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von Risikopatienten

CMV Genome Quantification as a Diagnostic Tool for Improving Treatment

and Monitoring of Risk Patients
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Zusammenfassung: Die Entwicklung neuer Techno-
logien zur Diagnose von Zytomegalievirus-Infektionen
hat zu maBgeblichen Fortschritten beim Management
von Risikopatienten und bei der Uberwachung der anti-
viralen Behandlung gefiihrt. Zu den Quantifizierungs-
methoden mittels Virusisolierung und Antigennachweis
gesellen sich in den letzten Jahren vermehrt molekular-
biologische Techniken, die auf einem quantitativen
Nachweis viraler Nukleinséduren in Patientenproben ba-
sieren. Diese finden zunehmend Eingang in die viro-
logische Routinediagnostik, eine Entwicklung, die
durch die Verfiigbarkeit verschiedener kommerzieller
Tests noch verstirkt wird. Die sogenannte ,,Viruslast*-
Testung, wie die Quantifizierung meist genannt wird,
erfiillt verschiedene klinische Zwecke: Neben der
Nutzung als diagnostisches Werkzeug wird sie auch als
prognostlscher Marker hinsichtlich einer CMV-Erkran-
kung sowie als therapeutlscher Marker zur Uberwa-
chung der Wirksamkeit einer antiviralen Therapie und
schlieBlich zur Abschitzung der Infektiositit verwen-
det. Dieser Ubersichtsartikel stellt die neuen Methoden
kurz vor und beschiftigt sich mit der Bedeutung des
quantitativen CMV-DNA-Nachweises fiir klinische
Zwecke zur verbesserten Behandlung und Uberwa-
chung von Risikopatienten.

Schliisselwérter:  Virus-Quantifizierung;  Zyto-
megalievirus (CMV); virale Nukleinsduren; antivirale
Medikamente; Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Summary: The development of new technologies for
the diagnosis of cytomegalovirus (CMV) infections has
led to remarkable progress in the management of at-risk
patients and in the monitoring of antiviral therapy. In
addition to quantification methods based on virus isola-
tion and antigen detection, molecular biological meth-
ods on the quantitative detection of viral nucleic acids
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in patient samples have been developed. These new
techniques are increasingly utilised in virological
routine diagnosis, a process strengthened by several
commercially available tests. So-called ,,viral load*
testing, as virus quantification is often referred to, ful-
fills various diagnostic purposes besides its use as a
diagnostic tool: as a prognostic marker for CMV
disease, as a therapeutic marker for monitoring the suc-
cess of antiviral therapy, and to assess infectivity. This
review article briefly describes the new methods and
then deals with the significance of quantitative CMV
detection for clinical purposes to improve management
and surveillance of at-risk patients.

Keywords: virus quantification; cytomegalovirus
(CMV); viral nucleic acids; antiviral drugs; polymerase
chain reaction (PCR).

as humane Cytomegalievirus (CMV) verursacht
bei etwa 60—80 % der Bevolkerung in Industrieldn-
dern eine lebenslang persistierende Infektion (Abb. 1).

Eine CMV-Infektion kann als Folge einer Primirin-
fektion, einer (endogenen) Reaktivierung oder einer
(exogenen) Re-(Super-)Infektion entstehen. Die beiden
letztgenannten Entititen konnen im klinischen Alltag
normalerweise nicht voneinander abgegrenzt werden
und werden daher meist unter Reaktivierung sub-
sumiert.

Das Virus ist in der Lage, aus dem Latenzzustand
heraus zu reaktivieren und so unter Umstidnden eine
ernsthafte Erkrankung hervorzurufen. Nach wie vor
stellt das CMV — meist im Rahmen einer reaktivierten
Infektion — eine der Hauptursachen fiir Erkrankungen
und Todesfille nach Transplantationen dar. Weitere Ri-
sikogruppen sind schwangere Frauen und HIV-Infizier-
te. So haben Empfinger von Knochenmarktrans-
plantaten ein 15-35%iges Risiko, eine CMV-
Erkrankung zu entwickeln [1], und vor der Einfiihrung
der hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART)
entwickelte ein Drittel der AIDS-Patienten eine CM V-
Retinitis [2]. Wihrend bei immunkompetenten CM V-
Infizierten die Infektion — ob primér oder reaktiviert —
in der Regel asymptomatisch bleibt, verlagert sich bei
den Risikogruppen das immunologische Gleichgewicht
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Abbildung 1 Altersspezifische CMV-IgG-Seroprévalenzraten bei den Einsendungen an das Institut fir Medizinische Virologie
des Klinikums der J. W. Goethe-Universitét Frankfurt am Main 1996 bis 1999. Insgesamt wurden n = 9870 Patienten getestet,

davon waren 6357 (64,4 %) CMV-IgG-positiv

zugunsten des Virus, da die Balance zwischen zelluldrer
(cytotoxische T-Lymphozyten) und humoraler (gegen
CMV gerichtete Antikorper) Immunitit und Virus
schwer gestort ist [3]. Im Rahmen einer hohen viralen
Replikationsaktivitdt kann — mufl aber nicht — eine
CMV-Erkrankung ausgelost werden.

Eine CMV-Infektion kann als direkte Auswirkung
ein recht uncharakteristisches virales Syndrom oder
auch eine CMV-Endorgan-Erkrankung wie z. B. Pneu-
monitis, Hepatitis, Retinitis, Myocarditis u. a. zur Folge
haben. Die relative Haufigkeit verschiedener Organma-
nifestationen unterscheidet sich erheblich zwischen den
unterschiedlichen Risikogruppen (Hauptmanifestation
bei AIDS-Patienten: Retinitis, bei KMT-Empféangern:
Pneumonitis).

Die ubiquitdre Natur des CMV und die hohe Durch-
seuchung der Bevolkerung stellen ein Problem fiir die
virologische Diagnostik dar. Ein qualitativer Virusnach-
weis alleine bedeutet nicht zwingend eine CMV-Er-
krankung, da es auch beim Immungesunden in regelmai-
Bigen Abstinden zu einer Virusreaktivierung kommt.
Daher wurden Kriterien zur Definition einer CMV-Er-
krankung entwickelt, die regelméfig im Lichte neuer

Entwicklungen diagnostischer Technologien und Er-
kenntnisse iiber CMV-assoziierte Erkrankungen iiberar-
beitet werden [4, 5]. Eine CMV-Erkrankung wird dia-
gnostiziert, wenn der Patient das entsprechende
klinische Syndrom zeigt und der Nachweis des Virus
moglichst im betroffenen Korperteil erfolgt. Als
indirekte CMV-Auswirkungen betrachtet man die
Moglichkeit der Transplantatabstoung sowie die er-
hohte Wahrscheinlichkeit einer Atherosklerose nach
Herztransplantation sowie das verstirkte Auftreten von
Sekundirinfektionen mit Pilzen und Bakterien [6].

Therapeutische und
diagnostische Ansatze

In den letzten Jahren konnten viele Fortschritte
hinsichtlich der Handhabung von CM V-Infektionen und
-Krankheiten erzielt werden. Derzeit sind eine Reihe
von CMV-wirksamen Chemotherapeutika verfiigbar
[7]. Acyclovir und Penciclovir bzw. ihre oralen Pro-
drugs haben nur eine relativ schwach hemmende Wir-
kung auf die Replikation des CMV und werden deshalb
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allenfalls prophylaktisch eingesetzt. Mittel der Wahl ist
ein weiteres Nukleosidanalogon, das Ganciclovir (GCV,
DHPG). Verglichen mit Acyclovir ist es jedoch deutlich
toxischer; insbesondere die dadurch ausgeloste Myelo-
toxizitdt ist gerade bei Knochenmarktransplantierten
nachteilig. Das GCV hat auBlerdem nur eine geringe
orale Bioverfiigbarkeit (5 bis 9 %). Ein Valinester des
GCV, das Valganciclovir, wurde als oral zu verabrei-
chendes Prodrug entwickelt; jiingste klinische Studien
zeigen eine gute Wirksamkeit sogar zur Induktionsthe-
rapie bei CMV-Retinitis [8]. Ist GCV aufgrund seines
Nebenwirkungsspektrums kontraindiziert oder besteht
der Verdacht auf einen GCV-resistenten CMV-Stamm,
so bietet Foscarnet als allosterischer DNA-Polymerase-
hemmer eine Alternative. Auch hierbei bereitet die To-
xizitdt (Nierenfunktionsstorungen, Elektrolytverschie-
bungen) hiufig Probleme. Eine weitere Alternative zum
GCV stellt das bereits iiber eine Phosphatgruppe verfii-
gende und somit ebenso wie das Foscarnet gegeniiber
Mutationen im UL97-Gen unempfindliche Nukleotida-
nalogon Cidofovir dar; es ist in Deutschland bislang zur
Behandlung der CMV-Retinitis bei AIDS-Patienten (als
Therapie der zweiten Wahl) zugelassen. Als weltweit
erstes ,,Antisense‘-Préparat kann zudem Fomivirsen
(ISIS 2922) mittels intravitrealer Injektion bei ander-
weitig nicht behandelbaren Féllen von CMV-Retinitis
angewandt werden. Es handelt sich hierbei um ein mo-
difiziertes Oligonucleotid, das sich aufgrund seiner zu
einer Teilsequenz der CMV-messenger-RNA komple-
mentédren Sequenz daran anlagert, so die Translation
der ,,major immediate early* Region 2 (IE2) des CMV
verhindert und die Bildung der fiir die CMV-Replikati-
on notwendigen Proteine unterbindet.

Trotz dieses umfangreichen Arsenals hat die derzeiti-
ge antivirale Therapie gegen CMV mit diversen Proble-
men zu kdmpfen; neben der Toxizitit der Medikamente
und ihren unerwiinschten Nebenwirkungen sind dies
die hohen Kosten und das Problem, daf} die Behandlung
einer einmal manifesten CMV-Erkrankung oftmals
nicht mehr zum Erfolg fiihrt. Daraus ergeben sich hohe
Anforderungen an die Labordiagnostik, um den Patien-
ten einerseits hinreichend, andererseits aber auch nur
soweit wirklich erforderlich therapieren zu konnen.

Es ist daher notwendig, moglichst rasch so viele In-
formationen wie moglich iiber die Aktivitdt der CMV-
Infektion zu erhalten. Mittlerweile gibt es eine Reihe
von prinzipiell hierfiir geeigneten Verfahren, insbeson-
dere durch die Entwicklung neuer diagnostischer
Techniken im Bereich der Molekularbiologie. Eine be-
sondere Rolle spielen dabei verstirkt quantitative
Nachweismethoden, vor allem der Nachweis frei zirku-
lierender DNA in menschlichem Plasma, die eine deut-
liche Verbesserung im Hinblick auf das Patientenma-
nagement bedeuten [9]. Ahnlich wie dies auch bei
anderen viralen Erregern der Fall ist, kann die Virus-
quantifizierung, insbesondere durch Quantifizierung
des viralen Genoms als sogenannte ,,Viruslast“-Te-
stung, in mehrfacher Weise diagnostisch eingesetzt
werden [10]: als diagnostischer Marker, als prognosti-
scher Marker, als therapeutischer Marker sowie zur
Abschitzung der Infektiositit. Nur dadurch wird es
moglich, die anti-CMV-Chemotherapie moglichst ge-
zielt einzusetzen.

Moglichkeiten des CMV-Nachweises

Es gibt vielfiltige Moglichkeiten der CMV-Diagnostik.
Man unterscheidet zwischen direkten (Virus oder Virus-
bestandteile) und indirekten Methoden (iiber die spezi-
fische Immunantwort). Einen Uberblick iiber die fiir die
CMV-Diagnostik zur Verfiigung stehenden Methoden
bietet Tabelle 1.

Die Auswahl im konkreten Fall mufl anhand der
diagnostischen Fragestellung erfolgen. So ist der Nach-
weis virusspezifischer IgG-Antikorper als Durchseu-
chungsmarker bei CMV-Risikopatienten wertvoll und
dient u. a. zur Abschétzung des Risikos einer Primérin-
fektion bzw. Reaktivierung im Vorfeld. Antikorpertests
erlauben jedoch nur eine sehr eingeschrinkte Aussage
tiber eine Infektreaktivierung oder das Erkrankungsrisi-
ko. Fiir die Uberwachung von Risikopatienten ist daher
der direkte Virusnachweis bzw. der Nachweis von Vi-
rusbestandteilen vorzuziehen.

Der qualitative Virusnachweis alleine ist jedoch nicht
ausreichend, um als prognostischer und therapeutischer
Marker fiir klinisch relevante Aussagen herangezogen

Tabelle 1 Prinzipielle Méglichkeiten der CMV-Diagnostik

Nachweis des Virus oder von
Virusbestandteilen

o Virusisolierung auf Fibroblasten-Zellkulturen

e modifizierte Virus-Schnellkultur (,shell vial“, DEAFF-Test)

o direkte Visualisierung im Elektronenmikroskop

¢ Nachweis von CMV-pp65-Antigen in peripheren Granulo-
zyten (Antigenédmietest)

e Nachweis von viraler Nukleinsédure, z.B. mittels PCR:
qualitativ, quantitativ (,Viruslast®), charakterisierend
(Sequenzierung)

Nachweis der antiviralen
Immunantwort

o humoral: Antikérper verschiedener Klassen (IgG, IgM,
IgA) und Subklassen, z. B. mittels ELISA

e zellular: virusspezifische T-Lymphozyten (noch
nicht routinemanig)

e unspezifisch: Interferone etc. (nicht routinemanig)
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zu werden. Besonders hochempfindliche molekulare
Methoden zeigen nur eine niedrige Korrelation zwi-
schen positiven Testergebnissen und dem Auftreten ei-
ner CMV-Erkrankung [11].

Der quantitative Virusnachweis hingegen macht mit
Hilfe der Bestimmung der ,,Viruslast® eines Patienten
eine pradiktive Aussage iiber eine bestehende oder dro-
hende Erkrankung oder den Therapieerfolg moglich. Es
gibt mehrere konventionelle, d. h. nicht-molekularbiolo-
gische Methoden, um Viren aus klinischem Probenma-
terial zu quantifizieren. Neben der quantitativen Virus-
kultur, auch im modifizierten Schnellverfahren, wird
der quantitative Nachweis von Virusantigen hiufig ein-
gesetzt. Obwohl diese Methoden sich bei verschiedenen
Fragestellungen und in verschiedenen Patientengruppen
als duBlerst aussagekriftig erweisen, so stoen sie doch
in vielen Fillen an ihre Grenzen, sei es weil sie aus vie-
len Probenmaterialien wegen Toxizitit nicht gelingen,
in manchen Fillen zu langwierig sind oder bei
Leukopenie unzureichend Zellen zur Verfiigung stehen
[12, 13].

Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die derzeit ver-
wendeten quantitativen Nachweismethoden von CMV,
wobei die konventionelle Zellkultur, der ,,shell vial as-
say“ und der pp65-Antigendmietest keine viralen
Nukleinsduren nachweisen und somit keine molekular-
biologischen Nachweismethoden sind [14]. Auch bei
der CMV-Diagnostik geht der Trend aufgrund ihrer
Vorteile (Tabelle 3) in Richtung molekularbiologischer
Methoden, vor allem bei Empfingern von Knochen-
marktransplantaten, bei denen nicht-molekulare Test-
verfahren deutlich unterlegen sind [15].

Neben einer Reihe von ,in-house“-Verfahren [16]
sind drei der in Tabelle 2 aufgefiihrten molekularen
Testmethoden kommerziell erhiltlich und werden be-
reits erfolgreich routinemifig zur Quantifizierung der
Viruslast bei Patienten mit CMV-Infektion eingesetzt
[17]. Trotz eines weiterhin fehlenden internationalen
CMV-DNA-Quantifizierungsstandards  stimmen die
mittels der unterschiedlichen Methoden erhaltenen Re-
sultate erstaunlich gut miteinander iiberein [15]. Sie
konnen als mittlerweile recht ausgereift gelten und sind
teilweise weitgehend automatisierbar [18].

Stellenwert der Quantifizierung von CMV-
DNA fir klinische Fragestellungen

Im folgenden soll ndher auf die Rolle der Quantifizie-
rung des viralen Genoms von CMYV fiir die klinisch-
diagnostische Virologie eingegangen werden.

CMV-,,Viruslast‘ als diagnostischer Marker

Wie bereits erwihnt, bedeutet der Nachweis von CMV
nicht automatisch eine pathologische Rolle bei einem
gleichzeitig bestehenden Krankheitsbild, da auch beim
Gesunden nicht selten eine asymptomatische CMV-Re-
aktivierung vorliegt. Ob mit hochempfindlichen Nukle-
insdure-Nachweismethoden wie etwa der ,,nested* PCR

im Vollblut oder in der Leukozytenfraktion tatsichlich
latentes (zellassoziiertes) CMV nachgewiesen werden
kann, ist umstritten; es konnte sich auch um eine auf
niedrigstem Niveau abspielende aktive Infektion han-
deln. Es besteht jedoch kein Zweifel daran, daf} ein sol-
cher Nachweis geringster CMV-DNA-Mengen prak-
tisch keine klinische Bedeutung hat. Fiir eine Reihe von
CMV-assoziierten Krankheitsbildern wurde inzwischen
gezeigt, da} die Menge des nachzuweisenden Virus und
damit die virale Replikationsaktivitit mit dem Schwere-
grad der klinischen Erkrankung korreliert [19], so etwa
bei Kindern mit intrauteriner CMV-Infektion [20],
Transplantatempfiangern [21] oder bei AIDS-Patienten
[22]. In solchen Fillen kann daher die CMV-,,Virus-
last“-Bestimmung bei der diagnostischen Bewertung
sehr hilfreich sein [23].

CMYV-,,Viruslast‘ als prognostischer Marker

Nicht alle Patienten, die eine Reaktivierung von CMV
durchmachen, entwickeln notwendigerweise auch eine
klinisch manifeste CMV-Erkrankung; dies gilt auch fiir
Risikogruppen wie AIDS-Patienten und Transplantierte.
Eine Uberwachung von Risikopatienten mittels regel-
miBig wiederholter ,,Viruslast“-Bestimmung ermog-
licht es, den viralen Replikationsgrad zu bestimmen
und somit eine Aussage iiber das individuelle Risiko
der Entwicklung einer CMV-Erkrankung zu treffen
[10]. Neben dem absoluten Wert ist die Kinetik der
CMV-,,Viruslast®, d.h. die Geschwindigkeit eines An-
stieges, hierbei offensichtlich ein wichtiger Faktor
[24, 25]. Eine entsprechende regelmifige Uberwa-
chung (,,surveillance*) erlaubt es, eine sogenannte sup-
pressive oder prid-emptive antivirale Chemotherapie
rechtzeitig einzuleiten, bevor es zu einer dann nur noch
schlecht therapeutisch zu beherrschenden manifesten
CMV-Erkrankung kommt.

Noch immer ist die antivirale Behandlung einer ma-
nifesten CMV-Erkrankung problematisch. Die prophy-
laktische Gabe der erhiltlichen antiviralen Medika-
mente verhindert zwar recht zuverldssig die Entstehung
einer CMV-Erkrankung, fiihrt aber in den meisten Fl-
len zu einer unnétigen ,,Uberbehandlung* von Patien-
ten, die ohnehin nie eine CMV-Erkrankung entwickelt
hitten. Damit ergeben sich Probleme in Bezug auf
Toxizitédt, Durchfiihrbarkeit und Kosten. Die prophylak-
tische Gabe von Gancyclovir bei Knochenmark-
transplantierten reduziert zwar die Episoden einer
CMV-Erkrankung, verlidngert aber die neutropene Phase
aufgrund der toxischen Wirkung auf das Knochenmark
und steigert dadurch die Wahrscheinlichkeit von oppor-
tunistischen Infektionen mit Bakterien oder Pilzen, so
daf sich unter dem Strich kein signifikanter Vorteil der
anti-CMV-Prophylaxe ergibt [26, 27].

Aus den genannten Griinden werden heutzutage al-
ternativ suppressive oder pria-emptive (auch friihe) Be-
handlungsstrategien bevorzugt [28], vor allem bei den
Hochrisikogruppen wie KMT-Empfingern (Tabelle 4).
Dieser Ansatz basiert auf der regelmifigen Uberwa-
chung der Patienten mit Hilfe geeigneter Nachweisme-
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Tabelle 2 Quantitative Methoden zur Bestimmung der CMV-,Viruslast” fur die klinische Routinediagnostik

Methode

konventionelle Zell-
kultur

~ohell vial assay”
oder DEAFF-Test
(detection of early
antigen fluorescent
foci)

pp65 Antigenamie-
test

sbranched DNA
assay“ (bDNA)

~Hybrid capture”
DNA assay*“

COBAS AmpliCor
CMV Monitor (Ro-
che)

Jreal-time detection
PCR" (RTD-PCR)

Prinzip

Plague assay,
Inkubation von Ver-
dunnungsreihen
aus Probenmaterial

Aufzentrifugation
des Inokulums auf
die Zellkultur, nach
24-48 Std. An-
farbung mittels
monoklonaler Anti-
kérper gegen

72 kDa Protein
(early antigen)

Nachweis des viral 5h
kodierten ,lower

matrix“ Proteins

(UL83) pp65 in
Granulocyten durch
angefarbte mono-
klonale Antikérper

Signalamplifikation 24 h
mit bDNA Multi-

meren

Signalamplifikation: 6 h
DNA-RNA Hybride
werden auf einer
antikdrpermarkier-

ten Oberflache
~gefangen®

kommerziell erhalt- 4 h
liche, quantitative

PCR, die mit

interner Kontrolle

und Standard
quantifiziert

fluoreszenmar- 2h
kierte Sonden als
,Sichtbares” PCR-
Signal, interner &
externer Standard

zur Quantifizierung

Dauer
2—4 Wochen

16—48 h

Vorteile

sehr spezifisch,
Virusiolate ver-
wendbar fur weiter-
gehende Charakte-
risierung (antivirale
Suszeptibilitats-
testung etc.)

nicht nur fir Blut-
proben geeignet,
relativ schneller
Nachweis von in-
fektiosem Virus

schnelle Diagnose-
stellung, mégliche
Richtlinie far
praemptive CMV-
Therapie

gute Reproduzier-
barkeit

schnelle und
einfache Methode

sehr sensitiv,
spezifisch und
schnell; auch
geringe Mengen an
viraler DNA werden
detektiert — Monito-
ring von Patienten

sehr sensitiv,
spezifisch und
schnell; auch
geringe Mengen an
viraler DNA werden
detektiert — Monito-
ring von Patienten;
keine Kontamina-
tion durch Post-
Amplifikations-
schritte

Nachteile

sich langsam ent-
wickelnder cyto-
pathischer Effekt
(CPE), schnelle Ab-
nahme der Infektio-
sitat in den
klinischen Proben,
haufig Toxizitat und
Kontamination,
kaum standardi-
siert, geringe Re-
produzierbarkeit

geringere Sensitivi-
tat, schnelle Ab-
nahme der CMV-
Infektiositat in den
klinischen Proben,
héufig Toxizitat und
Kontamination,
kaum standardi-
siert, geringe Re-
produzierbarkeit

schnelle Proben-
verarbeitung nétig,
subjektive Ergeb-
nisinterpretation,
bei Leukopenie ge-
ringe Sensitivitat,
geringe Reprodu-
zierbarkeit, kaum
standardisiert
lange Inkubations-
zeit, nicht geeignet
fur Patienten mit
geringer Leuko-
cytenzahl, teuer

bendtigt viele
Kontrollen, teuer

teuer

nicht standardisiert

Probenmaterial

prinzipiell alle vom
Patienten zu erhal-
tende Proben; un-
terschiedlich gut
geeignet, v.a. peri-
phere Leukozyten

prinzipiell alle vom
Patienten zu erhal-
tende Proben; un-
terschiedlich gut
geeignet, v.a. peri-
phere Leukozyten

periphere Leuko-
zyten aus
Patientenblut

Leukozytenfraktion
aus Patientenblut
oder Liquor

Vollblut von Patien-
ten

Patientenplasma

Patientenplasma
oder auch Vollblut
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Tabelle 3 Stellenwert des viralen Nukleinsdurenachweises in der klinischen Routinediagnostik (nach [10])

Qualitativer Nachweis von Virusgenom:

Antikérper oder bei immunsupprimierten Patienten

e prognostischer Marker (z. B. HIV, HCV)

Rotaviren)

Vorhandensein von viraler Nukleinsaure als Infektionsmarker

e schwer oder in vitro nicht anziichtbares Virus bzw. nicht mit anderen Methoden detektierbares Virus

e geringes Probenvolumen oder geringe Anzahl infektidser Partikel

o Antikdrpertestung versagt wegen einer méglichen akuten Infektion (,,diagnostisches Fenster), passiv erworbener
e um eine Infektiositat von beispielsweise Blut oder Blutprodukten auszuschlieBen

Quantifizierung des viralen Genoms: ,,Viruslast“-Testung

e diagnostischer Marker (z. B. CMV-Viruslast bei mutmaBlicher CMV-Erkrankung)

o therapeutischer Marker zur Uberwachung einer antiviralen Chemotherapie (z. B. HIV, HCV)

¢ zur Abschatzung der Infektiositat, wie beispielsweise das Risiko einer vertikalen Ubertragung (z. B. HIV)
Charakterisierung des viralen Genoms: Genotypisierung, um mutante Viren und Virusstimme zu entdecken
e prognostischer Marker aufgrund unterschiedlicher Virulenz der verschiedenen Varianten oder Stdmme (z. B. HCV)
¢ Epidemiologie, um eine Infektionskette zurtickzuverfolgen bzw. einen Infektionsherd zu lokalisieren (z. B. HIV,

« therapeutischer Marker zur Uberwachung einer antiviralen Chemotherapie und der damit verbundenen Méglichkeit
zur Entwicklung von resistenz-assoziierten Mutationen (z. B. HIV)

thoden. Erst wenn der Nachweis einer aktiven CMV-In-
fektion erbracht ist, wird mit antiviralen Medikamenten
behandelt, noch bevor es jedoch zu einer manifesten
CMV-Erkrankung kommt. Dieser Therapieansatz ist
kostensparend und ist vor allem auch eine Verbesserung
fir den Patienten, da er die toxischen Auswirkungen
der antiviralen Medikamente reduziert. Doch auch bei
den verschiedenen Moglichkeiten zum Virusnachweis
eignet sich nicht jede Methode fiir einen in der pri-
emptiven Therapie notwendigen Vorhersagewert. So
sind die nicht-molekularbiologischen Testmethoden,
wie der ,,shell vial assay*, fiir eine pradiktive Aussage
oft nicht sensitiv genug und konnten damit eine recht-
zeitige Behandlung der Patienten nicht gewihrleisten.
Hingegen sind die hochsensitiven qualitativen Nuklein-
sdure-Tests oftmals zu sensitiv, da hier die Wahrschein-
lichkeit, bei einem positiven Transplantatempfinger la-
tentes bzw. in verschiedenen Geweben persistierendes
Virus zu entdecken, sehr hoch ist. Der Einsatz dieser
nicht-quantitativen Methoden zur Uberwachung der Pa-
tienten im Rahmen eines pri-emptiven Ansatzes fiihrt
dementsprechend noch immer zur Uberbehandlung der
Betroffenen [29].

Die Quantifizierung von CMYV als ein Marker fiir
aktiv replizierendes Virus stellt somit eine deutliche
Verbesserung fiir die pra-emptive Therapie dar und er-
laubt eine bessere Einschidtzung von Patienten, die ei-
nem hohen Risiko zur Entwicklung einer CM V-Erkran-
kung ausgesetzt sind [9, 14]. Die am besten geeigneten
quantitativen Testmethoden vereinen dabei ein notwen-
diges Maximum an Sensitivitdt mit einem moglichst
guten Vorhersagewert beziiglich der Krankheitsent-
wicklung [30, 31].

Eine Hauptschwierigkeit besteht in der Ermittlung
eines Grenzwertes fiir die Viruslast, der eine Erkran-
kung zuverldssig vorhersagen kann. Dieser Grenzwert

muf} zwischen einer hédufig vorkommenden, klinisch ir-
relevanten CMV-,, Viruslast®, wie sie durch Latenz, Per-
sistenz des Virus in unterschiedlichen Geweben oder
eine asymptomatische Reaktivierung hervorgerufen
werden kann, und einer hohen ,,Viruslast* als Folge ei-
ner hoch-aktiven Virusreplikation, welche mit hoher
Wahrscheinlichkeit zu einer Erkrankung fiihren wird,
unterscheiden konnen. Vorldufige Ergebnisse aus ver-
schiedenen Studien zeigen einen weiteren, nicht zu ver-
nachldssigenden Aspekt: Solche Grenzwerte konnen
sich zwischen den verschiedenen Risikogruppen deut-
lich unterscheiden [12] und miissen zahlreiche individu-
elle, vom Patienten abhingige Faktoren wie seine
Anamnese oder bei Transplantatempfingern die Art
und das Ausmall der iatrogenen Immunsuppression
oder -modulation beriicksichtigen.

Studien, die die Definition eines préidiktiven Grenz-
wertes zum Ziel haben, sind allerdings aus ethischen
Griinden abzulehnen; denn sie nehmen eine moglicher-
weise lebensbedrohende Erkrankung eines Patienten an
einer schweren CMV-Infektion in Kauf, da eine recht-
zeitige Therapie auf Grundlage einer positiven CMV-
Viruslastbestimmung vorenthalten wird trotz ihrer
nachgewiesenen Fihigkeit, den Krankheitsausbruch zu
verhindern [10]. Abgesehen von kaum zu kontrollieren-
den patienten- und behandlungsinduzierten Faktoren
sind die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen zu
diesem Thema auch aufgrund unterschiedlicher, nicht-
standardisierter Testmethoden kaum miteinander ver-
gleichbar [32]. Standardisierte Grenzwerte und Testver-
fahren fiir eine pradiktive Aussage iiber das Risiko zur
Entwicklung einer moglichen CMV-Erkrankung wéren
jedoch wiinschenswert, um die Ergebnisse verschiede-
ner Tests und Laboratorien miteinander vergleichen zu
konnen. Unterschiede treten bei der Art des verwende-
ten Probenmaterials auf (z.B. Vollblut, Plasma oder
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Tabelle 4 Therapeutische Ansétze fiir das Patientenmanagement bei CMV-Infektionen

antivirale Behandlung einer

manifesten CMV-Erkrankung Risikopatienten

e kein ,unndtiger” Einsatz von
antiviralen Chemotherapeutika
o oft erfolglos

vorteil

prophylaktische Therapie fiir alle

e verhindert eine CMV-Erkrankung

o setzt Patienten antiviralen
Medikamenten (Toxizitat, Preis) aus,
die moglicherweise keine
Erkrankung entwickeln wirden

e dadurch insgesamt kein Uberlebens-

suppressive oder praemptive
Therapie aufgrund des Nachweises
einer aktiven CMV-Infektion in
Bronchoalveolarlavage, Urin etc.
bzw. systemisch (im Blut)

e vereint die Vorteile der beiden
anderen Strategien

e erfordert verlaBliche, schnelle und
sensitive Methoden zur regelmaBigen
Uberwachung von Risikopatienten zur
Detektion einer aktiven Infektion

Leukozytenfraktion), bei der Probenaufbereitung, bei
der Menge an eingesetztem Testvolumen und natiirlich
bei der Empfindlichkeit der Nachweismethode. Trotz
dieser weiterhin ungeldsten Fragen beruht die verbes-
serte CMV-Priavention wihrend der friihen Posttrans-
plantationsphase zumindest ebenso auf den Verbesse-
rungen in der diagnostischen Virologie wie auf denen
der Chemotherapie [13].

CMYV-,,Viruslast als therapeutischer Marker zur
Uberwachung einer antiviralen Chemotherapie
Durch regelmiBige ,,Viruslast“-Testung des Patienten
kann ein Therapieerfolg anhand der Abnahme der Vi-
ruslast beobachtet werden. Analog der Situation beim
HIV kann die Uberwachung im Verlauf der Medikation
ein Therapieversagen anzeigen. Dieses kann unter an-
derem auf einer Resistenzentwicklung beruhen und ge-
rade bei Risikopatienten ein nicht zu unterschitzendes
Problem bei der Therapiegestaltung darstellen [33].
Hier kann die CMV-DNA-Quantifizierung als Surrogat-
marker fiir eine antivirale Suszeptibilititstestung einge-
setzt werden; diese sollte dann im Einzelfall und wenn
sonstige Faktoren wie ungeniigende Dosierung, man-
gelnde Compliance oder andere Wirtsfaktoren ausge-
schlossen wurden, folgen [34].

Die Uberwachung der antiviralen Therapie mittels
regelméBiger ,,Viruslast“-Testungen protokolliert nicht
nur den Therapieerfolg, sondern kann auch einen Mif3-
erfolg aufzeigen, ohne jedoch zwischen den moglichen
Ursachen hierfiir zu unterscheiden. So kann sowohl ein
Therapieversagen aufgrund von viraler Medikamenten-
resistenz auftreten als auch ein Versagen aufgrund von
Faktoren, die vom Patienten abhiingen (eigenméchtiger
Therapieabbruch bei oraler Medikation, mangelhafte
Resorption aus dem Darm, zelluldre Resistenzfaktoren).
Die CMV-DNA-Quantifizierung erlaubt es, den Patien-
ten individuell hinsichtlich seiner Reaktion auf eine Be-
handlung zu tiberwachen [35].

CMV-,,Viruslast* zur Abschéatzung der Infektiositét
Nur am Rande gestreift werden soll hier eine weitere
Anwendung der CMV-DNA-Quantifizierung, um bei-
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spielsweise das Risiko einer vertikalen Ubertragung
einschiitzen zu konnen.

Zusammenfassung und Ausblick

Die Genomquantifizierung von CMV mit Hilfe der dar-
gestellten Methoden hat sich in den letzten Jahren zu ei-
nem unverzichtbaren Werkzeug in der klinischen Routi-
nediagnostik entwickelt. Gerade die PCR als duBerst
sensitive, zunehmend robuste und automatisierbare Me-
thode der Virusdiagnostik hat in diesem Bereich eine
rapide Entwicklung vom reinen Forschungsinstrument
zu einer weit verbreiteten und zuverldssigen virolo-
gisch-diagnostischen Methode durchgemacht [36].

Der quantitative Virusnachweis hat gegeniiber dem
qualitativen Nachweis vielfiltige Vorteile; er dient nicht
nur als diagnostischer, sondern auch als prognostischer
Marker und ermdglicht ein Monitoring der antiviralen
Therapie, unter anderem um eine Resistenzentwicklung
festzustellen.

Die zahlenmifBig meisten CMV-,,Viruslast“-Bestim-
mungen werden im Rahmen einer pra-emptiven Mana-
gementstrategie bei Hochrisikopatienten wie Knochen-
marktransplantierten durchgefiihrt. Hier besteht die
dringende Notwendigkeit, weitere Daten tiber die Kor-
relation zwischen der Viruslast und dem Risiko der Ent-
wicklung einer CMV-Erkrankung fiir die unterschiedli-
chen Risikogruppen zu erheben. Aufbauend darauf
sollten auch die Behandlungsstrategien individuell fiir
verschiedene Patientengruppen definiert werden. Die
Daten miissen reproduzierbar und die verwendeten
Tests nachvollziehbar und untereinander vergleichbar
sein [14, 37].

Noch immer ist dies allerdings oft nicht der Fall. Ne-
ben einer Vielzahl unterschiedlicher Testprotokolle
konnen auch biologische Faktoren wie z.B. verschie-
dene Virusstimme Schwierigkeiten bereiten. Einen L6-
sungsansatz bietet hier die Entwicklung und Einfiihrung
von internationalen Quantifizierungsstandards [38] —
bisher gibt es keinen WHO-Standard, jedoch zwei
kommerzielle CMV-DNA-Standards: Advanced Bio-
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technology Inc., USA (http://www.abionline.com) mit
elektronenmikroskopisch quantifizierter Viruspartikel-
konzentration; CLB Viral Diagnostic Laboratory
(http://www.clb.nl), Holland — und die Etablierung von
Qualitédtskontrollprogrammen zwischen den einzelnen
Laboratorien (z. B. Quality Control for Molecular Diag-
nostics; siehe: http://www.qcmd.org). Die Entwicklung
neuer Quantifizierungsmethoden sollte immer von einer
griindlichen Testvalidierung begleitet werden, um so
den MeBbereich festzulegen und die Testparameter zu
ermitteln.

Der Stellenwert, der heutzutage der Viruslastbestim-
mung gerade fiir bestimmte Fragestellungen eingerdumt
wird, sowie die schnelle Entwicklung immer neuer und
potenter antiviraler Chemotherapeutika hat auch zur
Entwicklung einer Vielzahl von kommerziell erhiltli-
chen Tests zur Genomgquantifizierung gefiihrt. Diese
sind relativ ausgereift, jedoch lassen sich weitere Ver-
besserungen erzielen. Zum einen kann ein mit jeder
Probe mitzufiihrender Interner Standard zur Kontrolle
von Extraktions-, Amplifikations- und Detektionseffizi-
enz falsch-negative oder félschlich niedrige Testergeb-
nisse gleich welcher Ursache aufdecken und so die dia-
gnostische Sicherheit erhhen [39]; zum anderen ist fiir
den breitgestreuten Einsatz im Labor eine weitere Auto-
matisierung erstrebenswert [40].

Eine Aussicht auf eine weitere, signifikante Verbes-
serung bei der ,,Viruslast“-Bestimmung bieten ,real-
time*“-PCR-Methoden; diese ermoglichen nicht nur eine
weitere Beschleunigung des Testes, sondern stellen dar-
iiberhinaus eine relativ gesehen kostengiinstige und &u-
Berst sensitive Methode des viralen Genomnachweises
dar. Inzwischen sind eine Reihe von kommerziellen Ge-
riten erhiltlich, die eine quantitative PCR in weniger
als zwei Stunden, manche sogar in weniger als einer
Stunde versprechen. Die gleichzeitig stattfindende Am-
plifikation und Detektion verhindert eine mogliche
Kontamination durch zusitzliche, nach der PCR not-
wendigen Detektionsschritte [41-44]. ,,Real-time*
PCR-Methoden zum CMV-DNA-Nachweis wurden ent-
wickelt [45], auch eine voll-kontrollierte Quantifizie-
rung mit internem und externem Standard wurde kiirz-
lich vorgestellt [46]. Der Einsatz von Plasma erlaubt es
auch hierbei, weitestgehend nur zellfreies, also einer
aktiven Replikation entstammendes Virus zu detektie-
ren, bei andererseits sehr hoher Empfindlichkeit.
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