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Zusammenfassung: Zur speziellen Laboratoriums-’

diagnostik viraler Erkrankungen stehen zwei Moglich-
keiten zur Verfiigung: zum einem der direkte Nach-
weis des viralen. Erregers bzw. seiner Bestandteile,
zum anderen der indirekte Nachweis iiber die bei einer
Infektion spezifisch gebildeten Antikérper. Immunsup-
primierte Patienten stellen eine besondere Risikogrup-
pe fiir Infektionserkrankungen gerade auch mit viralen
Erregern dar. Da bei diesem Patientenkollektiv die Im-
munreaktionen unterdriickt sind und die Erkrankungen
sehr uncharakteristisch verlaufen konnen, ist die klini-
sche Diagnostik oft erschwert. Zudem konnen bei Im-
munsuppression einige Virusinfektionen reaktiviert
werden und sich mit schweren Krankheitsbildern ma-
nifestieren.

Da die Anzahl der Patienten, die zeitweise oder dau-
erhaft unter einer iatrogenen oder pathologischen Im-
munsuppression stehen, deutlich zugenommen hat, ist
eine gezielte Labordiagnostik in Zusammenarbeit mit
dem behandelnden Arzt unerldBlich, einerseits zur
Auswahl der geeigneten Nachweismethoden und des
passenden Untersuchungsmaterials, andererseits zur
Interpretation der erzielten Untersuchungsergebnisse.

Schliisselworter: Virusinfektionen; Diagnose; Im-
munsuppression.

Summary: The specific laboratory diagnosis of viral
infections may be achieved through the direct detec-
tion of the virus or its components, or indirectly by de-
tection of specific antibodies. Immunocompromised
patients are at high risk for infectious diseases, partic-
ularly from viral agents. Due to immunosuppression,
the course .of disease can be uncharacteristic and diag-
nosis will be difficult; in addition, virus infections can
reactivate with serious clinical manifestations. Consid-
ering the fact that the number of patients with tempo-
rary or permanent iatrogenic or pathologic immuno-
suppression is on the increase, a targeted laboratory di-
agnosis in cooperation with the clinicians is of great
importance for the correct choice of the appropriate
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methods and materials on the one hand and for the in-
terpretation of test results on the other hand.

Keywords: Virus infection; Diagnosis; Immunosup-
pression.

twa jeder dritte Todesfall weltweit ist infektionsbe-

dingt; es wird geschitzt, daB jahrlich etwa 13 Mil-
lionen Menschen an Infektionskrankheiten versterben,
d. h. tiglich ca. 30.000. Nach Angaben der World
Health Organisation (WHO Report on Infectious Dis-
eases 1999) waren 1998 etwa 90% der durch Infekti-
onskrankheiten verursachten Todesfille allein auf
sechs Erkrankungen zuriickzufiihren: Pneumonien,
HIV/AIDS, infektiose Durchfallerkrankungen, Tuber-
kulose, Malaria und Masern. Vornehmlich betroffen
sind Patienten in Landern mit niedrigem hygienischen
Standard und hier vor allem Kinder und junge Er-
wachsene.

Ein hohes Risiko fiir Infektionserkrankungen liegt
bei Schwichung des Immunsystems vor, wie z. B. bei
HIV als Grunderkrankung oder bei Patienten mit mali-
gnen Erkrankungen. Doch auch bedingt durch die
Fortschritte in der Neonatal-, Transfusions- und Trans-
plantationsmedizin, sowie der Therapie von AIDS-
und Tumor-Patienten, hat die Zahl von Personen, die
mit einem noch unausgereiften Immunsystem bzw.
einer pathologischen oder iatrogenen Immunsuppressi-
on leben, erheblich zugenommen. Gerade auch Infek-
tionen mit viralen Erregern stellen fiir diese Risiko-
gruppen eine besondere Gefdhrdung dar.

Da bei immunsupprimierten Patienten die Krank-
heitsbilder erheblich von denen bei immunkompeten-
ten Patienten abweichen konnen, ist die klinische Dia-

" gnostik oft erschwert. Einige Virusinfektionen verlau-

fen bei eingeschrinkter Immunabwehr sogar subkli-
nisch, weil mit dem Immunsystem auch die Immun-
pathogenese unterdriickt ist. Hierfiir typisch ist z. B.
die HBV-Infektion beim Neugeborenen oder AIDS-Pa-
tienten. Viele anderen Virusinfektionen werden bei re-
duzierter Immunabwehr ,,opportunistisch™ reaktiviert
mit z. T. massiven, sonst selten gesehenen Krankheits-
manifestationen [1]. .

Tabelle 1 und 2 geben einen Uberblick iiber Virus-
infektionen und ihre Erreger, welche insbesondere bei
Immunsupprimierten zu schweren Komplikationen
fithren konnen.
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onszelt Nachwensmethoden und Untersuchungsmaterial

Tabelle 1 Darstellung viraler Erreger mit besonderer Relevanz bei Immunsuppression: Uberblick tiber Kiinik, Inkubati-

Tracheobronchitis, Pneumonle
(superinfiziert)

Virus Klinik Inkubationszeit Nachweismethoden Material
A irus Atemwegs-, Augen-, 2-10 Tage Zellkultur, EM, Antigen- Abstrich, BAL, Stuhl,
denoviry Darmiﬂfé:;kticmer$J test, PCR, Serologie Serum, Biopsie, Sputum
Herpes simplex  Herpes labialis/genitalis, Kera- 2-14 Tage Zellkultur, EM, Antigen- Abstrich, BAL, Liquor,
Virug (HSV)p titis, Meningitis, Enzephalitis test, PCR, Serologie Serum, Biopsie, Sputum
Epstein-Barr Virus Infektidse Mononukleose, - 14-50 Tage PCR, Serologie Liquor, Serum. BAL,
(EBV) Enzephalitis, Hepatitis, Biopsie
Splenomegalie
Humanes Cyto-  Mononukleose-ahnlich, Hepa- 20-60 Tage Zellkuttur, PCR, pp65-  Urin, BAL, Liquor,
megalie-Virus titis, Pneumonie, Retinitis, Antigentest, Serologie,. EDTA-Blut, Serum,
(HCMV) Enzephalitis, Splenomegalie EM Augenkammerwasser,
Biopsie, Sputum
Varizella-Zoster Varizellen, Zoster, Hepatitis, 10-28 Tage Zellkultur, PCR, Abstrich, Liquor, Serum,
Virus (VZV) Pneumonie, Enzephalitis Serologie Biopsie
Humanes Herpes Exanthema subitum 3-15 Tage Serologie, PCR, Serum, Liquor, Biopsie
Virus 6 (HHV6) Zellkultur
Parvovirus B19 Ringelrételn, Stérung der 7-10 Tage Serologie, PCR Serum, Liquor, Biopsie
Hamatopoese
Polyoma-Viren: o
BK-Virus Nephritiden, hamorrhagische  unbekannt PCR, EM Urin, Liquor
Zystitis, Pneumonie .
JC-Virus PML unbekannt PCR, EM Urin, Liquor
Hepatitis A Virus  Hepatitis 14-42 Tage PCR, Serologie, EM Stuhl, Serum
(HAV) .
Hepatitis B Virus  Hepatitis 1-6 Monate PCR, Serologie Serum, Biopsie
(HBV) .
Masernvirus Masern, Enzephalitis, 10-14 Tage Zellkultur, PCR, Abstrich, Serum, Urin,
Pneumonie . Serologie Biopsie, Liquor
Influenza A Virus  respiratorische Infektion, 1-3 Tage Zellkultur, EM, PCR, Abstrich, Serum

Antigentest, Serologie

EM: Elektronenmikroskopie

BAL: Bronchoalveoldre Lavage

PCR: Polymerase-Kettenreaktion

PML: Progressive multifokale Leukoenzephalopathie

i
|

Akute Virusinfektionen greifen in den Zellstoff-
wechsel mit der Folge eines zytopathogenen bzw. zy-
tolytischen Effektes ein. Die verinderte Zelle zieht
eine starke Immunreaktion auf sich, die méglicherwei-
se den KrankheitsprozeB zunichst verstiarkt, aber
damit die Infektion beendet.

Allerdings zeigt der klinische Alltag hiufig, daB die

Abheilung einer Virusinfektion nicht zwingend bedeu-
tet, da die Infektionserreger eliminiert sind.

Bei persistierenden oder chronischen Infektionen
verbleiben Viren, bzw. Virusbestandteile lebenslang
oder zumindest fiir einen ldngeren Zeitraum (von Mo-
naten bis hin zu Jahxzehnten) im Korper. Dabei 148t
sich unterscheiden zwischen Viren, die sich bei chro-
nischen Infektionen kontinuierlich vermehren oder im
infizierten Gewebe nachweisbar sind (z. B. Hepatitis B
Virus [HBV], Humanes Immundefizienz Virus [HIV])
und solchen, die zwischenzeitlich eine nicht-infektiose
latente Form einnehmen, jedoch gelegentlich reakti-
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viert werden konnen (z. B. Herpesviren) [2]. Solche
reaktivierten Infektionen stellen hiufig an die Virus-
diagnostik besondere Anforderungen, da die immuno-
logische Antwort meist schwach verlduft bzw. das An-
tikorperprofil meistens keine Aussage iiber den klini-
schen Zustand erlaubt.

Methoden der virologischen Labor-
diagnostik

Fir die Diagnostik viraler Infektionen gibt es
grundsitzlich mehrere Méglichkeiten (vgl. Tabelle 3).
Diese bestehen zum einen in dem direkten Virusnach-
weis mittels Isolierung auf Zellkultur, Elektronenmi-
kroskopie bzw. dem Nachweis viraler Bestandteile
mittels Antigen-ELISA und dem Nukleinsiurenach-
weis iiber eine Hybridisierung oder mit der Nukle-

insdureamplifikationstechnik (NAT), z. B. der Polyme- -

rase Kettenreaktion (PCR). Ferner bieten serologische
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Tabelle 2 Virusinfektionen und assoziierte Krankheitsbilder bei Patienten mit Immunsuppression

Erreger

klinische Manifestationen

Adenoviren
Herpes simplex Virus (HSV)

Pneumonie, Hepatitis, Meningoenzephalitis
schwere Verlaufsformen, Tendenz zur Dissemination und Befall der inneren

Organe, sowie Selektion Virostatika-resistenter Isolate

Epstein-Barr Virus (EBV)
Humanes Cytomegalievirus (HCMV)

Non-Hodgkin-Lymphome, PTLD
interstitielle Pneumonie (KMT), Enterokolitis, Retinitis, Graft versus host disease

(GVHD), Enzephalitis, CMV-Mononukleose, schwere, lebensbedrohende Ver-

laufe
Varizella-Zoster-Virus (VZV)

Varizellen: progredienter Verlauf, interstitielle Pneumonie, Hepatitis, Thrombo-

zytopenie und Leukopenie (bakterielle Superinfektion)
Herpes Zoster: ausgedehnter (multipler) Dermatombefall und Tendenz zur
h&matogenen Streuung

Humanes Herpes Virus 6 (HHV 6)
Parvovirus-B19

Polyomaviren (BK)

Polyomaviren (JCV)

Hepatitis A Virus (HAV)

interstitielle Pneumonie (KMT), Enzephalitis

aplastische Anémie

h&morrhagische Zystitis (KMT)

progressive multifokale Leukoenzephalopathie (PML)

protrahierte Verldufe mit asymptomatischer Virusausscheidung, schwere, evt.

lebensbedrohende Verlaufe

Hepatitis B Virus (HBV)

bei HBV-Tragern: Risiko einer Reaktivierung mit Leberversagen nach Absetzen

. der immunsuppressiven Chemotherapie

Masernvirus

Influenza A Virus
scheidungsdauer

" Riesenzellpneumonie, Masern-EinschluBkérperenzephalitis
schwere Verlaufe mit Pneumonie, evt. bakteriell superinfiziert, verlangerte Aus-

KMT: Knochenmarktransplantation
PTLD: ,Post-transplant lymphoproliferative disorder”

Tabelle 3 Moglichkeiten der virologischen Laboratoriumsdiagnostik (3)

1. Nachweis des viralen Infektionserregers
- Mikroskopie und Elektronenmikroskopie

]

- Kultivierung des Virus in Zellkulturen (ggf. Brutei, Tierversuch)
- Nachweis viraler Strukturbestandteile mit defunterten Antikdrpern (Antigentest)
- Nachweis einer viralen bzw. viruskodierten Nukleinséure mit deflnlerten Gensonden (molekularbiologische

Diagnostik)

2. Nachweis der virusinduzierten Immunreaktion mit definierten Antigenen

- Analyse der humoralen Immunreaktion (Antikdrpertest)

- Analyse der zelluldren Immunreaktion (Lymphozytenstimulationstest)

Untersuchungen auf spezifische Antikorper die Mog-
lichkeit zum indirekten Nachweis einer Infektion. Hier
kann zusitzlich differenziert werden nach verschiede-
nen Immunglobulinklassen (IgG, IgM, IgA). Wihrend
der Nachweis von IgM und/oder eine IgG-Serokonver-
sion in der Regel fiir eine akute primdre Infektion
spricht, stellt bei den meisten herpetischen Erkrankun-
gen ein mehr als zweifacher Anstieg des IgG-Titers
einen starken Hinweis, das Auftreten eines erhohten
IgA-Titers nahezu einen Beweis fiir eine Reaktivie-
rung dar. Bei der Labordiagnose der Virusinfektion als
dtiologisches Agens der Infektionskrankheit bei Pati-
enten mit Immundefizit gelten im Prinzip die gleichen
Regeln wie bei immunkompetenten Personen. Aller-

dings kann der Nachweis von IgM-Antikorpern bei
Immunsuppression manchmal schwierig sein. Hier
bietet sich dann die Bestimmung der IgA-Antikorper
an.

Labordiagnose von Virusinfektionen bei
Patienten mit immunsupprimierenden
Grunderkrankungen

Im Folgenden soll die Wertigkeit der verschiedenen
Methoden der Virusdiagnostik am Beispiel von HSV,
VZV und.CMV als bedeutsamste und relativ hiufige
virale Erreger - gerade auch mit Reaktivierung bei ge-
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schwiichtem Immunsystem - erldutert werden. Fiir dic
Labordiagnose stehen hier mehrere Verfahren zur Ver-
fiigung, auf die im Einzelnen spiiter niiher eingegangen
wird.

Neben diesen Viren erlangt eine zunehmende Be-
deutung das Herpes Virus Typ 6 (HHV6). Dieser Erre-
ger fidhrt gewshnlich im Kindesalter (6 bis 24 Mona-
ten) zum ,,Exanthema subitum*, kann jedoch auch In-
fektionen im Erwachsenenalter insbesondere bei Im-
munsupprimierten - speziell bei organtransplantierten
und HIV-infizierten Patienten - verursachen [4]. Dis-
kutiert wird auBerdem ein Zusammenhang zwischen
dem Vorliegen einer HHV6-Infektion und dem Fort-
schreiten der Immunsuppression [4, 5]. Die Diagnose
einer HHV 6-Infektion erfolgt anhand der Serologie,
Zellkultur und einer qualitativen PCR.

Ebenso liBt sich auch das Epstein-Barr-Virus -
neben der Serologie - mittels einer PCR nachweisen.
Die Bedeutung des EBV-Virus liegt in seiner Assozia-
tion zu einer groBen Gruppe unterschiedlicher Tumor-
erkrankungen wie z. B. zum Burkitt-Lymphom, einigen
Non-Hodgkin-Lymphomen, dem Nasopharyngeal-Kar-
zinom und dem Adenokarzinom des Magens [6]. Eine
besondere Gefihrdung zur Entwicklung von Lympho-
men - und damit auch zu den mit EBV-assoziierten
lymphoproliferativen Erkrankungen - findet sich auch
hier wiederum bei HIV- und AIDS-Patienten [7-10].
Gefiirchtet sind auch EBV-assoziierte Komplikationen
nach Organtransplantation (,,Post-transplant lympho-
proliferative disorder, PTLD) mit unterschiedlichen

klinischen Ausprdgungen von einem Mononukleose- -

dhnlichem Krankheitsbild bis hin zu poly- oder mono-
klonalen Lymphproliferationen. Die Inzidenz dieser Er-
krankung nach Organtransplantation wird mit insge-
samt etwa 3% angegeben, kann aber auch hoher liegen,
z.B. bei 8% nach Lungentransplantation im Vergleich
zu etwa 1-2% bei Nierentransplantierten [11-13]. EBV-
Seronegativitdt des Rezipienten vor Transplantation
und gleichzeitige EBV-Positivitdt des Donors scheint
dabei das Erkrankungsrisiko zu erhohen [14, 15].

Auch das Parvovirus-B19, ein Erreger, der zu der
sich selbst limitierenden Erkrankung des ,,Erythema
infectiosum® - hauptsichlich im Kindesalter - fiihrt,
kann aufgrund seiner Persistenz gerade bei Immun-
schwiiche zu einer schwerwiegenden chronischen Ani-
mie fithren [16, 17]. Neben der Serologie steht auch
hier mittlerweile eine PCR zum Nachweis des viralen
Genoms zur Verfiigung. :

Akute Infektionen mit Herpes simplex und Varizel-
len, bzw. aiich eine Varizellen-Reaktivierung (Herpes
Zoster), lassen sich im allgemeinen anhand ihrer recht
typischen klinischen Symptomatik schnell und sehr
verldBlich diagnostizieren. Unter immunsuppressiver
und antitumoraler Therapie ist das durch eine HSV-
oder VZV-Primir- bzw. Sekundirinfektion verursachte
Krankheitsbild hiufig uncharakteristisch und erfordert
wegen der Gefahr einer lokalen Disseminierung und
dem Befall innerer Organe eine schnelle Labordiagno-
stik, um rechtzeitig therapeutische MaBnahmen einlei-
ten zu konnen. )

10 J Lab Med 2001; 25 (1/2): 007-014

Es stehen verschiedene Untersuchungsmethoden zur

Verfiigung:

« Eine einfache Methode ist die Entnahme eines Ab-
striches und die Anfertigung eines Abstrichpriipara-
tes aus den Effloreszenzen, das mikroskopisch nach
intranukleéren Einschliissen bzw. mittels virusspezi-
fischer poly- und monoklonaler Antikorper in Im-
munoassays (ELISA, bei HSV zusitzlich im IFT)
auf virales Antigen untersucht wird [18]. Auch mit
Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie 148t
sich aus Abstrichen oder Blischenpunktaten eine
schnelle, wenn auch aufwendige Diagnostik betrei-
ben.

* Weiterhin kann man versuchen, das infektidse
Agens in Zellkulturen anzuziichten. Fiir HSV sind
Zellen verschiedener Herkunft geeignet, wahrend
VZV sich am besten auf humanen Fibroblasten iso-
lieren 14Bt. Gegebenenfalls ist ein Nachweis auch
auf RPE (;,humane retinal-pigmental-epitheliale)-
Zellen moglich. Im infizierten Zellrasen bilden sich
jeweils charakteristische zytopathogene Effekte
(CPE) heraus, bei VZV allerdings oft erst nach lan-
ger Beobachtungszeit. Hier hat sich der Einsatz
monoklonaler Antikérper bewihrt, welche bereits
innerhalb von wenigen Tagen virale Strukturprotei-
ne in infizierten Zellen vor Erscheinen eines CPE
nachweisen. Um das Auftreten infizierter Zellen zu
beschleunigen, kann das Inokulum auBerdem auf
die Zellen zentrifugiert werden; diese ,,durch Zen-
trifugation beschleunigte Virusanzucht* wird als
,»Shell-Vial“- Technik bezeichnet [19].

* Bei einem ZNS-Befall stellt die PCR die Methode
der Wahl dar. Wegen des relativ niedrigen Virusti-
ters im Liquor cerebrospinalis sind die klassischen
Verfahren, wie Virusisolierung und Antigennach-
weis, in den allermeisten Fillen zu unempfindlich.
Die Nachweisgrenze der PCR liegt bei 1-10 Kopien
viraler DNA/ul Liquor [20]. Mit Hilfe der PCR ist
eine qualitative odef (semi)quantitative Bestim-
mung der viralen DNA innerhalb von 6-8 Std. még-
lich. Die prinzipiellen Nachteile dieser Methode
sind der relativ hohe Arbeits- und Kostenaufwand.
Falsch positive Ergebnisse, bedingt durch Kontami-
nationen, werden durch eine strikte rdumliche Tren-
nung der verschiedenen Reaktionsschritte und durch
sorgfiltige Aufarbeitung des Patientenmaterials ver-
mieden. Inhibitoren der Polymerase konnen zu

. falsch negativen PCR-Ergebnissen fiihren, was sich
aber durch das Mitfilhren interner Standards ver-
meiden laBt.

Bei der serologischen Untersuchungen von Zoster-Pa-
tienten finden sich primir IgG-Antikérper, die von der
frilher durchgemachten Windpockeninfektion stam-
men. In der Regel gelingt die Diagnose des Zoster
leicht, indem man den IgG-Antikorperanstieg in suk-
zessiven Blutproben feststellt, z. B. mit dem EIA. Wei-
terhin kann man in der Hilfte der Fille auch Antikor-
per der Klasse IgM finden und noch hiufiger erhéhte
IgA-Titer. Bei immunsupprimierten Patienten tritt die
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VZV-IgA pos. (in %)

30 -

25 -

20 157

15 10,3

10 g

5 1.8 27

Abbildung 1 \Verteilung der VZV-IgA f . i
positiven Untersuchungsresultate (Ti- 0 .
ter: 1: 2320) bei HIV-negativen Patien-
ten in verschiedenen Altersgruppen 0-9 10-19  20-29  30-39  40-49  50-59 > 60
(Patienten des Klinikums der J.-W.- (n= 222) (n =259) (n =340) (n=274) (n=180) (n=171) (n=281)
ggtla)the-Universitét Frankfurt am Main; Altersgruppe in Jahren

humorale Immunantwort verzdgert ein. Bei Knochen-
markstransplantations-Patienten bleibt sie hdufig je-
doch aus. Aus diesem Grund und bedingt dadurch, daf3
der Erregernachweis der Antikérperbildung um mehre-
re Tage vorausgeht, spielt die Serologie eine unterge-
ordnete Rolle fiir die Labordiagnose einer aktiven
HSV- oder VZV-Infektion. Ihr Stellenwert liegt vor
allem bei der Risikoeinschitzung durch eine Uberprii-
fung des Immunstatus.

Epidemiologische Untersuchungen zur Verteilung
von hohertitrigem VZV-IgA zeigen eine deutliche Zu-
nahme der Hiufigkeit dieses Markers in Abhéngigkeit
vom Alter der Patienten (siehe Abb. 1). Das Risiko,
einen Zoster zu entwickeln, steigt ebenfalls mit dem
Lebensalter. Betroffen sind hierbei hauptsdchlich Men-
schen iiber dem 5. Lebensjahrzehnt, bzw. mit ge-
schwichtem Immunsystem, beispielsweise bei HIV-In-
fektion, Immunsuppression bei Transplantation und
unter Chemo- oder Strahlentherapie. Bei diesen Pati-
entenkollektiven ist zidem das Komplikationsrisiko
eines Herpes Zoster wesentlich hoher. Fiir die USA
wird eine jahrliche Irizidenz an Zoster von 1,3/1000
Personen angegeben mit einer geschitzten Gesamter-
krankungszahl von 200.000-500.000 Fillen pro Jahr
[21, 22). -~ . :

Das Humane Cytomegalievirus (HCMYV) ist einer
der hiufigsten viralen opportunistischen Infektionser-
reger bei immunsupprimierten Patienten (AIDS, Or-
gantransplantation, maligne Grunderkrankungen). Hier
ist eine zuverlissige und schnelle Labordiagnose von
besonderer Bedeutung, da eine effektive antivirale
Chemotherapie moglichst friihzeitig erfolgen sollte.
Da die differentialdiagnostische Abgrenzung von an-
deren Infektionskrankeiten fiir die therapeutische In-
tervention von erheblicher Relevanz ist, wurden in den
letzten Jabren weitreichende Verbesserungen des la-
bordiagnostischen Instrumentariums angestrebt. Hier-
zu gehoren die Weiterentwicklung der Virusisolierung
und der Serologie, aber auch molekularbiologischer

Verfahren wie z. B. der PCR. Neben der konventionel-
len Virusisolation auf Fibroblasten-Kulturen mit Aus-
wertung des typischen CPE nach dessen Auftreten - in
der Regel nach 5-7 Tagen, manchmal jedoch erst nach
Wochen - steht auch hier die Methode des ,,shell vial
assays' zum schnelleren Nachweis einer Infektion zur
Verfiigung.

Als ein einfacher diagnostischer Marker der
HCM V-Infektaktivitdt gilt der Nachweis des HCMV-
Strukturproteins (pp65-Matrixphosphoprotein) in Leu-
kozyten. Die klinische Relevanz dieser Technik zum
Nachweis von HCMV in Leukozyten gilt als sehr
hoch. Im Vergleich zur PCR erwies sich dieser Test in
verschiedenen Studien bei einer direkten Korrelation
mit klinischen Symptomen bei Organtransplantierten
als Verfahren mit relativ hoher Pathognomonitit (71%)
bei reduzierter Sensitivitit (55%), wihrend die
HCMV-PCR erwartungsgemiB eine hohere Sensiti-
vitit (77%) bei geringerer Pathognomonitit (41%) auf-
zeigte [24]. Der pp65-Antigenimietest zeigt im Ver-
gléich zum ,,shell vial assay* eine hohere Sensitivitit
und erfaBt zudem schneller eine Virusreplikation [25,
26]. Der Nachweis von HCMV im Urin der Patienten
erbrachte, ebenso wie die serologischen Befunde, im
Vergleich zum pp65-Antigendmietest eine schlechtere
klinische (prognostische) Relevanz.

Neben einer qualitativen PCR existieren als weitere
molekularbiologische Verfahren mit unterschiedlichen
Sensitivititen die NASBA -(,,Nucleic Acid Sequence
Based Amplification®) zur Bestimmung der mRNA
(.,immediate early* und , late“(pp67) mRNA) als Mar-
ker einer aktiven Virusreplikation, wie auch Verfahren
zur quantitativen Bestimmung viraler HCMV-DNA.
Hier sind die quantitative PCR, das ,,branched DNA®-
Assay und das ,hybrid capture“-Assay zu nennen.
Diese Methoden dienen dabei nicht nur der Friiher-
kennung und Diagnose einer Erkrankung, sondern
werden apch zum Therapiemonitoring einer HCMV-
Infektion eingesetzt. Mittels quantitativer PCR (z. B.
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Abbildung 2 Altersabhangige HCMV- -4 59
Durchseuchung beim Patientenkollek-
tiv der Universitatskliniken Frankfurt
[37]

CMV-IgG-Seroprivalenz In %

10-12 13-14 15-19 20-29 30-39 40-49 50-59 >60

Altersgruppen in Jahren
(1. 1. 93 - 30. 6. 95, n = 8052)

CMV-Seroprévalenz in %

CMV-Durchseuchung verschiedener Risikogruppen

Abbildung 3 HCMV-Durchseuchung
bei verschiedenen Patientenkollektiven
der Universitatskliniken Frankfurt [37].
IVDA: Intravendser Drogenabusus

Amplicor HCMV-PCR, Roche) 148t sich virale DNA
im Plasma innerhalb eines dynamischen MeBbereiches
von 400-100.000 Kopien/ml bestimmen. Je nach Ver-
fahren (unterschiedliche ,,in house“-PCR-Assays) ist
es jedoch auch mdoglich, geringere Kopienzahlen von
20-100 Kopien/m! zu ermitteln. Entscheidend hierbei
ist, ob das Virus zellgebunden oder zellfrei vorliegt:
Dies ist wiederum abhingig vom zu untersuchenden
Material. Das Problem sehr hoher Sensitivititen ist,
daB eventuell latentes Virus erfaBt wird, so daB8 ggf.
ein klinisch relevanter ,,cut off* definiert werden mus8;
hier liegt der Vorteil der Bestimmung der mRNA, die
trotz geringerer Sensitivitdt zum Nachweis der aktiven
Virusreplikation geeignet ist.

In mehreren klinischen Studien lieBen sich hohere
Viruslasten bei symptomatischen Patienten bzw. bei
Primérinfektionen im Vergleich zu Reaktivierungen

12 ) J Lab Med 2001; 25 (1/2): 007-014

zeigen und eine Korrelation zwischen Viruslast und
Wahrscheinlichkeit bzw. Schweregrad der klinischen
Manifestationen beobachten [27-30]. Trotzdem konnte
bis zum heutigen Zeitpunkt noch kein prognostisch re-
levanter Schwellenwert der HCMV-DNA-Kopienzahl
ermittelt werden [31]..Dies ist u. a. darauf zuriickzu-
fiihren, dal bei verschiedenen Krankheitsbildern im-
munpathologische Mechanismen eine wesentliche
Rolle spielen.

Betrachtet man die Sensitivitat der unterschiedli-
chen Nachweismethoden, so sind die molekularbiolo-
gischen Verfahren den herkémmlichen Nachweisme-
thoden iiberlegen und verdringen diese zunehmend
[27, 32-35]. Im Vergleich zu HSV- und VZV-Infektio-
nen hat die Serologie bei opportunistischen HCMV-
Erkrankungen einen mittleren Stellenwert. Der Erre-
gernachweis mittels PCR geht der humoralen Immun-
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antwort durchschnittlich um zwei Wochen voraus. Der
negative Vorhersagewert der IgM-Antikorperbestim-
mung liegt je nach eingesetztem Testverfahren und Pa-
tientenkollektiv bei unter 50% [36]. Die serologische
Diagnostik dient auch hier vor allem der Risikoab-
schitzung, da Primérinfektionen im allgemeinen zu
schwerwiegenderen Komplikationen fiihren als Rein-
fektionen oder endogene Reaktivierungen.

Seroepidemiologische Untersuchungen zeigen, daf
in industrialisierten Li#ndern ca. jeder Zweite mit
HCMV infiziert ist (vgl. Abb. 2), sich in Entwick-
lungsldndern jedoch Durchseuchungsraten von bis zu
100% finden lassen. Altersabhéngig gibt es zwei
Zeitriume, in denen es zu Infektionen kommt: zum
einen in der friihen Kindheit und des Weiteren im jun-
gen Erwachsenenaiter, in dem dann meist die endgiil-
tigen Seropositivitdtsraten einer Bevolkerungsgruppe
erreicht werden. Dagegen ist in verschiedenen Risiko-
kollektiven die Prdvalenz z. T. jedoch wesentlich
hoher (vgl. Abb. 3).

Auch bei HCMV kann, analog zu VZV, der Nach-
weis von spezifischem IgA ein Hinweis auf eine Re-
aktivierung des endogenen Virus bzw. einer Reinfekti-
on mit einem heterologem Stamm sein. Daher ist bei
Verdacht auf eine aktive HCM V-Infektion sowohl die
serologische Untersuchung auf HCMV-spezifisches
IgG (in zwei aufeinanderfolgenden Untersuchungspro-
ben) als auch die Bestimmung von IgA als ergénzende
Untersuchung zum Erregernachweis mittels PCR bzw.
quantitativer pp65-Antigenbestimmung bei Patienten
mit moderater Immunsuppression sinnvoll. HCMV-
spezifische IgM-Antikorper konnen, miissen jedoch in
diesen Fillen nicht auftreten. Dies trifft insbesondere
bei immunsupprimierten Patienten zu. ‘

Empfehlungen zur Probengewinnung
und geeignete Testverfahren

Grundsitzlich gilt, daB jede Erkrankung bzw. klinische

Symptomatik spezifische Anforderungen an die virolo-

gische Laboratoriumsdiagnostik stellt. Dies bedeutet

u. a., daB die enge Absprache zwischen behandelndem

Arzt und Labormediziner erforderlich ist, um eine op-

timale Diagnostik zu€rmdglichen. Gleichzeitig ist von

entscheidender Bedeutung, daf das richtige Untersu-
chungsmaterial unter bestmdglichen Bedingungen ins

Labor gelangt. Nur so kann gewihrleistet werden, da

beispielsweise das negative Resultat bei einem Virus-

nachweis (Zellkulturen, PCR) nicht auf eine artifiziel-
le Zerstorung der Viren in der Probe zuriickzufiihren
ist. ’ h :

AbschlieBend dazu sollen die folgenden Empfeh-

lungen zur Wahl des geeigneten Materials fiir die ein-

zelnen Untersuchungen gegeben werden ‘[3]:

» Fiir serologische Untersuchungen, Serum oder Nati-
vblut einsenden - bei Verdacht auf akute Erkran-
kung moglichst Serumpaare im Abstand von 10-14
Tagen. )

* Zum Virusnachweis ist die Probengewinnung mog-
lichst in der Frithphase der klinischen Symptome

vorzunehmen. Das Material sollte gekiihlt transpor-
tiert werden; Ausnahme: Urin zur HCMV-Isolierung
sollte handwarm ins Labor gebracht und nur bei
lingeren Transporten auf 4° C gekiihlt werden.
Nicht einfrieren!

e Zum Virusnachweis in Leukozyten (Isolierung, Vi-
rusantigen, PCR) EDTA-Blut einsenden.

e Gewebe und Biopsien diirfen nicht austrocknen!
Daher in steriler physiologischer Kochsalzlésung
transportieren.

 Virusisolierung aus Liquor: Bei 4° C aufbewahren
und transportieren.

* Virusisolierungen aus Rachengurgelwasser: Mit
physiologischer Kochsalzlosung gurgeln lassen.

* Virusisolierungen aus Blischenfliissigkeit: Entwe-
der mit steriler physiologischer Kochsalzlésung
oder einem geeigneten Medium vor dem Eintrock-
nen schiitzen.

* Abstriche in feuchtem Transportmedium aufbewah-
ren.
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