
SARS-CoV-2-Diagnostik an der LUA Sachsen
Molekularbiologischer Nachweis von SARS-CoV-2



Abstrichbestecke für die Probenahme 
und Transportmedium
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Als Untersuchungsmaterial für die SARS-CoV-2-Diagnostik werden Rachen-, Nasen oder Rachen-/Nasenabstriche eingesendet. Die LUA Sachsen stellt den Gesundheitsämtern die dafür notwendigen Probenahmesets zur Verfügung. Bei Abstrichen ist zu beachten, dass für den Virusnachweis geeignete Tupfer verwendet werden und diese nach der Probenahme in entsprechende Transportmedien (Röhrchen rechts) überführt werden. Form der Transportmedium-Gefäße sowie Farbe und Menge des Transportmediums können sich je nach Hersteller unterscheiden. 




Sekundärverpackungen für den Probentransport
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Die Verpackung für den Probentransport muss der Verpackungsanweisung P 650 genügen.
Die Probengefäße/Transportmedien mit den Tupfern werden daher anschließend in eine Sekundärverpackung = Schutzgefäß (flüssigkeitsdicht verschraubtes Plastikröhrchen oder verschließbarer Plastikbeutel, darin saugfähiges Material) überführt.




Außenverpackungen für den Probentransport
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Klinische Proben von Verdachtsfällen zum Nachweis von SARS-CoV-2 sind als „Biologischer Stoff, Kategorie B“ der UN 3373 zuzuordnen. 
Zum Transport/Versand der Proben ins Labor werden daher Außenverpackungen verwendet, die entsprechend als „Biologischer Stoff, Kategorie B“ und  mit "UN 3373" in Raute zu kennzeichnen sind. 
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Biohazard-Symbol

zur Warnung vor
Biogefährdung durch 
ansteckungsgefährliche
Stoffe,
angebracht an den 
Zutrittstüren der Labore

Vorführender
Präsentationsnotizen
Die molekularbiologische SARS-CoV-2-Diagnostik erfolgt an der LUA Sachsen in speziell ausgestatteten Laboren. Laut Empfehlungen des ABAS (Ausschuss für Biologische Arbeitsstoffe) ist der Erreger-Nachweis mittels PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) als nicht gezielte Tätigkeit einzustufen und kann unter den Bedingungen der Schutzstufe 2 durchgeführt werden. Dabei ist zu beachten, dass alle Tätigkeiten, die zur Freisetzung von Aerosolen mit SARS-CoV-2 führen können, z.B. das Öffnen von Probengefäßen mit respiratorischem Material (z.B. Rachen-, Nasen oder Rachen-/Nasenabstriche Oropharynx-Abstriche, Nasopharynx-Abstriche, Sputum) in einer mikrobiologischen Sicherheitswerkbank der Klasse 2 durchgeführt werden müssen. Dabei sind Schutzkittel und geeignete Schutzhandschuhe zu tragen. Außerdem wird der Einsatz von Atemschutz (mindestens FFP-2-Masken) und das Tragen von Schutzbrillen oder Gesichtsschilden empfohlen. 




Eingesandte Probenmaterialien
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Die Laborkapazität der LUA Sachsen für die SARS-CoV-2-Diagnostik beträgt ca. 700 Proben pro Tag. In der 42. bis 45. 2020 wurden zeitweise 1.000-1.700 Proben täglich bearbeitet.



Probenerfassung und Generierung von Barcodes
für die einzelnen Untersuchungsschritte
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Jede Probe, die im Labor eintrifft, und der zugehörige Untersuchungsantrag werden mit einem Barcode etikettiert und die Patientendaten werden mit Hilfe des elektronischen Labor-Informations- und Managementsystem (LIMS) erfasst. Dadurch kann der aktuelle Bearbeitungsstand der Proben zu jeder Zeit nachvollzogen werden. 
Die Barcodes der Proben online-beauftragter Untersuchungen werden direkt eingescannt. 



Schritte des molekularbiologischen Nachweises 
von SARS-CoV-2

1. Extraktion des genomischen Materials (= RNA – Ribonukleinsäure) 
aus der Patientenprobe

2. Umschreibung der viralen RNA in komplementäre DNA 
(Desoxyribonukleinsäure)

3. Vermehrung (= Amplifikation) spezifischer Genomabschnitte der 
DNA und ihr Nachweis mittels Real-Time PCR (Echtzeit-
Polymerase-Ketten-Reaktion)
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Vorführender
Präsentationsnotizen
SARS-CoV-2 ist ein RNA-Virus, sein genomisches Material ist daher eine Ribonukleinsäure (RNA). Nach der RNA-Aufreinigung muss die RNA in DNA (Desoxyribonukleinsäure) umgeschrieben werden, damit eine spezifische Vermehrung des genomischen Materials stattfinden kann. Diese DNA-Vermehrung erfolgt mittels Real-Time PCR. Die Umschreibung in DNA und die Vermehrung spezifischer DNA-Abschnitte und deren Nachweis erfolgen in einem Reaktionsansatz.

Bei der Real-Time PCR kann über Fluoreszenzfarbstoffe der Ablauf der Polymerase-Ketten-Reaktion, also die Zunahme von PCR-Produkten in Echtzeit (real time) verfolgt werden. Es werden mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Sonden eingesetzt. Die Detektion der PCR-Produkte wird über Fluoreszenzmessung erreicht.




Vorbereitung der Proben 
für die Nukleinsäure-Extraktion 
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Um die Proben für die Nukleinsäure-Extraktion vorzubereiten, werden diese gründlich gemischt und …




Vorbereitung der Proben 
für die Nukleinsäure-Extraktion 
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Vorführender
Präsentationsnotizen
anschließend kurz anzentrifugiert, damit sich die gesamte Flüssigkeit (Transportmedium) am Boden des Probengefäßes befindet. Dadurch wird die Probenkontamination durch Flüssigkeitstropfen, die sich durch das vorhergehende starke Mischen am Deckel und der oberen Gefäßwand befinden können, verhindert. 




Vorbereitung der Proben 
für die Nukleinsäure-Extraktion 
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Die Probengefäße werden danach, wie vom ABAS (Ausschuss für Biologische Arbeitsstoffe) gefordert, in einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2 geöffnet.




Vorbereitung der Proben 
für die Nukleinsäure-Extraktion 
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Vorführender
Präsentationsnotizen
In der Sicherheitswerkbank wird ein Teil des Originalmaterials bzw. des Transportmediums z.B. in 96 well-Platten überführt, in denen dann im Extraktionsgerät die Nukleinsäure-Extraktion stattfindet.



Nukleinsäure-Aufreinigung in Extraktionsautomaten 

|  9. Juli 2021 | LUA Sachsen – Fachgebiet 1.3 Molekularbiologie13

Vorführender
Präsentationsnotizen
Aufgrund der steigenden Probenzahlen im Frühjahr 2020 wurden 3 neue Extraktionsgeräte beschafft. Hier beispielhaft ein neuerworbenes Modell. 
Insgesamt standen der LUA Sachsen für die SARS-CoV-2-Diagnostik somit 6 Extraktionsautomaten zur Verfügung, wobei 2 Extraktionsgeräte dem Fachbereich Veterinärmedizin zugeordnet waren und von Mitarbeitern der Veterinärmedizin und Lebensmittelchemie zur Unterstützung des Bereichs Humanmedizin bedient wurden.



Nukleinsäure-Aufreinigung in Extraktionsautomaten 
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Hier ist ein weiterer Automat zu sehen, der zur Extraktion von Nukleinsäuren genutzt wird. Mit diesem und dem vorhergehenden können jeweils 96 Proben parallel bearbeitet werden. Die Extraktionsautomaten werden bei hohen Probenzahlen mehrfach am Tag gestartet. 



Pipettierung des PCR-Ansatzes
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Nach der Extraktion der Nukleinsäure werden die Eluate zum PCR-Ansatz pipettiert. Dieser Arbeitsschritt wird zur Vermeidung von Kontaminationen in speziellen PCR-Werkbänken durchgeführt. 





PCR-Durchführung mittels Real-Time PCR-Gerät
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Die Analyse erfolgt mit speziellen Geräten mittels Real-Time PCR. 
Inzwischen stehen eine Reihe kommerzieller Testsysteme für die SARS-CoV-2-Diagnostik zur Verfügung. Dabei werden an die Spezifität dieser Testsysteme hohe Anforderungen gestellt. Im LUA-Labor verwenden wir einen sogenannten "Dual Target„-Test, d.h., während der PCR in speziellen Analysegräten werden in einem Reaktionsansatz zwei verschiedene Bereiche des Erbguts von SARS-CoV-2 untersucht. 




Amplikationskurven der Real-Time PCR
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Die PCR-Reaktionsansätze enthalten sogenannte Primer, kurze Gensequenzen. Wurde aus einer Probe das Erbgut von SARS-CoV-2 isoliert, dann binden diese Primer an die passenden Genabschnitte von SARS-CoV-2, die vervielfältigt (amplifiziert) werden. Das lässt sich am Bildschirm des Analysegerätes an den Amplifikationskurven, die auf den während der PCR entstehenden Fluoreszenzsignalen basieren, erkennen. Bei negativen Proben erscheinen keine Amplifikationskurven. 




Mutationsscreening nach 
positivem SARS-CoV-2-Nachweis
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❙ Schnelles und effektives Screening auf besorgniserregende SARS-CoV-2-Varianten 
(sog. VOCs = variants of concern) mittels mutationsspezifischer Target-PCRs

❙ Durchführung bei allen SARS-CoV-2 positiven Proben  

❙ Nach derzeitigem Kenntnisstand zählen folgende SARS-CoV-2-Varianten zu den 
VOCs:

Bezeichnung (Pangolin) WHO-Bezeichnung Spike-Protein-Variation, z.B.
B.1.1.7 Alpha 69/70del, N501Y, …

B.1.351 Beta K417N, E484K, N501Y, …

P.1 Gamma K417T, E484K, N501Y, …

B.1.617.2 Delta L452R, P681R, …



Mutationsscreening nach positivem SARS-CoV-2-
Nachweis
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❙ Auswertung mittels 
Schmelzkurvenanalyse  

1. Peak
501N

2. Peak
501Y

3. Peak
del69/70

1. Peak
501N

2. Peak
501Y

3. Peak
del69/70

B.1.1.7 (Alpha) nein ja ja

B.1.351 (Beta)
(weitere Target-PCRs notwendig)

nein ja nein

Wildtyp ja nein nein

Mutante, keine VOC! ja nein ja

Vorführender
Präsentationsnotizen
Beispiel für die Auswertung der  mutationsspezifischer Target-PCR mittels Schmelzkurvenanalyse. Nach Ablauf der PCR wird die DNA im Reaktionsansatz bei kontinuierlicher Fluoreszenzmessung durch schrittweise  Erhöhung der Temperatur aufgeschmolzen. Bei einer sequenzspezifischen Schmelztemperatur wird der DNA-Doppelstrang wieder in zwei einzelsträngige Moleküle aufgetrennt bzw. löst sich die spezifische Sonde vom Target. Dadurch nimmt die Fluoreszenzemission der Sonde ab. 
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