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Research Article

Survey results on nucleic acid tests of infectious diseases:
present status and need for rapid and near-patient

diagnostics

Abstract

This survey discusses current and emerging isothermal and rapid poly-
merase chain reaction (PCR) based nucleic acid amplification methods
for near-patient diagnostics.

To assess the clinical need of rapid diagnostics for infectious diseases
based on nucleic acid tests (NATs) we performed and analysed a
questionnaire among laboratories participating in corresponding
INSTAND ring trials for external quality assurance. The questions con-
cerning new amplification technologies like isothermal nucleic acid
amplification, potentially suited to significantly decrease turnaround
times, were complemented by questions to evaluate the present status
of NATs. Besides end-users, companies were also addressed by sending
out a manufacturer specific questionnaire.

Analysis of the answers from 48 laboratories in 14 European countries
revealed that a much shorter turnaround time is requested for selected
pathogens compared to about 2 h or longer when applying temperature
cycling amplification, i.e. PCR. In this context, most frequently mentioned
were methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), norovirus,
influenza A and B viruses, cytomegalovirus (CMV) as well as hepatitis
B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV). At present, 8% of the labora-
tories having participated in this survey apply isothermal amplification
of nucleic acids to identify infectious pathogens.

Keywords: nucleic acid tests, infectious diseases, virus detection,
bacteria detection, isothermal nucleic acid amplification, status report,
questionnaire, NAT, PCR
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Introduction

The aim of the study presented in this contribution is to
give an overview of the presently applied methodologies
for nucleic acid tests (NATs) for infectious diseases in
clinical and analytical laboratories and to discuss emer-
ging technologies for NATs potentially suited to support
rapid and point-of-care (POC) diagnostics. Near patient
instruments will directly influence clinical outcomes for
patients and allow to manage patients in one consultation
rather than require further follow-ups. This can allow
treatment of the patient which should be appropriate and
timely. The most relevant POC tests for monitoring infec-
tious diseases involve rapid polymerase chain reaction
(PCR) based approaches and novel isothermal amplifica-
tion methods. The development of these nucleic acid
based methods has improved the analytical performance,
i.e. sensitivity and specificity, of methods in the area of
infectious diseases. These methods have the potential
to complement microbiological methods for pathogen
detection, which are time consuming and may lack
sensitivity.

Important for POC applications are low costs and an ac-
ceptable turnaround time [1], [2], [3]. The turnaround
time is correlated to the term “rapid diagnostics”, which
has been subject to dramatic changes with the availability
of PCR and isothermal nucleic amplification technologies.
Whereas MRSA detection based on chromogenic agar
technology typically requires 2 days to 3 days, application
of PCR allows the reduction of the time to obtain the
result in a few hours [1], [2]. The transport time from
sample collection to the laboratory contributes signifi-
cantly to turn around times in PCR based examination
[2], which could be avoided using POC tests. Using iso-
thermal nucleic amplification techniques, thermocycling
necessary for PCR is avoided and the time to result can
be reduced even further to less than 60 min or even to
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20 min [3]. Isothermal amplification technology has the
potential for NATs integrated in disposable microchips
[4], [B], [6], [7] and instrumentation for isothermal amp-
lification and detection of the reaction is simpler com-
pared to PCR. Hence, besides rapid diagnostics in indus-
trial countries, application of POC nucleic acid detection
based on isothermal nucleic amplification is of high in-
terest in developing countries, where easy handling shall
be taken into account.

Isothermal nucleic amplification
methods

The literature study revealed that a variety of methods
for the detection of nucleic acids are developed, which
are not based on thermo-cycling PCR (Table 1). Commer-
cially available are instruments and related kits based
on branched chain DNA signal amplification (oDNA) [8],
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) [9], [10]
and recombinase polymerase amplification (RPA) [7].

The bDNA method was first demonstrated to provide reli-
able results in 1995 [11] by quantitative measurements
of HIV-1. Later, the performance of bDNA was evaluated
by comparing different NAT methods using the VERSANT
HCV RNA Assay and the Siemens System 340 bDNA
analyser (Siemens Healthcare Diagnostics) [12], [13].

The LAMP method is used in the real time turbidimeter
developed by Eiken Chemical Co., Ltd. (Japan) and applied
e.g. for the diagnosis of the avian influenza viruses
(H5N1) [14]. Lumora Ltd. (United Kingdom) also imple-
mented the LAMP method in a portable small instrument
(PDQ) and a high throughput development system. In
contrast to the turbidimetric approach, the amplification
of the nucleic acid is monitored by fluorescence measure-
ments, called bioluminescent assay in real-time (BART)
[15]. The instruments provided by OptiGene also rely on
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Table 1: Methodologies for the amplification of nucleic acid without temperature cycling

Abbreviation Method Reference

bDNA Branched chain DNA [8, 11, 24, 25]

HDA Helicase-dependent amplification [26, 27]

LAMP Loop mediated isothermal amplification [9, 10, 14, 15, 16, 17, 28]
NASBA Nucleic acid sequence based amplification [29]

NEAR Nicking enzyme amplification reaction [30, 31]

RCA Rolling circle amplification [27, 28, 32, 33]

RAM Ramification amplification [28, 34, 35]

RPA Recombinase polymerase amplification [7, 23, 27]

SDA Strand displacement amplification [27, 28, 36]

the LAMP methodology and isothermal master mix kits
(licensed for LAMP by Eiken Chemical Company) are
provided. The recombinase polymerase amplification
(RPA) method [7] is used by TwistDx, Ltd (United Kingdom)
in their Twista® portable real-time fluorometer and reagent
kits are provided for food safety.

The development of improved variants for LAMP and RPA
is still in progress. Instead of using displacement primers
“Stem primers” are used for LAMP [16] and a chemical
heating approach was applied to detect HIV-1 [17]. An
advantage of RPA is that no initial heating (e.g. to 95°C
to obtain single stranded DNA) is required and only 37°C
are needed compared to 65°C for LAMP; this was ex-
ploited in a microfluidic lab-on-a-foil device [18]. Further-
more, an active field of research of particular interest for
rapid and POC diagnostics is the miniaturisation of nucleic
acid amplification systems [19] including the adaption
of NATs in microfluidic chips [20].

Analysis of questionnaires

Concept of the survey

Two questionnaires (see Attachment 1 and Attachment 2)
were created comprising manufacturer specific or end-
user specific inquiries. In addition, questions for both,
companies and analytical laboratories were included in
each of the questionnaires. The end-user specific survey
was distributed by INSTAND to 1,000 analytical laborator-
ies in Germany regularly participating in ring trials for ex-
ternal quality assessment addressing detection of infec-
tious pathogens by NATs. In addition, INSTAND contacted
336 laboratories from other European and Non-European
countries. These laboratories perform infectious disease
diagnostics in the fields of virology, bacteriology, myco-
bacteriology, parasitology and mycology. Many of these
laboratories offer diagnostic services in several of the
above fields.

We received replies from 48 laboratories in 14 European
countries. All except 2 laboratories offer analytical test

in infectious disease medicine in several fields. Three
quarters of the laboratories having replied perform more
than 1,000 NAT based analyses per month. The numbers
of laboratories from the respective countries that partici-
pated in the survey are shown in Figure 1. Most parti-
cipants came from Germany and Scandinavian countries,
but we received also answers from Baltic and Eastern
European counties. In total, 36 manufacturers were
contacted, of which 12 responded. Only 8 forms returned
could be included in the analysis, since 4 manufacturers
focus on the development of new instrumentation or kits
and are not directly in contact with analytical laboratories.
The results of the survey, summarised in Tables 2, 3, 4
and 5 are presented in the following paragraphs. In these
tables, the most frequent answers are marked in grey.

W Germany
W Sweden
W Austria
m Norway
= Bulgaria
™ Hungary
® Czech Republic
W Danmark
Estonia
™ Finland
W Greece
Italy

Slovenia

Figure 1: Number of participating analytical laboratories from
different countries. In total, 48 questionnaires were included
in the analysis.

Reply from manufacturers

The answers for manufacturer specific questions are
summarised in Table 2. The majority of manufacturers
offer both, instrumentation and specific kits (Table 2,
row 1). About a quarter of the answers are from com-
panies producing instrumentation only and few firms
(12%) focus on the development of kits for nucleic acid
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Table 2: Results of questionnaire for manufacturer specific questions indicating the product spectrum of manufacturers,
characteristics of instrumentation and number of kits provided

Supply of
1 instrumentation test kits instrumentation and test kits
25% 12% 63%
Number of nucleic acid tests provided (for CMV, HIV, HBV, HCV)
2 < 100/ month 100 / month — 1000 / month > 1000 / month
0% 11% 89%
Use of microsystem technology for liquid handling
3 yes no
38% 50%
Total volume used in amplification chamber / cuvette
4 <10 uL 10 uL — 20 uL 20 yL - 50 pL > 50 uL
0% 38% 38% 13%
Time for nucleic acid amplification
5 <5 min 5 min — 25 min > 25 min
0% 0% 88%
amplification. With respect to the number of kits supplied
(Table 2, row 2) for the detection of human cytomegalo- = in house tests
virus (CMV), human immunodeficiency virus (HIV), hepa- ® Roche
m Cepheid

titis B and C viruses (HBV/HCV) most of the manufactur-
ers (89%) provide more the 1,000 tests per month and
the remaining companies (11%) supply 100 to 1,000
tests per month.

Half of the fluid handling systems are based on conven-
tional techniques, whereas 38% of the companies claim
that they apply microsystem technology (Table 2, row 3).
Interpretation of these answers is difficult since the term
“microsystem technology”, i.e. application of ultra preci-
sion milling or lithography for production of embossing
tools of injection molds yielding surface roughness in the
10 nm region, was not defined in the questionnaire. More
significant is the volume of the cuvette or chamber used
for the amplification since less material is required and
shorter amplification times are expected for smaller
volumes, in particular if PCR is used. For cuvette volumes
between 10 yL to 20 yL and 20 uL to 50 uL the same
numbers (38%) are given and in few cases (13%) volumes
above 50 pL are required (Table 2, row 4). However, in
the context of nucleic acid amplification, it follows from
the answers concerning the amplification time that no
substantial reduction is reached, all responses state times
above 25 min (Table 2, row 5). Hence, the contribution
of amplification times to the turnaround time cannot be
neglected and its reduction is highly desirable.

Current status of NATs derived from
manufacturers’ and end-user responses

The market shares of kits and instruments according to
the answers of end-users are depicted in Figure 2. Accord-
ing to Figure 2a the amplification is based on in house
tests (blue colour, 14 laboratories) and to an equal
amount kits provided by Roche (red, 14 nominations).

W Abbott
® Qiagen
m Applied Biosystems

Becton Dickinson

W Altona Diagnostics
B Amplex Biosystems
m Fisher Scientific

m GeneProof

B no standard equipment
M Roche

m Cepheid

W Abbott

® Qiagen

m Applied Biosystems

Becton Dickinson

W BioRad
W bioMérieux
B Hologic

m SensoQuest

Figure 2: Kits (a) and instrumentation (b) used for nucleic
amplification tests based on the response of analytical
laboratories

Other suppliers were quoted less frequently. For each
vendor, the same colour was chosen in Figure 2a and 2b
to visualise the correlation between kits applied for nuc-
leic amplification tests and instrumentation. In Figure 2b,
equipment for nucleic acid amplification as well as appar-
atuses for DNA/RNA extraction and purification is account-
ed for. It follows from Figure 2b that - besides supply of
kits - Roche (red, 24 laboratories) is also the market
leader for equipment. The use of “no standard equip-
ment” is accordingly interpreted as “in house tests” and
indicated in blue. Other companies providing kits and in-
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Table 3: Response of end-users giving an overview on the current status of preparation and measurement procedures and

wishes regarding sensitivity and costs of NATs

98%

1 temperature cycling (PCR)

Ampilification method

isothermal amplification
8%

branched DNA amplification
0%

Target bacteria / viruses

3 44%

23%

M. tuberculosis MRSA SARS-CoV
27% 71% 6%
2 CcwvV Adenovirus Influenza A/ B
40% 35% 65%
HIvV EBV HBV/HCV
48% 40% 60%
Other target bacteria / viruses not explicitly specified in the questionnaire
Chlamydia trachomatis (CT) Norovirus HSV-1/ HSV-2

Varicella zoster virus (VZV, HHV-3)

27% 27%
Neisseria gonorrhoeae (NG)

23%

Mycoplasma genitalium
17%

Type of sample

33%

blood / plasma swab bioptic tissue urine
4 60% 83% 38% 44%
BAL faeces CSF sputum
25% 33% 21% 13%
Mainly used workflow for sample preparation and nucleic acid amplification
5 complete tests, automated preparation and

manual preparation

amplification in one / different instruments
63%

complete tests (cartridge)
21%

Turn around time for pathogen detection

17% 49%

6 < 60min 1h-2h >2h
2% 23% 77%
Requested limit of detection or analytical sensitivity in pure control samples
7 < 10 copies mL”’ 10 copies mL" - 50 copies mL" 50 copies mL" - 100 copies mL" 100 copies mL™" - 500 copies mL”’
29% 26% 31% 14%
Reasonable costs per test for selected targets
8 <1€ 1€ -4€ 4€ - 6€ > 6€

34% 0%

strumentation are Cepheid (8/11), Abbott (5/8), Qiagen
(4/10), Applied Biosystems (1/4) and Becton Dickinson
(1/4). The other companies referred to as either manu-
facturer of kits (Altona Diagnostics, Amplex Biosystems,
Fisher Scientific, GeneProof) or manufacturer of instru-
ments (BioRad, bioMérieux, Hologic, SensoQuest) are
marked in different grey values.

In Table 3 and Table 4 the answers of the end-users
(Table 3) and the manufacturers’ responses (Table 4)
with respect to technologies applied for nucleic acid
amplification, pathogens, sample type, workflow, turn-
around time, sensitivity and price are listed.

PCR is the leading technology applied by almost all end-
users (98%) and offered by most companies (75%). Iso-
thermal amplification of nucleic acid is used in 8% of the
analytical laboratories and 25% of the companies produce
corresponding instruments and/or kits. None of the par-
ticipants, neither end-users nor manufacturers indicated

the application of branched DNA methodology. Microarray
hybridisation was also listed (Table 4, row 1), but itis less
relevant in the context of analysis of pathogens due to
low potential for quantification.

In Figure 3, we summarise responses of analytical labor-
atories (blue bars) with respect to the target bacteria and
viruses, which were explicitly listed in the questionnaire
as multiple choice. The red bars in Figure 3 indicate the
answers given by the manufacturers concerning the
supply of corresponding kits. The end-users (Table 3,
row 2) reported that in more than 50% of the laboratories
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), in-
fluenza A and B viruses and hepatitis B and C viruses
(HBV/HCV) are diagnosed. M. tuberculosis (27%), human
cytomegalovirus (CMV) (40%), adenovirus (35%), human
immunodeficiency virus (HIV) (48%) and Epstein-Barr
virus (EBV) (40%) are also frequently analysed. On the
other hand, only few laboratories (6%) provide molecular
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Table 4: Response of manufacturers concerning the current status of preparation, measurement procedures and costs of NATs

1 temperature cycling (PCR)
75%

Ampilification method

isothermal amplification
25% 0%

branched DNA ampilification

microarray hybridisation
13%

Target bacteria / viruses

manual preparation
63%

amplification in one / different instruments
25%

M. tuberculosis MRSA SARS-CoV
25% 38% 13%
2 Ccwv Adenovirus Influenza A/ B
38% 13% 50%
HIV EBV HBV / HCV
25% 38% 25%
Type of sample
blood / plasma swab bioptic tissue urine
3 36% 46% 22% 13%
BAL faeces CSF sputum
13% 50% 13% 13%
Workflow required for NATs
4 complete tests, automated preparation and

complete tests (cartridge)
13%

Turn around time for pathogen detection

5 < 60min 1h-2h >2h
0% 38% 38%
Detection limit or analytical sensitivity in pure samples
6 < 10 copies mL"’ 10 copies mL" - 50 copies mL™ 50 copies mL™" - 100 copies mL™ 100 copies mL" - 500 copies mL”’
20% 50% 10% 20%
Price per test for selected targets
7 <1€ 1€ -4€ 4€ - 8€ > 8€
21% 21% 0% 57%

diagnostics for SARS-associated coronavirus (SARS-CoV)
causative for severe acute respiratory syndrome.

Target bacteria / viruses
100%

80%

60%

40%

20% -

Percentage of
laboratories / manufacturers

0% -

MRSA
SARS-CoV
cMV
Adenovirus
HIV

EBV

HBV / HCV

G
L
S
N
]
<
S
2

virusses

Influenza A/ B

Figure 3: Relative number of laboratories which perform NATs
for the listed pathogens (blue bars). Percentage of
manufacturers providing corresponding kits (red bars). The
data are taken from Tables 3 and 4. MRSA: metbhicillin-resistant
Staphylococcus aureus; SARS-CoV: severe acute respiratory
syndrome associated coronavirus; CMV: human
cytomegalovirus; HIV: human immunodeficiency virus; EBV:
Epstein-Barr virus; HBV/HCV: hepatitis B and C viruses.

For all these NATs commercial kits are available and
provided by some of the manufacturers. In particular,

according to Table 4, row 2, kits for M. tuberculosis are
offered by 25% of the responding companies, 38% supply
kits for CMV, 50% for influenza A and B viruses and 38%
for EBV. A smaller fraction of the companies provide kits
for MRSA (38%), SARS-CoV (13%), adenovirus (13%), HIV
(25%) and HBV/HCV (25%).

M. tuberculosis, tested in 27% of the analytical laborator-
ies (Table 3, row 2), is reported to reveal a much higher
notification rate in WHO Member States in the east than
in the west [21]. This tuberculosis report 2014 of the
WHO indicates a worldwide increase of 3.5% for the
multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) in the year
2013. In some countries, however, i.e. the Russian Fed-
eration, Uzbekistan, Republic of Moldova, Kazakhstan,
Kyrgyzstan and Belarus, the incidence of new cases
ranged between 19%-35% in the years 2011-2013.
Particularly distressing is the high percentage of exten-
sively drug-resistant tuberculosis (XDR-TB) and the con-
tinuing decline of the success rate of medical treatment
of tuberculosis.

The relative use of diagnostic tests for the detection of
pathogens by the replying laboratories as well as the
supply of commercial diagnostic tests by the responding
manufacturers seem to reflect the diagnostics needs of
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the corresponding methods for public health in the
countries from where replies were received (part of
northern, eastern and mid Europe). This correlation may
be true for MRSA, as well as HBV/HCV and influenza A
and B viruses. Interestingly, replying laboratories and
manufactures hang on to diagnostic tests for the detec-
tion of SARS-CoV, although there have not been any
known cases of SARS-CoV infection reported anywhere
in the world since 2004 (http://www.cdc.gov/coronavirus/
about/index.html).

Apart from the pathogens explicitly listed in the question-
naire, the participants were also asked to note other im-
portant target bacteria and viruses. The most frequent
answers are summarised in row 3 of Table 3. Besides
Chlamydia trachomatis, detected in 44% of the laborator-
ies, norovirus (27%), HSV-1/HSV-2 (27%), varicella zoster
virus (23%), Neisseria gonorrhoeae (23%) and Myco-
plasma genitalium (17%) are analysed.

The distribution of samples for NATs is depicted in
Figure 4. It follows from the response of the end-users
(Figure 4, blue bars; Table 3, row 4) that most often swab
(83%) and blood/blood plasma (60%) are used. Besides
these samples, urine (44%), tissue from biopsies (38%),
faeces (33%), bronchoalveolar lavage (BAL) (25%),
cerebrospinal fluid (CSF) (21%) and sputum (13%) serve
for nucleic acid tests. The percentage of manufactures
providing Kits for these materials (Table 4, row 3) is shown
as red bars in Figure 4. Most nominations concern faeces
(50%), swab (46%) and blood/blood plasma (36%), fol-
lowed by bioptic tissue (22%). These samples are among
the five materials most frequently reported by the analyt-
ical laboratories.

Type of sample

100%

Percentage of
laboratories / manufacturers

swab
urine
BAL
faeces
CSF
sputum

blood / plasma
bioptic tissue

Figure 4: Percentage of laboratories (blue bars) using the listed
specimen and relative number of manufactures (red bars)
providing corresponding test kits. BAL: bronchoalveolar lavage;
CSF: cerebrospinal fluid.

In the questionnaire, we offered three options for the
workflow of nucleic acid tests. The manual preparation
requires DNA/RNA extraction, purification and pipetting
of reagents, complete tests include automated prepar-
ation and amplification in one or different instruments
and the third selection is for complete, cartridge or cas-
sette based tests which contain all reagents needed and
only the sample has to be fed in. As presented in Figure 5
and Table 3, row 5, in analytical laboratories, manual
preparation is done in 33% of cases. At present, tests

which include automated preparation (63%) of samples
are being preferred. Fully automated tests, based on
cartridge or cassette systems are applied in 21% of the
laboratories. The sum exceeds 100% since in some
laboratories various modalities are being used. The most
common indication of manufacturers (Table 4, row 4)
concerns the manual preparation (63%), automated
preparation is reported with 25% and cartridge based
workflows in 13% of cases. Compared to the end-users,
the order is reversed with respect to manual and auto-
mated preparation, possibly because most of the
laboratories have a high throughput which requires the
highest possible degree of automation. On the other hand,
both groups are ranking complete, cartridge based tests
on the third rank, the relative market share is estimated
to be in the range of 10% to 20%.

Workflow used for NATs

95%

75%

55% o

35% A

15% +

Percentage of
laboratories / manufacturers

-5%

manual
preparation
automated
preparation
complete test
(cartouche)

Figure 5: Comparison of different workflows applied for NATs
based on responses of analytical laboratories (blue bars) and
manufacturers (red bars)

The turnaround time for pathogen detection using NATs
is generally above 2 h (77%) according to the analytical
laboratories (Table 3, row 6), 23% and 2% claimed turn-
around times between 1 h to 2 h or even below 60 min,
respectively. The analytical sensitivity or limit of detection
in pure samples or calibrators requested by most of the
end-users for reliable pathogen detection is about the
same for <10 copies mL™ (29%), 10 copies mL™ to 50
copies mL™ (26%) and 50 copies mL ™ to 100 copies mL™
(31%) (Table 3, row 7). The broad range given by the end-
users are probably due to the fact that pathogen and
sample specific sensitivity and limit of detections are re-
quired for reliable diagnostics. The manufacturers’ re-
sponses to these questions are in close concordance with
the end-users requirements and show a trend to lower
turnaround times (38% quote the range 1 h to 2 h)
(Table 4, row 5) and to higher sensitivity (50% state a
sensitivity of 10 copies mL™ to 50 copies mL™) (Table 4,
row 6). However, the costs per tests requested by the
analytical laboratories are lower compared to the manu-
facturers’ announcements. The range up to 4 € is men-
tioned by 66% of the end-users (Table 3, row 8) and 42%
of the companies (Table 4, row 7). The upper limit stated
by the laboratories is 6 €, but the manufacturers indicate
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that the costs for several kits (57%) exceed 8 €. Again,
the broad spread in acceptable costs and cost-covering
prices indicate that for different pathogens and samples
the complexity of test kits and the corresponding devel-
opments are crucial.

Need for rapid NATs in clinical
diagnostics - feedback from end-users

An overview on the response to the questions specific for
analytical laboratories is given in Table 5. As already
mentioned when discussing the high percentage of
laboratories using automated preparation and cartridge
based tests (see Table 3, row 5: sum 84%), most of the
participating analytical laboratories (75%) investigate
more than 1,000 samples with respect to infectious
pathogens (Table 5, row 1). For high throughput applica-
tions automation is necessary to provide analyses in short
times at reasonable costs. About 21% of the users per-
form 100 tests per month to 1,000 tests per month. The
number of analyses is less than 100 tests per month in
4% of the analytical laboratories. The relative share of
NATs at all analyses covers the complete range from
<25% to >75% with the most common indication for
<25%, given by 54% of the laboratories (Table 5, row 2).
The distribution reveals a second (relative) maximum,
23% of the laboratories perform in more than 75% of the
analyses nucleic acid tests. This survey result demon-
strates the increasing importance of nucleic acid tests,
used in more than half of the laboratories (54%) in addi-
tion to other diagnostic methods and applied as leading
procedure in specialised facilities (23%).

About 40% (Table 5, row 3) of the end-users report the
application of “rapid” PCR/NATs when answering the
corresponding question of the survey sheet. However,
this statement is not supported by the answers concern-
ing the turnaround times, since only 2% reach times below
60 min (Table 3, row 6). These 2% of the laboratories
seem to better represent the current situation than the
38% given in Table 5, row 3 with respect to “rapid” dia-
gnostic. We interpret these discrepancies as non-conform
definitions and suggest the use of the term “rapid”
PCR/NAT as indicative for turnaround times less than
30 min to better account for the present state of the art
of NATs.

The bacteria and viruses for which the end-users declare
an urgent need of rapid nucleic acid tests are shown in
Figure 6 (Table 5, row 4). The percentage of laboratories
requesting a rapid test is plotted on a logarithmic scale
to account for the large variations. Apart from SARS, for
all pathogens explicitly listed in the questionnaire there
seems to be an interest for significantly shorter turn-
around times, specified to be <15 min by the majority of
users (Table 5, row 5). However, the number of laborator-
ies requesting such rapid NATs ranges from only 2% for
M. tuberculosis, adenovirus, HIV and EBV to 54% for
MRSA. Besides MRSA, a large proportion of the answers
indicate the demand for rapid tests with respect to
norovirus (27%) and influenza A and B viruses (21%).

About 10% identify the need for rapid CMV and HBV/HCV
nucleic acid tests. In Figure 6, we include the expected
number of rapid tests (Table 5, row 6) per analytical
laboratory - based on the most frequent statements -
as colour code, violet represents <10 tests per month,
light-brown indicates 10 tests per month to 50 tests per
month and green stands for >50 tests per month. Alter-
natively, instead of using the most frequent answers for
each bacterium or virus, we summarized the expected
numbers of tests stated by each laboratories for all
pathogens which are analysed. From Figure 7 one can
conclude that most of the end-users, who intend to apply
rapid NATs expect more than 50 tests per month. Please
note that the total number of nominations (60) exceeds
the number of participating laboratories (48), since gen-
erally more pathogens are analysed in each analytical
laboratory. Compared to the typical throughput of >1,000
analyses per month the relative contribution of rapid test
would be in the order of 5%.

Need for rapid PCR / NATs
100%

10%

Percentage of laboratories

> 50 tests / month

0%

MRSA
SARS
MV

tuberculosis
Adenovirus
HBV / HCV
Norovirus

Influenza A/ B

M.

Figure 6: Percentage of laboratories requesting rapid nucleic
acid tests for the listed pathogens. The colour indicates the
expected number of tests per month in one analytical
laboratory for the respective bacterium or virus.

Estimated number of tests / month

26 nominations
> 50 tests / month

15 nominations
< 10 tests / month

Figure 7: Number of predicted rapid nucleic acid tests per
month in each laboratory for specific target pathogens

The question whether qualitative tests or quantitative
tests are needed yielded different opinions. According to
Table 5, row 7, most of the users (44%) prefer to choose
between a qualitative or quantitative tests dependent on
the pathogen to be detected, 31% would be satisfied with
a qualitative result.
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Table 5: Result of questionnaire for end-user specific questions giving the number of NATs per month and indicating the need

for rapid NATs for infectious diseases

Number of all analyses (including non-NATSs) for diagnostics of infectious diseases
<100/ month 100/ month - 1000/ month > 1000 / month
4% 21% 75%

Relative share of NATs with respect to all analyses

cMmv
10 - 50 tests / month
HIV
10 - 50 tests / month

Adenovirus
> 50 tests / month
EBV HBV/HCV

< 10 tests / month 10 - 50 tests / month

< 25% 25% - 50% 50% - 75% > 75%
54% 8% 10% 23%
Use of rapid PCR / NAT

3 yes no
38% 60%
For which target Target bacteria / viruses is an urgent need for rapid PCR / NATs ?
M. tuberculosis MRSA SARS-CoV
2% 54% 0%
CcwvV Adenovirus Influenza A/ B
10% 2% 21%

HV EBV HBV/HCV Norovirus
2% 2% 13% 27%
Requested turn around time for selected pathogens
< 10min < 15min < 60min
16% 72% 12%
Estimated number of tests applying rapid NATs
M. tuberculosis MRSA SARS-CoV

> 50 tests / month > 50 tests / month na.

Influenza A/ B
> 50 tests / month
Norovirus
> 50 tests / month

qualitative tests sufficient
31%

Are gquantitative rapid NATs required ?

quantitative tests required
2%

dependent on pathogen
44%

Do you intend to purchase equipment for rapid NATs?

next year
50% 15%

next three years later
8% 19%

The answers concerning the purchase of equipment
(Table 5, row 8) and the establishment of rapid nucleic
acid analyses in analytical laboratories (50% do not intend
to introduce rapid tests and 19% responded with “later
than the next three years”) reflect that the end-users are
currently waiting, possibly because the technologies for
rapid NATs are still being developed and improved by
corresponding research activities.

Summary and conclusion

The results of this survey refer to the answers of
48 analytical laboratories, most located in Germany.
About a quarter of the responses were from Scandinavian
countries. With respect to the current state of the art of
NATs reasonable consensus was observed except for the
costs between end-users and manufacturers, albeit only
8 companies responded.

The pathogens most frequently analysed in more than
half of the laboratories are MRSA, influenza A and B vir-
uses and HBV/HCYV, followed by HIV, EBV, CMV and aden-
ovirus detected in about 40% of the laboratories.
M. tuberculosis was mentioned as target by 27% of the
end-users. Apart from these pathogens, which were expli-
citly listed in the questionnaire as multiple choice option,
Chlamydia trachomatis, norovirus and Neisseria gonor-
rhoeae are also frequently (in 20% to 40% of the labora-
tories) analysed.

The majority of the participating analytical laboratories
perform more than 1000 analyses per month to detect
infectious diseases. Hence, a high degree of automation
is required to achieve high sample throughput applying
complete conventional or cartridge based tests. The rel-
ative share of in-house tests for nucleic acid extrac-
tion/purification and amplification is about 27% while
73% utilize kits provided by various manufacturers. In
this context, internal and external quality assurance is
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highly relevant to ensure that results from different
laboratories are in agreement within defined limits of
equivalence, regulated for selected pathogens in the
corresponding guidelines [22] of the German medical
association.

The questionnaire revealed a non-consistent use of the
term “rapid” analysis, due to the dramatic reduction of
turnaround times from several days required by cultures
to typically 2 h - 4 h after the introduction of PCR. It fol-
lows from the questionnaire that the current state of the
art for the turnaround time of PCR based nucleic acid
tests is still >2 h. The next step towards rapid point of
care tests is expected by the implementation of complete
tests involving isothermal methodology for NATs. Such a
setting might allow turnaround times below 30 min and
possibly between 10 min - 15 min. Hence we suggest
the definition of a rapid NAT as analysis with turnaround
times <30 min. For rapid NATs complete cartridge based
tests with integrated microfluidic chips are the most
promising approach. Of particular interest is the RPA
method [7], [23], because the amplification can be carried
out at about 37 °C.

The majority of the laboratories (75%) points out the need
for rapid nucleic tests for certain pathogens. Of particular
interest is MRSA for more than 50% of the end-users,
27% and 21% demand for rapid NATs to detect Norovirus
and influenza A/B, respectively (Table 5, row 4). According
to about 10% of the laboratories, further pathogens for
which rapid tests are needed are HBV, HCV and CMV. The
desired turnaround time is <15 min (Table 5, row 5) for
rapid nucleic acid tests of these disease-causing agents.
Slightly more laboratories (44% compared to 31%,
Table 5, row 7) indicated that - dependent on the
pathogen - quantitative test would be preferable to
qualitative analyses. The results of the questionnaire al-
low the estimation that the relative share of rapid NATs
is expected to be around 5% compared to the total num-
ber of analysis per month. It should be noted that the
bacteria and viruses for which rapid tests are requested
are being frequently examined at present in the partici-
pating laboratories utilising PCR.

Besides conventional nucleic amplification technique by
PCR, only few laboratories (8%) apply isothermal ampilifi-
cation. This demonstrates that research and development
is still necessary to overcome the drawbacks of isothermal
methodologies for nucleic acid amplification. In particular,
the possibility to obtain quantitative results would cer-
tainly accelerate the application of isothermal tests in
routine laboratories and for point of care applications. In
addition, integration of isothermal tests in disposable
cartridges is essential to improve handling, reproducibility
and to reduce the turnaround time to the requested range
of 15 min. Because of the ongoing development most of
the end-users (85%) are still waiting before purchasing
corresponding equipment to utilise rapid (isothermal)
nucleic analysis. However, we conclude from the ques-
tionnaire that for certain applications rapid NATs are
needed to improve the measurement support for diagnos-
tic and therapeutic decisions.

Notes
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Umfrage zu Nukleinsaureamplifikationstests bei
Infektionserkrankungen: Stand und Bedarf fur eine

schnelle und patientennahe Diagnostik

Zusammenfassung

Die vorliegende Studie gibt eine Ubersicht iiber derzeit verwendete und
in der Entwicklung befindliche Methoden der isothermalen und der
schnellen auf einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruhenden Nu-
kleinsdureamplifikation fur die patientennahe Diagnostik.

Um den klinischen Bedarf einer schnellen Diagnostik auf der Grundlage
von Verfahren fur Nukleinsaureamplifikationstests (NATs) abzuschatzen,
wurde eine Umfrage bei Laboratorien, die an INSTAND-Ringversuchen
zur externen Qualitatssicherung teilnehmen, durchgefihrt. Die Umfrage
zu neuen DNA-Amplifikationstechniken, wie die isothermale Nukleinsau-
reamplifikation, wurde durch Fragen zum aktuellen Stand von NATs
erganzt. Neben den Endanwendern wurden Herstellern spezifische
Fragebbgen zugesandt.

Die Analyse der Antworten von 48 Laboratorien aus 14 europaischen
Landern zeigt, dass fur bestimmte Pathogene eine deutlich geringere
Durchlaufzeit erforderlich ist als die fUr eine auf Temperaturzyklen be-
ruhende Nukleinsdureamplifikation (d.h. PCR) bendtigten 2 h oder noch
langeren Zeiten. In diesem Zusammenhang wurden am haufigsten
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA), Norovirus, Influ-
enza-A- und -B-Viren, Cytomegalievirus (CMV) sowie Hepatitis-B-Virus
(HBV) und Hepatitis-C-Virus (HCV) genannt. Derzeit setzen etwa 8% der
Laboratorien, die sich an der Abfrage beteiligten, isothermale DNA-
Amplifikationstechniken zum Nachweis von Infektionserregern ein.

Schlusselworter: Nukleinsaure-Tests, Infektionserkrankungen,
Virusnachweis, Bakteriennachweis, isothermale
Nukleinsaureamplifikation, Statusbericht, Umfrageergebnisse, NAT,
PCR
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Einleitung

Ziel der vorliegenden Studie ist es, eine Ubersicht tGber
die derzeit verwendeten Methoden fur Nukleinsauream-
plifikationstests (NATs) bei Infektionskrankheiten in Klinik-
und Analyselaboratorien zu geben und neue Technologien
flr NATs vorzustellen, die potenziell zur Unterstitzung
einer schnellen und patientennahen Diagnostik (point-of-
care (POC)) geeignet sind. Patienten-nah verwendete
Gerate kbnnen einen unmittelbaren Einfluss auf die klini-
sche Behandlung der Patienten haben und es ermdgli-
chen, schnelle Entscheidungen Uber eine Therapie in ei-
ner einzigen Untersuchung festzulegen, so dass Nachun-
tersuchungen wegfallen. Damit kann der Patient ange-
messen und zeitnah behandelt werden. Die wichtigsten
POC-Tests (POCT) zur Uberwachung von Infektionserkran-
kungen umfassen schnelle, auf einer Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) beruhende Verfahren und neue isotherma-
le Nukleinsaureamplifikationsmethoden. Durch die Ent-
wicklung dieser auf einem Nukleinsaurenachweis basie-
render Verfahren wurde die Leistungsfahigkeit der Analy-
sen, d.h. die Empfindlichkeit und die Spezifitat der Metho-
den auf dem Gebiet der Infektionskrankheiten, verbes-
sert. Mit diesen Verfahren kénnen die zeitaufwandigen
und Ublicherweise weniger empfindlichen mikrobiologi-
sche Methoden fur den Nachweis von Infektionserregern
durch die molekularbiologische Detektion der Pathogene
erganzt werden.

Wichtig fur POC-Anwendungen sind niedrige Kosten und
eine akzeptable Bearbeitungszeit oder Durchlaufzeit [1],
[2], [3]. Die Durchlaufzeit hangt zusammen mit dem Be-
griff ,Schnelldiagnostik”, dessen Bedeutung sich wesent-
lich geandert hat, seitdem es die PCR und isothermale
Nukleinsaureamplifikationstechniken gibt. Wahrend der

8 University Clinic of
Respiratory and Allergic
Diseases Golnik, Golnik,
Slowenien

9 Gesellschaft fur
Biotechnologische
Diagnostik (GBD) mbH,
Berlin, Deutschland

10 Charité -
Universitatsmedizin Berlin,
Campus Benjamin Franklin,
Institut fir Virologie, Berlin,
Deutschland

11 INSTAND e.V., Gesellschaft
zur Férderung der
Qualitatssicherung in
medizinischen Laboratorien
e.V., Dusseldorf,
Deutschland

MRSA-Nachweis, der auf der Verwendung chromogener
Nahrmedien beruht, normalerweise 2 bis 3 Tage braucht,
erhalt man mit dem PCR-Test das Ergebnis bereits in
wenigen Stunden [1], [2]. Die Transportzeit von der Pro-
benentnahme bis zum Labor tragt dabei erheblich zu den
Durchlaufzeiten in PCR-gestutzten Untersuchungen [2]
bei. Durch die Verwendung von POC-Tests konnte dieser
Beitrag vermieden werden. Mit Hilfe von isothermalen
Nukleinsaureamplifikationstechniken werden die fir die
PCR notwendigen Thermozykler vermieden. Die Zeit bis
zum Ergebnis kann so auf weniger als 60 Minuten oder
sogar auf 20 Minuten verringert werden [3]. Die isother-
male Amplifikationstechnik kann potenziell zur Integration
von NATs in Einweg-Mikrochips verwendet werden [4],
[5], [6], [7], entsprechende Gerate flr die isothermale
Amplifikation und ihren Nachweis sind im Vergleich zu
der PCR-Technik einfacher. Daher ist neben der Schnell-
diagnostik in Industrielandern die Anwendung des auf
der isothermalen Nukleinsaureamplifikation beruhenden
POC-Nukleinsaurenachweises fur Entwicklungslander
auflerst interessant, weil speziell dort eine einfache
Handhabung wichtig ist.

Isothermale
Nukleinsaureamplifikationsmethoden

Die Literaturstudie zeigte, dass zahlreiche Methoden fir
den Nachweis von Nukleinsauren entwickelt werden, die
nicht auf der PCR, d.h. der Verwendung von Thermozy-
klern beruhen (Tabelle 1). Im Handel erhaltlich sind Ge-
rate und dazugehorige Test-Kits, die auf der sogenannten
branched DNA-Signalamplifikation (bDNA) [8], der
Schleifen-vermittelten isothermalen Amplifikation (Loop-
mediated isothermal amplification, LAMP) [9], [10] und
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Tabelle 1: Nukleinsaure-Amplifikationsmethoden ohne Verwendung von Temperaturzyklen

Abkiirzung Methode Literatur

bDNA Branched chain DNA [8, 11, 24, 25]

HDA Helicase-dependent amplification [26, 27]

LAMP Loop-mediated isothermal amplification [9, 10, 14, 15, 16, 17, 28]
NASBA Nucleic acid sequence-based amplification [29]

NEAR Nicking enzyme amplification reaction [30, 31]

RCA Rolling circle amplification [27, 28, 32, 33]

RAM Ramification amplification [28, 34, 35]

RPA Recombinase polymerase amplification [7, 23, 27]

SDA Strand displacement amplification [27, 28, 36]

der Rekombinase-Polymerase-Amplifikation (RPA) [7]
beruhen.

Far die bDNA-Methode wurde im Jahre 1995 [11] erst-
mals durch quantitative Messungen gezeigt, dass ein
zuverlassiger HIV-1 Nachweis moglich ist. Spater wurde
die Leistungsfahigkeit der bDNA-Methode tUberpraft durch
Vergleiche zwischen verschiedenen NAT-Methoden unter
Verwendung des VERSANT HCV RNA Assays und des
Siemens System 340 bDNA-Analysegerates (Siemens
Healthcare Diagnostics) [12], [13].

Die LAMP-Methode wird in dem von Eiken Chemical Co.,
Ltd. (Japan) entwickelten Echtzeit-Turbidimeter eingesetzt
und dient beispielsweise fur den Nachweis des Vogelgrip-
pevirus Influenza A (H5N1)-Virus [14]. Lumora Ltd. (Ver-
einigtes Konigreich) verwendet ebenfalls die LAMP-Me-
thode in einem tragbaren Kleingerat (PDQ) und in einem
Entwicklungssystem mit hohem Durchsatz. Im Gegensatz
zur turbidimetrischen Methode wird dabei die Nukleinsau-
reamplifikation mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen
Uberwacht - dem so genannten biolumineszenten Echt-
zeit-Nachweis (bioluminescent assay in real-time, BART)
[15]. Die von OptiGene gelieferten Gerate beruhen
ebenfalls auf der LAMP-Methode, und der Hersteller liefert
entsprechende Master Mix Kits (lizensiert fir LAMP von
Eiken Chemical Company) fur die isothermale Verstéar-
kung. Die RPA-Methode [7] wird von TwistDx, Ltd. (Verei-
nigtes Konigreich) in ihrem tragbaren Echtzeit-Fluorome-
ter Twista® verwendet und fiir die Lebensmittelsicherheit,
fur die Reagenz-Kits verflgbar sind, eingesetzt.

Die Entwicklungen von verbesserten Varianten fur LAMP
und RPA dauern noch an. Anstelle von Displacement
Primern werden ,Stem Primer“ fur die LAMP-Methode
[16] verwendet. Mit Hilfe von chemischer Energieerzeu-
gung konnte HIV-1 [17] nachgewiesen werden. Ein Vorteil
der RPA-Methode ist, dass keine Anfangserwarmung (z.B.
auf 95°C, um DNA-Einzelstrange zu erhalten) ndétig ist
und nur 37°C im Gegensatz zu 65°C bei der LAMP-Me-
thode erforderlich sind. Dieses Verfahren wurde in einem
mikrofluidischen Gerat im Westentaschenformat (Lab-on-
a-foil) genutzt [18]. Ein weiteres aktives Forschungsfeld,
das fir die Schnell- und POC-Diagnostik von groem In-

teresse ist, ist die Miniaturisierung der Nukleinsduream-
plifikationssysteme [19], die auch die Anpassung von
NATs fUr den Einsatz in mikrofluidischen Chips [20]
beinhaltet.

Analyse der Fragebogen

Konzept der Umfrage

Zwei Fragebdgen (siehe Anhang 1 und Anhang 2) wurden
erstellt, die fur Hersteller oder fir Endanwender spezifi-
sche Fragen beinhalten. Beide Umfragebdgen enthalten
auch gleiche Fragen, vorgesehen zur Beantwortung durch
die Firmen und die Analyselaboratorien. Der Umfragebo-
gen fUr die Endanwender wurde von INSTAND an 1.000
Analyselaboratorien in Deutschland verschickt, die regel-
mafig an Ringversuchen fur die externe Qualitatssiche-
rung zum Nachweis von Infektionserregern durch NATs
teilnehmen. Dartber hinaus kontaktierte INSTAND 336
Laboratorien aus anderen europaischen und nichteuro-
paischen Landern. Diese Laboratorien betreiben die
Diagnostik von Infektionskrankheiten im Bereich der Vi-
rologie, Bakteriologie, Mykobakteriologie, Parasitologie
und Mykologie. Viele dieser Laboratorien bieten Diagno-
stikdienstleistungen in mehreren der oben genannten
Bereiche an.

Wir haben Antworten von 48 Laboratorien aus 14 euro-
paischen Landern erhalten. Bis auf 2 Laboratorien bieten
alle Analysen auf mehreren Gebieten der Infektiologie
an. Drei Viertel der antwortenden Laboratorien fuhren
monatlich mehr als 1.000 NAT-gestutzte Analysen durch.
Die Zahlen der teilnehmenden Laboratorien aus den je-
weiligen Landern sind in Abbildung 1 aufgeflhrt. Die
meisten Teilnehmer kamen aus Deutschland und skandi-
navischen Landern; wir erhielten jedoch auch Antworten
aus dem Baltikum und osteuropaischen Landern. Insge-
samt wurden 36 Hersteller kontaktiert, von denen 12
geantwortet haben. Nur 8 der zuriickgesandten Fragebo-
gen konnten bei der Auswertung bertcksichtigt werden,
da sich 4 Hersteller auf die Entwicklung neuer Gerate

Jrs

GMS Zeitschrift zur Férderung der Qualitatssicherung in medizinischen
Laboratorien 2014, Vol. 6, ISSN 1869-4241

15/25



Neukammer et al.: Umfrage zu Nukleinsdureamplifikationstests bei Infektionserkrankungen: ...

oder Test-Kits konzentrieren und keinen direkten Kontakt
zu Analyselaboratorien haben. Die Ergebnisse der Umfra-
ge, die in den Tabellen 2, 3, 4 und 5 zusammengefasst
sind, werden im Folgenden vorgestellt. In diesen Tabellen
sind die haufigsten Antworten grau markiert.

M Deutschland

W Schweden

m Osterreich

W Norwegen

M Bulgarien

m Ungam

W Tschechische Republik

m Danemark

m Estland

W Finnland

m Griechenland
Italien

Slovenien

Schweiz

Abbildung 1: Anzahl der an der Umfrage teilnehmenden
Analyselaboratorien aus verschiedenen Landern. Insgesamt
wurden 48 Fragebogen ausgewertet.

Antworten der Hersteller

Die Antworten auf herstellerspezifische Fragen sind in
Tabelle 2 zusammengefasst. Die Mehrzahl der Hersteller
bieten sowohl Gerate als auch besondere Test-Kits (Ta-
belle 2, Reihe 1) an. Ein Viertel der Antworten stammt
von Firmen, die ausschlieBlich Gerate herstellen. Wenige
Firmen (12%) konzentrieren sich auf die Entwicklung von
Test-Kits fur die Nukleinsaureamplifikation. Bezuglich der
Anzahl an gelieferten Test-Kits (Tabelle 2, Reihe 2) fir
den Nachweis des humanen Cytomegalievirus (CMV), des
Humanen Immundefizienz-Virus (HIV), der Hepatitis-B-
und -C-Viren (HBV/HCV) liefern die meisten Hersteller
(89%) mehr als 1.000 Tests pro Monat aus; die Ubrigen
Firmen (11%) vertreiben 100 bis 1.000 Tests pro Monat.
Die Halfte der Fluidik-Systeme basieren auf konventionel-
ler Technik, wobei 38% der Firmen angeben, dass sie die
Mikrosystemtechnologie anwenden (Tabelle 2, Reihe 3).
Die Interpretation dieser Antworten gestaltet sich
schwierig, da der Begriff ,Mikrosystemtechnologie®, d.h.
die Anwendung von Ultraprazisions-Frasmaschinen oder
lithographischen Verfahren fur die Herstellung von Prage-
werkzeugen oder Spritzgusswerkzeugen mit Oberflachen-
rauheiten im Bereich von 10 nm, im Fragebogen nicht
explizit definiert wurde. Von gréferer Bedeutung fur die
praktische Anwendung ist das Volumen der fur die Ampli-
fikation verwendeten Kuvette oder Kammer, da bei klei-
nerem Volumen weniger Material erforderlich ist und
klrzere Amplifikationszeiten erwartet werden, insbeson-
dere wenn die PCR-Methode angewandt wird. Fur Kivet-
tenvolumina zwischen 10 uL bis 20 yL und 20 pL bis
50 uL werden dieselben Zahlen (38%) angegeben, in ei-
nigen wenigen Fallen (13%) ist ein Volumen von Uber
50 pL erforderlich (Tabelle 2, Reihe 4). Andererseits zei-
gen die Antworten im Zusammenhang mit der fur die

Nukleinsaureamplifikation bendétigten Zeit, dass bei Ver-
wendung von geringen Kuvettenvolumina keine wesent-
liche Zeitverklrzung erreicht wird. Samtliche Antworten
geben Amplifikationszeiten von tber 25 Minuten (Tabel-
le 2, Reihe 5) an. Daraus folgt, dass der Beitrag der Am-
plifikationszeiten zur Durchlaufzeit nicht vernachlassigt
werden kann und daher eine entsprechende Verklrzung
der Amplifikationszeit duflerst wiinschenswert ware.

Aktueller Status von NATs abgeleitet aus
den Antworten von Herstellern und
Analyselaboratorien

Die Marktanteile an Test-Kits und Geraten gemafd den
Antworten der Analyselaboratorien sind in Abbildung 2
dargestellt.

(a)

M eigene Herstellung
M Roche

m Cepheid

m Abbott

m Qiagen

m Applied Biosystems

= Becton Dickinson

M Altona Diagnostics
B Amplex Biosystems
m Fisher Scientific

m GeneProof

® Nicht-Standard-Gerat
® Roche

m Cepheid

m Abbott

® Qiagen

m Applied Biosystems

1 Becton Dickinson

W Biorad
W Biomérieux
m Hologic

m SensoQuest

Abbildung 2: Kits (a) und Geréte (b), die in den an der Umfrage
teilnehmenden Analyselaboratorien fiir
Nukleinsaureamplifikationstests verwendet werden

Abbildung 2a zeigt, dass fur die Nukleinsaureamplifikation
zu gleichen Anteilen hausinterne Tests (blaue Farbe,
14 Laboratorien) und Test-Kits der Fa. Roche (rot,
14 Nennungen) verwendet werden. Andere Lieferanten
wurden weniger haufig genannt. Fir jeden Anbieter wurde
dieselbe Farbe in den Abbildungen 2a und 2b gewahlt,
um den Zusammenhang zwischen den fur Nukleinsaure-
amplifikationstests angewandten Test-Kits und Geraten
sichtbar zu machen. In Abbildung 2b werden sowohl die
Gerate fur die Nukleinsaureamplifikation als auch Appa-
raturen fur die DNA/RNA-Extraktion und -Reinigung be-
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Gerateeigenschaften und Anzahl der gelieferten Test-Kits

Tabelle 2: Ergebnisse der Umfrage fur herstellerspezifische Fragen mit Informationen uber die Produktpalette der Hersteller,

Anbieter von
Geraten Test Kits Geraten und Test Kits
25% 12% 63%
Anzahl von gelieferten Nukleinsdureamplifikationstests (fur CMV, HIV, HBV, HCV)
< 100 / Monat 100 / Monat - 1000 / Monat > 1000 / Monat
0% 11% 89%
Verwendung der Mikrosystem-Technologie fur das Fluidiksystem
3 Ja Nein
38% 50%
Gesamtvolumen der Amplifikationskammer / Kuvette
4 < 10pL 10uL - 20uL 20uL - 50uL > 50uL
0% 38% 38% 13%
Zeitdauer der Nukleins&ureamplifikation
5 < 5min 5min - 25min > 25min
0% 0% 88%

racksichtigt. Aus Abbildung 2b ergibt sich, dass die Firma
Roche nicht nur als Hersteller von Test-Kits sondern auch
als Anbieter von Instrumenten (rot, 24 Laboratorien) der
Marktfuhrer ist. Als ,,hausinterner Test” wird die Verwen-
dungvon einem ,Nicht-Standard-Gerat” interpretiert und
ist daher blau markiert. Zu den Ubrigen Firmen, die Test-
Kits und Geréate liefern, gehdren Cepheid (8/11), Abbott
(5/8), Qiagen (4/10), Applied Biosystems (1/4) und
Becton Dickinson (1/4). Weitere Firmen, die entweder
als Hersteller von Test-Kits (Altona Diagnostics, Amplex
Biosystems, Fisher Scientific, GeneProof) oder als Herstel-
ler von Geraten (BioRad, bioMérieux, Hologic, Senso-
Quest) bezeichnet werden, sind in unterschiedlichen
Grauténen markiert.

In Tabelle 3 und Tabelle 4 sind die Antworten der Analy-
selaboratorien und die Antworten der Hersteller zu den
fir die Nukleinsaureamplifikation verwendeten Technolo-
gien, Erreger, Probenmaterialien, Arbeitsablauf, Durch-
laufzeit, Empfindlichkeit und Preis aufgelistet.

Die PCR-Methode ist die am haufigsten von nahezu allen
Analyselaboratorien (98%) angewandte und von den
meisten Firmen (75%) angebotene Technologie. Die iso-
thermale Nukleinsaureamplifikation wird in 8% der Ana-
lyselaboratorien verwendet, und 25% der Firmen stellen
die entsprechenden Gerate und/oder Test-Kits her. Keiner
der Umfrageteilnehmer - weder die Analyselaboratorien
noch die Hersteller - gaben die Verwendung der branched
DNA-Methode (bDNA) an. Die Microarray-Hybridisierung
wurde ebenfalls aufgelistet (Tabelle 4, Reihe 1), sie ist
jedoch aufgrund des geringen Potenzials fUr quantitative
Messungen weniger relevant bezlglich der Erregeranaly-
se.

In Abbildung 3 haben wir die Antworten der Analyselabo-
ratorien (blaue Balken) hinsichtlich der untersuchten
Bakterien und Viren zusammengefasst, die im Fragebo-
gen ausdrucklich als Multiple-Choice-Optionen aufgelistet
waren. Die roten Balken in Abbildung 3 stellen die Antwor-
ten der Hersteller zur Lieferung der entsprechenden Test-

Kits dar. Die Analyselaboratorien (Tabelle 3, Reihe 2)
gaben an, dass Methicillin-resistente Staphylococcus
aureus (MRSA), Influenza-A-und Influenza-B-Viren sowie
Hepatitis-B- und -C-Viren (HBV/HCV) in jeweils mehr als
50% der Laboratorien nachgewiesen werden. M. tubercu-
losis (27%), das humane Cytomegalievirus (CMV) (40%),
Adenovirus (35%), das Humane Immundefizienz-Virus
(HIV) (48%) und das Epstein-Barr-Virus (EBV) (40%) wer-
den ebenfalls haufig analysiert. Andererseits verfligen
nur wenige Laboratorien (6%) Uber die Molekulardiagno-
stik fUr das SARS-assoziierte Coronavirus (SARS-CoV),
welches der Verursacher des schweren akuten Atemweg-
syndroms ist.

Zielbakterien / Vieren
100%

Prozentsatz der
Laboratorien / Hersteller

MRSA
SARS-CoV

cmMv
Adenovirus
Influenza-
A-/ B-Viren
HIV

EBV

HBV / HCV

By
S
2
S
N
]
<
3
2

Abbildung 3: Relative Anzahl der Laboratorien, die NATs fiir
die angegebenen Erreger einsetzten (blaue Saulen). Prozentzahl
der Hersteller, die entsprechende Kits liefern (rote Saulen). Die

Daten sind in den Tabellen 3 und 4 angegeben. MRSA:
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus; SARS-CoV:
SARS-Assoziiertes Coronavirus, das das Schwere Akute

Atemwegsyndrom verursacht; CMV: Humanes
Cytomegalie-Virus; HIV: Humanes Immundefizienz-Virus; EBV:
Epstein-Barr Virus; HBV/HCV: Hepatitis B und C Viren.

Fur samtliche dieser NATs gibt es handelslbliche Test-
Kits, die von einigen Herstellern geliefert werden. Gemaf
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Tabelle 3: Antworten der Endnutzer zum derzeitigen Stand der Praparations- und Messverfahren sowie Wiinsche beziiglich der

Empfindlichkeit und der Kosten von NATs

Amplifikationsmethode

1 Temperaturzyklen (PCR) isothermale Amplifikation branched DNA Amplifikation
98% 8% 0%

Zielbakterien / Viren

M. tuberculosis MRSA SARS-CoV
27% 71% 6%
2 CMV Adenovirus Influenza A/ B
40% 35% 65%
HV EBV HBV/ HCV
48% 40% 60%
Sonstige Bakterien / Viren, die im Fragenbogen nicht explizit angegeben wurden
Chlamydia trachomatis (CT) Norovirus HSV-1/ HSV-2
3 44% 27% 27%
Varicella zoster virus (VZV, HHV-3) Neisseria gonorrhoeae (NG) Mycoplasma genitalium
23% 23% 17%
Probenmaterial
Blut / Plasma Abstrich Biopsie-Gewebe Urin
4 60% 83% 38% 44%
BAL Stuhl CSF Sputum
25% 33% 21% 13%

Hauptséchlich verwendeter Arbeitsablauf zur Probenpréparation und Nukleinsdureamplifikation

5 Komplett-Tests, automatisierte Praparation
Manuelle Préparation und Verstarkung in einem / mehreren Geraten vollsténdige Kartuschen-Tests
33% 63% 21%
Durchlaufzeit zum Erregernachweis
6 < 60min 1h-2h >2h
2% 23% 77%
Erforderliche Nachweisgrenze oder analytische Empfindlichkeit in reinen Proben
7 < 10 Kopien mL" 10 Kopien mL™" - 50 Kopien mL™" 50 Kopien mL™ - 100 Kopien mL™" 100 Kopien mL™" - 500 Kopien mL™
29% 26% 31% 14%
Vertretbare Kosten pro Test fir ausgewahlte Erreger
8 <1€ 1€ -4€ 4€ - 6€ > 6€
17% 49% 34% 0%

Tabelle 4, Reihe 2 werden von den antwortenden Firmen
Test-Kits angeboten fir Influenza-A- und Influenza-B-Viren
(50%) sowie MRSA, CMV und EBV (jeweils 38%). Ein ge-
ringerer Anteil der Firmen liefern Test-Kits fur M. tubercu-
losis, HIV und HBV/HCV (jeweils 25%) sowie fur Adenovi-
rus und SARS-CoV (jeweils 13%).

M. tuberculosis wird in 27% der Analyselaboratorien ge-
testet (Tabelle 3, Reihe 2). Wie in Referenz [21] angege-
ben, wird in den dstlichen WHO-Mitgliedstaaten M. tuber-
culosis viel haufiger gemeldet als in den westlichen WHO-
Mitgliedstaaten. Dieser Tuberkulosebericht 2014 der
WHO zeigt fir die mehrfach arzneimittelresistente Tuber-
kulose (MDR-TB) weltweit einen Anstieg neuer Falle von
3,5% im Jahr 2013. In einigen Landern jedoch - Russi-
sche Fdderation, Usbekistan, Moldawien, Kasachstan,
Kirgistan und WeiRrussland - lag der Anstieg neuer Falle
zwischen 19%-35% in den Jahren 2011-2013. Besorg-
niserregend ist dabei der erhebliche Anteil von extrem

resistenten (XDR) M. tuberculosis-Stdmmen und der
fortwahrende Ruckgang der Erfolgsrate bei medikamen-
téser Tuberkulosetherapie.

Die prozentuale Haufigkeit bei der Anwendung von Tests
zum Nachweis von Infektionserregern in den antworten-
den Laboratorien sowie die Lieferung von handelsublichen
Diagnosetests durch die antwortenden Hersteller (Abbil-
dung 3) scheint den Diagnosebedarf der entsprechenden
Methoden flr das 6ffentliche Gesundheitswesen in den
Landern, aus denen die Antworten kamen (Teile Nord-,
Ost- und Mitteleuropas), widerzuspiegeln. Dieser Zusam-
menhang mag sowohl fur MRSA als auch fur HBV/HCV
und die Influenza-A- und Influenza-B-Viren gelten. Inter-
essanterweise halten die antwortenden Laboratorien an
Diagnosetests fur den Nachweis des SARS-CoV fest, ob-
wohl es seit 2004 nirgendwo auf der Welt bekannte Falle
von SARS-CoV-Infektionen gegeben hat (http://
www.cdc.gov/coronavirus/about/index.html).
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Tabelle 4: Antwort der Hersteller zum derzeitigen Stand der Praparation, Messverfahren und der Kosten fur NATs

Amplifikationsmethode

21% 21%

1 Temperaturzyklen (PCR) isothermale Amplifikation branched DNA - Amplifikation Microarray Hybridisierung
75% 25% 0% 13%
Zielbakterien / Viren
M. tuberculosis MRSA SARS-CoV
25% 38% 13%
2 CMV Adenovirus Influenza A/ B
38% 13% 50%
HV EBV HBV/HCV
25% 38% 25%
Probenmaterial
Blut/ Plasms Abstrich Biopsie-Gewebe Urin
3 36% 46% 22% 13%
BAL Stuhl CSF Sputum
13% 50% 13% 13%
Arbeitsablauf fir Nukleinsduretests
4 Komplett-Tests, automatisierte Préparation
Manuelle Préaparation und Verstarkung in einem / mehreren Geraten Vollstandige Kartuschen-Tests
63% 25% 13%
Durchlaufzeit zum Nachweis der Pathogene
5 < 60min 1h - 2h >2h
0% 38% 38%
Nachweisgrenze oder analytische Empfindlichkeit in reinen Proben
6 < 10 Kopien mL™" 10 Kopien mL™ - 50 Kopien mL™" 50 Kopien mL™ - 100 Kopien mL™ 100 Kopien mL™ - 500 Kopien mL™
20% 50% 10% 20%
Preis pro Test fir ausgewahlte Pathogene
7 <1€ 1€ -4€ 4€ - 8€ > 8€

0% 57%

Neben den Erregern, die ausdrlcklich im Fragebogen
aufgefihrt sind, wurden die Teilnehmer auch gebeten,
andere relevante Bakterien und Viren anzugeben. Die
haufigsten Antworten sind in Tabelle 3, Reihe 3 zusam-
mengefasst. Neben Chlamydia trachomatis, das in 44%
der Laboratorien nachgewiesen wird, werden Norovirus
(27%), HSV-1/HSV-2 (27%), Varizella-Zoster-Virus (23%),
Neisseria gonorrhoeae (23%) und Mycoplasma genitalium
(17%) analysiert.

Die Verteilung des fur NATs verwendeten Untersuchungs-
materials ist in Abbildung 4 dargestellt. Aus der Antwort
der Analyselaboratorien lasst sich schlieRen (Abbildung 4,
blaue Balken; Tabelle 3, Reihe 4), dass meistens Abstri-
che (83%) und Blut/Blutplasma (60%) verwendet werden.
Neben diesen Proben werden Urin (44%), Biopsie-Gewebe
(38%), Stuhlproben (33%), bronchoalveolare Lavage (BAL)
(25%), Zerebrospinalflissigkeit (CSF) (21%) und Sputum
(13%) fur die NAT verwendet. Die Prozentsatze an Herstel-
lern, die Test-Kits fur diese Untersuchungsmaterialien
herstellen (Tabelle 4, Reihe 3), sind als rote Balken in
Abbildung 4 dargestellt. Die meisten Nennungen beziehen
sich auf Stuhlproben (50%), Abstriche (46%) und
Blut/Blutplasma (36%), gefolgt von Gewebeproben (22%).
Diese Proben sind die vier am haufigsten von den Analy-
selaboratorien genannten Materialien.

Probenmaterial

100%

o
Q
X

60%

N
Q
xR

™
Q
xR

Prozentsatz der
Laboratorien / Hersteller

0%

Blut / Plasma
Urin

BAL

Stuhl

CSF

Sputum

Abstrich
Biopsie-Gewebe:

Abbildung 4: Prozentsatz der Laboratorien (blaue Saulen), die
das aufgefuihrte Probenmaterial verwenden und die relative
Zahl der Hersteller (rote Saulen), die die entsprechenden Kits
liefern. BAL: Bronchoalveolare Lavage; CSF:
Zerebrospinalflussigkeit.

Im Fragebogen sind drei Moéglichkeiten fir den Ablauf
von NATs angegeben. (i) Die manuelle Praparation erfor-
dert eine DNA-/RNA-Extraktion, -Aufreinigung sowie die
Pipettierung von Reagenzien. (ii) Komplett-Tests umfassen
die automatisierte Praparation und Amplifikation in einem
oder verschiedenen Geraten. (iii) Vollstandige Kartuschen-
tests oder kassettengestutzten Test umfassen samtliche
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bendtigten Reagenzien, so dass nur das Untersuchungs-
material eingebracht werden muss. Wie in Abbildung 5
und Tabelle 3, Reihe 5 dargestellt, wird in 33% der Falle
die manuelle Praparation in den Analyselabors verwendet.
Gegenwartig werden Tests vorgezogen, die die automati-
sierte Praparation (63%) der Proben umfassen. Vollauto-
matisierte Kartuschen- oder Kassetten-Tests werden in
21% der Laboratorien verwendet. Die Summe betragt
mehr als 100%, da in einigen Laboratorien verschiedene
Methoden parallel verwendet werden. Die Hersteller
(Tabelle 4, Reihe 4) haben am haufigsten die manuelle
Praparation (63%) angegeben, die automatisierte Prapa-
ration wird in 25% und die Verwendung von Kartuschen-
tests in 13% der Falle genannt. Im Vergleich zu den Ana-
lyselaboratorien ist die Reihenfolge im Falle der manuel-
len und der automatisierten Praparation umgekehrt,
moglicherweise weil die meisten Laboratorien einen ho-
hen Durchlauf haben, der ein Hochstmafd an Automatisie-
rung erfordert. Ubereinstimmend rangieren bei beiden
Gruppen Kartuschen-Tests an dritter Stelle; der relative
Marktanteil belauft sich schatzungsweise auf 10% bis
20%.

Arbeitsablauf fiir NATs
95%

~
w
xX

55% <

35% 4

15% o

Prozentsatz der
Laboratorien / Hersteller

-5%

manuelle
Praparation

automatisierte
Komplett-Test
(Kartusche)

Abbildung 5: Vergleich der verschiedenen Arbeitsablaufe fiir
NATs gemaf} den Antworten der Analyselaboratorien (blaue
Saulen) und der Hersteller (rote Saulen)

Laut Analyselaboratorien (Tabelle 3, Reihe 6) liegt die
Durchlaufzeit fir den Nachweis von Infektionserregern
mit Hilfe von NATs Ublicherweise Uber 2 h (77%), 23%
gaben Durchlaufzeiten zwischen 1 h bis 2 h und 2% sogar
unter 60 min an. Die Analyseempfindlichkeit oder Nach-
weisgrenze in reinen Untersuchungsmaterial oder Kali-
bratoren, welche von den meisten Analyselaboratorien
fUr den verlasslichen Erregernachweis gefordert wird, ist
ungeféhr gleich bei <10 Kopien mL™ (29%), 10 Kopien
mL™ bis 50 Kopien mL™ (26%) und 50 Kopien mL™ bis
100 Kopien mL™ (31%) (Tabelle 3, Reihe 7). Die von den
Analyselaboratorien angegebene grofRe Bandbreite beruht
vermutlich auf der Tatsache, dass erreger- und proben-
spezifische Empfindlichkeiten und Nachweisgrenzen flr
die verlassliche Diagnostik erforderlich sind. Die Antwor-
ten der Hersteller auf diese Fragen stimmen gut tUberein

mit dem Bedarf der Analyselaboratorien und zeigen Ten-
denzen zu niedrigeren Durchlaufzeiten (38% geben eine
Spanne von 1 h bis 2 h an) (Tabelle 4, Reihe 5) und zu
einer hoheren Empfindlichkeit (50% geben eine Empfind-
lichkeit von 10 Kopien mL™ bis 50 Kopien mL™ an; siehe
Tabelle 4, Reihe 6). Die vertretbaren Kosten fur die gefor-
derten Tests werden jedoch von den Analyselaboratorien
im Vergleich zu den Herstellern niedriger angegeben. Der
Bereich bis zu 4 € pro Test wird von 66% der Analysela-
boratorien (Tabelle 3, Reihe 8) und 42% der Firmen (Ta-
belle 4, Reihe 7) genannt. Die von den Laboratorien ge-
nannte Obergrenze liegt bei 6 €, die Hersteller geben je-
doch an, dass die Kosten fur einige Test-Kits (57%) Uber
8 € liegen. Auch hier zeigt die breite Spanne an akzepta-
blen Kosten und kostendeckenden Preisen, dass fur un-
terschiedliche Erreger und Untersuchungsmaterialien die
Komplexitat der Test-Kits und die entsprechenden Auf-
wendungen fur die Entwicklungen ausschlaggebend sind.

Bedarf an schnellen NATs fir die
klinische Diagnostik aus der Sicht der
Analyselaboratorien

In Tabelle 5 sind die Antworten auf die fir die Analysela-
boratorien spezifischen Fragen aufgefuhrt. Wie bereits
erwahnt, untersuchen die meisten Analyselaboratorien
(75%) mehr als 1.000 Proben pro Monat auf Infektions-
erreger (Tabelle 5, Reihe 1). Dabei verwenden die Labo-
ratorien Uberwiegend Komplett-Tests mit automatisierter
Praparation und Amplifikation sowie vollstandige Kartu-
schentests oder kassettengestitzte Tests (siehe Tabel-
le 3, Reihe 5: Summe 84%). Bei hohem Probendurchsatz
ist die Automatisierung notwendig, um Analysen in kurzer
Zeit zu verninftigen Kosten anbieten zu kdnnen. Ungefahr
21% der Nutzer fihren 100 bis 1.000 Tests pro Monat
und 4% der Analyselaboratorien weniger als 100 Tests
pro Monat durch. Der relative Anteil an NATs an samtli-
chen Analysen deckt das komplette Spektrum von <25%
bis >75% ab, wobei der Bereich <25% am haufigsten,
von 54% der Laboratorien (Tabelle 5, Reihe 2), angegeben
wurde. Die Verteilung zeigt ein zweites (relatives) Maxi-
mum: 23% der Laboratorien fuhren in mehr als 75% der
Analysen Nukleinsdureamplifikationstests durch. Dieses
Umfrageergebnis zeigt die steigende Bedeutung von Nu-
kleinsdureamplifikationstests. Mehr als der Halfte aller
Laboratorien (54%) benutzt die NATs zusatzlich zu ande-
ren Diagnosemethoden. In spezialisierten Einrichtungen
(23%) werden NATs als das wichtigste Verfahren einge-
setzt (Tabelle 5, Reihe 2).

In der Umfrage gaben ungefahr 40% (Tabelle 5, Reihe 3)
der Analyselaboratorien an eine ,schnelle“ PCR/NAT zu
verwenden. Allerdings wird diese Aussage nicht von den
Antworten bezlglich der Durchlaufzeiten unterstitzt, da
nur 2% der Laboratorien Zeiten unter 60 Minuten
(Tabelle 3, Reihe 6) erreichen. Diese 2% der Laboratorien
scheinen die derzeitige Situation besser widerzuspiegeln
als die 38%, die in Tabelle , Reihe 3 im Bereich der
»Schnellen“ Schnelldiagnostik angegeben sind. Wir inter-
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Tabelle 5: Umfrageergebnis der fiir Endanwender spezifischen Fragen als Ubersicht fiir die Anzahl schneller NATs pro Monat
und den Bedarf an schnellen NATs fiir Infektionskrankheiten

Anzahl aller Analysen (mit und ohne NATS) fur die Diagnostik von Infektionserkrankungen
1 <100 / Monat 100/ Monat - 1000/ Monat > 1000 / Monat
4% 21% 75%
Relativer Anteil der NATs bezogen auf alle Analysen
2 < 25% 25% - 50% 50% - 75% > 75%
54% 8% 10% 23%
Einsatz schneller PCR / NAT
3 Ja Nein
38% 60%
Fir welche Bakterien / Viren werden schnelle PCR / NATs dringend benétigt?
M. tuberculosis MRSA SARS-CoV
2% 54% 0%
4 cMv Adenovirus Influenza A/ B
10% 2% 21%
HIV EBV HBV/HCV Norovirus
2% 2% 13% 27%
Erforderliche Durchlaufzeiten fiir ausgewahlte Erreger
5 < 10min < 15min < 60min
16% 2% 12%
Geschatze Analysen basierend auf schnellen NATs
M. tuberculosis MRSA SARS-CoV
> 50 Tests / Monat > 50 Tests / Monat na.
6 cMv Adenovirus Influenza A/ B
10 - 50 Tests / Monat > 50 Tests / Monat > 50 Tests / Monat
HIV EBV HBV/HCV Norovirus
10 - 50 Tests / Monat < 10 Tests / Monat 10 - 50 Tests / Monat > 50 Tests / Monat
Werden quantitative schnelle NATs benétigt?
7 qualitative Tests sind angemessen quantitative Tests sind erforderlich abhangig vom Erreger
31% 2% 44%
Beabsichtigen Sie die Beschaffung von Geréten flr schnelle NATs?
8 Nein Im nachsten Jahr In den néchsten 3 Jahren spéter
50% 15% 8% 19%

pretieren diese Diskrepanzen als nicht konforme Defini-
tionen und schlagen die Verwendung des Begriffs
»schnelle“ PCR/NATs als charakteristisch fur Durchlauf-
zeiten unter 30 Minuten vor, um dem neuesten Stand
der Technik der NATs besser Rechnung tragen zu kdnnen.
Die Bakterien und Viren, fUr die die Analyselaboratorien
schnelle Nukleinsauretests bendtigen, sind in Abbildung 6
(Tabelle 5, Reihe 4) aufgefuhrt. Der Prozentsatz an Labo-
ratorien, die einen Schnelltest nachfragen, wird auf einer
logarithmischen Skala angezeigt, um die grofRen Variatio-
nen darzustellen.

Fur alle im Fragebogen aufgefuhrten Erreger, mit der
Ausnahme von SARS, gibt es Interesse an erheblich kur-
zeren Durchlaufzeiten. Die meisten Nutzer wiinschen eine
Durchlaufzeit unter 15 min (72%, Tabelle 5, Reihe 5).
Allerdings reicht die Zahl der Laboratorien, die solche
schnellen NATs nachfragen, von nur 2% fur M. tuberculo-
sis, Adenovirus, HIV und EBV bis zu 54% fiir MRSA. Neben
MRSA zeigt ein Grofiteil der Antworten den Bedarf an
Schnelltests fur das Norovirus (27%) und die Influenza-

A- und -B-Viren (21%). Ungefahr 10% der Analyselabora-
torien haben einen Bedarf fur schnelle CMV- und
HBV/HCV-Nukleinsauretests. In Abbildung 6 ist - auf der
Grundlage der haufigsten Aussagen - die erwartete An-
zahl an Schnelltests (Tabelle 5, Reihe 6) fir jedes Analy-
selabor als Farbcode angegeben: violett steht fur <10
Tests pro Monat, hellbraun fir 10 bis 50 Tests pro Monat
und grun fur >50 Tests pro Monat. Alternativ zur Darstel-
lung der erwarteten erregerspezifischen Testanzahl wird
in Abbildung 7 die Summe aller erwarteten Test pro
Analyselabor angegeben. Aus Abbildung 7 folgt, dass die
meisten Endnutzer, die schnelle NATs verwenden mdch-
ten, mit mehr als 50 Tests pro Monat rechnen. Dabei ist
zu beachten, dass die Gesamtzahl an Nennungen (60)
die Zahl der teilnehmenden Laboratorien (48) Ubersteigt,
da Ublicherweise mehr als ein Erreger in jedem Analyse-
laboratorium analysiert wird. Verglichen mit dem typi-
schen Durchlauf von >1.000 Analysen pro Monat lage
der relative Anteil an Schnelltests in der Gréf3enordnung
um 5%.
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Bedarf an schnellen PCR-Analysen / NATs

Prozentsatz der Laboratorien

> 50 tests / month

MRSA
SARS
cMV

HBV / HCV
Norovirus

2
&
S
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Adenovirus

InfluenzaA /B
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Abbildung 6: Prozentsatz der Laboratorien, die schnelle
Nukleinsaureamplifikationstests fur die angegebenen Erreger
einsetzen mochten. Die Farben geben die erwartete Anzahl
von Tests pro Monat fiir das jeweilige Bakterium oder Virus in
einem einzelnen Laboratorium an.

Geschitzte Testanzahl / Monat

26 Nennungen

>50 Tests / Monat LiNennunsen

< 10 Tests / Monat

Abbildung 7: Anzahl der erwarteten schnellen NATs pro Monat
in jedem Analyselaboratorium fiir bestimmte Erreger

Auf die Frage, ob qualitative oder quantitative Tests be-
noétigt werden, gab es verschiedene Antworten. Entspre-
chend Tabelle 5, Reihe 7 machen die meisten Analysela-
boratorien (44%) die Wahl zwischen einem qualitativen
oder quantitativen Test von dem nachzuweisenden Erre-
ger abhangig. Mit einem qualitativen Ergebnis waren 31%
der Analyselaboratorien zufrieden.

Die Antworten bezlglich des Kaufs von Geraten (Tabel-
le 5, Reihe 8) und der Etablierung schneller Nukleinsau-
retests in Analyselaboratorien (50% modchten keine
Schnelltests einfliihren und 19% antworteten mit "spater
als in den nachsten drei Jahren") zeigen, dass die Endnut-
zer derzeit abwarten, moglicherweise weil die Technolo-
gien fur schnelle NATs noch in der Entwicklung sind und
durch entsprechende Forschungsaktivitaten weiter ver-
bessert werden.

Zusammenfassung und
Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Umfrage beziehen sich
auf die Antworten von 48 Analyselaboratorien, die meis-
ten davon mit Sitz in Deutschland. Ungefahr ein Viertel
der Antworten kam aus skandinavischen Landern. Abge-
sehen von den Kosten herrschte beziglich des derzeitigen
Stands der NAT-Technik im Grof3en und Ganzen Konsens
zwischen Endnutzern und Herstellern, wenngleich nur
8 Firmen geantwortet haben.

Zu den am haufigsten, in mehr als der Halfte der Labora-
torien analysierten Erregern gehéren MRSA, Influenza-A-
und -B-Viren und HBV/HCV, gefolgt von HIV, EBV, CMV
und dem Adenovirus, das in ungefahr 40% der Laborato-
rien nachgewiesen wird. M. tuberculosis wurde von 27%
der Analyselaboratorien als nachzuweisendes Pathogen
angegeben. Neben diesen Erregern, die im Fragebogen
explizit als Multiple-Choice-Option gelistet waren, werden
haufig auch Chlamydia trachomatis, Norovirus und
Neisseria gonorrhoeae (in 20% bis 40% der Laboratorien)
analysiert.

Die Mehrzahl der teilnehmenden Analyselaboratorien
fihrt mehr als 1.000 Analysen pro Monat durch, um In-
fektionskrankheiten nachzuweisen. Daher ist ein hohes
Mafs an Automatisierung erforderlich, um einen hohen
Probendurchlauf zu erreichen, wobei konventionelle
Komplett-Tests oder vollstdndige Kartuschen-Tests ver-
wendet werden. Der relative Anteil an hausinternen Tests
fUr die Nukleinsaure-Extraktion/-Aufreinigung und -Ampli-
fikation betragt ungefahr 27%. Dagegen verwenden 73%
der Analyselaboratorien Test-Kits, die von unterschiedli-
chen Herstellern geliefert werden. In diesem Zusammen-
hang ist die interne und externe Qualitatssicherung au-
BBerst wichtig, um sicherzustellen, dass Ergebnisse aus
unterschiedlichen Laboratorien innerhalb der Bewertungs-
grenzen, die fur bestimmte Erreger in den entsprechen-
den Richtlinien [22] der Bundesarztekammer geregelt
sind, liegen.

Die Umfrage zeigt, dass aufgrund der dramatischen
Reduzierung der fir die Kultivierung von Pathogenen
notwendigen Durchlaufzeiten von mehreren Tagen auf
2 h - 4 h nach der Einfihrung von PCR der Begriff
»Schnelle* Analyse uneinheitlich verwendet wird. Aus dem
Fragebogen ergibt sich, dass der derzeitige Stand der
Technik fur die Durchlaufzeit von PCR-gestitzten Nukle-
insauretests immer noch bei >2 h liegt. Es ist zu erwarten,
dass der nachste Schritt hin zu einer schnellen und pati-
entennahen Diagnostik durch die Implementierung von
vollstandigen Tests mit einer isothermalen Methode fir
NATs erfolgen wird. Mit derartigen Testsystemen kénnen
Durchlaufzeiten unter 30 min erreicht werden, moglicher-
weise lassen sich Zeiten zwischen 10-15 min erreichen.
Daher bietet sich als Definition fur einen schnellen Nukle-
insaureamplifikationstest eine Analyse mit Durchlaufzei-
ten von <30 min an. Fur schnelle NATS ist die Verwen-
dung von vollstandigen Kartuschentest mit integrierten
mikrofluidischen Chips ein vielversprechender Ansatz.
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Von besonderem Interesse ist dabei die RPA[7]; [23], da
die Amplifikation bei ungefahr 37 °C durchgefihrt werden
kann.

Die Mehrheit der Laboratorien (75%) weist auf den Bedarf
an schnellen Nukleinsduretests flr bestimmte Erreger
hin. Flir mehr als 50% der Analyselaboratorien ist MRSA
besonders wichtig, 27% fordern schnelle NATs zum
Nachweis des Norovirus und 21% fragen nach schnellen
NATs zum Nachweis der Influenza-A- und Influenza-B-Viren
(Tabelle 5, Reihe 4). Nach Aussage von ungefahr 10%
der Laboratorien werden schnelle Tests fur weitere Erre-
ger wie HBV HCV und CMV bendétigt. Die gewlnschte
Durchlaufzeit fur schnelle Nukleinsduretests zum Nach-
weis dieser Krankheitserreger betragt <15 min (Tabelle 5,
Reihe 5). Etwas mehr Laboratorien gaben an (44% vergli-
chen mit 31%, Tabelle 5, Reihe 7), dass - je nach
Krankheitserreger - quantitative Tests den qualitativen
Analysen vorzuziehen waren. Die Ergebnisse des Frage-
bogens erlauben die Abschatzung, dass der relative Anteil
an NATs verglichen mit der monatlichen Gesamtzahl an
Analysen etwa 5% betragt. Dabei ist anzumerken, dass
die Bakterien und Viren, fur die Schnelltests angefordert
werden, derzeit in den an der Umfrage teilnehmenden
Laboratorien haufig mittels PCR nachgewiesen werden.
Neben der herkémmlichen Nukleinsaure-Amplifikations-
methode mittels PCR wenden nur wenige Laboratorien
(8%) isothermale Amplifikationstechniken an. Dies zeigt,
dass auch weiterhin Forschung und Entwicklung notwen-
dig sind, um die Nachteile der isothermalen Methoden
fur Nukleinsaure-Amplifikation zu Gberwinden. Insbeson-
dere wurde die Moglichkeit, quantitative Ergebnisse zu
erhalten, die Anwendung isothermaler Tests in Routine-
Laboratorien und fur POC-Anwendungen sicherlich be-
schleunigen. Daruber hinaus mussen isothermale Tests
in Einwegkartuschen integriert werden, um die Handha-
bung und Reproduzierbarkeit zu verbessern und die
Durchlaufzeit auf den geforderten Bereich von <15 min
zu verringern. Aufgrund der laufenden Entwicklung warten
die meisten Endnutzer (85%) immer noch ab, bevor sie
die entsprechende Ausrlstung fur die schnelle (isother-
male) Nukleinsaureanalyse beschaffen. Die Antworten
der Umfrage erlauben allerdings die Schlussfolgerung,
dass flr einige Anwendungen schnelle NATs bendtigt
werden, um die messtechnische Unterstitzung fur dia-
gnostische und therapeutische Entscheidungen zu ver-
bessern.
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