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Medizinische Mikrobiologie und Immunologie —

Serologische und molekularbiologische Diagnostik von Infektions- und
Immunkrankheiten —

Teil 60: Polymerase-Kettenreaktion (PCR); Begriffe, allgemeine
methodenspezifische Anforderungen

Medical microbiology and immunology —

Diagnostics of infectious diseases and diseases of the immune system in serology and
molecular biology —

Part 60: Polymerase chain reaction (PCR); Terminology, general method-specific
requirements

Microbiologie médicale et immunologie —

Diagnose des maladies infectieuses et immunitaires en sérologie et biologie moléculaire —
Partie 60: Réaction de polyméridation en chaine (PCR), Terminologie, exigences
générales spécifiques de la méthode

Anwendungswarnvermerk

Dieser Norm-Entwurf wird der Offentlichkeit zur Priifung und Stellungnahme vorgelegt.

Weil die beabsichtigte Norm von der vorliegenden Fassung abweichen kann, ist die Anwendung dieses
Entwurfes besonders zu vereinbaren.

Stellungnahmen werden erbeten

— vorzugsweise als Datei per E-Mail an named@din.de in Form einer Tabelle. Die Vorlage dieser Tabelle
kann im Internet unter www.din.de/stellungnahme abgerufen werden;

— oder in Papierform an den Normenausschuss Medizin (NAMed) im DIN, 10772 Berlin (Hausanschrift:
Burggrafenstr. 6, 10787 Berlin).

Die Empfanger dieses Norm-Entwurfs werden gebeten, mit ihren Kommentaren jegliche relevante
Patentrechte, die sie kennen, mitzuteilen und unterstitzende Dokumentationen zur Verfiigung zu stellen.
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Vorwort

Diese Norm wurde vom Arbeitsausschuss E 9 ,Serologische und molekulare Diagnostik von Infektions- und
Immunkrankheiten” erstellt.

DIN 58967 Medizinische Mikrobiologie und Immunologie — Serologische und molekularbiologische
Diagnostik von Infektions- und Immunkrankheiten besteht aus:

— Teil 10: Begriffe — Allgemeine Anforderungen
— Teil 20: Allgemeine methodenspezifische Anforderungen an Immunofluoreszenztests (IFT)

— Teil 30: ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) — Begriffe — Allgemeine methodenspezifische
Anforderungen

— Teil 40: Immunoblot (IB) — Begriffe — Allgemeine methodenspezifische Anforderungen

— Teil 60: Polymerase-Kettenreaktion (PCR) — Begriffe — Allgemeine methodenspezifische Anforderungen

Anderungen
Gegeniiber DIN 58967-60:2001-10 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Titel der Norm entsprechend dem Beschluss des NAMed AA E 9 vom 2002-12-06 angepasst;

b) Normativer Anhang A "Besonderheiten der RT-PCR" aufgenommen.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm gilt fir die Diagnostik von Infektions- und Immunkrankheiten des Menschen mit der Methode der
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR). Diese Norm kann sinngemaf} auch zur PCR-
Diagnostik anderer Erkrankungen des Menschen herangezogen werden. Sie legt die Anforderungen fest fiir
die Probenaufbereitung, die In-vitro-Vervielfaltigung von Nukleinsauresequenzen (DNA-Sequenzen) sowie flr
den Nachweis der Spezifitat der vervielfaltigten Nukleinsduresequenz (Amplifikat). Mit Hilfe der PCR kénnen
definierte Desoxiribonukleinsauresequenzen (DNA-Sequenzen) nachgewiesen werden. Ribonukleinsaure-
sequenzen (RNA-Sequenzen) koénnen ebenfalls nachgewiesen werden nach Umschreibung von RNA in
komplementare DNA (cDNA) durch reverse Transkription. Im Anhang A werden die Besonderheiten der RT-
PCR behandelt.

Bei speziellen Anwendungsverfahren sind weitere Anforderungen zu beachten. Fir den Nachweis von
Nukleinsauresequenzen der Human-Immunschwache-Viren HIV-1 und HIV-2 mittels PCR gilt DIN 58969-62.

Zweck dieser Norm ist es, laborspezifische Voraussetzungen und allgemeine methodenspezifische Begriffe

und Mindestanforderungen festzulegen, damit vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse in
verschiedenen Laboratorien erhalten werden.
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2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind fir die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlieRlich aller Anderungen).

DIN 58936-1, Qualitdtsmanagement in der Laboratoriumsmedizin — Grundbegriffe

DIN 58936-2, Qualitdtsmanagement in der Laboratoriumsmedizin — Teil 2: Begriffe zur Qualitdt und
Anwendung von Untersuchungsverfahren

DIN 58956-4, Medizinische Mikrobiologie — Medizinisch-mikrobiologische Laboratorien — Anforderungen an
die Entsorgung

DIN 58967-10, Serodiagnostik von Infektions- und Immunkrankheiten — Teil 10: Begriffe — Allgemeine
Anforderungen

E DIN 58969-62, Medizinische Mikrobiologie — Serologische und molekularbiologische Diagnostik von
Infektionskrankheiten — Teil 62: Polymerase-Kettenraktion (PCR) — Spezielle Anforderungen fiir den
Nachweis von Nukleinsduresequenzen des Mycobacterium tuberculosis Komplexes (MTC)

3 Begriffe

Fir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Grundbegriffe flr die serologische und molekulare
Diagnostik von Infektions- und Immunkrankheiten nach DIN 58967-10, die Begriffe fur Qualitétssicherung in
der Labormedizin nach DIN 58936-1 und DIN 58936-2 und die folgenden Begriffe.

31

Polymerase-Kettenreaktion

polymerase chain reaction, PCR

Verfahren, das die gezielte In-vitro-Vervielfaltigung von DNA- oder (nach reverser Transkription in cDNA)
RNA-Abschnitten erlaubt. Nach Denaturierung doppelstrangiger DNA in Einzelstrang-DNA lagern sich zwei in
ihrer Orientierung zur Zielsequenz gegenlaufige synthetische Primer (Oligonukleotide) an die fir sie kom-
plementaren Bereiche der zu vermehrenden Zielsequenz (DNA-Abschnitt) an. Die aufgrund spezifischer
Basenpaarung zwischen Primern und Zielsequenz entstehenden kurzen doppelstrangigen Bereiche
begrenzen den zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitt und dienen als Startstellen fiir die gezielte In-vitro-DNA-
Synthese durch eine hitzestabile DNA-Polymerase ohne Ligaseaktivitat. Die wiederholte Abfolge von
Hitzedenaturierung, Primeranlagerung und DNA-Synthese (Zyklen) fuhrt zu einer exponentiellen
Vervielfaltigung des durch die Primer begrenzten DNA-Abschnittes. Das Vorkommen und die Spezifitat
vervielfaltigter DNA-Abschnitte (Amplifikate) werden durch geeignete Verfahren nachgewiesen

3.2

Primer

Oligonukleotid definierter Lange und Sequenz, der komplementar zu einem Abschnitt der Zielsequenz einer
diagnostisch relevanten Nukleinsaure ist

ANMERKUNG  Ein Primerpaar begrenzt den Abschnitt der Zielsequenz, die vermehrt werden soll

3.3
Nested Primer
Oligonukleotid, das sich zwischen den Bindungsstellen eines ersten Primerpaares anlagert

3.4

Primeranlagerung

spezifische Bindung eines Primers an die Zielsequenz unter geeigneten Reaktionsbedingungen, die durch
Temperatur, Reaktionspuffer und Nukleinsduresequenz bestimmt werden
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