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Probenmaterial fiir die PCR-Diagnostik zum direkten
Erregernachweis

Bei Verdacht auf das Vorliegen einer Infektion mit dem neuartigen Coronavirus (SARS-
coV-2) sollten je nach klinischer Situation mdglichst Proben parallel aus den oberen
und den tiefen Atemwegen entnommen werden (Schutzmafinahmen beachten).

Obere Atemwege:

e Nasopharynx-Abstrich oder -Spiilung
e Oropharynx-Abstrich

Tiefe Atemwege:

e Bronchoalveolére Lavage
e Sputum (nach Anweisung produziert bzw. induziert; Arbeitsschutz beachten)
e Trachealsekret

Bei Abstrichen ist zu beachten, dass fiir den Virusnachweis geeignete Tupfer
verwendet werden (,,Virustupfer® mit entsprechendem Transport-Medium oder
notfalls trockene Tupfer mit kleiner Menge Naci-Lésung; kein Agar-Tupfer). Fur
Hinweise zur korrekten Durchflihrung der Probennahme wird auf das wHo-
Dokument ,Laboratory biosafety guidance related to coronavirus disease (COVID-19)" verwiesen,
sowie ggf. auf die Angaben des jeweiligen Labors:

Alle Proben sollten das Labor schnellstméglich nach Entnahme erreichen. Erfolgt
dies voraussichtlich innerhalb von 72 Stunden, kann die Probe bei 4°C gelagert und
wenn moglich gekuhlt versendet werden.

Verpackung und Versand

Klinische Proben von Verdachtsféllen zum Nachweis von SARS-CoV-2 sind als
,Biologischer Stoff, Kategorie B* der un-Nr. 3373 zuzuordnen und nach MaRgabe
der Verpackungsanweisung P650 zu verpacken. Der Versand sollte wenn mdglich
gekuhlt erfolgen ((s. Probenentnahme).

Die Verpackung besteht aus 3 Komponenten, Primar-, Sekundar- und
AuRenverpackung, die oft in folgender Ausfertigung kommerziell erhaltlich ist:

1. Primérverpackung = Probengefal (z.8. Tupferréhrchen oder Monovette)
2. Sekundarverpackung = Schutzgefal} (flissigkeitsdicht verschraubtes
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Plastikréhrchen, darin saugfahiges Material)
3. AuBenverpackung = Kistenférmige Verpackung
Die verschlossenen Versandstlicke sind als ,Biologischer Stoff, Kategorie B“ und
"UN 3373" in Raute (Seitenldnge mind. 50 x 50 mm) zu kennzeichnen. Die Angabe
der Telefon-num—mer einer verantwortlichen Person ist sinnvoll.

Der Versand sollte Uber einen Paketdienst bzw. den laboreigenen Kurierdienst nach
Absprache mit dem untersuchenden Labor erfolgen.

Empfehlungen zum Umgang mit Probenmaterial
Der ABAS (Ausschuss fir Biologische Arbeitsstoffe) hat das SARS-CoV-2 in einer
Stellungnahme vom 19.02.2020 vorlaufig eingestuft UNd Empfehlungen zum Umgang mit Probenmaterial

bei nicht-gezielten Tatigkeiten (Diagnostik) und gezielten Tatigkeiten mit SARS-CoV-2 gegeben.

Nicht gezielte Tatigkeiten kdnnen im Rahmen der Labordiagnostik von SARS-
CoV-2, ausgehend vom Untersuchungsmaterial (etwa Probenvor- und
—aufbereitung sowie die Inaktivierung zur Durchfiihrung molekularbiologischer
Techniken (PCR) unter den Bedingungen der Schutzstufe 2 durchgefiihrt werden.
Gezielte Tatigkeiten mit dem SARS-CoV-2 wie z.B. dessen Vermehrung sind bis
auf weiteres nach §5 Biostoffverordnung in Laboratorien der Schutzstufe 3
durchzufiihren.

Direkter Erregernachweis durch RT-PCR

Fur eine labordiagnostische Abklarung des Verdachts auf eine Infektion mit dem
SARS-CoV-2 wurden PCR-Nachweissysteme entwickelt und validiert. Nahere
Angaben sind Uber die Webseite der WHO zu Coronaviren bzw. der Foundation for Innovative New
Diagnostics verfugbar..

Es steht inzwischen eine Reihe von kommerziellen Testsystemen mit hoher
Spezifitat zur Verfliigung. Eine Testung ist indiziert, wenn aufgrund von Anamnese,
Symptomen oder Befunden ein Verdacht besteht, der mit einer SARS-CoV-2
Infektion (COVID-19) vereinbar (s. hierzu auch das jeweils aktuelle Flussschema des
RKI sowie die Angaben der kBv zur Vergiitung der Leistungen fiir Arzte; Flussdiagramm
Orientierungshilfe fiir Biirgerinnen/Birger). Gerade bei alteren Personen kann die Erkennung
von Symptomen schwierig sein (Arons et al., McMichael et al.; Graham et al.).

Zum positiven Nachweis ist die Untersuchung zweier Regionen des Genoms von SARS-CoV-2
erforderlich (Screeningtest + Bestatigungstest). Der Bestatigungstest ist Teil der
Vergiitung. Die WHO-Leitlinie zur Labordiagnostik fordert positive PCR-Nachweise an
mindestens zwei Stellen des SARS-CoV-2 Genoms und l&sst nur in Regionen mit
weiter Verbreitung von SARS-CoV-2 Ausnahmen zu.

Von einer ungezielten Testung von asymptomatischen Personen wird aufgrund der
unklaren Aussagekraft eines negativen Ergebnisses (lediglich Momentaufnahme) in
der Regel abgeraten. Ein Anlass zur Testung von pra- bzw. asymptomatischen

Personen ist die Fallfindung unter Individuen, die im Rah 1 der epidemiologischen Abkldrung
als Kontaktperson 1. Grades eines laborbestatigten Falles eingestuft wurden
(www.rki.de/covid-19-kontaktpersonen). Dies betrifft insbesondere den Kontext von
Ausbruchssituationen oder wenn eine Symptomatik nicht zuverlassig erhoben werden
kann. Ein negatives Testergebnis bei Kontaktpersonen 1. Grades ist kein Anlass,
eine Quarantanezeit zu verkirzen.

Weiterhin kann es im stationiren Bereich sinnvoll sein, Patienten vor Aufnahme in
Risikobereiche (z.B. Hdmato-Onkologie, Geriatrie) und Health care worker/Mitarbeiter
/innen in der Patientenversorgung ohne erkennbare Beschwerden nach einem
bestimmten Schema hinsichtlich einer SARS-CoV-2 Infektion zu untersuchen, um
nosokomiale Ubertragungen zu minimieren (www.rki.de/covid-19-patientenversorgung). Bei
der Entscheidung zu einem solchen Vorgehen sollte die jeweils aktuelle
epidemiologische Situation berlicksichtigt werden. Auch im Rahmen der Pravention
und des Managements von COVID-19 in Aiten- und Pflegeeinrichtungen sowie in
Einrichtungen fiir Menschen mit Beeintrachtigungen und Behinderungen kann es sinnvoll sein,
Pflegepersonal und Heimbewohner ohne Beschwerden in Abstimmung mit der
lokalen Gesundheitsbehdrde periodisch hinsichtlich SARS-CoV-2 zu testen um
pra-/asymptomatisch infizierte Personen zu identifizieren und Infektionsketten zu
unterbrechen (www.rki.de/covid-19-pflegeeinrichtungen).

Generell wird die Richtigkeit des Ergebnisses von diagnostischen Tests auch von der Verbreitung
einer Erkrankung beeinflusst (S. positiv und negativ pradiktiven Wert des Tests). Je
seltener die Erkrankung und je ungezielter getestet wird, umso hdher sind die
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Anforderungen an Sensitivitat und Spezifitat der zur Anwendung kommenden Tests.

Ein negatives PCR-Ergebnis schlieRt die Mogli it einer Infektion mit SARS-CoV-2 nicht aus.
Falsch-negative Ergebnisse kdnnen z.B. aufgrund schlechter Qualitéat der
Probennahme, unsachgemaRem Transport oder ungiinstigem Zeitpunkt (bezogen
auf den Krankheitsverlauf) der Probenentnahme nicht ausgeschlossen werden.
Wenn ein Patient mit begriindetem Verdacht auf SARS-CoV-2 -Infektion in der
initialen PCR negativ getestet wird, sollte mit dem Labor eine erneute
Probenentnahme und -untersuchung abgesprochen werden. Das am besten
geeignete Untersuchungsmaterial ist vom Zeitpunkt der Entnahme im Verlauf der
Erkrankung abhangig. Bei tiefen Atemwegsinfektionen ist die alleinige Testung von
Probenmaterial aus dem Oro- und Nasopharynx zum Ausschluss einer Infektion
nicht geeignet, da in dieser Phase der Erkrankung ggf. nur Material aus dem
unteren Respirationstrakt oder Stuhl in der PCR positiv sind.

Die Proben sollten differentialdiagnostisch auch auf andere relevante
respiratorische Erreger untersucht werden.

Die vom Patienten gewonnenen Proben sollten asserviert werden, um im
Zweifelsfall weitere Untersuchungen zu erméglichen.

Antikorpernachweise (Indirekter Nachweis einer Infektion)

Antikérpernachweise dienen aktuell primér infekti p gischen Frag llungen. Fir die

Feststellung einer Serokonversion wahrend einer akuten Infektion sollten
Serumpaare mit einem Abstand von ca. 14 Tagen gewonnen werden. Bei der
Mehrzahl der Patienten findet eine Serokonversion in der 2. Woche nach
Symptombeginn statt. Fir die Antikérperbestimmung gibt es kommerzielle
Testsysteme, deren Spezifitdt und Sensitivitat in Studien belegt sein missen. Zum
jetzigen Zeitpunkt konnen diese Testformate jedoch nicht abschlieRend beurteilt
werden. Die Interpretation serologischer Testergebnisse muss unter
Bertcksichtigung der Vortestwahrscheinlichkeit, der jeweiligen epidemiologischen
Situation sowie unter Kenntnis der Spezifitats-/Sensitivitatswerte des verwendeten
Testsystems erfolgen. Nach derzeitigem Kenntnisstand Iasst ein serologischer
Nachweis von SARS-CoV-2-spezifischen Antikdrpern keine eindeutige Aussage zur
Infektiositat oder dem Immunstatus eines Probanden zu. Die Leistungsparameter
des Tests sind zu berlicksichtigen.

Zum Nachweis einer vorangegangenen SARS-CoV-2 Infektion stehen
verschiedene Test-Formate (ELISA, CLIA) mit unterschiedlichen Virusantigenen
Gesamtantikdrper nachgewiesen werden kénnen. Aufgrund niedriger
Serokonversionsraten in der friihen Phase (Woche 1 bis 2 nach Symptombeginn)
der Infektion (Zhao et al., Sun et al., Long et al.) werden sie flr die Akutdiagnostik
nicht empfohlen.

Der Befund einer Serokonversion (IgG bzw. Gesamt-AK) kann einen positiven
PCR-Test aus Abstrichmaterial bestatigen. Bei einem negativen oder fraglichen
PCR-Test bei noch bestehender COVID-19-kompatibler Symptomatik sollte der
Befund einer Serokonversion Anlass fiir eine zweite PCR-Untersuchung sein.
Bislang fehlen systematische Studien, die eine Beurteilung der mit einem Schutz
vor einer Reinfektion verbundenen Antikorpertiter erlauben. Der Nachweis von
SARS-CoV-2-spezifischen Antikdrpern schlief3t die Infektiositat eines Patienten
nicht aus. Das Vorhandensein neutralisierender Antikorper, die auf eine protektive
Immunitat hindeuten, kann in Speziallaboren Uberprift werden. Erste Studien
deuten darauf hin, dass diese gegen Ende der 2. Woche nach Symptombeginn
nachweisbar sind. Protektive Titer sind bislang nicht bekannt.

Schnellteste zum qualitativen Nachweis von Antikérpern (IgG, IgM) gegen SARS-
CoV-2 Antigen in Lateral Flow Assay-Formaten werden kommerziell angeboten. Es wird
jedoch aktuell noch davon abgeraten, das Ergebnis eines alleinigen Antikérpertests
als Kriterium fiir eine Diagnosestellung einzusetzen. Die WHO empfiehlt den Einsatz von

immuno-diagnostischen Testen derzeit nur im Kontext von Forschungsprojekten.

Antigennachweise

Ein weiteres Schnelltestformat basiert auf dem Nachweis von viralem Protein in
respiratorischem Probenmaterialien. Aufgrund der friihen Entwicklungsphase und
derzeit nur unzureichend beurteilbarer Leistungsfahigkeit in groReren
Patientenkollektiven und Situationen réat die WHO auch von der Anwendung dieser Teste
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auBerhalb von Forschungsprojekten derzeit ab.

Bemerkungen zur Interpretation von Laborergebnissen (siehe
auch Abbildung)

Reaktivitit der PCR-Diagnostik: Studien zeigen, dass respiratorische Probenmaterialien
von SARS-CoV-2-infizierten Individuen bei Symptombeginn hohe
Viruskonzentrationen beinhalten kdnnen, die durch RT-PCR nachweisbar sind. Ein
Virusgenomnachweis durch RT-PCR gelingt bereits in der prasymptomatischen
Phase in diversen Patientenmaterialien in der Regel ca. 2-3 Tage vor (Kimball et al.)
bis 20 Tage nach (Zhou et al., Xiao et al.) Symptombeginn. In einer Studie alterer
Patienten wurde das Virusgenom bereits 7 Tage vor Symptombeginn nachgewiesen
(Arons et al.). In Einzelféllen ist ein Virusgenomnachweis aus respiratorischen
Proben bis 60 Tage nach Symptombeginn moglich (Zheng et al.) . Allerdings kann
auch bei wiederholt negativen RT-PCR-Nachweisen aus Naso- bzw.
Oropharyngealabstrichen eine Infektion nicht vollends ausgeschlossen werden.

Infektiositat: Die Ausscheidung von infektiosen Viren wird anhand der Virusanzucht
aus respiratorischen Proben in Zellkultur bewertet, ist von der Viruslast abhangig
und individuell variabel. Bei niedrigen untersuchten Patientenzahlen wurde (iber
erfolgreiche Anzuchten bis zu 6 Tage vor (Arons et al.) sowie bis 9 Tage nach
Symptombeginn (Wolfel et al., Arons et al., COVID-19 Investigation Team, Bullard
et al.) berichtet. Aktuelle Angaben deuten darauf hin, dass die Virusanzucht
vereinzelt auch zu spateren Zeitpunkten mdglich ist (National Centre for Infectious
Diseases, Singapore).

der Nachweis auf eine akute Infektion hinweist.

Im Vordergrund steht der direkte Erregernachweis. Mit den derzeit am Markt
befindlichen serologischen Tests kann bei einmaliger Untersuchung nicht
ausreichend sicher festgestellt werden, ob eine akute Infektion vorliegt. Sollte im
Rahmen einer Untersuchungsserie bei einer Person eine Serokonversion oder eine
deutliche Titerzunahme fiir IgG- oder Gesamt-Antikdrper in demselben
Testverfahren festgestellt werden (Abstand der beiden Tests maximal 30 Tage),
kann dies insbesondere bei entsprechender Symptomatik auf eine akute Infektion
hinweisen. Der einmalige Nachweis von IgM (oder IgA) lasst nicht sicher auf eine
akute Infektion schlieBen. Die Bewertung, ob der Nachweis auf eine akute Infektion
hinweist, muss unter Berlcksichtigung der Eigenschaften der jeweils verwendeten
Tests, ggf. durchgefiihrten Voruntersuchungen und anamnestischen Angaben durch
das diagnostizierende Labor im Rahmen des laborarztlichen Befundes erfolgen.

Latenz Infektiositat Nicht mehrinfektios
f " 23d[5.16] 8-9d id

3y

Inkubation
median 5d[2-7 d]
<11.5din 87.5%
789

PCR positiv

Serologie positiv

Abb.: Orientierender Uberblick iiber Angaben zur Infektiositat des Virus in Q
Probenmaterial zum direkten Erregernachweis und Laborparametern bei
COVID-19 nach derzeitigem Literaturstand (s. oben).
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Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH
Sylter Stalle 2
13353 Berlin

Einsendeschein: Formular auf der Homepage des Konsiliarlabors (PDF-Datei)
Kontakt:

Tel.: 030 450 525 092

Telefax: 030 450 525 907

E-Mail: christian.drosten[at]charite.de
victor.cormanlat]charite.de

Homepage: https://virologie-ccm.charite.de/diagnostik/konsiliarlaboratorium_fuer_coronaviren/

Gesellschaft fiir Virologie

Die Gesellschaft fiir Virologie listet eine Reihe von universitdren und 6ffentlichen Laboratorien in
verschiedenen Bundeslandern als weitere Ansprechpartner zu Fragen der SARS-CoV-2-Diagnostik
auf.

Vorgehen bei Patienten mit bestatigter SARS-CoV-2-Infektion
Das RKI hat Empfehlungen fiir die HygienemaRnahmen und Infektionskontrolle bei COVID-19-

https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/N/Neuartiges Coronavirus/Vorl T...

Patienten erarbeitet.
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