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Zusammenfassung: Neben dem Erregernachweis
beruht die Labordiagnose der Cytomegalie auf der Be-
stimmung HCMV spezifischer IgG-, IgM- und IgA-
Antikorper. Von der Industrie werden jedes Jahr neue
Antikorpertests basierend auf der ELISA-Technologie
angeboten. In der vorliegenden Studie wurden ein neu-
es Testverfahren (Freka CMV-M-ELISA, Fresenius,
Bad Homburg) mit bereits seit mehreren Jahren eta-
blierten und zugelassenen ELISAs (Enzygnost CMV-
IgM: Behringwerke, Marburg und CMV-ELA, Medac,
Hamburg) verglichen. Zur Bestimmung der Sensiti-
vitit wurden Verlaufsproben von 15 Organtransplan-
tierten mit einer aktiven HCMV-Infektion, welche in
den meisten Fillen liber ein positives Ergebnis in der
HCMV-DNA-PCR und/oder Virusisolierung und/oder
quantitative pp65-Antigenbestimmung bestitigt wur-
de, untersucht. Zur Ermittlung der Spezifitit wurde
ein Kollektiv von bekannten HCMV-IgM-negativen
Serumproben sowie potentiell kreuzreaktive Seren mit
Antikorpern gegen andere Herpesviren und Rheu-
mafaktor- bzw. "Antinukledr-Antik6rper-positive Se-
ren untersucht. Die hochste Sensitivitiat wurde fiir den
Medac-ELA ermittelt. Der Freka CMV-M ELISA
zeigte eine dhnliche Sensitivitdt und Spezifitat wie der
Enzygnost CMV-IgM. Relativ zum Erregernachweis
iiber PCR, Virusisolierung und quantitative pp65-An-
tigenbestimmung dauerte es bei vielen Patienten bis zu
mehreren Wochen, ehe eine humorale Immunantwort
iiber die Bildung von spezifischem IgM nachweisbar
war. Bei zwei Patienten waren trotz dem Vorliegen ei-
ner floriden Cytomegalie keine HCMV-IgM-Antikor-
per bis zum Ende des Beobachtungszeitraums nach-
weisbar. Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, daf3 es
relativ groie Unterschiede in bezug auf die Sensitivitét
der verschiedenen ELISAs gibt.
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Summary: Laboratory diagnosis of human cytomega-
lovirus (HCMYV) infection is mainly based on virus de-
tection and determination of specific 1gG, IgM and
IgA antibodies. New commercially available assays
based on the ELISA technology are introduced every
year on the international market. In the present study,
a new assay (Freka CMV-M-ELISA, Fresenius, Bad
Homburg) was compared to two established and
licensed ELISAs (Enzygnost CMV-IgM, Behringwer-
ke, Marburg; CMV-ELA Medac, Hamburg). Follow-
up samples from organ transplant recipients suffering
from active infection confirmed mostly by a positive
result in HCMV DNA PCR and/or quantitative pp65-
antigen determination and/or virus isolation were
investigated in order to determine the sensitivity of
the different assays. To ascertain the specificity of the
different ELISAs, well known HCMV-IgM negative
serum samples and potentially cross-reactive sera with
antibodies against other herpes viruses and rheumat-
oid factor and antinuclear antibody positive samples
were tested. The Medac CMV-ELA showed the
highest sensitivity in comparison to the alternative as-
says. The Freka CMV-M had a nearly equivalent sen-

sitivity and $pecificity as the Enzygnost CMV-IgM. In

most cases time delays up to several weeks were
observed until specific IgM antibody was detectable in
follow-up serum samples of transplant recipients in
comparison to PCR, virus isolation, and quantitative
pp65 antigenemia. In two patients with active
infection, no HCMYV IgM antibody was detectable un-
til the end of the observation period. The results of
our study show, that there are relatively great diffe-
rences in terms of sensitivity between the different

_ELISAs.
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Fiir die frithe Diagnose und Behandlung der Zyto-
megalie bei Immunsupprierten und Neugeborenen
sowie zur differentialdiagnostischen Abgrenzung von
anderen Erregern ist die Entwicklung von schnellen
Nachweisverfahren von groer Bedeutung.

Uber den Nachweis von HCMV- Friihproteinen*
in beimpften Vorhautfibroblasten (“shell vial cultu-
re”) ist es moglich, innerhalb von 24 - 36 Stunden eine
HCMV-Infektion im Urin, Bronchoalveolarlavage,
Amnionfliissigkeit und Biopsiematerial nachzuweisen
[1.2] und die Infektiositit des Untersuchungsmateria-
les approximativ zu quantifizieren. Seit ihrer Ein-
fiilhrung Ende der achtziger Jahre wird diese Technik
bevorzugt neben der Serologie fiir die friihe Diagnose
der Zytomegalie bei Neugeborenen und Immunsup-
primierten eingesetzt [3.4].

Vor wenigen Jahren wurde ein neuer Antigennach-
weis mit Hilfe monoklonaler Antikorper gegen das
pp65-Matrixphosphoprotein eingefiihrt [5.6]. Dieses
Testsystem erlaubt eine direkte immunzytochemische
Identifikation von HCMV-haltigen Leukozyten
wihrend der Virdmie und ermdéglicht im Gegensatz
zur Kokultivation eine sichere Identifizierung und
Quantifizierung der HCMV-phagozitierenden Zellen.
Der Antigennachweis kann innerhalb weniger Stun-
den ohne groBeren Material- und Geriteaufwand
durchgefiihrt werden. Seine klinische Relevanz (als
Pathogenitidtsmarker) tbertrifft die der “shell vial cul-
ture”. :

Die Amplifizierung von HCMV-Genomsequenzen
aus klinischen Proben mit der Polymerase-Kettenre-
aktion wird bisher in spezialisierten Laboratorien fiir
die frithe Diagnose der Zytomegalie und zur Klarung
der Pathogenese eingesetzt. Die PCR ist eine sehr sen-
sitive Technik, die eine theoretische Nachweisgrenze
von einem Molekiil HCMV-DNA in 10 pg Gesamt-
DNA besitzt [7]. Verlaufsstudien haben gezeigt, daB
die HCMV-DNA-PCR fiir die frithe Diagnose einer
Primérinfektion und Reaktivierung und fiir das Moni-
toring der antiviralen Prophylaxe bzw. Chemothera-
pie geeignet sei [8-13].

Neben dem Erregernachweis haben sich fiir die La-
bordiagnose einer Zytomegalie der Enzymimmunoas-

Nicht standardisierte Abkiirzungen: AIDS, aquired immunodefi-
ciency syndrome; CMV, cytomegalovirus; EBV, Epstein-Barr Vi-
rus; ELISA, Enzyme-linked immunosorbent assay; HCMV, human
cytomegalovirus; HSV, Herpes simplex Virus; IFT, Immunfiuores-

: zenztest; IPF, Immunperoxidasefairbung zum Nachweis von

HCMV-“early antigen“ in infizierten Fibroblasten; LAS, lymph-

. adenopathy syndrome; PCR, polymerase chain reaction; VZV,

Varicella-Zoster Virus.
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say (ELISA) sowie der indirekte Immunfluoreszenz-
test (IFT) zum Nachweis von Antikérpern der Im-
munglobulinklasse M gegen die ,Spitantigene® (late
antigens) von HCMV bewiihrt [14]. Auch bei der Re-
aktivierung einer latent gewordenen Infektion werden

. hdufig HCMV-spezifische IgM-Antikérper neu gebil-

det. Dies gilt ebenso meist fiir immunsuppressiv be-
handelte Patienten nach Organtransplantation. Bei
Patienten mit LAS und AIDS bleibt die Bildung von
spezifischem IgM ofters aus, obwohl eine aktive
HCMV-Infektion abliuft [15].

In den letzten Jahren sind von der Industrie eine
Vielzahl an Testkits zum technisch problemlosen
Nachweis der is:CMV-IgM-Antikérper entwickelt und
amtlich zugelassen worden. Ein neuer kommerzieller
ELISA wurde kritisch im Hinblick auf einen routi-
nemiBigen Einsatz in der virologischen bzw. immuno-
logischen Labordiagnostik im Vergleich zu zwei seit
mehreren Jahren bewihrten Immunoassays und zum
Erregernachweis bewertet.

Material und Methoden

HCMV-IgM-ELISAs

In dieser Studie wurden ein neuer u-capture ELISA
(Freka CMV-M ELISA, Fresenius, Bad Homburg,
mit bereits etablierten Verfahren, dem Enzygnost
CMV-IgM, Behringwerke, Marburg, und dem CMV-
IgM-ELA, Medac, Hamburg) verglichen.

Alle ELISAs wurden entsprechend den vom Her-
steller mitgelieferten Bedienungsanleitungen durchge-
fithrt und interpretiert. Die entsprechenden Qualitats-
kontrollen wurden beriicksichtigt. Beim Enzygnost
CMV-IgM wurde eine Vorbehandlung der Serumpro-
ben mit Rheumafaktor-Absorbens durchgefiihrt.

HCMV-IgG-ELISA

Spezifische IgG-Antikdrper gegen HCMV wurden mit
Hilfe des Enzygnost HCMV-IgG entsprechend den
Herstellerangaben durchgefiihrt und nach der Metho-
de von Doerr et al. [14] iiber eine Einpunktmessung
quantifiziert.

HCMV-DNA-PCR, Infektionsversuch iiber den
Nachweis von HCMV-“early antigen” in infizierten
Fibroblasten und pp65-Antigen-Nachweis

. Die HCMV-DNA Amplifizierung mit Hilfe der PCR,

die quantitative pp65-Antigen-Bestimmung aus peri-
pheren Leukozyten und die schinelle Virusisolierung
aus dem Urin wurden, wie bereits beschrieben, durch-
gefiihrt [1,16,17].

Serumproben

Insgesamt wurden mit jedem Test 224 Serumproben
untersucht. 83 davon waren Verlaufsproben von 15
Organtransplantierten, welche in der Frankfurter Uni-
klinik wihrend den Jahren 1993 bis 1995 stationér
behandélt wurden. Bei allen diesen Patienten wurde

eine aktive Infektion iiber den Erregernachweis bzw.

J Lab Med 1996; 20 (9) : 480-484 - 481




Ch. Jethon et al.: Evaluierung von HCMV-IgM-ELISAs

Serologie diagnostiziert. Bei diesen Patienten wurden
sur Verlaufskontrolle kurz vor der Transplantation
und in meistens wichentlichen Intervallen Blutproben
zum Ercgernachweis und zur Bestimmung HCMV-
spezifischer Antikdrper entnommen. I3s lagen Daten
sum Scrostatus des Empfiingers und Spenders sowic

zu den klinischen Manifestationen, welche evtl, auf

cine HCMV-Inlektion zurlickzufiihren waren, vor.,

Weiterhin wurden 38 potenticll kreuzreaktive Pro-
ben, welche von Patienten mit einer anderen Erkran-
kung als ciner Cytomegalic stammten, untersucht . Es
handclte sich um Proben mit IgM-Antikdrpern gegen
HSV, VZV und EBV. Zur weiteren Ermittlung der
Spezifizitiit wurden auch 20 Rheumafaktor- und/oder
antinukledire Antikdrper-positive Seren sowie ein Kol-
lektiv von 81 bekannten CMV-IgM-negativen Scrum-
proben getestet.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Verlaufsseren von Organtrans-
planticrten sind in Tabelle 1 dargestellt. Bei 10 von
den 15 Organtransplantierten handelte es sich um eine
HCMV-Primirinfektion. Bei 2 Patienten wurde eine
primiire Cytomegalie nicht iiber die Bestimmung spe-
zifischer IgM-Antikérper in allen drei Vergleichtests
erkannt. Bei vier Paticnten wurde die HCMV-Infekti-
on gleichzeitig mit allen drei Tests nachgewiesen.

Mit dem Medac CMV-ELA (n = 34) wurde die
hochste Anzahl an positiven Seren beobachtet. Dage-
gen wurden bei nur 25 bzw. 28 Scrumproben HCMV-
spezifische IgM-Antikdrper mit dem Freka CMV-M
ELISA und Enzygnost CMV-IgM nachgewiesen. Mit
diesen beiden Tests wurden HCMV-IgM Antikorper
spéter nachgewiesen als mit dem Medac-ELISA. Bei
den Paticnten VP, NI, SC, AU und WM wurde der
Frcka CMV-M ELISA 5 bis § Tage spiter positiv als
der Medac-Test. Beim Patienten DA waren im Ge-
gensatz zu den Vergleichstests mit dem Freka-Test
keine 1gM-Antikorper iiber den gesamten Beobach-
tungszeitraum nachweisbar. Der Enzygnost CMV-
IgM war der einzige Test, der im Vergleich bei zwei
Patienten (AH und AU) eine HCMV-Infektion iiber
die Bildung spezifischer IgM-Antik6érper nicht er-
kannte.

Relativ zum Erregernachweis iiber PCR, Virusiso-
lierung und quantitative pp65-Antigenbestimmung
dauerte es bei vielen Patienten bis zu mehreren Wo-
chen, ehe eine humorale Immunantwort iiber die Bil-
dung von spezifischem IgM nachweisbar war. In den
Serumproben von zwei Patienten (EM und KM)
konnten trotz positiver PCR oder IPF(Virusisolie-
rung) mit keinem der drei ELISAs HCMV-spezifische
IgM-Antikorper nachgewiesen werden.

Bei einem Patienten (SC) mit klinischem Verdacht
auf eine primidre HCMV-Infektion wurde eine
HCMV-IgM-Antikorperbildung beobachtet. dagegen

Tabelle 1 Evaluierung verschiedener HCMV-IgM-ELISAs im Vergleich zum Erregernachweis anhand von Verlaufsproben
von Patienten mit einer aktiven HCMV-Infektion
Patient  Alter Trans- HCMV- Klinische Ergebnis bzw. erstes positives Ergebnis (Tage nach Transplantation)
plantat Serostatus Manifes- . . .
Empfanger/  tationen der Erregernachweis Serologie/Testkithersteller
Spender  Cytomegalie PCR pp65-Ag IPF IgG* IgM
) Behring Behring Medac Freka

VP 30 Niere E-/S+ asymptomatisch 36 n.d. nd. . 77 77 77 82
SH 37  Niere E-/S+ Leukopenie, 25 25 n.d. neg. 110 110 110

Thrombozyto-

penie, Fieber
AH 30 Niere E-/S+ Fieber, n.d. 22 neg. neg. neg. 91 91

Leukopenie

LD 50  Niere E+/S+ Thrombozyto- neg. neg. neg. neg. 35 35 35

penie, erhdhte !

Leberwerte ' )
NI 55  Niere E+/S+ Fieber n.d. 45 . 45 neg. 45° 45 53
RG 47  Niere E-/S+ asymptomatisch neg. neg. n.d. neg. 61 61 61
SC 33  Niere E-/S+ Leukopenie, n.d. n.d. n.d. 91 89 91 91
erhdhte Leberwerte
Fieber ,
oz Herz E+/S? . n.d. n.d. n.d. neg. 150 150 150
DA Niere E+/S+ n.d. nd.’ n.d. 32 32 32 neg.
AU 45  Niere E-/S+ - asymptomatisch 62 n.d. n.d. neg. neg. 76 91
EM 68  Niere E-/S- Fieber 33 n.d. n.d. neg. neg. neg. neg.
KM 23 Herz E-/S? Pneumonie nd. n.d. 1 69 neg. neg. neg.
MK 50  Niere E+/S?  asymptomatisch 125 nd. n.d. 107 107 95 95
SB 50  Niere E-/S+ Leukopenie, 7 n.d. n.d. neg. neg. neg. neg.
Thrombozytopenie :

WM 38  Niere E-/S+ Leukopenie 25 neg. n.d. ‘neg. 74 70 77
PCR: HCMV-DNA -Amplifizierung aus peripheren Leukozyten mit Hilfe einer ,nested“-PCR; IPF: 24 Std. Virusisolierung aus
verschiedenen Patientenmaterialien (Urin und bronchoalveolére Lavage) Peroxydase-Férbung in infizierten Vorhautfibrobla-
sten;, * vierfacher Titeranstieg unabhangig von einer Immunglobulingabe.
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‘| Tabelle 2 Austestung von CMV-lgM -negativen und
potentiell kreuzreaktiven Seren mit den Behring-, Medac-
und Freka-ELISAs

Anzahl falsch positiver Ergebnisse
Serumkollektiv Behring . Medac Freka
potentiell . 2 1 0
kreuzreaktive
Seren (n = 58) .
CMV-IgM- 0 2 1
negative '
Seren (n = 81)
Gesamt (n = 139) 2 ' 3 1

blieb die Virusisolierung negativ. Zwei weitere asym-
ptomatische Patienten (RG und OZ) wiesen bei nega-
tivem Erregernachweis in mehreren Serumproben mit
den verschiedenen Immunoassays 1gM-Antikorper

" auf.

Die HCMV-IgM-negativen Proben, die als Refe-
renz fiir die Spezifitdtsbestimmung dienten wurden
mit dem Enzygnost CMV-IgM als solche bewertet.
Wihrend der Freka-ELISA kein falsch positives Er-
gebnis lieferte. wurden mit dem Medac CMV-ELA
zwei Proben als falsch positiv ermittelt. Bei der Auste-

- stung der potentiell kreuzreaktiven sowie der Rheu-
 mafaktor- und antinukledr Antikorper-positiven Se-

ren zeigte der Enzygnost CMV-IgM die hochste An-
zahl falsch positiver Ergebnisse (n = 2).
Der Medac CMV-ELA zeigten die héchste Sensiti-

- vitat (Tabelle 3). Eine insgesamt gute Spezxﬁtat zeig-

ten alle Vergleichstests.

. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, daB es -relativ
groBe Unterschiede in der Sensitivitit zwischen den
verschiedenen kommerziell erhiltlichen ELISAs gibt.
Mit dem Enzygnost CMV-IgM wurde bei 5 Patienten
eine floride Cytomegalie nicht erkannt. Auf die relativ
niedrige Sensitivitdt des Behring Enzygnost CMV-
IgM-ELISAs und des "Vorgingertests (Enzygnost
Cytomegalie IgM) wurde bereits in frilheren Studien
mehrfach hingewiesen [4,17-21].
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Der Frecka-Test zeigte eine éhnliche Sensitivitit wie
der Enzygnost CMV-IgM-ELISA. obwohl dieser auf
dem u-capture-Prinzip basiert. Der sensitivste Test in
dieser Vergleichstudie war eindeutig der Medac
CMV-ELA.

Obwohl mit sehr sensitiven ELISAs das diagnosti-

‘sche Fenster vom Erregernachweis bis zum Auftreten

spezifischer IgM-Antikorper um ein bis zwei Wochen
verkiirzt werden kann, beruht die frithe Diagnose der
Cytomegalie bei immunsupprimierten Patienten nach
wie vor auf dem Erregernachweis. Mit der quantitati-
ven Bestimmung von pp65-Antigen in peripheren
Blutleukozyten steht ein schnelles Nachweisverfahren
zur Verfiigung, welches innerhalb von 6 Stunden eine
klinisch relevante Diagnose der HCMV-Infektion er-
moglicht [6,17].

Uber den zusitzlichen Nachweis von HCMV-spezi-
fischem IgA konnte in fritheren Studien die serologi-
sche Diagnostik der Cytomegalie bestimmter Risiko-
probanden (speziell AIDS-Patienten) verbessert wer-
den [19,22]). Zur Zeit werden neuere Testverfahren
entwickelt, welche auf der a-capture-Technik beru-
hen. Erste Evaluierungen haben bereits gezeigt. da
im Vergleich zu u-capture ELISAs, bei einem Teil der
Patienten, eine humorale Immunantwort iiber die spe-
zifische IgA-Bestimmung frither nachweisbar ist (un-
verdffentlichte Ergebnisse).

Ein groBes Problem ist die Definition des ,,golde-
nen Standards™ fiir die Evaluierung der Sensitivitat
und Spezifitat von HCMV-IgM Tests. Einerseits kann
das Virus aus dem Urin bei einer asymptomatischen
Infektion isoliert werden, andererseits muf3 eine of-
fensichtlich aufgetretene Infektion nicht unbedingt
von einer Virimie oder Antigeniimie begleitet werden
[17]. Auf Grund der hohen Sensitivitét der PCR kann
die Virus DNA gelegentlich auch aus peripheren Leu-
kozyten asymptomatischer HCMV-seropositiver und
sogar seronegativer Patienten amplifiziert werden
[23]. Bei 8 von 15 Patienten wurde eine aktive
HCMV-Infektion mit dem Auftreten entsprechender
fiir die HCMV-Infektion typischer klinischer Sympto-
me serologisch diagnostiziert, und bei 7 Patienten
wurde sie mit mindestens zwei verschiedenen Unter-
suchungsmethoden gesichert. Bei den 6 asymptomati-
schen Patienten von denen drei eine positive PCR
oder Virurie hatten wurde die aktive HCMV-Infekti-

| Tabelle 3 Sensitivitat, Spezifitat und positiver Vorhersagewert verschiedener HCMV-IgM-ELISAs im Vergleich zum

i Enzygnost-Cytomegalie oder Medac CMV-ELA

" Referenztest: Behring Medac CMV-ELA

Freka CMV-M-ELISA

.1 Sensitivitat (%) 96,4 70
" Spezifitat (%) 95,3 98,4
. pos. Vorhersagewert (%) 75 87,5
Referenztest: Enzygnost CMV-igM Freka CMV-M-ELISA
: Medac CMV-ELA
Sensitivitat (%) 76,5 66,6
; Spezifitat (%) 97,3 . 99,4
: Ppos. Vorhersagewert (%) 83,9 96,3
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on von allen (bis aul den Patient DA) mit den
HCMV-1gM-ELISAs erkannt.

Frithere Studien haben gezeigtl. daB Seren, die bei
der Paul-Bunnell-Reaktion positiv reagieren oder an-
tinuklciire Antikérper enthalten, oft falsch positive
Ergebnisse licfern [24]. Kreuzreaktionen mit Infektio-
nen anderer Viren der Herpeslfamilic werden oft mit
kommerziell erhiltlichen Kits beobachtet [25). Dic
Ursache hierfiir liegt in der Kreuzreaklivitit verschie-
dener Proteine der Herpesviren und in eincm Wirts-
zellprotein aus den Golgivesikeln, welches in die Vi-
rushiille cingebaut werden [26].

Der 1gM-Test ist nach wie vor der am leichtesten
durchfiihrbare und daher hiufigste Parameter der
akuten oder reaktivierten HCMV-Infektion. Daher
wird stiindig an seiner Verbesserung gearbgitet. Das
Ziel ist hierbei eine hohe Spezifitéit und Sensitivitat
miteinander zu kombinieren. Ein besonderer Nach-
holbedarf besteht bei Immunschwiche, -suppression
oder -unreife.
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