MOLEKULARDIAGNOSTIK

Anwenderbericht: Prozessoptimierung durch konsequente Automatisation
Virologisches Monitoring nach Transplantation

Der Erfolg der Transplantationsmedizin hangt nicht unwesentlich davon ab, wie sicher virale
Infektionen erkannt und behandelt werden. Eine weitgehende Standardisierung und Automa-
tisierung der Arbeitsabléufe im molekularbiologischen Labor verhilft Arzten und Patienten
zu schnellen, validen Ergebnissen und reduziert die Personalbindung.

Maligne oder systemische Erkrankungen
und Entzindungen kénnen ein Organ-
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Wichtige Voraussetzung fur eine ge- -

lungene Transplantation sind die
heute verfugbaren, sehr potenten
Immunsuppressiva zur Unterdriickung
des Immunsystems im Empfanger. Bei
einer soliden Organtransplantation wird
so die AbstoBungsreaktion verhindert (host vs. graft disease),
im Falle einer Knochenmark-Transplantation das koérpereigene
Gewebe vor den Angriffen der Abwehrzellen des transplan-
tierten Knochenmarks geschutzt (graft vs. host disease).

Die Kehrseite der Medaille ist, dass jede Reduktion der physio-
logischen Abwehrfunktionen mit einer wachsenden Anfalligkeit
gegenUber Infektionen einhergeht. Transplantierte Patienten
haben deshalb ein stark erhéhtes Risiko flr opportunistische
Infektionen durch Pilze, Bakterien und Viren. Insbesondere
virale Infektionen sind fUr eine erhéhte Morbiditat und Letalitat
unter den Transplantierten verantwortlich. Das gilt sowohlin der
akuten Phase wéhrend und unmittelbar nach der Transplanta-
tion (Induktionsperiode) als auch in den Wochen, Monaten und
Jahren danach. Deshalb ist eine rasche und sichere Virusdia-
gnostik mit ausschlaggebend fir den kurz- und langfristigen
Therapieerfolg.
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Mithilfe der Softwareapplikation QIAsymphony® RGQ Schedule kann man den Workflow
der beiden QIAsymphony-Geréte so aufeinander abstimmen, dass sie entsprechend
den konkreten Anforderungen optimal beladen sind.

Virale Infektionen nach Transplantation

Die Palette viraler Erreger, die den Organ- oder Stammzell-
empfanger bedrohen, istgroB. In erster Linie z&hlen dazu Cyto-
megalie- (CMV)und Epstein-Barr-Virus (EBV), weitere Vertreter
derHerpesgruppe, etwaHerpes Simplex Virus-1 (HSV-1), Herpes
Simplex Virus-2 (HSV-2), Varizella Zoster Virus (VZV), Humanes
Herpes Virus-6 (HHV-6), Humanes Herpes Virus-8 (HHV-8),
Polyomaviren (BK- und JC-Virus) sowie Adenoviren.

Da einige dieser Viren unter Immunsuppression aus einer La-
tenzphase reaktivieren kénnen, gilt ein molekularbiologisches
Monitoring als sinnvolle Strategie, um zum frihestmdglichen
Zeitpunkt eine Reaktivierung oder Neuinfektion zu erkennen.
Spektrum und Frequenz fur das Monitoring hdngen von der
Virusart, dem transplantierten Organsystem, dem Patienten-
status und dem zeitlichen Abstand zur Transplantation ab.
Deshalb muss jedes Zentrum hier individuelle Festlegungen
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treffen. Generell gilt: Je geringer der Abstand zum Eingriff, desto
haufiger erfolgt die entsprechende Diagnostik. In den ersten
drei Monaten nach der Transplantation sollte das Screening fur
CMV und EBV wéchentlich erfolgen. In akuten Infektionsphasen
und zur Kontrolle des Therapieerfolges kann die Testfrequenz
sogar noch héher sein.

Naturlich missen neben den genannten opportunistischen Erre-
gern—bei entsprechender Symptomatik - auch immer akute vi-
rale Infektionen in die differenzialdiagnostischen Uberlegungen
eingeschlossen werden, zum Beispiel saisonale Influenzaviren,
Respiratory Syncitial Virus (RSV) oder Noroviren.

Anforderungen an das Labor

Das diagnostische Labor steht in diesem Zusammenhang vor
der methodischen und organisatorischen Herausforderung,
aus einer Vielzahl unterschiedlicher Matrices ein sehr breites
Spektrum an Viren mit hoher Sensitivitat und Spezifitat sicher
detektieren zu mussen. Fur das Monitoring sollten zudem be-
stimmte virale Targets quantitativ bestimmt werden, um eine
Aussage Uber die Dynamik —zum Beispiel einer Viramie —treffen
zu kénnen.

Die Aufgabe besteht dabei nicht nur in der Beantwortung der
individuellen Fragestellungen fur jeden einzelnen Patienten,
sondern auch darin, die erforderliche Effizienz und Wirtschaft-
lichkeit des Laborbetriebes im Auge zu behalten. AuBerdem
giltes, die Vorgaben und Rahmenbedingungen des Qualitats-
managements zu erflllen. Wertvolles Personal sollte nicht fur
einfache, repetitive Tatigkeiten eingesetzt werden, wenn es
dafur technische Losungen gibt. Alle relevanten Informatio-
nen zum Patienten, zum diagnostischen Prozess oder zu den
Testergebnissen missen auBerdem ohne fehleranfallige Trans-
formations- und Ubertragungsprozeduren sowohl innerhalb
desLabors, als auch zwischen Labor und behandelndem Arzt
rasch ausgetauscht werden kénnen. Nur so ist ein adaquates,
unmittelbares Fallmanagement gewahrleistet.

Umsetzung

Vor diesem Hintergrund sind Methoden und Plattformen win-
schenswert, die moglichstin einem gemeinsamen Arbeitsgang
sowohl die RNA/DNA-Extraktion aus diversen Untersuchungs-
materialien als auch das PCR-Setup automatisiert durchfthren.
Die Amplifikation und Detektion mit einem universellen Protokoll
sollte sichmaglichst lickenlos anschlieBen. Das gilt besonders
fur die SchlUsselparameter mit hohem Durchsatz. AuBerdem
sollte das System an jeder der genannten Schnittstellen offen

Autorenkontakt

fr das Aus- und Einschleusen von Probenmaterial in den Pro-
zess sein, um auch bei komplexen Anforderungen schnell und
flexibel handeln zu kénnen.

Im Zuge der Umstellung von gelbasierter Detektion auf Real-
time-PCR haben wirim Jahr 2013 zwei QIAsymphony-Systeme
installiert, die Extraktions-(SP)- und PCR-Setup-(AS)-Module
der Firma Qiagen miteinander kombinieren. Sie wurden nach
umfangreicher Validierung fur die quantitative BKV- und EBV-
PCR in Betrieb genommen. Gegenwartig laufen weitere Vali-
dierungsserien fur HSV, VZV und CMV. Wir fUhren zwei ver-
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schiedene Extraktionsprotokolle durch (VirusBlood200 und
Complex200), mit denen die Nukleins&ure-Extraktion aus fast
allen eingehenden Probenmaterialien gelingt. Das Eluat wird
in der Regel in barcodierte Deepwell-Platten und bei Bedarf
auch in andere Réhrchenformate aliquotiert. An die Extraktion
schlieBt sich das PCR-Setup je nach Workflowdefinition nahtlos
an. Proben, die manuell mittels Kartusche (z. B. EZ-1) separat
eluiertwurden, kdnnen in die PCR-Setup-Prozeduren problemlos
eingeschleust werden.

Die Detektion und Amplifikation mit einem universellen Protokoll
Ubernehmen unter anderem zwei RotorGene-Plattformen, die
ihre Proben- und Testspezifikationen von der SP/AS-Einheit
elektronisch erhalten. Uber eine Schnittstelle zum Laborinfor-
mationssystem soll auch die Ubertragung der Anforderungen,
der qualitativen und quantitativen Messwerte, der Kontrollen
und ggf. der CT-Werte sofort und fehlerfrei moglich werden. Mit
dem Programm QIAsymphony RGQ Schedule wird der Prozess
optimal an die konkreten Anforderungen adaptiert. Das System
ist offen fur Fremdtests. Jedes Modul kann separat verwendet
werden. Dadurch lassen sich auch gréBere Probenserien —
etwaim Rahmen wissenschaftlicher Studien — gut bewaltigen.

Dr. Michael Baier ® Universitatsklinikum Jena e Michael. Baier@med.uni-jena.de

trilliumdiagnostik 2013 11(4):207

207




