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»Seine (Anm.: Kary Mullis) Erfindung ist hchst originell und bedeutsam,
denn sie teilt die Biologie praktisch in die beiden Epochen vor P.C.R. und nach P.C.R.“[1, Uibersetzt]

GESCHICHTE - Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdéglicht eine rasche und exponentielle
Vervielféaltigung von Millionen bis Milliarden von Kopien aus einer extrem kleinen Menge einer
beliebigen DNA-Sequenz. Auf der Grundlage des Konzepts der "Reparatur-Replikation [2]
erweiterte und verbesserte Kary Mullis (28. Dezember 1944 - 7. August 2019) die Technik durch
Anwendung sich wiederholender Temperaturzyklen. Im Jahr 1993 wurde er daflr zusammen mit
Michael Smith mit dem Nobelpreis flir Chemie ausgezeichnet. Spater wurde eine hitzestabile DNA-
Polymerase in den Prozess integriert.

| ,Mit PCR kann man, wenn man es gut macht, fast alles in jedem finden." [3, Ubersetzt]

PRINZIP - Eine PCR besteht aus einer Abfolge von 30-35 DNA-Amplifikationszyklen, die jeweils
die nachfolgenden drei Schritte (Steps) umfassen:

1. Denaturierung (94-98 °C): Trennung der doppelstrangigen DNA-Vorlage in zwei einzelne DNA-
Strange.

2. Annealing (60-65 °C): Bindung kurzer, einzelstrangiger DNA-Startersequenzen (Primer) an den
beiden Enden der zu vervielfaltigenden DNA-Sequenz. Dieses spezifische Primerpaar definiert
somit die Sequenz der Ziel-DNA (Target).

3. Elongation (72 °C): Verlangerung der beiden Startersequenzen durch das Enzym DNA-
Polymerase, das auch die DNA in den Zellen kopiert. Dies fiihrt zur vollstandigen Synthese der
Ziel-DNA, deren Sequenz komplementéar zur DNA-Vorlage ist.

Das DNA-Produkt jedes Zyklus dient als Ausgangsmaterial fiir den nachfolgenden Zyklus und fuhrt
somit zu einer exponentiellen Vervielfaltigung der gewinschten Ziel-DNA. Aufgrund ihrer
spezifischen Groflle kann das PCR-Endprodukt auf einem Agarose- oder einem Polyacrylamidgel
analysiert werden.

Bei den COVID-19 PCR-Tests zum Nachweis spezifischer SARS-CoV-2 Sequenzen kam die so
genannte Echtzeit (real-time) PCR zur Anwendung. Diese verwendet eine zusatzliche ,Sonde®, die
mit einem inaktiven Fluoreszenzfarbstoff markiert ist und zwischen dem flankierenden Primerpaar
bindet. In den Elongationsphasen wird die ,Sonde“ durch die DNA-Polymerase zerstort, was zur
Freisetzung eines messbaren Fluoreszenzsignals fuhrt.

» Der Cycle threshold (Ct) ist die Zykluszahl, bei der das mit der Menge des PCR-Produkts
gekoppelte Fluoreszenzsignal spezifisch tber dem Hintergrundrauschen nachweisbar ist. Der
Ct-Wert steht im umgekehrten Verhaltnis zur urspriinglichen Menge der Ziel-DNA, d.h. je
niedriger der Ct-Wert, desto mehr Ziel-DNA war urspriinglich in der Probe vorhanden.

» Fur eine valide quantitative PCR (gPCR) wird zwingend ein externer Standard mit bekannter
DNA-Konzentration benétigt, um den Ct-Wert der Probe (unbekannte DNA-Konzentration) mit
dem Ct-Wert des Standards (bekannte DNA-Konzentration) zu vergleichen.

» Fur die Analyse einzelstrangiger RNA (wie bei Coronaviren) muss die RNA vor der PCR in DNA
umgeschrieben werden. Diese Art von PCR wird als RT-PCR (RT fur reverse Transkription)
bezeichnet.

» Aufgrund der hohen Sensitivitat der PCR Technik muss jegliche Verunreinigung vermieden
werden, da kontaminierende DNA ebenso effektiv amplifiziert wird wie die gesuchte Ziel-
DNA. Im schlimmsten Fall kann eine zu untersuchende Probe bereits mit einer Ziel-DNA aus
einer friher durchgefuhrten PCR verunreinigt sein.



BEACHTE: Aufgrund ihrer hohen Sensitivitat ist die PCR eine hervorragende Technik fir den
Nachweis kleinster DNA-Mengen (z.B. in der Forensik). Die hohe Sensitivitat 6ffnet aber auch Tar
und Tor fur vielfaltige Fehler und offensichtliche Tauschungen, wenn die PCR falsch verwendet wird
(z.B. unspezifisches Testen gesunder Individuen) oder die erzielten Ergebnisse falsch interpretiert
werden (z.B. irrationales Aufaddieren PCR-positiver ,Falle®).

,BIs heute gibt es keine diagnostischen Tests, die das Vorhandensein infektiéser Viren
zuverldssig nachweisen.“ [4, Gbersetzt]

Es wird behauptet, dass ein PCR-Test positiver “Fall” mit einem infektibsen Individuum
gleichzusetzten ist, aber das STIMMT NICHT — Hier sind die FAKTEN

» Die Probenaufarbeitung fir die PCR erfordert den vollstandigen Aufschluss der
biologischen Strukturen, um Nukleinsduren von Proteinen, Lipiden und Zelltrimmern
abzutrennen. Bei allen Protokollen werden die Proben mit einem Gemisch aus hochgiftigen
Chemikalien [5] behandelt, wodurch komplexe Organismen unweigerlich zerstort werden.

» Unabhangig vom angewandten Protokoll kann mit einer PCR ausschlieBlich auf das
Vorhandensein der durch das spezifische Primerpaar ausgewahlten Zielsequenz(en)
getestet werden, die aber nur einen Bruchteil des gesamten Virengenoms représentiert. Somit
kann eine PCR selbst bei ordnungsgemafRer Durchfihrung keinesfalls die Anwesenheit eines
vermehrungsfahigen, infektiosen Virus mit intaktem Genom in der untersuchten Probe beweisen.

» Ein ,positives” PCR Testergebnis bedeutet NICHT, dass in der untersuchten Probe ein
vermehrungsfahiges, infektioses Virus vorliegt. Es ist nur als ein molekularer Indikator zu
verstehen, der einen Anfangsverdacht be- oder entkréftet, der aber immer eine weiterfiihrende
Differenzialdiagnose unter Einbeziehung der Symptome des Patienten durch einen Arzt erfordert
- wie dies auch bei JEDEM anderen Labortest der Fall ist!

» [Es muss beachtet werden, dass die Symptome einer Atemwegsinfektion durch eine Vielzahl
verschiedener Viren sowie Bakterien, Pilze und Protozoen, einzeln oder in Kombination,
verursacht werden konnen. Generell basiert die Differentialdiagnose auf den Klinischen
Symptomen des Patienten, wobei Labortests, wie z.B. das Wachstum eines beteiligten
Bakteriums in Kultur, dem Arzt zusatzliche Informationen liefern. Die Untersuchung von Virus-
Subtypen ist von rein wissenschaftlichem Interesse, hat fiir die klinische Routine aber keine
Bedeutung, da Anti-Virus-Therapien meist nur symptomatischer Natur sind, also unabhangig
von Virus-Subtypen oder der Kombination verschiedener Viren. Dies ist ein klarer Unterschied
zur Behandlung von Krankheiten, die durch Bakterien (z.B. Antibiotika), Pilze (z.B. Antimykotika)
oder Protozoen (z.B. Antibiotika) verursacht werden.

» Multiplex-Tests zur Erfassung eines breiten Spektrums von Erregern sind daher zwingend
erforderlich, um zwischen verschiedenen Lungeninfektionen zu unterscheiden, die sich
in &hnlichen klinischen Symptomen manifestieren, oder um aus Griinden der Uberwachung
die aktuell zirkulierenden Erreger zu bestimmen [6]. Aufgrund der hohen Sensitivitat der PCR ist
es moglich, auch RNA/DNA-Sequenzen eines unterreprasentierten Erregers in einem
komplexen Erregergemisch nachzuweisen, wie dies bei zwei der ersten fiinf COVID-19
Patienten der Fall war [7]. Daruber hinaus ist es moglich, einen Erreger komplett zu tGibersehen,
wenn die Probe zum Nachweis dieses Erregers nicht im Test enthalten ist.

» Schliel3lich besteht das Risiko falsch-positiver und falsch-negativer Ergebnisse, die sowohl auf
technischen als auch klinischen Fehlern beruhen kénnen. Ein PCR-positives Testergebnis
bedeutet nicht automatisch, dass die getestete Person ein intaktes Virus in sich tragt und
Ubertragen kann. Diese Diskrepanz wird bei den so genannten asymptomatischen Personen,
also PCR-positiv getesteten, aber gesunden Individuen deutlich, deren Testergebnis einen
hohen Ct-Wert und somit eine niedrige Ausgangskonzentration der Ziel-DNA in der untersuchten
Probe aufweist. Die Uberwiegende Mehrheit dieser Individuen wird weder intakte Erreger in sich
tragen, noch infektios sein. Bei der geringen Menge der nachgewiesenen viralen Nukleinsdure
handelt es sich entweder um Reste einer bereits Uberstandenen Infektion oder, was
wahrscheinlicher ist, um ein falsch-positives Testergebnis aufgrund unsachgemaéalRer
Probenbehandlung oder Verunreinigung.




Es wird behauptet, dass die PCR-Technik der ,neue Goldstandard“ zum Nachweis einer Infektiositat
ist, aber das STIMMT NICHT — Hier sind die FAKTEN

Der Goldstandard fir die Bestimmung der infektiésen Viruslast ist die Reproduzierbarkeit
eines bestimmten Virus in einer geeigneten Zellkultur [4]. Da der Umgang mit infektidsen Viren
besondere Sicherheitsvorkehrungen erfordert, dirfen derartige Untersuchungen nur in dafir
spezialisierten Labors durchgefiihrt werden und kénnen daher nicht in der Routinediagnostik
eingesetzt werden.

>

In der Routinediagnostik kann aber ersatzweise eine PCR durchgefuhrt werden, um dem Arzt
eine Entscheidungshilfe fur die bestmdgliche Weiterbehandlung des Patienten an die Hand zu
geben. Hierbei muss betont werden, dass das Ergebnis des PCR-Tests nicht als einfache
Ja-Nein-Antwort verstanden werden darf, sondern zwingend die Festlegung eines so
genannten Ct "Cut-off* Wertes erfordert. Dieser muss im Vorfeld von einem Speziallabor
ermittelt werden (durch Vergleich der PCR Ergebnisse mit den Ergebnissen aus der Zellkultur)
und anschlielBend von dem Labor, das den PCR-Test durchfihrt, angepasst werden (durch
Vergleich der PCR Ergebnisse mit den Ergebnissen aus externen Standards, welche inaktivierte
Viren mit bekannten Konzentrationen enthalten).

Wahrend in der Klinik eine hohe Sensitivitat angestrebt wird, um eine vermutete Infektion bei
symptomatischen Patienten zu bestatigen oder auszuschlieen, kommt im Rahmen einer
Epidemie die Spezifitat eine wichtigere Rolle zu [8], um zu vermeiden, dass gesunde
Individuen mit falsch-positiven Testergebnissen unnétig in Quarantane geschickt werden.

Eine hohe Empfindlichkeit geht mit einem starken Engpass in der PCR Leistung einher. Selbst
bei einer 100%igen Spezifitat, d.h. wenn es keine falsch-positiven Ergebnisse gibt, bedeutet dies
lediglich, dass keine anderen Sequenzen als die ausgewdahlte(n) Zielsequenz(en) amplifiziert
werden. Bei der Routineanwendung (d.h. aufl3erhalb zertifizierter Speziallabore) werden
Verunreinigungen und Handhabungsfehler jedoch unweigerlich zu einigen falsch-
positiven Testergebnissen flihren.

Wie zuvor bereits angemerkt erfordert die absolute Quantifizierung der Virenlast in einer
bestimmten Probe die Durchfiihrung einer gPCR unter Einbeziehung einer Verdinnungsreihe
mit bekannten Mengen inaktivierter Viren. Im Anschluss daran kann der Ct-Wert einer
unbekannten Probe mit den Ct-Werten aus der Verdiinnungsreihe verglichen werden, um die
darin enthaltene Menge an Viruspartikeln abzuschatzen. Ein positives PCR-Signal lasst
alleine keine Ruckschlisse auf eine mdgliche infektiose Viruslast zu, sofern kein Ct-Wert
vorliegt, der das Ergebnis spezifisch zu einer definierten Standardkurve in Beziehung setzt [9].

Da die reverse Transkription, die Priming-Bedingungen und die Sekundarstrukturen an den
Primer-Bindungsstellen stochastische Prozesse darstellen, kann der Ct-Wert zwischen
verschiedenen PCR-Ansatzen und verschiedenen Laboren variieren. Ein Vergleich mit
Referenzgenen in bekannten Konzentrationen ist daher zwingend erforderlich, um die relative
Quantifizierung zwischen verschiedenen Laboren zu messen.

Eine mogliche Vermehrungsaktivitat eines Virus innerhalb eines getesteten Individuums kdnnte
durch einen RT-PCR Assay erfolgen, der auf dem Nachweis von subgenomischer RNA (sgRNA)
basiert, die ausschlie3lich wahrend der Virusreplikation in infizierten Zellen gebildet wird. Da
sgRNA jedoch auch noch Tage und Wochen nach einer Infektion nachgewiesen werden kann,
deutet das Fehlen von sgRNA zwar auf das Fehlen einer viralen Replikation hin, das
Vorhandensein von sgRNA lasst aber nicht zwingend auf eine Infektiositat schlieRen [10].




Es wird behauptet, dass PCR-Massentests eine geeignete Methode zur Uberwachung der
Verbreitung von Viren und der Gesundheit der Bevoélkerung darstellen, aber das STIMMT NICHT —
Hier sind die FAKTEN

» Da die PCR nicht in der Lage ist, nachzuweisen oder vorherzusagen, ob ein positiv getestetes
Individuum intakte Viren in sich tragt oder diese Ubertragen kann, sollten PCR-basierte
Labortests niemals zur Uberwachung einer gesunden Bevdlkerung verwendet werden,
mit dem ausschliellichen Ziel, eine bestimmte Nukleinsauresequenz eines beliebigen
Erregers nachzuweisen.

» Jeder Labortest, selbst wenn er sowohl eine hohe Spezifitdt als auch eine hohe Sensitivitat
aufweist, fihrt zu falsch-positiven Ergebnissen, die bei einer niedrigen Pravalenz (Zahl der
tatsachlich infizierten Individuen) sogar die Zahl der richtig-positiven Ergebnisse
Ubersteigen kdnnen, wie es bei Massentests von gesunden Individuen der Fall ist [11].

» Positiv  getestete, gesunde Personen weisen typischerweise eine niedrige
Ausgangskonzentration der Ziel-DNA auf, die mit hohen Ct-Werten verbunden sind. Selbst
wenn das Testergebnis korrekt ist, sind diese Individuen nicht infektiés, sondern stellen
klinisch Falsch-Positive dar, die entweder aus genesenen Personen bestehen, die noch
Virusreste in sich tragen, oder aus immunen Personen, die aufgrund ihrer niedrigen Viruslast
nicht ansteckend sind [12].

» Kaum beachtet wird, dass ein hoher Durchsatz (z.B. aufgrund unspezifischer Massentests)
mit immer demselben PCR-Ansatz in den Testlaboren zu einem starken Anstieg des Risikos von
Handhabungsfehlern und der Entstehung groRer Mengen an Aerosolen fihrt [13]. Letztere
kénnen nachfolgende PCR-Ansatze verunreinigen und so zu vermehrt falsch-positiven
Testergebnissen fihren. Dies wurde in der Tat fir COVID-19 Tests berichtet.

» Die einzige Mdglichkeit, falsch-positive Testergebnisse auf nahezu Null zu reduzieren, ist die
Durchfiihrung einer Sanger-Sequenzierung [14], die auch von der WHO empfohlen wird [15].
Unvermeidbare Verunreinigungen kdnnen aber auch in diesem Fall falsch-positive
Testergebnisse nicht vollkommen ausschlieRen.

Es wird behauptet, dass bei neuen Virenvarianten generell mit einer erhdhten Infektiositat und
Mortalitat zu rechnen ist, aber das STIMMT NICHT — Hier sind die FAKTEN

» Neue Virus-Subtypen zeichnen sich durch kleine Veranderungen in ihrer Nukleinsauresequenz
aus, die NICHT automatisch mit einer erhdhten Infektiositéat einhergehen mussen. Darlber
hinaus ist eine erhohte Infektiositat NICHT zwangslaufig mit einer erhéhten Mortalitat verbunden.
Ganz im Gegenteil tendieren evolutionar erfolgreiche Viren dazu, mit jeder weiteren
Mutation mehr ansteckend, aber weniger geféahrlich zu werden.

» Moglicherweise sind neue Virus-Subtypen auch gar NICHT neu fir unser Immunsystem,
da frihere Kontakte mit Viren aus derselben Virusfamilie bereits zu einer Kreuzimmunitat gefthrt
haben kdénnen. Dies wurde tatsachlich fir SARS-CoV-2 in aufbewahrten Blutspenderproben aus
der Zeit vor COVID-19 nachgewiesen [16,17,18].
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