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Ein neuer indirekter Immunfluoreszcnztest zum Nachweis
RölcInvirus-speziTischer IgG- und IgM-Antikorper

nnv indircd immimofliioraweruT lest for Üic ileleclion of Ruhella virus speeific
!<((;- and l£M-anlihodics

//. Dfinpcl1. Ingrid Hup/)1. Cahrielc Dotier, Christa Merk1, IV. Merk1

Zusammenfassung
Die Rötelnvirusdiagnostik hat besondere Bedeutung
in der Sehwangersehafl: Bei der Bestimmung dos
Immui ib t a tu s oder der Diagnose einer akuten Infek-
t ion, einer Rötelnvirus-Rein fektion nach einer frü-
heren Impfung oder eines kongenitalen Röteln-Syn-
drorns.

Für die serologische Diagnostik akuter Rötetnvi-
rusinfektioiien und zur Bestimmung des Inimunsta-
tns stellen verschiedene vom Paul-Ehrlich-Institut
zugelassene Test verfall reu zur Verfügung.

Mii dem hier \-orgcstclllen, neuen, indirekten
Immunfluoreszcnztest „Fhiorinumun-Rubella" kön-
nen sowohl Rötel 11 vi r us-lgM-Antikörper als auch
Rötelnvirus-tgC-Antikörper nachgewiesen und
somit zur Diagnose einer akuten Rötelnvirusinfek-
lion und zur Abklärung des Röte l n immun Status ein-
gesetzt werden.

Insgesamt wurden 663 Seren mit dem neuen IFT
und mit den zugelassenen Tests Hämagghiünations-
hemmtest, Hämolyse in Gel-Test, indirekter Enzym -
immunoassay tuid -Capture-ELISA gepriift.

Der Methode n vergleich ergab für die IgM-Bestim-
inuag im ^Fluorinimun-Rubella" eine Spezifität von
99.6%, bei einer Sensitivität von 90,8% und eiiieri
Vorhersagewert von 98,6 %. Für die IgG-Bstinrmung
wurde eine Spezifität von 92,9 % bei einer Sensitivi-
tät von 97,1 % und einem Vorhersagewert von 96,8 %
errechnet. Aufgrund der Ergebnisse ist dieser Test bei
der Rötelnvirus-IgM- und IgG-Bestimmung mit den
zum Vergleich verwendeten Routinetests vergleichbar.
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Summary

The ability to delect. rubella virus in dotennining
immune Status or diagnosing acute infection, rubella
virus reinfection following vaccination or congenital
rubella syndrome is particularly important during
pregnancy. "\forious serological assays are available
for use in diagnosing acute rubella infcction which
have been approvcd by the Paul Ehrlich bistitute.

The new indirect imrnujie fluorescence test '"Fluo-
riminiui-Rubella" (IFT) presented here is designed
for detecting both rubella IgM antibodies and
rubella inlectioii and clarifying rubella immune sta-
tus.

In this study 663 sera were tested u sing IFT and
compared \vith the following approved rubella assays
hemagglutination-inhibition-test, hemolysis in gel-
test, indirect enzyme iminunoassay and -capture-
ELISA.

A total of 663 seruni samplcs were tested in this
study using the new IFT and compared with the fol-
lowing approved tests:.hemagglutination Inhibition
test, hemolysis in gel test, iudirect enzyme immuno-
assay, and -capture-ELISA. F 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 antibodies, Fluorim-
mun-Rubella-IgG showed a specificity of 92.9%, a
sensitivity of 97.1% and a predictive. value of
96.8%. Our results demonstrate that Üüs test is
comparablc with othbr b'censcd rubella assays used
in routuie diagnosis.

Key words

Rubella — iudirect imniunofhiorescence test — IgC-
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Einleitung
Röielm'irus Infektionen verursachen meist eine
harmlos verlaufende Kinderkrankheit, wobei es zu
einer Krankheitshäiifung bei Kindern zwischen dem
drillen und zehnten Lebensjahr kommt.

Rötelnvirusinfektionen sind jedoch in der
Schwangerschaft aufgrund ihrer teratogenen Wir-
kung sehr gefürchtet, da sie, vor allem bei einer ·
Infektion im ersten Trimenon, zu schweren kongeni-
talen Defekten führen können [1]. Rötelnvirusinfek-
tionen lassen sich aufgrund der Symptomatik oft
nur schwer klinisch diagnostizieren. Darüber hinaus
verlaufen 30—M % der Infektionen inapparcnt bzw.
subklinisch [2]. Auch bei Auftreten eines Exanthems
ist die Diagnose JRöleln* nicht sicher, da andere
Viren z.B. Echo-, Acleno-, Epstein-Barr-, Influenza-
und Coxsaekievircn ähnliche Hauterscheinungen
hervorrufen können. Die serologische Diagnostik
kann jedoch Aufschluß geben, ob kürzlich eine
Rötehivirusinfektion stattgefunden hat oder ob
Immunität gegen Röteln vorliegt. Hierzu stehen ver-
schiedene Testmethoden zur Verfügung, z.B.
Hämagglutinationshemmtest (HHT) [3], Hämolyse
in Gel-Test (HiG), indirekter Enzymimmuuoassay
(ELISA) oder -capture-ELlSA. Von den derzeit
geltenden Mutterschaftsrichtlinien des Bundesaus-
schusses der Arzte und Krankenkassen wird zur
Überprüfung des Immunstatus ein HHT in Deutsch-
land vorgeschrieben [4]. Zur serologischen Erfas-
sung einer akuten Infektion ist der Nachweis Röteln-
virus-spezifiseher IgM-Antikörper erforderlich oder
der Nachweis eines Titeranstieges Röteln virus-spezi-
fischer IgG-Antikörper um 2 oder mehr als 2 Titer-
stufen zwischen Erst- und Zweitserum (im Abstand
von 2-4: Wochen).

Die vorliegende Studie sollte ermitteln, ob der
indirekte Immunfluoreszenztest ..F-Rubella", dem
ein anderes Testprinzip als den vorgenannten Tests
zugrunde liegt, zur Erkennung einer akuten Röteln -
virusinfektion durch den Nachweis spezifischer IgM-
Antikörper und zur Bestimmung des Immunstatus
durch Nachweis spezifische]· IgG-Antikörper geeig-
net ist. ~~ ~

Abkürzungen:
JFT = indirekter Immiuifluoreszenztest
HHT = Hämagglutinationshemmtest
HIG = Hämolyse in Gel-Test
F-Rubella = FLUORIMMUN®-Rubella

Material und Methoden
Seren
Insgesamt wurden 663 Seren untersucht. Das
Serumpancl für den IgM-Nachweis bestand aus 307
Seren, darunter Seren von Patienten mit Verdacht
auf akute oder kürzlich zunickliegende Rötelnvirus-
infektiou und Seren mit fehlenden Röteln virus-IgM-
Antikörpern. Die Seren wurden mit verschiedenen
zugelassenen IgM-ELISAs ausgetestet:.

Das Serumpaiiel für den IgG-Nachweis bestand
aus 356 Seren, darunter Seren mit HHT-Titer >
1:32, HHT-Titer 1:8 oder 1:16 und Seren mit
HHT-Titer < 1:8. Die JgC-Seren wurden im zuge-
lassenen HiC, ELISA oder HHT untersucht. Bei 48
Seren aus dem IgM-Serurnpauel und bei 24 Seren
aus dem IgG-Serumpauel waren pathologische
Serum Veränderungen, die möglich er weise mit dem
F-Rubella interferieren könnten, bekannt. In diesen
Seren wurden C-reaktives Protein (CRP zwischen 7
und 139 mg/1), Antistreptolysin (ASL zwischen 187
und 266 /ml) oderRhcumafaktoren (RF zwischen
23 und 161 m U/m l oder positiv im Rapi-Tex®)
nachgewiesen (Medizinisch-Diagnostisches Labor
PD Dr. R. Wepler, Ulm).

Immunfluoreszenztest

Der Röteln-lnununfluoreszenztest (IFT, F-Rubella)
wurde in Anlehnung an den Fluorirninuii-Influenza
als indirekte)· Immunfluoreszenztest entwickelt [5.
6, 7]. Grundlage des Test.sNj.st die Bindung Rötelnvi-
rus-spezifischer Serum-Antikörper an die mit
Rötelnvirusantigen beschichteten Kükenerythrozy-
tcirauf Objektträgern. Gebundene Antikörper wer-
den anschließend mit FITC-markierten anti-hu-
man-IgM- bzw. -IgG-Antikörpcrn nachgewiesen. Die
Bewertung ,,positiv" oder „negativ''" und die Erken-
nung imspezifischer Fluoreszenz wurde durch die
überwiegende Anzahl der mit Koulrollantigeu
beschichteten Erythrozyten im gleichen Blickfeld
erleichtert. 10—20% Rötelnvirusantigen beschich-
tete und 80-90% Kontrollantigen beschichtete,
kojiservierte Erythrozyten wurden auf Objektträger
fixiert. Die Herstellung von Kontrollantigen erfolgte
in der gleichen Weise wie Rötelnvirusantigen, als
Ausgajigsmaterial wurde Zellkultur-Überstaiid aus
nicht infizierter Zellkuhur verwendet.

Im F-Rubella-IgM (qualitativer IgM-Nachweis)
wurden die Seren nach RJieumafaktorabsorptiou
gemäß den Hcrstellcrangubcn (RF-Absorhens von
Behringwerke AG. Marburg) und nach Verdünnung
mit PBS (Eiidverdüunung 1:12) eingesetzt (K)
pro Objek r trägerleid). Nach QO Minuten Inkubat ion
bei 37 °C in einer leuchten Kammer wurden die
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gewaschen. Beim \Vfisclicn wurden die
Objekt l rä#«T kür/, einmal in PBS getaucht und
danach K) Minu ten in PBS hui Kniimtwnperut i i r
linier Rühren sfohon gelassen. Anschließend wurden
die ObjelvilrägiT in deionisiertein VKissiT t Minute
hei Kanmlemperi i lur i in t r r Riilnvn stehen gelassen.
Nrtdi dein \\iisdicn wurden die. Objekt träger mit
einem Tön gelrorknef. Anschließend wurden pro
Ohjekltriiirerfeld 10 FITC markierte a n t i - h u n w n -
IgM-Anlikörpor (Lahor Dr. Kor.h - Dr. Merk, Oeh-
seiiluiiisen) zugegeben und 60 Minuten hei 37 °C in
einer feuehlen Kammer inkiihiert. Danach wurden
die Objektträger gewaschen, getrocknet (s.o.) und
mit Spe/ial-Iiinbelttmgsmedinm (Labor Dr. Koch —
Dr. Merk. Orhsenhausen) eingebettet. Der Nachweis
gebundener Röteln virus-spezifischer IgM-Antikör-
per erfolgte im Fluoreszenz-Mikroskop* (s.u.).
RÖielnvirus-igM-positives und -negatives Serum
wurden als Kontrollen mitgefiihrt.

Im F-RuhcIla-IgG (scmiquantilutivcr IgG-Nach-
weis) wurden die Seren in den Verdünnungen 1:40,
l :80 und l :16() eingesetzt (10 pro Objektträger-
j'elcl). Inkubations-, Wasch- und Einbetrungsbedin-
gnngen waren die gleichen wie im F-Rubella-IgM-
Test. Der Nachweis gebundener Rötelnvirus-spezifi-
seher IgG-Amikörper erfolgte mit FITC markierten
anli-humaii-lgG-Antikörpern (Labor Di\ Koch-Dr.
Merk, Ochsenhausen).

Die Reproduzierbarkeit des Immuiifluoreszeiiz-
tests wurde durch die Titration von IgM- und IgG-
Standnrdseren geprüft. AJs Grenztiter galt diejenige
Verdünnung, 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 Filterkotnbination für FITC ange-
fertigt. Die mikrophotographischen Aufnahmen
wurden mit einer Nikon F 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,
Vetzlar), ohne Okular, mit Spezial-Einbettungsme-
dium (Labor Dr. Koch-Dr. Merk, Ochsenhausen)].

Vergleichsmethoden

Als Vergleichsmet hoden wurden folgende vom Paul-
Ehrlich-Institut zugelassene Testkits eingesetzt:
Hämolyse in Gel-Test (HiG) (Labor Dr. Koch - Dr.
Merk, Ochsenhausen), Röteln-HHT Rubenosticon

(Fa. Organori Teknika, Eppelheim), die ELISA-Kits
Eti-Rubek M reverse ( - - > ) und Eti-
Ruhek G (indirekter EL1&A, FVj. Sorin. Düsseldorf)
sowie Erizygnoöt-Rubella fgM bzw. fgG (indirekter
EfjISA, Fa. ßehringwerke AG, Marburg;. Die Test-
«hirchfühnmgen erfolgten nach Test Vorschrift des
jeweiligen Herstellers. Die Ergebnisse wurden als
„positiv"'', „negativ1" oder „grenz wert ig* angegeben.

Ergebnisse

Ablesung des Immunfluoreszenztestes

Die Ablesung eines [rmminfluoreszenztestes wird oft
als subjektiv empfunden. Als Möglichkeit 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 Rcaktionsbilder von stark-positiv ( + + + )
bis negativ. Eine stark-positive Reaktion ( + -H+ oder
-l·H-, Abb. l, 2) zeigte eine deutlich gelbgrüne Fluo-
reszenz, eine gerade noch positive Reaktion (+, =
Titer in Abb. 3) eine schwach gelbgiiine Fluoreszenz
der mit Röteln virusantigen beschichteten Erythrozy-
ten, die sich von den negativen, rot erscheinenden
Koiitrollerythrozyten, unterschieden. Mögliche
unspezifische Reaktionen konnten dadurch sofort
erkannt werden. Eine negative Reaktion zeigte keine
gelbgrüne Fluoreszenz, alle Erythrozyten fluores-
zierten durch die Gegenfärbuug mit Evans blue rot.

IgM-Nachweis

Der F-Rubella-IgM wurde als Testmethode zum qua-
litativen Nachweis von Rötelnvirus-spezifisclien
IgM-Antikörpern bei Patienten mit akuter oder
kürzlich zurückliegender Rötebivirusinfektion
geprüft. Rheumafaktorcn (RF) können in indirekten
Immunoassays, mit denen erregerspezifische IgM-
Antikörper 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 F-Rubella-IgM mit
einem -Capture-ELISA (Eti-Rubek M reverse)
(206 Seren) sowie mit einem indirekten IgM-ELISA
(Enzygnost-Rubella IgM) (101 Seren) verglichen.
Tabelle l zeigt eine Übersicht über die Ergebnisse
der vergleichenden Untersuchung bei insgesamt 307
(206/101) Seren.

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

Abb. 4. „-"-Reaktion = negativ. Keine gelbgrüne Fluo-
reszenz, alle Erythrozyten fluoreszieren rot

Abb. 2. „++"-Reaktion. Gelbgrüne Fluoreszenz der mit
Rötelnvirusantigen beschichteten Erythrozyten, die sich
von den negativen, rot erscheinenden Kontrollerythro-
zyten unterscheiden

-Cf '

Abb. 3. „+"-Reaktion = Titer. Schwach gelbgrüne Fluo-
reszenz der mit Rötelnvirusantigen beschichteten
Erythrozyten, die sich von den negativen, rot erschei-
nenden Kontrollerythrozyten unterscheiden. Bei dieser
Reaktion ist der Serumtiter erreicht

tiv. Zwei Ergebnisse waren abweichend. Die beiden
Seren wurden im F-Rubella-lgM einmal und im -
cupture-ELlSA zweimal nachgeprüft. Bei einem der
Seren war der F-Rubella-lgM insgesamt zweimal
negativ und der -captnre-ELISA insgesamt zwei-
mal positiv und einmal in der Grauzone. Bei dem

Tabelle 1. Vergleichende Prüfung auf Rötelnvirus-spezifische
IgM-Serum-Antikörper im Fluorimmun-Rubella-lgM und den
Vergleichsmethoden Eti-Rubek M reverse und Enzygnost-
Rubella IgM

Ergebnisse im
Fluorimmun-
Rubella-lgM und der
Vergleichsmethode

Vergleichsmethoden

Eti-Rubek M Enzygnost-
reverse Rubella IgM
n = 206 (100 %) n = 101 (100 %)

gemeinsam positiv
gemeinsam negativ
gesamt (%)

47
152
199(96,6%)

22
73
95 (94,1 %)

Fluorimmun-Rubella-
IgM und
Vergleichsmethode
abweichend:
positiv im Fluorimmun-
Rubella-lgM und
negativ in der
Vergleichsmethode
negativ im Fluorimmun-
Rubella-lgM und positiv
in der
Vergleichsmethode
gesamt (%)

Prüfergebnis im
Fluorimmun-Rubella-
IgM und der
Vergleichsmethode
grenzwertig

2 (1 %)

5 (2,4 %)

6 (5,9 %)

0(0%)
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zwrhrn Smim war drr K-Rubella-IgM xweimal posi-
t iv und <l t» r |i-c%'i|Mure-KLlSA einmal negativ und
/AM'imal positiv. Bei 3 Seivn konnte bei beiden Test-
inoihodon keim? klar«· Zuordnung gemacht werden;
drei der "> Seren zeigien im F-Rubclla-lgM eine pobi-
live Renkt ion und im -eaprure-ICLISA einen Grenx-
\vert. Bei den beiden anderen Suren bandelte es sieb
um Hheumalalaor-positive Seren (vgl. auch Tabelle
2).

Beim Vergleich des F-Rubella-[gM mit dem indi-
rekten KIJS.A Enzvgnosi-Rubella IgM xeigte sich bei
den unUTsurhlon Seren (n = 101) eine Übereinstim-
mung der Ergebnisse von 94,1 % ( = 95 Seren). 22
Seren waren übereinstimmend TgM-positiv und 73
Seren übereinstimmend IgM-negativ. Die 6 abwei-
chenden Seren zeigten alle im indirekten E LISA
einen schwach-positiven Titer (Grenzliter), während
die Ergebnisse im F-Rnbella-IgM negativ waren,
l lier s te l l t sich die Frage der relevanten IgM-Antikör-
per-Konzentration in Hinsicht auf den Untersu-
chungsauftrag in der Praxis. Eines der 6 Seren war
vor RF-Behandlimg Rheumafaktor-positiv (s.
Tabelle 2).

In Tabelle 2 sind 48 der 307 Seren aus dem IgM-
Serumpaiiel dargestellt, bei denen pathologische
Serum Veränderungen nachgewiesen wurden (s.
Material und Methoden). Bei den 48 Seren handelte
es sich, wie in Tabelle 2 dargestellt, überwiegend um
IgM-negative Seren. Es war zu prüfen, ob die Spezi -
fität in Bezug auf ialscb-positive Ergebnisse durch
pathologische Seruniveränderungen beeinflußt-

wird. Beim Vergleich des F-Rnbella-JgM mit dem
Eti-Rubek M reveree waren 22 Seren (92 %j über-
einstimmend negativ. Zwei Seren (8%) mit nachge-
wiesenen Rlieurrwfakloreii wichen nur geriiigluifig
ab, das heißt, der -capture-Ef JSA bewegte -»ich in
der Crauzonc, während der F-Rubella-lgM finrnal
negativ und einmal positiv reagierte. Beim VergJeich
des F-Rubella-IgM mit dem Enzygnost-Rubella JgM
waren 23 Seren (96%) übereinstimmend negativ.
Das eine abweichende Serum zeigte im indirekten
ELiSA einen seh wach-positiven Titer von 1:40.
während das Ergebnis im F-Rubella-IgM negativ
war.

Die Ergebnisse zeigen., daß auch bezüglich falsch-
positiver Ergebnisse — möglieh z.B. bei Seren mit
Rhcumafaktorcn — der F-Rubella-lgM den beiden
E USA-Tests Eti-Rubek M reverse und Enzygnost-
Rubella IgM gleichwertig war. Zwei der drei abwei-
chenden Seren konnten auch nach Nachprüfungen
im F-Rubella-IgM und im Eti-Rubek M reverse nicht
klar zugeordnet werden.

In der Studie mit insgesamt 307 Seren zeigte der
F-Rubella-IgM im Vergleich mit den beiden ELISA-
Tests eine Übereinstimmung bei 294 Seren (95,8 %).
8 Seren (2,6 %) zeigten eine Abweichung, die in eini-
gen Fällen nur geringfügig war (Grenztiterbereich).
Bei 5 (1,6 %) der 307 Seren konnte auch nach Nach-
prüfungen in beiden Testmethoden kein klares
Ergebnis erzielt werden. Für die Bestimmung der
Sensitivität, der Spezifität und des Vorhersage wertes
wird eine klare Zuordnung der Testergebnisse vor-

Tabelle 2. Vergleichende Prüfung auf Rötelnvirus-spezifische IgM-Antikörper in Seren mit bekannten pathologischen Serumverän-
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-lgM mit Eti-Rubek M reverse
24 Seren mit verschiedenen pathologischen Serumveränderungen

Parameter

CRP
RF
ASL
CRP und RF

Anzahl
der Seren

12
5
3
4

Fluorimmun-Rubella-lgM

positiv

0
0
0
0

negativ

12
3
3
4

Eti-Rubek M reverse

positiv

0
0
0
0

negativ

12
3
3
4

Zuordnung
unklar

0
2*
0
0

B: Vergleich Fluorimmun-Rubella-lgM mit Enzygnost-Rubella IgM
24 Seren mit Rheumafaktoren

Parameter Anzahl Fluorimmun-Rubella-lgM
der 'Seren

positiv negativ

RF 24 0 24

Enzygnost-Rubella IgM Zuordnung
unkl3r

positiv negativ

1(4%) 23(96%) 0

* Die beiden Seren konnten auch nach Nachprüfungen im Fluorimmun-Rubella-lgM und im Eti-Rubek M reverse keiner Testme-
thode klar zugeordnet werden. Der -capture ELISA bewegte sich bei beiden Seren in der Grauzone. Der Fluorimmun-Rubella-lgM
zeigte einmal ein positives und einmal ein negatives Ergebnis.
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ausgesetzt, d.h. „positiv4' oder „negativ"' in der
jeweiligen Testmethode. Diese fünf Seren (1,6%)
wurden daher in die Berechnung nicht einbezogen..

IgG-Nachweis

Bei der Untersuchung auf Röteln irnmunstatus wird
gemäß den Mutterschaftsrichtlinien bei Seren mit
einem Hänmgglutinationshemmtest-Titer von ^
1:32 „Immunität angenommen"; bei einem HHT-
Tiler von 1:8 oder l: 16 kann ^Immunität angenom-
men" werden, wenn das Testergebnis mit einer wei-
teren Methode positiv ausfällt.

Die Festlegung der Grenzwerte des F-Rubella-IgG
wurde in der klinischen Prüfung ermittelt. Bei einem
IgG-Titer 1:40 wird „keine Immunität angenom-
men"; bei einem IgG-Titer von 1:80 wird „Immuni-
tät angenommen", wenn mit einem zweiten Testsy-
stem ein positives Ergebnis erhalten wird; bei einem
IgG-Titer > l: 160 kann „Immunität angenommen"
werden.

Insgesamt wurden 356 Serumproben vergleichend
mit den vom Paul-Ehrlich-lnstitut zugelassenen
Testsystemen HHT (n = 27), HiG (n = 155), Enzyg-
nost-Rubella IgG (n = 74) und Eti-Rubek G (n* =
100) untersucht. In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der
Seren zur Beurteilung des RöteJnhninunstatus mit
dein F-Rubelta-IgC und den Vergleichsmethoden

Hämolyse in Gel-Test, Enzygnost-Rubella IgG, Et i -
Rubek G und HHT Rubenostictm dargestellt.

HiG und F-Rubclla-IgG zeigten eine Übereinstim-
mung bei 148 (= 95,5 %) der untersuchten Seren (n
= 155). Bei 97 Seren wurde übereinstimmend
„Immunität kann angenommen werden", bei 51
Seren wurde übereinstimmend „keine Immunität
vorhanden" nachgewiesen. Bei zwei Seren (1,3%)
konnten auch in Nachprüfungen mit anderen Test-
methoden kehie eindeutigen Befunde erzielt werden.

Fünf Seren (3,2%) zeigten abweichende Ergeb-
nisse: drei dieser fünf Seren ließen im F-Rubella-lgG
„Immunität kaiui angenommen werden'" und im
HiG, laut Definition, „keine Immunität vorhanden"
erkennen. Die HiG-Ergebnisse dieser drei Seren
zeigten, auf den HHT-Titer umgerechnet, jeweils
einen Titer von l:8/16, sie lagen also im Grenztiler-
bereich. Der Eti-Rubek G zeigte für diese Seren, wie
auch der F-Rubella-IgG, „Immunität kann ange-
nommen werden" an. Die restlichen zwei der fünf
abweichenden Seren zeigten im HiG „Immunität"
und im F-Rubella-IgG „keine Immunität vorhan-
den". Die Nachprüfungen mit dem Eti-Rubek G
bestätigten hier das HiG-Ergebnis.

Der Eti-Rubek G und der F-Rubella-IgC zeigten
eine Übereinstimmung bei 96 von 100 der unter-
suchten Seren. Bei 65 Seren wurde übereinstimmend
„Immunität kann angenommen werden", bei 31
Seren „keine Immunität vorhanden" festgestellt. Ein

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

Fluorimmun-Rubella-IgG und
der Vergleichsmethode
übereinstimmend =

Immunität vorhanden
negativ
gesamt (%)

Vergleichsmethoden

Hämolyse in Gel -Test
n = 155

97
51

148(95,5%)

Eti-Rubek G
n = 100

65
31
96(96%)

Enzygnost-Rubella IgG
n = 74

72
. 0
72(97,3%)

HHT Rubenosticon
n = 27

0
22
22(81,5%)

Fluorimmun-Rubella-IgG und
Vergleichsmethode
abweichend =
Immunität vorhanden im Fluorimmun-
Rubella-IgG und negativ in der
Vergleichsmethode
negativ im Fluorimmun-Rubella-IgG
und Immunität vorhanden in der
Vergleichsmethode
gesamt (%) 5(3,2%) 3(3%) 2(2,7%) 5* (18,5%)

Prüfergebnis im Fluorimmun-Rubella-IgG 2 (1,3 %)
und der Vergleichsmethode
unklar =

1 (1 %)

" Die 5 abweichenden Seren wurden im Enzygnost-Rubella IgG nachgeprüft. 4 der 5 Seren zeigten in der Nachuntersuchung über-
einstimmende Ergebnisse im Fluorimmun-Rubella-IgG und im Enzygnost-Rubella IgG.

Üb. med. 19:78-86(1995)



84 W. Dangel et al.: Nachweis Rötelvirus-spezifischer IgG- und IgM-Antikörper

Srrum lirlerte auch in Nachprüfungen mit anderen
Methoden keinen eindeutigen Befund. Dir drei
abweichenden Seren /eigten im Fji-Rubek (l
. . Immunität kann unge-nominen werden" nnr l im l··
Rnhc!ln-lg(; ..keine Immuni tä t vorhanden", Drr
lud he.su'iti^le hier /wehnjil den Fji-Rnbek G und
einmal den F-Rubelln-I^G.

Beim Vergleich zwischen firm F-Ruhella-lgC un i l
dem Knxygnosi-Rubella lg(» wurden Rötelnvinis-
IgG-posifive Proben verglichen (n « 74). 72 der
Seren (l)7,.W) waren l>ri beiden Methoden überein-
Mimmend positiv. Zwei Seren (2,7%) waren abwei-
chend: im F-Ruholla-JgG negativ, im Erixygno.sl-
Rubell i i IgG positiv. Eine weitere Abklärung erfolgte
nicht .

Seren mit überwiegend ..fraglicher Immunität'*
( l II IT-Titer l :tS oder 1: 16) wurden vergleichend im
I'-Rnhrlla-lgC und im - Rnlmnostieon unter-
sucht (n = 27). Nur 22 der Seren (81,5%) zeigten
übereinstimmend ..keine Immunität vorhanden"'.
Die find' abweichenden Seren (18,5%) waren im
HUT negativ und im F-Rubella-IgC positiv. Der
Knzygnüst-Rnbella IgG bestätigte jedoch viermal
den F-RnbrUa-IgG und nur einmal den IIHT. Die
vier im F-Rubella-lgG und Enzygnost-Rubella IgG-
positiven Seren lagen im Grcnztitcrbereicli.

Unter den Seren der \rergJeichsstudie des HiG mit
dem F-Rubella-lgC waren 2*1 Seren, bei denen
pathologische Serum Veränderungen [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 Immunität gegen Rötelnvirus-
infcktionen angenommen werden kann. Beide
Methoden zeigten bei allen 24 Seren (100%) über-
einstimmende Ergebnisse.

Beim Vergleich des F-Rubella-IgG und -IgM mit
den hier verwendeten, zugelassenen Rötelnvirus-
IgM- bzw. Rötelnvirus-lgG-Tcsts wui'den für den F-
Rubclla je nach VcrgJeichsmethode unterschiedliche
\ferte für Spezil'ität, Seiisitivität und Vorhersagewert
errechnet.

Beim IgM-Nach weis zeigt der Vergleich zwischen
F-Rubella-lgM und Eti-Rubek M reverse eine Sensi-
livität von 97,9%, eine Spezifität von 99,3% bei
einem Vorhersagewert von 97,9%. Der Vergleich
zwischen F-Rubella-IgM und Enzygnost-Rubella
JgM ergibt eine Seiisitivität von 78,6 %, eine Spezifi-
tät von 100 % und einen Vor hersage wert von 100 %.
Der Cesamtvergleich von beiden ELISA-Methoclen
znsiimmen mit dem F-Rubella-IgM ergibt eine Seiisi-
tivität von 90,8%, eine Spezifität von 99,6% und
einen Vorhersagewert von 98,6 %.

Beim IgG-Nachweis war das Verhältnis von positi-
ven zu negativen Seren beim Vergleich F-Rubella-
IgG/HHT Rubenostion (überwiegend negative
Seron) und beim Vergleich F-Riibella-IgG/Enzyg-
nosi-Rnbella JgG (nur positive Seren) jeweils einsei-

tig, d.h. einr fiereclmung von Sfiezififät, Scnsitivität
und Vorhersagewerr. ist nicht möglich. Ander* beim
Vergleich F-Rubella-fgG/HiG. Hier errechnet sich
nur. Srnsil iviräl von 98%, eine Spezifität von
9*1,4% und ein Vbrhersagewerf von 97%. Der Ver-
gleich xwischrn F-Rubella-igG und Plti-Rubck G
zeigt eine Sr.nsif ivität von 95,6 %. eine Spezifität von
100% und rinr.n Vorhrrsagewert von 100%. Faßt
man dir Krgelinis.se der vier Nachwei.sn'ietlioden
Hin1. |-li(;, Etl-Ruhek (; und Erizygnost-Riibellö
IgG znsarnmrn und vergleieht sie mit ilein F-
Rubella-lgG. so errrclmel sich eine Sensitivität von
97,1 %, eine Spezifität von 92,9 % und ein Vorheri-
ge wert voii 96,8%.

Diskussion

In dieser Arbeit wird eine neue Methode zum Nach-
weis von Rötelnvirus-spezifischen (gG- und IgM-
Antikörpern vorgestellt. Im Gegensatz zu den bisher
beschriebenen Methoden, bei denen das
Rötelnvirusantigen in der Regel an Polystyrolenlo-
ridträger (Mikrotiterplatten, Kugelnj oder an
Mikropartikel über unterschiedliche Methoden
gebunden wurde [9], werden in dem hier vorgestell-
ten Iminuniluoreszenztest „F-Rubella" Küken-
Erythrozyten als Virusantigenträger verwendet.

Die Standardisierung eines Immunfluoreszenz-
Testes wird mitunter als schwierig angesehen. Aus
Abbildung l —4 ist jedoch zu erkennen, daß eine spe-
zifische Reaktion mit dem Fluoreszenzmikroskop
rasch und zweifelsfrei erkannt werden kann, da nur
10—20 % der im Blickfeld erscheinenden Erythrozy-
ten mit Virusantigen beschichtet sind und deshalb
nur diese bei positiver Reaktion gelbgrün fluoreszie-
ren dürfen. Unspezifische Immunfluorcszenzreak-
tionen sind dadurch deutlich von einer spezifischen
Reaktion unterscheid bar. Mögliche Reaktionen zwi-
schen anti-nuklearen- oder anti-DNA-Antikörpern
und den Zellkernen oder der DNA der Küken-
erythrozyten konnten in einer früheren Studie aus-
geschlossen werden [5].

Im F-Rubella wird die Intensität der Fluoreszenz
der mit Virusantigen-beschichteten Erytlirozyten
ausgewertet. Die charakteristische, scharf begrenzte
Form der Küken-Erythrozyten und die abgestufte
Fluoreszenzintensität erleichtern die Bewertung. Der
Serum titer wird definiert als diejenige Serum ver-
dünnung, die gerade noch eine .. + t: Reaktion (Abb.
3) aufweist. Zur besseren Vergleichbarkeit der sub-
jektiven Ablesung wurden zum einen Farbphotos der
Reaktionen + ++, ++, H- und negativ als Ablese-
hilfe \rerwendet, zum anderen wurden in jedem
Tagesansatz Kontrollseren mit bestimmten Soll-
Titern initgeprüft.
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Bei der Prüfung auf Röteln viriis-IgM-Amikörper
wird von den Tests eine hohe Soiisitivitäl und Spezi-
fit at verlang!, um möglichst frühzeitig eine aknle
Infektion diagnostizieren zu können. Als Vergleiehs-
meihoden zum F-RubcJla-lgM wurden deshalb ein
indirekter ELISA (Enzygnost-Rubella JgM) und ein

-eaplure-ELISA (Eti-Rubek M reverse) gewählt. In
der vorliegenden Studie stimmten die Ergebnisse des
F-Rubella-lgM mit den beiden Enzymimmunassays·
zu 96,6% ( -capture-ELISA) bzw. 94,1 % (indirek-
ter ELISA) iiberein (Tabelle 1).

Beim Vergleich -eapture-ELISA (Eti-Rubek M
reverse) zu F-Rubella-lgM war ein Serum positiv im
ELISA und negativ im F-Rubella-lgM, hingegen war
das zweite abweichende Serum positiv im F-RuheLla-
IgM und negativ im ELTSA. Beim Vergleich indirek-
ter ELISA (Enzygnosi-Rubella IgM) zu F-Rubella-
lgM zeigte der ELISA in 6 Fällen ein knapp, über
dem ..au off*-Bereich liegendes positives Ergebnis,
wohingegen die Seren im F-Rubella-lgM negativ rea-
gierten. Aufgrund dieser Ergebnisse erhebt, sich die
Frage nach dem klinisch relevanten ,,cut-off"-Wert.
Der Vergleich mit dem -capture-ELISA hat gezeigt,
daß der F-Rubella-JgM vergleichbare Ergebnisse lie-
fert und die Sensitivität des F-Rubella-IgM-Testes
zur Er rassung einer akuten Infektion ausreichend
i&i. Die Untersuchung von Seren mit pathologischen
Serumveränderungen (z.B. Rheuinafaktoren) zeigte
ebenfalls eine weitgehende Übereinstimmung zwi-
schen dem Iminunfluoreszenztest und den Enzy-
mimmunassays (Tabelle 2). Beim Vergleich des F-
Rubella-IgM mit dem Eti-Rubek M reverse konnten
2 von 22 Seren keiner Testmethode klar zugeordnet
werden. Hier bewegte sich der ELISA in der Grau-
zone, während der F-Rubella-lgM einmal positiv
und einmal negativ reagierte. Beim "Vergleich des F-
Rnbella-lgM mit dem Enzygnost-Rubella IgM war
nur eines von 24 Rheumafaktor-positiyen Seren
abweichend. Der IFT reagierte negativ, während der
ELISA ein schwach positives Ergebnis zeigte (knapp
über ..cut-off"'-Bereich).

Die Untersuchung auf Anwesenheit von Röteln vi-
rus-IgG-Antikörper soll den Imjnunstatus klären
und aufzeigen, ob der Schutz vor einer Infektion
ausreichend ist oder nicht. Infektionsschutz kann
nur dann angenommen werden, wenn die grenzwer-
tigen Titer im HUT von 1:8 oder 1:16 durch eine
weitere Mediode positiv bestätigt werden. In den
Mmicrschaftsrichtlüiien des Bundesausschusses der
Ärzte und Krankenkassen, wurde festgelegt: ,,
positiver Ajilikörper-Nachweis gilt ohne zusätzliche
Untersuchungen als erbrach l, wenn der HHT-Titer
mindestens 1:82 beträgt. Bei niedrigeren Titern ist
die Spe/ifitäi des Anlikörper-Nachweises durch eine
andere geeignete Methode zu sichern, für welche die
benötigten Reagenzien staatlich zugelassen sind'"
j4 j . In der Laborpraxis stellt sich häufig das Pro-

blem grenz wer liger Titer nach Impfung und die
Bewertung des Immun Schutzes im Hinblick auf das
Reiiifoklionsrisiko [10, 11]. Der F-Kubella-lgG zeigte
im Vergleich mit drei bewährten Methoden (Hämo-
lyse in Gel-Test, Enzygnost-Rubella IgG, Eti-Rubek
G) eine Übereinstimmung von 95—97 % (Tabelle 3;,
wobei pathologische Seren das Ergebnis nicht beein-
flußten.

Insgesamt reagierten die beiden ELISAs (Enzyg-
nost-Rubella IgG, Eti-Rubek G) sensitiver als der F-
Rubella-lgC (Sensitivität = 95,6%). Sie reagierten
bei fünf Seren positiv (drei Seren im Eti-Rubek G
bzw. zwei Seren im Enzygnosi-Rubella IgG), bei
denen der F-Rubella-lgC negative Ergebnisse zeigte.
Beim Vergleich F-Rubella-IgG/HiG war die Ergeb-
nisverteilung bei der Sensitivität (98%) dagegen
ausgeglichen. Bei drei Seren reagier!« der F-Rubella-
IgG positiv und der HiG negative; bei zwei Seron
reagierte der MiG positiv und der F-Rubella-igG
negativ.

Auch beim IgG-Test muß man den ,,cut-ofP-\Vert
kritisch liiiiterl'rageii. Sensitivität und Spezifität
hängen von den jeweils festgelegten „eut-off"'-Wer-
ten der miteinander verglichenen Testmethoden ab.
Die IgG-Studie zeigt, daß der für den F-Rubella-IgG
festgesetzte „cut-ofP-Wert beim Vergleich der Sensi-
tivitäl (98%) näher beim „cu t -o ff "-Wert des HiG
liegt und beim Vergleich der Spezifität (100%) eher
dem ,,cut-off"-Wert des Eti-Rubek G gleichkommt.

Wie in unserer Studie im Vergleich mit verschiede-
nen zugelassenen Testmethoden gezeigt werden
konnte, ist der hier vorgestellte F-Rubella-lgM geeig-
net zur Erfassung einer akuten Infektion mit zwar
geringerer Sensitivität als der indirekte IgM-ELlSA
(Enzygnost-Rubella IgM), jedoch mit einer Spezifi-
(ät von 100%. Dagegen ist die Sensitivität des F-
Rubella-IgM mit 97,9 % gleich hoch wie die Sensiti-
vität des -Capture-ELISA.

Bei den IgC-Tests zeigen die Ergebnisse, daß die
Sensitivität des F-Rubella-IgC im Vergleich zum HiG
mit 98 % Sensitivität besser abschneide! als im Ver-
gleich zum indirekten JgG-ELISA mit 95,6 % Sensi-
tivität.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß
der neue F-Rubella in der vergleichenden Untersu-
chung sowohl bei der IgM- als auch bei der IgG-Prü-
fung zuverlässige Ergebnisse geliefert hat. Im Gegen-
satz zum ELISA ist beim F-Rubella-lgM und -IgG
ein direkter Vergleich von spezifischer und imspe/i-
fischer Bindung durch das Vorliegen von Antigen
und Kontrollantigen beschichteten Erythrozyten im
gleichen Blickfeld möglich. Dadurch bietet sich die
Möglichkeil, falsch-positive Befunde sofort zu erken-
nen. Dies ist ein Vorteil gegenüber Enzymimmun-
tests, bei denen diese Möglichkeit der Überprüfung
einer unspezifischen Bindung mit dem Kontrollanti-
gen oft nur schwer möglich ist. Beim F-Rubella kön-
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neu ferner Röteln-IgM- und -IgG-Aiitikörper in
einem Tcstansatz auf einem Objektträger durchge-
führt werden. Die Reaktionsschrilte und die Reagen-
zien sind bis auf das Konjugat identisch. Der neue
linniunfhioreszenztesl eignet sich aus unserer Sicht
als Zusalztest oder alternative Methode zur weiteren
Abklärung bei unklarer Immunitätslage (HHT-Titer
1:8 und 1:16) bzw. unklarem Rubella-igM Befund
im EL1SA.
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