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Vorwort

Traditionell beruht der Nachweis von pathogenen Bakterien und Pilzen aber auch von Viren auf deren
(zell)kultureller Vermehrung und anschlieender Differenzierung. Mit der Verfiigbarkeit von Nuklein-
sdure-Amplifikationsverfahren und Methoden zur sequenzspezifischen Charakterisierung der Amplifi-
kationsprodukte eréffnen sich jedoch Moglichkeiten fiir eine kulturunabhingige Erregeridentifizierung.

Der Begriff "Nukleinsdure-Amplifikationstechniken" (NAT) umfasst mittlerweile ein breites Spektrum
unterschiedlicher molekularbiologischer Methoden, die alle fiir den gezielten Nachweis von kleinsten
Mengen an Nukleinsduren (DNA oder RNA) entwickelt wurden. In vielen Bereichen der modernen
mikrobiologischen Diagnostik erweist sich der Einsatz dieser enorm sensitiven, spezifischen und zumeist
auch sehr schnellen Testsysteme bereits als ideale Ergdnzung zu konventionellen Untersuchungsverfah-
ren wie Mikroskopie und Kultur.

Sowohl die stindig zunehmende Zahl von pathogenen Erregern (emerging diseases), die Fortschritte bei
der Aufklirung von komplexen Pathogenititsmechanismen, aber auch die Verbesserung der anti-
biotischen und antiviralen Medikation zur gezielten Behandlung von Infektionserkrankungen fordern
eine addquate infektiologische Diagnostik. Unter Ausniitzung des hohen diagnostischen Potentials der
Nukleinsdure-gestiitzten Testsysteme wurden und werden in enger Zusammenarbeit von Klinikern,
Mikrobiologen und Molekularbiologen eine Reihe von mafigeschneiderten Anwendungsverfahren
entwickelt, die dazu beitragen, die stindig steigenden Anforderungen an die mikrobiologische Diagnostik
zu erfiillen.

Auch wenn die Festlegung von klinischen Indikationen fir die Durchfiihrung von erregerspezifischen
NAT-Untersuchungen in vielen Bereichen z.T. noch weitererer Erfahrungen bedarf, sind fiir den geziel-
ten Nachweis von nahezu allen bakteriellen, viralen, fungalen oder anderen eukaryonten Pathogenen be-
reits eine Reihe kommerzieller Testsysteme und sehr zahlreiche selbst entwickelte (in house) Protokolle
verfiigbar. Nicht zuletzt aufgrund der universellen Natur von Nukleinsduren und der Verfahren zu ihrem
Nachweis méchten wir bereits Eingangs darauf hinweisen, dass der Begriff "Medizinische Mikrobiologie"
im vorliegenden Buch diszipliniibergreifend verwendet wird und synonym fiir die oftmals noch getrennt
betrachteten Fachbereiche der diagnostischen Virologie, Bakteriologie und Parasitologie, sowie der Pilz-
diagnostik und dem Nachweis eukaryonter Pathogene steht.

Obwohl in der deutschsprachigen Fachliteratur regelmifSig eine Reihe von hochqualifizierten Beitrigen
zu spezifischen diagnostischen Fragestellungen im Bereich der Nukleinsdurediagnostik erscheinen, ist ein
gewisser Mangel an umfassenden und vor allem aktuellen Ubersichtsarbeiten nicht von der Hand zu wei-
sen. In der vorliegenden Arbeit wird daher versucht, die methodischen Grundlagen von "altbewihrten”,
von modernen, aber auch von zukiinftigen Nukleinsdure-gestiitzten Testsystemen in didaktischer
Reihenfolge darzustellen. Damit sind an bestimmten Stellen und in manchen Kapiteln des vorliegenden
Buches Redundanzen nicht ganz zu vermeiden, die bei der Lektiire hoffentlich nicht als stérend empfun-
den werden. Nach einer detaillierten Beschreibung der molekularbiologischen Arbeitsschritte, von der
Nukleinsdure-Isolierung, Amplifikation bis zur Detektion werden anhand einiger reprisentativer
Beispiele aus der medizinischen Mikrobiologie sowohl das Potenzial als auch die die Limitationen von
NAT-gestiitzten diagnostischen Verfahren dargestellt.

Aufgrund der enormen Vielfalt erregerspezifischer NAT-Protokolle soll (und kann) dieses Buch auch nur
das derzeit machbare, d.h. den Stand der Technik aufzeigen. Inwieweit die geschilderten Methoden und
Untersuchungsverfahren im Einzelfall auch diagnostisch und 6konomisch sinnvoll sind, kann nur vom
jeweiligen Laborleiter individuell beurteilt werden. Die im folgenden exemplarisch aufgezeigten Vor- und
Nachteile einzelner manueller oder automatisierter Nachweisverfahren konnen diesen Entscheidungs-
prozess jedoch eventuell erleichtern. Dariiber hinaus liegt es ausdriicklich nicht im Sinne der Autoren, die



Verwendung von Nukleinsdurediagnostik generell zu "beweihriduchern" und auf diese Weise den unkon-
trollierten Einsatz dieser kostenintensiven Testsysteme zu férdern.

So wird der Stellenwert vieler konventioneller, mikrobiologischer Methoden weiterhin erhalten bleiben,
denn die Serologie ist im Umfeld der Virusdiagnostik nicht wegzudenken und eine Kultur auf geeigneten
Nihrmedien ist fiir den Nachweis der meisten bakteriellen und fungalen Erreger eine schnelle, billige und
sensitive Methode und erlaubt dariiber hinaus eine gezielte Sensibilititstestung gegentiber Antibiotika,
die mittels Nukleinsdureanalyse derzeit nur sehr aufwendig oder noch gar nicht durchzufiihren ist. Ande-
rerseits sollten Vorbehalte gegentiber molekularbiologischen Verfahren abgebaut werden und nach sorg-
faltiger Kosten/Nutzen-Analyse, einer Validierung der einzelnen Protokolle im Rahmen klinischer Stu-
dien, und damit einer genaueren Eingrenzung der potentiellen Indikationsgebiete, zu deren gezieltem
Einsatz, natiirlich immer zum Wohle der Patienten, aufgerufen werden. Vor der Entscheidung, eine PCR-
Untersuchung anzufordern, sollte stets eine genaue Abwagung zwischen der erzielbaren bzw. erforderli-
chen Schnelligkeit, Sensitivitit und Spezifitit des Erregernachweises und deren Aussagepotenzial im Ver-
gleich mit den bewihrten konventionellen Testsystemen erfolgen. Um solche patientenorientierten
Kosten-Nutzen Abwigungen qualifiziert durchfithren und die entsprechenden Befunde auch richtig
interpretieren und umsetzen zu kdnnen, sollte natiirlich auch der behandelnde Arzt so gut wie moglich
mit den enormen Moglichkeiten aber auch den methodischen Grenzen von nukleinsdurediagnostischen
Verfahren vertraut sein.

Nach mehr als eineinhalb Jahrzehnten intensiver Forschungs- und Entwicklungsarbeit an der eigentli-
chen Methodik sowie der Etablierung und Standardisierung individueller Testsysteme sind Nukleinsiu-
re-gestiitzte Verfahren bereits bei einigen diagnostischen Fragestellungen als "Goldstandard" etabliert.
Auch in Zeiten zunehmend enger werdender Budgets miissen neue Verfahren noch in das Repertoire dia-
gnostischer Laboratorien Einzug finden konnen, die erwiesenermaflen dazu geeignet sind, Patienten-
schicksale positiv zu beeinflussen.

Auch wenn in unserem gemeinsam verfassten Buch der Fokus der Ausfithrungen etwas auf den moleku-
larbiologischen Nachweis von Bakterien und Pilzen gerichtet ist, wurden die Viren nicht ausgelassen. Fiir
vertiefende Informationen sei an dieser Stelle auf entsprechende Sach- und Lehrbiicher verwiesen (u.a.
Doerr und Gerlich, 2010; Mackay, 2007; Preiser et al., 2002; Rabenau and Berger, 2006).

Wir sind bei diesem Buchprojekt mit dem Ziel gestartet, nicht nur ein Lehrbuch, sondern auch ein Lese-
buch tiber die komplexe Materie der modernen Nukleinsiurediagnostik zu verfassen. Uber die moglichst
verstandliche und illustrative Darstellung der Grundlagen, Ausfithrungsformen aber auch der patienten-
orientierten Applikationen von Nukleinsidurediagnostik im Umfeld der medizinischen Mikrobiologie
wollen wir aber zugleich auch erreichen, dass eine zunehmende Zahl von Kolleginnen und Kollegen unse-
ren langjihrigen Enthusiasmus fiir diese Technologie nachvollziehen kann und im Idealfall auch teilen
wird. Hoffentlich konnten wir beide Ziele, zumindest in weiten Teilen, mit dem vorliegenden Buch errei-
chen.

Die wertvollen Riickmeldungen aus dem Kreis der geneigten Leser werden zweifellos dazu beitragen, die
zweite Auflage dieses Werkes noch starker an Thren Wiinschen und Bediirfnissen zu orientieren.

Regensburg, Berlin, Frankfurt und Erlangen, im September 2012 U. Reischl,
O. Landt,

H.F. Rabenau,

W. Geissdorfer
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1. Einleitung

Die medizinische Mikrobiologie beschiftigt sich
traditionell mit der Isolierung und Identifizierung
humanpathogener Mikroorganismen — das sind
Bakterien, Parasiten, Pilze und Viren.

Der mikroskopische Direktnachweis und die
kulturelle Vermehrung der Erreger in geeigneten
Nihrmedien mit nachfolgender phinotypischer
Charakterisierung gelten als Goldstandard fiir den
Nachweis von bakteriellen und fungalen Patho-
genen in klinischem Probenmaterial.

In der Bakteriologie erlaubt ein positives Gram-
priparat bereits kurz nach dem Probeneingang
eine initiale Therapieempfehlung. Nach erfolgrei-
cher Anzucht der Erreger kann eine wesentlich
prazisere Aussage tiber die im Probenmaterial vor-
liegenden Spezies mitgeteilt werden. Diese Art der
Diagnostik hat sich unter steter Optimierung der
jeweiligen Untersuchungsverfahren und -reagen-
zien bewihrt, kann trotz relativ hohem Personal-
aufwand okonomisch durchgefiihrt werden und
liefert die fiir den Kliniker wertvollen Aussagen
iiber die Vermehrungsfihigkeit und das Resistenz-
profil der nachgewiesenen Erreger. Naturgemifd
eignet sich dieses Vorgehen weniger fiir den Nach-
weis von langsam wachsenden oder nicht-kulti-
vierbaren Erregern, sowie fiir die Untersuchung
von Probenmaterial von antibiotisch vorbehan-
delten Patienten. Abhingig von der Art der ange-
forderten Untersuchungen und dem Wachstums-
verhalten der Erreger kann die abschlieflende
Befundung mitunter Tage oder gar Wochen in
Anspruch nehmen — méglicherweise zu lange fiir

eine rechtzeitige Entscheidung zur Einleitung ei-
ner spezifischen und erfolgreichen antibiotischen
Therapie.

Im Bereich der Virologie basiert die Diagnostik
neben dem Direktnachweis per Elektronenmikro-
skopie, der Virusanzucht in Zellkultur oder immu-
nologischen Verfahren wie ELISA, Western Blot
oder Immunfluoreszenz bereits hiufig auf dem
hier beschriebenen Nachweis viraler Nukleinsdu-
ren. Die Vorteile immunologischer Nachweisver-
fahren liegen vor allem in der hohen Sensitivitit,
den kurzen Detektionszeiten, den relativ niedrigen
Kosten und nicht zuletzt in der Moglichkeit der
Bestimmung des Infektionsstadiums (IgM, IgG).
Diese Assays weisen im Rahmen ihres routine-
mafligen Einsatzes aber auch methodenbedingte
Nachteile auf. Selbst bei immunkompetenten Per-
sonen gibt es zwischen dem Zeitpunkt der Infek-
tion und der Ausbildung von Antikorpern ein ge-
wisses "diagnostisches Fenster". Mitunter sind auf-
grund der begrenzten Affinitit zwischen Antigen
und Antikérper auch unspezifische Reaktionen
oder Kreuzreaktionen zu beobachten, bei latenten
Infektionen fehlen hiufig die entsprechenden an-
tigenen Determinanten im zu analysierenden Pro-
benmaterial. Bestimmte Erreger konnen aufgrund
ihrer Antigendrift nicht ausreichend erfasst wer-
den wenn Epitope sich verdandern, maskiert wer-
den oder verschwinden. Auch bei Immunsuppri-
mierten oder genetischen Nonrespondern (Perso-
nen, die gegen bestimmte Antigene zu keiner Im-
munreaktion befihigt sind) ist mit immunologi-

Gruppe Erreger (Beispiele) | Ergebnisse mittels NAT Ergebnis mittels konventioneller
nach Methoden i.d.R. nach
Bakterien Spezies ID 3h Grampriparat 0,5 h
Kultur >12 h
Bakterielle Sepsis 3-6h Blutkultur >12 h
Resistenztestung Kultur >14 h
MRSA 3h Kultur >24 h
M.tuberculosis 3h Kultur >3 Wochen
Pilze Aspergillus 3h Anzucht >48 h
Viren Influenza 3h (Antigentest 0,5 h)
Zellkultur ca. 48 h

Tab. 1.1: Vergleich der durchschnittlichen Analysezeiten (time-to-result) von molekularbiologischen und kon-
ventionellen Nachweisverfahren bei ausgewahlten Infektionserregern.
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Abb. 1.1: Nukleinsdurediagnostik als integraler Bestandteil des Methodenspektrums in der modernen medizini-

schen Mikrobiologie.

schen Methoden keine befriedigende bzw. voll-
standige diagnostische Abklirung moglich.

Die Vorteile der Nukleinsdure-gestiitzten Nach-
weismethoden liegen auf der Hand: Aufgrund
ihrer universellen Natur konnen Nukleinsiuren
(DNA oder RNA) zum direkten Nachweis und zur
Unterscheidung aller bekannten Organismen
herangezogen werden. Nachweis und Differenzie-
rung von Erregern sind somit nicht mehr von einer
erfolgreichen Anzucht, der Bestimmung von pha-
notypischen Merkmalen oder einer messbaren Im-
munantwort des infizierten Organismus abhingig.

Wir wollen an dieser Stelle ausdriicklich darauf
hinweisen, dass die gewihlten Nukleinsiure Ziel-
sequenzen moglicherweise nicht unverinderbar
(konserviert) sind und im Falle einer Anderung
falsch-negative Ergebnisse der NAT-Methoden zu
befiirchten sind. Solche Fille gibt es nicht nur im
Bereich der Virologie, wo insbesondere bei RNA-
Viren eine héhere Variabilitit zu erwarten ist, son-
dern hat es zum Beispiel auch bei Chlamydien oder
bei Speziesmarkern von diagnostisch relevanten
Staphylokokken (z.B. MRSA) gegeben.

Unabhingig von der Art des nachzuweisenden Er-
regers folgt die praktische Durchfiihrung stets dem
gleichen Prinzip: nach der Isolierung der Nuklein-
sdure aus dem Untersuchungsmaterial werden
bestimmte erregerspezifische Genomabschnitte in
vitro vermehrt und anschliefend mit einem ge-
eigneten  Detektionsverfahren  nachgewiesen:
"Nukleinsdureisolierung > Amplifikation > De-
tektion".
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Abb. 2.1: Molekulare Diagnostik in der Medizinischen Mikrobiologie.

2.1. Nukleinsaure-Isolierung

In den letzten 15 Jahren lag der Schwerpunkt in
Forschung und Entwicklung bei molekularbiolo-
gischen Nachweisverfahren auf der Optimierung
von Amplifikationstechniken und Detektionsver-
fahren. Dabei wurden die weniger spektakuliren
Aspekte der Probenvorbereitung (sample prepara-
tion) etwas vernachldssigt.

Nachdem nun das Sensitivititspotential auf Seiten
der Amplifikation und Detektion nahezu ausge-

schopft ist, wird bei der Analyse des gesamten Pro-
zessablaufs immer deutlicher, welcher zusitzliche
Sensitivitdtsgewinn durch eine moglichst effizien-
te und gezielte Extraktion von genomischer DNA
oder RNA erreicht werden kann. Nach wie vor
stellt die Nukleinsdurepraparation ein Hauptpro-
blem ("bottle-neck") fiir die sensitive Detektion der
verschiedenen Erreger aus klinischem Proben-
material dar, und ist abhdngig vom jeweiligen Pro-
benmaterial und Erreger. Viele Viren konnen aus
Serum isoliert werden, wohingegen andere zell-
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gebunden sind und nur aus Vollblut gewonnen
werden konnen, und auch bei den Bakterien gibt es
Vertreter, die nur intrazelluldr zu finden sind.

Der erste Arbeitsschritt, bei dem auch die Ausbeu-
te und Qualitit der extrahierten Nukleinsdure
maf3geblich bestimmt wird, ist die Lyse der Ziel-
organismen innerhalb der zu untersuchenden
Probe. Abhingig von der Art und Konsistenz des
Probenmaterials sowie der Zellwandstruktur der
nachzuweisenden Erreger steht hier ein breites
Spektrum von mechanischen (z.B. Ultraschall-
behandlung oder Zellmiihle), chemischen (Inku-
bation mit chaotropen Salzen wie z.B. Guanidini-
um-Isothiocyanat, Phenol/Chloroform-Extrak-
tion oder alkalische Lyse) und/oder enzymatischen
Methoden (Inkubation mit ProteinaseK, Lysozym
oder Zymolase) zur Verfiigung.

Eine der gingigsten Strategien zur Nukleinsdure-
priparation aus klinischem Probenmaterial sind
die Vorinkubation mit Proteinase K und/oder Ly-
sozym zur proteolytischen Zerstorung von Zell-
wandbestandteilen und intrazelluldren Komparti-
menten, anschliefender Zugabe eines chaotropen
Salzes zur Inaktivierung von Nukleasen und De-
naturierung aller Proteine im Zelllysat und eines
Puffers mit hoher Ionenstirke ("Bindungspuf-
fer"), der die Bindung von Nukleinsduren an eine
feste Phase aus Silika bewirkt. Diese befindet sich
bei den meisten manuellen Nukleinsdure-
Priparationskits innerhalb eines Sdulchens, und
die anschliefenden Waschschritte zur Entfernung
unspezifisch gebundener Verunreinigungen kon-
nen in einer Laborzentrifuge abgearbeitet werden.
Dadie Bindung von Nukleinsduren an Silikatober-
flichen ist von der Ionenstirke und Temperatur
abhingig ist, kann die gebundene Nukleinsdure
durch Zugabe eines auf bis 80°C erwirmten Nied-
rigsalz-Puffers ("Elutionspuffer") von der Silikat-
Matrix eluiert werden. Das Eluat kann direkt als
Templat (Ausgangsmaterial) fiir molekularbiolo-
gische Verfahren verwendet werden und kann bei
—20°C oder —80°C in einem EDTA-haltigen Puffer
(Bindung von Metallionen iiber die Ausbildung
von Chelatkomplexen) iiber viele Jahre aufbe-
wahrt werden.

Im Bereich der medizinischen Mikrobiologie sind
einzelne Erregergruppen (wie Pilze, die sog. Spo-
renbildner oder Mykobakterien-Spezies) bekannt,
deren rigide Zellwandstrukturen sich einer Protei-

nase-K-Behandlung erfolgreich widersetzen. Vor
der eigentlichen DNA-Reinigung ist hier die An-
wendung physikalischer Schritte wie Kochen/Tief-
frieren, Ultraschallbehandlung oder der Einsatz ei-
ner Zellmiihle mit Glaskugeln zur mechanischen
Zerstorung der Zellen erforderlich. In vielen Fillen
ldsst sich die kapsel- oder sporenartige Zellwand-
struktur auch durch Vorinkubation mit Zymolase,
Glucalase und/oder Lyticase in sog. Spheroplasten
iiberftihren, die dann mit chaotropen Salzen effi-
zient aufgeschlossen werden konnen. Im Umfeld
der Mykobakteriendiagnostik hat sich neben ver-
schiedenen physikalischen Verfahren vor allem die
Inkubation mit konzentrierter NaOH (alkalische
Lyse) und anschlieflender Neutralisierung als effi-
zientes und routinegingiges Verfahren zur Extrak-
tion genomischer DNA bewihrt.

Die wiinschenswerte Entwicklung eines universel-
len Extraktionsverfahren fiir alle Pathogene gestal-
tet sich durch die aufgeftihrten erregerspezifischen
Eigenheiten als unmoglich und die bereits kom-
merziell verfiigbaren generischen Nukleinsdurei-
solierungsverfahren stellen bestenfalls einen "gu-
ten Kompromiss" zwischen dem abgedeckten
Erregerspektrum, der individuellen Aufschlussef-
fizienz und dem jeweiligen Grad der Automatisie-
rung dar. Will man bestimmte Erreger mit best-
moglicher Sensitivitit nachweisen, so ist aber nach
wie vor der Einsatz eines speziell auf diese Erreger-
eigenschaften optimierten Extraktionsverfahrens
zu empfehlen.

Diese Problematik wurde auch von der Diagnos-
tikindustrie erkannt. Die Hersteller automatisier-
ter Nukleinsdure-Isolierungssysteme gehen dazu
iiber, auf Erregergruppen oder Probenmaterialien
abgestimmte Kits oder Verfahren anzubieten. So
sind beispielsweise fiir die MagNA Pure®-Systeme
(www.roche.de/diagnostics/labor/magna_pure_lc.

htm) von Roche optimierte Extraktionskits fiir die
Isolierung von DNA aus Lebensmitteln und Pflan-
zen, DNA aus Gewebeproben, DNA von Bakterien
und Pilzen, DNA von Mykobakterien sowie Kits
fiir die Prdparation von Gesamt-Nukleinsdure
(sog. total nucleic acid; kurz: Total NA), DNA, Ge-
samt-RNA oder mRNA aus einer Reihe von Unter-
suchungsmaterialien verfiigbar. Insbesondere die
effektive Extraktion viraler RNA stellt fiir einige
Untersuchungsmaterialien eine immer noch nicht
voll befriedigend geloste Herausforderung dar.



