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Ein ncuer indirekter Immunfluoreszenztest zum Nachweis
Rotelnvirus-spezifischer IgG- und IgM-Antikorper

A new indireet immunofluorcseence test for the detection of Rubella virus specific

lgG- and IgM-antibodies

. Dangel " Ingrid /»’u/)/)'. Gabricle Déller®, Christa Merk!, W, Merk’

Zusammenfassung

Die Ritelnvirusdiagnostik hat besondere Bedeutung
in der Schwamgerschalt: Bei der Bestimmung des
Immunstatus mlm der Diagnose einer akuten lnl(,k—
tion. ciner Rulvlmuus-Rvmfcl\lmn nach einer frii-
heren Implung oder cines kongenitalen Rételn-Syn-
droms.

Fiir die serologische Diagnostik akuter Rotelnvi-
rusinfektionen und zur Besummuu«r des Immunsta-
tus stehen verschiedene vom Pdul Ehrlich-Instirut
zugelassene Testverfahren zur Verfiigung.

Mit dem hier vorgestellten, neuen, indirekten
Immunfluoreszenziest ,,Fluorimmun-Rubella® kén-
nen sowohl Rételnvirus-IgM-Antikorper als auch
Rotelnvirus-IgG-Antikérper  nachgewiesen  und
somit zur Diagnose einer akuten Rételnvirusinfek-
tion und zur Abklérung des Rételnimmunstatus ein-
gesetzt werden.

Insgesamt wurden 663 Seren mit dem neuen IFT
und mit den zugelassenen Tests Himagglutinations-
hemmitest, Hamolyse in Gel-Test, indirekter Enzym-
immunoassay und p-Capture-ELISA gepriift.

Der Methodenvergleich ergab fiir die IgM-Bestim-
mung im ,Fluorimmun-Rubella® eine Spezifitit von
99.6 %, bei einer Sensitivitit von 90,8 % und einen
Vorhersagewert von 98.6 %. Fiur die IsG-Bstimmung
wurde cine Spezifitiit von 92,9 % bei einer Sensitivi-
tiat von 97.1 % und cinem Vorhersagewert von 96,8 %
errechnet. Aufgrund der Ergebnisse ist dieser Test bei
der Rételnvirus-IgM- und IgG-Bestimmung mit den
zum Vergleich verwendeten Routinetests vergleichbar.
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Summary

The ability to detect rubella virus in determining
immune status or diagnosing acute infection, rubella
virus reinfection following vaccination or congenital
rubella syndrome is particularly important during
pregnancy. Various serological assays are available
for use in diagnosing acute rubella infection which
have been approved by the Paul Ehrlich Institute.

The new indirect immune fluorescence test “Fluo-
rimmun-Rubella” (IFT) presented here is designed
for detecting both rubella IgM antibodies and
rubella infection and clarifying rubella immune sta-
tus.

In this study 663 scra were tested using IFT and
compared with the following approved rubella assays
hemagglutination-inhibition-test, hemolysis in gel-
test, indirect enzyme immunoassay and p-capture-
ELISA.

A total of 663 serum samples were tested in this
study using the new IFT and compared with the fol-
lowing approved tests:. hemagglutination inhibition
test, hemolysis in gel test, indirect enzyme immuno-

assay, and p-capture-ELISA. I luorimmun-Rubella-

IgM showed a specificity of 99.6 %, a sensitivity of
90.8% and a predictive value of 98.6% for the
detection of rubella virus IgM antibodies. For the
detection of rubella virus IgG antibodics, Fluorim-
mun-Rubella-IgG showed a specilicity of 92.9%. a
sensitivity of 97.1% and a predictive value of
96.8 %. Our results demonstrate that this test is
comparable with other licensed rubella assays used
in routine diagnosis.

Key words

Rubella — indirect immunolluorescence test — 1gG-
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Einleitung

Rételnvirusinfektionen  verursachen  meist  eine
harmlos verlaufende Kinderkrankheit, wobei es zu
ciner Krankheitshéufung bei Kindern zwischen dem
dritten und zehuten Lebensjahr kommt.
Rotelnvirusinfektionen  sind  jedoch in  der
Schwangerschaft aufgrand ihrer teratogenen Wir-

kung sehr gefiirchtet, da sie, vor allem bei ciner -

Infektion im ersten Trimenon, zu schweren kongeni-
talen Defekten fiihren kimnen [1]. Rételnvirusinfek-
tionen lassen sich aufgrund der Symptomatik oft
nur schwer klinisch diagnostizieren. Dariiber hinaus
verlaufen 30—40 % der Infektionen inapparent bzxw.
subklinisch [2]. Auch bei Auftreten eines Exanthems
ist die Diagnose .Roteln” nicht sicher, da andere
Viren z.B. Echo-, Adeno-, Epstein-Barr-, Influenza-
und Coxsackieviren dhnliche Hauterscheinungen
hervorrufen kénnen. Die serologische Diagnostik
kann jedoch Aufschluff geben, ob kiirzlich cine
Rételnvirusinfektion stattgefunden hat oder ob
Immunitét gegen Rételn vorliegt. Hierzu stehen ver-
schicdene Testmethoden zur Verfiigung, =z.B.
Hamagglutinationshemmtest (HHT) [3], Hamolyse
in Gel-Test (I1iG), indirekter Enzymimmunoassay
(ELISA) oder p-capture-ELISA. Von den derzeit
geltenden Mutterschaftsrichtinien des Bundesaus-
schusses der Arzte und Krankenkassen wird zur
Uberpriifung des Immunstatus ein HHT in Deutsch-
land vorgeschrieben [4]. Zur serologischen Erfas-
sung einer akuten Infektion ist der Nachweis Roteln-
virus-spezifischer IgM-Antikérper erforderlich oder
der Nachweis eines Titeranstieges Rotelnvirus-spezi-
fischer 1gG-Antikérper um 2 oder mehr als 2 Titer-
stufen zwischen Erst- und Zweitserum (im Abstand
von 2—4 Wochen).

Die vorlicgende Studie sollte ermitteln, ob der
indirekte Immunfluoreszenztest ..F-Rubella®, dem
ein anderes Testprinzip als den vorgenannten Tests
zugrunde liegt, zur Erkennung einer akuten Roteln-
virusinfektion durch den Nachweis spezifischer 1gM-
Antikérper und zur Bestimmung des Immunstatus
durch Nachweis spezifischer IgG-Antikorper geeig-
net ist.

Abkiirzungen:

IFT indirekter Immunfluoreszenztest
HHT = Hamagglutinationshemmtest
HIC = Hiimolyse in Cel-Test

F-Rubella = FLUORIMMUN®-Rubella

Material und Methoden
Seren

Insgesamt  wurden 663 Scren untersucht. Das
Serumpanel fiie den IgM-Nachweis bestand aus 307
Seren, davunter Seren von Patienten mit Verdacht
auf akute oder kiirzlich zuriickliegende Rotelvirus-
infektion und Seren mit fehlenden Rételnvirus-1gM-
Antikorpern. Die Seren wurden mit versehiedenen
zugelassenen IgM-ELISAs ausgetestet.

Das Serumpanel fiir den lgG-Nachweis bestand
aus 356 Scren, darunter Scren mit HHT-Titer =
1:32, HHT-Titer 1:8 oder 1:16 und Seren mit
HHT-Titer < 1:8. Die 1gC-Seren wurden im zuge-
lassenen HiG, ELISA oder HHT untersucht. Bei 48
Seren aus dem IgM-Serumpanel und bei 2+ Seren
aus  dem IgG-Serumpanel  waren  pathologische
Serumverdnderungen, die miglicherweise mit dem
F-Rubella interferieren kénnten, bekannt. In diesen
Seren wurden C-reaktives Protein (CRP zwischen 7
und 139 mg/l), Antistreptolysin (ASL zwischen 187
und 266 IE/ml) oder Rheumalaktoren (RT zwischen
23 und 161 mU/ml oder positiv im Rapi-Tex®)
nachgewiesen (Medizinisch-Diagnostisches  Labor

PD Dr. R. Wepler, Ulm).

Immunfluoreszenztest

Der Rételn-lmmunfluoreszenztest (IFT, [-Rubella)
wwrde in Anlehnung an den Fluorimmun-Influenza
als indirckter Iimmunfluoreszenztest entwickele [5.
06, 7]. Grundlage des Tests\jst die Bindung Rételnvi-
rus-spezifischer Scrum-Antikérper an  die mit
Rételnvirusantigen beschichicten Kiikenerythrozy-
tenauf Objekttrdagern. Gebundene Antikdrper wer-
den anschlieBend mit FITC-markicerten anti-hu-
man-IgM- bzw. -IgG-Antikérpern nachgewicsen. Dic
Bewertung .,positiv* oder .negativ® und die Erken-
nung unspezifischer Fluoreszenz wurde durch die
iiberwiegende Anzahl der mit  Kontrollantigen
beschichteten Erythrvozyten im gleichen Blickfeld
crleichtert. 10-20 % Rételnvirusantigen beschich-
tete und 80-90% Kontrollantigen beschichtete,
konservierte Erythrozyten wurden aul Objekttriiger
fixiert. Die Herstellung von Kontrollantigen erfolgte
in der gleichen Weise wie Rételovirusantigen. als
Ausgangsmaterial wurde Zellkultur-Uberstand aus
nicht infizierter Zellkultur verwendet.

Im F-Rubella-IgM  (qualitativer IgM-Nachweis)
wurden dic Seren nach Rheumafaktorabsorption
gemiifs den Herstellerangaben (RF-Absorbens von
Bebringwerke AG, Marburg) und nach Verdiinnung
mit PBS (Endverdiinnung 1:12) cingesetzt (10 wl
pro Objektirdgerfeld). Nach 90 Minuten Inkubation
bei 37°C in ciner feuchten Kammer wurden die
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Objekttriger gewaschen, Beim Waschen warden die
Objekttriiger kwrz eciumal in PBS getancht und
danach 10 Minuten in PBS bei Raumtemperatur
unter Riihren stehen gelassen. Anschliefiend wurden
die Objekitviiger in deionisiertemn Wasser 1 Minute
hei Raumtemperatur unter Riihren stehen gelassen.
Nach dem Waschen wurden die Objekttriiger mit
cinem Fén getrocknet. AnschlieBend wurden pro
Objekttriigerfeld 10 Wl FITC markierte anti-human-
leM-Andkirper (Labor Dr. Koch = Dr. Merk, Och-
senhausen) zugegeben und 60 Minuten bei 37 °C in
ciner feuchten Kammer inkubiert. Danach wurden
die Objektiriiger gewaschen, getrocknet (s.0.) und
mit Spezial-Einbettungsmedinm (Labor Dr. Koch —
Dr. Merk. Ochsenhausen) cingebettet. Der Nachweis
gebundener Rételnvirus-spezifischer  IgM-Antikor-
per crfolgte im  Fluoreszenz-Mikroskop™  (s.uw.).
Rételvirus-IgM-positives  und  -negatives  Serum
wurden als Kontrollen mitgefiihrt.

Im F-Rubella-1gG (semiquantitativer IgG-Nach-
weis) wurden die Seren in den Verdiinnungen 1:40,
1:80 und 1:160 eingesetzt (10 pl pro Objekttriger-
feld). Inkubations-, Wasch- und Einbettungsbedin-
gungen waren die gleichen wie im F-Rubella-IgM-
Test. Der Nachweis gebundener Rotelnvirus-spezifi-
scher [gG-Antikorper erfolgte mit FITC markierten
anti-human-lgG-Antikérpern (Labor Dr. Koch — Dr.
Merk, Ochsenhausen).

Die Reproduzierbarkeit des Immunfluoreszenz-
tests wurde durch die Titration von IgM- und IgG-
Standardseren gepriift. Als Grenztiter galt diejenige
Verdiinnung, bei der gerade noch eine positive Reak-
tion abgelesen wurde.

Mikrophotographie und Mikroskopie

Zur Standardisierung der Test-Ablesung und -Beur-
teilung wurden photographische Aufnahmen ver-
schieden starker Fluoreszenzen unter dem Fluores-
zenz-Mikroskop Laborlux K (Fa. Leitz, Wetzlar) mit
Auflicht und der Filterkombination fiir FITC ange-
fertigt. Die wmikrophotographischen Aufnahmen
wurden mit einer Nikon I 601 Kamera angefertigt
[Filterkombination: I 2 (BP 450-490, LP 515);
Film: Kodak Ektachrom 400, Tageslicht; Adapter:
MPS 12; Objektiv: 160/0,17 EF 40/0,65 (Fa. Leitz,

Wetzlar), ohne Okular, mit Spezial-Einbettungsme- -

dium (Labor Dr. Koch — Dr. Merk, Ochsenhausen)].

Vergleichsmethodeh

Als Vergleichsmethoden wurden folgende vom Paul-
Ehrlich-Institut zugelassene Testkits eingesetzt:
Hiimolyse in Gel-Test (HiG) (Labor Dr. Koch — Dr.
Merk, Ochsenhausen), Roteln-HHT Rubenosticon
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(Fa. Organon Teknika, Eppelheim). die ELISA-Kits
Eti-Rubek M reverse (anti-u-Prinzip) und Eti-
Rubek G (indirekter ELISA, Fa. Sorin, Diisseldorf}
sowie Enzygnost-Rubella IgM bzw. IgG (indirekter
LLISA, Fa. Behringwerke AG, Marburg). Die Test-
durchfithrungen erfolgten nach Testvorschrift des
jeweiligen Flerstellers. Die Ergebnisse wurden als
SPOsitivy, L negativ® oder ,grenzwertig™ angegeben.

Ergebnisse
Ablesung des Immunfluoreszenztestes

Die Ablesung cines Immunfluoreszenztestes wird oft
als subjektiv empfunden. Als Moglichkeit zur Stan-
dardisierung der Ablesung wurden mikrophotogra-
pische Aufnahmen von stark-positiven, schwach-
positiven und negativen Seren unter vergleichbaren
Bedingungen hergestellt. Die Abbildungen 1—4 zei-
gen die Reaktionsbilder von stark-positiv (+++)
bis negativ. Eine stark-positive Reaktion (+++ oder
++, Abb. 1, 2) zeigte eine deutlich gelbgriine Fluo-
reszenz, eine gerade noch positive Reaktion (+, =
Titer in Abb. 3) eine schwach gelbgriine Fluoreszenz
der mit Rotelnvirusantigen beschichteten Erythrozy-
ten, die sich von den negativen, rot erscheinenden
Kontrollerythrozyten, unterschieden. Mogliche
unspezifische Reaktionen konnten dadurch sofort
erkannt werden. Eine negative Reaktion zeigte keine
gelbgriine Tluoreszenz, alle Erythrozyten fluores-
zierten durch die Gegenfirbung mit Evans blue rot.

IgM-Nachweis

Der F-Rubella-IgM wurde als Testmethode zum qua-
litativen Nachweis von Rételnvirus-spezifischen
IgM-Antikérpern bei Patienten mit akuter oder
kiirzlich  zuriickliegender  Rételnvirusinfektion
gepriift. Rheumafaktoren (RF) konnen in indirekten
Immunoassays, mit denen erregerspezifische IgM-
Antikorper bestimmt werden, ein falsch-positives
Ergebnis verursachen und wurden durch Vorbe-
handlung des Serums mit RF-Absorbens entfernt
(8].
In der IgM-Studie wurde der [-Rubella-IgM mit
einem p-Capture-ELISA (Eti-Rubek M reverse)
(206 Seren) sowie mit einem indirekten IgM-ELISA
(Enzygnost-Rubella IgM) (101 Seren) verglichen.
Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht iiber die Ergebunisse
der vergleichenden Untersuchung bei insgesamt 307
(206/101) Seren.

Der F-Rubella-IgM und der Eti-Rubek M reverse
zeigten eine Ubereinstimmung bei 96,6 % der Seren
(n = 206). 47 Seren waren tbereinstimmend IgM-
positiv und 152 Seren iibereinstimmend IgM-nega-
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Abb. 1. ,+++“-Reaktion. Deutlich gelbgriine Fluores-
zenz der mit Rételnvirusantigen beschichteten Erythro-
zyten, die sich von den negativen, rot erscheinenden
Kontrollerythrozyten unterscheiden

Abb. 2. ,++“-Reaktion. Gelbgriine Fluoreszenz der mit
Rotelnvirusantigen beschichteten Erythrozyten, die sich
von den negativen, rot erscheinenden Kontrollerythro-
zyten unterscheiden

Abb. 3. ,+“-Reaktion = Titer. Schwach gelbgriine Fluo-
reszenz der mit Roételnvirusantigen beschichteten
Erythrozyten, die sich von den negativen, rot erschei-
nenden Kontrollerythrozyten unterscheiden. Bei dieser
Reaktion ist der Serumtiter erreicht
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Abb. 4. ,—“-Reaktion = negativ. Keine gelbgriine Fluo-
reszenz, alle Erythrozyten fluoreszieren rot

tiv. Zwei Ergebnisse waren abweichend. Die beiden
Seren wurden im F-Rubella-IgM cinmal und im p-
capture-ELISA zweimal nachgepriift. Bei cinem der
Seren war der F-Rubella-1gM insgesamt zweimal
negativ und der p-capture-ELISA insgesaint zwei-
mal positiv und cinmal in der Grauzone. Bei dem

Tabelle 1. Vergleichende Priifung auf Rotelnvirus-spezifische
IgM-Serum-Antikérper im Fluorimmun-Rubella-IgM und den
Vergleichsmethoden Eti-Rubek M reverse und Enzygnost-
Rubella IgM

Ergebnisse im
Fluorimmun-
Rubella-IlgM und der
Vergleichsmethode

Vergleichsmethoden

Eti-Rubek M
reverse
n =206 (100 %)

Enzygnost-
Rubella IgM
n=101 (100 %)

gemeinsam positiv 47 22
gemeinsam negativ 152 73

gesamt (%) 199 (96,6 %) 95 (94,1 %)

Fluorimmun-Rubella-
IgM und
Vergleichsmethode
abweichend:

positiv im Fluorimmun- 1 0
Rubella-IgM und

negativ in der

Vergleichsmethode

negativ im Fluorimmun- 1 6
Rubella-igM und positiv

in der -
Vergleichsmethode

gesamt (%) 2(1%) 6 (5,9 %)

Prufergebnis im 5 (2,4 %) 0(0%)
Fluorimmun-Rubella-

IgM und der

Vergleichsmethode

grenzwertig

Lab. med. 19: 78-86 (1995)
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zweiten Serum war der F-Rubella-JgM zweimal posi-
tiv and der p-eapture-ELISA cinmal negativ und
zweimal positiv. Bei 5 Seren konuote bei beiden Test-
methoden keine klare Zuorduung gemacht werden;
dei der 5 Seren zeigten im F-Rubella-IgM eine posi-
tive Reaktion und im p-capture-ELISA einen Grenz-
wert. Bei den beiden anderen Seren handelte es sich
wm Rhenmalaktor-positive Seren (vgl. auch Tabelle
9

Beim Vergleich des F-Rubella-lgM mit dem indi-
vrekten ELISA Enzygnost-Rubella IgM zeigte sich bei
den untersuchten Seren (n = 101) eine Ubereinstim-
mung der Ergebnisse von 94,1% (= 95 Seren). 22
Seren waren iibereinstimmend TgM-positiv und 73
Seren iibereinstimmend IgM-negutiv. Die 6 abwei-
chenden Seren zeigten alle im indirekien ELISA
einen schwach-positiven Titer (Grenztiter), withrend
dic Frgebnisse im F-Rubella-IgM negativ waren.
Hier stellt sich die Frage der velevanien IgM-Antikér-
per-Konzentration in Hinsicht auf den Untersu-
chungsaufurag in der Praxis. Eines der 6 Seren war
vor  RF-Behandlung  Rheumafaktor-positiv - (s.
Tabelle 2).

In Tabelle 2 sind 48 der 307 Seren aus dem IgM-
Serumpanel dargestellt, bei denen pathologische

Serumverinderungen nachgewiesen wurden (s.

Material und Methoden). Bei den 48 Seren handelte
es sich. wie in Tabelle 2 dargestellt, iiberwiegend um
IgM-negative Seren. Es war zu priifen, ob die Spezi-
[iéit in Bezug aul falsch-positive Ergebnisse durch
pathologische  Serumverdnderungen  beeinfluf3t-

wird. Beiin Vergleich des F-Rubella-TgM mit dem
Iiti-Rubek M reverse waren 22 Seren (92 %) iiber-
cinstimmend negativ. Zwei Seren (8 %) mit nachge-
wiesenen Rhenmafaktoren wichen nur geringfiigig
ab, das heiBe. der p-capture-ELISA bewegte wich in
der Grauzone, wiihrend der F-Rubella-leM einmal
negativ und cinmal positiv reagierte. Beim Vergleich
des F-Rubella-IgM mit dem Enzygnost-Rubella JeM
waren 23 Seren (90 %) iibercinstimmend negativ.
Das cine abweichende Serum zeigte i indirekten
ELISA cinen schwach-positiven Titer von 1:40.
withrend das Ergebnis im F-Rubella-leM  negativ
war.

Die Ergebnisse zeigen, dafs auch heziiglich falsch-
positiver Ergebuisse — maglich z.B. bei Seren mit
Rhcumafaktoren — der F-Rubella-IgM den beiden
ELISA-Tests Eti-Rubek M reverse und Enzygnost-
Rubella [gM gleichwertig war. Zwei der drei abwei-
chenden Seren konnten auch nach Nachpriifungen
itn F-Rubella-IgM und im Eti-Rubek M reverse nicht
klar zugeordnet werden.

In der Studie mit insgesamnt 307 Seren zeigte der
I-Rubella-IgM im Vergleich mit den beiden ELISA-
Tests eine Ubereinstimmung bei 294 Seren (95.8 %).
8 Seren (2,6 %) zeigten eine Abweichung. die in eini-
gen Fillen nur geringfiigic war (CGrenztiterbereich).
Bei 5 (1,6 %) der 307 Seren konnte auch nach Nach-
priffungen in beiden Testmethoden kein klares
Ergebnis erzielt werden. Fir die Bestimmung der
Sensitivitit, der Spezifitat und des Vorhersagewertes
wird eine klare Zuordnung der Testergebnisse vor-

Tabelle 2. Vergleichende Priifung auf Rételnvirus-spezifische IgM-Antikorper in Seren mit bekannten pathologischen Serumveran-
derungen (RF = Rheumafaktor, CRP = C-reaktives Protein, ASL = Antistreptolysin) im Fluorimmun-Rubella-lgM und den Vergleichs-

methoden Eti-Rubek M reverse und Enzygnost-Rubella IgM.

A: Vergleich Fluorimmun-Rubella-IgM mit Eti-Rubek M reverse

24 Seren mit verschiedenen pathologischen Serumveranderungen

Parameter Anzahl Fluorimmun-Rubella-igM Eti-Rubek M reverse Zuordnung
der Seren unklar
positiv negativ positiv negativ
CRP 12 0 12 0 12 0
RF 5 0 3 0 3 2"
ASL 3 0 . 3 0 3 0
CRP und RF 4 0 4 0 4 0
B: Vergleich Fluorimmun-Rubella-lgM mit Enzygnost-Rubelia igM
24 Seren mit Rheumafaktoren o
Parameter Anzahl Fluorimmun-Rubella-igM Enzygnost-Rubella IgM Zuordnung
der Seren unklar
positiv negativ positiv negativ
RF 24 0 24 14 %) 23 (96 %) 0

* Die beiden Seren konnten auch nach Nachpriifungen im Fluorimmun-Rubella-IgM und im Eti-Rubek M reverse keiner Testme-
thode klar zugeordnet werden. Der p-capture ELISA bewegte sich bei beiden Seren in der Grauzone. Der Fluorimmun-Rubella-igM

zeigte einmal ein positives und einmal ein negatives Ergebnis.

Lab. med. 19: 78-86 (1995)
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ausgesetzt, d.h. positiv oder ,negativ* in der
jewciligen Testmethode. Diese fiinf Seren (1,6 %)
wurden daher in die Berechnung nicht einbezogen.

lgG-Nachweis

Bei der Untersuchung auf Rételnimmunstatus wird
gemiil den Mutterschaftsrichtlinien bei Seren mit
einem  Himagglutinationshemmitest-Titer von =
1:32  Jmmunitit angenommen®; bei einem HHT-
Titer von 1:8 oder 1: 16 kann .,Immunitéit angenom-
men® werden, wenn das Testergebnis mit einer wei-
teren Methode positiv ausfillt.

Die Festlegung der Grenzwerte des F-Rubella-IgG
wurde in der klinischen Priffung ermnittelt. Bei einem
leG-Titer 1:40 wird ,keine Immumitiit angenom-
men*; bei einem fpG-Titer von 1:80 wird ., Immuni-
tdt angenommen®, wenn mit einem zweiten Testsy-
stem ein positives Ergebnis erhalten wird; bei einem
IeG-Titer = 1:160 kann ,,Immunitiit angenornmen*
werden.

Insgesamt wurden 356 Serumproben vergleichend
mit den vom Paul-Ehrlich-Institut zugelassenen
Testsystemen HHT (n = 27), HiG (n = 155), Enzyg-
nost-Rubella IgC (n = ) und Eti-Rubek G (n =
100) untersucht. In Tabelle 3 sind die Exrgebnisse der
Seren zur Beurteilung des Rételnimmunstatus mit
dem F-Rubella-IgG und den Vergleichsmethoden

Hamolyse in Gel-Test, Enzygnost-Rubella TgG, Eii-
Rubck G und HHT Rubenosticon dargestellt.

HiG und F-Rubella-IgG zeigten einc Ubereinstim-
mung bei 148 (= 95,5 %) der untersuchten Seren (n
= 155). Bei 97 Seren wurde iibereinstimmend
Hlmmunitiit kann angenommen werden®, bei 51
Seren wurde iibereinstimmend ,keine Immunitit
vorhanden® nachgewiesen. Bei zwei Seren (1,3 %)
konnten auch in Nachpriifungen mit anderen Test-
inethodep keine cindeutigen Belunde erzielt werden.

Fiinf Seren (3,2 %) zeigten abweichende Ergeb-
nisse: drei dieser fiinf Seren lieBen im F-Rubella-IgG
»nununitit kann angenommen werden” und im
HiG, laut Definition, ,keine Immunitiit vorhanden*
erkennen. Die HiG-Ergebnisse dieser drei Seren
zeigten, auf den HHT-Titer umgerechnet, jeweils
einen Titer von 1:8/10, sie lagen also iin Grenztiter-
bereich. Der Eti-Rubek G zcigte fiir diese Seren, wie
auch der F-Rubella-IgG, ,Immunitit kann ange-
nommen werden® an. Die restlichen zwei der fiinf
abweichenden Seren zeigten im HiG . lmmunitat*
und im F-Rubella-IgC ,keine Immumitit vorhan-
den“. Die Nachpriifungen mit dem Eti-Rubek G
bestiitigten hier das HiG-Ergebnis.

Der Eti-Rubek G und der F-Rubella-IgC zeigten
eine Ubereinstimmung bei 96 von 100 der unter-
suchten Seren. Bei 65 Seren wurde iibereinstimmend
»Immunitdt kann angenommen werden®, bei 31
Seren ,.keine Immunitit vorhanden® festgestellt. Ein

Tabelle 3. Vergleichende Priifung von Seren auf Rotelnimmunstatus im Fluorimmun-Rubella-IgG und den Vergleichsmethoden
Hamolyse in Gel-Test, Eti-Rubek G, Enzygnost-Rubella IgG und HHT Rubenosticon.

Y

Fluorimmun-Rubella-IgG und Vergleichsmethoden

der Vergleichsmethode

ubereinstimmend = Hamolyse in Gel-Test  Eti-Rubek G~ Enzygnost-Rubella IgG  HHT Rubenosticon
: n=155 n=100 n=74 n=27

Immunitat vorhanden 97 65 72 0

negativ 51 31 .0 22

gesamt (%) 148 (95,5 %) 96 (96 %) 72 (97,3 %) 22 (81,5%)

Fluorimmun-Rubella-lgG und

Vergleichsmethode .

abweichend =

Immunitat vorhanden im Fluorimmun- 3 0 0 5

Rubella-igG und negativ in der

Vergleichsmethode

negativ im Fluorimmun-Rubella-IgG 2 3 2 0

und Immunitét vorhanden in der ;

Vergleichsmethode

gesamt (%) 5 (3,2 %) 3 (3%) 2 (2,7 %) 5* (18,5 %)

Priifergebnis im Fluorimmun-Rubella-IgG 2 (1,3 %) 1(1%) 0 0

und der Vergleichsmethode
unklar =

* Die 5 abweichenden Seren wurden im Enzygnost-Rubella IgG nachgepriift. 4 der 5 Seren zeigten in der Nachuntersuchung uber-
einstimmende Ergebnisse im Fluorimmun-Rubella-IgG und im Enzygnost-Rubella IgG.
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Serum licferte aueh in Nachpriifungen mit anderen
Methoden  keinen  cindeatigen Befund.  Die drei
abweichenden  Seren  zeigten im Fti-Rubek G
dmmunicic kann angenommen wevden™ une i -
Rubelln-lg€; keine Imommitie vorhanden™, Der
HHC bestiitigte hier zweimal den Eii-Robek G und
cinmal den F-Rahella-1gG.

Beim Vergleieh zwischen dem F-Rubella-lgCoand
dem In/wnml Rubella 1gCG wurden Ristelnvirus-
l"(.-pmmw Proben verglichen (n = ™). 72 der
Seren (973 %) waren hl'l heiden Methoden diberein-
stimmend positiv. Zwei Seren (2,7 %) waren abwei-
chend: im F-Rubella-lgG negativ, im Enzygnost-
Rubella 1g( positiv. Eine weitere Abklirung erfolgte
nicht.

Seren mit diberwicgend .fraglicher Iminunitéc™
i HHT=Titer 1:8 oder 1 16) wurden vergleichend im
l-Rulu'lla-lg(, und im HHT R||hcnq_).sll('un unter-
sucht (n = 27). Nur 22 der Seren (81,5 %) zeigten
iibereinstimmend  .keine Immunitit vorhanden®.
Die fiinl abweichenden Seren (18,5 %) waren im
T negativ und im F-Rubella-[gCG positiv. Der
Enzygnml -Rubella TgG bestitigte choch viermal
den F-Rubella-1gG und nur einmal den HHT. Die
vier im F-Rubella-lgG und Enzygnost-Rubella 1gG-
positiven Seren lagen im Grenztiterbereich.

Unter den Seren der Vergleichsstudie des HiG mit
dem F-Rubella-1gC waren 24 Sercn, bei denen
pathologische buumvu andu'ungen [CRP (n = 13),
RF (n = 4). ASL (n = 3), CRP + RF (n = 4)] nach-
gewiesen wurden. Bei den 24 Seren handelte es sich
um Seren, bei denen Immunitéit gegen Rételnvirus-
infektionen angenommen werden kann. Beide
Methoden zeigten bei allen 24 Seren (100 %) iber-
einstimmende Ergebnisse.

Beim Vergleich des F-Rubella-IgG und -IgM mit
den hier verwendeten, zugelassenen Rotelnvirus-
[aM- bzw. Rételnvirus-1gG-Tests wurden fiir den F-
Rubella je nach Vergleichsmethode unterschiedliche
Werte fiir Spezifitiit, Sensitivitiit und Vorhersagewert
errechnet.

Beim IgM-Nachweis zeigt der Vergleich zwischen
F-Rubella-IgM und Eti-Rubek M reversé eine Sensi-
tivitiit von 97,9 %, einc Spezifitit von 99,3 % bei
einem Vorhersagewert von 97.9%. Der Vergleich
zwischen T-Rubella-IsM  und  Enzygnost-Rubella
IgM ergibt eine Sensitivitiit von 78,6 %, eine Spezifi-
.lt von 100 % und einen Vt )rhelaavcwcnt von 100 %.
Der Gesamtvergleich von beiden "ELISA-Methoden
zusammen mit dem F-Rubella-IgM ergibt eine Sensi-
tivitiit von 90,8 %, cine Spezifitdt von 99,6 % und
cinen \mh(-lswrcwelt von 98,6 %.

Beim 1gG- Nachweis war das Verhilinis von posm-
ven zu nwntlvcn Seren beim Vergleich F-Rubella-
[gG/HHT  Rubenostion (ul)(,r\\'lwend negative
bmul) und beim Vergleich T Rubdh ]"C/Enzyﬂ-
nost-Rubella IgG (nur pnamvc Seren) jeweils einsci-
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tig, . h. eine Berechnung von Spezifitiit, Sensitivitit
und Yorhersagewert ist nicht miglich. Anders beim
Vergleich F-Rubella-IgG/HiG. Tier errechnet sich
eine Sensitivitit von 98 %, eine Spezifitdt von
94,4 % und ein Vorhersagewert von 97 %. Der Ver-
gleich zwischen F-Rubella-IgG und Eti-Rubek G
zeigt eine Sensitivitdt von 95,6 %. eine Spezifitdr von
l()()‘u und einen Vorhersagewert von 100 %. Fafst
man die Ergebnisse der vier Nachweismethoden
HHT. HiG. |l| Rubek G und Enzygnost-Rubella
IgC zusummen und vergleicht sie mit dem -
Rulwll.l [2C. so errechnet suln cine Sensitivitiit von
97,1 %. cine Spezifitat von 92,9 % und cin Vorhersa-
gewert von 96,8 %.

Diskussion

In dieser Arbeit wird eine ncue Methode zum Nach-
weis von Rotelnvirus-spezifischen [gG- und IgM-
Antikérpern vorgestellt. Im Gegensatz zu den bisher
beschriebenen  Methoden,  bei  denen  das
Rotemvirusantigen in der Regel an Polystvrolchlo-

ridtrager (Mikrotiterplatten, Kugeln) oder an
Mikropartikel iiber unterschiedliche Methoden

gebunden wurde [9], werden in dem hier vorgestell-
ten Immunfluoreszenztest ,,F-Rubella” Kiiken-
Erythrozyten als Virusantigentriager verwendet.

Die Standardisierung eines lmmunfluoreszenz-
Testes wird mitunter als schwierig angesehen. Aus
Abbildung 1—4 ist jedoch zu erkennen, daf3 eine spe-
zifische Reaktion mit dem Fluoreszenzmikroskop
rasch und zweifelsfrei erkunnt werden kann, da nur
10-20 % der iin Blickfeld erscheinenden Erythrozy-
ten mit Virusantigen beschichtet sind und ‘deshaib
nur diese bei posmvu Reaktion gelbgriin fluoreszie-
ren dirfen. Unspezifische Immunfluoreszenzreak-
tionen sind dadurch deutlich von einer spezifischen
Reaktion unterscheidbar. Mogliche Reaktionen zwi-
schen anti-nukleéiren- oder anti-DNA-Antikérpern
und den Zellkernen oder der DNA der Kiiken-
erythrozyten konnten in einer fritheren Studie aus-
geschlossen werden [5].

Im F-Rubella wird die Intensitit der Fluoreszenz
der mit Virusantigen-beschichteten Erythrozyten
ausgewertet. Die charakteristische, scharf begrenzte
Form der Kiiken-Erythrozyten und die abgesrufte
Fluoreszenzintensitit erleichtern die Bewertung. Der
Serumtiter wird definicrt als dicjenige Scrumver-
diinnung, die gerade noch eine ..+ Reaktion (Abb.
3) aufweist. Zur besseren Vergleichbarkeit der sub-
jektiven Ablesung wurden zum cinen Farbphotos der
Reaktionen +++, ++, + und negativ als Ablese-
hilfe verwendet, zum anderen wurden in jedem
Tagesansatz Kontrollseren mit bestinumten  Soll-
Titern mitgepriift.
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Bei der Priifung aul Rotelnvirus-1gM-Antikérper
wird von den Tests eine hohe Sensitivitat und Spezi-
fitiit verlangt, um maoglichst frithzeitig eine akute
Infektion d:agnmtmewn zu kounen. Alq Vergleichs-
methoden zum F-Rubella-IgM wurden deql)dll) ein
indirckter ELISA (Elu\'cnost Rubella 1gM) und cin
w-capture-ELISA (Eti- Rul)ek M re\'erae) gewidhle. In
der vorlicgenden Studie stimmiten die Ergebnisse des

F-Rubella- IgM mit den beiden Enzymimmunassays.

21 96.6 % (u-capture-ELISA)‘bzw. 94,1 %
ter ELISA) iiberein (Tabelle 1).

Beim Vergleich p-capture-ELISA (Eti-Rubek M
reverse) zu F-Rubella- -1gM war ein Serum positiv im
ELISA und negativ im F-Rubella-IgM, hingegen war
das zweite abweichende Serum positiv im I*-Rubella-
1gM und negativ im ELISA. Beim Vergleich indirek-
ter ELISA (m/\"rnnat-Rul)ella [gM) zu F-Rubella-
laM zeigte der Lle'\ in 0 l'all(,n ein knapp_iiber
dem .cut off~-Bereich liegendes positives Ergebnis,
wohingegen die Seren im F Rubella-IgM negativ rea-
gierten. Aufgrund dieser Ergebnisse erhebt sich die
n.wc nach dun klinisch wlevnmcn ccut-off“-Wert.
Der Ver ¢gleich mit dem p- cdpmle-rLlSA hat gezeigt,
da der F- -Rubella-IgM vergleichbare Ergebnisse lic-
fert und dic Sensitivitit des F-Rubella-IgM-Testes
zur Erfassung einer akuten Infektion ausreichend
ist. Die Untersuchung von Seren mit pathologischen
Serumveriinderungen (z.B. Rheumafaktoren) zeigte
ebenfalls eine weitgehende Ubcreinstimmung zwi-
schen dem Immunfluoreszenztest und den Enzy-
mimmunassays (Tabelle 2). Beim Vergleich des F
Rubella-IgM mit dem Eti-Rubek M reverse konnten
2 von 22 buen keiner Tesunethode klar zugeordnet
werden. Hier bewegte sich der ELISA in der Grau-
zone, wiihirend der F-Rubella-IgM einmal positiv
und einmal negativ reagierte. Beim Vergleich des F-

(indirek-

Rubella-1gM mit dem Enzygnost-Rubella IgM war:

nur eines von 24 Rheumafaktor-positiven Seren
abweichend. Der IFT reagierte negativ, wihrend der
ELISA c¢in schwach positives Ergebnis zeigte (knapp
iiber ..cut-off*-Bereich).

Die Untersuchung aul Anwesenheit von Rételnvi-
rus-IgC-Antikorper soll den Immunstatus kliren
und aufzeigen, ob der Schutz vor einer Infektion
ausreichend ist oder nicht. Infektionsschutz kann
nur dann angenommen werden, wenn die grenzwer-
tigen Titer im HHT von 1:8 oder 1:16 durch cine

weitere Methode positiv bestdtigt werden. In den

Mutierschaftsrichtlinien des Bundesausschusses der
Arzte und Krankenkassen. wurde festgelegt: ..Ein
positiver Antikérper-Nachweis gilt ohne zusiitzliche
Untersuchungen als erbracht, wenn der HHT-Titer
windestens 1:32 betriigt. Bei niedrigeren Titern ist
die Spezifitdt des Antikérper-Nachweises durch cine
andere geeignete Methode zu sichern, fiir welche die
l»(*nun'm'n Reagenzien staatlich zugelassen sind®

4. I der Laborpraxis stellt sich haulw das Pro-

blem grenzwertiger Titer nach Impfung und die
Bewertung des Immunschutzes im Hinblick auf das
Reinfektionsrisiko (10, 11]. Der F-Rubella-IgC zeigte
i Vergleich mit drei bewiihrten Methoden (“dlll()-
lyse in Cel- Test, Enzygnost-Rubella 1gG, Eti-Rubek
G) cine Ul)(,rcmalunmlul" von 95-97 % (Tabelle 3),
wobei pathologische buen das Ergebnis nicht becin-
flufdten.

Insgesamt reagierten die beiden ELISAs (Enzyg-
nost- Rulwlla I"G, Eti-Rubek C) sensitiver als der ol
Rubella-IgC (S(-nsmvn.tt 95 ()‘n) Sie reagicrten
bei fimf Seren positiv (drei Sercn im Lti- Rubek G
bzw. zwei Seren im Enzvgnosl Rubella 1gG). bei
denen der F-Rubella-1gC negative Ergebnisse zeigte.
Beim Vergleich ]‘—Rul)(,l]a l"(,/HIC war die Ergeh-
nisver Lelhuw bei der Sensitivitiit (98 %) dagegen
duq"whdxeu Bei drej Seren reagierte der F—Rul)ell.\-
]gC posm\' und der HiG negative: bei zwei Seren
reagierte der HiG positiv und der F-Rubella-IgG
ne«r'lln:

Auuh beim IgG-Test inufd man den ..cut-off*-Wert
kritisch hinterfragen. Sensitivitit und  Spezifitét
héngen von den jeweils festgelegten .,cut-off~-Wer-
ten der miteinander verglichenen Testmethoden ab.
Die IgG-Studie zeigt, daf? der fiir den F-Rubella-IgG
fcsl%sct/le Lcut- ()H“ Wert beim Vergleich der Sensi-
uvitdt (98 %) nither beim cut-off*-Wert des HiC
liegt und beim Vergleich der Spezilitiit (100 %) eher
dem .,,cut-oﬂ""-\%rt des Eti-Rubek G gleichkommit.

Wie in unserer Studie im Vergleich mit verschiede-
nen zugelassenen Testmethoden gezeigt werden
konnte, ist der hicr vorgestellte F-Rubella-IgM geeig-
net zur Erfassung ciner akuten Infektion mit zwar
geringerer Sensitivitiit als der indirekte IgM-ELISA
(Enzygnost-Rubella IgM), jedoch mit einer Spezifi-
it von 100 %. Dagegen ist die Sensitivitiit des I~
Rubella-IgM mit 97,9 % gleich hoch wie die Sensiti-
vitiit des p-Capture-ELISA.

Bei den IgG-Tests zeigen dic Ergebnisse, daf3 die
Sensitivitiit (l(; F- Rubell.n -IgC im \mglcndl zum HiG
mit 98 % Sensitivitit besser abschneidet als im Ver-
gleich zum mduel\mn IgG-ELISA mit 95.6 % Sensi-
tivitit.

Zusammenfassend kann (estgestellt werden, daf
der neue F-Rubella in der vergleichenden Untersu-
chung sowohl bei der 1gM- als duch bei der [gG-Prii-
fung zuverldssige Er rr(,]mlﬂsc geliefert hat. lm Cegen-
satz zum LLISA ist bcun FRuln,lld leM und -l«rC
ein direkter Vergleich von spezilischer Sand unspezi-
(ischer Bindung durch das Yorliegen von Antigen
und Konuolldnu«rul heschichteten Er\'tlnowlun im
gleichen B]mkfeld méglich. Dadurch Dictet sich die
Mo‘rhchkvn falsch-positive Befunde sofort zu erken-
nen. Dies ist ein Vorteil gegeniiber Enzymimmun-
tests, bei denen diese Moghchl\eu der thpluhmv
einer unspezifischen Bindung mit demn Kontrollanti-
gen oft nur schwer moglich ist. Beim F-Rubella kin-
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nen ferner Rételn-lgM- und -lgG-Antikérper in
cinem Testansatz auf cinem Objektiriiger durchge-
fiihrt werden. Die Reaktionsschritte und die Reagen-
zien sind bis auf das Konjugat identisch. Der neue
hnmunfhuoreszenztest eignet sich aus unserer Sicht
als Zusatztest oder alternative Methode zur weiteren
Abklirung hei unklarer Immunitétslage (HHT-Titer
1:8 und 1:16) bzw. unklarem Rubella-IgM Befund
im ELISA.
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