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10.8 Molekularbiologie in der Infektionsdiagnostik

4.1 Anwendungsbereich

Bei den angewandten molekularbiologischen Untersuchungsverfahren handelt es sich zur Zeit
um haufig nicht standardisierte Verfahren. Die genaue Dokumentation der angewendeten Me-
thodik, der Probenvorbehandlung, der eingesetzten Reagenzien, Primer, Sonden, Restriktions-
enzyme und anderer Testbestandteile ist deshalb besonders wichtig. Unter den verwendeten
Techniken nehmen die Nukleinsaureamplifikationsverfahren (z.B. Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR)) aufgrund ihrer methodenimmanenten extremen Empfindlichkeit eine besondere Stellung
ein und erfordern spezielle Vorsichtsmaf3nahmen bei der Testvorbereitung und —durchfiihrung
zum Schutz des Untersuchungsgutes vor Verschleppungen von nativer sowie amplifizierter
Nukleinsaure (z.B. die raumliche Trennung der einzelnen Arbeitsschritte). Kontrollen sind bei
allen Schritten des Untersuchungsganges erforderlich: Kontrolle der Effizienz der Nukleinséure-
extraktion, Positiv-, Negativ-, Sensitivitats-, ggf. Inhibitions- und Hybridisierungskontrollen. Die
Identitat des Amplifikates ist durch sequenzspezifische Analytik (Hybridisierung, Sequenzie-
rung, nested PCR oder andere im Laboratorium hinreichend evaluierte Methoden, wie z.B.
Restriktionsverdau mit aussagekréftigen Fragmentgrol3en) zu Uberprifen. Bei der elektrophore-
tischen Auftrennung muissen geeignete Molekulargewichtsmarker mitgefuhrt werden. Eine auf
die Erfordernisse der Amplifikationsverfahren zugeschnittene Organisation der Arbeitsablaufe
im Laboratorium ist eine Voraussetzung fur eine ungestdrte Analytik mit diesen Methoden.

Die vorliegende Checkliste wurde mit den molekularbiologischen Checklisten der anderen
labormedizinischen Fachgebiete abgestimmt.

Siehe auch Checklisten fur Medizinische Laboratorien
Checkliste Mikrobiologie und Hygiene — Allgemeine Anforderungen

U O] Bemerkungen

4.1.1 |In welchem Umfang werden molekularbiologische
Untersuchungen im Rahmen der Infektionsdia-
gnostik durchgefiihrt?

Q Diagnostische Untersuchungen von Infektions-
erregern/Infektionserkrankungen (z.B. Nuklein-
saureamplifikationsverfahren, Sequenzierung,
in-situ-Hybridisierungen)?

O Infektionsepidemiologische Untersuchungen
(DNA-/RNA-Analysen, z.B. RFLP)?

52 Raumlichkeiten

U 0 Bemerkungen

5.2.1 |lIstdie Anzahl der zur Verfigung stehenden
Raume bzw. Arbeitsbereiche den durchgefihr-
ten Untersuchungsverfahren angepasst?*

! Die in der Molekularbiologie verwendeten Nukleinsaureamplifikationsverfahren erfordern eine strikte
physikalische Trennung einzelner Arbeitsschritte zur Vermeidung analytischer Fehler (d.h. zumindest ein
Zwei-Raum-Konzept mit der Trennung der DNA-Isolierung von der Amplifikation und Detektion). Bei voll-
standig "geschlossenen” Testsystemen kann von dieser Anforderung jedoch u.U. abgewichen werden.
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U 0] Bemerkungen

5.2.2 |Existiert ein Konzept der raumlichen Trennung
fur die Durchfihrung von
Nukleinsaureamplifikationsverfahren?

5.2.3 |Ist der Bereich der Probenvorbereitung vom
Analysenbereich rGumlich getrennt?

5.2.4 |Sind die Lagerstéatten fir Reagenzien vom Ana-
lysenbereich raumlich getrennt?

5.2.5 |lIst der Bereich der Probenaufbewahrung vom
Analysenbereich raumlich getrennt?

5.2.6 |Wird das Untersuchungsgut getrennt von dar-
aus gewonnenen Nukleinsauren, Kontrollmate-
rial und Reagenzien gelagert?

5.2.7 |Ist der Zugang zu den einzelnen Bereichen zur
Vermeidung von Kontamination geregelt?

5.2.8 |Bestehen bauliche Vorkehrungen (z.B. eine (geandert)
Schleuse), die eine Verschleppung amplifizierter
DNA zusétzlich erschweren?

5.2.9 |Ist ein Wechsel der Schutzkleidung in den ver- (aus CL Virologie)
schiedenen Arbeitsbereichen vorgeschrieben? (geandert)

5.2.10 |Erfolgt die Probenbearbeitung an einem Ar- (aus CL Virologie)
beitsplatz mit Sicherheitswerkbank?

5.2.11 |Erlaubt die Laboreinrichtung eine effiziente
Dekontaminierung der Arbeitsflachen??

5.2.12 | Gibt es einen spezifischen Reinigungsplan, der (geandert)
den Anforderungen fir die molekularbiologi-
sche Diagnostik genugt?

5.2.13 | Wird die Reinigung des molekularbiologischen La- (geandert)
boratoriumsbereiches durch das Laborpersonal
selbst oder entsprechend geschulte Personen
durchgefihrt?

5.2.14 |Ist zur Kontaminationsvermeidung das Reini-
gungspersonal mit den Zugangsregelungen
des Bereiches vertraut, auch wenn externes
Reinigungspersonal eingesetzt wird?

5.2.15 | Wird mit gentechnisch veréanderten Organismen
(GVO) oder rekombinanter DNA (z.B. Kontroll-
plasmiden) gearbeitet?

5.2.16 |Ist die Unterweisung des Laborpersonals im
sicheren Umgang mit den Elektrophoresegera-
ten und in den VorsichtsmalRnahmen zum
Schutz vor elektrischen Schlagen dokumen-
tiert?

? Effektive MaRnahmen sind z.B. die regelmaRige Reinigung der Arbeitsflachen mit groBen Mengen an
"sauberem" Wasser bzw. die Einwirkung von Natriumhypochlorid-L&sung.
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U
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Bemerkungen

5.2.17

Ist die Unterweisung des Laborpersonals im
sicheren Umgang mit UV-Licht dokumentiert?

Sind UV-Licht-absorbierende Brillen vorhan-
den?

5.2.18

Sind Warnhinweise fur das Laborpersonal am
Arbeitsplatz zum Schutz vor Stromschlag, UV-
Licht und mutagenen/kanzerogenen Substan-
zen (z.B. Ethidiumbromid, Acrylamid) vorhan-
den?

5.3

Laboratoriumsausristungen

Siehe auch Checkliste fir Medizinische Laboratorien — Untersuchungsverfahren und Hilfsmittel

U ©) Bemerkungen
5.3.1 |Temperaturabhangige Geréate
5.3.1.1 | Wird die Leistung der Thermocycler bei Inbe- (Fu3note neu)
triebnahme sowie periodisch uberprift?®
U ®) Bemerkungen
5.3.2 |Reagenzien
5.3.2.1 | Sind alle Reagenzien, wo ndtig, adaquat ali- (geéndert)
guotiert und gelagert?
5.3.2.2 | Werden hierzu geeignete Einmalgefalie ver-
wendet?
5.3.2.3 | Werden produktionssterile, RNase-freie Einmal- (aus der CL Virologie)
réhrchen und -pipetten verwendet?
5.3.2.4 [ Werden Instrumente und Gebrauchsartikel in (aus der CL Virologie)
einem nicht zur Abfallbeseitigung verwende-
ten, separaten Autoklaven sterilisiert?
5.3.2.5 | Werden bei konfektionierten Nachweissyste- (aus der CL Virologie)
men Hersteller und Chargennummer dokumen-
tiert?
5.4 Praanalytische Malinamen

® Beispielsweise konnen Drop-out-Kontrollen mitgefithrt werden, um die Temperaturhomogenitat des
Thermocyclers kontinuierlich zu Uberpriifen. Dabei ist die Position der Drop-out-Kontrolle innerhalb des
Thermoblocks zu variieren, da physikalisch keine gleichméafige Verschlechterung der Temperaturkon-
stanz zu erwarten ist.
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Bemerkungen

54.1

Gibt es Verfahrensvorschriften fiir den Einsen-
der, damit Probenentnahme und Transport so
erfolgen, dass die Stabilitat der Zielsequenz si-
chergestellt ist?

54.2

Gibt es schriftlich festgelegte Kriterien fir die
Zurickweisung von ungeeigneten Untersu-
chungsproben?

5.4.3

Wird der Einsender umgehend informiert,
wenn eine Probe ungeeignet ist?

544

Gibt es Vorschriften fur die Material- und Test-
spezifische Lagerung von Proben?

545

Ist die Probenidentifikation jederzeit wahrend
aller Untersuchungsphasen gewaéhrleistet ein-
schliel3lich

Probeneingang
Nukleinsaureextraktion
Nukleinsaurequantifizierung
Enzymatische Amplifikation
Spaltung mit Restriktionsenzymen
Elektrophorese
Photographie

Transfer

Hybridisierung

Detektion
in-situ-Hybridisierung
Sequenzierung

U Aufbewahrung?

oo0oo0oo0O0DO00D0DO0OO0O0 DO

5.4.6

Wird der Einsender Uber die voraussichtlichen
Probenlaufzeiten informiert?

54.7

Ist auf Anfrage eine Zusammenfassung der einge-
setzten Methoden, Primer, Restriktionsenzyme,
Sonden usw. fiir den Einsender erhaltlich?

5.5

Untersuchungsverfahren

Molekularbiologische Untersuchungen kénnen mit verschiedenen Methoden durchgefiihrt wer-
den. Eine bestimmte Technik wird bei gleicher Sensitivitdt und Spezifitdt nicht bevorzugt, falls
das Laboratorium Standardverfahren folgt oder mit der von ihm gewahlten Technik zuverlassige
Ergebnisse und Qualitatskontrollen nachweisen kann.

©)

Bemerkungen

551

Gibt es Vorschriften zur Sicherstellung der
Probenqualitat und zur Vermeidung von Kon-
tamination der Untersuchungsproben?
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U
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Bemerkungen

5.5.2

Gewahrleistet das Vorgehen bei der Probenali-
guotierung die Vermeidung maoglicher
Kreuzkontamination von Proben?

55.3

Ist schriftlich festgehalten, dass ein Probenali-
guot nie in das Originalprobengefald zurtickge-
geben werden darf?

5.5.4

Wird die Effizienz der reversen Transkription
kontrolliert und dokumentiert?

(aus CL Virologie)

555

Werden in der aus zellularem Material extra-
hierten RNA "House-keeping"-Gene als Kon-
trollen bei jedem Untersuchungsmaterial
amplifiziert, und sind diese Kontrollergebnisse
dokumentiert?

(aus CL Virologie)

5.5.6

Werden ggf. bei jeder Testdurchfihrung Posi
tiv-, Negativ-, Sensitivitats- und Inhibitionskon-
trollen —wenn vorhanden — mitgefiihrt?*

5.5.7

Wird die Nukleinsdureextraktion und —reini-
gung gemal einer Standardvorschrift durchge-
fuhrt?®

Falls nicht, ist die Validierung der angewende-
ten Methode dokumentiert?

5.5.8

Wird die Effizienz der Extraktionsverfahren
kontrolliert (z.B. durch Messung der Nuklein-
saurekonzentration, Amplifikation von Single-
Copy-Genen)?

(aus CL Virologie)

55.9

Erfolgt die Aufbewahrung von Nukleinsauren
so, dass ihr Abbau verhindert/minimiert wird?

5.5.10

Wird die Integritat von hochmolekularer DNA ggf.
mittels Elektrophorese oder vergleichbarer Metho-
den bestéatigt?

5.5.11

Wird die Integritdt von RNA ggf. mittels Elektro-
phorese oder vergleichbarer Methoden bestatigt?

5.5.12

Wird die Vollstandigkeit von Restriktionsen-
zymspaltungen durch geeignete Methoden si-
chergestellt?

* Soweit verfuigbar, sollten interne Kontrollen mitgefiihrt werden. Hierbei handelt es sich idealerweise um
intakte Erreger oder um dem Reaktionsansatz definiert zugegebene, artifizielle Nukleinsaureabschnitte,
die mit der Zielsequenz im Bereich der Primerbindungsstellen identisch sind und mit vergleichbarer Effi-

zienz amplifiziert werden, aber eindeutig von der Zielsequenz unterscheidbar sind.

® Die Probenvorbereitung muss gewéhrleisten, dass die zu amplifizierende Zielsequenz effizient und re-
produzierbar aus dem Untersuchungsgut extrahiert oder freigelegt wird. Materialabhangige Inhibitoren
mussen entfernt oder inaktiviert werden.
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Bemerkungen

5.5.13

Wird bei Amplifikationsverfahren (z.B. PCR)
durch Anwendung geeigneter Mal3hahmen und
Verfahrenskontrollen die Méglichkeit einer
Kontamination oder Verschleppung (falsch po-
sitive Ergebnisse) so gering wie mdoglich
gehalten?®

5.5.14

Werden bei der Durchfihrung von Amplifikations-
verfahren zusatzlich Verfahren zur Zerstérung von
Amplifikaten eingesetzt (z.B. Uracil-N-Glykosida-
se), um eine Kontamination der Untersuchungs-
probe mit dem Amplifikat zu verhindern?

5.5.15

Sind die erforderlichen Gerate und Laborhilfs-
mittel in den einzelnen Arbeitsbereichen vor-
handen und als diesen zugehorig gekenn-
zeichnet?

5.5.16

Gibt es im Laboratorium ein Reinigungsprogramm
fur Hilfsmittel, die zur Handhabung von amplifizier-
tem DNA-Material verwendet werden?

55.17

Sind Vorkehrungen zur Vermeidung von Aero-
solbildung getroffen (z.B. "positive displace-
ment"-Pipettoren, aerosoldichte Filterpipetten-
spitzen)?

5.5.18

Wird die Anwesenheit amplifizierbarer Nuklein-
saure bei jedem Amplifikationstest bestéatigt,
bei dem das Fehlen einer nachweisbaren Ban-
de ein positives Ergebnis bedeutet (z.B. im Zu-
sammenhang mit dem Nachweis von Re-
sistenzgenen)?

5.5.19

Wird die Identitat des Amplifikates durch Hy-
bridisierung, Sequenzierung, nested PCR oder
andere im Laboratorium hinreichend evaluierte
Methoden (z.B. Restriktionsverdau mit aussa-
gekraftigen FragmentgréfRen) kontrolliert und
dokumentiert?

(geandert)

5.5.20

Werden bei jeder elektrophoretischen Auftren-
nung Molekulargewichtsmarker mitgefihrt, die
den Bereich der zu erwartenden Banden um-
fassen?

® Die wegen der extremen Empfindlichkeit besonders hohe Kontaminationsgefahr von Nukleinséu-
reamplifikationssystemen erfordert spezielle Vorsichtsmaflinahmen. So sollten einzelne Arbeitsschritte,
insbesondere die Vorbereitung und die Bearbeitung der Proben nach der Amplifikation, in voneinander
getrennten Raumen oder Arbeitsbereichen erfolgen, einschlielich der rdumlichen Trennung der Labor-
ausrlstung und Laborhilfsmittel. Handschuhe missen getragen und haufig gewechselt werden. Es mis-
sen Einwegmaterialien und geeignete Pipetten (z.B. mit aerosoldichten Filterspitzen) benutzt werden. Die
Aerosolbildung ist so gering wie mdglich zu halten. Die Zugabe der Untersuchungsprobe sollte nach der
Zugabe aller Reagenzien in das Reaktionsgefal? erfolgen. Innerhalb einer Untersuchungsreihe sollte die
Abfolge der Vorbereitung und Auftragung wie folgt sein: Untersuchungsproben, danach Positivkontrollen,

danach Negativkontrollen.

8
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U 0 Bemerkungen

5.5.21 | Werden Farbmarker zur Bestimmung des End-
punktes der Gelelektrophorese mitgefiihrt?

5.5.22 [Werden bei analytischen Gelen nach Mdglichkeit
standardisierte Nukleinsduremengen aufgetragen?

5.5.23 |Werden Hybridisierungssysteme zur Detektion (geéndert)
der Nukleinsdureamplifikate initial auf ihre
Spezifitét und regelmaRig auf ihre Sensitivitat
(untere Nachweisgrenze) hin untersucht?

5.5.24 | Erfolgt bei quantitativen Nachweisverfahren die (aus CL Virologie)
Quantifizierung Uber Verdinnungsreihen oder
Uber kompetitive Verfahren?

Wird die kalibrierte DNA oder RNA parallel
amplifiziert?

Sind die Herkunft der Kalibratoren und deren
erfolgreiche Amplifikation bei jedem Nachweis
dokumentiert?

5.5.25 |Werden Realtime-PCRs (z.B. Lightcycler®, Tag- (neu)
man®) durchgefuhrt?

Wenn "JA":

Wird die Validitat des Sondensignals (cros-
sing-point und ggf. der erwartete Schmelz-
punkt) kontrolliert?

Wird eine standardisierte interne Laufkontrolle
(z.B. eine native oder rekombinante Positivkon-
trolle) mitgefihrt, die die Reproduzierbarkeit
der PCR sicherstellt?’

’ Ggf. sollte die Effizienz der Nukleinsaureextraktion an einem geeigneten Modellsystem (iberpriift wer-
den.
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5.6 Sicherung der Qualitat von Untersu-
chungsverfahren

U ®) Bemerkungen

5.6.1 [Allgemeines

5.6.1.1 | Sind die Laboraufzeichnungen in Bezug auf die
individuellen Proben- und Testbedingungen
ausreichend?®

5.6.1.2 | Sind bei eigenentwickelten Testsystemen Pri- (aus CL Virologie)
mersequenzen, -regionen (Zielgen) und -aus- (geéndert)
wabhlkritierien dokumentiert und/oder ist, im
Falle von kommerziellen Testsystemen, die
Eignung der verwendeten Oligonukleotidkom-
ponenten durch Literatur bzw. valide Studien-
oder Evaluierungsdaten belegt?

5.6.1.3 | Werden die Primer- bzw. Sonden-Sequenzen in (neu)
regelmassigen Abstanden auf die weiterhin
bestehende Spezifitdt durch Gendatenbank-
abfrage Uberprift (exponentiell wachsende Da-
tenbankeintrage!)?

5.6.1.4 | Enthalten die Verfahrensvorschriften ausrei-
chende Aufzeichnungen tber die Art und Be-
schaffenheit jeder eingesetzten Sonde oder je-
des Primers fur die Interpretation der Tester-
gebnisse und eine eventuelle Fehlersuche?®

5.6.1.5 | Sind Toleranz- und Akzeptanzgrenzwerte fir
alle Kontrollverfahren, -reagenzien und Stan-
dards festgelegt?

5.6.1.6 | Werden misslungene Untersuchungen (z.B.
durch Kontamination der Untersuchungspro-
ben) sowie die durchgeflihrten Korrekturmaf3-
nahmen dokumentiert?

5.6.1.7 | Gibt es Kriterien, um ungewd6hnliche Untersu-
chungsergebnisse zu erkennen?

8 Die Aufzeichnungen sollten die Quantitat und Qualitat der isolierten Nukleinsaure sowie die eingesetzte
Menge, die Chargennummern der eingesetzten Enzyme, Primer oder Sonden und anderer Testbestand-
teile enthalten. Es sollte zur Nachvollziehbarkeit ein Logbuch gefiihrt werden, in dem dokumentiert wird,
wer welche einzelnen Arbeitsschritte der Untersuchungen durchgeftihrt hat.

® Wichtige Punkte hierbei sind: die Art (genomisch, cDNA, Oligonukleotid oder RNA) und die Herkunft
(human, viral, usw.) der Sonde oder Sequenz; die erkannte Oligonukleotid- und Komplementarsequenz
oder Genregion; eine geeignete Restriktionskarte der DNA; bekannte Polymorphismen, gegen
Endonukleasenspaltung resistente Stellen und kreuzreagierende Banden; die angewendete Markierungs-
methode und die Standards zur Kontrolle der Amplifikation oder Hybridisierung.
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U 0 Bemerkungen

5.6.1.8 | Stehen Verfahren zur Verfigung, um abkla- (geandert)
rungsbedirftige Untersuchungsbefunde durch
weitere Methoden auf ihre Plausibilitat zu -
berprifen, wo immer dies sinnvoll oder mog-
lich ist?

5.6.1.9 | Stehen — wenn immer moglich — alternative, nicht-
molekularbiologische Untersuchungsverfahren zur
Uberprifung und Absicherung molekularbiologi-
scher Untersuchungsergebnisse im Laboratorium
zur Verfuagung?

5.6.1.10 Werden unterschiedliche oder abweichende
Ergebnisse zwischen molekularbiologischen
und anderen Laboruntersuchungen und/oder
dem klinischen Befund analysiert und doku-
mentiert, und ggf. Korrekturmal3nahmen ergrif-
fen?

5.6.1.11 Werden alle molekularbiologischen Laborergeb-
nisse statistisch ausgewertet (z.B. Prozentsatz
normaler und pathologischer Befunde)?

5.6.1.12 Gibt es ein Logbuch fir auf3ergewothnliche,
schwierige oder lehrreiche Falle?

5.6.1.13 Werden alle Gelphotographien, Autoradio-
gramme und in-situ-Hybridisierungs-
Objekttrager zur ldentifizierung ausreichend
gekennzeichnet, und die Kennzeichnungen in
den Ergebnisaufzeichnungen angegeben?

5.6.1.14 Werden Elektrophoresegele oder Autoradiogram-
me anhand objektivierbarer Kriterien bewertet?

5.6.1.13 Ist die Auflésung und Qualitat von Gelphoto-
graphien und Autoradiogrammen ausreichend
(geringer Hintergrund, gut erkennbares Signal,
keine Blasen, Auflésung des Molekularge-
wichtsstandards usw.), um das mitgeteilte Un-
tersuchungsergebnis nachvollziehen und bes-
tatigen zu kénnen?*°

5.6.1.19 Ist bei Hybridisierungsverfahren die Spezifitat
der Sonden durch geeignete Untersuchungen
(z.B. positive und negative Kontrollen) tber-
pruft und dokumentiert?

5.6.1.17 Sind die Hybridisierungsverfahren zum Nach-
weis spezifischer Amplifikate (z.B. Autoradio-
graphie oder nichtradioaktive Verfahren) von
ausreichender Signalintensitat, geeignet nied-
rigem Hintergrund, geeigneter Signalschéarfe
der Banden usw.?

1% Hinweis fur den Begutachter: Uberpriifen Sie einige Gelphotographien und Autoradiogramme
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U 0] Bemerkungen

5.6.1.18 Sind die Expositionszeiten (z.B. bei Autoradio-
graphie oder Chemiluminographie) ausrei-
chend und standardisiert?

5.6.1.19 Sind die Sequenzierchromatogramme von ge-
eigneter Qualitat (Bandenscharfe und -auflo-
sung, geringer Hintergrund, keine Lauf- und
Gelartefakte, Kettenabbriiche oder Kompressi-
onen, hinreichend gutes "base spacing” bei
Sequenzierautomten usw.)?

U 0] Bemerkungen

5.6.2 [in-situ-Hybridisierung

5.6.2.1 | Sind die Bedingungen fir die Gewebevorbehand-
lung und -aufarbeitung zur Detektion der gesuch-
ten Zielsequenz festgelegt?

5.6.2.2 | Sind fir alle RNA-Nachweise in Geweben RNase-
freie Bedingungen gewahrleistet?

5.6.2.3 | Ist die Qualitat von in-situ-Hybridisierungen
(geringer Hintergrund, eindeutiges Signal, ge-
eignete Morphologie und Gegenfarbung, usw.)
ausreichend fur die mitgeteilte morphologi-
sche und molekulare Befundinterpretation?**

5.8 Befundberichte

U 0] Bemerkungen

5.8.1 Enthalt der Abschlussbefund eine klinische
Bewertung der Ergebnisse in leicht verstandli-
cher Form?

5.8.2 |Werden in der Befundmitteilung Angaben Uber die (geandert)
verwendete Zielsequenz, die Nachweisgrenzen
und ggf. Literaturangaben gemacht, die dem Emp-
fanger eine geeignete Orientierung ermoglichen?

" Hinweis fiir den Begutachter: Uberpriifen Sie einige kiirzlich durchgefiihrte in-situ-Hybridisierungen so-
wie die dazugehdrigen Kontrollen
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