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Bestimmung von IgM-Röteln-Antikörpern
durch HPLC-IgM-Präparation im Vergleich
mit einem kommerziellen IgM-Antikörper-EIA
W. Gräßmarin, J. Jarms
D R K-Blutspendedienst Lütjensee (Chefarzt Dr. med. G. Stienen)

Zusammenfassung:

Die HPLC- Technik (High performance liquid chromatography) bietet die Möglichkeit Ig M-Antikörper durch
sterische Ausschlußchromatographie in kurzer Zeit quantitativ von den lgG-Antikörper n zu trennen. Die
Leistungsfähigkeit der HPLC-Präparation von Ig M-Antikörpern wird mit verschiedenen Methoden der Rö-
teln-Antikörper-Analytik demonstriert. Die über eine präparative Isolierung der Ig M-Antikörper verlaufenden
Analysentechniken sind auf kleine Analysenserien bei Rötelnverdacht begrenzt. Kommerzielle IgM-Röteln-
Antikörper-El As ermöglichen die Durchführung großer Analysenserien, z. B. Screening-Serien mit dem Ziel,
während der Schwangerschaft unbemerkt als stille Feiung abgelaufene Röteln-Infektionen zu diagnostizieren
und so das trotz Vorsorgeuntersuchung verbleibende Restrisiko einer Röteln -Embryopathie weiter zu senken.
Analysenempfindlichkeit, Grenzwertdefinition, Spezifität der Reaktionsbefunde und zeitliche Eingrenzung
des Infektionszeitpunktes sind noch bestehende Probleme, die bei Durchführung von Ig M-Röteln-Antikör-
per-El As im Rahmen der Schwangerenbetreuung zu beachten sind.

Schlüsselwörter:

IgA-lgG-IgM-Röteln-Antikörper - HPLC-lgM-Antikörper- Präparation - IgM-Röteln-Antikörper-El A

Summary:
By HPLC-technique (High performance liquid chromatography) it is possible to separate IgM from IgG
antibodies quantitatively. The efficiency of IgM-preparation by HPLC is demonstrated by several methods
of Rubella antibody analysis. IgM-Rubella antibody analysis via preparative Isolation of Ig M-antibodies is
limited to shortseries of analysis. Commercial IgM-Rubella antibody El As enable long series of analysis for
instance screening series for diagnosis of asymptomatic Rubella infection during pregnancy with the aim to
reduce the remaining risk of Rubella induced embryopathia. Sensitivity, definition of the limiting value,
specificity of the results and evaluaiion of the point of time of infection are problems to be observed when
IgM-Rubella-EIA is used for routine analysis for the care of the unborn.

Keywords:
IgA-lgG-IgM-Rubella-antibodies - HPLC-IgM-antibody-preparation - IgM-Rubella-antibody-EIA

Einleitung
Wegen des Risikos einer folgenschweren Miterkrankung
des Ungeborenen ist es Ziel verschiedener Maßnahmen,
eine Rötel n Infektion in der Schwangerschaft zu vermei-
den bzw. zu diagnostizieren. Die Diagnose einer Röteln-
infektion ist dadurch erschwert daß andere Virusinfekte
rubeoliforme Exantheme hervorrufen können, sowie
durch die Tatsache, daß ca. 50% der Rötelninfektionen
subklinisch verlaufen (1). Die vorsorgliche Röteln-Anti-
körper-Analytik ist daher Bestandteil der Schwangeren-
betreuung. Bei Rötelnverdacht während der Gravidität
fordern die Richtlinien zur Schwangerenbetreuung Rö-
teln-Antikörper-Titrationen an 2 zu unterschiedlichen
Zeitpunkten entnommenen Blutproben, - wenn bereits
in der ersten Serumprobe ein hoher Röteln-Antikörper-
Titer besteht IgM-Röteln-Antikörper-Analytik (2).
Vor IgM-Antikörper-Analyse sind die IgG-Antikörper zu
eJiminieren, um eine Beeinträchtigung der IgM-Antikör-

per-Bestimmung durch kompetitiv überlagernde IgG-
Immunglobuline auszuschließen. Die Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation als Refe'renzmethode zur IgM-Anti-
körper-Isolierung ist wie die Gelfiltration zeitaufwendig.
Ferner kann die IgM/lgG-Antikörper-Trennung unvoll-
ständig sein (3), bzw. es kann ein IgM-Antikörper-Verlust
von bis zu 50% entstehen (4). Es finden sich daher zahl-
reiche alternative Vorschläge zur IgM-Antikörper-Isolie-
rung: die Qualität der IgM-Antikörper-Präparation mit
der Dichtegradienten-UItrazentrifugation wurde bisher
von keiner alternativen Trennmethode erreicht (5, 6).
Die HPLC-Technik (High performance liquid chromato-
graphy) hat sich bei der Trennung von humanen Serum-
proteinen durch sterische Ausschlußchromatographie
bewährt (7, 8). 1982 beschrieb B. C. Schmidt erstmals
die HPLC-Trennung von Immunglobulinen an einem mit
einer hydrophilen Phase beschichteten Kieselgel (4).
H. Doerr (9) isolierte IgM-Antikörper zur Röteln-Antikör-
per-Analytik HPLC-chromatographisch; das eingesetzte
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Trägermaterial ermöglichte die Isolierung von 7s-lm-
munglobulin-freien IgM-Antikörpern in einer Ausbeute
von 25%. Mit verbesserten Trennmedien ist es möglich,
in kurzer Zeit Ig M-Antikörper verlustfrei quantitativ von
den 7s-lmmunglobulinen zu trennen (10). Die IgM-Rö-
teln-Antikörper-Analytik an mit Hilfe der HPLC durch
isokratische sterische Ausschlußchromatographie isolier-
ten IgM-Antikörper-Präparaten wird in der vorliegenden
Arbeit beschrieben.
Über eine präparative Isolierung der IgM-Antikörper ver-
laufende Analysentechniken sind auf kleine Analysen-
serien bei Infektionsverdacht begrenzt; dagegen sind
kommerzielle IgM-Röteln-Antikörper EIAs technisch gut
für die Durchführung großer Analysenserien geeignet;
damit eröffnet sich die Möglichkeit, durch IgM-Röteln-
Antikörper-Screening im Rahmen der Schwangerenbe-
treuung während der Schwangerschaft als stille Feiung
verlaufende Rötelninfektionen zu diagnostizieren. HPLC-
IgM-Röteln-Antikörper-Bestimmung und ein kommer-
zieller IgM-Röteln-Antikörper-EIA werden an Beispielen
gegenübergestellt.

Material und Methoden
Die vorliegende Studie basiert auf der IgM-Röteln-Anti-
körper-Bestimmung von bisher 50 Seren von Probanden
mit Rötel n-Verdacht (vorwiegend Kinder und Schwan-
gere), sowie auf der Analyse von 1 000 nicht ausgewähl-
ten Schwangerenseren.
a) Bei Patienten mit Röteln-Verdacht wird bei im HAH-
Test nachgewiesenen Röteln-Antikörpern eine Serum-
probe HPLC-chromatographisch getrennt. Bei 20 Pro-
banden erstellten wir ein komplettes Röteln-Antikörper-
Elutions-Profil, indem wir die aufkonzentrierten Eluat-
fraktionen im HAH-Test, in der radialen Immunhämolyse,
im IgM-, sowie im IgG-Röteln-Antikörper-El A analysier-
ten. Bei den folgenden Probandenseren führten wir die
gleichen Analysen am isolierten Ig M-Antikörper-Präpa-
rat durch.
b) Bei 1000 Serumproben von nicht ausgewählten
Schwangeren mit im HAH-Test nachgewiesener Röteln-
Immunität führten wir unabhängig von der Höhe des
HAH-Titers eine IgM-Röteln-Antikörper-EIA-Analyse
durch. Abweichend von den Grenzkriterien des Herstel-
lers isolierten wir bei Seren mit einem Grenzquotienten
Eproband:s.pos. Konu. > 0,8 die IgM-Antikörper durch HPLC-
Chromatographie. Die auf das Ausgangsvolumen auf-
konzentrierten IgM-Antikörper-Eluate wurden im HAH-
Test sowie im IgM-Röteln-Antikörper-EIA analysiert.
Die chromatographische Antikörper-Trennung erfolgte
mit einer LKB-HPLC-Anlage (HPLC-Pumpe 2150, Pho-
tometer 2151, Schreiber 2210, Fraktionensammler 2211
Superrac) an LKB-Ultropac TSK G 4000 SW.
Partikelgröße 13 ± 2
Fraktionierungsbereich für Proteine:
5000-1000000 Dalton
Chromatographie-Säulengröße 2,15x60 cm

Vorsäule 2,15 7,5 cm
Chromatographiert wurde 1 ml steril filtriertes Serum.
Trennmedium:
PBS pH 7,2/0,1 % N a N 3
(0,15 m NaCI/0,025 m Sörensen Phosphat-Puffer/
0,015mNaN3) .
Chromatographiegeschwindigkeit 2-5 ml PBS/min.
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Trenndauer:
bei 2 ml PBS/min 125 min
bei 5 ml PBS/min 50 min
bei überlappender Chromatographieführung bis 30 min
reduzierbar.
Photometrische Registrierung:
280 nm AUFS 2,56.
Das HPLC-Eluat wurde in 10 ml-Fraktionen gesammelt.
Zur Registrierung der Antikörper-Elutionsprofile wurden
bei 20 Seren die Fraktionen in Miniconzellen (Fa. Ami-
con) auf 0,5ml aufkonzentriert; im folgenden wurde der
IgM-Antikörper-Bereich (bei der verwendeten Chro-
matographiesäule bei 10ml Fraktionsvolumen Fraktion
12/13) als eine Fraktion gesammelt und auf das Aus-
gangsvolumen, in Grenzfällen auf ein geringeres Volumen
aufkonzentriert.
Die Röteln-Antikörper-Bestimmung der Seren sowie der
aufkonzentrierten HPLC-Fraktionen wurde entsprechend
den Arbeitsvorschriften der Hersteller durchgeführt:
Hämagglutinations-Hemm-Test:
Fa. Ortho Diagnostics Humane Test-Erythrozyten.
Radiale Immunhämolyse (RIH) (Hemolysis in gel Assay,
H IG-Test):
Agarplatten eigener Herstellung, Röteln-Antigen Fa.
Orion, Hammel-Erythrozyten Fa. Behring.
„HPLC-IgM-Röteln-Antikörper HAH-Test":
Röteln-Antikörper-HAH-Test am aufkonzentrierten
HPLC-IgM-Antikörper-Präparat.
IgG/IgM-Röteln-Antikörper-EIA:
Fa. Abbott.
Anti-Human-lgA-Antikörper (Kaninchen):
Fa. Behring.
Zur Neutralisation von IgA-Antikörpern inkubierten wir
100 aufkonzentriertes Eluat mit 200 Anti-lgA 1 Std.
bei 37 °C.
Nach dieser Vorinkubation wurde der Überstand der zen-
trifugierten Probe im Röteln-Antikörperr H AH-Test ana-
lysiert: die durch die Anti-lgA-Zugabe erfolgte Vorver-
dünnung des Eluats wurde bei der folgenden Titration
des Neutralisats im HAH-Test berücksichtigt, so daß die
Startverdünnung im HAH-Test 1:8 betrug.
Um Rheumafaktoren-bedingte Unspezifitäten auszu-
schließen, führten wir bei divergierenden IgM-Röteln-
Antikörper - EIA/H PLC - IgM - Röteln - Antikörper - H AH -
Befunden eine Rheumafaktoranalyse durch.
Rheumafaktor-Bestimmung: Latex-Test Fa. Behring.

Ergebhisse
Die aufkonzentrierten HPLC-Eluatfraktionen wurden wie
die nativen Serumproben im Hämagglutinations-Hemm-
Test titriert und durch radiale Immunhämolyse sowie im
IgM/IgG-Röteln-Antikörper-EIA analysiert.
Da im Gegensatz zur Dichtegradienten-Ultrazentrifuga-
tion bei der sterischen Ausschlußchromatographie die
unspezifischen Inhibitoren nicht von den 19s-lmmun-
globulinen getrennt werden, ist bei der Analyse der
H PLC-Präparate wie bei der Analyse des nativen Serums
eine MnCI2/Heparin-Vorbehandlung der aufkonzentrier-
ten Eluatfraktionen vor Durchführung des HAH-Tests er-
forderlich.



IgM-Röteln-Antikörper-Analytik bei Probanden
mit Rötelnverdacht

Der vorliegende Bericht basiert auf der Analyse von bisher
50 Seren von Probanden mit Rötelnverdacht. Die Qualität
der Trennung der IgM- von den IgG-Antikörpern am
Trennmedium LKB Ultropac TSK G 4000 SW wird an 5
repräsentativen Beispielen demonstriert.
Die graphische Darstellung der HAH-Titer~1 der HPLC-
Fraktionen veranschaulicht die Beteiligung der 19s/7s-
Antikörper an der Röteln-Immunität des Probanden.
Abb. 1 zeigt ein typisches HPLC-Serumprotein-Elutions-
spektrum.

Proband A (Alter 8 Jahre) Blutentnahme 5 Tage nach
Exanthembeginn (Röteln-Antikörper-HAH-Titer~1/RIH
64, IgM- und IgG-Röteln-Antikörper-EIA positiv). Das
HPLC-Eluat enthält 2 Röteln-Antikörper-Zonen: die zu-
erst eluierende Antikörper-Zone ergibt positive Röteln-
Antikörper-Befunde im HAH-Test sowie im IgM-Röteln-
Antikörper-EIA; in der RIH sowie im IgG-Röteln-Anti-
körper-EIA sind in diesem Fraktionierungsbereich keine
Röteln-Antikörper nachweisbar.
Der zweite Antikörper-peak weist identische Antikörper-
Grenzen im HAH-/RIH-Test sowie im IgG-Röteln-Anti-

korper-EIA auf; Ig M-Antikörper sind in der zweiten Anti-
korper-Zone im IgM-Röteln-Antikörper-EIA nicht nach-
weisbar. IgM- und IgG-Antikörper sind durch mehrere
Antikörper-freie Fraktionen getrennt (Abb. 2).
Bei Proband A besteht eine frische Röteln-Immunität
mit positiven IgM/lgG-Röteln-Antikörper-Befunden·
das Exanthem war Röteln-bedingt.
Proband B (22jährige Gravide) Blutentnahme 1 Woche
nach_rubeoliformem Exanthem (Röteln-Antikörper-Titer
HAH 1/R l H-Test 256, IgG-Röteln-Antikörper-EIA posi-
tiv, IgM-Röteln-Antikörper-EIA negativ). Das Röteln-
Antikörper-Profil des HPLC-Eluats weist im HAH-/RIH-
Test sowie im IgG-Röteln-Antikörper-EIA nur eine Rö-
teln-Antikörper-Zone im IgG-Antikörper-Bereich auf; bei
hohem Antikörper-Titer ist die IgG-Zone gering verbrei-
tert. Im Bereich der IgM-Antikörper-Fraktion sind mit kei-
ner Analysenmethode Röteln-Antikörper nachweisbar
(Abb. 3).
Bei Proband B besteht eine „alte" Röteln-Immunität: das
Exanthem war nicht Röteln-bedingt.
Proband C (40jährige Frau) 6 Wochen vor Blutentnahme
bestand ein rubeoliformes Exanthem. Röteln-Antikörper-
Titer HAH-VRIH 512, IgG-Röteln-Antikörper-EIA posi-
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Abb. 1: HPLC-Serumprqtem-Elutionsspektrum Chromatogra-
phie von 1 ml Serum an LKB Ultropac TSK G 4000 SW, Chroma-
tographiegeschwindigkeit 2 ml PBS/min. Photometrische Regi-
strierung bei 280 nm Aufs 2,56; Säulenmaße 2,15*60 cm mit
Vorsäule 2,15* 7,5 cm
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Abb. 2: Proband A. Röteln-Antikörper-Elutionsspektrum, HAH-
Test, akute Röteln-Infektion, Blutentnahme STage nach Exan-
thembeginn
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Abb. 3: Proband B. Röteln-Antikörper-Elutionsspektrum, HAH-
Test, „alte Röteln-Immunität"
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Abb. 4: Proband C. Röteln-Amikörper-Elutionsspektrum, HAH-
Test, Blutentnahme 6 Wochen nach Exanthem
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tiv - IgM-Röteln-Antikörper-EIA nach Grenzwertdefini-
tion des Herstellers negativ,

( Eprohand Es p Kontrollo = 0,8).

Die Analyse der aufkonzentrierten Eluatfraktionen weist
ein Zgipfeliges Röteln-Antikörper-Profil auf: die Fraktio-
nen des IgM-Antikörper-Bereichs ergeben positive
HAH- und IgM- Röteln-Antikörper- El A- Reaktionen, die
Fraktionen des IgG-Antikörper-Bereichs positive HAH/
R I H und IgG-Röteln-Antikörper-EIA-Befunde (Abb. 4).
Bei Proband C sind nach Grenzwertdefinition des Her-
stellers bei Analyse des nativen Serums im IgM-Röteln-
Antikörper-EIA keine Röteln-Antikörper nachweisbar.
Das auf 250 . also um den Faktor 4 gegenüber Serum
aufkonzentrierte HPLC-IgM-Antikörper-Präparat ergibt
dagegen sowohl im H AH-Test als auch im IgM-Röteln-
Antikörper-EIA positive IgM-Röteln-Antikörper-Be-
funde.
Das beobachtete Exanthem war wahrscheinlich Rubeo-
len-bedingt.
Proband D (27jährige Gravide) Rötel n-Anti korper-Titer-
H AH -Test"1 /R l H 256, IgG - Röteln-Antikörper- El A
positiv, IgM-Röteln-Antikörper-EIA negativ (Epr0band:
Es p Kontrolle = 0,6). Die aufkonzentrierten H PLC-Eluat-
fraktionen ergeben im H AH-Test, in der RIH, sowie im
IgG-Röteln-Antikörper-EIA nur im IgG-Bereich positive
Befunde. Im IgM-Bereich ist bei negativem HAH-Test im
IgM-Röteln-Antikörper-EIA ein unterhalb des Grenz-
werts gelegenes Extinktionsmaximum zu beobachten.
Gemäß Grenzwertdefinition des Herstellers des IgM-
Röteln-Antikörper-EIA ist in Übereinstimmung mit dem
IgM-HPLC-HAH-Befund der beschriebene IgM-Röteln-
Antikörper- Befund als negativ zu werten, doch kann der
unterschwellige El A-Extinktionsgipfel im IgM-Bereich
durch eine geringe IgM-Röteln-Antikörper-Konzentra-
tion bei länger zurückliegender Rötelninfektion bedingt
sein.
Die Röteln-Antikörper-Analyse der H PLC-Eluatfraktionen
mit verschiedenen Analysentechniken bestätigt die bei
vorangegangenen Analysen (10) beobachtete HPLC-
Trennqualität für IgM/lgG-Antikörper: mit Hilfe der
H PLC-Technik ist es möglich, durch sterische Ausschluß-
chromatographie an LKB Ultropac TSK G 4000 SW in
kurzer Zeit IgM/lgG-Antikörper quantitativ zu trennen.
Die isokratische Chromatographie ermöglicht eine rasche
Trennfolge ohne zwischenzeitige Regeneration des
Trennmaterials.
Bisher analysierten wir Seren von 50 Probanden mit
Rötelnverdacht unter den beschriebenen Versuchsbedin-
gungen: bei 29 Seren (58%) beobachteten wir sowohl
im IgM-Röteln-Antikörper-EIA als auch im HPLC-IgM-
Antikörper-Präparat im HAH-Test positive IgM-Röteln-
Antikörper- Befunde.
Bei 2 Probanden (4%) waren nach Grenzwertdefinition
des Herstellers im IgM-Röteln-Antikörper-EIA keine Rö-
teln-Antikörper nachweisbar, dagegen ergab das aufkon-
zentrierte IgM-HPLC-Eluat sowohl im H AH-Test als auch
im IgM-Röteln-Antikörper-EIA positive IgM-Röteln-
An'tikörper-Befunde. - Bei 2 Probanden (4%) ergab der
IgM-Röteln-Antikörper-EIA positive Befunde bei negati-
vem HPLC-IgM-Röteln-Antikörper-HAH-Test (und ne-
gativem Rheumafaktor): 4% positive IgM-Röteln-Anti-
körper-EIA-Befunde, die nicht durch den HAH-Test am
IgM-HPLC-Präparat bestätigt werden konnten, wurden
als unspezifisch positive IgM-Röteln-Antikörper-EIA-
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Abb. 5: Proband E. Rötel n-Antikörper-Elutionsspektrum, HAH-
Test, akute Röteln-Infektion, Antikörper-Spektrum vor und nach
Neutralisation von IgA-Antikörpern mitAnti-lgA

Befunde gewertet. Bei 17 Probanden (34%) waren in
keinem Analysenverfahren IgM-Röteln-Antikörper nach-
weisbar. Bei 38% der Probanden war das Exanthem nicht
Röteln-bedingt.
Nach Angabe des Herstellers ist der in der vorliegenden
Arbeit eingesetzte IgM-Röteln-Antikörper-EIA so einge-
stellt, daß innerhalb einer Zeitspanne von 8-21 Tage
nach Exanthembeginn positive IgM-Röteln-Antikörper-
Befunde zu erwarten sind. Nach Verstreichen dieser Zeit-
spanne beobachteten wir bei mehreren Probanden bei
nach Grenzwertdefinition des Herstellers der IgM-Rö-
teln-Antikörper-EIAs negativen Befunden im HPLC-
IgM-Antikörper-Präparat positive HAH-Röteln-Antikör-
per-Titer; andererseits wurden positive Röteln-Antikör-
per-El A-Befunde wiederholt nicht im H PLC-IgM-Rö-
teln-Antikörper-H AH-Test bestätigt.

Ig A - Röteln -Antikörper bei akuter Röteln - Infektion
Bei akuten Röteln-Infektionen beobachteten wir bei eini-
gen Probanden zwischen IgM- und IgG-Fraktionen eine
Zone von Röteln-Antikörpern, die nur im HAH-Test, nicht
dagegen in der RIH, sowie weder im IgM- noch im IgG-
Röteln-Antikörper-EIA dargestellt wurden (Abb. 5, Pro-
band E). Diese Röteln-Antikörper sind durch Anti-lgA-
Antikörper neutralisierbar, gehören also zur Immunglobu-
linklasse IgA. In einer früheren Studie (10) hatten wir
beobachtet, daß l g A-Antikörper mit kürzerer Retentions-
zeit als die IgG-Antikörper von LKB Ultropac TSK G 4000
SW eluiert werden.
Nach Neutralisation der IgA-Röteln-Antikörper ist das
Röteln-Antikörper-HPLC-Elutionsprofil identisch mit
Abb. 2.
Im Serum IgM-Röteln-Antikörper negativer Probanden
mit alter Röteln-Immunität sind im HPLC-Eluat im IgM/
IgG-Intervall keine Röteln-spezifischen IgA-Antikörper
nachweisbar (10 Probanden): IgA-Röteln-Antikörper
sind wie Ig M-Antikörper nur bei akuter Röteln-Infektion
zu beobachten.
Analyse von Serum von Schwangeren
ohne Röteln-Verdacht
1000 Seren von Schwangeren mit positiven HAH-
Röteln-Ahtikörper-Befunden analysierten wir unabhän-
gig von der HAH-Antikörper-Titerhöhe mit einem kom-



merziellen Ig M-Röteln-Antikörper-El A. Da wir bei IgM-
Röteln-Antikörper-Analytik bei Probanden mit Röteln-
Verdacht wiederholt auch bei niedrigen HAH-Röteln-
Antikörper-Titern - je nach Zeitpunkt der Blutentnahme
nach Symptombeginn - Ig M-Antikörper beobachteten
und bei der Suche nach als stiller Feiung abgelaufenen
oder ablaufenden Rötelninfektionen jeder HAH-Röteln-
Antikörper-Titer mit IgM-Antikörpern kombiniert sein
kann, führten wir eine ergänzende IgM-Röteln-Antikör-
per-Analytik nicht nur bei hohen H AH-Titern durch, die
auch durch Boosterung einer „alten" Rötelnimmunität
bedingt sein können. Da wir weiterhin bei mehreren Pro-
banden bei einem Grenzquotienten von 0,8 im HPLC-
IgM-HAH-Röteln-Antikörper-Test IgM-Röteln-Anti-
körper nachweisen konnten, isolierten wir abweichend
von den Grenzwertangaben der Hersteller ab Grenzquo-
tient Eproband : Es.pOs.Kontrolle > 0,8 die IgM-Antikörperdurch
sterische HPLC-Ausschlußchromatographie an LKB Ul-
tropac TSK G 4000 SW.
Bei 9 Probanden wurde der von uns gewählte Grenzwert
von 0,8 überschritten, bei 7 der Grenzwert des Herstellers.
Die HAH-Röteln-Antikörper-Titer~1 der Seren lagen zwi-
schen 32-512. Die aufkonzentrierten IgM-HPLC-Eluate
wurden im HAH-Test sowie erneut im l g M-Rötel n-Anti-
körper-El A analysiert: Bei 14 ergänzend analysierten Pro-
bandenseren waren im HPLC-IgM-Röteln-Antikörper-
H AH-Test keine Röteln-Antikörper nachweisbar. Bei 2
Probanden (beide HAH~1-Titer 128) ergab der HPLC-
IgM-Röteln-Antikörper-HAH-Test positive IgM-Röteln-
Antikörper-Befunde: bei 1 Probandin bestand bis zur
Blutentnahme zur serologischen Analyse eine unauffäl-
lige Anamnese; bereits 1 Woche später erfolgte ein wahr-
scheinlich Röteln-induzierter Spontanabort. Bei der
zweiten Schwangeren mit positivem IgM-Röteln-Anti-
körper-Befund war ca. 4 Monate vor Analyse eine aktive
Röteln-Impfung durchgeführt worden: DD verlängerte"
IgM-Röteln-Antikörper-Persistenz nach aktiver Röteln-
Impfung/Rötelninfektion bei Impfversager,
Mit dem IgM-Röteln-Antikörper-EIA gelingt es als stille
Feiung abgelaufene Rötelninfektionen zu diagnostizie-
ren. Die Quote grenzwertiger IgM-Röteln-Antikörper-
EIA-Befunde bei 1000 Probanden lag bei 1,6%, die
Quote durch unabhängige Analysenverfahren bestätigter
IgM-Röteln-Antikörper-Befunde bei 0,2%. Die Anzahl
positiver und grenzwertiger IgM-Röteln-Antikörper-
Befunde ist durch längere Analysenserien weiter abzuklä-
ren; jahreszeitlich bedingte Differenzen sind zu erwarten.
Hervorzuheben ist besonders eine erhebliche Zahl grenz-
wertiger Befunde im IgM-Röteln-Antikörper-El A, die
einer ergänzenden Abklärung bedürfen.

Diskussion
Trotz aktiver Röteln-Immunisierung und serologischer
Schwangerenbetreuung wird das Risiko einer Röteln-
infektion in' der Frühschwangerschaft in der BRD auf
0,12-0,15% (11), die Röteln-bedingte Mißbildungs-
quote auf 1 -2 pro 1 000 Lebendgeburten (12) geschätzt.
Da eine diagnostizierte Rötelninfektion in der Früh-
schwangerschaft eine Indikation zur Interruptio darstellt
ist die z. Zt. noch bestehende Röteln-bedingte Mißbil-
dungsrate wahrscheinlich überwiegend durch subklini-
sche Rötelninfektionen bedingt: ca. 50% der Rötelninfek-
tionen verlaufen als stille Feiung. Durch ergänzende IgM-
Röteln-Antikörper-Bestimmung sollte es möglich sein,
während der Schwangerschaft subklinisch verlaufende
Infektionen zu erkennen und so die noch bestehende

Röteln-bedingte Mißbildungsrate zu senken. Eine über
präparative Isolierung der IgM-Antikörper verlaufende
IgM-Röteln-Antikörper-Analytik ist wegen des techni-
schen und zeitlichen Aufwands auf kleine Analysenserien
begrenzt. Kommerzielle IgM-Röteln-Antikörper-EIAs er-
öffnen dagegen die Möglichkeit, große Analysenserien
zu untersuchen. Die mit z. Zt. zur Verfügung stehenden
IgM-Röteln-Antikörper-El A-Kits erzielten Ergebnisse
sind beim Screening im Rahmen der Schwangerenbe-
treuung in mehrfacher Hinsicht kritisch zu werten:
1. Nach Angabe des Herstellers besitzt der in der vorlie-
genden Arbeit eingesetzte IgM-Röteln-Antikörper-El A
eine optimale Nachweisempfindlichkeit innerhalb einer
Zeitspanne von 1 -3 Wochen nach Symptombeginn; be-
reits 3 Wochen nach Röteln-Manifestation soll mit hoher
Wahrscheinlichkeit die IgM-Röteln-Antikörper-Konzen-
tration unter der Grenze der Nachweisbarkeit liegen. Da-
gegen beobachtete Eggers (13) bei einer Verlaufsstudie
nach Rötelninfektion bzw. -Impfung in jedem Fall bis 10
Wochen nach Immunisierung im HAH-Test IgM-Röteln-
Antikörper bei Isolierung der IgM-Antikörper durch Dich-
tegradienten-Ultrazentrifugation; bei einigen Probanden
persistierten IgM-Röteln-Antikörper bis 1 Jahr post in-
fectionem. Bei negativem IgM-Röteln-Antikörper-EIA
beobachteten wir wiederholt im HAH-Test am IgM-
HPLC-Präparat positive IgM-Röteln-Antikörper-Be-
funde. Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte IgM-
Röteln-Antikörper-EIA zielt auf die Diagnostik einer aku-
ten Rötelninfektion. Die analytische Empfindlichkeit die-
ses IgM-Röteln-Antikörper-EIAs ist erheblich geringer
als die bei Dichtegradientenpräparation mit folgendem
klassischem Antikörper-Nachweis. Unter Berücksichti-
gung der Halbwertzeit der IgM-Antikörper und der hohen
Empfindlichkeit von EIAs bei der Quantifizierung anderer
Antikörper sollte durch Modifizierung des bestehenden
Analysenverfahrens eine Steigerung der Empfindlichkeit
dieser IgM-Röteln-Antikörper-EIA möglich sein. So
sollte es gelingen, die ausgewiesene 3-Wochenfrist des
IgM-Röteln-Antikörper-Nachweises nach Rötelninfek-
tion auf eine größere Zeitspanne zu erweitern. Im Rahmen
der Schwangerenbetreuung wäre ein zuverlässiger Rück-
blick auf das erste Trimenon zu fordern.
2. Andererseits ist die Definition eines IgM-Röteln-Anti-
körper-Grenzwertes problematisch. Die Richtlinien zur
ärztlichen Betreuung während der Schwangerschaft defi-
nieren einen HAH-Grenztiter, der eine bestehende
Röteln-Immunität beweisen soll: IgG-Röteln-Antikör-
per-EIAs sind auf diesen Grenztiter kalibrierbar.
Ein positiver IgM-Röteln-Antikörper-Befund gilt unab-
hängig von der Konzentration der Röteln-spezifischen
IgM-Antikörper als Beweis für eine kürzlich abgelaufene
Rötelninfektion. Es gilt aber zu vermeiden, daß das Unge-
borene etwa mit einer bereits vor Schwangerschaftsbe-
ginn abgelaufenen Rötelninfektion belastet wird. Versu-
che, durch IgM-Röteln-Antikörper-Titration oder durch
Quotientenbildung IgM/lgG-Röteln-Antikörper-Titer
den Zeitpunkt der Rötelninfektion einzugrenzen (13, 14)
führten bislang nicht zu einer klaren Definition. Individu-
elle unterschiedliche Intensität der Antikörperbildung so-
wie unterschiedliche Dauer der Antikörper-Persistenz er-
schweren eine Eingrenzung des Infektionszeitpunktes.
3. Bei der IgM-Röteln-Antikörper-Analytik mit dem EIA
eines anderen Herstellers beobachtete Lennartz (5) bei
Vergleich mit dem HAH-Test am Dichtegradienten-Ultra-
zentrifugations-Präparat 8% unspezifische positive Be-
funde. Bei dem in der vorliegenden Arbeit eingesetzten
EIA registrierten wir eine Unspezifitätsquote von 4%.
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Wegen der Möglichkeit von unspezifisch positiven sowie
falsch negativen IgM-Röteln-Antikörper-El A-Befunden
ist zur Bestätigung eines positiven sowie zur Klärung
eines zweifelhaften EIA-Befundes eine unabhängige
zweite Analysenmethode zur IgM-Röteln-Antikörper-
Analytik unverzichtbar.
Die in der vorliegenden Studie angewandte Chromato-
graphietechnik sowie das geprüfte Trennmedium, sind
hinsichtlich Trennqualität und Trenngeschwindigkeit
anderen Trennverfahren deutlich überlegen und zur Tren-
nung von IgM/lgG-Antikörpern für serologische Frage-
stellungen, insbesondere zur Klärung der Röteln-Immu-
nitätslage gut geeignet. Die verlustfreie, quantitative Iso-
lierung der IgM-Antikörper von den IgG-Antikörpern
gewährleistet die bestmögliche Nutzung der Emp-
findlichkeit einer der Antikörper-Präparation folgenden
spezifischen Antikörper-Analytik.
Die sterische Ausschlußchromatographie mit Hilfe der
HPLC ist eine gleichwertige Alternative zur Dichtegra-
dienten - U Itrazentrif ugation.
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