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\NFORMATION

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR), erstmalig von der amerikanischen Ar-
beitsgruppe Saiki et al. 1985 (1) beschrieben, ist eine Methode zur in vitro Vermehrung ("Amplifikation") de-
finierter DNA- Sticke mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase. Sie erlaubt den schnellen, empfindlichen Di-
rektnachweis kleinster Mengen von DNA oder RNA. Der Einsatz dieser Methode hat inzwischen fast alle Be-
reiche der Wissenschaft und Medizin, einschlieBlich die forensische Medizin, prénatale Diagnostik genbe-
dingter Erkrankungen, Gewebetypisierung fir Organtransplantation, Onkologie, Paldontologie und nicht
zuletzt die mikrobiologische Diagnostik revolutioniert (2,3). 1993 wurde der Entdecker der PCR, Kary Mullis,

mit dem Nobelpreis fir Chemie ausgezeichnet.
Methode

Die PCR beruht auf der zyklischen Wieder-
holung von drei Schritten (Abb. 1):

Denaturierung der doppelstréngigen DNA in
einzelstrange

Anlagerung (Annealing) von synthetischen Oli-
gonukleotiden (Primern) an die flankierenden
Enden des zu amplifizierenden Genbereiches

Polymerisierung (Neubildung) der doppelstrén-
gigen DNA - ausgehend von den Primern - mit
Hilfe des Enzyms DNA - Polymerase sowie der

(dATP, dTTP,

dCTP,

vier Desoxynukleotide

dGTP).
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Denaturierung

Mit jedem Zyklus wird die DNA zwischen den bei-
den Primern verdoppelt. Dies fuhrt zu einer expo-
nentiellen Vermehrung der DNA, so dass nach 20
Zyklen theoretisch  22° oder eine Million
DNA-Kopien erzeugt werden kénnen. Dieser Vor-
gang dauert nur wenige Stunden.

Zum Nachweis der Amplifikations-Produkte wird in
der Regel die DNA mit Ethidium-Bromid gefdrbt,
in Agarosegel elekirophoretisch aufgetrennt und
unter UV-Licht betrachtet. Eine sichtbare Bande
der erwarteten Lénge (nach Vergleich mit DNA-
Langenstandards) wird als positiv bewertet (Abb.

Abb. 1 Die Polymerase-Kettenreaktion:
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Abb. 2 Elekirophoretische Auftrennung von amplifizier-
ten PCR-Produkten
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Bahn 1: DNA-Marker (Léngenstandards)
Bahnen 2-8:  positive Proben
Bahnen 9,10: negative Kontrollen

Vorteile der PCR

Nachteile der PCR

Direkt

Der Krankheitserreger selbst wird nachgewie-
sen, nicht seine Produkte (Antigene, Toxine) o-
der Produkte der Immunantwort (Antikérper).

Schnell
Die PCR-Reaktion dauert nur 3-4 Stunden, die
komplette Untersuchung 1-2 Tage.

Hochsensitiv
Theoretisch kann ein einziges DNA- Molekil
(bzw. ein Krankheitserreger) nachgewiesen wer-

den. Praktisch weist die PCR ca. 10-100 Krank-
heitserreger/ml nach.

Spezifisch
Eine hohe Spezifitét wird durch die Nukleotid-
sequenz der ausgewdhlten Primer bedingt.

1) Falsch negative Ergebnisse kénnen u.a. verur-
sacht sein durch

a) zu geringe Anzahl von Krankheitserregern in
der Patientenprobe

b) Inhibitoren der DNA- Polymerase in der Pati-
entenprobe

c) Erreger- Varianten, die aufgrund einer ver-
dnderten Nukleotidsequenz eine Amplifikati-
on mit den verwendeten Primern nicht zulas-
sen

d) Verdauung der Erreger-Nukleinséure durch
eingeschleppte DNasen oder RNasen

Falsch negative Ergebnisse kénnen vermieden o-
der reduziert werden durch Verarbeiten einer aus-
reichenden Menge Patientenmaterials, das Benut-
zen von Primern aus bekannt konstanten
DNA-Bereichen und die Verwendung von sterilem
(DNase-und RNase-freien) Einmalmaterial bei der
Gewinnung des Patientenmaterials sowie der
Durchfihrung der PCR.

2) Falsch positive Ergebnisse kénnen u.a. verur-
sacht sein durch

a) Kontamination bei der Gewinnung des
Patientenmaterials

b) Kontamination wéhrend der Durchfih-
rung der PCR, hauptséchlich durch bereits
amplifizierte Produkte.

Falsch positive Ergebnisse kénnen vermieden oder
reduziert werden durch die Verwendung eines ge-
schlossenen Systems (z.B. Monovetten) bei der
Gewinnung des Patientenmaterials sowie das Ein-
halten aller bekannten VorsichtsmaBnahmen bei
der Durchfihrung der PCR (getrennte pré- und
post- PCR-Réume, Benutzung wattegestopfter Pi-
petten-spitzen und steriler Plastikwaren, hdufiges
Wechseln der Handschuhe, Mitfihren von negati-
ven Kontrollen fir alle Schritte der PCR) (4).



Indikation fur die medizinische
Diagnostik

Die PCR-Methode ist insbesondere geeignet

- for den Nachweis von Krankheitserregern,
die schwierig, langsam oder gar nicht zu kul-
tivieren sind (z.B.Mycobacterium tuberculo-
sis, Chlamydia  trachomatis,  Hepatitis
C-Virus, Hepatitis B-Virus, HIV)

- in der akuten Phase der Erkrankung, noch
bevor Antikérper nachgewiesen werden kén-
nen (z. B. nach einer HCV- oder HIV--
Infektion)

- bei immundefizienten Personen, die nur we-
nige oder keine spezifischen Antikérper pro-
duzieren kénnen (z.B. HIV- Infektion, Z. n.
Organtransplantation, Z. n. zytostatischer
Therapie)

- als Direktmarker einer Viramie (z. B. bei ei-
ner HCV- Infektion)

- bei unklarer Serologie (z.B. isolierter HBc AK
bei Hepatitis B)

- fur die Kontrolle des Therapie- Erfolges (z.B.
nach Interferon-Behandlung bei Hepatitis B)

Gegenwadrtiger Stand der Anwen-
dung in der mikrobiologischen Dia-
gnostik

Die PCR bietet zweifellos eine schnelle, sen-
sitive Methode zum Direktnachweis von Krank-
heitserregern bei entsprechender Indikation.
Aufgrund ihres Aufwandes jedoch sowie der
Schwierigkeit, in einigen Fallen das Ergebnis
klinisch zu bewerten, soll sie zundchst nur dort
eingesefzt werden, wo die klinische Relevanz
eindeutig ist. In Tab. | werden diese Anwen-
dungsbereiche zusammengefasst.

Unser Labor bietet zur Zeit die PCR fur den
Nachweis von HBV-DNA (siehe gesondertes
Labor- INFO), HCV-RNA (siehe gesondertes
Labor- INFO) sowie Mycobacterium tuberulo-
sis.

Untersuchungsmaterial

Fur HBV-DNA oder HCV-RNA:

2 ml EDTA- Blut, Nativblut (kein Heparin-Blut!),
in einem geschlossenen System (z.B. Mono-
vetten) gewonnen

Fir Mycobacterium tuberculosis:
5-10 ml Sputum, Bronchiallavage, Magensaft,
Liquor
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Tab. 1 Beispiele der klinischen Anwendung der PCR in der medizinischen Diagnostik
(modifiziert nach Bitter-Suermann)(5)

Erreger | Indikation

Hepatitis B- Virus

Nachweis im Serum bzw. Biospat bei chronischer Hepatitis oder Leberzellkarzi-
nom unklarer Atiologie

Abklarung bei isolierter HbcAK
Therapiekontrolle bei chronischer Hepatitis

Hepatitis C- Virus

Uberprifung der Viréimie bei HCV- AK positiven Personen
Therapiekontrolle

Bei HCV- AK negativer akuter oder chronischer Hepatitis

sowie Leberzellkarzinom unklarer Atiologie

Abklarung des Infektionsstatus bei Kindern von HIV- infizierten Mittern

Herpes- Simplex- Virus

Liquordiagnostik bei V. a. Herpes- Simplex-Enzephalitis
und bei Neugeborenen

Cytomegalievirus

Nachweis im peripheren Blut: Uberwachung von Transplantierten und
anderen Immunsupprimierten

Nachweis in Liquor, Brochiallavage, Biopsaten: bei V. a. entsprechende
Organmanifestation

Epstein-Barr-Virus

Nachweis im Liquor bei V. a. EBV- assoz.

Guillain-Barré-Syndrom

Nachweis in Biopsaten u.a. bei V. a. EBV- assoz. Tumor/ Lymphoprolife-
ration

HIV-1/2 Abklérung des Infektionsstatus bei Kindern infizierter Mitter
Abklarung bei anti. HIV- negativen Personen mit dokumentierter Exposi-
tion

Parvovirus Virusnachweis bei Patienten mit aplastischer Krise, bei Patientinnen mit
unklarem Exanthem in der Schwangerschaft sowie im fetalen Material
bei Hydrops fetalis

Rubellavirus Virusnachweis bei V. a. prénatrale Infektion

Variella- Zoster- Virus

Virusnachweis im Liquor bei neurologischen Komplikationen von Wind-
pocken und Herpes zoster

Mykobakterien

Nachweis von M. tuberculosis aus Liquor, Biospaten, Pleuraflissigkeit
bei entsprechender Organmanifestation

Nachweis von M. avium im peripheren Blut bei V.a. disseminierte Infek-
tion bei HIV- positiven Personen

Identifizierung nicht- tuberkuldser Mykobakterien

Chlamydia trachomatis

Nachweis im Ersturin zur Abklarung unklarer Fertilitétsstérungen bzw.
Salpingitiden bei der Frau

Chlamydia pneumonie

Nachweis aus der bronchoalveoldren Lavage bei V. a. Chlamydien-
Pneumonie

Toxoplasma gondii

Nachweis im Liquor bzw. Fruchtwasser bei V.a. Neugeborenentoxoplas-
mose

Nachweis im Liquor bzw. Hirnbiopsie bei V. a. akute Toxoplasma- En-
zephalitis bei HIV- Patienten

Borellia burgdorferi

Nachweis im Liquor bei V.A Neuroborreliose
Nachweis aus Gelenkpunktat bei V.A. Lyme-Arthritis bei Kindern




