TECHNOLOGIE

Extraktion von Nukleinsauren aus hochinfektiosen Viren

Ergebnisse eines Methodenvergleichs

Die Molekulardiagnostik von Infektionskrankheiten wie auch der Erregernachweis in Reservoir-
Tieren wie Zecken, Miicken oder Mausen setzt eine hochwertige Nukleinsaureextraktion voraus.
Ob manuell oder automatisiert: Eine L6sung von der Stange gibt es nicht.

Um im Rahmen viral verursachter
Krankheiten, wie beispielsweise einem
Pockenausbruch oder himorrhagischem
Fieber, sofort reagieren zu konnen, ist eine
zuverldssige Schnelldiagnostik enorm
wichtig. Am Institut fiir Mikrobiologie
der Bundeswehr in Miinchen erproben
wir verschiedene neue Techniken zum
Nachweis solcher hochpathogener Krank-
heitserreger.

Gerade in der Molekulardiagnostik von
Infektionskrankheiten (siehe Abbildung)
ist die Qualitdt der Probenaufarbeitung,
also die Nukleinsdureextraktion, fiir die
Qualitit des Ergebnisses entscheidend. Sie
kann die analytische Sensitivitit, Spezifitit
und Dynamik des diagnostischen Assays
mafgeblich beeinflussen.

Um diesen wichtigen Schritt zu optimie-
ren, verglichen wirim Rahmen eines zwei-
jahrigen Projektes die bislang manuelle
Nukleinsdureextraktion mit semiautoma-
tischen und automatischen Technologien
zur Isolierung viraler Nukleinsiduren aus
unterschiedlichen klinischen und biolo-
gischen Trigermaterialien (Serum, Le-
berbiopsie, Zellkulturmedium, Zecken).
Neben der klassischen manuellen Extrak-
tion (Bindung an eine Silicamembran in
Séulchen) priiften wir vor allem auch Ex-
traktionsverfahren, die die Nukleinsidure
mithilfe magnetischer Beads separieren.
AuBerdem wurde ein Aufreinigungssystem
getestet, das auf der Bindung der DNA
oder RNA an ein organisches Polymer in

Séulchen und der anschlieenden semiau-
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Bei der Diagnostik von Infektionskrankheiten spielen Quantifizierung und Charakterisierung von

Nukleinsduren eine immer gréBere Rolle (Bildquelle: Prof. Dr. Udo Reischl, Universitdt Regensburg).

tomatischen Extraktion durch Luftdruck
beruht. Als Quintessenz unseres Vergleichs
ist festzuhalten, dass die Leistung eines
Geriits nicht einfach mit gut oder schlecht
zu bewerten ist; die Entscheidung fiir ein
bestimmtes System hidngt vielmehr vom
Probenmaterial und der diagnostischen
oder wissenschaftlichen Fragestellung ab.
So wiesen die Systeme zum Beispiel un-
terschiedlich weite Messbereiche auf. Die
Ausweitung in Richtung hoher Konzentra-
tionen ging allerdings hiufig auf Kosten
Linearitit, was wiederum die Richtigkeit
beeintrichtigte. Andere Systeme kamen
mit besonders kleinen Elutionsvolumina
aus oder zeigten eine hohe Empfindlichkeit
im unteren Messbereich. Und schlieBlich
war die klassische manuelle Aufreinigung
den automatisierten Verfahren keineswegs

immer unterlegen.
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Bei der Isolierung von Nukleinsduren
aus Viren ldsst sich also keine pauschale
Empfehlung fiir oder gegen ein bestimm-
tes —manuelles oder automatisiertes — Ex-
traktionsverfahren geben. Jedes Labor
sollte seine Bediirfnisse in Bezug auf den
Anwendungsbereich (Forschung, Dia-
gnostik, Forensik), Art der Nukleinsdure
(DNA, RNA), Probendurchsatz, Kosten
und Dauer der Anwendungen sorgfiltig
evaluieren, bevor es eine Kaufentschei-
dung fdllt. Auf S. 56-57 werden beispiel-
haft einige Automationssysteme tabella-
risch verglichen, um diese Entscheidung
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zu erleichtern. ¥<
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