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Fiir den SARS-CoV-2-Nachweis ste-
hen verschiedene Methoden zur
Verfiigung: Elektronenmikroskopie,
Antigennachweis mittels Immun-
histochemie und Immunfluoreszenz
und der Nukleinsaurenachweis
mittels In-situ-Hybridisierung und
Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR). Aufgrund
verschiedener Faktoren in der pra-
analytischen, analytischen und
postanalytischen Phase bereitet
der Virusnachweis in Pathologie-
material gewisse diagnostische
Herausforderungen. Dieser Arti-
kel stellt verschiedene SARS-CoV-
2-Detektionsmethoden vor und
diskutiert vorhandene Daten zu spe-
zifischen Fehlerquellen, Validitat
und Robustheit dieser Methoden.

Hintergrund

»Severe acute respiratory syndrome co-
ronavirus 2“ (SARS-CoV-2), der Erreger
der pandemischen Erkrankung COVID-
19,istein neuartiger Erreger, der tiber den
oberen Respirationstrakt in den mensch-
lichen Korper eindringt und sich von
dort in die unteren Atemwege ausbrei-
tet. Daher werden in der klinischen Dia-

Die englische Version dieses Beitrages ist unter
https://doi.org/10.1007/500292-021-00920-1
zufinden.
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Nachweismethoden von SARS-

CoV-2 in Gewebe

gnostik einer SARS-CoV-2-Infektion bei
PatientInnen die RT-PCR oder, in zuneh-
mendem Mafle, Schnelltests zum Anti-
gennachweis aus Nasen-Rachen-Abstri-
chen, bronchioalveoldrer Lavage oder an-
derweitigem Material aus den unteren
Atemwegen bzw. der Lunge eingesetzt.
Diese Methoden sind inzwischen sehr
gut etabliert und validiert. Im Gegen-
satz dazu sind die Nachweismethoden in
Gewebe viel weniger erforscht und vali-
diert. Der Virusnachweis in Gewebe ist
jedoch wichtig fiir ein besseres Verstdnd-
nis der Pathophysiologie der Krankheit,
die Interpretation diagnostischer histo-
pathologischer Befunde von Obduktio-
nen, Biopsien oder chirurgischen Proben
oder zur Beurteilung eines potenziellen
berufsbedingten Infektionsrisikos.
Allgemeine Informationen zu SARS-
CoV-2sindineinem gesonderten Beitrag
in dieser Sonderausgabe zu finden [24].
Fir molekulare Gewebenachweisverfah-
ren ist es besonders wichtig, dass es sich
bei SARS-CoV-2 um ein Einzelstrang-
RNA-Virus handelt. Das virale Genom
enthilt mehrere Gene: E(Hiillprotein)-
Gen, M(Membranprotein)-Gen, N(Nu-
kleokapsidprotein)-Gen, ~ RdRp(RNA-
abhingiges RNA-Polymerase)-Gen,
S(Spikeprotein)-Gen und verschiede-
ne ORF(,open reading frame®)-Gene,
die fiir 10 Proteine codieren. Fiir den
Nachweis von SARS-CoV-2 werden in
der Pathologie dhnliche Methoden ver-
wendet, die auch fiir die Diagnose ande-
rer Infektionskrankheiten einschliefSlich
nichtviraler Erkrankungen eingesetzt
werden (B Abb. 1). Im Einzelnen sind dies
der Antigen-/Proteinnachweis mittels
Immunhistochemie/Immunfluoreszenz

(Spikeprotein und Nukleokapsidprote-
in), der RNA-Nachweis mittels In-situ-
Hybridisierung (ORFlab-Gen, Spike-
protein-Gen und Nukleokapsidprotein-
Gen) oder RT-PCR (meist RdRp-Gen,
ORFlab-Gen, Spikeprotein-Gen, Hiill-
protein-Gen und Nukleokapsidprotein-
Gen) und der morphologische Nach-
weis von intakten Viruspartikeln mittels
Elektronenmikroskopie (8 Abb. 2). Eine
weitere Moglichkeit und letztlich die
einzige Methode, die das Vorhandensein
eines infektiosen Virus mit Sicherheit
bestdtigen kann, ist die In-vitro-Kultur
des Virus. Diese Methode wird haupt-
sachlich in spezialisierten virologischen
Laboren angeboten.

In dieser Arbeit haben wir alle
Publikationen zu Detektionsmethoden
von SARS-CoV-2 im Gewebe (Stand
01.11.2020) aus der kuratierten Lite-
raturdatenbank LitCovid von PubMed
eingeschlossen (insgesamt 136 Publikati-
onen) und die Nachweismethoden sowie
die Angaben zu praanalytischen Fakto-
ren, insbesondere dem postmortalen
Intervall (Zeitraum zwischen Tod und
Obduktion), intraanalytischen Faktoren,
insbesondere Angaben zu Kontrollgewe-
be und postanalytischen Faktoren, sowie
zur Interpretation des Ergebnisses als
positiver oder negativer Nachweis von
SARS-CoV-2 sowie die Art der Publika-
tion (Originalarbeit, Fallbericht, Brief an
den Herausgeber, Andere) ausgewertet.

Nichtmethodenspezifische
Faktoren und Aspekte

Als generelle Strategie sollte zur Validie-
rung einer Methode der Nachweis ei-
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Abb. 1 A SARS-CoV-2-Gensequenz (griin) und Proteinsequenz (rot) mit Indikation der aktuell ge-
nutzten molekularen Detektionsmethoden (,severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate
Wuhan-Hu-1,complete genome”, Abbildung modifiziert von NCBIReference Sequence:NC_045512.2)
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Abb. 2 A SARS-CoV-2-Nachweismethoden in der Pathologie. C/SHChromogen-In-situ-Hybridisie-
rung, FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, ImmunoTEMImmuno-Transmissionselektronenmikro-
skopie, ISH-EM In-situ-Hybridisierungs-Elektronenmikroskopie, NGS Next Generation Sequencing, RT-
PCR Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

ner oder mehrerer Zielmolekiile mit ver-
schiedenen Methoden oder zumindest
der Nachweis von mehreren Zielmole-
kiillen des gesuchten Pathogens gezeigt
werden. Spezifitit und Sensitivitit sollten
zudem mit geeigneten Positiv- und Nega-
tivkontrollen analysiert werden. Die Stra-
tegie, mehr als eine Methode zum Virus-
nachweis einzusetzen, wurde in 22 von
62 ausgewerteten Originalarbeiten zum
Nachweis von SARS-CoV-2 angewendet
(37 %, Tab. 1, Zusatzmaterial online). In
17 von 49 ausgewerteten Fallberichten
wurde mehr als eine Nachweismetho-
de fiir das Virus genutzt (35%, Tab. 1,
Zusatzmaterial online) sowie in 4 von
12 Briefen an den Herausgeber (30 %,
Tab. 1, Zusatzmaterial online) und in
6 von 13 anderen Publikationsformaten
(46 %, z.B. technischer Report, Tab. 1,
Zusatzmaterial online). Geeignete Kon-
trollgewebe wurden jeweils in 63 % der
Studien fiir Immunhistochemie und In-
situ-Hybridisierung verwendet. Fiir RT-

PCR wurde in 49 % der Studien Kontroll-
gewebe oder ein RNA-Standard verwen-
det, wihrend fiir Transmissionselektro-
nenmikroskopie in nur 4% der Studien
Kontrollgewebe genutzt wurde (Tab. 1,
Zusatzmaterial online) [13].

Praanalytische Faktoren

Die Variabilitat des Ausgangsmaterials ist
eine der wichtigsten Fehlerquellen. Als
Untersuchungsmaterial konnen post-
mortale Abstriche von Geweben oder
Organen (Nasopharynx, Cornea, Lunge,
Kolon etc.), kryokonserviertes Gewe-
be, formalinfixiertes Gewebe, speziell
fixiertes (z.B. glutaraldehydfixiertes)
Gewebe oder formalinfixiertes, paraf-
fineingebettetes Gewebe genutzt werden
(8 Abb. 2). Dabei sind die Zeiten und Art
der Probenentnahme, des Transports,
der Lagerung und Weiterverarbeitung
(Fixierung) wichtig. Insbesondere bei
Obduktionen stehen nicht selten Au-

tolyse und damit verbundene Abbau-
prozesse im Vordergrund, die sich auf
allen Ebenen der Nachweisverfahren
auswirken koénnen. Das postmortale In-
tervall, das fir die Interpretation von
Studienergebnissen wesentlich ist, wur-
de in nur 40 von 96 verdffentlichten
Studien an Obduktionsmaterial (42 %)
angegeben. Die Ischdmiezeit wurde in
keiner von 38 Studien an Nicht-Obduk-
tionsmaterial angegeben (Haut- oder
Nierenbiopsate, Resektate, Plazenta).
Die Dauer der Formalinfixierung, die
sich auf die RNA-Integritét auswirkt [48]
wurde in wenigen Studien angegeben
und lag zwischen 1,5h und 10 Tagen
(Tab. 1, Zusatzmaterial online).

Intraanalytische Faktoren

Insbesondere das Fehlen von geeig-
netem Positiv- und Negativkontrollge-
webe kann eine weitere Fehlerquelle
sein. Alle auf Muster- oder Bilderken-
nung basierenden Nachweismethoden
einschliefSlich Histomorphologie und
ultrastrukturelle Morphologie, Immun-
histologie, Immunfluoreszenz und In-
situ-Hybridisierung konnen nur im
Zusammenhang mit Positiv- und Ne-
gativkontrollen interpretiert werden,
insbesondere wenn die Antikorper oder
Sonden vom Hersteller nicht fiir diese
Verwendung validiert sind. Als Positiv-
kontrolle wire theoretisch ein mit dem
zu untersuchenden Material vergleich-
bares Gewebe mit sicherer Virusprisenz
und optimaler Vorverarbeitung wiin-
schenswert, z.B. postmortale Biopsien
innerhalb weniger Stunden nach dem
Tod [8]. Solches Gewebe ist in der Re-
gel nicht verfugbar. Eine artifiziellere
alternative Positivkontrolle sind SARS-
CoV-2-infizierte Zellen aus Zellkultur,
die als Pellet in Paraffin eingebettet wer-
den konnen [31]. Diese sind derzeit
nicht kommerziell erhiltlich. Um ein
unspezifisches Signal in SARS-CoV-2-
negativen Geweben zu erkennen, sollten
daher als Negativkontrolle vergleichbare
COVID-19-negative Obduktionsgewebe
bzw. Nicht-Obduktionsgewebe unter-
sucht werden (@ Abb. 3). Das Ergebnis
der oben genannten Methoden ist in der
Regel qualitativ oder semiquantitativ.
Eine quantitative Auswertung erfordert
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Zusammenfassung

Hintergrund. Die Analyse von SARS-CoV-2 in
Geweben von COVID-19-Patientenist wichtig
fiir ein besseres Verstandnis der Pathophy-
siologie der Krankheit, die Interpretation der
diagnostischen histopathologischen Befunde
in Autopsien, Biopsien und Resektaten

oder um ein potenzielles berufsbedingtes
Infektionsrisiko einzuschétzen.

Material und Methoden. In dieser Uber-
sichtsarbeit haben wir 136 publizierte Studien
zu Detektionsmethoden von SARS-CoV-2 in

LitCovid von PubMed identifiziert und beziig-
lich Fehlerquellen, Spezifitdt und Sensitivitat

Erfahrungen ausgewertet.
Ergebnisse. Es gibt keine ausreichend spezifi-
schen histomorphologischen Verdnderungen

Gewebe in der kuratierten Literaturdatenbank

der Methoden unter Berlicksichtigung eigener

https://doi.org/10.1007/500292-021-00919-8
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Nachweismethoden von SARS-CoV-2 in Gewebe

bzw. diagnostischen Merkmale von COVID-
19. Daher werden 3 Ansdtze zum SARS-CoV-
2-Nachweis genutzt: Nachweis von RNA,
Proteinen/Antigenen oder morphologischer
Nachweis mittels Elektronenmikroskopie. In
der praanalytischen Phase liegt die dominante
Fehlerquelle in der Gewebequalitat, insbe-
sondere den unterschiedlichen Intervallen
zwischen Probenentnahme und -aufar-
beitung, sowie spezifisch in Autopsien im
Intervall zwischen Tod und Probenentnahme.
Diese Angaben finden sich in weniger als

der Halfte der Studien (z.B. nur in 42 % der
Autopsiestudien). Eigene Erfahrungen und
erste Studien belegen die deutlich hohere
Sensitivitdt und Spezifitdt von RNA-basierten
Nachweismethoden gegeniiber Antigen- bzw.
Proteinnachweis mittels Inmunhistochemie

oder Immunfluoreszenz. Der Nachweis mittels
Elektronenmikroskopie ist zeitintensiv und die
Interpretation schwierig.
Schlussfolgerungen. Es stehen verschiedene
Methoden zum Nachweis von SARS-CoV-2 im
Gewebe zur Verfligung. Derzeit ist der RNA-
Nachweis mittels RT-PCR die Methode der
Wahl. Notwendige, umfangreiche Validations-
studien und Methodenharmonisierung sind
derzeit noch nicht verfiigbar.

Schliisselworter

COVID-19 - Elektronenmikroskopie - Fluo-
reszenz-in-situ-Hybridisierung - Reverse-
Transcriptase-Polymerase-Kettenreaktion -
Praanalytische Phase

Abstract
Background. Analyses for the presence of

is important in order to improve our under-
standing of the disease pathophysiology for
interpretation of diagnostic histopathological
findings in autopsies, biopsies, or surgical
specimens and to assess the potential for
occupational infectious hazard.

Material and methods. In this review we
identified 136 published studies in PubMed’s
curated literature database LitCovid on SARS-
CoV-2 detection methods in tissues and
evaluated them regarding sources of error,
specificity, and sensitivity of the methods,
taking into account our own experience.
Results. Currently, no sufficiently specific
histomorphological alterations or diagnostic

SARS-CoV-2 in the tissues of COVID-19 patients

Methods of SARS-CoV-2 detection in tissue

features for COVID-19 are known. Therefore,
three approaches for SARS-CoV-2 detection
are used: RNA, proteins/antigens, or mor-
phological detection by electron microscopy.
In the preanalytical phase, the dominant
source of error is tissue quality, especially the
different intervals between sample collection
and processing or fixation (and its duration)
and specifically the interval between death
and sample collection in autopsies. However,
this information is found in less than half

of the studies (e.g., in only 42% of autopsy
studies). Our own experience and first studies
prove the significantly higher sensitivity

and specificity of RNA-based detection
methods compared to antigen or protein
detection by immunohistochemistry or

immunofluorescence. Detection by electron
microscopy is time consuming and difficult to
interpret.

Conclusions. Different methods are available
for the detection of SARS-CoV-2 in tissue.
Currently, RNA detection by RT-PCR is the
method of choice. However, extensive
validation studies and method harmonization
are not available and are absolutely necessary.

Keywords

COVID-19 - Electron microscopy - Fluorescence
in situ hybridization - Reverse transcriptase
polymerase chain reaction - Preanalytical
phase

meist eine Digitalisierung der Bilder.
Im Fall der RT-PCR ist eine Standardi-
sierung mit einem spezifischen in vitro
transkribierten RNA-Quantifizierungs-
standard moglich [11]. Eine weitere
intraanalytische Fehlerquelle liegt in den
unterschiedlichen Detektionskits, die
teilweise eine erheblich unterschiedliche
Performance, z. B. in der Sensitivitit, auf-
weisen konnen (eigene unverdffentlichte
Ergebnisse).
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Postanalytische Faktoren

Eine unkritische Interpretation einer
scheinbar spezifischen Morphologie oder
eines Signals kann zu einem falsch po-
sitiven Ergebnis fithren (@ Abb. 3). Die
Validierung eines positiven Ergebnis-
ses anhand mindestens einer zweiten
Methode wurde nur in 31 von 136 Pub-
likationen (23 %, Tab. 1, Zusatzmaterial
online) berichtet, wobei die Hilfte die-
ser Publikationen keine vergleichbaren
Gewebe fiir beide Methoden oder, im

Falle der RT-PCR, die Verwendung eines
Standards als Kontrolle angab. Eine An-
gabe zur Raucheranamnese, zur Dauer
der klinischen Symptomatik bis zum
Sampling des Untersuchungsmaterials
und zu Art und Dauer der Beatmung
ist hilfreich, um die Ergebnisse in einen
klinischen Kontext zu stellen.
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der Nachweis intakter Viruspartikel im

COVID-19 Autopsie Lunge Gegensatz zum Nachweis von struktu-

Nicht COVID-19 Autopsie Lunge

Abb. 3 A SARS-CoV-2-Detektionsmethoden in Lungengewebe. a, b Monoklonaler Anti-SARS-Spike-
Glykoprotein-Antikorper (Maus, monoklonal, Abcam, Cambridge, UK, Ab272420, 1:100) mit schein-
bar spezifischem, zytoplasmatischen granuldarem Farbemuster (a; Pfeilspitzen) in Bronchusepithelien
in Autopsie-Lungengewebe eines COVID-19-positiven Patienten (SARS-CoV-2-E[Hiillprotein]-Gen,
RdRp[RNA-abhdngiges RNA-Polymerasel-Gen und N[Nukleokapsidprotein]-Genin der RT-PCR positiv,
Krankheitsdauer 38 Tage). Die regelrechte Negativkontrolle zeigt die fehlende unspezifische Bindung
des Sekundarantikorpers (b; ,biotinylated horse anti-mouse”, 1:300; Messbalken =40 um).c-e Unspe-
zifische Bindung des Primarantikérpers mitahnlichem granuldrem Farbemusterin Bronchusepithelien
und Makrophagen in Autopsie-Lungengewebe. c Ohne pulmonale Erkrankung, d bei akutem respira-
torischem Distress-Syndrom (ARDS) und e bei H1N1-Influenza (Messbalken =40 um)

SARS-CoV-2-Nachweis-
methoden

Die Nachweismethoden fiir SARS-
CoV-2 konnen morphologisch (ul-
trastrukturelle Morphologie), prote-
in-/antigenbasiert  (Immunbhistologie,
Immunfluoreszenz) oder RNA-basiert
(In-situ-Hybridisierung, PCR) sein
(8 Abb. 2). Weitere Methoden, wie z.B.
virale Genomik oder In-vitro-Nach-
weis von infektiosen Viren aus Gewebe,
wurden bisher nur sporadisch in Patho-
logiematerial angewandt.

Derzeit gibt es keine Studien, die die
Spezifitdt und Sensitivitit von Frischge-
webe und formalinfixiertem, paraffinein-
gebettetem Gewebe (FFPE) vergleichen,
wobei die meisten aktuellen Studien an
FFPE Material durchgefithrt wurden. Die
Bedeutung der Diskrepanz zwischen un-
auffilliger Histomorphologie (z. B. extra-
pulmonale Endothelien) und positivem
Virusnachweis mittels Immunhistoche-
mie [5, 19] oder RT-PCR [41] ist noch
unklar.

Morphologie

Morphologie der Organ-
schadigung

Spezifische histomorphologische Ver-
anderungen, die eine COVID-19-Dia-
gnose erlauben wiirden oder spezifische
SARS-CoV-2-induzierte viropathische
morphologische Phdnotypen sind bis-

lang nicht bekannt [26, 32, 41, 42].
Derzeit erscheint es unwahrscheinlich,
dass solche Veridnderungen identifiziert
werden konnen. In der Lunge wurde
das Bild eines diffusen Alveolarschadens
mit Pneumozytenproliferation, Odem,
hyalinen Membranen und squamoser
Metaplasie in der Frithphase der Infekti-
on (<10 Tage) und Fibrose mit mehrker-
nigen (CD68-positiven) Riesenzellen in
der Spitphase (>10 Tage) beschrieben.
Das fir SARS und fir SARS-CoV-2-
Infektionen beschriebene Bild ist iden-
tisch [13, 37, 44]. Als auffilliger Befund
in COVID-19-Obduktionen wurde ein
hiufiger Nachweis von Thrombembo-
lien und Mikrothromben beschrieben
(1, 12, 18, 25, 30, 41, 43, 51], der je-
doch auch bei difftusem Alveolarschaden
anderer Atiologie auftreten kann [4].
Eine mégliche Uberinterpretation von
postmortalen Gerinnseln als intravitale
Thromben wurde diskutiert [38, 45].
Zu den organspezifischen Auswirkun-
gen von SARS-CoV-2 verweisen wir
auf die entsprechenden Artikel in dieser
Ausgabe [2, 3].

EM-basierter Nachweis von
Viruspartikeln

Wie bei anderen Viren ist der Nachweis
von intakten Viruspartikeln ultrastruktu-
rell mittels Transmissionselektronenmi-
kroskopie (TEM) méglich. Vorteile die-
ser Methode sind die morphologische
Lokalisation in spezifischen Zellen und

o o N?g' Ko. o e N?Imal ARDS HTN1 l:fluepza rellen Bestandteilen wie Proteinen und
EL, 2ot il RNA. Bislang wurde der Versuch eines
§ é— SARS-CoV-2-Nachweises in 46 Studi-
E%ﬁ en publiziert. Positive Nachweise bzw.
é 2| ,virus-like particles* wurden in 24 bzw.
EZ 11 Studien berichtet (Tab. 1, Zusatzmate-

rial online). Ein negatives Ergebnis fand
sich in 11 Studien (Tab. 1, Zusatzmateri-
al online). Als Fixativ wurde in der Re-
gel Glutaraldehyd mit einer Konzentrati-
on von 1,5-4 % verwendet. In einzelnen
Studien wurde das Gewebe primir bis
zu 10 Tage in Formaldehyd fixiert und
spdter in Glutaraldehyd tiberfiihrt [17,
23]. In nur 2 Studien wurden infizierte
Zellen aus Zellkultur als Positivkontrolle
oder COVID-19-negatives Gewebe aus
Obduktionen als Negativkontrolle ver-
wendet [14, 22]. Das postmortale Inter-
vall bzw. die Ischimiezeit wurde in der
Mehrheit der Studien nicht angegeben
(Tab. 1, Zusatzmaterial online).

Die Interpretation des ultrastrukturel-
len SARS-CoV-2-Nachweises ist schwie-
rig, da verschiedene Zellbestandteile eine
virusdhnliche Gréfle und Morphologie
zeigen, die insbesondere von Nichtex-
perten leicht mit Viren verwechselt wer-
denkonnen. Insbesondere handelt es sich
um ,clathrin-coated vesicles®, ,multila-
mellar bodies“ und raues endoplasma-
tisches Retikulum [14, 16, 36]. In in-
fizierten Zellen aus Zellkultur mit ho-
her Virusmenge ist ein ultrastruktureller
Nachweis in der Regel moglich [14, 49],
wihrend der Virusnachweis an Obduk-
tionsmaterial extrem schwierig, zeitin-
tensiv und nur in Ausnahmefillen und
in den Hinden ausgewiesener Experten
erfolgreich ist [22]. Als zusdtzlicher ana-
lytischer und postanalytischer Faktor ge-
hort der ultrastrukturelle Nachweis von
Virenund die dafiir benétigten Vergrofle-
rungen nicht zum Routinerepertoire der
hiufig an die Pathologie angegliederten,
diagnostischen Elektronenmikroskopie-
zentren [22]. Weitere Besonderheiten des
SARS-CoV-2-Nachweises mittels Elek-
tronenmikroskopie wurdenkiirzlichum-
fassend diskutiert [22].
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Schwerpunkt: COVID-19

Protein-/Antigennachweis

Der Protein-/Antigennachweis ist in der
Pathologie eine hervorragend etablierte
und validierte Methode zur Diagnose vi-
raler und nichtviraler Erkrankungen. Im
Falle von SARS-CoV-2 ist ein distinktes
Signal in der Immunhistochemie oder
Immunfluoreszenz jedoch in der Regel
mit Vorsicht zu interpretieren (@ Abb. 3),
vor allem bei fehlenden oder inkom-
pletten Positiv- und Negativkontrollen.
Die kiirzlich eingefiihrten und verfig-
baren Antigenschnelltests konnten auch
in der pathologischen Diagnostik ihren
Nutzen finden. Insbesondere kénnten sie
bei Autopsien oder im Schnellschnitt/
Biobank mittels Abstrich eine schnelle
Information iiber eine mogliche SARS-
CoV-2-Infektion liefern. Aktuell gibt es
hierzu keine Arbeiten und es ist un-
klar, ob die Sensitivitit und Spezifitit
ausreichend sind. Andere neuartige Me-
thoden zum Proteinnachweis, wie z.B.
die Massenspektrometrie, wurden bisher
nicht als Virusnachweisverfahren in Un-
tersuchungsmaterial der Pathologie ein-
gesetzt.

Immunhistochemie

Die potenziellen Vorteile der Immunhis-
tochemie sind die mogliche Lokalisier-
barkeit des Signals in spezifischen Zellen
und Korrelation mit pathologischen
Verdnderungen des jeweiligen Gewe-
bes sowie die sehr breite Verfiigbarkeit
dieser Methoden in den Pathologien.
Eine Fehlerquelle bei der Detektion von
SARS-CoV-2 mittels Immunhistoche-
mie ist ein unspezifisches Signal, das nur
bei Verwendung von Positivkontrollen
(z.B. infizierte Zellen aus Zellkultur)
und Negativkontrollen (z.B. Gewebe aus
Non-COVID-19-Obduktionen) iden-
tifiziert werden kann (@ Abb. 3; [35]).
Die kommerziell verfiigbaren Antikor-
per gegen SARS-CoV-2-Proteine sind
von den Herstellern nicht hinsichtlich
Spezifitit und Sensitivitit getestet. Als
alleinige Negativkontrolle ist das Weg-
lassen des priméren Antikorpers nicht
geeignet [20]. Angaben zu Kontrollge-
weben finden sich in 22 von 40 Studien
(55%). Geeignete Negativkontrollen,
um ein falsch positives Signal zu er-
kennen (z.B. Lungengewebe aus Nicht-
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COVID-19-Obduktionen), wurden in
13 von 31 Studien verwendet, die einen
positiven Nachweis von SARS-CoV-2
berichteten (42%). Das positive Signal
wurde in diesen Studien den glandula-
ren Zellen der Nasopharynxschleimhaut,
Pneumozyten (diffus zytoplasmatisch,
schwach extrazelluldr), multinukleiren
Riesenzellen, respiratorischen Zylinder-
epithelien, peribronchialen Driisen, Al-
veolarmakrophagen, hyalinen Membra-
nen (diffus, stark positiv), Endothelien
(granuldr zytoplasmatisch), Synzytiotro-
phoblast und Zytotrophoblast, Tubulus-
epithelzellen der Niere, glomeruldren
Endothelien und ekkrinen Driisen der
Haut (granulir zytoplasmatisch) zuge-
ordnet. In 9 Studien war der SARS-CoV-
2-Nachweis mittels Immunhistochemie
negativ (Tab. 1, Zusatzmaterial online).
In einer Studie zeigte sich ein schwa-
ches unspezifisches Signal im gesam-
ten Nierenparenchym [29]. Es wurden
15 verschiedene Antikorper gegen das
Spikeprotein und Nukleokapsidprotein
veroffentlicht (8 Abb. 1 und Tab. 1, Zu-
satzmaterial online). Die Spezifitit der
Farbereaktion von 2 hiufig eingesetzten
Antikérpern wurde in Leserkommenta-
ren angezweifelt [5, 29, 33, 47].

Angaben zu Sensitivitit und Spezifitit
des Nachweises von SARS-CoV-2 mittels
Immunhistochemie im Vergleich zu In-
situ-Hybridisierung und RT-PCR wur-
den bislang in einer Studie an 8 COVID-
19-Obduktionen gemacht, in der als
Negativkontrolle Gewebe von Nicht-
COVID-19-Obduktionen  verwendet
wurde. Diese zeigte fir die Immun-
histochemie im Vergleich zur RT-PCR
eine Sensitivitit von 85,7% und eine
Spezifitat von 53,3% mit geringer bis
mafliger Interobservervariabilitit. Die
Detektion von SARS-CoV-2 mittels Im-
munhistochemie gelang ausschlieSlich
in der Lunge. In Herz, Leber, Niere,
Diinndarm, Haut, Fettgewebe und Kno-
chenmark gelang der Virusnachweis
nicht [34].

Eine potenzielle Quelle fiir eine mog-
liche falsch positive Interpretation ei-
nes unspezifischen Firbemusters kann
die Untersuchung von Plazentagewe-
be von COVID-19-positiven Miittern
oder Verwendung von plazentarem
Gewebe als Positivkontrolle sein, da

sowohl plazentare Endothelzellen als
auch Synzytiotrophoblast ein distink-
tes, aber falsch positives Signal zeigen
konnen [21]. In einer Studie wurde kei-
ne Kreuzreaktivitit eines SARS-CoV-
Nucleokapsidprotein-Antikérpers  mit
Influenza A(H1N1), Influenza B, huma-
nem respiratorischem Synzytial-Virus,
Parainfluenzavirus Typ 3, humanem
Coronavirus (HCoV) 229E oder MERS-
CoV in PCR-validierten Kontrollge-
weben gefunden [33]. Die Antikorper
farben in der Regel sowohl SARS als
auch SARS-CoV-2 an, was jedoch keine
diagnostischen Schwierigkeiten verur-
sachen sollte. Wie die Kreuzreaktivitit
der meisten Antikérper, insbesondere
mit anderen Coronaviren ausfillt, bleibt
unklar.

Zusammenfassend ist nach aktuellen
Datenlage und im Vergleich zu RNA-ba-
sierten Methoden die Immunhistoche-
mie fiir den Nachweis von SARS-CoV-2
nicht zu empfehlen.

Immunfluoreszenz

Im Vergleich zur Immunhistochemie
wurde die Immunfluoreszenz zur De-
tektion von SARS-CoV-2-Proteinen/
Antigenen seltener eingesetzt [9, 28, 31,
40], moglicherweise da in formalinfi-
xiertem, paraffineingebettetem Gewebe
stirkere Autofluoreszenz einen storen-
den intraanalytischen Faktor darstellt.
Dariiber hinaus sind exakte Lokalisation
des positiven Signals und Erkennen von
moglichen morphologischen Korrelaten
der Virusinfektion durch die fehlende
Ubersichtsfirbung, insbesondere bei zu-
satzlichen autolytischen Verinderungen
in Obduktionsmaterial, erschwert.

RNA-Nachweis

Der RNA-Nachweis von Virus-RNA
ist als Standardmethode zur Diagno-
se von COVID-19 zur Untersuchung
von Abstrichen schon seit der SARS-
Epidemie im Jahr 2003 etabliert und
validiert. Uberwiegend wird die geno-
mische Virus-RNA nachgewiesen, wobei
auch der Nachweis von Virustranskrip-
ten bzw. Transkriptom méglich ist [39].
Als Zielmolekil fiir die Amplifikation
konnen verschiedene Gene gewihlt wer-
den (Tab. 1, Zusatzmaterial online). Das



E(Hiillprotein)-Gen ist ein stark konser-
viertes Gen, das in SARS und in SARS-
CoV-2 identisch ist (pan-Sarbecovirus-
Gen). Daher wird in einem Protokoll
empfohlen, die E(Hiillprotein)-Genam-
plifikation als Vortest fiir den Nachweis
von SARS-Viren zu verwenden und im
Falle eines positiven Ergebnisses an-
schlieflend 1 oder 2 weitere Gene von
SARS-CoV-2 als Bestitigungstest zu am-
plifizieren  (N-[Nukleokapsidprotein]-
Gen, RARp[RNA -abhingiges RNA-Poly-
merase]-Gen) [10]. Das S(Spikeprotein)-
Gen weist aufgrund von hohem Selek-
tionsdruck haufiger Mutationen auf,
weshalb die alleinige Amplifikation des
S-Gens nicht empfohlen wird. Es kann
aber als drittes Zielmolekiil zur Detekti-
on von Mutationen genutzt werden [27].
Fiir einen robusten Nachweis sollten
mindestens 2 Zielmolekiile mit einem
moglichst sensitiven und regional eta-
blierten Assay amplifiziert werden, wie
von der WHO und vom Robert Koch-
Institut empfohlen [50]. Neben allen im
jeweiligen Kit empfohlenen Kontrollen
ist das Mitfiihren einer Positivkontrol-
le, z.B. aus einem bestitigten COVID-
19-Fall, angeraten, wobei eine geson-
derte Negativkontrolle nicht unbedingt
notwendig ist.

RT-PCR von postmortalen
Abstrichen

Eine vergleichsweise unkomplizierte
Moglichkeit, SARS-CoV-2-RNA in Ge-
weben nachzuweisen, sind Abstriche
von Geweben oder Organen (z.B. Na-
sopharynx, Cornea, Lunge, Trachea,
Colon) wihrend der Obduktion (oder
im Schnellschnitt oder in der Biobank).
Ein positiver Nachweis von SARS-CoV-
2-RNA 12 Tage post mortem wurde
beschrieben (Tab. 1, Zusatzmaterial
online). Vorteilhaft ist die sehr breite
Etablierung und Erfahrung mit der RT-
PCR aus Abstrichen fur die klinische
COVID-19-Diagnostik. Die Korrelati-
on zwischen intra- und postmortalem
Nachweis von viraler RNA aus Abstrich-
material ist noch unklar. In einer Studie,
die die Detektion von SARS-CoV-2 aus
Corneaabstrichen mit dem postmor-
talen nasopharyngealen Abstrich und
intravitalen Nachweis verglich, hat sich
der Corneaabstrich, der vor Hornhaut-

transplantationen durchgefiihrt wurde,
als nicht niitzlich erwiesen (bei allen
Kklinisch bestitigten Fillen negativ), und
auch der nasopharyngeale Abstrich war
nur bedingt brauchbar [15]. Bei Einsatz
eines Standards kann die Anzahl der
Virus-RNA-Kopien als Viruslast quan-
titativ angegeben werden. Aufgrund der
hiufig unklaren oder stark variablen
praanalytischen Bedingungen ist die
genaue Quantifizierung nicht immer
ausreichend prézise. Fiir die Diagnostik
ist der qualitative Befund, d. h. positiv vs.
negativ, in der iiberwiegenden Zahl der
Fille ausreichend. Somit ist ein RNA-
Quantifizierungsstandard nicht obligat.
Fir Forschungszwecke und bei spezifi-
schen Fragestellungen kann es sinnvoll
sein, z.B. eine hohe und niedrige Vi-
ruslast zu unterscheiden. Dies ist z.B.
héiufig bei Autopsiefillen zu sehen, wo
Lungengewebe eine hohe und andere
Organe eher niedrige Viruslast zeigen.
Von 56 ausgewerteten Publikationen, die
fiir den Virusnachweis aus postmortalen
Abstrichen oder aus Gewebe RT-PCR
nutzten, wurden in 21 Fillen (37,5%)
mindestens 2, in 9 Fillen 3 (16%) und
in jeweils einem Fall 7 bzw. 8 verschie-
dene Zielmolekiile amplifiziert (Tab. 1,
Zusatzmaterial online).

RT-PCRin Gewebe

RT-PCR zum Nachweis viraler RNA ist
mit 45 Publikationen die am hiufigsten
veroffentlichte Methode zum Virusnach-
weis in Gewebe. In 40 Studien wurde
SARS-CoV-2-RNA in Gewebe mittels
RT-PCR nachgewiesen, in 5 Studien
nicht (Tab. 1, Zusatzmaterial online).
Das Post-mortem-Intervall war in der
Mehrheit der Publikationen angegeben.
Mogliche préanalytische Fehlerquellen
in der RT-PCR sind die RNA-Degra-
dierung wihrend des Post-mortem-
Intervalls oder der Ischdmiezeit und
RNA-Fragmentierung wihrend der For-
malinfixation. Korrelationen zwischen
quantitativem RNA-Nachweis in vivo
und quantitativem RNA-Nachweis post
mortem existieren bislang nicht. Ein
positiver Nachweis von SARS-CoV-2-
RNA nach einem Post-mortem-Inter-
vall von 12 Tagen wurde beschrieben
(Tab. 1, Zusatzmaterial online). Ein
postanalytischer Storfaktor der RT-PCR

ist die limitierte Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zwischen 2 Standorten durch
verschiedene PCR-Gerite, genutzte Kits
mit verschiedener Art und Anzahl der
Zielgene (B Abb. 1) und unterschiedli-
cher Anzahl der PCR-Zyklen (,cycle
threshold®, Ct-Wert), die als Cut-off-
Wert ein positives Ergebnis determinie-
ren. Ein Vergleich der unterschiedlichen
Methoden und Ansitze oder Ringver-
suche gibt es bislang noch nicht. In der
Mebhrheit der Publikationen wird entwe-
der der Ct-Wert zwischen <25 Zyklen
und <45 Zyklen oder die quantitative
Viruslast nach Standardisierung ange-
geben. Ein Nachteil der RT-PCR ist
die fehlende Moglichkeit einer Zuord-
nung der detektierten Virus-RNA zu
spezifischen Zellen.

FISH/CISH

In-situ-Hybridisierung (ISH, @ Abb. 4)
wurde bislang in 30 von 136 Studien
genutzt. In der Mehrheit der Studien
wurde chromogene In-situ-Hybridi-
sierung (CISH) genutzt. Eine positive
Detektion von SARS-CoV-2-RNA mit-
tels ISH berichteten 16 Studien. Weitere
14 Studien konnten keine SARS-CoV-
2-RNA nachweisen. Ein Vergleich zwi-
schen Immunhistochemie und In-situ-
Hybridisierung (ISH) mit RT-PCR zur
Virusdetektion ergab eine hohe Spezifi-
tit (100 %) und Sensitivitit (86,7 %) der
In-situ-Hybridisierung und maifige bis
nahezu perfekte Interobservervariabili-
tit [34]. In einem Vergleich zwischen
Immunhistochemie und In-situ-Hybri-
disierung fiir den Nachweis von SARS-
CoV-2 in Niere, Plazenta und Lungen-
gewebe von COVID-19-Patienten und
COVID-19-Obduktionsfillen zeigte sich
eine Ubereinstimmung von 100 % [6].

Weitere Methoden

Virus-RNA-Sequenzierung, Next Gene-
ration Sequencing (NGS) [34, 43, 45],
»hested“ PCR [46] oder Proteomics [39]
wurden bislang nur in einzelnen Studien
angewandt. Die Sequenzierung des Vi-
rus ist fiir die genealogische Bestimmung
der Virusherkunft und zur Detektion von
Mutationen wichtig.

Die einzige sichere Detektionsmetho-
de von infektiésem Virus durch Inoku-
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Abb. 4 A SARS-CoV-2-RNA-Nachweis mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung in Lungengewebe
eines SARS-CoV-2-positiven Patienten (Messbalken =50 um). a Lunge und pulmonales Gefal3 (HE),

b konsekutive Schnittstufe zu a mit positivem RNA-Nachweis fiir SARS-CoV-2 (rot) in Makrophagen (1.),
Endothelien (Il.) und Kapillarendothelien (lll.) bei fehlendem Signal in der Negativkontrolle (Neg. Ko.)

lation von Zellen in Zellkultur mit Ab-
strichen von Obduktionsgeweben wur-
de ebenfalls selten durchgefiihrt. Dies ist
die einzige Nachweismethode von in-
fektiosem Virus und kann gleichzeitig
als Ausgangsmaterial fiir den Virusnach-
weis mittels Transmissionselektronenmi-
kroskopie genutzt werden [7, 49]. Ein
Nachteil dieser Nachweismethode ist je-
doch die Notwendigkeit von Laboren der
biologischen Sicherheitsstufe 3 oder 4
und entsprechend geschulten Mitarbei-
tern zu ihrer Durchfithrung, die tiber-
wiegend in spezialisierten virologischen
Laboren verfiigbar sind.

Schlussfolgerungen

Der Nachweis von SARS-CoV-2 im Ge-
webe ist mittels verschiedener Metho-
den moglich, die jeweils unterschiedli-
che Vor- und Nachteile sowie Indikati-
onsbereiche haben. Die Nachweismetho-
den und insbesondere die Interpretation
der Befunde sind aufgrund unterschied-
licher Faktoren in der préanalytischen,
intraanalytischen und postanalytischen
Phase nicht immer einfach, insbesonde-
re bei negativen Ergebnissen. Aufgrund
der besten Performance wird aktuell der
RNA-basierte Nachweis in FFPE-Mate-
rial als Methode der Wahl gesehen. Die-
se Methoden wurden mithilfe des Deut-
schen Registers fiir COVID-19-Autopsi-
en (DeRegCOVID; www.DeRegCOVID.
ukaachen.de) etabliert und validiert und
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durch das Institut fiir Pathologie am Uni-
versititsklinikum Aachen fiir alle inter-
essierten Zentren angeboten. Dennoch
sind umfangreichere Validationsstudien
sowie auch Ringversuche fiir die Detek-
tionsmethoden notwendig.

Fazit fiir die Praxis

== Es gibt mehrere Methoden fiir den

Nachweis von SARS-CoV-2:

= Morphologie
Spezifische histomorphologische
Kriterien sind derzeit nicht be-
kannt.
Der morphologische Nachweis
mittels Elektronenmikroskopie ist
bislang nur durch ausgewiesene
Experten gelungen und wird
aktuell in der Diagnostik nicht
empfohlen.

= Antigen/Protein
Die alleinige Nutzung von Immun-
histochemie ist derzeit aufgrund
niedrigerer Spezifitat und Sensi-
tivitat gegeniiber RNA-basierten
Methoden nicht zu empfehlen.

= RNA
Der RT-PCR-basierte SARS-CoV-2-
Nachweis ist die Methode der Wahl
in der Diagnostik.
In-situ-Hybridisierung ist aufgrund
des hoheren Aufwands fiir die
Diagnostik nicht zu empfehlen, hat
aber einen wichtigen Stellenwert
fiir Forschungsfragestellungen.

== Fiir die Interpretation der Ergebnisse
sowie auch zukiinftige Studien zu
den Detektionsmethoden miissen
unterschiedliche Faktoren mitbe-
riicksichtigt werden, insbesondere
= Krankheitsdauer,
= postmortales Intervall,
= Dauer und Art der Fixation,
= Angabe und Art der Positiv- und

Negativkontrollen.

== Aktuell fehlt es an groBeren und mul-
tizentrischen Validierungsstudien
oder Ringversuche fiir die jeweiligen
Nachweismethoden in Gewebe.
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