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Zusammenfassung: Acht kommerzielle Enzymim-
munoassay (ELISA)-Testsysteme und ein in. house-

HSV-1- und HSV-2-Western blot wurden anhand von

176 mittels Virusisolierung und -typisierung aus korre-
spondierenden Abstrichen gut charakterisierten Seren
auf ihre Eignung zum Nachweis typenspezifischer
Antikorper gegen Herpes simplex-Virus (HSV) Typ 1
und Typ 2 untersucht. Es zeigte sich, daB die auf Voll-
virus-Antigenen basierenden ELISAs eine sehr
unterschiedliche Sensitivitdt (85-100% fiir HSV-1,
35-100% fiir HSV-2) bei meist nur unzureichender
Spezifitdt (57-93% fiir HSV-1, 48-91% fiir HSV-2)
erreichen. Hingegen verbindet der einzige ELISA, der
das als typspezifisch bekannte HSV-2-Glykoprotein
¢G-2 als Antigen verwendet, maximale Spezifitit
(100%) mit mangelnder Sensitivitit (52%), wobei ins-
besondere HSV-1/-2-Koinfektionen nicht erkannt wer-
den. Modifikationen der cut off-Werte konnten die
Leistungscharakteristika nicht wesentlich verbessern.
Im Western blot lieB sich kein einzelnes HSV-1- bzw.
HSV-2-Antigen als optimaler Marker identifizieren,
jedoch war bei allen Seren eine eindeutige Zuordnung
aufgrund der Reaktivitits-(Banden-)Muster moglich.
Bei Untersuchung von potentiell falsch-positiven ,,tric-
ky sera™ konnte eine ausreichende Spezifitdt der acht
getesteten IgM-ELISAs- lediglich durch Vorbehand-
lung mit Rheumafaktor-Absorbens erreicht werden.
Die Auswertung von 3527 im Rahmen der Routinedia-
gnostik  durchgefiihrten Testungen auf Antikorper
gegen HSV-1 und HSV-2 ergab Seroprivalenzraten
von durchschnittlich 76,4% fiir anti-HSV-1 und 12,1%
fiir anti-HSV-2 bei jeweils deutlichem Anstieg mit zu-
nehmendem Alter.

Schliisselwérter: Herpesvirus 1, Humanes; Herpes-
virus 2, Humanes; Serodiagnose; ELISA; Blot, We-
stern.
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Summary: Eight commercial enzyme immunoassay
(ELISA) systems and an in-house Western blot were
investigated for their ability to distinguish between
antibodies to Herpes simplex virus (HSV) types | and
2. For the investigation 176 sera were used that were
well characterized by virus isolation and typing from
corresponding swab samples. The ELISA tests based
on whole viral antigens reach a high sensitivity
(85-100% for HSV-1, 35-100% for HSV-2) but only
insufficient specificity (57-93% for HSV-1, 48-91%
for HSV-2). The only ELISA using HSV-2 glyco-
protein gG-2 as antigen which is known to be type-
specific showed maximum specificity (100%) but a
lack of sensitivity (52%), missing predominantly cases
of HSV-1/-2 co-infection. Modifications of cut-off va-
lues could not significantly improve the test perfor-
mances. On Western blot no single HSV-1 or HSV-2
antigen could be identified as optimal marker; for each
serum, however, the reactivity (band) pattern allowed
a definite classification. When testing potentially
false-positive “tricky” sera only pre-treatment with
rheumatoid factor absorbent could safeguard a suffi-
cient specificity of the eight IgM ELISAs evaluated.
Evaluation of 3527 HSV-1 and HSV-2 antibody test
results performed for routine diagnosis showed sero-
prevalence rates of 76.4% for anti-HSV-1 and 12.1%
for anti-HSV-2 on average, with marked rises with in-
creasing age.

Keywords: Herpesvirus 1, Human; Herpesvirus 2,
Human; Serodiagnosis; Sensitivity and Specificity:
Enzyme-linked Immunosorbent Assay; Blot, western.

Schon in der Antike wurden typische orolabiale und
genitale Herpes simplex-Virus (HSV)-Infektionen
beschrieben, doch erkannten erst Schneweis und Bran-

- dis 1961 [1], daB HSV in zwei Typen vorkommt, HSV-

1 und HSV-2. Beide persistieren nach erfolgter
Primérinfektion lebenslang im Organismus und ver-
mogen aus einer Phase der Latenz heraus zu reaktivie-
ren [2]. HSV-1.und -2 sind weltweit verbreitet; sie
gehoren zur Unterfamilie a-Herpesvirinae in der Fa-
milie Herpesviridae mit bislang insgesamt acht hu-
manpathogenen Vertretern; das achte humane Herpes-
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virus (HHV-8 oder KSHV), welches mit dem Kaposi-
Sarkom assoziiert wird. wurde erst kiirzlich beschrie-
ben [3]. Sowohl Erst- als auch reaktivierte Infektionen
mit Herpes simplex-Viren sind offenbar meist inappa-
rent: daneben kommt es aber auch zu verschiedenarti-
gen Krankheitsbildern, deren Spektrum von héufig
und schmerzhaft - z. B. Herpes labialis (hauptsiichlich
verursacht  durch HSV-1) und Herpes genitalis
(hauptsiichlich verursacht durch HSV-2) - bis relativ
selten, aber lebensbedrohlich — z. B. Herpes simiplex-
Enzephalitis (hiufiger durch HSV-1 als HSV-2 verur-
sacht) und Herpes neonatorum (héufiger durch HSV-2
als durch HSV-1) — reicht.

Diagnostischer Goldstandard einer floriden Herpes
qmple\ Infektion ist die Virusisolierung aus Abstrich-
material in Zellkultur mit anschlieBender Typisierung
[4.5.6.7]; bei Herpes simplex-Enzephalitis ist es der
Nachweis HSV-spezifischer Genomsequenzen mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) aus dem Liquor
cerebrospinalis [8,9,10,11]. Bei akuten HSV-bedingten
Erkrankungen kann so eine rasche Diagnostik mit der
Konsequenz einer unverziiglichen antiviralen Chemo-
therapie erfolgen — Mittel der Wahl ist bei Infektionen
mit HSV-1 wie mit HSV-2 Acyclovir (Zovirax®)
[12,13].

Wiihrend die Antik6rperdiagnostik bei der Differen-
tialdiagnostik eines HSV-verdichtigen Krankheitsbil-
des erst in zweiter Linie von Bedeutung ist, hat sie
ihren Platz bei der Feststellung einer Durchseuchung
[14,7], d. h. einer friiher stattgehabten Primérinfektion
mit anschlieBender Phase der Viruslatenz, einherge-
hend mit der Moglichkeit einer Reaktivierung.

Virusreaktivierungen sind nicht nur fiir die iiberwie-
gende Mehrzahl der klinischen HSV-Erkrankungsepi-
soden verantwortlich; zudem stellen klinische wie
auch asymptomatische Reaktivierungen die Haupt-
quelle fiir Neuinfektionen empfinglicher Kontaktper-
sonen dar.

Reaktivierungen latenter HSV-1-Infektionen liegen
z. B. etwa 50% der Fille von HS-Enzephalitis zugrun-
de [15]. Bei reaktivierender genitaler HSV-2-Infektion
der Mutter kann sich das Neugeborene sub partu bei
der Passage durch den Geburtskanal infizieren [16,14],
wobei allerdings das Risiko eines Herpes neonatorum
geringer ist als bei Infektion im Rahmen einer mater-
nalen genitalen Erstinfektion [17].

Bei einem durch HSV-2-Infektion verursachten
Herpes genitalis ist sowohl die Rezidivneigung héher
[18,19] als auch der Verlauf schwerer und die
Ansprechrate auf antivirale Chemotherapie niedriger
als bei einer HSV-1-Infektion an gleicher Lokalisation
[20]. Ist eine Lidsion im Abheilen begriffen und ein
Virusnachweis daher nicht mehr moglich, kann iiber
eine serologische Differenzierung eine HSV-2-Infekti-
on eventuell ausgeschlossen werden. AuBlerdem er-

Nicht standardisierte Abkiirzungen: ATCC, American type cul-
ture collection; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay;HSV,
Herpes snmplex Virus; MW, molecular weight; SDS, sodlum do-
decyl sulfate.
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laubt die HSV-typenspezifische Antikorperserologie
die Diagnose der hiufigen klinisch nicht erkannten In-
fektionen [21].

Neben der dargestellten klinischen Bedeutung fiir
den individuellen Patienten ist die typenspezifische
Antikdrperserologie zusitzlich auch von groem Wert
fiir die Infektionsepidemiologie. Epidemiologisch ist
dic Situation in den entwickelten Lindern derart, da3
iiber 90% der Erwachsenen mit HSV-1 durchseucht
sind, wihrend man die Privalenz der HSV-2-Infektion
mit etwa 20% angibt [22]. Dabei gibt es groBe Unter-
schiede zwischen verschiedenen Risikogruppen; z. B.
filhren niedrigerer soziodkonomischer Status und hiu-
fig wechselnder Geschlechtsverkehr zu einer weit
hoheren HSV-2-Seroprivalenz [23,24,25,26]. Insge-
samt lift sich in Deutschland eine in den letzten Jahr-
zehnten allmdhlich zunehmende HSV-2-Privalenz in
der Allgemeinbevdlkerung bisher nicht feststellen [27].

Einer serologischen Differenzierung zwischen Anti-
korpern gegen HSV-1 und gegen HSV-2 steht die aus-
geprigte Kreuzreaktivitidt gegen die meisten Antigene
der beiden HSV-Typen entgegen [28,29]. Die meisten
der bislang routinemiBig eingesetzten Antikorpertests
konnen deswegen keine Typenunterscheidung treffen,
was aber aus oben aufgefiihrten Griinden sowohl fiir
die Beurteilung individueller Patienten als auch fiir
epidemiologische Untersuchungen von Bedeutung
wire [30].

Fiir die vorliegende Arbeit wurden acht kommerzi-
elle ELISA-Testsysteme zur Differenzierung von
HSV-1- und HSV-2-spezifischen Antikérpern der
Klasse IgG sowie ein ,,in house“-Western blot auf ihre
Eignung zur serologischen Unterscheidung zwischen
HSV-1- und HSV-2-Infektionen evaluiert. Zusitzlich
wurden sieben typenspezifische und ein nicht-ty-
penspezifischer ELISA zum Nachweis von IgM-Anti-
korpern gegen HSV erprobt. Schliellich wurde eine
seroepidemiologische Auswertung von im Rahmen der
Routinediagnostik auf typenspezifische HSV-Antikor-
per untersuchten Patientenproben unter Kenntnis der
Leistungscharakteristika des verwendeten ELISA vor-
genommen.

Material und Methoden

Untersucht wurden zur Testevaluierung 176 Serumpro-
ben von 151 Patienten im Alter zwischen zwei und 79,
im Durchschnitt 38,7 .Jahren. Die Proben stammten
aus.der serologischen Routinediagnostik des Institutes
fiir Medizinische Virologie in Frankfurt am Main und
waren bis zur Testung bei —20 °C gelagert-worden.

Bei 36 der untersuchten Patienten lag eine iatroge-
ne oder krankheitsbedjngte Immunsuppression vor: 21
Patienten befanden sich in fortgeschmtenen Stadien
der HIV-Infektion, acht waren nieren-, herz- oder le-
bertransplantiert und zwei litten an einer Leukimie,
davon war einer knochenmarktransplantiert.

Bei neun Patienten wurde aufgrund der Klinik und
eines,’ positiven Virusnachweises im Abstrich bei
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Tabelle 1 Charakteristika der evaluierten ELISA-Antikérper-Testsysteme

Test Hersteller Typ Antigen Proben- Konjugat/ Rheumafaktor

Nr. . verdinnung Substrat Absorption (IgM)

1 BAG - HSV-1 G (ATCC) 1:10% anti-human IgG/M BAG IgM-SEP-
HSV-2 MS (ATCC) . (Schaf):POD System (rekombi-
IgG/igM /TMB nantes Protein G)

2 Fresenius  HSV-1 Mcintyre (ATCC) 1:21 anti-human IgG/M (kein RF-

HSV-2 St. Jeor (ATCC) (Ziege):AP/ Absorbens)
IgG/lgM p-NPP

3 Sorin HSV-1 F (ATCC) 1:101 anti-human 1gG/M (kein RF-

HSV-2 G (ATCC) (Ziege):POD/ Absorbens)
1gG/igM T™B

4 Novum HSV-1 Mclintyre (ATCC) 1:101 anti-human IgG/M (kein RF-.

*HSV-2 MS (ATCC) (Kaninchen): HRPO/ Absorbens)
1gG/IgM T™B

5 Biermann  HSV-1 5821 1 (ATCC) 1:101 anti-human IgG/M RF-beschichtete

(Genoclin) HSV-2 - keine Angabe (Schaf):HRPO/ Absorbensréhrchen
1gG/IgM T™B

6 Virotech HSV-1 2LP Serum: 1:101  anti-human IgG/M RF-Sorbotech
HSV-2 D316 Liquor: 1:2 (Schaf). POD/ (anti-human-IgG
1gG/IgM T™B (Ziege))

7 in vitro HSV-1 Mcintyre (ATCC)  1:100 anti-human 1gG/M anti-human-igG-Fc
HSV-2 MS (ATCC) (Ziege):HRPO/ (Schaf) (Behring)
1gG/igM TMB

8 Radim HSV-1 Mcintyre (ATCC) 1:300 anti-human IgG (kein IgM-Test)
HSV-2 Glykoprotein gG-2 (Ziege):HRPO/
19G T™MB

9 Behring HSV Mclntyre (ATCC) 1:42 anti-human IgM (u-Ketten-  anti-human-lgG-Fc
IgM . (nur HSV-1) spezif.; Ziege):POD / TMB  (Schaf)

gleichzeitiger typspezifischer” anti-HSV-Serokonversi-
on die Diagnose einer primiren HSV-Infektion ge-
stellt; in sechs Fillen handelte es sich um HSV-1, in
dreien um HSV-2, wobei serologisch kein Hinweis auf-
eine vorbestehende Infektion mit dem jeweils anderen
HSV-Typ bestand. .

Ferner wurden 19 Liquor cerebrospinalis- und Se-
rumproben von sechs Patienten mit klinischem Ver-
dacht auf Herpes simplex-Enzephalitis untersucht; in
dreien dieser Fille war die Diagnose durch den Nach-
weis HSV-spezifischer Genomsequenzen im Liquor
mittels Polymerase-Kettenreaktion gesichert.

Unter den 176 getesteten Seren befanden sich 48
sogenannte , tricky sera* mit zu erwartender falsch po-
sitiver Reaktivitdt insbesondere in den IgM-Tests ohne

klinischen Anhalt fiir eine floride Infektion mit HSV-1 -

oder HSV-2. Zehn Seren stammten von Patienten mit
hochtitrigen Rheumafaktoren (Titer hoher als 1:320,
zusitzlich in den meisten Fillen antinukledre Antikor-
per), 38 von Patienten im akuten Stadium einer Infek-
tion mit den folgenden Erregern und positiven Nach-
weisen von entsprechenden IgM-Antikorpern: Hepati-
tis A- (2 Patienten), Hepatitis B- (3 Pat.) und Hepatitis
C-Virus (1 Pat.), Cytomegalievirus (5 Pat.), Parvovirus
B19 (3 Pat.), Epstein-Barr-Virus (5 Pat.), Varizella-Zo-
ster-Virus (14 Pat.), Humanes Herpesvirus-6 (1 Pat.),
Masemvirus (1 Pat.), Mumpsvirus (1'Pat.) und Rételn-
virus (2 Pat.).

Aus den Abstrichproben wurde HSV in Zellkultur
(Vero-Zellen-Monolayer) isoliert; wenn ein zytopathi-
scher Effekt (CPE) bei etwa 50% der Zellen sichtbar
wurde, erfolgte die Typisierung unter Verwendung des
Syva Mikro Trak® HSV1/HSV2 Culture Identificati-
on/Typing-Test (Syva Company. CA, USA): Dabei
wurden die fixierten Vero-Zellen jeweils mit Fluores-
cein-Isothiocyanat-markierten monoklonalen Antikor-
pern (anti-HSV-1: anti-glycoprotein C complex, MW
= 80-120 kDa; anti-HSV-2: anti-HSV-2-specific indu-
ced protein (Ribonukleotid-Reduktase), MW = 140
kDa, anti-HSV-2 glycoprotein gB, MW = 120-130
kDa) inkubiert und nach einem Waschschritt zur Ent-
fernung ungebundener Markerantikorper fluoreszenz-
mikroskopisch ausgewertet, wobei positive Zellen eine
griin fluoreszierende zytoplasmatische Firbung auf-
wiesen gegeniiber einer roten Gegenfirbung nicht-infi-
zierter Zellen. -

Eine Ubersicht iiber die untersuchten kommerziel-
len ELISA-Testsysteme, die darin verwendeten Anti-
gene, Konjugate und Substrate enthélt Tabelle 1. Bis
auf einen Test (Radim HSV-2), der auf dem aufgerei-
nigten HSV-2-Glykoprotein gG-2 basiert, verwenden
alle ELISA-Tests Vollvirus-Antigene verschiedener
Stimme (siehe Tabelle 1).

Der Western blot wurde priipariert wie von Rabenau
et al: beschrieben [19]. In kurzer Zusammenfassung:
Referenzstimme von HSV-1 (Mclntyre, ATCC) und
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HSV-2 (MS. ATCC) wurden auf Vero-Zell-Kulturen
mit Hank's Minimum Essential Medium plus 1% f6ta-
lem Kilberserum angeziichtet, bis ca. 90% der Zellen
einen zytopathogenen Effekt (CPE) zeigten. Nach
Lyse der Zellen durch dreimaligen Gefrier-Tau-Zyklus
(=70 °C) wurden dic Viruspartikel durch Zentrifuga-
tion des Zellkultur-Uberstandes bei 4 °C und 2400 g
iiber 10 Minuten und Ultrazentrifugation des Uber-
standes bei 4 °C und 40.000 g iiber 12 Stunden gerei-
nigt und konzentricrt. Die Priiparation der Zellkontrol-
len erfolgte in analoger Weise unter Verwendung unin-
fizierter Zellen. AnschlieBend wurde das Vollvirusanti-
gen durch Inkubation mit Natriumdodecylsulfat
(SDS)-Probenpuffer (0,01 mmol Tris-HCl, pH 8,0,
0,001 mol/l EDTA., 1% Mercaptoithanol, 2% SDS) bei
100 °C iiber 5 Minuten denaturiert. Die Elektrophore-
se der Strukturproteine erfolgte unter Verwendung des
PhastSystem™ (Pharmacia, Schweden) auf 8-25%
Phast-Gradientengelen, wobei Markerproteine (Phar-
macia, Schweden) mitliefen und nach Silbernitrat-Far-
bung die Identifizierung der Virusproteine nach
ungefihrem Molekulargewicht erlaubten. Der Western
blot wurde entsprechend der von Braun und Abraham
[31] beschriebenen Methode durchgefiihrt. Das Gel
wurde iiber Nacht auf eine PYDF-Membran (Imobi-
lon™, Porengr6Be 0,45 pm) positioniert. Die so ent-
standenen Western blot-Streifen wurden bei —70 °C
gelagert oder direkt verwendet.

Nach 30miniitiger Inkubation mit Blocking-Losung
(bovines Serumalbumin 2%, Ziegenserum 5%, NaCl
0,2 mmol/l, Thimerosal 0,01%, Tris 0,02 mmol/l,
Tween 20 0,2%, pH 7,45) wurden die Western blot-
Streifen liber Nacht bei 4 °C mit den zu untersuchen-
den Seren in einer Verdiinnung von 1:40 inkubiert.
Nach drei Waschschritten wurden sie mit murinem
monoklonalem Anti-Human-IgG-Antikérper (Diano-
va) inkubiert, anschlieBend wieder dreimal gewaschen
und mit biotinyliertem monoklonalem Anti-Maus-IgG-
Antikérper von der Ziege (Dianova) und nach erneu-
tem dreimaligen Waschen mit Streptavidin-Peroxydase
inkubiert, jeweils fiir eine Stunde bei Raumtemperatur.
Wiederum nach einem Waschschritt wurde Ami-
noethyl-carbazol plus 0,1% H»O, als Substrat zugege-
ben.

Zur Ermittlung der Seroprivalenzraten wurden die
3527 im Zeitraum April 1994 bis September 1995 an
unserem Institut im Rahmen der virusdiagnostischen

Routine durchgefiihrten Erstuntersuchungen auf anti-
HSV-1- und anti-HSV-2-Antikorper in Serumproben
ausgewertet. In der Routinediagnostik wurde der HSV-
Antikorper-ELISA der Firma Radim verwendet.

Ergebnisse

Auf der Grundlage von HSV-Nachweisen und -Typi-
sierungen aus Abstrichmaterial (beziiglich der Positi-
vitdt) und der unten ausgefiihrten Western blot-Ergeb-
nisse aus Serumproben (beziiglich der Seronegativitit)
erfolgte die Einteilung von 130 der untersuchten Sera
entsprechend der HSV-Infektionskonstellation:
— isoliert HSV-1-positiv (d. h. HSV-1 isoliert aus Ab-
strich, keine anti-HSV-2-Reaktivitit im Western blot):
54 Seren;
— isoliert HSV-2-positiv (d. h. HSV-2 isoliert aus Ab-
strich, keine anti-HSV-1-Reaktivitdt im Western blot):
5 Seren;
— HSV-1-positiv und HSV-2-positiv (d. h. HSV-1 und
HSV-2 isoliert aus verschiedenen Abstrichen): 48
Seren;
— weder HSV-1-positiv noch HSV-2-positiv (weder
anti-HSV-1- noch anti-HSV-2-Reaktivitdat im Western
blot, keine positive Abstrichuntersuchung): 23 Seren.
Sensitivitat und Spezifitdt der acht untersuchten
ELISA-IgG-Testsysteme unter Zugrundelegung der
oben aufgefiihrten Serenkollektive zeigt Tabelle 2. Fiir
anti-HS V-1 IgG lag die Sensitivitit aller Tests bei min-
destens 85%, sechs erreichten 100%. Die Spezifitit lag
zwischen 57% und 100%. Generell zeigt sich bei den
auf Vollvirusantigen basierenden anti-HSV-2 IgG-
ELISA-Tests eine mehr oder minder hohe Rate von
kreuzreagierenden Seren fiir anti-HSV-1 IgG; die Spe-
zifitdt der verschiedenen Tests liegt zwischen 48% und
91%. Umgekehrt werden so gut wie alle Seren, bei
denen aufgrund positiver Abstrichergebnisse Anti-
korperaktivititen gegen-HSV-2 zu erwarten sind, von
den auf Vollvirusantigen beruhenden Testkits erkannt,
die Sensitivitidten von nahezu 100% erreichen (bis auf
einen Test mit 83% und einen mit sogar nur 35%). Der
auf HSV-2-Glykoprotein gG-2 basierende Radim-Test
weist eine gegeniiber den librigen Tests deutliche bes-
sere Spezifitit (100%) bei gleichzeitig jedoch sehr
niedriger Sensitivitdt von nur 52% auf. Allein dieser
Test vermag in nahezu allen untersuchten Fillen zwi-

Tabelle 2 Sensitivitat und Spezifitit der anti-HSV-1- und anti—HSV—24lgG-ELléA Testsysteme

Hersteller BAG Fresenius Sorin Novum  Biermann Virotech invitro  Radim
anti-HSV-1-IgG-ELISA-Tests . .

Sensitivitat in % 100 100 100 100 85 -100 . 86 100

Spezifitat in % 93 74 67 76 93 76 57 100
anti-HSV-2-IgG-ELISA-Tests '

Sensitivitat in % 83 * 100 100 98 98 100 35 52

Spezifitat in % 91 50 48 58 61 58 82 100
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Tabelle 3 Schema der Bandenreaktivitaten der verschiedenen Serenkollektive im HSV-1- und HSV-2-Western blot

kDa  anti-HSV-1 positiv anti-HSV-1/-2 positiv anti-HSV-2 positiv  anti-HSV-1/-2 negativ
5 30-45 X XXXX XXXX XXXX XXXXX (x)
D 4B XXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXX
€ 4566 XXXXXXXXXXXXX XXX X XXXXX XXX
[}
% 45-66 . X (x)
2 70 x X X X (x)
o 88 X
5 94 XXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXX (x)
I 94-116 x x Xx X
30-45 X X XX X
30-45 X X .0X
g 30-45 : XXXXXXXX XX XX X
- 4566 (x) XXXXXXX XXXX X X X
o 45-66 : X X X X
3 4566 X X X X
= 4566 X X X X X X X
J 66 : XXXX XXX XX X X X
2 92 (x) (%) (x) XXXXXXXXXXXXXXXXXX X X X X X
100 (x) (x) X X XX X X
110 ’ X

Tabelle 4 Prozentuale Haufigkeit der Bandenreaktivititen der verschiedenen Serenkollektive im HSV-1- und HSV-2-
Western blot

Molekulargewichi/kDa _anti-HSV-1 positiv ~ anti-HSV-1/-2 positiv = anti-HSV-2 positiv. = anti-HSV-1/-2 negativ
n=14 n=18 : n=5 n=5
anti-HSV-1 Western blot
-30-45 36% 72% 20% 0%
48 93% 100% 0% 0%
45-66 0% 72% 0% 0%
45-66 100% 6% ' 20% 0%
70 7% 17% 20% 0%
88 7% 100% 0% 0%
94 100% 100% 20% 0%
94-116 29% 0% : 20% 0%
anti-HSV-2 Western biot
30-45 0% 28% 0% 0%
30-45 —- 0% 11% 20% 0%
30-45 0% 44% 100% 0%
45-66 7% 67% 40% 0%
45-66 0% 22% 0% 0%
45-66 0% 22% 0% 0%
45-66 0% 17% 80% 0%
66 0% - 39% 100% 0%
92 21% . 100% 100% 0%
100 14% | 33% 0% 0%
110 0% 0% 20% 0%

schen einer Infektion nur mit HSV-1 und nur mit HSV-
2 zu differenzieren; er zeigt allerdings bei HSV-1/-2-
Koinfektionen einen hohen Anteil falsch-negativer
anti-HSV-2-Ergebnisse.

In den Abbildungen 1 bis 3 sind die Indexwerte,
d. h. die Quotienten aus den Extinktionswerten der
Proben und dem jeweiligen cut off-Wert, fiir jeweils

einige nur anti-HSV-1-positive (Abb. 1), nur anti-
HSV-2-positive (Abb.2) und anti-HSV-1- und -2-posi-
tive (Abb. 3) Seren in den verschiedenen ELISA-1gG-
Testen graphisch dargestellt.

Die Ergebnisse der im Western blot untersuchten
Seren sind in Tabellen 3 und 4 aufgefiihrt. Tabelle 3
zeigt die Western blot-Bandenreaktivitét der verschie-
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Abbildung 4 Anti-HSV-1- und anti-HSV-2-Antikérper-Seroprévalenz nach Altersgruppen bei n = 3527 Patienten des Universitétsklinikums

Frankfurt a. M. 1994/95

denen Serenkollektive schematisch, Tabelle 4 die pro-
zentuale Aufgliederung der Western blot-Bandenreak-
tivitdten. Bei erwartungsgemiB vorhandener Kreuz-
reaktivitiit 148t sich dennoch eine klare Unterschei-
dung treffen zwischen den nur anti-HSV-1-, den nur
anti-HSV-2- und den sowohl anti-HSV-1- als auch
anti-HSV-2-positiven Seren.

Bei den 36 immunsupprimierten Patienten fand sich -

kein Hinweis auf fehlende Seroreaktivitit. Bei HSV-
Infektionen (dies gilt vor allem fiir HSV-1) kann man
aufgrund der Epidemiologie davon ausgehen, da die
Infektion und damit die Antikorperantwort in den al-
lermeisten Fillen vor der Immunsuppression stattge-
funden hat. _

Bei Serumproben, die-in engem zeitlichem Abstand
zu einem positiven HSV-Nachweis aus einem Abstrich
entnommen . wurden, lieB sich in keinem Fall eine
IgM-Reaktivitit feststellen. Es handelte sich demnach

um rekurrierende Infektionen [32]. Bei neun Primérin-

fektionen (erste Serumprobe Antikdrper-negativ, zwei-
te Serumprobe nach positivem Virusnachweis im Ab-
strich positiv) war hingegen anti-HSV-IgM nachweis-
bar.

Ein wechselnder Anteil der ,tricky sera* war posi-
tiv in den HSV-1-IgM-ELISAs im Sinne einer unspe-
zifischen oder Kreuzreaktivitit; bei den HSV-2-IgM-
ELISAs lag der Anteil der positiven ,tricky sera“ je-
weils deutlich niedriger, moglicherweise erklirlich
durch die niedrigere Privalenz von HSV-2- gegeniiber
HSV-1-IgG-Antikérpern in diesem Kollektiv (siehe
Tabelle 5) [33]. :

Bei den sechs Patienten mit klinischem Verdacht
auf Herpesenzephalitis waren in sdmtlichen Seren An-
tikorper gegen HSV-1 nachweisbar. In drei Fillen
wurde aufgrund des positiven Nachweises HSV-spezi-
fischer Genomsequenzen im Liquor mittels HSV-PCR
die Diagnose einer Herpes-Enzephalitis gesichert [11].
Der Antikorper-ELISA der Firma Virotech war stets
positiv fiir HSV-Antikorper. Dieser Test setzt Liquor in
einer fiinfzigmal niedrigeren Verdiinnung ein als
Serum (1:101 fiir Serum, 1:2 fiir Liquor), die anderen
Tests verwenden dagegen Liquor in der gleichen Ver-
diinnung wie Serum. Der anti-HSV-ELISA von Radim
wies-in drei von sechs Fillen ein positives Ergebnis
auf, alle anderen nur in zwei Fillen.

Die in der Routinediagnostik am Institut fiir Medi-
zinische Virologie im Zeitraum von April 1994 bis Au-
gust 1995 bei 3527 Patienten durchgefiihrten
Erstuntersuchungen auf anti-HSV-1 und anti-HSV-2
mit dem ELISA der Firma Radim ergaben eine Sero-
privalenz fiir HSV-1-Antikorper von 76,4% ohne
Altersgruppierung. Die Altersverteilung zeigt typi-
scherweise eine hohe Seroprivalenz bei Neugeborenen
und Siuglingen unter einem Jahr durch diaplazentar
iibertragene Antikorper der Mutter (63,7%). Die Sero-
privalenz fiir anti-HSV-1 nimmt danach mit dem Alter

© zu, von 24,4% bei Kleinkindern zwischen 1 und 4 Jah-

ren bis auf 94,3% bei Erwachsenen iiber 60 Jahren
(siehe Abbildung 4).

Fiir Antikorper gegen HSV-2 liegt die Seropriva-
lenz bei diesem Kollektiv bei 12,1% ohne Altersgrup-
pierung. Die Altersverteilung zeigt auch hier einen An-
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Tabelle 5 Ergebnisse der HSV-1- und HSV-2-IgM-Testungen der 48 ,tricky sera”

anti-HSV-1-igM
%

anti-HSV-2-IgM
+*

anti-HSV-IgM (nicht typenspezifisch)

+ *
Behring 4% 4%

92%

Hersteller + - + -
BAG 30% 10% 60% 8% 0% 92%
Fresenius 23% 6% 71% 15% 8% 77%
Sorin 34% 4% 62% 25% 0% 75%
Novum 29% 6% " 65% 15% 4% 81%
Biermann 17% 4% 79%. 8% 4% 88%
Virotech 35% 29% 35% 2% 13% 85%

stieg der Seroprivalenzrate mit dem Alter, insbesonde-
re postpubertir. Zwischen dem 1. und dem 14. Le-
bensjahr liegt die Seroprivalenz zwischen 0,8 und
4,0%. Danach steigt sie an bis zu 18,1% bei den iiber
60jihrigen. Die Seroprivalenz der Neugeborenen und
Siuglinge (0-11 Monate) liegt durch die IgG-Antikor-
per der Mutter bei 9,5% (siehe Abbildung 4). Diese
Priivalenzraten fiir anti-HSV-2 muB# man nach den
oben genannten Ergebnissen iiber die Sensitivitdt des
anti-HSV-2-Tests der Firma Radim vorsichtig bewer-
ten, da dieser Test einen hohen Anteil (etwa 50%)
falsch negativer Ergebnisse aufweist. Die Privalenzra-
te fiir HSV-2-Antikorper in der Bevolkerung ist also in
Wirklichkeit hoher anzunehmen. Diese Ergebnisse
sind allerdings als nicht représentativ fiir die deutsche
Bevolkerung zu bewerten, da die Einsendungen des
Instituts fiir Medizinische Virologie das Patientengut
der Universitdtsklinik Frankfurt a. M. mit einem
liberproportional hohen Anteil von Risikogruppen-Zu-
gehorigen widerspiegeln (HIV-Infizierte, Immunsup-
primierte, chronisch Kranke etc.).

Diskussion

Das bekannte Problem der ausgeprigten Kreuzreakti-
vitdt zwischen anti-HSV-1- und anti-HSV-2-Antikoér-
pern aufgrund der hochgradigen Antigenverwandt-
schaft zwischen den beiden HSV-Typen tritt in den
verwendeten Testsystemen klar zutage. Eine sichere
antikdrperserologische Typendifferenzierung ist mit
den auf der Grundlage von Vollvirusantigenen arbei-
tenden ELISA-Tests nicht méglich, da die Rate der
kreuzreaktiven (falsch positiven) Testergebnisse bis zu
52% erreicht, d. h. nur 48% der positiv reagierenden
Seren weisen wirklich eine Infektion mit dem entspre-
chenden HSV-Typ auf. Andererseits wird bei
Sensitivitdtsraten (mit einer Ausnahme) zwischen 83%
und 100% nur selten eine iiber Antigentypisierung be-
wiesene Infektion nicht erkannt. Wie aus der Darstel-
lung der Indexwerte ersichtlich, ist auch bei einer Ver-
schiebung des cut off-Wertes keine Verbesserung der
Spezifitét bei gleichbleibender Sensitivitit modglich.
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Im Gegensatz dazu ist die Spezifitdt des auf gerei-
nigtem HSV-2-Glykoprotein gG-2 basierenden Radim-
Tests maximal, was jedoch auf Kosten der Sensitivitit
geht; diese erreicht nur 52%, d. h. die knappe Hilfte
der HSV-2-Infektionen werden antikorperserologisch
nicht erfaflt, insbesondere bei gleichzeitiger anti-HSV-
1-Antikorperreaktivitit. Eine mogliche Ursache konn-
te in der beschriebenen Reduktion der Antikdrperbil-
dung bei vorbestehender Infektion mit HSV-1 liegen
[34]. Hier ist durch eine Anpassung des cut off-Wertes
eine Erhohung der Sensitivitét ebenfalls nicht zu errei-
chen (Abb. 1, 2, 3).

Der Western blot hingegen scheint trotz vorhande-
ner Kreuzreaktivititen eine Typendiagnose in den mei-
sten Fillen zu erméglichen; die Abgrenzung einzelner
reaktiver Antigenbanden ist im Einzelfalle zwar
schwierig, doch zeigt die schematische (Tab. 3) wie
prozentuale (Tab. 4) Aufstellung der Bandenreaktiviti-
ten, daB die sichere Zuordnung eines Serenkollektivs
moglich ist [35,36,37,38,39, 40,15,29,41,42].

Letztlich wird die Entscheidung fiir einen der auf
dem Markt erhiltlichen HSV-typspezifischen Antikor-
per-ELISA-Tests daven abhéngen, ob man sich auf
Kosten der Spezifitdt einer maximalen Sensitivitdt ver-
sichern will oder ob ‘eine hohe Spezifitit gewiinscht
ist, wofiir eine niedrigere Sensitivitit in Kauf genom-
men wird.

Wie aufgrund einer Reihe von Publikationen zu er-
warten, hat der Nachweis von HSV-spezifischen Anti-
korpern der Klasse IgM nur im Rahmen einer akuten
Erstinfektion eine Bedeutung, wihrend der IgM-Nach-
weis bei Reaktivierungen meist nicht gelingt. Im Rah-
men einer Herpes simplex-Enzephalitis tragt — neben
der Testung auf HSV-spezifisches IgG im Liquor cere-
brospinalis zum Nachweis einer autochthonen Anti-
korperproduktion — auch der Nachweis von intratheka-
lem-HSV-IgM und -IgG zur Diagnosestellung bei; al-
lerdings ist sein Stellenwert nach Verfiigbarkeit der
HSV-PCR, welche eine praktisch sofortige Diagnose-
stellung erlaubt, nur mehr reduziert [32].

Eine befriedigende- Spezifitit 148t sich bei Testung
eines Kollektivs problematischer, d. h. in hohem MaRe
zu unspezifisch positiven IgM-Ergebnissen neigender -

~Seren nur durch vorherige Absorption von Rheu-
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mafaktoren erméglichen, wie auch in vorliegender
Studie wieder deutlich wurde. Insgesamt ist jedoch der
Wert typspezifischer IgM-ELISA-Tests kritisch zu be-
trachten. ’
Zusammenfassend 148t sich ‘sagen, daB der ideale

HSV-typspezifische ELISA noch nicht verfiigbar ist.

und je nach hauptsichlichem Einsatzzweck zwischen
einer moglichst hohen Sensitivitit oder einer mog-
lichst hohen Spezifitit gewéhlt werden muB. Fiir die
HSV-IgM-Diagnostik halten wir die Verwendung eines
nicht-typspezifischen ELISA fiir empfehlenswert,
denn hierbei sind eine moglichst hohe Sensitivitit und
Spezifitat von ausschlaggebender Bedeutung fiir eine
sinnvolle Diagnostik, wihrend die Typdifferenzierung
mittels IgG-ELISA uns vollkommen ausreichend er-
scheint. :
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