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Abstract:

        
Measurement of Epstein-Barr virus (EBV) load is useful in peripheral blood for detecting primary and reactivated EBV-infections especially in immunosuppressed patients being at high risk for developing posttransplant lymphoproliferative disorder. For quantification of EBV DNA in peripheral blood of patients two real time polymerase chain reaction (RQ-PCR) assays were developed detecting sequences specific for the BAM HI-W and BAM HI-K region of EBV. In order to determine the optimal material of peripheral blood for RQ PCR analysis, DNA preparations of whole blood, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and B cells from 11 healthy, EBV-seropositive individuals were analysed in parallel and compared with regard to efficiency and sensitivity. While in whole blood preparations inhibitors of RQ PCR were detected influencing sensitivity, analysis of B cells being most sensitive is limited by being too labour intensive. In contrast, analysis of DNA preparations of PBMCs is sensitive enough to frequently detect EBV-specific sequences in all individuals tested and the preparation of PBMCs itself needs only a reasonable time. Thus, longitudinal monitoring of EBV load in peripheral blood of patients is possible by RQ-PCR, the optimal material for analysis being PBMCs.


      
        
Die Epstein-Barr-Virus (EBV)-Lastmessung im peripheren Blut ist sinnvoll zum Nachweis primärer und reaktivierter EBV-Infektionen, insbesondere bei immunsupprimierten Patienten, die ein hohes Risiko haben, eine lymphoproliferative Erkrankung nach Transplantation zu entwickeln. Um EBV-DNA im peripheren Blut zu quantifizieren, wurden zwei „Real-Time”-Polymerase-Kettenreaktionsverfahren (RQ-PCR) entwickelt, die spezifisch Sequenzen der BAM HI-W- und BAM HI-K-Region des EBV nachweisen. Um das optimale Analysenmaterial aus dem peripheren Blut zu ermitteln, wurden DNA-Präparationen aus Vollblut, mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) und B-Zellen von 11 gesunden, EBV-seropositiven Probanden im Hinblick auf Effizienz und Sensitivität parallel untersucht. Während in Vollblutpräparationen Inhibitoren des RQ-PCR nachweisbar waren, die die Sensitivität beeinträchtigten, war die Analyse der B-Zellen zwar am sensitivsten, jedoch am arbeitsaufwendigsten. Im Gegensatz hierzu konnten in DNA-Präparationen von PBMCs bei allen Patienten EBV-spezifische Sequenzen bei einem tolerablen Zeitaufwand für die Zellpräparation nachgewiesen werden. Somit ist eine longitudinale Verlaufskontrolle der EBV-Last im peripheren Blut von Patienten möglich, als optimales Material hierfür bieten sich PBMCs an.


      

Key words:

Epstein-Barr virus - posttransplant lymphoproliferative disorder (PTLD) - real time quantitative polymerase chain reaction - patient monitoring
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