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Zusammenfassung

Zum ersten Mal in der_der Medizin wurde ein Labortest (RT-PCR) als einziges
Kriterium zur Diagnose einer Krankheit (COVID-19) und zur Definition der Infektiositét eines
Virus (SARS-CoV-2) verwendet, ohne dass klinische Symptome und der Nachweis
replikationsfahiger Viren die Durchfiihrung bevolkerungsweiter, nicht getesteter Interventionen
rechtfertigen. Ziel ist es, (1) ein robustes quantitatives RT-PCR (RT-qPCR)-Protokoll zu evaluieren,
das die groBten Bedenken der wissenschaftlichen Gemeinschaft hinsichtlich des ersten von der
WHO empfohlenen RT-qPCR-Protokolls fiir SARS-CoV-2-Sequenzen ausrdumt, (2) einzelne
SARS-CoV-2-Staimme, die von Herbst 2020 bis Friihjahr 2021 in der Tschechischen Republik
zirkulieren, mit Hilfe der Sequenzierung der ndchsten Generation zu charakterisieren und (3

ir stellen einen RT-qPCR-Test vor, mit dem alle bisher bekannten SARS-CoV-2-
Varianten nachgewiesen werden kénnen, ohne dass es zu falsch-positiven Ergebnissen kommt.
Anhand des genomischen Mutationsprofils zeigen wir, dass die drei einzelnen Wellen (Herbst 2020
bis Frithjahr 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 evolutiondre Verbindung zu einer der fritheren SARS-CoV-2-Varianten
erkennen liel. Dariiber hinaus belegen wir, dass die Vernachldssigung von Grundséitzen guter
wissenschaftlicher Praxis nicht nur zur Veroffentlichung des von der WHO empfohlenen Charité-
RT-qPCR-Protokolls fiihrte, sondern auch zu gesundheitlichen Problemen. Unnétige Quaranténe
gesunder Personen sowie Abriegelungen und schreckliche Kollateralschdden fiir Gesellschaften und
Volkswirtschaften weltweit aufgrund einer hohen Zahl falsch-positiver "PCR-Félle". Andererseits
wurde infektiosen 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 bestétigen, 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.
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Seit Mérz 2020 hilt COVID-19 (Coronavirus-Krankheit-2019) die Welt in Atem, vor allem wegen
der Kollateralschdden mit katastrophalen Auswirkungen auf Gesundheit, Gesellschaft und
Wirtschaft. Von Beginn der mutmalilichen Pandemie an bestand zum ersten Mal in der Geschichte
der Medizin ein globaler politischer Konsens (Hedges & Lasco, 2021), dass der Krankheitsstatus,
die Infektion und die Infektiositéat allein durch einen Labortest mit reverser Transkription und
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) diagnostiziert werden kénnen, ohne eine unabhéngige
klinische Bewertung der Symptome von Personen, bei denen eine COVID-19-Erkrankung
diagnostiziert wurde (China CDC, 2020; Paul-Ehrlich-Institut, 2020). Aufgrund der grofen
Bedeutung der RT-PCR-Ergebnisse konnte man annehmen, dass die hochsten Qualitdtsstandards fiir
Genauigkeit und Zuverldssigkeit angewandt werden. In diesem Beitrag stellen wir jedoch das erste
von der WHO (Weltgesundheitsorganisation) empfohlene und daher am hdufigsten 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). Dariiber 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 Unzulédnglichkeiten des Charité-Protokolls iiberwindet. Um den Fokus zu wahren, werden
in dieser Studie keine anderen Tests als RT-PCR beriicksichtigt. 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.

Zeitleiste 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 Herkunft 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 Ladnge 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 fiir eine RT-
online verdffentlicht (WHO, 13. Januar 2020).

PCR

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 europdische Protokoll, das
wir als "Charité-Protokoll" bezeichnen, empfiehlt drei Ziele (im Nukleokapsid
(N)-Gen, dem Hiillgen (E)-Gen und entsprechend der RNA-abhdngigen RNA-Polymerase (RdRp)
aus dem ersten und zweiten Open Reading Frames (ORF1a und ORF1b) Gen. Letztere sollten die
gesamte SARS-Beta-Coronavirus-Untergruppe (Sarbeco) mit nur einer RdARp-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 veroffentlicht, in der das
frithere Protokoll korrigiert wurde, indem das spezifischste Primerpaar fiir das N-Gen-Target wegen
"mangelnder Empfindlichkeit" weggelassen wurde (WHO, 24. Januar 2021). Sechs Tage spéter, 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 vollstindigen Peer-
Verfahren veroffentlicht, das nur einen Tag dauerte (Corman et al., 2020).

Review-

"Nach umfassender Evaluierung hat unser Labor am 17. Januar 2020 die LightMix-basierte SARS-
CoV-2-Testung eingefiihrt. Die routineméfige Untersuchung auf SARS-CoV-2 begann am 27.
Januar 2020, und die erste positive Probe wurde am 4. Mérz 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 Million Einwohner), 1.103 laborbestétigte Falle von
COVID-19 festgestellt und 40 Todesfélle gemeldet."

Zu diesem Zeitpunkt gab es keinen einzigen COVID-19-Fall in Europa und die_
ﬂwurde fast eine Woche vor der Verdffentlichung des
Charité-Protokolls durch Eurosurveillance getroffen.

Doch nur drei Tage nach der "Umstellung der Diagnose", am 30. Januar 2020, erklédrte die WHO-
Notfallkommission (WHO, 30. Januar 2020) einen internationalen Gesundheitsnotfall (PHEIC),
obwohl es nur 1.651 positiv getestete Fille in China gab, darunter 38 Todesfélle, und 98 Fille in 18
Landern aullerhalb Chinas ohne gemeldete Todesfélle (Unsere Welt in Daten). Am 11. Marz 2020
war die Zahl der positiven SARS-CoV-2-Testfdlle 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. Marz 2020) - einer weltweiten Krise, von der weniger
als eine Person pro Million betroffen ist (etwa 8 Milliarden geteilt durch 4.670). Dies war méglich,
weil die WHO-Definition einer "Pandemie" im Jahr 2009 umformuliert wurde, so dass sie nicht
mehr eine "enorme Anzahl von Todesfdllen und Erkrankungen" voraussetzt (Doshi, 2010).

WHO-STRATEGIE ZUR BEKAMPFUNG DER ERKLARTEN COVID-19-PANDEMIE

Am 16. Mérz 2020 verkiindete Ghebreyesus die globale Strategie fiir den Umgang mit COVID-19:
"Wir haben eine einfache Botschaft an alle Lander: 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 fiihrte die WHO die COVID-19-Dashboard-Funktion ein, die eine Echtzeitverfolgung
positiver RT-PCR-Testergebnisse in absoluten Zahlen ermoglicht, unabhédngig von der Anzahl der
durchgefiihrten Tests und ohne weitere Angaben zum verwendeten Testsystem. Dies sollte die
Planung, Durchfiihrung und Bereitstellung von Ressourcen

Auf der Grundlage der weltweiten RT-PCR-Tests wurden angeblich 13.982 positive Félle
identifiziert, darunter 871 COVID-19-bedingte Todesfélle (Unsere Welt in Daten). Die von der
WHO empfohlene Strategie, so viele Menschen wie moglich unabhéngig von klinischen
Symptomen mit diesem molekularen Test zu testen, erscheint rédtselhaft, da die RT-PCR-
Technologie an sich weder iiber eine ausreichende Sensitivitdt und Spezifitat verfiigt, um einen
intakten infektiosen Erreger wie ein Virus nachzuweisen und somit eine ansteckende Person zu
identifizieren, noch kann sie sinnvoll zur Diagnose einer Krankheit eingesetzt werden. Vielmehr
lasst sich damit jegliches genetische Material von Interesse unabhdngig von der "Lebensfdhigkeit"
der Quelle vervielfdltigen (Kasten 1). Auf Seite 9 eines Konsenspapiers der WHO (2003) iiber die
Epidemiologie des Schweren Akuten Respiratorischen Syndroms (SARS), einem sehr verwandten
Virus, heillt es weiter "Es ist eine Datenverkniipfung erforderlich, um festzustellen, ob es eine
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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
infektios betrachtet werden kann, ohne dass sich klinische Symptome bestétigen. Daher ist es
unverstandlich, dass die WHO an der RT-PCR-Teststrategie festhalt, selbst

Unverstdndlich ist daher, dass die WHO an der RT-PCR-Teststrategie festhielt, nachdem eine
systematische Uberpriifung ergeben hatte, dass Patientencharakteristika (d. h. die Schwere der
Symptome) und Testparameter (d. h. die Zyklusschwelle) die Zuverldssigkeit der RT-PCR-
Testergebnisse radikal einschrianken (Jefferson et al., 2020). Dariiber hinaus hétten sich die WHO-
Forscher iiber die Tiicken der PCR-Tests im Klaren sein miissen, denn im Jahr 2007 fiihrten 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 fiir 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 infektidsen Virus

Von grofiter Bedeutung und unabhéngig 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 tatsdchlich ein replikationsfdhiges, infektioses Virus vorhanden ist. Aufgrund der
hohen Sensitivitat der RT-PCR kann auch in Abwesenheit infektioser Viren restliche, nicht
infektiose virale RNA nachgewiesen werden. Wenn externe Standards mit definierten viralen RNA-
Kopienzahlen verwendet werden, kénnen die RNA-Viruslasten mit den durch RT-qPCR erhaltenen
Ct-Werten korreliert werden. Allerdings ldsst weder eine bestimmte RNA-Kopienzahl noch ein
bestimmter Ct-Wert als Schwellenwert eine sichere Aussage dariiber zu, ob die Viruslast steigt oder
sinkt.

Bereits am 23. Mai 2020 wurden die vorstehenden grundlegenden Informationen zur RT-PCR in
einer Stellungnahme des Nationalen Zentrums fiir Infektionskrankheiten (2020) veroffentlicht. 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 einem umfassenden Review mit der korrespondierenden Autorin
Isabella Eckerle bestatigt, worauf Puhach et al. (2022) hinweisen. Letzteres enthélt eine
ausfiihrliche Darstellung, die zeigt, warum die Infektiositdt durch die Bewertung der viralen
Replikation in der Zellkultur bestimmt werden muss, die den Goldstandard fiir
replikationskompetente, infektiose Viren darstellt. Das letztgenannte Papier kommt zu dem Schluss,
dass "bis heute keine diagnostischen Tests existieren, die das Vorhandensein infektioser Viren
zuverldssig 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). AuBBerdem muss jede Diagnose von einem oder mehreren Klinikern bestatigt
werden, die die Ubereinstimmung eines Labortests mit den klinischen Symptomen der RT-PCR-
getesteten Person nachweisen miissen, wie dies auch bei jedem anderen Labortest der Fall ist.

Es ist zu beachten, dass jeder Labortest, selbst wenn er sowohl eine hohe Spezifitdt als auch eine
hohe Sensitivitdt aufweist, zu falsch-positiven Ergebnissen fiihrt, die bei einer niedrigen Pravalenz,
d. h. bei Massentests an asymptomatischen Personen, sogar die Zahl der richtig-positiven
Ergebnisse iibersteigen konnen (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 infektits, 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 iiber eine
falsch-positive Rate bei RT-PCR-Tests von 11 % (13/122), zu einem Zeitpunkt, als die COVID-19-
Prdavalenz bei 2 % lag. Nur bei zwei der 13 falsch-positiven Tests lag eine SARS-CoV-2-Serologie
vor, beide waren negativ fiir SARS-CoV-2, wahrend einer positiv fiir ein Rhinovirus war. Das
Problem der Kontamination wurde bereits sehr frith von Wernicke et al. (2020) angesprochen, die
Ct-Werte von bis zu 17 fiir 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 anschliefender Sanger-Sequenzierung zur erneuten Priifung von 50 Proben, die als RT-
gPCR-positive Referenz verkauft wurden, bestétigte 21 (42 %) falsch-positive Ergebnisse (Lee,
2022).

Da eine Vielzahl von Wissenschaftlern, Arzten und medizinischen Beratern die Unzuldnglichkeiten
der ersten von der WHO empfohlenen RT-PCR beanstandet haben, haben wir das wegweisende
Protokoll fiir 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 zuverldssigen und tiberpriifbaren PCR-Ansatz zu implementieren,
wurde ein alternatives Testsystem eingefiihrt. Im Folgenden bezeichnen wir es als "5'-UTR RT-
gPCR-Protokoll". Auf der Grundlage der interindividuellen genomischen Heterogenitdt 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-qPCR) in
Echtzeit. Anschliefend 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 Riicknahme des Charité-Protokolls (Borger et al., 2020)
geduBert wurden, und wir erortern umfassend unsere Hauptbedenken in Bezug auf das Charité-
Protokoll und die Art und Weise, wie die Politisierung der Wissenschaft die Grundsétze guter
wissenschaftlicher Praxis mit schadlichen und tddlichen Auswirkungen auf die Gesellschaft
weltweit ausldscht.

Methoden
Primerdesign fiir die 5'-UTR-Region von SARS-CoV-2 fiir RT-qPCR

Anhand eines Alignments der im Februar 2020 verfiigbaren genomischen Sequenzen von
Fledermaus/SARS/nCOV-19-Coronaviren wahlten wir eine einzigartige Region innerhalb der
konservierten und spezifischen 5'-UTR von SARS-CoV-2 aus, die als spezifisches und
empfindliches Ziel fiir den Echtzeit-RT-qPCR-Nachweis der viralen RNA dienen sollte und zu
einem Amplikon von 207 Basenpaaren (bp) fiihrte. Wir haben den Assay intern geméal§ den
europdischen ISO 13485-Richtlinien fiir die Herstellung von In-vitro-Diagnostika validiert. Wie im
Folgenden beschrieben, wurden 50 positive Fille, die in authentischen symptomatischen
Patientenproben (Nasopharyngealabstriche) identifiziert wurden, durch direkte Sanger-
Sequenzierung der erhaltenen PCR-Produkte bestdtigt. Der Assay erfiillte alle Anforderungen an die
Spezifitdt (keine falsch-spezifischen Produkte) und auch an die Sensitivitét (sieben Kopien der
Targets in einer PCR-Reaktion). Dariiber hinaus wurde unser Assay einer externen Validierung
durch die britische NEQAS-Behorde fiir Qualitdtsbewertung unterzogen und anschliefend in der
Routinediagnostik von 31 028 bisher getesteten authentischen Proben eingesetzt. Die Merkmale der
Primer und Sonden sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Das PCR-Profil umfasste einen ersten Denaturierungsschritt bei 94 °C fiir 5 Minuten, gefolgt von
45 Zyklen bei

94 °C fiir 30 Sekunden, bei 58 °C fiir 30 Sekunden (Akquisition bei FAM) und bei 72 °C fiir 30
Sekunden. Die Identitdt der erzeugten Amplikons wurde durch Sanger-Sequenzierung bestétigt
(siehe ergdnzende Abbildung 1). In jeder analysierten Probe zeigte der Sanger-Chromatograph eine
authentische SARS-CoV-2-Sequenz, was die erforderliche Spezifitit des 5'-UTR-RT-qPCR-Assays
bestdtigte. 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: 10A(-0,279 * Ct+11,244). Die ergdnzende
Abbildung 2 zeigt die logarithmische Verdiinnung der synthetischen SARS-CoV-2-Vorlage von
10e10 Kopien pro PCR-Reaktion bis hinunter zu 10el Kopien pro PCR-Reaktion. Die
Negativkontrolle ist negativ, d. h. es waren keine unspezifischen Amplikons vorhanden, die durch
unerwiinschte inter- und intramolekulare Wechselwirkungen entstanden. AnschlieBend wurden die
fiir 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.

Tabelle 1

Diagnostisches Primer-Set und TagMan-Hybridisierungssonde fiir die routineméaflige SARS-CoV-2-
Echtzeit-qPCR (5'-UTR) sowie Primer fiir die Sanger-Genotypisierung im SARS-CoV-2-Gen, wie
sie bei Tilia Laboratories von Marz 2020 bis April 2022 durchgefiihrt wurden. Angesichts der
intrinsischen genomischen Stabilitdt der 5'-UTR-Region von Coronaviren musste der Test trotz der
verschiedenen SARS-CoV-2-Stamme, die seit Mérz 2020 aufgetaucht sind, nicht neu konzipiert
werden. Die Werte fiir 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 Sequence 5'-3' Tm GC
[°Cl [7]

5'-UTRforward CGATCTCTTGTAGATCTGTTCTC 589 43

5'-UTRreverse CACCCGGACGAAACCTAGATGTGC 60.1 58

5'-UTR TagMan FAM- 70.6 48

probe TACTGTCGTTGACAGGACACGAGTAACTCGTCT-

BHQ1

SARS-CoV-2 CACACGTGGTGTTTATTACCCTGAC 58.0 36

forward

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 Riickverfolgung der zirkulierenden SARS-CoV-2-Stimme 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 fiir die Genotypisierung der einzelnen SARS-CoV-
2-Stamme verwendeten Primer, die fiir alle zirkulierenden Stamme gelten, sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Aus jedem der drei Cluster (September 2020, November 2020, Dezember 2020) wiahlten wir vier
zufillige Vertreter aus und unterzogen sie einer NGS-Ganzgenomsequenzierung (SRA Bioproject,
Hinterlegungsnummer 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) gemédll 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-amplifiziert. Die erhaltenen PCR-Pools (Fragmente von ca. 400 bp) wurden mit
dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Deutschland) gelgereinigt und gemall den Anweisungen
des Herstellers mit dem NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for Ion Torrent Kit (NEB, USA) zu
NGS-Bibliotheken zusammengestellt. Die Bibliotheken wurden mit dem Ion Plus Fragment Library
Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) quantifiziert, und ein 10 pM groler Bibliotheks-Pool diente als
Vorlage fiir die Emulsions

PCR (emPCR) mit dem lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
verwendet. Nach der Bead-Anreicherung (OT2-Instrument, Thermo Fisher Scientific, USA) wurde
ein v316 NGS-Sequenzierungschip geladen, um eine ausreichende Basenabdeckung zu erreichen.
Die NGS-Sequenzierung wurde mit der Ion Torrent PGM-Plattform (Thermo Fisher Scientific,
USA) unter Verwendung der Ion PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit Chemie (Thermo Fisher
Scientific, USA) durchgefiihrt. Die gewonnenen Rohdaten wurden end- und qualititsgetrimmt und
fiir ein direktes Alignment mit dem SARS-CoV-2-Referenzgenom (MT192773) verwendet, um
genomische Mutationen zu identifizieren, die fiir die Wellen im September, November und
Dezember 2020 charakteristisch sind.

Kontrollen

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

Ethische Erklirung

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



Literaturiiberpriifung

Am 27. November 2020 reichte eine internationale Gruppe von 22 Wissenschaftlern (darunter UK,
PB, RJK und KS dieser Arbeit) einen externen Uberpriifungsbericht (Borger et al., 2020) zusammen
mit einem Antrag auf Riicknahme des Charité-Protokolls (Corman et al., 2020) beim
Eurosurveillance Editorial Board 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 zusétzliche Referenzen als auch angemessene Kritik
hinsichtlich des Fehlens von experimentellen Nasslabor-Daten, die die von uns gedulBerten
Bedenken stiitzen. Diese Informationen wurden in einem Addendum zusammengefasst und am 11.
Januar 2021 bei Eurosurveillance eingereicht. Alle Dokumente sind online verfiigbar (Borger et al.,
2020). In unsere umfassende Diskussion beziehen wir Publikationen aus einer PubMed-Suche mit
den Begriffen "PCR" oder "RT-PCR" oder "RT-qPCR" 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 fiir die Unterscheidung zwischen positiv und negativ festzulegen, und das bei einem
Ct-Wert von >35 zu einer hohen Rate falsch-positiver Ergebnisse fiihrt, iibertraf der vorgeschlagene
5'-UTR-Assay das Charité-Protokoll in Bezug auf die Spezifitdt deutlich (keine unspezifischen
PCR-Produkte, selbst bei Anwendung von 45 Zyklen), wobei die erforderliche Empfindlichkeit
beibehalten wurde. Im Gegensatz zu nachgeschalteten Genen, die anféllig fiir Mutationen sind, ist
die 5'-UTR-Genomsequenz entscheidend fiir 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 wdhrend der gesamten
mutmallichen COVID-19-Pandemie erfolgreich einsetzen, unabhdngig von der im Laufe der Zeit
beobachteten genomischen Heterogenitdt der einzelnen zirkulierenden Stimme (d. h. Alpha, Beta,
Gamma, Delta und auch Omicron). Der 5'-UTR-Assay 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.worldometers.info)

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 (Orflab, S, Orf3a, M, Orf8) gefunden wurden. Die Mutationen sind in Aminosduren
tibersetzt 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 dhnliches Muster ist beim SARS-CoV-2-Stamm vom Dezember 2020 zu erkennen (der bereits als
"British" bzw. spéter 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
Stdamme 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
unwahrscheinlich infektios; Ct >35, negativ, nicht infektits (<10e2 Kopien/ml). Beachten Sie, dass
die "Kopienzahlen" von Labor zu Labor unterschiedlich sein kénnen, da es einen Unterschied
zwischen den Kopienzahlen in einem PCR-Reaktionsgefdl$ und in einer echten Patientenprobe gibt.
In letzterem Fall miissen verschiedene Verdiinnungsschritte berticksichtigt werden: Die in 1 ml
Abstrich enthaltene RNA wird in 50 pl Elutionspuffer tiberfiihrt, wovon 4 pl fiir die cDNA-
Synthese und 2 pl fiir die PCR-Reaktion verwendet werden. Wir haben eine Neukalibrierung
vorgenommen, indem wir das anfdngliche Probenvolumen neu berechnet haben, um alle unsere
PCR-Ergebnisse mit Standardmessungen aus der klassischen Zellkultur vergleichbar zu machen.
Wir bewerteten Ct 25, um unseren Standard mit Ct 20 gleichzusetzen (siehe ergénzende Abbildung
2), der den Cut-off der Patientenprobe fiir eine plausible Korrelation mit der infektiosen Viruslast
darstellt.

Durch genomische Nachuntersuchungen und NGS-Ganzgenomsequenzierung von zufélligen
Vertretern aus jeder der drei Herbst-2020-Wellen konnten wir nachweisen, dass jede Welle von
einem anderen SARS-CoV-2-Stamm reprasentiert wurde. Tatsdchlich 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 spéter "alpha") nicht vorhanden
waren. Am auffélligsten ist die Diskrepanz zwischen dem SARS-CoV-2-Stamm vom September
2020 und dem vom November 2020.

Vor allem hat die November-Welle 14 Mutationen "verloren", 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 den Einsatz in
einem Labor der 6ffentlichen Gesundheit ermdglicht, ohne dass Virusmaterial zur Verfiigung steht".
Bereits zu diesem Zeitpunkt war klar, dass das vorgeschlagene Ziel aus folgenden Griinden
irrefiihrend war: Spezifisches biologisches Material (in diesem Fall das Virus von Interesse) ist
unerldsslich, um die Spezifitat und Sensitivitdt des Testdesigns zu gewdhrleisten, war aber nicht
verfiigbar, obwohl seine Notwendigkeit bereits in der verdffentlichten Arbeit der chinesischen
Wissenschaftler, die mageblich fiir die Erstellung des Charité-Protokolls verantwortlich waren,
erkannt worden war (Zhu et al., 2019; Ren et al., 2020). Dariiber hinaus wurde ein
ordnungsgemalies Testdesign, das internationalen Standards entspricht und duflerst 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 tiberpriift, sondern ermoglichte 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 Ldnge an die
Nukleotiddatenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) (NC_045512.1)
ibermittelt hatten, was die Erstellung hochspezifischer Primer und Sonden erméglichte. 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
fiir den Ct-Wert in Bezug auf eine genau definierte, spezifische Viruslastkontrolle fiir 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
infektioser 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 erwdhnte RNA-Kopienzahl einem Ct-Wert von etwa 28,19, der jedoch nicht mitgeteilt wurde
(Corman et al., 2020), was die Tiir fiir Ct-Werte von bis zu 45 6ffnete, die von kommerziellen
Labors als positiv gemeldet wurden, und so "Wellen" unplausibler (wahrscheinlich falscher)
"positiver" Testergebnisse anheizte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Charité-Protokoll keine der erwarteten und
normalerweise obligatorischen Anforderungen an einen "robusten diagnostischen Test" in einer
Standardarbeitsanweisung (SOP) erfiillte. 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-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
Hinzufiigung dieses chinesischen Teils in englischer Sprache angemessen und wiinschenswert
gewesen ware, hatte sie dennoch nicht ausgereicht, um das Hauptproblem zu l16sen: 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, infektiosen Viruspartikeln Partikeln und nicht-infektiésen Resten von
Virusgenomfragmenten zu unterscheiden, die im Grunde ein 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 fiir alle Zielregionen fiihrte, 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 fiir 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 infektiéser Fragmente zu reagieren, was durch die Sanger-Sequenzierung
der erhaltenen PCR-Amplikons bestdtigt wurde.

Bewertung der infektidosen Viruslast durch Zellkultur, nicht durch RT-PCR

Ein fritherer Kontakt mit einem bestimmten Virus kann durch immunologische Tests {iberpriift
werden, bei denen eine durch das betreffende Virus ausgeldste Immunantwort im Wirt gesucht wird,
die sich in spezifischen Antikoérpern (d. h. IgM, IgG, IgA) oder T-Zellen manifestiert, die gegen das
Antigen reagieren. Obwohl solche spezifischen Tests schon sehr frith wiahrend 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
gefordert, die angeblich in der Lage sind, virale RNA mit RT-PCR oder spéter 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
vervielfdltigen (Mullis, 1990). Die RT-PCR zum Nachweis von RNA-Zielen erfordert jedoch eine
reverse Transkription der RNA, um sie in die DNA-Form umzuwandeln, fiir 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 Zerstérung 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 vollstdndigen Aufschluss
aller biologischen Strukturen erfordert, um Nukleinsduren, Proteine, Lipide und Zelltriimmer zu
trennen. Extraktionsprotokolle und kommerzielle Kits fiir die RNA-Extraktion vor der RT-PCR
basieren hauptsdchlich 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 vollstdndig zerstort. Folglich kann
jede PCR, selbst wenn sie ordnungsgemdl durchgefiihrt wird, nur das Vorhandensein des
betreffenden genetischen Ziels testen, nicht aber die "Lebensfahigkeit" des zugrunde liegenden
pathogenen Organismus. Daher kann die PCR keinesfalls als Malstab fiir die Beurteilung der
Infektiositdt eines Individuums dienen.

Der Goldstandard zur Bestimmung der Infektiositdt und der infektitsen 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
mogliche Replikationsaktivitdt eines Virus innerhalb eines getesteten Individuums kann durch einen
RT-PCR-Assay nachgewiesen werden, der auf dem Nachweis von subgenomischen RNA-
Transkripten (sgRNA) basiert, die nur wéhrend 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 Virusreplikation
hin, wéihrend das Vorhandensein von sgRNA nicht unbedingt auf Infektiositét schliefen ldsst (Bruce
et al., 2022). Bemerkenswerterweise wurde eine sgRNA-spezifische RT-PCR fiir SARS-CoV-2 in
einem am 1. Mdrz 2020 eingereichten Manuskript von Wolfel et al. (2020) beschrieben, das vom
Erst- und Seniorautor des Charité-Protokolls mitverfasst wurde.

Erst- und Seniorautor des Charité-Protokolls mitverfassten. Von diesem Zeitpunkt an hétten alle von
der WHO empfohlenen Protokolle grundlegend gedndert werden miissen. Sie wurden aber nicht
gedndert.

Generell kann die PCR jedoch zur Verbesserung der Differentialdiagnose beitragen, d. h. bei der
Anwendung von Multiplex-Tests fiir ein breites Spektrum von Erregern, um zwischen
verschiedenen Lungeninfektionen zu unterscheiden, die sich hdufig in dhnlichen klinischen
Symptomen dullern. 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 tatsdchlich moglich,
einen unterreprédsentierten Erreger innerhalb eines Erregergemischs in einer Korperfliissigkeit oder
einem Gewebe in einer Patientenprobe nachzuweisen, wie dies bei zwei der ersten fiinf COVID-19-
Patienten in Wuhan der Fall war (Ren et al., 2020). Dartiiber hinaus kdnnen Reste in Form von
verbleibenden Nukleinsdurefragmenten von SARS-CoV-2 oder anderen Coronaviren oder fritheren
Erregern durch die PCR nachgewiesen werden, nachdem das natiirliche Immunsystem des Patienten



bereits alle infektiosen Erreger beseitigt hat, was zu einem eindeutig positiven PCR-Signal fiihren
kann, das in Wirklichkeit falsch ist (Puhach et al., 2022).

RT-PCR kann medizinische Differentialdiagnosen nur unterstiitzen, 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 bestdtigen oder
abzulehnen, zielen epidemiologische Tests auf den spezifischen Nachweis wirklich
infektioser 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 Bevélkerung mit dem Ziel eingesetzt
werden, Nukleinsduresequenzen von SARS-CoV-2 oder einem anderen Virus
"nachzuweisen".

Zweitens kann das PCR-Testergebnis keineswegs eine griindliche medizinische Diagnose
unter Berticksichtigung von Patientenmerkmalen, d. h. Symptomen, Kontaktanamnese,
Komorbiditdten, 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 kiirzlich in einem
Cochrane-Bericht verdffentlicht wurde (Struyf et al. 2020).

Drittens besteht selbst dann, wenn ein PCR-Test wie der unsere sowohl eine ausgezeichnete
Spezifitdt als auch Sensitivitdt 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 infektiose 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 iibertragen
konnen. Diese Diskrepanz wird in der Gruppe der positiv getesteten, aber asymptomatischen
Personen deutlich, die niedrige anfdngliche Zielzahlen und hohe Ct-Werte in der
Testauswertung aufweisen. Hier ist die iberwiegende Mehrheit nicht infektios, 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
bestdtigen oder zu entkraften, ob ein symptomatischer Patient an einer méglichen SARS-
CoV-2-Infektion leidet (WHO, 20. Januar 2021; CDCb; CDCc).

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 iiber dem Hintergrundsignal nachgewiesen
werden kann. Sie ist ein MaR fiir 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 Sekundéarstrukturen
an den Primer-Bindungsstellen um stochastische Prozesse handelt, kann der Ct-Wert zwischen
verschiedenen RT-PCR-Lé&ufen und verschiedenen Labors variieren.

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

Fiir SARS-CoV-2 wurde bereits im April 2020 berichtet (Wolfel et al., 2020; Co-Autor von Erst-
und Seniorautor des Charité-Protokolls), dass ein Minimum von 106 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 Durchfiihrung von 45 PCR-Zyklen wurden nach
Corman et al. (2020) mit dem Charité-Protokoll nur vier RNA-Kopien pro Probe (etwa 103 RNA-
Kopien/ml) nachgewiesen. Einige kommerzielle Testkits geben eine Nachweisgrenze von 10 RNA-
Kopien pro Probe an (Tib Molbiol). Dies ist etwa 103- bis 105-mal empfindlicher als die infektiose
Viruslast, die fiir die Kultivierung von SARS-CoV-2 in einer geeigneten Zellkultur erforderlich ist.
Unverstandlicherweise zdhlt 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 bestédtigen und den Typ der Virusvariante zu
bestimmen, die im Test auftritt. Wichtig ist, dass ein positives PCR-Signal per se keine
Riickschliisse auf eine mogliche infektiose Viruslast zuldsst, wenn kein Ct-Wert angegeben wird
und das Ergebnis nicht spezifisch auf eine definierte Standardkurve bezogen ist (Kohmer et al.,
2021). Diese beiden Voraussetzungen miissen erfiillt sein. Ct-Werte unter 25 spiegeln mehr als 106
RNA-Kopien pro ml Probe wider, was mit einer potenziell infektidsen Viruslast in Verbindung
gebracht werden kann.

In einer im Dezember 2020 von Jefferson et al. veroffentlichten systematischen Ubersichtsarbeit
wurde festgestellt, dass Proben mit Ct>25 nicht geniigend genetisches Material enthalten, um mit
einem infektiosen Potenzial zu korrelieren. Im Juni 2021 korrelierten Jaafar et al. 3.790 positive RT-
PCR-Proben mit anschliefenden 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 fiir die Definition
potenziell infektioser Personen von 30 auf 25 gesenkt werden sollte.

Anzahl der Zielgene und Spezifitat

Um ein spezifisches Virusgenom durch RT-PCR zuverlédssig nachzuweisen, ist eine gut definierte,
hochspezifische und idealerweise konservierte Zielregion erforderlich (wie wir sie in unseren 5'-
UTR-Assay aufgenommen haben). Falls eine solche Region nicht identifiziert werden kann, muss
alternativ mehr als ein Gen oder eine spezifische Sequenz des Virus durch verschiedene Sitze
spezifischer Primer erfasst werden. Im Charité-Protokoll (Corman et al., 2020) wurden drei



Zielgene fiir den Nachweis von SARS-CoV-2 festgelegt, ndmlich das E-Gen, das RdRp-Gen (das
ORF-1ab-Gen, das fiir das RdRp-Protein codiert) und das N-Gen. Die fiir das E-Gen der Charité
ausgewdhlten Primer wurden jedoch als

spezifisch fiir die gesamte Sarbeco-Gruppe von Coronaviren, einschlieflich SARS und von
Flederméusen abgeleiteter Sarbecoviren. Dieses Target erfiillt 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. Dartiber hinaus wurde die Sonde des RdRp-Targets als "Pan-Sarbeco"
definiert, was sie als Test fiir SARS-CoV-2 noch unspezifischer macht.

Tabelle 2

Spezifitdt 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,
insbesondere durch Kreuzreaktivitdt mit Erkédltungscoronaviren wie HCoV 229E, aufweist.

* Anzumerken ist, dass HCoV229E zur Gattung der alpha-Coronaviridae gehort, wahrend SARS-
CoV-2 und andere Sarbecorviren zur Gattung der beta-Coronaviridae gehoren. Die
"Erkaltungsviren" HCoV-HKU1 und OC43 werden der letztgenannten Gattung zugeordnet, wobei
ihre Genomorganisation den Sarbecoviren viel ndher kommt (Liu et al., 2021), weshalb eines dieser
beiden Viren eine bessere Kontrolle gewesen wire.

Target No. of Specificity-Test 1 Specificity-Test 2 Mean Mean error rate
gene tests . Cell culture specificity | (false-positives)
Cell culture (virus- . %
SARS- I;ei;f;ormed free) (with HCoV229E*) :)nr?ples (100 — mean
CoV-2 different Correctly identified Correctly 1dent1ﬁec§ as | od2 specificity)
. f SARS-CoV-2 negative
test kits as negative Cases [%] [%0] [%o]
Cases [Y] ’
E-gene 373 371 [99.46] 355 [95.17] 97.31 2.69
RdRp-gene | 182 178 [97.80] 165 [90.66] 94.23 5.77
N-gene 166 164 [98.20] 146 [87.95] 93.08 6.92

Trotz der Tatsache, dass ihr Design angeblich darauf abzielte, nicht ausschliellich spezifisch fiir das
neue SARS-CoV-2 zu sein, haben die von ihnen zur Amplifikation gewédhlten Targets alle ihre
eigene absolute Spezifitdt und Fehlerquote (Tabelle 2). Die Anzahl der falsch-positiven Ergebnisse
kann fiir jedes einzelne Gen und auch fiir jede Kombination von Genen berechnet werden. Kurz
gesagt, das Risiko falsch-positiver Ergebnisse fiir unspezifische Primer, wie sie im Charité-
Protokoll verwendet werden, hdngt von der Anzahl der getesteten Zielgene ab. Je weniger Zielgene
getestet werden, desto groRer ist die Anzahl der falsch-positiven Ergebnisse, die erzeugt werden. Es
ist daher vollig unverstdandlich, warum die WHO im Verlauf der Pandemie empfahl, die Zahl der
Zielgene zu reduzieren, ohne die Spezifitdt des Primerdesigns zu verbessern. Im urspriinglichen
Charité-Protokoll (veroffentlicht 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 hdtte die Zahl
der falsch-positiven Ergebnisse begrenzt werden kénnen. In der ersten Anderung (verdffentlicht am
17. Januar 2020) wurde jedoch der PCR-Nachweis des N-Gens (das spezifischste und in
Verdiinnungsreihen das am wenigsten empfindliche Ziel gemadl Muenchhoff et al., 2020) und damit
das am wenigsten hdufig auftretende falsch-positive Ziel ausgelassen (WHO, 13. Januar 2020).
Schlimmer noch, mit der zweiten Anderung (veréffentlicht am 2. Mérz 2020) empfahl die WHO,
dass "in Gebieten, in denen das COVID-19-Virus weit verbreitet ist, ein einfacherer Algorithmus
angewandt werden konnte, bei dem zum Beispiel das Screening durch RT-PCR eines einzigen
Unterscheidungstargets (d. h. des E-Gens) als ausreichend angesehen wird" (2. Mérz 2020). Diese



Anderungen - insbesondere die abschlieBende Empfehlung, auf das sehr unspezifische E-Gen als
einziges Ziel zu testen - wiirden mit Sicherheit das Risiko falsch-positiver Ergebnisse erh6hen und
damit die Fallzahlen in die Hohe treiben, und sie wiirden wahrscheinlich auch die Zahl der falsch-
negativen Ergebnisse erhthen (Finn & Lucey, 2021; Kanji et al., 2021; Pecoraro et al., 2021).

Fragwiirdiges Primerdesign

Jeder zuverldssige RT-PCR-Assay hédngt entscheidend von der Qualitdt der Primer ab, die fiir die
Amplifikation der als spezifisches Ziel ausgewdhlten Region innerhalb einer Sequenz entwickelt
wurden. Fiir diagnostische Zwecke ist es von entscheidender Bedeutung, dass die Primer zu 100 %
spezifisch fiir die interessierende Sequenz sind, um eine Kreuzreaktivitdt 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, kénnen die
Amplifikationseffizienzen pro Primer-Set dennoch unterschiedlich sein. Dies kann aufgrund von
Unterschieden in der Primer-Effizienz, die mit der Sekundérstruktur oder Stabilitét
zusammenhédngen, zu unterschiedlichen Assay-Empfindlichkeiten fiihren (Chan et al., 2020). Das
Charité-Protokoll beschreibt Primer mit bis zu sechs unspezifizierten Positionen. Die nicht
spezifizierten Positionen fiihren zum Design mehrerer verschiedener alternativer Primer-Sequenzen
(zwei verschiedene RARp_SARSr_F-Primer + 8 verschiedene RdARp_SARS_P1-Sonden + 4
verschiedene RARp_SARSr_R). Dariiber 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
fiihren. 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 abhéngt. Je
niedriger die Tm ist, desto hoher ist das Risiko falsch-positiver Ergebnisse. Auferdem 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 erwéhnte In-silico-Tm-
Vorhersage nur ein erster Hinweis ist. Sie kann nicht alle moglichen Sekundérstrukturen im
weiteren genomischen Kontext der Matrize oder in der genauen Zusammensetzung der PCR-
Mastermixe berticksichtigen, die Chemikalien enthalten, welche die Tm der PCR-Hybride
beeinflussen, und somit eine flexiblere Verwendung von Primern und Sonden ermdéglichen, wobei
die notwendige Stringenz der Zielerkennung beibehalten werden soll. Trotz dieser betrachtlichen
Flexibilitdt dank moderner PCR-Zusammensetzungen erfordert jedes PCR-Design letztendlich ein
Design, das absolut spezifisch und ausreichend empfindlich ist - wie in den ISO13485-Richtlinien
festgelegt und durch eine externe Qualitdtsbewertung (in unserem Fall UK NEQAS) streng gepriift.
Mehrere Primer des Charité-Protokolls weisen laut Borger et al. (2020) und Corman et al. (2020)
ein hohes MaR an Tm-Flexibilitdt auf. In diesem speziellen Fall ging die Tm-Flexibilitdt der Primer
jedoch mit einer deutlich suboptimalen Leistung des PCR-Tests in Bezug auf die Spezifitat einher.
Fiir einen "robusten diagnostischen Test" ist dies inakzeptabel. Daher hétte der Charité-Test vor der
weltweiten Einfiihrung neu konzipiert werden miissen.

Validierung der erzeugten Amplikons durch Sequenzierung ist obligatorisch
Die Bestimmung der absoluten Virusmenge in einer Patientenprobe, die notwendig ist, um den Ct-

Wert mit der in der Zellkultur geschétzten infektiosen 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 gro8enabhdngige Analyse in einem
Agarosegel nachgewiesen wird und dann als Matrize fiir 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 Bestdtigung der korrekten Amplifikation des Zielgens moglich.
Insbesondere bei neu entwickelten Protokollen folgt auf die Amplifikation in der Regel eine
Agarosegel- und Sequenzierungsanalyse, um die amplifizierte Sequenz zu bestdtigen. 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 Bestdtigungsschritt, die
Sanger-Sequenzierung, nicht vorgesehen.

Daher wurde die Spezifitdt der in ihrem Protokoll verwendeten Primer und Sonden, die fiir eine
zuverldssige zielspezifische Amplifikation erforderlich wére, nie hergestellt (Corman et al., 2020).
Bemerkenswerterweise war bereits im April 2020 in der wissenschaftlichen Gemeinschaft bekannt,
dass das Charité-Protokoll unter Spezifitdtsproblemen "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 fiir falsch-positive Ergebnisse oder zufallige
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 iiber 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 Zuverldssigkeit verschiedener Laboratorien, die angeblich dasselbe PCR-Protokoll
verwenden, zu bewerten, wurde daher von Muenchhoff et al. (2020) ein Experiment durchgefiihrt.
Sie schickten eine Verdiinnungsreihe einer SARS-CoV-2 PCR-positiven Probe an sieben
teilnehmende Labors. Alle sieben berichteten, dass alle Proben bei einem Ct > 32 negativ waren.
Die Autoren berichteten:

"Auf der Grundlage von Berechnungen mit Primer Express v3.0 (Applied Biosystems, Dreieich, Deutschland) wurden
fiir den RdRp-Vorwértsprimer 64 °C und fiir den RdRp-Riickwértsprimer 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 giiltig, wenn man die PCR-Empfindlichkeit an sich betrachtet. Die
gemeldete bemerkenswerte Empfindlichkeit deutet jedoch auf das Risiko hin, dass selbst kleine
Reste einer friiheren Infektion amplifiziert werden. Dies ist fiir ein diagnostisches Instrument, das
auf positive und negative Personen testen soll, nicht geeignet. Die Folgen der daraus resultierenden
Fehler kdnnen tddlich sein. Daher ist bei RT-PCR-Tests die Spezifitat viel wichtiger (Klement &
Bandyopadhyay, 2021). Hervorragende Spezifitét fiir die anvisierten Gene in Kombination mit
empfindlichen Ct-Werten (< 25) sind die notwendigen Merkmale fiir einen robusten und
zuverldssigen PCR-Test.

Eine weitere bekannte diagnostische Herausforderung ist das Auftreten von Mutationen und neuen
Virusvarianten. Thr Vorhandensein erfordert eine regelméafige Validierung und moglicherweise eine
Neugestaltung der Primer, um potenzielle Primer-Proben-Fehlpaarungen zu vermeiden. Dies wurde
von Osorio und Mitarbeitern demonstriert, die 1825 in der GISAID-Datenbank (Mérz 2020)
hinterlegte SARS-CoV-2-Genomsequenzen mit der Wuhan-Hu-1-Referenzsequenz (NC_045512)



abglichen. AnschlieSend 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).

Dariiber hinaus bestdtigten unsere eigenen NGS-Daten, die zwischen Oktober 2020 und Januar
2021 in der Tschechischen Republik gewonnen wurden, dass die Validierung eines PCR-basierten
Diagnosetests durch Sequenzierung zwingend erforderlich ist. Sie ist nicht nur in der Anfangsphase
der Etablierung, sondern auch in der Folgezeit regelmédRig erforderlich. 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
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 Stamme, d. h. alpha, beta, gamma, delta und omicron, zuverldssig identifizieren.

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
evolutiondre Verbindung zu einer der fritheren SARS-CoV-2-Varianten aufweist (Sun et al., 2022;
auch Perez et al., 2023 in dieser Zeitschrift). Dies ist mehr als merkwiirdig, wenn man bedenkt, dass
die Tschechische Republik alle RestriktionsmalRnahmen 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 wiirde. Nachfolgende Wellen, die aus einem
begrenzten Gebiet stammen, sollten ndmlich alle aufeinanderfolgenden Mutationen ihrer Vorganger
tragen. Das Virus konnte im Laufe seiner Entwicklung weitere Mutationen erwerben, aber
logischerweise kann es nicht auf magische Weise Mutationen ausloschen, die in friiheren Wellen der
gleichen Virusfolge aufgetreten sind. Noch merkwiirdiger war die Tatsache, dass die beobachtete
Diskrepanz zwischen den SARS-CoV-2-Stdmmen vom September 2020 und vom November 2020
am deutlichsten war. Die merkwiirdige 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 verfiigbaren Literatur {iber die reverse
Genetik von RNA-Viren (Perez, 2017) und insbesondere dartiber, wie leicht infektiése Coronaviren
genetisch manipuliert werden kénnen (Cockrell et al., 2017; Muth et al., 2018), kann ein kiinstlicher
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 Leistung einher. Selbst bei einer 100-prozentigen Spezifitit des Tests, die einer Falsch-Positiv-
Rate von 0 % entspricht, bezieht sich das Ergebnis lediglich auf eine fehlende Reaktion mit anderen
Sequenzen als dem/den ausgewdhlten Ziel(en). Diese in zertifizierten Labors berechnete analytische
Spezifitdt kann jedoch nicht mit der Spezifitdt 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 fiihren.
Layfield und Kollegen (2021) berichteten zum Beispiel iiber falsch-positive Proben in einer
Plattenkarte, die sich in der Ndhe von Proben mit hoher Viruslast (Ct < 20) befanden. Wenn sich die
Positivitdtsrate der Falsch-Positiv-Rate ndhert, sinkt die Zuverldssigkeit eines positiven
Testergebnisses gegen Null. Dies ist besonders wichtig, wenn die Prdavalenz niedrig ist, da es mehr
nicht infizierte als infizierte Personen gibt. In diesem Szenario haben kleine Anderungen der
Spezifitit eine viel groRere 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 jeder Laboranalyse innewohnen, miissen die Nachweisverfahren
immer von kompetenten Forschern sorgféltig konzipiert und mit einer zuverldssigen
Standardarbeitsanweisung kombiniert 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 verniinftigen
Umfang ausgeschlossen werden sollen. Fiir 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 Verfiigung gestellt wird, sowie eine negative
Probe und Proben mit eng verwandten Viren, um die Spezifitdt zu tiberpriifen (diese Proben miissen
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 konnen die geforderten
Anforderungen nur erreicht werden, indem ein solches Verfahren experimentell auf seine weltweite
Giiltigkeit gepriift wird. Die letztgenannte Validitdtsanforderung kann nur in einem so genannten
Ringversuch erfiillt werden (Kasten 2).

Kasten 2: Interne Kontrollen fiir jeden RT-PCR-Lauf sollten umfassen:

- einen leeren Tupfer, um eine Kontamination wéahrend der Probenentnahme auszuschlielSen;

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

- eine Negativkontrolle nur mit den Komponenten des Kits, um eine Kontamination durch die
Produktion oder das klinische Kit auszuschlielen;

- eine "wasserdichte" Kontrolle als interne Negativkontrolle;

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

- Positivkontrollen von inaktiviertem SARS-CoV-2, isoliert aus Zellkulturiiberstinden, um den
Ct-Wert mit der Kopienzahl der replikationskompetenten infektiésen Viruslast zu korrelieren, z. B.
durch Plaque-Assays (Mendoza et al., 2020). Dazu gehért (1) eine Konzentration, die der
infektiosen Viruslast entspricht (107) mit einem Ct < 30 in allen amplifizierten Zielgenen und (2)
eine Sonde, die einer nicht infektitsen Konzentration (z. B. 5x 105) entspricht, um den Ct-Wert zu
definieren, ab dem die RT-PCR negative Ergebnisse liefert. Diese Positivkontrollen miissen einer
Qualitdtskontrolle unterzogen werden, da das Virus in der Zelllinie enthalten ist und
moglicherweise keine neu auftretenden Viren widerspiegelt.

- Kreuzreaktivitdtskontrolle (muss negativ bleiben), z. B. "normale saisonale Grippe"-
Coronaviruslinien wie OC43 und 229E, die wie die SARS-CoV-2-Positivkontrollen bei einer
Viruslast von 107 inaktiviert wurden. Idealerweise handelt es sich dabei um Sanger-Sequenz-
gepriifte Ziel-Negativkontrollen von menschlichen Proben.

Die Notwendigkeit einer SOP wurde durch Studien in Deutschland deutlich, die von Instand eV
koordiniert wurden, einer Organisation, die Zertifikate fiir 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 moglicher Fehlmessungen kurzfristig verbessern konnen".
Das Eingreifen in ein Ringversuchsverfahren ist sehr ungewohnlich, und der Bericht kann nicht als
unabhéngiges externes Validierungsverfahren der teilnehmenden Laboratorien angesehen werden.
Ein zusétzliches 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 Erkdltungscoronavirus HCoV229E enthdlt, betrafen (Zeichhardt & Kammel,




2020). SchlieBlich 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 fiir
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 RARp-Gen. Die stark unterschiedlichen Ct-Werte
fiir die verschiedenen Gen-Targets, die auf demselben Target basieren, zeigen offensichtlich die
unterschiedliche Empfindlichkeit der Targets und werden weitgehend vom anfénglichen
Amplifikationserfolg beeinflusst. Da es sich bei der PCR um einen 2-logarithmischen Prozess
handelt, steigt jedes kleine Anfangsproblem ebenfalls logarithmisch an. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit, bei jeder PCR eine Kontrollstandardkurve mitzufiihren, 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, kénnen wir uns nur vorstellen, welche
enormen Unterschiede in den Labors entstehen, die "SARS-CoV-2-RNA" in echten Patientenproben
nachweisen.

Schlussfolgerung

Die Verletzung von Grundsatzen guter wissenschaftlicher Praxis ermoglichte es Politikern,
eine nicht evidenzbasierte Medizin auf ganze Bevolkerungsgruppen anzuwenden.

Das Charité-Protokoll stellt einen Verstol gegen alle international anerkannten Grundsétze der
guten wissenschaftlichen Praxis dar (Kasten 3). Zunédchst wurden die fiir 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 verfiigbar 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 Veroffentlichung und ohne diese Tatsache und den damit
verbundenen Interessenkonflikt in der wissenschaftlichen Veroffentlichung zu erwdhnen. Zweitens
wurde das Testprotokoll vor der Peer-Review und der Veroffentlichung in Eurosurveillance
(Corman et al., 2020) als WHO-Leitlinie online veréffentlicht (WHO, 24. Januar 2021). Erst dann
wurde es einer schnellen 24-Stunden-Peer-Review unterzogen, die im Nachhinein mit der
bevorstehenden Pandemie begriindet wurde. Dennoch gab es am 21. Januar 2020, dem Tag, an dem
das Manuskript eingereicht wurde, weltweit nur sechs Todesfélle (Our World in Data). Aulerdem
war das Tib Molbiol LightMix Kit bereits eine Woche vor der Verdffentlichung des Charité-
Protokolls in Slowenien erhdltlich (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 Redaktionsausschusses von Eurosurveillance, ein weiterer ist
Geschaéftsfiihrer von Tib Molbiol, wihrend ein weiterer leitender Forscher bei GenExpress und
wissenschaftlicher Berater von Tib Molbiol ist - keiner dieser potenziellen Interessenkonflikte
wurde bei der Einreichung des Manuskripts offengelegt (Borger et al., 2020).

Die Vernachldssigung international anerkannter Grundsdtze der guten wissenschaftlichen Praxis
fiihrte zur Veroffentlichung eines stark fehlerhaften Labortests. In der Folge wurden positive RT-
PCR-Ergebnisse mit "COVID-19-Féllen" 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 tdglichen Meldungen iiber so genannte "neue Fille" oder "neue Infektionen" keinen
Sinn, da weder feststand, ob sie "neu" waren, noch, dass sie "infektios" waren. Die hohe
Empfindlichkeit der PCR ermoglicht den Nachweis von Virusfragmenten jeglicher Herkunft, aber
die PCR kann keine "Félle" oder "Infektionen" diagnostizieren. Tatsdchlich sind mehr als die Halfte
der positiven Testergebnisse wahrscheinlich nicht infektios (Jaafar et al., 2021). Dennoch haben
Regierungen auf der Grundlage eines duf$erst fehlerhaften RT-PCR-Labortests Quarantdnen iiber



gesunde Menschen verhdngt und Abriegelungen vorgenommen, die der Bevolkerung und der
Wirtschaft weltweit erheblichen Schaden zugefiigt haben.

Als Folge der fehlenden Korrekturleseaktivitdt der Polymerase wird die Nukleotidmutationsrate von
SARS-CoV-2 auf 8E-04 Substitutionen pro Stelle 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 beeintrdachtigen
konnten. Dies ist um so wahrscheinlicher, als 8,5 % aller Mutationen (neue

Nukleotidunterschiede) in SARS-CoV-2-Varianten weltweit nachweislich an bekannten
PCR-Primern zugeordnet werden kénnen (Penarrubia et al., 2020). Daher empfehlen wir eine
kontinuierliche Uberwachung der genomischen Variationen, um schnell reagieren zu kénnen, falls
ein neues Assay-Design erforderlich ist.

Aus Sicht der nationalen Gesundheitsbehdrden sollten die Behorden daher eine standige
Uberwachung von RT-PCR-positiven und -negativen, symptomatischen Personen durch Sanger-
Sequenzierung fordern, um einen Riickgang 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).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass positive Testergebnisse eine Mischung aus echten COVID-
19-Fillen (d. h. Kontakt mit SARS-CoV- 2 mindestens 9 Tage vor dem Test, wahrscheinlich
infektids mit Symptomen einer Atemwegserkrankung), unechten Fillen (d. h. Kontakt mit dem
Virus oder Virusfragmenten vor weniger als 9 Tagen, wahrscheinlich nicht infektios, manchmal mit
Symptomen) und falschen Fillen (gesund, sicher nicht infektiés) umfassen. Die Verteilung dieser
drei Kategorien hdngt 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
"Féllen" oder "Infektionen" ohne eine angemessene und unabhéngige "altmodische" &rztliche
Diagnose einzusetzen. Wir kommen zu dem Schluss, dass die Anwendung dieser Technologie als
Instrument fiir bevolkerungsweite Massentests die COVID-19-Pandemie unnétig verschlimmert
und verldngert hat und bei dhnlichen zukiinftigen Szenarien unterlassen werden sollte.

Mangelnde Transparenz war und ist ein allgegenwartiger Begleiter der Krise

Kasten 3: Zu den international anerkannten Grundsétzen der guten wissenschaftlichen Praxis
gehoren:

- formale Aspekte, z. B. die griindliche Uberpriifung der Forschungsergebnisse durch
unabhdngige Gutachter vor der Veroffentlichung und die Offenlegung jeglicher Art von
Interessenkonflikten durch alle Mitautoren, wie z. B. Projektfinanzierung durch die
pharmazeutische Industrie,

- Forschungsaspekte, z. B. die Durchfiihrung eines giiltigen Protokolls, einschlieflich Positiv-
und Negativkontrollen, sowie die Bestdtigung der Ergebnisse und der Einsatz geeigneter und
solider Techniken,

- Qualitatssicherung und die Festlegung von Standards. Letztere sind besonders wichtig bei der
Entwicklung neuer Methoden oder diagnostischer Tests, insbesondere wenn ein Testergebnis

Am Ende mehr Schaden als Nutzen anrichten

In zwei Leitartikeln des BMJ wurde behauptet, dass Politiker und Regierungen wahrend COVID-19
die Wissenschaft unterdriickten, um die kommerzielle Verfiigbarkeit von Diagnostika und




in 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 fiinf nicht veréffentlichten Sachverstandigengutachten
abgelehnt, obwohl auf keines der Bedenken angemessen eingegangen wurde (Editorial Note
Eurosurveillance).

Dariiber hinaus wurde ein Addendum mit 20 von Fachkollegen iiberpriiften, veréffentlichten
Arbeiten, die diese Bedenken untermauern, nicht einmal erwdhnt. Die anschliefende Aufforderung,
die Peer-Review-Berichte der fiinf Peer-Review-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 erméglichen. Warum man sich nicht entschlossen hat, die
wissenschaftliche Gemeinschaft iiber denkbare Mangel und Fallstricke des Charité-Protokolls zu
informieren, bleibt rédtselhaft.

Schlieflich mangelt es den Entscheidungsprozessen der WHO an Transparenz. 12 Jahre nach der
Schweinegrippe ist immer noch unklar, warum die WHO die Definition einer Pandemie geédndert
hat. Nach der alten Definition wére es gar nicht moglich 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 europdischen Test.
Eine weitere unbeantwortete Frage ist:

Warum hat die WHO nicht sofort iiber 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 eingefiihrt wurde? Warum hat sie dies erst ein ganzes Jahr nach Ausbruch der
Pandemie getan (WHO, 20. Januar 2021)?

Warum haben einflussreiche Wissenschaftler wie Marion Koopmanns und Anthony Fauci nicht auf
den Missbrauch der PCR als so genanntem "Goldstandard" fiir den Nachweis "infektitser"
Personen aufmerksam gemacht, obwohl sie es besser wissen miissten, wie sie in Interviews und
Podcasts gezeigt haben (siehe Kasten 1)? Wenn der Mangel an Transparenz nicht auf
wissenschaftliche Unkenntnis zuriickzufiihren ist, was wir fiir eine verniinftige Schlussfolgerung
halten, scheint es sich um eine unerwiinschte Einmischung der Politik in die Wissenschaft und die
medizinische Praxis zu handeln. Sollte dies der Fall sein, so wére 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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Finanzierung

RL wurde im Rahmen des Forschungs- und Innovationsprogramms Horizont 2020 der
Europdischen Union unter der Vertragsnummer 883441 im Projekt STAMINA (Demonstration
intelligenter Entscheidungshilfen fiir die Vorhersage und das Management von Pandemiekrisen
innerhalb und tiber die Grenzen Europas hinweg) gefordert. Keiner der anderen Autoren hat
angegeben, dass er fiir diese Forschungsarbeit einen Zuschuss von einer 6ffentlichen,
kommerziellen oder gemeinniitzigen Einrichtung erhalten hat.

Erklarung iiber konkurrierende Interessen

SP ist Eigentiimer und Leiter der Tilia Laboratories, die sich auf Diagnostik und Forschung in
molekularer Mikrobiologie und Genetik konzentrieren. RL, Erasmus MC und BioCoS haben eine
Vereinbarung iiber die gemeinsame Nutzung von Nachweismethoden fiir SARS-CoV-2
unterzeichnet. Alle anderen Autoren erkléren, dass sie fiir die eingereichte Arbeit keine
Unterstiitzung von einer Organisation erhalten haben, dass sie in den letzten drei Jahren keine
finanziellen Beziehungen zu Organisationen unterhalten haben, die ein Interesse an der
eingereichten Arbeit haben kdnnten, und dass sie keine anderen Beziehungen unterhalten oder an
Aktivitdten beteiligt sind, die auch nur den Anschein erwecken kénnten, dass sie die eingereichte
Arbeit beeinflusst haben.
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