10 Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis

- Einleitung 13

- Techniken 15
2.1. Nukleinsaure-1solierung. .. .....ouiiniii i ittt ci e cra e anas 15
2.2, Nukleinsaure-Direktnachweis ...........coiiiiiiiii ittt et e et ciieanns 19
2.2.1. Nukleinsdure-Hybridisierung zum Direktnachweis von Erregern im Untersuchungsmaterial .. ... 19
23. Nukleinsdure-Amplifikationstechniken (NAT) . ........oiiiiiiiii ittt iiren e eenns 22
23.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) .........ouiiiiiiiii it i it anaas 22
23.2. T = I o 24
233. Reverse Transkriptase (RT)-PCR ........iiiniiiiiiiiiiiit i ettt eaaaees 25
234. Ligase-Kettenreaktion (LCR) ..............coeiveiiiannaal.d e 25
23.5. NASBA, 35R, TMA UNG TAS . . ittt ittt ittt teateenetiaaneteenaeaaanseissnsceseacasensnnnens 25
2.3.6. Strand Displacement Amplification (SDA) . ... ..o iiiirin ittt iie e rieieerineas 27
23.7. Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) .........ooviiiiiiiiriiieiinrieernarraanennes 28
24. Nachweis von spezifischen Amplifikationsprodukten .............c.cccviviiiiiiiiieenna.., 28
24.1. Qualitative oder quantitative Detektion? ...........coeiiiiiiiiiiiiii it 29
25. Real-time-PCR-Verfahren . ... ..ot i i et ciee e aa e raaneaas 34
2.5.1. Detektionsverfahren mit Doppelstrang-spezifischen Farbstoffen (chne Sonden) ................ 36
25.2. Sondenbasierte Verfahren . ... .. ..o i e s 37
253. Hydrolyse (TagMan)-Sonden und MolecularBeacons...........cccoiviiiiiiiiiiiiiiiienninenne. 37
254, Fluoreszenzmarkierte Primer .......couiiiuiiiii i i it it i 38
2.5.5. FRET-Hybridisierungssonden .........c.coviiiiiiiiiin ittt iiae et saneensinaes 39
25.6. Thermocycler fiir die real-time-PCR........... ..ottt i i i 42
25.7. Diagnostische Fragestellungen ......... ... i 46
2.6. DNA-SeQUENZIBIUNG . . ..o ie e e i 47
27. Next-Generation-Sequenzierung in der medizinischen Forschung......................... 48

Reaktionsparameter und diagnostischer Workflow 52
3.1 Analytische Sensitivitét von NAT-Nachweisverfahren..................coooviiiiiin, 52
3.2, Analytische Spezifitét von NAT-Nachweisverfahren ..., 55
33. Diagnostische Sensitivitdt und Diagnostische Spezifitat.....................coovvvneen 57
34. Positiver und Negativer Pradiktionswert......... ...t 57
3.5. Kriterien zur Evaluierung von eigenentwickelten NAT-Testsystemen...........cc.veeuenenn. 57
36. Praanalytik .. ..o e 70
37. Kontaminationsproblematik und Raumkonzept........... ...ttt 71
38. Qualitdtsmanagement und externe Qualitdtskontrolle ................. ... Ll 74

Beispiele aus der mikrobiologischen Praxis fiir PCR-gestiitzte

Nachweisverfahren - bakterielle Nachweise ) 77
4.1. PCR-Verfahren zum Direktnachweis vonMethicillin-resistenten Staphylococcus aureus
12 77

42. Pathogene Escherichia coli (EHEC, EPEC U.a.) . ....ovuiiiiinniiiiiiiiaiiineinrennreniranenen 85
4.21. L 86
4.2.2. L 88
43. Borreliaburgdorferi. ............ ... o i 88

Bibliografische Informationen

\
digitalisiert durch F 1 L
http://d-nb.info/1034270710 ‘B IOTHE


http://d-nb.info/1034270710

Inhaltsverzeichnis 11

44,
45.
4.6.
47.

47.1.
47.2.
47.3.
4.74.
475.

48,
49.

5.1.
5.2.

6.1.
6.2.

7.1.
7.2.
73.
74.
7.5.
7..
7.
7.8.
79.

7.10.
7.11.
7.12.
7.13.
7.14.
7.15.
7.16.
717
7.18.
7.19.
7.20.
7.21.
7.22.
7.23.

Tropherymawhipplei . .. ........o e i i i i it e e e 920
Bakterielle Erreger bei "atypischen" Pneumonien ............oiiiiiiiiiiiiiiiennnennnen. 92
Chlamydia trachOmatis . ............oovee ittt ittt it eaaeaneas 93
LY e Yo T 10 - 4T 95
Erreger und klinische Manifestation..............cooiiii i 95
Mikrobiologische DIagnostik ..........ccovieiiiuiiiiiiiiiiiii ittt it 96
Mykobakterien-Nachweis mittels NAT in klinischenProben ...t 97
Molekularbiologische Methoden der Speziesidentifizierung ... 98
NAT-basierte Resistenztestung von M. tuberculosis-Komplex.............cccoovviiiiiiniia... 99
ToxopIaSMA GONGIi . ... oovivieii et i i e i e 100
LeiShManien. . ... i et e e e e s 102

Beispiele aus der mikrobiologischen Praxis fiir PCR-gestiitzte

Nachweisverfahren - virale Nachweise 106
Molekulare ResistenztestUNG. . . ... ..uuenvrere e i e i e ci st tieittirenreannas 106
Clarithromycin-Resistenz bei Helicobacterpylori. . ................ccoovviiiiiiiiiiiiii 106
Speziesiibergreifende Nachweisverfahren - die Kénigsdiziplin? 110
Kontaminationsproblematik .............ooiiiiiiiiiii i e 112
Microarrays zur Analyse von Mischpopulationen. ..............cooiiiiiiiiiiiiineiian. 113

NAT in der Virusdiagnostik - Anwendungsbereich und geeignetes

Untersuchungsmaterial 115
T L3 T Y - 3 T 115
BOCAVITUS (BOV) ...t ii ettt e et e 116
LT o 1Y 3 Y 116
DENQUEVITEN . ..ttt ettt it ettt 116
Enteroviren (Polio, Coxsackie, ECHO) ......vuvrvtiiiiiiei it i i e nenenanenannens 117
Epstein-Barr-Virus (EBV). ... ..cooirinii i ittt i 17
Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSMEV) ...t ininnnn, 118
11 1 =T o 118
Hepatitis-A-Virus (HAV) ... o e ettt 118
Hepatitis-B-Virus (HBV). . . ...ttt i e e st e e e e e e raananas 119
Hepatitis-C-Virus (HCV) ..ot et e e ettt a e eeeas 19
Hepatitis-D-Virus (HDV, Delta-Agens). ... .....ciieiiiieiiieii it aiiiiaiieiiieineriaass 119
Hepatitis-E-Virus (HEV) . .....ooit ittt ittt et e et e e s et e e e e s s aoanaanaans 120
Herpes-simplex-Virus Typ 1 und Typ 2 (HSV-1,HSV-2) .. ... .. it 120
Humanes Herpesvirus 6 (HHV-6) ....... .. ..ottt ii it 121
Humanes Herpesvirus 8 (HHV-8) — Kaposi-Sarkom-assoziiertes-Herpesvirus (KSHV). ....... 121
Humanes Immundefizienzvirus, Typ Tund 2 (HIV-1,HIV-2) .................... B 122
Humanes Metapneumovirus (hMPV) ... ...ttt e rea e anaans 122
INfIUBNZAVIFEN . .. e it et e e 122
VA EIMVITUS . .ottt ittt ee ittt e e et e tetrattsaensnansnaasseassessncessesssonans 123
MolluscumM-CoNtagiosSUM-VirUS . . . ... e ot e et et ettt e e e an e eeaanan 123
VUM D SVITUS . . ittt ittt ise et aaessetnsetasocnsosssssnsucnsecaracnsansse 123

N OTOVITUS. ..ottt ittt ie et teie e seaasataaaaeeneesnssenssassoassansoasesnssonnns 123



12

Inhaltsverzeichnis

7.24.
7.25.
7.26.
7.27.
7.28.
7.29.
7.30.
7.31.
7.32.
7.33.

Papillomaviren (HPV)
Parainfluenzavirus Typen 1-4

Parvovirus B19

Literatur

Index

Polyomaviren (JC- und BK-Virus {JCV, BKV])
Respiratory-Syncytial-Virus (RSV)
Rotelnvirus (Rubella)
Rotaviren.........ccoiiiiiiiiriiiiiiinninnenas
Varizella-Zoster-Virus (VZV)
West-Nil-Virus (WNV)
Zytomegalievirus (CMV)



