MOLEKULARDIAGNOSTIK

Chlamydien sind bakterielle,
intrazelluldr lebende Energiepa-
rasiten, die Krankheiten mit
unterschiedlich schwerem Verlauf
hervorrufen. Fiir eine gezielte Be-
handlung akuter Infektionen ist
eine schnelle, sensitive und di-
rekte Identifizierung notwendig.
Hierfiir werden zunehmend DNA-
basierte Nachweisverfahren ein-
gesetzt. Mit dem ArrayTube-Sys-
tem, einer Biochip-basierten
Plattform, ist der parallele und
einfache Nachweis aller bekann-
ten Chlamydien-Spezies in einem
einzigen Test moglich.

RALF EHRICHT* UND PETER SLICKERS*

rekt durch den Nachweis von Chla-

mydien-spezifischen  Antikdrpern
und direkt durch den Nachweis von Chla-
mydien-DNA oder mittels Kultivierungs-
tests detektiert werden. Da Chlamydien-
spezifische Antikorper noch relativ lange
nach einer Infektion vorhanden sind,
stellt ein erhohter Antikorpertiter fiir sich
noch keine Indikation zur Behandlung
dar. Um {iber eine Therapie zu entschei-
den, sollten deshalb klinische Krankheits-
zeichen vorliegen und ein direkter Nach-
weis des Erregers iiber DNA-Test oder Kul-
tivierung erfolgen.

C hlamydien-Infektionen konnen indi-

Die Platiform

Zur Genotypisierung von Vertretern der
Chlamydiacea hat Clondiag chip technolo-
gies einen DNA-Array basierten Test auf
Basis von 23S-rRNA Sequenzen entwickelt
[1] mit dem sich alle neun Arten der Fa-
milie der Chlamydiacea sicher und schnell
unterscheiden lassen (Tabelle 1).

Der Test basiert auf dem ArrayTube-Sys-
tem, das sich durch einfache Handhab-
barkeit und niedrige Kosten pro Test aus-
zeichnet. Zentrale Einheit ist ein Oligonu-
kleotid-Sonden-Array, das auf einem
3 x 3 mm groRen chemisch modifizierten
Glastrdger aufgebracht ist und 50 indivi-
duelle Hybridisierungssonden umfasst.
Das Sonden-Array befindet sich als Boden
integriert in einem Mikroreaktionsgefiss,
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1 ArrayTube-Test zur Genotypisierung von Chlamydien mit einem DNA-Array (HRP:
Meerrettich-Peroxidase, TMB: 3,3/,5,5' Tetramethyl-benzidin).

das mit Standard-Laborgerdten einfach
prozessiert werden kann (Abb. 1). Hybri-
disierung und Waschschritte konnen in ei-
nem einfachen Inkubationsschiittler
durchgefiithrt werden. Die Hybridisie-
rungsmuster werden mit einer sensitiven
kolorimetrischen Methode sichtbar ge-
macht. Zum Auslesen der Hybridisie-
rungsmuster und fiir die Auswertung der
Daten steht ein ArrayTube-Auslesegerdt
zur Verfiigung. Die Auswahl und Optimie-
rung der 50 Hybridisierungssonden er-
folgte sowohl mittels bioinformatischer
Sequenzdatenanalyse als auch experimen-
tell mit Hilfe eines kombinatorischen DNA-

Arrays, auf dem eine grof’e Anzahl mog-
licher Sequenzvarianten erzeugt und ge-
testet wurden [1]. Alle so ausgewdhlten
Sonden binden im Bereich der Domdne I
der 23S-rRNA. Dieser Bereich enthdlt so-
wohl stark konservierte als auch sehr va-
riable Sequenzabschnitte. Zwischen zwei
beiallen Chlamydiacea konservierten Stel-
len wird mit Konsensus-Primern ein PCR-
Produkt erzeugt. Dieses PCR-Produkt
schlief3t einen sehr variablen Bereich ein,
das sogenannte ,most variable window”.
Innerhalb dieses Bereichs gibt es fiir jede
der neun Arten Sequenzvarianten, die sich
eindeutig einer Spezies zuordnen lassen.
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Tabelle 1:Die Familie der Chlamydiacea umfasst insgesamt neun
Arten, die entsprechend der Nomenklatur von Everett et al. [2]

zwei Gattungen zugeordnet werden.

Spezies Humanpathogen Tierpathogen

Chlamydia trachomatis ++
Chlamydia suis

Chlamydia muridarum

Chlamydophila abortus +[3]
Chlamydophila psittaci +
Chlamydophila felis

Chlamydophila caviae

Chlamydophila pneumoniae ++
Chlamydophila pecorum

Abbildung 1 zeigt den typischen Ar-
beitsablauf fiir ein Hybridisierungsexperi-
ment. Genomische DNA wird zundchst ei-
ner PCR unterworfen, um das chlamydien-
spezifische Fragment der 23S-rRNA zu am-
plifizieren. Dabei wird biotinyliertes dUTP
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von Chlamydien

zugegeben, um das PCR-
Produkt zu markieren. Die
biotinylierten PCR-Produk-
te werden anschlieRend ge-
gen das DNA-Array hybridi-
siert. Das Hybridisierungs-
muster wird mit Hilfe einer

Schwein
katalytisch  induzierten
— Prizipitationsreaktion
Rind sichtbar gemacht und mit
Vogel dem ArrayTube-Auslesege-
— r’fit detektiert und analy-
siert.
Meerschwein Abbildung 2 zeigt exem-
plarisch die Ergebnisse von
Rind Hybridisierungsexperi-

menten mit Chlamydia tra-
chomatis, Chlamydophila
pneumoniae und Chlamydophila abortus.
Fiir jede Spezies ergibt sich ein charakte-
ristisches Muster von Sondengruppen mit
entsprechenden Signalen. Der gesamte
Test einschlieflich Probenentnahme und
PCR lésst sich an einem Arbeitstag durch-

fiihren und ist damit optimal fiir die
Routinediagnostik ~ von  Chlamydien
geeignet.
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