Fachgruppe Mikrobiologie

In situ Hybridisierung in der Infektionsdiagnostik

Die Anwendung molekularbiologischer
Verfahren gewinnt immer grofere Be-
deutung in vielen Bereichen der medizi-
nischen Diagnostik. Vor allem im Be-
reich der Infektionsdiagnostik eréffnen
Methoden wie die PCR (Polymeraseket-
tenreation), Sequenzierverfahren aber
auch die Hybridisierungstechniken vol-
lig neue Perspektiven im Nachweis und
in der Erforschung von Krankheitserre-
gern.

Hybridisierungstechniken basieren auf
der grundlegenden Eigenschaft der Nu-
cleinsduren, sich zu Doppelstridngen zu-
sammenzufiigen, sofern beide Einzelmo-
lekiile tiber komplementédre Basense-
quenzen verfiigen. Wahrend bei Verfah-
ren wie Slot/Dot-Blot, Southern- und
Northern-Blot die Hybridisierungsreak-
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tion auf Membranen durchgefiihrt wird,
erfolgt diese bei der in situ Hybridisie-
rung (ISH) direkt im biologischen Pri-
parat. Damit kann Nucleinséure gewis-
sermaflen in vivo lokalisiert werden.
Mit dieser Technik lassen sich nicht nur
grundlegende Untersuchungen und Ana-
lysen an Chromosomen anstellen, son-
dern auch Krankheitserreger (Viren,
Bakterien, Pilze, Protozoen) in Geweben
und Zellen lokalisieren.

So konnte bereits 1971 die DNA eines
Papillomavirus in situ nachgewiesen
werden. Durch ISH lésst sich ermitteln,
ob Virussequenzen getrennt vom Genom
der Wirtszelle, im Zytoplasma oder im
Kern vorliegen, aber auch wie Virusse-
quenzen repliziert, exprimiert und ver-
breitet werden.

Bei fehlenden immunologischen Nach-
weisverfahren kann in der Diagnostik auf
die ISH zuriickgegriffen werden.

Im Rahmen der Priasentation werden die
methodischen Schritte der ISH am Bei-
spiel eigener Laboranwendungen (Law-
sonia intracelluraris, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Porcines Circovirus)
dargestellt.
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