besonders durch die steigenden und fallenden Inzidenzen gekennzeichnet.
Zusatzlich stellt der Nachweis von Virusmutationen einen zentralen Aspekt in der Einteilung
dar. Diese Virusmutationen wurden standig von der WHO (iberwacht und als variant of
concern (VOC), variant of interest (VOI) und variant under monitoring (VUM) klassifiziert
(WHO 2023, WHO 2023b). Besondere Beachtung bedarf es dabei den Varianten Alpha
(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2) und seit Ende November 2021
Omikron (B.1.1.529 und Sublinien). Diese vom RKI als besorgniserregende VOC eingestuften
Virusmutationen unterscheiden sich epidemiologisch durch veranderte Transmissibilitat,
Virulenz, Infektiositat oder Effektivitat von GegenmaRnahmen und Nachweismethoden vom
Indexvirus aus Wuhan (WHO 2021). Die zum Zeitpunkt der Abfassung dieser Arbeit
vorherrschende Virusvariante Omikron-BA.5 und ihre Sublinien weisen eine erhéhte Affinitat
zum ACE-2-Rezeptor auf und sind nicht auf die Protease TMRPSS2 angewiesen, um in die
Zellen einzudringen (Peacock et al. 2022). Durch diese Veranderungen sind bereits
Immunevasionen beschrieben (Andreano et al. 2021, Greaney et al. 2021, Starr et al. 2020,
Weisblum et al. 2020, Zahradnik et al. 2021). Strukturelle Veranderungen der
Rezeptorbindungsdomane in den oberflachlichen S-Proteinen werden haufig beobachtet
und begiinstigen die Entstehungen von Escape Varianten (Telenti et al. 2022, Willett et al.
2022). Uber Mutationen in den von den Antigenschnelltests nachgewiesenen N-Proteinen ist



wenig bekannt. Dennoch missen die Antigenschnelltests stetig validiert werden, um zu
Uberprifen, ob die Gberwiegend auftretenden Virusmutationen sicher erkannt werden.

h. Schutzmafinahmen

Ein wichtiger Anteil der Infektionspravention ist die Einhaltung von HygienemaBBnahmen und
das Tragen personlicher Schutzausriistung. Seit dem 29. April 2020 galt deutschlandweit eine
von der Bundesregierung erlassene allgemeine Maskenpflicht in Geschaften und in
offentlichen Verkehrsmitteln. Diese Regeln wurden im Laufe der Pandemie regelmaRig
aktualisiert und am 01.0ktober 2022 im Infektionsschutzgesetz § 28b festgehalten. Dariiber
hinaus wurden der allgemeinen Bevdlkerung InfektionspraventionsmalRnahmen empfohlen.
Dazu gehdérten das Tragen einer FFP2-Schutzmaske, ein Sicherheitsabstand von 1,5 m zu
anderen Personen, die Handedesinfektion und das regelmaRige Handewaschen (§ 28b IfSG,
Talic et al. 2021, Chu et al. 2020).

i. Zielsetzung der Dissertation

Ziel der Untersuchung war es, den Nutzen der zur Verfligung stehenden Nachweisverfahren
im klinischen Alltag zu priifen und eine Empfehlung fiir die Anwender zu erarbeiten, wann
ein Antigentest und wann eine PCR zum Nachweis einer Infektion eingesetzt werden sollte.

Es ergeben sich die folgenden Hypothesen:

- Es besteht ein Zusammenhang zwischen der beobachteten Symptomatik der Patienten
und der Sensitivitat der Antigenschnelltests.

- Es besteht ein Zusammenhang zwischen dem Hospitalisierungsstatus und der
Sensitivitat der Antigenschnelltests.

- Die Indikationsstellung zur Durchfiihrung von Antigenschnelltests hdangt von der
Symptomatik des Patienten ab.

Um diese Hypothesen zu liberpriifen, wurden die folgenden beschriebenen Untersuchungen
durchgefiihrt.

2. Material und Methoden

a. Versuchsreihe 1: Ermittlung der Nachweisgrenze von 13 Antigenschnelltests

Fiir diesen Versuch wurde eine Poolprobe mit einem Volumen von 20 ml hergestellt. Die
Auswahl der Patientenrestproben erfolgte durch Dr. Mark Wasner. Hierfiir wurden Proben
der Routinemikrobiologie mit niedrigen Ct-Werten eingefroren und fiir die Versuchsreihe
nach dem Auftauen gepoolt. Die Ct-Werte der Poolprobe wurden parallel zur Versuchsreihe
pro amplifiziertem Gen (N-Gen und Nsp2-Gen) ermittelt. Die Ct-Werte betragen fiir das N-
Gen 15,98 und das Nsp2-Gen 16,72. Aus dieser Poolprobe wurden 2 Verdiinnungsreihen
erstellt. Daflir wurden jeweils 2 ml der Poolprobe entnommen und mit 18 ml physiologischer
Kochsalzlosung gemischt. Das Gemisch wurde mittels Vortexmischer bei 2500U/min

30 Sekunden lang homogenisiert. In einer Verdiinnungsreihe wurde die Probe in jedem
Schritt um den Faktor 10 verdiinnt. Insgesamt wurden 7 Verdliinnungsstufen erstellt. Im
Verlauf wurden die beiden separaten Verdiinnungsreihen zusammengefiihrt. Aus jeder
Verdiinnungsstufe wurden 5ml zusammengefiihrt. Es wurden 100 pl der Extraktionspuffer
der Antigenschnelltests und 100 pl der vorbereiteten Probe in 1,5ml Eppendorf
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Reaktionsgefalle liberfiihrt. Diese wurden mittels Vortexmischer homogenisiert. Die so
vorbereiteten Proben wurden parallel auf die Auftragsstellen der Antigenschnelltests
aufgebracht. Es wurden pro Test 2 Testkassetten im Parallelansatz prozessiert. Pro Test
wurden zwei Chargen, sofern vorhanden, verwendet. Die Ergebnisse wurden nach

15 Minuten abgelesen und mittels Fotografie dokumentiert. Dieses Verfahren wurde auf
jede Verdiinnungsstufe angewendet. Die Verdiinnungsstufe 7 wurde ausschlieRlich in Test 1-
3 prozessiert. Die verdiinnten Proben wurden mittels Routine-PCR untersucht, um den
Ct-Wert der Probe zu ermitteln.

Analog zu diesem Vorgehen wurde eine Negativkontrolle vorbereitet und prozessiert.

Tabelle 1: Testname und Chargennummer aus Versuch 1

Testname Charge 1 Charge 2
Test 1 Clinitest 2010192 2011099
Test 2 AMP Rapid Test 20100009 20110001
Test 3 Coronavirus Ag Rapid 2010217 2010219
Test
Test 4 Standard Q COVID-19 | QC0O3020042P/SUB: P- | QCO3020042P/SUB: P-
Ag 1 2
Test 5 GA CoV-2 Antigen 20398002/1 20398002/1
Rapid
Test 6 CerTest SARS-CoV-2 SCO012E418 SCO009K391
Test 7 NovaTest 20201105 20201105
Test 8 MEDsan 25AG0120201116S 25AG0120201116S
Test9 JoinStar COVv2011001L COVv2011001L
Test 10 VivaDiag SE2011034 SE2011034
Test 11 Hightop COV-1201159 COV-1201159
Test 12 Reall 202011007 202011007
Test 13 Spucktest COV045-2010sS404 COV045-2010S404

b. Versuchsreihe 2: Patientenkollektiv
In der vorliegenden Studie wurden 149 Patienten im Alter von 18-89 Jahre eingeschlossen.
Voraussetzung fiir die Teilnahme war der klinische Verdacht auf eine Infektion mit SARS-
CoV-2 oder der Kontakt zu einer infizierten Person, sowie eine unterschriebene
Einwilligungserklarung. Es wurden keine Ausschlusskriterien definiert. Von den 149
Probanden waren 137 Patienten im Fieber- und Testzentrum Bernburg vorstellig geworden
und 12 Patienten befanden sich in den Ameos Kliniken der Region Ost in stationarer
Behandlung. Die Patienten wurden in 4 Patientengruppen zu 3 Zeitpunkten wahrend der
Pandemie eingeschlossen. Die erste Patientengruppe umfasste 56 Patienten im
Fieberzentrum Bernburg im Januar 2021 wahrend der zweiten Pandemiewelle. Die zweite
Patientengruppe umfasste 42 Patienten im Fieberzentrum Bernburg im Mai 2021 wahrend
der dritten Pandemiewelle (VOC Alpha). Die dritte Patientengruppe umfasste 39 Patienten




im Fieberzentrum Bernburg wahrend der vierten Pandemiewelle (VOC Delta Herbst/Winter).
Die vierte Patientengruppe umfasste 12 hospitalisierte Patienten ebenfalls im Mai 2021
wahrend der vierten Pandemiewelle (Tolksdorf K et al. 2022). Von den hospitalisierten
Patienten lagen 5 Patienten auf einer Normalstation im Klinikum Aschersleben, 1 Patient auf
der Intensivstation im Klinikum Aschersleben, 2 Patienten auf einer Normalstation im
Klinikum Bernburg und 4 Patienten auf einer Normalstation im Klinikum StaRfurt. Im
Rahmen des Einschlusses der Patienten der ersten Untersuchungsgruppe vom Januar 2021
wurden von Dr. Mark Wasner anonymisierte Ct-Werte aus der Routinelaboruntersuchung
zwischen dem 01.01.2021 und dem 27.01.2021 zur Verfligung gestellt. Dabei wurde von 393
Proben das Nsp2-Gen prozessiert. Von weiteren 357 Proben wurde das N-Gen prozessiert.
Alle Untersuchungen wurden mit Hilfe des Gerates QuantStudio 6 der Firma ThermoFisher
Scientific durchgefihrt.

c. Abstrichentnahme

Alle Patienten wurden im Rahmen einer klinischen Untersuchung mittels
Nasopharyngealabstrich in einem Antigenschnelltest der Firma Orient Gene (Coronavirus Ag
Rapid Test) und der RT-PCR auf eine Infektion mit SARS-CoV-2 getestet.

Der Antigenschnelltest wurde nach 15 Minuten ausgewertet. Die Ergebnisse der RT-PCR
wurden unter Angabe des Ct-Werts ermittelt. Fiir jede Probe wurden das N-Gen und das
Nsp2-Gen amplifiziert.

d. Personliche Schutzausristung
Die standardmaRige personliche Schutzausriistung bei Abstrichentnahme bestand aus einer
FFP2-Maske, einem Einwegkittel, einer Haube und Einweghandschuhen.

e. Anamnesebogen

Wahrend der klinischen Untersuchung wurden die Symptome und der Krankheitsverlauf der
Patienten in einem Anamnesebogen dokumentiert. Des Weiteren wurden das Geburtsdatum
der Patienten, Symptome, vorherige Infektionen, der Impfstatus, eine vorangegangene
Hospitalisierung, vorherige Testergebnisse der RT-PCR und der Antigentestungen sowie ein
mogliches Kontaktdatum mit einer infizierten Person erhoben.

Die Leitsymptome einer COVID-19-Erkrankung sind Husten, Fieber, Schnupfen und Storung
des Geruchs- und/oder Geschmackssinns (RKI 2021; Schilling et al. 2021b). Die Patienten
wurden mit Fokus auf die beschriebenen 4 Leitsymptome im Rahmen einer klinischen
Untersuchung in zwei Gruppen unterteilt.

In Gruppe 1 befinden sich Patienten, die mindestens ein Leitsymptom aufwiesen. In Gruppe
2 finden sich Patienten, die an keinem der Leitsymptome litten.

Es zeigten 59 Patienten zum Zeitpunkt der Testung mindestens ein Leitsymptom, 90
Patienten zeigten keine Leitsymptome und galten somit als asymptomatisch. Grund fir die
Testung dieser Patienten waren unspezifische Symptome, ein vorheriger positiver Selbsttest
oder der Kontakt zu einem positiv getesteten Patienten. Im Anschluss an die Untersuchung
wurden die Daten eingescannt und in einer Datenbank in Microsoft Excel gesammelt.
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f. Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe des Programms GraphPad PRISM analysiert und
aufbereitet. Fiir die Berechnung der Sensitivitat, Spezifitat, p-Werte und des 95-%-
Konfidenzintervalls wurde der exakte Fisher-Test verwendet.

g. Einverstandniserklarung
Die Einverstandniserklarung fiir die eingeschlossenen Patienten findet sich als Muster in der
Anlage.

h. Ethikvotum

Die Arbeit wurde nach der Deklaration von Helsinki — Ethische Grundsatze fir die
medizinische Forschung am Menschen durchgefiihrt. Der Ethikantrag wurde durch die
Arztekammer Sachsen-Anhalt (Aktenzeichen 54/21) gepriift und bewilligt.

i. Studienregister
Die klinische Studie wurde in der International Clinical Trials Registry Plattform der WHO
registriert und genehmigt (Studienregister: DRKS00028072).

3. Ergebnisse

a. Vorversuch: Vergleich der Herstellerangaben von 13 Antigenschnelltests

Laut In-vitro-Diagnostika Verordnung ist es notwendig, jedes in den Verkehr gebrachte
Testverfahren anhand des eigenen Untersuchungskollektivs in Bezug zu stellen (BfArM,
2020). Es wurden insgesamt 13 CE-markierte Antigenschnelltests in die Untersuchung
einbezogen. Zunachst wurden die Packungsbeilagen von 13 Antigenschnelltests verglichen
und ihre Nachweisgrenzen gegeniibergestellt, um einen hochwertigen Antigenschnelltest zu
identifizieren.

In der Versuchsreihe wurden die folgenden Tests verwendet: Clinitest, AMP Rapid Test,
Orient Gene Coronavirus Ag Rapid Test, SD Biosensor Standard Q COVID-19 Ag, GA CoV-2
Antigen Rapid, CerTest SARS-CoV-2, NovaTest Rapid Antigen, MEDsan Antigen Rapid Test,
Joinstar COVID-19 Antigenschnelltest, VivaDiag PRO, Hightop, Real) und PCL AG Saliva Gold
(siehe Tabelle 2).

Ein Schwerpunkt wurde auf die Beschreibung der in die klinischen Studien eingeschlossenen
Kollektive gelegt. Diese Kollektive sind entscheidend fiir die Berechnung der
anzunehmenden diagnostischen Sensitivitat. In Tabelle 2 wird die Sensitivitat aus den
Herstellerangaben der Antigenschnelltests dargestellt.
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Tabelle 2: Vergleich der Herstellerangaben zu den eingesetzten Antigenschnelltests mit Schwerpunkt
auf den durchgefiihrten klinischen Studien

Abstrich: 90,00% (95% Cl: 85,00% -
99,30%)

. e Anzahl der ; e
Relative Sensitivitat Einschlusskriterien flr
Testname untersuchten s .
(Herstellerangabe) die klinische Studien
Proben
1: Clinitest (US) 96,72 % (95 % CI: 88,65 % - 317 Keine Angabe
' 99,60%) &
2: AMP Rapid Test 97,3% (95% Cl: 90,0% - 99,8%
Apicites 6 (95% ° 2 250 Keine Angabe
(AT)
3: Orient Gene 96,72 % (95 % Cl: 88,65 % -
Coronavirus Ag Rapid | 99,60%) 317 Keine Angabe
Test (CN)
96,52% (111/115, 95% CI: 91,33 -
99,04%)
4: SD Biosensor Ct-Werte der getesteten Proben Klinischer Verdacht auf
Standard Q COVID-19 | <24 Ct: 97,6% (164); 426 eine SARS-CoV-2
Ag (Korea) <27 Ct: 96,5% (199); Infektion
<30 Ct: 95,5% (220);
<33 Ct: 93% (238)
5: GA CoV-2 Anti 96,4% (95 CI: 89,8% - 99,2%
. ° HigE 6l ° ‘) 204 Keine Angabe
Rapid (DE)
6: CerTest SARS- 92,9% (95 Cl: 76,5% - 99,1%) 262 Verdacht auf SARS-CoV-2
CoV-2 (Onestep test) Infektion
7: NovaTest 97.5% (95% Cl: 91,5% - 99,3%) 363 Keine Angabe
Nur symptomatische
8: MEDsan 92,50% 620 ur symptomatise
Personen
9: JoinStar 95% (95%Cl: 86,08 - 98,96%) 90 Keine Angabe
97,06% (95%Cl: 91,71% ~ 99,99% Nur S t tisch
10: VivaDiag PRO 6 (95% ° ‘) 533 ur symptomatische
Patienten
95% (Cl: 88,83% - 97,859 Verdacht auf SARS-CoV-2
11: Hightop % (CI: 88,83% - 97,85%) 500 erdacht aut SARS-Lo
Infektion
12: Real) 96,17% (95%Cl: 92,51% - 98,17%) 659 Keine Angabe
Speichel: 94,29% (95% Cl: 80,84% -
13: PCL AG Saliva 99,30%) Speichel: 105 Vorherige positive RT-
Gold Abstrich: 45 PCR

Abkirzungen: Cl = Konfidenzintervall; Ct = cycle threshold
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b. Ermittlung der Nachweisgrenze zur Auswahl eines Schnelltests

Aus Tabelle 3 und 4 lasst sich mit Hilfe der Nachweisgrenzen der Schnelltests eine
analytische Sensitivitat berechnen. Die Poolprobe und die daraus erzeugten
Verdiinnungsstufen 1-5 wurden in die Berechnungen einbezogen. Insgesamt wurden 156
Antigenschnelltests gewertet. Davon wurden 80 Tests als richtig positiv und 76 Tests als
falsch negativ gewertet. Daraus ergibt sich eine analytische Sensitivitat von 51,28% im
Vergleich zu der PCR. Die in Tabelle 3 erfassten Angaben zur diagnostischen Sensitivitat der
Hersteller hinsichtlich der analytischen Sensitivitat wurden nicht erreicht. Zur Berechnung
der diagnostischen Sensitivitat der Hersteller wurden in 5 der 13 Tests nur Patienten
einbezogen, bei denen der klinische Verdacht auf eine SARS-CoV-2 Infektion bestand. Bei 1
der 13 Tests war ein vorheriges positives PCR-Ergebnis das Auswahlkriterium. Bei 7 der 13
Tests gab es keine Angaben Uber die Auswahlkriterien der Patienten.

Durch die Ergebnisse der Versuchsreihen konnte der Coronavirus Ag Rapid Test (Test 3) von
Orient Gene als qualitativ hochwertiger Test identifiziert werden. Dieser Test wurde in den
weiteren Schritten verwendet.

Tabelle 3: Ergebnisse der Testungen von Charge 1 der in Versuch 1 eingesetzten Tests

Charge 1 Verdiinnung | Test | Test Test | Test | Test Test  Test Test Test  Test Test Test | Test @ Ct-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Wert
N-
Gen
Poolprobe naiv pos < pOS pOS | poS < pOS pPOS POS poOS pos pos pos pos pos 15,98
(s)
Verdiinnung 1 107-1 pos | pos | pos | pOS < pOS pPOS pPoOS pos neg pos pos | pos | pos 19,07
Verdiinnung 2 101-2 pos | pos | pos | poOS | pos | poOsS | pOoS posS neg | pos | pos | pos | pos | 22,02
(s) | (s) (s) (s)
Verdiinnung 3 101-3 pos | pos | pos | neg | neg | neg | pos ' neg neg neg | pos |neg |pos | 2510
(s) | (s) |(s) (s) (s) (s)
Verdiinnung 4 107-4 neg | pos | pos | neg | neg |\ neg 'neg neg neg neg Hneg |neg |neg | 28,29
(s) | (s)
Verdiinnung 5 101-5 neg | neg | neg |neg | neg \neg ' neg neg neg neg neg |neg |neg | 32,57
Verdiinnung 6 107-6 neg | neg | neg | neg |neg |\ neg ' neg neg neg neg neg | neg |neg |neg
Verdiinnung 7 101-7 neg | neg | neg neg
Negativkontrolle neg ' neg neg |neg \neg neg ' neg | neg neg |neg | neg ' neg |neg | neg

Abkirzungen: pos = positiv; pos (s) = positiv mit abgeschwéachter Bandenintensitadt; neg = negativ
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Tabelle 4: Ergebnisse der Testungen von Charge 2 der in Versuch 1 eingesetzten Tests

Charge 2 Verdlinnung | Test Test  Test Test Test Test Test Test Test Test Test  Test Test  Ct- Ct-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 | Wert | Wert
N- Nsp2-
Gen | Gen
Poolprobe naiv pOS poS poOS pOS POS pPOS POS poOS pos pos pos pos pos 15,98 16,72
(s)
Verdlinnung 1 10n-1 poOs posS poOsS pOS POS pPOS PoOsS pos neg pos pos pos pos 19,07 19,76
Verdlinnung 2 107-2 pOS | poS | pPOS | posS | pos | pos | pos pos neg | pos  pos pos | pos | 22,02 22,74
(s) | (s) (s) (s)
VerdlUnnung 3 107-3 pos | pos < pos neg neg | neg pos | neg neg | neg pos | neg | pos | 25,10 25,84
(s) | (s) | (s) (s) (s) (s)
VerdUnnung 4 107-4 pos 'neg neg neg neg | neg neg | neg neg | neg neg | neg neg 28,29 28,89
(s)
Verdlnnung 5 107-5 neg ' neg neg neg neg | neg neg |neg neg | neg neg |neg neg 32,57 33,18
Verdlinnung 6 107-6 neg neg neg [ neg neg | neg neg ' neg neg neg | neg Hneg | neg | neg 34,45
Verdlinnung 7 107-7 neg | neg | neg neg neg
Negativkontrolle neg | neg | neg | neg |neg ' neg ' neg neg neg ' neg neg | neg | neg | neg neg

Abklirzungen: pos = positiv; pos (s) = positiv mit abgeschwéachter Bandenintensitat; neg = negativ

c. Klinische Studie

A

Abbildung 2: Fotos von exemplarischen Testergebnissen.

Positive Testergebnisse (pos) in A und B. Positive Testergebnisse mit niedriger Bandenintensitat (pos (s))
in C und D. Negative Testergebnisse (neg) in E und F.

i. Statistische Auswertung
Von 149 eingeschlossenen Patienten zeigten 59 Patienten mindestens ein Leitsymptom einer
COVID-19 Erkrankung. 25/59 Patienten hatten ein Symptom, 27/59 Patienten hatten zwei
Symptome und 7/59 Patienten hatten drei Symptome. Bei 23/59 Patienten konnte zum
Zeitpunkt der Untersuchung eine Infektion mit SARS-CoV-2 mittels PCR ausgeschlossen
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werden. Bei diesen Patienten fiel auch der Antigenschnelltest negativ aus. 36/59 Patienten
(61%) waren zum Zeitpunkt der Untersuchung nachweislich mit SARS-CoV-2 infiziert. Bei 18
Patienten fiel das Ergebnis des Antigenschnelltests positiv aus. Die Ct-Werte dieser Patienten
lagen zwischen 12-32 (Mittelwert: 20,61). Bei weiteren 18 Patienten fiel das Ergebnis des
Antigenschnelltests negativ aus. Die Ct-Werte dieser Patienten lagen zwischen 20-35
(Mittelwert: 30,5). Aus diesen Werten ergibt sich eine Sensitivitat der Antigenschnelltests bei
symptomatischen Patienten von 50% (95% Cl: 34,5% bis 65,5%, p-Wert: <0,0001). Die
Spezifitat der Schnelltests betradgt bei den symptomatischen Patienten 100%.

Von 149 eingeschlossenen Patienten zeigten 90 kein Leitsymptom einer COVID-19-Infektion.
6 Patienten gaben eine unspezifische Schmerzsymptomatik an. Bei 21/90 asymptomatischen
Patienten (23,3%) konnte eine SARS-CoV-2 Infektion mittels PCR nachgewiesen werden. Bei
6/21 Patienten fielen die Antigenschnelltests positiv aus. Die Ct-Werte dieser Patienten
lagen zwischen 13-27 (Mittelwert: 20). Bei 15/21 Patienten fielen die Antigenschnelltests
negativ aus. Die Ct-Werte dieser Patienten lagen zwischen 20-39 (Mittelwert: 31,86). Bei
69/90 Patienten wurde eine SARS-CoV-2 Infektion mittels PCR ausgeschlossen. Bei 1/69
Patienten fiel der Antigenschnelltest positiv aus. Bei 68/69 fiel der Antigenschnelltest negativ
aus. Aus diesen Werten ergibt sich eine Sensitivitat der Antigenschnelltests bei
asymptomatischen Patienten von 28,6% (95% Cl: 13,8% bis 50%, p-Wert: 0,0005). Die
Spezifitat der Schnelltests betrdgt bei den symptomatischen Patienten 98,88%.

Insgesamt betragt die Sensitivitat der Antigenschnelltests 43,6 % (95% Cl: 31,4% bis 56,7%,
p-Wert <0,0001). Die Spezifitat der Antigenschnelltests betragt 99,1%.

Tabelle 5: Vierfeldertafeln zur Sensitivitats- und Spezifitatsberechnung der Antigenschnelltests

Symptomatische Patienten PCR pos. PCR neg.
POCT pos. 18 0
POCT neg. 18 41
Sensitivitat* 50 % (95% Cl: 34,5% bis 65,5%)
Spezifitat* 100 %

Asymptomatische
Patienten PCR pos. PCR neg.
POCT pos. 6 1
POCT neg. 15 68
Sensitivitat* 28,6 % (95% Cl: 13,8% bis 50%)
Spezifitat* 98,9 %
Screening aller Patienten PCR pos. PCR neg.
POCT pos. 24 1
POCT neg. 31 109
Sensitivitat* | 43,6 % (95% Cl: 31,4% bis 56,7%)
Spezifitat* 99,1 %

Abkirzungen: Cl = Konfidenzintervall; neg = negativ; POCT = Point of Care Test; PCR =
Polymerasekettenreaktion; pos = positiv; *berechnet mit Fisher’s exact test in GraphPad PRISM

15



ii. Deskriptive Auswertung
Hospitalisierungsstatus der in die Studie eingeschlossenen Patienten:

12/149 Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung hospitalisiert. Bei 8 der
hospitalisierten Patienten konnte mittels PCR eine SARS-CoV-2 Infektion nachgewiesen
werden. Nur bei 2/12 Patienten fiel der Antigenschnelltest positiv aus. Diese Patienten
hatten eine Hospitalisierungsdauer von 9 (Ct 21) und 14 (Ct 32) Tagen. Bei 5 der
hospitalisierten Patienten wurde im Verlauf des Klinikaufenthalts eine Pneumonie
diagnostiziert. Bei 3/5 Patienten war die Pneumonie zum Zeitpunkt des Antigenschnelltests
bereits abgeklungen. Die Hospitalisierungsdauer der Patienten betrug zwischen 9 und 54
Tagen. Bei dem Patienten mit einer Liegezeit von 54 Tagen konnte mittels PCR eine Infektion
nachgewiesen werden (Ct 36). 9/12 Patienten wurden mit Sauerstoff versorgt. Davon wurde
ein Patient invasiv beatmet.

Tabelle 6: Auflistung der Ergebnisse aller hospitalisierten Patienten

Patient Hospitalisierungsdauer | Symptomatik PCR (Ct) | POCT Sauerstoffgabe
in Tagen bei Abnahme

Hospitalisiert | 9 Ja 21 pos Nein

1

Hospitalisiert | 15 Ja 24 neg Ja

2

Hospitalisiert | 8 Nein 29 neg Ja

3

Hospitalisiert | 33 Ja 31 neg Ja

4

Hospitalisiert | 14 Ja 32 pos Ja

5

Hospitalisiert | 54 Ja 34 neg Nein

6

Hospitalisiert | 26 Ja 35 neg Ja, invasiv

7

Hospitalisiert | 43 Nein 36 neg Ja

8

Hospitalisiert | 31 Nein neg neg Ja

9

Hospitalisiert | 22 Nein neg neg Ja

10

Hospitalisiert | 28 Nein neg neg Nein

11

Hospitalisiert 16 Nein neg neg Ja

12

Abkirzungen: Ct = Cycle threshold; neg = negativ; POCT = Point of Care Test; PCR =
Polymerasekettenreaktion; pos = positiv

Symptomatik aller in die Studie eingeschlossenen Patienten:

41/149 Patienten litten wahrend der Untersuchung an einer Hustensymptomatik. Bei 25/41
(61%) dieser Patienten konnte eine SARS-CoV-2 Infektion mittels PCR nachgewiesen werden.
Bei 16/41 (39%) der Patienten fiel der Antigenschnelltest positiv aus. 41/149 Patienten litten
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wahrend der Untersuchung an einer Schnupfensymptomatik. Bei 25/41 (61%) dieser
Patienten konnte eine SARS-CoV-2 Infektion mittels PCR nachgewiesen werden. Bei 16/41
(39%) der Patienten fiel der Antigenschnelltest positiv aus. 15/149 Patienten zeigten
wahrend der Untersuchung eine Stérung des Geruchs-/Geschmackssinns. Bei 9/15 (60%)
dieser Patienten konnte eine SARS-CoV-2 Infektion mittels PCR nachgewiesen werden. Bei
2/15 (13,3%) Patienten fiel der Antigenschnelltest positiv aus. 2/149 Patienten litten
wahrend der Untersuchung an Fieber. Bei 2/2 (100%) dieser Patienten konnte eine SARS-
CoV-2 Infektion mittels PCR nachgewiesen werden. Bei 1/2 (50%) fiel der Antigenschnelltest
positiv aus.

Tabelle 7: Symptomatik aller untersuchten Patienten mit COVID-spezifischen Symptomen

Symptom Anzahl der Patienten | Ct-Wert (Mittelwert) POCT pos.
Husten 41 12-35 (24,2) 16

Fieber 2 20-35(27,5) 1
Schnupfen 41 12-35(23,2) 16
Storung Geruch/Geschmack 15 20-34 (27,3) 2

Abktirzungen: Ct = Cycle threshold; POCT pos. = Point of Care Test positiv
Selbsttests aller in der Studie eingeschlossenen Patienten unmittelbar vor der Untersuchung:

19/149 Patienten gaben an, bereits einen positiven Antigenselbsttest am Tag der
Untersuchung gemacht zu haben. Lediglich bei 8/19 dieser Patienten konnte mittels PCR
eine SARS-CoV-2 Infektion nachgewiesen werden. Bei 6 dieser 8 Patienten fielen
Antigenschnelltests positiv aus. Bei den 11 PCR-negativen Patienten fielen auch die
Antigenschnelltests negativ aus.

Impfstatus aller in die Studie eingeschlossenen Patienten:

18/149 Patienten waren zum Zeitpunkt der Studienteilnahme vollstéandig geimpft. Von
diesen 18 Personen waren zum Zeitpunkt der Untersuchung 14 Personen zweifach und 4
Personen dreifach geimpft. Weitere 24 der 149 Patienten haben bereits eine Impfdosis
erhalten. Bei 11/18 vollstandig geimpften Patienten konnte eine Infektion mit SARS-CoV-2
mittels PCR bestatigt werden (Ct 15-36). Bei 6/11 dieser Patienten wurde die Infektion im
Antigenschnelltest erkannt (Ct 15-28). 10/18 der vollstandig geimpften Patienten zeigten
Symptome. Von den geimpften Patienten waren 8 nachweislich mit SARS-CoV-2 infiziert.
5 dieser Patienten wurden im Antigenschnelltest erkannt.

iii. Verteilung der Ct-Werte
Bei den 59 symptomatischen Patienten wurden bei den 36 PCR-positiven Proben Ct-Werte
von 12-35 mit einem Mittelwert von 25,56 ermittelt. Bei den 90 asymptomatischen
Patienten wurden bei den 21 PCR-positiven Proben Ct-Werte von 13-39 mit einem
Mittelwert von 28,48 ermittelt. Dies zeigt, dass die symptomatischen Probanden eine
hohere Viruslast als asymptomatische Probanden zeigen.

Die Ct-Wertverteilung der beiden Gruppen unterscheidet sich signifikant voneinander (p-
Wert <0,0001).
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Abbildung 3: Boxplot zur Ct-Wertverteilung der symptomatischen und asymptomatischen Patienten

iv. Stichprobe des Routinelabors
Um die erhobenen Daten bezliglich Aussagekraft in den Kontext der realen Ct-
Wertverteilung zu setzen, wurde diese in einem grofReren Untersuchungskollektiv ermittelt.

Insgesamt wurden zwischen dem 01.01.2021 und dem 27.01.2021 750 Proben im
Routinelabor der KH Labor mittels PCR prozessiert. Es wurde von 393 Proben das N-Gen und
von 357 Proben das Nsp2-Gen in der PCR prozessiert. Die Ct-Werte wurden auf zwei
Dezimalstellen genau ermittelt und anschlieBend auf ganze Zahlen gerundet. Die Ergebnisse
wurden in die Gruppen <16, 16-18, 19-21, 22-24, 25-27, 28-30, 31-33 und >34 eingeteilt.

Die ermittelte Nachweisgrenze liegt fiir das N-Gen bei 25,10 Ct und fiir das Nsp2-Gen bei
25,84 Ct. Daraus ergibt sich, dass 43,8% (N-Gen) und 45,4% (Nsp2-Gen) der Proben durch
Antigenschnelltests sicher erkannt werden.
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Abbildung 4: Balkendiagramm der Ergebnisse der Abbildung 5: Balkendiagramm der Ergebnisse der

Stichprobe vom 01.01.2021 —27.01.2021 (N-Gen) Stichprobe vom 01.01.2021 — 27.01.2021 (Nsp2-Gen)

4. Diskussion

a. Vergleich der Nachweisgrenze der Testsysteme und Auswahl eines Testverfahrens
Vergleicht man die Herstellerangaben der gepriften Testverfahren fallt auf, dass nur 2 von
13 Tests Angaben zu den klinischen Einschlusskriterien der ausgewadhlten Proben ausweisen.
Auch die Anzahl der untersuchten Proben differierte stark. Alle Hersteller gaben
Sensitivitaten Gber 90% an. Ohne eine detaillierte Charakterisierung der Patientenkollektive,
die fir die Validierung der Testverfahren eingesetzt wurden, sind die Herstellerangaben nur
mit grolSen Einschrankungen verwertbar. Nur ein Hersteller gab zusatzlich Informationen
Uber die erreichte Sensitivitat bei unterschiedlichen Ct-Werten der Proben an. Die Daten
aller Testhersteller lassen annehmen, dass alle Schnelltests zum Screening von
symptomatischen und asymptomatischen Patienten geeignet sind. Die vorliegenden
Ergebnisse finden die Herstellerangaben zur Sensitivitat in keinem Fall wieder. Es findet sich
in dieser Arbeit lediglich eine analytische Sensitivitat aller Schnelltests von 51,28% bei
gesichert PCR-positiven Proben. Der Unterschied zwischen der analytischen und der
diagnostischen Sensitivitat ist dabei zu beachten. Die analytische Sensitivitat wird Gber die
Nachweisgrenze im Vergleich zum bestehenden Goldstandard definiert. Sie ist also ein
Vergleichsparameter, der nur bedingt Aussagen liber den Einsatz unter realen Bedingungen
zulasst. Die diagnostische Sensitivitat hingegen definiert wie viele erkrankte Personen von
der Untersuchungsmethode erfasst werden. Der Vergleich der Herstellerangaben mit den
erzielten Ergebnissen zeigt, dass die Nachweisgrenze in Bezug auf die Viruskonzentration
deutlich niedriger ist als beschrieben. Lediglich Proben der zweiten Verdiinnungsstufe

(Ct 22,02) konnten, mit Ausnahme des Tests Nr. 9, positiv gewertet werden. Bereits in der
nachsten Titerstufe (Viruskonzentration 25,10 Ct) konnten nur 6 von 13 Tests Virusprotein
nachweisen. In dem durchgefiihrten Prifverfahren ist ein zusatzlicher Verdlinnungsschritt
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bei der Beurteilung der Ergebnisse zu bericksichtigen. Der Abstrichtupfer wurde zunachst im
Transportmedium des eSwab Systems gelost und nicht direkt in den Probenpuffer des
Testverfahrens Uberflhrt. Der Schritt des Probenpooling und die parallele Bestimmung der
Viruslast in jeder Verdlinnungsstufe mittels PCR ermdglichte dennoch einen objektiven
Vergleich der Testverfahren.

Es muss darauf hingewiesen werden, dass die untersuchten Poolproben routinemaRig im
Labor eingefroren wurden und kein Stabilisator hinzugegeben wurde. Proteine reagieren im
Vergleich zu DNA-Molekiilen empfindlicher auf das Einfrieren. Es wurde darauf geachtet,
dass die Proben bei -30°C gelagert wurden und nicht wiederholt aufgetaut und erneut
eingefroren wurden. Der Einfluss auf die Testsensitivitdt oder Spezifitdt war nicht Bestandteil
dieser Arbeit.

Mit Hilfe des vorliegenden Versuchsansatzes wurden die Nachweisgrenzen der Verfahren
und mogliche Unterschiede zwischen Chargen ermittelt. Die Ergebnisse zeigen, dass
Schwankungen der Nachweisrate zwischen zwei Chargen in H6he einer Titerstufe moglich
sind. Fiir Anwender bedeutet das, moglichst lange mit einer Charge zu arbeiten, um
vergleichbare Werte zu generieren. Bei Chargenwechseln sollte die Nachweisgrenze mit
bekannten Proben (iberprift werden. Die Tests 1, 2 und 3 zeigten dhnliche Sensitivitdten.
Test 3 wurde aufgrund der ermittelten Testperformance und der Verfligbarkeit ausgewahlt
und in der vorliegenden Arbeit verwendet. Die signifikanten Unterschiede hinsichtlich
Herstellerangaben und gefundenen Messergebnissen hinterlassen prinzipielle Zweifel an der
Methode Antigenschnelltests als Screeningverfahren, vor allem in der Phase mit niedriger
Viruslast zu Beginn der Infektion, einzusetzen.

Ein dem entwickelten Prifverfahren sehr ahnlicher Ansatz wurde vom Paul-Ehrlich-Institut
vorgeschlagen und angewandt, um die Glite von Antigenschnelltests unabhangig von den
Herstellerangaben zu lberprifen (Scheiblauer et al. 2021).

Es ist jedem Anwender zu empfehlen, die Angaben der Hersteller zu prifen, bevor
Testsysteme zu diagnostischen Zwecken zum Einsatz kommen.

b. Zusammenhang zwischen Symptomatik und Sensitivitat
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Sensitivitat der Antigenschnelltests bei
symptomatischen Patienten hoher ist als bei asymptomatischen Patienten.

In einem kdrzlich erschienenen Review von Dinnes et al. (2022) wird im Mittel von 155
Studien eine Sensitivitdt von 73% (,Range’: 34,3 bis 91,3%) flir symptomatische und eine
Sensitivitat von 54,7 % (,Range’: 28,6% bis 77,8%) flr asymptomatische Patienten beim
Einsatz von Schnelltests ermittelt. Die Autoren betonen die Wichtigkeit unabhangiger
Beurteilung eingesetzter Testverfahren. Die breite ,Range’ gibt an, dass es grolSe
Guteunterschiede in den Testverfahren gibt. Die Tests sollten nur eingesetzt werden, sofern
die PCR nicht zur Verfligung steht und respiratorische Symptome vorliegen.

Es muss im Rahmen der Pandemie bericksichtigt werden, dass Patienten mit typischen
Symptomen mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit infiziert sind. Dadurch ergibt sich ein noch
grofBerer Zusammenhang zwischen den Symptomen und der diagnostischen Sensitivitat der
Schnelltests.
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Einen weiteren Faktor stellt die Viruslast dar. Niedrige Ct-Werte korrelieren mit einer hohen
Viruslast und einem hohen Virusproteingehalt (Rabaan et al 2021, Puhach et al. 2023). In
den vorliegenden Ergebnissen bestatigt sich diese Annahme. Der Ct Wert korreliert im Trend
mit der Positivitatsrate des Antigenschnelltests. Je niedriger der Ct-Wert, desto haufiger
fanden sich positive Signale im Antigentest. Dieser Trend bestatigt sich in vergleichbaren
Arbeiten (Scheiblauer et al. 2021, Landaas et al. 2021, Krlttgen et al. 2021).

c. Hospitalisierungsstatus

Wahrend der Hospitalisierungsphase, die mehr als 8 Tage andauerte, wurde nur in 2 Fallen
ein positiver Antigenschnelltest erhoben. In beiden Fallen wiesen die Patienten noch
Hauptsymptome auf. Bei angegebener Atemnot wurden 8 Patienten mit Sauerstoff versorgt
und 1 Patient invasiv auf einer Intensivstation beatmet. Nur drei Patienten wiesen Ct-Werte
<30 auf, die als MaRB einer moglichen Infektiositat betrachtet werden konnen. Wie von van
Kampen et al. (2021) beschrieben, betragt die durchschnittliche Virusausscheidung bei
hospitalisierten Patienten im Mittel 8 Tage. Nach 15,2 Tagen ist kaum noch eine
Virusausscheidung nachweisbar. Zum Abstrichzeitpunkt im Rahmen dieser Untersuchung
wurden die Patienten nur in die Hauslichkeit entlassen, wenn ein negativer PCR-Test
bescheinigt wurde. Die vorliegenden Daten erlauben keine Beurteilung des Nutzens eines
Antigenschnelltests in Bezug auf den Hospitalisierungsstatus.

d. Symptomatik

In den dargelegten Ergebnissen zeigt sich, dass die Schnelltestabstriche am haufigsten
Patienten mit den Symptomen Schnupfen oder Husten erkennen. Ein moglicher Grund dafiir
ist, dass bei dem durchgefiihrten Kombiabstrich die Viren, welche in den oberen Atemwegen
sitzen, gut erfasst werden. Es ist auch zu beachten, dass die Symptome Schnupfen und
Husten die haufigsten Symptome der Erkrankung sind (Schilling et al. 2021b). Patienten die
an einer Stérung des Geschmacks-/Geruchssinns leiden, werden seltener erkannt. Der
Verlust des Geschmacks- und Geruchssinns, welcher am ehesten durch eine
Nervenschadigung verursacht wird, ist vermutlich ein spateres Symptom der Erkrankung,
dessen Pathophysiologie noch nicht abschlieRend geklart ist (Ganesh et al. 2021, Doty 2022).

In Bezug auf das Symptom Fieber liegen nicht genligend Daten vor, um das Ergebnis zu
diskutieren.

e. Selbsttest und Praanalytik

In der vorliegenden Untersuchung berichteten 19/149 Patienten im Selbsttest ein positives
Ergebnis am selben Tag erhalten zu haben. Bei einer ordnungsgemafen Durchfiihrung mit
dem ausgewdhlten Test konnten nur 6 Patienten als antigenpositiv bestatigt werden. Dies
unterstreicht die sorgfaltige Auswahl des Tests sowie die Wichtigkeit der Prdanalytik. Bei der
Vielzahl der zu Verfligung stehenden Selbsttests spielt die Giite der Verfahren eine groRe
Rolle. Ein Riickschluss auf die Glte der von den Probanden verwendeten Selbsttests ist nicht
moglich. Es ist prinzipiell anzunehmen, dass durch die geringe Entnahme von nasalem Sekret
die Sensitivitat dieser Tests geringer ist als bei professionellen Tests. Die Praanalytik umfasst
die Probenentnahme, die Lagerung und ihren Transport. Eine unsachgemaRe
Probenentnahme, beispielsweise durch ungeschultes Personal oder unsaubere Materialien,
kann zu verfalschten Ergebnissen fiihren. Ebenso ist die unsachgemaRe Lagerung der Proben
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und des Testbestecks bei nicht optimalen Temperaturen oder zu langen Zeitraumen ein
Risikofaktor. Dadurch kann die Stabilitét der Viren, der DNA oder der Testmaterialien
beeintrachtigt werden. Der unsachgemaRe Transport der Proben kann zu Beschadigungen
oder Kontamination flihren, was ebenfalls die Zuverlassigkeit der Tests gefahrdet. Daher ist
eine sorgfaltige Beachtung der praanalytischen Schritte von entscheidender Bedeutung, um
genaue und verldssliche Ergebnisse bei Antigenschnelltests und PCR-Tests zu gewahrleisten.
Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer qualifizierten Schulung des medizinischen
Personals und einer sorgfaltigen Planung und Umsetzung der prdanalytischen Phase in
Gesundheitseinrichtungen.

f. Impfstatus

In den vorliegenden Ergebnissen konnte keine klare Korrelation zwischen Impfstatus und
Antigennachweis gefunden werden. Der Impfstatus der Patienten sollte dennoch als
mogliche Fehlerquelle beachtet werden. Es zeigte sich in der Zulassungsstudie von
AstraZeneca durch Vaxzevria ein Unterschied der Viruslast und Dauer der Ausscheidung von
Viruspartikeln bei den Studienteilnehmern. Auch Patienten, welche sich nach einer Impfung
infizierten, zeigten eine geringere initiale und totale Viruslast. Dies zeigt sich besonders auch
in der PCR bei infizierten geimpften Patienten durch einen erhohten Ct-Wert. Auch die
durchschnittliche Zeit, in der Viren nachgewiesen werden konnen, ist bei geimpften
infizierten Patienten um eine Woche verkiirzt (Emary et al. 2021). Daraus resultiert eine
niedrigere Transmissionsrate, die einen hoheren Schutz vor schwerer Erkrankung erzeugt
(Pubach et al. 2022).

g. Verteilung der Ct-Werte

Der Ct-Wert von symptomatischen und asymptomatischen Patienten unterscheidet sich in
den Ergebnissen signifikant. Der Zeitpunkt der Infektion muss bei der Interpretation der
Ct-Werte beachtet werden. Sinkt der Ct-Wert im Verlauf, darf davon ausgegangen werden,
dass die Infektiositat steigt. Im Krankheitsverlauf steigt der Ct-Wert an und die Infektiositat
nimmt ab (Cevik et al. 2020, Puhach et al. 2023). Ein sicherer Zeitpunkt, zu dem ein Patient
nicht mehr infektios ist, kann allerdings nicht mit Sicherheit bestimmt werden. Die hohe
Viruslast eines Patienten korreliert mit einer hohen Ubertragungswahrscheinlichkeit (Marks
et al. 2021). In der Literatur wird ein Ct-,cut-off‘-Wert von 31-34 als Parameter einer
moglichen Infektiositat definiert. Der Zusammenhang von Viruslast und der Anzlichtbarkeit
von Viren in Zellkulturen wurde von zahlreichen Autoren beschrieben (La Scola B et al. 2020,
Arons et al. 2020, Wolfel et al. 2020, Kleist et al. 2020, Perera et al. 2020). Die Ct-,cut-off’-
Werte sind jedoch aufgrund der mangelnden Vergleichbarkeit mit Vorsicht zu interpretieren.
Hierzu zdhlen die Abnahmequalitat, die Tupferbeschaffenheit, die Beschaffenheit des
Transportmediums und das gewonnene und eingesetzte Volumen (Matheussen et al. 2020).
Zusatzlich sind die PCR-Verfahren und Angaben zu den Ct-Werten je nach Labor verschieden.
Deswegen ist ein Ct-Wert nicht absolut, sondern nur relativ zur Methode in eine Bewertung
einzubeziehen. Durch die vorliegenden Ergebnisse bleibt das diagnostische Fenster zwischen
der PCR und den Antigenschnelltests zwischen 25-31 ged6ffnet. Patienten mit einem Ct-Wert
von 25-31, die hochstwahrscheinlich ansteckend sind, werden von den meisten Schnelltests
nicht erkannt. Des Weiteren ist die Méglichkeit einer Ubertragung durch asymptomatische
Virustrager zu beachten (Van Vinh Chau N et al. 2020).
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h. Stichprobe des Routinelabors

Um diese Zahlen besser einordnen zu kénnen, miissen die Ergebnisse mit den Daten aus
dem Routinelabor verglichen werden. Wird ein grof3zligiger Ct-,cut-off-Wert von 31
angenommen, liegen etwa 26% (101/393) der Proben, bei denen das N-Gen prozessiert
wurde, im offenen diagnostischem Fenster zwischen 25-30. Auch bei den Proben, bei denen
das Nsp2-Gen prozessiert wurde, liegen etwa 26% (93/357) der Proben im offenen
diagnostischen Fenster zwischen 25-30 Ct. Nur rund 47% (185/393) der Proben, bei denen
das N-Gen prozessiert wurde und nur rund 48% (172/357) der Proben, bei denen das Nsp2-
Gen prozessiert wurde, weisen einen Ct-Wert von 25 oder kleiner auf. Das bedeutet, dass
weniger als die Halfte der mittels PCR prozessierten Proben unter optimalen Bedingungen
von ausgewadhlten Schnelltestsystemen erkannt werden. Es ist nicht auszuschlieRBen, dass
diese Statistik auch Wiederholungstests von Patienten beinhaltet.

i. Ausblick: Diagnostische und ,klinische Empfehlung’

Vor dem Ausbruch der Pandemie hatten Antigenschnelltests bei viralen respiratorischen
Erkrankungen, wie zum Beispiel Influenza, einen geringen Stellenwert. Diese Schnelltests
funktionieren nach dem gleichen Prinzip wie die Antigenschnelltests zum Nachweis von
SARS-CoV-2. Auch bei den Influenzaschnelltests variiert die Sensitivitat stark und liegt je
nach Subtyp zwischen 10-80% mit einem Mittelwert von etwa 50-70% (Faix et al. 2009,
WHO 2010, CDC 2016). In der Regel werden Schnelltests fir Influenza nicht mehr empfohlen.
Ein wichtiger Indikator fiir den Einsatz eines diagnostischen Tests ist der positive
Vorhersagewert. Dieser berechnet sich aus der Sensitivitat, der Pravalenz und der Spezifitat
eines Tests. Je hoher die Pravalenz einer Erkrankung, desto weniger sensitiv muss ein
diagnostischer Test sein, um einen guten positiven Vorhersagewert zu erfillen. In den
Hochphasen der Pandemie mit hohen Fallzahlen kénnte man die geringe Sensitivitat der
Antigenschnelltests tolerieren. Dennoch sollte das diagnostische Fenster, das zwischen dem
Infektionszeitpunkt und dem Erkrankungsausbruch liegt, bestmoglich geschlossen werden.
Die Nachweisgrenze der Viruslast mittels Antigentest stellt eine Einschrankung dar. Der
Nachweis mittels PCR hilft das diagnostische Fenster annahernd zu schlieBen. Fir den
sicheren Nachweis einer Infektion wird auch bei Influenza ein PCR-Test empfohlen (WHO
2010, CDC 2016). Dartiber hinaus gilt es generell die Patienten zu isolieren und so weiteren
Infektionen vorzubeugen. Flankiert werden alle MaBnahmen durch eine sorgfiltige
Anamnese und eine Umfeldanalyse. Die Erkrankungswahrscheinlichkeit steigt mit dem
wissentlichen Kontakt mit einer infizierten Person an (Cevik et al. 2021).

Die Ergebnisse der Schnelltests miissen immer im Kontext weiterer diagnostischer
MaBnahmen und unter Berlicksichtigung der klinischen Symptomatik interpretiert werden,
um eine moglichst prazise Einschatzung der Infektionslage zu gewahrleisten.

Des Weiteren entstehen durch die Verwendung von flichendeckenden Antigenschnelltests
hohe Kosten. Insgesamt wurden im Verlauf der Pandemie 17,83 Mrd. Euro fiir Corona-Tests
von der Bundesrepublik Deutschland aufgewendet. Davon entfielen 5 Mrd. Euro auf die
Erstattung von Sachkosten fiir Antigenschnelltests und 3,2 Mrd. Euro auf den Nachweis
mittels PCR (BAS 2024). Es stellt sich die Frage, ob der enorme finanzielle Einsatz den Nutzen
der Antigenschnelltests rechtfertigt.
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Eine Chance das diagnostische Fenster weitgehend zu schliefen und Kosten zu sparen ist ein
PCR-Pooling von zu untersuchenden Proben. Bei diesem Verfahren werden mehrere Proben
gemeinsam also ,gepooled’ in der PCR prozessiert. Nur im Falle einer positiven Probe in einer
Kohorte mussen die einzelnen Mitglieder dieser Poolprobe erneut prozessiert werden. Dafur
mussen keine weiteren Proben entnommen werden. Die Grof3e der getesteten Pools kann
an die Pravalenz und die Testkapazitdt angepasst werden (Schmidt et al 2020, Bilder et al.
2020, Lohse et al. 2020). Bei besonders niedriger Pravalenz haben PoolgréRen von bis zu 32
Proben eine ausreichende Sensitivitat. Bei hoher Pravalenz ist es immer noch méglich, 3
Proben gepooled zu testen (Bilder et al 2021). Bei zukiinftigen pandemischen Ereignissen
sollte tiberlegt werden, ob nicht grundsatzlich ausschlieRlich Hochdurchsatz-PCR-Verfahren
eingesetzt werden sollten. Nachteil dieses Konzeptes ist eine langere Wartezeit auf
Ergebnisse.

In Bezug auf die Verwendung der Antigenschnelltests zum Screening potenzieller Infektionen
und somit zur Pravention sollten auch andere infektionspraventive MaRnahmen beachtet
werden. Kein diagnostischer Test ersetzt die praventiven SchutzmaRnahmen. Dadurch, dass
die Ubertragung von SARS-CoV-2 (iber Aerosole und Trépfcheninfektion geschieht, stellen
FFP2-Masken einen hochwertigen Schutz dar. Dartiber hinaus sind die
Basishygienemalnahmen wie eine Handedesinfektion, das Handewaschen und ein
ausreichender Sicherheitsabstand ergdanzend notwendig, um Infektionen zu verhindern (§
28b IfSG,Talic et al. 2021, Chu et al. 2020). Besonders in Gesundheitseinrichtungen stellt die
ordnungsgemalie Anwendung personlicher Schutzausristung die wichtigste
PraventionsmaRBnahme fiir weitere Infektionen dar.

Escape-Varianten wie Omikron stellen eine weitere Herausforderung fiir Antigenschnelltests
und PCR-Tests im Zusammenhang mit COVID-19 dar. Diese Varianten weisen Mutationen im
Spike-Protein des Virus auf, was dazu fihren kann, dass herkdmmliche Antigenschnelltests
moglicherweise weniger empfindlich sind und Schwierigkeiten bei der Erkennung des Virus
aufweisen. Die genetischen Veranderungen in Omikron kdnnen auch die PCR-Testergebnisse
beeinflussen, da die Primer moglicherweise nicht mehr effizient an die veranderte Virus-RNA
binden. Dies kann dazu flhren, dass infizierte Personen trotz Vorliegens des Virus falsch
negative Testergebnisse erhalten.

Die hier gezeigten stark abweichenden Ergebnisse zur Sensitivitat unterstreichen die
Wichtigkeit einer herstellerunabhangigen Validierung (Krtiger et al. 2020). Folglich sollte
jeder Anwender vor dem Einsatz des Testsystems dieses moglichst an seinem
Untersuchungskollektiv validieren. Die Erfassung moglicher Symptome sowie eine
Umfelddiagnostik sollte sehr sorgfiltig vorgenommen werden. Die Validierung ist nur
wenigen Anwendern, die Uber ein entsprechendes PCR-Labor verfiigen, vorbehalten.

Des Weiteren bedienen sich einige Hersteller an einer vorgetauschten Sicherheit durch
Antigenschnelltests als eine Verkaufsstrategie fir ihre Produkte. So zeigt auch eine
Pressemitteilung von der Firma Roche ein Diagramm, welches ihre Schnelltests als besonders
sensitiv und sicher darstellt (Roche Diagnostics 2020). Dieses Diagramm suggeriert einen fast
vollstandigen Nachweis von infektiosen Personen durch Antigenschnelltests. Der Ursprung
dieser Kurve liegt allerdings bei einer schematischen Darstellung eines Krankheitsverlaufs fiir
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eine Analyse von soziodkonomischen Ubertragungsfaktoren. Dieser Arbeit liegen keine
Daten zugrunde (Cevik et al. 2021). Auch in neueren Arbeiten, welche die Pandemie
abschlieRend betrachten, wird versucht, die Infektiositat an die
Antigenschnelltestergebnisse zu knlipfen. Hierzu werden als ausschlaggebende Parameter
die Inkubationszeit und die Zeitspanne eines positiven Testergebnisses betrachtet (Puhach
et al. 2023). Wenn man diese Parameter miteinander vergleicht, ist die Moglichkeit mit Hilfe
der PCR Uber einen sehr langen Zeitraum auch die virale RNA von inaktiven Viren
nachzuweisen ein Nachteil. Mit Hilfe eines Ct-,cut-offs’ wurde wahrend der Pandemie
diesem Umstand Rechnung getragen. Die Aussage, dass die Zeitspanne der Infektiositat
naher an der Zeitspanne eines positiven Antigenschnelltestergebnisses liegt, ist dennoch mit
Vorsicht zu geniel3en.

Die genannten Faktoren unterstreichen die Wichtigkeit der konstanten Evaluation der
eingesetzten MalRnahmen im Verlauf, aber auch am Ende einer Pandemie.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen deutlichen Unterschied der Giite der
verschiedenen Tests. Auch die diagnostische Sensitivitat des Schnelltests mit der besten
Nachweisgrenze liegt weit unter den von der WHO erlassenen Mindestanforderungen. Die
,Range’ der Nachweisgrenzen umfasste 3 Verdiinnungsstufen, also eine Verminderung der
Konzentration um den Faktor 1000. Es war den Testherstellern von Beginn der Pandemie bis
zum 22.05.2022 moglich eine Selbstvalidierung durchzufiihren, um ein CE-Zertifikat zu
erlangen (BfArM 2020). Dadurch sind die meisten Testsysteme ohne einheitliche
Qualitatsstandards auf den Markt gekommen. Die Testsysteme ohne erneute unabhangige
Validierung verlieren erst im Mai 2025 ihre Zertifizierungen. Bis dahin ist flir Anwender bei
der Auswabhl eines geeigneten Testsystems besondere Vorsicht geboten.

Die verwendeten Schnelltests wurden zum Zeitpunkt der Studie aus einem breiten
Anbieterspektrum ausgewahlt. Es ist zu beachten und zu erwarten, dass neuere
Testverfahren, die durch eine unabhangige Zertifizierung geprift wurden, héhere
Sensitivitaten aufweisen konnten.

Zusammenfassend scheint es bislang nicht méglich, den Einsatz von Antigenschnelltests fir
das allgemeine Screening zu empfehlen. Einige Autoren sprechen sich dafiir aus, dass
Antigenschnelltests ein gutes Mittel darstellen, die Infektiositdt zu erkennen und somit
weitreichend fiir Screenings eingesetzt werden kénnen (Schlenger 2022, Puhach et al 2023).
Bislang kann kein diagnostischer Test die Infektiositat mit Sicherheit nachweisen. Besonders
die Bedeutung der hier aufgezeigten Giiteunterschiede und die sehr breite Range der
Sensitivitdten der Testsysteme muss in weitere Empfehlungen einbezogen werden.
Zusatzlich lasst die geringe Sensitivitat bei asymptomatischen Patienten grolRe Zweifel fiir
eine solche generelle Empfehlung aufkommen. Der Einsatz von Schnelltests bei
symptomatischen Patienten ist derzeit die einzig zu empfehlende Indikation.
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