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Abstrakt

Zum ersten Mal in der Geschichte der Medizin wurde ein Labortest (RT-PCR) als einziges Kriterium flir die Diagnose einer
Krankheit (COVID-19) und fiir die Definition der Infektiositdt eines Virus (SARS-CoV-2) verwendet, ohne dass klinische
Symptome und der Nachweis eines replikationsfahigen Virus die Durchfiihrung bevélkerungsweiter, nicht getesteter
MalRnahmen rechtfertigten. Ziel ist es, (1) ein robustes quantitatives RT-PCR (RT-qPCR)-Protokoll zu evaluieren, das
die groten Bedenken der wissenschaftlichen Gemeinschaft hinsichtlich des ersten von der WHO empfohlenen RT-qgPCR-
Protokolls fiir SARS-CoV-2-Sequenzen ausrdumt, (2) einzelne SARS-CoV-2-Stdmme, die von Herbst 2020 bis Friihjahr
2021 in der Tschechischen Republik zirkulieren, mit Hilfe der Sequenzierung der nachsten Generation zu
charakterisieren und (3) den wissenschaftlichen Dialog wieder aufzunehmen und zur Vernunft und evidenzbasierten Medizin
zuriickzukehren. Wir stellen einen RT-qPCR-Test vor, mit dem alle bisher bekannten SARS-CoV-2-Varianten nachgewiesen
werden kdnnen, ohne dass es zu falsch-positiven Ergebnissen kommt. Anhand des genomischen Mutationsprofils zeigen
wir, dass die drei einzelnen Wellen (Herbst 2020 bis Frihjahr 2021) in der Tschechischen Republik zwar aufeinander folgten,
aber in keinem direkten genomischen Zusammenhang zueinander standen. Dies wurde bei der Omicron-Variante
deutlich, die keine direkte evolutionare Verbindung zu einer der friiheren SARS-CoV-2-Varianten erkennen lie3. Dar(ber
hinaus belegen wir, dass die Vernachlassigung von Grundséatzen guter wissenschaftlicher Praxis nicht nur zur
Verdffentlichung des von der WHO empfohlenen Charité-RT-qPCR-Protokolls fiihrte, sondern auch zu gesundheitlichen
Problemen. Unnétige Quarantane gesunder Personen sowie Abriegelungen und schreckliche Kollateralschaden fur
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Gesellschaften und Volkswirtschaften weltweit aufgrund einer hohen Zahl falsch-positiver "PCR-Falle". Andererseits wurde
infektiésen symptomatischen Personen durch falsch-negative Testergebnisse ein falsches Gefiihl der Sicherheit vermittelt, was
zu COVID-19-Clustern fiihren kénnte. Sowohl unsere Ergebnisse als auch Daten aus der Literatur bestatigen, dass eine
Validierung jedes PCR-basierten diagnostischen Tests durch Sequenzierung regelmaRig erforderlich ist. Um kiinftiges
Fehlverhalten zu verhindern, braucht die Wissenschaft einen Realitdtscheck und muss den wissenschaftlichen Dialog wieder
aufnehmen und sich von politischem Einfluss und Dogmen befreien.

Stichworte: Charité-Protokoll, COVID-19, Next Generation Sequencing (NGS), RT-PCR, SARS-CoV-2, wissenschaftliches Fehlverhalten.
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EINFUHRUNG

Seit Marz 2020 halt COVID-19 (Coronavirus-Krankheit-2019) die Welt in Atem, vor allem wegen der
Kollateralschaden mit katastrophalen Auswirkungen auf Gesundheit, Gesellschaft und Wirtschaft. Von
Beginn der mutmallichen Pandemie an und zum ersten Mal in der Geschichte der Medizin bestand ein
globaler politischer Konsens (Hedges & Lasco, 2021), dass der Krankheitsstatus, die Infektion und die
Infektiositat allein durch einen Labortest mit reverser Transkription und Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR) diagnostiziert werden kdnnen, ohne eine unabhangige klinische Bewertung der Symptome von
Personen, bei denen eine COVID-19-Erkrankung diagnostiziert wurde (China CDC, 2020; Paul-Ehrlich-
Institut, 2020). Aufgrund der grofRen Bedeutung der RT-PCR-Ergebnisse kénnte man annehmen, dass
die hochsten Qualitatsstandards flir Genauigkeit und Zuverlassigkeit angewandt werden. In diesem Beitrag
stellen wir jedoch das erste von der WHO (Weltgesundheitsorganisation) empfohlene und daher am
haufigsten angewandte RT-PCR-Testprotokoll in Frage, das zu Beginn der Pandemie verwendet wurde
und im Folgenden als Charité-Protokoll bezeichnet wird (Corman et al., 2020; WHO, 24. Januar 2021).
Darliber hinaus stellen wir einen alternativen und robusten RT-PCR-Test vor, der auf die 5-UTR
(untranslatierte Region) von SARS-CoV-2 (Schweres Akutes Respiratorisches Syndrom - CoronaVirus-2)
abzielt und die Unzulanglichkeiten des Charité-Protokolls Gberwindet. Um den Fokus zu wahren, werden
in dieser Studie keine anderen Tests als RT-PCR berticksichtigt. Leser, die an anderen Antigen-Schnelltests
als RT-PCR-Assays interessiert sind, werden auf eine aktuelle Ubersicht verwiesen (Puhach et al., 2022).
Im Folgenden werden die Friihphase von COVID-19 und die WHO-Teststrategie zur Bekdmpfung der
Pandemie beschrieben.

ZEITLICHER ABLAUF DER SOGENANNTEN COVID-19-PANDEMIE

Am 30. Dezember 2019 meldete ein Krankenhaus in der chinesischen Stadt Wuhan, dass sieben seiner
Patienten an einer schweren Lungenentziindung unbekannter Ursache litten (Reuters, 2019). Die
ortlichen Gesundheitsbehérden informierten sofort die WHO und hatten den Erreger bereits mittels
Ganzgenomsequenzierung und RT-PCR als Coronavirus identifiziert (Ren et al., 2020; Zhu et al., 2020; Lu et
al., 2020). Am 7. Januar 2020 wurde das identifizierte Virus als 2019-nCoV (2019-novel CoronaVirus)
bezeichnet und am 1. Februar 2020 in SARS-CoV-2 umbenannt (Coronaviridae Study Group, 2020), trotz des
Protestes der chinesischen Wissenschaftler, die den Namen HCoV-19 bevorzugten (Jiang et al., 2020). In der
Folge meldete das chinesische Zentrum fiir Seuchenkontrolle (CCDC), dass es einen RT-PCR-Test zum
Nachweis des neuen Virus in Patientenproben entwickelt habe (China CDC, 2020). Die
Sequenzierungsergebnisse ordneten das identifizierte Virus den beta-Coronaviridae der Untergattung
Sarbecoviren zu (Ren et al., 2020). Am 9. Januar 2020 teilten die chinesischen Wissenschaftler ihre
Ergebnisse der WHO mit (Tan et al., 2020) und luden die Virussequenz in voller Lange in die Datenbank
der Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data (GISAID) mit Sitz in den USA (NC_045512.1).

Die WHO hat am 13. Januar 2020 das erste diagnostische RT-PCR-Testprotokoll fir eine RT-gPCR
online verdffentlicht (WHO, 13. Januar 2020). Bemerkenswerterweise basierten die verdffentlichten RT-
PCR-Testrichtlinien nicht auf den von den chinesischen Wissenschaftlern erstellten und gemeinsam
genutzten Protokollen (China CDC, 2020), sondern waren ein Artefaktprodukt mehrerer kooperierender
Labors in Europa (Reusken et al., 2020). Die Autoren verwendeten die vom CCDC in der GISAID-Datenbank
hinterlegten Wuhan-Sequenzen fiir die Entwicklung von Primern und Sonden, ohne dass positive Patientenproben
vorlagen und ohne dass das Virus selbst zur Validierung des Tests zur Verfiigung stand (Corman et al., 2020). Das
europaische Protokoll, das wir als "Charité-Protokoll" bezeichnen, empfahl drei Ziele (im Nukleokapsid
(N)-Gen, dem Hiillgen (E) und der RNA-abhé&ngigen RNA-Polymerase (RdRp) des ersten und zweiten
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offenen Leserahmens (ORF1a und ORF1b). Letztere sollten die gesamte SARS-Beta-Coronavirus-
Untergruppe (Sarbeco) mit nur einer RdRp-Sonde als diskriminierendem Oligonukleotid nachweisen.
Dies ermdglichte die Verwendung des SARS-CoV-Stamms Frankfurt-1 als Positivkontrolle, jedoch
wurde der Nachweis der Genauigkeit der amplifizierten Ziele durch geeignete Kontrollen und
Sequenzierung nicht erbracht.
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Am 17. Januar 2020 wurde auf der WHO-Webseite eine Aktualisierung veréffentlicht, in der das friihere
Protokoll korrigiert wurde, indem das spezifischste Primerpaar fir das N-Gen-Target wegen "mangelnder
Empfindlichkeit" weggelassen wurde (WHO, 24. Januar 2021). Sechs Tage spater, am 23. Januar 2020,
wurde dieses RT-qPCR-Protokoll - das schnell zum Standard fiir den Nachweis von SARS-CoV-2-RNA in
Europa und vielen anderen Regionen der Welt wurde - als Forschungsmanuskript von Eurosurveillance
nach einem angeblich vollstandigen Peer-Review-Verfahren verdéffentlicht, das nur einen Tag dauerte
(Corman et al., 2020). Primer und Sonden aus dem Charité-Protokoll wurden fast sofort kommerziell
verflgbar gemacht, wie ein Labor in Slowenien berichtete (Poljak et al., 2020):

"Nach einer umfassenden Evaluierung fiihrte unser Labor am 17. Januar 2020 LightMix-basierte SARS-CoV-2-

Tests ein. Die routinemaRige Untersuchung auf SARS-CoV-2 begann am 27. Januar 2020, und die erste positive Probe

wurde am 4. Marz 2020 nach der Untersuchung von 353 Routineproben entdeckt. Bis zum 8. April 2020 wurden in

Slowenien insgesamt 30.669 SARS-CoV-2-Tests durchgefiihrt (15.330 Tests pro eine Million Einwohner), 1.103
laborbestéatigte Falle von COVID-19 festgestellt und 40 Todesfélle gemeldet."

Zu diesem Zeitpunkt gab es keinen einzigen COVID-19-Fall in Europa, und die "Entscheidung flr einen
Wechsel des diagnostischen Ansatzes" wurde fast eine Woche vor der Veréffentlichung des Charité-
Protokolls durch Eurosurveillance getroffen.

Doch nur drei Tage nach dem "Diagnosewechsel", am 30. Januar 2020, rief die WHO-Notfallkommission
(WHO, 30. Januar 2020) eine internationale gesundheitliche Notlage (PHEIC) aus, obwohl es nur 1.651
positive Testfalle in China gab, darunter 38 Todesfélle, und 98 Falle in 18 Landern auRerhalb Chinas ohne
gemeldete Todesfalle (Unsere Welt in Daten). Am 11. Marz 2020 war die Zahl der positiven SARS-CoV-
2-Testfalle weltweit auf 4.670 gestiegen, darunter 280 Todesfélle, die dieser neuen virusbedingten
Krankheit COVID-19 zugeschrieben wurden (Unsere Welt in Daten), und der Generaldirektor der WHO,
Dr. Tedros Adhanom Ghebreyesus, erklarte COVID-19 zu einer "Pandemie" (WHO, 11. Mérz 2020) -
einer weltweiten Krise, von der weniger als eine Person pro Million betroffen ist (etwa 8 Milliarden geteilt
durch 4.670). Dies war moglich, weil die WHO-Definition einer "Pandemie" im Jahr 2009 umformuliert
wurde, so dass sie nicht mehr eine "enorme Anzahl von Todesfallen und Erkrankungen" voraussetzt
(Doshi, 2010).

DIE STRATEGIE ZUR BEKAMPFUNG DER ERKLARTEN COVID-19-PANDEMIE

Am 16. Méarz 2020 gab Ghebreyesus die globale Strategie fur den Umgang mit COVID-19 bekannt:

"Wir haben eine einfache Botschaft an alle Léander: Testen, testen, testen. Testen Sie jeden Verdachtsfall. Wenn sie positiv
getestet werden, isolieren Sie sie und finden Sie heraus, mit wem sie bis zu zwei Tage vor dem Auftreten der Symptome in
engem Kontakt standen, und testen Sie auch diese Personen (WHO, 16. Marz 2020)."

Parallel dazu flihrte die WHO die COVID-19-Dashboard-Funktion ein, die eine Echtzeitverfolgung positiver
RT-PCR-Testergebnisse in absoluten Zahlen ermdglicht, unabhangig von der Anzahl der durchgefiihrten
Tests und ohne weitere Angabe des verwendeten Testsystems. Dies sollte die Planung, Durchfiihrung und
Bereitstellung von Ressourcen unterstitzen

der Bereitschafts- und Reaktionsmalinahmen der Lander - wurden auf der Grundlage weltweiter RT-
PCR-Tests angeblich 13.982 positive Félle, darunter 871 COVID-19-bedingte Todesfalle, ermittelt
(Unsere Welt in Daten). Die von der WHO empfohlene Strategie, so viele Menschen wie méglich
unabhangig von klinischen Symptomen mit diesem molekularen Test zu testen, erscheint ratselhaft, da
die RT-PCR-Technologie an sich weder Uber eine ausreichende Sensitivitat und Spezifitat verflgt, um
einen intakten infektidsen Erreger wie ein Virus nachzuweisen und somit eine ansteckende Person zu
identifizieren, noch kann sie sinnvoll zur Diagnose einer Krankheit eingesetzt werden. Vielmehr Iasst sich
damit jegliches genetische Material von Interesse unabhéngig von der "Lebensfahigkeit" der Quelle
vervielfaltigen (Kasten 1). Auf Seite 9 eines Konsenspapiers der WHO (2003) ber die Epidemiologie des
Internationale Zeitschrift fur Theorie, Praxis und Forschung irm April 4, 2023 | Seite 822

Bereich Impfstoffe 3(1)


https://ijvtpr.com/index.php/IJVTPR
https://ijvtpr.com/index.php/IJVTPR
https://doi.org/10.56098/ijvtpr.v3i1.71
https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/whoinhouseassays.pdf
https://doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2020.25.3.2000045
ttps://doi.org/10.1128/JCM.00599-20
https://www.paho.org/en/news/30-1-2020-who-declares-public-health-emergency-novel-coronavirus
https://ourworldindata.org/explorers/coronavirus-data-explorer
https://ourworldindata.org/explorers/coronavirus-data-explorer
https://www.paho.org/en/news/11-3-2020-who-characterizes-COVID-19-pandemic
https://doi.org/10.1136/bmj.c1904
https://www.who.int/director-general/speeches/detail/who-director-general-s-opening-remarks-at-the-media-briefing-on-COVID-19---16-march-2020
https://ourworldindata.org/explorers/coronavirus-data-explorer
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/70863/WHO_CDS_CSR_GAR_2003.11_eng.pdf

Schweren Akuten Respiratorischen Syndroms (SARS), eines hochgradig verwandten Virus, heilt es
weiter: "Es ist eine Datenverkntipfung erforderlich, um festzustellen, ob es eine direkte Beziehung zwischen
dem klinischen Schweregrad und der Viruslast und -ausscheidung gibt." Dies bedeutet, dass eine RT-
PCR-positiv getestete Person nicht automatisch als symptomatisch oder infektiés angesehen werden
kann, ohne dass sich die klinischen Symptome bestatigen. Daher ist es unverstandlich, dass sich die
WHO Uberhaupt auf die RT-PCR-Teststrategie festgelegt hat
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nach der Verdffentlichung einer systematischen Ubersichtsarbeit, die zeigt, dass Patientenmerkmale (d.
h. Schwere der Symptome) und Testparameter (d. h. Zyklusschwelle) die Zuverlassigkeit der RT-PCR-
Testergebnisse radikal einschranken (Jefferson et al., 2020). Dartiber hinaus hatten sich die WHO-
Forscher Uber die Tlicken der PCR-Tests im Klaren sein missen, denn im Jahr 2007 fihrten falsch-positive
Ergebnisse zu einer Pseudo-Pandemie des Keuchhustens im Dartmouth-Hitchcock Medical Center (New York
Times, 2007). Nichtsdestotrotz wurden Massentests mittels RT-PCR zur bevorzugten Strategie flr die
Uberwachung von COVID-19, und von diesem Zeitpunkt an wurde die Zahl der positiven Tests zur
Rechtfertigung massiver Einschrankungen der Menschenrechte und landesweiter Abriegelungen
verwendet.

Kasten 1: Kein diagnostischer Wert der RT-PCR fiir den Nachweis eines infektiésen Virus

Von groRter Bedeutung und unabhangig von der Gestaltung des Protokolls ist, dass die RT-PCR
lediglich die durch die verwendeten Primer selektierte(n) revers transkribierte(n) und amplifizierte(n) RNA-
Target(s) nachweist und daher keineswegs beweisen kann, dass in einer bestimmten Probe tatsachlich ein
replikationsfahiges, infektioses Virus vorhanden ist. Aufgrund der hohen Sensitivitat der RT-PCR kann
auch in Abwesenheit infektidser Viren restliche, nicht infektidse virale RNA nachgewiesen werden.
Wenn externe Standards mit definierten viralen RNA-Kopienzahlen verwendet werden, kdnnen die
RNA-Viruslasten mit den durch RT-gPCR erhaltenen Ct-Werten korreliert werden. Allerdings lasst
weder eine bestimmte RNA-Kopienzahl noch ein spezifischer Ct-Wert als Schwellenwert eine sichere
Aussage daruber zu, ob die Viruslast steigt oder sinkt.

Bereits am 23. Mai 2020 wurden die vorstehenden grundlegenden Informationen zur RT-PCR in einer
Stellungnahme des National Centre for Infectious Diseases (2020) veréffentlicht. In der Folge wurden sie
in einem Podcast vom 26. November 2020 von Marion Koopmans (2020), Mitautorin des Charité-
Protokolls (Corman et al., 2020), in einem Video-Statement vom 30. Dezember 2021 von Anthony Fauci
(2021), dem medizinischen Chefberater von Prasident Biden in den USA, und ganz aktuell in einer
umfassenden Ubersichtsarbeit mit der korrespondierenden Autorin Isabella Eckerle bestatigt, worauf
Puhach et al. (2022) hinweisen. Letzteres enthalt eine ausfiihrliche Darstellung, die zeigt, warum die
Infektiositat durch die Bewertung der viralen Replikation in der Zellkultur bestimmt werden muss, die den
Goldstandard fiir replikationskompetente, infektidse Viren darstellt. Das letztgenannte Papier kommt zu
dem Schluss, dass "bis heute keine diagnostischen Tests existieren, die das Vorhandensein infektioser
Viren zuverlassig bestimmen".

Letztendlich kann die RT-PCR zur Bestimmung der RNA-Menge nur stellvertretend verwendet werden, da die
Zellkultur mit SARS-CoV-2 Laborbedingungen der Biosicherheitsstufe 3 erfordert (Risi et al., 2010).
Aulerdem muss jede Diagnose von einem oder mehreren Klinikern bestétigt werden, die die
Ubereinstimmung eines Labortests mit den klinischen Symptomen der RT-PCR-getesteten Person
nachweisen mussen, wie dies auch bei jedem anderen Labortest der Fall ist.

Es ist zu beachten, dass jeder Labortest, selbst wenn er sowohl eine hohe Spezifitat als auch eine hohe
Sensitivitat aufweist, falsch-positive Ergebnisse erzeugt, die bei einer niedrigen Pravalenz, d. h. bei
Massentests bei asymptomatischen Personen, sogar die Zahl der richtig-positiven Ergebnisse Ubersteigen
kénnen (Skittrall et al., 2020; Lyons-Weiler, 2021). Positiv getestete, asymptomatische Personen stellen
eine niedrige anfangliche Zielzahl dar, die mit hohen Ct-Werten verbunden ist. Selbst wenn das
Testergebnis korrekt ist, sind diese Personen nicht infektiés, sondern stellen klinische Falsch-Positive
dar, die entweder aus genesenen Personen bestehen, die noch Virusreste aufweisen, oder aus immunen
Personen, die aufgrund einer niedrigen Viruslast nicht ansteckend sind (Cevik et al., 2020; Lyons-Weiler,
2021). Basile et al. (2020) berichteten Uber eine falsch-positive Rate bei RT-PCR-Tests von 11 %
(13/122), zu einem Zeitpunkt, als die COVID-19-Pravalenz bei 2 % lag. Nur bei zwei der 13 falsch-
positiven Tests lag eine SARS-CoV-2-Serologie vor, beide waren negativ fir SARS-CoV-2, wahrend
einer positiv flr ein Rhinovirus war. Das Problem der Kontamination wurde bereits sehr friih von
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Wernicke et al. (2020) angesprochen, die Ct-Werte von bis zu 17 fur Negativkontrollen meldeten, was auf
ein hohes Mal} an Kontamination in Reagenzien von Oligonukleotidlieferanten hinweist. Daher muss
jede Charge von PCR-Reagenzien vor ihrer Verwendung in der Routinediagnostik vorab getestet
werden.

Der einzige Ansatz, mit dem sich falsch-positive Ergebnisse auf Null reduzieren lassen, erfordert die
Durchfiihrung einer Sanger-Sequenzierung (Lee, 2021). Die Verwendung von verschachtelter RT-PCR mit
anschlieBender Sanger-Sequenzierung zur erneuten Prifung von 50 Proben, die als RT-qPCR-positive
Referenz verkauft wurden, bestatigte 21 (42 %) falsch-positive Ergebnisse (Lee, 2022).
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Da eine Vielzahl von Wissenschaftlern, Arzten und medizinischen Beratern die Unzulénglichkeiten der
ersten von der WHO empfohlenen RT-PCR beanstandet haben, haben wir das wegweisende Protokoll
fur den Nachweis von SARS-CoV-2 weiter in Frage gestellt. Um die RT-PCR-Testung von SARS-CoV-2-
RNA als Stellvertreter fiir die Viruslast zu verbessern, die Probleme des Charité-Protokolls zu umgehen
und einen zuverlassigen und Uberprifbaren PCR-Ansatz zu implementieren, wurde ein alternatives
Testsystem eingefiihrt. Im Folgenden bezeichnen wir es als "5'-UTR RT-qPCR-Protokoll". Auf der
Grundlage der interindividuellen genomischen Heterogenitat der SARS-CoV-2-Stamme alpha, beta,
gamma und delta (Ong et al., 2022) identifizierten wir eine einzigartige Konsensusregion in der 5-UTR
als spezifisches und empfindliches Ziel fiir den Nachweis von SARS-CoV-2-verwandter RNA mittels
quantitativer Polymerasekettenreaktion (RT-gPCR) in Echtzeit. AnschlieRend haben wir die
Genomsequenzen einzelner SARS-CoV-2-Stamme charakterisiert, die von Herbst 2020 bis Friihjahr 2021 in
der Tschechischen Republik zirkulierten. Mit dieser Erfahrung gehen wir auf die kritischen Kommentare
ein, die in der wissenschaftlichen Gemeinschaft nach unserem Antrag auf Ricknahme des Charité-
Protokolls (Borger et al., 2020) geaulRert wurden, und wir erértern umfassend unsere Hauptbedenken in
Bezug auf das Charité-Protokoll und die Art und Weise, wie die Politisierung der Wissenschaft die
Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis mit schadlichen und todlichen Auswirkungen auf die
Gesellschaft weltweit ausldscht.

Methoden

PRIMERENTWURF FUR DIE 5"-UTR-REGION VON SARS-COV-2 FUR RT-QPCR

Anhand eines Alignments der im Februar 2020 verfligbaren genomischen Sequenzen von
Fledermaus/SARS/nCOV-19-Coronaviren haben wir eine einzigartige Region innerhalb der konservierten und
spezifischen 5-UTR von SARS-CoV-2 ausgewahlt, die als spezifisches und empfindliches Ziel fir den
Echtzeit-RT-gPCR-Nachweis der viralen RNA dient und ein Amplikon mit 207 Basenpaaren (bp) ergibt. Wir
haben den Assay intern gemaf den europaischen ISO 13485-Richtlinien fur die Herstellung von In-vitro-
Diagnostika validiert. Wie im Folgenden beschrieben, wurden 50 positive Falle, die in authentischen
symptomatischen Patientenproben (Nasopharyngealabstriche) identifiziert wurden, durch direkte Sanger-
Sequenzierung der erhaltenen PCR-Produkte bestatigt. Der Assay erfiillte alle Anforderungen an die
Spezifitat (keine falsch-spezifischen Produkte) und auch an die Sensitivitat (sieben Kopien der Targets in
einer PCR-Reaktion). Dariiber hinaus wurde unser Assay einer externen Validierung durch die britische
NEQAS-Behorde fur Qualitdtsbewertung unterzogen und anschlieend in der Routinediagnostik von 31 028
bisher getesteten authentischen Proben eingesetzt. Die Eigenschaften der Primer und Sonden sind in
Tabelle 1 zusammengefasst.

Das PCR-Profil umfasste einen ersten Denaturierungsschritt bei 94 °C fur 5 Minuten, gefolgt von 45 Zyklen bei
94 °C fir 30 Sekunden, bei 58 °C fiir 30 Sekunden (Akquisition bei FAM) und bei 72 °C flr 30 Sekunden.
Die Identitat der generierten Amplikons wurde durch Sanger-Sequenzierung bestatigt (erganzende
Abbildung 1). In jeder analysierten Probe zeigte der Sanger-Chromatograph eine authentische SARS-CoV-2-
Sequenz, was die erforderliche Spezifitat des 5'-UTR-RT-qPCR-Assays bestatigte. Die Kopienzahl des
SARS-CoV-2-Genoms in 1 ml des urspriinglichen Probeneluats wurde anhand einer Kalibrierungskurve
berechnet, die aus 4-log-Verdiinnungen einer synthetischen genomischen Sequenz, die die 5-UTR-Sequenz
und ihre unmittelbare flankierende Region abdeckt (kundenspezifisch synthetisiert von Eurofins Genomics,
Deutschland), unter Verwendung der folgenden Kalibrierungskurvengleichung erstellt wurde: 10*(-0,279
* Ct+11,244). Die erganzende Abbildung 2 zeigt die logarithmische Verdinnung der synthetischen
SARS-CoV-2-Vorlage von 10e10 Kopien pro PCR-Reaktion bis hinunter zu 10e1 Kopien pro PCR-
Reaktion. Die Negativkontrolle ist negativ, d. h. es waren keine unspezifischen Amplikons vorhanden, die
durch unerwinschte inter- und intramolekulare Wechselwirkungen entstanden. AnschlieBend wurden die fir
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die authentischen Patientenproben gemessenen Ct-Werte verwendet, um die Anzahl der Kopien des SARS-
CoV-2-Genoms in 1 ml des urspriinglichen Probeneluats zu berechnen. Da es sich bei der verwendeten
Quantifizierungsmethode um die so genannte ABSOLUTE-Methode handelte (ein typischer Aufbau in
der molekularen Mikrobiologie), wurde die Kopienzahl von SARS-CoV-2 in jeder Patientenprobe mit Hilfe
der Kalibrierkurvengleichung bestimmt, die aus seriell verdiinntem synthetischem SARS-CoV-2-Genom
erstellt wurde und die nach dem Stand der Technik die genaueste Methode zur Erstellung einer
Kalibrierkurve in der molekularen Mikrobiologie darstellt.
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Tabelle 1

Diagnostisches Primer-Set und TagMan-Hybridisierungssonde fiir die routinem&fRige SARS-CoV-2-Echtzeit-qPCR (5'-UTR)
sowie Primer fir die Sanger-Genotypisierung, die im S-Gen SARS-CoV-2 angesiedelt sind, wie von Marz 2020 bis April
2022 bei Tilia Laboratories durchgefiihrt. Angesichts der intrinsischen genomischen Stabilitét der 5'-UTR-Region von
Coronaviren musste der Test trotz der verschiedenen SARS-CoV-2-Stdmme, die seit Mérz 2020 aufgetaucht sind, nicht

neu konzipiert werden. Die Werte flir Tm und GC-Gehalt der Oligonukleotide wurden vom Hersteller (Eurofins Genomics,
Deutschland) berechnet. Tm: Schmelztemperatur des Primers; GC: Anteil der Guanine und Cytosine des Primers.

Oligo-Name Sequenz 5'-3' Tm GC
[°Cl [%]

5'-UTRvorwarts CGATCTCTTGTAGATCTGTTCTC 58.9 43

5'-UTR-Riickwarts CACCCGGACGAAACCTAGATGTGC 66.1 58

5'-UTR FAM- 70.6 48

TagMan-Sonde TACTGTCGTTGACAGGACACGAGTAACTCGTCT-

BHQ1

SARS-CoV-2 CACACGTGGTGTTTATTACCCTGAC 58.0 36

weiter

SARS-CoV-2 FAM-TCAAAAGTGCAATTATTCGCACTAG 58.1 36

delta-reverse

SARS-CoV-2 GTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGAC 59.7 40

UK-forward

SARS-CoV-2 CCACAAACAGTTGCTGGTGCATGTAG 64.8 50

UK-Reverse

MOLEKULARE RUCKVERFOLGUNG DER ZIRKULIERENDEN SARS-CoOV-2-STAMME IN DER
TSCHECHISCHEN REPUBLIK

Wir haben 260 authentische SARS-CoV-2-Proben von symptomatischen Personen (ohne klinische Daten), die
zwischen September 2020 und April 2021 gesammelt wurden, mittels Sanger-Sequenzierung und
Fragmentanalyse des SARS-CoV-2-S-Protein-Gens genomisch charakterisiert, wodurch wir drei verschiedene
genomische Cluster von SARS-CoV-2 unterscheiden konnten, die direkt den einzelnen "Wellen"
entsprechen. Die firr die Genotypisierung der einzelnen SARS-CoV-2-Stdmme verwendeten Primer, die
fur alle zirkulierenden Stdmme gelten, sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Aus jedem der drei Cluster (September 2020, November 2020, Dezember 2020) wahlten wir vier
zufallige Vertreter aus und unterzogen sie einer NGS-Ganzgenomsequenzierung (SRA Bioproject,
Zugangsnummer PRINA742374).

SEQUENZIERUNG DES GESAMTEN GENOMS VON SARS-COV-2-ISOLATEN MITTELS NGS

Die gesamte RNA wurde aus authentischen Patientenproben mit dem QIAamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen, Deutschland) gemall den Empfehlungen des Herstellers isoliert. Die Gesamt-RNA wurde mit
dem Verso cDNA-Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) revers transkribiert und die Tailing-Produkte, die
das gesamte SARS-CoV-2-Genom abdecken, wurden mit den ARTIC v3-Primern (IDT, USA) PCR-
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amplifiziert. Die erhaltenen PCR-Pools (Fragmente von ca. 400 bp) wurden mit dem QlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Deutschland) gelgereinigt und gemal den Anweisungen des Herstellers mit dem
NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon Torrent Kit (NEB, USA) zu NGS-Bibliotheken
zusammengestellt. Die Bibliotheken wurden mit dem lon Plus Fragment Library Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA) quantifiziert, und ein 10 pM groRer Bibliothekspool wurde als Vorlage fiir die Emulsion
verwendet.
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PCR (emPCR) unter Verwendung des lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).
Nach der Bead-Anreicherung (OT2-Instrument, Thermo Fisher Scientific, USA) wurde ein v316 NGS-
Sequenzierungschip geladen, um eine ausreichende Basenabdeckung zu erzielen. Die NGS-
Sequenzierung wurde mit der lon Torrent PGM-Plattform (Thermo Fisher Scientific, USA) unter
Verwendung der lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit Chemie (Thermo Fisher Scientific, USA)
durchgefiihrt. Die gewonnenen Rohdaten wurden end- und qualitatsgetrimmt und fir ein direktes
Alignment mit dem SARS-CoV-2-Referenzgenom (MT192773) verwendet, um genomische Mutationen
zu identifizieren, die fur die Wellen im September, November und Dezember 2020 charakteristisch sind.

Kontrolliert

Bei allen durchgefiihrten Experimenten wurde ein interner Standard (Kontrolle) verwendet, und zwar das
Humanalbumin-Transkript. In Anbetracht der Tatsache, dass es sich um eine ABSOLUTE Quantifizierung
handelte, wurde der interne Standard nur zur Bewertung der Qualitat und Integritat der getesteten
klinischen Proben verwendet. Daher wurde fur die absolute Quantifizierung von SARS-CoV-2 in jeder
klinischen Probe die oben beschriebene Kalibrierungskurvengleichung verwendet und nicht die AACt-Methode,
die normalerweise fur die RELATIVE Quantifizierung verwendet wird.

Ethische Erkldrung

Die Proben flr die molekulare Routinediagnostik wurden mit informierter Zustimmung und geman den
gesetzlichen Richtlinien der Regierung im Hinblick auf die COVID-19-Pandemie-Teststrategie entnommen, die
von den uberweisenden Kliniken ausgestellt und archiviert wurden. Anonymisierte Proben wurden in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki verarbeitet.

Literatur ibersicht

Am 27. November 2020 reichte eine internationale Gruppe von 22 Wissenschaftlern (darunter UK, PB,
RJK und KS dieser Arbeit) einen externen Prifbericht (Borger et al., 2020) zusammen mit einem Antrag
auf Rucknahme des Charité-Protokolls (Corman et al., 2020) bei der Eurosurveillance-Redaktion ein. Da
die Dokumente parallel dazu sowohl auf einem wissenschaftlichen Preprint-Server als auch bei
ResearchGate.net online gestellt wurden, lieferte die wissenschaftliche Gemeinschaft sowohl zusatzliche
Referenzen als auch angemessene Kritik hinsichtlich des Fehlens von experimentellen Nasslabor-
Daten, die die von uns geduRerten Bedenken stiitzen. Diese Informationen wurden in einem Addendum
zusammengefasst und am 11. Januar 2021 bei Eurosurveillance eingereicht. Alle Dokumente sind online
verfuigbar (Borger et al., 2020). In unsere umfassende Diskussion beziehen wir Publikationen aus einer
PubMed-Suche mit den Begriffen "PCR" oder "RT-PCR" oder "RT-gPCR" und "SARS-CoV-2" oder
"COVID-19" ein. Wir beziehen auch zahlreiche WHO-Empfehlungen zur Teststrategie ein, die auf der
WHO-Webseite zu finden sind.

Ergebnisse

Im Gegensatz zum von der WHO empfohlenen Charité-Protokoll, das 45 Zyklen empfiehlt, ohne einen
Ct-Wert fur die Unterscheidung zwischen positiv und negativ festzulegen, und das bei einem Ct-Wert
von >35 zu einer hohen Rate von falsch-positiven Ergebnissen flihrt, Gbertraf der vorgeschlagene 5'-
UTR-Assay das Charité-Protokoll in Bezug auf die Spezifitét (keine unspezifischen PCR-Produkte, selbst
bei Anwendung von 45 Zyklen) deutlich, wahrend er gleichzeitig die erforderliche Empfindlichkeit beibehielt. Im
Gegensatz zu nachgeschalteten Genen, die anféllig flir Mutationen sind, ist die 5-UTR-Genomsequenz
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entscheidend fir die Regulierung der viralen Proteinsynthese durch den menschlichen Wirt und bleibt bei
Coronaviren von Natur aus stabil (Yang & Leibowitz, 2015; Fields, 2021), wie auch bei SARS-CoV-2
(Baldassarre et al., 2020; Miao et al., 2021; Mohammadi- Dehcheshmeh et al., 2021). Daher konnten wir den
5'-UTR-Assay wahrend der gesamten mutmallichen COVID-19-Pandemie erfolgreich einsetzen,
unabhangig von der im Laufe der Zeit beobachteten genomischen Heterogenitat der einzelnen
zirkulierenden Stadmme (d. h. alpha, beta, gamma, delta und auch omicron). Der 5-UTR-Assay
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zeichnet sich dadurch aus, dass es keinen falschen Hintergrund gibt (d. h. eine negative Probe ist wirklich
PCR-negativ). Insgesamt wurden 31.028 Proben getestet, von denen 2.737 positiv waren (8,8 %).

Daily cases in the Czech Republic
(www.worlaometers.info)

30k

gl Coronavirus Daily Cases

e
[ aowaoa [ woser [ answ | oonr | wosser [wosoww | o [ roseo [ em | oo [ oma [ somoon [wannin [ i | vaiey | samsn [ pasano | pavs [ passie | sssian [ oo | v [ sy | mass [vamey | roar [ oo [ wass

-
o e — - e
e | v | panm | vamem | Aesav | ineam | AARO | Dedas | Aades | Pemue | UM | TIRNP | WA | TVABET | Davieed | DNyeen | GRbees | TIAIT | iades | TR | Vil | AW | VAR | vikes | REee | D9 | qar | e

Abbildung 1. SARS-CoV-2-NGS-Ganzgenomsequenzierungsdaten von drei zuféllig ausgewahlten reprasentativen Genomen,
die zwischen September 2020 und April 2021 in der Tschechischen Republik gesammelt wurden. A. Einzelne SARS-CoV-2-
Wellen vom Herbst 2020 sind rot (September 2020), blau (November 2020) und gelb (Dezember 2020) hervorgehoben.
Die Grafik wurde von www.worldometers.info open source iibernommen. B. Die Tabelle zeigt (von 5' nach 3') die
wellenspezifischen SARS-CoV-2-Mutationen, die in den jeweiligen Genomen (Orf1ab, S, Orf3a, M, Orf8) gefunden wurden.
Die Mutationen sind in Aminosauren tbersetzt und durch ein schwarzes "x" hervorgehoben. In den schwarzen Késten sind
die Mutationen hervorgehoben, die im SARS-CoV-2-Stamm vom September 2020 vorhanden waren, aber im direkt
darauf folgenden SARS-CoV-2-Stamm vom November 2020 nicht vorhanden waren. Ein hnliches Muster ist beim SARS-
CoV-2-Stamm vom Dezember 2020 zu erkennen (der bereits als "British" bzw. spater als "Alpha" bezeichnet wurde). In
Anbetracht der Tatsache, dass das Gebiet der Tschechischen Republik zu diesem Zeitpunkt aus genetischer Sicht einem
genetisch begrenzten Gebiet entsprach, ist die Beobachtung, dass die einzelnen Stémme nicht direkt genetisch
miteinander verbunden waren, eher erstaunlich.

Auf der Grundlage unserer langjahrigen Erfahrung auf dem Gebiet der quantitativen molekularen
Mikrobiologie haben wir das folgende Routinekriterium zur Bewertung der klinischen Bedeutung der
gemessenen SARS-CoV-2-Viruslast angenommen: Ct

<25, stark positiv (>10e6 Kopien/ml); Ct 25-30, positiv; Ct 30-35, positive Spuren, aber wahrscheinlich
nicht infektids; Ct >35, negativ, nicht infektiés (<10e2 Kopien/ml). Beachten Sie, dass die
"Kopienzahlen" von Labor zu Labor unterschiedlich sein kdnnen, da es einen Unterschied zwischen den
Kopienzahlen in einem PCR-Reaktionsgefal und in einer echten Patientenprobe gibt. In letzterem Fall
mussen verschiedene Verdiinnungsschritte berticksichtigt werden: Die in 1 ml Abstrich enthaltene RNA
wird in 50 yl Elutionspuffer Gberflhrt, wovon 4 pl fir die cDNA-Synthese und 2 pl fir die PCR-Reaktion
verwendet werden. Wir haben eine Neukalibrierung vorgenommen, indem wir das anfangliche
Probenvolumen neu berechnet haben, um alle unsere PCR-Ergebnisse mit Standardmessungen aus der
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klassischen Zellkultur vergleichbar zu machen. Wir bewerteten Ct 25, um unseren Standard mit Ct 20
gleichzusetzen (siehe erganzende Abbildung 2), der den Cut-off der Patientenprobe flr eine plausible
Korrelation mit der infektiosen Viruslast darstellt.
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Durch genomische Nachuntersuchungen und NGS-Ganzgenomsequenzierung von zufalligen Vertretern
aus jeder der drei Herbst-2020-Wellen konnten wir nachweisen, dass jede Welle von einem anderen SARS-
CoV-2-Stamm reprasentiert wurde. Tatsachlich wurden in der Welle vom September 2020 Mutationen
gefunden, die in den direkt folgenden Wellen vom November 2020 und Dezember 2020 (auch bekannt
als "British", "B.1.1.7." oder spater "alpha") nicht vorhanden waren. Am deutlichsten ist die Diskrepanz
zwischen dem SARS-CoV-2-Stamm vom September 2020 und dem vom November 2020.

Bemerkenswert ist, dass die November-Welle 14 Mutationen "verlor", die in der vorangegangenen September-
Welle vorhanden waren

(Abbildung 1).
Diskussion

Im Januar 2020 entwickelte eine Gruppe von Wissenschaftlern aus Europa und Hongkong (China) ein
RT-PCR-Protokoll, das vor der Veroffentlichung in Eurosurveillance (Corman et al., 2020) auf die WHO-
Webseite hochgeladen wurde (WHO, 13. Januar 2020). Dieses sogenannte Charité-Protokoll diente als
Vorlage fiir die meisten nachfolgenden Protokolle, zumindest in Europa, und hatte zum Ziel, "eine robuste
Diagnosemethode zu entwickeln und einzusetzen, die in einem Labor der &ffentlichen Gesundheit
verwendet werden kann, ohne dass Virusmaterial zur Verfligung steht".

Bereits zu diesem Zeitpunkt war klar, dass das vorgeschlagene Ziel aus folgenden Griinden irreflhrend
war: Spezifisches biologisches Material (in diesem Fall das Virus von Interesse) ist unerlasslich, um die
Spezifitédt und Sensitivitdt des Testdesigns zu gewahrleisten, stand aber nicht zur Verfligung, obwohl seine
Notwendigkeit bereits in den veréffentlichten Arbeiten der chinesischen Wissenschaftler, die malgeblich fur
die Erstellung des Charité-Protokolls verantwortlich waren, erkannt wurde (Zhu et al., 2019; Ren et al.,
2020). Daruber hinaus wurde ein ordnungsgemaRes Testdesign, das internationalen Standards entspricht und
aulerst spezifische Testmaterialien (Primer und Sonden) umfasst, vom Charité-Protokoll nicht erfiillt. Das
Primerdesign des Charité-Protokolls wurde nicht auf maximale Spezifitdt ohne Kreuzreaktivitat ausgelegt
und Uberprift, sondern ermdglichte einen gruppenspezifischen Nachweis verschiedener Coronaviren der
Untergattung Sarbeco. Dies ist fraglich angesichts der Tatsache, dass chinesische Wissenschaftler bereits
am 5. Januar 2020 die gesamte Genomsequenz des Wuhan-Virus mit der WHO geteilt hatten (WHO, 28.
Februar 2020) und die Sequenz des Genoms in voller Lange an die Nukleotiddatenbank des National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (NC_045512.1) Ubermittelt hatten, was die Erstellung
hochspezifischer Primer und Sonden ermdglichte. Das Charité-Protokoll und das Primerdesign basierten
jedoch auf einer Reihe von synthetischen Sequenzen und dem SARS-CoV-Stamm Frankfurt-1 als
Positivkontrolle, ohne dass die PCR-Produkte durch Sequenzierung verifiziert wurden. Schlimmer noch, es
wurde kein Cut-Off-Fenster flr den Ct-Wert in Bezug auf eine genau definierte, spezifische
Viruslastkontrolle fir irgendeines der verschiedenen Zielgene festgelegt. Wie Puhach et al. (2022)
feststellten, ist eine Viruslast von 1,00E+06 RNA-Kopien inzwischen allgemein anerkannt, um mit der
minimalen Viruslast infektidser Personen zu korrelieren. Dies wurde bereits vom CCDC-Protokoll (2020)
berichtet und entsprach einem mittleren Ct-Wert von 25. In Bezug auf das Charité-Sarbeco-E-Gen
entspricht die oben erwahnte RNA-Kopienzahl einem Ct-Wert von etwa 28,19, wurde aber nicht mitgeteilt
(Corman et al., 2020), was die Tur fir Ct-Werte von bis zu 45 &ffnet, die von kommerziellen Labors als
positiv gemeldet werden, und so "Wellen" von unplausiblen (wahrscheinlich falschen) "positiven”
Testergebnissen anheizt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Charité-Protokoll keine der erwarteten, normalerweise
obligatorischen Anforderungen an einen "robusten diagnostischen Test" in einer
Standardarbeitsanweisung (SOP) erflillte. In der Tat war die Notwendigkeit dieses Protokolls von Anfang
an fraglich, da das CCDC (2020; siehe auch Chan et al., 2020) bereits am 3. Januar 2020 ein effizientes RT-
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PCR-Protokoll erstellt hatte, das spezifische Kontrollproben enthielt.

Unverstandlicherweise wurde dieses Protokoll nach dem Charité-Protokoll auf die WHO-Webseite
hochgeladen, und zwar teilweise nur auf Chinesisch (WHO, 24. Januar 2021). Obwohl die Hinzufligung
dieses chinesischen Teils in englischer Sprache angemessen und wiinschenswert gewesen wére, héatte
sie dennoch nicht ausgereicht, um das Hauptproblem zu l6sen: Die RT-PCR kann RNA nur in
Fragmenten nachweisen, die auch die intakte Zielregion eines positiven Amplikons enthalten. Somit ist
die RT-PCR von Natur aus nicht in der Lage, zwischen replikationsfahigen, infektidsen Viren zu unterscheiden
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Partikel und nicht-infektiése Rickstande von Virusgenomfragmenten, die im Grunde genommen biologisches
Rauschen im System darstellen (Kasten 1).

In Anbetracht der Tatsache, dass das Charité-Protokoll mit einem hohen unspezifischen
Hintergrundrauschen behaftet war, das zu falsch-positiven Ergebnissen oberhalb eines Ct-Wertes von 35
fur alle Zielregionen flihrte, und weil ein solch suboptimales Design in der Routinediagnostik nicht vertretbar
ist, haben wir das Charité-Design verworfen und stattdessen einen neuen Assay entwickelt. Wahrend das
Charité-Protokoll die Amplifikation von drei Zielsequenzen empfiehlt, die sich innerhalb des E-Gens, des
RdRp-Gens (bei dem es sich nach der Nomenklatur um das ORF1ab-Gen handelt, das flr das RdRp-
Protein kodiert) und des N-Gens befinden, zielt unser 5'-UTR-Assay nur auf eine zu amplifizierende
Region ab, die jedoch aus der gut konservierten Sequenz innerhalb der 5'-UTR von SARS-CoV-2 besteht.
Somit hat sich unser Testdesign als hochspezifisch erwiesen, ohne empfindlich auf den verrauschten
Hintergrund relativ bedeutungsloser und nicht infektidser Fragmente zu reagieren, was durch die
Sanger-Sequenzierung der erhaltenen PCR-Amplikons bestatigt wurde.

BEWERTUNG DER INFEKTIOSEN VIRUSLAST DURCH ZELLKULTUR, NICHT DURCH RT-PCR

Ein friiherer Kontakt mit einem bestimmten Virus kann durch immunologische Tests tberpruft werden, bei
denen eine durch das betreffende Virus ausgeldste Immunantwort im Wirt gesucht wird, die sich in
spezifischen Antikérpern (d. h. IgM, IgG, IgA) oder T-Zellen manifestiert, die gegen das Antigen reagieren.
Obwohl solche spezifischen Tests schon sehr friih wéhrend der Pandemie zur Verfligung standen (Amanat
et al., 2020; Braun et al., 2020; Okba et al., 2020), wurden sie von den Politikern weltweit nicht in ihre
Testpolitik aufgenommen, sondern stattdessen molekulare Tests geférdert, die angeblich in der Lage
sind, virale RNA mit RT-PCR oder spater virales Protein mit Antigen-Schnelltests nachzuweisen. Es sei
darauf hingewiesen, dass die PCR eine sehr empfindliche Technik zur DNA-Amplifikation ist, die nach
ihrem Erfinder, Karry Mullis (1990), dazu dient, spezifische Sequenzen (d. h. Gene) aus extrem kleinen
Probenmengen in kurzer Zeit zu vervielfaltigen (Mullis, 1990). Die RT-PCR zum Nachweis von RNA-Zielen
erfordert jedoch eine reverse Transkription der RNA, um sie in die DNA-Form umzuwandeln, flr deren
Nachweis die PCR entwickelt wurde. Bei der quantitativen PCR (QPCR), wie sie beim Test auf SARS-
CoV-2 angewandt wird, umfasst die Genamplifikation bei Massentests einen dritten Primer, die so genannte
Sonde, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist und spezifisch an die amplifizierte Zielsequenz
bindet. Nach der Zerstdrung der Sonde durch die Polymerase wahrend des Verlangerungsschritts wird
ein Lichtsignal erzeugt, das als Ersatzmarker fiir Amplifikationsrunden verwendet wird (Bustin & Nolan,
2017; Lee, 2021).

Wichtig ist, dass die Probenvorbereitung vor allen Arten von PCR einen vollstandigen Aufschluss aller
biologischen Strukturen erfordert, um Nukleinsauren, Proteine, Lipide und Zelltrmmer zu trennen.
Extraktionsprotokolle und kommerzielle Kits fiir die RNA-Extraktion vor der RT-PCR basieren
hauptsachlich auf der so genannten "Chomscynski"-Isolierung (Chomscynski & Sacchi, 1987), bei der
die Proben mit einer Mischung aus saurem Guanidiniumthiocyanat, Phenol und Chloroform behandelt
werden, die alle komplexen Organismen vollstandig zerstért. Folglich kann jede PCR, selbst wenn sie
ordnungsgemal durchgefihrt wird, nur das Vorhandensein des betreffenden genetischen Ziels testen,
nicht aber die "Lebensfahigkeit" des zugrunde liegenden pathogenen Organismus. Daher kann die PCR
keinesfalls als MaRstab fiir die Bewertung der Infektiositat eines Individuums dienen.

Der Goldstandard fir die Bestimmung der Infektiositat und der infektidsen Viruslast ist die
Reproduzierbarkeit des betreffenden Virus in einer geeigneten Zellkultur (Berczuk et al., 2020; Case et al.,
2020; Puhach et al., 2022; EVAg Portal; NIH BEI Resources Repository). Eine mégliche
Replikationsaktivitat eines Virus innerhalb eines getesteten Individuums kann durch einen RT-PCR-
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Assay nachgewiesen werden, der auf dem Nachweis von subgenomischen RNA-Transkripten (sgRNA)
basiert, die nur wahrend der Virusreplikation in infizierten Zellen entstehen (Bruce et al., 2022; Puhach et
al., 2022). Da sgRNA bis zu 17 Tage nach dem Nachweis der Infektion nachgewiesen wurde, deutet das
Fehlen von sgRNA auf das Fehlen der viralen Replikation hin, wahrend das Vorhandensein von sgRNA
nicht unbedingt auf Infektiositat schlielen lasst (Bruce et al., 2022). Bemerkenswerterweise wurde eine
sgRNA-spezifische RT-PCR flir SARS-CoV-2 in einem am 1. Méarz 2020 von Walfel et al. (2020)
eingereichten Manuskript beschrieben, an dem
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von den Erst- und Seniorautoren des Charité-Protokolls verfasst. Von diesem Zeitpunkt an hatten alle
von der WHO empfohlenen Protokolle grundlegend geandert werden missen. Sie wurden nicht
geandert.

Generell kann die PCR jedoch zur Verbesserung der Differentialdiagnose beitragen, d. h. bei der
Anwendung von Multiplex-Tests fir ein breites Spektrum von Erregern, um zwischen verschiedenen
Lungeninfektionen zu unterscheiden, die sich haufig in ahnlichen klinischen Symptomen duern. Wie bei
jedem anderen Labortest auch, muss das Ergebnis des PCR-Tests im Zusammenhang mit den
Symptomen des Patienten interpretiert werden.

Da es sich bei der PCR um eine hochempfindliche Technik handelt, war es tatsachlich moglich, einen
unterreprasentierten Erreger innerhalb eines Erregergemischs in einer Korperflissigkeit oder einem
Gewebe in einer Patientenprobe nachzuweisen, wie dies bei zwei der ersten fiinf COVID-19-Patienten in
Wuhan tatséchlich berichtet wurde (Ren et al., 2020). Dariiber hinaus kénnen Reste in Form von
verbleibenden Nukleinsaurefragmenten von SARS-CoV-2 oder anderen Coronaviren oder friiheren
Erregern durch die PCR nachgewiesen werden, nachdem das natirliche Immunsystem des Patienten bereits
alle infektidsen Erreger beseitigt hat, was zu einem eindeutig positiven PCR-Signal fiihren kann, das eigentlich
falsch ist (Puhach et al., 2022).

RT-PCR KANN MEDIZINISCHE DIFFERENTIALDIAGNOSEN NUR UNTERSTUTZEN, ABER NICHT ERSETZEN

Zusammenfassend ist es wichtig, die Hauptprobleme im Zusammenhang mit PCR-basierten Labortests im Auge
zu behalten:

» Erstens gibt es einen klaren Unterschied in der Kernfrage zwischen klinischen und
epidemiologischen Tests. Wahrend klinische Tests auf eine hohe Empfindlichkeit abzielen, um
eine vermutete Infektion bei einer symptomatischen Person zu bestatigen oder abzulehnen,
zielen epidemiologische Tests auf den spezifischen Nachweis wirklich infektidser Personen ab,
die in der Lage sind, die Virusinfektion zu verbreiten. Da die PCR nicht in der Lage ist,
festzustellen oder vorherzusagen, ob eine positiv getestete Person infektios sein wird oder nicht
(Puhach et al., 2022; Kasten 1), stellt sie kein "robustes Diagnoseinstrument” dar.
Dementsprechend sollten PCR-basierte Tests niemals zur Uberwachung einer
asymptomatischen gesunden Bevolkerung mit dem Ziel eingesetzt werden,
Nukleinsauresequenzen von SARS-CoV-2 oder einem anderen Virus "nachzuweisen".

o Zweitens kann das PCR-Testergebnis keineswegs eine grindliche medizinische Diagnose unter
Berlicksichtigung von Patientenmerkmalen, d. h. Symptomen, Kontaktanamnese, Komorbiditaten,
Medikamentenanamnese, Alter und Ct-Wert, ersetzen. COVID-19 weist die gleichen Symptome wie
Atemwegsinfektionen auf und kann daher nicht durch ein einziges eindeutiges Symptom oder
Zeichen genau diagnostiziert werden, wie kirzlich in einem Cochrane-Bericht veréffentlicht wurde
(Struyf et al. 2020).

» Drittens besteht selbst dann, wenn ein PCR-Test wie der unsere sowohl eine ausgezeichnete
Spezifitét als auch Sensitivitat aufweist, das Risiko falsch-positiver und falsch-negativer
Ergebnisse, die durch technische und klinische Fehler entstehen konnen. Wie in einer systematischen
Ubersichtsarbeit und Meta-Analyse (Cevik et al., 2021) berichtet wurde, scheint die infektidse
Periode von SARS-CoV-2 etwa zwei Tage nach der Exposition zu beginnen und bis zu 12 Tage
nach dem Auftreten von Symptomen anzuhalten. Im Gegensatz dazu kann die PCR nach Angaben
der CDC (2019a) bis zu 90 Tage lang positiv bleiben. Folglich sind PCR-positive Personen nicht
unbedingt Personen, die das Virus Ubertragen kénnen. Diese Diskrepanz wird in der Gruppe der
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positiv getesteten, aber asymptomatischen Personen deutlich, die niedrige anféngliche Zielzahlen
und hohe Ct-Werte in der Testauswertung aufweisen. Hier ist die Gberwiegende Mehrheit nicht
infektids, sondern es handelt sich um klinische Falsch-Positive, die sowohl genesene Personen,
die noch Virusreste aufweisen, als auch immune Personen umfassen, die aufgrund einer
unzureichenden Viruslast nicht ansteckend sind (Cevik et al., 2020; Lyons-Weiler, 2021). Eine
umfassende Ubersicht iiber das Problem der klinischen Falsch-Positiven und Falsch-Negativen findet
sich in Abbildung 2 in Verna et al. (Verna et al., 2021). Vielmehr hilft der PCR-Test dem Arzt, wie
von WHO und CDC empfohlen, einen Anfangsverdacht zu bestatigen oder zu entkraften, ob ein
symptomatischer Patient an einer maglichen SARS-CoV-2-Infektion leidet (WHO, 20. Januar
2021; CDCb; CDCc).
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CT-WERT KORRELIERT MIT DER MENGE DES ZIELGENS

Die Zyklusschwelle (Ct), auch Zyklusquantifizierung (Cq) genannt, ist die Zykluszahl, bei der die Fluoreszenz
des amplifizierten PCR-Produkts spezifisch ber dem Hintergrundsignal nachgewiesen werden kann. Sie ist
ein Malk fir die Menge einer bestimmten Nukleinsduresequenz, die in der urspriinglichen Probe
vorhanden war. Je niedriger der Ct-Wert ist, desto mehr Zielmaterial war urspriinglich vorhanden.

Da es sich bei der reversen Transkription, den Priming-Bedingungen und den Sekundarstrukturen an den
Primer-Bindungsstellen um stochastische Prozesse handelt, kann der Ct-Wert zwischen verschiedenen RT-
PCR-L&ufen und verschiedenen Labors variieren.

Daher missen Referenzgene in definierten Mengen einbezogen werden, um die relative Quantifizierung
zwischen verschiedenen Studiengruppen zu messen. Dies stellt eine Mindestanforderung flr ein
"robustes Diagnoseinstrument" dar, wurde aber unerklarlicherweise von den Autoren des Charité-
Protokolls nicht durchgefiihrt. Dartiber hinaus erfordert die absolute Quantifizierung einer definierten
Viruslast in einer bestimmten Probe eine gPCR-Methodik mit einer Verdiinnungsreihe bekannter Mengen
inaktivierter Viren. AnschlieRend kann der Ct-Wert einer unbekannten Probe mit den Ct-Werten der
Verdinnungsreihe korreliert und die Viruszahl geschatzt werden, um die Viruskopien pro ml - die
sogenannte "Viruslast" - zu bestimmen.

Fir SARS-CoV-2 wurde bereits im April 2020 berichtet (Wélfel et al., 2020; Co-Autor von Erst- und
Seniorautor des Charité-Protokolls), dass ein Minimum von 10% RNA-Kopien/ml mit einer Viruslast
vergleichbar ist, die zur Infektion einer geeigneten Zellkultur verwendet werden kann und somit als
"potentiell infektios" definiert ist. Bei Durchflihrung von 45 PCR-Zyklen wurden mit dem Charité-Protokoll
nach Corman et al. (2020) nur vier RNA-Kopien pro Probe nachgewiesen (etwa 103 RNA-Kopien/ml).
Einige kommerzielle Testkits geben eine Nachweisgrenze von 10 RNA-Kopien pro Probe an (Tib
Molbiol). Dies ist ungefahr zwischen 103 und 10° -fach empfindlicher als die infektidse Viruslast, die fiir
die Kultivierung von SARS-CoV-2 in einer geeigneten Zellkultur erforderlich ist. Unverstandlicherweise
zahlt das Charité-Protokoll jede Probe mit einem PCR-Signal bis zu 45 Zyklen explizit positiv, ohne einen
Ct-Cut-off-Wert zu definieren, der zwischen einer positiven/negativen Entscheidung unterscheidet, und
ohne jegliche Korrelation zu Kontrollproben mit definierten RNA-Kopienzahlen. Im Gegensatz dazu
korreliert unser 5'-UTR-Assay die quantifizierten RNA-Kopienzahlen mit definierten Ct-Werten auf der
Grundlage einer Kalibrierungskurve, die aus seriellen log-Verdiinnungen des synthetischen SARS-CoV-
2-Genoms mit genau vorgegebenen Konzentrationen der Zielsequenz erstellt wurde. Dariiber hinaus
wird eine Sequenzierung durchgefiihrt, um die Amplikons zu bestatigen und den Typ der Virusvariante zu
bestimmen, die im Test auftritt. Wichtig ist, dass ein positives PCR-Signal per se keine Rickschliisse auf
eine maogliche infektidse Viruslast zulasst, wenn kein Ct-Wert angegeben wird und das Ergebnis nicht
spezifisch auf eine definierte Standardkurve bezogen ist (Kohmer et al., 2021). Diese beiden
Voraussetzungen missen erfiillt sein. Ct-Werte unter 25 spiegeln mehr als 106 RNA-Kopien pro ml Probe
wider, die mit einer potenziell infektidsen Viruslast korreliert werden kénnen.

In einer im Dezember 2020 von Jefferson et al. veroffentlichten systematischen Ubersichtsarbeit wurde
festgestellt, dass Proben mit Ct>25 nicht genligend genetisches Material enthalten, um mit einem
infektidsen Potenzial zu korrelieren. Im Juni 2021 korrelierten Jaafar et al. 3.790 positive RT-PCR-Proben
mit anschlieBenden erfolgreichen Zellkulturen. Diese Autoren wiesen nach, dass das Virus in 70 %, 20 % und
3 % der Proben kultiviert werden kann, wenn Ct-Werte von 25, 30 bzw. 35 verwendet werden. Im August
2021 berichteten Stang et al., dass sich die Ct-Werte zwischen symptomatischen und asymptomatischen
Personen in der Regel um mehr als vier Zyklen unterscheiden (25,5 bzw. 29,6). Sie kamen zu dem Schluss,
dass der Ct-Wert fur die Definition potenziell infektioser Personen von 30 auf 25 gesenkt werden sollte.

ANZAHL UND SPEZIFITAT DER ZIELGENE

Um ein spezifisches Virusgenom durch RT-PCR zuverldssig nachzuweisen, ist eine genau definierte,
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hochspezifische und idealerweise konservierte Zielregion erforderlich (wie wir sie in unserem 5'-UTR-Assay
verwendet haben). Falls eine solche Region nicht identifiziert werden kann, muss alternativ mehr als ein
Gen oder eine spezifische Sequenz des Virus durch verschiedene Satze spezifischer Primer angepeilt
werden. Im Charité-Protokoll (Corman et al., 2020) wurden drei Zielgene flir den Nachweis von SARS-CoV-2
festgelegt, namlich das E-Gen, das RdRp-Gen (das ORF-1ab-Gen, das fir das RdRp-Protein kodiert) und
das N-Gen. Die flr das E-Gen der Charité ausgewahlten Primer wurden jedoch wie folgt definiert
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spezifisch flr die gesamte Sarbeco-Gruppe von Coronaviren, einschliellich SARS und von Flederméusen
abgeleiteter Sarbecoviren. Dieses Target erflillt eindeutig nicht die Anforderungen fiir einen spezifischen
SARS-CoV-2-Nachweis und wurde daher in einem Manuskript von Tao et al. (2022), in dem alle von der
WHO empfohlenen RT-PCR-Protokolle getestet wurden, von der Analyse ausgeschlossen. Dartber hinaus
wurde die Sonde des RdRp-Targets als "Pan-Sarbeco" definiert, was sie als Test flir SARS-CoV-2 noch
unspezifischer macht.

Tabelle 2

Spezifitat der SARS-CoV-2-Zielgene E, RdRp und N, bewertet in einem Ringversuch des deutschen Instituts Instand
(Zeichhardt & Kammel, 2020), der ein hohes Risiko falsch-positiver Ergebnisse zeigt, insbesondere durch Kreuzreaktivitat
mit Erkdltungscoronaviren wie HCoV 229E. *Anzumerken ist, dass HCoOV229E zur Gattung der alpha-Coronaviridae
gehort, wihrend SARS-CoV-2 und andere Sarbecorviren zur Gattung der beta-Coronaviridae gehoren. Die
"Erkaltungsviren" HCoV-HKU1 und OC43 werden der letztgenannten Gattung zugeordnet, deren Genomorganisation den
Sarbecoviren sehr viel dhnlicher ist (Liu et al., 2021), daher ware eines dieser beiden Viren eine bessere Kontrolle
gewesen.

Zielgen Anzahl der | Spezifitit - Test 1 Spezifitat - Test 2 Mittlere Mittlere
SARS- durchgefi Zellkultur (virusfrei) | Zellkultur Spezifitdt | Fehlerquote
CoV-2 hrten der Proben (falsch-positiv)
Tests mit Korrekt als negativ (mit HCoV229E*) 1 und alsch-pos
verschiede | identifiziert Korrekt als SARS-CoV- (200 -
nen Eslle [% 2 v identifizi 2 [%] mittlere
Testkits alle [%] negativ identifiziert Spezifitit)
Falle [%]
[%]
E-gene 373 371[99.46] 355[95.17] 97.31 2.69
RdRp- 182 178 [97.80] 165 [90.66] 94.23 5.77
Erbgut
N-Gen 166 164 [98.20] 146 [87.95] 93.08 6.92

Trotz der Tatsache, dass ihr Design angeblich darauf abzielte, nicht ausschlieBlich spezifisch fiir das neue
SARS-CoV-2 zu sein, haben die von ihnen zur Amplifikation gewahlten Targets alle ihre eigene absolute
Spezifitdt und Fehlerquote (Tabelle 2). Die Anzahl der falsch-positiven Ergebnisse kann fiir jedes einzelne
Gen und auch flr jede Kombination von Genen berechnet werden. Kurz gesagt, das Risiko falsch-
positiver Ergebnisse fur unspezifische Primer, wie sie im Charité-Protokoll verwendet werden, héngt von
der Anzahl der getesteten Zielgene ab. Je weniger Zielgene getestet werden, desto groler ist die Anzahl der
falsch-positiven Ergebnisse, die erzeugt werden. Es ist daher véllig unverstandlich, warum die WHO im
Verlauf der Pandemie empfahl, die Zahl der Zielgene zu reduzieren, ohne die Spezifitat des
Primerdesigns zu verbessern. Im urspriinglichen Charité-Protokoll (veréffentlicht am 13. Januar 2020)
wurde von der WHO empfohlen, auf drei Zielgene (E-Gen, RdRp-Gen, N-Gen) zu testen (24. Januar 2021).
Auf diese Weise hatte die Zahl der falsch-positiven Ergebnisse begrenzt werden kénnen. In der ersten
Anderung (veréffentlicht am 17. Januar 2020) wurde jedoch der PCR-Nachweis des N-Gens (das
spezifischste und in Verdinnungsreihen das am wenigsten empfindliche Ziel gemal Muenchhoff et al.,
2020) und damit das am wenigsten haufig auftretende falsch-positive Ziel ausgelassen (WHO, 13. Januar
2020). Schlimmer noch, mit der zweiten Anderung (verdffentlicht am 2. Marz 2020) empfahl die WHO,
dass "in Gebieten, in denen das COVID-19-Virus weit verbreitet ist, ein einfacherer Algorithmus
angewandt werden kénnte, bei dem zum Beispiel das Screening durch RT-PCR eines einzigen
Unterscheidungstargets (d. h. des E-Gens) als ausreichend angesehen wird" (2. Marz 2020). Diese
Anderungen - insbesondere die abschlieRende Empfehlung, auf das sehr unspezifische E-Gen als einziges
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Ziel zu testen - wiirden mit Sicherheit das Risiko falsch-positiver Ergebnisse erhdhen und damit die
Fallzahlen in die HOhe treiben, und sie wirden wahrscheinlich auch die Zahl der falsch-negativen
Ergebnisse erhdhen (Finn & Lucey, 2021; Kanji et al., 2021; Pecoraro et al., 2021).
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UMSTRITTENES PRIMERDESIGN

Jeder zuverlassige RT-PCR-Test hangt entscheidend von der Qualitat der Primer ab, die flr die
Amplifikation der als spezifisches Ziel ausgewahlten Region innerhalb einer Sequenz entwickelt wurden. Fir
diagnostische Zwecke ist es von entscheidender Bedeutung, dass die Primer zu 100 % spezifisch flr die
interessierende Sequenz sind, um eine Kreuzreaktivitat mit nahezu homologen Sequenzen eng
verwandter Gene zu vermeiden, bei denen es sich um Virusvarianten handeln kénnte (Bustin & Nolan,
2017). Wenn zwei oder mehr Primer-Sets verwendet werden, kdnnen die Amplifikationseffizienzen pro
Primer-Set dennoch unterschiedlich sein. Dies kann aufgrund von Unterschieden in der Primer-Effizienz,
die mit der Sekundarstruktur oder Stabilitdt zusammenhangen, zu unterschiedlichen Assay-
Empfindlichkeiten fihren (Chan et al., 2020). Das Charité-Protokoll beschreibt Primer mit bis zu sechs
unspezifizierten Positionen. Die nicht spezifizierten Positionen flihren zum Design mehrerer
verschiedener alternativer Primer-Sequenzen (zwei verschiedene RdRp_SARSr_F-Primer + 8
verschiedene RdRp_SARS_P1-Sonden + 4 verschiedene RdRp_SARSr_R). DarUber hinaus teilt einer
der N-Primer (Sequenz GCAGACGTGGTCCAGAACAAA) 10 Basen mit einer Sequenz des
menschlichen Chromosoms-1 (Sequenz GCAGACTCTGAGGGGATGCCA), von denen sich sechs Basen
am 3'-Ende befinden und daher ein hohes Risiko fiir unspezifisches Priming darstellen (Borger et al., 2020).
Der RdRp-Reverse-Primer des Charité-Protokolls ist jedoch noch problematischer, da er zu 100 % mit
einer Sequenz auf dem menschlichen Chromosom-18 identisch ist (Borger et al., 2020). Dies kann selbst bei
volliger Abwesenheit von SARS-CoV-2-Sequenzen zu unbeabsichtigten PCR-Amplifikationen flihren. Dartiber
hinaus wurde das RdRp-Gen als problematisch eingestuft, da es die niedrigste Rate an positiven Nachweisen
und den héchsten Ct-Wert aufweist (Anantharajah et al., 2021; Zimmermann et al., 2022). Ein weiterer
wichtiger Aspekt beim Design von PCR-Primern ist die Annealing-Temperatur (Tm), die entscheidend
vom GC-Gehalt der Primersequenz abhangt. Je niedriger die Tm ist, desto héher ist das Risiko falsch-
positiver Ergebnisse. AuBerdem sollten die Tm eines Primerpaares sehr nahe beieinander liegen,
vorzugsweise nicht weiter als 2 °C voneinander entfernt (Bustin et al., 2009). Es ist anzumerken, dass
die oben erwahnte In-silico-Tm-Vorhersage nur einen ersten Anhaltspunkt darstellt. Sie kann nicht alle
mdglichen Sekundarstrukturen im weiteren genomischen Kontext der Matrize oder in der genauen
Zusammensetzung der PCR-Mastermixe bertcksichtigen, die Chemikalien enthalten, welche die Tm der
PCR-Hybride beeinflussen, und somit eine flexiblere Verwendung von Primern und Sonden ermdglichen,
wobei die notwendige Stringenz der Zielerkennung beibehalten werden soll. Trotz dieser betrachtlichen
Flexibilitat dank moderner PCR-Zusammensetzungen erfordert jedes PCR-Design letztendlich ein Design,
das absolut spezifisch und ausreichend empfindlich ist - wie in den ISO13485-Richtlinien spezifiziert und durch
eine externe Qualitatsbewertung (in unserem Fall UK NEQAS) rigoros getestet. Mehrere Primer des Charité-
Protokolls weisen laut Borger et al. (2020) und Corman et al. (2020) ein hohes MaR an Tm-Flexibilitat auf.
In diesem speziellen Fall ging die Tm-Flexibilitat der Primer jedoch mit einer deutlich suboptimalen Leistung
des PCR-Tests in Bezug auf die Spezifitat einher. Fir einen "robusten diagnostischen Test" ist dies
inakzeptabel. Daher hatte der Charité-Test vor der weltweiten Einfiihrung neu konzipiert werden missen.

DIE VALIDIERUNG DER ERZEUGTEN AMPLIKONS DURCH SE QUENZIERUNG IST OBLIGATORISCH.

Die Bestimmung der absoluten Virusmenge in einer Patientenprobe, die notwendig ist, um den Ct-Wert mit der
in der Zellkultur geschatzten infektidsen Viruslast zu korrelieren, erfordert eine quantitative PCR, die sich
von der qualitativen PCR unterscheidet. Bei der qualitativen PCR wird ein definiertes Amplikon erzeugt, das
in der Regel durch eine gréRenabhéngige Analyse in einem Agarosegel nachgewiesen wird und dann als
Matrize flr die Sequenzierungsanalyse verwendet werden kann. Bei der quantitativen PCR wird ein Ct-Wert
erzeugt, der die Kinetik eines akkumulierten Fluoreszenzsignals darstellt, das mit dem Sondenabbau
korreliert. Folglich ist bei diesem Verfahren keine Bestatigung der korrekten Amplifikation des Zielgens
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mdglich. Insbesondere bei neu entwickelten Protokollen folgt auf die Amplifikation in der Regel eine
Agarosegel- und Sequenzierungsanalyse, um die amplifizierte Sequenz zu bestatigen. Obwohl die WHO
(19.03.2020; 08.01.2021; 20.01.2021) eine Ganz- oder zumindest Teilgenomsequenzierung empfiehlt, haben
die Autoren des Charité-Protokolls diesen wichtigen Bestatigungsschritt, die Sanger-Sequenzierung, nicht
vorgesehen.
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Daher wurde die Spezifitat der in inrem Protokoll verwendeten Primer und Sonden, die flr eine zuverlassige
zielspezifische Amplifikation erforderlich ware, nie erreicht (Corman et al., 2020).

Bemerkenswerterweise war bereits im April 2020 in der wissenschaftlichen Gemeinschaft bekannt, dass
das Charité-Protokoll unter Spezifitatsproblemen "unbekannter Herkunft" litt (Konrad et al., 2020). Selbst
unter standardisierten Laborbedingungen berichteten die Autoren des Charité-Protokolls (Corman et al.,
2020) selbst, dass vier positive Proben nach einer erneuten Untersuchung negativ waren, was das klassische
Beispiel firr falsch-positive Ergebnisse oder zuféllige Laborkontaminationen mit PCR-Produkten aufgrund
von Handhabungsproblemen darstellt. Die Tatsache, dass die Autoren ihre falsch-positiven Ergebnisse mit
"Handhabungsproblemen" erklarten, die sogar zu Beginn des Charité-Protokolls in einem Labor mit
erfahrenem Personal auftraten, wirft ernsthafte Fragen iber die Kontaminationsraten in groRen staatlichen
Labors sowie in neu eingerichteten kommerziellen Labors auf, die seit Beginn der sogenannten "Pandemie"
unter Druck gesetzt wurden, viele PCR-Tests durchzufiihren.

Um die Zuverlassigkeit verschiedener Laboratorien, die angeblich dasselbe PCR-Protokoll verwenden, zu
bewerten, wurde daher von Muenchhoff et al. (2020) ein Experiment durchgeflhrt. Sie schickten eine
Verdiinnungsreihe einer SARS-CoV-2 PCR-positiven Probe an sieben teilnehmende Labors. Alle sieben
berichteten, dass alle Proben bei einem Ct 2 32 negativ waren. Die Autoren berichteten:

"Auf der Grundlage von Berechnungen mit Primer Express v3.0 (Applied Biosystems, Dreieich, Deutschland) wurden
fir den RdRp-Vorwartsprimer 64 °C und fir den RdRp-Rickwartsprimer des Charité-Protokolls 51 °C als Annealing-
Temperatur vorhergesagt. Dieser Temperaturunterschied kann zu einer geringeren PCR-Effizienz fiihren."

Trotz dieser Tatsachen kamen die Autoren zu folgendem Schluss:

"Die meisten der untersuchten RT-PCR-Assays fiir SARS-CoV-2 wiesen fiinf RNA-Kopien pro Reaktion nach, was eine
hohe Sensitivitat und ihre Eignung fiir Screening-Zwecke weltweit widerspiegelt."

Diese Schlussfolgerung ist gliltig, wenn man die PCR-Empfindlichkeit an sich betrachtet. Die gemeldete
bemerkenswerte Empfindlichkeit deutet jedoch auf das Risiko hin, dass selbst kleine Reste einer
friheren Infektion amplifiziert werden. Dies ist fur ein diagnostisches Instrument, das auf positive und
negative Personen testen soll, nicht geeignet. Die Folgen der daraus resultierenden Fehler konnen
todlich sein. Daher ist bei RT-PCR-Tests die Spezifitét viel wichtiger (Klement & Bandyopadhyay, 2021).
Hervorragende Spezifitat fiir die Zielgene in Kombination mit empfindlichen Ct-Werten (< 25) sind die
notwendigen Merkmale fur einen robusten und zuverldssigen PCR-Test.

Eine weitere bekannte diagnostische Herausforderung ist das Auftreten von Mutationen und neuen
Virusvarianten. Ihr Vorhandensein erfordert eine regelmaRige Validierung und méglicherweise eine
Neugestaltung der Primer, um mdgliche Primer-Proben-Fehlanpassungen zu vermeiden. Dies wurde von
Osorio und Mitarbeitern nachgewiesen, die 1825 SARS-CoV-2-Genomsequenzen, die in der GISAID-
Datenbank (Méarz 2020) hinterlegt sind, mit der Wuhan-Hu-1-Referenzsequenz (NC_045512) abgeglichen
haben. AnschlieRend annotierten sie in den Alignments die Bindungsstellen von 33 Oligonukleotiden, die
von der WHO fiir die Verwendung in der RT-PCR freigegeben wurden, und stellten fest, dass etwa 79 %
der analysierten Primer-Bindungssequenzen Mutationen in mindestens einem Zielgen aufwiesen (Osorio et
al., 2020).

Darliber hinaus haben unsere eigenen NGS-Daten, die von Oktober 2020 bis Januar 2021 in der
Tschechischen Republik gewonnen wurden, bestatigt, dass die Validierung eines PCR-basierten
Diagnosetests durch Sequenzierung zwingend erforderlich ist. Sie ist nicht nur in der Anfangsphase der
Etablierung unerlasslich, sondern auch in der Folgezeit in regelmaRigen Abstédnden. Die Notwendigkeit
eines solchen Ansatzes wurde durch unsere NGS-Daten deutlich, die zeigten, dass jede der drei
einzelnen Wellen, die im Oktober 2020, November 2020 und Dezember 2020/Januar 2021 in der
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Tschechischen Republik kulminierten, sich genomisch von der vorangegangenen Welle unterschied.
Obwohl SARS-CoV-2 eine hohe Mutationsrate aufweist, konnten wir mit unserem 5'-UTR-Assay alle
zirkulierenden Stdmme, d. h. alpha, beta, gamma, delta und omicron, zuverlassig identifizieren.
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Interessanterweise waren die in der Welle vom September 2020 gefundenen Mutationen in den direkt
folgenden Wellen vom November 2020 und Dezember 2020 nicht vorhanden. Diese Diskrepanz wurde
bei der Omicron-Variante deutlich, die Berichten zufolge keine direkte evolutionare Verbindung zu einer
der friiheren SARS-CoV-2-Varianten aufweist (Sun et al., 2022; auch Perez et al., 2023 in dieser
Zeitschrift). Dies ist mehr als merkw(rdig, wenn man bedenkt, dass die Tschechische Republik alle
RestriktionsmaBnahmen ergriffen hatte, ndmlich Abriegelung, massive Reisebeschrankungen, soziale
Distanzierung und Gesichtsmasken. Auf diese Weise verhielt sich das Gebiet der Tschechischen Republik
wie eine genetisch begrenzte, isolierte Population, die eine derartige SARS-CoV-2-Vielfalt nicht
unterstiitzen wirde. Nachfolgende Wellen, die aus einem begrenzten Gebiet stammen, sollten namlich
alle aufeinanderfolgenden Mutationen ihrer Vorganger tragen. Das Virus kdnnte im Laufe seiner
Entwicklung weitere Mutationen erwerben, aber logischerweise kann es nicht auf magische Weise Mutationen
ausléschen, die in friiheren Wellen der gleichen Virusfolge aufgetreten sind. Noch merkwirdiger war die
Tatsache, dass die beobachtete Diskrepanz zwischen den SARS-CoV-2-Stdammen vom September
2020 und vom November 2020 am deutlichsten war. Die merkwirdige Entwicklung bestand darin, dass
die November-Welle 14 Mutationen "verlor", die in der unmittelbar vorangegangenen September-Welle
vorhanden waren. Uber diese ungewdhnlichen genomischen Merkmale der aufeinanderfolgenden SARS-
CoV-2-"Wellen" kann nur spekuliert werden, doch aufgrund der verfligbaren Literatur Giber die reverse
Genetik von RNA-Viren (Perez, 2017) und insbesondere darlber, wie leicht infektidse Coronaviren genetisch
manipuliert werden kénnen (Cockrell et al., 2017; Muth et al., 2018), kann ein kinstlicher oder vom
Menschen verursachter Eingriff nicht ausgeschlossen werden.

GUTE LABORPRAXIS ERFORDERT EIN STANDARDARBEITSVERFAHREN (SOP)

Die hohe Sensitivitdt der PCR-basierten Technologie geht mit einem schwerwiegenden Engpass in der
Leistungsfahigkeit einher. Selbst bei einer 100 %igen Testspezifitat, die einer Falsch-Positiv-Rate von 0 %
entspricht, bezieht sich das Ergebnis lediglich auf das Fehlen von Reaktionen mit anderen Sequenzen als
den ausgewahlten Zielsequenzen. Diese in zertifizierten Labors berechnete analytische Spezifitat kann
jedoch nicht mit der Spezifitat bei realen Tests gleichgesetzt werden, bei denen Verunreinigungen, die sich
ebenfalls exponentiell vermehren, und Handhabungsfehler durch ungeschultes Personal unweigerlich zur
Entstehung von falsch-positiven Ergebnissen fuhren. Layfield und Kollegen (2021) berichteten zum Beispiel
uber falsch-positive Proben in einer Plattenkarte, die sich in der Nahe von Proben mit hoher Viruslast (Ct < 20)
befanden. Wenn sich die Positivitatsrate der Falsch-Positiv-Rate nahert, sinkt die Zuverlassigkeit eines
positiven Testergebnisses gegen Null. Dies ist besonders wichtig, wenn die Pravalenz niedrig ist, da es
mehr nicht infizierte als infizierte Personen gibt. In diesem Szenario haben kleine Anderungen der
Spezifitat eine viel grélRere Auswirkung auf die Wahrscheinlichkeit, dass eine positiv getestete Person die
Infektion hat, als Variationen der Empfindlichkeit (Cohen et al., 2020).

Um Fehler zu vermeiden, die bei jeder Laboranalyse auftreten kénnen, miissen die Nachweisverfahren
immer von kompetenten Forschern sorgfaltig konzipiert und mit einer zuverlassigen Arbeitsanweisung
versehen werden. Der RT-PCR-Test ist nur dann als Diagnoseinstrument fiir den Virusnachweis geeignet,
wenn er auf allen Ebenen standardisiert und kontrolliert wird. Eine SOP ist unabdingbar, wenn fehlerhafte
Ergebnisse in einem vernlnftigen Umfang ausgeschlossen werden sollen. Fir den Nachweis von SARS-
CoV-2 sollte die SOP ein anonymisiertes Panel von Testproben mit inaktiviertem Virusmaterial enthalten, das
von einem externen Anbieter (d. h. einem Referenzlabor) zur Verfligung gestellt wird, sowie eine negative
Probe und Proben mit eng verwandten Viren, um die Spezifitdt zu Giberprifen (diese Proben missen negativ
bleiben). Idealerweise sollte die SOP auch eine Verdiinnungsreihe mit inaktiviertem Virus enthalten, um
die Empfindlichkeit des Tests zu bestimmen (wobei der Ct-Wert der infektidsen Viruslast entspricht). Im
Rahmen einer weltweiten Pandemie kénnen die geforderten Anforderungen nur erreicht werden, indem ein
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solches Verfahren experimentell auf seine weltweite Gliltigkeit geprift wird. Die letztgenannte
Validitatsanforderung kann nur in einem so genannten Ringversuch erfullt werden (Kasten 2).
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Kasten 2: Interne Kontrollen flir jeden RT-PCR-Lauf sollten umfassen:

= einen leeren Tupfer, um eine Kontamination wahrend der Probenahme auszuschlielen;

= eine RNA-Extraktionskontrolle, um eine korrekte RNA-Isolierung sicherzustellen;

» Negativkontrolle nur mit den Kitkomponenten zum Schutz vor Kontaminationen aus der Produktion
oder dem Klinischen Kit;

= eine "wasserdichte" als interne Negativkontrolle;

= ein Referenzgen (z. B. humanes RNaseP) als interne Positivkontrolle;

= Positivkontrollen von inaktiviertem SARS-CoV-2, das aus Zellkulturiiberstéanden isoliert wurde, um den
Ct-Wert mit der Kopienzahl der replikationskompetenten infektiésen Viruslast zu korrelieren, z. B.
durch Plague-Assays (Mendoza et al., 2020). Dazu gehért (1) eine Konzentration, die der infektidsen
Viruslast entspricht
(') mit einem Ct < 30 in allen amplifizierten Zielgenen und (2) eine Sonde, die einer nicht infektiésen
Konzentration entspricht (z. B. 5x 10° ), um den Ct-Wert zu definieren, ab dem die RT-PCR negative
Ergebnisse liefert. Diese Positivkontrollen miissen einer Qualitatskontrolle unterzogen werden, da das
Virus in der Zelllinie enthalten ist und méglicherweise keine neu auftretenden Viren widerspiegelt.

- W rnnizraaltinitAtel.anteralla (mniice nanativ hlailhan) 2 D "marmala eaicanala Crinna"

Die Notwendigkeit einer SOP wurde durch Studien in Deutschland deutlich, die von Instand eV
koordiniert wurden, einer Organisation, die Zertifikate flr gute Laborpraxis vergibt. Der erste Ringversuch
zur Validierung der RT-PCR der Charité, an dem 488 Labore teilnahmen, ergab erhebliche Probleme
(Zeichhardt & Kammel, 2020). Bemerkenswert ist, dass wahrend eines laufenden Ringversuchs drei von
sieben Proben aus dem Blindpanel ausgeschlossen wurden, weil "dringende Bitten aus dem In- und
Ausland vor Ablauf der verlangerten Einreichungsfrist, d.h. vor dem 28. April 2020, die Eigenschaften der
zu untersuchenden Proben offenzulegen, damit die Laboratorien ihre Testmethode im Falle méglicher
Fehlmessungen kurzfristig verbessern kénnen". Das Eingreifen in ein Ringversuchsverfahren ist sehr
ungewdhnlich, und der Bericht kann nicht als unabhéngiges externes Validierungsverfahren der
teilnehmenden Laboratorien angesehen werden. Ein zusatzliches Problem, selbst bei diesem
kontrollierten Ringversuch mit bereits vorbereiteten Proben und reduziertem Testumfang, sind die in 24
Laboratorien aufgetretenen Probenverwechslungen, die interessanterweise immer dieselbe SARS-CoV-2-
positive Sonde mit der Kontrollsonde, die das Erkaltungscoronavirus HCoV229E enthalt, betrafen
(Zeichhardt & Kammel, 2020). Schlief3lich wurde festgestellt, dass der Nachweis der Zielgene in Bezug
auf die Ct-Werte enorme Unterschiede zwischen den Labors aufwies. So lagen beispielsweise die Ct-
Werte flr dieselbe verdiinnte Probe von SARS-CoV-2 (Probennummer 340061) zwischen 15-40 fiir das E-
Gen, 20-40,7 fiir das N-Gen und 19,5-42,8 fiir das RdRp-Gen. Die stark unterschiedlichen Ct-Werte flr die
verschiedenen Gen-Targets, die auf demselben Target basieren, zeigen offensichtlich die unterschiedliche
Empfindlichkeit der Targets und werden weitgehend durch den anfanglichen Amplifikationserfolg beeinflusst.
Da es sich bei der PCR um einen 2-logarithmischen Prozess handelt, nimmt jedes kleine Anfangsproblem auch
logarithmisch zu. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, bei jeder PCR eine Kontrollstandardkurve
mitzuflihren, um die Ergebnisse zu bewerten. Zusammengenommen zeigen diese Daten eindrucksvoll den
extremen Mangel an Teststandardisierung innerhalb der teilnehmenden, zertifizierten Labors. Da es keine
weltweite (oder zumindest EU-weite oder USA-weite) SOP gibt, kdnnen wir nur erahnen, welche enormen
Unterschiede in den Labors entstehen, die "SARS-CoV-2-RNA" in echten Patientenproben nachweisen.
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Schlussfolgerung

DIE VERLETZUNG VON GRUNDSATZEN GUTER WISSENSCHAFTLICHER PRAXIS ERMOGLICHTE ES

DEN POLITIKERN, EINE NICHT EVIDENZBASIERTE MEDIZIN AUF GANZE BEVOLKERUNGSGRUPPEN
ANZUWENDEN

Das Charité-Protokoll stellt einen Versto gegen alle international anerkannten Grundséatze der guten
wissenschaftlichen Praxis dar (Kasten 3). Zunachst wurden die fir die RT-PCR verwendeten Primer und
Sonden an Testfirmen, d.h. Labor Berlin und Tib Molbiol, weitergegeben und als Light Mix Diagnostic
Test Kits kommerziell verfugbar gemacht, d.h., LightMix® Modular SARS-CoV-2/COVID-19, RdRp;
LightMix® Modular SARS-CoV- 2/COVID-19, E-gene; Tib Molbiol, Roché Diagnostics vor der
wissenschaftlichen Veréffentlichung und ohne diese Tatsache und den damit verbundenen
Interessenkonflikt in der wissenschaftlichen Verdffentlichung zu erwadhnen. Zweitens wurde das
Testprotokoll vor der Peer-Review und der Verdéffentlichung in Eurosurveillance (Corman et al., 2020) als
WHO-Leitlinie online verdffentlicht (WHO, 24. Januar 2021). Erst dann wurde es einer schnellen 24-
Stunden-Peer-Review unterzogen, die im Nachhinein mit der bevorstehenden Pandemie begrindet wurde.
Dennoch gab es am 21. Januar 2020, dem Tag, an dem das Manuskript eingereicht wurde, weltweit nur
sechs Todesfalle (Our World in Data). Aulerdem war das Tib Molbiol LightMix Kit bereits eine Woche vor
der Veroffentlichung des Charité-Protokolls in Slowenien erhaltlich (Poljak et al., 2020). Zu diesem
Zeitpunkt war in Europa noch kein einziger Fall von SARS-CoV-2 dokumentiert (Our World in Data).
Drittens sind zwei der Autoren Mitglieder des Eurosurveillance Editorial Board, ein weiterer ist
Geschaftsflihrer von Tib Molbiol, ein weiterer ist leitender Forscher bei GenExpress und wissenschaftlicher
Berater fir Tib Molbiol - keiner dieser potenziellen Interessenkonflikte wurde bei der Einreichung des
Manuskripts offengelegt (Borger et al., 2020).

Die Vernachlassigung international anerkannter Grundsatze der guten wissenschaftlichen Praxis flihrte
zur Verdffentlichung eines stark fehlerhaften Labortests. In der Folge wurden positive RT-PCR-Ergebnisse mit
"COVID-19-Fallen" gleichgesetzt, selbst wenn keine Krankheitssymptome vorlagen. Ein "Fall" impliziert jedoch
Symptome und die Diagnose einer Krankheit, hier COVID-19, und nicht das Vorhandensein von (Teilen
von) SARS-CoV-2. Auch aus wissenschaftlicher Sicht machten die téglichen Meldungen lber so
genannte "neue Falle" oder "neue Infektionen" keinen Sinn, da weder feststand, ob sie "neu" waren,
noch, dass sie "infektits" waren. Die hohe Empfindlichkeit der PCR ermdglicht den Nachweis von
Virusfragmenten jeglicher Herkunft, aber die PCR kann keine "Falle" oder "Infektionen" diagnostizieren.
Tatsachlich sind mehr als die Hélfte der positiven Testergebnisse wahrscheinlich nicht infektids (Jaafar et al.,
2021). Dennoch haben Regierungen auf der Grundlage eines dufRerst fehlerhaften RT-PCR-Labortests
Quarantanen uber gesunde Menschen verhangt und Abriegelungen vorgenommen, die erhebliche
Kollateralschaden fiir die Bevélkerung und die Wirtschaft weltweit zur Folge hatten.

Als Folge der fehlenden Korrekturleseaktivitat der Polymerase wird die Nukleotidmutationsrate von
SARS-CoV-2 auf 8E-04 Substitutionen pro Site und Jahr geschétzt (The Open Science Prize, 2020). Es
besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass neue genetische Variationen von SARS-CoV-2 sowohl die
Empfindlichkeit als auch die Spezifitat etablierter RT-PCR-Tests beeintrachtigen kdnnten. Dies ist um so
wahrscheinlicher, als 8,5 % aller Mutationen (neue

Nukleotidunterschiede) in SARS-CoV-2-Varianten auf der ganzen Welt sind nachweislich auf bekannte
PCR-Primer-Positionen (Penarrubia et al., 2020). Daher empfehlen wir eine kontinuierliche Uberwachung der
genomischen Variationen, um schnell reagieren zu kdnnen, falls ein neues Assay-Design erforderlich ist.
Aus Sicht der nationalen Gesundheitsbehérden sollten die Behérden daher eine sténdige Uberwachung von
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RT-PCR-positiven und -negativen, symptomatischen Personen durch Sanger-Sequenzierung fordern, um
einen Rickgang der Sanger-positiven und Sanger-negativen Personen im Laufe der Zeit zu erkennen und
so ein evolutionsbedingtes PCR-Escape zu verhindern. In diesem Fall sollten die offiziellen Fallzahlen auf
der Grundlage des Verlusts an Sanger-positiven Personen nach unten und des Verlusts an Sanger-
negativen Personen nach oben korrigiert werden (beides mit Konfidenzintervallen).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass positive Testergebnisse eine Mischung aus echten COVID-19-
Fallen (d. h. Kontakt mit SARS-CoV- 2 mindestens 9 Tage vor dem Test, wahrscheinlich infektiés mit
Symptomen einer Atemwegserkrankung), unechten Fallen (d. h. Kontakt mit dem Virus oder
Virusfragmenten vor weniger als 9 Tagen, wahrscheinlich nicht infektiés, manchmal mit Symptomen) und
falschen Féllen (gesund, sicher nicht infektios) umfassen. Die Verteilung dieser drei Kategorien hangt von
den Laborunterschieden, den verwendeten Kits, den Fahigkeiten der Techniker usw. ab. Wir raten daher
dringend davon ab, die RT-PCR-Technologie zur Messung von "Fallen" oder "Infektionen" ohne eine
angemessene und unabhangige "altmodische" arztliche Diagnose einzusetzen. Wir kommen zu dem
Schluss, dass die Anwendung dieser Technologie als Instrument fiir bevolkerungsweite Massentests die
COVID-19-Pandemie unndtig verschlimmert und verlangert hat und bei dhnlichen zukunftigen Szenarien
unterlassen werden sollte.

Kasten 3: Zu den international anerkannten Grundsatzen der guten wissenschaftlichen Praxis
gehéren:

« formale Aspekte, z. B. die griindliche Uberpriifung der Forschungsergebnisse durch unabhéngige
Gutachter vor der Verdffentlichung und die Offenlegung aller bestehenden Interessenkonflikte durch
alle Mitautoren, wie z. B. die Projektfinanzierung durch die pharmazeutische Industrie,

» Forschungsaspekte, z. B. die Durchflihrung eines giltigen Protokolls, einschlieflich Positiv- und
Negativkontrollen, sowie die Bestatigung der Ergebnisse und die Anwendung geeigneter und solider
Techniken,

» Qualitatssicherung und die Festlegung von Standards. Letzteres ist besonders wichtig bei der

MANGELNDE TRANSPARENZ WAR UND IST EIN ALLGEGENWARTIGER BEGLEITER DER KRISE, DER
AM ENDE MEHR SCHADEN ALS NUTZEN ANRICHTET

In zwei Leitartikeln des BMJ wurde argumentiert, dass Politiker und Regierungen wahrend COVID-19 die
Wissenschaft unterdriickten, um die kommerzielle Verfiugbarkeit von Diagnostika und Behandlungen zu
beschleunigen (Abbasi, 2020; Jureidini & McHenry, 2022). Angesichts einer drohenden "Killervirus-
Pandemie" kann die Verdffentlichung und Vermarktung eines suboptimalen RT-PCR-Tests zum Nachweis
von SARS-CoV-2 zwar verteidigt werden, doch mussen alle Fehler und unangemessenen
wissenschaftlichen Standards, die nach der Verdffentlichung entdeckt werden, unverzlglich gemeldet und
korrigiert werden. Ein Antrag auf Riicknahme des Charité-Protokolls (Corman et al., 2020) auf der
Grundlage von zehn formalen und technischen Bedenken wurde im November 2020 bei der
Eurosurveillance-Redaktion eingereicht, scheint aber nie ernsthaft in Betracht gezogen worden zu sein (Borger
et al., 2020). Der Antrag wurde in einer Online-Stellungnahme auf der Grundlage von finf nicht veréffentlichten
Sachverstandigengutachten abgelehnt, obwohl auf keines der Bedenken angemessen eingegangen
wurde (Editorial Note Eurosurveillance).

Dariiber hinaus wurde ein Addendum mit 20 von Fachleuten (berpriften, veréffentlichten Dokumenten, die diese
Bedenken untermauern, nicht vorgelegt.

nicht einmal erwahnt. Die anschlieRende Aufforderung, die Peer-Review-Berichte der flinf Gutachter
offenzulegen, wurde von der Eurosurveillance-Redaktion abgelehnt und verstiell damit gegen zentrale
wissenschaftliche Standards, die ein transparentes Peer-Review-Verfahren garantieren, um einen ehrlichen
wissenschaftlichen Dialog zu ermdglichen. Warum sie sich nicht daftr entschieden haben, die
wissenschaftliche Gemeinschaft iber mdgliche Mangel und Fallstricke des Charité-Protokolls zu
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informieren, bleibt ratselhaft.

SchlieRlich mangelt es den Entscheidungsprozessen der WHO an Transparenz: 12 Jahre nach der
Schweinegrippe ist immer noch unklar, warum die WHO die Definition einer Pandemie geandert hat.
Nach der alten Definition ware es gar nicht méglich gewesen, COVID-19 zu einer Pandemie zu
erklaren. Unverstandlich ist auch, warum die WHO nicht sofort eine englische Version des vom CCDC
entwickelten RT-PCR-Tests verdffentlicht hat, sondern einen anderen europaischen Test. Eine weitere
unbeantwortete Frage ist
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warum hat die WHO nicht sofort tiber die Bedeutung des Ct-Wertes und die Interpretation der RT-PCR-
Testergebnisse berichtet, als die PCR-Technologie als "Goldstandard” fiir den Nachweis von SARS-CoV-2
eingefihrt wurde? Warum taten sie dies erst ein ganzes Jahr nach Ausbruch der Pandemie (WHO, 20.
Januar 2021)? Warum haben einflussreiche Wissenschaftler wie Marion Koopmanns und Anthony Fauci
nicht auf den Missbrauch der PCR als sogenannten "Goldstandard" fir den Nachweis "infektiéser"
Personen aufmerksam gemacht, obwohl sie es besser wissen mussten, wie sie in Interviews und
Podcasts gezeigt haben (siehe Kasten 1)? Wenn die mangelnde Transparenz nicht auf wissenschaftliche
Unkenntnis zurtckzufihren ist, was wir fur eine vernunftige Schlussfolgerung halten, scheint es sich um
eine unerwinschte Einmischung der Politik in die Wissenschaft und medizinische Praxis zu handeln.
Sollte dies der Fall sein, so ware dies beunruhigend. Zumindest die Wissenschaft selbst muss um jeden
Preis frei bleiben von politischen Ideologien, von Dogmen und von finanziellen Interessen.
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Erganzende Abbildung 1A. Die Chromatogramme der Sanger-Vorwarts- und Riickwartssequenzierung der 5'-UTR-Sequenz des Indexpatienten BD103, bei dem eine
Viruslast von 5x10e7 Kopien/ml Probeneluat (Nasopharyngealabstrich) diagnostiziert wurde.

A

BD103 5‘ UTR forward:

30 40 50 &0 70 B0 90 100 110 120 130 140 150 1€0
CG G CTG CATG CTTAG TG CACTCRCEG CAG TATAAT TAATARCTAATTACTO TCOT TG ACAGG ACACE ARG TARCT CO TCTATCTTCTOCAGGCTGCTTACGG TTTCGTCCG TG TTGCAGCCG ATCATCAGCACATCTAGGT

bl A

10 L 30 40 50 60 70 a0 a0 100 110 120 130 140
TCTTETAGAT CTGTT CTCTAARCGAACTTTAAAAT CTGTGTGGCTOT CACT CGGCTGCATGCTTAGTIGCACT CACG CAGTATAATTAATAACTAATTA CTGT CGTTGA CAGGA CA CGAGTAA CT CGT CTAT CTT <TG <2

A |

d 'M

BD103 5 UTR reverse:
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Erganzende Abbildung 1B. BLAST-Alignment der 5'-UTR-Sequenz von BD103 mit den 5'-UTR-Sequenzen
der nachsten Nachbarn. Man beachte die 100%ige Homologie mit der 5-UTR von SARS-CoV-2 und die
auffallige Heterologie im Vergleich zu Bat-Coronavirus bzw. Bat-SARS-Coronavirus. Abfrage: Die authentische
Sequenz, die vom BD103-Indexpatienten stammt; Thema: Referenzsequenz des betreffenden Coronavirus,
hinterlegt in der NCBI ref seq library (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

& Download v GenBank Graphics

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate SARS-CoV-2/nCoV-19-025/human/2020/VNM
Sequence ID: MT192773.1 Length: 29890 Number of Matches: 1

Range 1: 43 to 249 GenBank Graghics

Score Expect Identities Gaps Strand
383 bits(207) 2e-102 207/207(100%) 0/207(0%) Plus/Plus

Query 1 COATCTCTTGETAGATCTGTTC TCTAAACGAACTTTAAMAATCTGTGTGGCTGTCACTCGLE 60

LLLLELELETLEL L LR e R LRttt
Sbjct 43  CGATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAAACGAACTTTAAAATCTGTGTGGCTGTCACTCGGE 102

Query 61 120
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 103 ATGCTTAGTGL, AATTACTGTCGTTGACAGGACA 162

Query 121 CGAGTAACTCGTCTATCTTCTGCAGGCTGCTTACGGTTTCGTCCGTGTTGCAGCCGATCA 180
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 163 COAGTAACTCGTCTATCTTCTGCAGGCTGLTTACGGTTTCATCCOTGTTOCAGCCGATCA 222
Query 181 GCACATCTAGGTTTCGTCCGGGTG 287

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 223 GCACATCTAGGTTTCOTOCGRGTE 249

& Download v GenBank Graphics
Bat coronavirus (BtCoV/279/2005), complete genome
Sequence ID: DQ648857.1 Length: 29741 Number of Matches: 1

Range 1: 41 to 248 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
283 bits(153) 2e-72 191/209(91%) 3/209(1%) Plus/Plus
Query 1 CGATCTCTTGTAGATCTGTTC AAMATCTGTGTGGCTGTCACTCGGE 6@

III|II|I]|I]II]II]|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII [T
Sbjct 41  CGATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAMACGAACTTTAAAATCTGTGTAGCTGTCGCTCGGC 108

Query 61  TGCATGCTTAGTGCACTCACGCAGTATAATTAATAACTAA--TTACTGTCGTTGACAGGA 118

PUOCLEE TERRRRRLE TRLrneeentt 1e et 210e Jeenenen Peet 1t
Sbjct 181 TGCATGCCTAGTGCACTTACGCAGTATAAATATTAA-TAACTTTACTGTCGCTGACTGGA 159

Query 119 CACGAGTAACTCGTCTATCTTCTGCAGGCTGCTTACGGTTTCATCCGTGTTGLAGCCCAT 178

POCCLLLELELERL LLELERLEED CRLEL PR LR el LT
Sbjct 168 TACGAGTAACTCGTCCTTCTTCTGCAGACTGCTTACGGTTTCGTCCGTGTTGCAGTCGAT 219

Query 179 CATCAGCACATCTAGGTTTCGTCLGGGTG 287

PECCELEE L LERELREEtritentgl
Sbjct 220 CATCAGCATACCTAGGTTTCGTCCGGGTG 248

& Downlead v GenBank Graphics

Bat SARS coronavirus HKU3-12, complete genome
Sequence ID: GQ153547.1 Length: 29704 Number of Matches: 1

Range 1: 40 to 246 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
281 bits(152) 7e-72 190/208(91%) 3/208(1%) Plus/Plus

Query 2 GATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAAACGAACTTTAAAATCTGTGTGGLTGTCACTCGECT 61

COLLEEEERL e b e e e ee b i eei ey BeEinil
Sbjct 40  GATCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAAACGAACTTTAAAATCTGTGTGGCTGTCGCTCGGLT 99

Query 62 GCATGCTTAGTGCACTCACGCAGTATAATTAATAACTAA--TTACTGTCGTTGACAGGAC 119

COLLEL LR DLEL  LLLELLEieLt I| III i IIII|IIIIII|III 11
Sbjct 100 GCATGCCTAGCGCACCTACGCAGTATAAATATTAA-TAACTTTACTGTCGTTGAC 158

Query 120 ACGAGTAACTCGTCTATCTTCTGCAGGCTGCTTACGGTTTCGTCCGTGTTGCAGCCGATC 179

|II|I[IIIIII|I LELLELLREL DREE DL LR LR tetnntl I|II|
Sbjct 159 ACGAGTAACTCGTCCCTCTTCTGCAGACTGCTTACGGTTTCGTCCGTGTTGCAGTCGATC 218
Query 180 ATCAGCACATCTAGGTTTCGTCCGGGTG 207

CLELCE L LEEELL LR
Sbjct 219 ATCAGCATACCTAGGTTTCGTCCGGGTG 246
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Morm. Fluoro,

Erganzende Abbildung 2A. SARS-CoV-2-Quantifizierungsbericht.

Standard Curve (1)  |conc= 104(-0,279*CT + 11,244)
Standard Curve (2) |CT =-3,587*log(conc) + 40,327
Reaction efficiency (*)|(* = 10*(-1/m) - 1) 0,90024

M -3,58668
B 40,3274
R Value 0,99919
R”2 Value 0,99839

Erganzende Abbildung 2B. Die Standardkurve und die logarithmische Verdlinnung der synthetischen SARS-CoV-2-Vorlage von
10e10 Kopien/PCR auf 10e1 Kopien/PCR sind dargestellt. Quantifizierung Radfahren. A.Grun.

No. Color Name Y (=} Shve c Calc Conc (Copies)
(Co ]

SARS-CoV2 10e10 Standard 4,60 9 156 436 738

0,5 SARS-CoV2 10810 Standard 4,66 |10 000 DOO 00O|8 794 595 025
SARS-CoV2 10e9 Standard 8,00 |1000000000 1027973723
SARS-CoV2 10e9 Standard (7,91 [1000000000 [1093 112634

0.4 SARS-CoV2 10e8 Standard  [11,55[100000 000 [105 247 836
SARS-CoV2 10e8 Standard (11,44 (100000000 [113 540259
SARS-CoV2 10eT Standard (14,80 (10000000 |13 069 089

02 SARS-CoV2 10e7 Standard  [14,50 [10000000  [12278 505

. SARS-CoV2 10e6 Standard 18,65 |1 000 000 1103 254

SARS-CoV2 10e6 |Standard 18,63 |1 000 000 1118182
SARS-CoV2 10eS |Standard 22,67 |100 000 83 559

0.2 SARS-COV2 105 Standard (22,75 |100 000 79 490
SARS-CoV2 10e4 Standard  [26,48 |10 000 7239

| |SARS-Cov2 10e4 Standard 26,44 (10 000 7429

0,1 SARS.CoV2 1083 Standard 28,86 |1000 528
SARS-COV2 10e3 Standard (29,53 1000 1021
SARS-CoV2 10e2 Standard  [33,60 [100 75

0,0 SARS-CoV2 10el Standard (35,6210 21
SARS-CoV2 negative Unknown

Cycle SARS-CoV2 negative Unknown

Erganzende Abbildung 2C. Standard-Kurve.
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