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A     Adenin 

bp     Basenpaare 

C     Cytosin 

cDNA     komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CFU     colony forming units 

Ct     threshold cycle 

ddH2O     double-distilled water 

DMSO     Dimethylsulfoxid 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

dNTP     Desoxyribonukleosidtriphosphat 

ds     double-stranded, Doppelstrang 

EDTA     Ethylendiamintetraacetat 

E. coli     Escherichia coli 

EOS     early onset disease 

GBS     Gruppe-B-Streptokokken 

G     Guanin 

ITS     internal transcribed spacer 

KCl     Kaliumchlorid 

LOS     late onset disease 

MALDI-TOF    matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight  

MgCl2     Magnesiumchlorid 

Mg(OAc)2    Magnesiumacetat 

mRNA     Messenger RNA 

NGS     Next-Generation Sequencing 

NH4Cl     Ammoniumchlorid 

OD     optische Dichte 

PCR     polymerase chain reaction 

P. aeruginosa    Pseudomonas aeruginosa 

rpm     revolutions per minute 

RNA     Ribonukleinsäure 

rRNA     ribosomale Ribonukleinsäure 

RT     Reverse Transkription 

RT-qPCR    quantitative reverse transcription PCR 

S. agalactiae    Streptococcus agalactiae 

S. aureus    Staphylococcus aureus 

S. epidermidis    Staphylococcus epidermidis 
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S. pneumoniae    Streptococcus pneumoniae 

S. pyogenes    Streptococcus pyogenes 

ss     single-stranded, Einzelstrang 

SSW     Schwangerschaftswoche 

TBE-Puffer    TRIS-Borat-EDTA -Puffer 

T     Thymin 

Tm     melting temperature, Schmelztemperatur 

Tris-Hcl     Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid 

tRNA     transfer-RNA 

U     Uracil 
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1 Einleitung  

1.1 Streptokokken  
 

1.1.1 Mikrobiologie  

 

Streptokokken sind runde bis ovale grampositive, fakultativ anaerobe, sporenlose Bakterien, die 

sich in gewundenen Ketten oder als Pärchen (Diplokokken) anordnen. Sie sind unbeweglich und 

bilden keine Katalase (Salyers & Whitt, 2002).  

 

1.1.1.1 Klassifizierung  

Die Klassifikation erfolgt anhand des Wachstums und des Hämolyseverhaltens der 

Streptokokken. Nach Art des auf den Blutagarplatten entstehenden Hämolysehofes werden 

alpha-, beta- und gamma-Gruppen unterschieden. Bei der alpha-Hämolyse bildet sich um die 

Kolonien ein grünlicher Hof, der durch die Oxidation des Eisens im Hämoglobin unter Einwirkung 

von Wasserstoffperoxid verursacht wird. Die Erythrozytenmembran bleibt dabei weitestgehend 

intakt. Beta-Hämolyse beruht auf der Fähigkeit von Zytolysinen cholesterolhaltige Zellmembranen 

aufzulösen. Das Hämoglobin wird durch Proteasen vollständig abgebaut. Bei Kultivierung von ɓ-

hämolysierenden Streptokokken auf Blutagar entstehen kleine, perlweiße Kolonien, umgeben 

von einer hellen, durchsichtigen Hämolysezone, in der keine intakten Erythrozyten mehr 

vorhanden sind.  Bei der gamma-Hämolyse zeigen die Erreger keinerlei Hämolysevermögen 

(Brown, 1919; Salyers & Whitt, 2002). 

Anhand bestimmter Kohlenhydratantigene in der bakteriellen Zellwand, der so genannten "C-

Substanz" lassen sich beta-hämolysierende Streptokokken in Gruppen A-V einteilen (Lancefield-

Klassifikation) (Hahn et al., 2004; Lancefield, 1933).  Streptokokkus agalactiae ist der alleinige 

Träger des Gruppenantigens B. Daher wird die Bezeichnung Gruppe B-Streptokokken (GBS) 

synonym verwendet.  

Weitere Möglichkeiten der Differenzierung beruhen auf verschiedenen oberfächengebundenen 

Proteinantigenen (z. B. CŬ, Cɓ und Rib), sowie auf Analysen auf DNA-Ebene (Ferrieri, 1988; 

Lindahl et al., 2005; Takahashi et al., 2002; van der Mee-Marquet et al., 2006). 

 

1.1.1.2 Pathologische Bedeutung  

Die meisten Streptokokken gehören zur Normalflora der Schleimhäute. Einige können typische 

Krankheitsbilder hervorrufen (Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Überblick über die für Humanmedizin wichtigsten Streptokokkenarten  

 

Spezies  Hämolyse  Lancefield -

Antigen  

Typische Krankheitsbilder  

S. agalactiae  

(B-

Streptokokken, 

GBS, ñGruppe B-

Streptokokkenò) 

Beta B Perinatale Sepsis, Meningitis, 

Pneumonie. 

Invasive Infektionen bei 

Prädisposition 

S. pyogenes Beta A Invasive Infekte: Erysipel, Scharlach, 

nekrotisierende Fasziitis, 

Osteomyelitis, Atemwegsinfektionen, 

Sepsis 

Folgekrankheiten: akutes 

rheumatisches Fieber, 

Glomerulonephritis 

S. pneumoniae 

(Pneumokokken) 

alpha - Infektionen des Respirationstraktes, 

Sepsis, Meningitis 

S. bovis  D Seltener Sepsiserreger, Hinweis auf 

Kolonkarzinom 

C-Streptokokken beta (alpha, 

gamma) 

C Seltene Erreger: Pharyngitis, 

Wundinfektionen, Sepsis, 

Endokarditis G-Streptokokken Beta G 

Orale 

(vergrünende) 

Streptokokken 

(Viridans-

Gruppe): 

S. mutans 

S. sanguis 

S. mitis 

S. milleri 

etc. 

meist alpha bis auf einige 

Ausnahmen fehlt 

das  

C-Polysaccharid, 

eine Einteilung ist 

nicht möglich 

Kommensalen der menschlichen 

Schleimhäute, fakultativ pathogen 

 

 

 

Zahnkaries, 

Endokarditis lenta, 

Eitrige Abszesse 

 

 
 

1.1.2 Streptococcus  agalactiae  

1.1.2.1 Aufbau und Morphologie  

Das Genom von S. agalactiae hat eine Länge von 2,11 Mio. bis 2,23 Mio. Basenpaare.  

Die Mikromorphologie zeigt typische Eigenschaften eines grampositiven Bakteriums. Das 

Zytoplasma ist umgeben von einer Bilayer-Membran, die wichtige Signalproteine enthält. 

Charakteristisch ist der Besitz einer schützenden mehrschichtigen Zellwand aus Peptidoglykan. 
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Ein weiterer wichtiger Baustein ist die Polysaccharidkapsel, sie schützt die Bakterien vor 

Phagozytose.   

 

1.1.2.2 Antigenvariabilität und Virulenz  

S. agalactiae gehört zu der Gruppe der beta-hämolysierenden Streptokokken. Der Virulenzfaktor 

ɓ-Hämolysin lässt sich bei 99% der GBS nachweisen. Er schädigt neben Erythrozyten auch 

andere Zellen, insbesondere Epithel- und Endothelzellen der Lunge und des Gehirns, sowie 

Herzmuskelzellen (Doran et al., 2002; Nizet et al., 1996; Nizet et al., 1997). Selten kommen auch 

nicht-hämolysierende Mutantenstämme vor. Das Hämolysin führt zusammen mit dem 

gewebsinvasiven Enzym Hyaluronidase zu einer schnellen Keimausbreitung im Gewebe 

(Ozegowski et al., 1994). Außerdem bildet S. agalactiae den so genannten CAMP-Faktor 

(Akronym aus den Namen der Entdecker: Christie, Atkins, Mutch-Peterson), ein porenbildendes 

Protein, welches zusammen mit ɓ-Toxin die Zellwand destabilisiert und die Lyse triggert. Der 

kohªmolytische Effekt von CAMP in Anwesenheit vom ɓ-Toxin der Staphylokokken wird zur 

Identifizierung von GBS in der Routinediagnostik eingesetzt (Wilkinson, 1977).  

Ein wichtiger Pathogenitätsfaktor des S. agalactiae ist die Polysaccharidkapsel, welche den 

Erreger vor Phagozytose schützt. Die Variabilität von Kapselantigenen ermöglicht eine weitere 

Klassifizierung in zehn Serotypen (Ia, Ib, II-IX). Diese Differenzierung ist unter anderem aufgrund 

der strengen serotypspezifischen Immunität des Wirtsorganismus von großer Bedeutung (Slotved 

et al., 2007). 

  

1.1.3 S. agalactiae  als Krankheitserreger  

Beim S. agalactiae handelt es sich um einen tier- und humanpathogenen Erreger, welcher sich  

bevorzugt in Schleimhäuten des Urogenital- und Intestinaltraktes ansiedelt (Hahn et al., 2004). 

Das Bakterium wurde erstmals im Jahre 1887 als Verursacher seuchenhaft auftretender 

Mastitiden beim Rind entdeckt (Nocard & Mollereau, 1887). Erst 1938 wurde das Bakterium als 

Erreger invasiver Erkrankungen beim Menschen identifiziert (Fry, 1938). 

Am meisten gefürchtet ist die GBS-Infektion beim Neugeborenen, die heute noch mit einer hohen 

Letalität einhergeht.  Eine weitere Risikogruppe stellen Schwangere und Wöchnerinnen dar. Die 

dritte Gruppe bilden Erwachsene mit kompromittiertem Immunsystem und chronischen 

Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus, Immundefekten oder malignen Prozessen (Edwards 

et al., 2005; Farley, 2001; Huang et al., 2006; Jackson et al., 1995; Schuchat, 1998). 

Bei etwa 30 % der immunkompetenten Erwachsenen lässt sich in Genital- und Rektalabstrichen 

S. agalactiae nachweisen (Fluegge et al. 2006). Dabei handelt es sich um eine asymptomatische 

Kolonisation. Ist das Immunsystem geschwächt, oder liegen bestimmte Risikofaktoren vor, kann 

der Erreger zu ernsthaften Erkrankungen führen.  

 

1.1.3.1 Infektionen bei Neugeborenen  

S. agalactiae gilt mit einem Anteil von etwa 35 % weltweit als einer der häufigsten Auslöser 

lebensbedrohlicher invasiver Infektionen bei Früh- und Neugeborenen (Fluegge et al., 2006; 

Spellerberg, 2000). Die wichtigste Risikogruppe stellen die Kinder von GBS-Trägerinnen, 
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insbesondere Früh- und Mehrlingsgeburten, sowie unreife und hypotrophe Neugeborene. 

Grundsätzlich unterscheidet man asymptomatische neonatale Kolonisation von Haut und 

Schleimhäuten von klinisch manifesten, invasiven GBS-Erkrankungen. Die Letzteren lassen sich 

hinsichtlich des Manifestationszeitpunktes in zwei Gruppen aufteilen: early onset disease und late 

onset disease (Larsen & Sever, 2008; Schuchat, 1998). Bei der frühen Form handelt es sich um 

vertikale Transmission der Erreger. Die Keime stammen aus der mütterlichen Rektovaginalflora. 

(Apgar et al., 2005; Spellerberg, 2000). Das Neugeborene infiziert sich subpartal während der 

Passage des kontaminierten Geburtskanals (Doran & Nizet, 2004). Niedriger GBS-Antikörpertiter 

bei der Schwangeren, vorzeitige Wehentätigkeit, protrahierter Geburtsverlauf, insbesondere eine 

Dauer von mehr als 18 Stunden zwischen Blasensprung und Geburt erhöhen das Infektionsrisiko 

(Schuchat, 1998). Innerhalb der ersten sieben Lebenstagen kommt es beim Neugeborenen 

hauptsächlich zu Sepsis, Pneumonie und seltener auch zu Meningitis (Fluegge et al., 2006; 

Goodrum & Poulson-Dunlap, 2002; Schuchat, 1998). Bei den meisten Neonaten treten die 

Symptome innerhalb der ersten 24 Stunden nach Geburt auf (Bromberger et al., 2000). Die 

Häufigkeit der bakteriellen Meningitis bei Neugeborenen ist in den letzten Jahren bei konstant 

bleibender Sepsisinzidenz deutlich zurückgegangen. Der wichtigste Grund dafür ist die 

verbesserte Diagnostik und Therapie der Sepsis, die den wichtigsten Faktor in der Pathogenese 

einer Neugeborenenmeningitis darstellt (Noack R., 1995). 

Die seltenere late-onset-Form entwickelt sich erst nach einer Latenzzeit von bis drei Monaten 

nach der Geburt und verläuft meist als Meningitis mit subakutem Beginn (Fluegge et al., 2006; 

Schuchat, 1998; Spellerberg, 2000). Der Infektionsweg ist noch nicht vollständig geklärt. Die 

Keimübertragung erfolgt wahrscheinlich horizontal aus der Umgebungsflora (Doran & Nizet, 

2004; Schuchat, 1998). Als weitere Möglichkeit wird auch eine endogene Infektion durch 

stattgefundene Keimbesiedelung des Neugeborenen diskutiert (Dillon et al., 1987).  

Die Infektion kann bei beiden Formen dramatisch verlaufen. Mit Entwicklung von septischem 

Schock, Tod oder neurologischen Spätfolgen ist zu rechnen (Berner, 2003; Fluegge et al., 2006). 

Die Letalität verhält sich umgekehrt proportional zum Gestationsalter und liegt in Deutschland 

derzeit bei etwa 4% für reife Neugeborene, bei frühgeborenen Neonaten ist sie deutlich höher 

(Schrag et al., 2000; Schuchat, 2001; von Both et al., 2008). 

Die Übertragung kann aber auch intrauterin durch Besiedelung des Fruchtwassers erfolgen. 

Pränatale GBS-Infektionen können ihrerseits zur vorzeitigen Wehentätigkeit, Früh- oder 

Fehlgeburten sowie zum intrauterinen Fruchttod führen (Doran & Nizet, 2004; Regan et al., 1996). 

 

1.1.3.2 Infektionen bei Schwangeren und Wöchnerinnen  

Gruppe B-Streptokokken sind für 20 % der Fälle einer postpartalen Endometritis verantwortlich 

(Baker, 1986). In manchen Fällen breitet sich die Infektion auf das Myometrium aus. 

Prädisponierend für die Entwicklung einer postpartalen Endometritis wirken unter anderem die 

Entbindung durch Sectio caesarea, protrahierter Geburtsverlauf und grünes Fruchtwasser (Chen 

et al., 2009).  Während der Schwangerschaft ist S. agalactiae oft die Ursache von Zystitis und 

Pyelonephritis. (Schrag et al., 2000).  

 



Einleitung  5 

1.1.3.3 Infektionen bei Erwachsenen  

Das Spektrum der durch GBS ausgelösten klinischen Manifestationen ist bei diesem 

Patientenkollektiv sehr groß und beinhaltet unter anderem Haut-, Weichteil- und 

Harnwegsinfektionen, Pneumonie, Endokarditis, Ostemyelitis und Sepsis (Farley, 2001; Huang 

et al., 2006; Tyrrell et al., 2000). In einzelnen Berichten wurden mehrere Fälle von 

nekrotisierenden Fasziitis und "Toxic Schock-like"-Syndrom, verursacht durch GBS, beschrieben 

(Gardam et al., 1998). Die Mortalitätsrate ist hierbei trotz Therapie insbesondere bei 

immunsupprimierten Erwachsenen und bei Patienten in hohem Lebensalter sehr hoch und 

beträgt bis zu 30 % (Bolanos et al., 2001; Cooper & Morganelli, 1998; Jackson et al., 1995; Munoz 

et al., 1997).  

 

1.1.3.4 Epidemiologie und Prophylaxe von GBS -Infektionen bei Neugeborenen  

Bei etwa 10-30 % der in den letzten Jahren daraufhin untersuchten Schwangeren lassen sich in 

Vaginal- und Rektalabstrichen GBS nachweisen (Brimil et al., 2006; Manning et al., 2004; Regan 

et al., 1991; Savoia et al., 2008). Ohne Prophylaxe finden sich bei etwa 50 % der Kinder 

kolonisierter Mütter nach der Geburt positive Haut- und Schleimhautabstriche. Jedoch kommt es 

nur bei etwa 1 % der reifen Neugeborenen zu einer invasiven Erkrankung (Regan et al., 1991; 

Spellerberg, 2000). Dabei besteht eine signifikante negative Korrelation zwischen dem 

Gestationsalter und dem Erkrankungsrisiko. In Deutschland liegt die Inzidenz der durch Blut- oder 

Liquorkultur nachgewiesenen GBS-Erkrankungen bei 0,47 Infektionen pro 1000 Geburten 

(Fluegge et al., 2006). 

Als wichtigste Risikofaktoren für early onset disease (EOS) und somit als Indikation für eine 

Chemoprophylaxe subpartum gelten (S2k-Leitlinie, 2016): 

- Nachweis von GBS im Ano-Genitalabstrich der Schwangeren zwischen der 35. und 

37. Schwangerschaftswoche (SSW) 

- GBS-Bakteriurie während der Schwangerschaft als Hinweis auf eine sehr hohe 

Keimdichte 

- Maternales Fieber sub partu > 38 °C 

- Frühgeburt < 37 SSW, besonders hohes Infektionsrisiko vor der 32. SSW 

- Vorzeitiger Blasensprung > 18 Stunden 

- Vorausgegangene Geburt eines Kindes mit GBS-Infektion 

Durch ein breit angelegtes Screening der Schwangeren zwischen der 35. und 37. 

Schwangerschaftswoche auf GBS sowie durch den prophylaktischen subpartalen 

Antibiotikaeinsatz bei GBS-Trägerinnen konnte in USA die Inzidenz der EOS beim Neugeborenen 

drastisch gesenkt werden (Money & Dobson, 2004; Schrag & Stoll, 2006; Schrag et al., 2000). 

Seither empfehlen auch die zuständigen medizinischen Fachgesellschaften in Deutschland die 

Durchführung des GBS-Screenings (z. B. Deutsche Gesellschaft für Gynäkologie und 

Geburtshilfe e.V., Leitlinien, Empfehlungen, Stellungnahmen, Stand März 2016) (S2k-Leitlinie, 

2016).  

Gemäß den aktuellen Leitlinien wird empfohlen, dass bei einem positiven GBS-Screening eine 

intravenöse subpartale Prophylaxe erfolgen soll. Falls der maternale Kolonisationsstatus zum 
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Zeitpunkt des Wehenbeginns oder bei Blasensprung unbekannt ist, wird eine 

Antibiotikaprophylaxe nur beim Vorliegen der zuvor beschriebenen Risikofaktoren, wie drohender 

Frühgeburt, vorzeitigem Blasensprung oder Fieber empfohlen (Schrag et al., 2002). Frauen mit 

einer GBS-Bakteriurie während der Schwangerschaft, sowie Mütter eines mit GBS infizierten 

Kindes erhalten unabhängig vom Kulturergebnis antibiotische Prophylaxe (S2k-Leitlinie, 2016).  

Als Mittel der Wahl wird Penicillin G von Beginn der Wehentätigkeit oder dem Zeitpunkt des 

Blasensprunges an bis zur Entbindung verabreicht (zu Beginn 5 Mio IE und anschließend 

vierstündlich 2,5 Mio IE bis zur Geburt). Alternativ wird auch Ampicillin verwendet. Bei 

dokumentierter Penicillin-Allergie wird Cefazolin oder ein anderes Cephalosporin der zweiten 

Generation angewendet Beim hohen Anaphylaxierisiko empfiehlt sich die Gabe von Clindamycin 

oder Erythromycin. In diesem Fall ist eine Resistenztestung erforderlich, da GBS-Stämme mit 

verminderter Empfindlichkeit gegenüber diesen Substanzen bekannt sind (S2k-Leitlinie, 2016). 

Beim Vorliegen eines resistenten Erregers oder bei fehlender Testung wird Vancomycin gegeben 

(Schuchat, 1998). 

Mit dargestellten Präventivmaßnahmen lassen sich allerdings weder die late-onset-Erkrankung 

(LOD) noch die GBS-assoziierte Früh- und Fehlgeburtlichkeit verhindern. Die Zahl der LOD-

Infektionen blieb seit Einführung der GBS-Prophylaxe unverändert. So hat sich das Verhältnis 

Frühform zu Spätform von 80:20 auf 60:40 zugunsten der Letzteren verschoben (Fluegge et al., 

2006; Zangwill et al., 1992). 

Ein möglicher Ansatz zur Prävention der GBS-Infektion bei Neugeborenen ist eine 

Impfstoffinduktion mütterlicher Antikörper in der Schwangerschaft. Denn die Empfänglichkeit des 

Kindes für eine Infektion ist neben seiner immunologischen Situation abhängig von der Menge 

der gegen GBS gerichteten kapselspezifischen Antikörper der Mutter (Baker & Kasper, 1976). 

Das maternale Immunoglobulin G wird transplazentar übertragen und bietet Schutz vor einer 

invasiven Erkrankung. Es bleibt ungewiss, ob die aktuell in der Entwicklung befindlichen 

Impfstoffe als Standardprophylaxe eingesetzt werden können (Baker et al., 1999; Baker et al., 

2003). 

 

1.1.3.5 Therapie der gesicherten GBS -Infektionen  

Symptomatische Behandlung vitaler Dysfunktionen und frühzeitige antimikrobielle Therapie sind 

die wichtigsten Maßnahmen (Noack R., 1995). Das bevorzugte Antibiotikum für eine bestätigte 

GBS-Infektion bleibt weiterhin Penicillin. Cephalosporine und Makrolide werden als Alternativen 

verwendet. Zur Verstärkung der Wirkung kann zusätzlich ein Aminoglykosid verabreicht werden. 

Die empfohlene Behandlungsdauer richtet sich nach dem Krankheitsbild. Bei einer Meningitis 

sollte die antibiotische Behandlung über mindestens zwei Wochen erfolgen (Prange & Miksits, 

2000). 

 

1.1.3.6 Kulturbasierte Nachweismethoden von GBS und ihre Limitationen  

Die traditionelle Labordiagnostik beinhaltet die mikroskopische und kulturelle Identifikation des 

Erregers. Grundsätzlich können B-Streptokokken problemlos aus allen gängigen Materialien wie 

Blut, Liquor, Eiter, Punktate oder Abstriche von Haut und Körperöffnungen routinemäßig 
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angezüchtet werden, wie es im Institut für Medizinische Mikrobiologie der Universität Marburg zur 

Routine gehört.  

Nach der Anzucht kommen verschiedene Methoden zur Erregerdifferenzierung zum Einsatz. 

Beispielsweise werden seit Jahrzehnten serologische Methoden mittels Antikörper-induzierter 

Agglutination (Latex-Agglutination) eingesetzt (Guerrero et al., 2004).  Ein relativ neues Verfahren 

in der Diagnostik stellt die Massenspektrometrie (ĂMALDI-TOFñ) von angezüchteten Kolonien dar 

(Rosa-Fraile & Spellerberg, 2017; Tanno et al., 2022). 

  

Kulturbasierte Verfahren erfordern in der Regel mindestens 24 bis 48 Stunden nach 

Probenentnahme bis zu Differenzierung des Erregers. Insbesondere bei Patienten mit Verdacht 

auf lebensbedrohliche Infektionen (z.B. Sepsis oder Meningitis) wird daher seit Jahren nach 

schnelleren diagnostischen Verfahren und Methoden gesucht. Die Thematik der 

Bearbeitungszeiten von Blutkulturen wurde am Beispiel der Prozesse im Institut für Medizinische 

Mikrobiologie der Universität Marburg in der vor kurzem publizierten Doktorarbeit 

zusammenfassend thematisiert (Bardon, 2022). 

 

Die Keimlast im Blutkreislauf bei einer Sepsis variiert stark je nach Krankheitsstadium, 

Schweregrad der Erkrankung, Art der Infektion und der antibiotischen Therapie (Fujimori et al., 

2010; Guimaraes et al., 2019; Kellogg et al., 1997; Kellogg et al., 2000; Nieman et al., 2022; 

Obiero et al., 2022; Oeser et al., 2020; Ortiz Ibarra et al., 2015; Reier-Nilsen et al., 2009; 

Schelonka et al., 1996; Shao et al., 2022; Sullivan et al., 1982; van den Brand et al., 2018; 

Wouters et al., 2020; Yagupsky & Nolte, 1990; Ziegler et al., 2019). Zudem steht die Sensitivität 

der Blutkultur in Korrelation zur entnommenen Blutmenge (Huggard et al., 2021; Kellogg et al., 

2000; Sarkar et al., 2006; Schelonka et al., 1996). Daher schwanken die Nachweisraten selbst 

bei optimaler mikrobiologischer Diagnostik signifikant, was zu einer hohen Rate an falsch 

negativen Ergebnissen der Blutkultur führt (Doenhardt et al., 2020; Ronnestad et al., 1998; S2k-

Leitlinie, 2016; Sarkar et al., 2006; Stranieri et al., 2018; Sullivan et al., 1982).  

Da eine negative Blutkultur eine Infektion nicht ausschließen kann, wird die Diagnose ĂNeonatale 

Sepsisñ heute immer noch in vielen Fällen auf Basis klinischer Kriterien und Ergebnissen 

biochemischer Analysen gestellt, mit resultierenden Herausforderungen im Management der 

antibiotischen Therapiestrategien (Das et al., 2016; Eichberger et al., 2022; Giannoni et al., 2022; 

Gyllensvard et al., 2024; Huang et al., 2023; Huncikova et al., 2023; Jiang et al., 2020; 

Klingenberg et al., 2018; Nusman et al., 2023; Songer et al., 2021; Stein et al., 2023; Stocker et 

al., 2023; Stocker et al., 2017; Stranieri et al., 2018; Vatne et al., 2021; Yu et al., 2022). 

 

Im Zeitraum von 2001 bis 2002 wurde in einer Untersuchung an einer Geburtskohorte von 

1.450.000 Neugeborenen in Deutschland nach Einführung der antibiotischen Prophylaxe eine 

geschätzte Inzidenz der Neugeborenensepsis durch GBS (positive Blut- und/oder Liquorkultur) 

von 0,47 Fällen pro 1.000 Geburten ermittelt (Fluegge et al., 2006).  Da lediglich etwa 10 bis 20 % 

der mit GBS infizierten Neugeborenen (Ăklinischeñ GBS-Sepsis) eine positive Blutkultur 

aufweisen, ist anzunehmen, dass die tatsächliche GBS-Infektionsrate in Deutschland fünf- bis 
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zehnmal höher liegt, entsprechend einer Rate von zwei bis fünf Fällen pro 1.000 Geburten (S2k-

Leitlinie, 2016). 

 

Die Detektionsrate von Pathogenen durch Blutkulturen ist in der neonatalen Patientenpopulation 

geringer als bei älteren Kindern und Erwachsenen. Ein wesentlicher Faktor ergibt sich aus der 

Tatsache, dass klinische Sepsis-Zeichen denen anderer nicht-infektiöser lebensbedrohlicher 

Zustände bei Neugeborenen ähneln, wie beispielsweise perinatale Asphyxie oder 

Atemnotsyndrom. Darüber hinaus kann Bakteriämie bei Neugeborenen auftreten, ohne dass 

klinische Symptome erkennbar sind (S2k-Leitlinie, 2016). 

  

Trotz der aufgeführten Limitationen und einer hohen Rate an falsch-negativen Ergebnissen 

bleiben Blutkulturen Goldstandard bei der Sepsis-Diagnostik (S2k-Leitlinie, 2016). Aufgrund des 

langen Zeitintervalls von Probengewinnung bis Resultatübermittlung und der hohen Ausfallraten 

bei der Bakterienkultur stellt derzeit eine frühestmögliche kalkulierte Therapie die einzige 

Behandlungsoption bei klinischem Verdacht auf Sepsis dar. Eine Stunde Verzögerung beim Start 

der korrekten Antibiotikatherapie führt bereits zu einem signifikanten Anstieg der 

Sterblichkeitsrate. Dies führt zu einem erhöhten Einsatz von Antibiotika, der wiederum das Risiko 

der Entstehung antibiotikaresistenter Erreger steigert und potenzielle Störungen im sich 

entwickelnden Darmmikrobiom verursachen kann. Darüber hinaus wurde eine längere 

empirische Antibiotikatherapie (>5 Tage) bei Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht von 

weniger als 1000 g mit einem erhöhten Risiko für Tod und nekrotisierende Enterokolitis in 

Verbindung gebracht (S2k-Leitlinie, 2016). Eine frühzeitige Identifizierung und Charakterisierung 

von Pathogenen könnten eine schnelle Modifikation der empirisch eingeleiteten Therapie 

ermöglichen und dadurch den Verbrauch von Breitband-Antibiotika reduzieren (Giannoni et al., 

2022; Klingenberg et al., 2018; Stocker et al., 2023; Stocker et al., 2017).  

 

1.1.3.7 Moderne molekularbiologische Nachweismethoden von Mikroorganismen  

Als Ergänzung zur klassischen Diagnostik wurden in den letzten Jahrzehnten vermehrt 

molekularbiologische Methoden etabliert, die auf dem Nachweis von Nukleinsäuren direkt aus 

dem Patientenmaterial basieren. Die PCR-Analytik ist die am meisten verbreitete Methode und 

bietet gegenüber den konventionellen Verfahren entscheidende Vorteile. Sie ermöglicht einen 

gezielten Nachweis des Pathogens ohne Verwendung einer Bakterienkultur (Amjad, 2020; 

D'Onofrio et al., 2020; Hu et al., 2021; Liesenfeld et al., 2014; Obiero et al., 2022; Oeser et al., 

2020; Ortiz Ibarra et al., 2015; Reier-Nilsen et al., 2009; Sinha et al., 2018; Stein et al., 2023; van 

den Brand et al., 2018).  

In den letzten Jahren ist der SeptiFast-Test von Roche Diagnostics zu einem bekannten Beispiel 

im Bereich der molekularen Sepsis-Diagnostik geworden. Dieses Verfahren ermöglicht eine 

schnelle Identifizierung von 25 klinisch wichtigen Pathogenen direkt aus Vollblut in weniger als 

sechs Stunden durch die Anwendung einer Multiplex-Echtzeit-PCR (Lehmann et al., 2008).  

Die Sensitivität des Verfahrens variiert jedoch signifikant, insbesondere bei geringer Keimlast. 

Starke Schwankungen in der Bakterienzahl führen zu variablen Mengen an zirkulierender 
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genomischer DNA im Blut. Bei einer Konzentration von 30 CFU/ml wurden mit SeptiFast-Test 

Trefferquoten zwischen 70 und 100 % erzielt, bei drei CFU/ml lag die Sensitivität zwischen 50 

und 100 % (Lehmann et al., 2008). Studien von Kellogg et al, die die häufigsten Erreger von 

Neonatalsepsis untersuchten, ergab jedoch, dass 68 % der septischen Säuglinge eine 

Bakteriªmie von Ò10 CFU/ml und 42 % sogar Ò1 CFU/ml aufweisen (Kellogg et al., 1997; Kellogg 

et al., 2000). Über die Verwendung von SeptiFast zur Diagnose der Neugeborenensepsis gibt es 

wenig Daten. Die berichteten Sensitivitätsraten variieren zwischen 69% und 89%  (Ortiz Ibarra et 

al., 2015; Paolucci et al., 2009; Torres-Martos et al., 2013).  

Bei hoher Konzentration bakterieller DNA im klinischen Material und ausreichenden Mengen 

desselben stellt die molekulare Diagnostik durch signifikante Zeitersparnis und hohe 

Detektionskapazität eine vorteilhafte Ergänzung zur traditionellen, anzuchtbasierten Diagnostik 

dar. Bei einer geringen Erregerdichte im Blutkreislauf ist die diagnostische Aussagekraft der DNA-

basierten molekularbiologischen Tests aufgrund einer hohen Rate falsch negativer Ergebnisse 

deutlich eingeschränkt. (Fujimori et al., 2010; Guimaraes et al., 2019; Kellogg et al., 1997; Kellogg 

et al., 2000; Nieman et al., 2022; Obiero et al., 2022; Oeser et al., 2020; Ortiz Ibarra et al., 2015; 

Reier-Nilsen et al., 2009; Schelonka et al., 1996; Shao et al., 2022; Sullivan et al., 1982; van den 

Brand et al., 2018; Wouters et al., 2020; Yagupsky & Nolte, 1990; Ziegler et al., 2019). Die 

Problematik falsch-negativer Ergebnissen bei DNA-basierten PCR-Verfahren verschärft sich bei 

Diagnostik von Neugeborenen-Sepsis weiterhin durch die Unzulässigkeit der Entnahmen 

größerer Blutmenge beim Patienten. Dadurch kann die geringe Konzentration der Nukleinsäure 

nicht durch eine Erhöhung des Probevolumens kompensiert werden.  

Diese und weitere Herausforderungen der molekularen Diagnostik in der Mikrobiologie sind in 

der Abbildung 1 zusammengefasst.  
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Abbildung 1: Beispiele für Herausforderungen der  molekularen Diagnostik  
in der medizinischen Mikrobiologie  

 

Die Abbildung zeigt drei wesentliche Bereiche der Herausforderungen für die molekulare Diagnostik. Der 
erste Abschnitt umfasst biologische Aspekte der Zielstrukturen, wie ihre Anzahl im Probenvolumen, ihre 
Zugänglichkeit innerhalb der Probe und bestehende Barrieren wie eine dicke Mureinschicht. Der zweite 
Sektor bezieht sich auf präanalytische Parameter einer Patientenprobe, wie das Probenvolumen, die 
Zumutbarkeit der Probenentnahme und die Komplexität des Blutes als biologische Matrix. Im dritten Bereich 
werden messtechnische Hürden der PCR-Methodik hervorgehoben, insbesondere bei geringer Abundanz 
der initialen DNA-Matrizen.  
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Abbildung 2: Übersicht über bakterielle Nukleinsäuren  

1.2 Nachweis von Nukleinsäuren in Bakterien  
 

Bakterielle Zellen verfügen über beide Arten von Nukleinsäuren, DNA und RNA, die 

unterschiedliche Rollen innerhalb der Zelle spielen und in verschiedenen Mengen vorhanden 

sind. Erbinformation wird in der genomischen DNA (bakterielles Chromosom) und Plasmiden 

(kleine zirkuläre DNA-Moleküle) gespeichert. Die Expression von kodierenden Sequenzen in 

Form von mRNA und anschließende Translation der Information in Form von Proteinen 

ermöglicht die Aufrechterhaltung und Anpassung der meisten physiologischen Prozesse im 

lebendigen Bakterium. Darüber hinaus beinhalten Zellen rRNA- und tRNA -Moleküle, welche 

keine kodierenden Funktionen erfüllen. Die einzelnen Klassen von rRNA (wie 16S rRNA, 5S rRNA 

und 23S rRNA) erfüllen strukturelle Funktionen innerhalb der Ribosomen. tRNA agieren als 

Kofaktoren im katalytischen Prozess bei der Proteinbiosynthese während der Translation, indem 

sie Aminosäuren im katalytischen Zentrum von Ribosomen entsprechend der Vorgabe von 

mRNA platzieren (Abbildung 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.1 Die ribosomale  16s RNA 

Ribosomen sind kleine zelluläre Komplexe aus Proteinen und rRNA, in denen Eiweißsynthese 

stattfindet. Sie sind etwa 20-25 nm groß und bestehen aus zwei unterschiedlich großen 

Untereinheiten. Beide Teile enthalten einzelsträngige rRNA mit angelagerten Proteinen. Die 

prokaryotischen Ribosomen haben eine Gesamtmasse von 70 S. S steht für 

Sedimentationskonstante, früher auch als "Svedberg"-Zentrifugationseinheit bezeichnet. Die 

kleine Untereinheit hat ein Molekulargewicht von 30 S und setzt sich aus 21 ribosomalen 

Proteinen, einer 16s rRNA und einer Trenn-Sequenz (internal transcribed spacer 1, ITS1) 

zusammen. Die größere 50 S-Untereinheit enthält 31 ribosomale Proteine, eine weitere ITS-

Region (ITS2) sowie 23s und 5s rRNA (Gurtler & Stanisich, 1996; Lewin, 1998). 

Ribosomale RNA-Gene, darunter auch die 16s rRNA-Sequenz, eignen sich aufgrund ihres 

ubiquitären Vorkommens und ihrer strukturellen Merkmale hervorragend als Ziele molekularer 

Verfahren in der Diagnostik.  
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Tabelle 2: Übersicht zu den ribosomalen RNA -Molekülen bei Prokaryoten  
 

Ribosom 70S  rRNA Länge, 

Nukleotide  

rDNA 

Große Untereinheit 

50S 

23S 2900 16S, 5S, 23S rDNA-Sequenzen sind 

hintereinander auf bakteriellem Chromosom 

als rrn-Operon lokalisiert.  

Je nach Spezies pro Zelle 1 ï 15 Operons  

5S 120 

Kleine Untereinheit 

30 S 

16S 1500 

Quelle: ĂBacterial Genetics and Genomicsñ L.Snyder CRC Press 2020 

 

1.2.2 Das 16S rDNA-Gen 

Die Analyse bakterieller 16S-rDNA-Gene ist breit etabliert und hat festen Platz in der klinischen 

Routinediagnostik (Church et al., 2020; Clarridge, 2004; Woo et al., 2008). Da die rDNA als "Multi-

Copy"-Gen vorliegt (rrb-Operon) und relativ einfach aufzuspüren ist, besitzen die darauf 

basierenden Nachweisverfahren eine hohe Sensitivität (Pan et al., 2023; Vetrovsky & Baldrian, 

2013). Die etwa 1500 Basenpaare umfassende Sequenz beinhaltet sowohl hoch konservierte als 

auch variable Bereiche, die eine Differenzierung auf dem Niveau der Gattung und der Spezies 

ermöglichen. Bei der 16S-PCR wird das DNA-Fragment amplifiziert, das die 16S rRNA-Sequenz 

kodiert, und taxonomische Identifizierung erfolgt durch Sequenzermittlung und Abgleich mit 

Referenzsequenzen einer Datenbank (Church et al., 2020; Johnson et al., 2019; Sinha et al., 

2018; Sun et al., 2013).  

Die rDNA-Sequenzen sind für die meisten bekannten Mikroorganismen verfügbar und können in 

öffentlich zugänglichen Datenbanken aufgerufen werden. Eine häufig genutzte 

Informationsquelle ist die Sequenzdatenbank der NCBI. Die Sequenzen können mit der vom 

NCBI zur Verfügung gestellten Software analysiert werden. 

Abbildung 3 veranschaulicht schematisch topographische Verhältnisse der ribosomalen Gene 

innerhalb des bakteriellen Chromosomes und zeigt, welche Fragmente in der Regel durch 16S 

PCR amplifiziert werden. 

 

1.2.3 Prinzip der Polymerase -Kettenreaktion (Polymerase -Chain -Reaction , 

PCR)  

Das Polymerase-Chain-Reaction-Verfahren ermöglicht eine selektive enzymatische Vermehrung 

kleinster DNA-Mengen eines bestimmten Gen- bzw. Sequenzabschnittes, der durch zwei 

Oligonukleotide, auch als Primer bezeichnet, genau definiert wird (Saiki et al., 1988). Während 

des PCR-Vorgangs wird ein zyklischer Prozess wiederholt durchlaufen. Er besteht aus 

Denaturierung, Anlagerung (Hybridisierung) und Elongation (Primer-Verlängerung). Bei der 

Denaturierung wird der Doppelstrang durch Hitzeeinwirkung in Einzelstränge getrennt, um den 

Primern die Hybridisierung mit ihren komplementären Sequenzen einer Matrize zu ermöglichen. 
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Abbildung 3: Topografie von rrb -Operon (16S, 23S und 5S) sowie PCR -Nachweis 
von 16S bakteriellen ribosomalen Sequenzen  

Der Anlagerungsschritt (engl. ĂAnnealingñ) erfolgt bei der f¿r die Primer optimalen Temperatur. 

Die darauffolgende enzymatisch katalysierte Anknüpfung von Desoxyribonukleotiden an einen 

an die Matrize hybridisierten Primer (ĂElongationñ) f¿hrt zum Entstehen eines doppelstrªngigen 

DNA-Produktes und somit zu einer Vermehrung der im Reaktionsansatz befindlichen Sequenzen. 

Eine PCR-Reaktion erfordert mindestens zwei Primer, welche die äußeren Grenzen eines PCR-

Fragmenten bilden. Die DNA-Synthese beider Stränge erfolgt in 5ô-3ô-Richtung ausgehend von 

dem 3ô-Ende des Primers mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase. Meistens wird Taq-

Polymerase verwendet. Diese wird aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert, 

und ermöglicht eine wiederholte Durchführung der Zyklen einer PCR-Reaktion, da eine erneute 

Zugabe des Enzyms nach jedem Zyklus nicht erforderlich ist (Saiki et al. 1988). Eine PCR-

Reaktion umfasst gewöhnlich zwischen 30 bis 40 Wiederholungen von gleichen Schritten: 

Denaturierung, Anlagerung und Elongation. Die frisch synthetisierten DNA-Fragmente werden 

immer wieder von den Matrizen getrennt und können in den darauffolgenden Zyklen selbst als 

Matrizen dienen, so dass die Anzahl der Amplifikationskopien mit jedem Zyklus ansteigt. In der 

Praxis wird der Prozess der exponentiellen Zunahme des Produkts von vielen Faktoren begrenzt 

(Morrison & Gannon, 1994). Im Laufe der PCR werden die Primer verbraucht und die 

Amplifikationseffizienz nimmt ab und Reaktion erreicht schließlich ein Plateau. Der gesamte 

Prozess einer PCR-Reaktion wird seit Mitte 90er Jahre in PCR-Thermocyclern bzw. PCR-

Automaten durchgeführt. Solche PCR-Thermocycler ermöglichen eine kontrollierte Abfolge von 

einzelnen Temperatur-Schritten sowie Durchführung von Monitoring von weiteren Parametern 

der Reaktion, wie beispielsweise Überwachung von Fluoreszenzsignalen. Das kontinuierliche 

Monitoring von Fluoreszenzsignalen während einer PCR-Reaktion ist bekannt als Real-Time 

PCR. 

Im Bereich der medizinischen Diagnostik gehört die PCR-basierte Analyse von 16S Sequenzen 

zur Identifizierung von Pathogenen zur Routine (Church et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Abbildung zeigt schematisch die Topografie der ribosomalen Sequenz (rrb-Operon mit mehreren 16S, 
23S und 5S Elementen, "Multi-Copy-Gen") sowie den Ablauf einer 16S-DNA-basierten PCR-Reaktion. Die 
vervielfältigten DNA-Fragmente können durch verschiedene Methoden analysiert werden, beispielsweise 
durch Sequenzierung. 
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1.2.4 Prinzip der Real -Time PCR 

Die Real-Time PCR erlaubt es, die Akkumulation der gewünschten DNA-Abschnitte während der 

Polymerasekettenreaktion in Echtzeit zu verfolgen. Das Fluoreszenzsignal wird entweder durch 

dsDNA-interkalierende Farbstoffe oder durch sequenzspezifische Fluoreszenzsonden erzeugt 

und kann vom Detektionssystem eines PCR-Thermocyclers Zyklus für Zyklus erfasst werden 

(Higuchi et al., 1993). Bei Verfahren mit interkalierenden Farbstoffen korreliert die Menge an 

synthetisierten Doppelsträngen mit der Signalintensität des Fluoreszenzfarbstoffes. Bei 

Verfahren mit Fluoreszenzsonden korreliert das Signal mit der Menge der verbrauchten Sonde. 

In beiden Verfahren kommt es zu Änderung der Intensität des Fluoreszenzsignals. Diese 

Veränderung der Fluoreszenzintensität wird im Verlauf einer PCR-Reaktion erfasst und in Form 

einer Amplifikationsgrafik präsentiert: Die Abszisse (x) repräsentiert den zeitlichen Verlauf einer 

PCR-Reaktion (gewöhnlich als Zyklus-Zahl angegeben), die Stärke des gemessenen 

Fluoreszenzsignals wird auf Ordinate (y) abgebildet (gewöhnlich als Fluoreszenzeinheiten 

angegeben). Eine solche Grafik lässt sich in mehrere Phasen unterteilen. Direkt nach Beginn 

einer PCR-Reaktion und im Verlauf der initialen PCR-Zyklen erfolgt zwar eine exponentielle 

Amplifikation der PCR-Fragmente dennoch ist die Konzentration von spezifischen DNA-

Fragmenten sehr gering, so dass keine Signalveränderungen vom Detektor eines PCR-

Thermocyclers erfasst werden können. Das Fluoreszenzsignal erscheint in Graphik als flache 

Linie, welche das Grundrauschen bzw. das unspezifische Fluoreszenzsignal darstellt. Mit dem 

Fortschritt der PCR-Reaktion akkumuliert die Menge an spezifischen Produkten im 

Reaktionsansatz und die Intensität des Fluoreszenzsignals überschreitet die Schwelle des 

Grundrauschens. In der Signal-Graphik erscheint diese Phase der exponentiellen Produktbildung 

als ansteigende Linie. In der Regel erfolgt ein solcher Anstieg über 6 bis 10 Zyklen und geht 

danach in eine Plateau-Phase über. Hier erfolgt kein Anstieg des Fluoreszenzsignals. Solches 

Echtzeit-Monitoring des Verlaufs einer PCR-Reaktion wurde vor ca. 30 Jahren eingeführt und 

wird seither für Erfassung und Charakterisierung zahlreicher Reaktions-Parameter verwendet 

("Real-time PCR handbook," 2012). Beispielsweise können damit die Sensitivität und die 

Spezifität der Reaktion erfasst und charakterisiert werden. Einer der wesentlichen Vorteile der 

Echtzeitbeobachtung von PCR liegt in der Möglichkeit, Rückschlüsse über die Mengen der 

eingesetzten DNA zu ziehen, was wiederum zur Quantifizierung der in die Reaktion eingesetzten 

DNA-Matrizen genutzt werden kann. Daher werden die Begriffe "Real-Time PCR" und "qPCR" 

(quantitative PCR) synonym verwendet.  

Wesentliche Schritte bei der DNA-basierten Analyse der Pathogenen mittels einer Real-Time 

PCR sind schematisch in der Abbildung 4 zusammengefasst. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von Workflow für Real -Time PCR 
in der med. Mikrobiologie bei Nachweis von Pathogenen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Abbildung veranschaulicht schematisch den Ablauf einer DNA-basierten Real-Time-PCR-Reaktion: 
Zunächst erfolgt die Freisetzung von Nukleinsäuren aus den Bakterien und ihre Aufreinigung. Danach 
werden die PCR-Komponenten (Primer, Polymerase und gegebenenfalls Sonden) mit den aufgereinigten 
Nukleinsäuren zu einem PCR-Ansatz kombiniert, und die Amplifikation spezifischer PCR-Fragmente wird 
durchgeführt. Der Verlauf der PCR-Reaktion wird beispielsweise durch das Monitoring des 
Fluoreszenzsignals einer Sonde überwacht. Das detektierbare Fluoreszenzsignal wird in Form einer Kurve 
in zeitlicher Abhängigkeit aufgezeichnet. Änderungen der Signalintensität geben Hinweise auf die Präsenz 
oder Abwesenheit spezifischer Fragmente. 

 

Zahlreiche Beispiele belegen routinemäßigen Einsatz von Real-Time PCR in der 

mikrobiologischen Diagnostik (Tabelle 3). 

 

Tabelle 3: Beispiele für Verwendung von Real-Time PCR zum Nachweis von bakteriellen 
Pathogenen und ihrer Gensequenzen  

 

 

Strukturen  

 

 

Diagnostische Anwendung  

DNA, 

Chromosom 

 

Gezielter Spezies-Nachweis / spezifische Gen-Sequenzen (Tbc) 

Nachweis universeller rDNA-Sequenzen (16S) 

Nachweis von Pathogenitätsfaktoren (Toxine), z.B. C. dightheriae Toxin 

Nachweis von spezifischen Proteinen (PBP, z.B. MRSA-Screening) 

Molekulare Resistenzbestimmung (z.B. Nachweis von Mutationen (RNA-Pol 

Tbc)) 

DNA, 

Plasmide 

Nachweis von Pathogenitätsfaktoren 
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1.3 Einführung in das Konzept Ă16S rRNA als 
Zielmolek¿lñ  

 

Möglicherweise resultieren aktuelle Limitationen bei der PCR-basierten Identifizierung von 

Sepsiserregern teilweise aus einer begrenzten Menge an Ziel-DNA im klinischen Material wie 

Blut oder Plasma. Ein Vergleich mit den Erfahrungen in der virologischen Diagnostik bei der 

Detektion von DNA- und RNA-Viren verdeutlicht dies: Das Vorhandensein ausreichender Mengen 

an Zielmolekülen, wie beispielsweise bei Hepatitis-B- (DNA-Moleküle) oder Hepatitis-C-Viren 

(RNA-Moleküle), ermöglicht den kostengünstigen und automatisierten Einsatz spezifischer PCR-

basierter Methoden im Routinebetrieb.  

 

Das Konzept der Identifizierung von Pathogenen auf Basis des sequenzspezifischen Nachweises 

von 16S rRNA mittels RT-qPCR zielt darauf ab, die hohe Anzahl dieser Moleküle in jeder 

vermehrungsfähigen bakteriellen Zelle für diagnostische Zwecke zu nutzen. In der vorliegenden 

Arbeit wurde das Modelbeispiel von 16S rRNA von S. agalactiae zu Überprüfung dieser These 

verwendet.  

 

Die Menge der eingesetzten DNA-Kopien in eine PCR-Reaktion spielt eine wichtige Rolle. 

Obwohl eine PCR theoretisch von einem einzelnen DNA-Molekül gestartet werden kann, zeigt 

die Praxis, dass eine weitaus größere Anzahl von DNA-Kopien im Untersuchungsmaterial 

erforderlich ist, um eine stabile und zuverlässige Diagnostik und Identifizierung von Pathogenen 

zu gewährleisten. 

 

Im Rahmen eines 16S rRNA-basierten Konzepts werden die in der Probe anwesenden rRNA-

Moleküle mittels Reverser Transkriptase in cDNA umgewandelt, bevor sie einer PCR-Reaktion 

zugeführt werden. Dadurch steht für die 16S-qPCR-Reaktion nicht nur die genomische DNA mit 

ihren ribosomalen Sequenzsegmenten zur Verfügung, sondern zusätzlich auch die von rRNA 

umgeschriebene cDNA mit identischen Sequenzsegmenten. In der 16S qPCR können beide 

Arten von DNA erkannt werden und zu Vermehrung von PCR-Fragmenten führen.  

 

Dabei sind verschiedene Effekte auf die PCR-basierte Diagnostik zu erwarten: 

¶ Eine Reduzierung der falsch-negativer PCR-Ergebnisse. 

¶ Weniger aufwendige Isolationsschritte für die Nukleinsäuren könnten genutzt werden, 

wodurch der Zeit- und Materialaufwand für die Molekulare Diagnostik verringert würde. 

¶ Potenziell die Möglichkeit, freizirkulierende Nukleinsäuren (rRNA im Plasma) zu 

identifizieren und somit den Nachweis von Pathogenen auch in Abwesenheit intakter 

bakterieller Zellen im klinischen Material zu ermöglichen. 

 

Gemeinsamkeiten und Unterschiede der 16S rRNA- und 16S rDNA-Nachweisverfahren sind in 

der Abbildung 5 und in der Tabelle 4 schematisch zusammengefasst. 
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Abbildung 5: Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen 16S rRNA und 16S rDNA 
basiertem Nachweis von Pathogenen  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 4: Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen 16S rRNA und 16S rDNA 
basiertem Nachweis von Pathogenen  

 

 

Schritt in der Analyse  16S rRNA basiert  16S rDNA basiert  

Isolierung von Nukleinsäuren  Gleichzeitige Isolierung von 

RNA und DNA  

Isolierung von DNA  

(chromosomal) 

Reverse Transkription vor 

PCR 

Umschreibung von rRNA in 

cDNA mittels Reverser 

Transkriptase 

Entfällt 

PCR / qPCR Input: 

Genomische DNA und cDNA 

 

Detektion: 

Sonden-basierte bzw.  

Farbstoff-basierte Erfassung 

des PCR-Verlaufs  

Input: 

Genomische DNA  

 

Detektion: 

Sonden-basierte bzw.  

Farbstoff-basierte Erfassung 

des PCR-Verlaufs 

Post-PCR Processing Tm-Analyse 

 

Sequenzierung (Sanger) 

oder ggf. Deep-Sequencing 

via NGS 

Tm-Analyse 

 

Sequenzierung (Sanger) oder 

ggf. Deep-Sequencing via 

NGS 
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Im Folgenden werden beispielhaft einige bakterielle Nukleinsäuren betrachtet und ihre Bewertung 

aus der Perspektive molekulardiagnostischer Verfahren kurz skizziert. 

Das bakterielle Chromosom besteht aus DNA und liegt in der Zelle einzeln vor. Die meisten 

Sequenzen mit diagnostischer Relevanz (z.B. MecA-Kassette bei MRSA) sind als singuläre 

Kopien im Genom vertreten. Eine Ausnahme bilden hierbei die Sequenzabschnitte, die für 

ribosomale RNA codieren. Die meisten humanpathogenen Bakterien besitzen mehrere Kopien 

von 16S rDNA-Sequenzen, typischerweise zwischen fünf und zehn. S. agalactiae umfasst sieben 

solcher Abschnitte. 

Bei klinischen Proben mit einer Vielzahl von Bakterien, beispielsweise bei der Analyse von 

eitrigen Wundabstrichen, werden normalerweise zwischen einigen Tausend bis zu mehreren 

Millionen bakterieller Zellen erfasst. Etwaige Verluste während der Probenaufbereitung, wie z. B. 

beim unzureichender Zellwand-Degradation, werden in den meisten Fällen durch die anfänglich 

hohe Anzahl von Zellen kompensiert. 

Im Gegensatz dazu können in klinischem Material mit geringer Abundanz von bakteriellen Zellen 

(z. B. Blutproben bei Sepsis) durch Verlust der gDNA während der Probenvorbereitung falsch-

negative Ergebnisse auftreten.  

Ribosomale RNA (rRNA) werden im Rahmen der Transkription der bakteriellen rDNA-Gene durch 

RNA-Polymerasen synthetisiert. Die rRNA-Moleküle sind integraler Bestandteil von Ribosomen. 

Die Anzahl ribosomaler RNA in einer lebendigen bakteriellen Zelle liegt zwischen 100 und 10.000 

je nach physiologischem Zustand der Zelle. Bei Vermehrung benötigen Bakterien viele Proteine, 

so dass die Anzahl von Ribosomen und somit auch rRNA hochreguliert wird. 

In klinischen Proben, in denen eine hohe Anzahl bakterieller Zellen vorhanden ist und eine DNA-

basierte PCR-Reaktion zuverlässig Pathogene nachweisen kann, bietet die ribosomale RNA 

(rRNA) wahrscheinlich keinen zusätzlichen Nutzen. Bei Proben mit begrenzter 

Bakterienverfügbarkeit und einem daraus resultierenden Risiko für falsch-negative Ergebnisse 

könnte jedoch die zahlenmäßig weit überlegene rRNA eine nützliche Rolle spielen. 

Die Verwendung von 16S-rRNA in der PCR erfordert die Berücksichtigung verschiedener 

Aspekte: 

Erfordernis von zusätzlichen biochemischen Schritten vor PCR 

Anders als genomische DNA kann die ribosomale RNA nicht direkt in einer PCR verwendet 

werden. Vor Beginn einer PCR muss die Information aus rRNA in komplementäre DNA (cDNA) 

mithilfe einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase umgeschrieben werden. Die Synthese von 

cDNA unter Verwendung von rRNA als Vorlage ist ein enzymatischer Prozess und wird von einer 

Vielzahl von Faktoren beeinflusst, die in dieser Arbeit genauer untersucht werden.  

Strukturelle Besonderheiten von 16S rRNA 

Die Sequenzinformationen der rRNA und rDNA sind zwar identisch, aber ihre biochemischen 

Eigenschaften unterscheiden sich signifikant. Erstens besteht rRNA aus Ribonukleotiden, was 

dazu führt, dass DNA-abhängige Polymerasen wie die Taq-Polymerase nicht in der Lage sind, 

RNA als Vorlage zu nutzen. Zweitens werden rRNA-Moleküle an bestimmten Stellen durch 

posttranskriptionelle Modifikationen chemisch verändert. Solche Modifikationen an den Nukleotid-

Bausteinen können molekularbiologische Prozesse beeinflussen, wie beispielsweise die Funktion 
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von Enzymen wie Reversen Transkriptasen. Darüber hinaus weisen rRNA-Moleküle eine 

ausgeprägte Faltung auf, wobei intramolekulare Doppelstränge entstehen, die als "Loops" oder 

"Hairpins" bezeichnet werden. Diese Sekundärstrukturen besitzen eine hohe thermodynamische 

Stabilität, was die Bindung von Primer oder die Verlängerung durch Reverse Transkriptasen 

erheblich beeinträchtigen kann. Diese Eigenschaften der rRNA und ihre Auswirkungen auf die 

Reaktionsdynamik werden in dieser Arbeit genauer analysiert. 
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2 Fragestell ung  der Arbeit  

 

Angesichts der herausfordernden Aspekte bei der Diagnose von Sepsis stellt sich die Frage, wie 

die mikrobiologische Diagnostik dieses schwerwiegenden Krankheitsbildes verbessert werden 

kann. Eine Möglichkeit zur Beschleunigung und Optimierung der Erregeridentifizierung besteht 

darin, die Sensitivität, Spezifität und Geschwindigkeit etablierter Methoden zu erhöhen. Ein 

vielversprechender Ansatz zur Steigerung der Empfindlichkeit und Robustheit von PCR-basierten 

Verfahren liegt in der Verwendung hochabundanter bakterieller RNA-Moleküle anstelle 

chromosomaler DNA. Eine erhöhte Sensitivität molekularer Nachweismethoden könnte unter 

anderem bei invasiven Neugeboreneninfektionen, wie beispielsweise durch S. agalactiae, von 

großem Nutzen sein.  

 

Die Fragestellung dieser Arbeit war, das Potenzial der 16S rRNA als neuen molekularen Marker 

für den PCR-basierten Nachweis am Beispiel des Erregers Streptococcus agalactiae zu 

untersuchen. Ein zentraler Fokus lag dabei auf der Entwicklung und Optimierung einer 16S rRNA-

basierten Reverse-Transkriptase-qPCR und auf der Bewertung der Sensitivitätssteigerung im 

Vergleich zur Standard-qPCR.  

 

Im Vordergrund stand der Vergleich zwischen 16S rDNA und 16S rRNA als molekulare Targets 

hinsichtlich ihres potenziellen Einsatzes bei PCR-basierten Nachweisverfahren. Dabei wurden 

insbesondere Unterschiede dieser Zielstrukturen in Bezug auf die erreichbare analytische 

Sensitivität und Spezifität der molekularen Verfahren überprüft. Die Limitationen beider 

Targetmoleküle sollten kritisch betrachtet und diskutiert werden. 

 

Des Weiteren sollten die Ergebnisse im Kontext der diagnostischen Anwendbarkeit in der 

klinischen Routine kritisch bewertet werden. Insbesondere sollten die derzeitigen Limitationen 

einer PCR-basierten Sepsis-Diagnostik diskutiert werden. Darüber hinaus galt es zu analysieren, 

unter welchen Bedingungen der Einsatz von 16S rRNA als Zielmolekül die mikrobiologische 

Diagnostik vorantreiben kann.  
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3 Material und Methoden  

 

3.1  Materialliste und Bezugsquellen  
 

3.1.1 Chemikalien und Enzyme  

 

Alle Hilfsmittel wurden aus kommerziellen Quellen bezogen: 

 

3.1.1.1 Chemikalien:  

Tabelle 5: Chemikalien  
 

Chemikalien   Hersteller  

1000 bp DNA-Längenstandard Invitrogen GmbH, DE 

Agarose  Carl Roth, DE 

Bromphenolblau Carl Roth, DE 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Merck, DE 

dNTP Qiagen, DE 

Borsäure Merck, DE 

Ethanol Merck, DE 

Ethidiumbromid Merck, DE 

0,5 M EDTA pH 8,0    Sigma-Aldrich, DE 

Ficoll  Pharmacia GmbH, DE 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Merck, Darmstadt, DE 

IGEPAL CA-630 Sigma-Aldrich, DE 

Tris-HCl Sigma-Aldrich, DE 

Tris Sigma-Aldrich, DE 

MgCl2 Sigma-Aldrich, DE 

NH4Cl Sigma-Aldrich, DE 

KCl Sigma-Aldrich, DE 

Mg(OAc)2 Sigma-Aldrich, DE 

Tween 20 Sigma-Aldrich, DE 

 

 

3.1.1.2 Lösungen  

Ficoll-Puffer 

Ficoll 15 g 

1x TBE-Puffer  100 ml 

Bromphenolblau (gesättigt) 1 ml 
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Proteinase K Stammlösung (10mg/ml) 

Proteinase K 100 mg 

ddH2O 10 ml 

 

1x One Taq Standard Reaction Buffer 

Tris-HCl 20 mM 

MgCl2 1,8 mM 

NH4Cl 22 mM 

KCl 22 mM 

IGEPAL CA-630 0,06 % 

Tween 20, ph 8,9 @ 25 °C 0,05 % 

 

5 PRIME HotMasterMix 

HotMaster Taq DNA Polymerase 50 U/ml 

HotMaster Taq Buffer pH 8.5 2,5 x 

Mg(OAc)2 6.25 mM 

dNTP 500 µM 

 

Lysozym Stammlösung (100mg/ml) 

Lysozym 100 mg 

ddH2O 1 ml 

 

Tris-Puffer 

Tris/HCl 1 M 

pH 8,0 

 

TBE (10x) pro Liter 

Tris 108 g 

Borsäure  55 g 

0,5 M EDTA pH 8,0    40ml 

ddH2O ad 1 l  

 

Elektrophorese-Puffer 

TBE 10x 

Tris-HCl 10x 

0,5 M EDTA pH 8,0    40 ml 

ddH2O ad 1 l  
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3.1.1.3 Enzyme:  

Tabelle 6: Enzyme  
 

Enzym  Hersteller  

HotStarTaqTM DNA Polymerase Qiagen, DE 

5PRIME HotMaster Taq DNA-Polymerase 5PRIME GmbH, DE 

One Start Hot Taq DNA Polymerase New England Biolabs GmbH, DE 

Proteinase K Qiagen, DE 

Lysozym Qiagen, DE 

DNase I 

DNase I recombinant, RNase free 

High Pure RNA Isolation Kit, Roche, CH 

Roche, CH 

 

3.1.2 Kommerzielle Kits  

Tabelle 7: Kom merzielle Kits  
 

Kit  Hersteller  

Prime HotMaster Mix (2,5 x) 5 Prime, DE 

TRIzol GIBCO BRL, Life Technologies, DE 

MagAttract HMW DNA Kit Qiagen, DE 

OneStep RT-PCR Kit Qiagen, DE 

High Pure RNA Isolation Kit Roche, CH 

 

3.1.3 Geräte und Verbrauchsmaterialien  

Tabelle 8: Geräte  
 

Geräte  Hersteller  

StepOne Plus  

Zentrifuge 5402 

Applied Biosystems, USA  

Eppendorf Gerätebau, DE 

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer NanoDrop Technologies, USA 

Magnetic Rack Qiagen, DE 

Tischzentrifuge Sigma 1-14 

Thermomixer 

Sigma Laborzentrifugen GmbH, DE 

Eppendorf, DE 

Vortexer  Janke & Kunkel, DE 

 

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien  
 

Verbrauchsmaterialien  Hersteller  

Eppendorftubes Safe Lock, Standard  

0,5 ml, 1,0 ml, 1,5 ml, 2,0 ml 

Eppendorf, DE 

 

Pipettenspitzen Eppendorf, DE 
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3.1.4 Oligonukleotide  

Die Oligonukleotide, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden, stammen von der Firma Eurofins 

MWG Operon (Ebersberg, DE). Sequenzen sind in der Tabelle 10 dargestellt. 

 

Tabelle 10: Sequenzen und Bezeichnungen der verwendeten Oligonukleotide sowie 
deren publizierte Verwendung bzw. Ursprung und Lage innerhalb des 16s -rDNA 

 

Primer -

Gruppe  

Primer -

Kombination  

Position 

im  

16s rDNA -

Gen 

Sequenz 5' -3'/ Länge, bp  
PCR-

Produktlänge  
Referenz  

A 

A1 

49-68 F: ttggtgtttacactagactg, 20 

126 bp 

(Elias et al., 2012; Meiri-

Bendek et al., 2002) 

175-155 R: actaacatgtgttaattactc, 21 
(Martinez et al., 2001; 

Wang et al., 1999) 

A2 

40-60 F: cgctgaggtttggtgtttaca, 20 

157 bp 

(Amin et al., 2011; Riffon 

et al., 2001) 

197-174 R: aagcaattgctccttttaaataac, 24 (Sakaguchi et al., 2010) 

A3 

40-68 

F: 

cgctgaggtttggtgtttacactagactg, 

29 157 bp 

Eigene Planung in 

Anlehnung an Elias et al, 

2012 

197-155 
R: aagcaattgctccttttaaata 

actaacatgtgttaattactc, 43 
  

B 

B1 

174-197 F: gttatttaaaaggagcaattgctt, 24 

285 bp (Sakaguchi et al., 2010) 

458-434 R: ttggtagattttccactcctaccaa, 25 

B2 

155-175 F: gagtaattaacacatgttagt, 21 

290 bp 

 (Wang et al., 1999) 

445-426 R: cactcctaccaacgttcttc, 20 
(Amin et al., 2011; Riffon 

et al., 2001) 

B3 

155-197 
F: gagtaattaacacatgtta 

gttatttaaaaggagcaattgctt, 43 
304 bp 

Eigene Planung   in 

Anlehnung an Sakaguchi 

et al., 2010 458-426 
R: ttggtagattttc 

cactcctaccaacgttcttc, 33 

C 

C1 

975-1000 
F: catccttctgaccggcctagagatag, 

26 161 bp 

(Ahmet et al., 1999; Kong 

et al., 2002) 

1135-1115 R: ctcgctagagtgcccaactta, 21 (Bergin et al., 2010) 

C2 

1002-1020 F: ctttctcttcggagcagaa, 19 

134 bp (Bergin et al., 2010) 

1135-1115 R: ctcgctagagtgcccaactta, 21 

C3 

988-1020 
F: ggcctagagatagg 

ctttctcttcggagcagaa, 33 
164 bp 

Eigene Planung in 

Anlehnung an Bergin et 

al., 2010 1151-1115 
R:  gtttattaccggcagt 

ctcgctagagtgcccaactta, 37 
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Bei der Zielsequenz handelt es sich bei allen Oligonukleotiden um 16s-rRNA-Gen von S. 

agalactiae (NCBI Reference Sequence: NR_040821.1). Die angegebenen Positionen und 

Sequenzlängen beruhen auf den Datenbankeinträgen der NCBI. 

 

3.1.5 Software  

Tabelle 11: Software  
 

Analyse  Software  

RT-qPCR StepOneTM-Software, Applied Biosystems (Thermo Fisher) 

Primer-Analyse OligoAnalyzer 3.1, Integrated DNA Technologies 

Text, Bilder, Graphen  

und Statistik 

Excel, PowerPoint, Word  

 
Ergänzend wurden diverse Tools und Funktionen auf der Website des National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2010-2012) zur Sequenzanalyse 

herangezogen. 

 

3.2 Methoden  
 

3.2.1 Design von  sequenzspezifischen Primern  

Die Auswahl der Primer bestimmt in hohem Maße den Erfolg der PCR-Reaktion.  Diese wurden 

anhand von Literaturquellen und eigenen Studien ausgesucht, wobei spezifische Abschnitte des 

16s-rDNA-Gens als Zielregion dienten. Die DNA-Sequenzen der zu amplifizierenden 

Genbereiche wurden aus der NCBI-Datenbank extrahiert. 

Zunächst wurden mehrere Primer- und Sondensequenzen aus verschiedenen wissenschaftlichen 

Publikationen ausgewählt. Parallel dazu wurden eigene Primer und Sonden entwickelt. Bei der 

Auswahl und Gestaltung der Oligonukleotide, die als PCR-Primer dienen sollten, wurden folgende 

Kriterien berücksichtigt: 

¶ Vermeidung von komplementären Sequenzen innerhalb der einzelnen Primer oder 

zwischen den Primern eines Paares.  

¶ Vermeidung einer unausgewogenen Basenzusammensetzung und von repetitiven 

Sequenzen. Der optimale GC-Gehalt sollte 40-60 % betragen. 

¶ Die Annealing-Temperatur der Primersequenzen sollte im Bereich von 58 °C und 68 °C 

liegen und idealerweise ähnlich für beide Primer eines Paares sein.  

¶ Die Länge der Primer sollte mindestens 15 und höchstens 30 Nukleotide betragen. 

 

Zur Überprüfung dieser Kriterien wurde das NCBI-Programm BLAST verwendet. 

Anschließend erfolgte eine computergestützte Ermittlung von Sekundärstrukturen bei der 

Annealing-Temperatur von 60 °C mittels des mFOLD-Programms. 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide stammen von der Firma Eurofins MWG Operon 

(Ebersberg, DE). Ihre Sequenzen, Bezeichnungen sowie Veröffentlichungen bzw. Ursprünge und 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ihre Lage innerhalb der 16s-rDNA sind in der Tabelle 10 aufgeführt. Die als Lyophilisate 

gelieferten Primer und Sonden wurden in autoklaviertem Wasser auf eine Konzentration von 10 

µM eingestellt und aliquotiert. 

In den nachfolgenden Versuchsreihen sollten die ausgewählten Primer auf ihre Eignung für die 

spezifische und sensitive Amplifikation von S. agalactiae getestet werden.  

 

3.2.2 Kultivierung von Bakterien  

Als Material diente die Übernachtkultur. Für die Kultivierung wurde der Stamm von S. agalactiae 

ATCC 13813 verwendet. 

 

3.2.3 Präparation von Nukleinsäuren aus Bakterienkultur  

Die Probenaufbereitung beinhaltete mehrere Schritte: Zellaufschluss und Freisetzung der 

Nukleinsäure, Beseitigung der störenden Bestandteile und Schutz der freien Nukleinsäure vor 

Abbau. Für die Zentrifugation wurde eine Tischzentrifuge mit einem Winkelrotor (Sigma 1-14) 

eingesetzt. 

 

3.2.3.1 Zellaufschluss  

Zur Vorbereitung des Ausgangsmaterials wurde eine Bakterienkolonie aus einer Übernachtkultur 

mit einer Öse in 1 ml 10 mM Tris-Puffer pH 8,0 überführt und bei 12000 g für 5 Minuten 

zentrifugiert. Das Pellet wurde in 160 µl Tris-Puffer pH 8,0 resuspendiert und 20 µl Lysozym 

(10 mg/ml) wurden hinzugefügt. Der Ansatz wurde durch vorsichtiges Schütteln gemischt und im 

Heizblock bei 37 °C für 60 Minuten inkubiert. Anschließend wurde die Temperatur des Heizblocks 

auf 56 °C erhöht und es wurden 20 µl Proteinase K (Qiagen fertige Mischung) zugegeben. Nach 

einer 30-minütigen Verdauungsphase wurde die Probe für 10 Minuten auf 95 °C erhitzt, um die 

zugesetzten Enzyme zu inaktivieren und die noch intakten Zellen aufzuschließen. Nach einer 5-

minütigen Zentrifugation bei 13000 g wurde der Überstand abpipettiert und je nach gewählter 

Aufreinigungsmethode weiterverwendet. 

 

3.2.3.2  DNA-Präparation  

Die DNA-Aufreinigung erfolgte mittels MagAttrakt DNA Kit (Qiagen, DE).  

Das Verfahren beruht auf der Fähigkeit der Nukleinsäure, sich in Gegenwart von bestimmten 

chaotropen Salzen an die Silicaoberfläche magnetischer Partikeln zu binden. Die Beads mit der 

daran gebundenen DNA werden von einem äußeren Magneten gehalten, während die 

unerwünschten Rückstände in mehreren Waschschritten entfernt werden.  

Vor der Aufreinigung wurden die Bakteriensuspensionen nach der im Abschnitt 3.2.3.1 

beschriebenen Methode vorbehandelt und nach Abkühlung mit 150 µl Buffer AL gemischt. 

Entsprechend dem Herstellerprotokoll wurde das Bakterienmaterial zunächst mit den 

magnetischen Silicabeads (15 µl MagAttract Suspension G) und dem Bindepuffer (280 µl Buffer 

MB) in Kontakt gebracht und gründlich gemischt. Die DNA bindet dabei an die Oberfläche von 

beschichteten Magnetpartikeln. Um die Anlagerung der DNA an Beads zu ermöglichen, wurde 

das Reagenzglas für 3 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Thermomixer (900 rpm) inkubiert.  
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Anschließend wurde die Probe für ca. 1 Minute über einem äußeren Permanentmagneten 

positioniert. Dabei werden die magnetischen Partikel samt DNA an die Wand gezogen und 

verbleiben im Gefäß. Die übrigen Bestandteile der Lösung wurden mit Hilfe einer Pipette 

vorsichtig abgezogen und verworfen. In dem anschließenden Waschschritt wurden unerwünschte 

Restrückstände, wie Zelltrümmer, Proteine, Lipide, PCR-inhibierende Substanzen weitgehend 

entfernt. Dazu wurden die DNA-behafteten Beads mit 700 µl Buffer MW1 und anschließend mit 

700 µl Buffer PE gewaschen. Jeder Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Das Waschmedium 

wurde nach einer kurzen Inkubation (1 Minute) auf einem Thermomixer bei Raumtemperatur und 

900 rpm durch Anlegen eines äußeren Magnetfeldes aus dem Gefäß entfernt. Zum Schluss 

wurde die gebundene Nukleinsäure mit einem speziellen, im Kit enthaltenden Elutionspuffer von 

den Partikeln gelöst und magnetisch separiert. 

Die aufgereinigte DNA wurde entweder direkt weiterverarbeitet oder bis zur Verwendung bei  

-20 °C gelagert und unmittelbar vor der Untersuchung aufgetaut. 

 

3.2.3.3 Isolierung der Gesamt -RNA 

Zu Beginn der Experimente wurde die Isolierung der Gesamt-RNA mittels der Trizol-Standard-

Methode durchgeführt. Im späteren Verlauf wurde die Trizol-Methode im Hinblick auf 

Handhabung und Zeitersparnis durch das High Pure RNA Isolation Kit von Roche ersetzt.  

 

Trizol -Standard -Verfahren : 

Das Trizol-Verfahren beruht auf dem Prinzip der klassischen Phenol-Chlorofom-

Guanidiniumisothiocyanat-Extraktion nach Chomzcynsky und Sacchi (1987) und beinhaltet 

folgende Schritte: Zelllyse, Phasentrennung, RNA-Präzipitation, Waschen und Resuspension der 

RNA (Chomczynski & Sacchi, 1987). 

Zelllyse: 300 µL Probe wurden mit 900 µl TRIzol, einer monophasischen Lösung aus Phenol und 

Guanidinisothiocyanat, durch mehrfaches Pipettieren gemischt und 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Guanidinisothiocyanat denaturiert Zellwandproteine und dient zur 

Lyse der Bakterien. Gleichzeitig werden Nukleasen und andere Enzyme effektiv deaktiviert. Die 

freigesetzte RNA wird dabei im Phenol gelöst. 

Phasentrennung: Unter dem Abzug wurden den Proben 200 µl Chloroform zugesetzt, per Hand 

ca. 20-mal stark geschüttelt und für 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 15-

minütigen Zentrifugation mit 12000 g wurden drei Phasen sichtbar: die obere wässrige Phase mit 

RNA, die DNA-enthaltende Interphase und das untere Protein/ Chloroform-Phase. Die obere 

Phase wurde behutsam mit einer Pipette entnommen und in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß 

transferiert. 

RNA-Präzipitation: Die Fällung der RNA erfolgte mit 500 µl 100% Isopropanol. Nach einer 

weiteren 10-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur und einer Zentrifugation bei 12000 g war 

die RNA als festes weißes Pellet am Boden des Eppendorfgefäßes erkennbar.  

Waschschritt: Der Überstand wurde verworfen und das Sediment mit 1 ml 75 % Ethanol durch 

Vortexen gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation mit 7500 g über 10 Minuten wurde der 
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Alkohol vorsichtig abpipettiert, und das Pellet wurde bei Raumtemperatur ca. 20 Minuten 

luftgetrocknet.  

Resuspension: Die RNA wurde abschließend in 50 µl RNase-freiem Wasser resuspendiert. Zur 

vollständigen Auflösung des Sediments wurden die Proben bei 50 °C 10 Minuten lang inkubiert. 

Bis zur weiteren Verarbeitung wurde die RNA bei -80 °C gelagert. Die DNA wurde aus der 

Interphase mit Ethanol extrahiert.        

 

High Pure RNA Isolation Kit : 

Das Verfahren ermöglicht durch Verwendung eines speziellen Salz-Puffersystems spezifische 

Bindung von Nukleinsäuren an Glasfaser- oder Silica-Oberflächen, während die übrigen 

Begleitsubstanzen wie z. B. Salze und Proteine effizient separiert werden. Zum Schluss wird die 

isolierte RNA in RNase-freiem Wasser eluiert.  

Die einzelnen Schritte wurden im Wesentlichen nach dem Herstellerprotokoll des RNA-

Extraktions-Kits durchgeführt.  

Analog dem Standardprotokoll wurden vor der ersten Verwendung des Kits 20 ml 96 % Ethanol 

(0,6 Volumenanteile) zu Waschpulver I, 40 ml 96 % Ethanol (0,6 Volumenanteile) zu Waschpulver 

II pipettiert.  

Nach Zugabe von 400 ɛl Lyse-Puffer wurde der Ansatz gevortext, in das obere Reservoir des 

High Pure Filter Tube pipettiert und anschließend 15 Sekunden bei 10.000 g zentrifugiert. Der 

Durchfluss im Auffanggefäß wurde verworfen.  

Die Bindebedingungen des Kits sind laut Herstellerangaben für RNA optimiert. Reste von 

kontaminierender DNA konnten bei Bedarf durch eine enzymatische Verdauungsreaktion mit 

DNAse I direkt auf dem Glasvlies abgebaut werden. Da für die Zielsetzung dieser Arbeit die Art 

der gewonnenen Nukleinsäure eine untergeordnete Rolle spielte, wurde bei dem Großteil der 

Experimente auf DNA-Verdau verzichtet und mit der Extraktion fortgefahren. 

Beim ersten Waschschritt wurden dem Ansatz 500 ɛl Waschpuffer I zugegeben und 15 Sekunden 

bei 10.000 g zentrifugiert. Der zweite Waschschritt wurde mit 500 ɛl Waschpuffer II durchgef¿hrt. 

Der Durchfluss wurde jedes Mal verworfen. Im Anschluss wurden 200 µL Waschpuffer II in die 

Tubes pipettiert und ein weiterer Zentrifugationsschritt über 2 Minuten bei 13.000 g 

angeschlossen, um Reste des Puffers zu entfernen. Das Sammelgefäß mit Durchfluss wurde 

verworfen. 

Zur Elution der RNA wurden die Filter Tubes in ein steriles 1,5 ml Auffanggefäß eingesetzt, mit 

50 ɛl Elutionspuffer gef¿llt und 1 Minute bei 10.000 g zentrifugiert. Danach erfolgte die sofortige 

Weiterverarbeitung der RNA und die Kryokonservierung des Restes bis zur weiteren Verwendung 

bei ï80 °C. Zum Schutz der RNA vor enzymatischem Abbau wurden die Proben mit einem 

RNase-Inhibitor versetzt.  

  

3.2.3.4 Quantifizierung und Qualitätskontrolle der Nukleinsäuren  

Die Konzentration und Reinheit extrahierter Nukleinsäure wurden mit dem Spektralphotometer  

NanoDrop
 

ND1000 bestimmt, indem die Absorption bei 260 nm (Absorptionsmaximum von 

DNA/RNA) sowie bei 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) gemessen wurde.  
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Die Konzentration der Nukleinsäure in der Probe kann wie folgt berechnet werden:  

C (ng/µl) = OD
260

× F 

Wobei OD
260

 die Absorption bei 260 nm und F der Multiplikationsfaktor (40 für ssRNA, 50 für 

dsDNA) sind. Eine optische Dichte von 1 bei 260 nm entspricht somit einem DNA-Gehalt von 

etwa 50 µg/ml. 

Die Reinheit der Nukleinsäure kann durch das Verhältnis der optischen Dichten bei 260 nm und 

280 nm beurteilt werden. Diese Messung ermöglicht auch einen qualitativen Vergleich 

verschiedener Reinigungsmethoden. Ein Quotient im Bereich von 1,8 bis 2,2 deutet auf einen 

hohen Reinheitsgrad der Nukleinsäurelösung hin. 

 

3.2.4 Konventionelle PCR  und Gelelektrophorese  

3.2.4.1 PCR-Amplifikation  

Die ausgewählten Primer sollten nun auf ihre Eignung, gewünschte DNA-Fragmente spezifisch 

zu amplifizieren, in einer konventionellen Test-PCR untersucht werden.  

Das Gesamtvolumen eines PCR-Ansatzes betrug 25 µl und enthielt folgende Komponenten: 

 

Reagenz  Volumen, µl  
Konzentration im 

Reaktionsansatz  

5x One Taq Standard Reaktion Buffer 5 1x 

10 mM dNTPs 0,5 200 µM 

10 µM Vorwärts Primer 0,5 0,2 µM 

10 µM Rückwärts Primer 0,5 0,2 µM 

One Taq Hot Start DNA Polymerase 0,125 0,625 U/ 25 µl 

RNase-freies Wasser 13,375  

DNA, Konzentration 5  

 

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind der Tabelle 10 zu entnehmen. 

In allen Schritten wurden autoklavierte Reaktionsgefäße und Filterpipettenspitzen verwendet, um 

Verunreinigungen zu verhindern. Jeder Versuch wurde von zwei NTCs (No Template Control) 

begleitet, bei denen Nukleinsäure durch steriles Wasser ersetzt wurde. 

Die PCR wurde in einem programmierbaren Thermocycler gemäß dem folgenden Protokoll 

durchgeführt (Tabelle 12). 
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Tabelle 12: Das Temperaturprofil für konventionelle PCR  
 

Programm  Anzahl von Zyklen  Temperatur, °C  Dauer  

Schritt 1:  

Initiale Hitzedenaturierung 

 

1 95 15 Minuten  

Schritt 2:  Denaturierung 

40 

95 45 Sekunden 

Schritt 3:  Anlagerung, ĂAnnealingñ 55 60 Sekunden 

Schritt 4:  Verlängerung, ĂElongationñ 72 60 Sekunden 

Schritt 5:  Verlªngerung, ĂElongationñ 1 72 10 Minuten 

Schritt 6:  Beenden der Reaktion 1 4 unbegrenzt 

 

3.2.4.2 Agarosegelelektrophorese  

Zur ersten Qualitätskontrolle einer ausreichenden Amplifikation wurden die PCR-Produkte direkt 

nach Abschluss der PCR gelelektrophoretisch getrennt, durch Ethidiumbromid angefärbt und 

unter dem UV-Licht sichtbar gemacht. Die Größenzuordnung der Fragmente erfolgte anhand des 

Längenstandards 100 bp ladder (Thermo Fisher).  

Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und durch Ethidiumbromid (1µl pro 

100ml TBE-Puffer) unter UV-Licht sichtbar gemacht.  

Für die Herstellung des 2 % Gels wurden 2 g des Agarosepulvers in einem Erlenmeyerkolben 

gewogen und in 100 ml TBE-Puffer durch mehrmaliges Aufkochen in der Mikrowelle zu einer 

Konzentration von 2,0 % gelöst. Zu dem noch warmen Gel wurden 3 µl Ethidiumbromid zugefügt, 

um die Banden sichtbar zu machen. Die warme Agaroselösung wurde in die vorbereitete 

Gelkammer gegossen. Nachdem das Gel fest geworden war, wurde die Form mit dem TBE-Puffer 

bedeckt.  

8 µl des PCR-Produkts wurden mit 2 µl Ladepuffer in die geformten Geltaschen eingefüllt und bei 

90 V über einen Zeitraum von 40 Minuten aufgetrennt. Zur Bestimmung der Fragmentlänge wurde 

neben der Probe ein 1:10 verdünnter 100 bp Größenmarker pipettiert. 

Der Fortschritt der Elektrophorese wurde anhand des niedermolekularen Farbstoffs Bromficolblau 

beobachtet, welches zuvor dem Ladepuffer beigemischt wurde.  

Abschließend wurden die nach ihrer Größe aufgetrennten und mit Ethidiumbromid markierten 

Produkte mit Hilfe eines UV-Transilluminators visualisiert.  

 

3.2.5  Farbstoff basierte Real-Time PCR und Schmelzkurvenanalyse  

Real-Time PCR (qPCR) ermöglicht im Gegensatz zur einfachen PCR eine Echtzeitbeobachtung 

des Reaktionsverlaufs. Die Detektion erfolgt am Ende eines jeden Zyklus, also kontinuierlich 

während der Amplifikation, und nicht erst nach ihrem Abschluss.  
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Zu Beginn wurden die Themocycler-Bedingungen von der bereits erfolgreich durchgeführten 

konventionellen PCR übernommen (Tabelle 13).  

 

Tabelle 13: Das Temperaturprofil für Real Time PCR im SYBR  Green-Modus vor 
Optimierung  

 

Programm  Anzahl von Zyklen  Temperatur, °C  Dauer  

Schritt 1:  

Initiale Hitzedenaturierung 

1 95 10 Minuten 

Schritt 2: Denaturierung 40 95 15 Sekunden 

Schritt 3: Anlagerung, Annealing 55 60 Sekunden 

Schritt 4: Amplifikation, Elongation 72 60 Sekunden 

 

Um Variationen in den Volumina der einzelnen Reaktionskomponenten zu minimieren, wurde für 

die Proben ein Mastermix erstellt, und die Mischung vor Zugabe der Primer auf einzelne Tubes 

verteilt. Um einen Mastermix für mehrere Ansätze herzustellen, wurden die Mengenangaben mit 

der erforderlichen Anzahl der Proben multipliziert. Beim Fertigstellen des Reaktionsgemisches 

wurde darauf geachtet, dass als letzte Komponente die Polymerase hinzugefügt wurde. 

Der Master-Mix-Ansatz setzte sich zu Beginn wie folgt zusammen (Tabelle 14). 

 

Tabelle 14: Reaktionsansatz für Real Time PCR im SYBR  Green-Modus vor Optimierung  
 

Substanz  Volumen, 50 µl  
Konzentration im 

Reaktionsansatz  

5x One Taq Standard Reaktion Buffer 10 1x 

10 mM dNTP-Mix 1 200 µM 

10 µM Vorwärts Primer 0,5 0,2 µM 

10 µM Rückwärts Primer 0,5 0,2 µM 

SYBR Green 1 1x 

One Taq Hot Start DNA Polymerase 0,25 1,25 U/ 50µl 

RNase-freies Wasser 31,75  

DNA Probe 5  

 

Alle Reaktionen wurden mit dem Real-Time-PCR-Gerät StepOne Plus der Firma Applied 

Biosystems und der zugehörigen StepOneTM-Software durchgeführt und analysiert. Um eine 

zuverlässige qualitative Analyse zu gewährleisten und eventuelle Pipettierfehler zu erkennen, 

wurden mindestens zwei Aliquots von jedem Ansatz amplifiziert. Bei jeder qPCR wurden 

Negativkontrollen ohne DNA mitgeführt.  

 

Zur Charakterisierung der gebildeten PCR-Produkte wurden im Anschluss an jede qPCR mit 

SYBR Green-Detektion Schmelzkurven aufgezeichnet.  



Material und Methoden  32 

Als Schmelztemperatur wird die Temperatur definiert, bei der die Hälfte der DNA als Einzelstrang 

vorliegt. Jede DNA besitzt einen individuellen Schmelzpunkt, der von der Länge und vom GC-

Gehalt der Sequenz, sowie von der Homologie des Doppelstranges abhängig ist. Die Tatsache, 

dass Fehlpaarungen die Doppelstrangstruktur destabilisieren, führt dazu, dass 

Amplifikationsartefakte in der Regel bei niedrigeren Temperaturen schmelzen (Bustin, 2000). 

Somit ist es möglich, spezifische PCR-Produkte von Nebenprodukten zu unterscheiden.  

Nach dem letzten PCR-Zyklus werden die Proben erneut auf 95 °C erhitzt, um alle 

Doppelstrangstrukturen aufzulösen. Die Messung der Fluoreszenzintensität begann bei 30 °C 

und wurde mit einem Gradienten von 1 °C bis zu einer Temperatur von 95 °C fortgesetzt. Dabei 

kommt es bei einer bestimmten Temperatur zum Schmelzen des Doppelstranges und somit zum 

abrupten Abfall der Fluoreszenz, welcher vom Gerät erfasst wird. Dieser wird durch die 

Bestimmung der ersten negativen Ableitung als Peak bei einer bestimmten, für den jeweiligen 

Doppelstrang spezifischen Temperatur dargestellt. Liegt ein einziges Amplifikationsprodukt vor, 

zeigt die Schmelzkurve einen einzigen spitzen Gipfel bei einer bestimmten Temperatur. Sind 

Nebenprodukte entstanden, so sind diese als zusätzliche Schmelzgipfel zu erkennen. 

Das Temperaturprofil für die Schmelzkurvenanalyse ist in Tabelle 15 wiedergegeben. 

 

Tabelle 15: Das Temperaturprofil zur Aufzeichnung der Schmelzkurven  
 

Programm  Temperatur, °C  Dauer  

Schritt 1: Denaturierung 95 15 Sekunden 

Schritt 2: Rehybridisierung 30 60 Sekunden 

 Schritt 3: Erneute Denaturierung bei einer produktspezifischen Temperatur durch        

langsames Erhitzen der Probe auf 95 °C in 1 °C-inkrementellen Schritten                                        

Schritt 4: Denaturierung 95 15 Sekunden 

  

3.2.5.1 Optimierung der Reaktionsbedingungen für farbstoffbasierte Real-Time PCR 

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Experimente unter den in Tabellen 13 und 14 

aufgeführten Bedingungen durchgeführt. Dabei wurden die einzelnen Reaktionsparameter wie 

Konzentrationen, Zeiten und Temperaturen schrittweise innerhalb der vom Hersteller 

empfohlenen Bereiche variiert. Die experimentell ermittelten Werte dienten als Anhaltspunkt für 

weitere Optimierungen. Bei der Verwendung zusätzlicher Komponenten wurden deren 

Konzentrationen im entsprechenden Protokoll festgehalten. Es wurden die Primer-Kombinationen 

verwendet, die im Verlauf der Optimierung sowie in Vorversuchen als am besten geeignet 

bewertet wurden. Die Auswertung und der Vergleich verschiedener Reaktionsbedingungen 

erfolgten anhand des Kurvenverlaufs und der Ct-Werte in Real-Time PCR. Bei der Optimierung 

wurde sowohl auf die Effizienz der PCR-Reaktion als auch auf die Vermeidung unspezifischer 

Produktbildung geachtet.  

Im Folgenden werden Methoden für die wesentlichen Optimierungsschritte dargestellt. 
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3.2.5.2 Optimierung der Primerkonzentration  

Die optimale Primerkonzentration liegt zwischen 0,1 µM und 1 µM. Zu niedrige Mengen haben 

eine geringere Sensitivität der PCR zur Folge. Wird die Konzentration dagegen zu hoch gewählt, 

kann es zu einer verstärkten Bildung von Primer-Dimeren kommen.  

Die vom Hersteller empfohlene Menge von 0,2 µM wurde als Bezugspunkt für die Optimierung 

festgelegt. Die Endkonzentration der Primer in Reaktionsansätzen während der Optimierung 

betrugen somit 0,1 µM, 0,2 µM, 0,5 µM und 1,0 µM.  

 

3.2.5.3 Optimierung der Magnesiumkonzentration  

Magnesium wurde dem PCR-Ansatz als Magnesiumchlorid zugegeben. Es stimuliert die Aktivität 

der DNA-Polymerase, verbessert die Bindung der Primer an das Template, beeinflusst die 

Hybridisierungstemperatur der Doppelstränge und ist der wichtigste Kofaktor für den 

Nukleotideinbau durch eine Polymerase. Laut Herstellerprotokollen ist eine 

Magnesiumchloridkonzentration von 1,5 mM bis 2,5 mM optimal für die Taq DNA-Polymerase. 

Die tatsächlichen Konzentrationen können allerdings zwischen 1,5 mM bis 3,5 mM variieren und 

müssen für jede PCR empirisch ermittelt werden.  

Alle Komponenten eines Reaktionsansatzes außer des MgCl2 wurden gemischt und aliquotiert. 

Das MgCl2 wurde getrennt zugegeben. Die Effizienz und die Spezifität der Amplifikation wurden 

unter folgenden Magnesiumkonzentrationen beurteilt: 1,5 mM, 2,5 mM und 3,5 mM. 

 

3.2.5.4 Nukleotidkonzentration  

Konzentration von 200 µM je dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) wird von den Herstellern für die 

meisten PCR-Reaktionen empfohlen. Bei niedrigeren Konzentrationen arbeitet die Polymerase 

zwar präziser, dafür sinkt allerdings die Ausbeute an PCR-Produkt. Umgekehrt können höhere 

dNTP-Konzentrationen in manchen Fällen zu einer Erhöhung der Produktmenge führen. Als 

Nebeneffekt ist aber mit einer erhöhten Fehlerrate der Polymerase zu rechnen. In dieser Arbeit 

wurde die Konzentration von 200 µM in allen Experimenten verwendet. 

 

3.2.5.5 Temperaturgradient zur  Bestimmung  des optimalen Annealing -

Temperaturbereichs  

Als Annealing bezeichnet man den Prozess der Hybridisierung eines Primers mit seiner Ziel-

Sequenz bei passender Temperatur. Diese Bindungstemperatur wird vor allem durch die 

Schmelztemperatur (Tm) des Primers bestimmt. Bei zu niedrigen Temperaturen kann es zu 

unspezifischen Bindungen der Primer kommen und unter Umständen zur unerwünschten 

Nebenproduktsynthese. Wird die Temperatur zu hoch gewählt, sinkt die Hybridisierungsfähigkeit 

der Primer. Die Folgen sind niedrige Produktausbeute oder sogar falsch negative Ergebnisse. 

 

In der heutigen Zeit wird die Bestimmung der Schmelztemperatur in den meisten Fällen mithilfe 

von Computerprogrammen durchgeführt. Solche Software-Tools nutzen nicht nur die 

Basenzusammensetzung des Primers als Grundlage für die Tm-Berechnung, sondern 

berücksichtigen auch potenzielle Sekundärstrukturen, die Zusammensetzung des 
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Reaktionspuffers, die Templatekonzentrationen sowie weitere thermodynamische Eigenschaften 

der Oligonukleotide (Rychlik et al., 1990). Die Grundlage bei der Tm-Berechnung durch solche 

Programme liefern nicht nur Basenzusammesetzung des Primers, sondern auch potentielle 

Sekundärstrukturen, Zusammensetzung des Reaktionspuffers, Templatekonzentrationen sowie 

weitere thermodynamische Eigenschaften der Oligonukleotide berücksichtigen (Rychlik et al., 

1990).  

In der Vergangenheit wurde die Schmelztemperatur für Sequenzen bis zu einer Länge von 20 

Basen vereinfacht nach der '2+4 Regel' (Wallace-Regel) wie folgt berechnet:  

 

Tm (°C) = (nG + nC) x 4 °C + (nA + nT) x 2 °C 

nA, nC, nG, nT: Anzahl der Basen  

 

Eine weitere Methode der theoretischen Tm-Bestimmung stammt von Baldino et al. (1989): 

 

Tm = 81,5 °C + 16,6 °C x (log10 [I+]) + 0,41 °C x (% G + C) ī (600 / n) 

I+: Stoffmengenkonzentration monovalenter Kationen, mol/l 

(% G + C): Prozentsatz der Basen Cytosin und Guanin 

n: Nukleotidanzahl. 

 

Diese Gleichung gilt für Sequenzlängen von 30-100 bp, GC-Gehalt zwischen 30-70 % und 

Kationenkonzentrationen bis 0,5 M. 

 

Die Schmelztemperatur eines Primers kann als Anhaltspunkt für die Berechnung von 

Anlagerungstemperatur (Annealingtemperatur) genommen werden. In den meisten Fällen liegt 

sie ca. 5 ï 7 °C unter der Schmelztemperatur (Angaben der Oligonukleotid-Hersteller).  

 

In der Praxis liefern die Berechnungen von Tm lediglich einen orientierenden Wert und können 

teilweise signifikant von den empirisch gemessenen Werten abweichen. Aus diesem Grund 

wurden die berechneten Tm-Werte lediglich als Orientierungshilfe genommen, und die optimale 

Reaktionstemperatur wurde experimentell ermittelt. 

 

Die optimale Annealing-Temperatur wurde empirisch mittels eines Temperaturgradienten 

während einer PCR-Reaktion (StepOne Plus Thermocycler) ermittelt. Anfänglich wurden sechs 

Temperaturen zwischen 45 °C und 70 °C eingestellt (45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C). 

Die Effizienz der PCR-Reaktion diente als Orientierung für die Auswahl der geeigneten 

Reaktionstemperatur. Bei Bedarf wurde eine präzisere Temperaturabstufung vorgenommen. 

 

3.2.5.6 Wahl der Polymerase  

Das verwendete Enzym zur Synthese von PCR-Fragmenten, eine DNA-abhängige DNA-

Polymerase, trägt entscheidend zum Ergebnis einer PCR-Reaktion bei.  
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Initial wurde die Optimierung der PCR-Reaktionsbedingungen mit der One Taq Warm-Start Taq-

Polymerase (New England Biolabs) durchgeführt. Nachdem es trotz zahlreicher 

Optimierungsanläufe nicht gelungen war, Entstehung von PCR-Nebenprodukten zu 

unterdrücken, wurde entschieden, weitere Hot Start Taq Polymerasen zu testen. Das Ziel dieser 

Versuchsreihe war es, ein Enzym zu finden, das eine hochspezifische Amplifikation der 

gewünschten Sequenzen ermöglicht. Eingesetzt wurden folgende Polymerasen: HotStarTaq 

DNA-Polymerase von Qiagen und 5PRIME HotMaster Taq DNA-Polymerase. Die 

Mastermixzusammensetzung und das Thermocyclerprogramm wurden gemäß den 

Herstellerangaben modifiziert. 

Für die HotStarTaq DNA-Polymerase wurde der von Qiagen mitgelieferte 10x Puffer mit und ohne 

die dazugehörige Q-Solution verwendet. Da das Enzym einen Aktivierungsschritt (15 Minuten bei 

95 °C) benötigt, wurde die initiale Denaturierung beim PCR-Programm auf 15 Minuten verlängert. 

Der Reaktionsmastermix ergibt eine Endkonzentration von 1,5 mM Magnesiumchlorid, mit der in 

der Regel optimale Ergebnisse erreicht werden.  

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und das PCR-Programm (Temperaturprofil) sind 

in Tabelle 16 dargestellt. 

 

Tabelle 16: Reaktionsbedingungen für farbstoffbasierte Real Time PCR unter Einsatz von 
HotStarTaq DNA Polymerase vor Optimierung  

 

a) Zusammensetzung eines typischen Reaktionsansatzes 

Substanz  Volumen, 50 µl  
Konzentration im 

Reaktionsansatz  

10x PCR Buffer  5 1x 

10 mM dNTP-Mix 1 200 µM 

10 µM Vorwärts Primer 0,5 0,2 µM 

10 µM Rückwärts Primer 0,5 0,2 µM 

HotStarTaq DNA Polymerase 0.25 1,25 U/ 50 µl 

SYBR Green 0,5  

RNase freies Wasser 37,75  

DNA, Konzentration 5 Variable 

 

b)  Tabelle 16 (Fortsetzung): Temperaturprofil 

Programm  Anzahl von Zyklen  Temperatur, °C  Dauer  

Schritt 1:  

Aktivierung der Taq-Polymerase 

1 95 15 Minuten 

Schritt 2: 

 Initiale Hitzedenaturierung 

40 95 15 Sekunden 

Schritt 3: Anlagerung, Annealing 65 60 Sekunden 

Schritt 4: Amplifikation, Elongation 72 60 Sekunden 
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3.2.5.7 Methodisches Vorgehen bei Auswertung von Real -Time PCR 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Beurteilung einer Real-Time PCR folgende Parameter 

erfasst und analysiert:  

 

Die Spezifität  der gebildeten Produkte der gebildeten Produkte wurde anhand der folgenden 

Methoden ermittelt:   

1) Bestätigung der Sequenz des PCR-Fragmentes durch Sequenzierung  

2) Verifizierung der Sequenz durch Bestimmung des Schmelzpunktes des gebildeten 

Produktes  

3) Nachweis der erfolgreichen Zielreaktion mittels TaqMan Sonden und der 3´-

Exonuklease-Aktivität der Taq-Polymerase   

 

Die Überprüfung der Sensitivität der Amplifikation beinhaltete die Bestimmung der niedrigsten 

Menge an Nukleinsäure, die zuverlässig detektiert werden konnte: 

Die Real-Time PCR wurde mit den verschiedenen Verdünnungsstufen einer bekannten Menge 

an DNA oder RNA durchgeführt. Für jede Konzentration wurden mehrere Replikate verwendet, 

um die Zuverlässigkeit der Ergebnisse zu gewährleisten. Die niedrigste Konzentration, bei der die 

Amplifikationskurve noch eindeutig von Hintergrundsignalen zu unterscheiden war, wurde 

bestimmt. 

 

Um Nebenreaktionen  bei einer PCR zu detektieren, wurden mehrere Ansätze verwendet:  

- PCR-Durchläufe ohne die zu testende Nukleinsäure (negative Kontrollen) 

- Schmelzkurven-Analyse zur Beurteilung der Spezifität der PCR-Produkte  

- Bestätigung der Identität der PCR-Produkte durch Sequenzierung  

 

Alle Reaktionen wurden als Doppelansatz durchgeführt, um stochastische Einflüsse auf die 

Bewertung auszugleichen. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Berücksichtigung 

statistischer Lageparameter (Mittelwert) und Streuungsmaß (Korrelationskoeffizient, R2). Eine 

ideale Streuung einzelner Werte sollte innerhalb von +/- 0,3 Ct-Werten liegen. Der R2-Wert 

spiegelt die Linearität der Standardkurve wider. Idealerweise gilt: R2 = 1, wobei 0,999 in der Regel 

der maximale Wert ist ("Real-time PCR handbook," 2012).  

 

Die Effizienz der PCR-Synthese wurde mittels Regressionsanalyse bewertet. Hierzu wurden die 

von der Software anhand der gemessenen Daten erstellten Amplifikationsdiagramme für 

Verdünnungsreihen analysiert. Die Steigung der logarithmisch-linearen Phase der Kurve (Slope) 

ist ein Maß für die Reaktionseffizienz. Um genaue und reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, 

sollten Reaktionen eine Effizienz möglichst nahe an 100 % aufweisen, was bedeutet, dass die 

Fragmente sich nach jedem thermischen Zyklus während der exponentiellen Phase verdoppeln. 

Die PCR-Effizienz wird durch die folgende Gleichung bestimmt: Effizienz = 10(-1/Slope) ï 1. Eine 

gelungene Reaktion wird durch eine Effizienz zwischen 90 % und 110 % charakterisiert, was 

einer Steigung im Bereich von -3,58 bis -3,10 entspricht ("Real-time PCR handbook," 2012).  
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Die Bestimmung der PCR-Effizienz diente als Indikator für den Erfolg oder Misserfolg der 

verwendeten Zusammensetzung der Komponenten und Reaktionsbedingungen. Verschiedene 

Faktoren können zu einer Verschlechterung der Reaktionsdynamik und zu einer Schwächung der 

Effizienz führen. Dazu gehören unter anderem das Vorhandensein von Inhibitoren, die 

suboptimalen Reaktionsbedingungen, die Qualität der Enzyme oder der vorzeitige Verbrauch von 

Komponenten.  Eine Abnahme der Effizienz führt zu einer Vergrößerung des negativen Anstiegs 

bei der Regression, zum Beispiel auf Werte wie -4,0 bei einer Effizienz von 0,75.  

In dieser Arbeit wurde ein Konfidenzniveau von 95% für alle Berechnungen verwendet. 

 

Der Ct-Wert (threshold cycle bzw. cycle of quantification) ist die Anzahl der PCR-Zyklen, die 

benötigt werden, um einen Schwellenwert im Fluoreszenzsignal zu überschreiten. Der Ct hängt 

invers mit der Ausgangsmenge des Zielfragmentes zusammen und wird für die Berechnung der 

Anzahl der eingesetzten DNA-Kopien verwendet. Mit abnehmender Menge des 

Vorlagenmaterials werden mehr PCR-Zyklen benötigt, um eine ausreichende Anzahl von 

kopierten DNA-Fragmenten zu erreichen. Eine qPCR, die mit einer Effizienz von 100 % arbeitet, 

ergibt bei der doppelten DNA-Ausgangsmenge einen Ct-Wert, der einen Zyklus früher liegt als 

eine Probe, die vor der Amplifikation die Hälfte der Zielkopien enthielt. Nach Abschluss der PCR-

Reaktion wurde der Schwellenwert automatisch durch die Software des Thermocyclers definiert. 

Bei manueller Festlegung wurde ein Wert gewählt, der sich im mittleren Drittel des 

logarithmischen Signalspektrums der zu analysierenden qPCR-Reaktionen befand. Dieser 

Bereich auf der Signalskala erfasst normalerweise die logarithmische Amplifikation einer PCR 

und liegt über dem Rauschpegel der Fluoreszenzsignale einer Negativkontrolle. Dies ermöglichte 

die Vermeidung von Störungen bei der Quantifizierung im oberen und unteren Drittel der 

Signalskala (beispielsweise durch Verzerrungen in der stationären PCR-Phase oder 

Signalrauschen während der ersten 10 bis 15 Zyklen einer PCR oder einer Negativkontrolle). 

 

Abbildung 6 beschreibt schematisch den zeitlichen Verlauf von Fluoreszenzsignal bei einer Real-

Time PCR unter Verwendung von interkalierenden Farbstoffen (SYBR Green). 

Die Amplifikationskurve beginnt mit einem Hintergrundrauschen. Bei Zyklus 24 (Cycle-Threshold) 

schneidet sie die Thresholdlinie. Die Menge der DNA steigt bis zum Zyklus 31 exponentiell an 

und erreicht beim Zyklus 32 einen Sättigungspunkt, ab dem die freien Nukleotide aufgebraucht 

sind oder die Reaktion anderweitig limitiert wird. Dieser Abschnitt ist durch eine Abflachung der 

Amplifikationskurve gekennzeichnet. 
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Abbildung 6: Signal -Detektion in einer Real -Time PCR  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schematische Darstellung eines Signalverlaufs während einer Real-Time PCR. 
Die grüne Kurve stellt das Fluoreszenz-Signal einer positiven Probe im zeitlichen Verlauf dar. Die Reaktion 
wird für 40 oder mehr Zyklen durchgeführt. Die horizontale blaue Linie (Threshold) markiert einen vom Gerät 
berechneten Cut-Off Wert zur Unterscheidung des Hintergrundrauschens vom eigentlichen Anstieg des 
Signals, basierend auf einer Vermehrung von Doppelsträngen. Der Zeitpunkt, an dem die grüne Kurve die 
blaue Linie (Threshold) schneidet, wird als Ct-Wert bezeichnet. Zu Beginn einer qPCR-Reaktion bleibt das 
Signal auf einem Rauschenniveau, da die Konzentrationen von PCR-Fragmenten sehr gering sind. Mit 
fortschreitender Akkumulation von Doppelsträngen kommt es nach einer gewissen Zeit zu einem Anstieg 
der Fluoreszenz über den Basissignal hinaus. Auf die Phase der exponentiellen Amplifikation folgt eine 
Abflachung der Kurve und eine Plateauphase. Hier verlangsamt sich die Reaktion stark aufgrund von 
kompetitiven Wechselwirkungen zwischen Primern und Templates oder den Verbrauch der erforderlichen 
Reaktionskomponenten.  
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Abbildung 7: Akkumulierung von spezifischen Fragmenten  in einer Real -Time PCR  

Die Abbildung 7 veranschaulicht schematisch die Beziehung zwischen der exponentiellen 

Anreicherung spezifischer Fragmente (dargestellt durch die grüne Linie) während einer qPCR-

Reaktion und der Detektion von Fluoreszenzsignalen durch einen Thermocycler. Die gelbe 

Fläche zeigt das Detektionsfenster des Geräts an. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schematische Darstellung der Akkumulierung spezifischer doppelsträngiger PCR-Fragmente während einer 
qPCR in einem Real-Time PCR Gerät. 
Die grüne Kurve repräsentiert die Konzentration von PCR-Fragmenten einer positiven Probe im zeitlichen 
Verlauf. Die Reaktion wird für 40 oder mehr Zyklen durchgeführt (X-Achse). Die Y-Achse stellt die Anzahl 
der PCR-Fragment-Kopien im Ansatz dar. 
Der gelbe Bereich markiert das vom Gerät definierte Detektionsfenster, in dem Fluoreszenz-Signale 
gemessen und quantifiziert werden können. Signale von PCR-Fragmenten unterhalb des gelb markierten 
Bereichs können aufgrund der Gerätelimitationen nicht quantitativ erfasst werden, da sie vom 
Hintergrundrauschen im System überdeckt werden. Mit steigenden Konzentrationen von PCR-Fragmenten 
erreicht das spezifische Fluoreszenz-Signal zu einem bestimmten Zeitpunkt das Niveau, das vom Gerät 
detektiert werden kann. 
Die horizontale blaue Linie (Threshold) ist ein vom Gerät errechneter Cut-Off Wert zur Differenzierung 
zwischen dem Hintergrundrauschen und dem messbaren Anstieg des Fluoreszenz-Signals.  

 

 

Mit einem Input von 1000 DNA-Matrizen beginnt eine Amplifikation der PCR-Fragmente, wie 

durch die grüne Linie dargestellt. Die exponentielle Phase der qPCR-Reaktion erstreckt sich bis 

etwa Zyklus 26. Ab Zyklus 30 tritt eine Plateau-Phase ein, in der keine weitere Vermehrung der 

PCR-Fragmente stattfindet. Die exponentielle Amplifikation erfolgt über einen längeren Zeitraum, 

ohne dass dabei eine sichtbare Veränderung im Fluoreszenzsignal auftritt (Zyklus 1-23). Erst 

gegen Ende der exponentiellen Phase der Amplifikation erreicht die Konzentration der 

Extensionsprodukte Werte, die eine nachweisbare Veränderung im Fluoreszenzsignal bewirken 

können. In diesem Beispiel überschreiten die synthetisierten Fragmente bei Zyklus 24 die Grenze 

des Hintergrundrauschens, was zu einer erfassbaren Menge an Fluoreszenzsignalen führt. 
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3.2.6 RT-qPCR (Reverse Trans kriptase Real-Time PCR)  

Da die extrahierte RNA für eine direkte Amplifikation mittels PCR nicht geeignet ist, wird sie zuvor 

durch reverse Transkription (RT) in einen komplementären DNA-Einzelstrang (cDNA) 

umgeschrieben. Die erzeugte cDNA wird dann zur Amplifikation in die qPCR eingesetzt. Wenn 

RT- und PCR-Schritt in einem Reaktionsgefäß erfolgen, bezeichnet man dies als einstufige oder 

One-Step-RT-PCR. Für die Transformation von RNA in cDNA ist die Reverse Transkriptase 

verantwortlich, die wie DNA-Polymerasen eine Startersequenz benötigt. Meist kommen 

sogenannte Ărandom Primerñ, Hexamere mit einer zufälligen Nukleotidabfolge, zum Einsatz. Um 

gezielt einen Abschnitt revers zu transkribieren, können jedoch auch spezifische Primer 

verwendet werden. Die verschiedenen Reversen Transkriptasen unterscheiden sich hinsichtlich 

ihrer Aktivität, Effizienz, Thermostabilität und optimalen Arbeitstemperatur. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das OneStep RT-PCR Kit von Qiagen verwendet. Dieses enthält 

bereits alle notwendigen Enzyme sowie sämtliche Reaktionskomponenten in aufeinander 

abgestimmten Konzentrationen und besteht im Einzelnen aus 5x One Step RT-PCR Buffer, 

dNTP-Mix, One Step Enzym Mix und Q-Solution. In der Enzymmischung kommen drei 

verschiedene Polymerasen zum Einsatz. Die Omniscript Reverse Transkriptase hat ihr 

Arbeitsoptimum bei höheren RNA-Mengen (>50 ng), die Sensiscript Reverse Transkriptase bei 

kleineren RNA-Konzentrationen. Die RT-Aktivität der beiden Enzyme ist mit RNase H Aktivität 

verknüpft, die spezifisch für DNA-RNA-Hybride ist. Die Transkription kann laut Hersteller bei 

Temperaturen bis 60 °C stattfinden. Die transkribierte cDNA wird durch die HotStarTaq DNA-

Polymerase vervielfältigt, welche nach der reversen Transkription durch eine 15-minütige 

Hitzeeinwirkung aktiviert wird. Die Magnesiumionen liegen in einer Endkonzentration von 2,5 mM 

vor, mit der in den meisten Fällen optimale Ergebnisse erzielt werden.  

Für die cDNA-Synthese und für die anschließende Amplifikation wurden die Primerpaare A3 und 

C1 verwendet, die sich in den vorherigen PCR-Reaktionen als besonders effizient bewährt haben. 

Um die gleiche Nukleinsäure-Konzentration bei allen Proben zu erhalten, wurden die Eluate, je 

nach Ausgangskonzentration, mit RNase-freiem Wasser entsprechend verdünnt. Somit wurden 

gleiche RNA-Mengen revers transkribiert. Um die Sensitivität der RT-qPCR zu untersuchen, 

wurden ausgehend von einer Konzentration von 100 ng/µl Verdünnungsreihen hergestellt: 1 µl 

der RNA-Lösung wurde in 9 µl RNase-freiem Wasser gelöst und gut durchmischt. Von dieser 

1/10 verdünnten Lösung wurde wiederum 1 µl entnommen und in 9 µl RNase-freies Wasser 

gegeben. So wurde bis zu einer Verdünnungsstufe von 10-6 verfahren. Um den Abbau der RNA 

zu minimieren, wurde den Proben RNase-Inhibitor zugefügt. 

 

Zur Aufbereitung eines 25 µl Reaktionsansatzes wurden Primer, dNTP-Mix, OneStep RT-PCR 

Buffer (5x), Template RNA, SYBR Green oder TaqMan Sonde und RNase-freies Wasser zu 

einem Gesamtvolumen von 22,75 µl zusammengemischt. Für die Negativkontrolle, die für jedes 

Primerpaar mitlief, wurde den Proben autoklaviertes Wasser anstelle der RNA hinzugefügt. Der 

Ansatz wurde mit dem doppelten Volumen durchgeführt und für 5 Minuten bei 70 °C inkubiert, 

um Sekundärstrukturen der RNA aufzulösen. Danach folgte dreiminütige Abkühlung der Proben 

bei Raumtemperatur, um den Primern die Anlagerung an ihre komplementäre Sequenz zu 
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ermöglichen. Zum Schluss wurden dem Ansatz in einem Eisbad 1,25 µl RNasin und 1 µl OneStep 

RT-PCR Enzyme Mix hinzugefügt. 

 

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist der Tabelle 17 zu entnehmen.  

 

Tabelle 17: Reaktionsansatz für RT -qPCR 
 

Substanz  
Volumen µl 

in 50 µl  (gesamt)  

Konzentration im 

Reaktionsansatz  

5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 10 1x 

10mM dNTP-Mix 2 400 µM 

10µM Vorwärts Primer 3 0,6 µM 

10µM Rückwärts Primer 3 0,6 µM 

QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 2 - 

SYBR Green / TaqMan Sonde 0,5 / 0,25  

RNase Inhibitor 1,25  

RNase-freies Wasser variabel - 

RNA variabel Variable 

 

Im Thermocycler erfolgte zunächst die reverse Transkription der RNA zu cDNA, gefolgt von 

Polymerasekettenreaktion. Das Temperaturprofil für die reverse Transkription ist in Tabelle 18 

dargestellt. 

 

Tabelle 18: Das Temperaturprofil für reverse Transkription  
 

Programm  Anzahl von Zyklen  Temperatur, °C  Dauer  

Schritt 1 1 50 10 Minuten 

Schritt 2 20 

20 

60 10 Sekunden 

Schritt 3 50 10 Sekunden 

Schritt 4 1 60 10 Minuten 
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Die einzelnen Schritte der nachfolgenden qPCR setzten sich bei variabler Annealing-Temperatur 

T wie folgt zusammen (Tabelle 19):  

 

Tabelle 19: Das Temperaturprofil für qPCR  
 

Programm  Anzahl von Zyklen  Temperatur, °C  Dauer  

Schritt 1:  

Initiale Hitzedenaturierung/ 

Denaturierung der Reversen 

Transkriptase und 

Aktivierung der Polymerase 

1 95 15 Minuten 

Schritt 2: Denaturierung 50 95 15 Sekunden 

Schritt 3: Anlagerung, Annealing variabel 60 Sekunden 

Schritt 4: Amplifikation, Elongation  72 60 Sekunden 

 

 

Bei jeder qPCR wurden Negativkontrollen durchgeführt, die sämtliche Reagenzien enthielten, 

jedoch kein DNA-Material. Um die erwartete Steigerung der Sensitivität zu erfassen, wurde 

parallel dazu jeweils ein Ansatz ohne Reverse Transkriptase durchgeführt. Dabei wurde anstelle 

des OneStep RT-PCR Enzyme Mix die HotStarTaq DNA-Polymerase verwendet.  

 

3.2.6.1 Ermittlung der optimalen Temperatur  für RT -Schritt  

Traditionell erfolgt die Umwandlung von RNA in cDNA bei Temperaturen zwischen 37 °C und 

42 °C. Jedoch wird bei diesen Temperaturen die Anlagerung der Primer und die Elongation des 

cDNA-Stranges durch lokale Sekundärstrukturen des RNA-Moleküls sterisch gehindert. Dies 

führt dazu, dass die Strangsynthese entweder vorzeitig endet oder überhaupt nicht stattfindet 

(Freeman et al., 1996). Zudem neigen spezifische Primer bei Temperaturen deutlich unter ihrer 

Schmelztemperatur dazu, an falsche Sequenzen zu binden, was zur Bildung unspezifischer 

cDNA-Sequenzen führt. Daher ist die sorgfältige Auswahl der Reverse Transkriptasen und der 

Transkriptionsbedingungen von großer Bedeutung.  

Aufgrund der stark ausgeprägten und äußerst stabilen Sekundärstrukturen innerhalb der 

16S-rRNA wurde in dieser Arbeit beschlossen, die Proben vor Zugabe der Enzyme bei 70 °C 

vorzubehandeln. Dies diente dazu, die intra- und intermolekularen Strukturen vor der cDNA-

Synthese aufzubrechen und die Primerbindungsstellen freizulegen. Es ist jedoch wichtig 

anzumerken, dass die auf diese Weise denaturierte RNA nach Abkühlung schnell wieder ihre 

Struktur zurückgewinnen kann. Daher ist diese Vorgehensweise sicherlich nicht ausreichend, um 

große RNA-Stränge in ihrer vollen Länge zu synthetisieren. Sie kann jedoch dazu beitragen, die 

Anlagerung der Primer an Bereichen mit hohen intermolekularen Wechselwirkungen zu 

verbessern und eine initiale Strangverlängerung zu ermöglichen. 

Ein wesentlicher Schritt zur Optimierung der cDNA-Synthese bestand darin, die 

Reaktionstemperatur festzulegen. Eine höhere Temperatur hat zwar zur Folge, dass RNA/RNA-
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Wechselwirkungen langfristig und stärker aufgelöst werden, aber sie birgt auch das Risiko, dass 

die Aktivität der thermolabilen Reversen Transkriptasen stark reduziert wird, was zu einer 

verringerten Ausbeute an cDNA führen kann. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme für die reverse Transkription haben ihren optimalen 

Arbeitsbereich normalerweise zwischen 37 °C und 45 °C, bleiben jedoch laut Herstellerangaben 

bis 60 °C aktiv. Das Originalprotokoll sah eine Transkriptionstemperatur von 50 °C vor. Es wurde 

dahingehend modifiziert, dass die Temperatur von 50 °C alle 30 Sekunden für 10 Sekunden auf 

60 °C erhöht wurde. 

Die theoretische Überlegung dahinter war folgende: Während eine niedrigere Temperatur 

erforderlich ist, um die Erholung und Optimierung der Enzymaktivität zu ermöglichen, muss die 

Temperatur für die cDNA-Verlängerung erhöht werden, um mögliche Hindernisse in Form von 

lokalen Sekundärstrukturen zu überwinden. 

 

3.2.6.2 RT-qPCR nach DNAse I Digestion  

Der Detektion von reiner RNA kommt lediglich bei einigen spezifischen Fragestellungen, wie zum 

Beispiel bei der Differenzierung zwischen vitalen und toten Bakterien, eine Bedeutung zu. Für 

den primären Nachweis eines Erregers in einer Probe ist die Herkunft der Nukleinsäure von 

untergeordneter Relevanz. Aus diesem Grund wurden alle RT-Real-Time PCRs mit der gesamten 

gewonnenen Nukleinsäure durchgeführt.  

 

Zur Untersuchung der reinen RNA wurde die Behandlung der Proben mit dem DNA-

Verdauungsenzym in das Extraktionsprotokoll integriert. Es wurde die im High Pure RNA Isolation 

Kit von Roche enthaltene DNase I verwendet. 

Dazu wurden 10 KU lyophylisierter DNase I in 0,55 ml Elutionspuffer aufgenommen, aliquotiert 

und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert. Anschließend wurde die DNase-Lösung 

im Verhªltnis 1:9 mit Inkubationspuffer verd¿nnt und vorsichtig gemischt. Danach wurden 100 ɛl 

dieser Lösung in das obere Reservoir des Tubes direkt auf das Glasvlies überführt und die Probe 

für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde mit der Extraktion fortgefahren. 

Laut Roche weisen RNA-Präparationen mit High Pure RNA Isolation Kit nach einer 15-minütiger 

DNase-Behandlung nur geringe DNA-Kontaminationen auf. Diese Reste waren jedoch 

ausreichend, um eine eindeutige Unterscheidung zwischen reiner RNA- und DNA/RNA-

Amplifikation im PCR-Schritt unmöglich zu machen.  
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Aus diesem Grund wurde entschieden, das Verdauungsenzym während des 

Extraktionsprozesses nicht einzusetzen. Stattdessen wurden die RNA/DNA-Proben vor ihrer 

Verwendung mit DNase I (Dnase I recombinant, Rnase-free von Roche) behandelt. Hierfür 

wurden folgende Reaktionsansätze verwendet (Tabelle 20): 

 

Tabelle 20: Reaktionsansatz für RT -qPCR 
 

Substanz  Volumen  µl (in 50 µl  gesamt)  

RNA 5 (10-50 µg) 

10x Incubation Buffer 5 

DNase I recombinant, RNase free  1 (10 units)  

Wasser, RNase free ad 50 µl 

 

Der Ansatz erfolgte auf Eis in RNase-freien Reaktionsgefäßen. Die Proben wurden einer 

Inkubation bei 37 °C unterzogen und anschließend unverzüglich auf Eis gebracht. 

 

Der Verdau wurde durch die Zugabe von 1 µl EDTA und Hitzeinaktivierung des Enzyms für 10 

Minuten bei 75 °C beendet. Verschiedene Inkubationszeiten von 1 Stunde, 2 Stunden und 4 

Stunden sowie unterschiedliche Mengen an DNase I wurden getestet.  

Die mit DNase I behandelten Proben wurden in die RT-Real-Time PCR mit SYBR Green als 

Detektionsfarbstoff eingesetzt und mit den unbehandelten Proben verglichen. 

 

3.2.6.3 Sequenzierung der amplifizierten Fragmente  

Zur Bestimmung der Nukleotidabfolge der zuvor amplifizierten PCR-Fragmente wird die 

Didesoxy-Methode der DNA-Sequenzierung angewandt, wie von Sanger et al. (1977) 

beschrieben. Dieses Verfahren basiert auf der basenspezifischen Termination einer 

enzymatischen DNA-Synthese. 

 

Nach einer initialen Denaturierung der DNA wird ein Strangabschnitt, ausgehend von einem 

spezifischen Oligonukleotid-Primer, mit Hilfe der DNA-Polymerase in 3`-5` Richtung verlängert. 

Hierbei werden dem PCR-Ansatz neben Desoxyribonukleosid-Triphosphaten (dNTPs) in vier 

parallelen Ansätzen je ein Didesoxynukleotid (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) zugegeben. Den 

ddNTPs fehlt am 3`-Ende die Hydroxylgruppe, die für die Verknüpfung des nachfolgenden 

Nukleotids erforderlich ist. Nach dem Einbau eines modifizierten Nukleotids während der 

Polymerisation ist eine weitere Verlängerung des Strangs durch DNA-Polymerase nicht mehr 

möglich, was zu einem basenspezifischen Kettenabbruch führt. Dadurch entsteht eine Mischung 

aus DNA-Fragmenten unterschiedlicher Länge, die jeweils am 3' Ende mit dem zugesetzten 

Stopp-Nukleotid enden (Sanger & Coulson, 1975; Sanger et al., 1977). Die fluoreszenzbasierte 

Sequenzierung ist eine Weiterentwicklung der Sanger-Methode und ermöglicht im Vergleich zur 

herkömmlichen Technik eine automatisierte, präzisere und effizientere Analyse. Durch 

Markierung der terminierenden ddNTPs mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen können die 
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vier Sequenzierreaktionen gleichzeitig in einem einzigen Reaktionsgefäß ablaufen. Das Erfassen 

der Farbsignale während der Elektrophorese und ihre Zuordnung zu den jeweiligen Nukleotiden 

erlaubt die Bestimmung der Basenabfolge in der DNA. 

 

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte durch Eurofins Genomics (Ebersberg). Die 

Analyse der Sequenzen zeigte, dass es sich um die erwarteten Fragmente des 16s rRNA-Gens 

des Streptococcus agalactiae handelte.  
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4 Ergebnisse  

 

Zur Beantwortung der Fragestellung, ob die Integration von 16S rRNA als Zielmolekül in die 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) das Potential hat, die Sensitivität des Analyseverfahrens 

signifikant zu steigern, wurden molekularbiologische Analysen mit dem Erreger S. agalactiae 

durchgeführt.  

 

 

4.1 Sequenz -Analyse und Auswahl von 
Oligonukleotiden  

 

 

4.1.1 Struktur von 16S Sequenz  

Die Sequenz jedes DNA- oder RNA-Abschnitts bildet das Substrat für die jeweilige PCR-basierte 

Nachweisreaktion. Ihre Zusammensetzung definiert in großem Maße die Eigenschaften der zu 

entwickelnden PCR-Reaktionen und der dafür notwendigen Komponenten. 

Zunächst werden die 16S Sequenz von S. agalactiae und die Ergebnisse ihrer Strukturanalyse 

vorgestellt. Dabei werden die Abschnitte, die als Grundlage zur Erzeugung der 

Nukleinsäurefragmente dienen, näher analysiert.  Anschließend werden die Primer-Sequenzen 

beschrieben, die zur Generierung von Nukleinsäurefragmenten in den PCR-Reaktionen 

verwendet werden, sowie die erwarteten PCR-Extensionsprodukte.  

Bei der Zielsequenz handelt es sich bei allen verwendeten Oligonukleotiden um das 16s-rRNA-

Gen von S. agalactiae (NCBI Reference Sequence: NR_040821.1). Die angegebenen Positionen 

und Sequenzlängen basieren auf den Datensätzen der NCBI-Datenbank (Abbildung 8).  
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Position 1 

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAGGTTTGGTGTTTACACTAGACTGAT 

GAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTCATAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAG 

CTAATACCGCATAAGAGTAATTAACACATGTTAGTTATTTAAAAGGAGCAATTGCTTCACTGTGAGATGG 

ACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAG 

GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGG 

CAATGGACGGAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG 

TTAGAGAAGAACGTTGGTAGGAGTGGAAAATCTACCAAGTGACGGTAACTAACCAGAAAGGGACGGCTAA 

CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGC 

GCAGGCGGTTCTTTAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAACCATTGTACGCTTTGGAAACTGGAGGAC 

TTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCG 

GTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 

ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGCA 

GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 

CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT 

TCTGACCGGCCTAGAGATAGGCTTTCTCTTCGGAGCAGAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT 

CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTT 

GGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT 

TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGAGTCGCAAGCCGGTGACGGCAAGCTAAT 

CTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT 

CGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTT 

TGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGT 

GAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGG Position 1501 

 

Abbildung 8: 16S-rRNA-Gen von S. agalactiae , vollständige Sequenz  

Streptococcus agalactiae ATCC 13813 strain JCM 5671 16S ribosomal RNA, complete sequence Länge: 
1,501 kb; NCBI Reference Sequence: NR_040821.1 
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4.1.2 Primer -Oligonukleotide für 16S rDNA und 16S rRNA  

Die Primer sollen innerhalb der Ziel-Sequenz (Matrize) binden und repräsentieren die äußeren 

Sequenzsegmente eines spezifischen Fragments in jeder PCR-Reaktion. In dieser Arbeit wurde 

die Entscheidung getroffen, die Anzahl der Primer-Oligonukleotide in einem Reaktionsansatz so 

gering wie möglich zu halten, also sollten die PCR-Primer gleichzeitig für die Synthese von cDNA 

in der Reverse-Transkriptase-Reaktion verwendet werden. Die Oligonukleotide hatten einerseits 

die Aufgabe, die Synthese von 16S-cDNA auf Grundlage der 16S-rRNA von S. agalactiae zu 

initiieren und im nächsten Schritt die Amplifikation entsprechender PCR-Fragmente basierend 

auf genomischer 16S-rDNA und den im RT-Schritt bereitgestellten 16S-cDNA-Molekülen zu 

ermöglichen. 

Die Oligonukleotide sollten in variablen Bereichen der 16S-Sequenz binden und eine spezifische 

Detektion des Erregers ermöglichen. Die Entscheidung gegen den Einsatz universeller Primer 

basierte auf Berichten über Kontamination der Reagenzien mit bakterieller DNA und RNA 

(Corless et al., 2000). Durch Verwendung universeller Primer, die in hoch konservierten 

Bereichen der 16S-rRNA-Gene binden, können zwar die Sequenzen nahezu jedes Vertreters der 

Gruppe humanpathogener Erreger amplifiziert und durch Sequenzierung hochvariabler Bereiche 

analysiert werden.  Die analytische Sensitivität und Spezifität können jedoch durch die häufige 

Kontamination der Reagenzien, insbesondere der Taq-Polymerase, mit exogener bakterieller 

Escherichia coli-DNA beeinträchtigt werden (Meier et al., 1993).  

Die hohe Sensitivität der Echtzeit-PCR verschärft dieses Problem zusätzlich. Ohne die 

Entwicklung einer ultrareinen Taq-DNA-Polymerase sowie von Reagenzien und Kunststoffwaren, 

die garantiert frei von Nukleinsäuren sind, wird die Implementierung einer PCR zur Detektion von 

eubakterieller 16S-rRNA mit universellen Primern problematisch bleiben (Corless et al., 2000).  

Zur Auswahl der 16S-Primer-Sequenzen wurden sowohl Literaturanalyse als auch eigene 

Designansätze genutzt. Die Prinzipien des Primerdesigns sind im Kapitel 3.2.1. vorgestellt. Als 

Ergebnis dieser Phase wurden mehrere Primer-Paare selektiert und von einem kommerziellen 

Hersteller erworben.  

 

4.1.2.1 Aus der Literatur stammende Primer für 16S rDNA (Sequenzen und Analyse)  

Eine Recherche auf PubMed bezüglich der 16S-basierten Nachweismethoden von S. agalactiae 

wurde durchgeführt. Die in den Publikationen gefundenen Primerpaare wurden basierend auf 

ihrer Position innerhalb des 16S-rDNA-Gens in drei Gruppen unterteilt: Primer der Gruppe A 

befinden sich im vorderen Bereich, Primer der Gruppe B im mittleren und Gruppe-C-Primer im 

hinteren Abschnitt des 16S Gens. 

Eine Übersicht über ihre Lokalisierungen und die Längen der zugehörigen PCR-Fragmente ist in 

Tabelle 21 aufgeführt. 
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Tabelle 22: Eigene Entwürfe für Primer der Gruppe A, B, C für den Nachweis von  
 S. agalactiae  durch  PCR-Amplifikation von 16S Sequenzsegmente n 

Tabelle 21: Zusammenfassung der Analyse der publizierten Primer für den Nachweis von 
S. agalactiae  durch  PCR-Amplifikation von 16S Sequenzsegmente n 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.2.2 Eigenes Primer -Design ( Sequenzen und Analyse)  

Aufgrund des hohen Anteils von Sekundärstrukturen in den rRNA-Sequenzen (siehe unten) 

wurden drei eigene Primerpaare entwickelt, die für eine Bindung bei höheren 

Reaktionstemperaturen konzipiert wurden. Die Planung erfolgte in Anlehnung an die in der 

Literatur beschriebenen Primer, wobei eine Sequenzverlängerung am 5´-Ende jedes Primers 

vorgenommen wurde. Die Tabelle 22 bietet eine Zusammenfassung dieser Primer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alle Primer wurden mithilfe der Software OligoAnalyzer 3.1 von Integrated DNA Technologies auf 

spezifische Merkmale hin untersucht. Das Ziel dieser Analyse bestand darin, potenzielle 

Störungen wie die Bildung von Primer-Dimeren durch komplementäre Nukleotidsequenzen oder 

ausgedehnte Hairpin-Strukturen zu identifizieren und solche Primer von Beginn an von weiteren 

Schritten der PCR-Optimierung auszuschließen. Wenn Primer miteinander interagieren und sich 
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Abbildung 9: Primer B1 -R, Analyse der Sekundär struktur  

gegenseitig binden, kann dies zu einer unspezifischen Amplifikation und zur Bildung 

unerwünschter Nebenprodukte (Primer-Dimere) führen. Das frei liegende 5`-Ende eines Primers 

kann die DNA-Polymerase als Vorlage nutzen und ausgehend vom 3`-Ende des zweiten 

Oligonukleotids einen DNA-Strang erzeugen. In den weiteren PCR-Zyklen dient dieser neu 

synthetisierte Strang als Vorlage und konkurriert mit der Zielregion. Bei SYBR-Green-qPCR kann 

eine parallele Amplifikation von Primer-Dimeren zu einem irrtümlich hohen Fluoreszenzsignal 

führen. Eine Hairpin-Struktur entsteht, wenn sich komplementäre Abschnitte des Strangs zu einer 

Schleife falten. Beide Prozesse können die Effizienz der PCR verringern, 

Die Analyse der einzelnen Primer und auch Primerpaare ergab keine Anzeichen für Neigung zu 

Nebenreaktionen. Eine Ausnahme bildete der veröffentlichte Reverse-Primer B1 (Sakaguchi et 

al., 2010), welcher eine intramolekulare Hairpin-Struktur aufwies (Abbildung 9), die potenziell zu 

einer Störung der PCR-Reaktion führen könnte. Aufgrund der geringen Länge der 

Sekundärstruktur wurde dieser Oligonukleotid jedoch nicht sofort von weiteren Tests 

ausgeschlossen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dargestellt ist ein Beispiel für eine Sekundärstruktur in Form einer Haarnadelschleife, auch als ĂHairpinñ 
genannt. Durch intramolekulare Basenpaarung komplementärer Bereiche entsteht ein Doppelhelix-
Abschnitt innerhalb des Nukleinsäurestranges (ĂStammñ), der eine einzelsträngige Region einschließt 
(ĂSchleifeñ). Im vorliegenden Fall entsteht die Sekundärstruktur innerhalb des Primers B1-R.  
Der doppelsträngige Abschnitt wird durch sechs Basenpaare gebildet. Die zwischen den 
selbstkomplementären Segmenten lokalisierte Schleife besteht aus 11 Nukleotiden. 
Im gefalteten Zustand ist die ĂStamm-Regionñ nur bedingt f¿r eine Basenpaarung zugängig und hindert den 
B1-Primer daran, an eine komplementäre Zielsequenz zu binden. Die Auflösung der Sekundärstruktur wird 
beispielsweise durch eine höhere Temperatur erreicht. 
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4.1.3 Überprüfung von Sequenz spezifität der PCR -Fragmente für S. 

agalactiae  im Vergleich zu potenziell  interferierende n Sequenzen 

anderer Bakterien  

 

Die spezifischen 16S-Sequenzen der PCR-Fragmente ergeben sich durch die Auswahl der 

Primer und dienen als Basis für die reverse Transkription sowie für die Amplifikation in der qPCR. 

Es ist wichtig, die Eigenschaften dieser Sequenzabschnitte zu verstehen, einschließlich ihrer 

Lokalisierung innerhalb der genomischen rDNA und 16S rRNA, ihrer Spezifität zur Identifizierung 

von S. agalactiae sowie potenzieller intramolekularer Strukturen. 

Um mögliche Auswirkungen dieser Sequenzen auf die qPCR und RT-Reaktion zu untersuchen, 

wurden die Nukleotidabfolgen der entsprechenden PCR-Fragmente und cDNA anhand der in der 

NCBI-Datenbank hinterlegten 16S-rRNA-Sequenzen für S. agalactiae abgeleitet und lokalisiert 

(Tabelle 23). 

 

Tabelle 23: Sequenzen der  PCR-Fragmente (rRNA -Strang),  
die  durch  die  Primerpaar e A1, A2, B1, B2, C1, C2 generiert werden  

 

Primerpaar  PCR-Fragment Sequenz 5´ - 3´ 

A1 

TTGGTGTTTACACTAGACTGAT GAGTTGCGAACGGGTGAGTAACG 

CGTAGGTAACCTGCCTCATAG CGGGGGATAACTATTGGAAACGATAG 

CTAATACCGCATAAGAGTAATTAACACATGTTAGT 

A2 

CGCTGAGGTTTGGTGTTTACACTAGACTGAT 

GAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTCATAGC 

GGGGGATAACTATTGGAAACGATAG CTAATACCGCATAAGAGTAATTAACAC 

ATGTTAGTTATTTAAAAGGAGCAATTGCTT 

B1 

GTTATTTAAAAGGAGCAATTGCTTCACTGTGAGATGG 

ACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAG 

GCTCACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAG 

GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA 

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGG 

CAATGGACGGAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTG 

AGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG 

TTAGAGAAGAACGTTGGTAGGAGTGGAAAATCTACCAA 

B2 

GAGTAATTAACACATGTTAGTTATTTAA AAGGAGCAATTGCTTCACTGTGAGATGG 

ACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGG 

CTCACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAG 

GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC 

AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGG 

CAATGGACGGAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGT 

GAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG 

TTAGAGAAGAACGTTGGTAGGAGTG 

C1 

CATCCT TCTGACCGGCCTAGAGATAGGCTTTCTCTTCGGAG 

CAGAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT 

CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG AGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCA 

TCATTAAGTT GGGCACTCTAGCGAG 

C2 

CTTTCTCTTCGGAGCAGAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT 

CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG 

AGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTT GGGCACTCTAGCGAG 
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Abbildung 10: Lokalisation von Primern der Gruppe A (A1 und A2) und PCR -
Fragmenten innerhalb der 16S  rRNA-Sequenz  

Abbildung 11: Lokalisation von Primern der Gruppe B (B1 und B2) und PCR -
Fragmenten innerhalb der 16S rRNA -Sequenz  

Die nachfolgenden Abbildungen 10, 11 und 12 veranschaulichen grafisch die Positionierung der 

Primer und PCR-Fragmente in Bezug auf die rRNA-Sequenz: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A und D: Vorwärts- (gelb) und Rückwärts-Primer (grün) für 16S PCR. Die Rückwärts-Primer binden auch an 
16S rRNA und dienen als Primer für die RT-Reaktion. B und E: Positionierung der Primer innerhalb der 
Sequenz von 16S rRNA. C und F: Lokalisation von PCR-Fragmenten innerhalb der 16S rRNA-Sequenz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A und D: Vorwärts- (gelb) und Rückwärts-Primer (grün) für 16S PCR. Die Rückwärts-Primer binden auch an 
16S rRNA und dienen als Primer für die RT-Reaktion. B und E: Positionierung der Primer innerhalb der 
Sequenz von 16S rRNA. C und F: Lokalisation von PCR-Fragmenten innerhalb der 16S rRNA-Sequenz. 
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Abbildung 12: Lokalisation von Primern der Gruppe C (C1 und C2) und PCR -
Fragmenten innerhalb der 16S rRNA -Sequenz  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A und D: Vorwärts- (gelb) und Rückwärts-Primer (grün) für 16S PCR. Die Rückwärts-Primer binden auch an 
16S rRNA und dienen als Primer für die RT-Reaktion. B und E: Positionierung der Primer innerhalb der 
Sequenz von 16S rRNA. C und F: Lokalisation von PCR-Fragmenten innerhalb der 16S rRNA-Sequenz. 

 

 

Eine computergestützte Analyse wurde benutzt, um erste Aufschlüsse über potenzielle 

Schwierigkeiten bei der Bestimmung der Spezifität einer PCR-Reaktion zu gewinnen. Besondere 

Herausforderungen könnten sich ergeben, wenn in den Proben anstelle von S. agalactiae 

Nukleinsäuren anderer Mikroorganismen vorhanden sind. Die Spezifität der PCR-Fragmente 

wurde mittels BLAST-Analyse (NCBI) überprüft. Im Folgenden wird der Sequenzvergleich anhand 

von zwei Beispielen veranschaulicht: PCR-Fragmente aus den Primerpaaren (A1 oder C1) 

wurden mit ausgewählten 16S-Sequenzen potenzieller Sepsis-Erreger verglichen, darunter 

Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Sequenz -Analyse von  A1- sowie  C1-PCR-Fragmenten und der 
entsprechenden Primer -Bindungsstellen auf Spezifität von S. agalactiae  NR_040821.1 

A1-PCR-Fragment 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C1-PCR-Fragment 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: Alignment mit S. agalactiae ergibt 100 % Homologie mit der Sequenz in NCBI-Datenbank; B und C: 
Alignment mit Streptokokken am Beispiel von S. pneumoniae (NCBI Reference Sequence: NR_028665.1) 
und S. pyogenes (GenBank: AB023575.1); D: Alignment mit Grampositiven Erregern der Sepsis am Beispiel 
von S. aureus (GenBank: L36472.1); E und F: Alignment mit Gramnegativen Erregern der Sepsis am 
Beispiel von E. coli (GenBank: CP000946.1) und P. aeruginosa (GenBank: CP000438.1).  

 

 

Die Ergebnisse dieser Analyse zeigen, dass eine komplette Übereinstimmung bei der 

Nukleotidabfolge lediglich bei der Alignment mit der 16S-Sequenz von S. agalactiae besteht. Im 
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Gegensatz dazu weisen Sequenzen anderer Erreger eine variierende, jedoch generell geringere 

Ähnlichkeit und somit auch niedrigere Sequenzspezifität auf. Mit abnehmender evolutionärer 

Verwandtschaft verringert sich erwartungsgemäß das Maß der Homologie in der 

Nukleotidabfolge. Beim Vergleich mit anderen Streptokokken (S. pyogenes und S. pneumoniae) 

zeigt sich jedoch eine sehr hohe Sequenzübereinstimmung, wobei die Bindungsstellen für die 

Reverse-Primer eine nahezu identische Basenfolge aufweisen. Im Gegensatz dazu nimmt die 

Ähnlichkeit mit S. aureus, E. coli und P. aeruginosa deutlich ab, was auf größere genetische 

Unterschiede hindeutet. 

Die Ergebnisse der Sequenz-Analyse zeigten eine hinreichende Spezifität der ausgewählten 

Primer für den Nachweis von S. agalactiae. Zudem deutet die Divergenz in den Sequenzen 

zwischen S. agalactiae und weiteren Sepsiserregern darauf hin, dass die Auswahl der Fragmente 

eine Unterscheidung gegenüber anderen Pathogenen auf Basis der Sequenzierung ermöglichen 

kann. Es ist jedoch zu beachten, dass teilweise längere Sequenzabschnitte der PCR-Fragmente 

eine hohe Übereinstimmung mit anderen Streptokokken aufweisen. 

 

4.1.4 Sekundärstrukturen als Besonderheit von 16S -Sequen z 

Aufgrund der hohen Flexibilität eines Nukleinsäure-Einzelstrangs können komplementäre 

Sequenzsegmente innerhalb einer solchen Nukleotidkette doppelsträngige Strukturen wie 

Schleifen (ĂLoopsñ) oder Haarnadeln (ĂHairpinsñ) ausbilden. Bereits bei einer Länge von sieben 

bis zehn Nukleotiden gelten solche Faltungen unter üblichen PCR-Bedingungen, beispielsweise 

einer Annealing-Temperatur von 55 °C, als stabil und können die RT-qPCR-Effizienz 

beeinträchtigen. So kann die Initiierung der cDNA-Synthese durch eine Blockade von 

Bindungsstellen innerhalb der Primer-Zielsequenz durch bereits vorhandene intramolekulare 

Doppelhelix verhindert werden. Zudem stellen die doppelsträngigen Sekundärstrukturen 

innerhalb der Matrize kein Substrat für die Reverse Transkriptase dar, was zu einem vorzeitigen 

Synthese-Stopp von cDNA und zur Entstehung trunkierter cDNA-Produkte führen kann.  

Um den möglichen Einfluss der räumlichen Anordnungen der 16S-Sequenz auf einzelne Schritte 

der RT-qPCR-Reaktion zu analysieren, wurde die Anwesenheit und das Ausmaß von 

intramolekularen doppelsträngigen Sequenzsegmenten in Abhängigkeit von der Art der 

Nukleinsäure (16S rDNA und 16S rRNA) mithilfe von Computerprogrammen untersucht und 

dargestellt. Dieser Ansatz erlaubte es, einen möglichen Einfluss der chemischen Unterschiede 

zwischen DNA und RNA auf die Bildung von Sekundärstrukturen zu beleuchten. 

 

Eine potenzielle 2D-Struktur der 16S rRNA von S. agalactiae wurde mithilfe eines 

Computerprogramms von EMBL (abrufbar unter 

https://rnacentral.org/rna/URS00003280D6/888745, Zugriff am 15.06.2023) generiert (Abbildung 

14). Die Positionen 1, 500, 1000 und 1501 markieren das 5´-Ende, die mittleren Positionen und 

das 3´-Ende der rRNA-Sequenz. Die doppelsträngigen Segmente der 16S rRNA stellen mögliche 

Sekundärstrukturen dar, die basierend auf der komplementären Basenpaarung für RNA mithilfe 

von Software ermittelt wurden.  

 

https://rnacentral.org/rna/URS00003280D6/888745
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Abbildung 14: 2D-Struktur der  16S rRNA von  S. agalactiae  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dargestellt ist eine mögliche 2D-Struktur der 16S rRNA für S. agalactiae. Sekundärstrukturen entstehen 
durch selbstkomplementäre Sequenzabschnitte innerhalb eines Nukleinsäurestrangs. Charakteristische 
Merkmale der 16S rRNA sind ausgedehnte doppelsträngige Sequenzabschnitte. Diese Regionen sind nur 
bedingt für eine Primerbindung zugänglich und verhindern somit die Initiierung der cDNA-Synthese. Die 
Trennung der intramolekularen Stränge kann beispielsweise durch Temperaturerhöhung erreicht werden. 
 

 

Die dargestellte 2D-Struktur repräsentiert lediglich eine theoretisch mögliche Form der rRNA-

Faltung. Die spezifischen Reaktionsbedingungen (wie Temperatur, Puffer, 

Magnesiumkonzentration usw.), die den Faltungsprozess signifikant beeinflussen können, 

werden nicht berücksichtigt. 

 

Die Analyse einzelner für die PCR relevanter Sequenzabschnitte wurde mithilfe des Software-

Programms OligoAnalyzer 3.1 von der Firma Integrated DNA Technologies durchgeführt. Dieses 

Online-Programm zeigt spezielle Eigenschaften von Oligonukleotiden und identifiziert potenzielle 

Haarnadel- oder Dimer-Effekte. Darüber hinaus kann es Unterschiede in den 

Basenpaarungsmerkmalen zwischen DNA- und RNA-Strängen erkennen, wie beispielsweise die 

ĂG-Cñ-Paarung für DNA im Vergleich zur ĂG-Uñ-Paarung für RNA. Das Programm visualisiert die 

räumlichen Anordnungen graphisch und ermittelt theoretische Stabilitätswerte für jede einzelne 

Struktur. Diese Werte ermöglichen eine orientierende Vorhersage über die Robustheit einer 

solchen Form unter standardisierten Reaktionsbedingungen (mit Puffer, Mg-Ionen usw.) und 

helfen bei der Einschätzung des potenziellen negativen Einflusses einzelner Sekundärstrukturen 

auf den Ablauf der RT-Reaktion unter reellen Konditionen.  
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Abbildung 15: Analyse der  Sekundär strukturen von A1 -Sequenzsegmenten und 
deren  Stabilität unter PCR -Reaktionsbedingungen bzw. RT -Reaktion  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: Schematische Darstellung einer Sekundärstruktur bei DNA-Form (A1-PCR-Fragment). B: Schematische 
Darstellung einer Sekundärstruktur bei RNA-Form (rRNA im RT-Schritt).  C: Schmelztemperatur für die acht 
häufigsten DNA-Sekundärstrukturen (Tm zwischen 45 °C und 48 °C). D: Schmelztemperatur für die acht 
häufigsten RNA- Sekundärstrukturen (Tm bei ca. 72 °C). E: Position von Primer A1-R bei Bindung an rRNA 
(rot), potenzielles Produkt der Verlängerung von Primer A1-R: die resultierende cDNA (blau) und ihre 
Position an der komplementären Sequenz der 16S rRNA. F: Topografie der 16S rRNA von S. agalactiae mit 
Nummerierung. (Reaktionsbedingungen: Primer-Konzentration 0,25 µM; MgCl2 2 mM, NaCl 50 mM) 
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Abbildung 16: Analyse der  Sekundär strukturen von C1 -Sequenzsegmenten und 
deren Stabilität unter PCR -Reaktionsbedingungen bzw. RT -Reaktion  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A: Schematische Darstellung einer Sekundärstruktur bei DNA-Form (C1-PCR-Fragment). B: Schematische 
Darstellung einer Sekundärstruktur bei RNA-Form (rRNA im RT-Schritt).  C: Schmelztemperatur für die acht 
häufigsten DNA-Sekundärstrukturen (Tm zwischen 47 °C und 50 °C). D: Schmelztemperatur für die acht 
häufigsten RNA- Sekundärstrukturen (Tm zwischen 68 °C und 72 °C). E: Position von Primer C1-R bei 
Bindung an rRNA (rot), potenzielles Produkt der Verlängerung von Primer C1-R: die resultierende cDNA 
(blau) und ihre Position an der komplementären Sequenz der 16S rRNA. F: Topografie der 16S rRNA von 
S. agalactiae mit Nummerierung. (Reaktionsbedingungen: Primer-Konzentration 0,25 µM; MgCl2 2 mM, 
NaCl 50 mM) 

 

 

Das Programm generiert ein Spektrum potenzieller Sekundärstrukturen als Ergebnis der Analyse. 

Im Interesse der Übersichtlichkeit werden nachfolgend nur einige Beispiele solcher Anordnungen 

und deren Analyse für Segmente, die für die Polymerase-katalysierte, matrizenabhängige 

Synthese (PCR-Fragmente und cDNA) relevant sind, dargestellt. In den Abbildungen 15 und 16 
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werden Elemente präsentiert, für die das Programm die höchste Stabilität vorhergesagt hat. Der 

DNA-Strang repräsentiert dabei ein PCR-Fragment als Matrize während der Annealing-Phase 

oder der Synthese-Phase. Der RNA-Strang hingegen steht für die rRNA als Matrize in der 

Reverse-Transkriptase-Reaktion (RT-Schritt). 

 

Die grafische Darstellung deutet bereits darauf hin, dass das DNA- und RNA-Rückgrat eines 

Sequenzfragments zu unterschiedlichen Einzelstrang-Faltungen führen kann. Dadurch variieren 

die einzelsträngigen Matrizen in ihrer dreidimensionalen Struktur und können unterschiedlich 

starke hemmende Einflüsse auf die Primer-Bindung und die Polymerase-Synthese haben.  

Die theoretisch berechnete Stabilität der Sekundärstrukturen variiert ebenfalls. Die 

Schmelztemperaturen solcher Doppelstränge erstrecken sich zwischen 35 °C und 72 °C und 

liegen somit teilweise im Bereich der Temperaturen, die für die PCR von Bedeutung sind: Die 

Annealing-Temperatur liegt typischerweise zwischen 50 °C und 65 °C, während die Verlängerung 

(Extension) bei 72 °C erfolgt. Insbesondere die RNA-Strukturen zeigen eine hohe Stabilität und 

könnten daher für den geplanten RT-Schritt vor der PCR von Relevanz sein. 

 

Analyse von Sekundärstrukturen in der Nähe der Primer-Bindungsstellen (genomische rDNA 

bzw. rRNA) 

 

Es ist nicht nur so, dass Sequenzabschnitte der PCR-Fragmente von Sekundärstrukturen 

betroffen sind und dadurch die Effizienz der RT- bzw. PCR-Reaktion beeinflussen können. Auch 

Sequenzabschnitte der Matrizen (genomische DNA bzw. 16S-rRNA), die sich in benachbarten 

Positionen zu den Primer-Bindungsstellen befinden, können durch ihre Beteiligung an der Bildung 

von Sekundärstrukturen einen entscheidenden Einfluss auf die gesamte Reaktion haben. 

 

Es werden Beispiele für Sekundärstrukturen in unmittelbarer Nähe zu den Bereichen der 

spezifischen Primer-Bindung dargestellt. Hierbei spielt auch die Beschaffenheit des Matrizen-

Strangs eine entscheidende Rolle, ob es sich um chromosomale DNA oder rRNA handelt 

(Abbildungen 17 und 18).  
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Abbildung 17: Beispiel für Analyse von Sekundär strukturen von Sequenz -Segmenten für 
A1-R-Primer -Bindung und ihrer Stabilität unter PCR -Reaktionsbedingungen bzw. RT -

Reaktion  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A: Segment der chromosomalen DNA, schematische Darstellung der Sekundärstrukturen. B: rRNA-
Segment, schematische Darstellung der Sekundärstrukturen.  C: Tm für die sechs häufigsten DNA-
Sekundärstrukturen (Tm zwischen 38 °C und 44 °C). D: Tm für die acht häufigsten RNA-Sekundärstrukturen 
(Tm zwischen 57 °C und 69 °C). E: Sequenz-Segment rund um die A1-R-Primer-Bindungsstelle (grün 
markiert). F: Lokalisation von A1-R-Primer bezogen auf 2D-Struktur der rRNA von S. agalactiae. G: 
Topografie der 16S rRNA S. agalactiae mit Nummerierung. (Reaktionsbedingungen: Primer-Konzentration 
0,25 µM; MgCl2 2 mM, NaCl 50 mM). 
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Abbildung 18: Beispiel für Analyse von Sekundär strukturen von Sequenz -Segmenten 
für C1 -R-Primer -Bindung und ihrer Stabilität unter PCR-Reaktionsbedingungen bzw. 

RT-Reaktion  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A: Segment der chromosomalen DNA, schematische Darstellung der Sekundärstrukturen. B: rRNA-
Segment, schematische Darstellung der Sekundärstrukturen. C: Tm für die acht häufigsten DNA-
Sekundärstrukturen (Tm zwischen 50 °C und 56 °C). D: Tm für die acht häufigsten RNA-Sekundärstrukturen 
(Tm zwischen 66 °C und 74 °C). E: Sequenz-Segment rund um die C1-R-Primer-Bindungsstelle (grün 
markiert). F: Lokalisation von C1-R-Primer bezogen auf 2D-Struktur der rRNA von S. agalactiae. G: 
Topografie der 16S rRNA S. agalactiae mit Nummerierung. (Reaktionsbedingungen: Primer-Konzentration 
0,25 µM; MgCl2 2 mM, NaCl 50 mM). 
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Die grafische Darstellung verdeutlicht, dass in der 16S-Sequenz auch die Positionen für die 

Primer-Bindung stark von der Faltung der Einzelstränge betroffen und daher nur teilweise für die 

Anlagerung der Primer zugänglich sind. Diese dreidimensionale Anordnung kann sich folglich auf 

die Effizienz der Primer-Bindung an die Matrize auswirken und die Ausbeute der Reaktion negativ 

beeinflussen. 

Die Stabilität der Sekundärstrukturen rund um die Primer-Bindungsstellen spielt eine große Rolle. 

Die DNA-Faltungen weisen eine Schmelztemperatur (Tm) von 38ï44 °C bzw. 50ï56 °C auf. 

Somit sind die meisten Sekundärstrukturen in den relevanten Bereichen der chromosomalen 

16S-DNA-Sequenz bei einer Annealing-Temperatur von 50ï65 °C instabil und würden die Primer-

Bindung zu Beginn der PCR nicht wesentlich stören. Im Gegensatz dazu haben RNA-Strukturen 

Schmelztemperaturen zwischen 55 und 74 °C. Insbesondere im Schritt der Synthese von cDNA 

durch Reverse Transkriptasen können solche Faltungen die Bindung der Primer an die rRNA 

verhindern oder zumindest schwächen. 

Nach der Charakterisierung der Sequenzen von Primern, PCR-Fragmenten und möglicher 

Einflüsse auf die Reaktionen wurde entschieden, mit allen Primerpaaren fortzufahren und im 

nächsten Schritt die Etablierung einer 16S-rDNA-basierten qPCR durchzuführen.  

Die Verwendung von 16S rRNA als Matrize für die cDNA-Synthese und die anschließende 

Nutzung dieser synthetisierten cDNA in der spezifischen qPCR setzen erfolgreiche Durchführung 

folgender kritischer Teilreaktionen voraus: 

¶ Spezifische Primer-Bindung an 16S rRNA und erfolgreiche Initiierung der Synthese durch 

das RT-Enzym,  

¶ Synthese eines vollständigen cDNA-Fragments durch das RT-Enzym (Primer-

Verlängerungsreaktion). Das fertige cDNA-Fragment soll die Sequenz für die Primer-

Bindungsstelle für den zweiten PCR-Primer umfassen.  

Beide Prozesse erfordern die Verfügbarkeit der RNA-Matrize im einzelsträngigen Zustand. 

Intramolekulare Doppelstränge können sowohl die Bindung der Primer an die Zielsequenz 

verhindern als auch die Primer-Verlängerung durch das RT-Enzym während der cDNA-Synthese 

blockieren. Das Ausmaß der Störung hängt maßgeblich von der Stabilität der Sekundärstrukturen 

unter den Reaktionsbedingungen im RT-Schritt ab, wobei sowohl die Länge des Doppelstrangs 

als auch die Reaktionstemperatur eine wichtige Rolle spielen. Je länger eine 

Doppelstrangformation ist und je niedriger die Reaktionstemperatur liegt, desto stärker kann die 

Hemmung der Primer-Bindung oder der Primer-Verlängerung während der cDNA-Synthese 

ausfallen. Die Hauptaufgabe bei der Strukturanalyse bestand folglich darin, den potenziellen 

negativen Einfluss der Sekundärstrukturen auf diese kritischen Teilreaktionen für die 

ausgewählten Primer abzuschätzen und gegebenenfalls günstigere Bindungsstellen innerhalb 

der 16S-rRNA-Sequenz zu finden oder die Reaktionsbedingungen zu modifizieren. 

Trotz einer sorgfältigen topographischen Analyse war es nicht möglich, die identifizierten 

Sekundärstrukturen vollständig zu umgehen. 

Als Schlussfolgerung aus diesen Analysen ergaben sich praktische Ansätze zur Optimierung der 

RT-qPCR, darunter die Entwicklung längerer Primersequenzen (Primerkombinationen A3, B3, 

C3). Solche Oligonukleotide haben die Fähigkeit, sich bei höheren Temperaturen an Matrizen zu 
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binden und somit potenzielle kompetitive Wechselwirkungen durch Sekundärstrukturen effektiver 

zu überwinden. Zusätzlich wurden breitere Reaktionsbereiche in die Optimierung der 

Reaktionsbedingungen der RT-qPCR einbezogen. Dies umfasste die Verwendung höherer 

Temperaturen im RT-Schritt, die Testung von Reversen Transkriptasen aus verschiedenen 

Quellen sowie den Einsatz von RT-Enzymen mit höherer Thermostabilität. Darüber hinaus 

wurden längere Reaktionszeiten im RT-Schritt vorgesehen, um gegebenenfalls Pausen in der 

Primer-Verlängerung der RT-Enzyme während der cDNA-Synthese auszugleichen. 
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4.2 Etablierung einer Real -Time PCR (qPCR)  
 

In der Real-Time PCR (qPCR) können sowohl die durch reverse Transkription bereitgestellten 

cDNA-Stränge als auch die genomische DNA als Matrizen verwendet werden, um PCR-

Fragmente zu generieren.  

Die DNA-basierte qPCR sollte im späteren Verlauf als Referenzmethode dienen und einen 

direkten Vergleich mit der Reverse-Transkriptase-qPCR ermöglichen. Darüber hinaus sollte sie 

als Werkzeug zur Quantifizierung von Einflussfaktoren und zur Optimierung der Variablen in der 

reversen Transkription fungieren. 

Eine zuverlässige Amplifikation der genomischer DNA ist eine wesentliche analytische 

Voraussetzung für eine vergleichende Bewertung der Signalverläufe aus DNA- und RNA-

basierten Ansätzen. 

Die Stärke der Real-Time PCR liegt in ihrer außerordentlichen Sensitivität, die durch die 

exponentielle Vermehrung der Fragmente erreicht werden kann. Doch zugleich ist diese 

Amplifikation äußerst empfindlich gegenüber einer Vielzahl von Einflussfaktoren. Erst durch 

umfangreiche Optimierungsschritte kann die Methode präzise und reproduzierbare Ergebnisse 

liefern.  

Die nachfolgenden Ergebnisse präsentieren die Etablierung und Optimierung einer spezifischen 

qPCR unter Verwendung chromosomaler Segmente der 16S rDNA von S. agalactiae.  

 

 

4.2.1 Ergebnisse des initialen Screenings von Primern  

Alle zuvor entworfenen Primer-Oligonukleotide wurden auf ihre Eignung zur Durchführung der 

16S-qPCR getestet.  

Das Screening erfolgte im Real-Time-Format mit anschließender Analyse einer Schmelzkurve 

der gebildeten PCR-Produkte. Zur Erfassung des zeitlichen Verlaufs der Reaktion wurde der 

Farbstoff SYBR Green eingesetzt. Als Matrize wurde genomische DNA von S. agalactiae 

verwendet. Hierfür wurde eine DNA-Stocklösung mit einer Konzentration von 100 ng/µl durch 

Isolierung aus einer Übernachtkultur vorbereitet.  

Zunächst wurden verschiedene Primer-Kombinationen in qPCR getestet (Tabelle 24). Hierbei 

wurde eine im Labor vorhandene Warm-Start Taq Polymerase von New England Biolabs 

verwendet. Die für das initiale Screening eingesetzten Mengen an DNA betrugen ca. 5x105, 5x106 

und 5x107 Kopien pro Reaktion. Die Konzentration der Primer war 0,5 µmol/l. 

 

Für die Reaktion wurde ein PCR-Temperaturprofil verwendet, das vom Hersteller der Taq-

Polymerase (NEB) für die Etablierung empfohlen wurde (Tabelle 25). 
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Tabelle 24: Primer im initialen Screening  
 

Primer -

Gruppe  

Primer -

Kombination  

Position im  

16s rDNA -Gen 
Sequenz 5' -3'/ Länge, Anzahl von Nukleotiden  

PCR-

Produktlänge  

A 

A1 
49-68 F: ttggtgtttacactagactg, 20 

126 bp 
175-155 R: actaacatgtgttaattactc, 21 

A2 
40-60 F: cgctgaggtttggtgtttaca, 20 

157 bp 
197-174 R: aagcaattgctccttttaaataac, 24 

A3 
40-68 F: cgctgaggtttggtgtttacactagactg, 29 

157 bp 
197-155 R: aagcaattgctccttttaaata actaacatgtgttaattactc, 43 

B 

B1 
174-197 F: gttatttaaaaggagcaattgctt, 24 

285 bp 

458-434 R: ttggtagattttccactcctaccaa, 25 

B2 
155-175 F: gagtaattaacacatgttagt, 21 

290 bp 
445-426 R: cactcctaccaacgttcttc, 20 

B3 
155-197 F: gagtaattaacacatgtta gttatttaaaaggagcaattgctt, 43 

304 bp 
458-426 R: ttggtagattttc cactcctaccaacgttcttc, 33 

C 

C1 
975-1000 F: catccttctgaccggcctagagatag, 26 

161 bp 
1135-1115 R: ctcgctagagtgcccaactta, 21 

C2 
1002-1020 F: ctttctcttcggagcagaa, 19 

134 bp 
1135-1115 R: ctcgctagagtgcccaactta, 21 

C3 
988-1020 F: ggcctagagatagg ctttctcttcggagcagaa, 33 

164 bp 
1151-1115 R:  gtttattaccggcagt ctcgctagagtgcccaactta, 37 

 

 

Tabelle 25: PCR-Temperaturprofil für Primer -Screening  
 

Temperatur profil ĂScreening 1.1ñ   

Schritt Temperatur, ° C Zeit, sec 

Initiale Denaturierung 95°C 120 

1.     Annealing 55°C 60 

2.     Extension 72°C 60 

3.     Denaturierung 95°C 20 

4.     Finale Verlängerung 72°C 600 

5.     Tm-Bestimmung  50°C ï 95°C  

Anzahl von Wiederholungen der Schritte 1 bis 3: 40x  
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Abbildung 19: Auswertung der Ergebnisse der Amplifikation zu Beginn des Screenings 
am Beispiel des A1-Primerpaares  

Die Ergebnisse der qPCR-Amplifikation zu Beginn des Screenings sowie Datenanalyse werden 

nachfolgend exemplarisch am Beispiel des A1-Primerpaares abgebildet (Abbildung 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A: Zeitlicher Verlauf des Fluoreszenz-Signals während der qPCR mit A1-Primerpaar. Reaktionen wurden 
bei verschiedenen DNA-Konzentrationen durchgeführt: 5x10^7 (1), 5x10^6 (2) und 5x10^5 (3) Kopien (rot). 
Die Bildung eines unspezifischen Produktes war anhand des Signalverlaufs in der Negativ-Kontrolle (4) 
erkennbar (blau). B: Regressionskurve und -analyse als Basis für Ermittlung der Effizienz der PCR-Reaktion 
(Mittelwerte und Standard-Abweichung). C: Kontrolle der Spezifität durch Bestimmung der Schmelzkurve 
nach Abschluss von qPCR: Kurven mit DNA-Input (3) zeigen einen Peak bei 82,5 °C für das gewünschte 
PCR-Fragment an, das unspezifische Produkt (4) in der Negativ-Kontrolle hat eine abweichende Tm. D: 
Berechnung der Parameter der PCR-Effizienz mittels Daten aus Regressionsanalyse (B): Effizienz der 
vorliegenden qPCR-Reaktion lag bei 73 %. 

 

 

Analog zu diesem Beispiel wurden alle Primerpaare getestet und qPCR-Daten ausgewertet. Die 

wesentlichen Ergebnisse (z.B. PCR-Effizienz und Maß für Streuung der Ct-Werte, das 

Bestimmtheitsmaß R2) sind in Tabelle 26 zusammengefasst. 
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Tabelle 26: Ergebnisse des initialen Primer -Screenings  
 
Diese Tabelle zeigt einen Vergleich der berechneten Parameter zur Beurteilung einzelner qPCR mit allen 
verwendeten Primerpaaren. Die Berechnung erfolgte mittels Regressionsanalyse auf Basis der 
gemessenen Ct-Werte für das jeweilige Primerpaar. Eine graphische Abbildung der Originaldaten für 
Signalverläufe am Beispiel des Primerpaars A1 ist in Abbildung 19 dargestellt. 

 

Experiment  
am 22.02.12 

Regressions -
Analyse,  
Steigung  

Effizienz  
pro Zyklus  

PCR-Effizienz 
% 

Bestimmtheitsmaß,  
R^2 

A1 -4,19 1,73 73 0,99 

A2 -3,72 1,86 86 0,99 

A3 -3,69 1,87 87 0,99 

B1 
Nicht 

auswertbar  
Frühe unspezifische 

Reaktion 
    

B2 -3,92 1,8 80 0,99 

B3 Nicht auswertbar, zu hohe Baseline     

C1 -3,66 1,88 88 0,99 

C2 -3,93 1,8 80 0,99 

C3 -3,24 2,04 104 0,87 

 
 

Die Kombinationen A1, A2, A3, C1, C2 und C3 wurden als geeignet für weitere Optimierung 

bewertet: die qPCR war erfolgreich, der Zeitpunkt des Auftretens unspezifischer Reaktionen im 

NTC-Ansatz war ausreichend spät (nach dem 25 - 30 Zyklus). Zwar erreichte die ermittelte 

Sensitivität noch nicht das angestrebte Niveau von 100 Kopien / Reaktion, dennoch markierte 

dieses Ergebnis den ersten Schritt bei der Etablierung der qPCR. Die Spezifität der PCR-

Fragmente (Gruppe A und C) wurde durch Sequenzierung und den Abgleich mit der NCBI-

Datenbank bestätigt. 

 

Die Primer B2 lieferten zwar das gewünschte Amplifikat, jedoch fielen in den Non-Template 

Control-Reaktionen unspezifische Produkte mit einem niedrigen Ct-Wert auf. Die Nebenprodukte 

haben eine abweichende Tm und eine kurze Fragmentlänge in der Gelelektrophorese. Obwohl 

es möglich ist, mithilfe einer Schmelzkurvenanalyse das Vorhandensein der Primer-Dimere 

nachzuweisen, kann die Amplifikation der Zielsequenz durch kompetitive Synthese der 

Nebenprodukte signifikant gehemmt werden. Die unspezifischen Reaktionen finden verstärkt 

statt, wenn niedrig konzentrierte DNA im Ansatz vorliegt. Die ähnlich konfigurierte Kombination 

B1 zeigte ebenfalls eine Tendenz zu Nebenreaktionen. Die Ausbeute der PCR-Fragmente, die 

unter Verwendung des Primerpaares B3 synthetisiert wurden, war derart niedrig, dass eine 

zuverlässige Erkennung des Signals über einer bereits relativ hohen Basislinie nicht sicher 

möglich war.  

 

Die Beobachtung von signifikanten Nebenreaktionen bei der Primer-Gruppe B mit niedrigen Ct-

Werten in den Kontrollansätzen wurde als potenzielle Hürde für die weitere Testung betrachtet, 

in Folge wurde auf die tiefergehende Testung dieser Gruppe verzichtet. 
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Im Primer-Screening wurde ausschließlich die Taq-Polymerase von NEB verwendet. Da das 

Enzym eine entscheidende Rolle in der Reaktion spielen kann, wurde entschieden, weitere Hot-

Start-Taq-Polymerasen zu testen. Ziel dieser Versuchsreihe war es, ein Enzym zu finden, das 

eine hochspezifische Amplifikation der gewünschten Sequenzen ermöglicht. Es wurden die 

folgenden Polymerasen zusätzlich eingesetzt: HotStarTaq Polymerase von Qiagen und 5PRIME 

HotMaster Taq DNA-Polymerase. Durch sukzessive Variation einzelner PCR-Parameter (Primer-

Konzentration, Reaktionszeiten und -temperaturen) wurde die Effizienz sowie Entstehung von 

Nebenreaktionen untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Taq-Polymerase von Qiagen die 

geringste Neigung zur Generierung von unspezifischen Produkten in den NTC-Reaktionen 

aufwies (Ergebnisse nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde beschlossen, die Testung der 

Sensitivität mit der HotStarTaq Polymerase von Qiagen durchzuführen. 

 

4.2.2 Testung der  Sensitivität der 16S qPCR  

Zum Abschluss der Phase ĂEtablierung der qPCRñ wurden die zuvor erfolgten Modifikationen an 

Komponenten und Reaktionsbedingungen in einem Sensitivitätstest experimentell überprüft.  Die 

Sensitivität der qPCR wurde anhand einer Verdünnungsreihe genomischer DNA getestet. Diese 

Reihe wurde wie folgt hergestellt: 

Die genomische DNA (gDNA) wurde aus einer Bakterienkultur (Übernachtkultur) unter 

Verwendung der Qiagen-Methode isoliert und als Ausgangslösung (100 ng/µl) aufbewahrt. Die 

Verdünnungsreihe wurde durch sukzessive Dilution des Ausgangsstocks in Schritten von 1:10 

bis 1:10.000 erstellt. Jeweils 5 µl einer Verdünnungsstufe wurden zu 45 µl eines PCR-Ansatzes 

hinzugefügt. Dadurch ergab sich folgende Reihe von Endkonzentrationen von gDNA pro 

Reaktionsansatz: 500.000, 50.000, 5.000 und 50 Kopien. Die orientierende Kopie-Anzahl im 

Ansatz wurde unter Verwendung der Informationen über das bakterielle Genom (Masse) ermittelt 

und dienten als Richtwert.  

Es wurden Primer-Oligonukleotide (Primer-Paare) A3, C1, C3 getestet. Als Enzym wurde die 

HotStarTaq Polymerase von Qiagen verwendet. Zusammensetzung der PCR-Reaktionen 

erfolgte nach Angaben des Herstellers (Qiagen) mit folgenden Modifikationen: alle Primer wurden 

in einer Konzentration von 0,4 µmol/l eingesetzt. Das Temperaturprofil ist in der Tabelle 27 

abgebildet. 

In der jeweiligen qPCR konnten alle Verdünnungsstufen detektiert werden. Die Nachweisgrenze 

betrug ungefähr 50 Genomäquivalente pro Reaktion. Die Tm-Analyse zeigte einen 

charakteristischen Schmelzpunkt für die Amplifikation eines PCR-Fragments.  

Die Berechnung der PCR-Effizienz auf Basis der Auswertung von Ct-Werten ist in der Tabelle 28 

zusammengefasst. Die graphische Darstellung der Ergebnisse der qPCR ist in der Abbildung 20 

zu sehen. 
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Tabelle 27: Temperaturprofil bei Sensitivitätstestung  
 

 

Tabelle 28: Ergebnis der Sensitivitätstestung für die Primerpaare A1, C1, C3  
 
Diese Tabelle zeigt die berechneten Parameter für die Sensitivitätstestung von qPCR mit drei Primerpaaren. 
Die Berechnung erfolgte durch Regressionsanalyse auf Basis der gemessenen Ct-Werten für jedes 
Primerpaar. Die entsprechenden Signalverläufe sind in Abbildung 20 grafisch dargestellt.  
 

 

Aus der Regressionskurve konnte die Effizienz der qPCR berechnet werden: sie variierte je nach 

verwendetem Primerpaar zwischen 95 % und 105 %. Die Streuung der Ct-Werte zwischen 

einzelnen qPCR-Reaktionen bei allen Verdünnungsstufen war sehr gering (Bestimmtheitsmaß, 

R2 = 0,99). Es wurde festgestellt, dass die Primer A3, C1 und C3 sogar bei einer Konzentration 

von etwa 50 Kopien pro Reaktion einen Ct-Wert von etwa 30 (+/- 1 Zyklen) lieferten. Dies deutet 

darauf hin, dass alle drei Primer-Kombinationen die qPCR stabil unterstützen und eine 

ausreichende Sensitivität ermöglichen. 

Die NTC (No Template Control) blieben negativ bis zum Zyklus 40. Dieses Ergebnis ist besonders 

für die zukünftige Optimierung der Reaktion wichtig, da es zeigt, dass die gewählten 

Reaktionsbedingungen und Komponenten eine geringe Neigung zur Bildung von Primer-Dimeren 

oder anderen Nebenprodukten aufweisen.  

Es wurde beschlossen, dass diese qPCR als Grundlage für die Einrichtung und Optimierung der 

RT-PCR dienen kann, welche sowohl die genomische 16S-Sequenz als auch die cDNA-Sequenz 

der 16S-rRNA amplifizieren könnte.  

 

Temperaturprofil ĂSensitivitªtstestung 3.5ñ 

95 °C 15 min (Denaturierung von DNA und Aktivierung von HotStar Taq 

Polymerase) 

Schritt Temperatur Zeit 

Annealing 65 °C 60 sec 

Extension 72 °C 60 sec 

Denaturierung 95 °C 15 sec 

Finale Verlängerung 72 °C 600 sec 

Tm-Bestimmung  50 °C ï 95 °C  

Anzahl von Wiederholungen der Schritte 1 bis 3: 40x  

    Primerpaar      

Parameter  A3 C1 C3 Formeln  

Steigung  -3,45 -3,31 -3,22 Y = m * X + b 

PCR-Effizienz pro Zyklus (E) 1,95 2,01 2,04 E = 10 ( -1 / Steigung) 

Effizienz der PCR (E%) 95 101 104 E% = (E - 1) * 100% 

R2 (Bestimmtheitsmaß) 0,99 0,99 0,99   

Nachweis von 50 Kopien Ja Ja Ja   

Spezifische Tm (Spezifität) 83,5 °C 86 °C 86 °C   

Nebenreaktionen (Primer-Dimere) Nein Nein Nein   
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Abbildung 20: Testung der Sensitivität in qPCR  mittels Verdünnungsreihe  nach 
Optimierung einzelner Komponenten  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diese Abbildung zeigt die Signalverläufe der qPCR-Reaktionen für die genannten Primerpaare als 
Verdünnungsreihe (links) und als lineare Regression (rechts). Die Verdünnungsreihe wurden mit 10x-fachen 
DNA-Verdünnungsstufen erstellt. Die Regressionskurve stellt eine lineare Beziehung zwischen dem 
Logarithmus der initialen DNA-Mengen (X-Achse) und den resultierenden Ct-Werten (Y-Achse) einzelner 
Reaktionen) dar. Die aufgetragenen Punkte entstammen zwei Wiederholungen. Der berechnete 
Bestimmtheitsmaß (R2) ist in jeder Kurve angegeben. 
Für Primerpaar A3 sind die Amplifikationsgrafik (A) und die Regressionsanalyse (B) dargestellt; für 
Primerpaar C1 die Amplifikationsgrafik (C) und die Regressionsanalyse (D); und für Primerpaar C3 die 
Amplifikationsgrafik (E) und die Regressionsanalyse (F). 
Die DNA-Konzentration und die Kopien in der Reaktion betrugen: 500.000 (1), 50.000 (2), 5.000 (3), 50 (4); 
0 (NTC, schwarz). Die PCR-Reaktion umfasste: 95 °C (15 min); dann Zyklen bei 65 °C (60 sec); 72 °C (60 
sec) und 95 °C (15 sec) für insgesamt 40 Wiederholungen; gefolgt von einer finalen Verlängerung bei 72 °C 
(600 sec) und anschließender Tm-Bestimmung.  
Die Signalverläufe der RT-qPCR stammen aus den Originaldaten des StepOne qPCR Geräts. Die 
Darstellung der Signalintensität (Delta Rn) ist logarithmisch. Signale mit einer Intensität unterhalb des Cut-
Offs (Threshold, dargestellt durch die horizontale rote Linie) gelten als Hintergrundrauschen. 
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4.3 Etablierung einer spezifischen Reverse -
Transkriptase -qPCR (RT-qPCR) auf der Basi s der  
16S rRNA von S. agalactiae  

 

In dieser Arbeit wurde beschlossen, dass sowohl die RT- als auch die PCR-Schritte in einem 

Reaktionsgefäß durchgeführt werden sollten. Dieses Format zielt darauf ab, potenzielle 

Materialverluste und Verfälschungen durch Übertragungseffekte zu verhindern. Im Folgenden 

werden die Auswirkungen einer vorausgegangenen Reverse-Transkriptase-Reaktion auf die 

Erträge einer qPCR dargestellt.  

 

4.3.1 Analyse des Einflusses  von 16S cDNA auf die Ergebnisse der qPCR  

Die Präsenz der genomischen DNA im Ausgangsmaterial führt bei einer 16S-qPCR bereits zu 

einem positiven Signal, wie im Rahmen der qPCR-Optimierung gezeigt wurde. Ziel weiterer 

Experimente war es, den Einfluss von zusätzlichen Matrizen-Kopien (16S cDNA) auf den Verlauf 

der qPCR-Reaktion zu erfassen. Die genomische DNA diente als Referenzwert für die qPCR, 

und die Aufstockung der Matrizenanzahl vor der qPCR erfolgte durch die Synthese von cDNA 

basierend auf der 16S-rRNA.  

Der Einfluss von zusätzlichen Matrizen-Kopien (16S cDNA) wurde anhand der Verschiebung der 

Ct-Werte in der qPCR in Abhängigkeit von der Durchführung oder dem Weglassen der RT-

Reaktion vor der 16S-qPCR untersucht.  

Nachdem mehrere Primerpaare für die qPCR erfolgreich getestet wurden, sollte nun die 

Anwendung derselben Primer für die RT-qPCR auf Basis der 16S rRNA erfolgen. Die zuvor 

etablierte 16S-qPCR wurde als Referenzverfahren genutzt, um die erwartete Signalverstärkung 

für die Reaktionen auf RNA-Basis zu messen. 

Primer-Paare A3 und C1 wurden aufgrund ihrer Eigenschaften für die 16S-rDNA-qPCR als 

geeignete Kandidaten angesehen. Die etablierten Reaktionsbedingungen erlaubten den 

sensitiven Nachweis von bis zu 50 DNA-Molekülen, und die Anfälligkeit für Nebenreaktionen war 

sehr gering. 

Die eingesetzte RNA war Teil eines Gemischs aus DNA und RNA, das zuvor durch Aufschluss 

von Bakterien gewonnen wurde. Das Verhältnis von DNA zu RNA in der Reaktion spiegelte die 

intrazellulären Verhältnisse wider. Die Anwesenheit von bakterieller DNA ermöglichte die 

Durchführung der 16S-rDNA-qPCR ohne vorherige reverse Transkription in Parallelansätzen, 

wodurch ein direkter Vergleich mit RT-qPCR Ergebnissen möglich war. 

Der Vergleich der Ct-Werte aus der Vervielfältigung von 16S cDNA (RT-qPCR) und 16S rDNA 

(qPCR) aus demselben Material diente als Ansatzpunkt zur Ermittlung des Einflusses von RNA 

auf das Amplifikationsergebnis. Aufgrund der identischen Sequenz der amplifizierbaren PCR-

Fragmente, sowohl ausgehend von 16SrDNA als auch von cDNA (nach einem RT-Schritt), sollte 

die PCR-Phase der Amplifikation in beiden Ansätzen mit identischer Leistung verlaufen. Die 

Effizienz der einzelnen PCR-Reaktionen wurde mittels Regressionsanalyse ermittelt, wie zuvor 

beschrieben. 
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Abbildung 21: Vergleich von qPCR mit und ohne vorherigen RT -Schritt:  
Effekt der Hinzunahme von cDNA auf 16S RT-qPCR 

Die Abschätzung des Beitrags der 16S-rRNA und cDNA-Synthese auf die qPCR wurde mittels 

des Vergleichs der Ct-Werte zwischen identischen Verdünnungsstufen des Materials in RT-qPCR 

und qPCR durchgeführt. Abbildung 21 zeigt Ergebnisse für Primerpaare A3 und C1. Die Synthese 

von cDNA führte bei beiden Kombinationen zu einer erhöhten Menge an Matrizen mit 16S-

Sequenzen für die nachfolgende qPCR. Eine parallel zu RT-qPCR durchgeführte qPCR mit 

demselben Ausgangsmaterial (RNA-DNA-Gemisch) diente als Referenzreaktion, bei der 16S-

Sequenzen von der genomischen DNA erfasst wurden, ohne Beteiligung von 16S rRNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nachweisreaktionen von 16S rRNA (reverse Transkription mit nachfolgender qPCR (RT-qPCR), rot) und 
16S rDNA (qPCR, blau). Substrat:  RNA-DNA-Gemisch, Verdünnungsstufen 104, 106, 108. Für qPCR ist nur 
die Verdünnungsstufe 104 gezeigt.  
A: Reaktion mit Primerpaar A3. Effizienz der PCR-Reaktion: 95 % in RT-qPCR und 96 % in qPCR;  
B: Reaktion mit Primerpaar C1: Effizienz der PCR-Reaktion: 100 % in RT-qPCR und 102 % in qPCR.  
Reaktionsbedingungen: RT-qPCR mit OneStep RT-PCR Kit, qPCR mit HotStarTaq Polymerase (kein RT-
Enzym).  
Temperaturprofil: RT-Schritt: 20 Minuten bei 50-60 °C, Polymerase Aktivierung: 15 min bei 95 °C;  
PCR: Annealing: 1 Minute bei 62 °C, Extension: 1 Minute bei 72 °C, Denaturierung: 15 Sekunden bei 95 °C. 
Schmelzkurvenanalyse: 50 °C ï 95 °C.  
Die Graphen zeigen die Signalverläufe der RT-qPCR (Originaldaten des StepOne qPCR-Geräts). Die 
Darstellung der Signalintensität (Delta Rn) erfolgt logarithmisch. Signale mit einer Intensität unterhalb des 
Cut-Offs (Threshold, dargestellt durch die horizontale blaue Linie) gelten als Hintergrundrauschen. 
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Die Abnahme der Ct-Werte mit Linksverlagerung der Amplifikationskurven in der RT-qPCR weist 

auf eine erhöhte Anzahl von Matrizen im Reaktionsansatz durch vorherige reverse Transkription 

hin. Der Vergleich der Ct-Werte von RT-qPCR und qPCR ermöglichte die Bestimmung des 

relativen Konzentrationsunterschieds der Matrizen vor der PCR. Für das Primerpaar A3 war die 

Konzentration der DNA-Matrizen mit der 16S-Sequenz vor der PCR-Phase in der RT-Reaktion 

etwa 1000-fach höher als in der qPCR (ȹCtå10 f¿r Verd¿nnungsstufe 104, Abbildung 21A). Mit 

der Primerkombination C1 wurde ein Konzentrationsunterschied von ungefähr 100-fach durch 

den Vergleich von RT-qPCR und qPCR festgestellt (ȹCtå6 f¿r Verd¿nnungsstufe 104, Abbildung 

21B).  

Die Bereitstellung von zusätzlichen DNA-Kopien mit 16S Sequenz durch den RT-Schritt führte 

somit zu einer starken Erhöhung der Matrizenkonzentration für die anschließende qPCR 

Reaktion bei allen getesteten Verdünnungsstufen des DNA-RNA-Gemisches. 

Dieses Ergebnis ermöglicht eine Einschätzung des potenziellen Nutzens des RT-Schritts für die 

nachfolgende 16S qPCR. Die Experimente im Abschnitt 4.2.2 zeigten, dass bereits 50 oder mehr 

Kopien an genomischer DNA allein durch qPCR reproduzierbar nachweisbar waren. Bei 

Ansätzen mit einer ausreichend hohen Konzentration an bakterieller DNA führt der RT-Schritt 

zwar zu einer Ct-Linksverschiebung, das qualitative Ergebnis der diagnostischen PCR, nämlich 

der positive Erregernachweis, bleibt jedoch unverändert.  

Proben mit geringen Mengen an bakteriellem genetischem Material stellen eine besondere 

Herausforderung dar. Trotz der Anwesenheit genomischer DNA liefert die PCR oft ein negatives 

Ergebnis (falsch-negatives Ergebnis). Solche Proben wurden hier durch die Verdünnungsstufe 

108 repräsentiert. Die errechnete Menge an gDNA lag hier bei 0,5-5 Kopien pro Ansatz. Die 

reverse Transkription führte zu einer Steigerung der Gesamtmenge an DNA-Matrizen um Faktor 

100 bis 1000 und zu einer Ct-Linksverschiebung in den detektierbaren Bereich der qPCR-

Reaktion.  

Im Hinblick auf den diagnostischen Nutzen kann die Bereitstellung von cDNA dazu beitragen, die 

Häufigkeit falsch-negativer Ergebnisse, insbesondere bei Proben mit geringen Mengen an 

genomischer DNA, zu reduzieren.  

   

4.3.2 Demonstration der Bedeutung von Reaktionsbedingungen und  der 

Wahl von  Reverse -Transkriptase -Enzym en auf die Ausbeuten der 

RT-Reaktion  

 

Abhängigkeit der Ausbeuten der RT-qPCR von einzelnen Reaktions-Faktoren (z.B. Auswahl von 

Primern, Enzyme und Reaktionstemperatur) wurde exemplarisch an zwei Parametern 

(Temperatur und Wahl der Reversen Transkriptase) untersucht.  

 

Diese Parameter wurden aus mehreren Gründen gewählt. Zum einen, beeinflusst die Temperatur 

grundsätzlich die Effizienz der Primer-Bindung an die Matrize und kann zu Inaktivierung der 

Reversen Transkriptasen führen. Zum anderen, sowohl die Temperatur als auch die Wahl der 

Reversen Transkriptase können einen Einfluss auf Überwindung von Sekundärstrukturen in RNA-
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Matrizen während der cDNA-Synthese haben, wie in den Produktinformationen von Herstellern 

der Enzyme beschrieben. Beide Parameter sind somit kritisch für die Einschätzung der 

Ausbeuten von cDNA-Synthese in einer RT-Reaktion. 

 

Zwei RT-PCR Kits unterschiedlicher Hersteller (OneStep von Qiagen und SuperScript III One-

Step von Invitrogen, Thermo Fisher) wurden in der RT-qPCR innerhalb eines Temperatur-

Gradienten im RT-Schritt miteinander verglichen. In Abbildung 22A sind die Ergebnisse der RT-

qPCR mit dem OneStep Qiagen RT-PCR Kit dargestellt. Es zeigt sich eine konsistente Reihe von 

Ct-Werten im Bereich von 45 °C bis 55 °C, was auf gleichmäßige Reaktionsausbeuten im RT-

Schritt hinweist. Jedoch steigen die Ct-Werte bei Ansätzen über 55 °C an, was auf eine 

Verringerung der synthetisierten cDNA im RT-Schritt und somit auf eine Abnahme der Reaktions-

Effizienz hindeutet. Der Ct-Wert der Reaktion bei 70 °C lag bei 28. Dies bedeutet, dass diese 

Reaktion etwa 10 Zyklen später positiv war im Vergleich zu einer Reaktion bei 50 °C (Ct ca. 18). 

Basierend auf diesem Ct-Vergleich lässt sich schließen, dass die Menge an cDNA aus der RT-

Reaktion bei 70 °C weniger als 1 % der Menge aus der RT-Reaktion bei 55 °C betrug. In 

Abbildung 22B sind die Ergebnisse der RT-qPCR mit dem One-Step Invitrogen RT-PCR Kit 

dargestellt. Die Grafiken zeigen gleichbleibende Ct-Werte über den gesamten getesteten 

Temperaturbereich von 45 °C bis 70 °C. Dies deutet darauf hin, dass die cDNA-Synthese 

konstant und unbeeinflusst von der Temperatur war. Bei einer alleinigen Amplifikation von 16S 

rDNA mittels qPCR wurden keine Unterschiede zwischen den beiden Kits festgestellt (Ergebnisse 

nicht gezeigt).  

Interessanterweise weisen alle drei Negativkontrollen (NTC, in Schwarz) trotz des Fehlens eines 

Zielmaterials ein positives Ergebnis auf. Das Signal wird durch die Bildung von Primer-Dimeren 

verursacht, wie durch die Analyse der Schmelztemperaturen (Tm) festgestellt wurde. 
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Abbildung 22: Temperatur gradient im RT-Schritt mit 16S rRNA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Diese Abbildung zeigt die jeweiligen Signalverläufe der RT-qPCR-Reaktionen für Primerpaar C1 bei 
verschiedenen Temperaturen im RT-Schritt und mit Enzymen von Qiagen (A) und Invitrogen (B). 
A) RT-qPCR mit dem OneStep Qiagen RT-PCR Kit.  
B) RT-qPCR mit dem One-Step Invitrogen RT-PCR Kit.  
Proben mit RNA sind rot und Negativkontrollen (NTC) sind schwarz dargestellt. Die RT-qPCRs erfolgten 
unter folgenden Bedingungen: RT-Schritt: 30 Minuten bei Temperaturen zwischen 45 °C und 70 °C 
(Temperatur-Gradient); Aktivierung der Polymerase: A) Qiagen Kit: 15 Minuten bei 95 °C; B) Invitrogen Kit: 
5 min bei 95 °C; PCR: Annealing: 1 Minute bei 62 °C; Extension: 1 Minute bei 72 °C; Denaturierung: 15 
Sekunden bei 95 °C; Schmelzkurve: 50 °C ï 95 °C. Horizontale blaue Linie zeigt Threshold (Cut-Off) an. 

 

 

Ein Vergleich der in die Reaktion eingesetzten Komponenten (Puffer, Primer, Taq-Polymerase, 

RT-Enzyme) weist darauf hin, dass die Unterschiede in den Reversen Transkriptasen 

möglicherweise die Hauptursache für die beobachteten Variationen in den Reaktionsergebnissen 

sind. Insbesondere die Thermostabilität der verwendeten RT-Enzyme scheint eine große Rolle 

zu spielen. Diese Annahme wird auch durch die verfügbaren Produktinformationen von Invitrogen 
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gestützt, gestützt, die darauf hinweisen, dass die reverse Transkription bis zu einer Temperatur 

von 70 °C durchführbar ist. 

 

Zusammenfassend zeigte dieses Experiment, dass die Ausbeute einer RT-qPCR tatsächlich von 

den angewandten Temperaturen im RT-Schritt abhängig sein kann. Unter Verwendung des 

Qiagen Kits kam es wahrscheinlich zu einer zumindest partiellen Inaktivierung des RT-Enzyms, 

was zu einer verminderten cDNA-Synthese führte. Das Temperatur-Optimum dieser Reaktion lag 

zwischen 45 °C und 55 °C. Im Gegensatz dazu blieb die RT-qPCR mit dem Invitrogen Kit von der 

Temperatur im getesteten Bereich zwischen 45 °C und 70 °C unbeeinflusst.  

 

 

4.3.3 Experimentelle Analyse der DNA -Eliminierungseffekte für qPCR   

Die experimentelle Überprüfung der Eignung der 16S RNA als Zielvorlage für cDNA-Synthese 

und als alleinige Quelle für die nachgeschaltete qPCR erfolgte durch Degradation des DNA-

Anteils im RNA-DNA-Gemisch mittels DNase.  

Durch das Entfernen der genomischen DNA sollte sichergestellt werden, dass die detektierten 

PCR-Produkte tatsächlich aus der rRNA und daraus abgeleiteten cDNA stammen. Die Effektivität 

des DNase-Enzyms bei der Beseitigung von DNA kann theoretisch bis zu 100 % betragen. Die 

tatsächliche Effizienz der Eliminierung von DNA aus RNA-Präparation und ein möglicher Einfluss 

der Rest-DNA auf RT-qPCR wurden experimentell überprüft. 

Zu diesem Zweck wurden nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten einer DNase-

Behandlung des RNA-DNA-Gemischs jeweils eine RT-qPCR und eine qPCR durchgeführt. Die 

Ct-Werte der mit DNase behandelten Proben in der RT-qPCR oder qPCR wurden mit den Ct-

Werten der Referenzproben verglichen, die keine DNase-Degradation durchlaufen hatten 

(Abbildung 24). 

Erwartungsgemäß blieb die RNA-basierte RT-qPCR von dem DNA-Abbau nahezu unbeeinflusst. 

Die Ct-Werte für beide Ansätze, mit und ohne DNase (Amplifikationskurven 1 und 2, Abbildung 

24), waren sehr ähnlich, wenn auch nicht identisch. 

In der reinen DNA-basierten qPCR war eine Rechtsverschiebung der Ct-Werte zu beobachten, 

was auf eine Reduktion der intakten DNA-Matrizen für die PCR hindeutet (Amplifikationskurven 

3 und 4, Abbildung 23).  

Interessanterweise blieb trotz Optimierung der DNase-Behandlung ein Rest an genomischer DNA 

erhalten, was dazu führte, dass die qPCR nicht vollständig negativ ausfiel. Obwohl eine Reduktion 

des DNA-Gehalts um mindestens 99 % erreicht wurde, konnte bei der geschätzten 

Ausgangsmenge von 106 Genomäquivalenten keine 100%ige DNA-Degradation erreicht werden. 

Erst bei einer Reduktion der Substratmenge auf etwa 1000 Genomäquivalente führte die DNase-

Behandlung zu einer negativen qPCR (Ergebnisse nicht gezeigt). 
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Abbildung 23: Auswirkungen der Degradation des DNA -Anteils auf 
Amplifikation  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Diese Abbildung zeigt die jeweiligen Signalverläufe der qPCR bzw. RT-qPCR-Reaktionen für Proben mit 
und ohne Behandlung mit DNase zur Eliminierung genomischer DNA. 
1: RT qPCR ohne DNase (hellblaue Amplifikationskurven) 
2: RT-qPCR nach DNase-Behandlung (rote Amplifikationskurven) 
3: qPCR ohne DNase-Behandlung (schwarze Amplifikationskurven) 
4: qPCR nach DNase-Behandlung (blaue Amplifikationskurven) 
Behandlung der Proben mit DNase für 1, 2 und 4 Stunden. Reaktionsbedingungen: RT-qPCR mit OneStep 
RT-PCR Kit (Qiagen), qPCR mit HotStarTaq Polymerase von Qiagen (kein RT-Enzym).  
Temperaturprofil: RT-Schritt: 20 Minuten bei 50 °C, Polymerase Aktivierung: 15 min bei 95°C; PCR: 
Annealing: 1 Minute bei 62 °C, Extension: 1 Minute bei 72 °C, Denaturierung: 15 Sekunden bei 95 °C. 
Schmelzkurvenanalyse: 50 °C ï 95 °C. Horizontale blaue Linie zeigt Threshold (Cut-Off) an. 

 

 

Das Experiment bestätigte im Wesentlichen die erfolgreiche Etablierung der 16S rRNA basierten 

RT-qPCR. Die Synthese von cDNA unter Verwendung der 16S rRNA als Matrize führte im RT-

Schritt zu einer Anreicherung von 16S-Sequenzen in DNA-Form, die in der nachfolgenden qPCR 

verwendet werden konnten. Es wurde kein Einfluss der genomischen DNA auf die RT-qPCR 

festgestellt. Es ist jedoch anzumerken, dass die verwendete Menge an RNA sehr hoch war (Ct < 

10) und die Präparation der Nukleinsäure direkt aus einer bakteriellen Suspension erfolgte.  
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5 Diskussion  

 

5.1 Ausblick zum Thema  
 

Seit mehr als 100 Jahren stellt die kulturelle Anzucht von Bakterien auf speziellen Nährmedien 

eine Grundlage für den Nachweis von Infektionserregern dar. In klinischen Szenarien mit 

ausreichendem Material und hoher Keimzahl können heutzutage zuverlässig Krankheitserreger 

nachgewiesen und Antibiotikaempfindlichkeiten ermittelt werden, was für die Behandlung 

zahlreicher Infektionen von entscheidender Bedeutung ist. Dabei ist jedoch nicht nur die 

grundlegende Detektionsfähigkeit entscheidend, sondern auch diagnostische Kriterien wie 

Bearbeitungszeit, benötigte Materialmengen sowie die Spezifität und Sensitivität der 

angewandten Verfahren.  

Trotz signifikanter Fortschritte in der anzuchtbasierten Diagnostik und der Etablierung 

standardisierter Verfahren in der Medizinischen Mikrobiologie bleiben viele Herausforderungen 

bestehen. Insbesondere dann, wenn nur begrenzte Materialmengen für die Diagnostik verfügbar 

sind, eine geringe Keimlast in großen Volumina verteilt ist oder eine rasche Reaktion auf das 

infektiologische Geschehen erforderlich ist.  

Aktuell werden solche Herausforderungen in vielen Fällen z.B. durch den Einsatz von Antibiotika 

mit breitem Wirkungsspektrum bewältigt. Diese Vorgehensweise bietet eine pragmatische 

Lösung und führt oft zu einer erfolgreichen Bekämpfung von Infektionen. Dennoch sind die 

Auswirkungen dieser Strategie häufig mit hohen direkten und indirekten Kosten verbunden: Der 

vermehrte Einsatz von Breitbandantibiotika stört das Mikrobiom des Menschen, fördert die 

Entwicklung von Resistenzen und kann letztendlich die Wirksamkeit von Antibiotika in der Medizin 

einschränken. Eine frustrane mikrobiologische Diagnostik aufgrund begrenzter Materialmengen 

oder geringer Keimanzahl im Material führt häufig auch zu wiederholten Untersuchungen zur 

Identifizierung des Krankheitserregers. Solche Prozeduren können sowohl für Patienten als auch 

für Behandlungsteams belastend und ressourcenintensiv sein.  

Ein klinisches Beispiel für solche Herausforderungen stellt Sepsis generell und insbesondere die 

neonatale Sepsis dar: Die verfügbaren Materialmengen sind oft begrenzt und die Erreger treten 

im Blutkreislauf in stark schwankenden Mengen auf  (Fujimori et al., 2010; Guimaraes et al., 2019; 

Kellogg et al., 2000; Nieman et al., 2022; Obiero et al., 2022; Oeser et al., 2020; Ortiz Ibarra et 

al., 2015; Reier-Nilsen et al., 2009; Schelonka et al., 1996; Shao et al., 2022; Sullivan et al., 1982; 

van den Brand et al., 2018; Wouters et al., 2020; Yagupsky & Nolte, 1990; Ziegler et al., 2019) 

auf. 

Die molekularbiologischen Nachweismethoden fokussieren sich heutzutage auf den Nachweis 

von DNA, während in der Virologie sowohl DNA als auch RNA als Zielmoleküle dienen und bei 

ausreichender Kopienzahl im Ausgangsmaterial reproduzierbare Ergebnisse liefern. 

Die Verwendung von 16S rRNA anstelle von 16S rDNA als Zielmolekül für die 

Bakterienerkennung erscheint theoretisch vielversprechend, da 16S rRNA in bakteriellen Zellen 

etwa 100- bis 10.000-mal häufiger vorkommt. Bisher jedoch fand dieses Konzept keine breite 
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Anwendung. Zur Zeit der Planung dieser Arbeit gab es nur begrenzte Informationen über den 

Einsatz von 16S rRNA als Zielmolekül, und widersprüchliche Literaturangaben erschwerten eine 

klare Beurteilung. 

Um diese Fragestellung näher zu beleuchten, wurde in dieser Arbeit Streptococcus agalactiae 

als Erreger für oben genannte Herausforderungen herangezogen. Nach Software gestützten 

Analysen auf DNA- und RNA-Ebene wurde eine Primer-Bibliothek für das Screening erstellt und 

Reaktionsparameter für eine stabile qPCR ermittelt. Die Etablierung einer RT-qPCR für S. 

agalactiae, die die 16S rRNA und Reverse Transkriptase nutzt, wurde ebenfalls umgesetzt. Dabei 

wurden Einflüsse der rRNA-Struktur und anderer Parameter auf die RT-Reaktion untersucht. 

Diese Ergebnisse werden im Kontext der Verwendung von 16S rRNA als potenziellem 

Zielmolekül für die Diagnostik invasiver S. agalactiae diskutiert. 

 

5.2 Diskussion von Ergebnissen  
 

5.2.1 Sequenzanalyse und Wahl von Primern  

Zu Beginn der Arbeit erfolgte eine Analyse der 16S rRNA-Sequenz von Streptococcus agalactiae. 

Bei der Planung der Reaktion und dem Design der Primer lag der Fokus darauf, die folgenden 

Voraussetzungen für den diagnostischen Einsatz von 16S-Sequenzen im Real-Time PCR Format 

zu erfüllen: 

¶ Eine grundlegende Voraussetzung ist die hohe Spezifität der Primer-Bindung, die eine 

eindeutige Identifikation des zu detektierenden Pathogens ermöglicht. Dies erforderte 

eine Platzierung der Primer in den hochvariablen Regionen der 16S-Sequenz. Da für 

eine PCR-Reaktion zwei Primer benötigt werden, genügt es normalerweise, wenn 

zumindest einer der Primer keine unspezifische Bindung mit anderen Spezies eingeht. 

Jedoch verstärkt die Abwesenheit einer Kreuzreaktivität bei beiden Oligonukleotiden die 

Spezifität der Reaktion.  

¶ Eine weitere Voraussetzung für diagnostischen Einsatz ist eine hohe Sensitivität der 

Reaktion. Selbst bei geringen Kopien im Patientenmaterial sollte eine spezifische 

Amplifikation erfolgen. Dies erfordert effiziente Reaktionsschritte, insbesondere die 

Primer-Bindung an die Matrize mit anschließender Primer-Verlängerung durch eine 

Polymerase bis zur Synthese eines vollständigen PCR-Produktes, welches selbst als 

Matrize im nächsten Schritt dienen kann.  

 

Zu Beginn der Arbeit wurde entschieden, sowohl die Primersequenzen für S. agalactiae aus der 

veröffentlichten Literatur zu nutzen als auch ggf. eigene Primer-Sequenzen zu entwerfen. Die 

Analyse der publizierten und selbstentwickelten Primer anhand der 16S Sequenz für S. 

agalactiae aus der NCBI-Datenbank ergab mehrere potenzielle Oligonukleotidpaare (Ahmet et 

al., 1999; Amin A. S., 2011; Bergin et al., 2010; Elias A. O., 2012; Kong et al., 2002; Martinez et 

al., 2001; Meiri-Bendek et al., 2002; Riffon et al., 2001; Sakaguchi et al., 2010; Wang et al., 1999). 

Diese Kandidaten wurden mittels verschiedener Software-Programme auf ihre Eignung für eine 
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spezifische PCR-Reaktion untersucht. Nur die Primerpaare, die in dieser Analyse gute 

Aussichten auf die Etablierung einer RT-qPCR hatten, wurden weiterverfolgt.  

Die Verwendung softwaregestützter Sequenz-Analysen für die Planung und Gestaltung von PCR-

Reaktionen ist heutzutage Standard. Die Softwarelösungen für das Primer-Design bieten 

erhebliche Vorteile, indem sie den Prozess automatisieren und beschleunigen. Die 

Sequenzanalyse dient dazu, die Liste potenzieller Primer-Kandidaten zu verfeinern, indem von 

Anfang an ungeeignete Oligonukleotide oder Kombinationen herausgefiltert werden. Zudem 

ermöglichen sie, im Vorfeld Zusammenhänge zwischen spezifischen Sequenzmerkmalen zu 

erkennen und die Schritte einer Optimierungsstrategie entsprechend anzupassen.  

Die Software-gestützte Analyse umfasste folgende Schritte: 

¶ Design von Primern 

¶ Spezifität der 16S Sequenz-Segmente 

¶ Sekundärstrukturen als Besonderheit von 16S Sequenz 

Die Ergebnisse werden nachfolgend diskutiert. 

 

5.2.1.1 Auswahl der  Primer  und der Sequenzsegmente für 16S rRNA und 16S rDNA  

Für die Analyse wurde eine in NCBI-Datenbank hinterlegte Sequenz für S. agalactiae verwendet. 

Die Kettenlänge für 16S rRNA bzw. 16S rDNA beträgt 1501 Nukleotide, bestehend aus den vier 

Basen A, C, T und G in der DNA-Sequenz sowie A, C, U und G in der RNA-Sequenz. Die 

posttranskriptionellen Modifikationen von Nukleotiden an der 16S rRNA wurden in dieser 

Untersuchung nicht berücksichtigt. 

Um spezies-spezifische Primer zu entwerfen, war es notwendig, die Bindungsstellen für die 

Primer zu identifizieren, die höchstwahrscheinlich einen spezifischen Nachweis von S. agalactiae 

ermöglichen. Der erforderliche Grad der Primer-Spezifität wurde an potenziell interferierenden 

Sequenzen ausgerichtet, die im gleichen Probematerial vorhanden sein könnten. Die Homologie 

zu anderen Pathogenen war zu vermeiden, um Kreuzamplifikationen zu verhindern. Je häufiger 

potenziell ähnliche Sequenzen im Material zu erwarten sind, desto höher sollte die Spezifität der 

Primer sein. 

Besonders geeignet zur Lokalisierung der Primer sind die hochvariablen Segmente der 16S rRNA 

(V1 ï V9). Das sind Abschnitte der 16S-Sequenz mit der größten Divergenz zwischen 

verschiedenen humanpathogenen Bakterien. In der 16S-Sequenzierung dienen diese Bereiche 

normalerweise zur Identifizierung des Pathogens bis auf die Spezies-Ebene. Segmente mit hoher 

Sequenzkonservierung innerhalb von Bakterien sind hingegen grundsätzlich nicht für die 

Entwicklung spezies-spezifischer PCR-Primer geeignet, da sie zu einer Amplifikation sämtlicher 

im Material vorhandener 16S-Sequenzen führen würden. Solche Universal-Primer werden 

üblicherweise im Institut für Medizinische Mikrobiologie der Universität Marburg im Rahmen der 

16S-Analyse in der Diagnostik eingesetzt, gefolgt von einer Sequenzanalyse. 

Basierend auf verschiedenen Publikationen, die sich mit der PCR-Amplifikation von S. agalactiae 

aus biologischem Material anhand der 16S-rDNA befassen, wurden mehrere Primer ausgewählt 

(Tabelle 21) (Ahmet et al., 1999; Amin A. S., 2011; Bergin et al., 2010; Elias A. O., 2012; Kong et 

al., 2002; Martinez et al., 2001; Meiri-Bendek et al., 2002; Riffon et al., 2001; Sakaguchi et al., 
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2010; Wang et al., 1999). Neben diesen vorhandenen Oligonukleotiden wurden eigene Primer 

entwickelt, die die Sequenzen der veröffentlichten Primer umfassen und zusätzlich eine 

Verlängerung am 5´-Ende von etwa 15 bis 20 Nukleotiden aufweisen (Literatur siehe Tabelle 22). 

Diese Erweiterung sollte dazu beitragen, die Stabilität der Primer bei der Bindung an Matrizen bei 

höheren Temperaturen zu verbessern und gleichzeitig möglichen Sekundärstrukturen an der 

Matrize entgegenzuwirken.  

Zu Beginn dieser Arbeit wurde eine bestimmte Strategie für das Design des RT-qPCR-Assays 

festgelegt. Einerseits sollte ein RT-qPCR-Assay entwickelt werden, bei dem sowohl der RT-

Schritt als auch der qPCR-Schritt als eine einzige kontinuierliche Reaktion durchgeführt werden 

(Ein-Topf-Reaktion). Dieses Format ermöglichte es, Krosskontaminationen zu vermeiden und 

Fehler bei der Übertragung von Matrizen von einem Reaktionsschritt in den nächsten zu 

verhindern ("Real-time PCR handbook," 2012). 

Andererseits sollten die qPCR-Primer auch bei der Synthese von 16S-cDNA verwendet werden, 

ohne den Einsatz separater Oligonukleotide für die cDNA-Synthese durch die Reverse 

Transkriptase. Diese Entscheidung ermöglichte die Reduzierung der Anzahl der Primer in der 

Reaktion auf das Minimum von nur einem Paar und verringerte somit die Komplexität des 

Prozesses.  

Insgesamt wurden neun Primer-Paare ausgewählt, davon sechs aus der Literatur. Diese 

Primerpaare ließen sich in drei Gruppen (Gruppe A, B und C) zusammenfassen. Die 

Zugehörigkeit der Primer zu den jeweiligen Gruppen spiegelt ihre orientierende Lokalisierung auf 

der 16S-Sequenz wider (Abbildung 12) und kann grob den hochvariablen Segmenten der 16S-

Sequenz zugeordnet werden. Gruppe A liegt in den V1-V2 Segmenten, Gruppe B im V3- und 

Gruppe C im V7-Segment. 

 

5.2.1.2 Spezifität der 16S Sequenz -Segmente  

Basierend auf der Kenntnis der Sequenzen der Primer und ihrer PCR-Amplifikate wurde eine in-

silico Spezifitätstestung der Fragmente durchgeführt. In dieser Arbeit wurden die häufigsten 

Erreger von Sepsis als Modellsequenzen verwendet, die möglicherweise mit dem hier 

beschriebenen Primer-System interferieren könnten. Die Primer sollten somit in der Lage sein, S. 

agalactiae von den folgenden Keimen zu unterscheiden: S. pyogenes, S. pneumoniae, S. aureus, 

E. coli und P. aeruginosa. Diese Auswahl war sicherlich nicht vollständig und diente lediglich als 

Beispiel im Rahmen dieser Untersuchung. 

Abbildung 13 zeigt Beispiele des Sequenzvergleichs zwischen den angestrebten PCR-

Fragmenten und potenziell interferierenden Sequenzen einiger humanpathogener Sepsis-

Erreger. Eine vollständige Übereinstimmung zeigt sich nur bei S. agalactiae. Die 

Sequenzvergleiche mit anderen Pathogenen weisen unterschiedliche Grade der Divergenz in der 

Sequenzabfolge auf. Andere Vertreter der Gattung Streptococcus wie S. pyogenes oder S. 

pneumoniae zeigen erwartungsgemäß eine relativ hohe Sequenzähnlichkeit über längere 

Strecken der PCR-Fragmente, bedingt durch ihre phylogenetische Nähe. Im Gegensatz dazu 

zeigen die Nukleotidabfolgen der PCR-Fragmente kaum bis sehr geringe Ähnlichkeiten mit den 

16S-Sequenzen von S. aureus, E. coli und P. aeruginosa. 
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Die Ergebnisse dieses Vergleichs deuten darauf hin, dass die ausgewählten Primer sehr 

wahrscheinlich in der Lage sind, S. agalactiae spezifisch mittels PCR nachzuweisen, während 

andere Sequenzen kaum oder gar nicht amplifiziert werden. Es ist jedoch wichtig zu beachten, 

dass es sich hierbei lediglich um eine in-silico Analyse handelt, eine computergenerierte 

Simulation, die im Allgemeinen einen modelhaften Charakter hat.  

In der Praxis ist es möglich, dass unter bestimmten Umständen, wie einer hohen Menge ähnlicher 

16S-Sequenzen von S. pyogenes oder S. pneumoniae in der Reaktion, dennoch eine 

Kreuzreaktivität der ausgewählten Primer mit phylogenetisch nah verwandten Spezies auftreten 

kann. Das Ausmaß der Kreuzbindung hängt jedoch nicht allein vom Primer-Design ab. Andere 

Faktoren wie z. B. Reaktionsbedingungen, Neigung der Polymerasen zu Synthesefehlern (bzw. 

Proofreading), Qualität der Primer-Synthese u.v.m. spielen ebenfalls eine wichtige Rolle. 

Angesichts der Vielzahl von Erregern, die eine Sepsis verursachen können, stellt die Spezifität 

einer PCR-Reaktion und die eindeutige Identifizierung von Pathogenen eine beträchtliche 

biochemische Herausforderung dar. 

Eine detaillierte Analyse und belastbare empirische Abklärung der Problematik einer 

Kreuzreaktivität wird üblicherweise im Rahmen von Zulassungsstudien von Herstellern 

diagnostischer Assays verlangt, beispielsweise von der FDA oder der EMA. Jedoch sind solche 

Untersuchungen äußerst ressourcenintensiv und würden den Rahmen dieser Arbeit deutlich 

überschreiten. 

 

5.2.1.3 Bedeutung von Sekundärstrukturen in der  16S Sequenz  

Die Analyse der 16S-Sequenz umfasste auch die Untersuchung der Sekundärstrukturen 

(Abbildungen 14 bis 18). Im Gegensatz zur proteinkodierenden RNA erfüllt die 16S-Sequenz eine 

andere Funktion, indem sie zusammen mit den 23S- und 5S-rRNAs das Gerüst für bakterielle 

Ribosomen bildet. Die primäre Sequenz dieser RNA kann sich zu komplexen 3D-Strukturen 

zusammenfalten, die für ihre funktionelle Stabilität entscheidend sind. Diese Faltungsmuster, 

bekannt als Sekundärstrukturen, entstehen durch die Wechselwirkungen zwischen 

komplementären Segmenten und definieren wichtige Bereiche innerhalb der Sequenz.  

Die Sekundärstrukturen von 16S Sequenz wurden mithilfe von In-silico-Simulationen identifiziert 

und analysiert. Diese Untersuchung wurde aus folgenden Gründen durchgeführt: 

¶ Primer -Bindung  erfordert in der Regel eine einzelsträngige Matrize. Primer können nicht 

effektiv an einen Doppelstrang anlagern und eine Reaktion initiieren. Da 

Sekundärstrukturen lokale Doppelstrangabschnitte bilden, könnte dies die 

Primerhybridisierung erschweren oder sogar verhindern. Dies würde in einem Assay zu 

einer Reduzierung der Ausbeute und infolgedessen zu Minderung der Sensitivität führen. 

¶ Primer -Verlängerung  durch eine Taq-Polymerase (zur Synthese neuer PCR-

Fragmente) oder durch eine Reverse Transkriptase (zur Synthese von cDNA) erfordert 

ebenfalls eine einzelsträngige Matrize. Weder Taq-Polymerasen noch Reverse 

Transkriptasen können effektiv entlang eines Doppelstrangs synthetisieren.   
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Die Abbildung 14 verdeutlicht, dass die 16S-rRNA hauptsächlich aus Sekundärstrukturen 

besteht. Diese kanonische Darstellung in Anlehnung an Lehrbücher für Biologie wird allerdings 

im Rahmen dieser Arbeit vielmehr als ein anschauliches Model für Faltungsmöglichkeiten der 

16S rRNA verstanden.  

In diesem Kontext wurden folgende Überlegungen angestellt: Auf den ersten Blick könnte man 

annehmen, dass diese Formationen aufgrund der Wasserstoffbrücken nicht besonders stabil 

sind. Allerdings ist aus zahlreichen Forschungsarbeiten rund um Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung-Methode an 16S rRNA bekannt, dass fluoreszierende Oligonukleotid-Sonden 

gegen die 16S rRNA im Rahmen der FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) unterschiedliche 

Zugänglichkeiten zu ihren Zielsequenzen aufwiesen (Fuchs et al., 2000; Fuchs et al., 2001; Fuchs 

et al., 1998). Teilweise erreichte die Abschirmung über 95 %, sodass einige Bereiche der 16S 

rRNA nahezu von Interaktionen mit den Oligonukleotiden ausgeschlossen waren. In anderen 

Regionen variierte die Abschirmung zwischen 10 und 80 % (Behrens, Fuchs, et al., 2003; 

Behrens, Ruhland, et al., 2003; Inacio et al., 2003).  

 

Um den potenziellen Einfluss solcher Formationen auf die in dieser Arbeit durchzuführenden 

Reaktionen abzuschätzen, wurde beschlossen, die 16S Struktur nicht als Ganzes zu betrachten. 

Stattdessen wurden nur jene Sequenzabschnitte, die für die RT-Reaktion und PCR relevant sind, 

auf das Vorhandensein von Sekundärstrukturen hin untersucht. Zusätzlich wurde die Stabilität 

dieser Elemente in In-silico-Simulationen überprüft.  

Diese Art der Analyse ermöglichte die Untersuchung von einzelnen PCR-Fragmenten sowie von 

Sequenzsegmenten der ribosomalen RNA (rRNA) oder von 16S-Abschnitten der genomischen 

DNA auf ihr Potential, Sekundärstrukturen unter den bestimmten Reaktionsbedingungen einer 

PCR auszubilden. Zudem konnte die potenzielle Stabilität dieser Faltungen überprüft werden 

(Abbildungen 15 bis 18). Durch diese Analyse wurde erstens geprüft, ob die Primer-

Bindungsstellen in rDNA und rRNA einzelsträngig und somit frei zugänglich waren. Zweitens 

wurde untersucht, in welcher Form die Matrizen (rDNA und rRNA) für die Synthese von Primer-

Verlängerungsprodukten (PCR-Fragmente oder cDNA) vorlagen. 

Die Ergebnisse zeigten, dass relevante DNA-Sequenzen (wie 16S chromosomale Sequenzen 

oder PCR-Fragmente) unter den üblichen Reaktionsbedingungen einer PCR überwiegend 

einzelsträngig vorlagen und somit eine gute Zugänglichkeit für die Primer-Bindung gegeben war. 

Die Sekundärstrukturen innerhalb der DNA-Sequenz wiesen erwartungsgemäß eine deutlich 

geringere Stabilität im Vergleich zu korrespondierenden RNA-Strukturen auf. Die berechneten 

Schmelztemperaturen der meisten DNA-Faltungen lagen für die Primerpaare der Gruppen A und 

C unter 60 °C. Daraus wurde geschlossen, dass unter den verwendeten qPCR-Bedingungen 

solche Sekundärstrukturen kaum nennenswerte Auswirkungen auf die PCR-Effizienz haben 

sollten. Diese Schlussfolgerung wurde durch Beobachtungen aus der diagnostischen Abteilung 

des Institutes gestützt, wo 16S-PCR mit universellen Primern in Kombination mit Sanger-

Sequenzierung routinemäßig zur Detektion von Bakterien in klinischem Patientenmaterial 

erfolgreich eingesetzt wurde. 
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Die Analyse der Sequenzsegmente aus rRNA zeigte hingegen, dass sowohl 16S-rRNA-

Abschnitte für die Bindung von Primern (in Abbildungen 15 und 16 rot dargestellt) als auch 

Sequenzabschnitte, die als Matrizen für die cDNA-Synthese während der Primer-Verlängerung 

durch die Reverse Transkriptase dienen (in Abbildungen 15 und 16 blau dargestellt), von der 

Bildung von Sekundärstrukturen betroffen sein könnten. Bei allen gewählten Primern umfassen 

die rRNA-Sequenzen potenzielle Sekundärstrukturen mit einer errechneten Stabilität bei 

Temperaturen zwischen 55 °C und 75 °C, sodass relevante Abschnitte der rRNA während der 

reversen Transkription unter Standardbedingungen in doppelsträngiger Form vorliegen. Lediglich 

die rRNA-Sequenz für die Bindung der Rückwärts-Primer der Gruppe A ist auf der gesamten 

Länge einzelsträngig und somit frei zugänglich. Die Bindungsstellen der Gruppe-B-Primer liegen 

in Sequenzabschnitten der rRNA mit besonders stabilen Sekundärstrukturen, während die rRNA-

Sequenzen der Gruppe-C-Primer kürzere komplementäre Abschnitte aufweisen und unter 

optimalen Reaktionsbedingungen potenziell semistabil sind.  

Bei der Etablierung von RT-qPCR ausgehend von der 16S-rRNA war demnach mit einem Einfluss 

von Sekundärstrukturen auf die Reaktion zu rechnen. Es wurde jedoch erwartet, dass sich dieser 

Einfluss auf die Synthese von cDNA im RT-Schritt beschränkt. Durch potenzielle Behinderung 

der Primer-Bindung an die 16S rRNA und die daraus resultierende suboptimale cDNA-Synthese 

durch die Reverse Transkriptase war ggf. mit Verlusten bei der Ausbeute der cDNA zu rechnen. 

Die gewünschte Steigerung der Sensitivität im RT-qPCR-Verfahren im Vergleich zur reinen 

qPCR-basierten Methode hängt jedoch entscheidend von der Menge der cDNA-Moleküle ab. Die 

Effizienz der reversen Transkription war daher kritisch in der Überprüfung des Konzepts für den 

Einsatz der 16S-rRNA als potenzielles Zielmolekül.  

Aufgrund inhärenter Limitationen computerbasierter Modelle zu thermodynamischen Prozessen 

in DNA und RNA erlaubte die theoretische Analyse von Sekundärstrukturen in diesem Abschnitt 

nur eine vorläufige Bewertung ihres Einflusses auf die RT-Reaktion. 

 

5.2.2 Etablierung einer qPCR für S. agalactiae  

Die Entscheidung für eine Real-Time PCR zum Nachweis von S. agalactiae wurde aus zwei 

Hauptgründen vorgenommen: 

¶ Erstens ist die Real-Time PCR ein gängiges Format für Nachweisreaktionen in der 

diagnostischen Praxis und stellt heutzutage einen Standard in der medizinischen 

Diagnostik dar (Amjad, 2020; D'Onofrio et al., 2020; Liesenfeld et al., 2014; Sinha et al., 

2018). Die Echtzeitüberwachung der Reaktionsabläufe während einer qPCR bietet 

zahlreiche Vorteile im Vergleich zur Endpunkt-Messung einer konventionellen PCR. 

¶ Zweitens diente die qPCR als Messmethode zur Erfassung und Optimierung der RT-

Reaktion für die cDNA-Synthese. Insbesondere vor dem Hintergrund potenzieller 

Einflüsse von Sekundärstrukturen auf die Ausbeuten der RT war es wünschenswert, die 

Auswirkungen der Reaktionsparameter zu erfassen. Durch den Vergleich der Verläufe 

einzelner PCR-Reaktionen konnten Rückschlüsse auf den Einfluss dieser Parameter 

gezogen werden. 
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Bei der Entwicklung und Optimierung der qPCR wurden die Empfehlungen verschiedener 

Handbücher hinsichtlich der kritischen Voraussetzungen für eine erfolgreiche PCR (Qiagen, 

Promega, Thermo Fisher) berücksichtigt, z.B. ("Real-time PCR handbook," 2012). 

Der Erfolg einer diagnostischen PCR resultiert aus einer Kombination von Sensitivität und 

Spezifität einer Reaktion unter realen Bedingungen. Es ist mittlerweile bekannt, dass bestimmte 

Faktoren Einfluss auf diese Größen ausüben. Die verschiedenen Parameter, die die Effizienz und 

Genauigkeit einer PCR-Reaktion beeinflussen können, lassen sich in mehrere Gruppen einteilen: 

¶ Gruppe 1: Komponenten der Reaktion  (vor allem Primer und Polymerasen), Qualität 

der Reagenzien (z.B. Reinheit, Thermostabilität, Präzision der Synthese), ihre 

Modifikationen (z.B. Hot-Start-Mechanismus) und herstellungsbedingte 

Verunreinigungen (z.B. trunkierte Sequenzen bei Primer-Oligonukleotiden oder Grad der 

Verunreinigung mit bakteriellen Nukleinsäuren bei Polymerasen). 

¶ Gruppe 2: Reaktionsbedingungen  (Temperatur, Dauer und Reihenfolge der Schritte), 

Anwesenheit von erforderlichen Komponenten, deren Kofaktoren (ihre Konzentration) 

und Vorhandensein von potenziellen Inhibitoren. 

¶ Gruppe 3: Matrizen als Input in der Reaktion und das resultierende PCR -Fragment.  

Matrizen können in Zielsequenzen und interferierende Sequenzen unterteilt werden. Der 

Einfluss einer Matrize auf die Reaktion hängt von ihrer Sequenz-Beschaffenheit, Grad 

der Vollständigkeit und Konzentration ab.  

¶ Gruppe 4: Probenmaterial und Methoden zur Isolierung der Nukleinsäure . In der 

medizinischen Diagnostik befindet sich das Zielmolekül (z.B. die DNA eines Pathogens) 

in einem Patientenmaterial. Bei der Isolierung kommt es zwangsläufig zu einer 

gleichzeitigen Gewinnung von verschiedensten Nukleinsäuren aus der klinischen Probe. 

Zahlreiche Unternehmen bieten kommerzielle Produkte an, die die Isolierung von DNA 

und /oder RNA aus einer Vielzahl von Patientenmaterial ermöglichen (Beispielkataloge: 

Qiagen, Thermo Fisher, Promega). Diese Produkte variieren erheblich in ihren 

Leistungsmerkmalen wie Kapazität, Co-Isolierung von RNA und DNA, Reinheit von 

Nukleinsäuren etc. Faktoren wie die Beschaffenheit des Materials (z.B. Blut oder 

Gewebe), die Verteilung der Erreger in diesem Material, die Menge der Probe (Volumen 

oder Gewicht), der Entnahmezeitpunkt und die Transportbedingungen bis zum Labor 

beeinflussen signifikant die Menge der isolierten Nukleinsäuren und somit die Effizienz 

der Nachweismethoden. 

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden zunächst die ausgewählten Primerpaare auf ihre 

Fähigkeit untersucht, eine qPCR-Reaktion ausgehend von genomischer DNA von S. agalactiae 

zu initiieren (Abbildung 19). Anhand der Auswertung der Ergebnisse jeder qPCR-Reaktion dieses 

Screenings (Tm-Bestimmung, Regressionsanalyse und Ermittlung des Bestimmtheitsmaßes, R2) 

wurden die Primerpaare hinsichtlich ihrer Effizienz, Spezifität und Anfälligkeit für 

Nebenreaktionen klassifiziert (Tabelle 26). 

Im Ergebnis wurde entschieden, dass nur mit den Primergruppen A und C weitergearbeitet wird. 

Die Primergruppe B zeigte insgesamt die schlechtesten Ergebnisse: Entweder wurde keine PCR-



Diskussion  86 

Reaktion beobachtet, oder es traten Seitenreaktionen auf, vermutlich in Form von Primer-Dimer-

Bildung, die bereits zu einem frühen Zeitpunkt in der Reaktion erkennbar waren.  

Eine weitere Auffälligkeit der Primergruppe B betraf die resultierende Länge der PCR-Fragmente: 

Unter allen genannten Primern führten die Primer dieser Gruppe zu den längsten PCR-

Amplifikaten (ca. 300 bp). Aus der Analyse der Primersequenzen geht hervor, dass die 

Lokalisierung dieser Fragmente innerhalb der 16S-Sequenz zahlreiche Sekundärstrukturen 

sowohl im Primer-Bindungsbereich der Matrizen als auch zwischen beiden Primern umfasst. 

Eine spekulative Interpretation des erfolglosen Einsatzes der Gruppe B-Primer wäre, dass 

möglicherweise die intramolekularen Sekundärstrukturen in der 16S-Sequenz die PCR-Reaktion 

beeinträchtigt haben könnten. Die negative Bewertung der Gruppe B-Primer führte zu ihrem 

Ausschluss von weiteren Screening-Versuchen und zu einer Fokussierung auf vielversprechende 

Kandidaten aus den Gruppen A und C. 

In allen Experimenten des initialen Screenings fielen ubiquitäre Seitenreaktionen in den 

Leerkontrollen auf. Diese Ergebnisse deuten typischerweise auf die Reaktivität einer Polymerase 

bei niedrigen Temperaturen hin, beispielsweise während der Reaktionszusammenstellung 

("Real-time PCR handbook," 2012). Daher wurde überprüft, ob die zu Beginn verwendete NEB-

Taq-Polymerase (eine sogenannte Warm-Start Taq-Polymerase) durch ein anderes Produkt 

ersetzt werden sollte. 

In einem Screening von alternativen Taq-Polymerasen konnte schnell festgestellt werden, dass 

die Seitenreaktionen tatsächlich mit der spezifischen Bezugsquelle der Taq-Polymerase 

zusammenhängen. Als Alternative zur Taq-Polymerase von NEB wurde erfolgreich die 

HotStarTaq-Polymerase von Qiagen eingesetzt, die keine signifikanten Nebenreaktionen in den 

NTCs verursachte. 

Die genauen Ursachen für die Unterschiede zwischen den beiden Polymerasen (NEB-Taq-

Polymerase und Qiagen HotStarTaq Polymerase) lassen sich an dieser Stelle nur spekulativ 

behandeln. Die HotStarTaq DNA Polymerase nutzt einen chemisch induzierten Hot Start, welcher 

das Enzym vollständig inaktiviert, bis der erste Hitzeschritt zu Beginn der PCR erfolgt (Qiagen, 

Angaben zum Produkt). Die Herstellerangaben besagen, dass auch die Hot Start Polymerasen, 

die durch das Aptamer-Oligonukleotid inaktiviert sind, bei Raumtemperatur vollständig inaktiv 

sein sollten und ihre Funktion erst bei Temperaturen über 60 °C wieder aufnehmen (New England 

Biolabs, Angaben zum Produkt). Anfragen bei den Herstellern zur möglichen Restaktivität bei 

niedrigeren Temperaturen und zur Pufferzusammensetzung lieferten knappe oder oberflächliche 

Informationen. Daher wurde eine gründliche Analyse und ein Vergleich der Polymerasen in Bezug 

auf ihre chemisch-biochemischen Eigenschaften als äußerst schwierig und wenig 

erfolgsversprechend angesehen. Weder die genaue Pufferzusammensetzung noch eine 

detaillierte Analyse der Verunreinigungen der Polymerasen oder gar die spezifische 

Zusammensetzung der Hot-Start-Mechanismen konnten ermittelt werden. Das Ergebnis des 

Polymerase-Screenings ist daher rein deskriptiver Natur: Es existieren verschiedene Produkte 

von Taq-Polymerasen auf dem Markt, die unterschiedliche Neigungen zu Nebenreaktionen in 

PCR-Reaktionen aufweisen. Es scheint demnach obligatorisch zu sein, einzelne Polymerasen zu 

testen, insbesondere wenn es um die Etablierung von hochsensitiven und spezifischen qPCR-
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Reaktionen geht. Rein spekulativ lässt sich an dieser Stelle nur festhalten, dass die HotStarTaq-

Polymerase von Qiagen möglicherweise einen effektiveren Schutz vor Aktivität bei niedrigen 

Temperaturen bietet als beispielsweise die Warm-Start-Taq-Polymerase von NEB. 

 

Im Verlauf dieser Arbeit wurden insgesamt verschiedene Parameter im Screening- und 

Optimierungsmodus untersucht: Hierzu zählten die Primerpaare, die Magnesiumkonzentration, 

die Art der Polymerase und ihre Konzentration, die Reaktionstemperatur (Annealing) und 

Reaktionszeiten (Annealing und Extension) sowie der Zusatz von DMSO. Die Spezifität der 

erzeugten Fragmente wurde wiederholt durch Sanger-Sequenzierung überprüft. Zur Bestätigung 

der Spezifität der Reaktion wurde am Ende jeder Reaktion eine Routineprüfung mittels 

Bestimmung der Schmelztemperatur durchgeführt. Die Auswirkungen der Parameter auf die 

qPCR wurden mittels einer DNA-Verdünnungsreihe untersucht, um Regressionskurven zu 

erstellen und die Effizienz der qPCR zu bestimmen, ähnlich wie in Abbildung 19 dargestellt. 

Am Ende der Screening- und Optimierungsphase wurden zwei kritische Parameter einer qPCR 

überprüft: die Sensitivität und das Fehlen unspezifischer Reaktionen (Abbildung 20). 

Während des Optimierungsprozesses stellte sich heraus, dass von den in der Literatur 

beschriebenen sechs Primern nur das Paar C1 unter den hier verwendeten Bedingungen eine 

stabile und effiziente PCR-Reaktion unterstützte. Dies war nur bedingt überraschend, da Autoren 

bei den übrigen Primern im Wesentlichen eine Endpunkt-Bestimmung der PCR mittels Gel-

Elektrophorese anstrebten, wodurch eine Einschätzung der PCR-Effizienz nur begrenzt möglich 

war. Im Gegensatz dazu zeigten die Primer-Paare A3 und C3 aus eigener Entwicklung durchweg 

sensible und zuverlässige qPCR-Amplifikationen. Genauere Mechanismen zur Erklärung der 

Unterschiede zwischen den Primer-Paaren wurden an dieser Stelle nicht weiter untersucht. 

Erfahrungen aus dem Bereich der Etablierung und Fehlersuche bei qPCR-Verfahren zeigen, dass 

es oft schwierig bis unmöglich ist, einen bestimmten Faktor für das Scheitern einer PCR zu 

identifizieren (vgl. Handbücher von Roche, Qiagen, Promega). 

Die errechnete Effizienz der qPCR betrug etwa 100 % (± 5 %). Die hohe Sensitivität wurde durch 

den Nachweis von 50 Molekülen genomischer DNA belegt (bei allen drei Reaktionen Ct-Wert bei 

ca. 30). Die Spezifität wurde mittels Tm-Analyse bestätigt. Die Neigung zu Nebenreaktionen war 

bei Verwendung der HotStartTaq Polymerase von Qiagen und optimierten 

Reaktionsbedingungen äußerst gering. 

Eine solche qPCR bietet günstige Voraussetzungen, um die RT-qPCR durchzuführen und zu 

charakterisieren. Einerseits können in der RT-Reaktion synthetisierte 16S-cDNA-Sequenzen 

mittels qPCR erkannt und PCR-Fragmente amplifiziert werden. Andererseits kann diese qPCR 

als Referenzmethode dienen, um eine ausschließliche Amplifikation von chromosomaler DNA 

nachzuweisen, da ohne den RT-Schritt keine Umwandlung in cDNA stattfindet. 

 

Zusammenfassend wurden aus dem Abschnitt "Etablierung der qPCR" folgende 

Schlussfolgerungen gezogen: 

¶ Erstens konnte die Eignung von mindestens 3 Primer-Paaren zur Etablierung der RT-

qPCR bestätigt werden. 
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¶ Zweitens lag die Effizienz der etablierten qPCR bei 100 % (± 5 %) und die Neigung zu 

Seitenreaktionen war äußerst gering. Dies ermöglichte es, im nächsten Schritt eine 

Verknüpfung der RT-Reaktion mit der qPCR durchzuführen und einzelne RT-Reaktionen 

hinsichtlich ihrer Ausbeuten zu vergleichen sowie den relativen Einfluss einzelner 

Parameter auf den RT-Schritt zu charakterisieren. 

 

5.2.3 Etablierung einer RT -qPCR für S. agalactiae  

Mehrere Arbeitsgruppen haben bereits an der Verbesserung der Sensitivität der molekularen 

Methoden in der diagnostischen Mikrobiologie mit unterschiedlichen technischen Ansätzen 

gearbeitet (z. B. Fujimori et al., 2010; Hu et al., 2021; Niikura et al., 2021; Sakaguchi et al., 2010; 

Shao et al., 2022; Wouters et al., 2020; Ziegler et al., 2019).  

Bisher wurde das Konzept rund um rRNA-Nachweis allerdings nur vereinzelt von 

Forschungsgruppen im klinischen Umfeld getestet. Eine dieser Gruppen arbeitete mit RT-qPCR-

Format und führte detaillierte Tests und Vergleiche der Amplifikationseffizienzen zwischen 16S 

rDNA und 16S rRNA durch. Die resultierende Steigerung der analytischen Sensitivität durch die 

Verwendung von 16S rRNA betrug dabei einen Faktor zwischen 100x und 1000x im Vergleich 

zur bakteriellen DNA. Umfassende Daten wurden für 16S-Sequenzen von S. aureus und P. 

aeruginosa präsentiert (Matsuda et al., 2007; Niikura et al., 2021).  

Andere Forscherteams untersuchten das Vorhandensein von Bakterien wie beispielsweise S. 

epidermidis oder E. coli in klinisch relevanten Materialien mittels RT-PCR-Nachweis von rRNA. 

Die Tests wurden unter anderem in Gelenkpunktaten, Herzklappen oder 

Thrombozytenkonzentraten durchgeführt (Bergin et al., 2010; Dreier et al., 2004; Lee et al., 2013; 

Rood et al., 2010; Stormer et al., 2007; Vollmer et al., 2010; Yang et al., 2020). Obwohl die 

Autoren qualitative Ergebnisse beschrieben, konnten keine detaillierten Angaben zu 

Sensitivitäten, PCR-Effizienzen oder sogar zu biochemischen Aspekten der RT bei diesen 

Literaturquellen gefunden werden. Die Steigerung der Sensitivität durch den Einsatz von 16S 

rRNA wurde von den Forschungsgruppen lediglich als minimal bis mäßig im Vergleich zur 

traditionellen Kultur oder DNA-basierten PCR eingeschätzt. Bis heute existiert kein kommerzieller 

Test zur Identifizierung von Pathogenen, der auf spezies-spezifischer 16S rRNA basiert. 

Insgesamt lässt sich die vorhandene Datenlage zum rRNA-Nachweis mittels RT-qPCR von 

medizinisch relevanten Keimen daher eher als begrenzt bezeichnen. 

 

5.2.3.1 Bedeutung der Implementierung von 16S rRNA für die PCR -basierte Diagnostik  

Die zentrale Frage, die sich bei der Verwendung eines alternativen Targets in der Diagnostik 

stellt, betrifft den Nutzen dieser Methode: Welchen Mehrwert bringt sie? Das Ziel bei der 

Implementierung einer 16S rRNA basierten PCR war die Steigerung der Sensitivität, was 

insbesondere bei begrenzten Materialmengen oder einer geringen Anzahl von Keimen im 

Ausgangsmaterial von entscheidender Bedeutung sein kann.  

 

Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass die Anzahl der 16S rRNA-Moleküle in bakteriellen 

Zellen von etwa 100 bis zu 10.000 Kopien variieren kann (Aellen et al., 2006; Matsuda et al., 



Diskussion  89 

2007). Diese Menge hängt stark von verschiedenen Faktoren ab, darunter die Bakterienart und 

der -stamm, die Wachstumsbedingungen (stationäre oder logarithmische Phase) sowie 

Umweltfaktoren. Im Vergleich zu den chromosomalen 16S-Sequenzen innerhalb von rrb-

Operonen, die in der Regel zwischen 4 und 10 Kopien aufweisen, haben lebende bakterielle 

Zellen deutlich mehr 16S rRNA-Moleküle (Pan et al., 2023; Vetrovsky & Baldrian, 2013).  

 

Die Abbildung 21 im Abschnitt 4.3.1 zeigt den Vergleich zwischen der Amplifikation auf der Basis 

von rDNA (mittels qPCR) und der rRNA (mittels RT-qPCR). Als Material für dieses Experiment 

diente ein Gemisch aus DNA und RNA, das die intrazellulären Verhältnisse der Nukleinsäuren 

möglichst unverfälscht widerspiegeln sollte. Die Zellen aus einer Übernachtkultur wurden lediglich 

mit Lysozym und Protease K behandelt und anschließend kurz aufgekocht, um die Zellstrukturen 

zu öffnen. Eine zusätzliche Reinigung wurde nicht durchgeführt. Der Überstand enthielt sowohl 

chromosomale DNA als auch rRNA (Reischl et al., 2000). 

In beiden Reaktionen kam es zu einer deutlichen Amplifikation. Ein Vergleich der Cycle Threshold 

für entsprechende Verdünnungsstufen des Materials zeigte, dass die Ct-Werte der RT-qPCR-

Reaktion signifikant niedriger waren als die der reinen qPCR. Dies legt nahe, dass vor dem Start 

der PCR-Reaktion zusätzliche Kopien von 16S-Sequenzen vorhanden waren, die amplifiziert 

werden konnten. 

Die Umrechnung der Ct-Werte in die Anzahl der 16S-Sequenzkopien im Ansatz deutet auf eine 

etwa 1000-fach höhere Konzentration dieser in der RT-qPCR im Vergleich zur qPCR für das 

Primer-Paar A3 (Abbildung 21 A) und etwa eine 100-fach höhere Konzentration für das Primer-

Paar C1 (Abbildung 21 B) hin. Insgesamt entsprechen die Ergebnisse dieses Experiments den 

Erwartungen hinsichtlich der Verteilung von Nukleinsäuren innerhalb bakterieller Zellen.  

Es ist anzumerken, dass die DNA-Reaktion bereits im vorherigen Abschnitt optimiert wurde und 

somit der DNA-Anteil im RNA-DNA-Gemisch als Referenzmarker verwendet werden konnte. 

Diese Ergebnisse bestätigen die Beobachtungen anderer Forscher für S. aureus und P. 

aeruginosa (Matsuda et al., 2007; Niikura et al., 2021) und verdeutlichen den potenziellen Nutzen 

der Verwendung von rRNA als Zielmolekül für diagnostische Anwendungen: Die vorgeschaltete 

reverse Transkription kann dazu beitragen, die Nachweisgrenze der qPCR zu erweitern und die 

Häufigkeit falsch-negativer Ergebnisse, insbesondere bei Proben mit geringen Mengen an 

genomischer DNA, zu reduzieren.  

 

Allerdings wurde dieses Experiment zunächst ohne Optimierung der RT-Reaktion durchgeführt, 

wodurch die Frage aufkam, ob das gemessene Signal weiter verbessert werden kann. Dieser 

Frage wurde im anschließenden Schritt nachgegangen, indem zwei verschiedene RT-Enzyme 

verglichen und die Temperatur variiert wurden. 

 

5.2.3.2 Einfluss von Reaktionsbedingungen und der Wahl von RT -Enzymen auf die 

Dynamik der reversen Transkription  

Der potenzielle Einfluss von Temperaturvariationen und verschiedenen RT-Enzymen auf die 

Ausbeuten in der RT-qPCR wurde vor allem aus folgendem Grund als bedeutend erachtet: Im 
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Abschnitt 4.1.1 wurde festgestellt, dass sämtliche Abschnitte der 16S rRNA von 

Sekundärstrukturen betroffen sind, von denen einige bis zu einer Temperatur von 75 °C stabil 

bleiben können. Dies ließ den Verdacht aufkommen, dass diese Strukturen möglicherweise die 

Primer-Bindung und/ oder die Synthese der cDNA beeinträchtigen könnten. Es bestand die 

Hypothese, dass eine erhöhte Reaktionstemperatur während des RT-Schritts und/ oder eine 

längere Inkubation des Reaktionsgemisches dazu beitragen könnten, diesen potenziell negativen 

Einfluss zu überwinden. 

Zusätzlich wurde festgestellt, dass der Hersteller Invitrogen (Thermo Fisher) explizit auf die 

erhöhte Thermotoleranz der Enzyme seines RT-PCR Kits (eine Kombination aus Reverser 

Transkriptase und Taq-Polymerase) hinwies: Das OneStep RT-PCR Kit (SuperScript III) soll die 

Aktivität der Reversen Transkriptase bis zu 70 °C beibehalten können. Im Vergleich dazu gab der 

zunächst bevorzugte Hersteller, Qiagen, lediglich Temperaturempfehlungen für den RT-Schritt 

im Bereich von 45 bis 55 °C an. Diese Diskrepanz ließ den Verdacht aufkommen, dass die 

verwendeten RT-Enzyme in beiden Kits möglicherweise unterschiedlich sind, obwohl keine 

detaillierten Informationen der Hersteller über die Herkunft und Art der enthaltenen 

Transkriptasen verfügbar waren. 

Diese Fragen führten zur Durchführung eines Vergleichs zwischen den beiden RT-PCR-Kits über 

einen Temperaturbereich von 45 bis 70 °C in Anwesenheit von 16S rRNA. Als Primer-Paar wurde 

die C1-Kombination ausgewählt. Die Ergebnisse dieser Analyse sind im Abschnitt 4.3.2 zu finden. 

Der Vergleich verdeutlichte, dass die Verwendung des Qiagen RT-PCR-Kits tatsächlich zu einem 

Rückgang der Ausbeuten im RT-Schritt führte, sobald die Temperatur über 55 °C anstieg: Die Ct-

Werte wurden kontinuierlich höher. Im Gegensatz dazu zeigte das Invitrogen RT-PCR-Kit eine 

gleichmäßige Amplifikation, unabhängig von der Temperatur während des RT-Schritts - alle Ct-

Werte waren identisch. 

Es wurde angenommen, dass das RT-Enzym im Qiagen RT-PCR-Kit eine Reverse Transkriptase 

enthält, die ab Temperaturen über 55 °C zunehmend ihre Aktivität verliert. Aufgrund dieses 

Leistungsabfalls war es bedauerlicherweise nicht möglich, den Einfluss der Temperatur auf die 

Ausbeuten und somit auf potenzielle Auswirkungen von Sekundärstrukturen über den gesamten 

Temperaturbereich (45 °C bis 70 °C) präzise zu bewerten. Dennoch konnte zumindest für einen 

Teilbereich (45 °C bis 55 °C) eine ähnliche Effizienz der Reaktion festgestellt werden (Abbildung 

22 A). 

Obwohl die Ergebnisse für das Qiagen-Kit nicht über den gesamten Temperaturbereich 

aussagekräftig waren, deutet die Kombination der beiden Versuchsreihen (Qiagen und 

Invitrogen) darauf hin, dass die Temperatur während des RT-Schritts für das C1-Primer-Paar 

keinen signifikanten Einfluss auf die Ausbeuten der RT-Reaktion in diesem Experiment hatte. 

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde geschlussfolgert, dass die Auswirkung von 

Sekundärstrukturen auf den RT-Schritt nicht zwingend von entscheidender Bedeutung sein muss. 

Zumindest für die ausgewählten Primer-Paare konnte dieser Einfluss unter den gewählten 

Reaktionsbedingungen nicht bestätigt werden. Allerdings ist eine Verallgemeinerung dieser 

Feststellung auf andere Sequenzabschnitte oder unterschiedliche Reaktionsbedingungen 

ebenfalls nicht uneingeschränkt gültig: Es ist gut möglich, dass unter alternativen 
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Reaktionsbedingungen, bei Verwendung anderer Primer-Sequenzen oder bei Anpassung von 

Komponentenkonzentrationen (z. B. Enzymen oder Primern) eine Verringerung der cDNA-

Ausbeuten auftreten kann. 

Zusammenfassend lassen sich aus diesen Ergebnissen zwei wesentliche Schlussfolgerungen 

ziehen: 

¶ Die erste Schlussfolgerung betrifft eine Empfehlung für die Entwicklung von RNA-Assays: 

Es ist ratsam, die potenzielle Rolle von Sekundärstrukturen, die sich aus der 

theoretischen Sequenzanalyse ergeben, im praktischen Teil zu überprüfen.  

¶ Die zweite Schlussfolgerung bezieht sich auf die Auswertung der Ergebnisse aus dem 

Abschnitt 4.3.1: Die ermittelte 100- bis 1000-fache Steigerung der Kopien-Zahl von 16S 

Sequenzen (16S cDNA) spiegelt die Verteilung der Nukleinsäuren innerhalb bakterieller 

Zellen wider. Eine zusätzliche Erhöhung der cDNA-Kopienzahl durch Optimierung der 

Temperaturbedingungen ist zumindest für den verwendeten Qiagen-RT-PCR-Kit nicht zu 

erwarten. 

Nach der Testung der grundsätzlichen Eignung des RT-qPCR-Systems und der Überprüfung des 

Einflusses von Temperatur und verschiedenen RT-Enzymen entstand die weiterführende Frage 

zur Wahl zwischen RNA- und DNA-Analyt: Wenn die Generierung von 16S cDNA durch eine RT-

Reaktion auf der Basis von 16S rRNA tatsächlich zu einer 100- bis 1000-fachen Steigerung der 

16S-Sequenzkopien führt, welchen Beitrag leistet dann die chromosomale DNA als Quelle für 

16S-Sequenzen in der Analyse? Der Effekt der bakteriellen DNA im RT-qPCR-System wird im 

nächsten Diskussionskapitel bewertet. 

 

5.2.3.3 Effekt der DNA -Eliminierung  

Im Rahmen der Fragestellung zur Anwendung des 16S-rRNA-Konzepts für den Nachweis 

bakterieller Pathogene sollte der Effekt der chromosomalen bakteriellen DNA auf die Ergebnisse 

einer RT-qPCR charakterisiert werden. 

Aufgrund mehrerer Berichte über die Co-Isolierung von DNA in RNA-Präparationen ("AllPrep® 

DNA/RNA Micro Handbook," 2020; Bowden et al., 2011) wurde beschlossen, eine enzymatische 

Reinigung der RNA vorzunehmen und die DNA mithilfe der DNase-Abbau-Methode aus der RNA-

Präparation zu entfernen (Cury et al., 2008). Der Einfluss der DNA wurde anschließend wie folgt 

bewertet: Es wurden sowohl RT-qPCR- als auch qPCR-Analysen durchgeführt, wobei Ansätze 

ohne DNase-Behandlung als Kontrollen dienten. So konnten die Effekte des DNase-Abbaus auf 

sowohl RNA-abhängige als auch DNA-abhängige Signalgenerierung erfasst werden (Abbildung 

24). 

DNase-Abbau reduziert die Konzentration genomischer 16S-DNA-Sequenzen, ist jedoch nicht in 

der Lage, das DNA-abhängige Signal vollständig zu eliminieren. Mögliche Gründe für einen 

unvollständigen DNase-Abbau könnten einerseits im Reinheitsgrad der verwendeten DNA oder 

auch in den Mengenverhältnissen der eingesetzten DNA-Ansätze liegen. Andererseits ist PCR 

eine äußerst sensitive Technologie, wodurch bereits geringe Spuren von genomischer DNA zu 

einem Signal führen können. Eine detaillierte Analyse dieses Befundes wurde nicht weiterverfolgt.  
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Die Frage nach der bevorzugten Art von Nukleinsäuren, die aus dem klinischen Material isoliert 

und im Rahmen des 16S-RT-qPCR-Konzepts zur Detektion bakterieller Pathogene 

nachgewiesen werden sollen, hat direkte Auswirkungen auf die weitere Evaluierung des 

Konzepts. Eine Möglichkeit besteht darin, beide Arten von Nukleinsäuren, also DNA und RNA, 

zu isolieren. Eine alternative Option könnte darin bestehen, sich ausschließlich auf die Isolierung 

von rRNA zu konzentrieren. Beide Optionen haben Vor- und Nachteile und erfordern 

unterschiedliche Isolierungsmethoden. Da dieser Vergleich in der vorliegenden Arbeit nicht 

durchgeführt wurde, kann hier lediglich eine spekulative Einschätzung vorgenommen werden. 

Die Option, sowohl RNA als auch DNA zu isolieren, hätte den Vorteil, dass DNA-Analysen seit 

langem als Goldstandard für den Nachweis von Pathogenen gelten. Die Co-Isolierung von RNA 

könnte die Empfindlichkeit der Nachweismethode erhöhen. Ein möglicher Nachteil dieser Option 

wäre jedoch die Co-Isolierung von menschlicher DNA aus dem Patientenmaterial, die als 

störender Faktor im Ansatz auftreten könnte. 

Im Gegensatz dazu bietet der Fokus auf reine rRNA-Isolierung den Vorteil einer einfacheren 

Isolation aus bakteriellen Zellen aufgrund der geringeren Molekülgröße. Dennoch könnten noch 

nicht geklärte Probleme bezüglich der Stabilität dieses Analyten in Patientenmaterialien während 

des Transports auftreten.  

Es besteht Bedarf an weiteren Untersuchungen, um diesen Themenkomplex zu evaluieren. 

Insbesondere müssten geeignete Isoliermethoden ausgewählt und die Stabilität des rRNA-

Analyten in Patientenmaterial unter realen Bedingungen der mikrobiologischen Diagnostik erfasst 

und bewertet werden. 

Im Kontext der etablierten RT-qPCR ist anzunehmen, dass die vorhandene chromosomale DNA 

von Bakterien die Reaktion nicht wesentlich beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass der 

Anteil des Signals von genomischer DNA nur einen geringen Anteil an dem Gesamtsignal im RT-

qPCR-System hat. Bei der Anwendung des 16S-RT-qPCR-Konzepts zur Erkennung bakterieller 

Pathogene spielt die Anwesenheit der chromosomalen DNA eine untergeordnete Rolle. 

Gleichzeitig kann die genomische DNA als Referenz während der Entwicklung und Umsetzung 

der RT-qPCR zur Beurteilung der Quantität von 16S rRNA betrachtet werden. Daher wird 

empfohlen, bei zukünftigen Arbeiten zum 16S-RT-qPCR-Konzept die Erfassung von Signalen 

beider Arten von Nukleinsäuren beizubehalten. 

 

 

5.3 Limitationen  
 

Im Folgenden werden methodische Limitationen der Arbeit kritisch betrachtet. 

 

5.3.1 Sekundärstrukturen  

Die Hypothese, dass Sekundärstrukturen in der 16S rRNA die Dynamik der RT-Reaktion 

beeinflussen könnten, wurde anhand eines softwaregenerierten Modells von S. agalactiae 

aufgestellt. Jedoch weist dieser Ansatz zur Bestätigung dieser These einige wesentliche 

Einschränkungen auf. Eine präzise und statistisch valide Quantifizierung eines solchen Einflusses 
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erfordert die Analyse einer größeren Anzahl vergleichbarer 16S rRNA-Sequenzen. Darüber 

hinaus müssten spezifische Sequenzfragmente isoliert werden, um ihren individuellen Einfluss 

auf den RT-Schritt gezielt zu überprüfen. Es müssten weitere Untersuchungen durchgeführt 

werden, beispielsweise durch die gezielte Aktivierung oder Deaktivierung bestimmter 

Sekundärstrukturen mittels gerichteter Einführung von Mismatches, um ihre Wirkung zu 

analysieren. 

 

Der Einfluss von Sekundärstrukturen auf den RT-Schritt und die cDNA-Ausbeuten ist stark von 

den verwendeten Reaktionsbedingungen abhängig, wie der Reaktionsdauer und der Temperatur. 

Diese Parameter beeinflussen die Bindung der Primer und die Fähigkeit der Polymerasen, eine 

vollständige cDNA-Synthese durchzuführen. Daher ist jede Aussage über den Einfluss von 

Sekundärstrukturen spezifisch und kann nicht umfassend verallgemeinert werden. 

Auch die thermodynamischen Parameter der verwendeten Primer spielen eine entscheidende 

Rolle. Obwohl die Sekundärstrukturen durch die Nukleotidabfolge der 16S rRNA vorgegeben 

sind, bietet die Auswahl der Primersequenz und -länge eine gewisse Flexibilität und wirft 

methodische Fragen auf. Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide zeigten, dass einige 

längere Primer (A3, eigenes Design) im Vergleich zu publizierten kürzeren Sequenzen (A1) eine 

robustere qPCR ermöglichten. In anderen Fällen wurde keine signifikante Diskrepanz zwischen 

längeren und kürzeren Primern (C1 vs. C3) beobachtet. Diese Effekte scheinen 

sequenzspezifisch zu sein und erfordern weitere Untersuchungen. 

Darüber hinaus können weitere Faktoren die cDNA-Ausbeuten und somit die Verfügbarkeit von 

zusätzlichen Matrizen für eine 16S-qPCR beeinflussen. Daher wäre der Einfluss von 

Sekundärstrukturen nur einer von vielen möglichen Störquellen. Eine solche Analyse würde 

weitere Modellsysteme und zahlreiche Experimente mit Multiparameterregression erfordern.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in dieser Arbeit keine definitive Aussage über den 

qualitativen Einfluss von Sekundärstrukturen auf die cDNA-Synthese getroffen werden konnte. 

Auch wenn es theoretisch möglich ist, dass strukturelle Besonderheiten in der 16S rRNA eine 

negative Auswirkung auf die cDNA-Synthese haben könnten, ist die Beantwortung dieser Frage 

stark von den spezifischen Sequenzen und den Reaktionsbedingungen abhängig. 

 

5.3.2 Limitationen durch Technik und Reagenzien  

In dieser Arbeit sind zudem technische Limitationen zu berücksichtigen, die sich aus den 

verwendeten Komponenten für RT-qPCR ergeben und die den aktuellen Stand der Technik 

widerspiegeln. Diese Limitationen betreffen bestimmte Aspekte der verwendeten Enzyme und 

Werkzeuge. Im IVD-CE Bereich ((In-vitro-Diagnostik, zugelassen für den Einsatz beim 

Menschen) gibt es aktuell keine thermostabilen Reversen Transkriptasen, die Temperaturen von 

bis zu 95 °C dauerhaft standhalten können. Ebenso sind keine Hot-Start-Technologien für 

Reverse Transkriptasen verfügbar. Jedoch werden solche Enzyme und Technologien in der 

Forschung bereits eingesetzt (Hammerling et al., 2020). Es ist anzunehmen, dass diese 

Methoden mit der Zeit auch in die Diagnostik Einzug finden. Eine hohe Thermostabilität der 
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Enzyme sowie Hot-Start-Mechanismen, ähnlich wie bei der Taq-Polymerase, hätten das 

Potenzial, die Sensitivität sowie Spezifität molekularbiologischer Methoden weiter zu erhöhen. 

 

Neben der fehlenden Thermostabilität ist das Fehlerpotenzial der derzeit verwendeten Reversen 

Transkriptasen beim Kopieren von RNA von Bedeutung. Trotz einer idealen Auswahl von Primern 

und einer robusten Einstellung der Reaktionsbedingungen kann die Entstehung fehlerhafter 

cDNA und entsprechender PCR-Fragmente nicht ausgeschlossen werden. Dies kann zu 

Fehlinterpretationen führen und die Sensitivität sowie Spezifität der Methode herabsetzen. 

Insbesondere in Anwesenheit anderer Spezies mit ähnlichen Zielsequenzen kann eine 

fehlerhafte RT-Synthese zu Sequenzveränderungen in cDNA und somit zu Missinterpretation der 

nachfolgenden qPCR führen. Eine Weiterentwicklung von gentechnisch veränderten Enzymen, 

beispielsweise von Reversen Transkriptasen mit Proofreading-Aktivität, könnte das Auftreten 

solcher Fehler verringern oder eliminieren (Arbeithuber et al., 2016; Coulther et al., 2019; Gohl et 

al., 2021; Hammerling et al., 2020).  

 

Ein weiterer bedeutender Aspekt ist die ubiquitäre Kontamination von Enzymen, Primern und 

anderen Werkzeugen mit bakteriellen Nukleinsäuren aus der Herstellungsphase (Corless et al., 

2000; Klaschik et al., 2002). Solche Verunreinigungen haben in der Vergangenheit immer wieder 

zu Fehlinterpretationen im Bereich der bakteriellen Analytik geführt (Champlot et al., 2010; 

Laurence et al., 2014; Silkie et al., 2008). Die Aussicht, diese Kontaminationen aus dem 

Produktionsprozess zu eliminieren, ist derzeit schwer abzuschätzen. 

 

Die genannten Limitationen stellen bedeutende Herausforderungen für die molekularbiologischen 

Verfahren dar und können potenziell die Interpretation von Ergebnissen beeinflussen. Die 

Entwicklung neuer Technologien und Reinigungsmethoden sowie die Verbesserung der 

vorhandenen molekularen Werkzeuge könnten jedoch dazu beitragen, diese Einschränkungen 

zu überwinden und die Leistungsfähigkeit molekularer Diagnostikmethoden weiter zu verbessern. 

 

5.3.3 Limitationen allgemein  

Die Anwendbarkeit der Ergebnisse auf andere Sepsis-Erreger und die Etablierung von 

diagnostischen Nachweismethoden erfordern umfassende Studien mit repräsentativen 

Pathogenen und eine Validierung der entwickelten Verfahren unter klinischen Bedingungen. 

Zusätzliche Optimierungsmaßnahmen, einschließlich der Isolierung von Nukleinsäuren aus 

klinischem Material und der Unterdrückung unspezifischer Reaktionen in Anwesenheit 

menschlicher DNA oder RNA sind erforderlich. Ein molekulardiagnostischer Test zur 

Identifizierung von Sepsis-Erregern sollte in der Lage sein, mehrere potenzielle Erreger zu 

erfassen. Auch wenn das Konzept mit 16S rRNA als Analyt die Sensitivität bei der Identifizierung 

von Sepsis-Erregern verbessern kann, ist der Fokus dieser Arbeit auf S. agalactiae als einem von 

vielen möglichen Keimen begrenzt. Obwohl die 16S rRNA aller pathogenen Bakterien ähnliche 

Strukturen aufweist, ist eine direkte Übertragbarkeit der Ergebnisse auf andere Spezies nicht 

garantiert. 












































