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Zusammenfassung: 603 Seren aus dem Raum
Frankfurt am Main wurden in 12 verschiedenen Einzel-
kollektiven mit einem ,,in house* IFT mit latenten Anti-
genen und einem rekombinanten Prototyp ELISA mit
dem LANA und KS8.1-Protein auf Antikdrper gegen das
Humane Herpesvirus Typ 8 (HHV-8) — auch bekannt
als Kaposi-Sarkom-assoziiertes Herpesvirus (KSHV) —
getestet. Untersucht wurden (Risiko)gruppen wie HIV-
seropositive Ménner und Frauen, HIV-seronegative ho-
mosexuelle bzw. bisexuelle Minner, Patienten mit Ka-
posi-Sarkom, Transplantationspatienten und Kinder mit
Héamophilie. Zur Abschidtzung von Kreuzreaktionen
und anderen Storungen der Testsysteme wurden Patien-
ten mit akuten bzw. abgelaufenen EBV-Infektionen,
HHV-6-seropositive Patienten, Rheumafaktor-positive
Probanden und Frauen mit primérer bilidrer Zirrhose
(PBC) untersucht. Dreiundfiinfzig diskrepante Proben
wurden mit kommerziellen IFTs mit latenten bzw. lyti-
schen Antigenen nachgetestet.

Hohe HHV-8-Seropridvalenzen wurden bei HIV-Infi-
zierten ohne (15,7 % bei Frauen, 23,3 % bei Minnern)
und insbesondere mit Kaposi-Sarkomen (100 %) gefun-
den. Eine geschlechtsabhéngige Verteilung der Seropri-
valenz bei den HIV-seropositiven Patienten wurde nicht
festgestellt. Bei Blutspendern wurde eine HHV-8-
Durchseuchung von 3 % (im ,,in-house-IFT*), bei Hi-
mophilen von 0% und bei Transplantationspatienten
von 9,1 % ermittelt.

Kreuzreaktionen mit Antikdrpern gegen andere Herpes-
viren wie EBV und HHV-6 schienen die Tests nicht zu
beeinflussen, wihrend sich tendenziell eine erhéhte An-
zahl reaktiver Proben bei Patienten mit Autoimmunan-
tikorpern (Rheumafaktor-positive Patienten und Patien-
tinnen mit PBC) zeigte.

Insgesamt stimmten die Ergebnisse des rekombinanten
ELISA mit denen des ,,in house* IFT im Gesamtkollek-
tiv gut iiberein. Unterschiedliche Ergebnisse fanden
sich in den Einzelkollektiven, insbesondere bei Rheu-
mafaktor-positiven Patienten und solchen mit PBC.
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Summary: For this study, 603 serum samples,
collected in the area of Frankfurt am Main, Germany
and subdivided into twelve sub-cohorts, were tested
with an in-house immunofluorescence test (IFT) for the
detection of antibodies against human herpesvirus 8
(HHV-8) — also known as Kaposi’s sarcoma-associated
herpesvirus (KSHV) — latent antigens and a recombi-
nant prototype ELISA with HHV-8 latency-associated
nuclear antigen (LANA) (Open Reading Frame 73) and
KS8.1 protein. Fifty-three discrepant samples were addi-
tionally tested with two commercial IFTs for the detec-
tion of antibodies to HHV-8§ latent or lytic antigens.

A high HHV-8 seroprevalence rate was found in HIV-
infected patients with Kaposi’s sarcoma (100 % as per
latent IFT and ELISA) and without Kaposi’s sarcoma
(23.3 % of the men and 15.7 % of the women as per la-
tent IFT, or 17.8 % of the men and 13.7 % of the women
as per ELISA). No correlation between the seropreva-
lence in HIV-seropositive subjects and their sex was
found. The HHV-8 seroprevalence in 101 blood donors
by latent IFT and ELISA was 3 and 2 %, respectively,
comparable to that found in Britain, Northern Italy, and
Switzerland.

The tests appeared to be equally impervious to cross-re-
actions with antibodies to other herpesviruses such as
Epstein-Barr virus (EBV) and HHV-6.

The recombinant ELISA agreed well with the in-house
IFT in the total cohort. Discrepant results were found,
especially in the sub-cohorts of homosexual men and in
patients suffering from primary biliary cirrhosis (PBC)
or with rheumatoid factor (RF).
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as Humane Herpesvirus Typ 8 (HHV-8) — auch

Kaposi-Sarkom-assoziertes Virus (KSHV) genannt
— gehort — ebenso wie das Epstein Barr Virus (EBV) —
zu den <y-Herpesviren und wurde 1994 erstmals be-
schrieben [1]. HHV-8 ist assoziiert mit dem Kaposi-
Sarkom (KS - in der klassischen und endemischen
Form als auch nach Transplantation), dem priméren
Effusionslymphom und dem Castleman-Tumor [2, 3].
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Die klassische Form des Kaposi-Sarkoms (KS) wur-
de erstmals 1872 von dem ungarischen Dermatologen
Kaposi beschrieben und wird vornehmlich bei &lteren
Minnern aus dem mediterranen Raum und insbesonde-
re bei ashkenazi-jiidischen Patienten beobachtet [4].
Typisch ist der Hautbefall besonders der unteren Extre-
mitdten mit langsam aufsteigender Progredienz und die
seltene Beteiligung der inneren Organe. latrogene Va-
rianten traten mit der immunsuppressiven Therapie
zum Beispiel von Organtransplantierten in Erscheinung.
Bei Authebung der Immunsuppression kann eine spon-
tane Riickbildung beobachtet werden [5].

Eine dramatische Steigerung der Inzidenz von Kapo-
si-Sarkomen entstand durch die HIV-Epidemie seit
1990. Beral et al. fanden eine bis zu 20000-fach hohere
Privalenz von Kaposi-Sarkomen bei HIV-Patienten im
Vergleich zur Normalbevolkerung [6]. Mehr als 25 %
der AIDS-Patienten entwickelten am Anfang der Epide-
mie ein Kaposi-Sarkom [7]. Diese hohe Zahl war im
Verlauf der Epidemie riickldufig [8]. Es blieb aber der
héufigste Tumor bei AIDS und mit 20 % eine der héu-
figsten AIDS-definierenden Erkrankungen bei der
Initialdiagnose. Das Auftreten des Tumors ist deutlich
abhiéngig von der zelluliren Immunkompetenz des Er-
krankten. Verschiedenartige Stimuli konnen das HHV-8
reaktivieren und in die lytische Infektionsform mit kli-
nischer Manifestation iiberfiihren [9]. Durch Sequenz-
analyse der DNA konnten drei HHV-8-Subtypen unter-
schieden werden: A, B und C. B und C kommen
hiufiger in Afrika vor, A im Mittelmeerraum, und alle
drei Subtypen wurden in den USA gefunden [8].

Zum Nachweis der HHV-8-Infektion eignen sich so-
wohl serologische Tests wie auch Verfahren zum Nach-
weis der Virus-DNA. Nach der Entdeckung des HHV-8
wurden verschiedene serologische Tests entwickelt auf
Basis von indirekten Immunfloreszenztests, ELISAs,
Western blots und anderen Immunoblottechniken. Ein
potentielles Problem dieser Tests ist die Kreuzreaktivi-
tiat mit EBV und anderen Herpesviren.

Epidemiologische Studien zeigen, daf} die hochsten
Titer und mit fast 100 % die stidrkste Durchseuchung
mit HHV-8 bei den Patienten mit klassischem Kaposi-
Sarkom gefunden werden [10, 11]. Auch bei den afrika-
nischen Kaposi-Sarkom-Patienten kommen &hnlich
hohe Seropridvalenzen vor [8], z.B. in Nigeria, der
Elfenbeinkiiste, Zaire, Gambia und Uganda (80—
100 %). In diesen Regionen ist die endemische Form
des Kaposi-Sarkoms héufig [11]. Nur wenig niedrigere
Werte weisen HIV-positive homosexuelle Ménner auf.
Bei der Gruppe der HIV-positiven Frauen findet man
unterschiedliche Seropridvalenzen. Manche Arbeiten be-
schreiben eine &hnlich hohe Seroprivalenz wie bei
HIV-positiven Minnern, andere beschreiben eine
Durchseuchung eher vergleichbar mit der bei Blut-
spendern [11, 12, 13]. Bei HIV-positiven Drogensiichti-
gen, hdmophilen und knochenmarktranplantierten Indi-
viduen wird, ebenso wie bei gesunden Blutspendern in
Europa, eine geringe bis keine Durchseuchung be-
schrieben [8, 11].

Im Allgemeinen korreliert die Seroprdvalenz der ver-
schiedenen Linder gut mit der Pridvalenz von Kaposi-
Sarkomen [14]. Im Mittelmeerraum ist die HHV-8-Se-
roprivalenz und auch die Prédvalenz der klassischen
Form des Kaposi-Sarkoms erhoht (Seroprivalenz bei
Blutspendern bis zu 35%). Die meisten neueren
Studien weisen auf ein Siid-Nord-Gefille der HHV-8-
Seropriavalenz in Europa hin [15, 16, 17]. Bei Blut-
spendern in der Schweiz wurde eine HHV-8-Durch-
seuchung von 5 %, in GroBbritanien von 0-3 % be-
schrieben [16, 18].

In der vorliegenden Studie werden die HHV-8-Sero-
prdvalenzdaten in verschiedenen (Risiko-) Kollektiven
im Raum Frankfurt am Main vorgestellt. Gleichzeitig
erfolgt ein Vergleich eines ,,in house* Immunfluores-
zenztests (IFT) mit einem kommerziellen, rekombinan-
ten ELISA und zwei kommerziell erhiltlichen IFTs.

Material und Methoden

Patientenkollektive

Insgesamt wurden 603 Serumproben aus unterschied-

lichen Kollektiven auf HHV-8-Antikorper untersucht.

Die Proben stammten aus der serologischen

Routinediagnostik des Institutes fiir Medizinische Viro-

logie in Frankfurt am Main bzw. vom Blutspendedienst

des Deutschen Roten Kreuzes (DRK) Frankfurt am

Main und wurden bis zur Testung bei —20 °C gelagert.

Untersucht wurden folgende Proben:

o Blutspender (Kontrollkollektiv): 101 Seren — anti-HIV,
anti-HCV und HBsAg negativ. Alter der Patienten zwi-
schen 20 bis 60 Jahre, Frauen und Ménner jeweils
50 %.

e HIV-Seropositive: 214 Proben von 51 Frauen und 163
Minner. Klinisch kein Hinweis auf Kaposi-Sarkom.
Alter der Patienten zwischen 18 und 69 Jahren (Median
Manner: 36 Jahre, Frauen: 31 Jahre).

e Homo- bzw. bisexuelle Mdnner: 100 Seren — anti-HIV
negativ. Alter der Patienten zwischen 15 und 69 Jahren
(Median: 29 Jahre).

e Himophile Patienten: 51 Seren. Alter der Patienten
zwischen acht Monaten und 55 Jahren (Median: 8 Jah-
re).

o Transplantationspatienten: 11 Seren. Alter der Patien-
ten zwischen 29 und 61 Jahren.

o Patienten mit Kaposi-Sarkom: 20 Seren. Alter der Pa-
tienten zwischen 22 und 88 Jahren (Median: 43 Jahre).

Zur Abklirung einer moglichen Kreuzreaktivitit der

beiden Testsysteme wurden Seren von folgenden Pa-

tientengruppen getestet:

e Rheumafaktor-positive Proben: 20 Seren. Alter der Pa-
tienten zwischen 20 und 56 Jahren.

e Patienten mit frischer EBV-Infektion: 30 Seren (anti-
VCA-IgM 1:>80, anti-VCA-IgG positiv und anti-
EBNA negativ, anti-HHV-6 negativ). Alter der Patien-
ten zwischen einem und 39 Jahren (Median: 18 Jahre).

e Patienten mit abgelaufener EBV-Infektion: 14 Seren
(anti-VCA-IgM negativ, anti-VCA-IgG positiv und
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anti-EBNA positiv, anti-HHV-6 negativ). Alter der
Patienten zwischen 12 und 85 Jahren (Median: 48 Jah-
re).

e Patienten mit abgelaufener HHV-6-Infektion: 16 Seren
(EBV-seronegativ). Alter der Patienten zwischen 4 und
72 Jahren (Median: 43 Jahre).

e Patienten mit primdrer bilidrer Zirrhose: 23 Seren
(anti-HHV-6 seropositiv, EBV-seronegativ). Alter der
Patientinnen zwischen 43 und 82 Jahren (Median: 59
Jahre).

Immunfluoreszenztest (IFT) — in-house

Mit HHV-8 latent infizierte BCP-1-Zellen wurden aus
Effusionslymphomen (body cavity lymphoma) gewon-
nen (freundlicherweise zu Forschungszwecken iiberlas-
sen von Prof. Dr. P. S. Moore, Columbia Universitiit,
New York) [29]. Die Vermehrung der Zellen erfolgte
in einem Medium aus 1 % Penicillin-Streptomycin-L6-
sung (10 Mega/l Penicillin [Fa. Griinenthal] + 10 g/l
Streptomycinsulfat [Fa. HEFA Pharma]), 2 % L-Gluta-
minlosung (0.2 M =29,2 g/l L-Glutamin [Fa. Sigma]),
4 % NaHCOs-Losung (7,5 % [Fa. Sigma]), 20 % ,,fetal
calf serum” (FCS [Fa. Sigma]), 10% Hybrimax
(3,92 2/200 ml) in IMDM (Iscove mit 15 mg/l Phenol
red., ohne L-Glutamin und ohne NaCQOs3). Die Kultur
wurde wochentlich im Verhiltnis 1:5 umgesetzt. Die
BCP-1 Zellen wurden mittels PCR auf HHV-8- und
EBV-DNA untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass
die Zelllinie HHV-8-DNA positiv und EBV-DNA ne-
gativ ist. Die Zellsuspension wurde auf 10-Feld-Loch-
objekttriger aufgebracht, so da} ein diinner Zellfilm
verblieb. Nach Luftrocknung wurden die Objekttriger
mit —20°C kalten Aceton-Methanol-Gemisch (40 %
Aceton, 60 % Methanol) 90 Sekunden lang fixiert und
anschlieBend bis zur Verwendung bei —20 °C kryokon-
serviert.

Zur Durchfithrung des Tests wurden Objekttriger
und Seren auf Raumtemperatur gebracht. Die Patien-
tenseren wurden in einem Verhéltnis von 1:50 mit PBS
verdiinnt. Auf jedes Feld wurden 15l verdiinntes Se-
rum getropft. Die Objekttrager wurden anschlieBend 1
Std. bei 37 °C inkubiert, mit PBS gewaschen (15 min),
getrocknet, mit 15 ul FITC (10 ul FITC (Fluorescein
Isothiocyanate markiertes Antihuman IgG [Fa. Diano-
va]) und 10ul ,,Evans Blue* 1% [Fa. Argene Biosoft]
in 500 ul PBS) iiberschichtet, nachfolgend fiir 30 min
bei 37 °C gelagert, erneut in PBS gewaschen (15 min)
und abschlieBend bei 200—400facher Vergroferung be-
gutachtet. Als positiv wurde eine Probe gewertet,
wenn Zellen eine deutliche apfelgriine Fluoreszenz im
Zellkern aufwiesen.

Kommerzieller IFT zum Nachweis

von HHV-8-spezifischen Antikorpern

gegen latente bzw. lytische Antigene

Dreiundfiinfzig Patientenseren wurden mit den Testkits
der Firma Viramed GmbH, Planegg-Steinkirchen, ge-
testet. Die Durchfithrung erfolgte entsprechend der
Herstellerangaben.
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IgG ELISA - rekombinant (Fa. Biotest) zum
Nachweis von anti-HHV-8

Es wurde ein indirekter Sandwich-ELISA (Prototyp A)
verwendet, der bislang noch nicht kommerziell vertrie-
ben wird. Das K 8.1 Protein und das durch ORF 73
codierte LNA (latent nuclear antigen, Aminosiure
948-1057) sind an die Festphase der Mikrotiterplatte
gebunden. Die Expression der rekombinanten Proteine
erfolgte in Escherichia coli als GST-Fusionsproteine
(Glutathione-S-Transferase) [19]. Die Testdurchfiihrung
wurde entsprechend der Herstellerangaben vorgenom-
men. Alle Seren wurden 1:21 mit einem Losungspuffer
verdiinnt, anschlieBend 200 ul der verdiinnten Proben
in jede Vertiefungen pipettiert. Nach 60-miniitiger Inku-
bation bei 37 °C wurden die Platten gewaschen, 100 ul
Konjugat zugesetzt (fiir 30 min bei 37° inkubiert) und
abschliefend 100 ul TMB (als Substrat) (fiir 30 min)
und 100 ul einer Stopplosung hinzugefiigt. Die Auswer-
tung erfolgte spektralphotometrisch bei 450 nm (Refe-
renz bei 620 nm). Der Test wurde ausgewertet, wenn
die optische Dichte (OD) der Leerprobe <0,1, die der
Negativkontrolle <0.2 und die der Positivkontrolle
>1.3 war. Die Cutt-Off-Grenze (CO) war definiert
durch CO=0.6 + OD (der Negativkontrolle)

Statistische Methoden

Die Korrelation zwischen den einzelnen serologischen
Tests im Gesamtkollektiv und in den Einzelkollektiven
wurde mit dem Cohen’s Kappa-Koeffizienten berech-
net. Werte des Koeffizienten zwischen null bis 0,40 be-
deuten keine bis geringe Ubereinstimmung, Werte zwi-
schen 0,40 bis 0,75 eine mittlere bis gute
Ubereinstimmung und solche zwischen 0,75 bis 1,00
eine sehr gute bis vollstindige Ubereinstimmung der
beiden serologischen Tests [20].

Im Cohen’s Kappa-Koeffizienten wird der P-Wert
durch eine HilfsgroBe (Priifgrofie) abgeschitzt. Bei dem
Gesamtkollektiv reichte ein P-Wert kleiner 0,05 aus,
um es als statistisch signifikant anzusehen. Bei Betrach-
tung der 12 Teilkollektive musste diese Grenze weiter
verschirft werden. Der P-Wert musste kleiner 0,004
('/1, mal 0,05=0,004) sein, um als statistisch signifi-
kant bewertet zu werden. Bei schwach besetzten Vier-
feldertafeln kann man den sogenannten ,,exakten Test*
von Fisher verwenden, der analoge Fragestellungen wie
der Chi-Quadrat-Vierfelder-Test bei kleinen Fallzahlen
behandelt [20]. In dieser Studie wurde der Fisher-Test
fiir Vergleiche von Einzelkollektiven desselben Tests
benutzt. Die Beurteilung des P-Wertes wurde analog
zum Cohen’s Kappa-Koeffizienten vorgenommen. Alle
statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe der von
Herrn Dr. H. Ackermann et al. entwickelten Win BIAS
Version 7.02 durchgefiihrt [21].

Ergebnisse

Von den 603 untersuchten Patientenseren (einschlief3-
lich solchen aus den EBV-, HHV-6, PBC und Rheuma-
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Tabelle 1 Vergleich der HHV-8-Positivitat im ,in house” IFT und ELISA fiir das Gesamtkollektiv

HHV-8-seropositiv
im ,,in house “ IFT

HHV-8-seropositiv

im ELISA 46 (7,6 %)
HHV-8-seronegativ

im ELISA 36 (6,0 %)
Summe 82 (13,6 %)

HHV-8-seronegativ Summe
im ,,in house “ IFT
17 (3,8 %) 63 (10,5 %)
504 (83,6 %) 540 (89,5 %)
521 (86,4 %) 603

faktor-Kollektiven) waren im ,in house“ IFT 82
(13,6 %) und im ELISA 63 (10,5 %) HHV-8-seropositiv
(Tabelle 1).

Beim Vergleich der beiden Testsysteme (,,in house*
IFT und ELISA) zeigt sich fiir das Gesamtkollektiv
kein statistisch signifikanter Unterschied (Fisher’s
p=0,117 exakt zweiseitig). Im Cohen’s Kappa-Test be-
steht eine gute Ubereinstimmung der beiden Testsys-
teme mit einem Kappa-Wert von 0,59 (p=0,000;
Z=14,54).

Die seroepidemiologischen Ergebnisse in den Einzel-
kollektiven (Tabelle 2) zeigen, daf} die hochste HHV-8-
Seroprivalenz in der Gruppe der Patienten mit Kaposi-
Sarkom (100 %) zu finden ist, gefolgt von der Gruppe
der anti-HIV-positiven Minner (23,3 %) und Frauen
(15,7%) und der homo-/bisexuellen HIV-negativen
Minner (11 %) (jeweils im ,,in house* IFT). Im Kollek-
tiv der Blutspender wurde eine anti-HHV-8-Durchseu-
chung von 3 %, bei den Himophilien von 0 % und bei

den Transplantationspatienten von 9,1 % (jeweils im ,,in
house* IFT) ermittelt.

Die Resultate im ,,in house® IFT und ELISA korrel-
lieren in Abhingigkeit von den Kollektiven unter-
schiedlich gut (Tabelle 2).

Die HHV-8-positiven Patienten waren im Durch-
schnitt dlter als die Grundgesamtheit der untersuchten
Patienten. Die meisten seropositiven Probanden waren
zwischen dem 30.-60. Lebensjahr anzutreffen
(Abb. 1). In fast allen Altersgruppen fand man mehr
HHV-8-seropositive Patienten im ,,in house* IFT als
im ELISA.

Zur weiteren Abkldrung bzw. Verifizierung der im
»in house* IFT und im ELISA-Test diskrepanten Resul-
tate wurden die 53 betreffenden Proben mit zwei kom-
merziellen IFT zum Nachweis von latenten bzw. lyti-
schen Antigenen nachgetestet. Von diesen 53 Proben
waren 36 nur im ,,in house* IFT und 17 nur im ELISA
HHV-8-seropositiv (Tabelle 3).

Tabelle 2 HHV-8-Pravalenz in den Einzelkollektiven und Ubereinstimmung der Ergebnisse im ,in house” IFT und im ELISA
Patienten- HHV-8-seropos. Patienten in %* Ubereinstim. _ Statistische
kollektive (HHV-8-AK-positive Ergeb. im IFT Ubereinstimmung
Proben/Gesamtzahl der Proben) und ELISA (Cohen’s kappa)
»in house® IFT rekom. ELISA
Blutspender 0,6-3,0-8,4 0,2-2,0-7,0 96 (wegen des Fehlens
(3/101) (2/101) (95,1 %) gemeinsam-pos. Seren
keine Berechnung
mdglich)
Patienten m. 86,1-100,0-100,0 86,1-100,0-100,0 20 1,0
Kaposi-Sarkom (20/20) (20/20) (100,0 %)
HIV-Ak-pos. Ménner 17,1-23,3-30,6 12,3-17,8-24,5 140 0,57
(38/163) (29/163) (85,9 %)
HIV-Ak-pos. Frauen 7,0-15,7-28,6 5,7-13,7-26,3 46 0,61
(8/51) (7/51) (90,2 %)
Homo/bisex. 5,6-11,0-18,8 1,1-4,0-9,9 90 0,36
HIV-Ak-neg. Mé&nner (11/100) (4/100) (90,0 %)
Hamophilie 0,0-0,0-5,7 0,0-0,0-5,7 50 1,0
(0/51) (0/51) (100,0 %)
Transplantations- 0,2-9,1-41,3 2,2-18,2-51,8 10 0,62
patienten (1/11) (2/11) (90,9 %)
*mit 95 % Konfidenzintervall nach Theta
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14 - OPos. IFT %
Anzahl d. 12 Pos. ELISA %
HHv-8- 10 —
Seropos. 8 ]
in % 6
4
2
O - T 71 T = T 1
0-9 10-19 20-29 30-39 4049 50-59 60-69 70-79 80-89
n= 41 34 116 149 56 46 22 5 2
Alter in Jahren

Abbildung 1 Altersverteilung aller HHV-8 seropositiven Patienten. (Nicht mit einbezogen ist die Gruppe der Blutspender und die
Gruppe der Rheumapatienten, bei denen keine Alters- und Geschlechtsangaben vorlagen)

In der statistischen Auswertung mit der Cohen’s
Kappa-Vierfeldertafel zeigte sich eine mittlere Uberein-
stimmung des ,,in house* IFTs (mit latenten Antigen),
mit dem kommerziellen latenten IFT. Eine schlechte
Ubereinstimmung bestand zwischen dem ,,in house*
IFT und dem kommerziellen IFT mit lytischen Antige-
nen. Zwischen den beiden kommerziellen IFTs bestand
ebenfalls nur eine schlechte bis mittlere Ubereinstim-
mung. Der rekombinante ELISA hatte eine schlechte
Ubereinstimmung mit den kommerziellen IFTs.

Die Untersuchungen der beiden anti-HHV-8-Testsy-
steme (,,in house* IFT und ELISA) auf Kreuzreaktivitit
mit anderen Herpesviren erbrachten keine Hinweise,
daB eine solche in signifikantem MaBe besteht (Tabelle
4). Jedoch zeigte sich tendenziell eine erhohte Anzahl
reaktiver Proben bei Patienten mit Autoimmunantikor-
pern (Rheumafaktor-positive Patienten und Patientin-
nen mit Primirer bilidrer Zirrhose).

Diskussion

Die innerhalb dieser Studie ermittelte HHV-8-Seropra-
valenz bei Blutspender (3% im (latenten) ,,in-house-
IFT* bzw. 2 % im (ELISA) im Raum Frankfurt ist ver-
gleichbar mit Seropridvalenzdaten aus GrofBbritannien
(latenter IFT: 1,7 %, ORF 65-ELISA: 3 %), der Schweiz
(latenter IFT und rekombinanter ELISA auf Basis von
ORF-65.2-Proteinen: je 5 %) und Norditalien (latenter
IFT: 3,8-13,2%) [14, 16, 18]. Neuere Daten aus
Deutschland belegen bei HIV-negativen gesunden Pro-
banden ebenfalls eine Pridvalenz von 3 % [22]. Im Mit-
telmeerraum ist die HHV-8-Seroprivalenz und auch die
Inzidenz der klassischen Form des Kaposi-Sarkoms er-
hoht (Seropréivalenz bei Blutspendern bis zu 35 %). In
Italien kann man die Zunahme beider Privalenzen im
Siiden, besonders in Sizilien, beobachten [14]. Fiir die
Vereinigten Staaten von Amerika gibt es sehr unter-

Tabelle 3 Vergleich der vier anti-HHV-8-Tests bei 53 im ELISA und im ,in house” IFT diskrepanten Proben
Testsystem HHV-8 seropositivim kommerziellen IFT zum Nachweis von Antikérpern gegen
latentes lytisches
Antigen Antigen
nur im ,in house” IFT pos. (n = 36) 27/ 36 15/36
(75 %) (41,7 %)
nur im ELISA pos. 6/17 6/17
(n=17) (35 %) (35%)
im kommerziellen
Jlatenten“ IFT pos. 17 /33
(51,5%)
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pesviren bzw. Autoimmunerkrankung

Tabelle 4 Untersuchung auf potentielle Kreuzreaktivitat der anti-HHV-8 Tests bei Patienten mit Infektionen mit anderen Her-

Patientenkollektive

»in house“ IFT

Serologisch akute EBV- 0,0-0,0-9,5
Infektionen (0/30)
Serologisch abgelauf. 0,0-0,0-19,3
EBV-Infektionen (0/14)
HHV-6-AK-positive 0,0-0,0-14,6
Patienten (0/19)
Rheumafaktor-positive 1,2-10,0-31,7
Patienten (2/20)
Primare bilidre Zirrhose 2,8-13,0-33,6
(PBC) (3/23)

*mit 95 % Konfidenzintervall nach Theta

HHYV-8-seropositive Patienten in %
(HHV-8-AK-positive Proben/
Gesamtzahl der Proben) *

Ubereinstimmende
Ergebnisse im IFT und ELISA

rekom. ELISA

0,1-3,3-17,2 29
(1/30) (96,6 %)
0,0-0,0-19,3 14
(0/14) (100,0 %)
0,0-5,3-26,0 18
(1/19) (94,7 %)
0,1-5,0-24,9 17
(1/20) (85 %)
1,1-8,7-28,0 19
(2/23) (82,6 %)

schiedliche Untersuchungen iiber die Seropridvalenz
von HHV-8 bei Blutspendern; die Angaben schwanken
zwischen 0-25 % [10, 11, 18, 23]. Uber deutlich h6here
Seroprivalenzen wird auf dem afrikanischen Kontinent
berichtet. Hier liegen die Durchseuchungsraten zwi-
schen 32-84 % (in Nigeria, Zimbabwe, Zaire, Uganda,
Gambia und Elfenbeinkiiste) [11].

In der vorliegenden Untersuchung wurde iiberein-
stimmend mit anderen Studien die hochste Seropriva-
lenz bei Patienten mit Kaposi-Sarkom gefunden [8, 10,
11, 18, 24]. Das innerhalb dieser Studie untersuchte
Kollektiv bestand groftenteils aus HIV-assoziierten
KS-Fillen (zwei Patienten mit klassischem Kaposi-Sar-
kom). Bei allen Patienten (100 %) wurden HHV-8-Anti-
korper mit beiden Testsystemen nachgewiesen. Simp-
son etal. ermittelte demgegeniiber bei HIV-asso-
ziierten KS eine Prdvalenz von 81 %, und Spira et. al
von 97 % (IFT mit lytischem Antigen) bzw. 83 % (IFT
mit latenten Antigenen) [18, 25]. Die Diskrepanz zur
vorliegenden Studie ist ggf. durch die Mischung des
Kollektives (HIV-assoziiertes KS und klassisches KS)
zu erklédren und der eventuell durch die Immunsuppres-
sion der HIV-Patienten bedingten reduzierten Immun-
antwort.

Bei der Betrachtung der anderen Einzelkollektive
konnte bei der HHV-8-Seroprivalenz eine Abhingig-
keit von einer bestehenden HIV-Infektion festgestellt
werden, was durch mehrere andere epidemiologische
Studien bestitigt wird [10, 14, 18]. Unsere Daten zeigen
keinen signifikanten Unterschiede der HHV-8 Durch-
seuchung bei HIV-positiven Frauen (15,7 bzw. 13,7 %
[IFT/ELISA]) und Minnern (23.3 bzw. 17,8 %), was
die Ergebisse verschiedener anderer Studien erhirtet
[12, 13, 16]. Demgegeniiber fanden Lennette ef al. eine
hohe Seroprivalenz bei HIV-seropositiven, homo-
sexuellen Minnern, wihrend HIV-seropositive Frauen
selten Antikorper aufwiesen [11].

Die meisten Studien beschreiben Homosexualitit als
einen wichtigen Faktor fiir die Seropridvalenz von
HHV-8 [8, 11, 24]. Homosexuelle Geschlechtspraktiken
scheinen einen moglichen Ubertragungsweg darzustel-
len. Regamey et al. fanden eine erhohte HHV-8-Sero-
priavalenz bei HIV-seronegativen, homosexuellen Mén-
nern (20 %) gegeniiber den Blutspendern (5 %) [16]. In
der vorliegenden Studie konnte im ,,in house“ IFT ei-
nerseits kein statistisch signifikanter Unterschied der
HHV-8-Seropridvalenz zwischen HIV-positiven Min-
nern (23,3 %) und HIV-negativen, homosexuellen Pro-
banden (11 %) festgestellt werden, andererseits wiesen
beide Gruppen eine statistisch signifikant hohere HHV-
8-Durchseuchung auf als Blutspender (3 %).

In Ubereinstimmung mit anderen epidemiologischen
Daten zeigt sich auch innerhalb dieser Untersuchung,
dass Patienten mit einer Himophilie zumeist keine An-
tikorper gegen HHV-8 aufweisen [11, 18]. GrofBtenteils
handelte es sich um sehr junge Patienten (in unserem
Kollektiv im Median: 8 Jahre), die somit nur ein gerin-
geres Risiko fiir eine Infektion hatten [23].

Von den 11 Proben der Transplantationspatienten wa-
ren im rekombinanten ELISA 18,2 % und im ,,in house*
IFT 9,1 % HHV-8-seropositiv. Eine der beiden seroposi-
tiven Seren war in beiden Tests, wie auch im kommer-
ziellen, lytischen IFT positiv. Statistisch findet man kei-
nen signifikanten Unterschied zu der Seroprivalenz der
Blutspender (3 bzw. 2 %). Autoantikdrper oder eventu-
elle Infektionen mit HHV-8 durch Organtransplantatio-
nen konnten die HHV-8-seropositiven Seren erkléren
[26, 27].

Die Patientenkollektive, die zur Abkldrung mogli-
cher Kreuzreaktivititen gegeniiber anderen Herpesviren
(EBV, HHV-6) untersucht wurden, zeigten, dafl keine
solche in signifikantem Mafe besteht. Gleichzeitig wur-
de jedoch bei den anderen Kontrollkollektiven eine ten-
denziell erhohte Anzahl reaktiver Proben bei Patienten
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mit Autoimmunantikdrpern (Rheumafaktor-positive Pa-
tienten und Patientinnen mit primérer bilidrer Zirrhose)
beobachtet. In anderen Studien zeigten sich hingegen
bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis &dhnliche
HHV-8-Seropréivalenzen wie bei Blutspendern [11]. In
der Gruppe der Patientinnen mit primérer bilidrer Zir-
rhose erwiesen sich 3 Seren (13 % — im ,,in house* IFT)
bzw. 2 (8,7 % — im ELISA) als HHV-8-seropositiv. In
der Nachtestung der Seren fanden sich iibereinstim-
mende Ergebnisse der beiden IFTs mit latenten Anti-
genen, wihrend der kommerzielle IFT mit lytischen
Antigenen keine Probe als seropositiv bestitigte. Die
vorhandenen  anti-mitochondrialen  Autoantikérper
schienen den IFT mit lytischen Antigenen nicht zu be-
einflussen, wihrend die Testsysteme, die Antikorper ge-
gen latente Antikorper nachweisen, durch Autoantikor-
per falsch-positive Ergebnisse hervorbringen kdnnten.

Grundsitzlich sind beim Vergleich epidemiologi-
scher Studien sowohl die Art der serologischen Tests,
insbesondere die Art des Antigens, als auch die ver-
wandte Serumverdiinnung, die in verschiedenen Arbei-
ten um Zehnerpotenzen differiert, von entscheidender
Bedeutung. Bei den IFTs mit latenten Antigenen wur-
den in unserer Studie Effusionslymphomzellen (BC-3
in der Schweiz, sonst BCP-1) verwandt, die alle das
LANA als Antigen prisentieren [28]. Die Serumver-
diinnungen der IFTs waren in fast allen Studien unter-
schiedlich (GroBbritannien: 1:150, Norditalien 1:100,
Frankfurt: 1:50, Schweiz: 1:40). Die relativ hohe Se-
rumverdiinnung von 1:150 konnte die geringere HHV-
8-Seroprivalenz im IFT in GroBbritannien erkliren. In
Norditalien scheinen andere Faktoren eine Rolle zu
spielen, wie zum Beispiel der geografisch enge Kontakt
mit Siiditalien, wo eine deutlich hohere Seroprivalenz
gefunden wurde [14]. Rabkin er al. verglichen aus die-
sem Grund sieben serologische Tests miteinander [10].
Vier dieser Tests waren IFTs mit latent bzw. lytisch infi-
zierten Zellen (BCP-1 und BcbL) und drei ELISAs mit
dem Orf 65 Protein, bzw. mit einem ,,minor capsid pro-
tein“ oder mit nativem Virus. In der Gesamtheit aller
Proben korrelierten sechs der sieben Tests (auler dem
»~minor capsid protein® ELISA) sehr gut. Besonders
gute Ubereinstimmung bestand zwischen dem latent
Bcebl-1 IFT mit monoklonalen Maus-Antikdrpern und
dem ELISA, der Nativvirus prisentiert.

In der vorliegenden Studie wurden die 53 diskrepan-
ten Seren mit zwei kommerziellen IFTs, die lytische
bzw. latente Antigene beinhalten, nochmals untersucht.
In der statistischen Auswertung mit dem Cohen’s Kap-
pa-Vierfeldertafel zeigte sich eine mittlere Ubereinstim-
mung des ,,in-house-IFT* mit dem kommerziellen la-
tenten IFT. Dies ist durch die Ahnlichkeit der
présentierten Antigene und der Methoden der beiden la-
tenten IFTs zu erkldren. Nur eine schlechte Uberein-
stimmung fand sich zwischen dem ,,in-house-IFT* und
dem lytischen Antigene prisentierenden IFT, wie auch
zwischen den beiden kommerziellen IFTs. Der rekom-
binante ELISA wies eine schlechte Ubereinstimmung
zu den kommerziellen IFTs auf. Eine mogliche Erkli-
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rung hierfiir wire bereits die Ahnlichkeit der drei Im-
munfluoreszenztests, wéhrend der Prototyp ELISA
schon durch seine Methode heraustritt. Der ELISA ist
zudem der einzige Antikorpertest in dieser Untersu-
chung, der Immunglobuline gegen lytische als auch la-
tente Antigen erfaf3t. Das von ORF K&8.1 kodierte 35—
37-kDA grofle Protein findet sich in der Virushiille und
ist ein wichtiger Angriffspunkt fiir weitere Antikorper
[29]. Die diskrepanten Proben, die im ELISA HHV-8-
seropositiv waren, konnten durch Antikorper gegen die-
ses Glykoprotein erkldrt werden. Andererseits konnten
falsch positive Ergebnisse durch die Art der Herstellung
des ELISAs bedingt sein. Zur Synthese der oben ge-
nannten Peptide werden Escherichia coli verwendet.
Nicht vollstindig gereinigte Proteine konnten bei der
Prisentation unspezifische Antikorper binden.

Die Resultate unserer epidemiologischen Untersu-
chungen bestitigen im Wesentlichen die Daten anderer
Studien aus dem mitteleuropdischen Raum. Des weite-
ren belegen unsere Daten, daf} die Ergebnisse der ver-
schiedenen Studien auch von der verwendeten Nach-
weismethode abhingig sind und damit ein Teil der im
internationalen Schrifttum beschriebenen Diskrepanz
der epidemiologischen Daten erkldrt werden kann. Um
die ,,wahre Privalenz® in der Bevolkerung oder auch in
speziellen Risikogruppen zu ermitteln, ist die Etablie-
rung eines diagnostischen ,,Goldstandard” oder einer
Referenzmethode wiinschenswert.
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