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Fluoreszenzserologischer Nachweis

von Virusinfektionen*

H. W. Doerr, G. Darai

Institut fir Med. Virologie der Universitat Heidelberg (Direktor: Prof. Dr. med. K. Munk)

Zusammenfassung:

Mit Hilfe der Immunfluoreszenztechnik lassen sich in der virologischen Routinediagnostik sowohl! das
Virus(antigen) als auch die virusspezifische Antikérperbildiung erkrankter Patienten auf rasche Art und
Weise erkennen. Dies wird am Beispiel der Isolierung von DNA- (Adenovirus, HSV) und RNA-Viren
(Poliovirus) in der Zellkultur und des Virusnachweises im Patientenorgangewebe (HBg-, HBc-Ag)
demonstriert. Als Hauptanwendungsgebiet der virologischen Immunfluoreszenztechnik in der Serodia-
gnostik werden CMV- und EBV-Infektionen ausfihrlich behandelt.

Schlidsselworter:

Immunfluoreszenztechnik — Virusnachweis — Virusspez. Antikérpertest — CMV- und EBV-Infektionen.

Summary:

Rapid viral diagnosis (detection of antigen and antibodies) is accomplished by immunofluorescent
technique. This is presented for the isolation of DNA (Adenovirus, HSV) and RNA viruses (Poliovirus) and
for the detection of virus in patient’s material (HBs-ag, HB-ag). Especially discussed is the problem of
CMV and EBYV infections being the main field of viral antibody diagnostic through immunofluorescent

technique today.

Key words:

Immunfluorescent technique — Rapid viral diagnosis — CMV and EBV infections.

1. Methoden zum Nachweis von Virus-
infektionen mittels Immunfluoreszenz

a) Der Immunfluoreszenztest
bei virusinfizierten Zellkulturen

Die Diagnostik einer Viruserkrankung ruht im wesentli-
chen auf zwei Séulen,

1. dem Nachweis des Virus bzw. Virusantigens,

2. dem Nachweis der virusspezifischen Antikérper-
bildung infizierter Patienten.

*  Nach einem Vortrag auf der Herb 9 1977 der D h lischaft fur

Laboratoriumsmedizin in Kettwig/Essen.

In beiden Teilgebieten hat sich die Immunfluores-
zenztechnik als ein wertvolles Hilfsmittel bewéhrt. Be-
kanntlich hat die Virologie durch die Einfiihrung der
Virusisolierung und -anziichtung auf Zellkulturen in
vitro einen erheblichen Aufschwung genommen. Be-
reits lichtmikroskopisch lassen sich viele Virusarten an
einem charakteristischen cytopathischen Effekt (CPE)
voneinander unterscheiden. Mit dem Immunfluores-
zenztest 1aRt sich eine rasche weitere Typisierung errei-
chen. Die Abb.1 zeigt eine Zellkultur von humanen,
embryonalen Lungenfibroblasten, infiziert mit Adenovi-
rus 2. Nach Beginn des cytopathischen Effektes wurde
die Zellkultur (Deckgldaschen) mit Aceton bei —20°C
fiir 10 Min. fixiert, in isotonischer Pufferlosung (pH 7.6)
gewaschen und mit einem FITC-markierten virusspezi-
fischen Antiserum fiir 1 h bei + 37°C beschichtet.
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Als Ergebnis sieht man in dem Praparat eine ausge-
pragte Kernfluoreszenz, die fur die im Zellkern stattfin-
dende Viruspartikelsynthese eines DNA-Virus charak-
teristisch ist.

Die Abb. 2 zeigt dagegen die fur die RNA-Virussyn-
these typische Cytoplasmafluoreszenz. Erst im fortge-
schrittenen Infektionsstadium, wenn die Zellmorpholo-
gie sich auflést, entsteht eine Gesamtzellfluoreszenz.
Die mit viruscodiertem Material angefilite Zelle rundet
sich dann ab und |6st sich von dem Deckgldschen.

Die verschiedenen Stadien der Viruspartikelsynthe-
se in den einzelnen Zellkompartimenten lassen sich
besonders gut am Beispiel einer mit dem Herpes-

Abb. 1:

Immunfluoreszenzserologisch dargestellter
cytopathischer Effekt von Adenovirus Typ 2
auf embryonalen, humanen Lungenfibro-
blasten in verschiedenen Stadien. (Arbeijts-
technik s. Lit. 13.)

Abb. 2:

Immunfluoreszenzserologisch dargestellter
cytopathischer Effekt van Poliovirus Typ 3
auf permanenten Affennierenzellen (Vero)
in verschiedenen Stadien. (Arbeitstechnik s.

Wissenschaft und Fortbildung

simplex-Virus (HSV) infizierten Zellkultur verfolgen:
Die Abb. 3 zeigt bei einer fiir das Herpesvirus charakteri-
stischen, beginnenden Syncytienbildung eine Cyto-
plasmafluoreszenz, an einer anderen Stelle ein deuthich
angefirbtes KerneinschluRkdrperchen, das elektronen-
optisch als Ansammlung von Nukleokapsiden zu iden-
tifizieren waére, sowie eine leuchtende Gesamtzell-
fluoreszenz am Ende der CPE-Entwicklung.

Einschrankend zu dieser Technik der Virusidentifi-
zierung muB allerdings gesagt werden, da in vielen
Fillen wegen starker unspezifischer Reaktionen (be-
sonders bei Cytoplasmafluoreszenz) eine weitere Sub-
typisierung (z.B. bei Adeno- und Polioviren) nicht
méglich ist. Dazu miissen mitunter aufwendige, fiir den

-t e e v C e e

Abb. 3:

Immunfluoreszenzserologisch dargesteliter
cytopathischer Effekt von HSV Typ 1 auf
permanenten Affennierenzellen (Vero) in
verschiedenen Stadien. (Arbeitstechnik s.
Lit.5.)

Abb. 4:

Immunfluoreszenzserologischer Nachweis
des HBs-Ag im Gefrierdinnschnitt aus einer
Leberbiopsie. (Arbeitstechnik s. Lit. 12.)"°

° Wir danken Hermn Prof. Dr. H. P. Seelig herzlich fur
die Uberlassung der Priparate.




Wissenschaft und Fortbildung

Lab.med. 2: 211 (1978) 211

normalen Routinebetrieb nicht geeignete Techniken
herangezogen werden (Serumtitration, Blockierung der
Fluoreszenz durch Vorinkubation mit einem nicht FITC-
markierten Hyperimmunserum, Erfassung von typen-
spezifischen Membranantigenen virusinfizierter, nicht-
fixierter Zellpraparate [z. B. HSV]).

b) Immunfluoreszenztechniken
an histologischen Schnittpriparaten

Die in der Gewebekultur erprobten Immunfluoreszenz-
techniken lassen sich auch ohne weiteres auf histologi-
sche Schnittpraparate Ubertragen. Hier sei nur an die
p.m.-Diagnostik von Rabies und Herpesenzephalitiden
am Sektionsmaterial (Gehirngewebe) erinnert. Aktuel-

ler ist die intravitale Diagnostik der Hepatitis B-
Antigene an Gefrierdiinnschnitten aus Leberbiopsien.
Die Abb. 4 zeigt eine typische Cytoplasmafluoreszenz
einer das HBg-Antigen synthetisierenden Leberzelle, die
Abb. 5 eine entsprechende Aufnahme von Kernfluores-
zenz als Ausdruck der HB-Ag-Produktion. Der quanti-
tativen Verteilung von beiden Antigentypen in den
Leberzellen unter Beriicksichtigung der humoral ge-
messenen Antigene und Antikérperkommt eine erhebli-
che Bedeutung fiir die Beurteilung von Schweregrad
und Prognose einer Lebererkrankung durch das Hepati-
tisvirus B zu. Die gegen das HBg- und HB-Ag gerich-
teten Antikorper lassen sich ebenfalls routinemaRig mit
der gleichen Technik (als indirekte Immunfluoreszenz)
im Patientenserum nachweisen (1, 12).

Abb. 5:
Immunfluoreszenzserologischer Nachweis
des HB:-Ag im Gefrierdinnschnitt aus
einer Leberbiopsie. (Arbeitstechnik s.
Lie. 12)"

* Wir danken Herrn Prof. Dr. H. P. Seelig herzlich far
die Uberlassung der Praparate.

N
Abb. 6:

Nachweis von EBV-Antikorpern mit der
indirekten Immunfluoreszenz. (Arbeitstech-
nik s. Lit. 11.) Dargestellt ist die Kern-
fluoreszenz als Ausdruck des Viruskapsi-
dantigens (VCA) in Humanlymphozyten.
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Abb. 7: .
Nachweis von CMV-Antikorpern mit der
indirekten Immunfluoreszenz. (Arbeitstech-
nik s. Lit. 9.) Dargestellt ist die Kern-
(einschluBkérperchen)fluoreszenz und
(unspezifische) Cytoplasmafiuoreszenzvon
CMV-infizierten, embryonalen, humanen
Lungenfibroblasten. Gewebekultur.

Abb. 8:
Immunfluoreszenzserologische Darstellung
des Epstein-Barr-Virus-Nukleus-assoziier-
ten Antigens (EBNA) in einer das EBV-
Genom beherbergenden Gewebekultur (2).
(Arbeitstechnik s. Lit. 8.) .

7
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2. Anwendung der Fluoreszenzmethoden
in der Virologie

a) Die Anwendung des EBV- und CMV-Antikorper-
nachweises

In der Virologie ist die Doméne der fluoreszenzserolo-
gisch bestimmten Antikérper die Diagnostik von Ep-
stein-Barr-Virus- und Cytomegalie-Infektionen. Be-
kanntlich konnten erst mit Hilfe der einfachen indirekten
Immunfluoreszenztechnik vor 10 Jahren die Henle's die
Ursache der Infektiosen Mononukleose als Epstein-
Barr-Virus-Infektion aufklaren (7). Inzwischen weif3
man, daf} das Epstein-Barr-Virus (EBV) — urspriinglich
als atiologisches Agens des Burkitt- und Schmincke-
Tumors untersucht — eine Vielzahl, z.T. uncharakteri-
stischer Krankheitssymptome verursachen kann und
eine sehr hohe Populationsdurchseuchung aufweist
(4). Ganz entsprechende Krankheitssymptome (CMV-
Mononukleose, CMV-Hepatitis, Guillain-Barré-Syn-
drom) kénnen auch durch das Cytomegalievirus (CMV)
hervorgerufen werden, das obendrein noch eine emi-
nente Rolle in der Schwangerschaftsvorsorge spielt und
in der Gefahr der intrauterinen Kindesinfektionen nach
neueren Untersuchungen auch das Rételnvirus tiber-
trifft (3, 10). Durch die Anwendung eines immunglobu-
linsubtypenspezifischen, FITC-markierten Antihuman-
serums laBt sich in der indirekten Technik mittels des
IgM-Antikérpernachweises auch mit einer einzelnen
Serumprobe eine floride Virusinfektion nachweisen.
Dies hat fur die Gruppe der humanpathogenen Herpes-
viren, wozu CMV und EBV gehoren, eine hervorragende
Bedeutung, weil wegen standiger, z. T. subklinisch
verlaufender Reinfektionen (bzw. Exazerbationen) eine
fortwahrende Stimulierung der Antikérper erfolgt und
somit — auBer bei einer Primarinfektion — mit den
Ublichen serologischen Methoden eine floride Erkran-
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kung nicht nachgewiesen werden kann (signifikanter
Antikorpertiteranstieg oder -abfall). Auf dem Felde der
Mononukleose-Diagnostik hat der EBV- und CMV-
IgM-Antikérpernachweis den bisher dblichen Test
nach Paul-Bunnel-Davidsohn (Hanganutziu-Deicher)
sowohl an Sensitivitdt als auch an Spezifitit weit
ubertroffen. Dieser Test auf heterophile Antikdrper fallt
bei den CMV-Mononukleosen und sehr hiufig bei
EBV-Infektion der Kieinkinder negativ aus.

Bei beiden Immunfluoreszenztests (EBV und CMV)
wird die Anfarbung von Kerneinschlissen beurteilt.
Eine solche ist bei EBV-transformierten Lymphozyten
allerdings erst nach einer Vorinkubation bei + 33°C
nachweisbar (Expression des Viruskapsidantigenes,
Abb. 6). Die Lymphozyten sind in einer Suspensions-
kultur relativ leicht zu haiten und werden vor dem Test
auf einen Objekttrager aufgetropft, unter dem Fon ge-
trocknet und fir 2 Min. bei Zimmertemperatur in 1%-
igem Formalin fixiert. Eine entsprechende Technik ver-
wenden wir mit in Aceton bei —20“C konservierten,
CMV-infizierten Humanfibroblasten (Abb. 7), die vor
dem Test in einem Brutschrank auf einen Objekttrager
angetrocknet werden. Beurteilt wird ausschlieRlich die
Kernfluoreszenz, da die Cytoplasmaanfarbung beson-
ders bei IgM-Tests haufig unspezifisch ausfalit.

b) Vergleich der Immunfluoreszenz-Tests
mit der Komplementbindungsreaktion

Einige Tabellen solien den Wert der IgM-AntikGrperbe-
stimmung im Vergleich zu der tiberall als Routineme-
thode etablierten Komplementbindungsreaktion (KBR)
demonstrieren: Tab.1 zeigt eine Titerverteilung der
komplementbindenden Antikorper gegen CMV, zusam-
mengestellt aus laufenden Routineergebnissen des
Jahres 1974 am Freiburger Hygiene-Institut. Es zeigt
sich, daB selbst bei relativ hohen KBR-Antikorpertitern

1 Tab.1: |
T !
{ Titerverteilung bei gesunden und akut-infizierten Seropositiven. CMV-KBR. (Differentialdiagnosti- P
sche Einsendungen im Hygiene-Institut Freiburg 1974.) P

i Reziproker Gesamt- davon 95%-Vertrauensbereich i
i AK-Titer zahl akut-infiziert (%) far die Inzidenz von ¢
| (=I1gM positiv) akuten Infektionen in % b
4 138 3 (22 04— 62 b

; 8 189 3 (1.6) 03— 45 .
; 16 305 12 (4,0) 20— 7.0 § :
: 32 304 22 (7.3) 46-11,0 :
1 64 203 40 (19,7) 14,7-26,2 -
i 128 121 54 (44.6) 36,5—55.1 i
i 256 9 5 (55.6) 21,0-86,0 / Lo
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nur teilweise akute Infektionen gesichert werden kon-
nen (signifikanter Titeranstieg, IgM-Antikérpernach-
weis). Der Wert der IgM-spezifischen Antik6rperbe-
stimmung besteht auch fiir Primarerkrankungen, wenn
bei zu spater Blutentnahme der Titeranstieg verpaft
wird.

c¢) Der CMV-IgM-Antikorper-Test
bel prae- und perinatalen Sduglingsinfektionen

Besonders notwendig ist der CMV-1gM-Antikorpertest
bei der Untersuchung von pra- und perinatalen Saug-
lingsinfektionen, da dann die KBR-Antikorpertiter
meist sehr niedrig liegen, sowie fiir die Diagnostik der
Cytomegalie(exazerbation) in der Schwangerschaft.
Die Tab. 2 belegt an einigen exemplarischen Fallen, da
es ohne IgM-Bestimmung nicht méglich gewesen
ware, eine fir das Kind gefahrliche Cytomegalie zu
diagnostizieren. )

d) Der EBV-IgM-Test und der
Antikomplementfluoreszenztest

Das fiir die Cytomegaliediagnostik Gesagte gilt im
Prinzip auch fiir den Nachweis von EBV-Infektionen.
Mit der von Henle etablierten Anti-EBV-Gesamtim-
munglobulinbestimmung lassen sich ,.erhéhte” Anti-
korpertiter nicht angeben, wie aus der Tab. 3 hervor-
geht; signifikante Titeranstiege konnen praktisch nur
bei prospektiven Untersuchungen, fast nie nach Krank-
heitsbeginn festgestelit werden (7). Die KBR mit einem
EBV-Antigen hat sich bis jetzt nicht etabliert, einmal
weil sie relativ unempfindlich ist, zum anderen weil die
komplementbindenden Antikorper in der Regel erst
spat nach der Infektion ansteigen. Dagegen hat der
Antikomplementfluoreszenztest zum Nachweis des
sog. EBNA-Antigens bei der Untersuchung von Ge-

. websmaterial, ‘in welchem das EBV-Genom vermutet

wird, eine sehr groRe Bedeutung gewonnen. Die Abb. 8

5 v S R R L B - ST e o T\‘
! Tab.2: A
: 2
' CMV-spezifische Antikérperentwicklung (IgM- und IgG-IFT, KBR) in den Serumproben von 5 4 '
Miittern mit florider Cytomegalie wahrend der Schwangerschaft und ihren neugeborenen Kindern (aus - :;!
| Lit. 10). NS = Nabelschnurblut i
Fall Blutentnahme Reziproker Antikorpertiter
; Nr. _
' von am IgM 1gG KBR
1 Mutter 2.05.74 32 256 20
Mutter 2.07.74 <32 256 20
Mutter 30.10.74 32 512 40
Kind (NS) 30.10.74 32 512 40
Kind 13.02.74 <32 128 20
2 Mutter 7.05.74 128 - 20
Kind (NS) 8.08.74 128 - 20
Kind ’ 20.02.74 32 - 20
3 Mutter 3.09.74 32 - 20
Mutter 14.01.75 <32 - 40
Kind (NS) 28.01.75 64 - 20
Kind 20.03.75 64 - 20
; 4 Mutter 20.06.74 64 - 10
: Mutter 26.10.74 <32 - 40
Kind (NS) 26.10.74 32 - 20
d Kind 20.03.74 128 - 40
i s Mutter 5.05.74 <32 256 20
i Mutter 7.07.74 32 512 40
i Kind (NS) 15.10.74 128 4096 80
‘i Kind 20.03.75 <32 2048 40
i
: ievirusisoli Uri ben der Kinder 1 und 5 in der 1. Lebenswoche.
| Ctomeqaleminsolerung o e e darung i der KB Tosstoibor.
| | [
5{;-"%"-‘-!'?‘“:'*j i T S T ‘J,‘ S R : .
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Titerverteilung bei gesunden und akut-infizierten
Seropositiven. EBV-IFT (VCA). (Differentialdiagnosti-
sche Einsendungen im Hygiene-Institut Freiburg
1974,

Reznprokor Gesamt- davon 95 %-

AK-Titer zahl akut infiziert (%) Vertrauensbereich
(= lgM positiv) fiir die Inzidenz
von akuten |,
Infektionen in %

8/16 88 1 (1,1) 0 - 62
32 135 4 (3.2) 08- 75
64 177 22 (12,4) 8,0-18,5
128 166 42 (25,3) 19,1-32,4
256 127 34 (26,8) 19,4-36,0
512 68 28 (41,2) 29,4-53,8
1024 23 17 (73.9) 51,6—-89,8
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konventionelle Anti-lgM-Technik durchfithren oder
durch Zugabe von Humankomplement und nachfol-
gender Inkubation mit FITC-Anti-C; eine verbesserte
Sensitivitdt und Spezifitdt des Testsystems erreichen.
Diese Testmodifikation hat sich in unserem Labor ins-
besondere zum Nachweis von HSV-gpezifischen IgM-
Antikorpern bewahrt.
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Aufgrund seiner bewiesenen Effizienz seit 1.1.1977 fiir die gesetz-
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O Die ausgewogene
Empfindlichkeit von
Haemoccult bewahrt
Sie, lhre Patientinnen
und Patienten vor ver-
meidbaren falsch-posi-
tiven Ergebnissen etwa

Plakate fiir das Wartezimmer und eine Gebrauchsan-
weisung in italienisch, spanisch, serbokroatisch, grie-
chisch und tirkisch stehen auf Anfrage zur Verfiigung.

OP mit 50 x 3 Testbriefchen mit Spatein und Entwickier-
I6sung (ausreichend fiir 50 Patienten), ab jetzt mit 50
Sicherheitsbeuteln aus mikrobensicherem Papier.

* Verbffentlichtim Bundesanzeiger Nr. 214 v. 11.Nov. 76
als Bekanntmachung der Richtlinien des Bundes-
ausschusses der Arzte und Krankenkassen.
Haemoccult ist mit dem in der Bekanntmachung ge-
nannten modifizierten Guajak-Test nach Greegor

identisch.

** Greegor, D. H., in der Monographie von Kl. Gorttler
u.a.: Kolorektale Krebsvorsorge, Wachholz-Verlag,

Nirnberg (1978).

Réhm Pharma
GMBH DARMSTADT

wegen zu hoher Em- C Ab sofort bietet Ih-

pfindlichkeit des Indi-
katorsystems**

O Jetzt noch hygieni-
scher durch Sicher-
heitsbeutel aus mikro-
bensicherem Papier.

nen Haemoccult wei-
tere Vorteile, die Sie
den jeder Original-

packung Dbeigefugten
Hinweisen entnehmen
koénnen.




Wissenschaft und For'tbildung

Lab.med. 2: 215 (1978) 215

Interne und externe Qualitatskontrolle
bel immunfluoreszenzserologischen

Untersuchungen

Ringversuch zur Bestimmung von Antikérpern gegen Zellkernantigene (ANA, ANF)

U. P. Merten, H. P. Seelig

Aus dem Institut fiir Standardisierung und Dokumentation im medizinischen Laboratorium (INSTAND)

Zusammenfassung :

Fidnf Seren wurden an dreiBig Laboratorien in. Form eines Ringversuchs versandt. Die Laboratorien
wurden gebeten, die Seren auf das Vorliegen antinukleérer Faktoren mittels der indirekten Immunfluores-
zenzmethode zu untersuchen und die Resultate zusammen mit Angaben zur Methode und verwendeten
Reagenzien zuriickzusenden. Falsch positive Resultate wurden nicht berichtet, jedoch falsch negative. Die
Ergebnisse, Methoden und Reagenzien werden verglichen und einige der Probleme diskutiert. Weitere
Ringversuche sind geplant.

Schlisselwdrter:

ANF — ANA — Lupus erythematodes — Ringversuch — Immunfluoreszenz.

Summary:

A survey was performed by sending five sera to thirty laboratories. These were asked to test all sera for the
presence of antinuclear factors by means of indirect fluorescence methods and to report the
results together with information to which method and reagents were used. No false positive but false

negative results were reported. Results, methods and reagents used are compared and some of the
problems discussed. Further surveys are planned. .

Key words:

ANF — ANA — Lupus erythematodes — .S‘urvéy — Immunofluorescence.

Von den immunfluoreszenzserologischen Untersu-
chungsverfahren zur Bestimmung von AntikGrpern
gegen Gewebeantigene hat der Nachweis antinuklearer
Antikérper (ANA, ANF) heute die weiteste Verbreitung
gefunden. Kommerzielle Test-Kits ermoéglichen die
Durchfihrung dieser Untersuchurigen auch ohne auf-
wendige immunhistologische Laboreinrichtung. Fiir die
Diagnostik des Lupus erythematodes — insbesondere
als Screening-Verfahren zum AusschluB dieser Erkran-
kung — hat dieser Test seinen unbestreitbaren Stellen-
wert. Wegen seiner diagnostischen Bedeutung scheint
es angebracht, eine Vereinheitlichung der Untersu-
chungsverfahren anzustreben und die Ergebnisse im
Rahmen auch einer externen Qualitdtskontrolle zu si-
chern.

AnlaBlich der Herbsttagung der Deutschen Gesellschaft
fir Laboratoriumsmedizin (1977) wurde ein Ringver-

such zum immunfluoreszenzserologischen Nachweis
von Antikorpern gegen Zellkernantigene durchgefiihrt.
Dieser Ringversuch solite einen Uberblick iiber die
derzeit gebrauchlichen Methoden und die damit erhal-
tenen Ergebnisse liefern.

Material

Es wurden fiinf lyophilisierte Humanserumpréparatio-
nen an uber 30 Teilnehmer verschickt:

Probe 1: Serum eines Patienten mit Lupus erythemato-
des (L.E.). Radioimmunologisch lieBen sich
Antikérper gegen Doppelstrang-DNS (DS-
DNS) nachweisen. Das Serum war 1:10 mit
1% Rinderalbumin in PBS (phosphatgepuffer-
ter 0,9% NaCl) verdinnt.
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Probe 2:Serum eines Patienten mit Verdacht auf L.E. i S SE ST L RS
Keine Antikorper gegen DS-DNS nachweis- : Abb. 1: <
bar. Das Serum war 1:10 mit 1% Rinderalbu- ;. o
min in PBS verdiinnt. . Ringversuch — ANA, ANF — Oktober 1977.
Probe 3:Serum einer gesunden Person, 1:10 mit 1% § Gegentiiberstellung der Ergebnisse von Pro-
Rinderalbumin in PBS verdiinnt. be4und5 :
Probe4: Mischserum mehrerer Personen mit positivem prcees
ANF verschiedener Fluoreszenzmuster. Das i
Mischserum war 1:10 mit 1% Rinderserumal- || 284 ;
bumin in PBS verdinnt. H e i
Probe 5:Dasselbe Serum wie Probe 4. ’ ] ‘ !
32 ] . i
Die Seren wurden nach Sterilfiltration in Ampullen (je . 20.. . i
1,0 ml) angefilit und lyophilisiert. Die Teilnehmer wa- :g' LI '
ren aufgefordert, das Lyophilisat mit 1,0 ml Aqua dest. ‘ 8 . . .

zu rekonstituieren. Der qualitative Nachweis der Zell-
kernantikorper, Bestimmung des Antikérpertiters und
der 1g-Klasse sollten mit den in den Laboratorien iib-

e
.
-
.

lichen Methoden durchgefiihrt werden. 24
A +_| /
! .
. . . i Ny
Ergebnlsse E T 12 T '8 116 'Z)lahO'GdBOEZB
PROBE $

Einen Uberblick iiber die Ergebnisse der einzelnen mustern homogen - homogen 10

Teilnehmer geben Abb. 1 und Tab. 1. Probe 1 wurdevon ﬁn’a;fgfﬁ,“ - 2?3‘;':?,," § ;
allen Teilnehmern als positiv bewertet. Die Angaben homogen - granuliert '
Giber die Titer der Antikdrper schwanken jedoch erheb- i ringform - granuliert ‘1‘
lich von 1:2 bis 1:512. Probe 2 wurde in drei Fallen mit : ringform - homogen 1

negativ bewertet, bei den positiven Befunden finden C‘\ .
sich wiederum erhebliche Titerschwankungen von 1:2 L

bis 1:1012. Die negativen Befunde lassen sich in zwei
Féllen durch die Verwendung von HCl-behandelten

Hihnererythrozyten erkladren, mit denen vorwiegend

Antikorper gegen DS-DNS und SS-DNS nachgewie-

sen werden konnen. Antikdrper gegen DS-DNS waren Tab. 1:

in der zweiten Probe jedoch nicht vorhapden. Probe 3 Ringversuch — ANA, ANF — Oktober 1977,

wurde von allen Untersuchern als negativ befundet. AP . .
. Haufigkeitsverteilung der Titer

Bei Probe 4 wurden viermal negative Ergebnisse, sonst

positive mit Titern vom 1:2 bis 1:128, und bei Probe 5 Probe 1~ Probe 2 Prode 4 Probe §
(dasselbe Material wie bei Probe4) wurden finfmal s lxxx xxxx | ® |xxxxx
negative, sonst positive Ergebnisse mit Titern von 1:2 . o | xx -
bis 1:128 mitgeteilt. T L
XXXX'XX + XXxx XXx + XXX
. . : . . .. . 17| x 1
Die Einzelergebnisse mit Angaben (ber Titerstufe, e |xx x e |x
Fluoreszenzmuster, die verwendeten Antigene und An- " cxxx lu Lexxx
tiseren finden sich auf Tab. 2. Von 31 Teilnehmern ha- Ve |xx exxxxxx lus Ixsxx
ben 15 kommerzielle Kits mit humanen Amnionzellen, xxx |y |x Cxxxxxxx ue lxxxxxx
Mausefibroblasten oder Rattenleber als Antigen ver-
. . XXxxx |1/32 XXXXXXX Xxx 1732 JXXXX
wendet. Die selbst hergesteliten Antigene bestanden : X
. . N XXXXXXX [1/68 XXX XXX 1/64 | X X XXX
zumeist aus Kryostatschnitten von Leber oder Niere L :

. « . XXXXX [17128 | X X X X XX 1/128 | X
verschiedener Spezies sowie aus HCIl-behandelten " exx lyess -
Hahnererythrozyten. Eine Beziehung zwischen dem Kxxx stz |xxx ’ sz
qualitativen Ergebnis des Tests oder der Titerhohe und

1/1024 | X 1/1074

den verwendeten Antigenpraparationen lafdt sich aus
den vorliegenden Angaben nicht ableiten. Auf die
Ursache der negativen Ergebnisse bei Verwendung von
Huhnererythrozyten wurde oben hingewiesen. Es falit
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jedoch auf, daB von den 10 falsch negativ befundeten
Proben (5 Untersucher) in sieben Fallen kommerzielle
Test-Kits benutzt wurden. Da mit den Test-Kits der
gleichen Firma von anderen Untersuchern jedoch posi-
tive Resultate erzielt wurden, dirften die falsch negati-
ven Ergebnisse auf unzureichende Testbedingungen
zuruckzuflihren sein.

Zu einem der wichtigsten Gesichtspunkte der Immun-
fluoreszenzserologie, der Beschaffenheit der fluores-
zenzmarkierten Antiseren, wurden nur sparliche Anga-
ben gemacht. Die F/P-Bindungsrate der Konjugate
wurde nur in sieben Fallen angegeben, der Plateau-
Endpunkttiter von nur zwei Untersuchern (vgl. Tab. 2).
Die Kenntnis der prazipitierenden Einheiten der Konju-
gate, des Gehaltes an spezifischem Antikorper, der F/P-
Bindungsrate, der Plateau- und Plateau-Endpunkttiter
ist fur die Interpretation und den Vergleich immun-
fluoreszenzserologischer Befunde jedoch unumgang-
lich. Die Titerhohe des nachzuweisenden Antikorpers
wird durch die F/P-Bindungsrate des Konjugates be-

stimmt, fir die Einstellung der Gebrauchsverdiinnung
ist die Kenntnis des Plateau- Endpunkttiters notwendig.
Die erheblichen Schwankungen des Antikorpertiters,
dieinden vorliegenden Untersuchungen zu Tage treten,
dirften groBenteils auf die unterschiedliche Beschaf-
fenheit und Spezifitit der angewandten Konjugate
zuriickzufiihren sein.

Ein direkter Methodenvergleich (Tab. 3), bei dem die
Inaktivierung der Patientenseren, die Art des Verdiin-
nungsmediums, des_Waschmediums einschlieRlich
Dauer, Temperatur und Haufigkeit des Pufferwechsels,
die Dauer und Temperatur der Inkubation mit Serum
und Konjugat beriicksichtigt wird, erméglicht keine
Erklarung fir die unterschiedlichen Titerh6hen und die
falsch negativen Ergebnisse. Die Dauer der Waschvor-
gange lag zwischen ,,Spilen” und bis zu 40 Min. bei
Raumtemperatur, wobei der Waschpuffer keinmal oder
" bis zu viermal gewechselt wurde. Die Inkubationszeiten
lagen zwischen 30 und 60 Min. bei Raumtemperatur
oder 37°C (in einem Fall 17—20h bei 4°C).

y o i s v ] e o o e T — v e ey ey sy
3
b
73—
: Ringversuch—-ANA, ANF - Oktober 1977. Gegentiberstellung der ermittelten Titer und Fluoreszenzmu-
! ster im Vergleich zur verwendeten Zellart, FITC-markierten Antiseren und deren Verdinnung
. Verwendete /ntiseren
! froven: 1 : } N s Zellart Ak-Spezifitst Sp.#g% F/i PTateau [Gebr.  Verd.
: Nr.l  Titer {Muster Titer |Muster Titer |Muster Titer [Muster Aol Yerd, Hegium
: Trythroryten (Wl | 16, penrt 3 16 13 Rinderalowmn
. 4| e-se |nomogen |- - horogen  f{+) |homogen | MCi-elutert . " ! in P8BS
i 6| . -1- . Amaionzellen, 81 19, BAG i
; T7|T18 [nomgen |8 |ringorn] - |2 |gramiiert|s  |aramsiierc| Rattenlcter, Travenol |1g, Travenol (25.9) (2.6) x " q
8 128 [homogen |2 ringfom| - [ 8 homogen  [8 granuliert | Aunionzellen, BAG ? BAG ;
n s12 - -6 64 Erythrozyten (Huhn) 196, Behring 1:60 NaCY
16| 255 |[nomogen (32 |ringt 116 [homogen |32 |momogen | Retteniever, Travenol |lg. cicned 3.8 Hy0 dest.
\ 5| 20 [romgen 1 |ringtora| <] - Tantontellen, 86 |13, prcroonoT- Ts ees
1 TG, TeG, N, R
! 17| 80 homogen 60 |ringforn| - [20  |granultert|2o  |granuifert| Rattenleber, Kryostat |go.1, 9. K. 1:15 pos
: s Ta, 19, Tertige verdunnung
' 18] . ringform| - | + . Amnionzcllen, BAG BAG (Ziege) des Herstellers
3 Tebe MG, A, m, G, . s ¥
: 19| 64 |nomogen [128  [ringform| - |8 granuliert]16  |gramuliert ::::::"m_tr_ée Kryostat [glon s ® x e BS |
—_— R i
g 20] 80 |granuliert|80  |ringform| - |16  |homogen |32  |homogen S‘M:;::“:": Kryost. |im, lg, Wellcome 2.7 7.7 0.32 1:20 Coons E
s —E 16 homogen |8 . ringforn| - 18 ringfom |4 homogen Rattenleber, Krysstat |Im, Ig, Wellcome 3.7 1:8+1:64 ;
i3 Fen- . ? .
i 22| 63 [nomogen [128 [ringfors| -[&  [granutiert{1s  [gramitert| {Soroptasten. Kroystat |1™ 19+ 846 x [0 8S :
3 Tauselibroblasten 196, K, B, 1:10 oS !
3 2 128 128 -] 32 Meloy Melo, - :
i 25| 6 |noogen |64 afor| -|8  |homgen |8 |homogen | Rattenieber, Krpwstat |jreversy’ "  x 1:00
’ % - . -1+ . Erythrozyten (tuhn) MG, G, Behring x x x x 1:5-1:10  PgS
s, 13, 84 T 13 .
3 . w| . |ringform |- -1- - Amnionzellen, BAG i" 1gH._Wellcome 1:4 P8BS .
] Nl n ringform |(4) |ringform] -] 4 ringform |2 ringform | Amnionzellen, BAG in, 1g, BAG :
{ G, 166, K, W, undi1. K
Y h14 500 {homogen 1 homogen | - 132 homogen 8 hamogen Rattenleber, Kryostat |gop7jng 2
j 1| . - -l- - ? ? !
T, K. R : R
3 3| 16 |ringtomm |32 [ringtors] - |8 ringforn |4 granulfert| amnionzellen, BAG Pl 1:800  [1:200 :::ns {
. 36 (1] hosogen (64 ringforz| - | 128 hocogen 16 granulfert] Affennierenzellen h‘ell’:m' o 2.3 9.1 2,75 1:60 1:30 N
R 8| S [momsen 151;;' vinglorm| = ;ga HoRogen zu n Wauseleber, Kryostat | s 9or 1o 1:5 Na:l ‘ ‘
: i 1:8 PB: L
: 0] 32 |ringform )2 ringfora) - 4 hosogen 4 homogen | oo e yten, Hel-el. |Gt 196 s:hr:::. : : : Bl — ]
. m, . -
: a1| 512 fnomogen [532 [ringform| - 16  |ringfors |64 |[ringform ,:.::::nf&,; Keyostat ot (Tac A W B | x  x :;tg :::
N - useTTbrobYasten In. 19, Heloy . .
. Q) %0 homoges  |160 | homogen 20 granuliert] 80 granuliert 1’:;:_:"\" I iuum bk |
-t I LT T v g
ol s 1"_";; 32 |ringform - 14 homogen {8 homogen | aamionzellen, BAG,Trav.|AMG, Wellcone 2.7 1.7 0.8 1180 1:5000 :
1 - W senieber J » 3 . -
I3 “m granuliel Wu TingloE :: gen h gramaTiert Rattenleber KTYOSTOL Ke‘oy. Sevac :11: :;.:L .
47| 160 |homogen {40 ringform| - | 10 homogen | 20 hosogen Aanignzellen, BAG (1 Im), BAG B
: 3 ]
@l o granultert 40 ringforn| - | 20 hoscgen |- Rattenleber, Kryostat |AMG, Behring r ox x x 1:7 -
3 [
0] 22 hosogen |32 ringfors| - | 16 homogen |64 ‘homogen Affennierenzellen G, BAG 1:10 ;
¢
3 !
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.1 Methodenvergleich

Ringversuch — ANA, ANF ~ Oktober 1977.
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i Tab.4:

Fluoreszenzmuster

f! Ringversuch — ANA, ANF — Oktober 1977.

mige Fluoreszenz

nular, gesprenkelt

Homogen: diffus, Kernfluoreszenz
i

Ringférmig: Kernrandfluoreszenz, peripher,
i ringférmig, membrands, anular,
'.! Randfluoreszenz, zirkuldr, ringfor-
3

Granuliert: gefleckt, speckled, grobschollig,
! fleckig, gepunktet, fleckformig-gra-

T

i{ Proben 1 2 4 5
.| Homogen 17 2 14 1N
i Granuliert 3 5 9
Ringférmig 5 22 4 2

Bei Probe 4 und 5 handelte es sich um das gleiche
Material. Auffaliend ist, daB von 23 Untersuchern, die
sowohl die Titerhohe der Antikorper und das Fiuores-
zenzmuster angaben, nur drei identische Resultate er-
hielten. In Abb.1 wurden die Titerhéhen der beiden
Proben in Art eines Youden-Plots gegenibergestelit.
Abgesehen von einigen , AusreiBern’ liegen sie im
allgemeinen jedoch ziemlich gleichmaBig um die zu
erwartende Achse.

In Tab.4 sind die beschriebenen Fluoreszenzmuster
aufgefiihrt. Die Beschreibung der sog. Ringfluoreszenz
scheint den Untersuchern die wenigsten interpretatori-
schen Schwierigkeiten bereitet zu haben.

SchiuBbemerkung

Seit den ersten Arbeiten von Coons et al. (2, 3) zur
Immunfluoreszenztechnik, und seit Hargraves et al. (4)
dargelegt haben, daR im Serum von-L.E.-Patienten
Faktoren vorliegen, die grundlegend mit dem L.E.-
Zellphdnomen zusammenhangen, ist neben der L.E.-
Zellpraparation und der L.E.-Latexagglutination die
indirekte Immunfluoreszenztechnik von Rapp (5) und
Casals et al. (1) zur Diagnostik des Lupus erythemato-
des eingefiihrt worden. Die diagnostische Bedeutung
der Bestimmung von Antikorpern gegen Zellkernanti-
gene erfordert die Angleichung der unterschiedlichen
Testverfahren.

Die Ergebnisse des Ringversuches unterstreichen diese

Forderung. Es wurde nicht ein einziges Mal ein dek-

kungsgleiches Ergebnis in allen finf Proben erhalten.

Bei ein und derselben Probe wurden differente Fluores-

zenzmuster und betrachtliche Unterschiede in der Titer-

héhe der Antikdrper angegeben. Hervorzuheben ist,

daR in keinem Fall ein falsch positives Ergebnis ermittelt
wurde. Eindeutige Beziehungen zwischen den ver-

schiedenen angewandten Methoden und der Hohe der
Antikorpertiter bzw. den falsch negativen Ergebnissen
lieRen sich nicht aufstellen. Ansatzpunkte zu einer
Vereinheitlichung der Methode wéren in erster Linie in
einer einheitlichen Testdurchfiihrung gegeben. Die
Auswahl eines einheitlichen Antigens durfte auf gréRe-
re Schwierigkeiten stoRen, da Laboratorien ohne ent-
sprechende apparative Ausristung auf kommerzielle
Antigene zuriickgreifen miissen. Unabdingbar ist eine
hinreichende Charakterisierung der Konjugate, die vom
Hersteller bzw.- im eigenen Labor erfolgen muR. Ein
Vorschlag fiir eine vereinheitlichte Methode, basierend
auf den Ergebnissen dieses Ringversuches, wird derzeit
erarbeitet. Weitere Ringversuche sind fiir die nachste
Zeit geplant, um eine Vereinheitlichung und eine interne
Weiterbildung zu erreichen.

Literatur beim Verfasser

Anschrift des Verfassers:

Dr. med. Utz P. Merten
Diirener StraRe 199
5000 Koln 41 O
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Immer mehr Fachzeitschriften stellen die Ergebnisse wissenschaftlicher Arbeiten bereits in den neuen SI-Einheiten vor.

Wollen Sie auch kiinftig die Fachliteratur
noch verstehen kénnen?

Was soll man noch verstehen,
wenn sje neue Begriffe enthilt? Wenn
plétzlich die Stoffmengenkonzen-
tration mol der MaBstab fiir alle
Abhandlungen ist? 90% aller zur
Zeit praktizierenden Mediziner
haben es damals anders gelemt.

Die neuen, auf anderen Dimen-
sionen beruhenden Zahlenwerte
werden zumindest fiir die nachsten

. Jahre Verwirrung schaffen: Faktoren-
‘tabellen, Taschenrechner und Nomo-
gramme sind einerseits unsichere,
andererseits zeitraubende Behelfe.

Was kénnen Sie tun, um Ihren
Kopfzu entlasten? Um die Sicherheit
Threr Diagnose zu erh6hen?

Labora Mannheim hat einen
auf die medizinischen Belange maB-
geschneiderten Taschencomputer
entwickelt, den SI-computer. In ihm

SI-computer.
Thr Dolmetscher fiir die

neuen MaBeinheiten in
Ane NMAadimin

sind die Umrechnungsfaktoren von
69 Parametern aus den Bereichen
klinische Chemie, Allgemein- und
Nuklear-Medizin fest eingespeichert.
Mit dem SI-computer kénnen Sie
»alte“ in ,,neue“ MaBeinheiten per
Knopfdruck umrechnen und um-
gekehrt. Sicherer, einfacher und

schneller bekommen Sie die neuen
MaBeinheiten nicht in den Griff.
Die 4 Grundrechenarten beherrscht
der SI-computer natiirlich auch.

u[m Labora Mannheim
GmbH far Labortechnik

Sandhofer StraBe 176 - 6800 Mannheim 31

Den SI-computer erhalten Sie ausschlieBlich im medizinisch-technischen Fachhandel. Schicken Sie uns

daher den Coupon bitte nur mit der Angabe Ihres Hindlers.

Labora Mannheim
GmbH fur Labortechnik

3
a
3

im

Ich méchte den neuen Sl-computer kennen-
lemen und ausprobieren, ob er in der Praxis
hilt, was er verspricht.

Schicken Sie ihn mir fiir 14 Tage zu einem
kostenlosen und unverbindlichen Praxistest.
Wenn mich der SI-computer iiberzeugt, und
ich ihn behalten méchte, veranlassen Sie bitte,
daB ich von meinem nachstehend aufgefiihrten
Fachhindler eine Rechnung iiber DM 326-
(unverbindliche Preisempfehlung) incl. MwSt.
erhalte.

Meine Anschrift/Unterschrift:

Die Anschrift meines Fachhiindlers lautet:
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TOA-Thrombozytenzahler
PL-100.
Wir arbeiten nach der einfachen
CD-Methode.

Der TOA-Thrombozytenzahler in Verbindung mit der hamatologisch
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Immunologische Diagnostik der Hepatitis

und ihrer Folgezustande

H. W. Baenkler

Institut und Poliklinik fiir klinische Immunologie der Universitat Erlangen-Nirnberg

(Vorst.: Prof. Dr. J. Kalden)

Zusammenfassung :

Die immunologische Diagnostik erméglicht eine Klassifizierung der Mehrzahl von Leberkrankheiten, was
mit Methoden der Biochemie oder der Histologie nicht méglich ist. Bei der akuten Hepatitis lassen sich
verschiedene Typen einer Virusinfektion von einer hypersensitiven Form abgrenzen, bei der chronischen
Hepatitis und bei Zirrhosen virusbedingte von autoimmunen Formen. Dardberhinaus lassen immunologi-
sche Untersuchungen prognostische Riickschlisse zu. Die entscheidenden immunologischen Kriterien
sind einerseits Virusantigene und deren korrespondierenden Antikérper, andererseits Autoantikorper.

Schlisselworter:

Immunologische Diagnostik — Virusantigene — Virusantikérper — Autoantikérper.

Summary :

Immunological tests are suitable for the classification of most liver diseases. In acute hepatitis some types
of viral infection and hypersensitivity can be differentiated, in chronic hepatitis and in cirrhosis
virusinduced and autoimmune types. Moreover, immunological tests are of prognostic value. The crucial
criteria are on the one hand viral antigens and corresponding antibodies, on the other hand autoantibodies.

Key-words:

Immunological-Tests — Viral antigens — Viral antibodies — Autoantibodies.

Definition der Thematik

Die Diagnose Hepatitis- ist zunachst eine klinische
Feststellung. Sie beruht auf Symptomen und korperli-
chen Untersuchungsbefunden. Nicht selten werden die
Hepatitis und ihre Folgezustande jedoch allein auf-
grund von Laborbefunden erkannt. Hier bilden bioche-
mische Analysen, Szintigraphie, Sonographie und, im
weiteren Rahmen, histologische Befunde ein engma-
schiges diagnostisches Netz. Die Summe der genann-
ten Daten 1aBt eine genaue Bestimmung der ProzeRakti-
vitdt, der verbliebenen Organfunktion, der Verlaufsform
und des Stadiums der Erkrankung zu. Pathogenetische
Zusammenhinge koénnen allerdings so nicht aufge-
deckt werden. Dies gelingt allein mit immunologischen
Methoden. Im folgenden werden, getrennt fir die
verschiedenen Verlaufsformen, die Méglichkeiten der
klinischen Immunologie hinsichtlich der Klassifizierung
und der Verlaufsbeobachtung einschlieRlich der Pro-
gnose aufgefiihrt. Die Bestimmung der onkofetalen
Antigene, des Coeruloplasmin, des Lipoprotein X und
anderer Grofen wird ausgekiammert, da sie lediglich

mit immunologischen Techniken nachgewiesen wer-
den, letztlich mit einerin der Leber ablaufenden Immun-
reaktion aber nichts zu tun haben.

Akute Hepatitis

Die akute Form der Hepatitis auf dem Boden einer
pathogenen Immunreaktion ist zumeist durch eine
Sensibilisierung gegen Viren und virusinduzierte Anti-
gene, selten gegen Medikamente und andere Faktoren
bedingt. Daher miissen zur Charakterisierung der ein-
zelnen Mechanismen entweder die entsprechenden, als
Antigene wirksamen Faktoren oder die spezifische Im-
munreaktion nachgewiesen werden.

1. Viralinduzierte Hepatitis

Eine Hepatitis kann durch primér hepatotrope Viren
oder als Begleitkrankheit durch andere Viren hervorge-
rufen werden. Nach derzeitigen Erkenntnissen gibt es
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offenbar 3 Typen von Viren der erstgenannten Gruppe
und eine nicht genau bekannte Zahl der zweitgenann-
ten Form. Wie sich gezeigt hat, verursachen die Viren
keineswegs durch ihre unmittelbare Einwirkung die
Erkrankung, vielmehr ist erst die daraufhin einsetzende
Immunreaktion hierfiir verantwortlich. Daraus ergeben
sich neben der diagnostischen Bedeutung auch prog-
nostische Ruckschlusse.

1.1 Spezifische Befunde

Hepatitis A

Die Hepatitis A wird durch das Hepatitis-A-Virus
(HAV) hervorgerufen. Es findet sich bei Krankheitsbe-
ginn noch wenige Tage im Stuhl, wo es mit der fiir die
Routine ungeeigneten Immunelektronenmikroskopie
gefunden werden kann. Bereits zu diesem Zeitpunkt
sind spezifische Antikorper (HAAK) im Serum nach-
weisbar. lhr Titer steigt im Laufe der folgenden Wochen
rasch an. Mit der durch den Titeranstieg gesicherten
Diagnose ist das immunologische Untersuchungspro-
gramm beendet, da die Hepatitis A offenbar stets eine
gute Prognose aufweist und ausheilt.

Hepatitis B

Die Hepatitis B wird durch das HBV hervorgerufen. Es
weist drei unterschiedliche, antigen wirksame Struktu-

ren auf: wéahrend das HBg-Ag als Hiliprotein und das
HBc-Ag als Kernprotein erkannt sind, ist das HB,-Ag
noch ungeniigend charakterisiert. Diese Antigene fin-
den sich in der Regel nach klinischem Beginn der
Erkrankung noch einige Tage bis Wochen im Serum.
Vereinzelt sind sie zu diesem Zeitpunkt bereits nicht
mehr nachweisbar.

Praktische Bedeutung besitzt vor allem das HB,-Ag. Die
Dauer seiner Persistenz steht in enger Korrelation zum
Krankheitsverlauf: verschwindet es bereits wenige Tage
nach Krankheitsbeginn, so kann mit einer unkomplizier-
ten Form gerechnet werden; persistiert es langer als 3
Monate, so ist eine verzdgerte Heilung mit der Gefahr
einer chronischen Entwicklung zu beflirchten.

Die anderen Antigene treten bei der Diagnostik in den
Hintergrund, zumal sie teilweise bevorzugt in den
Hepatozyten vorliegen, was jeweils eine Untersuchung
bioptisch gewonnenen Materials erft()]Lderlich macht.
Sie haben daher mehr Gewicht bei der chronischen
Hepatitis.

Im Laufe der Erkrankung treten Antikdrper gegen die
verschiedenen, inzwischen nicht mehr nachweisbaren
Antigene auf. Antikérper gegen das HB-Ag, die HB-
Ak, treten vergleichsweise rasch auf und sind regel-
maRig nachweisbar. Die HBs-Ak werden erst Monate
nach Krankheitsbeginn gebildet. Der Nachweis von
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spezifischen Antikorpern ist vor allem dann unerlaBlich,
wenn bei Beginn der Erkrankung die Virusmarker,
insbesondere das HB,-Ag, nicht gefunden worden sind.
So kénnen Antikérper gegen HBs-Ag oder HB.-Ag als
Beweis fiir eine durchgemachte Hepatitis selbst dann
gelten, wenn die Erkrankung vom Patienten (iberhaupt
nicht bemerkt worden ist.

Non-A-Non-B-Hepatitis

Sofern trotz Suche nach HA-Ag und HB-Ag sowie nach
den entsprechenden Antikorpern kein Hinweis auf eine
Hepatitis A oder B gewonnen worden ist, liegt eine
Non-A-Non-B-Hepatitis vor. Sie kann von verschiede-
nen Viren, etwa Epstein-Barr-, Zytomegalie-, Herpes-
u.a. Viren ausgelost sein. Diese Formen werden zweck-
maRigerweise als Begleithepatitis bezeichnet, da das

hauptsachliche Krankheitsgeschehen in der Regel in -

anderen Organen ablauft. Der Beweis wird durch direk-
ten Virusnachweis oder Nachweis des spateren Auftre-
tens entsprechender Antikorper gefiihrt.

Hepatitis C

Bei einem kleinen Teil der Falle mit akuter Hepatitis 1aRt
sich auch eine Begleithepatitis ausschlieBen. Diese
Formen kénnen epidemiologisch gut verfolgt werden
und zeigen hinsichtlich Ubertragungsmodus und
Krankheitscharakteristik groRe Ahnlichkeit mit der He-
patitis B. Diese dritte Form der akuten Hepatitis kennt
derzeit keinen immunologischen Marker und kann vor-
erst nur durch eine AusschluRdiagnostik angenommen
werden.

1.2. Unspezifische Befunde

Im Verlaufe einer Hepatitis steigen einzelne Immunglo-
bulinklassen im Serum voriibergehend an. Bei der
Hepatitis A ist haufig das IgM, bei der Hepatitis B das
1gG vermehrt. Weiterhin treten passager und in niedri-
gem Titer Antikorper gegen korpereigene Gewebe und
Zellen auf, etwa gegen Kernbausteine, Mitochondrien
oder glatte Muskulatur. Diese unspezifischen Befunde
sind bei den akuten Verlaufsformen von untergeordne-
ter Bedeutung, weshalb auf sie verzichtet werden kann.

2. Medikament0s induzierte Hepatitis

Die Leber wird nicht selten durch Medikamente in ihrer

- Funktion beeiritrachtigt. Unter den verschiedenen For-

men ist die mit den Zeichen einer Entziindung und
Stauung einhergehende Variante, die verschiedentlich
auch als Hepatose oder Drogenikterus bezeichnet wird,

-am haufigsten. Hier besteht vorwiegend aus klinischen

Griinden der Verdacht auf eine Immunopathie im Sinne
einer Allergie, wenn die Erscheinungen mit zunehmend
geringeren Dosen ausgelost werden knnen, wenn eine
Begleiteosinophilie oder andere allergische Phinomene
vorliegen. Der Versuch, gegen die angeschuldigte Sub-
stanz eine spezifische antikdrpervermittelte oder zellula-
re Immunreaktion nachzuweisen, ist haufig vergeblich,
weil die Sensibilisierung genausogut gegen die fiir den
in vitro Test nicht verfligbaren Metaboliten erfolgt sein
kann.
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3. Durch andere Faktoren
induzierte Hepatitis

Eine sog. allergische Hepatitis im Zusammenhang mit
anderen Antigenen dirfte zumeist auf eine Fehlinterpre-
tation zuriickgehen, wenn etwa liber Leberschmerz
nach GenuR bestimmter Speisen geklagt wird. Verein-
zelt scheint die Leber gemaR einer Frithreaktion auf eine
Sensibilisierung gegen Parasiten zu antworten.

Chronische Hepatitis

Auch bei der chronischen Hepatitis tiberwiegen Immu-
nopathien. Neben die viralinduzierte Variante tritt die
autoaggressive Form. Andere Ursachen scheiden fiir die
chronische Hepatitis als Folge einer Immunreaktion in
der Praxis aus.

1. Chronisch persistierende Hepatitis (CPH)

Die CPH stellt eine Sonderform dar, die nur durch ihren
Verlauf charakterisiert wird. Bemerkenswert ist, dal®
es sich offenbar um einen virusinduzierten Prozef
handelt. Da nicht selten das HBg-Ag gefunden wird,
liegt méglicherweise eine extrem protrahiert verlaufen-
de Hepatitis B vor. Daher konzentriert sich die immuno-
logische Diagnostik bei der CPH auf den Nachweis des
HBs-Ag. Andere Untersuchungen bringen keinen In-
formationsgewinn. Selbst die Vermehrung der Serum-
immunglobulinspiegel fehlt in der Regel bei der CPH.

2. Chronisch aktive aggressive Hepatitis (CAH)

2.1 Viralinduzierte Form

Nach heutigen Kenntnissen kann eine nicht zur Heilung
kommende Infektion eine chronisch progrediente, unter

den Zeichen einer Autoaggression hoher Aktivitat ver-
laufende Hepatitis durch verschiedene Viren unterhal-
ten werden. Dabei kommt in erster Linie das HBV in
Betracht. Demnach liegt der Schwerpunkt der Diagno-
stik auf dem Nachweis des HBg-Ag, das hier persistiert.
Als ein weiterer Marker ist das HB¢-Ag zu erwidhnen,
das gerade bei der CAH auf dem Boden einer Hepatitis
B vorhanden ist.

Klinische Hinweise lassen vermuten, daR auch die
Hepatitis C in eine CAH minden kann. Da es derzeit far
diese Form keinen immunologischen Marker gibt, kann
die Diagnose CAH nach Hepatitis C allein durch den
Ausschlu® anderer Méglichkeiten gestellt werden.

Neben den charakteristischen Virusmarkern finden sich
bei der viralinduzierten Form teilweise Autoantikérper,
etwa gegen Kernbausteine. Sie kommen jedoch allen-
falls in niedrigem Titer (unter 1:20) und inkonstant vor.
Auch fehlt die bei anderen Formen der CAH zu beob-
achtende Hypergammaglobulindmie; éin Anstieg der
Serumimmunoglobuline tritt vergleichsweise spat und
in nur geringem Umfang auf.

Die fiir die virusinduzierte Form charakteristischen Im-
munphidnomene lassen keine verlaBliche Verlaufsbeob-
achtung zu. Daher kann der Therapieerfolg nicht mit
immunologischen Kriterien erfal3t werden. Zwar scheint
die Menge des HBs-Ag im Serum bei glinstiger Ent-
wicklung zuriickzugehen, doch schwankt dieser Wert
ohnedies sehr stark.

-2.2 Autoaggressive Form

Bei der autoaggressiven Form der CAH lassen sich eine
Reihe von Autoimmunphdnomenen nachweisen. Es
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handelt sich um Antikérper gegen verschiedene intra-
und extrazelluldre Strukturen. Sie sind konstant und in
hohem Titer (meist Uber 1:40) vorhanden. Am bekann-
testen sind die antinukledren Faktoren, die, weil sie auch
beim Lupus erythematodes disseminatus vorkommen,
den Begriff der ,,lupoiden’ Hepatitis gepragt haben. Sie
finden sich in etwa 45% der Falle und sind, im Gegen-
satz zu den DNS-Antikérpern beim LED, gegen Nu-
kleoprotein gerichtet. Weiterhin finden sich in etwa
50% der Falle Antikorper gegen glatte Muskulatur, in
etwa 30% der Falle Antikorper gegen Mitochondrien.
Weitere Autoimmunphdnomene, etwa gegen Ductuli
oder Membranantigene der Hepatozyten, sind flir die
Routinediagnostik nicht geeignet und Speziallabora-
torien mit wissenschaftlicher Orientierung vorbehalten.
SchlieBlich sind noch die Rheumafaktoren, Autoanti-
korper gegen Immunglobuline, zu erwahnen.

Neben diesen spezifischen Immunphdanomenen bietet
die CAH eine friihzeitig einsetzende extreme Hyper-
gammaglobulindmie. Nicht selten libersteigt die Sum-
me der Immunglobuline im Serum 30 g/I. Dies 4Bt sich
bereits mit der Papierelektrophorese erkennen. Ein wei-
teres unspezifisches Immunphanomen, das ansonsten
bei Autoaggressionsprozessen eine diagnostische Hilfe
darstellt, entfallt bei der CAH: die Erniedrigung des
Serumkomplementspiegels. Da Komplement zu einem
groRen Teil in der Leber synthetisiert wird, fihrt jede
Leberfunktionsstorung mit eingeschrankter Synthese-
leisting auch zur Erniedrigung des Komplements im
Serum.

Die autoaggressive Form der CAH kann nur synoptisch
unter Bericksichtigung spezifischer und unspezifischer
Immunphdnomene objektiviert werden. So gentigt es
nicht, die Diagnose allein auf eine Hypergammaglobu-
lindmie zu stitzen, da eine Vermehrung der Immunglo-
buline auch durch andere chronische Prozesse bedingt
sein kann. Doch eriibrigt sich eine weitergehende
Analyse insofern, als nicht unbedingt die Titer der
Autoantikérper und die Serumspiegel der einzelnen
Immunglobulinklassen gesondert ermittelt werden
miissen; dies bedeutet bei der CAH einen nur geringen
Informationsgewinn.

Die Immunphanomene gestatten bis zu einem gewissen
Grade eine Prognosestellung, da starke humorale Ver-
anderungen bei schwerem Verlauf gehauft vorkommen.
Wertvoller sind indes Kontrolluntersuchungen fiir die
Beurteilung des Therapieerfolges. Zwar verschwinden
die Autoantikérper keineswegs, doch gehen die Titer
zuriick. Eindrucksvoll ist dagegen die Rickbildung der
Hypergammaglobulindmie. Doch sollte bedacht wer-
den, daR die Halbwertszeit des IgG, der hauptsachlich
vertretenen Immunglobulinklasse, etwa 3 Wochen be-
tragt, so daR die Intervalle zwischen Kontrollen wenig-
stens einen Monat umfassen sollen.

Zirrhosen

Sofern Zirrhosen aus immunologisch bedingten Leber-
erkrankungen hervorgehen, gelten die gleichen diagno-
stischen Kriterien wie bei der CAH, so daR Folgezustin-
de eines virusinduzierten und eines autoaggressiven
Prozesses unterschieden werden konnen.

Eine Sonderform stellt die primér bilidre Zirrhose (PBZ)
dar. Sie ist charakteristischerweise in mehr als 90% der
Falle mit dem Vorliegen von, Antikérpern gegen Mito-
chondrien in hohem Titer (Gber 1:80) vergesellschaftet.
Zugleich ist die IgM-Klasse im Serum stark vermehrt.

In diesem Zusammenhang sei erwahnt, daR die alkoho-
lische Zirrhose von einem hohen Serumspiegel des IgA
begleitet wird. Da das Verhalten der Immunglobuline

- bei verschiedénen Zirrhosen an groRen Kollektiven

ermittelt worden ist, muf’ die Interpretation der Immun-
globulinmuster im Einzelfalle mit groBer Zuriickhal-
tung vorgenommen werden. Es ist bedenklich, etwa in
Gutachten die Konstellation der Serumimmunglobu-"
linklassen zur Bemessungsgrundlage atiologischer Mo-
mente zu machen.

Sonderformen

Die Einteilung in virusinduzierte Hepatitis einerseits und
in autoaggressive Hepatitis andererseits ist nichtin allen
Fallen moglich. Etwa jeder zehnte Fall einer CAH weist
entweder Zeichen einer Virusinduktion zusammen mit
Autoimmunphdanomenen auf oder entbehrt aller Zei-
chen einer Immunopathie. Im erstgenannten Fall han-
delt. es sich wahrscheinlich um eine autoaggressive
Form einer CAH bei primar gesundem Virustrigerstatus,
im letztgenannten Fall konnte, bei AusschluB® aller
anderer Moglichkeiten, eine chronisch verlaufende He-
patitis C vorliegen.

Auch bei den Zirrhosen kommen Sonderformen vor,
insbesondere Mischformen zwischen einer PBZ und
Zirrhosen anderer Genese. Vorerst ist es nicht moglich,
in all den genannten Fallen exakt zu differenzieren.

Tragerstatus

Bei einem geringen Anteil der Bevolkerung ist das
HBg-Ag ohne die Zeichen einer Hepatitis nachweisbar.
Dieser Status ist fiir den einzelnen harmlos. Charakteri-
stischerweise finden sich bei dieser Personengruppe
haufig Antik6rper gegen dasHB,-Ag. Vonihrzu trennen
sind Personen, bei denen sich eine CAH in einem quasi
noch nicht manifesten Anfangsstadium findet. Sie wei-
sen ebenfalls noch ohne Zeichen einer Hepatitis das
HBg-Ag auf. Doch ist hier haufig zugleich das HB.-Ag
nachweisbar. Daher kann das HB.-Ag/HB,-Ak-
System als ein wertvolles Kriterium fiir die weitere Ent-
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wicklung bei einer HB,-Ag-Persistenz ohne aktive
Hepatitis herangezogen werden.

Labormethoden

Die immunologische Routinediagnostik der Hepatitis
kommt mit serologischen Techniken aus. Grundsatzlich
sollte fur den Nachweis der Virusantigene und deren
korrespondierenden Antikdrper die empfindlichste Me-
thode herangezogen werden, da ansonsten durch falsch
negative Ergebnisse eine Hepatitis A oder B als Non-A-
Non-B-Hepatitis klassifiziert wird. Einen Radioim-
munoassay gibt es fir das HBg-Ag, den HB-Ak, den
HAAK und den HBs-Ak; zum Nachweis des HBgs-Ag
gibt es darliber hinaus einen Enzymimmunassay. Anti-
korper gegen andere Viren werden mit den klassischen
immunserologischen Techniken nachgewiesen. Auto-
antikorper gegen Zellantigene werden mit der Immun-
fluoreszenztechnik entdeckt, ausgenommen die Rheu-
mafaktoren, fir die sich passive Agglutinationsmetho-
den (Latex-Test und Hamagglutination) empfehlen.
Zum Nachweis von Antikérpern gegen DNA, eine
Subspezifitat der antinuklearen Faktoren, die allein beim
Lupus erythematodes disseminatus vorkommen, gibt es
einen Radioimmunassay. Die Hypergammaglobulin-
dmie wird durch die Papierelektrophorese objektiviert.
Die exakte quantitative Messung der Serumspiegel
einzelner Immunglobulinkiassen erfolgt durch Prazipi-
tationstechniken (radiale Immundiffusion.oder Nephe-
lometrie).
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Dieser Band, Supplemente Bd. 2 der Zeitschrift fir
Immunitatsforschung, Immunbiology, gliedert sich in 2
Teile.

Im ersten werden Entziindungsreaktionen aus immuno-
logischer Sicht behandelt, wobei das Komplement- und
Gerinnungssystem sowie die Kinine, die zelluldare Im-
munabwehr und die hormonelle Kontrolle einen beson-
deren Platz einnehmen.

Der zweite Teil behandelt die freien Vortrage der Ta-
gung der Gesellschaft zum Thema: Allergie und Immu-
nitatsforschung sowie Asthma bronchiale. Eingeleitet
werden diese Vortrdage von den Kurzfassungen der
beiden Arbeiten, die mit dem Karl-Hansen-Gedacht-
nispreis ausgezeichnet wurden: Beurteilung inhalativer
Provokationsproben und Immunpathologie der Neuro-
dermitis constitutionalis. /

Dieses Buch enthéalt wichtige immunologische und
allergologische Grundlagen und Einzelfragen.
K.A.



