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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Herpesviren: Allgemeines

Herpesviren sind linear-doppelstrangige DNA-Viren mit einer Hullmembran von
einem Durchmesser von 150 bis 200 nm und 162 Kapsomeren. Weltweit sind
mehr als 100 Spezies der Herpesviren bekannt, welche im Zellkern eines
breiten Spektrums von Vertebraten replizieren. Als relevant fir den Menschen
gelten zum derzeitigen Stand der Forschung acht humanpathogene Spezies

der Herpesviren (TAB. 1).

Tab. 1: Humane Herpesviren, Einteilung und Krankheitsspektrum (Hamprecht und Jahn, 2007)

Humane Herpesviren, Einteilung und Krankheitsspektrum

Spezies | Name Subfamilie | Syndrom/Erkrankung

HHV-1 Herpes-simplex-Virus 1 Alpha O..ra!e, okulare Lasionen, Enzephalitis, genitale
(HSV-1) Lasionen

HHy-2 | Herpes-simplex-Virus 2 Alpha Genitale, anale Lasionen, Herpes neonatorum
(HSV-2)

HHV-3 | Varizella-Zoster-Virus (VZV) | Alpha Windpocken, Gurtelrose, fetale/neonatale Infektion

Infektiose Mononukleose, Burkitt-Lymphom,

HHV-4 | Epstein-Barr-Virus (EBV) Gamma Nasopharynx-Karzinom

. Kongenitale, peri- und postnatale Infektionen,
Humanes Cytomegalovirus 9 P P

HHV-5 Beta Retinitis, Kolitis, Hepatitis, Pneumonie,
(CMV) .
Enzephalitis
HHV-6 | Humanes Herpesvirus 6 Beta Roseola infantum (3-Tage-Fieber)
HHV-7 | Humanes Herpesvirus 7 Beta Roseola, Pityriasis rosea
Kaposi-Sarkom-assoziiertes .
HHV-8 Gamma Kaposi-Sarkom, B-Zell-Lymphome

Herpesvirus (KSHV)

Herpesviren zeichnen sich durch das Phanomen der Latenz aus, das als
reversible, nicht-produktive Infektion einer Wirtszelle mit einem replikations-
kompetenten Virus definiert ist. Diese Latenzfahigkeit erlangen die Viren zum
einen dadurch, dass sie der Immunabwehr entkommen konnen, und zum
anderen durch die Persistenz ihres Genoms in der latent infizierten Zelle. Die
drei Subfamilien, Alpha-, Beta- und Gammaviren, unterscheiden sich nicht nur

in ihrer Replikationszeit, sondern auch dadurch, dass neurotrope Alphaviren
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(HSV, VZV) nicht teilungsfahige Neuronen befallen, wahrend lymphotrope
Gammaviren (EBV) sich teilende oder mitotische Zellen wie zum Beispiel B-

Lymphozyten infizieren.

1.2 Das humane Zytomegalievirus (CMV): Grundlagen

Das histopathologische Phanomen der zytomegalen Einschlusserkrankung
(CID), welches in Autopsieproben verstorbener Kinder beobachtet wurde, war
schon lange vor der Isolierung des é&tiologischen Agens bekannt. Die ersten
CMV-Isolierungen in Zellkultur wurden 1956 etwa zeitgleich von drei
amerikanischen Arbeitsgruppen beschrieben (Smith, 1956; Rowe et al., 1956;
Craig et al., 1957). Im Jahr 1957 folgte die erste deutsche Beschreibung der
,Pathologie und Klinik der Cytomegalie“ (Seifert und Oehme, 1957).

Das HCM-Virus ist der Subfamilie der Betaviren zugeordnet, der auch die
molekular und phylogenetisch verwandten HHV-6 und HHV-7 angehéren. Es ist
weltweit verbreitet und sehr wirtsspezifisch, in den Industrielandern geht man
von einer Pravalenzrate von ca. 60 Prozent aus, in Landern der Dritten Welt ist
der Antikdrpernachweis sogar bei fast 100 Prozent positiv (Staras et al., 2006).
CMV hat in vivo einen sehr breiten Zelltropismus und kann neben Fibroblasten,
Endothelzellen und Makrophagen auch epitheliale Zellen, glatte Muskelzellen
und Leberzellen infizieren. Als Ort der Latenz werden myeloische CD34-positive

Vorlauferzellen des Knochenmarks, Monozyten und Epithelzellen diskutiert.

CMV besitzt mit 235 kBp das grofite Genom der acht humanpathogenen
Herpesvirusspezies. Von den mehr als 160 viralen Genen zeigten sich in
Genomanalysen und Mutageneseexperimenten nur 45 bis 57 als essenziell fur
die Virusreplikation. Andere, nicht-essenzielle Gene modulieren die
Immunantwort. Das Genom wird in eine Unique-long- (UL-) Region sowie eine
Unique-short- (Us-) Region eingeteilt. Aus dieser Einteilung leitet sich die
Nomenklatur der viralen Gene ab. Das Genom des CMV-Laborstammes
AD169, welches in den 1980er Jahren komplett sequenziert wurde, besteht aus

vier aquimolaren Isomeren, die durch jeweilige Inversion der Ur- und Us-Region
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zueinander entstehen. Die UL- sowie die Us-Region werden von Terminal-
repeat- und Internal-repeat-Sequenzen flankiert. CMV AD169 weist im
Originalbericht (Chee et al., 1990) 208 offene Leserahmen auf, wovon 189
solitar und die restlichen in jeweils zwei Kopien in den Repeat-Regionen
lokalisiert sind. Neuere Untersuchungen zeigten, dass klinische CMV-Isolate
(Wildtypstamme) im Vergleich zu Laborstammen wie AD169 Uber 22 bzw. 19
zusatzliche Gene aufweisen (Prichard et al., 2001; Dolan et al., 2004). Der
CMV-Replikationszyklus wird wie bei allen humanen Herpesviren in drei
Phasen eingeteilt: immediate early (IE), early (E) und late (L). In
Fibroblastenkulturen repliziert CMV relativ langsam, es dauert ungefahr ein bis
drei Wochen, bis ein zytopathischer Effekt (CPE), welcher auf der
morphologischen Verdnderung des adharenten Fibroblastenmonolayers als

Folge der Virusreplikation beruht, lichtmikroskopisch sichtbar wird.

Bei der IE-Genexpression, die innerhalb der ersten vier Stunden nach Infektion
und noch vor der viralen DNA-Synthese ablauft, werden regulatorische
Schlusselproteine synthetisiert, die dem Virus die Kontrolle tber die Wirtszelle
ermdglichen. Im Anschluss an die IE-Genexpression werden die E-
Genprodukte synthetisiert. In dieser Phase werden Proteine hergestellt, die in
die DNA-Replikation involviert sind. Hierbei spielen die virale DNA-Polymerase
(UL54) und die virale Serin-Threonin-Phosphotransferase (UL97), die fur die
Aktivierung des viralen Nukleosidanalogons Ganciclovir verantwortlich ist, eine
wichtige Rolle, da sie Zielproteine der derzeitig zugelassenen antiviralen
Therapiemodalitdten darstellen. AbschlieRend folgt in der L-Phase 24 bis 72
Stunden nach Infektion die Synthetisierung spéter Strukturgenprodukte. Die
Funktionen dieser L-Genprodukte sind der Zusammenbau (assembly) und die
Virusausschleusung (egress). Studien mittels quantitativer PCR zeigten jedoch,
dass die Replikationsgeschwindigkeit des Virus in vivo sehr hoch sein kann
(Emery et al., 1999).

Die postnatale CMV-Erkrankung mit Organmanifestation wie zum Beispiel
Pneumonie, Hepatitis, Kolitis, Retinitis oder Enzephalitis ist im Gegensatz zur

transienten CMV-Infektion immunkompetenter Individuen in der Regel auf
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immunkompromittierte Patienten nach Organ- oder Stammzelltransplantation
beschrankt, da der produktive und cytopathogene Zyklus der viralen
Genexpression unter der Kontrolle des Immunsystems des infizierten
Individuums steht. AuRerdem kann sich die CMV-Infektion préanatal wahrend
der Fetalperiode entwickeln, da in dieser Periode das Immunsystem des Feten
noch nicht ausreichend entwickelt ist, um die Virusreplikation kontrollieren zu
kénnen. Dartber hinaus hat das HCM-Virus Strategien entwickelt, wie es seiner
Elimination durch das Immunsystem entrinnen kann (immune escape).
Demnach ist die Balance zwischen Immunkontrolle und Immunevasion von
zentraler Bedeutung fur die Pathogenese von CMV. Die fur die Induktion der
zellularen und humoralen CMV-Immunantwort wichtigsten Proteine sind unter
anderem die Tegument-Phosphoproteine pp65 und ppl50, das immun-
dominante IE1-Protein sowie andere funktionell modulatorische virale
Genprodukte, die mit dem angeborenen und erworbenen Immunsystem sowie
zelleigenen Apoptosemechanismen interferieren, wie zum Beispiel dem MHC-
System, der naturlichen Killerzellfunktion, der Antigenprasentation sowie der T-
Zell-vermittelten Immunkontrolle. Haupteffektorzellen fur die Immunkontrolle
von CMV sind die CD8+-T-Zellen. Die persistierende CMV-Infektion bewirkt
beim immunkompetenten Individuum eine dynamische lebenslange Interaktion
mit T-Zellen, die zwar die Virusreplikation kontrolliert, jedoch weder das Virus
eliminieren noch seine Transmission inhibieren kann. CMV als ,immune escape
artist® verfugt Uber ein Repertoire von Immunevasionsproteinen, die
hauptsachlich mit dem MHC-Klasse-I-Pfad der Antigenprozessierung und
Prasentation interferieren (Reddehase, 2000; Alcami und Koszinowski, 2000).
Die MHC-Klasse-I-Antigenprasentation wird nach gegenwartigem Kenntnis-
stand durch vier CMV-Genprodukte inhibiert: Die Us2- und Us11-Genprodukte
schleuBen die schwere MHC-Klasse-I-Kette als nichtfunktionelles Protein aus
dem Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER) ins Zytosol. Im
Gegensatz dazu halt das Us3-Genprodukt MHC-Molekile im ER zurick,
sodass diese kein prozessiertes Antigen auf die Zelloberflache transportieren
kénnen. Durch das Us6-Protein wird die TAP-assoziierte Peptidtranslokation

vom Zytosol ins ER-Lumen inhibiert (Momburg und Hengel, 2002).
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Aus der Kernmembran der Wirtszelle leitet sich die Virushille (envelope) ab, die
multiple Oberflachenglykoproteine enthalt. Zu nennen waren davon gB und gH,
welche die Hauptdeterminanten humoraler Immunitat tragen. Da Antikorper
gegen gB-Proteine neutralisierend sind, dient gB als Kandidat fir eine
Spaltvakzine oder die Entwicklung therapeutischer monoklonaler Antikorper
(Plotkin, 1999).

1.3 Vertikale CMV-Transmission
(Mutter-Kind-Ubertragungswege)

Die kongenitale CMV-Infektion kommt in entwickelten Landern mit einer
Inzidenz von 0,3 bis 2,4 Prozent aller Lebendgeburten vor (Alford et al., 1990).
Das Risiko einer Mutter-zu-Kind-Ubertragung wird variabel angegeben und liegt
zwischen 24 und 75 Prozent (Mittelwert 40 Prozent). Die Transmission resultiert
hauptsachlich aus einer primaren maternalen CMV-Infektion. Bei einer CMV-
Sekundarinfektion der Mutter wird das Transmissionsrisiko mit 1 bis 2,2 Prozent
angegeben, das bedeutet, wesentlich geringer als bei einer Primé&rinfektion
(Fowler et al., 1992; Kenneson und Cannon, 2007).

Die vertikale CMV-Transmission verlauft Uber zwei Hauptwege:
Epidemiologisch bedeutsamer als der fetale Ubertragungsweg ist die
Muttermilch-assoziierte postnatale Ubertragung der seropositiven Mutter auf ihr
Kind. Diese Uber die Muttermilch erworbene Infektion ist aber flr gesunde, reif
geborene Kinder asymptomatisch und ohne Langzeitfolgen. Aus longitudinalen
Studien stillender Miutter von Frihgeborenen weil3 man heute, dass nahezu
jede seropositive Mutter wahrend der Laktation CMV reaktiviert und in bis zu 35
Prozent der Falle auf ihr Frihgeborenes Ubertragt (Hamprecht et al., 2001,
Meier et al., 2005).

Der zweite epidemiologisch relevante Weg des Mutter-Kind-Transfers ist die
maternofetale intrauterine Virustransmission nach Priméarinfektion der
seronegativen Schwangeren. Weltweit ist dies die héaufigste bekannte Form
einer Virusinfektion wahrend der Schwangerschaft (Stagno und Cloud, 1994).
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Die intrauterine Transmissionsrate wird hier mit 40 bis 50 Prozent angegeben
(Nigro et al., 2005; Stagno et al., 1986).

Zunehmende Evidenz gibt es jedoch auch fur eine maternofetale intrauterine
Virustransmission der bereits préakonzeptionell CMV-seropositiven Mutter nach
rekurrenter Infektion oder Reinfektion der Schwangeren (Sekundarinfektion) mit
einem in der Schwangerschaft erworbenen exogenen Virusstamm. In dieser
Konstellation infizieren sich kongenital allerdings nur etwa ein Prozent der
Neugeborenen und nur wenige davon sind symptomatisch infiziert. Etwa acht
Prozent der uUber maternale CMV-Sekundarinfektion infizierten Kinder

entwickeln Spéatfolgen wie einseitigen Horverlust (Fowler et al., 1992).

Einen weiteren Ubertragungsweg stellt die Virustransmission nach
prakonzeptionell (das heifl3t ein bis zwei Wochen vor der letzten Menstruation)
erworbener CMV-Primarinfektion der Schwangeren dar. In diesem Fall betragt
das Transmissionsrisiko 8,7 Prozent (Revello et al., 2006). Diese
Transmissionsrate liegt damit deutlich unter der von 45,4 Prozent, die bei CMV-
Primarinfekt im ersten Trimenon der Schwangerschaft von einer italienischen
Gruppe beobachtet wurde (Revello und Gerna, 2004). In einer deutschen
retrospektiven Studie von 166 Fallen, bei denen eine maternale CMV-
Primarinfektion pra- und perikonzeptionell terminiert werden konnte, war in drei
Fallen eine prakonzeptionelle Infektion (zwei bis acht Wochen vor der letzten
Periode) nachweisbar, in keinem dieser Falle fuhrte dies jedoch zu einer
kongenitalen CMV-Infektion (Daiminger et al., 2005). Dagegen kam es bei neun
Frauen von 20 (45 Prozent) mit perikonzeptioneller Primarinfektion (eine Woche
vor bis funf Wochen nach der letzten Periode) zu einer intrauterinen
Virustransmission. Dieser deutliche Anstieg der Transmissionsrate bei
Annaherung an den Zeitpunkt der Konzeption wird durch italienische Daten
bestétigt (Revello und Gerna, 2002). Deshalb sollten bei der Beratung von
Schwangeren mit perikonzeptioneller CMV-Primarinfektion die gleichen
diagnostischen MafRnahmen zur Anwendung kommen wie bei Risikopriméar-
infizierten in den ersten 20 Wochen der Schwangerschaft. Die pranatale

Diagnostik sollte hoch auflosenden Ultraschall sowie eine prénatale CMV-
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Diagnostik nach Amniozentese in der 18. bis 21. Schwangerschaftswoche
(SSW) beinhalten (Daiminger et al., 2005).

Fragwirdig ist noch ein weiterer Ubertragungsweg, der so genannte perinatale
Mutter-Kind-Transfer, an dem zumindest in der angelsédchsischen Literatur
festgehalten wird (Griffiths und Walter, 2005; Schleiss und McVoy, 2004). Diese
perinatale CMV-Ubertragung ist jedoch weder eindeutig definiert noch
existieren klinische Studien, die diese eindeutig belegen koénnten. Falschlicher-
weise wird der perinatalen Transmission die postnatale Ubertragung durch
Muttermilch sowie die heute zumindest bei seronegativen Friihgeborenen
kontraindizierte Gabe seropositiver Blutprodukte und der Kontakt zu
Zervixsekret wahrend der vaginalen Geburt zugeordnet. Anhand sparlich
vorhandener longitudinaler Studiendaten konnte der perinatalen Transmission
sensu strictu (durch Kontakt des Neonaten zum maternalen Genitalsekret bei
vaginaler Entbindung) keine epidemiologische Bedeutung zugesprochen
werden. Nur in funf Prozent peripartal enthommener Vaginalabstriche von
Muttern Frihgeborener fand sich CMV-DNA, dagegen reaktivierten 67 Prozent

dieser stillenden Matter das Virus in der Muttermilch (Mosca et al., 2001).

1.4 Epidemiologie der kongenitalen CMV-Infektion

Vor Uber 100 Jahren wurden in den Organen eines Kindes mit angeborenem
Lues ungewohnliche histopathologische Verdnderungen in Form von stark
vergrolderten ,protozoenahnlichen® Zellen mit 20 bis 30 nm Durchmesser mit
prominenten intranuklearen Einschlusskdrperchen gefunden, die heute CMV
zugeschrieben werden (Jesionek und Kiolemenoglou, 1904). Ahnliche Befunde
fanden sich 1904 in einem Nierenbiopsat eines syphilitischen totgeborenen
Kindes. AulRerdem wurden weitere protozoendhnliche Zellen in Speicheldrisen
verstorbener Kleinkinder sowie von Meerschweinchen beschrieben (Ribbert,
1904; Tietze, 1905; Jackson, 1920). Als Folge einer Viruserkrankung erkannt
wurde dieses Phanomen der intranuklearen sowie kleineren zytoplasmatischen
Einschlusskorperchen erstmalig von Goodpasture im Jahre 1921 (Goodpasture

und Talbot, 1921). Dieser hatte ahnliche Zellkernveranderungen schon friher
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bei Hautlasionen durch Windpockeninfektion beobachtet. Die aufgeschwollenen
infizierten Zellen nannte er ,cytomegal® und pragte damit den Namen des HCM-
Virus. In den 50er-Jahren des 20. Jahrhunderts konnte dank zunehmender
Verfugbarkeit der Zellkulturtechnik erstmalig CMV aus Speicheldriisen isoliert
werden, kurze Zeit spater wurde durch Thomas H. Weller, der 1954 fur die
Isolierung von Polioviren in Zellkultur mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde,
der Begriff der ,Cytomegalen Einschlusserkrankung (CID)“ gepragt (Weller und
Hanshaw, 1962).

CMV verursacht weltweit die haufigste kongenitale Infektion und ist ein
wichtiges Pathogen bei immunsupprimierten Patienten nach Organ- und

Stammzelltransplantation sowie bei HIV-infizierten Individuen (ABB. 1).

Congenital CMV

Disease
Fetal Alcohol
Syndrome
Down
Syndrome
Spina Bifida/
Anencephaly

HIV/AIDS

Invasiie
Hily

CR3

L} T T T T 1 L} T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 0O 100 200 300 400 500

Number of children with long-tarm sequelaa Number of childhood deaths

Abb. 1: Haufigkeiten kongenitaler Infektionen und neonataler Syndrome pro Jahr in den USA
(Cannon und Davis, 2005)

Die Inzidenzrate der kongenitalen CMV-Infektion liegt bei 0,3 bis 1,2 Prozent
der Lebendgeburten. Fur die USA werden jahrlich 40 000 und far
GroR3britannien 2100 Falle kongenitaler CMV-Infektion angegeben. Laut
Schatzungen des Institute of Medicine US (2000) versterben jahrlich 400 Kinder
an kongenitaler CMV-Infektion und etwa 8000 Kinder erleiden schwere klinische
Folgezustande wie Gehorverlust, Sehstérungen und mentale Retardierung.
Durch diese Folgeerkrankungen entsteht schatzungsweise ein Kostenaufwand
von ein bis zwei Milliarden US Dollar. Damit Ubersteigt die jahrlich registrierte
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Zahl kindlicher Langzeitfolgeschaden sowie Todesfélle im ersten Jahr durch
kongenitale CMV-Infektion deutlich die Zahl der Kinder mit Folgeschaden oder
Tod durch das fetale Alkoholsyndrom, Down-Syndrom oder Spina bifida/
Anenzephalie (Cannon und Davis, 2005). In den USA werden durch die
kongenitale CMV-Infektion mehr Hoérschadigungen verursacht als durch die
epidemisch auftretende Ro6telninfektion vor Einfihrung der Impfung (Pass,
2005). Daraus ergibt sich die hochrangige Bedeutung der CMV-Infektion fir das
offentliche Gesundheitswesen der USA und die Forderung im Bericht des
Institute of the National Academy of Sciences nach der Entwicklung eines
Impfstoffs zur Pravention der kongenitalen CMV-Infektion mit hdchster Prioritat,
basierend auf dem Potenzial fur die Verbesserung von Lebensqualitat und unter
Bertcksichtigung des Kostendrucks im Gesundheitswesen. (Stratton et al.,
2000)

Fur einzelne europaische Staaten sowie fur die USA liegen Studien zur

Ermittlung der Inzidenz der kongenitalen CMV-Infektion vor (TAB. 2).

Tab. 2: Inzidenz kongenitaler CMV-Infektionen in verschiedenen Landern (Hamprecht und Jahn,
2007)

Land/Autoren Neuggiir;;gg:\ im Lebsr?g;/igg(r)ene
Screening

Kanada, Larke et al., 1980 15 212 4,2
England, Peckham et al., 1983 14 200 3,0
Schweden, Ahlfors et al., 1984 10 328 4,8
USA, Fowler et al., 1993

- niedriger soziobkonomischer Status 18 343 11,8
- mittlerer soziobkonomischer Status 11 154 4,8
Israel, Schlesinger et al., 2005 2000 0,7
Niederlande, Gaytant et al., 2005 7793 0,9

Es zeigt sich, dass die Inzidenz kongenitaler CMV-Infektion abh&ngig ist von
der ethischen Herkunft der untersuchten Population sowie deren
soziodkonomischen Status. Leider liegen bisher fur Deutschland ebenso wenig

vergleichbare, im Rahmen prospektiver Studien erhobene, Daten vor wie flr
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Frankreich. Die bisherigen verfugbaren Daten zur Inzidenz der kongenitalen
CMV-Infektion basieren lediglich auf einer Umfrageaktion, die eine Inzidenzrate
von 0,2 Prozent aller Neugeborenen ergab (Scholz, 2000). Diese Untersuchung
ist aber wenig aussagekraftig, weil sie bei Geburt asymptomatisch CMV-
infizierte Kinder (90 Prozent aller kongenital infizierten Neugeborenen) nicht
erfassen konnte und aufRerdem eine hohe Rate an nicht auswertbaren
Meldungen enthielt (25,3 Prozent). Basierend auf einer Annahme der Inzidenz
der kongenitalen CMV-Infektion von 0,5 Prozent in Deutschland lasst sich
folgendes Szenario erschlieRen (ABB. 2): Bekanntermalen ist die CMV-
Infektion in 10 bis 15 Prozent der Falle symptomatisch (Ross und Boppana,
2005), dies wurde pro Jahr zu etwa 370 infizierten Neugeborenen sowie etwa
37 Todesfallen fuhren. Nimmt man eine Mortalitatsrate von funf Prozent der
symptomatisch infizierten Kinder an, so wirden etwa 18 weitere Todesfélle
verzeichnet. Etwa zehn Prozent der asymptomatisch infizierten Kinder
entwickeln eine sensorineurale Horstorung (SNHL), dies entspréache jahrlich
ungefahr 330 Kindern in Deutschland. Epidemiologisch von Bedeutung ist die
aus Hochrechnungen ermittelte Zahl von 3308 asymptomatisch infizierten
Kindern, die Uber Jahre hinweg sowohl im Speichel als auch im Urin grol3e
Mengen an potenziell infektiocsem Virus ausscheiden konnen. Relevant ist dies
aus dem dadurch entstehenden Risiko fur seronegative schwangere Frauen,
sich auf diesem Weg primar zu infizieren. AuRerdem entwickelt etwa die Halfte
der symptomatisch infizierten Kinder Spatschaden wie Horstérungen, mentale
Retardierung mit IQ < 70 und Mikrozephalie. Vorzeichen fir diese Spatfolgen
konnten die Prasenz von Mikrozephalie, Retinitis sowie auffallige Schadel-CT-

Befunde im ersten Lebensmonat sein.
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735 000 Lebendgeburten 2001
Geschatzte Inzidenz kongenitaler CMV-Infektion: 0,5%
3675 CMV-infizierte Kinder

Asymptomatische Infektion (90%): Symptomatische Infektion (10%):
3308 Kinder 368 Kinder
1
1 1 1 1
Langzeitoutcome: Langzeitoutcome: CID (systemisch, 40%): Fetopathie (60%):
Asymptomatische Infektion Horschadigung (10%): 147 Kinder 221 Kinder
(90%): 330 Kinder
2977 Kinder |

| | |
Asymptomatische Infektion (50%): | [Fetopathie (25%):| [Todesfalle (25%):
74 Kinder 37 Kinder 37 Kinder

CID: Kongenitale Einschlusserkrankung (Weller et al., 1962):

Petechien, Ikterus, Hepatosplenomegalie, Purpura, interstitielle Pneumonie

CMV-Fetopathie:

Mikrozephalie, periventrikulare Verkalkungen, Ventrikeldilatation, Hypotonie, Retinitis, Optikusatrophie

Fazit der Hochrechnung* (Falle/Jahr):

1. Asymptomatische Infektionen: 3308 Kinder

2. Symptomatische CMV-Infektion (CID/Fetopathie): 368 Kinder
3. Langzeit-Horschadigungen: 331 Kinder

4 Todesféalle: 37 Kinder

* Diese Hochrechnung beriicksichtigt nicht die infolge maternaler Sekundérinfektion in der Schwangerschaft
infizierten Neugeborenen mit Spatfolgen, wie z.B. Horschadigung (etwa 300 Kinder/Jahr, nach Fowler et al., 1992).

Abb. 2: Epidemiologie der kongenitalen CMV-Infektion in Deutschland (Schéatzung adaptiert nach
Collinet et al., 2004; modifiziert nach Hamprecht und Jahn, 2007)

Diese Hochrechnung fir Deutschland Dbertcksichtigt nicht die durch
Sekundérinfektion bzw. Rekurrens der Mutter verursachten Félle kongenitaler
CMV-Infektion. Basierend auf den Daten der USA wirde man bei etwa einem
Prozent aller seropositiven Miutter wahrend der Schwangerschaft eine
Sekundarinfektion mit CMV erwarten, was bei der Annahme von einer ca. 50-
prozentigen Seropréavalenz und 735 000 Lebendgeburten pro Jahr zu etwa
3675 zusatzlich infizierten Neugeborenen fiihren wirde. Hiervon wirden etwa
acht Prozent Spatfolgen wie zum Beispiel Horstorungen erleiden, was 294

Kindern pro Jahr entsprache.

Aktuell gibt es in verschiedenen Landern Studien zur Erfassung der Inzidenz
der kongenitalen CMV-Infektion, in Israel beispielsweise ergab sich eine Uber
verschiedene Populationen gemittelte Inzidenz von 0,7 Prozent (Schlesinger et

al., 2005). Diese relativ niedrige Inzidenz wird von den israelischen Autoren als
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Anlass fur die Einfihrung eines nationalen Screeningprogramms betrachtet. Die
in den Niederlanden ermittelte Inzidenz von 0,9 Prozent wird auch als nicht-
reprasentativ fur Groldstadte angesehen (Gaytant et al., 2005). Auch fur
Deutschland ist es von grol3er gesundheitspolitischer Relevanz vergleichbare

epidemiologische Daten zu erheben.

In den USA wurden auf3erdem Studien erhoben zur Erfassung des horizontalen
und retrograd vertikalen CMV-Transfers in Einrichtungen zur Betreuung von
Kleinkindern, sogenannte group day care center, diese fanden aber im
deutschen Sprachraum kaum Beachtung. Vor bereits tber 40 Jahren wiesen
schwedische Autoren auf eine Rate von 22 Prozent asymptomatisch infizierter
Kinder unter drei Jahren in Kindertagesstatten hin, die das Virus im Urin
ausschieden (Strangert et al., 1976). Dies wurde durch eine zehn Jahre spater
in den USA durchgefuhrte Studie unterstitzt, die zeigte, dass CMV aus
Spielzeugoberflachen sowie Kinderhanden isoliert werden konnte (Hutto et al.,
1986). Interessanterweise fand man mittels molekularer Urinanalyse (DNA-
Restriktionsverdau) heraus, dass CMV von Kindern in Kindertagesstatten im
Vergleich zu hospitalisierten Kindern bei Weitem effizienter horizontal
transmittiert werden kann (Adler, 1985). AulBerdem erkannte man, dass bei
Kindern in individueller hauslicher Betreuung die CMV-Virurie mit wesentlich
geringerer Frequenz auftrittt als bei Kindern in Gruppenbetreuung (Pass et al.,
1984; Hutto et al., 1986). Die Problematik hieraus ergibt sich aus dem Risiko,
dass CMV von Kindern mit Virurie auf seronegative Eltern sowie betreuendes
Personal Ubertragen werden kann und damit mdgliche Ursache fir eine
Primarinfektion in der Schwangerschaft sein kann. In einer kanadischen Studie
wurden Faktoren wie zunehmendes Alter, Geburt in einem Niedriglohnland
sowie ein Zahlenverhaltnis von Betreuerin zu Kindern von > 6 als riskant fur den
Erwerb einer CMV-Infektion identifiziert (Joseph et al., 2005). Laut Stuart P.
Adler kdnnten studienbasierte Interventionsstrategien zur Pravention der CMV-
Transmission auf Schwangere im Wesentlichen aus Malinhahmen zur
Handehygiene und Vermeidung eines intensiven Korperkontakts zwischen
Schwangeren und Kleinkindern bestehen (Adler et al., 2004; Adler, 2005;
TaB. 3). Diese Empfehlungen wurden in jungster Zeit von der CDC (Center for
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Disease Control and Prevention, Atlanta, USA) tbernommen (Cannon und
Davis, 2005).

Tab. 3: HygienemalRnahmen (Adler et al., 2004; Adler, 2005; Cannon und Davis, 2005; modifiziert
nach Hamprecht und Jahn, 2007)

HygienemalRnahmen zur Reduktion des Risikos flir seronegative Schwangere, eine
CMV-Infektion durch Kleinkinderbetreuung zu erwerben

— Annahme, dass das zu betreuende Kleinkind (< 3 Jahre) CMV im Urin und Speichel
ausscheidet.

— Handehygiene mit Seife und warmem Wasser nach Windelwechsel, Futtern, Baden, Nase
schnduzen, Spielzeug anfassen.

— Vermeidung der gemeinsamen Nutzung von Tassen, Tellern, Zahnbirsten und
gemeinsamer Nahrungsaufnahme. Kein Kissen auf den Mund, kein gemeinsamer
Gebrauch von Handtlichern und Waschlappen.

— Reinigung von Spielzeug und anderen Oberflachen, die mit Urin oder Speichel des Kindes
in Kontakt kamen.

1.5 Klinik der kongenitalen CMV-Infektion

Uber 90 Prozent aller Kinder mit kongenitaler CMV-Infektion zeigen zum
Zeitpunkt der Geburt keine klinischen Auffalligkeiten, das bedeutet, sie sind
asymptomatisch CMV-infiziert. Die Langzeitprognose ist bei diesen Kindern
besser als die der etwa zehn Prozent symptomatisch kongenital CMV-infizierten
Kinder. Etwa zehn Prozent der zundchst asymptomatisch infizierten Kinder
entwickeln jedoch im Kleinkindesalter eine sensorineurale Horstorung (SNHL),
dies Ubertrifft die Inzidenz von Hoérstorungen der Allgemeinpopulation (0,1 bis
0,4 Prozent). Anhand aktueller Studien wurden bei 22 bis 65 Prozent
symptomatisch infizierter Kinder sowie bei sechs bis 23 Prozent bei Geburt
asymptomatisch infizierter Kinder Horstérungen festgestellt (Fowler und
Boppana, 2006). Diese Hordefekte sind bei der Halfte der asymptomatisch
infizierten Kinder bilateral und reichen von mildem Frequenzverlust bis zu
schwergradigen Horstorungen. Da der Horverlust dieser Kinder meist
progressiv ist und zudem verzogert auftreten kann, ist eine kontinuierliche
Hortestung bis zum Schuleintritt erforderlich. Weniger haufig als die SNHL
zeigen sich bei anfangs asymptomatisch infizierten Kindern eine Mikrozephalie
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und neuromuskulare Defekte (etwa funf Prozent), eine Retinitis kann bei ca.
zwei Prozent beobachtet werden. Derzeit wird noch dariber diskutiert, ob
neonatal asymptomatisch CMV-infizierte  Kinder auch Lern- und
Verhaltensstorungen entwickeln (Ross und Boppana, 2004). Uber die
Pathogenese der CMV-Labyrinthitis sind sich die Forscher derzeit noch im
Unklaren. Es werden jedoch Studien am Tiermodell, unter Verwendung von
speziesspezifischen GPCMV-Stammen an Meerschweinchen, zur CMV-
Innenohrschwerhdorigkeit durchgefuhrt (Fowler und Boppana, 2006). Zur
Temporalknocheninfektion durch CMV ist die Datenlage allerdings limitiert
(Keithley, 2005).

In den USA zeigen zehn bis 15 Prozent der jahrlich 40 000 Kinder mit
kongenitaler CMV-Infektion bei Geburt klinische Auffalligkeiten (symptoma-
tische CMV-Infektion). Von der Infektion kénnen verschiedene Organsysteme
wie zum Beispiel das retikuloendotheliale System und das Zentrale
Nervensystem (ZNS) betroffen sein. In TAB. 4 sind klinische Symptomatik sowie
begleitende Laborparameter zusammengefasst.

Tab. 4: Befundkonstellation kongenitaler CMV-Infektion (Ross und Boppana, 2005; modifiziert nach
Hamprecht und Jahn, 2007)

Befundkonstellation von Kindern mit symptomatischer kongenitaler CMV-Infektion

Klinik Haufigkeit (%)
Petechien 76
Ikterus 67
Hepatosplenomegalie 60
Mikrozephalie 53
Intrauterine Wachstumsretardierung 50
Retinitis/ Optikusatrophie 20
Purpura 13
Krampfe 7
Laborbefunde

ASAT-Erhéhung (> 80 U/L) 83
Konjugierte Hyperbilirubinamie (direktes Bilirubin > 4 mg/dL) 81
Thrombozytopenie (< 100 000/nm3) 77
Liguorproteinerhéhung (> 120 mg/dL) 46
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Selbst nach unauffallig verlaufender Schwangerschaft kann die kongenitale
CMV-Infektion Neugeborener fatal verlaufen (Jahn et al., 1988). Durch post
mortem vorgenommener immunhistochemischer Gewebsfarbung eines
exemplarischen Falles einer unmittelbar postpartal fatal verlaufenden
kongenitalen CMV-Infektion konnte eine extensive Beteiligung von Lunge,
Pankreas, Niere, Leber, Milz, Nebenniere, Dinndarm, Plazenta, Knochenmark,
Herz und Dienzephalon nachgewiesen werden. In Lunge und Pankreas fanden
sich immunhistochemisch mit CMV infizierte Epithelzellen, Mesenchymalzellen,
Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Granulozyten sowie Monozyten und
Makrophagen, was auf einen breiten Zelltropismus des HCM-Virus schlie3en
lasst (Bissinger et al., 2002).

Die fruher angenommene neonatale Mortalitatsrate von zehn Prozent wurde
anhand von aktuellen Daten auf eher funf Prozent korrigiert. Bei Uberlebenden
symptomatisch CMV-infizierten Kindern zeigen sich leichte bis schwere
psychomotorische und kognitive Handicaps. Anhand verschiedener
prospektiver Studien konnte bei etwa der Halfte der symptomatisch infizierten
Kinder Horstorungen, mentale Retardierung mit 1Q < 70 sowie Mikrozephalie
dokumentiert werden, wie in TAB. 5 dargestellt wird (Boppana et al., 1992;
Williamson et al., 1982; Conboy et al., 1987). Zeigen die Kinder zum Zeitpunkt
der Geburt oder in der frihen Kindheit Mikrozephalie und Retinitis sowie
pathologische Schadel-CT-Befunde im ersten Lebensmonat, so kann dies
pradiktorisch fir einen unginstigen neurologischen Verlauf gewertet werden.
Die CMV-assoziierte Horstérung kann sowohl bereits bei Geburt prasent sein,
sich aber auch erst im Kindesalter entwickeln. Weiterhin problematisch ist die
Definierung von Pradiktionsfaktoren fur die Manifestation und Dynamik der
Entwicklung einer Horstérung. Detaillierte virologische Diagnostik klinisch
auffalliger Neugeborener konnte dazu beitragen, die Ursache dieser
Horstorungen zu bestimmen (Boppana et al., 2005). Einen ersten Schritt in
diese Richtung stellt das seit Januar 2009 eingeflhrte Ho6rscreening fur

Neugeborene dar.
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Tab. 5: Inzidenz der Folgeschadigungen symptomatisch kongenital CMV-infizierter Kinder im
Langzeit-Follow-up (Boppana et al., 1997; modifiziert nach Hamprecht und Jahn, 2007)

Folgeschaden Inzidenz (%)
Sensorineurale Hoérschadigung 59
Mentale Retardierung
-1Q <70 47
-1Q <50 36
Zerebralparese 49
Krampfe 11
Psychomotorische Schaden 63
Chorioretinitis 13
Irgendwelche Folgen 71

1.6 Diagnostik der kongenitalen CMV-Infektion

Die Schwierigkeit der Diagnose einer kongenitalen CMV-Infektion liegt in der
meist asymptomatisch verlaufenden Infektion der Mutter. In weniger als funf
Prozent der Falle wird Uber eine symptomatische Primarinfektion schwangerer
Frauen berichtet und ein noch geringerer Prozentsatz weist das Mononukleose-
Syndrom auf. Selbst in den seltenen symptomatischen Fallen ist die
Manifestation der CMV-Infektion meist unspezifisch und mild, wie zum Beispiel
leichtem  Fieber,  Muskelschmerzen und Lymphknotenvergré3erung.
Laborparameter zeigen manchmal eine atypische Lymphozytose und leicht
erhdhte Transaminasespiegel (Lazzarotto et al., 2008). Aufgrund des Fehlens
klinischer Symptome muss auf virologische Laboruntersuchungen zur

Diagnosefindung zuriickgegriffen werden.

Die Methoden zum Nachweis intrauteriner CMV-Infektion konnten in jungster
Zeit wesentlich verbessert werden, sowohl in der Serologie (zum Beispiel in der
Differenzierung zwischen maternaler Primar- und Sekundarinfektion), der
groben Terminierung einer CMV-Primérinfektion, als auch in der Nuklein-
saurediagnostik zur Pranatal- und retrospektiven Postnataldiagnostik mit
Trockenblutfilterkarten (Guthrie-Testkarten) und viraler DNA-Quantifizierung bei

Neugeborenen.
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Eine eindeutige Identifizierung maternaler pradiktiver Faktoren fur die
intrauterine  CMV-Transmission gelang bisher jedoch nicht. Signifikante
Unterschiede zwischen miitterlichen Transmittern und Non-Transmittern fanden
sich weder bei der CMV-Viruslast, dem CMV-spezifischem IgM-Titer, der IgG-
Aviditat noch bei der Frequenz CMV-spezifischer CD4-T-Zellen. In Korrelation
zur Virustransmission zu stehen scheint lediglich die reduzierte maternale CMV-

spezifische Lymphozytenproliferation (Revello et al., 2006).

1.7 Préanataldiagnostik

Uber die erste pranatale Diagnostik mit dem Hinweis auf eine kongenitale CMV-
Infektion wurde bereits im Jahre 1971 berichtet (Davis et al., 1971). Mittels
Ultraschall kénnen bei Schwangeren mit Verdacht auf eine CMV-
Primarinfektion Auffalligkeiten wie fetale Wachstumsretardierung, Aufweitung
der Liquorraume, Aszites, intrakranielle Verkalkung, ein Oligohydramnion,
Mikrozephalie, Hepatosplenomegalie oder Kardiomegalie festgestellt werden
(Crino, 1999). Die Sensitivitat ist allerdings niedrig und weniger als finf Prozent
tatsachlich infizierter Babies konnen damit identifiziert werden (Lazzarotto et al.,
2008). AulRerdem besteht die Mdglichkeit einer invasiven Pranataldiagnostik,
hierbei liegt das Risiko des fetalen Fruchttodes fur infizierte (1,9 Prozent) und
nicht infizierte (1,5 Prozent) Feten in vergleichbarer Grdl3enordnung. Die
Amniozentese (Fruchtwasseruntersuchung) schneidet dabei mit 0,5-
prozentigem Risiko fir den Fetus besser ab als die Nabelschnurblutentnahme
(1 bis 2 Prozent) (Lazzarotto et al., 2008). In Italien kann bei Erkennen einer
schweren CMV-Infektion durch Préanataldiagnostik die baldige Terminierung der
Schwangerschaft erfolgen (Revello und Gerna, 2004). Bevor invasive
Pranataldiagnostik in Erwagung gezogen wird, sollte man zur Abschéatzung des
Fehlgeburtsrisikos den Zeitpunkt der Primarinfektion grob terminieren. Im Falle
der prékonzeptionell erworbenen Primérinfektion besteht ein sehr geringes
Transmissionsrisiko, sodass auf invasive Préanataldiagnostik verzichtet werden
kann (Revello et al., 2002). Problematisch ist allerdings der pradiktive Wert

einer nahe dem Zeitpunkt der invasiven Pranataldiagnostik gelegenen
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maternalen CMV-Infektion, da hier das Risiko fur falsch negative Préanatal-
befunde auch unter Einbeziehung der PCR sehr hoch sein kann (Bodéus et al.,
1999; Lipitz et al., 1997; Ruellan-Eugene et al., 1996; Revello et al., 1995). Die
Sensitivitat einer Kombination aus PCR und Zellkultur zur CMV-Detektion im
Fruchtwasser korreliert mit der Dauer zwischen Beginn der maternalen
Primarinfektion und dem Zeitpunkt der Amniozentese und steigt von 50 Prozent
(bei weniger als acht Wochen) auf etwa 75 Prozent (neun bis zwdlf Wochen)
und schlieB3lich nach mehr als 13 Wochen auf 90 Prozent an. Eine gewisse
Restunsicherheit von ca. zehn Prozent bleibt allerdings auch nach adaquat
durchgefiihrter Pranataldiagnostik bestehen, da auch 13 Wochen nach Beginn
der maternalen Primarinfektion selbst mittels &ufRerst sensitiver PCR-Technik
keine Sensitivitatssteigerung auf 100 Prozent erzielt werden kann (Revello und
Gerna, 2004). Trotzdem kann zusammenfassend gesagt werden, dass mittels
sensitiver PCR-Assays zur Fruchtwasseranalyse jenseits der 21. SSW eine
maternale CMV-Infektion mit hoher Gewéhr diagnostiziert werden kann.
AulRerdem konnte in einer Studie mit 111 CMV-positiven Fruchtwasser-
befunden, bei denen eine Virusubertragung auf das Baby stattgefunden hatte,
eine Korrelation der Viruslast in der Amnionfliissigkeit mit dem Schweregrad der
Schadigung des Sauglings bei Geburt und/oder der Manifestation von
Horschaden oder verzogerter psychomotorischer Entwicklung festgestellt
werden (ABB. 3). Im Falle eines negativen Befunds invasiver Pranataldiagnostik
kann eine CMV-Infektion zu fast 100-prozentiger Sicherheit ausgeschlossen
werden. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich durch sensitive
Pranataldiagnostik und richtige Interpretation der Testbefunde die Rate

unndotiger Aborte signifikant reduzieren lasst (Lazzarotto et al., 2008).
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Abb. 3: Ergebnisse der Real Time PCR aus 472 Fruchtwasserproben infizierter Frauen mit Risiko
der CMV-Ubertragung in Korrelation mit dem Schwangerschafts-Outcome (Lazzarotto et al., 2008)

Der Nachweis von CMV-DNA kann sowohl qualitativ als auch quantitativ aus
Fetalblut erfolgen, auRerdem ist der Nachweis von CMV-IgM mdglich, welcher
lange Zeit als alleinige Diagnostikmethode diente. Dieser spezifische IgM-
Nachweis aus Fetalblut weist allerdings eine beschrankte Sensitivitat auf (20 bis
75 Prozent).

Der Goldstandard der CMV-Detektion in Fetalblut ist aber die PCR, welche die
hochste Sensitivitat aufweist. Die Angaben verschiedener Studien zur
Sensitivitat von CMV-DNA-Detektion aus Fetalblut reichen allerdings von 41
Prozent (Liesnard et al., 2000) uber 85 Prozent (Revello und Gerna, 2002) bis
zu 92,6 Prozent (Enders et al., 2001). Dagegen werden bei der Spezifitat stets
(mit Ausnahme einer Studie von Lazzarotto et al., 1998) 100 Prozent erreicht.
Die Durchfihrung des kommerziell verfugbaren IE-mRNA- oder pp67-mRNA-
Nachweises mittels NASBA (nucleic acid sequence based amplification, einem
alternativen Nukleinsaureamplifikationsverfahren) wird zur Bestétigung positiver
PCR-Ergebnisse empfohlen (Revello und Gerna, 2004). Dieses Verfahren
bietet etwa die gleiche Sensitivitat sowie Spezifitdt wie die DNA-PCR und
aufgrund seiner kommerziellen Verfugbarkeit ein hohes Mald an

Standardisierung. Alle untersuchten Fetalblutparameter zeigten zum Zeitpunkt
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der Pranataldiagnose bei symptomatischen Feten mit Ultraschallabnormalitaten
eine signifikante Erh6hung im Vergleich zu asymptomatisch geborenen Feten

oder Neugeborenen.

Aufgrund ihrer hohen Spezifitat hat sich die Virusisolierung aus Fruchtwasser in
der Pranataldiagnostik als Goldstandard erwiesen (Revello und Gerna, 2004).
Bereits nach 18 Stunden Inkubationszeit kann ein kultureller Schnellnachweis
von infektiosem Virus aus Fruchtwasser erfolgen, dies gelingt Uber eine
Kurzzeitkultur und Farbung des CMV-IE1p72-Proteins durch kommerziell
verfugbare monoklonale Antikorper in der Shell-Vial-Technik, das bedeutet
niedertourige Aufzentrifugation des Inokulums aus einen Fibroblasten-
monolayer. Es ist jedoch auch mdglich, CMV aus der Amnionflussigkeit
(Fruchtwasser) mittels nested PCR-Verfahren zu detektieren (Revello et al.,
1998).

1.8 Serodiagnostik der maternalen CMV-Infektion

Die Serodiagnostik von CMV-Primarinfektionen in der Schwangerschaft spielt
eine herausragende Rolle in der initialen Diagnostik von Risiko-
schwangerschaften, sie ist aber auch ein sehr storanfalliges Instrument. In
mehreren Fallen kam es in der Vergangenheit zu falsch positiven CMV-IgM-

ELISA-Befunden in automatisierten Screening-Verfahren bei Schwangeren.

Momentan basieren die in der CMV-Diagnostik angewandten Methoden
entweder auf dem Nachweis des Virus oder Virusbestandteilen (z.B.
Virusisolierung, pp65-Antigen, PCR) oder auf der Detektion CMV-spezifischer
Antikdrper (ABB. 4). Mit Hilfe eines ELISAs (Enzyme linked immunoabsorbent
assay) lasst sich die humorale Immunantwort sowohl quantitativ als auch
qualitativ bestimmen. Ein grofR3er Nachteil liegt allerdings in der Tatsache, dass
sich Primérinfektion einerseits und rekurrente Infektion andererseits nicht immer

mit Gewissheit via CMV-spezifischer IgG/IgM-Bestimmung identifizieren lassen.
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Abb. 4: Kinetik der Antikdrperantwort und der Viruslast im Blut bei maternaler CMV-Primé&rinfektion
in der 19. Schwangerschaftswoche (Revello und Gerna, 2004)

Problematisch fur die CMV-Diagnostik ist hierbei auch vor allem die Moglichkeit
der Reaktivierung einer bereits langer zurlckliegenden CMV-Infektion. Unter
einer CMV-Reaktivierung ist die Wiederaufnahme einer permissiven
Virusreplikation in einer latent infizierten Person zu verstehen. Diese
Reaktivierung kann kurzzeitiger Dauer sein (z.B. bei Infekten) oder Uber einen
langen Zeitraum hinweg anhalten wie z.B. bei immunkompromittierten Patienten
(Immunsuppressiva, AIDS, etc.). Erregerspezifische IgM-Antikérper weisen
nicht nur auf eine akute Infektion hin, sondern kénnen auch hinweisend auf eine
rekurrente Infektion sein. Dahingegen deutet ein positiver 1gG-Befund bei
Abwesenheit von spezifischen IgM-Antikérpern auf eine langer zurtickliegende
Infektion hin. Der Nachweis einer Serokonversion spricht eindeutig fur eine
akute CMV-Infektion. Dieser Nachweis gelingt allerdings selten, da Frauen vor
Beginn einer Schwangerschaft normalerweise nicht auf CMV-Antikorper
gescreent werden (Lazzarotto et al., 2008). Das (nicht gerade seltene) Auftreten
von Fehldiagnosen lasst sich durch die Variabilitdt der Immunantwort und das
Auftreten aberranter serologischer Verlaufe wie z.B. persistierende, reaktivierte
oder fehlende IgM-Antwort begriinden. Der Nachweis von IgM-Antikorpern ist
zwar ein guter Indikator einer akuten oder kirzlich aufgetretenen Infektion,

korreliert aber nicht immer mit einer Primarinfektion. Es zeigte sich, dass
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schwangere Frauen wahrend einer CMV-Reaktivierung oder Reinfektion IgM-
Antikorper produzieren. Durch die Aviditat, die durch die Gesamtbindungskraft,
mit der ein Antikérper an einem Antigen bindet, definiert ist, kann diese
diagnostische Licke weitgehend geschlossen werden und ist damit momentan
die verlasslichste Methode zur Differenzierung einer maternalen Primar- und
Sekundarinfektion (Lazzarotto et al., 2008; Grangeot-Keros, 1997; Lazzarotto et
al.,, 1997b; Eggers et al., 2000; Macé et al., 2004). Das Prinzip der
Aviditatsbestimmung basiert auf der Reifung der IgG-Antikdrper im Verlauf der
humoralen Immunantwort auf CMV. Die Erhoéhung der Aviditat der 1gG-
Antikorper (d.h. die Reifung der Immunantwort) nimmt mit fortschreitender
Infektionsdauer durch Vermehrung des Anteils an hoch avidem IgG zu. Niedrige
Aviditatsindizes finden sich 18 bis 20 Wochen nach CMV-Erstinfektion
immunkompetenter Patienten und sind somit ein Hinweis auf eine
Primarinfektion. Daher kann ein hoher Aviditatsindex wéhrend der ersten zwolf
bis 16 Schwangerschaftswochen als guter Indikator einer zuriickliegenden
Infektion gewertet werden, da bei Nachweis hoch avider IgG-Antikdrper von
einer zurlckliegenden oder reaktivierten Infektion ausgegangen werden kann.
Die Bestimmung der 1gG-Aviditat tragt daher entscheidend zur Unterscheidung
akuter und langer zurickliegender Infektionen bei. In vergleichenden Studien
verschiedener Assays (kommerzielle und ,in-house“-Methoden) konnte eine
hohe Sensitivitat sowie hohe Spezifitat des IgG-Aviditats-Assays gezeigt

werden (Lazzarotto et al., 2008; TAB. 6).

Tab. 6: Fahigkeit des IgG-Aviditats-Tests zur Detektion und zum Ausschluss kirzlicher CMV-
Priméarinfektion (Lazzarotto et al., 2008)

Table 1
Ability of the IgG avidity assays to detect and to exclude a recent primary CMV infection

Method Before weeks’ gestation Sens (%) Spec (%)
Lazzarotto et al. (1997a): avidity assay Commercial 16-18 92.8 85.7
Eggers et al. (2000): avidity assay and neutralising antibodies In-house 20 nd 100
Grangeot-Keros and Cointe (2001): avidity assay Commercial 17 nd 100
Bodéus et al. (2001): avidity assay Commercial 12 100 82.5
Revello et al. (2004): avidity assay Commercial 12 92.8 84.7

Sens: sensitivity; spec: specificity; nd: not determined.
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Goldstandard zum Nachweis von IgM-Antikdrpern ist der Immunoblot mit einer
Sensitivitat sowohl als auch Spezifitat von 100 Prozent. Der Vorteil des
Immunoblots im Vergleich zum ELISA liegt in der Mdglichkeit des Nachweises
von Reaktivitditen gegen Einzelantigene, was eine Einengung des Infektions-
zeitpunktes erlaubt, allerdings nur drei Monate zurtickblickend. In einer Studie
mit 2477 Frauen, die wéhrend der ersten beiden Trimester der Schwanger-
schaft ein positives IgM aufwiesen, konnte gezeigt werden, dass die
Kombination eines positiven IgM-Nachweises zusammen mit einer niedrigen
Aviditdt nahezu genau so aussagekraftig ist wie der Nachweis einer
Serokonversion. Die Inzidenz einer kongenitalen CMV-Infektion lag bei 30,3
Prozent in der Gruppe der serokonvertierten Frauen und bei 25 Prozent bei den
Frauen mit positivem IgM plus niedrigem Aviditatsindex (Lazzarotto et al., 2008;
TAB. 7).

Tab. 7: Resultat maternaler CMV-Infektion mittels serologischer Tests und Schwangerschafts-
QOutcomes (Lazzarotto et al., 2008)

Table 2

Results of diagnosis of maternal CMV infection by serologic tests and pregnancy outcomes

Maternal infection Total (%) IgM blot positive Low/mod AL High AT Fetuses/newborns examined Congenital infection (%)

Not active 1367(55.1) 0 0 1367 977 1(0.1)

Primary true IgM plus 514(20.8) 514 514 0 484 121(25.0)
low/mod avidity

Primary seroconversion 183(7.4) 183 183 0 175 53(30.3)

Non-primary 336(13.6) 336 0 336 292 6(2.0)

Undefined 77(3.1) 77 mod 65 12 64 3.7

Total 2477 1110 762 1715 1992 184

Al: avidity-IgG index; mod: moderate.

Zur Differenzierung maternaler Primar- und Sekundarinfektion beitragen kann
auch die CMV-Glykoprotein-B-(gB-)spezifische Antikorperreaktivitat. Die
humorale Immunantwort gegen CMV-gB (UL55) ist im Unterschied zur
Immunantwort gegen virale Phosphoproteine (ppl50, pp65) bei CMV-
Erstinfektion um bis zu 100 Tage verzdgert (Schoppel et al., 1997; AsB. 5). Die
Abwesenheit  Glykoprotein-B-(gB-)spezifischer AntikGrper ist daher ein
geeigneter Indikator zur Identifizierung von Risikoschwangeren mit CMV-
Primarinfektion. Eine um Wochen vorausgehende Primérinfektion kann bei
Prasenz von CMV-gB-spezifischen Antikérpern ausgeschlossen werden. Die

antigene gB-Domane 1 (AD1) ist das Haupttarget neutralisierender Antikérper,
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da es als 80 Aminosduren (AS) lange lineare Bindungssite zwischen den
Positionen 560 und 640 von Antikdrpern erkannt wird. Die AD1-kodierende
Nukleotidsequenz ist bei verschiedenen Virusstammen konserviert. Die
Lokalisation der zweiten antigenen gB-Domane AD2 liegt zwischen den AS 28
und 84 des CMV-Laborstammes AD169. AD1 ist im C-terminalen gB-
Spaltprodukt der Transmembrankomponente gp55 lokalisiert, wahrend AD2 im
N-terminalen gB-Spaltprodukt der Oberflachenkomponente gp116 liegt. Um die
Differenzierung maternaler Priméar- und Sekundarinfektion einfach durchfiihren
zu koénnen, wurde der gB-ELISA entwickelt (Rothe et al., 2000). Fur diesen
wurde aus den CMV-Laborstammen AD 169 und Towne ein rekombinantes gB-
Antigen generiert. Rothe fand jedoch heraus, dass nur 82 Prozent der CMV-
seropositiven Blutspender eine Reaktivitat im gB-ELISA zeigten (Rothe et al.,
2001). Es ist empfehlenswert, fur die Differenzierung maternaler Primar- und
Sekundéarinfektion  verschiedene serologische  Nachweisverfahren wie
Mikroneutralisation und Aviditat zu kombinieren (Eggers et al., 2000) oder einen
Immunoblot flr die glykoproteinspezifischen Antikérper gB und gH
durchzufihren (Eggers et al.,, 2001). Mittlerweile sind auch rekombinante
Immunoblots fir CMV-IgG und -IgM kommerziell erhaltlich, mit denen
Antikdrper gegen Phosphoproteine wie pp150 und pp65 sowie IE und die gB-
Glykoproteine nachgewiesen werden koénnen. Bei Kombination dieser
Immunoblots mit der Aviditdt konnen maternale CMV-Priméar- und

Sekundérinfektionen erfolgreich differenziert werden.

Anti-IgG Anti-IgG

Anti-gB-IgG Anti-gB-1gG

. Primarinfektion . Reaktivierung
Anti- Anti-

0 1 2 3 4 5 (t) Monate 0 1 2 3 4 5 (t) Monate

Abb. 5: Anti-gB-Profile zur Diskriminierung von CMV-Primérinfektion und Reaktivierung (Rothe et
al., 2000; Schoppel et al., 1997)
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Die virologischen Tests spielen im Vergleich zur Serologie eine weniger
bedeutende Rolle bei der Diagnose der CMV-Primarinfektion schwangerer
Frauen. Virusisolation in Urin und Zervixsekret zeigte sich als schlechter
Indikator fur ein intrauterines Transmissionsrisiko sowie fur den Schweregrad
des fetalen bzw. neonatalen Schadens. Auch der Nachweis von CMV im
mdatterlichen Blut mittels Virusisolation, Antigendmie oder PCR korrelierte nicht
mit Transmissionsrisiko oder Schweregrad der fetalen Schadigung. Dies fuhrt
zur Vermutung, dass der Nachweis von CMV im miitterlichen Blut nicht mit
einem groReren Ubertragungsrisiko noch mit fetalem/neonatalem Schaden
assoziiert ist (Lazzarotto et al., 2008).

1.9 Postpartale Diagnostik der kongenitalen CMV-Infektion

Eine kongenitale CMV-Infektion eines Neugeborenen kann mittels einer
Kurzzeitkultur aus Urin Uber Nacht diagnostiziert werden, unabhangig, ob bei
Geburt eine klinische Symptomatik vorliegt oder nicht. In der postnatalen
Diagnostik kongenitaler CMV-Infektionen gilt diese Methode der Virus-
anzuchtung, welche aus Urin und/oder Rachenspulwasser erfolgen kann, nach
wie vor als Goldstandard. Das fur den Nachweis bendtigte Zeitfenster musste
mit der Einfuhrung der PCR (die bezuglich der Sensitivitat und Spezifitdt der
Virusanzucht entspricht (Lazzarotto et al., 2008; Revello und Gerna, 2002; Ross
und Boppana, 2005; Lanari et al., 2006; TAB. 8) auf ungefahr zehn Tage nach
der Geburt reduziert werden, da aus longitudinalen postpartalen Studien
bekannt ist, dass postnatal durch Stillen Ubertragenes Virus schon ab dem
zwolften Lebenstag mittels PCR detektierbar sein kann (Hamprecht et al.,
2001). In dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass unmittelbar postpartal
beim Kind abgenommene Oberflachenabstriche wie zum Beispiel aus Rachen
oder Ohr nur bei kongenital CMV-infizierten Kindern positiv war (Hamprecht et
al., 2001). Die Serologie hingegen ist unzuverlassiger, denn nur bei 70 Prozent
aller kongenital infizierten Neugeborenen zeigt sich ein positiver IgM-Nachweis
(Lazzarotto et al., 2008). Man stellte aul3erdem eine Korrelation von Quantitat

der CMV-DNA&mie und CMV-DNAurie mit dem Schweregrad der Auspragung
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der klinischen Symptomatik kongenital infizierter Kinder fest. Symptomatisch
infizierte Kinder scheiden mehr infektioses Virus im Urin aus und zeigen eine
hohere Viruslast im Blut als asymptomatisch infizierte Kinder. Somit besteht
eine Assoziation von hoher Viruslast innerhalb der ersten Lebensmonate mit
sensorineuralen Horstérungen (SNHL). Dagegen lie3 sich nachweisen, dass
Kinder mit einer Urin-Virusinfektiositat < 5x10° pfu (plaque forming units) und
weniger als 10% Kopien/mL Blut haben, ein deutlich geringeres Risiko fir die
Entwicklung einer Horstérung haben. Die Signifikanz des Unterschieds betragt
P=0,03 fur Urin und P=0,02 fur Blut (Boppana et al., 2005). Im Falle einer
negativen Virusisolierung kann das Neugeborene als nicht infiziert betrachtet

werden und es sind keine weiteren Tests erforderlich (Lazzarotto et al., 2008).

Tab. 8: Virusisolierung und Real Time PCR im Fruchtwasser von 472 Frauen mit Risiko der
kongenitalen CMV-Ubertragung (Lazzarotto et al., 2008)

Table 3
Virus isolation and Real Time PCR in 472 amniotic fluids of women at risk of transmitting the virus and congenital CMV infection

Congenital infection

Yes No Sens Spec PPV NPV

Virus isolation Positive 78 0 703 100 100 916
Negative 33 361

gqPCR copies/mL >500 89 0 80.2 100 100 94.2
<500 22 361

Sens: sensitivity; spec: specificity; PPV and NPV: positive and negative predictive value; gPCR: quantitative PCR.

1.10 CMV-Hyperimmunglobulin — eine neue Erfolg
versprechende Therapieoption der infizierten
Schwangeren?

Die Indikation zur Gabe von Hyperimmunglobulin besteht bei

Organtransplantatempfangern und kann allein oder in Kombination mit einem

Nukleosidanalogon zur Prophylaxe einer CMV-Erkrankung gegeben werden.

AulRerdem wird es nebst antiviralen Agenzien bei Patienten mit manifester

CMV-Endorganerkrankung innerhalb von drei Tagen intravents verabreicht.

Diese Prozedur wird alle zwei bis vier Wochen bis zum vierten Monat nach

Transplantation wiederholt (Razonable und Emery, 2004). Das CMV-

Hyperimmunglobulin wird durch gepoolte Immunglobulinprdparation aus



EINLEITUNG 27

Spenderblut mit einem hohen Titer an CMV-spezifischen 1gG-Antikdrpern
hergestellt. Antiviral wirksam ist das Hyperimmunglobulin aufgrund seiner
Wechselwirkungen mit den viralen gB-Oberflachenproteinen und der daraus

folgenden Neutralisation der Virusinfektiositat.

Ein erster Fallbericht Uber den Einsatz von Hyperimmunglobulin bei
Schwangeren mit CMV-Priméarinfektion wahrend der Fetalzeit wurde 1999
publiziert. In einer Zwillingsschwangerschaft wurde bei einem der Feten eine
Wachstumsretardierung diagnostiziert. Der Heilversuch mit Hyperimmun-
globulin-Infusionen war erfolgreich, denn der retardierte Fetus begann wieder
zu wachsen. Zum Zeitpunkt der Geburt zeigte er an Symptomen nur
Hepatosplenomegalie und Virurie bei viraler DNAamie. Neun Monate nach
Geburt wurden beide Zwillinge CMV-DNA-negativ getestet (Nigro et al., 1999).
Beim Einsatz von CMV-Hyperimmunglobulin handelt es sich um einen so
genannten ,Off-Label-Use®, das bedeutet, einer zulassungsuiiberschreitenden
Anwendung von Arzneimitteln hinsichtlich der Anwendungsgebiete und
Indikationen, der Dosierung oder der Behandlungsdauer. Besonders haufig
kommt der Off-Label-Use in der P&adiatrie und Onkologie zum Einsatz.
Erstattungsfahigkeit bei den gesetzlichen Krankenkassen erlangen derartig
verordnete  Arzneimittel nur bei der Behandlung schwerwiegender
Erkrankungen, fur die keine andere Therapie verfugbar ist, und bei der auf
Grund der Datenlage die begriindete Aussicht auf einen Behandlungserfolg
besteht (Arzte-Zeitung online, 2009). Da es derzeit keine wirksamen
Alternativen zur Pravention konnataler CMV-Infektionen (das bedeutet, weder
einen Aktivimpfstoff noch eine antivirale Therapie) zu geben scheint und es
keine konkreten Hinweise auf Sicherheitsrisiken gibt, erscheint der Off-Label-
Einsatz von CMV-HIG bei einem relativ gro3en erwarteten Nutzen fur die
betroffenen Kinder ethisch vertretbar (Biotest Pressemitteilung, 2010).

Der Behandlungserfolg durch Hyperimmunglobulingabe bei der
Zwillingsschwangerschaft gab den Anlass zur Initierung einer italienisch-
amerikanischen Studie, die 181 Schwangere mit CMV-Primarinfektion
einschloss. Von diesen 181 Frauen wurde bei 55 von 79 Schwangeren, bei
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denen eine Amniozentese durchgefihrt wurde, CMV im Fruchtwasser detektiert
(Therapiegruppe), bei den restlichen 102 Frauen erfolgte keine
Fruchtwasseruntersuchung. Von diesen 102 Frauen wurden 37 mit
Hyperimmunglobulin behandelt (Praventionsgruppe), nur bei sechs (16,2
Prozent) der behandelten Frauen wurde ein kongenital infiziertes Kind geboren,
wéahrend bei den unbehandelten Frauen in 19 von 47 Féallen (40,4 Prozent) eine
kongenitale Infektion festgestellt werden konnte. In der Gruppe der Frauen mit
Virusnachweis im Fruchtwasser (Therapiegruppe) wurden 31 von 55 Frauen mit
Hyperimmunglobulin therapiert, in dieser Gruppe wurde nur ein Kind mit
symptomatischer CMV-Infektion geboren (3,2 Prozent), wahrend in der Gruppe
der untherapierten Frauen sieben von 14 Mittern kongenital infizierte Kinder
zur Welt brachten (50 Prozent). Fazit dieser Studie war, dass eine sichere und
effiziente Strategie zur Pravention kongenitaler CMV-Infektion durch passive
Immunisierung in der Schwangerschaft mit Hyperimmunglobulin realisierbar
sein konnte (Nigro et al., 2005). Allerdings wurde die Studie dafur kritisiert, dass
sie nicht Placebo-kontrolliert durchgefuhrt worden war. Dies gab verschiedenen
Forschungsgruppen weltweit den Anlass zur Durchfuhrung von Randomized
Controlled Trials (RCT) zur Hyperimmunglobulingabe bei CMV-primarinfizierten

Schwangeren, welche zum Teil erst jetzt anlaufen.

1.11 Zielsetzung dieser Arbeit

Die CMV-Infektion des Neugeborenen ist die weltweit am haufigsten
vorkommende kongenitale Infektion und kann in bis zu zehn Prozent der Félle
schwere Schéden des zentralen Nervensystems verursachen, darunter am
haufigsten eine sensorineurale Horstérung. Ein erster Schritt zur Reduktion der
Gefahr kongenitaler CMV-Infektionen ware die flachendeckende Einfiihrung von
CMV-Screenings aller Neugeborenen bei Geburt. AulRerdem ware ein
routinemaniges Screening aller Schwangeren vor Geburt auf ihren CMV-
Serostatus wunschenswert. Leider fehlen in Deutschland bisher noch
verlassliche Daten zur Inzidenz und zu den Transmissionsraten kongenitaler

CMV-Infektionen. Dies sollte mit der im Institut fir Medizinische Virologie und
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Epidemiologie des Universitatsklinikums Tubingen im April 2007 angelaufenen
prospektiv klinisch-virologisch angelegten Studie zur kongenitalen CMV-
Infektion geandert werden. Involviert in diese Studie sind alle Mutter, die in der
Frauenklinik des Universitatsklinikums Tlbingen ein Kind zur Welt bringen und
die dazu korrespondierenden Neugeborenen. Die Studie war angelegt auf die
Evaluierung von insgesamt 5000 korrespondierenden Mutter-Kind-Paaren. Ziele
im Rahmen dieser kongenitalen CMV-Studie sind zum einen epidemiologisch
und zum anderen auf die Evaluierung der maternalen Serodiagnostik und der
neonatalen Diagnostik anhand von Trockenblutkarten ausgerichtet. Zu den
epidemiologischen Zielen gehoéren die Fragen nach der Haufigkeit der
kongenitalen CMV-Infektion Neugeborener, dem maternalen CMV-Serostatus
der Mutter zum Zeitpunkt der Geburt sowie nach der Haufigkeit maternaler
CMV-Primérinfektionen und der Transmissionsrate der kongenitalen CMV-
Infektion wahrend des letzten Schwangerschaftstrimenons. Vor allem die Frage
nach einer verlasslichen und routinemaRig anwendbaren Methode zur
Diagnostik maternaler CMV-Primarinfektionen sowie zur Differenzierung von
Primar- und reaktivierter Sekundarinfektion bzw. Reinfektion schwangerer
Frauen stand dabei im Vordergrund. Zielsetzung dieser Arbeit war der Vergleich
von verschiedenen kommerziell verfugbaren, CMV-spezifischen serodiag-
nostischen Tests wie dem CMV-IgG- und CMV-IgM-ELISA der Firma Medac
(Deutschland), dem CMV-IgG-/IgM-CLIA sowie dem CLIA-IgG-Aviditatstest von
DiaSorin (Italien) mit dem rekombinanten CMV-IgG-/IgM-Immunoblot und dem
rekombinanten CMV-1gG-Aviditats-iImmunoblot von Mikrogen (Deutschland), als
Referenzmethode. Der Schwerpunkt der Evaluation lag dabei zum einen beim
Nachweis und der Verifizierung maternaler CMV-IgM-Reaktivitat zum Zeitpunkt
der Geburt und zum anderen auf der Korrelation der 1gG-Aviditat zum IgM-
Serostatus sowie zum Virusnachweis durch PCR im miutterlichen Serum.
AuBerdem wurde ein Vergleich der Aviditatsergebnisse aus dem CLIA-IgG-
Aviditatstest, dessen Grenzen der intermedidren Aviditatsindizes sehr eng
definiert sind, mit den Aviditatsreaktivitaten des rekombinanten CMV-
Immunoblots und eine anschlieRende Auswertung der Korrelation angestrebt.

Bei der Evaluation der rekombinanten Immunoblots wurde zur Differenzierung



30 EINLEITUNG

maternaler Primar- und rekurrenter Infektion die Ausprdgung der
Antikorperreaktivitat von CMV-spezifischem Glykoprotein B (gB) miteinbezogen.
Weiterfihrend wurden alle Neugeborenen CMV-seropositiver Mitter via PCR
aus EDTA-Nabelschnurblut auf kongenitale CMV-Transmission gescreent und
gegebenenfalls mittels PCR aus Trockenblutkarten (Nabelschnurblut) Gberprft.
Zum jetzigen Zeitpunkt ist die Gesamtstudie noch nicht abgeschlossen, der
Zeitraum von Januar bis Dezember 2008 ist jedoch vollstéandig evaluiert und

bildet damit den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit.
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2 MATERIAL

Die Erhebung serologischer Befunde hat im Kontext von Schwangerschaft und
Die

Primarinfektion und Reaktivierung ware einfach im Falle einer (zufallig)

Pranataldiagnostik einen hohen Stellenwert. Differenzierung von
detektierten Serokonversion, da aber in Deutschland bisher keine serologischen
Screenings zu CMV im Rahmen der Schwangerschaftsvorsorgeuntersuchung
vorgesehen sind, kann auf diesem Wege kaum eine infizierte Schwangere
identifiziert werden. Durch Kombination einzelner serologischer Parameter
lgG-Aviditat, gB-Reaktivitat lgG/IgM-

Immunoblot mit Aviditat) kann es nur im Kontext einer Stufendiagnostik

(IgM-Nachweis, und rekombinanter

gelingen, den Infektionszeitpunkt naher einzugrenzen.

Die fur die vorliegende Arbeit verwendeten serologischen Tests sind zur

Ubersicht in TAB. 9 zusammengefasst.

Tab. 9: Ubersicht der serologischen CMV-Screeningverfahren zur Differenzierung von Primér-
infektion und Reaktivierung (modifiziert nach Hamprecht und Jahn in Mikrobiologische Diagnostik,
Thieme Verlag, 2009)

Methode serologische Targetstrukturen/Testprinzip Testsysteme Literatur

IgM-ELISA | Gesamtviruslysat (AD169), u-capture-Assay, CMV-IgM-ELA Schmitz et
ELA (enzyme labelled antigen) Test PKS Medac |al., 1980
HRP-Konjugat, TMB-Substrat

IgM-CLIA indirekter Chemolumineszenzassay, AD169- LIAISON CMV
beladene Magnetpartikel IgM, DiaSorin
Konjugat-Antikdrper-Isoluminol,
Absorptionsreagenz: Anti-Human-Ziege-lgG

IgG-Aviditat | vollautomatisiert, IgG-CLIA, Aviditatsindex < 0,2: | LIAISON CMV Revello et
Verdacht auf Priméarinfekt (< drei Monate) IgG avidity al., 2004

assay, DiaSorin

IgG/IgM- rekombinante Antigene: IE1/U.123, p150/UL32, |recomBlot CMV |Vornhagen

Immunoblot | CM2/U.44/U .57, p65/UL83, gB1/UL55, gB2/UL55 | IgG/IgM, etal.,

mit Aviditat Mikrogen 1994, 1995
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2.1 Enzyme linked immunoabsorbent assay (ELISA)
2.1.1 CMV-IgG-ELISA PKS (Pipettier-Kontroll-System) Medac

Katalognummer: 115-Q-PKS-VPD/300908, Firma Medac, Wedel, Deutschland

Der Medac ELISA ist ein manuell durchzufiihrender Enzymimmunoassay zur
guantitativen Bestimmung von IgG-Antikérpern gegen das Zytomegalie-Virus in

Serum, Plasma und Liquor.

2.1.1.1 Reagenzien und Probenmaterial

Tab. 10: Zur Durchfihrung des CMV-IgG-ELISA bendtigte Reagenzien und Materialien

Im Kit mitgelieferte Reagenzien:

Mikrotiterplatte mit 12 Teststreifen a 8 Vertiefungen, beschichtet mit CMV-Antigen (AD169-
Lysat), BSA und pH-Indikator

Negativkontrolle 1,5 mL (Humanserum)
Positivkontrolle 1,5 mL (Humanserum)
Kalibrator 1,5 mL (Humanserum)
Waschpuffer 100 mL
Probenverdiinnungspuffer 110 mL

Konjugat (Ziege-Anti-Human-lgG-Antikdrper) 3 Flaschchen a 4,5 mL
TMB-Substrat 10 mL

Stopplésung (0,5 M Schwefelsaure(H2S04)) 2 Flaschchen a 11 mL

Zusatzlich benétigte Reagenzien und Materialien:

Aqua ad iniectabilia

Mikroliterpipetten

Saubere Glas- oder Kunststoffgefal3e zur Verdiinnung von Waschpuffer und Proben

Geeignete Vorrichtung zum Waschen der Mikrotiterplatte

Inkubator fiir 37°C

Mikrotiterplatten-Photometer mit Filtern fiir 450 nm und 620 - 650 nm

Untersuchungsmaterial

Humanserum, Plasma oder Liquor 50 pL
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2.1.2 CMV-IgM-ELA PKS (Pipettier-Kontroll-System) Medac

Katalognummer: 110-PKS-VPE/010708, Firma Medac, Wedel, Deutschland

Dies ist ein indirekter Enzymimmunoassay zur quantitativen Bestimmung von
IgM-Antikdrpern gegen das Zytomegalie-Virus in Serum, Plasma und Liquor.

Der CMV-IgM-ELA basiert auf dem p-capture-Prinzip.

2.1.2.1 Reagenzien und Probenmaterial

Tab. 11: Zur Durchfihrung des CMV-IgM-ELA (Enzyme labelled Antigen) bendtigte Reagenzien und
Materialien

Im Kit mitgelieferte Reagenzien

Mikrotiterplatte mit 12 Teststreifen a 8 Vertiefungen, beschichtet mit Ziege-Anti-Human-IgM-
Antikorpern, BSA und pH-Indikator

Negativkontrolle 1,5 mL (Humanserum)
Positivkontrolle 1,5 mL (Humanserum)
Waschpuffer 100 mL
Probenverdinnungspuffer 110 mL

Antigen CMV-IgM-ELA 2 Flaschchen a 5,0 mL
TMB-Substrat 10 mL

Stoppl6ésung (0,5 M Schwefelsdure (H2S04)) 2 Flaschchen a 11 mL

Zuséatzlich bendtigte Reagenzien und Materialien

Aqua ad iniectabilia

Mikroliterpipetten

Saubere Glas- oder Kunststoffgefalie zur Verdiinnung von Waschpuffer und Proben

Geeignete Vorrichtung zum Waschen der Mikrotiterplatte

Inkubator fiir 37°C

Mikrotiterplatten-Photometer mit Filtern fur 450 nm und 620 - 650 nm

Untersuchungsmaterial

Humanserum 50 pL
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2.2 Chemoluminescence linked immunoabsorbent assay
(CLIA)

2.2.1 Liaison CMV IgG

Katalognummer 310740, Firma DiaSorin, Saluggia (Vercelli), Italien

Der Liaison CMV IgG ist ein indirekter immunologischer Test basierend auf der
Chemolumineszenz-Technologie (CLIA) fur die quantitative Bestimmung von
spezifischen 1gG-Antikérpern gegen CMV im Humanserum oder -plasma. Er ist

mittels des Liaison Analyzers automatisiert durchfiihrbar.

2.2.1.1 Reagenzien und Probenmaterial

Tab. 12: Zur Durchfihrung des Liaison CMV IgG CLIA bendtigte Reagenzien und Materialien

Im Kit mitgelieferte Reagenzien

Magnetpartikel mit inaktiviertem CMV-Antigen (Stamm AD169) beschichtet 2,3mL
Kalibrator 1 (Humanserum/-plasma mit niedrigen Anti-CMV-IgG-Niveaus) 2,3mL
Kalibrator 2 (Humanserum/-plasma mit hohen Anti-CMV-1gG-Niveaus) 2,3 mL
Probenverdinnungslosung (Rinderserumalbumin, Phosphatpuffer, Farbstoff) 2x28 mL
Konjugat (Anti-Human-1gG-Antikérper (Maus, monoklonal) mit einem Isoluminol- 23 mL
Derivat konjugiert)

Anzahl der Bestimmungen 100

Zusatzlich werden weitere Materialien von Liaison DiaSorin zur Durchfiihrung des CMV-IgG-
CLIA bendtigt.

Untersuchungsmaterial

Humanserum oder -plasma (Probenmindestvolumen) 170 pL
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2.2.2 Liaison CMV IgG Aviditat

Katalognummer 310760, Firma DiaSorin, Saluggia (Vercelli), Italien

Hier wird die Chemolumineszenz-Technologie in einem via Liaison Analyzer
automatisiert durchfuhrbaren indirekten immunologischen Test fir die
Bestimmung der Aviditat der Bindung von spezifischen IgG-Antikérpern gegen

CMV in Humanserum oder -plasma eingesetzt.

2.2.2.1 Reagenzien und Probenmaterial

Tab. 13: Zur Durchfuhrung des Liaison CMV IgG Aviditdt CLIA bendtigte Reagenzien und
Materialien

Im Kit mitgelieferte Reagenzien

Magnetpartikel mit inaktiviertem CMV-Antigen (Stamm AD169) beschichtet 2,3 mL
Kalibrator 1 (Humanserum/-plasma mit niedrigen Anti-CMV-IgG-Niveaus) 2,3 mL
Kalibrator 2 (Humanserum/-plasma mit hohen Anti-CMV-IgG-Niveaus) 2,3mL
Puffer B (Boratpuffer, Harnstoff) 3,5mL
Probenverdinnungslosung (Rinderserumalbumin, Phosphatpuffer, Farbstoff) 2x28 mL
Konjugat (Anti-Human-1gG-Antikérper (Maus, monoklonal) mit einem Isoluminol- 23 mL
(4-Aminophtalhydrazid-)Derivat konjugiert)

Anzahl der Bestimmungen 25

Zusatzlich werden weitere Materialien von Liaison DiaSorin zur Durchfiihrung des CMV-IgG-
CLIA bendtigt.

Untersuchungsmaterial

Humanserum oder -plasma (Probenmindestvolumen) 180 pL
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2.2.3 Liaison CMV IgM

Katalognummer 310750, Firma DiaSorin, Saluggia (Vercelli), Italien

Beim Liaison CMV IgM wird die Chemolumineszenz-Technologie (CLIA) in
einem immunologischen Test, der automatisiert mittels des Liaison Analyzers
durchfuhrbar ist, fur die Bestimmung von spezifischen IgM-Antikérpern gegen

CMV im Humanserum oder -plasma eingesetzt.

2.2.3.1 Reagenzien und Probenmaterial

Tab. 14: Zur Durchfiihrung des Liaison CMV IgM CLIA benétigte Reagenzien und Materialien

Im Kit mitgelieferte Reagenzien

Magnetpartikel mit inaktiviertem CMV-Antigen (Stamm AD169) beschichtet 2,3mL
Kalibrator 1 (Humanserum/-plasma mit niedrigen Anti-CMV-IgM-Niveaus) 2,3 mL
Kalibrator 2 (Humanserum/-plasma mit hohen Anti-CMV-IgM-Niveaus) 2,3 mL
Puffer A (Anti-Human-Ziege-IgG (Absorptions-Reagenz), Ziegeserum, 25 mL
Rinderserumalbumin, Phosphatpuffer, Farbstoff)

Probenverdunnungslésung (Rinderserumalbumin, Phosphatpuffer, Farbstoff) 2x28 mL
Konjugat (Anti-Human-IgM-Antikérper (Maus, monoklonal) mit einem Isoluminol- |23 mL

(4-Aminophtalhydrazid-)Derivat konjugiert, unspezifisches IgG (Maus, polyklonal))

Anzahl der Bestimmungen 100

Zusatzlich werden weitere Materialien von Liaison DiaSorin zur Durchfihrung des CMV-IgG-
CLIA bendtigt.

Untersuchungsmaterial

Humanserum oder -plasma (Probenmindestvolumen) 170 pL
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2.3 Rekombinanter Immunoblot

Der recomBlot von Mikrogen ist ein qualitativer in-vitro-lmmunoblot-Test mit
rekombinant produzierten und gelelektrophoretisch aufgetrennten Antigenen zur
Bestimmung von 1gG- und IgM-Antikorpern sowie der Aviditatsbestimmung von
IgG-Antikorpern gegen CMV in humanem Serum oder Plasma. Er wird im
Rahmen dieser Arbeit als Bestéatigungstest fiur CMV-IgG/IgM sowie Aviditat
verwendet. Im Unterschied zu Enzymimmunoassays gelingt durch den Einsatz
rekombinanter Virusproteine der Simultan-Nachweis diverser CMV-spezifischer
Antikorper, zum Beispiel gegen IEA (Immediate Early Antigen) oder virale

Phosphoproteine (pp65, pp150) und Glykoproteine (gB).

2.3.1 recomBlot CMV IgG

Artikelnummer 5502, Firma Mikrogen, Neuried, Deutschland

2.3.1.1 Reagenzien

Jeder Reagenziensatz eines Kits reicht fir 20 Bestimmungen und enthéalt
(TAB. 15):

Tab. 15: Inhalt eines Reagenziensatzes

100 mL | Waschpuffer A (zehnfach konzentriert)
Enthalt Phosphat-Puffer, NaCl, KCI, Detergenz, Konservierungsmittel:
MIT (0,1%) und Oxypyrion (0,2%)

40 mL | Chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin (TMB, gebrauchsfertig)

50 Magermilchpulver

2 Stuck [ Inkubationsschalen mit je zehn Vertiefungen

1 Vorentwickelter Kontrollstreifen (kitspezifisch)
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Im Reagenziensatz zur Bestimmung des IgGs und der Aviditat sind zuséatzlich
enthalten (TAB. 16):

Tab. 16: Reagenziensatzinhalt zur Bestimmung des IgGs und der Aviditat

2 Stick Rohrchen mit zehn fortlaufend nummerierten Western-Blot-Teststreifen,
beschichtet mit CMV-Antigenen

70 pL Schwachpositiv-Serumkontrolle IgG (rote Verschlusskappe)

500 pL Anti-Human-IgG-Konjugat (hundertfach konzentriert, griine Verschlusskappe)

1 Aviditatsreagenz (Feststoff) fir 60 mL gebrauchsfertige Lésung

Zusatzlich benétigte Reagenzien und erforderliches Zubehor sind (TAB. 17):

Tab. 17: Reagenzien und erforderliches Zubeh6r zur Durchfiihrung des recomBlot CMV IgG
(Aviditat) und recomBlot CMV IgM

Deionisiertes Wasser in hoher Qualitat
Mikropipetten

Plastikpinzette

Schittler

Messzylinder

Laborwaage

2.3.1.2 Probenmaterial

Als Probenmaterial kann Serum oder Plasma verwendet werden, das zur
Vermeidung einer HAmolyse nach Entnahme mdoglichst rasch vom Blutkuchen
getrennt wurde. Mikrobielle Kontaminationen der Proben sind unbedingt zu
vermeiden. Die Verwendung von lipamischen, hamolytischen oder triiben
Proben kann einen dunklen Hintergrund auf den Streifen von recomBlot CMV
IgG/IgM zur Folge haben und dariber hinaus zu verfélschten Ergebnissen

fuhren.

Das Probenmaterial kann bei 2°C bis 8°C bis zu zwei Wochen aufbewahrt
werden. Durch Aufbewahrung der Proben bei -20°C oder tiefer ist eine langere

Lagerung maoglich.
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2.3.2 recomBlot CMV IgG Aviditat

Artikelnummer 5502, zusatzlich Aviditatsreagenz Artikelnummer 11010, Firma

Mikrogen, Neuried, Deutschland

2.3.2.1 Reagenzien

Die zur Bestimmung der IgG Aviditat bendtigten Reagenzien sind in TAB. 15,
TAB. 16 und TAB. 17 aufgefihrt.

2.3.2.2 Probenmaterial

siehe Kap. 2.3.1.2

2.3.3 recomBlot CMV IgM

Artikelnummer 5503, Firma Mikrogen, Neuried, Deutschland

2.3.3.1 Reagenzien

Im Reagenziensatz zur Bestimmung des IgMs sind auf3er den in TAB. 15 und
TAB. 17 aufgefihrten Reagenzien zuséatzlich enthalten (TAB. 18):

Tab. 18: Reagenziensatzinhalt zur Bestimmung des IgMs

2 Stick Ro6hrchen mit zehn fortlaufend nummerierten Western-Blot-Teststreifen,
beschichtet mit CMV-Antigenen

70 pL Schwachpositiv-Serumkontrolle IgM (weil3e Verschlusskappe)

500 pL Anti-Human-lgM-Konjugat (hundertfach konzentriert, lila Verschlusskappe)

2.3.3.2 Probenmaterial

siehe Kap. 2.3.1.2
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3 METHODEN

3.1 Enzyme linked immunoabsorbent assay (ELISA)
3.1.1 CMV-IgG-ELISA, Medac

3.1.1.1 Testprinzip

— Mit CMV-Antigen (AD169-Lysat) beschichtete
Mikrotiterplatte.

oy — CMV-spezifische Antikdrper aus der Patienten-

probe binden an das Antigen.

— Das  Peroxidase-gekoppelte  Anti-Human-lgG

bindet an die IgG-Antikérper (P = Peroxidase).

— Inkubation mit TMB-Substrat.
— Stoppen der Reaktion mit Schwefelsaure.

— Die Auswertung erfolgt photometrisch.

Abb. 6: Testprinzip des CMV-IgG-ELISA im Schema (Gebrauchsanweisung CMV-IgG-ELISA PKS
Medac, 115-Q-PKS-VPD/300908)

Tab. 19: Eckdaten des CMV-IgG-ELISAs

Messbereich 0,45 - 15 AU/mL
Cut-off 0,55 AU/mL
Grenzbereich 0,45 - 0,65 AU/mL
Angaben des Herstellers zur Sensitivitat 100 %

Angaben des Herstellers zur Spezifitat 97,1 %

Tab. 20: Interpretation der Ergebnisse des CMV-IgG-ELISAs

negativ < 0,45 AU/mL

grenzwertig 0,45 - 0,65 AU/mL

positiv > 0,65 AU/mL
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3.1.2 CMV-IgM-ELA, Medac
3.1.2.1 Testprinzip

Der CMV-IgM-ELA ist ein p-capture-Assay, der selektiv samtliche IgM-Molekiile
einer Serumprobe mit Hilfe von gegen das IgM-Fc-Fragment gerichteten und an
die Festphase gebundenen Antikorper bindet. Durch Zugabe eines definierten
enzymmarkierten Antigens erhélt der Test seine Spezifitat. Sein Vorteil liegt in
seiner Unempfindlichkeit gegentber Rheumafaktoren, die bei konventionellen

IgM-ELISA-Tests zu falsch-positiven Ergebnissen fihren kénnen.

— Mit Anti-Human-IgM beschichtete Mikrotiter-
platte.

— Die IgM-Fraktion aus dem Patientenserum wird

auf der Mikrotiterplatte gebunden.

— Die Anti-CMV-IgM-Antikdrper  binden das
r Peroxidase-konjugierte CMV-IgM-ELA (Enzyme
labelled Antigen).
(AG = Antigen (AD169), P = Peroxidase)

— Inkubation mit TMB-Substrat.
— Stoppen der Reaktion mit Schwefelsaure.

— Die Auswertung erfolgt photometrisch.

Abb. 7: Testprinzip des CMV-IgM-ELA im Schema (Gebrauchsanweisung CMV-IgM-ELA PKS
Medac, 110-PKS-VPD/010708)

Tab. 21: Eckdaten des CMV-IgM-ELAs

OD-Mittelwert der Negativkontrolle < 0,100

OD-Mittelwert der Positivkontrolle > 0,800

Cut-off = OD-Mittelwert der Negativkontrolle + 0,140
Grenzbereich = Cut-off £ 10 %

Angaben des Herstellers zur Sensitivitat 99,40%

Angaben des Herstellers zur Spezifitat 99,68%
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Tab. 22: Interpretation der Ergebnisse des CMV-IgM-ELAs

negativ

Proben mit OD-Werten unterhalb des Grenzbereichs

grenzwertig

Proben mit OD-Werten innerhalb des Grenzbereichs

positiv

Proben mit OD-Werten oberhalb des Grenzbereichs
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3.2

Chemoluminescence linked immunoabsorbent assay
(CLIA)

3.2.1 Liaison CMV IgG, DiaSorin

3.2.1.1 Testprinzip

1.

Beschichtung von Magnetpartikeln (Festphase) mit CMV-Antigen
(AD169).

. Verbindung eines Anti-Human-IgG-Antikorpers (Maus, monoklonal) mit

einem Isoluminol-(4-Aminophtalhydrazid-)Derivat (Konjugat Antikorper-
Isoluminol).

Primarreaktion: Bindung der in Kalibratoren, Proben oder Kontrollseren
vorhandenen Anti-Human-CMV-Antikorper an die Festphase (AG-AK-
Reaktion).

Sekundarreaktion: Bindung des Konjugats mit dem schon an die
Festphase gebundenen Anti-Human-CMV-IgG.

Nach jeder Inkubation Entfernung des ungebundenen Materials in einem
Waschzyklus.

Indikatorreaktion: Zufigung von Starterreagenzien zur Induktion der

Chemolumineszenz-Reaktion.

. Messung des Lichtsignals (somit Menge an Konjugat Antikorper-

Isoluminol) von einem Photoverstérker in relativen Lichteinheiten (RLU,
relative light units).

Ermittlung der in Kalibratoren, Proben oder Kontrollseren vorhandenen
Anti-Human-CMV-1gG-Konzentration anhand der RLU.

Tab. 23: Eckdaten und Interpretation der Testergebnisse des Liaison CMV IgG CLIAs

Messbereich 0-22IE/mL
<0,4 IE/mL negativ
Beurteilung 0,4 -0,6 IE/mL grenzwertig
> 0,6 IE/mL positiv
Angaben des Herstellers zur Sensitivitat 99,88%
Angaben des Herstellers zur Spezifitat 99,65%
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3.2.2 Liaison CMV IgG Aviditat, DiaSorin

3.2.2.1 Testprinzip

1. Beschichtung von Magnetpartikeln (Festphase) mit

(AD169).

2. Verbindung eines Anti-Human-lgG-Antikdrpers (Maus, monoklonal) mit
einem Isoluminol-(4-Aminophtalhydrazid-)Derivat (Konjugat Antikdrper-

Isoluminol).

3. Behandlung einer der beiden IgG-Proben eines Doppelansatzes mit

Harnstoff (6 M) (Dissoziierung niedrig avider Imnmunkomplexe), wobei die

unbehandelte 1IgG-Probe als Bezugsprobe fungiert.

Die weiteren Schritte (Primar-, Sekundar- und Indikatorreaktion) erfolgen wie fur
den Nachweis von IgG beschrieben. Der Aviditatswert errechnet sich aus dem

Verhéltnis zwischen der mit Harnstoff behandelten Probe und der Bezugsprobe.

Tab. 24: Eckdaten und Interpretation der Ergebnisse des Liaison CMV IgG Aviditat CLIAs

Messbereich 0-1,0
<0,2 niedrige Aviditat
Beurteilung 0,2-0,3 intermediare Aviditat
>0,3 hohe Aviditét

Angaben des Herstellers zur diagnostischen Ubereinstimmung

- von Proben einer Gruppe, die eine weniger als drei Monate
zuriickliegende Infektion hatte

100%

- von Proben einer Gruppe, die eine langer als finf Monate
zuriickliegende Infektion hatte

92,02%

Bei niedriger Aviditat ist eine Primarinfektion, die vor weniger als drei Monaten
auftrat, moglich. Eine vergangene Infektion kann jedoch nicht ausgeschlossen

werden, da in seltenen Féllen ein monatelanges Bestehen von niedrig aviden

IgG-Antikdrpern auftreten kann.

CMV-Antigen
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Bei intermediarer Aviditat kann die Madglichkeit einer Priméarinfektion nicht

ausgeschlossen werden. Sie weist aber auf eine inkomplette Reifung der

Aviditat von IgG bei vergangener Infektion hin.

Ein hoher Aviditatswert schlie3t die Mdoglichkeit einer Primarinfektion vor

weniger als drei Monaten aus.

3.2.3 Liaison CMV IgM, DiaSorin

3.2.3.1 Testprinzip

1.

Beschichtung von Magnetpartikeln (Festphase) mit CMV-Antigen
(AD169) .

Verbindung eines Anti-Human-IgM-Antikérpers (Maus, monoklonal) mit
einem Isoluminol-(4-Aminophtalhydrazid-)Derivat (Konjugat Antikorper-
Isoluminol).

Der Immunkomplexbindung vorgeschaltet ist die Verdinnung der
Kalibratoren, Proben oder Kontrollseren mit Puffer A zur Vermeidung
von vom menschlichen Anti-CMV IgG oder Rheumafaktor verursachten
Interferenzen (unspezifische Bindungen).

Primarreaktion: Bindung der in den Kalibratoren, Proben oder
Kontrollseren vorhandenen Anti-Human-CMV-Antikérper an die Fest-
phase.

Sekundarreaktion: Bindung des Konjugats mit dem schon an die
Festphase gebundenen Anti-Human-CMV-IgM.

Nach jeder Inkubation Entfernung des ungebundenen Materials in
einem Waschzyklus.

Indikatorreaktion: Zufligung von Starterreagenzien zur Induktion der
Chemolumineszenz-Reaktion.

Messung des Lichtsignals (somit Menge an Konjugat Antikorper-
Isoluminol) von einem Photoverstarker in relativen Lichteinheiten (RLU,
relative light units).

Ermittlung der in Kalibratoren, Proben oder Kontrollseren vorhandenen
Anti-CMV IgM-Konzentration anhand der RLU.
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Tab. 25: Eckdaten und Interpretation der Ergebnisse des Liaison CMV IgM CLIAs

Messbereich 0 - 240 AU/mL
<15 AU/mL negativ
Beurteilung 15 - 30 AU/mL grenzwertig
> 30 AU/mL positiv

Angaben des Herstellers zur Sensitivitat

93,94 - 99,77 %

Angaben des Herstellers zur Spezifitat

92,76 - 98,50 %
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3.3 Rekombinanter Immunoblot
3.3.1 recomBlot CMV IgG/IgM Mikrogen
3.3.1.1 Testprinzip

Die spezifischen rekombinanten Zytomegalie-Virus-Antigene IE1, p150, CM2,
p65, gB1l und gB2 werden fir den recomBlot CMV IgG bzw. IgM mittels
Expression in E.coli hergestellt (TAaB. 26). Die verwendeten gereinigten
rekombinanten Antigene werden via SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und dann elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen (Western Blotting). Zur Blockierung freier
Bindungsstellen wird die Membran anschlieend mit einer Proteinlésung
inkubiert, gewaschen und zu Streifen zugeschnitten. Der Nachweis CMV-
spezifischer Antikorper erfolgt durch Inkubation der Nitrozellulose-Streifen mit
verdinnter Serum- oder Plasmaprobe, dabei lagern sich die Antikorper an die
immobilisierten Antigene auf den Streifen an. Anschlielend werden nicht
gebundene Antikérper abgewaschen und die Streifen werden in der
Sekundéarreaktion mit an Meerrettich-Peroxidase gekoppeltem Anti-Human-lgG
bzw. Anti-Human-IgM inkubiert. Das Peroxidase-Konjugat katalysiert eine
Farbreaktion, durch die die spezifisch gebundenen antiviralen Antikdrper
nachgewiesen werden. Bei Reaktivitdt gegen eines der sechs rekombinanten
CMV-Proteine bildet sich eine blaue Bande auf dem Streifen. Aul3erdem ist am
oberen Ende der Streifen als Reaktionskontrolle eine Bande mit Anti-Human-

Immunglobulin aufgetragen, die bei jedem Serum eine Reaktion zeigen muss.
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Tab. 26: Verwendete rekombinante CMV-Antigene

Rekombinantes Grofe des
Antigen Leserahmen/Protein rekombinanten Proteinfunktion
9 Antigens (kDa)
IE1 UL123/IE1/1 53 Nichtstruktur-Protein,
simmediate early“-Protein

p150 UL32/ppl50 50 Tegument-Protein
Cm2 Ui44, U57/p52 (DBP) 45 Nichtstruktur-Protein
p65 UL83/pp65 31 Tegument-Protein
gB1 UL55/gB 25 Membran-Glykoprotein gB
gB2 U.55/gB 18 Membran-Glykoprotein gB

3.3.1.2 Herstellung der Lésungen

Herstellung des gebrauchsfertigen Waschpuffers A:

Der Puffer wird fir die Serum- und Konjugatverdinnung sowie fir die

Waschschritte bendtigt. Er kann bei 2°C bis 8°C vier Wochen gelagert werden.

Der gebrauchsfertige Waschpuffer A ist geruchlos und leicht getribt.

Zuerst wird das Magermilchpulver in Waschpuffer A-Konzentrat vorgeltst und

diese Mischung dann mit deionisiertem Wasser auf das Endvolumen aufgefullt

(Verdinnung: 1 + 9). Die bendtigten Mengen sind der TAB. 27 zu entnehmen.

Tab. 27: Waschpuffer A pro eingesetzte Teststreifen

Eingesetzte Magermilch- Waschpuffer A- | Deionisiertes | Gebrauchsfertiger
Teststreifen pulver Konzentrat Wasser Waschpuffer A

1 0,19 2mL 18 mL 20 mL

2 0,29 4 mL 36 mL 40 mL

5 0,59 10 mL 90 mL 100 mL

10 1g 20 mL 180 mL 200 mL

20 249 40 mL 360 mL 400 mL

50 509 100 mL 900 mL 1000 mL
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Herstellung der Konjugatlésungen:

Die Konjugatldsung ist unmittelbar vor dem Gebrauch herzustellen, eine
Lagerung ist nicht moglich. Die Verdinnung des IgG- bzw. IgM-Konjugat-
Konzentrats mit gebrauchsfertigem Waschpuffer A betragt 1 + 100. Die benotig-

ten Mengen sind der TAB. 28 zu entnehmen.

Tab. 28: Volumina der Anti-Human-lgG- bzw. IgM-Konjugat-Verdiinnung

Eingesetzte Teststreifen l9G- bzlzvar:gg/ln-tljztnjugat— Gs\t;;:;l;gj:z:ig:r
1 20 pL 2 mL
2 40 pL 4 mL
5 100 pL 10 mL
10 200 pL 20 mL
20 400 pL 40 mL

Substratlésung:
Die Substratlésung ist gebrauchsfertig. Sie muss vor Beginn der Farbung auf

Raumtemperatur (18°C bis 25°C) gebracht werden.

3.3.1.3 Testdurchfuhrung

Vor Testbeginn sind alle Bestandteile und Reagenzien fur mindestens 30
Minuten auf Raumtemperatur (18°C bis 25°C) zu temperieren. Auch die
gesamte Testdurchfiihrung (TAB. 29) erfolgt bei Raumtemperatur.

Wahrend des gesamten Testablaufs werden geeignete Einmalhandschuhe
getragen.

Die Inkubationsschalen sind nur einmal zu verwenden. Die Teststreifen missen

sorgfaltig mit einer Plastikpinzette gehandhabt werden.
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Tab. 29: Testdurchfiihrung des recomBlots CMV IgG (Aviditat) und IgM

Zusammenfassung der Testdurchfihrung

1.
2.

10.
11.

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen.

Vorlage von je 2 mL gebrauchsfertigem Waschpuffer A sowie eines Teststreifens zur
vollstdndigen Benetzung mit Waschpuffer A in der Inkubationsschale.

Einpipettierung von jeweils 20 pL der unverdiinnten Probe bzw. Positiv-Kontrolle.

Inkubation der Proben mit abgedeckter Inkubationsschale fir eine Stunde auf einem
Schdttler.

Nach Abgiel3en der Losungen dreimal je 5 Minuten, mit je 2 mL gebrauchsfertigem
Waschpuffer A, auf dem Schiittler waschen. Den Ansatz fur die Aviditatsbestimmung
nach dem 1. Waschvorgang exakt 3 Minuten mit 2 mL des Aviditatsreagenz auf dem
Schittler inkubieren, danach Waschvorgang fortsetzen.

Zugabe von jeweils 2 mL der gebrauchsfertigen Peroxidase-Konjugatlosung.
Inkubation der Proben fir 45 Minuten unter leichtem Schutteln.

Waschvorgang auf dem Schuttler erneut dreimal je 5 Minuten, mit je 2 mL des
gebrauchsfertigen Waschpuffers A.

Zugabe von jeweils 1,5 mL der Substratldsung und Inkubation fiir 5 bis 10 Minuten unter

leichtem Schiitteln unter Beobachtung des Farbeprozesses (ggf. Stoppen der
Substratreaktion).

Mindestens dreimal mit deionisiertem Wasser waschen.

Trocknen der Streifen fir 2 Stunden zwischen zwei Lagen saugfahigen Papiers und
Ablesen des Ergebnisses.
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1. Inkubation:

Zwei mit CMV-Antigenen beladene Teststreifen werden
mit demselben verdinnten Serum oder Plasma fir 60

/ \ Minuten in separaten Schalen inkubiert.
1 x waschen

2. Inkubation:

Dem einen Ansatz wird Waschpuffer und dem zweiten

\A_( }4 Ansatz das geldste Aviditatsreagenz zugegeben. Es folgt
eine 3-mindtige Inkubation (niedrig avide Antikorper

werden durch das Aviditatsreagenz ,abgewaschen®).
6666 0666

3 x waschen

3. Inkubation:

\A_‘ E Y }‘ ’}\f E Beiden Ansatzen wird Peroxidase-konjugierte Anti-
Human-Antikdrper  (IgG-spezifisch) zugegeben. 45
GGGG GQOO Minuten inkubieren lassen.

3 x waschen

>7/® 4. Inkubation:
5 bis 10 Minuten nach Zugabe der Féarbel6sung
entstehen an den mit Antikérpern besetzten Stellen der
Durch

Teststreifen  unldsliche  Farbbanden. den
bodd dddd unmittelbaren Vergleich der Bandenintensitat der parallel
angesetzten Teststreifen kann die Aviditat der einzelnen

(MWW [ _IT W]  ANG-CMV-IgGs besimmt werden.

Abb. 8: Testprinzip und Durchfuhrung des rekombinanten Immunoblots im Schema
(Gebrauchsinformation Mikrogen recomBlot, GIRBCM012DE.DOC)

3.3.2 recomBlot CMV IgG Aviditat, Mikrogen
3.3.2.1 Testprinzip

Mit Hilfe des Aviditdtsreagenz ist eine Bestimmung der Aviditat von IgG-
Antikdrpern mdoglich. Ein wichtiger Aspekt aufgrund der unterschiedlichen
Aviditatsreifung der Antikorper ist die Moglichkeit der einzelnen Betrachtung der
Aviditat der virusspezifischen Antikérper. Fur eine weiterfihrende Diagnostik
wird nur die Aviditatsreifung der Antikorper gegen IE1, pl50 und CM2
herangezogen. Nur fir diese rekombinanten Antigene ist dieser Aviditatstest
evaluiert. Bei einer akuten Infektion sind die Antikdrper meist niedrig avide,
wahrend bei zurlckliegender Infektion die Antikdrper gegen IE1, p150 und
CM2 meist hoch avide sind. Fur die Testdurchfihrung der Aviditatsbestimmung
werden je zwei Teststreifen mit der verdiinnten Serumprobe inkubiert. In dieser

Phase binden die Antikdrper an ihre auf den Teststreifen fixierten spezifischen
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Antigene. Dann wird jedoch einer der beiden Teststreifen mit der
Aviditatslosung gewaschen, durch die niedrig avide Antikorper abdiffundieren,
wahrend hoch avide Antikérper an ihre spezifischen Antigene gebunden
bleiben. Die weitere Testdurchfiihrung entspricht der der IgG/IgM-Bestimmung.
Abschlie3end lasst sich durch den Vergleich des 1gG- und des IgG-Aviditats-
Streifens eine Aussage Uber die Aviditdt der Antikorper ermitteln, welche

wiederum eine Interpretation des Infektionsstadiums ermdglicht.

3.3.2.2 Testdurchfuhrung und Herstellung der Losungen

siehe Kap. 3.3.1.2 und Kap. 3.3.1.3

3.3.3 Auswertung des recomBlot CMV IgG (Aviditat) und IgM

Bei jeder Testdurchfihrung muss eine Schwachpositiv-Serumkontrolle mit
durchgefiihrt werden, diese dient zur Abgrenzung der Reaktivitdt von der
Hintergrund-Reaktivitdt (Cut-off). Das Mitfihren der Schwachpositiv-
Serumkontrolle dient der Uberpriifung der Testbedingungen (Sensitivitat). Die
Lokalisation der einzelnen Antigenbanden muss mit dem beigefligten
Kontrollstreifen tbereinstimmen. Die Bande der Reaktions-Kontrolle (unterhalb
der Streifennummer) muss in jedem Fall eine deutliche Farbung zeigen, sie
dient der Uberpriifung der Testdurchfilhrung. Die mit der Schwachpositiv-
Serumkontrolle inkubierten Teststreifen dienen als Cut-off und sollten als
Bandenmuster die Reaktions-Kontrollbande und die pl50-Bande aufzeigen,
weitere Banden kdnnen zusatzlich erscheinen. Die Bewertung der Intensitét
aller Banden, sowohl im IgG als auch im IgM, orientiert sich an der p150-Bande

der Schwachpositiv-Kontrolle (TAB. 30).
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Tab. 30: Graduierung der CMV-IgG/IgM-Reaktivitat im rekombinanten Immunoblot

Banden Intensitat
Keine Reaktion -
Sehr schwache Intensitat (geringer als die p150-Bande der Schwachpositiv- o
Kontrolle)

Schwache Intensitét (entsprechend der p150-Bande der Schwachpositiv- +
Kontrolle)

Gut sichtbare Intensitat (stérker als die p150-Bande der Schwachpositiv- -
Kontrolle

Sehr starke Intensitéat +++

3.3.4 Testergebnisse und Testinterpretation des recomBlot CMV IgG

(Aviditat) und IgM

Die Interpretation serologischer Befunde wird vor allem dadurch erschwert,

dass in einigen Fallen IgM-Antikdrper tber Jahre hinweg nachweisbar bleiben

(Antikorperpersistenz), wahrend bei Fallen frischer Infektionen manchmal nur

sehr geringe oder nicht nachweisbare IgM-Titer auftreten. Fur die Beurteilung

des CMV-Immunstatus sollten immer die Ergebnisse des IgG- und IgM-

Nachweises zusammen betrachtet werden, vor dem Hintergrund der klinischen

Daten des Patienten. Die Auswertung der Banden erfolgt nach TAas. 31 und

TAB. 32.

Tab. 31: Interpretation des IgG-Nachweises

Auswertung der Banden beim IgG-Nachweis

- Banden in sehr schwacher Intensitat (entspricht +/-)

- isolierte p65-Bande in schwacher Intensitat, auch zusammen mit weiteren
Banden in sehr schwacher Intensitat (entspricht +/-)

- Antikérper gegen p150 in mindestens schwacher Intensitat (entspricht +), in | 1gG positiv
der Regel finden sich auch Antikérper gegen weitere Antigene

- p150 negativ, aber CM2 in gut sichtbarer Intensitat (entspricht ++) sowie

mindestens eine weitere Bande in schwacher Intensitat (entspricht +)

- keine CMV-spezifischen Banden IgG negativ

- alle anderen Konstellationen

IgG fraglich
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Tab. 32: Interpretation des IgM-Nachweises

Auswertung der Banden beim IgM-Nachweis

- p150 als isolierte Bande in gut sichtbarer Intensitat (entspricht ++)

- Antikérper gegen p150 mit mindestens schwacher Intensitat (entspricht +) IgM positiv
und zusatzlich mindestens eine weitere Bande in schwacher Intensitéat
(entspricht +)

- Banden mit sehr schwacher Intensitat (entspricht +/-)

- isolierte Bande (auf3er p150) mit schwacher Intensitat (entspricht +), im Fall
von p65 auch zusammen mit weiteren Banden in sehr schwacher Intensitat
(entspricht +/-)

- keine spezifischen Banden IgM negativ

- alle anderen Konstellationen IgM fraglich

Beispiele typischer Konstellationen:

a) recomBlot CMV IgG positiv ohne Bandennachweis gegen gB2 (gB1 kann

b)

d)

vorhanden sein) + recomBlot CMV IgM positiv oder negativ

= Verdacht auf CMV-Primarinfektion (weitere Abklarung tber Aviditat)

oder

= Verdacht auf CMV-Infektion, die mindestens sechs bis acht Wochen
(Herstellerangaben) zurtickliegt (gB2-Non-Responder)

recomBlot CMV IgG positiv ohne Bandennachweis gegen p150 und gB2

+ recomBlot CMV IgM positiv

= Verdacht auf CMV-Primarinfektion innerhalb der ersten sechs bis acht
Wochen nach Infektion (Herstellerangaben)

recomBlot CMV IgG positiv mit Bandennachweis gegen gB2 (mindestens

schwache Intensitat) + recomBlot CMV IgM positiv oder bereits negativ

= Verdacht auf CMV-Infektion, die mindestens sechs bis acht Wochen
zurUckliegt

recomBlot CMV IgG positiv mit isoliertem Bandennachweis gegen p150

(evtl. Reaktivitat gegen gB1 und/oder gB2) + recomBlot CMV IgM meist

negativ (persistierender Titer gegen p150 moglich)

= Verdacht auf zuriickliegende CMV-Infektion (in der Regel langer als

sechs Monate)
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Zur Interpretation des recomBlots ware noch anzumerken, dass Antikdrper
gegen p150 in der Regel bei jeder CMV-Infektion nachweisbar sind (mit
Ausnahme einer unmittelbar nach Erstinfektion abgenommenen Probe). Meist
sind bei Erstinfektion neben Antikérpern gegen pl150 auch Antikérper gegen
IE1, CM2 und p65 vorhanden, aber keine Antikdrper gegen gB2. Fir eine
langer zurtckliegende Infektion (mehr als sechs Monate) sprechen
Bandennachweise gegen p150 und Glykoproteine (gB1 und gB2) ohne sonstige
Reaktivitdaten im IgG und ein negatives IgM-Ergebnis. Bei Anwesenheit von
gB2-Antikorpern kann eine CMV-Infektion wahrend der letzten sechs bis acht
Wochen nach Herstellerangaben mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen
werden, da diese frilhestens nach dieser Zeitspanne synthetisiert werden.
Antikdrper gegen gBl koénnen hingegen schon bereits eine Woche nach
Serokonversion auftreten. Im Falle, dass nur Antikorper gegen gB1 vorhanden
sind, kann es sich somit entweder um eine Erstinfektion mit extrem fruher
Antikdrperbildung gegen gB1 handeln oder um eine zurlckliegende Infektion
eines gB2-Non-Responders. Die Wahrscheinlichkeit einer negativen Reaktivitat
gegen gB1 und/oder gB2 bei zuriickliegender Infektion besteht zu etwa 20
Prozent (Herstellerangaben). Zur Unterscheidung von einer Priméarinfektion
kann in einem gB-Non-Responder-Fall die Bestimmung der Aviditdt einen
entscheidenden Beitrag leisten. Eine groRe Schwierigkeit liegt in der
serologischen Diagnostik reaktivierter Infektionen, aber eine lange andauernde
hohe 1gG-Reaktivitdt gegen p150, gegen gB1 und gB2 sowie gegen CM2, p65
und IE1, bei positivem IgM-Ergebnis, kdnnten auf eine Reaktivierung hinweisen.
Uber die Bestimmung der Aviditat ist haufig eine zusétzliche Eingrenzung des
Infektionszeitpunktes maoglich aufgrund der unterschiedlichen Aviditatsreifung
der einzelnen Antikérper. Wichtig ist hierbei jedoch, dass dafir nur die
Aviditatsreifung der Antikorper gegen IE1, p150 und CM2 betrachtet wird, da
die Aviditatsreifung von p65 sehr variabel und daher ungeeignet ist. Die
Aviditatsreifung der Antikdrper gegen Glykoproteine spielt eine ebenso
untergeordnete Rolle. Zur Bewertung der Aviditat wird die Intensitat der
Bandenauspragung des IgG-Streifens und des zugehorigen 1gG-Aviditats-

Streifens verglichen. Bei 50-prozentiger Intensitatsabnahme spricht man von



56 METHODEN

niedriger Aviditat, nimmt die Bandenintensitat kaum oder gar nicht ab (75 bis
100 Prozent des IgG-Streifens) spricht man von hoher Aviditat
(Herstellerangaben). Eine CMV-Primarinfektion gilt als sehr wahrscheinlich bei
einer kompletten bis starken Intensitatsabnahme von mindestens zwei der drei
Antigenbanden IE1, p150 und CM2. Sind hingegen mindestens zwei der drei
Antigenbanden hoch avide, so kann man auf eine mindestens sechs bis acht
Wochen zurickliegende Infektion schlieRen (Herstellerangaben). Bei einer
Bandenintensitat von 50 bis 75 Prozent des IgG-Streifens spricht man von
intermediarer Aviditat, hier kann keine Aussage uber den Infektionszeitpunkt
getroffen werden. Es ist wichtig zu beachten, dass die Aviditatsreifung der
Antikorper ein flieBender Prozess ist, der individuell variabel verlaufen kann.
Daher sollte auch die Interpretation der Aviditat stets im Rahmen der klinischen

Daten und den gesamten Untersuchungsergebnissen erfolgen (TAB. 33).

Tab. 33: Auswertung und Interpretation der Aviditat

Auswertung und Interpretation der Aviditat

- Komplette bis starke Intensitdtsabnahme (um mindestens 50 %) von niedrige
mindestens zwei der Antigenbanden IE1, p150 und CM2 Aviditat

- sehr wahrscheinlicher Hinweis auf eine frische Infektion

- Bandenintensitat von IE1, p150 und CM2 auf dem Aviditatsstreifen intermediare
zwischen 50 und 75% des Referenzstreifens Aviditat
- Keine bzw. geringe Intensitdtsabnahme des Aviditatsstreifens hohe Aviditat

(Bandenintensitat von 75 -100% des Referenzstreifens) von mindestens
zwei der Antigenbanden IE1, p150 und CM2

- sehr wahrscheinlicher Hinweis auf eine zurilickliegende Infektion

Eine selektive Abnahme der Intensitat der Banden p65, gB1 und gB2 ist kein Hinweis auf eine
frische Infektion, da die Reifung dieser Antikdrper nicht zuverlassig mit dem Infektionsstatus
korreliert!
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3.3.5 Evaluierung des recomBlot CMV IgG (Aviditat) und IgM

Mikrogen gibt fur den recomBlot CMV IgG/IgM im Vergleich zu einem

kommerziell verfigbaren ELISA folgende Daten an:

Tab. 34: Herstellerangaben zur Sensitivitat und Spezifitat des recomBlot CMV IgG/IgM

recomBlot CMV IgG Sensitivitat 99,4 %
Spezifitat 98,0 %
recomBlot CMV IgM Sensitivitat 98,3 %
Spezifitat 93,9 %

Zur Evaluierung des recomBlot CMV IgG Aviditat macht Mikrogen folgende

Angaben:

Tab. 35: Herstellerangaben zur diagnostischen Ubereinstimmung des recomBlot CMV IgG Aviditét

— Proben einer Gruppe mit einer Infektion, die eine
weniger als 14 Wochen zuriickliegende Infektion hatte

96,3%
(Patienten mit niedriger Aviditat)

— Proben einer Gruppe mit einer Infektion, die
mindestens 6 bis 8 Wochen zurticklag

98,4%
(Patienten mit hoher Aviditat)
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3.4 Grundlagen zur Auswertung
3.4.1 Referenzmethode

Eine Referenzmethode ist eine analytische Methode, die von relevanten
Fachgesellschaften als zuverlassigste Methode anerkannt ist, so dass der mit
ihr ermittelte Wert als “wahr” angesehen wird. Haufig wird der Begriff allerdings
falschlicherweise fur die verbreitetste Methode verwendet. Dies ist aber
problematisch, da auch verbreitete Methoden falsche Ergebnisse liefern kdnnen
und daher nicht einfach als ,wahr“ angesehen werden dirfen (Sysmex Xtra,
2009).

Der rekombinante Immunoblot wurde von Lazzarotto et al., 2008, als
Goldstandard der serologischen CMV-Diagnostik bezeichnet. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wird daher der rekombinante Immunoblot als

Referenzmethode festgelegt.

3.4.2 Bestimmung der Glte eines Tests

Die Entscheidung bei einer diagnostischen Fragestellung vom Typ ,positiv
versus ,negativ‘ wird meist anhand bestimmter Grenzwerte, sogenannter ,Cut-
offs®, oder auch Entscheidungsgrenzen, gefallt. Zur Bestimmung der Gite eines
Tests wird dieser dabei verglichen mit einem etablierten Test wie z.B. dem
jeweiligen ,Goldstandard®, d.h. der vermeintlich besten verfigbaren Methode,
oder einer Referenzmethode, d.h. der Methode, die explizit als Standard fur den
spezifischen Parameter definiert wurde. Der Vergleich lasst sich dabei am
besten in einer ,Vierfeldertafel* darstellen (TAB. 36). Bei einem reinen
Methodenvergleich lasst sich so die Konkordanz, d.h. die Ubereinstimmung
zweier Testergebnisse bestimmen. Dabei ist aber zu bericksichtigen, dass
auch das Ergebnis der Vergleichsmethode nicht notwendigerweise korrekt sein
muss. Wird dagegen mit einer Referenzmethode verglichen, so ist deren

Ergebnis per definitionem korrekt (Sysmex Xtra, 2009).
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Tab. 36: Allgemeine Darstellung einer Vierfeldertafel in einer Diagnosestudie

Referenzmethode (rekombinanter Immunoblot)

liegt vor liegt nicht vor
li I - . lle Test-
Alternatives |egF yor richtig positiv | falsch positiv a e. .est
: (positives Positiven
Diagnose- Testergebnis) a b (a+b)
verfahren 9
(ELISA / liegt nicht vor . L . alle Test-
CLIA) RS falsch Segatlv nchug;egatlv Negativen
Testergebnis) (c+d)
alle
alle Erkrankten | alle Gesunden
Untersuchten
(atc) (b+d) N)

Sensitivitat: Die Sensitivitat gibt an, wie haufig eine positive Probe von einem
Test auch als positiv erfasst wird. Bei geringer Sensitivitat Gbersieht der Test
viele positive Proben.

Berechnung der Sensitivitat = a / (a+c)

Spezifitat: Die Spezifitdt gibt an, wie haufig eine negative Probe von einem
Test auch als negativ erfasst wird. Eine geringe Spezifitat fuhrt zu falsch
positiven Resultaten.

Berechnung der Spezifitat = d / (b+d)

Positiver pradiktiver Wert: Der positive pradiktive Wert gibt an, wie
wahrscheinlich es ist, dass z.B. eine bestimmte Krankheit bzw. ein definierter
Befund tatsachlich vorliegt, wenn ein Test positiv war.

Berechnung der positiven pradiktiven Werts = a / (a+b)

Negativer pradiktiver Wert: Der negative pradiktive Wert gibt an, wie
wahrscheinlich es ist, dass bei einem negativen Testergebnis auch tatsachlich
nicht die gesuchte Krankheit bzw. der definierte Befund vorliegt und
ausgeschlossen werden kann (Sysmex Xtra, 2009).

Berechnung des negativen pradiktiven Werts = d / (c+d)



60 ERGEBNISSE

4 ERGEBNISSE

4.1 Studiendesign

In Kooperation des Instituts fur Medizinische Virologie des Universitatsklinikums
Tldbingen (UKT) mit der Universitats-Frauenklinik sowie der Abteilung Neonato-
logie des UKT wurde eine prospektive klinische Studie durchgefihrt, in die alle
Mutter, die in der Frauenklinik des UKT entbanden, mit eingeschlossen wurden,
sowie alle von ihnen entbundenen Babies. Die Mutter wurden im n&heren
Zeitraum des Geburtsvorgangs auf ihren CMV-Serostatus (IgG (ABB. 9), IgM
und IgG-Aviditat (ABB. 10)) gescreent, unter Verwendung verschiedener
Methoden wie 1gG/IgM-ELISA von Medac (Deutschland) sowie IgG/IgM-CLIA
und IgG-CLIA-Aviditat von DiaSorin (Italien).

Als Referenztest bei Vorliegen eines diskordanten CMV-IgG-Befundes diente
der rekombinante Immunoblot (Mikrogen, Deutschland). Bei Vorliegen einer
grenzwertigen oder positiven IgM-Reaktivitat in einem ELISA oder CLIA wurde
ebenfalls ein rekombinanter IgM-Immunoblot durchgefuhrt. Zusatzlich wurde
jede positive IgM-Reaktivitat mittels rekombinantem IgG-Aviditats-Immunoblot
geprift. Auch bei Nachweis eines CLIA-Aviditatsindizes < 0,4 wurde jeweils ein

rekombinanter IgG-, Aviditats- und IgM-Immunoblot durchgefihrt.

Das EDTA-Nabelschnurblut der neugeborenen Kinder seropositiver Mitter
wurde mit CMV-Pool-PCR analysiert und im Falle eines positiven Ergebnisses
wurden zur Bestatigung eigens dafur vorbereitete Nabelschnurtrockenblutkarten
(Tag O postpartal) verwendet. Zeigte die Nabelschnurtrockenblutfilterkarte
(Tag 0) ein positives PCR-Ergebnis wurde tber die Neonatologie eine Guthrie-
Karte (Tag 3 postpartal) angefordert. War diese ebenfalls positiv, galt das
Neugeborene als bestétigt kongenital CMV-infiziert. Weiterhin wird im Falle
eines infizierten Neugeborenen der Kklinische sowie virologische Status
longitudinal dokumentiert und die weitere Entwicklung des infizierten Babies in

neonatologischer Betreuung verfolgt.



ERGEBNISSE 61

Maternaler CMV-IgG-Serostatus bei Geburt

CMV-IgG-ELISA (Medac)
CMV-IgG-CLIA (DiaSorin)

|
[ [
- -
keine weitere Untersuchung
der NTFK

Abb. 9: Studiendesign zur Abklarung des maternalen CMV-lgG-Serostatus bei Geburt in der

Beobachtungszeit vom 1. Januar 2008 bis 31. Dezember 2008

Maternaler CMV-IgM-Serostatus bei Geburt

CMV-IgM-ELISA (Medac)
CMV-Ig M-CLIIA (DiaSorin)

I
beide negativ

[
CLIA-Aviditat > 0,4

keine weitere Serologie rekombinanter IgM-IB

* Aufgabe dieser Arbeit CLIA-Aviditatsindex < 0,4

Abb. 10: Studiendesign zur Abklarung des maternalen CMV-IgM-Serostatus bei Geburt in der

Beobachtungszeit vom 1. Januar 2008 bis 31. Dezember 2008

Bei Unklarheiten und Abweichungen, die im Rahmen des Screenings mittels

der verwendeten Methoden des ELISAs von Medac und CLIAs von DiaSorin

auftraten, wurde zur Abklarung der rekombinante Immunoblot von Mikrogen

durchgefiuhrt. AuBerdem wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit bei allen

CLIA-IgG-Aviditatswerten < 0,4 sowohl ein rekombinanter IgM-Immunoblot als

auch ein IgG-Aviditats-immunoblot durchgefiihrt, denn die Grenze zwischen

nieder- und hoch aviden Indizes erstreckt sich Uber einen sehr schmalen

Korridor (> 0,2 und < 0,3).
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Der Umfang der korrespondierenden Mutter-Kind-Paare wurde auf 5000
festgelegt, der Zeitraum der hier evaluierten Daten erstreckt sich allerdings nur
vom 01. Januar 2008 bis zum 31. Dezember 2008 und umfasst 1564
evaluierbare Mutter-Kind-Paare mit 1604 Neugeborenen, darunter 40

Zwillingspaare (ABB. 11).

4.2 Maternale Seropravalenz bei Geburt
Zum Zeitpunkt der Geburt wiesen 815 der 1564 Mutter ein negatives CMV-IgG

auf, far die korrespondierenden 837 Neugeborenen, darunter 22 Zwillinge,
bestand somit keine Gefahr einer kongenitalen CMV-Infektion (ABB. 11). Dies
bedeutet allerdings auch, dass 52,1 Prozent der hier untersuchten Mutter im
Falle einer weiteren Schwangerschaft dem Risiko einer CMV-Neuinfektion
ausgesetzt sind, und somit auch einem erhoéhten Risiko auf kongenitale

Ubertragung.

Bei 749 der 1564 Mdtter lie sich zum Geburtszeitpunkt ein positives CMV-IgG
detektieren, die korrespondierenden 767 Neugeborenen, darunter 18 Zwillinge,
hatten somit ein theoretisches Risiko, kongenital CMV-infiziert zu sein. Die
CMV-IgG-Seropravalenz betrug demzufolge bei allen in die Studie einge-

schlossenen Mittern 47,9 Prozent.

Gesamtzahl evaluierbarer Mutter-Kind-
Paare bei Geburt:

1564 Mutter (100%)
1604 Neugeborene (40 Zwillinge)

CMV-IgG negative Mtter: CMV-IgG positive Mutter:
N = 815/1564 N = 749/1564
52,1% 47,9%
837 Neugeborene (22 Zwillinge) 767 Neugeborene (18 Zwillinge)

Abb. 11: Mdatterliche Seropravalenz bei Geburt im Beobachtungszeitraum 1. Januar 2008 bis
31. Dezember 2008
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Die CLIA-Aviditatsindizes aller im CLIA als IgG-positiv ermittelten Frauen
(insgesamt 738) verteilen sich tber den gesamten mdglichen Bereich zwischen
0,01 und 0,99 (ABB. 12). Bei den Miittern, bei denen der IgG-CLIA ein vom
rekombinanten IgG-Immunoblot als Referenztest abweichendes negatives oder
grenzwertiges Ergebnis hervorbrachte, konnte auch der CLIA-Aviditatsindex
nicht bestimmt werden. Die Verteilung aller ermittelten CLIA-Aviditatsindizes
ahnelt einer leicht zu héheren Aviditatswerten verschobenen Normalverteilung
mit einer Haufung der Aviditatswerte zwischen 0,5 und 0,6. Auffallig ist die

geringe Anzahl an Werten unter 0,2.

Verteilung der CLIA-IgG-Aviditatsindizes
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Abb. 12: Verteilung der CLIA-IgG-Aviditatsindizes von 738 der 749 |gG-seropositiven Mitter

* Bei diesen elf Muttern konnte aufgrund von grenzwertigen oder negativen CLIA-IgG-Resultaten
kein Aviditatsindex ermittelt werden.
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4.3 Maternale IgG-Seronegativitat

Alle 815 IgG-seronegativen Miutter wiesen in den beiden standardmafig
angewandten Tests ELISA und CLIA ein negatives CMV-IgM auf. In 805 Fallen
stimmten sowohl IgG- als auch IgM-Status in ELISA und CLIA Uberein, das
bedeutet, in 98,8 Prozent der untersuchten maternalen Seren waren die
ermittelten Ergebnisse konkordant. Bei zehn Mduttern ergaben sich
Abweichungen der beiden Tests fir den IgG-Status, davon wurden in sechs
Fallen bei negativem IgG-CLIA im ELISA von Medac positive (ein Fall)
beziehungsweise grenzwertige (funf Falle) IgG-Ergebnisse detektiert. Bei drei
Miuttern zeigte der CLIA von DiaSorin bei negativem IgG-ELISA ein positives
(zwei Falle) oder grenzwertiges (ein Fall) Ergebnis auf (TAB. 37 und TAB. 38).
Ein Fall ergab bei grenzwertigem IgG-ELISA (und bei einer Wiederholung des
IgG-ELISAs sogar positiven Ergebnisses) sowie positivem IgG-CLIA ein
negatives IgG-Ergebnis im rekombinanten IgG-Immunoblot. Alle zehn in den
Screeningtests unklaren Falle wurden durch den rekombinanten IgG-

Immunoblot von Mikrogen Uberprift und als negativ verifiziert.

Tab. 37: Konstellationen diskrepanter Falle mit negativem IgG im rekombinanten Immunoblot

IgG negativ im lgG-CLIA
rek Immunoblot negativ grenzwertig positiv Summe
negativ 0 1 2 3
IgG-ELISA | grenzwertig 5 1 6
positiv 1 0 0 1
Summe 6 1 3 10
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Tab. 38: Ubersicht iiber Abweichungen fir den IgG-Serostatus von seronegativen Miittern im
rekombinanten IgG-Immunoblot

H- rek 1gG- rekombinanter IgG-Immunoblot
Nr IgG-ELISA IgG-CLIA
Nummer Immunoblot | |1 p150 | cM2 | p65 | gB1 | gB2

1 1280 negativ positiv negativ (/] (/] ] +/- +/- (/]
2 1314 negativ positiv negativ a a (0]

3 4369 negativ grenzwertig negativ (/] (/] (0] (/] (/] (/]
4 3140 g r&)nozsvvit?\;;ig positiv negativ (/] +/- ] (/] (/] (/]
5 720 grenzwertig negativ negativ a a (/] a (0] (/]
6 4560 grenzwertig negativ negativ (/] (/] /] (/] (/] (/]
7 669 grenzwertig negativ negativ (0] +/- %] (0] (/] @
8 1163 grenzwertig negativ negativ (0] (0] 1%} (0] (/] (/]
9 2278 grenzwertig negativ negativ (0] a %] a (/] @
10 2683 positiv negativ negativ (0] (/] 1%} (/] (/] (/]

In dieser Gruppe wurden alle in den beiden

Standard-Screeningtests 1gG-

ELISA sowie IgG-CLIA durch diskrepante IgG-Ergebnisse auffallige Matter auf
ihre AU-Werte (ELISA) bzw. IE-Werte (CLIA) tberprtft. Eine Zusammenstellung

dieser Werte zeigt TAB. 39.

Tab. 39: Zusammenstellung ermittelter AU- bzw. IE-Werte bei diskrepanten IgG-Ergebnissen der
Screeningtests ELISA und CLIA bei negativem IgG-Ergebnis im rekombinanten IgG-Immunoblot

Nr H- IgG-ELISA IgG-CLIA
Nummer Ergebnis AU-Werte* (AU/mL) Ergebnis | IE-Werte* (IE/mL)

1 1280 negativ 0,12 positiv 3,0
2 1314 negativ 0,01 positiv 7,3
3 4369 negativ 0,03 grenzwertig 0,52
4 3140 grenzwertig / positiv 0,65/0,79 positiv 1,1
5 720 grenzwertig 0,46 /0,49 negativ <0,2
6 4560 grenzwertig 0,51 negativ <0,2
7 669 grenzwertig 0,54 negativ <0,2
8 1163 grenzwertig 0,61 negativ <0,2
9 2278 grenzwertig 0,50 negativ <0,2
10 2683 positiv 1,7 negativ <0,2

* Grenzbereich fir IgG-ELISA: 0,45 - 0,65 AU/mL; Grenzbereich fur IgG-CLIA: 0,4 - 0,6 IE/mL (siehe
auch Kap. 3.1.1.1 und Kap. 3.2.1.1)
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Bei Seronegativitat der Mitter gab es somit nur in 1,2 Prozent der untersuchten
Seren diskrepante Ergebnisse, dies entspricht einer Konkordanz des IgG-
ELISAs und des IgG-CLIAs von 98,8 Prozent. Dabei schnitt der 1gG-CLIA mit
nur vier vom rekombinanten IgG-Immunoblot abweichenden Ergebnissen
besser ab als der IgG-ELISA mit sieben vom IgG-Immunoblot abweichenden
Ergebnissen (ABB. 13).

IlgG-negative Mutter
N = 815 (100%)
837 Neugeborene (22 Zwillinge)
1

805 konkordant 6 diskordant 3 diskordant 1 diskordant*
IgG-negativ ELISA IgG- ELISA IgG-negativ ELISA IgG-
in ELISA und CLIA positiv/grenzwertig CLIA IgG- grenzwertig und
(98,8%) CLIA IgG-negativ positiv/grenzwertig CLIA IgG-positiv
|
p
Keine weitere 10x lgG-negativ im
Untersuchung rekombinanten IgG-Immunoblot

= nur 1,2 Prozent aller seronegativen Miitter zeigten ein diskrepantes Ergebnis in den
beiden serologischen Tests ELISA und CLIA

Abb. 13: Ubersicht iiber konkordante und diskrepante Ergebnisse seronegativer Miitter und
Verifizierung via rekombinantem IgG-Immunoblot

* Sonderfall, siehe Kap. 4.3.1

4.3.1 Sonderfall: Grenzwertiger bzw. positiver IgG-ELISA sowie
positiver IgG-CLIA bei negativem IgG im rekombinanten IgG-
Immunoblot

(Fall 4, TaB. 38, TAB. 39, TAB. 40)

Ein besonderer Fall aus der Gruppe diskordant seronegativer Mutter soll hier
nochmals gesondert betrachtet werden. Es handelt sich hier um eine Mutter, die
zunachst im IgG-ELISA ein grenzwertiges Resultat sowie ein positives 1gG-
Ergebnis im 1gG-CLIA aufwies. Der zur Kontrolle durchgefiihrte rekombinante

IgG-Immunoblot zeigte hier jedoch ein eindeutig negatives Ergebnis, es war nur
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eine Andeutung einer pl50-Bande zu erkennen. Bei einer wiederholten
Untersuchung der Screeningtests konnte mit einem AU-Wert von 0,79 AU/mL
sogar ein positives IgG-Resultat im ELISA detektiert werden. Aufgrund der
Besonderheit dieser Befund-Diskrepanz wurden in diesem Fall weitere (im Jahr
2008 zunachst nicht routinemafllig angewendete) serologische Tests
durchgefuhrt, auf diese hier aber nicht naher eingegangen werden soll. Eine
Ubersicht aller bei diesem Fall retrospektiv durchgefiihrten Untersuchungs-

ergebnisse ist in folgender Tabelle dargestellt (TAB. 40).

Tab. 40: Ubersicht aller durchgefiithrten Untersuchungen im Fall H3140 (AF 71085247)

Analyt Methode | Einheit Ergebnis Kommentar
CMV rek 1gG B negativ Kein Nachweis einer CMV-
Immunoblot 9 spezifischen Reaktivitat
CMV-IgM-ELA Medac ELISA negativ
Wiederholter Nachweis von
grenzwertig / CMV IgG im ELISA:

CMV-IgG-ELISA Medac | ELISA positiv 0,65 (grenzwertig) sowie

0,79 (positiv)

CMV (IgG + IgM)

Gesamt-Enzygnost ELISA I

CMV-IgG-Enzygnost ELISA negativ

CMV-IgG-CMIA CMIA positiv

CMV-IgG quant. CMIA CMIA AU/mL 21,7

CMV-IgG-CLIA CLIA positiv

CMV-IgG quant. CLIA CLIA IE/mL 1,1

CMV-lgG-Aviditat-CLIA CLIA nicht auswertbar

CMV-IgM-CLIA CLIA negativ

CMV-IgG-ECLIA ECLIA AU/mL negativ 0,15 (negativ bei < 0,5)

CMV-IgM-ECLIA ECLIA negativ <0,7 COl
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Insgesamt zeigen hier demnach sowohl IgG-ELISA von Medac, 1gG-CLIA von
DiaSorin sowie der CMV-lgG-CMIA von Abbott falsch positive Resultate bei der
Bestimmung des IgG-Serostatus auf. Im rekombinanten IgG-Immunoblot von
Mikrogen zeigt sich hingegen keine CMV-spezifische Reaktivitat, dies wird
unterstitzt durch ebenfalls negative 1gG-Resultate des CMV-IgG-ECLIAs von
Roche und des IgG-Enzygnosts sowie des Gesamt-Enzygnosts (IgG und IgM).
In dem skizzierten Fall konnte durch weitere sequentielle Untersuchungen bis
ins Jahr 2012 eindrucksvoll demonstriert werden, dass alle diskrepante Befunde
uber vier Jahre hinweg konstant blieben. Eine schwangerschaftsbedingte
Fehlreaktivitdt sowie Kreuzreaktivitaten mit Parvo-Virus B19 und EBV konnten

ausgeschlossen werden.
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4.4 Maternale IlgG-Seropositivitat ohne IgM-Detektion

Bei 749 aller 1564 in der Studie untersuchten Mutter konnte ein positiver 1gG-
Status festgestellt werden, dies entspricht einer CMV-lIgG-Seropravalenz von
47,9 Prozent. Die Detektion eines positiven CMV-IgGs bedeutete, dass die 767
zugehorigen Neugeborenen (einschlieBlich 18 Zwillingspaaren) mittels

gepoolter nested PCR auf eine kongenitale CMV-Infektion gescreent wurden.

Aus der Gruppe der 749 IgG-seropositiven Mutter konnte bei 107 Frauen ein
positiver IgM-Nachweis detektiert werden (drei Frauen davon fraglich), die
Majoritdt von 642 (85,7 Prozent) der Frauen zeigte sich als IgM-negativ
(ABB. 14). Bei 619 Muttern mit positivem 1gG sowie negativem IgM stimmten die
Ergebnisse in den beiden Screeningtests ELISA (Medac) und CLIA (DiaSorin)
sowohl fur den IgG- als auch fur den IgM-Status Uberein. In 17 Fallen gab es
allerdings Abweichungen bei der Bestimmung des IgMs in den beiden
Standardtests ELISA und CLIA, diese konnten mittels Durchfihrung des
rekombinanten IgM-Immunoblot als negativ verifiziert werden. Bei sechs Frauen
stimmten ELISA und CLIA bei der Bestimmung des IgGs nicht Uberein, hier

wurde via rekombinantem IgG-Immunoblot der positive IgG-Status bestéatigt.

IgG-positive und IgM-negative Mitter
N = 642 (100%)
655 Neugeborene (13 Zwillinge)

| |
619 konkordant 17 diskordant 4 6 diskordant )
IgG-pos und IgM-neg IlgG-pos / lgM-pos oder IlgG-neg oder grenzwertig /
in ELISA und CLIA (96,4%) gzl IgM-neg

in ELISA oder CLIA (2,7%) \in ELISA oder CLIA (0,9%)/

17x IgM negativ im ( 6x 1gG positivim
rekombinanten IgM- rekombinanten IgG-
Immunoblot Immunoblot
- J

=>» 85,7 Prozent (642/749) aller IgG-positiven Mittern sind IgM-negativ!

Abb. 14: Seropositive Mutter ohne IgM-Detektion im Beobachtungszeitraum 1. Januar 2008 bis
31. Dezember 2008
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4.4.1 Konkordant IgG-positive/lgM-negative Mitter

Zu den insgesamt 619 von 642 (96,4 Prozent) 1gG-positiven/IgM-negativen
Mittern, bei denen ELISA (Medac) und CLIA (DiaSorin) ein Ubereinstimmendes
Ergebnis sowohl fir den IgG- als auch fiir den IgM-Antikdrperstatus ergaben,
wurden auch fanf Muatter hinzugezahlt, die im IgG-CLIA grenzwertig positive
Ergebnisse aufzeigten, diese konnten jedoch nach Durchfihrung des rekombi-
nanten IgG-Immunoblots als positiv verifiziert werden. Von diesen funf Mittern
konnte der CLIA-IgG-Aviditatsindex in vier Féllen aufgrund des grenzwertigen
CLIA-1gG-Befunds nicht ausgewertet werden. In einem weiteren Fall ergab der
CLIA-Aviditatsindex aus unbekannten Griinden trotz positivem CLIA-IgG-
Resultat keinen Wert. In TAB. 41 sind alle Mitter zusammen gefasst, die einen
CLIA-1gG-Aviditatsindex < 0,4 aufzeigten (insgesamt 37 von 619, entsprechend
sechs Prozent). Der IgG-Status dieser 37 Mutter war in allen drei Tests (ELISA,
CLIA und rekombinanter IgG-Immunoblot) Gbereinstimmend positiv und wird in

der Tabelle aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht aufgefihrt.

Tab. 41: Ubersicht tiber IgM-Serostatus und Aviditat konkordant IgG-positiver/IgM-negativer Miitter
mit CLIA-Aviditatsindex < 0,4

H- rek. IgM- CLIAIgG rel.<..lg.G-
Nr Nummer IgM-ELISA IgM-CLIA Immunoblot Aviditats- Aviditats-
Index Immunoblot
1 1208 negativ negativ negativ 0,21 m
2 3549 negativ negativ negativ 0,21 hoch
3 3367 negativ negativ negativ 0,22 m
4 2562 negativ negativ negativ 0,25 hoch
5 127 negativ negativ negativ 0,25 hoch
6 2801 negativ negativ negativ 0,28 hoch
7 3528 negativ negativ negativ 0,28 hoch
8 4149 negativ negativ negativ 0,28 hoch
9 1956 negativ negativ negativ 0,29 intermediar
10 83 negativ negativ negativ 0,29 hoch
11 792 negativ negativ negativ 0,30 hoch
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H- rek. IgM- CLIAIgG relf..lg.G-
Nr Nummer IgM-ELISA IgM-CLIA Immunoblot Aviditats- Aviditats-
Index Immunoblot
12 3979 negativ negativ negativ 0,31 hoch
13 1735 negativ negativ negativ 0,32 hoch
14 2611 negativ negativ negativ 0,32 hoch
15 3128 negativ negativ negativ 0,33 hoch
16 2675 negativ negativ negativ 0,33 hoch
17 2678 negativ negativ negativ 0,35 hoch
18 1801 negativ negativ negativ 0,35 intermediar
19 1385 negativ negativ negativ 0,35 hoch
20 2245 negativ negativ negativ 0,36 hoch
21 2021 negativ negativ negativ 0,36 intermediar
22 3419 negativ negativ negativ 0,36 hoch
23 1359 negativ negativ negativ 0,36 hoch
24 1380 negativ negativ negativ 0,37 hoch
25 551 negativ negativ negativ 0,37 hoch
26 141 negativ negativ negativ 0,37 hoch
27 1185 negativ negativ negativ 0,37 hoch
28 1430 negativ negativ negativ 0,38 hoch
29 1689 negativ negativ negativ 0,38 hoch
30 367 negativ negativ negativ 0,38 hoch
31 4091 negativ negativ negativ 0,38 hoch
32 2845 negativ negativ negativ 0,40 hoch
33 839 negativ negativ negativ 0,40 hoch
34 2032 negativ negativ negativ 0,40 hoch
35 3178 negativ negativ negativ 0,40 hoch
36 3545 negativ negativ negativ 0,40 hoch
37 1166 negativ negativ negativ 0,40 hoch
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4.4.1.1 Vergleich der Aviditat konkordant IgG-positiver/lgM-negativer
Mutter

Zur Auswertung des CMV-IgG-Aviditatsstatus wurde bei 614 der 619
konkordant IgG-positiven und IgM-negativen Mutter der CLIA-IgG-Aviditats-
index ermittelt (in vier Fallen war der Aviditatsindex aufgrund eines
grenzwertigen CLIA-IgG-Befunds und in einem Fall aus unbekannten Grinden
nicht auswertbar). Bei allen Muttern, die einen CLIA-IgG-Aviditatsindex < 0,4
aufwiesen, wurde ein rekombinanter IgG-Aviditats-Immunoblot sowie ein
rekombinanter IgM-Immunoblot durchgefiihrt. Dies war bei 37 der 614 Frauen,
deren CLIA-IgG-Aviditatsindex ausgewertet werden konnte, der Fall. Bei den
restlichen 577 Frauen ergab sich ein Aviditatsindex > 0,4. Das bedeutet, dass
nur sechs Prozent der konkordant IgG-positiven/IgM-negativen Mdutter einen
CLIA-Aviditatsindex < 0,4 aufwiesen, wahrend dieser in 94 Prozent der
ermittelten Aviditatswerte Uber 0,4 lag. Bemerkenswert ist, dass der niedrigste
Wert des CLIA-IgG-Aviditatsindizes in dieser Gruppe der konkordant IgG-
positiven/IgM-negativen Mutter bei 0,21 lag, es gab keinen einzigen Wert, der
nach der Definition des Indizes einer niedrigen Aviditat (< 0,2) entsprochen
hatte (wohingegen in der Gruppe der IgM-positiven Mitter einige Werte unter
0,2 lagen). Nur in elf Fallen befand sich der Aviditatsindex im Bereich zwischen
0,2 und 0,3, die Gruppe der Mutter mit Aviditatsindizes in der Subklasse
zwischen 0,3 und 0,4 war mit 26 Fallen deutlich gro3er. In den Aviditatsindex-
Bereich zwischen 0,4 und 0,5 lieRBen sich 117 Falle einordnen, 152 fielen in den
Bereich zwischen 0,5 und 0,6, danach sanken die Zahlen der Falle pro
Aviditats-Subklasse wieder. Die Verteilung &hnelt somit einer Normalverteilung
im Sinne einer Gaul3’schen Glockenkurve (ABB. 15) mit einem leichten Knick im
Ubergang des Bereichs zwischen 0,3 und 0,4 zum Bereich zwischen 0,4 und
0,5.
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Verteilung der CLIA-IgG-Aviditatsindizes
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Abb. 15: Verteilung der CLIA-IlgG-Aviditatsindizes in der Gruppe der insgesamt 619 konkordant
IgG-positiven/lgM-negativen Mitter

*aufgrund grenzwertiger CLIA-IgG-Resultate bzw. in einem Fall aus unbekannten Griinden

Beim Vergleich des CLIA-IgG-Aviditatsindizes mit dem Aviditatstest des
rekombinanten IgG-Immunoblots lieBen sich im intermediar aviden Bereich
(gemaR CLIA-Aviditatsindex) wenige Ubereinstimmungen finden. Die elf Miitter,
die - nach Definition der Grenzen des CLIA-Aviditatsindizes - einen intermedi-
aren Antikorperstatus im CLIA aufwiesen, zeigten im rekombinanten
Immunoblot in acht Fallen hoch avide, in einem Fall intermediér avide und in
zwei Fallen niedrig avide Antikorper auf. Das bedeutet, dass nur in 9,1 Prozent
der Falle, die einen CLIA-Aviditatsindex im intermediaren Bereich aufwiesen,
eine Ubereinstimmung mit dem rekombinanten 1gG-Aviditats-Immunoblot
gegeben war. Mit ansteigendem Aviditatsindex nahm aber auch der Grad der
Konkordanz zu. So stimmte der Aviditatsstatus beider Tests im definitions-
gemal bereits hoch aviden Bereich zwischen 0,3 und 0,4 bei 24 von 26 Miittern
Uberein, bei zwei Muttern konnten im rekombinanten IgG-Aviditats-lmmunoblot
intermediar avide Antikorper detektiert werden. Dies entspricht einer

Konkordanz in diesem Bereich von 92,3 Prozent.

Eine Veranschaulichung der Aufteilung der CLIA-Aviditatswerte in die Kate-
gorien < 0,4 und > 0,4 und die zugehoérigen Resultate des rekombinanten

Aviditats-immunoblots zeigt ABB. 16.
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Konkordant IgG-positive/
IgM-negative Mutter

N = 619 (100%)
632 Neugeborene (13 Zwillinge)

CLIA-Aviditatsindex < 0,4 CLIA-Aviditatsindex CLIA-Aviditatsindex > 0,4
N = 37 (6,0%) nicht auswertbar N = 577 (93,2%)
N =5 (0,8%)
| rek Aviditats-1B | | rek Aviditats-1B |
niedrig avide AK intermediar avide hoch avide AK hoch avide AK nicht getestet
N = 2 (5,4%) AK N = 32 (86,5%) N = 6 (1,0%) N = 571 (99,0%)
N = 3 (8.1%)

Abb. 16: Veranschaulichung der Verteilung der CLIA-Aviditatsindizes und der zugehérigen
Aviditatsresultate des rekombinanten Immunoblots bei konkordant IgG-positiven/IlgM-negativen
Muttern

In obiger Darstellung wird deutlich, dass die Anzahl an Resultaten mit niedriger
oder intermediarer Aviditat im rekombinanten Immunoblot sehr gering ist. Aber
auch die Anzahl der Frauen mit Aviditatsindizes < 0,4 ist im Vergleich zu
hoheren Aviditatsindizes (> 0,4) sehr klein und entspricht nur 6,0 Prozent der
Frauen in dieser Gruppe. Aufgrund der dieser Arbeit zu Grunde liegenden
Aufgabenstellung (Uberpriifung aller Frauen mit CLIA-Aviditatsindizes < 0,4 via
rekombinantem IgM- und Aviditats-immunoblot) wurde hier eine grol3e Anzahl
an Frauen (571) nicht im rekombinanten Immunoblot getestet, da ihr

Aviditatsindex auf3erhalb des zu Uberprifenden Bereichs lag.

Eine Betrachtung der Einzelreaktivitdten der rekombinanten IgG- und Aviditats-
Immunoblots sowie auch der Glykoprotein-B-spezifischen IgG-Antikdrper-

reaktivitat erfolgt in TAB. 42.
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Tab. 42: Vergleich der Aviditat konkordant IgG-positiver/lgM-negativer Mutter im Detail und
Betrachtung Glykoprotein-B-spezifischer IgG-Antikdrperreaktivitat

H CLIA-1IgG- rek. 1gG- rekombinanter IgG-Immunoblot / Aviditat
Nr Aviditats- Aviditats-
Nummer
Index Immunoblot IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2
(] + ++ + ++ +/-
1 1208 0,21 niedrig
7 +- + +- +- 7
++ +++ +++ +++ ++ ++
2 3549 0,21
++ +++ +++ ++ ++ +
++ + ++ + ++
3 3367 0,22 niedrig g
++ (%) + + ++ ()
+/- ++ (%] + ++ ++
4 2562 0,25 hoch
+/- ++ (%] +/- + ++
(] ++ (%] (] ++ +
5 127 0,25 hoch
(%] ++ (%) (%] ++ +
+ +++ +++ ++ +++
6 2801 0,28 hoch u
+ ++ ++ + +/- @
+ ++ +++ + ++ ++
7 3528 0,28 hoch
+ + ++ + + +
+++ +++ ++ ++ +4
+++ +++ + + ++ (%]
(%] ++ + (%] ++ ++
9 1956 0,29 intermediar
(] +- (%] (] ++ +
+ +++ + + +4
w| s | oz noch [ ]
+ +++ +/- (%] + (%)
(1] +++ + ++ +++ +++
11 792 0,30 hoch
(] +++ +/- ++ +++ +++
++ ++ ++ +++ +++ ++
12 3979 0,31 hoch
++ ++ ++ ++ ++ ++
+ -+ +/- +/- ++
13 1735 0,32 hoch u
+ ++ (%] +/- + (%]
(] ++ (] ++ +++ +++
14 2611 0,32 hoch
(] ++ (%] + +++ +++
++ +++ ++ ++ +++ 4t
15 3128 0,33 hoch
++ +++ + + +++ +++
(] +++ + ++ ++ +++
16 2675 0,33 hoch
(%] +++ +- + + ++
++ -+ +/- + ++ +++
17 2678 0,35 hoch
++ +++ (%] +/- ++ ++
+/- ++ + ++ ++ +
18 1801 0,35 intermediar
+/- + +/- + ++ +
+ +++ + ++ +++ AR
19 1385 0,35 hoch
+ +++ + ++ +++ +++
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H CLIA-IgG rek. IgG- rekombinanter IgG-Immunoblot/ Aviditéat
Nr ) Aviditats- Aviditats-
Nummer
Index Immunoblot IE1 p150 CM2 p65 gB1 gB2
(] ++ + (] + +
20 2245 0,36 hoch
++ + (%] + +
+ ++ ++ (] ++ +
21 2021 0,36 intermediar
+/- ++ + (%] ++ +
(] +++ (%] (] +++ ++
22 3419 0,36 hoch
(%] +++ (%) (%] +++ ++
+ ++ (%] + ++ ++
23 1359 0,36 hoch
++ (%) (%] ++ +
+/- ++ (%] + ++ +++
24 1380 0,37 hoch
+/- ++ (%] + ++ +++
+- -+ (%] (] +++ +++
25 551 0,37 hoch
+/- +++ (%] (%] +++ +++
+ +++ +++ +++ +++ 4t
26 141 0,37 hoch
+ +++ +++ ++ +++ +++
++ ++ + +++ +4 4t
27 1185 0,37 hoch
++ ++ (%) ++ ++ ++
+/- -+ +/- (] ++
28 1430 0,38 hoch g
7] ++ %) 7] + %]
(] -+ - (] ++ +++
29 1689 0,38 hoch
+++ + (%] ++ +++
+ -+ (%] +/- +/-
30 367 0,38 hoch g
+- ++ %) %) @
+ ++ + + + +4
31 4091 0,38 hoch
+ ++ + (1] + +
++ -+ +/- +/- +++ +++
32 2845 0,40 hoch
++ +++ +/- (1] +++ +++
+ ++ - +/- +++ ++
33 839 0,40 hoch
+ ++ + (1] ++ +
++ +++ ++ ++ +
34 2032 0,40 hoch ﬁ
++ ++ + + + (%)
(] -+ +/- (] +++ +++
35 3178 0,40 hoch
+++ (%] (1] +++ +++
+ -+ ++ (] + +
36 3545 0,40 hoch
+ +++ + (1] + +
++ -+ +/- ++ +++ +++
37 1166 0,40 hoch
++ +++ (%] ++ +++ +++

Einzelreaktivitaten des rekombinanten IgG-Immunoblots

Keine bzw. sehr schwache gB2-Reaktivitat

Einzelreaktivitaten des rekombinanten Aviditats-Immunoblots

Sehr starke gB2-Reaktivitét
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4.4.1.2 Betrachtung CMV-Glykoprotein-B-(gB-)spezifischer IgG-
Antikorperreaktivitat bei konkordant IgG-positiven/IgM-
negativen Muttern

Zur Betrachtung der IgG-Antikorperreaktivitat gegen Glykoprotein B wurde bei
allen 37 Mittern, die mit ihrem Aviditatsindex < 0,4 lagen, ein rekombinanter
IgG-Immunoblot sowie ein IgG-Aviditats-Immunoblot durchgefuhrt (TAB. 42).
Von diesen insgesamt 37 IgG-Immunoblots waren nur in acht Fallen keine
Antikorper gegen gB2 nachweisbar, in einem weiteren Fall war eine gB2-Bande
nur andeutungsweise erkennbar, die anderen 28 IgG-Immunoblots zeigten alle
Antikérperbanden sowohl gegen gB1 als auch gegen gB2 (ABB. 17). Bei jedem
der neun Immunoblots, in denen keine bzw. nur eine sehr schwach
ausgepréagte gB2-Bande nachweisbar war, konnten gB1-Banden nachgewiesen
werden. Die hohe Anzahl der Blots mit Glykoprotein-B-spezifischer Antikdrper-
reaktivitat lasst darauf schlieBen, dass in dieser Gruppe konkordant IgG-
positiver/lgM-negativer Mutter kaum CMV-Primarinfektionen zu finden sind.
Dies korreliert somit naturlich auch mit der Tatsache, dass die Mutter dieser
Gruppe alle IgM-negativ sind und zudem nur in zwei Fallen niedrig avide
Antikdrper im Immunoblot und gleichzeitig intermediéar avide Antikorper im CLIA
festgestellt werden konnten (Fall 1 und Fall 3 aus TAB. 42), alle weiteren Falle
zeigten mindestens intermediar oder hoch avide Antikdrper, was als Indiz fur
eine langer zurickliegende Infektion gilt. Eine Korrelation der ermittelten CLIA-
Aviditatsindizes und der Abwesenheit Glykoprotein-B-spezifischer Antikoérper
lasst sich nicht erkennen. Die Spanne der Aviditatsindizes mit nicht nachweis-
baren gB2-Antikorpern erstreckt sich von 0,21 bis 0,40, mit einer Haufung bei
0,21 bis 0,32 und dann erst wieder bei 0,38 bis 0,40. Auch bei Betrachtung des
Aviditats-lmmunoblots lassen sich keine eindeutigen Tendenzen erkennen, in
zwei Fallen tritt gB2-Abwesenheit mit niedrig aviden Antikdrpern im Immunoblot

auf, in allen weiteren sieben Fallen gemeinsam mit hoch aviden Antikorpern.
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Anzahl der Mitter mit CLIA-
Aviditidtsindex < 0,4 und daher
im rek 1gG-IB Gberprift:

N = 37 (100%)

| |
Kein bzw. sehr schwacher Schwacher bis gut Sehr starker Nachweis
Nachweis von gB2- sichtbarer Nachweis von von gB2-Reaktivitat
Reaktivitat gB2-Reaktivitat
(+++)
(D oder +/-) (+ oder ++)
N =9 (24,3%) N = 14 (37,8%) N = 14 (37,8%)

e 0,22 * 0,25 (2x) 0,32
e 0,28 (2x) e 0,28 0,33 (2x)
CLIA- e 0,29 T * 0,29 T 0,35 (2x)
Aviditatsindex . 032 Median: L . 031 Median: 0,37 (4)

. 0,38 (2x) 0.29 . 0,35 0,355 0,38
e 0,40 e 0,36 (4x) 0,40 (3x)

e 0,38
e 0,40 (2x)
= keine Korrelation erkennbar | = nur bei Al 20,3 ?! |
- keine Korrelation erkennbar
Median:
0,37
rek Aviditats-

1B e niedrig (2x) e intermediér (3x) )
e hoch (7x) e hoch (11x) ¢ hoch (14x)
J

| - keine Korrelation erkennbar | | - keine Korrelation erkennbar | = nur bei hoch
aviden Antikérpern?!

Abb. 17: Glykoprotein-B-spezifische Antikérperreaktivitdt von konkordant IgG-positiven/IgM-
negativen Mittern und ggf. Korrelation mit Aviditatsresultaten (CLIA-Aviditatsindex und
rekombinanter Aviditats-Immunoblot)

Auch wenn hier auf den ersten Blick keine eindeutige Korrelation zwischen
fehlender gB2-Reaktivitat und Aviditat zu erkennen ist, zeigt sich ein Trend zu
gleichzeitigem Auftreten von sehr starker gB2-Reaktivitat (,+++“) mit hoher
Aviditat in sowohl rekombinantem Aviditats-lmmunoblot als auch CLIA-
Aviditatsindex (TAB. 43). AulRerdem scheinen niedrig avide Antikérper (wenn
auch nur im rekombinanten Aviditats-lmmunoblot) nur gemeinsam mit einer
Abwesenheit von gB2-Reaktivitdt aufzutreten. Der Trend zu einer Korrelation
von starker gB2-Reaktivitdt und hoher Aviditat wird durch die Errechnung des

Medians der CLIA-Aviditatswerte unterstitzt. Dieser liegt bei fehlender bzw.
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sehr schwacher gB2-Reaktivitat bei einem Aviditatsindex von 0,29 und steigt
bei starkerer gB2-Reaktivitat tber 0,355 bis zu 0,37 bei sehr starker gB2-
Reaktivitat an. Das impliziert hohe Aviditat korreliert mit starker gB2-Reaktivitat.
Umgekehrt hingegen findet sich bei fehlender oder sehr schwacher gB2-
Reaktivitdt im rekombinanten IgG-Immunoblot im CLIA-Aviditatsindex in 44,4
Prozent der Falle eine diskrepante hohe IgG-Aviditat (vier von neun Fallen) und
im rekombinanten Aviditats-Immunoblot sogar in sieben von neun Féllen (77,8

Prozent).

Tab. 43: Korrelation von gB2-IgG-Antikdrperreaktivitat mit Aviditatsstatus: Trend zu gemeinsamem
Auftreten von sehr starker gB2-Reaktivitdt mit hoher Aviditat in beiden Aviditats-Tests bei
konkordant IgG-positiven/IgM-negativen Mittern

gB2-IgG- Aviditatsstatus re'fvr? dbi'tg?:_ter CLIA-
Antikorperreaktivitat via Aviditatsindex
Immunoblot
gB2 +++ > hoch 14/14 100% 14/14 100%
hoch 8/9 88,9% 5/9 55,6%
gB2 ++ >
intermediar 1/9 11,1% 4/9 44,4%
hoch 3/5 60,0% 4/5 80,0%
gB2 + >
intermediar 2/5 40,0% 1/5 20,0%
hoch 719 77,8% 4/9 44,4%
gB2 @ oder +/- - |intermediar 0/9 0% 5/9 55,6%
niedrig 2/9 22,2% 0/9 0%
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4.4.1.3 Fragliche Primarinfektion ohne IgM-Nachweis: Einzelfalle

1) CMV-Serostatus bei Geburt: Keine gB2-lgG-Reaktivitat / niedrige Aviditat
(rek IB) versus intermediare Aviditat (CLIA) / keine IgM-Reaktivitat

(Fall 3, TAB. 41, TAB. 42)

Die zum Zeitpunkt der Geburt 36-jahrige Mutter wies zwar sowohl in ELISA,
CLIA als auch im rekombinanten Immunoblot einen negativen IgM-Befund auf,
dennoch erfillte sie Kriterien, die auf eine Primarinfektion hinweisen kénnten.
Zum einen konnte bei ihr im rekombinanten IgG-Immunoblot keine Antikorper-
reaktivitat gegen gB2 nachgewiesen werden (RECOMBLOT CMV 1). Zum anderen
konnten mit einem CLIA-Aviditatsindex von 0,22 intermediar avide Antikdrper
nachgewiesen werden, wahrend im rekombinanten Aviditats-Immunoblot

niedrig avide Antikorper detektiert werden konnten.

[T oo [ ome | [wes | [aee | [ee2 |
emos |l 3o 4 i B I rek IgG-IB
— , : =
—" rek IgG-
i““f, .I 1 i — | Aviditats-IB
”aﬁ”‘,‘ 1 ] — rekIgM-IB

e

recomBlot CMV 1: H3367, Abnahmedatum 02.09.2008

An diesem rekombinanten IgG-Immunoblot ist vor allem aufféllig, dass die
pl50-Bande hier im Vergleich zu den anderen Banden nur sehr schwach
ausgepragt ist, im rekombinanten Aviditats-Immunoblot ist sie sogar ganzlich
unsichtbar. Diese Serokonstellation ist sehr selten und am ehesten als ein
Hinweis auf ein frihes Stadium der Infektion zu interpretieren. Dafir spricht
auch die Tatsache, dass keine gB2-spezifische IgG-Antikérperreaktivitét
erkennbar ist. Die zur Bewertung der Aviditat in Betracht zu ziehenden Banden
IE1, p150 und CM2 zeigen im Falle von IE1 nur eine geringe Abschwachung
der Bandenintensitat, p150 dagegen ist Uberhaupt nicht mehr sichtbar und auch
CM2 zeigt eine Intensitdtsabnahme um mindestens 50 Prozent, so dass die
Kriterien des Testherstellers fir niedrige Aviditdt (Abnahme von mindestens
zwei der drei Banden IE1, p150 und CM2 um mindestens 50 Prozent) als erfllt

betrachtet werden konnen. Dies konnte eventuell als Indiz fir eine akute
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Infektion gedeutet werden. Allerdings nicht dazu passend ist der fehlende IgM-

Nachweis in allen durchgefuhrten Tests.

2) CMV-Serostatus bei Geburt: Kaum sichtbare gB2-IgG-Reaktivitat / niedrige
Aviditat (rek 1B) versus intermediare Aviditat (CLIA) / keine IgM-Reaktivitat

(Fall 1, TaB. 41, TAB. 42)

Die bei Geburt 38 Jahre alte Mutter wurde zwar IgM-negativ getestet, wies aber
mit einem CLIA-Aviditatsindex von 0,21 und niedrig aviden Antikdrpern im
rekombinanten Aviditats-Immunoblot Indizien fir eine primare CMV-Infektion
auf (RecomBLOT CMV 2). AulRerdem konnte bei ihr nur eine sehr schwache
gB2-Antikorperreaktivitat detektiert werden. Dies und die niedrige Aviditét

sprechen fur eine Primarinfektion.

| IE1 | p150 | | CM2 | | p65 | aB1 | aB2
fomos | 8 ke SO _ rek IgG-IB
_omos 1 B3 % rek IgG-
‘;h!: : S | Aviditats-IB
_emos | ‘ : L reklgm-IB

recomBlot CMV 2: H1208, Abnahmedatum 26.03.2008

Bei der Betrachtung des rekombinanten IgG-Immunoblots fallt einem zunachst
die sehr stark gefarbte gBl-Bande auf. Besonders zu beachten ist die im
Vergleich dazu &aul3erst schwach ausgepragte pl150-Bande. Die gB2-Bande
zeigt eine kaum sichtbare Reaktivitat. Auf dem Aviditatsstreifen ist eine p150-
Reaktivitat kaum mehr zu erkennen, und auch die CM2-Bande ist im Vergleich
zur IgG-Bande um mindestens 50 Prozent abgeschwacht. Die IE1-Bande kann
in diesem Fall nicht ausgewertet werden, da sie weder im IgG- noch im
Aviditats-Blot detektierbar ist. Die Kriterien einer niedrigen Aviditat sind somit
erfillt. Im rekombinanten IgM-Immunoblot sind keine AntikGrperreaktivitdten zu
erkennen. Die Gesamtbeurteilung ist hier mit zwei Indizien, die eher fir eine
Primarinfektion sprechen und der Abwesenheit einer IgM-Reaktivitdt nicht

zweifelsfrei moglich.
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4.4.1.4 Sonderfalle von IgG-positiven/IgM-negativen Muttern

1) CMV-Serostatus bei Geburt: Keine gB2-lgG-Reaktivitat / hohe Aviditat (rek
IB) versus intermediare Aviditat (CLIA) / sehr schwache IgM-Reaktivitét

(Fall 6, TAB. 41, TAB. 42)

Bei der 28-jahrigen Mutter konnten bei einem CLIA-Aviditatsindex von 0,28 im
rekombinanten Aviditats-Immunoblot hoch avide Antikdrper aufgezeigt werden
(RECOMBLOT CMV 3). Bei sehr stark ausgepragten Banden gegen IE1, p150,
CM2, p65 und gBL1 liel3 sich keine Antikbrperreaktivitat gegen gB2 detektieren.
Im rekombinanten IgM-Immunoblot zeigten sich zwar schwache Reaktivitaten,

die Kriterien fur einen positiven Nachweis wurden jedoch nicht erfillt.

| IE1 | p150 | CM2 | | p65 | | gB1 | | gB2 |
_em11 | im W ] BN | —_ rek IgG-IB
“owiz | m = - — relge
oM12 : -
ﬁ = m Aviditats-I1B
| AN . rek IgM-IB

recomBlot CMV 3: H2801, Abnahmedatum 22.07.2008

Die IgG-Reaktivitditen gegen p150, CM2, p65 und gB1 sind im rekombinanten
IgG-Immunoblot an Intensitat kaum zu tbertreffen, was zumeist eher bei langer
zuruckliegenden Infektionen so zu sehen ist. Nicht dazu ins Bild passend ist
hingegen die fehlende gB2-Antikdrperreaktivitat. Auf dem Aviditatsstreifen ist fur
alle der drei zu betrachtenden Banden zumindest eine leichte, aber nicht mehr
als 25-prozentige, Abnahme der Intensitat zu erkennen, was nach Vorgabe des
Herstellers fur eine hohe Aviditdt spricht. Damit lasst sich der Blot nicht
eindeutig einer akuten oder langer zurtickliegenden Infektion zuordnen. Der
rekombinante IgM-Immunoblot zeigt sehr schwache Reaktivitaten gegen p150,
CM2 und p65. Diese sind jedoch nicht ausreichend intensiv ausgepragt um als
positiv bewertet zu werden. Eine eindeutige Beurteilung dieses Immunoblots ist

damit nicht mdglich.
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2) CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-IgG-Reaktivitat / intermediare Aviditat
(sowohl rek IB als auch CLIA) / sehr schwache IgM-Reaktivitat

(Fall 9, TaB. 41, TAB. 42)

Der rekombinante Immunoblot dieser bei Geburt 32-jahrigen Mutter ist
interessant, da hier im IgM-Blot p150-, CM2- und p65-Reaktivitdten detektiert
werden konnten, allerdings alle in zu schwacher Intensitéat flr einen positiven
Befund (REcOMBLOT CMV 4). Die Aviditat konnte bei einem CLIA-Aviditatsindex
von 0,29 (intermedidre Aviditat) auch im rekombinanten Immunoblot als
intermediar avide interpretiert werden. Im rekombinanten IgG-Immunoblot

zeigte sich gB2-spezifische Antikdrperreaktivitat.

| IE1 || p150 | | CM2 | | P65 | | aB1 | aB2
oMot 1 ' i B n S ek IgG-IB
PSR SR ek 1gG-
Suss | i & B Aviditiits-IB
E% - T
emos | _ __“rekIgM-IB

recomBlot CMV 4: H1956, Abnahmedatum 28.05.2008

Im rekombinanten IgG-Immunoblot zeigen sich Reaktivitaten bei p150, gB1 und
gB2, die CM2-Bande ist nur schwach ausgepragt. Beim Vergleich des IgG-
Immunoblots mit dem Aviditats-immunoblot zeigt sich eine leichte
Abschwachung der p150-Bande, die CM2-Bande ist im Aviditats-Blot nicht mehr
erkennbar. Da eine IE1-Bande weder im IgG- noch im Aviditats-Blot zu sehen
ist, kann diese zur Beurteilung der Aviditat nicht herangezogen werden. Anhand
des p150- und CM2-Musters ist daher von intermediarer Aviditat auszugehen.
Im rekombinanten IgM-Immunoblot sind in sehr schwacher Intensitdt Banden
bei p150, CM2 und p65 zu sehen, diese entsprechen aber nicht den Kriterien
eines positiven Befundes. Insgesamt sprechen hier der (fraglich) negative IgM-
Befund sowie die gB2-spezifische IgG-Antikorperreaktivitdt gegen eine
Primarinfektion, die intermediére Aviditat wéare aber ein Indiz fir eine noch nicht

abgeschlossene Reifung der Anti-CMV-Antikorper.
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4.4.2 Diskrepant IgG-positive/lgM-negative Mutter

Die Gruppe der diskrepant IgG-positiven/IgM-negativen Mitter lasst sich noch
weiter unterteilen in eine Gruppe, in der Abweichungen bei der Bestimmung des

IgM-Status auftraten, sowie eine Gruppe mit diskrepanter IgG-Serologie.

Die Gruppe der IgG-positiven/diskrepant-lgM-negativen Miutter (TAB. 45)
umfasst insgesamt 17 Miutter, bei denen Abweichungen bei der Bestimmung
des IgMs auftraten. Zu dieser Gruppe zahlen funf Frauen, die im IgM-ELISA
zwar ein negatives Resultat, im IgM-CLIA aber ein grenzwertig positives
Resultat aufzeigten. Zudem wurden sechs weitere Frauen im IgM-CLIA positiv
getestet, wahrend der IgM-ELISA ein negatives Ergebnis ergab. Drei Frauen
wiesen im IgM-ELISA ein grenzwertig positives sowie im IgM-CLIA ein positives
Resultat auf, wurden aber im rekombinanten IgM-Immunoblot als negativ
verifiziert. Bei einer Frau stimmten ELISA und CLIA mit jeweils positivem IgM-
Ergebnis Uberein, bei einer weiteren gab es ein Ubereinstimmend grenzwertig
positives IgM-Ergebnis des ELISAs und CLIAs, der rekombinante IgM-
Immunoblot zeigte jedoch ein negatives Resultat. Eine Mutter wies ein
grenzwertig positives IgM-Ergebnis im ELISA auf bei negativem IgM in CLIA
sowie rekombinantem Immunoblot. Die verschiedenen Konstellationen der

diskrepanten IgM-Ergebnisse sind in TAB. 44 dargestellt.

Tab. 44: Konstellationen diskrepanter Falle mit negativem IgM im rekombinanten Immunoblot

IgM negativ im IgM-CLIA
rek Immunoblot negativ grenzwertig positiv Summe
negativ 0 5 6 11
IgM-ELISA | grenzwertig 1 1 3 5
positiv 0 0 1 1
Summe 1 6 10 17

Dabei schneidet der IgM-ELISA mit elf von 17 richtig negativen IgM-Resultaten
(64,7 Prozent) besser ab als der IgM-CLIA mit nur einem von 17 negativen IgM-
Resultaten (5,9 Prozent).
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Tab. 45: Ubersicht iber IgM-Serostatus und Aviditat IgG-positiver/diskordant-lgM-negativer Miitter

| omer | LS | s | IO . | e e
Index

1 2791 negativ grenzwertig negativ 0,24 hoch
2 1432 grenzwertig positiv negativ 0,29 hoch
3 3096 negativ positiv negativ 0,30 hoch
4 1892 negativ grenzwertig negativ 0,31 kein Material
5 igi; negativ positiv negativ 0,34 hoch
6 3168 grenzwertig positiv negativ 0,37 hoch
7 3593 negativ positiv negativ 0,43 intermediar
8 3733 negativ positiv negativ 0,45 hoch
9 4404 grenzwertig positiv negativ 0,52 hoch
10 4098 negativ positiv negativ 0,54 hoch
11 841 grenzwertig negativ negativ 0,55 hoch
12 845 positiv positiv negativ 0,57 hoch
13 806 grenzwertig | grenzwertig negativ 0,57 hoch
14 4526 negativ grenzwertig negativ 0,58 hoch
15 2570 negativ positiv negativ 0,71 hoch
16 4796 negativ grenzwertig negativ 0,72 hoch
17 1870 negativ grenzwertig negativ 0,80 hoch

Die diskrepant-lgG-positive/lgM-negative Gruppe setzte sich homogen aus

sechs Frauen zusammen, die jeweils im IgG-ELISA einen positiven Befund

bzw. in einem Fall einen grenzwertig positiven Befund sowie im IgG-CLIA einen

negativen Befund aufwiesen (TAB. 46). Die Uberpriifung via rekombinantem

IgG-Immunoblot ergab in funf Fallen einen positiven IgG-Befund und in einem

Fall einen fraglich positiven IgG-Befund. Dieser fraglich positive Blot lasst sich

mit seiner deutlich sichtbaren gBl1-Bande, aber keinen weiteren sichtbaren

Banden, nicht eindeutig als positiv bewerten, da flir einen positiven 1gG-Befund

bei Abwesenheit einer p150-Bande den Kriterien (TAB. 31) zufolge zumindest

eine CM2-Bande in gut sichtbarer Intensitat nachweisbar sein muss.
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Tab. 46: Ubersicht iiber IgG- und IgM-Serostatus diskordant-lgG-positiver/lgM-negativer Miitter

Nr Nur:;ner IgG-ELISA IgG-CLIA lrr:;kl;r'liﬁl'ot IgM-ELISA IgM-CLIA
1 1742 grenzwertig negativ fragl_i(?h negativ negativ
positiv
2 1311 positiv negativ positiv negativ negativ
3 4366 positiv negativ positiv negativ negativ
4 1281 positiv negativ positiv negativ negativ
5 1696 positiv negativ positiv negativ negativ
6 546 positiv negativ positiv negativ negativ

Auffallig war hier besonders die im Vergleich zum IgG-ELISA hohe Zahl an
falsch negativen 1gG-Resultaten des CLIA. Die Konstellationen abweichender

IgG-Resultate sind in TAB. 47 dargestellt.

Tab. 47: Konstellationen diskrepanter Falle mit positivem IgG im rekombinanten Immunoblot

IgG positivim IgG-CLIA
rek Immunoblot negativ grenzwertig positiv Summe
negativ 0 0 0 0
IgG-ELISA | grenzwertig 1* 0 0 1
positiv 5 0 0 5
Summe 6 0 0 6

* Fraglich positives Resultat im rekombinanten IgG-Immunoblot bei starker gB1-Bande ohne
Nachweis einer p150-Reaktivitat

4.4.2.1 Betrachtung CMV-spezifischer Einzelreaktivitaten in den
rekombinanten IgM-Immunoblots IgG-positiver/diskrepant-IgM-
negativer Mutter

Da es in dieser Gruppe zumindest in einem der eingesetzten Standard-Tests
IgM-ELISA (Medac) oder IgM-CLIA (DiaSorin) ein grenzwertiges oder gar
positives IgM-Resultat detektiert wurde, wurden bei allen 17 Mittern zur

Uberprifung des IgM-Status ein rekombinanter IgM-Immunoblot durchgefiihrt.
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Die CMV-spezifischen Einzelreaktivitaten sind in der nachfolgenden Tabelle
dargestellt (TAB. 48).

Tab. 48: Intensitat der CMV-spezifischen Antigenbanden in den rekombinanten IgM-Immunoblots
aller IgG-positiver/diskrepant-lgM-negativer Mutter

H- rekombinanter IgM-Immunoblot negativ
Nr N IgM-ELISA IgM-CLIA CLIA-Al
ummer IE1 | p150 | CM2 | p65 | gB1 | gB2
1 2791 negativ grenzwertig 0,24 a (/] (/] (/] %] @
2 1432 grenzwertig positiv 0,29 (/] ] +/- +/- 1] (/]
3 3096 negativ positiv 0,30 +/- +/- (/] +- +- @
4 1892 negativ grenzwertig 0,31 (0] +/- +/- %] %] (/]
5 4549 negativ positiv 0,34 1} +/- +/- %) %] 1]
6 3168 grenzwertig positiv 0,37 (0] +/- (0] (0] (/] (0]
7 3593 negativ positiv 0,43 a +/- %] %] %] (/]
8 3733 negativ positiv 0,45 1} +/- @ @ @ 1}
9 4404 grenzwertig positiv 0,52 (0] +/- (0] (0] (/] (0]
10 4098 negativ positiv 0,54 (0] %] %] %] %] (/]
11 841 grenzwertig negativ 0,55 (0] %] %] %) %) a
1} +/- + +/- @ %]
845 (1)
12 | 845 (2) positiv positiv 0,57 (0] 1%} +/- 1%} 1%} (/]
845 (3)
1] +/- +/- @ @ 1]
1%} +- @ +- +- a
13 806 (1) grenzwertig | grenzwertig 0,57
e () g |+ | o | +| o] o
14 4526 negativ grenzwertig 0,58 (0] %] %] %] %) a
15 2570 negativ positiv 0,71 (0] %] %] %] + (/]
16 4796 negativ grenzwertig 0,72 (0] (0] (0] (0] 10/] (0]
17 1870 negativ grenzwertig 0,80 (0] %] %] %] %) a
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4.4.2.2 Vergleich der Aviditat IgG-positiver/diskrepant-lgM-negativer
Mutter

Zum Vergleich der Aviditat konnte nur die Gruppe der Mitter herangezogen
werden, die bei der Bestimmung des IgM-Status Diskrepanzen aufwies. In der
Gruppe der Mutter mit nicht Gbereinstimmendem IgG-Serostatus konnte (da
hier in allen sechs Féllen der IgG-CLIA ein negatives Ergebnis erbrachte) kein
CLIA-Aviditatsindex ermittelt werden und auf eine Uberpriifung mittels rekom-

binantem IgG-Aviditats-Immunoblot wurde verzichtet.

In der Gruppe der IgG-positiven/diskrepant-lgM-negativen Mutter wurde in 16
von 17 Fallen ein rekombinanter IgG-Aviditats-Immunoblot durchgefihrt (d.h.
auch in Fallen mit einem CLIA-Aviditatsindex > 0,4). Bei einer Mutter mit einem
CLIA-Aviditatsindex von 0,31 konnte aufgrund eines Mangels an Serum weder
ein 1gG- noch ein Aviditats-Immunoblot durchgefiihrt werden. Die Spanne der
ermittelten CLIA-Aviditatsindizes erstreckt sich in dieser Gruppe von 0,24 bis
0,8 (ABB. 18). Drei der Frauen fallen dabei mit Indizes unter 0,3 in den Bereich

intermediarer Aviditat.

Verteilung der CLIA-IgG-Aviditatsindizes

Anzahl der Félle
@ = N W N =

6
3 3 3
2
0 0 I 0 0 0
o~ o?' o?" Q?‘ of’ Q? Q'-\ Q? o? Q‘!q’

Qs
[7 " - - " » " " " A 3
o oY o? o> o? o° ot o o

Aviditiatsindizes

[\

Abb. 18: Verteilung der CLIA-IgG-Aviditatsindizes in der Gruppe der insgesamt 17 konkordant-lgG-
positiven/diskrepant-lgM-negativen Mutter
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Von 16 durchgefuhrten Aviditats-lmmunoblots wiesen 15 hoch avide Antikorper
auf, in einem Fall wurden intermediar avide Antikorper detektiert (TAB. 49).
Dadurch ergibt sich in drei Fallen eine Diskrepanz mit intermediarer Aviditat
(CLIA) und hoher Aviditat (rekombinanter Immunoblot) und in einem Fall eine
Diskrepanz mit hoher Aviditat (CLIA) und intermediarer Aviditat (rekombinanter
Immunoblot). Insgesamt weichen die Aviditats-Ergebnisse somit in 25 Prozent
der 16 via beider Aviditatstests gepruften Falle voneinander ab. In zwélf Fallen
stimmen die beiden Aviditatstests mit jeweils hoher Aviditat Gberein (75

Prozent).
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Tab. 49: Vergleich der Aviditat IgG-positiver/diskrepant-lgM-negativer Mutter und Betrachtung
Glykoprotein-B-spezifischer IgG-Antikdrperreaktivitat

H- CLIA-IgG rek. IgG- rekombinanter IgG-Immunoblot/ Aviditat
Nr Nummer Aviditats- Aviditats-
Index Immunoblot IE1 p150 CM2 p65 gB1 gB2
+ +++ (%) + ++ +
1 2791 0,24 hoch
+ +++ (%] +/- ++ +
++ +++ ++ +++ +++ +++
2 1432 0,29 hoch
++ ++ ++ ++ +++ +++
+ +++ + + ++ ++
3 3096 0,30 hoch
+ +++ (%] +/- + +
4 1892 0,31 zu wenig Material
(%] ++ ++ + ++ +++
5 4549 0,34 hoch
(%) ++ ++ + ++ +++
+ +++ + + ++ ++
6 3168 0,37 hoch
+ +++ + (%] ++ ++
++ +++ ++ ++ ++ ++
7 3593 0,43 intermediar
+ ++ ++ + ++ ++
+++ ++ + ++ ++
8 3733 0,45 hoch
+ +++ ++ (%) ++ ++
++ +++ + (%] ++ ++
9 4404 0,52 hoch
++ +++ + (%] ++ ++
(%] ++ + +/- +++ +++
10 4098 0,54 hoch
(%] ++ +/- (%) +++ +++
(%] ++ + (] ++ +/-
11 841 0,55 hoch
(] + + (1] ++ +/-
+ +++ + (1] +++ +
12 845 0,57 hoch
+ +++ + (1] ++ +
+ +++ +/- +/- ++ +/-
13 806 0,57 hoch
+ +++ (%] (1] ++ (%)
++ +++ +/- + ++ +++
14 4526 0,58 hoch
++ +++ +/- (1] + +
+ ++ +/- +/- ++ n
15 2570 0,71 hoch
+ ++ (%] (1] + (%)
++ ++ ++ +++ +++ +++
16 4796 0,72 hoch
++ ++ ++ ++ +++ +++
++ +++ + +++ +++ +++
17 1870 0,80 hoch
++ +++ + +++ +++ +++
Einzelreaktivitaten des rekombinanten IgG-Immunoblots
Einzelreaktivitaten des rekombinanten Aviditats-Immunoblots

Keine bzw. sehr schwache gB2-Reaktivitat
Sehr starke gB2-Reaktivitét
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4.4.2.3 Betrachtung CMV-Glykoprotein-B-(gB-)spezifischer IgG-
Antikorperreaktivitat bei IgG-positiven/diskrepant-lgM-
negativen Muttern
Bei den 16 Muttern aus der Gruppe der 1gG-positiven/diskrepant-lgM-negativen
Mutter, bei denen ein rekombinanter IgG-Immunoblot durchgefuhrt wurde,
konnte in 13 Fallen Antikdrperreaktivitdt gegen gB2 festgestellt werden (TAB.
49). Bei zwei Muttern waren nur sehr schwache gB2-Banden detektierbar. Bei
einer Mutter war keine gB2-Reaktivitat zu sehen. In sechs Fallen zeigte sich
sehr starke gB2-Antikdrperreaktivitat. Bei alleiniger Betrachtung der Resultate
des rekombinanten Immunoblots spricht mit dem haufigen gemeinsamen
Auftreten von gB2-Antikdrperreaktivitat in Kombination mit hoher Aviditat sowie
IgM-Negativitat im Immunoblot alles gegen eine CMV-Priméarinfektion. Dennoch
sollten die vielen abweichenden positiven bzw. grenzwertig positiven IgM-

Resultate, vor allem des CLIAs, nicht aul3er Acht gelassen werden.

In der Gruppe der diskrepant-lgG-positiven/IgM-negativen Mutter konnte in vier
der sechs Falle keine Antikorperreaktivitdt gegen gB2 festgestellt werden
(TAB. 50), in allen dieser vier IgG-Immunoblots zeigten sich jedoch Banden
gegen gBl. Die anderen beiden Miutter in dieser Gruppe wiesen stark

ausgepréagte gB2-Banden auf.

Tab. 50: Betrachtung Glykoprotein-B-spezifischer 1gG-Antikdrperreaktivitat diskrepant-lgG-
positiver/lgM-negativer Mitter

H- rekombinanter IgG-Immunoblot

Nr IgG-ELISA IlgG-CLIA

Nummer IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2
1* 1742 grenzwertig negativ (/] (0] (/] (/] et n

1311 (1) (] +++ +/- + ++ +++
2 positiv negativ

1311 (2) @ ++ +/- (%) ++ +++
3 4366 positiv negativ +/- ++ + ++ +++ +++
4 1281 positiv negativ %) +++ %) %) +/- 1%}
5 1696 positiv negativ %) ++ %) + + %)
6 546 positiv negativ + +++ +/- +/- ++ (%]

Keine bzw. sehr schwache gB2-Reaktivitat
Sehr starke gB2-Reaktivitat

* Fraglich positives Resultat im rekombinanten IgG-Immunoblot bei starker gB1-Bande ohne
Nachweis einer p150-Reaktivitat
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4.4.2.4 Falsch positives IgM-Resultat in ELISA und CLIA

1) CMV-Serostatus bei Geburt: Starke gB2-1gG-Reaktivitat / hohe Aviditat
(rek IB) versus intermediare Aviditat (CLIA) / Keine IgM-Reaktivitat bei
grenzwertigem IgM-Befund im ELISA und positivem IgM-Befund im CLIA

(Fall 2, TAB. 45, TAB. 48, TAB. 49)

Die zum Zeitpunkt der Geburt 32-jahrige Mutter wurde im IgM-ELA grenzwertig
positiv und im IgM-CLIA positiv getestet. Die Uberpriifung via rekombinantem
IgM-Immunoblot ergab aber einen negativen IgM-Befund (REcomMBLOT CMV 5).
Der CLIA-Aviditatsindex zeigte mit einem Wert von 0,29 eine intermediére
Aviditat an, im rekombinanten Aviditats-Immunoblot erwiesen sich die Anti-

korper dagegen als hoch avide.

| IE1 | p150 | | CM2 | | p65 | | aB1l | aB2
GMN | [ R " ] D ek 19G-IB
-yl - - - N 1 Bk
e 2 — Aviditats-IB
s | e ' = _ rekigm-B

recomBlot CMV 5: H1432, Abnahmedatum 14.04.2008

Der rekombinante IgG-Immunoblot zeigt hier Antikbrperbanden gegen alle
getesteten Antigene, dabei sind die pl50-, p65-, gBl- und gB2-Banden
besonders farbintensiv abgebildet. Die starke Auspragung der gB2-Bande
spricht fur eine langer als zwei Monate zurlckliegende Infektion (Hersteller-
angaben). Beim Vergleich des IgG-Streifens und des Aviditats-Streifens ist
kaum ein Unterschied in der Bandenintensitat der beiden Streifen zu erkennen,
dies indiziert eine hohe Aviditatsreifung der Antikérper und ist damit auch ein
Hinweis auf eine langer zurlckliegende Infektion. Bei der Betrachtung des
rekombinanten IgM-Immunoblots lassen sich ganz schwach Banden bei CM2
und p65 erkennen, diese geniligen aber nicht den Kriterien fir einen positiven
IgM-Befund. Sieht man einmal von den falsch positiven bzw. grenzwertig
positiven IgM-Ergebnissen des CLIAs bzw. ELAs ab, so deutet bei diesem Blot
alles darauf hin, dass der Erstkontakt mit CMV schon langere Zeit zurtickliegen
konnte, allerdings ist eine CMV-Primarinfektion im ersten Trimenon der

Schwangerschaft nicht ganz auszuschliel3en (intermediare CLIA-Aviditat).
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2) CMV-Serostatus bei Geburt: Starke gB2-lgG-Reaktivitat / hohe Aviditat
(sowohl rek IB als auch CLIA) / sehr schwache IgM-Reaktivitat bei positivem
IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 13, TAB. 45, TAB. 48, TAB. 49)

Bei der zum Zeitpunkt der Geburt 26 Jahre alten Mutter wurde in sowohl IgM-
ELA als auch IgM-CLIA ein positiver IgM-Befund festgestellt. Aufgrund dieser
Tatsache wurde sie wie alle in den Standardtests ELISA und CLIA IgM-positiv
getesteten Frauen via rekombinantem IgM-Immunoblot Gberprift. Dort ergaben
sich wiederholt zwar schwache Reaktivitdten des IgM-Immunoblots, aber nicht
stark genug, um als positiv anerkannt zu werden (RecomMBLOT CMV 6,
RECOMBLOT CMV 7). Der CLIA-Aviditatsindex lag mit 0,57 im hoch aviden
Bereich, der rekombinante Aviditats-Immunoblot bestatigte dieses Ergebnis.

| IE1 | p150||CM2| |065 |qu | |qBZ |

B ek 19G-IB
e - e ek 19G-
L ~ A el
“‘m I_ = - : 3 ; ,ﬂ” ; = Aviditats-IB
_omos | = ’ s _ rekigMB

recomBlot CMV 6: H845, Abnahmedatum 29.02.2008

| IE1 || p150 || CM2 | | p65 || gB1 | | aB2 |

= . _ rek IgM-IB

recomBlot CMV 7: H845, Abnahmedatum 29.02.2008, IgM-Wiederholung

Im rekombinanten IgG-Immunoblot zeigen sich starke Antikdrperreaktivitaten
bei p150, gB1 und gB2. Der Nachweis der gB2-Bande spricht dabei gegen eine
akute CMV-Infektion. Beim Vergleich des IgG- und des Aviditats-Streifens
lassen sich kaum Unterschiede in der Intensitat der Bandenauspragung
feststellen, somit ist von einer hohen Aviditat auszugehen. Im rekombinanten
IgM-Immunoblot zeigen sich Reaktivitaten bei CM2 sowie ganz schwach bei
p65. In der Wiederholung des IgM-Immunoblots kann man schwach geféarbte

Banden bei p150, CM2 und eventuell auch p65 erkennen. Da flir einen
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positiven IgM-Befund zumindest eine gut sichtbare pl150-Bande detektiert
werden muss, kann dieser Blot nicht als positiv gewertet werden. Insgesamt
zeigt dieser Blot somit alle Anzeichen einer mindestens zwei bis drei Monate

zurlUckliegenden Infektion.
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4.5 Maternale IgG-Seropositivitat mit IgM-Detektion

Bei den 107 der 749 seropositiven Frauen (14,3 Prozent), bei denen ein
positives IgM ermittelt wurde (drei Falle davon fraglich IgM-positiv), ergab sich
im Vergleich zur hohen Konkordanz der IgG-positiven/lgM-negativen Frauen
eine sehr hohe Rate an diskrepanten Ergebnissen der Screeningtests (ABB. 19).
Nur elf der insgesamt 107 IgM-positiven Frauen zeigten Ubereinstimmende
Ergebnisse in ELISA und CLIA mit sowohl positivem IgG- als auch positivem
IgM-Status, dies entspricht einer Konkordanz der eingesetzten Tests bei
positivem IgM von 10,3 Prozent. Um vermeintlich falsch positive IgM-
Ergebnisse aus ELISA/CLIA ausschlieen zu kénnen, wurde jedes positive
IgM-Ergebnis via rekombinantem IgM-Immunoblot Uberprift. Bei 93 der 107
IgM-seropositiven Frauen ergaben sich entweder Abweichungen in ELISA und
CLIA in Bezug auf den IgM-Status (35 Frauen) oder wurde nur aufgrund
niedriger CLIA-Aviditatswerte < 0,4 bei negativem IgM in ELISA und CLIA ein
rekombinanter IgM-Immunoblot durchgefuhrt (56 Frauen). In einem Fall wurde
trotz Ubereinstimmend negativer IgM-Ergebnisse in ELISA und CLIA und einem
CLIA-Aviditatsindex von 0,54 ein rekombinanter IgM-Immunoblot durchgefihrt,
da es hier zu einer Transmission gekommen war. Ein weiterer Fall mit einem
Aviditatsindex von 0,69 sowie negativen IgM-Resultaten in ELISA und CLIA
wurde versehentlich via IgM-Immunoblot Gberprift. Die Interpretation der CLIA-
Aviditatswerte erwies sich somit als wichtiger Wegweiser zur Detektion einer
potentiellen maternalen CMV-Primarinfektion. Hintergrund fir diese Uber-
prifung via rekombinantem IgM-Immunoblot ist der Zusammenhang von
niedriger Aviditdt gemeinsam mit positivem IgM-Status als mdgliche Indikatoren
einer akuten Infektion. Bei allen Frauen mit einem CLIA-Aviditatsindex < 0,4
wurde zusétzlich ein rekombinanter IgG- sowie ein Aviditats-Immunoblot
durchgeflhrt. Insgesamt konnte bei 104 Frauen via rekombinantem Immunoblot
ein positiver IgM-Status nachgewiesen werden (elf in allen Tests konkordante

Falle sowie 93 Félle, in denen Abweichungen auftraten, ABB. 19).

Bei drei weiteren Frauen konnte selbst die Durchfihrung eines rekombinanten
IgM-Immunoblots zu keiner eindeutigen Klarung des IgM-Status fuhren. Bei

diesen drei Frauen ergaben sich im Immunoblot Bandenkonstellationen, die
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nach Definition des Immunoblots weder als positiv noch als negativ klassifiziert
werden konnen. Sie wurden somit in eine Gruppe fraglich positiver IgM-

Resultate eingeordnet.

IgG-positive/lgM-positive Mitter
N = 107 (100%)
112 Neugeborene (5 Zwillinge)

11/107 konkordant (10,3%) 96/107 diskrepant (89,7%)
lgG-pos / IgM-pos IgG-pos / IgM-neg/grenzw/pos
in ELISA/CLIA / rek. IB in ELISA oder CLIA
12 Neugeborene (1 Zwilling) 100 Neugeborene (4 Zwillinge)

[ 93x positiv im rek. IgM-Immunoblot ] [ 3x fraglich im rek. IgM-Immunoblot ]

=>» 13,9 Prozent (104/749) aller lgG-seropositiven Miitter sind zum Zeitpunkt der
Geburt IgM-positiv!

Abb. 19: Seropositive Mitter mit positivem IgM-Serostatus bei Geburt im Beobachtungszeitraum
1. Januar 2008 bis 31. Dezember 2008

4.5.1 Konkordant IgM-positive Mutter

Zur Gruppe der konkordant IgM-positiven Mitter wurden auch zwei Frauen
zugeordnet, die im IgM-ELISA nur grenzwertig positiv und im IgM-CLIA positiv
waren, aulRerdem zwei Frauen, die zwar im IgM-ELISA positiv, aber im IgM-
CLIA nur grenzwertig positiv waren. Bei einer Frau, die im IgM-ELISA sowie im
IgM-CLIA ein positives Ergebnis vorzeigte, konnte die Uberpriifung via
rekombinantem IgM-Immunoblot aufgrund mangelnden Serums nicht

vorgenommen werden.
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4.5.1.1 Vergleich der Aviditat konkordant IgM-positiver Mitter

Zur Ermittlung des CMV-lgG-Aviditatsstatus wurde bei IgM-positiven Muttern
die Aviditat mittels CLIA und rekombinantem Immunoblot verglichen. Im CLIA
reichten die ermittelten Aviditatsindizes von 0,03 bis 0,82, wobei Indizes < 0,2
als niedrig avide gewertet wurden, Indizes zwischen 0,2 und 0,3 als intermediar
avide und Indizes > 0,3 als hoch avide (TAB. 51). Nur zwei Frauen aus dieser
Gruppe wiesen im CLIA niedrig aviden IgG-AntikOrper-Status auf, eine weitere
intermediar avide und die restlichen acht Frauen wiesen hoch avide Antikdrper
auf. Im rekombinanten Aviditats-Immunoblot wiederum zeigten sich bei zwei
Frauen niedrig avide, bei einer Frau intermediéar avide und bei sieben Frauen
hoch avide Antikérper, eine Frau konnte aufgrund zu geringer Menge an Serum
nicht im Immunoblot getestet werden. Eine Konkordanz der Aviditat in CLIA und
Immunoblot trat in der Mehrzahl der Falle nur bei den hoch aviden Ergebnissen
auf, gerade bei der zur Ermittlung maternaler Primarinfektionen wichtigen
niedrigen und intermediaren Aviditat zeigten die beiden eingesetzten Verfahren

zu 50 Prozent Abweichungen (TAB. 51, Nummer 1 bis 4).

Tab. 51: Vergleich der Aviditat bei konkordant IgM-positiven Mittern

H- rek IgM- CLIAIgG rel'<..lg.G-

Nr Nummer IgM-ELISA IgM-CLIA Immunoblot Aviditats- Aviditats-
Index Immunoblot

1 ig;g positiv positiv positiv niedrig
2 4770 positiv positiv positiv
3 2557 positiv positiv positiv intermediar
4 3134 grenzwertig positiv positiv 0,33 niedrig
5 1209 grenzwertig positiv positiv 0,35 hoch
6 475 positiv positiv positiv 0,42 hoch
7 836 positiv grenzwertig positiv 0,43 hoch
8 3116 positiv positiv positiv 0,46 hoch
9 1837 positiv positiv positiv 0,53 hoch
10| 4420 positiv positiv ZMu;’t"eer?;? 0,57 ZM”;'tV::;?
11 4665 positiv grenzwertig positiv 0,82 hoch
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Die Verteilung der CLIA-Aviditatsindizes (ABB. 20) zeigt in dieser Gruppe eine
Mehrheit der Werte im Bereich zwischen 0,3 und 0,6, in hoheren Bereichen
findet sich nur ein einziger Wert, aber auch in den niedrigeren (und somit in den
zur Detektion von Primarinfektionen relevanten) Bereichen bis 0,3 finden sich
nur drei der insgesamt elf ermittelten CLIA-Aviditatswerte. In den Bereich bis
0,4 lassen sich jedoch bereits funf von insgesamt elf Fallen einordnen. Im
Vergleich zu den Gruppen der IgM-negativen Frauen sowie der diskrepant IgM-
positiven Frauen scheint hier somit eine hbthere Rate an niedrigen und

intermediaren CLIA-Aviditatswerten vorzuliegen.

Verteilung der CLIA-IgG-Aviditatsindizes

Anzahl der Félle
N

L . . - - - - - . 5
“\\ Q‘l’ Q‘? “\b Q? QS’ Q‘q\ Q? Q?
Aviditatsindizes

Abb. 20: Verteilung der CLIA-IgG-Aviditatsindizes in der Gruppe der insgesamt elf konkordant IgM-
positiven Mutter

Die in dieser Gruppe konkordant IgG-positiver/IgM-positiver Frauen hohe
Anzahl an CLIA-Aviditatsindizes < 0,4 bezogen auf die Gesamtzahl (5/11) sowie
die zumindest fur hohe CLIA-Aviditatsindizes hohe Konkordanz mit dem
rekombinanten Aviditats-Immunoblot soll in ABs. 21 nochmals veranschaulicht
werden. Leider zeigen sich gerade in den niedrig und intermediar aviden
Bereichen der beiden zur Bestimmung der Aviditat eingesetzten Tests haufig
Abweichungen.
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Konkordant IgG-positive/
IgM-positive Mitter

N = 11 (100%)

12 Neugeborene (1 Zwillingspaar)

CLIA-Aviditatsindex < 0,4

N = 5 (45,5%)

CLIA-Aviditatsindex > 0,4
N = 6 (54,5%)

0,2
N=2

g s )\
CLIA-Aviditatsindex

g e )\
CLIA-Aviditatsindex

>0,2und =0,3
N=1

g sy )
CLIA-Aviditatsindex

>0,3und <04
N=2

1

rek Aviditats-1B

e zu wenig Material
(1x)

rek. Aviditats-IB

e niedrig (1x)
e hoch (1x)

rek. Aviditats-IB

e intermediar
(1x)

rek. Aviditats-IB

e niedrig (1x)
e hoch (1x)

rek. Aviditats-1B
e hoch (5x)

Abb. 21: Veranschaulichung der Verteilung der CLIA-Aviditatsindizes und der zugehorigen
Aviditatsresultate des rekombinanten Immunoblots bei konkordant IgG-positiven/IgM-positiven

Muttern
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4.5.1.2 Betrachtung CMV-spezifischer Einzelreaktivitaten im
rekombinanten IgM-Immunoblot konkordant IgG-positiver/IgM-
positiver Mitter

In dieser Gruppe der konkordant IgM-positiven Mutter zeigten sich in einigen
Fallen sehr stark ausgepragte und damit eindeutige Antikdrperbanden in den
rekombinanten IgM-Immunoblots. Dies ist insofern beachtlich, da die
Bandennachweise des IgM-Immunoblots im Vergleich zum I1gG-Immunoblot
meist deutlich schwacher ausfallen. Aul3erdem auffallig in dieser Gruppe ist,
dass hier haufig Kombinationen aus mindestens zwei, meist sogar drei oder vier
Antikdrperreaktivitaten vorliegen. Nur in einem Fall (Fall 5 aus TAB. 52) findet
sich eine singulare p150-Reaktivitat, welche bei Singularitéat definitionsgeman
zumindest gut sichtbar (entspricht ,++“) sein muss, dies ist hier gegeben. Bei
drei Frauen zeigt sich eine Kombination aus dem Nachweis einer p150-Bande
zusammen mit einem CM2-Nachweis (Fall 7, 9 und 11). In allen drei Fallen sind
dabei beide Banden in gut sichtbarer Intensitat abgebildet (bei Fall 7 ist die
CM2-Bande etwas schwécher ausgepragt). Alle weiteren IgM-Blots zeigen
Bandenkonstellationen aus mindestens drei verschiedenen Antikdrper-
reaktivitaten auf, meist in Kombination mit einer starken oder sogar sehr starken
pl50-Bande. Die hier aufgefuhrten Falle entsprechen somit eindeutig den

Kriterien eines positiven IgM-Status.

Besondere Beachtung verdienen hier die Falle 1 und 6, in diesen beiden Fallen
war namlich die Bandenintensitat des IgM-Immunoblots deutlich starker (Fall 1)
oder zumindest sehr stark (Fall 6) ausgepragt im Vergleich zum zugehérigen
rekombinanten IgG-Immunoblot. Dies lasst sich im Fall 1 dadurch erklaren,
dass es sich hier um eine akute Primarinfektion mit einer erst beginnenden IgG-
Antikorperbildung und einer initial starken IgM-Reaktivitat handelt. Bei Fall 6
korreliert die IgM-Banden-Intensitat mit der Intensitéat der lgG-Banden sowie mit
den im CMV-ELISA ermittelten hohen IgG- bzw. IgM-Titern.

Eine Ausnahme stellt Fall 10 dar, hier konnte mangels Serum kein IgM-
Nachweis via rekombinantem Immunoblot erbracht werden. Da diese Mutter

aber in sowohl IgM-ELA als auch IgM-CLIA einen positiven IgM-Serostatus



ERGEBNISSE 101

aufzeigte, wurde sie ebenfalls in die Liste der konkordant IgM-positiven Frauen

aufgenommen.

Tab. 52: Intensitat der CMV-spezifischen Antigenbanden in den rekombinanten IgM-Immunoblots
aller konkordant IgG-positiver/IgM-positiver Mutter

H- rekombinanter IgM-Immunoblot positiv
Nr IgM-ELISA IgM-CLIA CLIA-Al
Nummer IE1 | p150 | cm2 | p65 | gB1 | gB2
1090 (%) ++ + + +++ (%]
1 positiv positiv
1416 (%] ++ + +/- +++ (%]
2 4770 positiv positiv +/- +++ ++ +/- %] (/]
3 2557 positiv positiv 0,26 (/] + (/] (0] ++ (/]
4 3134 grenzwertig positiv 0,33 (/] ++ +/- + %] a
5 1209 grenzwertig positiv 0,35 (/] ++ (/] (0] %] (/]
6 475 positiv positiv 0,42 + +++ |+t ++ %] (/]
+/- ++ - (%] () (%]
7 (0 positiv grenzwertig 0,43
836 (2) (7] ++ + (%] 1] 1%}
8 3116 positiv positiv 0,46 +/- ++ ++ +/- @ %)
1%} ++ ++ @ @ 1%}
9 1837 (1) positiv positiv 0,53
1837 (2) (7] ++ ++ (%] 1] (/]
10 4420 positiv positiv 0,57 zu wenig Material
(] ++ ++ (1] (%) (1]
4665 (1)
11 | 4665 (2) positiv grenzwertig 0,82 (/] Ak ++ (0] %]
4665 (3) (%] ++ -+ + +/- (%]

Singulére p150-Reaktivitat
p150-Reaktivitat in alleiniger Kombination mit CM2-Reaktivitét
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4.5.1.3 Betrachtung CMV-Glykoprotein-B-(gB-)spezifischer IgG-
Antikorperreaktivitat bei konkordant IgG-positiven/IgM-
positiven Muttern

In der Gruppe der konkordant IgM-positiven Mutter konnte der rekombinante
IgG-Immunoblot in zehn von elf Féallen durchgefihrt werden, in einem Fall stand
zur Durchfiihrung eines Immunoblots kein Serum mehr zu Verfigung (TAB. 53).
In vier dieser zehn Félle konnte keine Glykoprotein-B-spezifische Antikorper-
reaktivitdt gegen gB2 detektiert werden (Fall 1, 2, 3 und 4). Bei einer der Frauen
(Fall 1 der Tabelle) konnten zudem in keinem der beiden Blots, die bei ihr
durchgefiihrt wurden, Antikbrper gegen gB1l nachgewiesen werden. Auch in
den Fallen 2 und 3 war die gB1-Antikdrperreaktivitat nur schwach ausgepragt.
Hervorzuheben ist auch Fall 4, hier konnte im rekombinanten 1gG-Immunoblot
keine Antikdrperreaktivitat gegen pl50 ermittelt werden. Aufgrund der CM2-
Bande, die in gut sichtbarer Intensitat nachweisbar ist, und weiteren sehr stark
ausgepragten Bandenreaktivitditen ist hier aber die 1gG-Seropositivitat
gesichert. Dieser Fall zahlt allerdings zu den sehr seltenen Serokonstellationen.
Die IgG-Immunoblots der weiteren sechs Frauen zeigten in der Majoritat gB2-
Banden in zumindest gut sichtbarer Intensitat. Bei allen sechs Frauen, bei
denen gB2-Antikorperreaktivitat aufgezeigt werden konnte, traten gleichzeitig
hoch avide Antikorper in sowohl CLIA als auch rekombinantem Aviditats-
Immunoblot auf. Die vier Frauen, bei denen keine gB2-Antikorperreaktivitat
nachgewiesen werden konnte, zeigten in allen vier Féallen zumindest in einem
der Aviditatstests (CLIA oder rekombinantem Immunoblot) niedrig oder
intermediar avide Antikorper. Die Vermutung einer Korrelation des Auftretens
niedriger Aviditatsreifung zusammen mit der Abwesenheit von gB2-
Antikdrperreaktivitat lage hier zwar nahe, ist aber aufgrund der zu geringen
Fallanzahl nicht ausreichend begriindet. Es zeigt sich aber ein Trend zu
gemeinsamem Auftreten von starker gB2-Reaktivitat mit hoher Aviditat. Dieser
fragliche Zusammenhang eines korrelierenden Auftretens von gB2-Reaktivitat
mit bestimmten Stadien der Aviditatsreifung soll in ABB. 22 sowie in TAB. 54

veranschaulicht werden.
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Tab. 53: Betrachtung Glykoprotein-B-spezifischer IgG-Antikérperreaktivitdt konkordant IgG-
positiver/IgM-positiver Mitter und Ubersicht tiber die Aviditat

H- CLIA-IgG relf..lg'G- rekombinanter IgG-Immunoblot / Aviditat
Nr N Aviditats-Ind Aviditats-
ummer  Aviditats-index -, - unoblot | IE1 | p150 | cM2 | p65 | gB1 | gB2
(7] + + + % %
1090
o (/] +/- +/- (/] 1%} %)
1 niedrig
(7] + ++ + % %
1416
1%} + a a %) %)
+ +++ + + + %
2 4770 hoch
+ +++ + + + (%]
++ ++ ++ +++ + %
3 2557 intermediéar
++ + + ++ + (%]
+ (%) ++ +++ ++ %
4 3134 0,33 niedrig
(] (] + ++ + (%)
++ +++ ++ +++ ++ +++
5 1209 0,35 hoch
++ ++ + ++ + ++
+++ +++ ++ +++ +++ ++
6 475 0,42 hoch
+++ +++ + ++ +++ ++
+ ++ (%) (%) ++ +
836 (1)
+ ++ (1] (1] +
7 0,43 hoch
++ +++ (%) +/- +++ ++
836 (2)
++ +++ (1] (] ++ +
+ +++ (1] (1] +++ ++
8 3116 0,46 hoch
+ +++ (1] (1] +++ ++
+ +++ +/- ++ +++ +++
9 1837 0,53 hoch
+ +++ (%) + +++ ++
10 4420 0,57 zu wenig Material
+ +++ +++ + ++ ++
4665 (1)
+/- +++ +++ + ++ ++
11 0,82 hoch
+ +++ +++ +++ +++ +++
4665 (2)
+ +++ +++ +++ +++ +++
Einzelreaktivitaten des rekombinanten IgG-Immunoblots
Einzelreaktivitaten des rekombinanten Aviditats-Immunoblots

Keine bzw. sehr schwache gB2-Reaktivitat (bzw. gB1-Reaktivitat)
Sehr starke gB2-Reaktivitat
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Anzahl der Mitter mit konkordant

positivem IgM-Serostatus und via

rekombinantem IgG-Immunoblot
getestet *

N = 10 (100%)

| |
Kein bzw. sehr schwacher Schwacher bis gut Sehr starker Nachweis von
Nachweis von gB2- sichtbarer Nachweis von gB2-Reaktivitat
Reaktivitat gB2-Reaktivitat
(+++)
(9D oder +/-) (+ oder ++)
N =4 (36.4%) N = 3 (27.3%) N = 3 (27.3%)

CLIA-
Aviditatsindex

| = nur bei Al >0,4und <0,5?! | | = nur bei Al>037?! |

| 2 nur bei Al <0,4?! |

rek.
Aviditats-IB _[ * niedrig (2x) } « hoch (3x) * hoch (3x)

e intermediar (1x)
e hoch (1x)

| 2 nur bei hoher Aviditat! |

= vorwiegend bei niedriger/intermediarer Aviditat

Abb. 22: Glykoprotein-B-spezifische Antikérperreaktivitdt von konkordant IgM-positiven Mittern
und ggf. Korrelation mit Aviditatsresultaten (CLIA-Aviditatsindex und rekombinanter Aviditats-
Immunoblot)

* Bei einer Mutter war nicht geniigend Serum fur die Durchfihrung eines rekombinanten IgG-
Immunoblots vorhanden

Tab. 54: Korrelation von gB2-IgG-Antikdrperreaktivitat mit Aviditatsstatus: Trend zu gemeinsamem
Auftreten von sehr starker gB2-Reaktivitdt mit hoher Aviditat in beiden Aviditats-Tests

gB2-1gG- Aviditatsstatus relfvr?dbii[gtasn-ter CLIA-
Antikorperreaktivitat * via Immunoblot Aviditatsindex
gB2 +++ = |hoch 3/3 (100%) 3/3 (100%)
gB2 ++ = |hoch 3/3 (100%) 3/3 (100%)
gB2 + > 0/0 (0%) 0/0 (0%)
hoch 1/4 (25%) 1/4 (25%)
gB2 @ oder +/- > intermediar 1/4 (25%) 1/4 (25%)
niedrig 2/4 (50%) 2/4 (50%)

* In den Féllen, in denen mehr als ein IgG-Immunoblot durchgefiihrt wurde und es zu Abweich-
ungen bei der Bestimmung der gB2-Reaktivitat kam, wurde bei dieser Auswertung die jeweils
starkere gB2-Reaktivitat in Betracht gezogen
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45.1.4 Nachweis einer CMV-Primarinfektion im letzten Trimenon

CMV-Serostatus bei Geburt: Keine gB2-Reaktivitat / niedrige Aviditat (sowohl
im rek IB als auch im CLIA) / breites IgM-Spektrum (IgM > IgG) bei positivem
IgM-Nachweis in ELISA und CLIA

(Fall 1, TAB. 51, TAB. 52, TAB. 53)

Die zum Zeitpunkt der Geburt 33-jahrige Mutter mit positivem IgM-Resultat in
ELISA, CLIA und rekombinantem Immunoblot zeigte zudem einen CLIA-
Aviditatsindex von 0,03 sowie niedrig avide Antikorper im rekombinanten
Aviditats-immunoblot. AuRerdem konnten bei ihr weder gegen gB1 noch gegen
gB2 1gG-Antikdrper detektiert werden, IgM-Antikorper gegen gBl waren
dagegen vorhanden. Der Fall erwies sich als umso interessanter, da bei dieser
Mutter postpartal zwei Blutproben im Abstand von ungeféhr drei Wochen
entnommen worden waren und man anhand der rekombinanten Immunoblots
den Verlauf der Antikérperreaktivitat sehr schén erkennen kann (RECOMBLOT
CMV 8, RECOMBLOT CMV 9).

[ oo [owe | [wes | [aer | [oe2 |
_omo4 | s B : _ ' Bﬁ rek IgG-1B
- e , s
= ‘ — Aviditéts-IB
_omos | i Scievile _____1mm : __ rek IgM-IB
recomBlot CMV 8: H1090, Abnahmedatum 17.03.2008 (5 Tage postpartal)
(e oo [owz | [oes |[oer | [oe2 |
B . H —_z rek IgG-IB
| == rek IgG-
e 2 '@ Aviditats-I1B
i i BEER ~ = reklgM-B

recomBlot CMV 9: H1416, Abnahmedatum 09.04.2008 (28 Tage postpartal)

Die Dynamik der CMV-spezifischen IgG- und IgM-Reaktivitatsmuster im

Rahmen einer Primérinfektion lasst sich an diesem Beispiel schon
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veranschaulichen: Initial zeigt sich eine starke IgM-Aktivitat (vor allem bei p150,
aber auch CM2, p65 und gB1), die aber rasch abnimmt. Dagegen nimmt die
p150-1gG-Aktivitat mit dem zeitlichen Verlauf zu. Die Aviditat ist bei beiden
Immunoblots niedrig, wobei hierfir nur die Banden gegen die Antikorper IE1,
p150 und CM2 in Betracht gezogen werden durfen. IgG-Antikérper gegen gB1
und gB2 lassen sich nicht detektieren.

Aufgrund des nahe liegenden Verdachts einer Priméarinfektion mit einher-
gehendem erhdhtem Risiko einer Transmission wurde in diesem Fall zuséatzlich
mutterliches Serum mittels PCR auf CMV-DNA untersucht, welche allerdings
nicht nachgewiesen werden konnte. Auch die nested PCR des Nabelschnur-
bluts des Kindes sowie die PCR der Guthrie-Trockenblutkarte erwiesen sich als
negativ. Trotz der die Transmission beginstigenden Risikokonstellation hatte

somit keine kongenitale Ubertragung auf das Neugeborene stattgefunden.

4.5.1.5 Ungewdhnliche Serokonstellation einer CMV-Primarinfektion

CMV-Serostatus bei Geburt: Fehlende p150-IgG-Reaktivitat / Keine gB2-
Reaktivitat / niedrige Aviditat (rek IB) versus hohe Aviditat (CLIA) / p150 > p65-
IgM-Reaktivitat bei grenzwertigem IgM-Befund im ELISA und positivem IgM-
Befund im CLIA

(Fall 4, TaB. 51, TAB. 52, TAB. 53)

Bei der zum Zeitpunkt der Geburt 30-jahrigen Mutter wurde in CLIA und
rekombinantem Immunoblot ein positives IgM detektiert, wahrend der ELISA
hier nur einen grenzwertig positiven IgM-Nachweis ergab. Abweichungen gab
es bezuglich der Aviditat, hier lag der CLIA-Aviditatsindex bei 0,33, was bereits
einer hohen Aviditatsreifung entspricht, wahrend der rekombinante Aviditats-
Immunoblot eher auf eine niedrige Aviditatsreifung schlieBen lie3 (RECOMBLOT
CMV 10). Auch in diesem Fall fand keine Virustransmission auf das
Neugeborene statt.
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| IE1 || p150 || CcM2 | | p65 || gB1 | | gB2 |
o] - B | (G-IB
3 —ee
I - . 2 -} y | rek IgG-
— | Aviditats-IB
| | : . —— rek IgM-IB

recomBlot CMV 10: H3134, Abnahmedatum 15.08.2008

Die Interpretation dieses Blots ist aus mehreren Griinden interessant. Zum
einen fehlt auf dem IgG-Streifen die Bande gegen p150 komplett, was nicht
sehr haufig vorkommt wund fir eine unmittelbar nach Erstinfektion
abgenommene Blutprobe spricht. Eine gB2-Reaktivitat fehlt ebenso. Daflir zeigt
sich eine sehr intensive Bande gegen p65, sowie deutliche Banden bei CM2
und gB1 und eine schwache Bande bei IE1. Per definitionem muss bei
Abwesenheit einer p150-Bande fir IgG-Seropositivitat CM2 in gut sichtbarer
Intensitat sowie mindestens eine weitere schwache Bande vorhanden sein, was
hier der Fall ist. Diese Konstellation erschwert jedoch die Interpretation der
Aviditatsreifung, da in diesem Fall nur zwei der drei in Betracht zu ziehenden
Banden uberhaupt auf dem Referenzstreifen vorhanden sind. Die Bande gegen
IE1 zeigt eine Intensitdtsabnahme um 100 Prozent, da auf dem Aviditatsstreifen
keine Bande erkennbar ist, die Bande gegen CM2 zeigt ebenfalls eine deutliche
Abschwachung (ca. 50 Prozent). Daher werden hier die Definitionskriterien
einer niedrigen Aviditat erfullt. Bei der Betrachtung des IgM-Immunoblots ergibt
sich eine gut sichtbare pl150-Bande sowie eine weitere Bande in schwacher
Intensitat bei p65, dies entspricht einem positiven IgM-Nachweis.

Fazit der Interpretation dieses rekombinanten Immunoblots ware hier der
Verdacht auf eine unmittelbar vor Geburt stattgefundene CMV-Primarinfektion
der Mutter, mit einem gesteigerten Ubertragungsrisiko fiir das Baby. Die Serum-

PCR des Neugeborenen war jedoch negativ, es fand keine Transmission statt.
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4.5.1.6 Unklarer Serostatus: IgM-Nachweis mit intermediarer Aviditat

CMV-Serostatus bei Geburt: Keine gB2-Reaktivitat / intermediare Aviditat
(sowohl im rek IB als auch im CLIA) / p150 < gB1-IgM-Reaktivitat bei positivem
IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 3, TAB. 51, TAB. 52, TAB. 53)

Diese 33-jahrige Mutter von Zwillingen wies zum Zeitpunkt der Geburt ein
positives CMV-IgM in ELISA, CLIA sowie rekombinantem Immunoblot auf. Der
CLIA-Aviditatstest ergab einen Aviditatsindex von 0,26, was einer intermediaren
Aviditat entspricht. Auch im rekombinanten Aviditats-Immunoblot zeigten sich
intermediar avide Antikérper (REcoMBLOT CMV 11). Es fand keine Ubertragung
auf die Zwillinge statt.

| IE1 ” p150 || CM2 | | p65 || aB1 | | aB2 |
B &l i | ___ rekIgG-IB
il B3 5 L o5
e - Aviditats-IB

3
\ -
—
4

£ - — rek IgM-IB

recomBlot CMV 11: H2557, Abnahmedatum 01.07.2008

Anhand dieses Immunoblots zeigt sich die Schwierigkeit einer objektiven
Einschéatzung der Aviditat. Betrachtet man die fir die Aviditatsreifung eine Rolle
spielenden Banden gegen IE1, p150 und CM2, so lasst sich bei IE1 kaum eine
Abnahme, bei p150 und CM2 jedoch eine ca. 50- bis 25-prozentige Abnahme
der Bandenintensitat erkennen, was per definitionem (zwei der drei Banden
zeigen eine Abschwachung der Bandenintensitat) fur eine intermediare Aviditat
spricht. In diesem Fall kann somit keine Aussage zum Infektionszeitpunkt
getroffen werden. Die Anwesenheit einer gut sichtbaren Bande gegen gB1,
aber ohne Nachweis von Antikdrpern gegen gB2, ware hier mdglicherweise ein
Indiz fur eine sechs bis acht Wochen zurtickliegende CMV-Infektion bei einem
gB2-Nonresponder. Auch die stark ausgepragten Banden des IgG-Immunoblots
deuten eher auf eine zuriickliegende Infektion hin. Der positive IgM-Immunoblot
mit seiner schwachen p150-Bande in Kombination mit einer deutlichen gB1-
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Bande konnte auch auf eine IgM-Reaktivierung wéhrend der Schwangerschaft

zuruckzufiuhren sein.

4.5.1.7 Unklarer Serostatus: IgM-Nachweis mit hoher Aviditat

CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-Reaktivitat / hohe Aviditat (sowohl im rek IB
als auch im CLIA) / breites und intensives IgM-Spektrum bei positivem IgM-
Befund in ELISA und CLIA

(Fall 6, TAB. 51, TAB. 52, TAB. 53)

Bei der 28-jahrigen Mutter war vor allem der IgM-Befund des rekombinanten
Immunoblots eindricklich, auch im ELISA und CLIA ergab sich ein positiver
IgM-Nachweis. Der CLIA-Aviditatsindex lag bei 0,42, dies entspricht einer
hohen Auviditatsreifung, ebenso zeigten sich im rekombinanten Aviditats-
Immunoblot hoch avide Antikérper (REcomBLOT CMV 12). CMV wurde auch hier

nicht auf das Kind Utbertragen.

| IE1 ” p150 || CM2 | | p65 || aB1 |
vy v

%\%o“f‘“ [y _Tan a5 P 1 rek IgG-IB

oMt | B . rek IgG-

= b  Aviditats-IB
- RO | W = 3 pr | rek IgM-IB

recomBlot CMV 12: H475, Abnahmedatum 30.01.2008

Bei der Betrachtung aller drei Streifen des Blots beeindruckt die Intensitat der
Bandenauspréagung. Diese korreliert hier mit dem mit 16 AU/mL oberhalb des
Messbereichs (Obergrenze 15 AU/mL) liegenden IgG-Titer im ELISA, wogegen
der 1gG-CLIA mit 3,9 IE/mL einen eher im unteren Messbereich (0,6 bis 22
IE/mL) liegenden Wert ergab. Auch der Titer des IgM-ELAs war mit einem Wert
von 0,572 erhoht, wahrend der IgM-CLIA einen Titer von 32,1 AU/mL ergab,
welcher nur knapp Uber der Untergrenze (30 AU/mL) des Positivbereichs lag.
Im 1gG-Streifen sind Banden gegen alle im rekombinanten Immunoblot
getesteten Antikérper vorhanden, inklusive AntikGrper gegen gB2, womit man

eine Erstinfektion innerhalb der zuriickliegenden sechs bis acht Wochen mit



110 ERGEBNISSE

hoher Wahrscheinlichkeit ausschlieBen kann. Auch die hohe Aviditatsreifung
der Antikdrper gegen IE1, p150 und CM2 deutet stark auf eine schon langer
zurlckliegende Infektion hin. Im Zusammenhang mit dieser Konstellation muss
bei der sehr starken Intensitdt der p150- und CM2-Bande im IgM-Blot sowie
deutlicher Sichtbarkeit der IE1- sowie p65-Bande an eine IgM-Persistenz oder
eine im Rahmen der Schwangerschaft stattgefundene IgM-Reaktivierung

gedacht werden.
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4.5.2 Diskordant IgM-positive Mutter

Aus der Gruppe der insgesamt 93 diskordant IgM-positiven Frauen waren 58
Falle (62,4 Prozent) insofern Uberraschend, da sich bei ihnen in beiden
routinemalig durchgefihrten Screeningtests IgM-ELISA und IgM-CLIA nur
negative IgM-Nachweise detektieren liel3en. Diese Frauen wurden in 56 der 58
Falle via rekombinantem IgM-Immunoblot getestet, da sie einen CLIA-Aviditats-
index < 0,4 aufwiesen, in den restlichen beiden Fallen mit CLIA-Aviditatsindex
> 0,4 wurde der Immunoblot einmal versehentlich sowie einmal aufgrund der
Tatsache durchgefihrt, dass hier eine Transmission der CMV-Infektion auf das
Neugeborene festgestellt wurde. Aul3er den 58 Frauen, die sowohl im IgM-
ELISA als auch im IgM-CLIA negativ waren, gehdren weitere 35 Mutter in diese
Gruppe diskordant IgM-positiver Mutter, bei denen es Abweichungen des IgM-
Ergebnisses in den beiden Standard-Tests IgM-ELA und IgM-CLIA gab
(TaB. 55). Der IgM-CLIA schien hierbei meist sensitiver zu sein als der IgM-
ELISA mit zumindest 12 positiven sowie 18 grenzwertig positiven Resultaten
(insgesamt 30 Félle) im Vergleich zu nur drei positiven und zwei grenzwertig

positiven Ergebnissen (insgesamt funf Falle) des IgM-ELAs (ABB. 23).

Tab. 55: Konstellationen diskrepanter Falle mit positivem IgM im rekombinanten Immunoblot

IgM positivim IgM-CLIA
rek Immunoblot negativ | grenzwertig| positiv Summe
negativ 58 18 12 88
IgM-ELISA grenzwertig 2 0 0 2
positiv 3 0 0 3
Summe 63 18 12 93
Die Serokonstellationen samt zugehoriger Aviditatsresultate der sehr
komplexen Gruppe diskordant IgM-positiver Mitter sollen in ABB. 23

veranschaulicht werden.
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Diskordant IgM-positive Mutter
N = 93 (100%)
97 Neugeborene (4 Zwillinge)

IgM negativ IgM grenzwertig/positiv im IgM negativ im ELISA und
in ELISA und CLIA ELISA grenzwertig/positiv im
und negativ im CLIA
N = 58 (62,4%) 9 CLIA
N = 5 (5,4%) N = 30 (32,3%)
Darunter zwei Transmissionen!
( \ (. ) ( \
CLIA-Aviditatsindex CLIA-Aviditatsindex CLIA-Aviditatsindex
b ¢ 56x<04 be{ © 1x <04 | e 4x<04
e 2x>04 e 4x>0,4 e 26x >0,4
- - J -
) N
rek. Aviditats-IB ( rek. Aviditats-1B R rek. Aviditats-IB
Ll * 2x niedrig Ll ¢ 2x hoch | e I1xniedrig
e 9x intermediar e 3x nicht e 14x hoch
\ * 47x hoch / \_ durchgefihrt J e 15X nicht
durchgefihrt

Abb. 23: Serokonstellationen und zugehdrige Aviditatsresultate diskordant IgM-positiver Mitter

4.5.2.1 Vergleich der Aviditat diskrepant IgM-positiver Mitter

Die CLIA-Aviditatsindizes in der Gruppe diskrepant IgM-positiver Mitter wiesen
eine grofRe Spannweite auf und erstreckten sich von 0,01 bis 0,87, wobei
gerade bei den kritischen unteren Werten zum rekombinanten Aviditats-
Immunoblot erneut grof3e Abweichungen auftraten (TAB. 56 und TAB. 57). Von
drei Fallen mit CLIA-Aviditatsindizes < 0,2 wurde im rekombinanten Aviditats-
Immunoblot bei keiner Probe ein entsprechendes (d.h. niedrig avides) Ergebnis
erzielt, nur in einem Fall konnten intermediar avide Antikérper detektiert
werden. Eine Konkordanz der beiden eingesetzten Aviditats-Tests ist somit bei
niedrig aviden Antikdrpern nicht gegeben. Von den 21 Proben, die im CLIA
einen Aviditatsindex zwischen 0,21 und 0,30 aufzeigten (intermediarer Aviditat
entsprechend), wurden vier im rekombinanten Aviditats-Immunoblot bestétigt,
alle anderen Blots wiesen hoch avide Antikdrper auf (TAB. 56). Dies entspricht
im Bereich intermediarer CLIA-Aviditatsindizes einer Konkordanz der beiden

Aviditats-Tests von nur 19,0 Prozent.
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Tab. 56: Vergleich der Aviditat diskrepant IgM-positiver Mitter mit CLIA-Aviditatsindex < 0,30

e | oEusn | eua | e | otmee | ae
Immunoblot
1 1391 negativ negativ positiv 0,0 intermediar
2 1295 negativ positiv positiv 0,18 hoch
3 478 negativ grenzwertig positiv 0,19 hoch
4 987 negativ positiv positiv 0,23 hoch
5 1639 negativ negativ positiv 0,23 hoch
6 4907 negativ negativ positiv 0,23 hoch
7 1947 negativ negativ positiv 0,24 hoch
8 3540 negativ negativ positiv 0,24 intermediar
9 1184 negativ grenzwertig positiv 0,25 hoch
10 462 negativ negativ positiv 0,25 hoch
11 132 negativ negativ positiv 0,26 intermediar
12 1707 negativ negativ positiv 0,27 hoch
13 2800 negativ negativ positiv 0,27 hoch
14 2529 negativ negativ positiv 0,28 hoch
15 1389 negativ negativ positiv 0,28 hoch
16 1795 negativ negativ positiv 0,29 hoch
17 797 negativ negativ positiv 0,29 hoch
18 3415 negativ negativ positiv 0,30 intermediar
19 342 negativ negativ positiv 0,30 hoch
20 28 negativ negativ positiv 0,30 hoch
21 3141 negativ negativ positiv 0,30 hoch
22 1477 negativ negativ positiv 0,30 hoch
23 1156 negativ negativ positiv 0,30 hoch
24 1881 negativ negativ positiv 0,30 intermediar
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In der Gruppe diskrepant positiver Frauen mit einem CLIA-Aviditatsindex > 0,3
kam es in zwei Fallen zur vertikalen Ubertragung bei pranataler CMV-Infektion
(TAB. 57). In dieser Gruppe wurde bis zu einem CLIA-Aviditatsindex < 0,4
sowohl ein rekombinanter IgM-Immunoblot als auch ein rekombinanter IgG-
Aviditats-Immunoblot durchgefihrt. Die Frauen, die einen CLIA-Aviditatsindex
> 0,4 aufwiesen (22 Falle), wurden aufgrund von Abweichungen des IgM-
Nachweises aus ELISA und CLIA via rekombinantem IgM-Immunoblot getestet,
in einem Einzelfall versehentlich sowie einmal aufgrund einer festgestellten
Transmission. Je nach vorliegendem Befund wurde teilweise auch zusatzlich

ein Aviditats-Immunoblot durchgefihrt.

Tab. 57: Vergleich der Aviditat diskrepant IgM-positiver Mitter mit CLIA-Aviditatsindex > 0,30

O PO VT R e ool I
Immunoblot
25 1448 negativ grenzwertig positiv 0,31 hoch
negativ negativ
27 846 negativ grenzwertig positiv 0,31 hoch
28 3423 negativ negativ positiv 0,31 hoch
29 2667 negativ negativ positiv 0,31 intermediar
30 461 negativ negativ positiv 0,32 hoch
31 992 negativ negativ positiv 0,32 hoch
32 2619 negativ negativ positiv 0,32 hoch
33 3152 negativ positiv positiv 0,33 hoch
34 1893 negativ grenzwertig positiv 0,33 hoch
35 1895 negativ negativ positiv 0,33 hoch
36 2046 negativ negativ positiv 0,33 hoch
37 1293 negativ negativ positiv 0,33 hoch
38 1358 negativ negativ positiv 0,33 hoch
39 1093 negativ negativ positiv 0,33 niedrig
40 2799 negativ negativ positiv 0,34 niedrig
41 2292 negativ negativ positiv 0,34 hoch
42 1884 negativ negativ positiv 0,34 hoch
43 4912 negativ grenzwertig positiv 0,35
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O PO VT R W ool I
Immunoblot
44 473 negativ negativ positiv 0,35 hoch
45 195 negativ negativ positiv 0,35 hoch
46 1476 negativ negativ positiv 0,35 hoch
47 1288 negativ positiv positiv 0,36 hoch
48 1150 negativ positiv positiv 0,36 hoch
49 3420 negativ negativ positiv 0,36 hoch
50 4909 negativ negativ positiv 0,36 hoch
51 4775 negativ negativ positiv 0,36 hoch
52 2027 negativ negativ positiv 0,36 hoch
53 426 negativ grenzwertig positiv 0,37 hoch
54 1089 negativ negativ positiv 0,37 hoch
55 3167 negativ negativ positiv 0,37 hoch
56 2728 negativ negativ positiv 0,37 hoch
57 982 negativ negativ positiv 0,37 intermediar
58 465 grenzwertig negativ positiv 0,38 hoch
59 1189 negativ grenzwertig positiv 0,38 hoch
60 822 negativ negativ positiv 0,38 hoch
61 102 negativ negativ positiv 0,38 hoch
62 1471 negativ negativ positiv 0,38 intermediar
63 20 negativ negativ positiv 0,38 hoch
64 1278 negativ positiv positiv 0,39 hoch
65 2785 negativ negativ positiv 0,39 hoch
66 2565 negativ negativ positiv 0,39 intermediar
67 1621 negativ negativ positiv 0,39 hoch
68 2035 negativ negativ positiv 0,40 hoch
69 2535 negativ negativ positiv 0,40 hoch
70 1479 negativ negativ positiv 0,40 hoch
71 3551 negativ negativ positiv 0,40 hoch
72 3282 negativ positiv positiv 0,41 *
73 2758 negativ grenzwertig positiv 0,42 *
74 1193 positiv negativ positiv 0,46 *
75 1770 positiv negativ positiv 0,46 *
76 4591 negativ positiv positiv 0,48 *
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negativ

negativ

|| osn | s | B e |
Immunoblot
77 1203 negativ positiv positiv 0,49 *
78 1164 positiv negativ positiv 0,50 hoch
79 4719 negativ positiv positiv 0,50 *
80 3995 negativ positiv positiv 0,51 *

82 2779 negativ grenzwertig positiv 0,56 *
83 3192 negativ grenzwertig positiv 0,57 *
84 2919 negativ positiv positiv 0,59 *
85 986 negativ grenzwertig positiv 0,61 hoch
86 3944 negativ grenzwertig positiv 0,65 *
87 2757 negativ grenzwertig positiv 0,67 *
88 4710 negativ negativ positiv 0,69 hoch
89 2254 grenzwertig negativ positiv 0,71 *
90 3932 negativ grenzwertig positiv 0,76 *
91 4561 negativ grenzwertig positiv 0,82 *
92 4683 negativ grenzwertig positiv 0,84 *
93 3983 negativ grenzwertig positiv 0,87 *

Mutter mit Transmission der CMV-Infektion auf das Neugeborene

*rek. Aviditats-Immunoblot wurde aufgrund von CLIA-Aviditatsindex > 0,4 nicht durchgefuhrt

Bei der Betrachtung der Verteilung der CLIA-Aviditatsindizes (ABB. 24) in dieser
Gruppe diskrepant IgM-positiver Mtter fallt eine Haufung der Werte vor allem
im Bereich zwischen 0,3 und 0,4, aber auch im Bereich zwischen 0,2 und 0,3
auf. Insgesamt liegen 68 von 93 ermittelten Aviditatsindizes (73,1 Prozent) im
Bereich zwischen 0,2 und 0,4. Im niedrig aviden Bereich bis 0,2 finden sich nur
drei der insgesamt 93 ermittelten Werte (3,2 Prozent). Auffallig ist der rapide
Abfall der Werte im Bereich ab 0,4. Dies entspricht somit dem Bereich, ab dem
gemal der Aufgabenstellung dieser Arbeit bei unauffalligen Resultaten in den
IgM-Standardtests IgM-ELA und IgM-CLIA auf eine zusétzliche Untersuchung
via rekombinantem IgM-Immunoblot verzichtet wurde. Insgesamt liegen in
dieser Gruppe nur 22 von 93 Frauen mit ihrem CLIA-Aviditatsindex im Bereich
> 0,4 (23,7 Prozent).
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Verteilung der CLIA-1gG-Aviditatsindizes
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Abb. 24: Verteilung der CLIA-IgG-Aviditatsindizes in der Gruppe der diskrepant IgM-positiven
Mutter: 68 von 93 ermittelten CLIA-Aviditatsindizes liegen im Bereich zwischen 0,2 und 0,4
(73,1 Prozent)!

4.5.2.2 Betrachtung CMV-spezifischer Einzelreaktivitaten in den
rekombinanten IgM-Immunoblots diskrepant IgM-positiver
Mutter

In der Gruppe der diskrepant IgM-positiven Mdutter sind die meisten IgM-
Immunoblots in der Intensitat der Banden im Vergleich zu den IgG-Immunoblots
deutlich schwacher ausgepragt (TAB. 58 und TAB. 59). Bei 26 der 93 getesteten
Frauen zeigte sich nur eine solitare pl150-Bande. Diese muss bei solitdrem
Nachweis definitionsgemal in mindestens gut sichtbarer Intensitat (entspricht
,++%) vorliegen. Bei 23 der 26 Frauen mit singuldrer p150-Bande zeigte sich
eine p150-Bande in gut sichtbarer Intensitat, bei drei Frauen konnte eine p150-
Bande in sehr starker Intensitat detektiert werden. In 23 weiteren Fallen konnte
eine pl150-Bande in Kombination mit einer p65-Bande detektiert werden. Eine
Kombination aus p150-Bande zusammen mit dem Nachweis einer CM2-Bande
ergab sich in elf Fallen. Die restlichen IgM-Immunoblots zeigten entweder
Kombinationen aus dem Nachweis einer p150-Bande zusammen mit einer
weiteren Bande (auf3er CM2 oder p65) oder Kombinationen aus mehr als zwei
Banden (dabei musste jedoch die p150-Bande stets in zumindest schwacher

Intensitat nachweisbar sein). Insgesamt waren Nachweise von Antikdrpern im
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IgM-Immunoblot gegen IE1, gB1 und vor allem gB2 (nur zwei Falle) eher selten.
Sehr starke Reaktivitaten (,+++“) bei p150 zeigten sich in 14 Fallen. Auffallig
dabei war, dass in diesen Fallen mit sehr starker Auspragung der p150-Bande

meist mehrere weitere Banden nachweisbar waren.

Tab. 58: Intensitat der CMV-spezifischen Antigenbanden in den rekombinanten IgM-Immunoblots
aller diskrepant IgM-positiver Mutter mit CLIA-Aviditatsindex < 0,30 (siehe auch TaB. 56)

H- rekombinanter IgM-Immunoblot positiv
Nr IgM-ELISA IgM-CLIA CLIA-Al
Nummer IE1 | p150 | CM2 | p65 | gB1 | gB2
1 1391 negativ negativ a ++ (/] (/] %] @
2 1295 negativ positiv 1} + + +/- 1}
3 478 negativ grenzwertig +/- + +/- + (/]
4 987 negativ positiv 0,23 (0] ++ 1%} + (/]
5 1639 negativ negativ 0,23 (/] ++ [0/] [0/] +/- (0]
6 4907 negativ negativ 0,23 (/] qr 1%} (/]
7 1947 negativ negativ 0,24 a + +/- ++ %] @
8 3540 negativ negativ 0,24 (/] Ardr 4 1%} 1%} (/]
9 1184 negativ grenzwertig 0,25 a ++ %] +/- %] (/]
10 462 negativ negativ 0,25 (/] qr 1%} 1%} 1%} (/]
11 132 negativ negativ 0,26 a ++ %] %] %) @
12 1707 negativ negativ 0,27 (0] ++ %] %] %] a
13 2800 negativ negativ 0,27 (0] sl (/] (/] 1%} (/]
14 2529 negativ negativ 0,28 (0] + %] + %) a
15 1389 negativ negativ 0,28 (0] sl (/] (/] 1%} (/]
16 1795 negativ negativ 0,29 a + + +/- ++ (0]
17 797 negativ negativ 0,29 (0] + + + 1%} (/]
18 3415 negativ negativ 0,30 a ++ [0/] [0/] %] (/]
19 342 negativ negativ 0,30 (0] sl (/] (/] 1%} (/]
20 28 negativ negativ 0,30 a ++ [0/] +/- %] (/]
21 3141 negativ negativ 0,30 (0] sl (/] (/] 1%} (/]
22 1477 negativ negativ 0,30 (0] + i i %) a
23 1156 negativ negativ 0,30 (0] ++ (/] + 1%} (/]
24 1881 negativ negativ 0,30 (/] ++ %] +/- 1%} (/]
Singulére p150-Reaktivitat
p150-Reaktivitat in alleiniger Kombination mit CM2-Reaktivitét
p150-Reaktivitat in alleiniger Kombination mit p65-Reaktivitat
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Tab. 59: Intensitat der CMV-spezifischen Antigenbanden in den rekombinanten IgM-Immunoblots
aller diskrepant IgM-positiver Mutter mit CLIA-Aviditatsindex > 0,30 (siehe auch TAB. 57)

rekombinanter IgM-Immunoblot positiv

Nr H- IgM-ELISA | IgM-CLIA CLIA-Al
Nummer IE1 | p150 | CM2 | p65 | gB1 | gB2
25 1448 negativ grenzwertig 0,31 a ++ (/] +/- %] (/]
negativ negativ (/] + + +/- 1] (/]
27 846 negativ grenzwertig 0,31 +/- ++ + +++ +/- (/]
28 3423 negativ negativ 0,31 (/] ++ (0] + (/] (/]
29 2667 negativ negativ 0,31 a ++ (/] (/] %] (/]
30 461 negativ negativ 0,32 (/] ++ +/- +/- (/] (/]
31 992 negativ negativ 0,32 a ++ + (/] %] (/]
32 2619 negativ negativ 0,32 1} ++ +/- %) %] 1]
33 3152 negativ positiv 0,33 (0] + ++ %] %] (/]
34 1893 negativ grenzwertig 0,33 (0] ++ +/- + (/] (0]
35 1895 negativ negativ 0,33 (/] ++ (0] (0] (/] (0]
36 2046 negativ negativ 0,33 (/] + + + 1%} (/]
37 1293 negativ negativ 0,33 (/] qr 1%} 1%} 1%} (/]
38 1358 negativ negativ 0,33 (/] +++ (0] (0] (] (0]
39 1093 negativ negativ 0,33 (/] qr 1%} 1%} 1%} (/]
40 2799 negativ negativ 0,34 (/] + + + (] (0]
41 2292 negativ negativ 0,34 +- | +++ 1%} + + (/]
42 1884 negativ negativ 0,34 (0] +++ %] +/- %) a
43 4912 negativ grenzwertig 0,35 +/- +++ + +/- 10/] +
44 473 negativ negativ 0,35 (0] + %] A %) a
45 195 negativ negativ 0,35 (0] ++ 1%} ++ +/- (/]
46 1476 negativ negativ 0,35 a +++ [0/] +/- %] (/]
47 1288 negativ positiv 0,36 (0] ++ +/- +/- 1%} (/]
48 1150 negativ positiv 0,36 (0] + + %] %] (/]
49 3420 negativ negativ 0,36 + +++ 1%} + + (/]
50 4909 negativ negativ 0,36 a ++ + [0/] +/- a
51 4775 negativ negativ 0,36 (0] sl 1%} 1%} 1%} (/]
52 2027 negativ negativ 0,36 (0] sl (/] (/] 1%} (/]
53 426 negativ grenzwertig 0,37 a ++ 0] + (] a
54 1089 negativ negativ 0,37 (0] ++ (/] + 1%} (/]
55 3167 negativ negativ 0,37 a +++ 0] ++ (] (0]
56 2728 negativ negativ 0,37 (0] sl (/] (/] 1%} (/]
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H- rekombinanter IgM-Immunoblot positiv
Nr IgM-ELISA IgM-CLIA CLIA-Al
Nummer IE1 | p150 | CM2 | p65 | gB1 | gB2
57 982 negativ negativ 0,37 (/] ++ /] /] (/] (/]
58 465 grenzwertig negativ 0,38 + +++ + ++ %] (0]
59 1189 negativ grenzwertig 0,38 a +++ (/] (/] %] (/]
60 822 negativ negativ 0,38 (/] + (0] + St (/]
61 102 negativ negativ 0,38 a ++ (/] +/- 1%} (/]
62 1471 negativ negativ 0,38 (/] +++ | +/- ] 1] (/]
63 20 negativ negativ 0,38 a ++ (/] (/] %] (/]
64 1278 negativ positiv 0,39 (/] ++ ++ (0] 1%} (/]
65 2785 negativ negativ 0,39 a + (/] + 1%} (/]
66 2565 negativ negativ 0,39 (/] ++ 1%} + 1%} (/]
67 1621 negativ negativ 0,39 (/] +++ [0/] +/- %] (/]
68 2035 negativ negativ 0,40 (/] ++ 1%} + 1%} (/]
69 2535 negativ negativ 0,40 (/] + (/] + (/] (0]
70 1479 negativ negativ 0,40 (/] Ardr 4 1%} 1%} (/]
71 3551 negativ negativ 0,40 (/] ++ [0/] ++ (] (/]
72 3282 negativ positiv 0,41 (/] 4 4 1%} 1%} (/]
73 2758 negativ grenzwertig 0,42 (0] + + + %] (/]
74 1193 positiv negativ 0,46 a +++ %] %] %) @
75 1770 positiv negativ 0,46 + +++ %) %) +/- 1]
76 4591 negativ positiv 0,48 (0] ++ %] %] (/]
77 1203 negativ positiv 0,49 + ++ ++ +/- (/]
78 1164 positiv negativ 0,50 (0] ++ %] %) a
79 4719 negativ positiv 0,50 (0] ++ + +/- (/]
80 3995 negativ positiv 0,51 a + [0/] + (0]
negativ negativ (0] sl 1%} 1%} a
82 2779 negativ grenzwertig 0,56 a +++ + + + (/]
83 3192 negativ grenzwertig 0,57 (0] i Sists 1%} (/]
84 2919 negativ positiv 0,59 (0] ++ +/- %] %] (/]
85 986 negativ grenzwertig 0,61 (0] ++ 1%} +/- 1%} (/]
86 3944 negativ grenzwertig 0,65 a ++ + 0] + a
87 2757 negativ grenzwertig 0,67 T=F + (/] (/] 1%} (/]
88 4710 negativ negativ 0,69 (0] + (/] (/] + (0]
89 2254 grenzwertig negativ 0,71 (/] ++ + + i (/]
90 3932 negativ grenzwertig 0,76 (0] sl (/] (/] 1%} (/]
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H- rekombinanter IgM-Immunoblot positiv
Nr IgM-ELISA IgM-CLIA CLIA-Al
Nummer IE1 | p150 | CM2 | p65 | gB1 | gB2
91 4561 negativ grenzwertig 0,82 (/] ++ /] /] ++ ++
92 4683 negativ grenzwertig 0,84 a + (/] + + (0]
93 3983 negativ grenzwertig 0,87 + + ++ (/] %] (/]

Singulare p150-Reaktivitat
p150-Reaktivitat in alleiniger Kombination mit CM2-Reaktivitét
p150 Reakthltat in aIIemlger Komblnatlon mit p65-Reaktivitat

4.5.2.3 Betrachtung CMV-Glykoprotein-B-(gB-)spezifischer IgG-
Antikdrperreaktivitat bei diskrepant IgM-positiven Muittern

Die Auswertung der CMV-Glykoprotein-B-spezifischen IgG-Antikorperreaktivitat
konnte in der Gruppe der diskrepant IgM-positiven Mutter nur bis zu einem

CLIA-Aviditatsindex <

nur in Ausnahmeféllen via rekombinantem IgG-Immunoblot getestet wurden.

0,4 erfolgen, da die Mutter mit hoherem Aviditatsindex

Die Anzahl der Frauen mit einem CLIA-Aviditatsindex bis einschlieflich 0,4, bei
denen somit ein IgG-Immunoblot durchgefuhrt wurde, betragt 71 (von 93). Bei
zehn dieser 71 untersuchten IgG-Immunoblots zeigte sich keine gB2-
Antikdrperreaktivitat, weitere drei wiesen nur sehr schwache gB2-Antikdrper-
banden auf (TAB. 60). Jeder dieser 13 Blots zeigte jedoch eine gB1-Bande in
mindestens schwacher Intensitat. Die gB1-Reaktivitat scheint aber in Bezug auf
den Zeitpunkt der Infektion im Vergleich zur gB2-Reaktivitat eine eher
untergeordnete Rolle zu spielen. 23 der IgG-Immunoblots wiesen gB2-Banden
einer sehr starken Intensitat (entspricht ,+++“) auf, dies ware ein Indiz fur eine
mindestens zwei Monate zurlckliegende Infektion (Herstellerangaben). Die

Blots mit starker gB2-Reaktivitdt zeigten auch starke

meisten dieser
Reaktivitaten der gB1-Antikorper, nur in finf von 23 Fallen waren diese Banden
im Vergleich zur gB2-Bande etwas schwacher ausgepragt (entsprechend ,++%)
und in einem Fall zeigte sich eine gB1-Bande nur in gut sichtbarer Intensitat

(entsprechend ,+).



122

ERGEBNISSE

Tab. 60: Betrachtung Glykoprotein-B-spezifischer

positiver Mutter mit CLIA-Aviditatsindex < 0,40

IgG-Antikdrperreaktivitat diskrepant IgM-

rek. IgG- rekombinanter IgG-Immunoblot / Aviditat
CLIA-1gG- e
Nr | H-Nummer Aviditatsind Aviditats-
viaitatsindex |- munoblot | IE1 | p150 | CM2 | p65 | gB1 | gB2
+ ++ (%) ++ +
1 1391 intermediar u
++ (%] + +/- (%]
++ +++ ++ ++ +++ +
2 1295 hoch
++ +++ + + ++ +/-
++ +++ +++ +++ ++
3 478 hoch
++ ++ +++ + (1]
++ + ++ ++ ++
4 987 0,23 hoch
++ + ++ ++ ++
++ +++ ++ ++ ++
5 1639 0,23 hoch
++ +++ + + ++ +
+ +++ + (%) ++
6 4907 0,23 hoch n
+ +++ +/- (%] ++ (%]
+ +++ +++ ++ ++
7 1947 0,24 hoch
+ +++ ++ ++ ++
) . (%) ++ + + +++ +++
8 3540 0,24 intermediar
(%] ++ +- +++ +++
+ +++ ++ + +++ +++
9 1184 0,25 hoch
+ +++ ++ + +++ +++
T 5 e hoch + +++ +++ +++ ++ +/-
’ ¢ + +++ +++ + + “
) . (%) +++ (%) ++ + (%]
11 132 0,26 intermediar
1%} ++ @ @ +/- 1]
- +++ (%] +/- ++ +
12 1707 0,27 hoch
+- +++ (%] (%] ++ +
+ +++ +++ ++ ++
13 2800 0,27 hoch n
+- +++ +++ +/- (%]
%) + %) %) ++
14 2529 0,28 hoch
(/] + (/] (/] ++
+ +++ + ++ ++ ++
15 1389 0,28 hoch
+ +++ ++ ++ +
+++ +++ ++ +++ +++ +++
16 1795 0,29 hoch
+++ +++ ++ ++ +++ +++
+++ +/- +/- ++ ++
17 797 0,29 hoch
+++ (%] (%] ++ +
++ ++ ++ ++ ++
18 3415 0,30 intermediar
+/- + + + ++
+ +++ +++ +++ ++
19 342 0,30 hoch
+ ++ +++ ++ ++
++ +++ ++ + +++ +++
20 28 0,30 hoch
++ +++ ++ + + +/-
(%) +++ (%) (%) ++ ++
21 3141 0,30 hoch
(%] +++ (%] (%] ++ (1]




ERGEBNISSE

123

rek. IgG- rekombinanter IgG-Immunoblot / Aviditat
CLIA-1gG- Iy
Nr [ H-Nummer Aviditatsind Aviditats-
viditatsindex - munoblot | IEL | p150 | cM2 | p65 | gB1 | gB2
++ ++ ++ +++ +++ +++
22 1477 0,30 hoch
++ ++ + ++ +++ +++
(%] +++ +/- ++ +++ ++
23 1156 0,30 hoch
(%] ++ (%] +/- + +/-
++ +++ +++ ++ ++
24 1881 0,30 intermediar u
+ ++ ++ + + (1]
(%] ++ + ++ ++ +++
25 1448 0,31 hoch
(%) ++ + ++ +++
+ +++ ++ ++ +++ +++
26 1346 0,31 hoch
+ +++ + + ++ ++
+ +++ +++ +++ ++
27 846 0,31 hoch u
+ +++ +++ +++ + (%]
(%] +++ (%] ++ ++ ++
28 3423 0,31 hoch
(%) +++ (%) +
++ ++ + + + ++
29 2667 0,31 intermediar
++ + + ++
+ +++ (%] + +++ +++
30 461 0,32 hoch
+ +++ (%] +/- ++ +++
+++ +++ + + +++ +++
31 992 0,32 hoch
+++ +++ + + +++ +++
(%) +++ (%) (%) + +
32 2619 0,32 hoch
(%) +++ + (%) + +
- +++ +++ (%] ++
33 3152 0,33 hoch u
+++ +++ (%) ++ (%]
+++ +++ +++ +++ ++
34 1893 0,33 hoch
+++ +++ +++ +++ ++
++ +++ + + ++ ++
35 1895 0,33 hoch
++ +++ ++ ++
++ +++ + + +++ +++
36 2046 0,33 hoch
+- +++ +/- +++ +++
+/- ++ +/- + +++ +++
37 1293 0,33 hoch
(%] ++ (%] +/- +++ +++
- +++ (%] +/- ++ +
38 1358 0,33 hoch
++ (%] (%] ++ +
o ++ + + ++ ++ +++
39 1093 0,33 niedrig
+/- +/- +- ++ ++
S + ++ + + ++ ++
40 2799 0,34 niedrig
+ (%] (%] ++
++ +++ ++ + ++
41 2292 0,34 hoch
+- - + (%] +
(%] +++ ++ ++ +++ ++
42 1884 0,34 hoch
(%] +++ ++ +/- ++ ++
+ ++ +++ +++ +++ ++
43 4912 0,35
+/- +/- ++ ++ + +/-
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CLIA-IgG- rel.<._lglG- rekombinanter IgG-Immunoblot / Aviditat
Nr | H-Nummer Aviditatsingd Aviditats-
vianatsindex | mmunoblot | IEL | p150 | CM2 | p65 | gB1 | gB2
(%] +++ (%] + +
44 473 0,35 hoch
()] +++ () + +/-
+++ +++ + ++ +++ ++
45 195 0,35 hoch
+++ +++ +++ ++
()] +++ +/- +++ +++
46 1476 0,35 hoch
(%] +++ (%] +++ +++
++ +++ ++ ++ +
47 1288 0,36 hoch n
++ +++ ++ + + (%]
+ ++ ++ ++ ++ +++
48 1150 0,36 hoch
+ ++ ++ ++ ++ ++
(%] ++ (%] (%] ++ ++
49 3420 0,36 hoch
(%] ++ (%] (%] ++ +
(0] +++ (0] +/- + +++
50 4909 0,36 hoch
()] +++ ()] ()] +/- ++
+ +++ +/- +/- ++ +/-
51 4775 0,36 hoch
+ +++ +/- +/- ++ +-
+ +++ ++ ++ ++ +++
52 2027 0,36 hoch
+ +++ + + + ++
+/- +++ +/- +/- ++ +/-
53 426 0,37 hoch
+/- +++ +/- (%) + +/-
++ +++ +++ ++ +++ +++
54 1089 0,37 hoch
++ ++ ++ + ++ ++
(0] ++ ++ (0] ++ +
55 3167 0,37 hoch
(%] ++ ++ (%] ++ +
+ +++ + (%] ++ ++
56 2728 0,37 hoch
+- +++ +/- () ++ +
) . (0] ++ +/- ++ + ++
57 982 0,37 intermediar
(%] + (%] +/- +
- +++ () +++ +++
58 465 0,38 hoch
+- +++ () ++ +++
+++ +++ +++ +++ ++ +++
59 1189 0,38 hoch
+++ ++ +++ ++ ++ ++
++ ++ ++ ++ ++ ++
60 822 0,38 hoch
++ ++ ++ +/- + +
++ +++ ++ +++ +++
61 102 0,38 hoch
++ +++ + ++ +++
++ +++ ++ +++ +++ +++
62 1471 0,38 intermediar
++ ++ + ++ ++ ++
++ +++ (0] - +
63 20 0,38 hoch u
++ +++ (0] +/- (%]
+++ +/- ++ ++ +
64 1278 0,39 hoch
+++ ++ ++
++ +++ ++ +++ +++
65 2785 0,39 hoch
++ +++ ++ +++ +++
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rek. IgG- rekombinanter IgG-Immunoblot / Aviditat
CLIA-IgG- o
Nr | H-Nummer Aviditatsind Aviditats-
viditatsindex 1 munoblot | IE1 | p150 | cM2 | p65 | gB1 | gB2
(%) ++ (%) + +
66 2565 0,39 intermediar u
1%} + 16} 16} +- 1%}
++ +++ ++ +++ +++ +
67 1621 0,39 hoch
++ ++ ++ ++ ++ (%]
++ +++ (%) ++ ++ +
68 2035 0,40 hoch
++ +++ (%] + ++ +
++ +++ +++ + +++ +++
69 2535 0,40 hoch
++ +++ +++ () +++ +++
+ ++ (%] (%] + ++
70 1479 0,40 hoch
+/- ++ (%] (%] +
+/- +++ (%] (%] +
71 3551 0,40 hoch
(%) +++ (%) (%) +
Einzelreaktivitaten des rekombinanten IgG-Immunoblots
Einzelreaktivitaten des rekombinanten Aviditats-Immunoblots

Keine bzw. sehr schwache gB2-Reaktivitat

Sehr starke gB2-Reaktivitét
Mutter mit Transmission der CMV-Infektion auf das Neugeborene

Interessant ist hier auch der Zusammenhang zwischen gB2-Reaktivitat und
Aviditat, da ausgehend von beiden Qualitaten eine Aussage Uber den Zeitpunkt
der Erstinfektion getroffen werden kann. Bei Betrachtung des Zusammenhangs
zwischen gB2-Reaktivitat und CLIA-Aviditatsindex lasst sich keine Korrelation
feststellen (ABB. 25). Die IgG-Blots, bei denen keine gB2-Reaktivitat
detektierbar war, verteilen sich gleichmallig auf den gesamten untersuchten
Bereich aller CLIA-Aviditatsindizes einschlie3lich 0,4. Auch beim Vergleich der
gB2-Reaktivitat mit dem I1gG-Aviditats-Immunoblot l&sst sich kaum eine
Korrelation aufzeigen, immerhin sind in vier Féallen ohne Nachweis von gB2-
Banden intermediar avide Antikorper nachweisbar, die weiteren neun Félle
ohne gB2-Reaktivitdt bzw. sehr schwacher gB2-Reaktivitdt zeigen indessen
hoch avide Antikdrper. Nur in zwei Fallen scheint das Gesamtbild fur die
Betrachtung bei fehlender gB2-Reaktivitat zusammen zu passen: Fall 1 mit
einem Aviditatsindex von 0,01 (niedrig avide), intermedidr aviden Antikérpern im
rekombinanten Aviditats-lmmunoblot sowie fehlender gB2-Reaktivitat und
Fall 11 mit intermediar aviden Antikdrpern sowohl im Immunoblot als auch
gemald CLIA-Aviditatsindex (0,26) im Zusammenhang mit fehlender gB2-
Reaktivitat (TAB. 60).
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Anzahl der Miitter mit diskordant
positivem IgM-Serostatus und
CLIA-Aviditiatsindex < 0,4

N = 71 (100%)

| |
Kein bzw. sehr schwacher Schwacher bis gut Sehr starker Nachweis
Nachweis von gB2- sichtbarer Nachweis von von gB2-Reaktivitat
Reaktivitat gB2-Reaktivitat
(+++)
(D oder +/-) (+ oder ++)
N = 13 (18,3%) N = 35 (49,3%) N = 23 (32,4%)
e 0,23 e 0,19 e 0,25
» 0,25 e 0,23 (2x) e 0,29
e 0,26 * 0,24 e 0,30 (2x)
. CLIA- e 0,27 e 0,27 e 0,31 (2x)
Aviditatsindex | 030 Median: * 8;2 (2x) Median: * 0,32 (2x)
e 0,31 0.31 e U 0.33 = o 0,33 (3x)
* 0,33 ’ * 0,30 (4x) : ¢ 0,35
e 0,36 (2x) | ¢ 0,31(2x) e 0,36 (3x)
e 0,37 e 0,32 e 0,37
e 0,38 e 0,33 (3x) e 0,38 (3x)
* 0,39 * 0,34 (3x) * 0,39
;/ e 0,35 (3x) e 0,40
e 0,36 —
= keine Korrelation erkennbar e 0,37 (3%)
(aber niedrigster Wert 0,01!) e 0,38 = keine Korrelation erkennbar
e 0,39 (2x) (niedrigster Wert 0,24)
\_ ¢ 0.40 (3x) /
Median:
- keine Korrelation erkennbar 0,33
(niedrigster Wert 0,18)
Aviditits-IB e intermediar (4x) o niedrig (2x) e niedrig (1x)
e hoch (9x) o intermediar (3x) e intermediar (2x)
e hoch (30x) e hoch (20x)

. . |
> keine Korrelation erkennbar! > meist bei hoher Aviditt 2!

Abb. 25: Glykoprotein-B-spezifische Antikdrperreaktivitdt von diskordant IgM-positiven Mittern
und ggf. Korrelation mit Aviditatsresultaten (CLIA-Aviditatsindex und rekombinanter Aviditats-
Immunoblot)

In dieser Gruppe diskordant IgM-positiver Frauen ist keine Korrelation im Sinne
eines gleichzeitigen Auftretens starker gB2-Reaktivitdt gemeinsam mit hoher
Aviditat (beides als Merkmale einer langer zuriickliegenden Infektion zu
verstehen) zu erkennen. Im Gegenteil, gerade bei intensivem bis sehr starkem
Nachweis von gB2-Reaktivitat finden sich niedrige und intermediare Aviditats-

Resultate im rekombinanten Aviditats-Immunoblot. Passend zur Annahme, dass



ERGEBNISSE 127

keine bzw. schwache gB2-Reaktivitdt mit niedriger Aviditat einhergehen sollte,
ware zumindest der jeweils niedrigste Wert des CLIA-Aviditatsindizes, der von
schwacher zu sehr starker gB2-Reaktivitat kontinuierlich anzusteigen scheint
(0,01; 0,18; 0,24; ABB. 25). Der Median der CLIA-Aviditatsindizes bezogen auf
die Gruppen der gB2-Reaktivitat ist hier dagegen wenig aussagekraftig, er liegt
bei 0,31 bei Non-gB2-Reaktivitat und jeweils bei 0,33 in den Gruppen mit gut
sichtbarer sowie sehr starker gB2-Reaktivitat. In TAB. 61 sollen die Haufigkeiten,
mit denen hohe, intermediare und niedrige Aviditat in beiden Aviditatstests bei

bestimmter gB2-Reaktivitat auftritt, nochmals dargestellt werden.

Tab. 61: Korrelation von gB2-IgG-Antikdrperreaktivitat mit Aviditatsstatus: Trend zu gemeinsamem
Auftreten von sehr starker gB2-Reaktivitat mit hoher Aviditat in beiden Aviditats-Tests?

gB2-1gG- Aviditatsstatus | [SOMNANer CLIA-
Antikorperreaktivitat via Immunoblot Aviditatsindex
hoch 20/23 (87%) 20/23 (87%)
gB2 +++ > intermediar 3/23 (13%) 2/23 (8,7%)
niedrig 0/23 (0%) 1/23 (4,3%)
hoch 17/22 | (77,3%) | 13122 | (59,1%)
gB2 ++ > intermediar 3/22 (13,6%) 8/22 (36,4%)
niedrig 2/22 (9,1%) 1/22 (4,5%)
hoch 13/13 | (100%) 9/13 (69,2%)
gB2 + > intermediar 0/13 (0%) 3/13 (23,1%)
niedrig 0/13 (0%) 1/13 (7,7%)
hoch 8/13 (61,5%) 9/13 (69,2%)
gB2 @ oder +/- = |intermediar 4/13 (30,8%) 4/13 (30,8%)
niedrig 1/13 (7,7%) 0/13 (0%)
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452.4 CMV-Primarinfektion im ersten Trimenon: Einfluss der
Hyperimmunglobulin-(HIG-)Therapie in der Schwangerschaft

CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-lgG-Reaktivitat* / hohe Aviditat* (sowohl

rek IB als auch CLIA) / p150/ p65-lgM-Reaktivitat bei negativem IgM-Befund in
ELISA und CLIA

* nicht aussagekraftig aufgrund der HIG-Therapie

(Fall 26, TAB. 57, TAB. 59, TAB. 60)

Dies ist ein besonders interessanter Fall. Die 33-jahrige Schwangere fiel in ihrer
sechsten bis zehnten Schwangerschaftswoche mit subfebrilen Temperaturen
von bis zu 37,9°C, Pharyngitis, Kopfschmerzen, Bauchschmerzen und Durchfall
auf, zur gleichen Zeit litt auch ihr damals vierjahriger Sohn unter Ubelkeit und
Durchfall. Extern wurde bei ihr dann eine TORCH-Serologie veranlasst. Die
Suche verlief erfolgreich, in der zwdlften Schwangerschaftswoche konnte bei ihr
eine CMV-Primarinfektion diagnostiziert werden. Der Verlauf der Aviditats-

maturation lasst sich in folgender Tabelle darstellen (TAB. 62):
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Tab. 62: Aviditatsmaturation einer Mutter mit im Verlauf der Schwangerschaft diagnostizierter
CMV-Primérinfektion (Kagan et al., 2011)

ELISA: 21,5 AU/mL
CLIA: 5,0 IE/mL

Schwangerschafts- | Auftrags- CMV-CLIA-
woche nummer CMV-lgG CMV-igM Aviditatsindex
12. * positiv positiv 0,20 (niedrig)
15. * positiv positiv 0,29 (intermediar)
17. * positiv positiv 0,31 (hoch)
. negativ in ELISA CLIA-AI nicht
positiv .
19, 71044516 el L durchgefiihrt
ELISA: 8,0 AU/mL positivim rek 1B | (rek |B: intermediar)
(p150/CM2/p65)
26. * positiv negativ 0,58 (hoch)
30. * positiv negativ 0,86 (hoch)
it negativ in ELISA
1. Tag post partum | 71067328 e und CLIA S
ey et ELISA: 22,9 AU/mL . (rek IB: hoch)
CLIA: 9.2 IE/mL positivim rek IB :
n (p150/CM2)
positiv -
5. Tag post partum | 71067350 negativin ELISA 4 53 (intermediar)

und CLIA

* Daten iUbernommen aus dem Labor Enders

In der 17. Schwangerschaftswoche wurde eine Hyperimmunglobulintherapie

begonnen. Die Schwangere erhielt daraufhin alle vier Wochen (17., 21., 25,

29., 33. und 37. SSW) das aus humanem Blutplasma hergestellte Hyperimmun-

globulin Cytotect® intravenos in einer Dosierung von 200 U/kgKG bis zur

37. Schwangerschaftswoche. Diese Behandlung basiert auf der Studie von

Nigro et al., 2005. Bei der 33-jahrigen werdenden Mutter traten im gesamten

Behandlungszeitraum keine Nebenwirkungen auf.

Anhand der folgend aufgeftihrten rekombinanten Immunoblots lasst sich die

Entwicklung der Antikdrper-Reifung veranschaulichen (REcomBLOT CMV 13,
RECOMBLOT CMV 14).
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| IE1 || p150 | | CM2 | | p65 || aB1 | | aB2 |
cmis | 11 B | rek 1lgG-1B
rek 1gG-
cmie | ... Aviditats-IB
cM14 | ] i | rek IgM-IB

recomBlot CMV 13: Serum, 16. Schwangerschaftswoche (vor intravendser HIG mit 200U/kgKG)

| IE1 ” p150 | | CM2 | | p65 ” aB1 | aB2
eM12 | 11 | 3 2 ; 8 I rek 1gG-IB
_GM15 T . rek 19G-
1 S = = N | Aviditats-I1B
emMi1s | ] i rek IgM-IB

recomBlot CMV 14: Serum, 21. Schwangerschaftswoche (nach zweimaliger intravendser HIG-
Therapie mit 200 U/kgKG)

Bei der Gegenuberstellung der Immunoblots der 16. und der 21.
Schwangerschaftswoche lasst sich im zeitlichen Verlauf einerseits eine leichte
Verstarkung der Bandenintensitaten sowohl des IgG-Immunoblots als auch des
Aviditats-Blots, andererseits aber auch eine Abschwachung der CM2-Banden
im rekombinanten IgM-Immunoblot erkennen (RecomBLoT CMV 13 und
RECOMBLOT CMV 14). Eine Ausnahme stellt dabei die p65-Bande des IgM-Blots
dar, diese scheint im zeitlichen Verlauf sogar noch etwas an Intensitat
zugenommen zu haben. Sehr schén zu sehen ist hier das verzdgerte Auftreten
von gB-Reaktivitat im rekombinanten IgG- (und auch Aviditats-)iImmunoblot: Im
Vergleich zur fast vollstandigen Abwesenheit von gB-Antikdrpern (eine gB1-
Bande ist nur andeutungsweise zu erkennen) in der 16. SSW zeigen sich im
wiederholten Immunoblot finf Wochen spéter (21. SSW) gut sichtbare Banden
sowohl gegen gB1 als auch gegen gB2. Auch bei der Aviditatsreifung lasst sich
eine Entwicklung von eindeutig niedrig aviden Antikorpern in der 16. SSW
(mindestens 50-prozentige Abschwéchung aller drei in Betracht zu ziehenden
Banden IE1, p150 und CM2) hin zu intermedidr aviden AntikOérpern in der
21. SSW erkennen.
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Bei der Untersuchung des Fruchtwassers in der 21. SSW zeigte sich folgender
Befund (REcomBLOT CMV 15).

| IE1 || p150 | | CM2 | | p65 ” gB1 | aB2
em20 | 11
rek IgG-1B
emie | » | rek IgG-
Aviditats-I1B
cM18
rek IgM-IB

recomBlot CMV 15: Fruchtwasser, 21. Schwangerschaftswoche, Verdunnung 1:2

Die Bandennachweise des rekombinanten IgG- als auch des Aviditats-
Immunoblots sind hier im Vergleich zu den Immunoblots aus Serum
(RECOMBLOT CMV 13 und RecoMBLOT CMV 14) deutlich schwacher in ihrer
Intensitat. Auffallig ist aul3erdem, dass hier keine IgM-Reaktivitat nachgewiesen
werden kann, da dieses aufgrund seiner molekularen Grof3e nicht in der Lage

ist, die Plazenta-Schranke zu passieren.

Zum Zeitpunkt der Geburt wurde die Mutter dann sowohl in ELISA als auch
CLIA IgM-negativ getestet. Der kurze Zeit post partum durchgefihrte
rekombinante IgM-Immunoblot zeigte aber weiterhin persistierende, gut
sichtbare Banden bei p150 und CM2 (RECOMBLOT CMV 16).

| IE1 || p150 | | CM2 | | p65 || gB1 | gB2
_oMos I i s 3 i _ rek IgG-1B
S 'i‘ rek IgG-
oMoz I _ m SR Aviditits-B
_CMo3 1 : : : o reklgM-B

recomBlot CMV 16: H1346, Abnahmedatum 08.04.2008 (erster Tag post partum)

Der rekombinante 1gG-Immunoblot weist hier alle Antikbrperbanden in hoher
Intensitat auf, auch die Banden gegen gB1 und gB2 sind sehr stark ausgepragt.

Bei einer Serum-Abnahme zum Zeitpunkt der Geburt ist eine normale Reifung
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CMV-spezifischer Antikbrper zwar denkbar, die Banden treten aber
hauptsachlich deshalb in einer solch starken Intensitat auf, da die Mutter
wahrend der bis dahin vergangenen finf Monate mit Hyperimmunglobulinen
therapiert worden war. Dieses polyvalente CMV-spezifische Hyperimmun-
globulin enthalt Antikbrper gegen alle Virusantigene des rekombinanten
Immunoblots in hoher Konzentration. Somit kann auch die starke gB2-Bande
nicht wie unter normalen Bedingungen interpretiert werden. Auf dem
Aviditatsstreifen ist keine Intensitatsabnahme der Banden gegen IE1, p150 oder
CM2 erkennbar, da das HIG-Praparat hohe Aviditat vermittelt. In diesem
speziellen Fall konnte aus der Aviditat aufgrund der Hyperimmunglobulin-
therapie kein Ruckschluss auf den ungefdhren Zeitpunkt der Priméarinfektion
gezogen werden, wenn nicht ein pranataler Untersuchungsbefund vorlage
(RECcOMBLOT CMV 13 und RECOMBLOT CMV 14). Trotzdem wirde man nach
Ende der Schwangerschaft (und somit auch Beendigung der HIG-Therapie)
keinen solch starken Abfall des CLIA-Aviditatsindizes (von 0,86 in der 30. SSW
Uber 0,31 am ersten Tag nach Geburt bis hin zu 0,23 am fiinften Tag post
partum) erwarten. Es konnte aber auch in vergleichbaren Féllen, in denen eine
HIG-Therapie durchgefihrt wurde, beobachtet werden, dass nach Beendigung
der HIG-Gabe sowohl IgG-Titer als auch die IgG-Aviditat wieder reduziert sind.
Als Ursache werden erst ganz aktuell (im Jahr 2012) verfiigbare Daten Uber die
Pharmakokinetik der HIG-Applikation gesehen. Man ging urspringlich davon
aus, dass die Cytotect® Halbwertszeit im Blut ca. vier Wochen betragt. Heute
jedoch erkennt man bereits eine frihere HIG-Elimination sowie eine Reduktion
der 1gG-Aviditat.

Der rekombinante IgM-Immunoblot nach Geburt zeigt zwei Banden in gut
sichtbarer Intensitat gegen p150 und CM2, dies entspricht einem positiven IgM-
Nachweis. Trotz einer frihen therapeutischen Intervention konnte die
Transmission des Zytomegalie-Virus auf das ungeborene Kind nicht verhindert
werden. Jedoch ist das Outcome des Neugeborenen positiv zu sehen, es kam
asymptomatisch infiziert, mit einem Geburtsgewicht von 3700g und einem
APGAR-Score von 9/10/10 zur Welt und zeigte auch im Follow-up keine

Symptome einer kongenitalen CMV-Infektion.
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4.5.2.5 Nicht eindeutig terminierbare CMV-Priméarinfektion

CMV-Serostatus bei Geburt: Keine gB2-lgG-Reaktivitat / intermedidre Aviditat
(rek IB) versus niedrige Aviditat (0,01!) im CLIA / singuléare p150-IgM-Reaktivitat
bei negativem IgM-Status in ELISA und CLIA

(Fall 1, TAB. 56, TAB. 58, TAB. 60)

Die 30-jahrige Mutter wurde in sowohl ELISA als auch CLIA IgM-negativ
getestet, wurde dann aber aufgrund ihres niedrigen CLIA-Aviditatsindizes von
0,01 via rekombinantem IgM-Immunoblot Uberprift, in welchem der IgM-
Nachweis positiv ausfiel (REcoMBLOT CMV 17). Im rekombinanten Aviditats-
Immunoblot konnten die niedrig aviden Antikdrper nicht bestatigt werden, sie

zeigten sich dort intermediar avide. Eine Transmission fand in diesem Fall nicht

statt.
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recomBlot CMV 17: H1391, Abnahmedatum 08.04.2008

Im rekombinanten IgG-Immunoblot zeigen sich Antikbrperbanden gegen IE1,
p150, p65 und schwach gegen gB1, die Banden gegen pl150 und p65 sind
dabei stark ausgepragt. Auf dem Aviditatsstreifen zeigt sich p150 in derselben
Intensitat wie die des Referenzstreifens, die IE1-Bande hingegen ist nicht mehr
sichtbar. Eine CM2-Bande ist auf keinem der beiden Streifen ersichtlich. Die
Beurteilung der Aviditat gestaltet sich somit schwierig und es wurde eine
intermediare Aviditatsreifung angenommen. Hervorzuheben ist jedoch, dass
keine IgG-Antikorper gegen Glykoprotein B2 nachweisbar sind. Im
rekombinanten IgM-Immunoblot ist eine Bande gegen pl150 in gut sichtbarer
Intensitdt nachweisbar. Schlussendlich lasst sich bei diesem Befund nicht
eindeutig sagen, ob es sich hier um eine akute CMV-Priméarinfektion, etwa im

zweiten Trimenon, handelt. Aufgrund der schwachen gB1-Reaktivitat kann ein
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gB-Nonresponder-Status jedoch ausgeschlossen werden. Ohne Aviditats-
Screening ware dieser fragliche Fall nicht aufgefallen.

4.5.2.6 Unklare Serokonstellation bei diskrepantem IgM-Befund

1) CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-1gG-Reaktivitat / hohe Aviditat (rek I1B)
versus intermediare Aviditat (CLIA) / p150/p65-IgM-Reaktivitat (rek IB) bei
negativem IgM-Nachweis (ELISA) und positivem IgM-Nachweis (CLIA)

(Fall 4, TAB. 56, TAB. 58, TAB. 60)

Die 22 Jahre alte Mutter zeigte einen negativen IgM-Nachweis im ELISA sowie
einen positiven IgM-Nachweis im CLIA, welcher via rekombinantem IgM-
Immunoblot bestatigt wurde (RECOMBLOT CMV 18). Der CLIA-Aviditatsindex lag
bei 0,23 (intermediar avide Antikoérper), wahrend der Aviditats-Immunoblot hoch

avide Antikorper ergab.
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recomBlot CMV 18: H987, Abnahmedatum 12.03.2008

Auf diesem rekombinanten IgG-Immunoblot sind Bandennachweise gegen IE1,
pl50, CM2, p65, gB1l und gB2 vorhanden, dabei sind vor allem p65 und gB1
sehr stark ausgepragt. Der Blot zeigt hoch avide Antikorper, da sich auf dem
Aviditatsstreifen keine Intensitdtsabnahme der Banden gegen IE1, p150 und
CM2 erkennen lasst. Dies spricht gegen eine Primarinfektion, auch die intensive
Farbung der Banden gegen Glykoprotein B (sowohl gB1 als auch gB2) wirde
diese These unterstitzen. Bei der Betrachtung des IgM-Immunoblots lasst sich
eine gut sichtbare p150-Bande sowie eine schwache p65-Bande erkennen.
Insgesamt waére hier eine Reaktivierung einer CMV-Infektion im Rahmen der
Schwangerschaft denkbar oder aber eine CMV-Primarinfektion im ersten oder

zweiten Trimenon der Schwangerschatft.
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2) CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-lgG-Reaktivitat / intermediare Aviditat
(sowohl im rek IB als auch im CLIA) / singuléare p150-IgM-Reaktivitat bei
negativem IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 8, TAB. 56, TAB. 58, TAB. 60)

Bei der 22-jahrigen Mutter, die in ELISA als auch CLIA IgM-negativ getestet
wurde, ergab sich im rekombinanten IgM-Immunoblot ein positiver IgM-Befund
(RECOMBLOT CMV 19). Der CLIA-Aviditatsindex verwies mit einem Wert von
0,24 auf eine intermediare Antikdrperreifung, auch im Immunoblot zeigten sich
hier intermediar avide Antikorper. Die Schwierigkeit der objektiven Beurteilung
des rekombinanten Aviditats-Immunoblots lasst sich an diesem Fall wieder sehr

schon illustrieren.
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recomBlot CMV 19: H3540, Abnahmedatum 16.09.2008

Bei diesem IgG-Immunoblot ist die Intensitat der Banden gegen p150 und vor
allem gegen gB1 und gB2 beeindruckend. Eine solch starke Farbung (vor allem
gegen Glykoprotein B) ist im Rahmen einer Primarinfektion sehr unwahrschein-
lich. Zur Beurteilung der Aviditat kann man nur die p150-Bande und die CM2-
Bande in Betracht ziehen, hier zeigt sich zum einen bei CM2 eine 100-
prozentige Intensitdtsabnahme und zum anderen eine héchstens 25-prozentige
Abschwachung bei p150, die Abgrenzung zwischen niedriger und intermediéarer
Aviditat ist hier dementsprechend schwierig. Aufgrund der kaum zu sehenden
Intensitatsminderung der pl50-Bande wurde eine intermediare Aviditat
angenommen. Auf dem IgM-Streifen ist eine stark ausgepragte pl150-Bande
sowie eine sehr schwache CM2-Bande erkennbar. Aufgrund der Anwesenheit
des gB2 im IgG-Immunoblot lasst sich eine Infektion wahrend der letzten drei
Monate mit hoher Wahrscheinlichkeit ausschliel3en. Die Einordnung der Aviditat

ist hier schwierig und spielt aufgrund der Unsicherheit in der Entscheidungs-
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findung wohl eher eine untergeordnete Rolle. Eine Reaktivierung im Rahmen
der Schwangerschaft ware in diesem Fall denkbar. Hervorzuheben ist, dass die
intermediare Aviditat sowie der positive IgM-Befund im rekombinanten
Immunoblot bei negativem IgM-Nachweis im ELISA und CLIA ohne Screening

nicht aufgefallen wére.

3) CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-1gG-Reaktivitat / hohe Aviditat (rek I1B)
versus intermedidre Aviditat (CLIA) / p150 < p65-IgM-Reaktivitat bei
negativem IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 7, TAB. 56, TAB. 58, TAB. 60)

Die zum Zeitpunkt der Geburt 28-jahrige Mutter wies im rekombinanten IgM-
Immunoblot einen positiven Befund auf, wahrend sie zuvor in ELISA und CLIA
negativ getestet worden war (RECOMBLOT CMV 20). Der CLIA-Aviditatsindex lag
mit 0,24 im intermediaren Bereich, wohingegen im rekombinanten Aviditats-
Immunoblot hoch avide Antikérper nachweisbar waren. Dieser Fall 1asst sich
auch in die Gruppe derjenigen Uberraschenden Falle einordnen, bei denen
weder in ELISA noch CLIA IgM-Antikorper detektiert werden konnten, die aber
aufgrund ihres niedrigen bzw. intermediaren Aviditatsindizes via rekombinantem

IgM-Immunoblot Uberprift wurden, welcher dann einen positiven IgM-Befund

ergab.
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recomBlot CMV 20: H1947, Abnahmedatum 28.05.2008

Auf dem rekombinanten IgG-Immunoblot sind alle Banden auf3er CM2 in sehr
starker Intensitat sichtbar, darunter auch die gB1- und gB2-Bande. Auf dem
Aviditatsstreifen lasst sich im Vergleich zum Referenzstreifen kaum eine
Intensitatsabnahme erkennen, es liegt eine hohe Aviditatsreifung vor. Auf dem

rekombinanten IgM-Immunoblot zeigt sich eine stark ausgepragte p65-Bande
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zusammen mit einer p150-Bande in gut sichtbarer Intensitat, dies entspricht den
Kriterien fur einen positiven IgM-Nachweis. Vermutlich handelt es sich hier um

eine CMV-Reaktivierung im Rahmen der Schwangerschatft.

4) CMV-Serostatus bei Geburt: Keine gB2-lgG-Reaktivitat / intermediare
Aviditat (sowohl im rek IB als auch im CLIA) / singulare p150-IgM-
Reaktivitat bei negativem IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 11, TAB. 56, TAB. 58, TAB. 60)

Die 27-jahrige Mutter zeigte zum Zeitpunkt der Geburt in ELISA und CLIA ein
negatives IgM-Ergebnis, aufgrund des intermediaren CLIA-Aviditatsindizes von
0,26 wurde ein rekombinanter IgM-Immunoblot sowie ein Aviditats-Immunoblot
durchgeflhrt. Hier zeigten sich ein positiver IgM-Befund sowie intermediar avide
Antikorper (REcOMBLOT CMV 21). In diesem Fall korrelieren die Aviditatsergeb-

nisse aus CLIA und rekombinantem Immunoblot.
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recomBlot CMV 21: H132, Abnahmedatum 14.01.2008

Auf dem IgG-Streifen zeigen sich gut sichtbare p150- und p65-Banden sowie
eine sehr schwache gB1- und andeutungsweise eine Bande gegen CM2. Auf
dem Aviditatsstreifen zeigt sich die p150-Bande um ca. 25 bis 50 Prozent
abgeschwacht. Da weder IE1 noch CM2 in die Auswertung der Aviditat mitein-
bezogen werden konnen, wurde hier eine intermediare Aviditatsreifung
angenommen. Im rekombinanten IgM-Immunoblot findet sich eine isolierte
p150-Bande in gut sichtbarer Intensitat (,++“), entsprechend den Kriterien eines
positiven IgM-Befundes. Fazit der Betrachtung ist ein Verdacht auf eine CMV-
Infektion innerhalb der letzten sechs bis acht Wochen aufgrund der fehlenden
gB2-Reaktivitat (Herstellerangaben) oder auf eine langer zurtickliegende CMV-



138 ERGEBNISSE

Infektion eines gB2-Non-Responders (dagegen spricht allerdings der - wenn
auch - schwache Nachweis einer gB1-Bande).

5) CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-lgG-Reaktivitat / hohe Aviditat (rek I1B)
versus intermediare Aviditat (CLIA) / singuléare p150-IgM-Reaktivitat bei
negativem IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 15, TAB. 56, TAB. 58, TAB. 60)

Bei der 36-jahrigen Mutter ergab sich zum Zeitpunkt der Geburt ein negatives
IgM-Ergebnis in sowohl ELISA als auch CLIA, der CLIA-Aviditatsindex betrug
0,28 und fiel damit noch in den engen Bereich intermediarer Aviditat. Bei der
Durchfihrung der rekombinanten IgM- und Aviditats-Immunoblots zeigten sich

ein positiver IgM-Befund sowie hoch avide Antikdrper (RECOMBLOT CMV 22).
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recomBlot CMV 22: H1389, Abnahmedatum 08.04.2008

Im rekombinanten IgG-Immunoblot fanden sich Banden bei allen getesteten
Antikdrpern in jeweils starker Auspragung, inklusive Banden gegen gB1 und
gB2. Auf dem Aviditatsstreifen kann kaum eine Intensitatsabnahme der IE1-,
p150- und CM2-Bande festgestellt werden, es handelt sich daher um hoch
avide Antikdrper. Im rekombinanten IgM-Immunoblot zeigt sich eine p150-
Bande in hoher Intensitat, es sind keine weiteren Banden erkennbar. Dies ist
dennoch ausreichend fur einen positiven IgM-Befund. Die hohe Aviditat, die
Anwesenheit von gB-Antikorpern sowie die starke Intensitat aller Antikorper-
Banden im IgG-Immunoblot sprechen fur eine langer zurtickliegende Infektion,
eventuell handelt es sich hier um einen persistierenden IgM-Titer der pl50-
Bande oder um eine Reaktivierung der CMV-Infektion wahrend der

Schwangerschatft.
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6) CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-lgG-Reaktivitat / intermediare Aviditat
(sowohl im rek IB als auch im CLIA) / singuléare p150-IgM-Reaktivitat bei
negativem IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 18, TAB. 56, TAB. 58, TAB. 60)

Die zum Zeitpunkt der Geburt 27-jahrige Mutter wurde in ELISA sowie CLIA
IgM-negativ getestet. Der CLIA-Aviditatsindex betrug bei ihr 0,30, was der
oberen Grenze intermediarer Aviditdt entspricht. Im rekombinanten IgM-
Immunoblot zeigte sich ein positiver IgM-Befund (REcOMBLOT CMV 23), im
Aviditats-immunoblot konnten intermediar avide Antikorper (korrelierend mit
dem CLIA-Aviditatsindex) detektiert werden.
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recomBlot CMV 23: H3415, Abnahmedatum 09.09.2008

Auf dem IgG-Streifen zeigen sich Antikérperbanden bei IE1, p150, CM2, p65,
gB1 und gB2 in gut sichtbarer Intensitat (auer IE1). Auf dem Aviditatsstreifen
ist bei allen drei in Betracht zu ziehenden Banden (IE1, p150 und CM2) eine
mindestens 25- bis 50-prozentige Intensitatsabnahme erkennbar, dies
entspricht einer intermediaren Aviditatsreifung. Im rekombinanten IgM-
Immunoblot findet sich eine isolierte p150-Bande in hoher Intensitat. Da die
Antikdrperbildung gegen gB2 frihestens nach sechs bis acht Wochen erfolgen
kann (Herstellerangaben), ware eine akute Primarinfektion auszuschlie3en. Die
Aviditat spielt hier eine untergeordnete Rolle, da bei intermediarer Aviditats-
reifung keine eindeutige Aussage getroffen werden kann. Bei der p150-Bande

im IgM-Immunoblot kdnnte es sich auch um eine IgM-Persistenz handeln.
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7) CMV-Serostatus bei Geburt: Keine gB2-1gG-Reaktivitat / hohe Aviditat
(sowohl im rek IB als auch im CLIA) / breites IgM-Spektrum bei negativem
IgM-Nachweis im ELISA und grenzwertigem IgM-Nachweis im CLIA

(Fall 27, TaB. 57, TAB. 59, TAB. 60)

Bei der 27 Jahre alten Mutter zeigte sich ein negatives IgM-Ergebnis im ELISA
sowie ein grenzwertiges IgM-Ergebnis im CLIA. Der rekombinante IgM-
Immunoblot ergab einen deutlich positiven IgM-Befund (RECOMBLOT CMV 24).
Der CLIA-Aviditatsindex lag bei 0,31, auch im rekombinanten Aviditats-

Immunoblot zeigten sich hoch avide Antikérper.
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recomBlot CMV 24: H846, Abnahmedatum 29.02.2008

Im rekombinanten IgG-Immunoblot zeigen sich sehr intensiv gefarbte Banden
gegen p150, CM2 und p65, aulerdem schwache Banden gegen IE1 und gB1.
Gegen gB2 zeigt sich keine Bande. Auf dem Aviditatsstreifen lasst sich im
Vergleich zum Referenzstreifen kaum eine Intensitatsabschwachung der
Banden IE1, p150 und CM2 erkennen, das bedeutet, die Aviditatsreifung ist
hoch. Der rekombinante IgM-Immunoblot weist intensive Banden bei p150 und
p65 auf, aullerdem lassen sich bei IE1, CM2, und gB1 sehr schwache Banden
erkennen. Dieser Blot spricht fiir einen hohen Titer an IgM-Antikorpern. Bezieht
man sich zur Beurteilung auf die Abwesenheit des gB2 im IgG-Immunoblot und
auf den stark positiven IgM-Immunoblot, wiirde man eine CMV-Primarinfektion
vermuten, die hoch aviden Antikérper passen dazu jedoch nicht ins Bild. Auch
die Mdoglichkeit eines gB2-Non-Responders bei IgM-Persistenz ware denkbar,
das breite IgM-Spektrum wirde hier aber dagegen sprechen. Das IgM-
Bandenspektrum mit mindestens vier Antigenreaktivitditen konnte darauf
hinweisen, dass eine Primarinfektion im ersten oder zu Beginn des zweiten

Trimenons stattgefunden hat.
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8) CMV-Serostatus bei Geburt: Starke gB2-IgG-Reaktivitat / intermediare
Aviditat (rek 1B) versus hohe Aviditat (CLIA) / singuléare p150-IgM-Reaktivitat
bei negativem IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 29, TAB. 57, TAB. 59, TAB. 60)

Diese zum Zeitpunkt der Geburt 28 Jahre alte Mutter wies im rekombinanten
IgG-Immunoblot eine sehr starke gB2-Reaktivitdt auf, aul3erdem zeigten sich
intermediar avide Antikbrper im rekombinanten Aviditats-Immunoblot
(RECOMBLOT CMV 25). Der CLIA-Aviditatsindex lag mit 0,31 aber leicht Gber der
Grenze von intermedidrer zu hoher Aviditat und indizierte hoch avide Anti-
korper. Trotz eines konkordant negativen IgM-Resultats in ELISA und CLIA
wurde aufgrund des Aviditatsindizes von 0,31 ein rekombinanter IgM-
Immunoblot durchgefihrt, dieser zeigte sich positiv (RECOMBLOT CMV 26).
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recomBlot CMV 26: H2667, Abnahmedatum 08.07.2008

Im rekombinanten IgG-Immunoblot sind Antikdrperreaktivitaten bei allen
getesteten Antigenen zu erkennen, die gB2-Bande ist davon mit Abstand am
starksten ausgepragt. Dies spricht fir einen ausreichend langen (mindestens
zweimonatigen) Zeitraum zwischen Erstinfektion und Zeitpunkt der
Blutabnahme (Herstellerangaben). Beim Vergleich des IgG-Blots und des
Aviditats-Blots zeigt sich aber eine deutlich abgeschwachte p150- sowie eine
leicht abgeschwachte CM2-Bande, die IE1-Bande zeigt sich nahezu
unverandert. Dies ist als intermediare Aviditdt zu interpretieren und damit
eventuell eher ein Hinweis auf eine noch nicht allzu lange zurlckliegende

Infektion. Der rekombinante IgM-Immunoblot weist eine gut sichtbare (,++)
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solitaire Bande bei p150 auf. Dies entspricht den Kriterien flr einen positiven
IgM-Status. Da eine akute Priméarinfektion bei diesem kréaftigen gB2-Nachweis
im IgG-Immunoblot ausgeschlossen werden kann, kommen bei der Interpre-
tation des Serostatus nur eine Reaktivierung der CMV-Infektion im Rahmen der
Schwangerschaft oder eine IgM-Persistenz in Frage. Die intermediare
Aviditatsreifung muss demnach im Gesamtbild der Interpretation vernachlassigt
werden. Dies wird gestitzt durch eine solitdre IgM-Reaktivitat im rekombinanten

IgM-Immunobilot.

9) CMV-Serostatus bei Geburt: Starke gB2-IgG-Reaktivitat / niedrige Aviditat
(rek 1B) versus hohe Aviditat (CLIA) / singulare p150-IgM-Reaktivitat bei
negativem IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 39, TAB. 57, TAB. 59, TAB. 60)

Die 28 Jahre alte Mutter wies zum Zeitpunkt der Geburt einen CLIA-
Aviditatsindex von 0,33 auf, dies entspricht einer hohen Aviditat. Im
rekombinanten Aviditats-Immunoblot zeigten sich bei ihr allerdings niedrig avide
Antikdrper (REcoMBLOT CMV 27). Diesem Indiz einer Primarinfektion entgegen-
gesetzt ist hier aber die sehr intensive Ausprdgung der gB2-Bande. Der
rekombinante IgM-Immunoblot weist eine singulare pl50-Bande in gut
sichtbarer Intensitat auf (RecomBLOT CMV 28). Dies geniigt den Kriterien der

IgM-Positivitat.
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recomBlot CMV 27: H1093, Abnahmedatum 17.03.2008
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recomBlot CMV 28: H1093, Abnahmedatum 17.03.2008
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Im rekombinanten IgG-Immunoblot zeigen sich bei allen getesteten Antigenen
Antikorperbanden, die Banden bei p65, gB1 und gB2 sind dabei sehr stark
ausgepragt, wahrend die p150-Bande relativ schwach ist. Da Antikrper gegen
gB2 erst nach sechs bis acht Wochen produziert werden (Herstellerangaben),
musste es sich hier um eine langer zurtickliegende Infektion handeln. Dagegen
spricht aber die niedrige Aviditdt im rekombinanten Aviditats-Immunoblot. Die
Banden gegen p150 sowie CM2 sind im Aviditatsstreifen gar nicht oder nur sehr
schwach erkennbar, und auch die IE1-Bande ist leicht abgeschwacht im
Vergleich zum 1gG-Streifen. Im rekombinanten IgM-Immunoblot zeigt sich eine
gut sichtbare Bande (,++“) bei p150. Trotz dieses positiven IgM-Nachweises
erscheint eine akute Primarinfektion aufgrund der sehr starken gB2-Reaktivitat

ausgeschlossen. Eine IgM-Persistenz ware in diesem Fall denkbar.

10) CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-IgG-Reaktivitat / niedrige Aviditat (rek 1B)
versus hohe Aviditat (CLIA) / schwache IgM-Reaktivitat (p150 > CM2 > p65)
bei negativem IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 40, TAB. 57, TAB. 59, TAB. 60)

Die 34-jahrige Mutter wies sowohl in ELISA als auch CLIA einen negativen IgM-
Befund auf, der rekombinante IgM-Immunoblot zeigte sich hingegen positiv
(RECOMBLOT CMV 30). Der CLIA-Aviditatsindex ergab einen Wert von 0,34, was
einer hohen Aviditat entspricht, allerdings fanden sich im rekombinanten

Aviditats-lmmunoblot niedrig avide Antikérper (RECOMBLOT CMV 29).

[ o] [ove ] [oms Jomn |

vy v v v v ,
emo3 ‘| i . n ___ rekIgG-IB
emo4 | & - i - r:vkic:?t('a';t-s—lB
recomBlot CMV 29: H2799, Abnahmedatum 22.07.2008
| IE1 || p150 | | CM2 | | p65 | aB1 | | aB2 |
emor I , , rek IgM-IB

recomBlot CMV 30: H2799, Abnahmedatum 22.07.2008
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Hier zeigen sich im rekombinanten IgG-Immunoblot Banden gegen alle
getesteten Antigene (IE1, pl150, CM2, p65, gBl1 und gB2), zum Teil in
schwacher, zum Teil in starker Intensitat. Auf dem Aviditatsstreifen ist bei
mindestens zwei der drei fur die Aviditat eine Rolle spielenden Banden eine
mindestens 50- und fur CM2 sogar eine 100-prozentige Intensitdtsabnahme
erkennbar, dies bedeutet, dass die Aviditatsreifung niedrig ist. Bei der
Betrachtung des rekombinanten IgM-Immunoblots findet sich eine p150-Bande,
die zumindest der Bandenintensitat der Schwachpositiv-Kontrolle entspricht,
plus zwei weitere schwache Banden bei CM2 und p65. Dies entspricht den
Kriterien fUr einen positiven IgM-Befund. Insgesamt ergeben sich auch hier
wieder Schwierigkeiten bei der Gesamtinterpretation: Der positive IgM-Befund
plus niedrige Aviditat sprachen fur eine Primarinfektion, die Anwesenheit von
gB2-Antikorpern schlie3t dagegen eine Infektion wahrend der letzten sechs bis
acht Wochen (Herstellerangaben) mit hoher Wahrscheinlichkeit aus.

11) CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-1gG-Reaktivitat / hohe Aviditat (sowohl im
rek 1B als auch im CLIA) / singuldare p150-IgM-Reaktivitat bei negativem
IgM-Befund in ELISA und CLIA

(Fall 54, TaB. 57, TAB. 59, TAB. 60)

Die zum Zeitpunkt der Geburt 40-jahrige Mutter wies sowohl im ELISA als auch
im CLIA ein negatives IgM-Ergebnis auf. Im rekombinanten IgM-Immunoblot
ergab sich hier ein eindeutig positiver IgM-Befund (REcoMBLOT CMV 31). Der
CLIA-Aviditatsindex lag bei 0,37, auch im rekombinanten Aviditats-Immunoblot

zeigten sich hoch avide Antikdrper.

| IE1 | p150 | | CcM2 | | P65 | gB1 | B2
emis | i = I B BWEW @ ckigGB
i ~ rekIgG-
em14 | | | E 3 A T Aviditats-IB
em1s | i rek IgM-IB

recomBlot CMV 31: H1089, Abnahmedatum 17.03.2008
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Im rekombinanten IgG-Immunoblot sind Antikérper gegen alle getesteten
Antigene nachweisbar, sehr stark ausgepragt ist die gB2-Bande, auf3erdem
zeigen die p150-, CM2- und gB1-Banden eine intensive Farbung. Die Beur-
teilung der Aviditat gestaltet sich hier schwierig, eventuell zeigt sich eine
geringgradige Intensitatsabschwachung (weniger als 25 Prozent) der p150- und
CM2-Bande, wahrscheinlich jedoch nicht ausreichend, um als intermediar
beurteilt zu werden. Im rekombinanten IgM-Immunoblot ist eine p150-Bande in
sehr starker Intensitat zu erkennen, aul3erdem eine weitere schwache Bande
bei p65. Aufgrund der Anwesenheit einer so stark ausgepragten gB2-Bande im
IgG-Immunoblot kann eine Primarinfektion wéhrend der letzten zwei Monate
hdchstwahrscheinlich ausgeschlossen werden (Herstellerangaben), die intensi-
ve pl50-Reaktivitat des rekombinanten IgM-Immunoblots kénnte auf eine IgM-
Persistenz oder eine Reaktivierung im Rahmen der Schwangerschaft
hindeuten.

12) CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-1gG-Reaktivitat / hohe Aviditat (sowohl im
rek 1B als auch im CLIA) / breites IgM-Spektrum bei grenzwertigem IgM-
Befund im ELISA und negativem IgM-Befund im CLIA

(Fall 58, TAB. 57, TAB. 59, TAB. 60)

Die 26 Jahre alte Mutter wies zum Zeitpunkt der Geburt einen grenzwertigen
IgM-Befund im ELISA sowie einen negativen IgM-Befund im CLIA auf, im
rekombinanten IgM-Immunoblot zeigte sich ein positives Ergebnis (RECOMBLOT
CMV 32). Der CLIA-Aviditatsindex lag bei 0,38, der rekombinante Aviditats-

Immunoblot ergab eine hohe Aviditat.

| IE1 | p150 | | cM2 | | P65 || gB1 | qB2
vy
: L ] ¥ a rek IgM-I1B

recomBlot CMV 32: H465, Abnahmedatum 30.01.2008
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Im rekombinanten IgG-Immunoblot zeigen sich Banden in starker Intensitat bei
pl150, gB1 und gB2, die anderen Antikorper (gegen IE1, CM2 und p65) sind
nicht nachweisbar. Der Aviditatsstreifen zeigt sich nahezu identisch zum
Referenzstreifen, das bedeutet, die Antikorper sind hoch avide. Im rekombinan-
ten IgM-Immunoblot ist eine stark gefarbte Bande bei p150 sichtbar, auf3erdem
finden sich gut sichtbare Banden bei IE1, CM2 und p65, der Blot ist somit
eindeutig positiv. Einer akuten Primarinfektion innerhalb der letzten Wochen
widerspricht  allerdings auch hier wieder die intensive ¢gB2-1gG-
Bandenauspragung, es handelt sich also entweder um eine IgM-Persistenz
nach frither CMV-Primarinfektion (im ersten Trimenon) oder um eine

Reaktivierung der CMV-Infektion wahrend der Schwangerschatft.
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4.5.3 Fraglich IgM-positive Mutter

Von den insgesamt 96 Mduttern, die eine Diskrepanz der IgM-Resultate in den
standardmafig verwendeten Tests IgM-ELA, IgM-CLIA und dem rekombinan-
tem IgM-Immunoblot aufzeigten, konnte bei 93 Frauen ein studiengemafd
gesichert positives IgM-Resultat im Immunoblot festgestellt werden. Bei den
restlichen drei Mittern zeigten sich im Immunoblot Bandenkonstellationen, die
weder als eindeutig positiv noch als eindeutig negativ beurteilt werden konnten.
Von diesen drei Mittern wurden zwei im rekombinanten IgM-Immunoblot
getestet, da sich Abweichungen der IgM-Resultate von ELISA und CLIA
ergeben hatten (TAB. 63). Dabei zeigte eine der Frauen ein grenzwertig
positives IgM-Resultat im CLIA auf sowie ein negatives IgM-Resultat im ELISA.
Bei der anderen Mutter konnten ein positives IgM-Ergebnis im ELISA sowie ein
grenzwertig positives IgM-Resultat im CLIA ermittelt werden. Die Sero-
konstellation dieser Mutter ist besonders brisant, da sie sowohl im CLIA-
Aviditatsindex mit 0,14 niedrige Aviditat aufwies als auch im rekombinanten
Aviditats-Immunoblot. Zudem konnte bei ihr eine Transmission von CMV auf
das Neugeborene detektiert werden. Bei der dritten Mutter dieser Gruppe wurde
der rekombinante IgM-Immunoblot durchgefiihrt, da sie mit einem CLIA-
Aviditatsindex von 0,37 der dieser Arbeit zu Grunde gelegten Aufgabenstellung
(= 0,4) entsprach.

Tab. 63: Konstellationen diskrepanter Falle mit fraglich positivem IgM im rekombinanten Immuno-
blot (Definition siehe TAB. 32, Kap. 3.3.4)

IgM fraglich positiv im IgM-CLIA
rek Immunoblot negativ |grenzwertig| positiv Summe
negativ 1 1 0 2
IgM-ELISA grenzwertig 0 0 0 0
positiv 0 1 0 1
Summe 1 2 0 3
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4.5.3.1 Vergleich der Aviditat fraglich IgM-positiver Mutter

Die Spanne der CLIA-Aviditatsindizes erstreckt sich in dieser Gruppe von 0,14
bis 0,53 (TAB. 64). Eine der Mutter fallt somit mit einem Wert von 0,14 in den
Bereich niedrig avider Antikorper, dieses Ergebnis konnte auch mittels des
rekombinanten Aviditats-Immunoblots verifiziert werden. Die beiden anderen
weisen mit Aviditatsindizes von 0,37 und 0,53 hoch avide Antikorper auf. Auf
die Durchfuihrung eines rekombinanten lgG-Aviditats-Immunoblots wurde bei
der Mutter mit dem Index von 0,53 verzichtet, bei der anderen Mutter (mit dem
Al von 0,37) konnten hoch avide Antikérper im rekombinanten Aviditats-
Immunoblot detektiert werden. In beiden Féllen, in denen die Aviditat sowohl via
CLIA als auch via rekombinantem Immunoblot tGberprift wurde, ergaben sich

somit konkordante Ergebnisse flr die Aviditat der Antikorper.

Tab. 64: Vergleich der Aviditat fraglich IgM-positiver Mutter

| | 0S| oweun | | e |
Immunoblot
niedrig
2 3516 negativ negativ fraglich 0,37 hoch
3 2894 negativ grenzwertig fraglich 0,53 *

Mutter mit Transmission der CMV-Infektion auf das Neugeborene

* rek. Aviditats-Immunoblot wurde aufgrund eines CLIA-Aviditatsindizes > 0,4 nicht durchgefuhrt

4.5.3.2 Betrachtung CMV-spezifischer Einzelreaktivitaten in den
rekombinanten IgM-Immunoblots fraglich IgM-positiver Mitter

Der Betrachtung CMV-spezifischer Einzelreaktivititen in den rekombinanten
IgM-Immunoblots kommt in dieser Gruppe der fraglich IgM-positiven Mutter
naturlich eine besondere Bedeutung zu (TAB. 65). Definitionsgeman (TAB. 32),
gelten Blots als positiv, wenn entweder eine p150-Bande in schwacher Intensi-
tat zusammen mit zumindest einer weiteren Bande in schwacher Intensitat
(entspricht ,+“) auftritt, oder bei einem isolierten Bandennachweis fur p150 in

gut sichtbarer Intensitat (entspricht ,++“). Negativ gewertet werden jegliche
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Banden in sehr schwacher Intensitat (,+/-“), isolierte Banden (auf3er p150) in
schwacher Intensitat (,+) sowie unspezifische Banden. Alle weiteren

Konstellationen missen in die Rubrik ,fraglich“ einsortiert werden.

Tab. 65: Intensitat der CMV-spezifischen Antigenreaktivitat in den rekombinanten IgM-Immunoblots
fraglich IgM-positiver Mitter (Definition siehe TaB. 32, Kap. 3.3.4)

H- rekombinanter IgM-Immunoblot fraglich
Nr IgM-ELISA IgM-CLIA CLIA-Al
Nummer IE1 |p150 | CM2 | p65 | gB1 | gB2
1 1783 positiv grenzwertig m a %] ++ a
2 3516 negativ negativ 0,37 i (0] (/] i (/] (/]
3 2894 negativ grenzwertig 0,53 (/] + +/- (/]

4.5.3.3 Betrachtung CMV-Glykoprotein-B-(gB-)spezifischer IgG-
Antikorperreaktivitat fraglich IgM-positiver Mutter

Die Betrachtung CMV-Glykoprotein-B-spezifischer IgG-Antikorperreaktivitat
beschrankt sich in dieser Gruppe auf zwei der drei Félle (TAB. 66), da bei der
dritten Mutter aufgrund eines CLIA-Aviditatsindizes von 0,53 auf die
Durchfihrung eines rekombinanten 1gG- sowie Aviditats-Immunoblots verzichtet
wurde. In den beiden vorliegenden IgG-Immunoblots zeigt sich in einem Fall
eine nur schwache gB2-Reaktivitat (,+“), im anderen Fall zeigen sich stark
reaktive gB2-Antikdrper (,+++“). Auch hier lasst sich ein Trend zu einer
Korrelation mit der Aviditatsreifung erkennen: Die schwache gB2-Reaktivitat tritt
gemeinsam mit niedrig aviden Antikorpern in sowohl rekombinantem Aviditats-
Immunoblot als auch CLIA-Aviditatsindex auf, wohingegen im Falle der starken
gB2-Reaktivitat hoch avide Antikorper in beiden Aviditéats-Tests nachgewiesen

werden konnen.
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Tab. 66: Betrachtung Glykoprotein-B-spezifischer IgG-Antikdrperreaktivitat fraglich IgM-positiver
Mitter mit CLIA-Aviditatsindex < 0,40

rek. IgG- rekombinanter IgG-Immunoblot / Aviditat

LIA-IgG- .
& 9G Aviditats-

Nr | H-Nummer

Aviditatsindex Immunoblot IE1 pl50 | CM2 | p65 gBl1 | gB2
+ +++ + + + +
1 1783 0,14 niedrig
1) ++ %] @ +- +/-
+ +++ + ++ +++ +++
2 3516 0,37 hoch
+ +++ + + ++ ++

Einzelreaktivitaten des rekombinanten IgG-Immunoblots
Einzelreaktivitaten des rekombinanten Aviditats-Immunoblots
Sehr starke gB2-Reaktivitat

4.5.3.4 Maternale Primarinfektion im dritten Trimenon:
Virustransmitterin (T1)

CMV-Serostatus bei Geburt: Schwache gB2-IgG-Reaktivitat / niedrige Aviditéat
(sowohl im rek IB als auch im CLIA) / singulare CM2-IgM-Reaktivitéat bei
positivem IgM-Befund im ELISA und grenzwertigem IgM-Befund im CLIA

(Fall 1, TAB. 64, TAB. 65, TAB. 66)

Dieser Fall war besonders interessant aufgrund des als fraglich zu inter-
pretierenden rekombinanten IgM-Immunoblots einer 33-jahrigen Mutter, bei der
es zur Transmission der CMV-Infektion auf das Ungeborene kam. Auch wenn
bei ihr andere Parameter (niedrige Aviditat im rekombinanten Aviditats-
Immunoblot und einem CLIA-Aviditatsindex von 0,14) fur eine Primarinfektion
sprachen, lie3 sich der rekombinante IgM-Immunoblot bei gleichzeitig positivem
IgM-ELA-Befund und grenzwertig positivem IgM-CLIA-Befund nicht eindeutig
interpretieren. Es zeigten sich zwar sowohl im ersten durchgefiihrten IgM-Blot
als auch in der Wiederholung des Blots gut sichtbare CM2-Banden, aber eine
pl150-Bande lie3 sich nicht detektieren (REcomBLOT CMV 33, RECOMBLOT CMV
34). Diese Antikorper-Konstellation, ohne den Nachweis einer p150-Bande, ist
als fraglich definiert (TAaB. 32). Die niedrig aviden Antikorper in beiden Tests
sprachen aber fur eine maternale Primarinfektion im Ubergang zweites/drittes

Trimenon.
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| IE1 || p150 | | CM2 | | p65 || aB1 | aB2
em1s | i | ] [ 1 8 | rek1gG-IB
e rek lgG-
om17 | | — Aviditats-IB
,:QMJG 1 w po— rek IlgM-1B
recomBlot CMV 33: H1783, Abnahmedatum 09.05.2008

| IE1 || p150 | | CM2 | | p65 || gB1 | gB2
- !
_omos | i rek IgM-IB

recomBlot CMV 34: H1783, Abnahmedatum 09.05.2008, IgM-Wiederholung

Im rekombinanten IgG-Immunoblot zeigt sich hier eine stark ausgepragte p150-
Bande, auBBerdem sind alle weiteren Antikdrper-Banden zumindest in
schwacher Auspragung sichtbar, Banden gegen gB1 und gB2 eingeschlossen,
wobei die gB2-Reaktivitdt jedoch schwach ist. Bei der Betrachtung des
Aviditatsstreifens fallt auf, dass hier im Vergleich zum Referenzstreifen zwei der
drei fur die Aviditat eine Rolle spielenden Banden nicht mehr zu erkennen sind,
die IE1- und die CM2-Bande. Die pl150-Bande zeigt eine ca. 50-prozentige
Intensitatsabnahme, insgesamt entspricht dies den Kriterien einer niedrigen
Aviditatsreifung. Im rekombinanten IgM-Immunoblot zeigt sich als Einzige die
CM2-Bande in gut sichtbarer Intensitat. Da aber nach Herstellerangaben der
Nachweis einer (zumindest schwachen) p150-Bande fir einen positiven IgM-
Befund obligat ist, kann dieser Blot nur als fraglich bewertet werden. Uber eine
isolierte Bande, wie in diesem Fall die CM2-Bande, ohne Nachweis von
Antikdrpern gegen p150 lasst sich definitionsgemal keine eindeutige Aussage
treffen. Dieser fragliche Nachweis wurde daher wiederholt (REcOMBLOT CMV
34), aber auch der erneute Versuch zeigte dasselbe Ergebnis. Definitiv ist bei
dieser Mutter noch eine IgM-Antikorperreaktivitat vorhanden, die sich hier aber
in einer CM2-Bande aul3ert, typischerweise ware eher eine Persistenz der
p150-Bande zu erwarten. Aber auch bei digitalen Veranderungen von Helligkeit
und Kontrastierung lasst sich héchstens eine Andeutung einer pl150-Bande

erkennen (REcomBLOT CMV 35). Aul3erdem zu erahnen ist eine p65-Bande.
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| IE1 || p150 || CM2 | | p65 || gB1 | aB2

TR Y S e e s B ek igM-IB

recomBlot CMV 35: H1783, Abnahmedatum 19.05.2008, Variante

Da im rekombinanten IgG-Immunoblot bereits eine gB2-Bande nachweisbar
war, kann eine Infektion wahrend der letzten sechs bis acht Wochen mit hoher
Wabhrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Es ist somit auch nicht zu
vermuten, dass sich die IgM-Antikorperreaktivitdt gerade erst entwickelt und
eine p150-Bande im Verlauf erst noch auftreten wird. Es handelt sich also am
ehesten um eine Primarinfektion im Ubergang zweites/drittes Trimenon der
Schwangerschaft mit einer atypischen CM2-Persistenz im rekombinanten IgM-
Immunoblot. Im Rahmen einer akuten CMV-Primarinfektion ware in der Regel

ein ausgepragtes IgM-Muster gegen alle Antigene zu beobachten.
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4.6 Gesonderte Betrachtung der Mutter mit vertikaler
Ubertragung der CMV-Infektion auf das Neugeborene

Von den insgesamt 1564 zum Zeitpunkt der Geburt serologisch untersuchten
Mutter im Zeitraum vom 1. Januar bis zum 31. Dezember 2008 konnte in vier
Fallen eine Transmission des Zytomegalie-Virus auf das Neugeborene
festgestellt werden. Dies entspricht einer Pravalenzrate von 0,256 Prozent
bezogen auf die Anzahl der Schwangeren. Bezogen auf die Anzahl der
Lebendgeburten (1604) ergibt sich eine Pravalenzrate an kongenital CMV-
infizierten Kindern von 0,249 Prozent. Damit liegt diese Rate ungefahr an der
unteren Grenze der in bisherigen Studien ermittelten Pravalenz der
kongenitalen CMV-Infektion im Bereich zwischen 0,2 und 1,5 Prozent aller
Lebendgeburten. Die vier Mitter, bei denen es zu einer vertikalen Infektion der
Neugeborenen kam, weisen serologisch unterschiedliche Merkmale auf: Zwei
dieser Mutter waren diskordant IgM-positiv, eine konkordant 19G-positiv/IgM-
negativ und bei der vierten Mutter konnte der rekombinante IgM-Immunoblot

nur als fraglich interpretiert werden (TAB. 67).

Alle vier kongenital CMV-infizierten Kinder waren bei Geburt asymptomatisch
und auch im weiteren Follow-up wurde keines von ihnen mit CMV-typischen

Folgeschaden wie z.B. sensorineuraler Schwerhorigkeit auffallig.
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Tab. 67: Serologie der Miitter kongenital CMV-infizierter Neugeborener zum Zeitpunkt der Geburt

Serum T1-05/08* T2-04/082 T3-06/083 T4-12/08*
IgM-ELISA positiv negativ negativ negativ
IgM-CLIA grenzwertig negativ negativ negativ

fraglich positiv positiv _
rek IgM IB nur CM2++ p150+, CM2+, ni50s: negativ
(Wh.: CM2+) p65+/-

CLIA-Al 0,14 0,31 0,54 0,90

rek IgG o

e niedrige Aviditat hohe Aviditat hohe Aviditat hohe Aviditat

Aviditats-I1B
rek gB IgG IB gB1+/gB2+ gBl+++/gB2+++ gBl++/gB2 @ gB1l++/gB2++
CMV DNA negativ negativ negativ negativ
Outcome der asymptomatisch | asymptomatisch | asymptomatisch | asymptomatisch
Neugeborenen ymp ymp ymp ymp
Terminierung der . . V.a. nicht
Primarinfektion 3. Trimenon 1. Trimenon 1./2. Trimenon klassifizierbar

1T1-05/08: Transmission 1 (Mai 2008)
2T2-04/08: Transmission 2 (April 2008)

3 T3-06/08: Transmission 3 (Juni 2008)
4T4-12/08: Transmission 4 (Dezember 2008)

4.6.1 Vergleich der Aviditat der Mutter mit CMV-Transmission

Die Spanne der ermittelten CLIA-Aviditatsindizes dieser vier Mitter umfasst den
Bereich von 0,14 bis zu 0,90 mit dazwischen liegenden Werten von 0,31 und
0,54 (TAB. 68). Nur eine dieser Mutter wies somit einen Aviditatsindex auf, der
niedrige Aviditatsreifung der AntikOrper indizierte. Bei dieser Mutter konnten
auch im rekombinanten Aviditats-Immunoblot niedrig avide Antikdrper detektiert
werden. Alle drei weiteren Mutter dieser Gruppe wiesen im Aviditats-Blot hoch
avide Antikoérper auf. Da der Aviditatsstatus dieser Mitter jedoch erst zum
Zeitpunkt der Geburt ermittelt wurde, wére eine Primé&rinfektion der Mutter zum
Zeitpunkt erstes/zweites Trimenon dennoch denkbar, da eine niedrige
Aviditatsreifung der AntikGrper Uber einen Zeitraum von 18 bis 20 Wochen
angegeben ist. Eine im Rahmen der Schwangerschaft nicht allzu seltene
Reaktivierung einer bereits langer bestehenden CMV-Infektion wirde ebenso

zur Detektion hoch avider Antikdrper passen.
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Tab. 68: Ubersicht der Mitter mit CMV-Transmission auf das Neugeborene

S PO T T Lo ool I
Immunoblot
T1 | 1783 positiv grenzwertig fraglich 0,14 | niedrig
T2 1346 negativ negativ positiv 0,31 hoch
T3 2457 negativ negativ positiv 0,54 hoch
T4 4685 negativ negativ negativ 0,90 hoch

4.6.2 Betrachtung CMV-spezifischer Einzelreaktivitaten in den
rekombinanten IgM-Immunoblots der Frauen mit CMV-
Transmission

Nur bei zwei dieser vier Mutter konnte ein eindeutig positives IgM im
rekombinanten IgM-Immunoblot detektiert werden (TAB. 69). Beide Miutter
wiesen jedoch sowohl im IgM-ELISA als auch im IgM-CLIA negative IgM-
Resultate auf. Bei der Mutter, die einen CLIA-Aviditatsindex von 0,57 aufwies,
ware nach Aufgabenstellung dieser Arbeit kein rekombinanter IgM-Immunoblot
durchgefuhrt worden, da sie mit konkordant negativem IgM in ELISA und CLIA
sowie einem Aviditatsindex > 0,4 keine Indizien auf eine primare CMV-Infektion
auswies. Aufgrund der bei ihr festgestellten Transmission des Virus auf das
Neugeborene wurden bei ihr dennoch rekombinante Immunoblots durchgefuhrt.
Die Mutter, die mit niedrig aviden Antikdrpern sowohl in CLIA als auch im
rekombinanten Immunoblot Hinweise auf eine akute Infektion lieferte, konnte
dagegen trotz eines positiven IgM-Resultats im ELISA und eines grenzwertig
positiven IgM-Ergebnisses im CLIA im rekombinanten IgM-Immunoblot nicht
eindeutig positiv klassifiziert werden. Die vierte der hier betrachteten Mutter
wies mit konkordant negativem IgM in allen durchgefuhrten Tests (ELISA, CLIA
und rekombinantem Immunoblot) sowie einem CLIA-Aviditatsindex von 0,90
und hoch aviden Antikérpern im rekombinanten Aviditats-Blot sowie gB2-1gG-

Reaktivitat keine Merkmale einer akuten CMV-Infektion auf.
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Tab. 69: Intensitat der CMV-spezifischen Antigenreaktivitat in den rekombinanten IgM-Immunoblots
der Mitter mit CMV-Transmission

H- rek. IgM- rekombinanter IgM-Immunoblot
Nr IgM-ELISA IgM-CLIA :
Nummer Immunoblot IE1 p150 CM2 p65 gBl ng
T1 1783 positiv grenzwertig fraglich (/] (/] ++ a %] %]
T2 1346 negativ negativ positiv (/] + + +/- %] %]
T3 2457 negativ negativ positiv (/] ++ a a %] %]
T4 4685 negativ negativ negativ (/] (/] a a %] %]

[ Singulare p150-Reaktivitat |

4.6.3 Betrachtung CMV-Glykoprotein-B-(gB-)spezifischer IgG-
Antikorperreaktivitat bei Muttern mit CMV-Transmission

Bei diesen vier via rekombinantem IgG-Immunoblot untersuchten Frauen zeigte
sich in einem Fall eine Abwesenheit von gB2-Antkdrpern (Fall T3, TaB. 70).
Diese Mutter zeigte zudem ein recht aul3ergewdhnliches Antikorper-Spektrum
fur einen IgG-Immunoblot mit einer Kombination aus einer gut sichtbaren p150-
Bande gemeinsam mit einer ebenfalls gut sichtbaren gBl-Bande (allerdings
trotzdem kombiniert mit hoher Aviditat). In einem Fall (T2) konnte eine sehr
starke gB2-Antikorperreaktivitat detektiert werden (dabei ist jedoch zu
berucksichtigen, dass bei dieser Mutter bei frihzeitiger Entdeckung einer
primaren CMV-Infektion in der 17. Schwangerschaftswoche mit einer Hyper-
immunglobulintherapie begonnen wurde). Die Mutter, die niedrig aviden
Antikdrperstatus sowie einen fraglichen IgM-Nachweis aufwies (T1), zeigte eine
schwache gB2-Antikorperreaktivitdt. Bei der vierten Mutter, bei der weder
Aviditat noch IgM-Reaktivitat festzustellen war (T4), konnte auch durch die
Anwesenheit von gB2-Banden in gut sichtbarer Auspragung bestatigt werden,
dass es sich hier zumindest im letzten Trimenon der Schwangerschaft nicht um
eine CMV-Primarinfektion handeln konnte. In allen vier Fallen waren Antikérper
gegen gB1 nachweisbar.
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Tab. 70: Betrachtung Glykoprotein-B-spezifischer IgG-Antikdrperreaktivitat der Mitter mit CMV-
Transmission

rek. IgG- rekombinanter IgG-Immunoblot / Aviditét

CLIA-IgG- e

Nr | H-Nummer Aviditatsindex Aviditats-
Immunoblot IE1 pl150 | CM2 | p65 gB1 gB2
+ +++ + + + +

T1 1783 0,14 niedrig
(/] ++ (/] (/] +/- +/-
+ +++ ++ ++ +++ +++

T2 1346 0,31 hoch
+ +++ + + ++ ++

T3 2457 0,54 hoch
(%] ++ (%] + ++ (1]
(%] ++ +/- (%] ++ ++

T4 4685 0,90 hoch
(%] ++ (%] (%] ++ ++

Einzelreaktivitaten des rekombinanten IgG-Immunoblots
Einzelreaktivitaten des rekombinanten Aviditats-Immunoblots

Keine bzw. sehr schwache gB2-Reaktivitat
Sehr starke gB2-Reaktivitét

4.6.3.1 Maternale Priméarinfektion im dritten Trimenon:
Virustransmitterin (T1)

CMV-Serostatus bei Geburt: Schwache gB2-IgG-Reaktivitat / niedrige Aviditéat
(sowohl im rek IB als auch im CLIA) / singulare CM2-IgM-Reaktivitat bei
positivem IgM-Befund im ELISA und grenzwertigem IgM-Befund im CLIA

(Fall 1, TaB. 67, TAB. 68, TAB. 69, TAB. 70)

siehe Kap. 4.5.3.4

4.6.3.2 CMV-Primarinfektion im ersten Trimenon: Einfluss der
Hyperimmunglobulin-(HIG-)Therapie in der Schwangerschaft
(T2)

CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-1gG-Reaktivitat* / hohe Aviditat* (sowohl rek
IB als auch CLIA) / p150/ p65-IgM-Reaktivitat bei negativem IgM-Befund in
ELISA und CLIA

* nicht aussagekraftig aufgrund der HIG-Therapie

(Fall 2, TAB. 67, TAB. 68, TAB. 69, TAB. 70)

siehe Kap. 4.5.2.4
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4.6.3.3 Unklare Serokonstellation mit Verdacht auf Primarinfektion im
Ubergang erstes/zweites Trimenon (T3)

CMV-Serostatus bei Geburt: Keine gB2-1gG-Reaktivitat / hohe Aviditat (sowohl
im rek IB als auch im CLIA) / singulare p150-lgM-Reaktivitat bei negativem IgM-
Befund im ELISA und CLIA

(Fall 3, TAB. 67, TAB. 68, TAB. 69, TAB. 70)

Diese zum Zeitpunkt der Geburt 22-jahrige Mutter ware ohne die Detektion der
kongenitalen CMV-Infektion serologisch vollig unauffallig geblieben, da sie mit
Ubereinstimmend negativem IgM in ELISA und CLIA sowie einem CLIA-
Aviditatsindex von 0,57 (und damit im hoch aviden Bereich liegend) keine
Indizien auf eine akute CMV-Infektion aufwies. Im aufgrund der festgestellten
Transmission durchgefuhrten IgM-Immunoblot zeigte sich dann aber eine gut
sichtbare p150-Reaktivitat und somit ein positives IgM-Resultat (RECOMBLOT
CMV 36). Die hohe Aviditat, die der Index von 0,57 anzeigte, konnte mittels

rekombinantem Aviditats-Immunoblot bestatigt werden.

| IE1 | p150 | | CM2 | | p65 || aB1 | | aB2 |
M\]\ = rek IgG-IB
CM 04 rek 1gG-
\J\J R Aviditats-1B
emo7 | B rek IgM-1B

recomBlot CMV 36: H2457, Abnahmedatum 23.06.2008

Auf dem IgG-Streifen zeigen sich intensive Antikdrper-Banden bei p150 sowie
bei gB1, auRerdem eine Bande bei p65. Dieses schmale Spektrum an IgG-
Antikdrper-Reaktivitaten ist eher selten (meist zeigen sich Kombinationen aus
mehreren Banden) und kénnte am ehesten fir eine Primarinfektion sprechen,
da sich bei langer zurickliegender Infektion meist doch ein eher breites
Antikorper-Spektrum finden lasst. Auch die Abwesenheit einer gB2-Antikorper-
reaktivitdt passt dazu ins Bild. Eine CMV-Primarinfektion wéahrend der
vergangenen zwei bis drei Monate lasst sich damit nicht mit Sicherheit

ausschlie3en. Bei Betrachtung des Aviditats-Blots lasst sich hingegen keine
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Abschwachung der abgebildeten p150-Bande erkennen, dies spricht somit fur
eine hohe Aviditatsreifung. Jedoch ist die Beurteilung der Aviditat bei nur einer
sichtbaren Bande (p150) der drei in die Betrachtung mit einzubeziehenden
Banden (IE1, pl150 und CM2) schwierig. Der IgM-Immunoblot zeigt eine
singulare, gut sichtbare p150-Bande (entspricht ,++“). Somit gelten die Kriterien
fur einen positiven IgM-Befund als erfillt. Dieser positive IgM-Befund zusam-
men mit der Abwesenheit von gB2-Antikérpern sprache somit fir eine akute
CMV-Infektion, die hoch aviden Antikorper dagegen deuten auf eine langer
zuruckliegende Infektion hin. Eine eindeutige Gesamtbeurteilung ist somit nicht
maoglich.

4.6.3.4 Transmission bei nicht terminierbarer CMV-Priméarinfektion
(T4)

CMV-Serostatus bei Geburt: gB2-lgG-Reaktivitat / hohe Aviditat (sowohl im rek
IB als auch im CLIA) / Keine IgM-Reaktivitat in rek IB, ELISA und CLIA

(Fall 4, TAB. 67, TAB. 68, TAB. 69, TAB. 70)

Die bei Geburt 36-jahrige Mutter bot in allen durchgefuihrten serologischen
Tests keinerlei Anhalt auf eine akute CMV-Infektion. Dennoch wurde ihr Kind
kongenital mit CMV infiziert. Alle drei durchgefuhrten IgM-Tests (ELISA, CLIA
sowie rekombinanter Immunoblot) erbrachten negative IgM-Resultate
(RECOMBLOT CMV 37). Zudem konnten in beiden Aviditatstests (CLIA und

Immunoblot) hoch avide Antikorper ermittelt werden.

| IE1 || p150 | | cM2 | | P65 || aB1 | | B2 |
=T . ‘n
— . o e | rek IgG-IB
ST Y " M*,_.‘,_,—m"- rek IgG-
Aviditats-IB
cMo7
omo7 | e ke , rek IgM-IB

t—

recomBlot CMV 37: H4685, Abnahmedatum 15.12.2008
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Bei der Betrachtung des IgG-Streifens zeigen sich stark ausgepragte Banden
bei p150, gB1 und gB2. Diese abgebildeten Banden zeigen sich auch auf dem
Aviditatsstreifen in ebenso starker Ausprégung. Die Antikdrper zeigen somit
eine hohe Aviditat auf. Auf dem IgM-Streifen lasst sich keine IgM-Reaktivitéat
erkennen. Die Kombination aus hoher Aviditat, der Abwesenheit an IgM-
Reaktivitdt sowie gut sichtbarer gBl- und gB2-Reaktivitat im rekombinanten
IgG-Immunoblot spricht flr eine langer zurtckliegende CMV-Infektion,
zumindest kann eine Infektion im letzten Trimenon sowie am Ende des zweiten

Trimenons aufgrund der starken gB2-Reaktivitat ausgeschlossen werden.
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4.7 Methodenkritische Betrachtung des rekombinanten
[gM-Immunoblots

Die zum Teil schon in den vorherigen Kapiteln behandelten Immunoblots mit
nicht eindeutig interpretierbaren Bandenkonstellation sollen in diesem Kapitel
noch einmal dargestellt werden. Hier soll nur die Auswertung der IgM-
Immunoblots und nicht die Interpretation der Gesamtbefunde im Vordergrund
stehen, das bedeutet, Aviditat sowie 1gG-gB2-Antikérperreaktivitat werden zur
Auswertung nicht herangezogen. Die hier aufgefihrten rekombinanten IgM-
Immunoblots sollen die Schwierigkeit einer objektiven Auswertung und der sich
daraus ergebenden Interpretation verdeutlichen.

Eine grol3e Schwache bei der Bewertung des rekombinanten IgM-Immunoblots
liegt in der Qualitat der Schwach-Positiv-Kontrolle. Diese muss bei jeder
Durchfiihrung eines Immunoblots mitgefiihrt werden und dient zur Abgrenzung
der Reaktivitat von der Hintergrund-Reaktivitat (Cut-off). In jedem Fall sollte bei
der Schwach-Positiv-Serumkontrolle eine pl50-Bande erscheinen. Die
Bewertung der Intensitat aller Banden des rekombinanten IgM-Immunoblots soll
sich nach Angaben des Herstellers an der Intensitat der pl50-Bande der
Schwach-Positiv-Kontrolle orientieren. Diese entspricht dem Hersteller zufolge
einer schwachen Reaktivitat (,+“). In vielen Fallen aber ist die p150-Bande der
Schwach-Positiv-Kontrolle in solch schwacher Farbintensitat abgebildet, dass
sie fur das bloRe Auge kaum sichtbar ist (z.B. REcomBLOT CMV 38). Die
Orientierung an solch schwachen Banden fihrt daher bei der Bewertung des
rekombinanten IgM-Immunoblots oftmals zu Schwierigkeiten.

| IE1 ” p150 | | CM2 | | p65 || gB1 | | gB2 |
Schwach-Positiv-
| Kontrolle IgG
evao - | Schwach-Positiv-
Kontrolle IgM

recomBlot CMV 38: Schwach-Positiv-Kontrollen, Durchfiihrung 10.05.2008
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Die pl150-Bande der oben abgebildeten IgM-Schwach-Positiv-Kontrolle soll
nach Angaben des Herstellers einer schwachen Bandenintensitat (,+)
entsprechen. Bei der Bewertung eines IgG-Immunoblots wiirde man eine solch
schwache, kaum sichtbare Bande hingegen maximal mit einem ,+/-“ bewerten.
Dies fuhrt zur nachsten Problematik bei der Beurteilung rekombinanter
Immunoblots: Ein standardisierter Vergleich der Intensitats-Zuweisung von IgG-
und IgM-Immunoblots ist nicht mdglich, da das Niveau der Bandenintensitats-
Auspragung beim IgG-Immunoblot héher liegt als beim IgM-Immunoblot. Das
bedeutet, dass bei der Beurteilung rekombinanter IgM-Immunoblots auch sehr
schwach ausgepragte Banden bedeutend sind und nicht aul3er Acht gelassen
werden durfen. Trotzdem sollten ,Uberbewertungen® vermieden werden. Wie
unterschiedlich die Schwach-Positiv-Serumkontrollen ausfallen kénnen, zeigt
sich beim Vergleich von RECOMBLOT CMV 38 mit diesem Blot (RECOMBLOT CMV
39).

| IE1 ” p150 | | CM2 | | p65 || gB1 | | aB2 |
Schwach-Positiv-
a1 Kontrolle IgG
(o VA | Schwach-Positiv-
Kontrolle IgM

recomBlot CMV 39: Schwach-Positiv-Kontrollen, Durchfihrung 24.09.2008

4.7.1 Konkordant IgG-positive/lgM-negative Mutter

Trotz Ubereinstimmender IgM-Resultate in ELISA und CLIA ergaben sich bei
der Interpretation des rekombinanten IgM-Immunoblots in dieser Gruppe in ein
paar Fallen Schwierigkeiten. An dieser Stelle sollen ein paar dieser brisanten

Falle nochmals gesondert betrachtet werden.
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4.7.1.1 Singulare p150-IgM-Bande in schwacher Intensitat
(Fall 5, TAB. 41, TAB. 42)

Der erste hier aufgefuhrte Fall wies zwar eine p150-Bande im rekombinanten
IgM-Immunoblot auf, diese war aber nur schwach sichtbar und des Weiteren

konnte keine andere Bande nachgewiesen werden (RECOMBLOT CMV 40).

| IE1 | p150 | | CM2 | | p65 | gB1 | agB2

v v v v

_omos | _ rekigM-iB

recomBlot CMV 40: H127, Abnahmedatum 14.01.2008

Hier stellt sich nun also die Frage, wie stark die p150-Bande sichtbar sein
muss, um als gut sichtbar zu gelten und damit den Kriterien eines positiven
IgM-Befundes zu entsprechen? Vergleicht man die Intensitat der abgebildeten
p150-Bande mit der der mitgefihrten Schwachpositiv-Probe, so ist die p150-
Bande im Blot dieser getesteten Mutter mit hoher Wahrscheinlichkeit zumindest
genauso stark ausgepragt wie die der Schwachpositiv-Probe, die ja als cut-off
dienen sollte. Bei digitaler Verdnderungen der Helligkeit und des Kontrasts
erscheint die p150-Bande deutlich sichtbar, aber es lassen sich keine anderen

Banden nachweisen (RECOMBLOT CMV 41).

| IE1 | p150 | | CM2 | | p65 | gB1 | gB2

rek IgM-IB

recomBlot CMV 41: H127, Abnahmedatum 14.01.2008, Variante

Interpretiert werden kann dieser Blot mit Hilfe von digitalen Hilfsmitteln somit
zwar als schwach positiv, aber ohne diese Hilfe muss dieser Blot wahrschein-
lich als negativ beurteilt werden. Die gesamte Konstellation mit hoch aviden
Antikorpern sowie gB2-Antikdrperreaktivitdt im rekombinanten IgG-Immunoblot
unterstutzt die These, dass es sich hier nicht um eine akute Primarinfektion

handelt.
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4.7.2 Konkordant IlgG-positive/diskordant IgM-negative Mutter

In der Gruppe der konkordant IgG-positiven und diskordant IgM-negativen
Mutter war die Interpretation des rekombinanten IgM-Immunoblots in einigen
Fallen nicht ganz einfach. Da jedoch bei Abweichungen der eingesetzten
Screeningtests ELISA und CLIA der Auswertung des Immunoblots besondere
Bedeutung zukam, sollen hier einige kritische Falle nochmals gesondert

dargestellt werden.

4.7.2.1 Breites Spektrum an IgM-Banden, jedoch in sehr schwacher
Auspragung

(Fall 3, TAB. 45, TAB. 48, TAB. 49)

Dieser rekombinante IgM-Immunoblot zeigte zwar ein breites Spektrum an IgM-
Banden (IE1, pl150, CM2, p65 und gB1l), diese waren aber so schwach
ausgepragt, dass sie nur erahnt werden konnten (RECOMBLOT CMV 42).

| IE1 || p150 | | CM2 | | p65 | gB1 | aB2

Tl 1 ' _ W rek IgM-1B

recomBlot CMV 42: H3096, Abnahmedatum 11.08.2008

Mit Hilfe veranderbarer digitaler Kontrast- und Helligkeitseinstellungen kdnnen
diese etwas deutlicher dargestellt werden. Auf diesem variierten Immunoblot-

Streifen lassen sich nun die zuvor nur angedeuteten Banden im Vergleich recht

gut erkennen.

rek IgM-IB

recomBlot CMV 43: H3096, Abnahmedatum 11.08.2008, Variante

Doch auch hier ergibt sich nun wieder die Schwierigkeit einer eindeutigen

Interpretation. Die Breite des nachgewiesenen Spektrums wirde zwar eher auf
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einen positiven IgM-Befund schlieBen lassen, doch alle im Originalblot zu
erahnenden Banden sind viel zu schwach ausgepragt, um den Kriterien eines
positiven IgM-Befundes zu entsprechen. Dennoch ist es erstaunlich, was durch
digitale Veranderungen des Kontrasts und der Helligkeit des eingescannten

rekombinanten Immunoblots sichtbar gemacht werden kann.

4.7.2.2 Singulare p150-IgM-Bande in schwacher Intensitat
(Fall 6, TAB. 45, TAB. 48, TAB. 49)

Dieser hier aufgefuhrte Fall zeigt eine p150-Bande in schwacher Intensitat
(RECOMBLOT CMV 44). Fur einen positiven IgM-Befund missen aber nach
Hersteller-Kriterien (TAB. 32) zumindest eine pl50-Bande in gut sichtbarer
Intensitat und keine weiteren Banden oder eine pl50-Bande in schwacher
Intensitdt plus eine weitere Bande in zumindest schwacher Intensitat

nachweisbar sein.

| IE1 || p150 | | CM2 | | p65 | gB1 | aB2

eM1s | rek IgM-IB

recomBlot CMV 44: H3168, Abnahmedatum 20.08.2008

Zu diskutieren ist nun in diesem Fall, ob die p150-Bande nicht doch sogar in gut
sichtbarer Intensitat abgebildet ist, denn dann ware der Befund auch ohne den
Nachweis einer weiteren Antikérperbande positiv. Diese These kann durch den
Vergleich mit der bei jedem durchgefihrten Immunoblot-Durchgang mitge-
fuhrten Schwach-Positiv-Kontrolle unterstitzt werden, denn die dort nach-
gewiesene pl150-Bande zeigt sich in schwécherer Intensitéat als die oben
abgebildete p150-Bande. AuRRerdem stellt sich bei der genauen Betrachtung
des IgM-Blots die Frage, ob nicht zusatzlich zur p150-Bande weitere Banden
erkennbar sind. Da durch das direkt nach Durchfihrung des Immunoblots
erfolgte Einscannen eine digitale Veranderung von Helligkeit und Kontrast des
Blots maoglich ist, kann dem menschlichen Auge sichtbar gemacht werden, was

ihm ohne Digitalisierung verweigert werden wirde (RECOMBLOT CMV 45).
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| IE1 ” p150 || CM2 | | p65 || gB1 | aB2

l ek igm-1B

recomBlot CMV 45: H3168, Abnahmedatum 20.08.2008, Variante

Nach Veranderung der Helligkeits- und Kontrasteinstellungen sind nun eine gut
sichtbare p150-Bande und zudem weitere zumindest schwach positive Banden
bei CM2, p65 und evtl. auch gB1 und gB2 erkennbar. Dies bestétigt die
Vermutung, dass im Blut dieser Mutter noch immer IgM-spezifische Antikorper
zirkulieren und der Zeitpunkt der Infektion eventuell somit noch nicht allzu lange
zurlckliegt. Es stellt sich hier also die Frage, ob durch eine alleinige Beurteilung
mittels des menschlichen Auges falsch negative Ergebnisse ermittelt werden,

oder ob digitale Hilfsmittel zu falsch positiven Ergebnissen fuhren kénnen.

4.7.2.3 Singulare p150-IlgM-Bande in sehr schwacher Intensitat
(Fall 7, TAB. 45, TAB. 48, TAB. 49)

Dieser hier aufgefiihrte rekombinante IgM-Immunoblot zeigte als einzige Bande
eine p150-Bande in sehr schwacher Intensitat (RECOMBLOT CMV 46).

| IE1 || p150 | | CM2 || p65 || gB1 | gB2

emos | . rek IgM-IB

recomBlot CMV 46: H3593, Abnahmedatum 22.09.2008

Durch digitale Veranderung der Kontrast- und Helligkeitseinstellungen I&sst sich
diese nur andeutungsweise sichtbare p150-Bande allerdings deutlich besser
darstellen (REcomBLOT CMV 47).

| IE1 || p150 | | CM2 || p65 || gB1 | gB2

ll rek IgM-IB

recomBlot CMV 47: H3593, Abnahmedatum 22.09.2008, Variante
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Das Gesamtfazit bleibt dennoch schwierig: Durch die Nachbearbeitung scheint
die p150-Bande gut sichtbar zu sein, die Frage ist aber, ob die Definition nicht
auf das festgelegt ist, was mit dem blof3en Auge zu sehen ist, und in diesem

Fall ware mit bloRBem Auge eine p150-Bande héchstens zu erahnen.

4.7.2.4 Schwache p150-IgM-Bande in Kombination mit ,inversen*
Banden bei p65 und gB1

(Fall 8, TAB. 45, TAB. 48, TAB. 49)

Dieser rekombinante IgM-Immunoblot (REcoMBLOT CMV 48) ist insofern
interessant, da sich hier neben einer schwach sichtbaren, ,normalen” p150-
Bande Antikorperreaktivitdt gegen p65 und gB1 zeigt, allerdings in Gestalt von
Jnvers‘ gefarbten Banden (weilRe Banden auf dunklem Hintergrund). Laut
Hersteller kann es in wenigen Fallen zu einer Dunkelfarbung des gesamten
Nitrozellulosestreifens kommen (zum Beispiel bei Seren von Patienten mit
Milcheiweil3-Allergien). Die Auswertung dieser Streifen ist in der Regel nur
eingeschrankt mdglich und ,inverse® Banden sollten als negativ bewertet

werden.

| IE1 | p150 | | CM2 | | p65 || gB1 | gB2

e 1 'i"ﬁ rek IgM-IB

recomBlot CMV 48: H3733, Abnahmedatum 25.09.2008

Durch Modifizierung in Helligkeit und Kontrast Iasst sich hier andeutungsweise
zusatzlich eine Antikorperreaktivitat gegen CM2 nachweisen (RECOMBLOT CMV
49). Diese ist im Gegensatz zu den Banden bei p65 und gB1 normal gefarbt.

| IE1 | p150 | | CM2 | | p65 || gB1 | gB2

} rek IgM-IB

recomBlot CMV 49: H3733, Abnahmedatum 25.09.2008, Variante
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Zieht man in Betracht, dass die beiden ,nversen® Banden nicht in die
Auswertung miteinbezogen werden sollten, bleibt am Ende weiterhin die Frage,
ob die p150-Bande in genlugend starker Auspragung abgebildet ist, um auch
ohne den zusatzlichen Nachweis weiterer Banden als positiv zu gelten. Bei

Betrachtung des Originalblots scheint dies nicht der Fall zu sein.

4.7.2.5 Schwacher Nachweis von p150- und p65-IgM-Reaktivitat
(Fall 13, TAB. 45, TAB. 48, TAB. 49)

Dieser Fall aus der Gruppe der konkordant IgG-positiven/diskordant-IgM-
negativen Mautter war nach dem Vorliegen des ersten durchgefiihrten
Immunoblots so fraglich, dass noch ein zweiter Immunoblot erstellt wurde. Im
ersten IgM-Blot waren nur zwei sehr schwache Banden bei p150 und p65 zu

erahnen (RECOMBLOT CMV 50).

| IE1 ” p150 | | CM2 | | p65 || gB1 | agB2

owaz | | ’ : rek IgM-1B

recomBlot CMV 50: H806, Abnahmedatum 22.02.2008

Die Wiederholung des Immunoblots (REcomBLOT CMV 51) ergab hier eine
p150-Bande in sehr schwacher Intensitat (,+/-“) und aul3erdem eine p65-Bande
in schwacher Intensitat (,+“), da aber fir einen positiven IgM-Nachweis
mindestens eine p150 in schwacher Intensitat plus eine weitere Bande in
schwacher Intensitat nachweisbar sein missen, sind in diesem Fall die Kriterien

fur einen positiven IgM-Nachweis nicht erfllt.

| IE1 ” p150 | | CM2 | p65 gB1 aB2

e : rek IgM-IB
oM L g

recomBlot CMV 51: H806, Abnahmedatum 22.02.2008, Wiederholung
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Allerdings kann man auch hier durch eine kleine digitale Spielerei mit Helligkeit
und Kontrast die subjektive Interpretation des Immunoblots optimiert werden
(RECOMBLOT CMV 52).

| IE1 ” p150 | | CM2 | | p65 || 0Bl | aB2

. rek IgM-IB

recomBlot CMV 52: H806, Abnahmedatum 22.02.2008, Variante

Die Interpretation dieses digital veranderten Blots ergabe eine p150-Bande in
zumindest gut sichtbarer Intensitat sowie ein p65-Bande in sehr gut sichtbarer

Intensitat. Somit ware dieser Blot als eindeutig positiv zu deklarieren.

4.7.3 Diskordant IgM-positive Mutter

In der Gruppe der diskordant IgM-positiven Mutter gab es weitere Falle, in
denen die abschlieRende Bewertung schwierig war. Im Gegensatz zur Gruppe
der konkordant positiven Frauen spielte hier der End-Befund des IgM-
Immunoblots meist eine noch groRere Rolle, da sich im Vorfeld ja haufig
Abweichungen des IgM-ELAs und des IgM-CLIAs ergeben hatten und daher
der Immunoblot als Referenzmethode diente.

4.7.3.1 Singulare schwach positive p150-IgM-Reaktivitat
(Fall 1, TAB. 56, TAB. 58, TAB. 60)

In diesem Fall konnte bei niedriger Aviditdt gemafR CLIA-Aviditatsindex (0,01)
sowie intermediar aviden Antikérpern im rekombinanten Aviditats-Immunoblot
im IgM-Blot nur eine Bande in eher schwacher Intensitat bei p150 detektiert

werden (RECOMBLOT CMV 53).
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| IE1 |p150| |CM2| |065 || gB1l | |QBZ |

emis | rek IgM-IB

recomBlot CMV 53: H1391, Abnahmedatum 08.04.2008

Bei geringer Veranderung der Kontrast- sowie Helligkeitseinstellungen lasst
sich diese p150-Bande noch deutlich besser darstellen (RECOMBLOT CMV 54).

Weitere Banden, aul3er p150, zeigen sich hingegen nicht.

| IE1 | p150 | | CM2 | | p65 || gB1 | aB2

recomBlot CMV 54: H1391, Abnahmedatum 08.04.2008, Variante

Dieser Fall wurde trotz der eher schwach ausgepragten p150-Bande in die
Gruppe der diskrepant IgM-positiven Mutter eingeordnet, da die im Originalblot
abgebildete Bande zumindest ebenso stark abgebildet war wie die gleichzeitig
durchgefiihrte Schwachpositiv-Kontrolle, an der es sich zu orientieren gilt.
Zudem ist eine geringgradige Ausbleichung des Blots denkbar. Trotzdem zeigt
sich auch anhand diesen Blots die Schwierigkeit der objektiven Bewertung des
Immunoblots und veranschaulicht den schmalen Grat, auf welchem man sich

bei der Entscheidung zwischen IgM-Positivitat und IgM-Negativitat bewegt.

4.7.4 Fraglich IgM-positive Mutter

In dieser Gruppe spielt die genaue Betrachtung der IgM-Blots natirlich eine
besondere Rolle. Der erste Fall dieser Gruppe wurde schon umfassend
dargestellt (Kap. 4.5.3.4). Die beiden weiteren Félle mit fraglichem IgM-Befund

im rekombinanten Immunoblot sollen hier dargestellt werden.
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4.7.4.1 Intensive IgM-Banden bei IE1 und p65 ohne Nachweis einer
pl50-Bande

(Fall 2, TAB. 64, TAB. 65, TAB. 66)

Dieser rekombinante IgM-Immunoblot zeigte intensive Banden gegen IE1 sowie
gegen p65 (RECOMBLOT CMV 55). Eine pl150-Bande ist nicht zu erkennen. Die
Problematik bei der Beurteilung dieses Blots liegt nun darin, dass die
Beurteilung nur im Vergleich mit der Schwach-Positiv-Kontrolle méglich ist.
Beim ersten Blick auf das Bandenmuster wiirde man sonst sofort an einen mit
dem Nachweis einer intensiven pl50-Bande plus einer p65-Bande eindeutig
positiven IgM-Befund denken. In diesem Fall ist jedoch tatsachlich die IE1-

Bande abgebildet, wohingegen die p150-Bande nicht zu sehen ist.

| IE1 | p150 | | CM2 | | p65 || gB1 | | aB2 |

wmoM 13 i ] g rek IgM-IB

recomBlot CMV 55: H3516, Abnahmedatum 11.09.2008

Definitionsgemal ist ein rekombinanter IgM-Immunoblot nur beim Nachweis
einer mindestens schwachen p150-Bande (,+“) in Kombination mit weiteren
schwachen Banden oder beim Nachweis einer intensiven p150-Bande (,++%)
auch ohne weitere Banden als positiv zu beurteilen. In allen Féallen, in denen
zwar CMV-spezifische Banden auftreten, jedoch ohne eine zumindest
schwache p150-Bande, muss der Befund als ,fraglich“ kategorisiert werden.

Dies ist hier der Fall.

Auch bei digitaler Veranderung der Helligkeits- und Kontrasteinstellungen kann
bei diesem Blot nur eine Verstarkung der beiden auch mit bloRem Auge gut
sichtbaren Banden IE1 und p65 erzielt werden, Anzeichen einer p150-Bande

sind weiterhin nicht zu erkennen (RECOMBLOT CMV 56).

| IE1 | p150 | | CM2 | | p65 || gB1 | | aB2 |

g rek IgM-IB

recomBlot CMV 56: H3516, Abnahmedatum 11.09.2008, Variante
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Dieser IgM-Immunoblot muss somit also trotz der intensiven Einzelreaktivitaten
als fraglich interpretiert werden. Trotz negativem IgM-Befund in sowohl IgM-
ELA als auch IgM-CLIA mit hoher Aviditdt in rekombinantem Aviditats-
Immunoblot und CLIA-Aviditatsindex lassen diese starken Bandenreaktivitaten
dennoch Zweifel an der definitionsgemalien Beurteilung des rekombinanten
IgM-Immunoblots offen.

4.7.4.2 Schwach sichtbare IgM-Banden bei p150 und CM2
(Fall 3, TAB. 64, TAB. 65)

Bei diesem rekombinanten IgM-Immunoblot Iasst sich eine Bande bei p150 in
zumindest schwacher Intensitat sowie eine Bande bei CM2 in sehr schwacher
Intensitat detektieren (REcomBLOT CMV 57). Andeutungsweise sind eventuell

auch bei p65 und gB1 zu sehen.

rek IgM-IB

recomBlot CMV 57: H2894, Abnahmedatum 04.08.2008

Verandert man Helligkeits- und Kontrasteinstellungen erhalt man folgendes Bild
(RECOMBLOT CMV 58):

| IE1 || p150 | | CM2 | | p65 | gB1 | gB2

l rek igm-B

recomBlot CMV 58: H2894, Abnahmedatum 04.08.2008, Variante

Die p150-Bande ist nun deutlich sichtbar, auf3erdem lassen sich gut sichtbare
Banden bei CM2, p65 und gB1 erkennen. Im Fazit bleibt somit ein fraglich
(positiver) IgM-Befund.
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S5 DISKUSSION

Im Rahmen der an der im Institut fur Medizinische Virologie des
Universitatsklinikums Tuabingen (UKT) in Kooperation mit der Universitats-
Frauenklinik und der Abteilung Neonatologie des UKT durchgefiihrten
prospektiven klinischen Studie ,Kongenitaler CMV-Infektionen®, in der
insgesamt 5000 Mutter-Kind-Paare auf ihren CMV-Serostatus (IgG, IgM und

IgG-Aviditat) evaluiert werden sollen, werden folgende Studienziele verfolgt:

- Erhebung prospektiver Daten zur Inzidenz kongenitaler CMV-Infektionen
bei Geburt

- Vergleichende Evaluierung maternaler Serodiagnostik zum Zeitpunkt der
Geburt

- Transmissionsrate der kongenitalen CMV-Infektion wahrend des letzten

Schwangerschaftstrimenons

- Moglichkeiten und Grenzen der Differenzierung von CMV-

Priméarinfektionen und Rekurrenz.

Aufgrund eines Indexfalles einer CMV-Priméarinfektion im ersten Trimenon der
Schwangerschaft mit unauffalliger CMV-Serologie via ELISA und CLIA, bei
gleichzeitigem Nachweis von > 108 Viruskopien CMV-DNA im Fruchtwasser,
wurde am Institut fur Medizinische Virologie eine klinisch-virologische Studie zur

Evaluierung verschiedener CMV-Serodiagnostik-Methoden initiiert.

Allgemein lasst sich folgende Schlussfolgerung aus den wahrend des Jahres
2008 gesammelten Daten der Tubinger Kongenital-Studie ziehen: Kein einziger
der eingesetzten serologischen Tests wére als alleinige Diagnostik geeignet.
Nur in der Zusammenschau der verschiedenen Tests und unter Einbezug
klinischer sowie weiterer diagnostischer Methoden wie zum Beispiel der PCR

lasst sich eine Aussage uUber den Status der CMV-Infektion treffen.
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5.1 Screeningmethode - Vergleich ELISA und CLIA mit dem
rekombinanten Immunoblot als Referenz

Aufgrund der Tatsache, dass die kongenitale CMV-Infektion weltweit die
haufigste kongenitale Infektion darstellt, welche in bis zu zehn Prozent schwere
ZNS-Schéadigungen verursachen kann, wird die Einfihrung eines CMV-
Screening-Programms zu Beginn oder, noch besser, vor einer Schwangerschaft
gefordert. Gail Demmler-Harrison, Padiaterin am Texas Children’s Hospital und
Expertin fir CMV-Infektionen, fasste ihre Forderungen in zwei Schritten
zusammen: “A logical first step for public health action towards awareness,
prevention and treatment is to screen all newborns for congenital CMV infection
at birth. A second logical step for public health action towards awareness,
prevention and treatment is to mandate routine prenatal screening of all
pregnant women for the presence of CMV IgG antibody.” (Demmler-Harrison,

2009). Auch in Deutschland wird Uber entsprechende MafRnahmen diskutiert.

Die Diagnostik der CMV-Priméarinfektion und die Differenzierung von einer
CMV-Reaktivierung kann durch abweichende IgM-Befunde verschiedener
kommerzieller Testsysteme erschwert werden. In der vorliegenden Studie
konnte auf3erdem eine hohe Rate an abweichenden Ergebnissen von
halbautomatisierten Standardtests wie z.B. dem ELISA (Medac) und dem CLIA
(DiaSorin) festgestellt werden. Der CLIA erwies sich dabei nicht nur als
sensitiver als der ELISA (bei der Bestimmung des IgM-Serostatus), sondern
bietet mit der Bestimmung eines Aviditatsindizes dariber hinaus ein sehr
wertvolles Instrument fur die zeitliche Terminierung einer CMV-Infektion. In
unserer Studie (unter Verwendung der Daten vom 1. Januar 2008 bis zum 31.
Dezember 2008) konnte gezeigt werden, dass in Uberraschend vielen Fallen
weder der IgM-ELISA noch der IgM-CLIA sensitiv genug waren, einen positiven
IgM-Antikorperstatus zu detektieren (58 Falle), dagegen erbrachte die
Uberprifung von Fallen mit einem Aviditatsindex < 0,4 via rekombinantem IgM-
Immunoblot eine grol3e Anzahl an IgM-positiven Resultaten hervor, die ohne

das Instrument ,CLIA-Aviditatsindex“ unerkannt geblieben waren (56 Falle).
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5.1.1 Analytische Wertigkeit des IgG/IgM-ELISA im Teilkollektiv
abweichender Testresultate

Zur Bestimmung der Gute des ELISA fir die Diagnostik CMV-spezifischer IgG-
und IgM-Antikoérper kann nur ein Bruchteil der insgesamt 1564 via IgG- und
IgM-ELISA getesteten Mitter herangezogen werden, da die Durchfiihrung einer
Referenzmethode (dem rekombinanten 1gG- und IgM-Immunoblot) dazu eine
notwendige Voraussetzung darstellt.

5.1.1.1 IgG-ELISA

Bei der Bestimmung des IgG-Serostatus wurde ein rekombinanter 1gG-
Immunoblot nur durchgefihrt, wenn es zu Abweichungen des IgG-ELISA und
des 1gG-CLIA kam, des Weiteren bei allen Frauen, bei denen der
Aviditatsstatus Uberpruft wurde. Insgesamt wurde in 177 Féllen ein rekombi-
nanter IgG-Immunoblot durchgefuhrt. Nur fir diese 177 Falle kann die
analytische Wertigkeit des 1gG-ELISA bestimmt werden. Die Ergebnisse des
IgG-ELISA im Vergleich zum rekombinanten IgG-Immunoblot sind in

nachfolgender Neunfeldertafel (TAB. 71) dargestellt.

Tab. 71: Neunfeldertafel zum Vergleich des IgG-ELISA bezogen auf die Referenzmethode
rekombinanter IgG-Immunoblot

rek. IgG-Immunoblot

IgG-Serostatus

positiv grenzwertig negativ Summe
positiv 156 0 1 157
IgG-ELISA grenzwertig 0 1 6 7
negativ 0 0 13 13
Summe 156 1 20 177
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Daraus lie3en sich unter Zugrundelegung des rekombinanten IgG-Immunoblots
als Referenztest folgende Werte errechnen (TAB. 72):

Tab. 72: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert des IgG-ELISA*

CMV-Kongenital-Studie Herstellerangaben
Sensitivitat = 156/156 =1 100% 100%
Spezifitat =13/20 =0,65 65% 97,1%
positiver pradiktiver Wert = 156/157 = 0,9936 99,36% 97,1%
negativer pradiktiver Wert =13/13 =1 100% 100%

* Grenzwertige Resultate wurden in den Berechnungen nicht beriicksichtigt

Der 1gG-ELISA konnte somit ausgezeichnete Ergebnisse erzielen bezulglich der
Sensitivitat, des positiven sowie negativen pradiktiven Werts. Bei der Spezifitat
weist der IgG-ELISA dagegen mit nur 65 Prozent Mangel auf, die im

Wesentlichen bedingt sind durch grenzwertige IgG-Ergebnisse.

5.1.1.2 IgM-ELISA

Zur Bestimmung der analytischen Performance des IgM-ELAs kdnnen 164 Falle
herangezogen werden. Die Durchfiihrung eines rekombinanten IgM-Immuno-
blots wurde in Fallen, bei denen Abweichungen des IgM-ELAs und des IgM-
CLIAs auftraten, sowie in allen Fallen, bei denen ein CLIA-Aviditatsindex < 0,4
detektiert wurde, vollzogen. Des Weiteren via rekombinantem IgM-Immunoblot
Uberpruft wurden Falle mit positivem IgM-Resultat in beiden Tests sowie Mutter
mit Transmission. Insgesamt wurde bei 164 Mittern ein rekombinanter IgM-
Immunoblot durchgefiihrt. Die IgM-Befunde des ELISAs im Vergleich zum
rekombinanten IgM-Immunoblot sind in nachfolgender Tabelle dargestellt
(TAB. 73).
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Tab. 73: Neunfeldertafel

zum

rekombinanter IgM-Immunoblot

Vergleich des

IgM-ELA bezogen auf die Referenzmethode

rek. IgM-Immunoblot
IgM-Serostatus — _ _
positiv grenzwertig negativ Summe
positiv 11 1 1 13
IgM-ELA grenzwertig 4 0 5 9
negativ 88 2 52 142
Summe 103 3 58 164

Daraus lieR3en sich unter Zugrundelegung des rekombinanten IgM-Immunoblots

als Referenztest folgende Werte errechnen (TAB. 74):

Tab. 74: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert des IgM-ELISA*

CMV-Kongenital-Studie Herstellerangaben
Sensitivitat =11/103 =0,1068 10,68% 99,40%
Spezifitat =52/58 =0,8966 89,66% 99,68%
positiver pradiktiver Wert =11/13 =0,8462 84,62% 99,40%
negativer pradiktiver Wert =52/142 =0,3662 36,62% 99,68%

* Grenzwertige Resultate wurden in den Berechnungen nicht beriicksichtigt

Besonders aufféllig sind hier die schlechten Resultate des IgM-ELAs bezlglich
der Sensitivitat sowie des negativen pradiktiven Werts. Nur rund elf Prozent
aller positiven IgM-Befunde konnten via IgM-ELA detektiert werden. Des
Weiteren bedeutet ein negatives IgM-Resultat im IgM-ELA nur in 36,6 Prozent
der Falle, dass die getestete Person auch tatsachlich keine CMV-IgM-
Antikdrper aufzuweisen hat. Dagegen zeigt der IgM-ELA hinsichtlich der
Spezifitat und auch des positiven pradiktiven Werts gute Resultate: In 89,6
Prozent der getesteten Félle wurde ein negativer IgM-Status mittels IgM-ELA
auch via rekombinantem IgM-Immunoblot negativ detektiert. Der positive
pradiktive Wert besagt hier, dass 84,6 Prozent der Muitter, die ein positives IgM-
Resultat im IgM-ELA aufzeigten, auch tatsachlich IgM-Antikérper im Serum

aufwiesen.
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Insgesamt scheint der ELISA besser zur Bestimmung des IgG-Serostatus
geeignet zu sein als zur Detektion von CMV-IgM-Antikdrpern, da der IgG-ELISA

deutlich zuverlassigere Resultate liefern konnte als der IgM-ELA.

5.1.2 Analytische Wertigkeit des IgG/IgM-CLIA sowie des CLIA-
Aviditatsindizes im Teilkollektiv abweichender Testresultate

Auch fur die Auswertung des CLIA kénnen nur diejenigen Falle herangezogen
werden, bei denen ein rekombinanter Immunoblot als Referenz durchgefihrt
wurde. Dies war in 177 Fallen bei der Bestimmung des IgG-Serostatus der Fall
sowie in 164 Fallen bei der Bestimmung des IgM-Serostatus. Hinzu kommt
beim CLIA noch eine weitere Kategorie, der CLIA-Aviditatsindex. Dieser konnte
in 146 Fallen via rekombinantem Aviditats-Immunoblot Gberprift werden. Dabei
wird ein Zahlenwert mit einer visuellen Auswertung der Antigenreaktivitat
verglichen. Die Grenzen des Aviditatsindizes im Intervall von 0 bis 1 sind

festgelegt auf:

- 0 bis 0,2: niedrige Aviditat
- > 0,2 bis 0,3:; intermedidre Aviditat
- >0,3his1l: hohe Aviditat.

5.1.2.1 1gG-CLIA

Bei der Bestimmung des IgG-Serostatus konnten fur den IgG-CLIA im Vergleich

zum rekombinanten 1gG-Immunoblot folgende Daten ermittelt werden (TAB. 75):

Tab. 75: Neunfeldertafel zum Vergleich des IgG-CLIA bezogen auf die Referenzmethode
rekombinanter IgG-Immunoblot

rek. IgG-Immunoblot
IgG-Serostatus
positiv grenzwertig negativ Summe
positiv 146 0 3 149
IgG-CLIA grenzwertig 5 0 1 6
negativ 5 1 16 22
Summe 156 1 20 177
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Daraus lie3en sich unter Zugrundelegung des rekombinanten IgG-Immunoblots
als Referenztest folgende Werte errechnen (TAB. 76):

Tab. 76: Sensitivitét, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert des 1gG-CLIA*

CMV-Kongenital-Studie Herstellerangaben
Sensitivitat = 146/156 =0,9359 93,59% 99,88%
Spezifitat =16/20 =0,8 80% 99,65%
positiver pradiktiver Wert =146/149 =0,9799 97,99% k.A.
negativer pradiktiver Wert =16/22 =0,7273 72,73% k.A.

* Grenzwertige Resultate wurden in den Berechnungen nicht berticksichtigt

Der 1gG-CLIA erzielte somit gute Ergebnisse hinsichtlich der Sensitivitat (93,59
Prozent) und des positiven pradiktiven Werts (97,99 Prozent), im direkten
Vergleich schnitt dabei aber der IgG-ELISA noch besser ab. Dafiir erwies sich
der IgG-CLIA mit einer Spezifitdt von 80 Prozent im Vergleich zum IgG-ELISA

zuverlassiger bei der Ermittlung richtig negativer IgG-Resultate.

5.1.2.2 IgM-CLIA

Die Bestimmung der Gite des IgM-CLIA konnte wie auch fir den IgM-ELA nur
in den Fallen durchgefuhrt werden, in denen auch ein Befund des
rekombinanten IgM-Immunoblots vorlag. Dies war bei 164 Muttern der Fall.

Folgende Daten lie3en sich dabei ermitteln (TAB. 77):

Tab. 77: Neunfeldertafel zum Vergleich des IgM-CLIA bezogen auf die Referenzmethode
rekombinanter IgM-Immunoblot

rek. IgM-Immunoblot
IgM-Serostatus — - -
positiv grenzwertig negativ Summe
positiv 20 0 10 30
IgM-CLIA grenzwertig 20 2 6 28
negativ 63 1 42 106
Summe 103 3 58 164
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Daraus liel3en sich unter Zugrundelegung des rekombinanten IgM-Immunoblots
als Referenztest folgende Werte errechnen (TAB. 78):

Tab. 78: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert des IgM-CLIA*

CMV-Kongenital-Studie Herstellerangaben
Sensitivitat =20/103 =0,1942 19,42% 97,3%
Spezifitat =42/58 =0,7241 72,41% 98,5%
positiver pradiktiver Wert =20/30 = 0,6667 66,67% k.A.
negativer pradiktiver Wert =42/106 =0,3962 39,62% k.A.

* Grenzwertige Resultate wurden in den Berechnungen nicht berticksichtigt

Die Ergebnisse, die sich mittels des IgM-CLIAs erzielen lieRen, waren auch hier
(&hnlich wie die des IgM-ELAs) in keiner Weise befriedigend. Einzig beim
Ausschluss falsch positiver Befunde erzielte der IgM-CLIA mit einer Spezifitat
von 72,4 Prozent ein noch respektables Ergebnis. Dagegen konnten positive
Befunde via IgM-CLIA nur in 19,4 Prozent der Falle detektiert werden. Ein
negatives Resultat im IgM-CLIA bestatigte sich nur in 39,6 Prozent der Falle.
Immerhin 66,7 Prozent aller positiven IgM-CLIA-Resultate erwiesen sich auch
im IgM-Immunoblot als positiv.

5.1.2.3 CLIA-Aviditatsindex

Die CLIA-Aviditatsindizes der 146 Mdutter, bei denen ein rekombinanter
Aviditats-Immunoblot durchgefiihrt wurde, verteilen sich tUber das Intervall von
0,01 bis 0,90. Dies ist in ABB. 26 veranschaulicht:



DISKUSSION 181

Verteilung von CLIA-IgG-Aviditatswerten
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Abb. 26: Verteilung aller ermittelten CLIA-IgG-Aviditatsindizes, bei denen auch ein rekombinanter
Aviditats-Immunoblot durchgefiihrt wurde (insgesamt 146)

Bei Betrachtung von ABB. 26 féallt besonders die sehr grof3e Anzahl an Werten
im Bereich zwischen 0,3 und 0,4 auf (78 Falle). Auch im Bereich zwischen 0,2
und 0,3 findet sich mit 36 Fallen eine grof3e Anzahl der insgesamt 146 Falle.
Insgesamt liegen 114 von 146 via rekombinantem Aviditats-lmmunoblot
Uberpriften Fallen im Bereich zwischen 0,2 und 0,4, dies entspricht 78,1
Prozent. Im erweiterten Bereich zwischen 0,2 und 0,6 liegen sogar 131 von 146
Fallen, dies entspricht 89,7 Prozent. Beim Vergleich der CLIA-Aviditatsindizes
mit den Resultaten des rekombinanten Aviditats-Immunoblots ergeben sich
jedoch viele Abweichungen der beiden Tests. Diese sollen in TaB. 79

veranschaulicht werden.

Tab. 79: Neunfeldertafel zum Vergleich des CLIA-Aviditatsindizes bezogen auf die Referenz-
methode rekombinanter Aviditats-Immunoblot

L rek. Aviditats-Immunoblot
Aviditats-Status
niedrig intermediar hoch Summe
niedrig 2 1 3 6
CLIA- .
Aviditatsindex intermediar 2 6 28 36
hoch 4 7 93 104
Summe 8 14 124 146
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Bei Betrachtung der Neunfeldertafel (TaB. 79) wird deutlich, dass CLIA-
Aviditatsindex und rekombinanter Aviditats-Immunoblot gerade in den niedrigen
und intermediar aviden Bereichen haufig nicht Ubereinstimmen. Dagegen zeigt
sich im Bereich hoher Aviditat eine bessere (wenn gleich auch nicht gute)
Konkordanz. Auch wenn die Auswertung rekombinanter Aviditats-Immunoblots
nicht immer einfach und fehlerfrei ist (siehe Kap. 5.2.2), wurde auch hier der
rekombinante Immunoblot als Referenzmethode festgelegt. Fir den CLIA-
Aviditatsindex ergeben sich somit im Vergleich zum rekombinanten Aviditats-
Immunoblot als Referenzmethode folgende Werte fir Sensitivitat und positiven
pradiktiven Wert (TaB. 80). Die Ermittlung von Spezifitdt und negativem
pradiktivem Wert ist in diesem Fall (Matrix mit drei Variablen) nicht mdglich, da
es sich hier ja nicht um eine Richtig/Falsch-Klassifikation handelt, sondern um
eine Ermittlung kontinuierlicher Werte, die anhand bestimmter Definitionen
(siehe TAB. 24 in Kap. 3.2.2.1 sowie TAB. 33 in Kap. 3.3.4) in drei verschiedene

Bereiche eingeteilt werden (niedrige, intermediare und hohe Aviditat).

Tab. 80: Sensitivitdt und positive pradiktive Werte des CLIA-Aviditatsindizes im Vergleich zum
rekombinanten Aviditats-Immunoblot

CMV-Kongenital-Studie
niedrige Aviditat =2/8 =0,25 25%
Sensitivitat intermediare Aviditat |=6/14 =0,4286 42,86%
hohe Aviditat =93/124 =0,75 75%
niedrige Aviditat =2/6 =0,3333 33,33%
gf’as(;tl'k"t?\;er Wwert | intermediare Aviditat |= 6/36 = 0,1667 16,67%
hohe Aviditat =93/104 =0,8942 89,42%

Insgesamt korrelieren 101 Féalle (2+6+93, siehe TAB. 79) von 146 mittels beider
Aviditats-Tests Uberprufter Falle miteinander, dies entspricht 69,2 Prozent. Die
Majoritat der korrelierenden Resultate liegt dabei eindeutig im hoch aviden
Bereich (93 Félle).
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5.1.3 Vergleich von ELISA und CLIA im Gesamtkollektiv CMV-
seronegativer Mutter

Bei den insgesamt 815 Muttern, bei denen keine CMV-spezifischen Antikorper
festgestellt werden konnten, gab es eine sehr groRe Anzahl (805) an
konkordant in ELISA und CLIA IgG-negativ getesteten Fallen. Nur bei zehn
Frauen gab es abweichende Resultate fiir den IgG-Serostatus, welcher im
rekombinanten IgG-Immunoblot als negativ verifiziert werden konnte. In TAB. 81

sind die Konstellationen flr seronegative Mitter aufgezeigt.

Tab. 81: Serokonstellationen aller CMV-seronegativen Miitter (grenzwertige oder positive Falle
wurden im rekombinanten IgG-Immunoblot als negativ verifiziert)

. . lgG-CLIA
CMV-IgG-negative Mutter
negativ grenzwertig positiv Summe
negativ 805* il 2% 808
IgG-ELISA grenzwertig 5** 0 1x* 6
positiv 1** 0 0 1
Summe 811 1 3 815

* |.d.R. keine weitere Abklarung mittels rekombinantem IgG-Immunoblot (siehe Agsg. 13)
** Rekombinanter IgG-Immunoblot negativ

Hier wird deutlich, dass der IgG-CLIA bezogen auf den Referenztest
(rekombinanter IgG-Immunoblot) mit nur drei falsch positiven sowie einem
falsch grenzwertigem IgG-Befund etwas besser abschneidet als der IgG-ELISA
mit sechs falsch grenzwertigen sowie einem falsch positiven 1gG-Resultat.
Insgesamt zeigen beide Testsysteme aber eine hohe Konkordanz bei der
Ermittlung IgG-negativer Befunde. In der Annahme, dass bei Konkordanz der
beiden 1gG-Tests der ,wahre” Befund ermittelt wurde, wurde bei 795 dieser 805
konkordant 1gG-negativen Falle auf eine Uberpriifung via rekombinantem 1gG-
Immunoblot verzichtet. Alle zehn Félle, die zum Teil aufgrund einer ursprtinglich
falschen Auswertung und zum Teil versehentlich im rekombinanten IgG-
Immunoblot Uberprift wurden, zeigten im Immunoblot negative IgG-Resultate.
Es zeigt sich somit eine sehr hohe Ubereinstimmung des IgG-ELISAs und des
IgG-CLIAs bei der Bestimmung seronegativer Resultate (805 von 815 Mittern).

Dies entspricht einer Konkordanz von 98,8 Prozent.
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5.1.4 Vergleich von ELISA und CLIA im Gesamtkollektiv CMV-IgG-
seropositiver Mutter mit negativem IgM-Nachweis

Insgesamt 642 der untersuchten 1564 Frauen erwiesen sich CMV-lgG-positiv
sowie IgM-negativ. Bei 619 dieser 642 Frauen stimmten ELISA und CLIA
sowohl fur den IgG- als auch fiir den IgM-Serostatus tberein, wobei funf Frauen
im CLIA grenzwertig positive IgG-Resultate aufzeigten, welche via
rekombinantem IgG-Immunoblot als positiv verifiziert wurden (diese funf Frauen
wurden trotz der grenzwertigen 1gG-CLIA-Resultate in die Gruppe konkordant
IgG-positiver/IgM-negativer Frauen eingeordnet). In sechs Féllen der 642 1gG-
positiven/IgM-negativen Frauen kam es zu Abweichungen bei der Ermittlung
des 1gG-Serostatus (hier erwies sich der IgG-CLIA in allen sechs Fallen als
falsch negativ), in 17 Fallen ergaben sich Abweichungen bei der Ermittlung des
IgM-Serostatus. Die IgG-Serokonstellationen dieser 642 Frauen sind in TAB. 82
aufgezeigt. In TaAB. 83 sind die IgM-Serokonstellationen aller 642 IgG-

positiven/IgM-negativen Frauen dargestellt.

Tab. 82: IgG-Serokonstellationen aller CMV-IgG-positiven und IgM-negativen Mitter*

CMV-lgG-positive Mutter lgG-CLIA
bel negativem IgM negativ grenzwertig positiv Summe
negativ 0 0 0 0
IgG-ELISA grenzwertig 1rx* 0 0 1
positiv 5** 5** 631* 641
Summe 6 5 631 642

* |.d.R. keine weitere Abklarung mittels rekombinantem IgG-Immunoblot (auRer bei CLIA-
Aviditatsindizes < 0,4) (siehe ABB. 14)

** Falle mit grenzwertigem oder in einem der beiden Tests negativem IgG-Befund wurden im
rekombinanten IgG-Immunoblot als IgG-positiv (zehn Falle) verifiziert

*** Dieser Fall konnte auch im rekombinanten IgG-Immunoblot nur als fraglich positiv klassifiziert
werden

In dieser Tabelle (TaB. 82) wird deutlich, dass der IgG-CLIA bei der
Bestimmung positiver IgG-Resultate mit elf falsch negativen (sechs Falle) bzw.
falsch grenzwertigen (funf Falle) Ergebnissen schlechter abschneidet als der
I[gG-ELISA mit nur einem grenzwertigen Resultat (welches auch im
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rekombinanten IgG-Immunoblot als grenzwertig bestatigt wurde). In 631 von
642 1gG-positiven/IgM-negativen Resultaten stimmten aber die IgG-Resultate
beider Testsysteme Uberein. Dies entspricht einer Konkordanz bei der

Bestimmung des IgG-Serostatus in dieser Gruppe von 98,3 Prozent.

Tab. 83: IgM-Serokonstellationen aller CMV-lgG-positiven und IgM-negativen Mutter*

CMV-IgM-negative Mutter IgM-CLIA
B3 [postinyE 15e negativ grenzwertig positiv Summe
negativ 625* 5** 6** 636
IgM-ELISA grenzwertig 1x* 1x* 3** 5
positiv 0 0 1+ 1
Summe 626 6 10 642

* L.d.R. keine weitere Uberprifung mittels rekombinantem IgM-Immunoblot (auRer bei CLIA-
Aviditatsindizes < 0,4) (siehe ABB. 14)

** Falle mit grenzwertigem oder in einem der Tests positivem IgM-Befund wurden im rekom-
binanten IgM-Immunoblot als IgM-negativ (insgesamt 17 Falle) verifiziert

Auch bei der Bestimmung negativer IgM-Resultate schneidet der ELISA mit 636
von 642 richtig bestimmten negativen IgM-Resultaten besser ab als der CLIA
mit nur 626 korrekt bestimmten IgM-Resultaten (99,1 Prozent respektive 97,5
Prozent). Diese Aussage basiert auf der Annahme, dass konkordant negative
IgM-Ergebnisse in ELISA und CLIA tatséachlich negativ waren, ohne dass diese
mittels rekombinantem IgM-Immunoblot verifiziert wurden (mit Ausnahme derer,
die einen CLIA-Aviditatsindex von < 0,4 aufwiesen). Der IgM-ELA zeigte funf
falsch grenzwertige sowie ein falsch positives IgM-Ergebnis auf, der IgM-CLIA
hingegen sechs falsch grenzwertige sowie zehn falsch positive IgM-Resultate.
In 625 dieser 642 1gG-positiven/IgM-negativen Félle stimmten IgM-ELA und
IgM-CLIA bei der Detektion negativer IgM-Befunde Uberein, dies entspricht

einer Konkordanz von 97,4 Prozent.

Betrachtet man alle Mitter, welche einen IgG-positiven Serostatus aufwiesen,
unabhangig vom IgM-Serostatus, so erhalt man ein Kollektiv von 749 Mduttern.
Bei der Bestimmung des IgG-Serostatus zeigt sich hier eine hohe Konkordanz
der beiden Screeningtests ELISA und CLIA (TAB. 84).
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Tab. 84: Serokonstellationen aller IgG-seropositiven Mitter (unabhangig vom IgM-Serostatus)

CMV-lgG-positive Mutter lgG-CLIA
(unabh&ngig vom IgM-Serostatus) T Gronzwertig m— p—
negativ 0 0 0 0
IgG-ELISA grenzwertig 1k 0 0 1
positiv S Gk 738* 248
Summe 6 5 738 249

* .d.R. keine weitere Abklarung mittels rekombinantem IgG-Immunoblot (aul3er bei CLIA-
Aviditatsindizes < 0,4) (siehe ABB. 14)

** Falle mit grenzwertigem oder in einem der beiden Tests negativem IgG-Befund wurden im
rekombinanten IgG-Immunoblot als IgG-positiv (zehn Falle) verifiziert

*** Dieser Fall konnte auch im rekombinanten IgG-Immunoblot nur als fraglich positiv klassifiziert
werden

In 738 Fallen konnte sowohl via IgG-ELISA als auch via IgG-CLIA ein positives
IgG-Resultat ermittelt werden. Dies entspricht einer Konkordanz von 98,5
Prozent. Nur in insgesamt elf Fallen ergaben sich Abweichungen der beiden
Tests im Vergleich zum Resultat des rekombinanten IgG-Immunoblots. Zehn
dieser Abweichungen kamen durch falsch positive (funf Falle) sowie falsch
grenzwertige (ebenfalls funf Falle) Resultate des IgG-CLIA zustande. Der
Befund, der ein grenzwertiges IgG-Resultat im ELISA sowie ein negatives 1gG-
Resultat im CLIA aufwies, konnte bei einer aulRergewdhnlichen
Bandenkonstellation des rekombinanten IgG-Immunoblots weder als positiv
noch als negativ interpretiert werden und wurde daher als fraglich kategorisiert.

Dies ware somit als Bestatigung des IgG-ELISAs zu werten.

5.1.5 Vergleich von ELISA und CLIA im Gesamtkollektiv CMV-IgG-
seropositiver Mitter mit positivem IgM-Nachweis im
rekombinanten IgM-Immunoblot

Die Gruppe der IgG- und IgM-positiven Frauen hat sich zum Kernstiick dieser
Arbeit herauskristallisiert. Dies ist hauptsachlich durch die hohe Anzahl von

positiven IgM-Resultaten im IgM-Immunoblot zu erklaren, die nur aufgrund der

Aufgabenstellung dieser Arbeit (Uberpriifung von Mittern mit einem CLIA-
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Aviditatsindex < 0,4 via rekombinantem IgM-Immunoblot) detektiert werden
konnten. Im Vergleich zum vorgegebenen Referenztest des rekombinanten
Immunoblots zeigten sowohl ELISA als auch CLIA Schwéchen in der Detektion
positiver IgM-Resultate. Der IgM-Immunoblot konnte eine gro3e Anzahl an
Frauen, welche in ELISA und CLIA keine IgM-Reaktivitat zeigten, durch den
CMV-

spezifischen Antigenen herausfiltern. Nur in wenigen Fallen stimmten alle drei

Nachweis von Antikorper-Einzelreaktivitaten mit verschiedenen
IgM-Tests Uberein (sechs Falle). Zur Gruppe konkordant IgM-positiver Mutter
wurden aber zusatzlich zwei Mutter mit grenzwertigem IgM-Resultat im ELISA
sowie positivem IgM im CLIA gezahlt, sowie zwei Mdutter, die positive
Ergebnisse in IgM-ELA bei grenzwertigen Befunden im IgM-CLIA aufwiesen.
Eine Mutter mit konkordant positiven IgM-Befunden in sowohl ELISA als auch
CLIA konnte mangels Serum nicht via rekombinantem IgM-Immunoblot
Uberpraft werden, hier wurde ein richtig positiver Befund des IgM-ELAs und
IgM-CLIAs angenommen. Die verschiedenen Serokonstellationen sind in TAB.
85 aufgefuihrt. Die drei Félle, bei denen der IgM-Immunoblot ein fragliches

Resultat ergab, wurden in dieser Tabelle nicht bericksichtigt.

Tab. 85: Serokonstellationen aller CMV-IgG-positiven und im rekombinanten IgM-Immunoblot IgM-
positiv getesteten Mutter*

CMV-IgG-positiv und im IgM-CLIA
rek 1B IgM-positiv negativ grenzwertig positiv Summe
negativ 58 18 12 88
IgM-ELISA grenzwertig 2 0 2 4
positiv 3 2 7** 12
Summe 63 20 21 104

* Falle mit abweichenden Resultaten sowie Falle mit CLIA-Aviditatsindizes < 0,4 (93 Félle) sowie
zehn der elf konkordant IgM-positiven Félle wurden im rekombinanten IgM-Immunoblot als positiv
verifiziert (siehe AsB. 19)

** Einer dieser sieben Falle wurde bei konkordant positiven IgM-Resultaten in ELISA und CLIA
nicht via rekombinantem IgM-Immunoblot Gberprift
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Alle Falle mit einem positiven IgM-Resultat im rekombinanten IgM-Immunoblot
(Referenztest) zeigten Ubereinstimmend positive IgG-Ergebnisse in ELISA und
CLIA sowie - falls eine Uberpriifung vorgenommen wurde - auch im rekombi-
nanten IgG-Immunoblot. Dadurch wird deutlich, dass ELISA und CLIA bei der
Bestimmung des IgG-Serostatus sehr gut Gibereinstimmende Ergebnisse liefern,
bei der Bestimmung des IgM-Serostatus jedoch haufig voneinander abweichen
bzw. falsch negative Befunde ergeben. In 58 Fallen stimmten IgM-ELA und
IgM-CLIA mit einem negativen IgM-Befund Uberein, der rekombinante IgM-
Immunoblot lieferte hier jedoch ein positives Ergebnis. Der IgM-CLIA scheint
hier dem IgM-ELA bei der Detektion positiver IgM-Befunde etwas tberlegen zu
sein, in immerhin 21 von 104 IgM-positiven Féllen ergab der IgM-CLIA ein
positives Ergebnis, in 20 weiteren Fallen ein grenzwertiges IgM-Ergebnis. Der
IgM-ELA konnte nur in zwolf Fallen einen positiven IgM-Antikbrperstatus
aufdecken, in vier Fallen ergab sich ein grenzwertiger IgM-Befund. Nur in sechs
Fallen stimmten die beiden Testsysteme ELISA und CLIA mit der
Referenzmethode, dem rekombinanten IgM-Immunoblot, mit einem positiven
IgM-Befund Uberein. Ein Fall wurde bei konkordant IgM-positiven Ergebnissen
in ELISA und CLIA ohne Uberpriifung via rekombinantem IgM-Immunoblot zu
dieser Gruppe konkordant positiver IgM-Resultate hinzugezéahlt. Dies entspricht
einer Konkordanz von nur 6,7 Prozent (7/104). Das bedeutet, dass der IgM-ELA
in 88 Fallen (84,6 Prozent) ein falsch negatives sowie in vier Fallen (3,8
Prozent) ein falsch grenzwertiges IgM-Resultat detektierte. Der IgM-CLIA
ermittelte in 63 von 104 IgM-positiven Fallen (60,6 Prozent) ein falsch negatives
sowie in 20 Fallen (19,2 Prozent) ein falsch grenzwertiges IgM-Resultat. Diese
Ergebnisse lassen Zweifel an der Gite beider IgM-Testsysteme im Vergleich

zum Referenztest (rekombinanter IgM-Immunoblot) aufkommen.

Zur Betrachtung des IgM-Serostatus aller IgM-negativen Mutter, unabhéngig
vom CMV-lgG-Serostatus, kénnen 1457 Frauen herangezogen werden. Diese
Zahl ergibt sich aus der Differenz von insgesamt 1564 in die Studie
eingeschlossenen Mittern und den 104 IgM-positiven sowie drei fraglich IgM-
positiven Frauen. Eine Zusammenstellung der IgM-Serokonstellationen dieser

IgM-negativen Frauen zeigt TAB. 86.
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Tab. 86: Serokonstellationen aller IgM-seronegativen Mitter (unabhangig vom IgG-Serostatus)

CMV-IgM-negative Miitter IgM-CLIA
(CUELLEY[PATuRIERSELHENSN negativ | grenzwertig | positiv Summe
negativ 1440* 5** 6** 1451
IgM-ELISA grenzwertig 1** 1x* 3 5
positiv 0 0 1+ 1
Summe 1441 6 10 1457

* L.d.R. keine weitere Uberprifung mittels rekombinantem IgM-Immunoblot (auRer bei CLIA-
Aviditatsindizes < 0,4)

** Falle mit grenzwertigem oder in einem der Tests positivem IgM-Befund wurden im
rekombinanten IgM-Immunoblot als IgM-negativ (17 Falle) verifiziert

Bei insgesamt 1440 aller 1457 IgM-negativen Mutter (unter der Annahme, dass
konkordant IgM-negative Resultate in beiden Screening-Tests ,wahre” negative
IgM-Befunde darstellen) wurden sowohl im IgM-ELA als auch im IgM-CLIA
Ubereinstimmend negative Resultate fir den IgM-Serostatus detektiert. Dies
entspricht einer Konkordanz von 98,8 Prozent. Der IgM-CLIA zeigte dabei mit
sechs falsch grenzwertigen sowie zehn falsch positiven IgM-Resultaten mehr
Abweichungen im Vergleich zur Referenzmethode als der IgM-ELA mit nur fanf

falsch grenzwertigen sowie einem falsch positiven IgM-Befund.

5.1.6 Sonderfall: Stabile und reproduzierbare diskrepante IgG-
Serokonstellation bei Seronegativitat im rekombinanten IgG-
Immunoblot

Dieser Fall soll hier nochmals gesondert dargestellt werden (siehe Kap. 4.3.1).
Bei dieser Mutter konnten Uber einen Zeitraum von zwei Schwangerschaften
hinweg durchgehend stabile und reproduzierbare diskrepante IgG-Ergebnisse
festgestellt werden. Der rekombinante IgG-Immunoblot (welcher in dieser
Studie als Referenzmethode diente) erwies sich als 1gG-negativ. Bei positiven
IgG-Resultaten im IgG-ELISA von Medac, im IgG-CLIA von DiaSorin sowie im
IgG-CMIA von Abbott ist somit von Fehlreaktivitaten dieser drei Testsysteme

auszugehen. Jedes Ergebnis konnte durch wiederholte Durchfihrung des
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jeweiligen Tests bestatigt werden. Im Gegensatz dazu scheinen hier der CMV-
(IgG und IgM)-Gesamt-Enzygnost, der CMV-lgG-Enzygnost (Siemens/Dade
Behring) sowie der HCMV-IgG-ECLIA (Roche Diagnostics) verlasslichere
Ergebnisse zu liefern, denn sie stimmten mit der Referenzmethode, dem
rekombinanten IgG-Immunoblot, Uberein. Weitere serologische Diagnostik
erfolgte zu einem spateren Zeitpunkt, als die Patientin nicht schwanger war. Die
oben beschriebene Befundkonstellation erwies sich als stabil und konnte auch

noch funf Jahre spater so bestatigt werden.

5.1.7 Fazit

Die im Rahmen der Tubinger Kongenital-Studie im Laufe des Jahres 2008
ermittelten Daten zu Sensitivitat und Spezifitat sowie positivem und negativem
pradiktivem Wert stimmen somit nur bedingt mit den Herstellerangaben Uberein.
So ergaben sich z.B. fiir den IgG-ELISA gute Ubereinstimmungen beziiglich der
Sensitivitat, dem positiven sowie negativen pradiktiven Wert. Eine Ausnahme
stellt hier die Spezifitat dar, mit im Rahmen der Studie ermittelten 65 Prozent
liegt diese deutlich unter den vom Hersteller angegebenen 97,1 Prozent. Der
IgG-CLIA liegt sowohl hinsichtlich der Sensitivitat (93,59 Prozent versus
99,9 Prozent) als auch der Spezifitat (80 Prozent versus 99,65 Prozent) unter
den vom Hersteller gemachten Angaben. Angaben Uber den positiven bzw.
negativen pradiktiven Wert wurden von DiaSorin nicht gemacht. Eine

Zusammenfassung dieser Werte zeigt TAB. 87.
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Tab. 87: Zusammenfassung der ermittelten Werte fir Sensitivitat, Spezifitat, positiven sowie
negativen pradiktiven Wert bei der IgG-Serodiagnostik unter Beriicksichtigung des rekombinanten
Immunoblots als Referenztest (siehe TaB. 71, TAB. 72, TAB. 75 und TAB. 76)

CMV-Kongenital-Studie Haenrsgzllaer:-
Sensitivitat (=156/156) 100% 100%
ELISA Spezifitat (=7/20) 65% 97,1%
(edac) | '9€ pos. pradiktiver Wert (=156/159) 99,36% 97,1%
neg. pradiktiver Wert (=717) 100% 100%
Sensitivitat (=146/156) 93,59% 99,9
1 Spezifitét (=16/20) 80% 99,65
(Diasorin) | '9¢ pos. pradiktiver Wert (=146/149) 97,77% k.A.
neg. pradiktiver Wert (=16/22) 72,73% k.A.

Geradezu erschreckend sehen die ermittelten Zahlen bei Betrachtung der
Testergebnisse fur den IgM-Serostatus aus (TAB. 88). So konnte fur den IgM-
ELA nur eine Sensitivitdt von 10,68 Prozent ermittelt werden im Vergleich zu
einer von Medac angegeben Sensitivitat von 99,40 Prozent. Auch der negative
pradiktive Wert schnitt mit 36,62 Prozent im Vergleich zu 99,68 Prozent
(Herstellerangaben) schlecht ab. Bessere Ergebnisse lieRen sich bei der
Spezifitat (89,66 Prozent versus 99,68 Prozent) sowie dem positiven pradiktiven
Wert (84,62 Prozent versus 99,40 Prozent) erzielen. Der IgM-CLIA zeigte eine
etwas hohere Sensitivitat als der IgM-ELA, lag jedoch mit 19,42 Prozent weit
unter den vom Hersteller angegebenen 97,3 Prozent. Die Spezifitdt des IgM-
CLIA lag bei den im Rahmen der Studie getesteten Frauen bei 72,41 Prozent
(Herstellerangaben 98,5 Prozent). DiaSorin machte keine Angaben hinsichtlich
des positiven bzw. negativen pradiktiven Werts. In TAB. 88 sind diese Werte in

einer Zusammenfassung dargestellt.
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Tab. 88: Zusammenfassung der ermittelten Werte fiir Sensitivitat, Spezifitat, positiven sowie
negativen pradiktiven Wert bei der IgM-Serodiagnostik unter Beriicksichtigung des rekombinanten
Immunoblots als Referenztest (siehe TaB. 73, TAB. 74, TAB. 77 und TAB. 78)

CMV-Kongenital-Studie Haenrsgzllaer:-
Sensitivitat (=11/103) 10,68% 99,40%
ELISA Spezifitat (=52/58) 89,66% 99,68%
(edac) | 'V pos. pradiktiver Wert (=11/13) 84,62% 99,40%
neg. pradiktiver Wert (=52/142) 36,62% 99,68%
Sensitivitat (=20/103) 19,42% 97,3
1 Spezifitét (=42/58) 72,41% 98,5
(DiaSorin) oM pos. pradiktiver Wert (=20/30) 66,67% K.A.
neg. pradiktiver Wert (=42/106) 39,62% k.A.

Insgesamt lasst sich sagen, dass sowohl der ELISA von Medac als auch der
CLIA von DiaSorin in der Diagnostik von CMV-IgG-Antikorpern jeweils gute
Ergebnisse erzielen. Auch bei der Ermittlung negativer IgM-Resultate zeigten
beide eingesetzten Tests jeweils eine hohe Anzahl Kkorrekt ermittelter
Ergebnisse. Bei der Detektion von positiven IgM-Ergebnissen schnitt der CLIA
zwar noch etwas besser ab als der ELISA, insgesamt zeigt sich aber, dass der
IgM-ELISA in Bezug auf den rekombinanten IgM-Immunoblot als Referenztest
in 89,3 Prozent der Félle falsch negative (88/103) bzw. grenzwertige (4/103)
Ergebnisse erbrachte und der IgM-CLIA in 80,6 Prozent (63/103 falsch negative
sowie 20/103 falsch grenzwertige IgM-Resultate). Diese Zahlen zeigen deutlich,
dass fur eine IgM-Testung beide Tests unzureichend sind. Hervorzuheben ist,
dass dies nur unter der Préamisse des rekombinanten Immunoblots als
Referenztest gilt. Die Unzuverlassigkeit von kommerziell erhaltlichen Kits fur
eine Bestimmung des IgM-Serostatus ist schon seit langerem bekannt und wird
von Lazzarotto et al., 1997a, mit einer Sensitivitdt zwischen 30 und 88 Prozent
sowie einer Ubereinstimmung verschiedener kommerziell verfiigbarer Kits
zwischen 56 und 75 Prozent angegeben. Dartber hinaus ist selbst der
Nachweis von IgM-Antikérpern kein eindeutiger Indikator einer CMV-

Primérinfektion, da Reaktivierungen bzw. Reinfektionen wahrend der
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Schwangerschaft nicht gerade selten auftreten (Lazzarotto et al., 1997a).
AulRerdem nicht ungewohnlich ist eine IgM-Persistenz flr einen Zeitraum von
ca. sechs bis neun Monaten nach der Akutphase einer CMV-Infektion (Stagno
et al., 1986). Aufgrund all dieser Unsicherheiten bei der Bestimmung des IgMs
sowie der haufigen Fehlinterpretationen aufgrund der Variabilitat der IgM-
Immunantwort scheint der Trend in der Serologie eher zur Aviditatsbestimmung
zu gehen, da diese ein verlasslicheres Instrument in der Diagnostik einer
Primarinfektion darzustellen scheint (Grangeot-Keros et al., 1997, Lazzarotto et

al., 1997b, Eggers et al., 2000, Macé et al., 2004, Lazzarotto et al., 2008).
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5.2 Rekombinanter Immunoblot - Goldstandard oder
,Lotterie“?

Der rekombinante Immunoblot von Mikrogen mit der Ermittlung von Einzel-
reaktivitdten der Antikdrper gegen IE1, p150, CM2, p65, gB1 und gB2 wurde in
dieser Studie als Goldstandard eingesetzt. Er spielte die Rolle des ,Zunglein an
der Waage“ wenn es zu Abweichungen der Screeningtests ELISA und CLIA bei
der Ermittlung des IgG- oder IgM-Antikorperstatus kam, sowie bei der
Uberprifung aller Seren, die im CLIA einen Aviditatsindex < 0,4 aufwiesen, und
brachte eine Uberraschend grofRe Anzahl an IgM-positiven Resultaten ans
Tageslicht. Gerade bei der Ermittlung von IgM-Ergebnissen gab der

rekombinante IgM-Immunoblot aber auch sehr haufig Anlass zu Diskussionen.

5.2.1 Rekombinanter IgG-Immunoblot

Der rekombinante IgG-Immunoblot wurde zur Ermittlung des ,wahren® IgG-
Serostatus in insgesamt 21 Fallen eingesetzt, in denen ELISA und CLIA
diskrepante 19G-Ergebnisse ergeben hatten. In zehn dieser Falle erbrachte der
rekombinante IgG-Immunoblot ein negatives Ergebnis, in zehn Fallen ein
positives Ergebnis, ein Fall blieb selbst nach Uberpriifung durch den Immuno-
blot fraglich. Diese geringe Anzahl an insgesamt (von 1564 getesteten Frauen)
zu Uberprifenden Fallen (entspricht 1,3 Prozent) bei der Ermittlung des 1gG-

Serostatus spricht hier fur die gute diagnostische Leistung der Screeningtests.

In der nachfolgenden Tabelle (TAB. 89) sind die AU-(ELISA)- bzw. IE-(CLIA)-
Werte der zehn Falle aufgelistet, in denen der rekombinante IgG-Immunoblot
ein negatives Ergebnis erbrachte, ELISA oder CLIA aber positive oder

grenzwertige Resultate aufwiesen.
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Tab. 89: AU- bzw. IE-Werte positiver oder grenzwertiger IgG-ELISA- oder IgG-CLIA-Ergebnisse bei
negativem lgG-Serostatus im rekombinanten IgG-Immunoblot (zehn abweichende lIgG-Resultate
von insgesamt 21 via rekombinantem IgG-Immunoblot Gberpriften Fallen)

’ IgG-ELISA IgG-CLIA IgG-Immunoblot
Nummer Ergebnis A&XUV/VrﬁrLt)e Ergebnis II(EI-EV/Vn?rLt)e Ergebnis
1280 negativ 0,12 positiv 3,0 negativ
1314 negativ 0,01 positiv 7,3 negativ
4369 negativ 0,03 grenzwertig 0,52 negativ
3140 gr&lzg;’t?\gig 0,65 (0,79) positiv 1,1 negativ
720 grenzwertig 0,46 (0,49) negativ <0,2 negativ
4560 grenzwertig 0,51 negativ <0,2 negativ
669 grenzwertig 0,54 negativ <0,2 negativ
1163 grenzwertig 0,61 negativ <0,2 negativ
2278 grenzwertig 0,50 negativ <0,2 negativ
2683 positiv 1,70 negativ <0,2 negativ

Bei der Uberprufung der in den Screeningtests 1gG-ELISA und IgG-CLIA
abweichenden Falle ergab sich insgesamt in 20 Fallen ein eindeutiges Ergebnis
mit entweder klar nachweisbaren Banden (d.h. einem positiven Resultat) oder
eindeutig negativen Immunoblot-Streifen ohne jegliche Reaktivitat. Nur ein Fall
zeigte als einzigen Bandennachweis eine gB1-Bande in gut sichtbarer Intensitét
(,#) ohne den Nachweis einer pl150-Bande, dieser musste somit in die

Kategorie ,fraglich” eingeordnet werden (siehe TAB. 46 und TAB. 47, Kap. 4.4.2).

5.2.2 Rekombinanter IgG-Aviditats-immunoblot

Im Gegensatz zur recht eindeutigen Bestimmung des IgG-Resultates treten bei
der Bestimmung des Aviditatsstatus bereits Fragen auf. Abgelesen und in die
Betrachtung miteinbezogen werden nur Antikérperbanden gegen IE1, p150 und
CM2, weitere moglicherweise sichtbare Banden gegen p65, gBl1 und gB2
werden fur die Bestimmung der Aviditat nicht berticksichtigt. Anhand jener drei
Banden wird im Vergleich mit dem IgG-Streifen die Aviditat bestimmt. Hier

treten die ersten Schwierigkeiten auf: Liegt nun eine Abschwéchung um ca.
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50 Prozent vor, oder ist die Bande noch in 75-prozentiger Auspragung zu
sehen? Die prazise Beurteilung mit bloRem Auge ist in vielen Féllen schwierig.
AulRerdem dirfte die Erfahrung des Betrachters mit Immunoblots eine wichtige
Rolle spielen, da sich fur die Einteilung in niedrige, intermedidre und hohe
Aviditat ein Gespur entwickeln muss. Dennoch scheint das menschliche Auge
mindestens genauso gut zu funktionieren wie eine densitometrische Aus-
wertung. Eine weitere Schwierigkeit besteht in der Gewichtung der drei in
Betracht zu ziehenden Banden bei unterschiedlich starker Abnahme der auf
dem Aviditatsstreifen abgebildeten Banden. Zahlt die p150-Bande mehr als die
IE1- oder die CM2-Bande, wie ist die Aviditdt einzuordnen, wenn alle drei
Banden unterschiedliche Grade an Abschwéachungen aufzeigen? Haufig ist
auch eine der drei Banden sowohl auf dem IgG- als auch auf dem
Aviditatsstreifen gar nicht zu sehen, wie ist die Aviditdt in diesem Fall zu
beurteilen? Trotz all dieser Schwierigkeiten in der Bewertung der Aviditats-
streifen lasst sich sagen, dass in der Majoritat der Falle (124 von 146, das
entspricht 84,9 Prozent) eindeutig hochavide Antikdrper detektiert werden
konnten und die vorhin erwahnten Schwierigkeiten nur einen kleinen Teil der
untersuchten Aviditats-lmmunoblots betrafen. Diese Minderheit, in denen die
Beurteilung eher schwierig war, umfasst alle Blots, die niedrige und intermediar
avide Antikdrper aufwiesen. Insgesamt war dies nur bei 22 der 146
untersuchten Aviditats-Immunoblots (15,1 Prozent) der Fall (TAB. 90). Der Grad

der Abstufung zwischen den einzelnen Kategorien ist dabei sehr schmal.

Tab. 90: Ubersicht der Resultate aller im rekombinanten Aviditats-lmmunoblot untersuchten Falle

Avic;ilzic'[):rr)ri?r?grirblot niedrig intermediar hoch Summe
IgG+ IgM- konkordant 2 3 38 43
IgG+ IgM- diskordant 0 1 15 16
IgG+ IgM+ konkordant 2 1 7 10
lgG+ IgM+ diskordant 3 9 63 75
IgG+ IgM fraglich 1 0 1 2

Summe 8 14 124 146
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Die Verteilung der Aviditatsergebnisse (bezogen auf die in Kategorien eingeteil-

ten Mutter) soll in ABB. 27 und ABB. 28 veranschaulicht werden.

Verteilung der Aviditatsergebnisse des
rekombinanten Aviditats-lImmunoblots

70

63
60 I
2L 5
LcE
5 40 i O niedrig
S Bintermediar
< 30 Ohoch
@©
c
[ ] 9
10 z
0’ O | w—
IgG+ IgM- IgG+ IgM- IgG+ IgM+ 1gG+ IgM+ IgG+ IgM
konkordant diskordant konkordant diskordant fraglich

Kategorien der getesteten Mitter

Abb. 27: Verteilung der Aviditatsergebnisse des rekombinanten Aviditats-Immunoblots in den
einzelnen Serostatus-Kategorien der getesteten Mutter (vgl. Tas. 90)
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Verteilung aller im rekombinanten Aviditats-Immunoblot

Anzahl der Falle

niedrig (N=8)

ermittelten Aviditatsergebnisse

intermediar (N=14)

Aviditat

hoch (N=124)

W 1gG+ IgM fraglich
OlgG+ IgM+ diskordant
OIgG+ IgM+ konkordant
B 1gG+ IgM- diskordant
OIgG+ IgM- konkordant

Abb. 28: Verteilung aller im rekombinanten Aviditats-immunoblot ermittelten Aviditatsergebnisse

(vgl. TaB. 90)
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5.2.3 Rekombinanter IgM-Immunoblot

Die Beurteilung der rekombinanten IgM-Immunoblots gestaltete sich haufig am
schwierigsten. Obwohl die Definitionen des Herstellers recht eindeutig sind,
bleibt es dem Auge des Betrachters Uberlassen, zu entscheiden, ob eine Bande
zum Beispiel nun gut sichtbar (,++“) oder nur schwach sichtbar (,+“) ist.
Zusatzlich Verwirrung stiftet zudem in manchen Féllen die Schwach-Positiv-
Kontrolle. Die hier in der Regel als einzige Bande auftretende p150-Bande ist
dabei in manchen Fallen so schwach ausgepragt, dass sie kaum zu sehen ist.
Diese soll aber als Cut-off dienen und koénnte so dazu verleiten, auch sehr
schwach sichtbare Banden als positiv zu bewerten. Des Weiteren problema-
tisch sind Vergleiche von Bandenstarken der IgG-Streifen mit denen von IgM-
Streifen. Die Banden der IgG-Nachweise sind in der Regel sehr viel starker
ausgepragt und liegen meist in Kombination mit weiteren Banden vor, wahrend
beim IgM-Immunoblot die Beurteilung haufig nur von der p150-Bande abhéngt.
Schatzt man hier die Intensitat falsch ein, so kann es schnell zu falsch
negativen oder falsch positiven Ergebnissen kommen. Eine weitere Schwach-
stelle ist der Graubereich der als fraglich zu interpretierenden Blots. Auch bei
einem Nachweis einer CM2-Bande beispielsweise in starker Auspragung kann
der Blot ohne den Nachweis einer p150-Bande nicht als positiv klassifiziert
werden. In der Gesamtbetrachtung der weiteren Parameter dieses bestimmten
Falles (4.5.3.4) ware es aber nur allzu wahrscheinlich, dass dies als Zeichen
einer Priméarinfektion zu werten ist, und somit als positives IgM-Resultat

gewertet werden sollte.

Eine weiteres Problem zeigt sich bei der Aufbewahrung der Blot-Streifen. Selbst
bei Vermeidung von Sonneneinstrahlung und geschitzten Lichtverhaltnissen
scheint es im Laufe der Zeit zur Verblassung der Blots zu kommen. Daher sollte
von einer Betrachtung und vor allem natirlich einer Auswertung zu einem
spateren Zeitpunkt abgesehen werden, da sich hier Fehler einschleichen
konnen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden alle durchgefiihrten
rekombinanten Immunoblots zur Reduktion dieser Fehlerquelle kurz nach ihrer

Fertigstellung eingescannt. Sie sind somit jederzeit elektronisch abrufbar.
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Dadurch konnten die Blots im Stadium kurz nach Fertigstellung konserviert

werden.

Trotz dieser Schwierigkeiten bei der Beurteilung der rekombinanten IgM-
Immunoblots bietet dieser nattrlich mit der Darstellung von Einzelreaktivitaten
ein sehr differenziertes und im Vergleich zu anderen Tests kaum fir
Kreuzreaktivitaten anfalliges Instrument fir die Detektion CMV-spezifischer
IgM-Antikorper. Dies wird durch die hohe Anzahl an negativen IgM-Ergebnissen
sowohl des IgM-ELAs als auch des IgM-CLIAs, welche bei Uberpriifung via
Immunoblot zum Teil sehr eindeutige Einzelreaktivitaten aufwiesen, zusatzlich
bestétigt. Allerdings war der Ausloser fur die Detektion solcher (oft Uber-
raschender) IgM-positiver Ergebnisse meist der CLIA-Aviditatsindex, da sehr
viele im rekombinanten IgM-Immunoblot positiven Befunde bei konkordant
negativen IgM-Resultaten des ELAs und CLIAs nur aufgrund der dieser Studie
zugrunde gelegten Aufgabenstellung (Uberprifung aller Seren via
rekombinantem 1gG-, Aviditats- und IgM-Immunoblot, welche einen CLIA-
Aviditatsindex < 0,4 aufzeigten) gefunden werden konnten. Dies war bei 56 von
insgesamt 103 im rekombinanten IgM-Immunoblot positiven Mittern der Fall
(54,4 Prozent). Diskrepanzen der beiden Standard-Screeningtests ELISA und
CLIA bei der Bestimmung des IgM-Serostatus traten insgesamt in 54 Féllen auf,
was bei einer Gesamtzahl von 1564 im Zeitraum des Jahres 2008 untersuchten
Miuttern einem Anteil von 3,5 Prozent entspricht. Bei 15 Frauen, die entweder in
ELISA oder CLIA ein positives oder grenzwertiges IgM-Resultat aufwiesen,
konnten im rekombinanten IgM-Immunoblot keine CMV-spezifischen Banden
nachgewiesen werden (siehe auch TAB. 44, TAB. 45 und TAB. 48 in Kap. 4.4.2).
In TAB. 91 sind diese 15 Frauen mit den bei ihnen ermittelten OD-Werten des
IgM-ELAs bzw. AU-Werten des IgM-CLIAs aufgelistet. Zusatzlich mit in diese
Tabelle aufgenommen wurden zwei Frauen, die zwar in ELISA und CLIA
konkordante (in einem Fall grenzwertige, im anderen Fall positive) Ergebnisse
aufwiesen, bei denen aber im IgM-Immunoblot keine eindeutig IgM-positiven
Bandenkonstellationen detektiert werden konnten. Bei 39 der 54 Frauen mit
diskrepanten IgM-Resultaten konnten hingegen CMV-spezifische IgM-
Antikorper im Immunoblot nachgewiesen werden (siehe auch TAB. 55, ABB. 23,
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TAB. 56, TAB. 57, TAB. 58 und TAB. 59 in Kap. 4.5.2). Bei vier dieser 39 Frauen
wurden positive IgM-Resultate in rekombinantem IgM-Immunoblot und einem
weiteren Test (IgM-ELISA oder IgM-CLIA) ermittelt, im dritten Test (IgM-ELISA
oder IGM-CLIA) wurden jedoch nur grenzwertige IgM-Resultate ermittelt.
Dennoch wurden sie in die Kategorie konkordant IgM-positiver Frauen
eingeordnet (siehe TAB. 51 und TAB. 52 in Kap. 4.5.1).

Tab. 91: OD- bzw. AU-Werte positiver oder grenzwertiger IgM-ELA- bzw. IgM-CLIA-Ergebnisse bei
negativem IgM-Serostatus im rekombinanten IgM-Immunoblot

IgM-ELA IgM-CLIA IgM-Immunoblot

Frmmer Ergebnis ?Eajvnf[t)e Ergebnis AE;\JLJV/VmerLtf Ergebnis
2791 negativ 0,08 grenzwertig 19,0 negativ
1892 negativ 0,11 grenzwertig 28,1 negativ
4526 negativ 0,04 grenzwertig 17,5 negativ
4796 negativ 0,11 grenzwertig 24,2 negativ
1870 negativ 0,14 grenzwertig 16,3 negativ
3096 negativ 0,12 positiv 334 negativ
3593 negativ 0,10 positiv 37,7 negativ
3733 negativ 0,10 positiv 53,7 negativ
4098 negativ 0,15 positiv 55,8 negativ
2570 negativ 0,10 positiv 30,1 negativ
(3617)* (negativ) (0,15) (grenzwertig) (22,9) (negativ)
4549 negativ 0,11 positiv 39,7 negativ
841 grenzwertig 0,21 negativ 8,5 negativ
806 grenzwertig 0,20 grenzwertig 26,2 negativ
1432 grenzwertig 0,20 positiv 59,9 negativ
3168 grenzwertig 0,17 positiv 63,2 negativ
4404 grenzwertig 0,20 positiv 64,9 negativ
845 positiv 0,25 positiv 70,7 negativ

* Diese Blutentnahme fand nicht zum Zeitpunkt der Geburt, sondern im Verlauf der Schwanger-
schaft statt, daher wurden diese Resultate bei der Auswertung nicht berticksichtigt
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5.2.4 Fazit

Trotz der hier aufgezeigten méglichen Schwachstellen des Immunoblots bleibt
er aufgrund des Nachweises von Einzelreaktivitaten eines der sichersten
Instrumente in der Serodiagnostik. Bei Anwendung und Auswertung eines
gelibten und mit Immunoblots vertrauten Virologen sollten falsch negative oder
positive Resultate in der Regel vermieden werden kénnen. Trotzdem kann der
Immunboblot aufgrund seiner doch recht aufwandigen Durchfiihrung wohl kaum
als Routine-Screeningtest in der Diagnostik von CMV-Infektionen eingesetzt
werden, sondern wird auch in Zukunft nur in Klinisch auffalligen und evtl.

fraglichen Fallen zur Uberprufung zur Anwendung kommen.
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5.3 CLIA-Aviditatsindex - Schlussel zur Detektion von CMV-
Priméarinfektionen?

Dem CLIA-Aviditatsindex kam in dieser Arbeit eine sehr groRe Bedeutung zu.
Anhand der zu Beginn der Untersuchung festgelegten Aufgabenstellung
(Untersuchung aller Proben mit einem CLIA-Aviditatsindex < 0,4 via rekombi-
nantem IgM-Immunoblot) konnte in vielen Fallen (56) ein positives IgM-
Ergebnis gefunden werden, welches ohne den Aviditatsindex nicht entdeckt
worden wére. Da bei den Miittern, die einen Aviditatsindex > 0,4 aufwiesen, nur
stichprobenartig oder in besonderen Fallen wie z.B. bei CMV-Infektion des
Neugeborenen der IgM-Status via rekombinantem IgM-Immunoblot Uberpruft
wurde, stellt sich natdrlich die Frage, ob auch bei Aviditatsindizes > 0,4 eine
solch hohe Anzahl an positiven IgM-Resultaten entdeckt worden ware. Hier liegt
also eine Schwachstelle dieser Arbeit, da nicht mit Sicherheit gesagt werden
kann, dass die hohe Anzahl an IgM-Reaktivitdt im Immunoblot tatsachlich mit
einem niedrigen Aviditatsindex korreliert, da eine Untersuchung der Falle mit
hoheren Aviditatsindizes unterlassen wurde. Leider konnten die niedrigen
Aviditatswerte im CLIA in den seltensten Féallen im rekombinanten Aviditats-
Immunoblot bestatigt werden, so dass hier die Frage offen bleibt, welcher der
beiden Tests hier eher das ,wahre® Ergebnis bringt. Auch die engen Grenzen
des Aviditatsindex flir die Bereiche ,niedrige Aviditat“ (< 0,2), ,intermediare
Aviditat* (0,2 < x £ 0,3) und ,hohe Aviditat® (> 0,3) werfen Zweifel auf. Denn
auch im erweiterten Uberpruften Bereich zwischen 0,3 bis einschlie3lich 0,4
konnten sogar noch deutlich mehr positive IgM-Resultate detektiert werden (47)
als im Bereich bis einschlie3lich 0,3 (24). Hierzu muss man allerdings die
Verteilung des CLIA-Aviditatsindizes in die Uberlegungen mit einbeziehen, da
dieser im Bereich zwischen 0,3 und 0,4 mit 79 Fallen insgesamt nahezu doppelt
so viele Falle umfasst als der Bereich bis 0,3 mit insgesamt 42 Fallen. Diese
Verteilung aller via CLIA-Aviditatsindex Uberpriften Proben ist in TaB. 92

dargestellt.
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Tab. 92: Verteilung aller ermittelten CLIA-IgG-Aviditatsindizes

Avci:i'g;s_ <oy | 0t-|02-]03-|04-|05-]|06-|07-]08-|_ ol
/ ~1 02 | 03 | 04 | 05| 06 | 07 | 08 | 09 :
index
IgG+ IgM- | 0 11 | 26 | 117 | 152 | 129 | 104 | 53 | 22 614
konkordant
IgG+ IgM-
dicrordant | © 0 3 3 2 6 0 3 0 0 17
IgG+ IgM+
corrordant| 1 1 2 3 2 0 0 1 0 11
IgG+ IgM+
dsrordant | 2 21 | a7 8 5 4 2 3 0 93
IgG+IgM 1 0 1 0 1 0 0 0 0 3
fraglich
Summe 2 4 3 | 79 | 130 | 166 | 133 | 109 | 57 | 22 738
Kumulativ | 2 6 42 | 121 | 251 | 417 | 550 | 659 | 716 | 738

Die in obiger Tabelle aufgelisteten Daten sollen hier nochmals als Diagramm

veranschaulicht werden (ABB. 29):

Verteilung aller ermittelten CLIA-IgG-Aviditatsindizes

180

166
=
133
140 - 130
[0}
% 120 + —— 109 B IgG+ IgM fraglich
L 100 = O1gG+ IgM+ diskordant
% ] DIgG+ IgM+ konkordant
= 80- [ B 1gG+ IgM- diskordant
CNU O1gG+ IgM- konkordant
S 60 57
<
40 - 36
= 22
20 -
2 4
0 =3
Loi\’ AN /0‘9 /0‘9 SO NN
N v % v © © A > 7

Aviditatsindizes

Abb. 29: Verteilung aller 738 ermittelten CLIA-lgG-Aviditétsindizes aufgeteilt nach Serostatus-
Kategorien
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Anhand des Diagramms lasst sich veranschaulichen, dass erstaunlich viele
Falle mit Aviditatsindizes zwischen 0,2 und 0,3 sowie zwischen 0,3 und 0,4 zur
Kategorie der lgG-positiven/diskordant IgM-positiven Frauen gehodren. Wie
oben bereits erwahnt, ware aber auch eine weit h6here Anzahl an positiven
IgM-Resultaten bei Frauen mit héheren Aviditatsindizes (> 0,4) denkbar, wenn

diese im rekombinanten IgM-Immunoblot Uberprift worden waren.
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5.4 CMV-Glykoprotein-B-(gB-)spezifische
IgG-Antikorperreaktivitat als sicherer Indikator einer
zuruckliegenden Infektion?

Die Betrachtung Glykoprotein-B-spezifischer IgG-Antikdrperreaktivitat spielt

insofern eine sehr wichtige Rolle in der Diagnostik von CMV-Infektionen, da bei

Anwesenheit von gB2-Antikdrpern eine Infektion wahrend der zurickliegenden

sechs bis acht Wochen mit groRRer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden

kann. Beim Nachweis von gB2-Antikérpern kdnnen jedoch kaum weitere Rick-
schlisse auf das Stadium der Infektion gezogen werden, aul3er dass diese
langer als die besagten sechs bis acht Wochen zurlckliegen muss. Zur

Bestimmung von CMV-Primarinfektionen kann die gB2-lIgG-Antikorperreaktivitat

einen wichtigen Beitrag leisten, routinemallig eingesetzt werden als Standard-

Screeningtest kann sie jedoch nicht, da nur im rekombinanten IgG-Immunoblot

der Nachweis von Einzelreaktivitaten, um den es sich hier handelt, moglich ist.

Der rekombinante Immunoblot ware aber als Routine-Screeningtest zu

aufwandig und zu teuer. AuRerdem muss bedacht werden, dass nicht alle IgG-

positiven Probanden im Verlauf einer CMV-Infektion Antikdrper gegen gB2

bilden. Die gB2-Responder-Rate betragt laut einer Studie von Rothe nur 82

Prozent (Rothe et al., 2000).

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Studie 177 rekombinante IgG-
Immunoblots durchgefuhrt. 20 dieser IgG-Immunoblots zeigten ein insgesamt
negatives IgG-Ergebnis auf, so dass eine Betrachtung der gB2-Reaktivitat hier
irrelevant ist. In den 157 positiven via rekombinantem IgG-Immunoblot
untersuchten Fallen konnte bei 33 Proben keine gB2-Antikorperreaktivitat
nachgewiesen werden sowie eine nur sehr schwache Reaktivitdt bei sechs
Proben. Dies entspricht einer Abwesenheit an gB2-Antikérpern von 24,8
Prozent aller IgG-seropositiven Seren (Proben mit sehr schwacher Reaktivitat
mit eingerechnet). In der Theorie ware nun damit zu rechnen, dass bei Proben,
die keine gB2-Reaktivitdt zeigen, gehauft eine niedrige Antikdrperreifung
(niedrige Aviditat) zu finden ware. Dies konnte hier allerdings nicht gezeigt
werden. Nur in vier Fallen der 39 Proben ohne bzw. mit sehr schwacher gB2-

Reaktivitdt konnten im rekombinanten Aviditats-Immunoblot niedrig avide



DISKUSSION 207

Antikérper nachgewiesen werden, in funf Fallen intermediar avide Antikorper,
und bei 24 Proben trat gB2-Abwesenheit gemeinsam mit hoher Aviditat im
rekombinanten Aviditats-Immunoblot auf (TAB. 93). Sechs weitere Falle mit gB2-
Abwesenheit wurden nur im IgG-Immunoblot aufgrund von Abweichungen im
IgG-Serostatus Uberprift ohne eine Testung der Aviditat. Des Weiteren lasst
sich auch mit den CLIA-Aviditatswerten keine Korrelation erkennen. Drei der 39
Proben ohne gB2-spezifischer Antikorperreaktivitdt weisen einen niedrigen
CLIA-Aviditatsindex auf, elf einen intermediaren und 19 einen hohen
Aviditatsindex. Auch hier wurden sechs Proben (Ubereinstimmend mit oben
genannten im Aviditats-Immunoblot nicht getesteten Proben) nicht via CLIA-

Aviditatsindex Uberpruft.

Tab. 93: Ubersicht der auf gB2-spezifische IgG-Antikdrperreaktivitat untersuchten Falle

Insgesamt im rekombinanten IgG-Immunoblot positiv getestete Falle 157
davon ohne Nachweis von gB2-spezifischer IgG- 330 39
Antikorperreaktivitat 6 +/-
Auftreten von Proben mit Abwesenheit von gB2- rekomb_lrlllanten CLIA
s o e Aviditats- Aviditats-
spezifischer IgG-Antikdrperreaktivitat im .
Immunoblot index
niedriger Aviditat 4 3
in Kombination mit intermediarer Aviditat 5 11
hoher Aviditat 24 19
nicht getestete Proben 6* 6*

* Bei diesen sechs weder via CLIA-Aviditatsindex noch via rekombinantem Aviditats-Immunoblot
getesteten Mittern traten bei der Bestimmung des IgG-Serostatus im CLIA negative oder
grenzwertige 1gG-Ergebnisse auf. Der CLIA-Aviditatsindex konnte somit nicht bestimmt werden.
Auf die Durchfiihrung eines rekombinanten Aviditats-Immunoblots wurde verzichtet.

Von den insgesamt 157 IgG-positiven via rekombinantem IgG-Immunoblot
getesteten Proben zeigten 54 eine sehr starke gB2-Antikorperreaktivitat
(entsprechend ,+++“) auf. Von diesen 54 stark gB2-reaktiven Proben wiesen 49
im rekombinanten Aviditats-Immunoblot eine hohe Aviditat auf, nur eine Probe

niedrige sowie zwei Proben intermediare Aviditat. Zwei Proben wurden nicht via
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rekombinantem Aviditats-Immunoblot getestet. Eine Ubersicht der gB2-Reaktivi-
taten und eventuelle Zusammenhénge zur Aviditat ist in AB. 30 dargestellt.

Anzahl der Mitter mit positivem

IgG im rekombinanten

Immunoblot

N = 157 (100%)

Kein bzw. sehr schwacher
Nachweis von gB2-
Reaktivitat

(D oder +/-)
N = 39 (24,8%)

sic

Schwacher bis gut
htbarer Nachweis von
gB2-Reaktivitat

(+ oder ++)

N = 64 (40,8%)

Korrelation mit
- e 3x niedrig (< 0,2)

e 11x intermediar
(> 0,2 und £0,3)

e 19x hoch (> 0,3)

e 6x kein CLIA-Al-
Ergebnis

CLIA-
Aviditatsindex

e 3x niedrig (< 0,2)

e 18x intermediar
(> 0,2 und £ 0,3)

e 41x hoch (>0,3)

e 2x kein CLIA-AI-
Ergebnis

Sehr starker Nachweis von

gB2-Reaktivitat

(+++)

N = 54 (34,4%)

1x niedrig (< 0,2)

2x intermediar
(> 0,2 und £ 0,3)

49x hoch (> 0,3)

2x kein CLIA-Al-
Ergebnis

= niedrige und intermediare
Aviditatsindizes:

14/33 2 42,4%

= niedrige und intermediare
Aviditatsindizes:

21/62 2 33,9%

= niedrige und intermediare
Aviditatsindizes:

3/52 25,8%

4x niedri
rek. Aviditats- 9

numElsle e 5x intermediar

e 24x hoch
6X nicht getestet

e 3x niedrig

e 7x intermediar

e 51x hoch

e 3x nicht getestet

e 1x niedrig

e 2x intermediar

e 49x hoch

e 2x nicht getestet

= niedrige und intermediare
Aviditatsergebnisse:

9/33 2 27,3%

= niedrige und intermediare
Aviditatsergebnisse:

10/61 =2 16,4%

= niedrige und intermediare
Aviditatsergebnisse:

3/52 25,8%

Abb. 30: Verteilung gB2-spezifischer IgG-Antikdrperreaktivitat und ggf. Korrelation mit Aviditéats-

ergebnissen

(CLIA-Aviditatsindex und

rekombinanter

rekombinanten IgG-Immunoblot positiver Mitter

Aviditats-Immunoblot) aller

157 im
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Auch wenn auf den ersten Blick keine Korrelation der Starke der gB2-
Reaktivitat mit Aviditatsergebnissen erkennbar war, so zeigt sich in AsB. 30
doch ein gewisser Trend zu vermehrtem gemeinsamen Auftreten von niedriger
und intermediarer Aviditat in Verbindung mit gB2-Abwesenheit (42,4 Prozent
der CLIA-Aviditatsindizes sowie 27,3 Prozent der Aviditats-Immunoblots) sowie
gemeinsamem Auftreten von hoher Aviditdt mit sehr starker gB2-Reaktivitat
(hier weisen nur 5,8 Prozent sowohl der CLIA-Aviditatsindizes als auch der

Aviditats-Immunoblots niedrig oder intermediér avide Antikérper auf).
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5.5 Transmissionen - bei Primarinfektionen oder auch bei
Reaktivierungen?

Von den vier Fallen, in denen eine kongenitale CMV-Infektion des Kindes
festgestellt werden konnte, kann nur in einem Fall sicher von einer CMV-
Primarinfektion im ersten Trimenon ausgegangen werden (4.5.2.4). Doch auch
bei zwei weiteren Mutter mit kongenitaler CMV-Transmission sind
Primarinfektionen im Verlauf der Schwangerschaft sehr wahrscheinlich, davon
eine im Ubergang erstes/zweites Trimenon sowie eine im dritten Trimenon. Die
vierte Mutter dieser Gruppe hingegen ist serologisch in keiner Weise auffallig
fur eine Priméarinfektion, bei ihr ware eher an eine Reaktivierung bzw.
maoglicherweise an eine CMV-Sekundarinfektion zu denken. Jedoch wére im
Rahmen dieser beiden denkbaren Mdglichkeiten eher auch ein evtl. positives
IgM-Resultat zu erwarten. Ubertragungen von CMV auf das Kind im Rahmen
von Sekundarinfektionen bzw. Reaktivierungen sind eher selten und werden in
der Literatur mit einem Ubertragungsrisiko von 1 bis 2,2 Prozent angegeben

(Fowler et al., 1992; Kenneson und Cannon, 2007).

Zu bericksichtigen ist auRerdem, dass bei einer Ubertragung im spateren
Verlauf einer Schwangerschatft (drittes Trimenon) meist weniger Schéden beim
Kind hervorgerufen werden als bei einer Infektion zu Beginn einer Schwanger-
schaft. Dies ist mit der Vollendung der neuronalen Entwicklung des Kindes
ungefahr in der 26. Schwangerschaftswoche begriindet (Cunningham et al.,
2005). Eine israelische Studie von Gindes et al., 2008, mit Muttern, bei denen
eine Primarinfektion nach der 25. Schwangerschaftswoche nachgewiesen
werden konnte, zeigte zwar eine Transmissionsrate von 75 Prozent. Trotzdem
wurden bei keinem der betroffenen Neugeborenen gesundheitliche Schaden
festgestellt. Symptomatische kongenitale CMV-Infektionen scheinen meist bei
einer Transmission in der ersten Schwangerschaftshélfte aufzutreten (Stagno et
al., 1986, Ahlfors et al., 1983, Liesnard et al., 2000, Daiminger et al., 2005). Die
Schwierigkeit, den Effekt des Gestationszeitpunktes auf das Outcome einer
kongenitalen CMV-Infektion zu untersuchen, liegt aber weiterhin in der
diagnostischen Beschrankung, den genauen Beginn einer maternalen Infektion

zu terminieren. So kann ein positives IgM-Ergebnis in der 28. Schwanger-
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schaftswoche eine Infektion im ersten, zweiten oder gar dritten Trimenon
indizieren. Als sicher terminierbare Priméarinfektion gilt daher nur der genaue
Zeitpunkt einer lgG-Serokonversion oder eine Infektion mit klinischer Sympto-
matik (Gindes et al., 2008). Um eine IgG-Serokonversion jedoch diagnostizieren
zu konnen, waren wahrend der Schwangerschaft ungefahr alle vier Wochen
serologische Tests notwendig. Dies ist als Standard leider nicht durchfiihrbar.

Bei der Detektion kongenitaler CMV-Infektionen im dritten Trimenon spielt der
Ultraschall aufgrund der spaten Infektion eine eher untergeordnete Rolle, da
sich sonografische Auffalligkeiten des Fetus dynamisch Uber einen Zeitraum
von mehreren Wochen entwickeln. Des Weiteren sind im Ultraschall nur ca. 20
Prozent der kongenitalen CMV-Infektionen zu erkennen. Interessanterweise
scheint die Transmissionsrate mit zunehmendem Gestationsalter zuzunehmen
(Revello und Gerna, 2004, Daiminger et al., 2005, Bodeus et al., 1999). Diese
im Verlauf der Schwangerschaft steigende Transmissionsrate ist auch fir
kongenitale Infektionen beim Roteln-Virus, dem Varizella-Zoster-Virus sowie bei
Toxoplasma gondii bekannt und kann durch den erhéhten plazentaren Blutfluss
begriindet werden. Im Gegensatz zu den meist milden Effekten einer Uber-
tragung zum Ende einer Schwangerschaft ist die Auspragung kongenitaler
Infektionen zu Beginn einer Schwangerschaft bzw. perikonzeptionell bei zwar
niedrigerer Transmissionsrate meist sehr viel ernster mit Fehlbildungen
wahrend der Organogenese (Revello und Gerna, 2004, Daiminger et al. 2005).
Aufgrund dieser doch meist milden Verlaufe bei spater Ubertragung sollte auf
zwar weiterfihrende (jedoch Risiken bergende) Diagnostik wie z.B.
Amniozentese verzichtet werden. Der Nutzen einer Hyperimmunglobulingabe
bei Infektion wahrend des dritten Trimenons ist noch nicht vollstandig gesichert
(Gindes et al., 2008), jedoch ist ein Trend zur Reduktion symptomatischer

Infektionen erkennbar (Buxmann et al., 2011).
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Die Auswertung der an der im Institut fur Medizinische Virologie des
Universitatsklinikums Tudbingen in Kooperation mit der Pranatalmedizin der
Universitats-Frauenklinik und der Abteilung Neonatologie des UKT
durchgefiihrten prospektiven klinischen Studie ,Kongenitaler CMV-Infektionen®
im Zeitraum vom 1. Januar bis zum 31. Dezember 2008 ergibt folgende

serologische und epidemiologische Eckdaten:

Die Studie umfasste im Zeitraum des Jahres 2008 insgesamt 1564 Mdutter

zusammen mit ihren 1604 Neugeborenen (insgesamt 40 Zwillingspaare).

Knapp Uber die Halfte (52,1 Prozent) der untersuchten Mutter waren CMV-
seronegativ (815/1564 Miitter).

Die maternale CMV-IgG-Seropravalenz lag bei 47,9 Prozent (749/1564 Mtter).

Von diesen 749 CMV-IgG-positiven Muttern waren 642 Mutter IgM-negativ, dies
entspricht 85,7 Prozent. Einen sicher positiven IgM-Serostatus in Relation zum
Referenztest, dem rekombinanten IgM-Immunoblot, wiesen 104 der 749 IgG-
seropositiven Frauen auf (13,9 Prozent). Bei drei Frauen ergab sich ein fraglich

positiver IgM-Serostatus (0,4 Prozent).

Nur 1,5 Prozent aller IgG-seropositiven Miutter (11/749 Mdutter) wiesen zum
Zeitpunkt der Geburt konkordant positive IgM-Ergebnisse in ELISA, CLIA und
rekombinantem Immunoblot auf. Dagegen konnten bei 93 der 749 IgG-
seropositiven Mutter bei diskrepanten bzw. haufig sogar negativen Ergebnissen
in IgM-ELISA und IgM-CLIA aufgrund eines niedrigen CLIA-Aviditatsindizes
positive  IgM-Antikérper-Nachweise im rekombinanten IgM-Immunoblot
detektiert werden (12,4 Prozent).

Erstaunlicherweise wiesen 58 von insgesamt 93 diskrepant IgM-positiven
Muttern in sowohl IgM-ELISA als auch IgM-CLIA negative IgM-Resultate auf
und wurden meist nur aufgrund eines CLIA-Aviditatsindizes < 0,4 via

rekombinantem IgM-Immunoblot Gberprift (62,4 Prozent). Dieser konnte im
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Gegensatz zu ELISA und CLIA IgM-Antikdrper nachweisen. Bei den restlichen
35 der diskrepant IgM-positiven Muttern lagen positive bzw. grenzwertige IgM-
Resultate in zumindest einem der beiden Standard-Screeningtests (IgM-ELA
oder IgM-CLIA) vor (37,6 Prozent).

Weder IgM-ELA noch IgM-CLIA zeigten sich sensitiv genug, um auch nur
annahernd zufriedenstellend IgM-Antikorper bei Schwangeren bzw. zum Zeit-
punkt der Geburt zu detektieren und konnten mit einer Sensitivitat von
10,7 Prozent (IgM-ELA) respektive 19,4 Prozent (IgM-CLIA) im Vergleich zum
rekombinanten IgM-Immunoblot nicht flr einen Einsatz als Standard-

Screeningmethode Uberzeugen.

Als wichtiger Wegweiser im Hinblick auf die Detektion positiver IgM-Resultate
und damit auch als Indiz einer CMV-Primarinfektion erwies sich der CLIA-
Aviditatsindex. Von insgesamt 738 im CLIA ermittelten Aviditatsindizes lagen
121 Werte im Bereich bis zu 0,4 und wurden aufgrund der dieser Studie
zugrunde liegenden Aufgabenstellung via rekombinantem IgM-Immunoblot
Uberpruft (16,4 Prozent). Bei 76 dieser 121 Frauen mit CLIA-Aviditatsindex
< 0,4 konnten IgM-Antikdrper im rekombinanten Immunoblot detektiert werden
(62,8 Prozent).

Keines der hier untersuchten serologischen Instrumente kénnte als alleinige
Screeningmethode sinnvoll eingesetzt werden. Nur in der Zusammenschau der
verschiedenen Methoden und unter weiterer Beriicksichtigung der Klinik sowie
weiterfihrender Diagnostik wie z.B. der PCR kénnen CMV-Priméarinfektionen
frihzeitig entdeckt werden. Der rekombinante Immunoblot erweist sich dabei
mit der Moglichkeit, einzelne CMV-spezifische Antigene zu detektieren, als ein
sehr wichtiges Instrument. Sein Nachteil liegt dabei aber in der aufwandigen
und zeitintensiven Durchfihrung. Er kann somit nicht als Standard-
Screeningmethode eingesetzt werden.

Aufgrund der hohen Diskrepanz bei der Untersuchung des IgM-Serostatus

sowie der Aviditat (CLIA-Aviditatsindex versus rekombinanter Aviditats-
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Immunoblot) ist eine standardisierte pranatale CMV-Diagnose weiterhin

schwierig.

Die Inzidenz kongenitaler CMV-Infektionen lag im Jahr 2008 bei vier kongenital
CMV-infizierten Kindern von insgesamt 1604 Neugeborenen bei 0,25 Prozent.
Jedes dieser vier Kinder kam asymptomatisch infiziert zur Welt und blieb auch

im weiteren Follow-up symptomlos.

Nur bei zwei der vier Mitter, bei denen CMV wéahrend der Schwangerschaft auf
das ungeborene Kind Ubertragen wurde, konnte der Zeitpunkt der Primar-
infektion genauer terminiert werden. Eine Mutter infizierte sich wahrend des
ersten Trimenons mit CMV. Die Fruchtwasseruntersuchung wies hier eine hohe
CMV-Viruslast auf. Diese Mutter wurde im Zeitraum zwischen der 17. und
37. Schwangerschaftswoche im Off-Label-Use mit CMV-Hyperimmunglobulin
therapiert. Die zweite Mutter mit terminierbarer CMV-Primarinfektion infizierte

sich in ihrem dritten Trimenon. Bei ihr wurde keine HIG-Therapie durchgefihrt.

Trotz der (im Rahmen dieser am Universitatsklinikum Tabingen durchgefihrten
Studie) mit 0,25 Prozent ermittelten niedrigen Inzidenzrate einer kongenitalen
CMV-Infektion bleibt CMV weltweit die héaufigste Ursache kongenitaler
Infektionen und kann unter Umstanden zu schweren neurologischen Schaden
beziehungsweise gar zum Tod des infizierten Kindes fuhren. Daher bleibt eine
Verbesserung des pranatalen CMV-Screenings Schwangerer sowie eine
Weiterentwicklung bereits vorhandener serologischer Methoden winschens-

wert.
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10 AD KAP. 4.3:

TAB. 94: CMV-KONGENITALSTUDIE: KONKORDANT SERONEGATIVE MUTTER

MATERNALE IGG-SERONEGATIVITAT

Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Inmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final [e]€] lgM IgG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
1 71080930 06.06.2008 neg neg neg neg neg neg
2 71067489 18.04.2008 neg neg neg neg neg neg
3 71086204 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
4 71072014 29.10.2008 neg neg neg neg neg neg
5 71072442 01.12.2008 neg neg neg neg neg neg
6 71087495 06.10.2008 neg neg neg neg neg neg
7 71077365 14.01.2008 neg neg neg neg neg neg
3 71086886 07.01.2008 neg neg neg neg neg neg
9 71067142 17.03.2008 neg neg neg neg neg neg
10 71071038 01.02.2008 neg neg neg neg neg neg
11 71078346 29.04.2008 neg neg neg neg neg neg
12 71087413 29.09.2008 neg neg neg neg neg neg
13 71080939 10.06.2008 neg neg neg neg neg neg
14 71086358 23.06.2008 neg neg neg neg neg neg
15 71087410 29.09.2008 neg neg neg neg neg neg
16 71072405 21.11.2008 neg neg neg neg neg neg
17 71071485 07.03.2008 neg neg neg neg neg neg
18 71080764 02.06.2008 neg neg neg neg neg neg
19 71083369 22.12.2008 neg neg neg neg neg neg
20 71086460 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
21 71086042 30.06.2008 neg neg neg neg neg neg
22 71086449 22.07.2008 neg neg neg neg neg neg
23 71087408 29.09.2008 neg neg neg neg neg neg
24 71078213 19.05.2008 neg neg neg neg neg neg
25 71072097 03.11.2008 neg neg neg neg neg neg
26 71072123 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
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Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
27 71086376 14.07.2008 neg neg neg neg neg neg
28 71085444 01.09.2008 neg neg neg neg neg neg
29 71081108 24.10.2008 neg neg neg neg neg neg
30 71086845 02.01.2008 neg neg neg neg neg neg
31 71078195 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
32 71072403 21.11.2008 neg neg neg neg neg neg
33 71067263 19.03.2008 neg neg neg neg neg neg
34 71080810 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
35 71087124 11.09.2008 neg neg neg neg neg neg
36 71081318 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
37 71081337 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
38 71077467 11.02.2008 neg neg neg neg neg neg
39 71086375 14.07.2008 neg neg neg neg neg neg
40 71067367 08.04.2008 neg neg neg neg neg neg
41 71086470 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
42 71083318 15.12.2008 neg neg neg neg neg neg
43 71083482 30.12.2008 neg neg neg neg neg neg
44 71067266 19.03.2008 neg neg neg neg neg neg
45 71078383 06.05.2008 neg neg neg neg neg neg
46 71067477 15.04.2008 neg neg neg neg neg neg
47 71081038 17.10.2008 neg neg neg neg neg neg
48 71086888 10.01.2008 neg neg neg neg neg neg
49 71071021 30.01.2008 neg neg neg neg neg neg
50 71081316 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
51 71078248 2031 03.06.2008 neg neg neg neg neg neg neg 2 %] 2 2 %] 2 54-2008
52 71077452 23.01.2008 neg neg neg neg neg neg
53 71071488 07.03.2008 neg neg neg neg neg neg
54 71086064 01.07.2008 neg neg neg neg neg neg
55 71086861 11.02.2008 neg neg neg neg neg neg
56 71067127 12.03.2008 neg neg neg neg neg neg
57 71086350 23.06.2008 neg neg neg neg neg neg
58 71087216 18.09.2008 neg neg neg neg neg neg
59 71077363 14.01.2008 neg neg neg neg neg neg
60 71080946 10.06.2008 neg neg neg neg neg neg
61 71083329 16.12.2008 neg neg neg neg neg neg
62 71087280 06.10.2008 neg neg neg neg neg neg
63 71087218 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
64 71085066 04.08.2008 neg neg neg neg neg neg
65 71071007 24.01.2008 neg neg neg neg neg neg
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Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
66 71080937 06.06.2008 neg neg neg neg neg neg
67 71067267 19.03.2008 neg neg neg neg neg neg
68 71078246 2029 03.06.2008 neg neg neg neg neg neg neg [%] %) [%] [%] %) [%] 54-2008
69 71086731 11.02.2008 neg neg neg neg neg neg
70 71067483 15.04.2008 neg neg neg neg neg neg
71 71083443 29.12.2008 neg neg neg neg neg neg
72 71085424 26.08.2008 neg neg neg neg neg neg
73 71086881 07.01.2008 neg neg neg neg neg neg
74 71067115 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
75 71087419 29.09.2008 neg neg neg neg neg neg
76 71071491 07.03.2008 neg neg neg neg neg neg
77 71081972 09.07.2008 neg neg neg neg neg neg
78 71081095 14.10.2008 neg neg neg neg neg neg
79 71087365 25.09.2008 neg neg neg neg neg neg
80 71087260 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
81 71077368 16.01.2008 neg neg neg neg neg neg
82 71071308 26.02.2008 neg neg neg neg neg neg
83 71086221 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
84 71086456 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
85 71087225 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
86 71071045 06.02.2008 neg neg neg neg neg neg
87 71067362 08.04.2008 neg neg neg neg neg neg
38 71081086 14.10.2008 neg neg neg neg neg neg
89 71072412 26.11.2008 neg neg neg neg neg neg
90 71086203 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
91 71083300 10.12.2008 neg neg neg neg neg neg
92 71071052 06.02.2008 neg neg neg neg neg neg
93 71067273 19.03.2008 neg neg neg neg neg neg
94 71087494 06.10.2008 neg neg neg neg neg neg
95 71081084 14.10.2008 neg neg neg neg neg neg
96 71081081 08.10.2008 neg neg neg neg neg neg
97 71067131 17.03.2008 neg neg neg neg neg neg
98 71078203 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
99 71072094 03.11.2008 neg neg neg neg neg neg
100 71067473 15.04.2008 neg neg neg neg neg neg
101 71080813 23.06.2008 neg neg neg neg neg neg
102 71087214 18.09.2008 neg neg neg neg neg neg
103 71077456 24.01.2008 neg neg neg neg neg neg
104 71067353 08.04.2008 neg neg neg neg neg neg




232 ANHANG (ORIGINAL-TABELLEN)
Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
105 71085400 22.08.2008 neg neg neg neg neg neg
106 71087412 29.09.2008 neg neg neg neg neg neg
107 71072465 24.11.2008 neg neg neg neg neg neg
108 71086717 04.01.2008 neg neg neg neg neg neg
109 71086855 02.01.2008 neg neg neg neg neg neg
110 71085343 22.08.2008 neg neg neg neg neg neg
111 71083321 16.12.2008 neg neg neg neg neg neg
112 71083118 05.12.2008 neg neg neg neg neg neg
113 71080767 02.06.2008 neg neg neg neg neg neg
114 71087291 14.10.2008 neg neg neg neg neg neg
115 71085199 06.08.2008 neg neg neg neg neg neg
116 71080998 12.06.2008 neg neg neg neg neg neg
117 71083429 23.12.2008 neg neg neg neg neg neg
118 71078337 25.04.2008 neg neg neg neg neg neg
119 71085211 11.08.2008 neg neg neg neg neg neg
120 71087128 11.09.2008 neg neg neg neg neg neg
121 71067111 09.05.2008 neg neg neg neg neg neg
122 71083439 29.12.2008 neg neg neg neg neg neg
123 71071049 06.02.2008 neg neg neg neg neg neg
124 71078063 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
125 71071047 06.02.2008 neg neg neg neg neg neg
126 71085440 01.09.2008 neg neg neg neg neg neg
127 71078307 23.04.2008 neg neg neg neg neg neg
128 71081157 20.10.2008 neg neg neg neg neg neg
129 71085432 27.08.2008 neg neg neg neg neg neg
130 71067045 28.03.2008 neg neg neg neg neg neg
131 71086051 30.06.2008 neg neg neg neg neg neg
132 71072026 29.10.2008 neg neg neg neg neg neg
133 71078323 23.04.2008 neg neg neg neg neg neg
134 71085235 13.08.2008 neg neg neg neg neg neg
135 71067065 26.03.2008 neg neg neg neg neg neg
136 71072086 03.11.2008 neg neg neg neg neg neg
137 71067358 08.04.2008 neg neg neg neg neg neg
138 71087105 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
139 71077371 16.01.2008 neg neg neg neg neg neg
140 71083121 05.12.2008 neg neg neg neg neg neg
141 71071163 13.02.2008 neg neg neg neg neg neg
142 71067059 26.03.2008 neg neg neg neg neg neg
143 71078055 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
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Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
144 71071236 19.02.2008 neg neg neg neg neg neg
145 71085420 26.08.2008 neg neg neg neg neg neg
146 71085405 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
147 71083334 17.12.2008 neg neg neg neg neg neg
148 71067276 19.03.2008 neg neg neg neg neg neg
149 71072500 05.12.2008 neg neg neg neg neg neg
150 71071311 26.02.2008 neg neg neg neg neg neg
151 71081168 20.10.2008 neg neg neg neg neg neg
152 71086793 04.01.2008 neg neg neg neg neg neg
153 71085451 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
154 71084828 07.01.2009 neg neg neg neg neg neg
155 71078338 25.04.2008 neg neg neg neg neg neg
156 71085450 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
157 71072171 13.11.2008 neg neg neg neg neg neg
158 71083265 12.12.2008 neg neg neg neg neg neg
159 71087278 06.10.2008 neg neg neg neg neg neg
160 71086867 11.02.2008 neg neg neg neg neg neg
161 71067034 26.03.2008 neg neg neg neg neg neg
162 71080780 03.06.2008 neg neg neg neg neg neg
163 71085329 20.08.2008 neg neg neg neg neg neg
164 71067435 14.04.2008 neg neg neg neg neg neg
165 71083432 29.12.2008 neg neg neg neg neg neg
166 ;ig;gigi 21.11.2008 neg neg neg neg neg neg
167 71086852 02.01.2008 neg neg neg neg neg neg
168 71085438 01.09.2008 neg neg neg neg neg neg
169 71085136 31.07.2008 neg neg neg neg neg neg
170 71067126 12.03.2008 neg neg neg neg neg neg
171 71086077 08.07.2008 neg neg neg neg neg neg
172 71085210 11.08.2008 neg neg neg neg neg neg
173 71078325 23.04.2008 neg neg neg neg neg neg
174 71067347 08.04.2008 neg neg neg neg neg neg
175 71086052 30.06.2008 neg neg neg neg neg neg
176 71083436 29.12.2008 neg neg neg neg neg neg
177 71083368 22.12.2008 neg neg neg neg neg neg
178 71077364 14.01.2008 neg neg neg neg neg neg
179 71078198 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
180 71078217 19.05.2008 neg neg neg neg neg neg
181 71087233 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
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Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
182 71087367 25.09.2008 neg neg neg neg neg neg
183 71081043 17.10.2008 neg neg neg neg neg neg
184 71067043 28.03.2008 neg neg neg neg neg neg
185 71087097 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
186 71087362 25.09.2008 neg neg neg neg neg neg
187 71072420 26.11.2008 neg neg neg neg neg neg
188 71081040 17.10.2008 neg neg neg neg neg neg
189 71077375 16.01.2008 neg neg neg neg neg neg
190 71078328 25.04.2008 neg neg neg neg neg neg
191 71071373 29.02.2008 neg neg neg neg neg neg
192 71085497 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
193 71081969 03.07.2008 neg neg neg neg neg neg
194 71067484 15.04.2008 neg neg neg neg neg neg
195 71083454 29.12.2008 neg neg neg neg neg neg
196 71077462 24.01.2008 neg neg neg neg neg neg
197 71086218 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
198 71086891 21.01.2008 neg neg neg neg neg neg
199 71067426 14.04.2008 neg neg neg neg neg neg
200 71071024 30.01.2008 neg neg neg neg neg neg
201 71072172 13.11.2008 neg neg neg neg neg neg
202 71086354 23.06.2008 neg neg neg neg neg neg
203 71087108 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
204 71077455 24.01.2008 neg neg neg neg neg neg
205 71067372 09.05.2008 neg neg neg neg neg neg
206 71087420 29.09.2008 neg neg neg neg neg neg
207 71067448 09.05.2008 neg neg neg neg neg neg
208 71078341 29.04.2008 neg neg neg neg neg neg
209 71086478 22.07.2008 neg neg neg neg neg neg
210 71071392 04.03.2008 neg neg neg neg neg neg
211 71086046 30.06.2008 neg neg neg neg neg neg
212 71072222 17.11.2008 neg neg neg neg neg neg
213 71078374 06.05.2008 neg neg neg neg neg neg
214 | 71087207 18.09.2008 neg neg neg neg neg neg
215 71087224 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
216 71078344 29.04.2008 neg neg neg neg neg neg
217 71083331 17.12.2008 neg neg neg neg neg neg
218 71078241 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
219 71083129 05.12.2008 neg neg neg neg neg neg
220 71086465 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
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Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
221 71085427 26.08.2008 neg neg neg neg neg neg
222 71085056 29.07.2008 neg neg neg neg neg neg
223 71072461 24.11.2008 neg neg neg neg neg neg
224 71078231 21.05.2008 neg neg neg neg neg neg
225 71087129 11.09.2008 neg neg neg neg neg neg
226 71078128 23.05.2008 neg neg neg neg neg neg
227 71072013 29.10.2008 neg neg neg neg neg neg
228 71081042 17.10.2008 neg neg neg neg neg neg
229 71067430 14.04.2008 neg neg neg neg neg neg
230 71067442 18.04.2008 neg neg neg neg neg neg
231 71086215 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
232 71083284 09.12.2008 neg neg neg neg neg neg
233 71080782 03.06.2008 neg neg neg neg neg neg
234 71086828 04.01.2008 neg neg neg neg neg neg
235 71085443 01.09.2008 neg neg neg neg neg neg
236 71086380 14.07.2008 neg neg neg neg neg neg
237 71081159 20.10.2008 neg neg neg neg neg neg
238 71067440 18.04.2008 neg neg neg neg neg neg
239 71071389 04.03.2008 neg neg neg neg neg neg
240 71087041 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
241 | 71087104 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
242 71071048 06.02.2008 neg neg neg neg neg neg
243 71085319 15.08.2008 neg neg neg neg neg neg
244 | 71077446 23.01.2008 neg neg neg neg neg neg
245 71081317 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
246 71081329 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
247 71081087 14.10.2008 neg neg neg neg neg neg
248 71087102 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
249 71086466 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
250 71081128 24.10.2008 neg neg neg neg neg neg
251 71067434 14.04.2008 neg neg neg neg neg neg
252 71071244 19.02.2008 neg neg neg neg neg neg
253 71067491 18.04.2008 neg neg neg neg neg neg
254 71076481 17.10.2008 neg neg neg neg neg neg
255 71067424 14.04.2008 neg neg neg neg neg neg
256 71085145 31.07.2008 neg neg neg neg neg neg
257 71083381 22.12.2008 neg neg neg neg neg neg
258 71086840 02.01.2008 neg neg neg neg neg neg
259 71071153 11.02.2008 neg neg neg neg neg neg




236 ANHANG (ORIGINAL-TABELLEN)
Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
260 71080765 02.06.2008 neg neg neg neg neg neg
261 71086378 14.07.2008 neg neg neg neg neg neg
262 71078242 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
263 71081961 03.07.2008 neg neg neg neg neg neg
264 71067422 14.04.2008 neg neg neg neg neg neg
265 71081314 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
266 71083435 29.12.2008 neg neg neg neg neg neg
267 71085458 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
268 71087167 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
269 71072436 01.12.2008 neg neg neg neg neg neg
270 71078121 23.05.2008 neg neg neg neg neg neg
271 71085256 13.08.2008 neg neg neg neg neg neg
272 71085404 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
273 71071150 11.02.2008 neg neg neg neg neg neg
274 71083372 22.12.2008 neg neg neg neg neg neg
275 71080807 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
276 71077448 23.01.2008 neg neg neg neg neg neg
277 71072411 24.11.2008 neg neg neg neg neg neg
278 71067254 19.03.2008 neg neg neg neg neg neg
279 71086890 21.01.2008 neg neg neg neg neg neg
280 71083285 09.12.2008 neg neg neg neg neg neg
281 71081319 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
282 71086829 04.01.2008 neg neg neg neg neg neg
283 71078339 25.04.2008 neg neg neg neg neg neg
284 71085137 31.07.2008 neg neg neg neg neg neg
285 71087284 08.10.2008 neg neg neg neg neg neg
286 71085159 04.08.2008 neg neg neg neg neg neg
287 71087212 18.09.2008 neg neg neg neg neg neg
288 71078336 25.04.2008 neg neg neg neg neg neg
289 71078219 19.05.2008 neg neg neg neg neg neg
290 71080777 03.06.2008 neg neg neg neg neg neg
291 71067486 15.04.2008 neg neg neg neg neg neg
292 71085327 20.08.2008 neg neg neg neg neg neg
293 71067370 09.05.2008 neg neg neg neg neg neg
294 71083286 09.12.2008 neg neg neg neg neg neg
295 71081322 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
296 71086847 02.01.2008 neg neg neg neg neg neg
297 71083125 05.12.2008 neg neg neg neg neg neg
298 71086842 02.01.2008 neg neg neg neg neg neg




ANHANG (ORIGINAL-TABELLEN) 237

Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
299 71086887 07.01.2008 neg neg neg neg neg neg
300 71072117 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
301 71072126 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
302 71078377 06.05.2008 neg neg neg neg neg neg
303 71086377 14.07.2008 neg neg neg neg neg neg
304 71087146 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
305 71081124 24.10.2008 neg neg neg neg neg neg
306 71078215 19.05.2008 neg neg neg neg neg neg
307 71083379 22.12.2008 neg neg neg neg neg neg
308 71083446 29.12.2008 neg neg neg neg neg neg
309 71071029 30.01.2008 neg neg neg neg neg neg
310 71081082 08.10.2008 neg neg neg neg neg neg
311 71071018 30.01.2008 neg neg neg neg neg neg
312 71086214 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
313 71086458 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
314 71072219 17.11.2008 neg neg neg neg neg neg
315 71071058 06.02.2008 neg neg neg neg neg neg
316 71078123 23.05.2008 neg neg neg neg neg neg
317 71085260 13.08.2008 neg neg neg neg neg neg
318 71072121 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
319 71072012 29.10.2008 neg neg neg neg neg neg
320 71081160 20.10.2008 neg neg neg neg neg neg
321 71071425 01.04.2008 neg neg neg neg neg neg
322 71087165 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
323 71080776 02.06.2008 neg neg neg neg neg neg
324 71078221 21.05.2008 neg neg neg neg neg neg
325 71080766 02.06.2008 neg neg neg neg neg neg
326 71085204 06.08.2008 neg neg neg neg neg neg
327 71067280 21.03.2008 neg neg neg neg neg neg
328 71078199 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
329 71085449 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
330 71086447 22.07.2008 neg neg neg neg neg neg
331 71072077 03.11.2008 neg neg neg neg neg neg
332 71086216 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
333 71071294 22.02.2008 neg neg neg neg neg neg
334 71072416 26.11.2008 neg neg neg neg neg neg
335 71078196 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
336 71083499 07.01.2009 neg neg neg neg neg neg
337 71086471 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg




238 ANHANG (ORIGINAL-TABELLEN)
Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
338 71086362 09.07.2008 neg neg neg neg neg neg
339 71077373 16.01.2008 neg neg neg neg neg neg
340 -- 17.11.2008 neg neg neg neg neg neg
341 71071377 29.02.2008 neg neg neg neg neg neg
342 71067259 19.03.2008 neg neg neg neg neg neg
343 71087263 25.09.2008 neg neg neg neg neg neg
344 71083263 12.12.2008 neg neg neg neg neg neg
345 71085418 26.08.2008 neg neg neg neg neg neg
346 71071493 07.03.2008 neg neg neg neg neg neg
347 71087098 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
348 71087201 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
349 71078207 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
350 71072074 03.11.2008 neg neg neg neg neg neg
351 71080955 10.06.2008 neg neg neg neg neg neg
352 71076482 17.10.2008 neg neg neg neg neg neg
353 71081104 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
354 71012945 15.02.2008 neg neg neg neg neg neg
355 71071386 04.03.2008 neg neg neg neg neg neg
356 71072451 24.11.2008 neg neg neg neg neg neg
357 71072025 29.10.2008 neg neg neg neg neg neg
358 71080945 10.06.2008 neg neg neg neg neg neg
359 71080859 01.07.2008 neg neg neg neg neg neg
360 71085194 06.08.2008 neg neg neg neg neg neg
361 71067055 26.03.2008 neg neg neg neg neg neg
362 71087220 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
363 71081094 14.10.2008 neg neg neg neg neg neg
364 71086071 08.07.2008 neg neg neg neg neg neg
365 71085213 11.08.2008 neg neg neg neg neg neg
366 71086220 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
367 71072430 01.12.2008 neg neg neg neg neg neg
368 71077453 24.01.2008 neg neg neg neg neg neg
369 71086896 21.01.2008 neg neg neg neg neg neg
370 71087366 25.09.2008 neg neg neg neg neg neg
371 71080963 12.06.2008 neg neg neg neg neg neg
372 71085330 20.08.2008 neg neg neg neg neg neg
373 71067285 21.03.2008 neg neg neg neg neg neg
374 71080771 02.06.2008 neg neg neg neg neg neg
375 71072450 24.11.2008 neg neg neg neg neg neg
376 71078235 21.05.2008 neg neg neg neg neg neg




ANHANG (ORIGINAL-TABELLEN) 239

Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
377 71087498 06.10.2008 neg neg neg neg neg neg
378 71071296 22.02.2008 neg neg neg neg neg neg
379 71086903 10.01.2008 neg neg neg neg neg neg
380 71085190 05.08.2008 neg neg neg neg neg neg
381 71071161 13.02.2008 neg neg neg neg neg neg
382 71085459 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
383 71083280 09.12.2008 neg neg neg neg neg neg
384 71085249 15.08.2008 neg neg neg neg neg neg
385 71067036 26.03.2008 neg neg neg neg neg neg
386 71087112 08.10.2008 neg neg neg neg neg neg
387 71081041 17.10.2008 neg neg neg neg neg neg
388 71083266 12.12.2008 neg neg neg neg neg neg
389 71087288 08.10.2008 neg neg neg neg neg neg
390 71087142 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
391 71081098 14.10.2008 neg neg neg neg neg neg
392 71081967 03.07.2008 neg neg neg neg neg neg
393 71071495 07.03.2008 neg neg neg neg neg neg
394 71086491 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
395 71087230 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
396 71085217 13.08.2008 neg neg neg neg neg neg
397 71067255 19.03.2008 neg neg neg neg neg neg
398 71087099 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
399 71067290 21.03.2008 neg neg neg neg neg neg
400 71067352 08.04.2008 neg neg neg neg neg neg
401 71081968 03.07.2008 neg neg neg neg neg neg
402 71071381 04.03.2008 neg neg neg neg neg neg
403 71072181 13.11.2008 neg neg neg neg neg neg
404 71087289 08.10.2008 neg neg neg neg neg neg
405 71071414 06.06.2008 neg neg neg neg neg neg
406 71067056 26.03.2008 neg neg neg neg neg neg
407 71067133 17.03.2008 neg neg neg neg neg neg
408 71086859 02.01.2008 neg neg neg neg neg neg
409 71067300 21.03.2008 neg neg neg neg neg neg
410 71087138 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
411 71078071 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
412 | 71067371 09.05.2008 neg neg neg neg neg neg
413 71085498 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
414 71086907 10.01.2008 neg neg neg neg neg neg
415 71067265 19.03.2008 neg neg neg neg neg neg




240 ANHANG (ORIGINAL-TABELLEN)
Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
416 71080812 23.06.2008 neg neg neg neg neg neg
417 71085154 01.08.2008 neg neg neg neg neg neg
418 71077376 21.01.2008 neg neg neg neg neg neg
419 71085059 29.07.2008 neg neg neg neg neg neg
420 71080819 01.07.2008 neg neg neg neg neg neg
421 71071233 19.02.2008 neg neg neg neg neg neg
422 71078069 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
423 71085242 15.08.2008 neg neg neg neg neg neg
424 71087293 14.10.2008 neg neg neg neg neg neg
425 71072087 03.11.2008 neg neg neg neg neg neg
426 71072415 26.11.2008 neg neg neg neg neg neg
427 71078194 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
428 71083373 22.12.2008 neg neg neg neg neg neg
429 71077357 14.01.2008 neg neg neg neg neg neg
430 71087040 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
431 71071388 04.03.2008 neg neg neg neg neg neg
432 71083371 22.12.2008 neg neg neg neg neg neg
433 71078197 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
434 71071157 13.02.2008 neg neg neg neg neg neg
435 71077463 24.01.2008 neg neg neg neg neg neg
436 71078239 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
437 71072459 24.11.2008 neg neg neg neg neg neg
438 71071497 07.03.2008 neg neg neg neg neg neg
439 71078124 23.05.2008 neg neg neg neg neg neg
440 71083451 29.12.2008 neg neg neg neg neg neg
441 71086452 22.07.2008 neg neg neg neg neg neg
442 71086843 02.01.2008 neg neg neg neg neg neg
443 71086459 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
444 71067428 14.04.2008 neg neg neg neg neg neg
445 71067029 21.03.2008 neg neg neg neg neg neg
446 71078316 23.04.2008 neg neg neg neg neg neg
447 71078072 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
448 71078245 03.06.2008 neg neg neg neg neg neg
449 71087120 11.09.2008 neg neg neg neg neg neg
450 71087107 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
451 71087258 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
452 71087136 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
453 71072022 29.10.2008 neg neg neg neg neg neg
454 71071039 01.02.2008 neg neg neg neg neg neg




ANHANG (ORIGINAL-TABELLEN) 241

Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
455 71071402 04.03.2008 neg neg neg neg neg neg
456 71078335 25.04.2008 neg neg neg neg neg neg
457 71067283 21.03.2008 neg neg neg neg neg neg
458 71085191 05.08.2008 neg neg neg neg neg neg
459 71083128 05.12.2008 neg neg neg neg neg neg
460 71081966 03.07.2008 neg neg neg neg neg neg
461 71077369 16.01.2008 neg neg neg neg neg neg
462 71071155 11.02.2008 neg neg neg neg neg neg
463 71077458 24.01.2008 neg neg neg neg neg neg
464 71077460 24.01.2008 neg neg neg neg neg neg
465 71067359 08.04.2008 neg neg neg neg neg neg
466 71086352 23.06.2008 neg neg neg neg neg neg
467 71085455 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
468 71087265 25.09.2008 neg neg neg neg neg neg
469 71083283 09.12.2008 neg neg neg neg neg neg
470 71083240 17.12.2008 neg neg neg neg neg neg
471 71072463 24.11.2008 neg neg neg neg neg neg
472 71087276 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
473 71083241 17.12.2008 neg neg neg neg neg neg
474 71083442 29.12.2008 neg neg neg neg neg neg
475 71083382 22.12.2008 neg neg neg neg neg neg
476 71067475 15.04.2008 neg neg neg neg neg neg
477 71078366 06.05.2008 neg neg neg neg neg neg
478 71087267 25.09.2008 neg neg neg neg neg neg
479 71086451 22.07.2008 neg neg neg neg neg neg
480 71087497 06.10.2008 neg neg neg neg neg neg
481 71085339 22.08.2008 neg neg neg neg neg neg
482 71067057 26.03.2008 neg neg neg neg neg neg
483 71086450 22.07.2008 neg neg neg neg neg neg
484 71080806 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
485 71081965 03.07.2008 neg neg neg neg neg neg
486 71086895 21.01.2008 neg neg neg neg neg neg
487 | 71071410 06.06.2008 neg neg neg neg neg neg
488 71080941 10.06.2008 neg neg neg neg neg neg
489 71072218 17.11.2008 neg neg neg neg neg neg
490 71078050 21.05.2008 neg neg neg neg neg neg
491 71071239 19.02.2008 neg neg neg neg neg neg
492 71067368 08.04.2008 neg neg neg neg neg neg
493 71085411 04.09.2008 neg neg neg neg neg neg




242 ANHANG (ORIGINAL-TABELLEN)
Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
AF H-Nr | Abnahmedatum 1gG final IgM final 19G IgM 1gG IgM Aviditat IgG IgM Aviditat IE1 p150 | CM2 p65 gB1 gB2 Blot-Registerblatt
494 71067432 14.04.2008 neg neg neg neg neg neg
495 71083378 22.12.2008 neg neg neg neg neg neg
496 71078312 23.04.2008 neg neg neg neg neg neg
497 71078201 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
498 71086059 30.06.2008 neg neg neg neg neg neg
499 71081332 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
500 71087219 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
501 71067294 31.03.2008 neg neg neg neg neg neg
502 71086076 08.07.2008 neg neg neg neg neg neg
503 71081327 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
504 71071498 07.03.2008 neg neg neg neg neg neg
506 71086862 11.02.2008 neg neg neg neg neg neg
507 71080814 23.06.2008 neg neg neg neg neg neg
508 71071025 30.01.2008 neg neg neg neg neg neg
509 71080817 01.07.2008 neg neg neg neg neg neg
510 71078214 19.05.2008 neg neg neg neg neg neg
511 71086904 10.01.2008 neg neg neg neg neg neg
512 71081338 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
513 71078367 06.05.2008 neg neg neg neg neg neg
514 71067135 17.03.2008 neg neg neg neg neg neg
515 71077450 23.01.2008 neg neg neg neg neg neg
516 71085054 29.07.2008 neg neg neg neg neg neg
517 | 71078531 2500200 | Mg neg | neg | nmeg | neg | neg
519 71083301 10.12.2008 neg neg neg neg neg neg
520 71078309 23.04.2008 neg neg neg neg neg neg
521 71085448 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
522 71086883 07.01.2008 neg neg neg neg neg neg
523 71072080 03.11.2008 neg neg neg neg neg neg
524 71081039 17.10.2008 neg neg neg neg neg neg
525 71072079 03.11.2008 neg neg neg neg neg neg
526 71067037 26.03.2008 neg neg neg neg neg neg
527 71072169 13.11.2008 neg neg neg neg neg neg
528 71080931 06.06.2008 neg neg neg neg neg neg
529 71080957 10.06.2008 neg neg neg neg neg neg
530 71078206 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg




ANHANG (ORIGINAL-TABELLEN) 243
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531 71067485 15.04.2008 neg neg neg neg neg neg
532 71067357 08.04.2008 neg neg neg neg neg neg
533 71083338 17.12.2008 neg neg neg neg neg neg
534 71086882 07.01.2008 neg neg neg neg neg neg
535 71085050 29.07.2008 neg neg neg neg neg neg
536 71072443 01.12.2008 neg neg neg neg neg neg
537 71077366 14.01.2008 neg neg neg neg neg neg
538 71084835 07.01.2009 neg neg neg neg neg neg
539 71072452 24.11.2008 neg neg neg neg neg neg
540 71087422 29.09.2008 neg neg neg neg neg neg
541 71067444 09.05.2008 neg neg neg neg neg neg
542 71087206 18.09.2008 neg neg neg neg neg neg
543 71080808 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
544 71071035 30.01.2008 neg neg neg neg neg neg
545 71087282 08.10.2008 neg neg neg neg neg neg
546 71086381 14.07.2008 neg neg neg neg neg neg
547 71081027 14.10.2008 neg neg neg neg neg neg
548 71072454 24.11.2008 neg neg neg neg neg neg
549 71085065 29.07.2008 neg neg neg neg neg neg
550 71087137 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
551 71083322 16.12.2008 neg neg neg neg neg neg
552 71081963 03.07.2008 neg neg neg neg neg neg
553 71078208 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
554 71071044 01.02.2008 neg neg neg neg neg neg
555 71087229 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
556 71071409 06.06.2008 neg neg neg neg neg neg
557 71078223 21.05.2008 neg neg neg neg neg neg
558 72150278 10.10.2008 neg neg neg neg neg neg
559 71086070 08.07.2008 neg neg neg neg neg neg
560 71080944 10.06.2008 neg neg neg neg neg neg
561 71080960 12.06.2008 neg neg neg neg neg neg
562 71071160 13.02.2008 neg neg neg neg neg neg
563 71072091 03.11.2008 neg neg neg neg neg neg
564 71080948 10.06.2008 neg neg neg neg neg neg
565 71086355 23.06.2008 neg neg neg neg neg neg
566 71087168 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
567 71072217 17.11.2008 neg neg neg neg neg neg
568 71083430 23.12.2008 neg neg neg neg neg neg
569 71086908 10.01.2008 neg neg neg neg neg neg




244 ANHANG (ORIGINAL-TABELLEN)
Mutter-ID ELISA CLIA rekombinanter Imnmunoblot
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570 71071387 04.03.2008 neg neg neg neg neg neg
571 71078384 06.05.2008 neg neg neg neg neg neg
572 71081123 24.10.2008 neg neg neg neg neg neg
573 71086472 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
574 71071301 22.02.2008 neg neg neg neg neg neg
575 71071404 06.06.2008 neg neg neg neg neg neg
576 71072224 17.11.2008 neg neg neg neg neg neg
577 71072460 24.11.2008 neg neg neg neg neg neg
578 71067446 09.05.2008 neg neg neg neg neg neg
579 71087110 10.09.2008 neg neg neg neg neg neg
580 71071164 13.02.2008 neg neg neg neg neg neg
581 71087421 29.09.2008 neg neg neg neg neg neg
582 71072170 13.11.2008 neg neg neg neg neg neg
583 71078370 06.05.2008 neg neg neg neg neg neg
584 71080811 18.06.2008 neg neg neg neg neg neg
585 71078362 29.04.2008 neg neg neg neg neg neg
586 71086348 23.06.2008 neg neg neg neg neg neg
587 71087277 06.10.2008 neg neg neg neg neg neg
588 71085457 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
589 71083166 09.12.2008 neg neg neg neg neg neg
590 71081026 14.10.2008 neg neg neg neg neg neg
591 71071367 29.02.2008 neg neg neg neg neg neg
592 71086441 17.07.2008 neg neg neg neg neg neg
593 71085237 13.08.2008 neg neg neg neg neg neg
594 71087125 11.09.2008 neg neg neg neg neg neg
595 71072422 26.11.2008 neg neg neg neg neg neg
596 71077362 14.01.2008 neg neg neg neg neg neg
597 71080815 01.07.2008 neg neg neg neg neg neg
598 71085138 31.07.2008 neg neg neg neg neg neg
599 71085453 02.09.2008 neg neg neg neg neg neg
600 71067035 26.03.2008 neg neg neg neg neg neg
601 71078070 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
602 71086916 10.01.2008 neg neg neg neg neg neg
603 71087492 06.10.2008 neg neg neg neg neg neg
604 71071237 19.02.2008 neg neg neg neg neg neg
605 71067032 26.03.2008 neg neg neg neg neg neg
606 71078220 19.05.2008 neg neg neg neg neg neg
607 71086074 08.07.2008 neg neg neg neg neg neg
608 71087130 11.09.2008 neg neg neg neg neg neg
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609 71087213 18.09.2008 neg neg neg neg neg neg
610 71071374 29.02.2008 neg neg neg neg neg neg
611 71067102 31.03.2008 neg neg neg neg neg neg
612 71086462 17.07.2008 neg neg neg neg neg neg
613 71087039 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
614 71087031 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
615 71078305 23.04.2008 neg neg neg neg neg neg
616 71078189 13.05.2008 neg neg neg neg neg neg
617 71085142 31.07.2008 neg neg neg neg neg neg
618 71086371 14.07.2008 neg neg neg neg neg neg
619 71078386 06.05.2008 neg neg neg neg neg neg
620 71067109 07.04.2008 neg neg neg neg neg neg
621 71072429 01.12.2008 neg neg neg neg neg neg
622 71072428 01.12.2008 neg neg neg neg neg neg
623 71081315 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
624 71085245 15.08.2008 neg neg neg neg neg neg
625 71080784 03.06.2008 neg neg neg neg neg neg
626 71086910 10.01.2008 neg neg neg neg neg neg
627 71083327 16.12.2008 neg neg neg neg neg neg
628 71083247 17.12.2008 neg neg neg neg neg neg
629 71078310 23.04.2008 neg neg neg neg neg neg
630 71071241 19.02.2008 neg neg neg neg neg neg
631 71086296 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
632 71085209 11.08.2008 neg neg neg neg neg neg
633 71078330 25.04.2008 neg neg neg neg neg neg
634 71086494 16.07.2008 neg neg neg neg neg neg
635 71086912 10.01.2008 neg neg neg neg neg neg
636 71085417 26.08.2008 neg neg neg neg neg neg
637 71083126 05.12.2008 neg neg neg neg neg neg
638 71087259 22.09.2008 neg neg neg neg neg neg
639 71085499 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
640 71086062 30.06.2008 neg neg neg neg neg neg
641 71087285 08.10.2008 neg neg neg neg neg neg
642 71086718 04.01.2008 neg neg neg neg neg neg
643 71078378 06.05.2008 neg neg neg neg neg neg
644 71078233 21.05.2008 neg neg neg neg neg neg
645 71071304 22.02.2008 neg neg neg neg neg neg
646 71081336 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
647 71012942 15.02.2008 neg neg neg neg neg neg
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648 71078062 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
649 71085441 01.09.2008 neg neg neg neg neg neg
650 71071154 11.02.2008 neg neg neg neg neg neg
651 71087205 18.09.2008 neg neg neg neg neg neg
652 71067433 14.04.2008 neg neg neg neg neg neg
653 71080953 10.06.2008 neg neg neg neg neg neg
654 71071319 26.02.2008 neg neg neg neg neg neg
655 71087122 11.09.2008 neg neg neg neg neg neg
656 71071243 19.02.2008 neg neg neg neg neg neg
657 71086914 10.01.2008 neg neg neg neg neg neg
658 71078230 21.05.2008 neg neg neg neg neg neg
659 71080787 03.06.2008 neg neg neg neg neg neg
660 71071305 22.02.2008 neg neg neg neg neg neg
661 71072085 03.11.2008 neg neg neg neg neg neg
662 71087139 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
663 71083242 17.12.2008 neg neg neg neg neg neg
664 71081333 10.11.2008 neg neg neg neg neg neg
665 71078136 28.05.2008 neg neg neg neg neg neg
666 71087094 09.09.2008 neg neg neg neg neg neg
667 71078350 29.04.2008 neg neg neg neg neg neg
668 71081156 20.10.2008 neg neg neg neg neg neg
669 71087143 16.09.2008 neg neg neg neg neg neg
670 71085135 31.07.2008 neg neg neg neg neg neg
671 71072419 26.11.2008 neg neg neg neg neg neg
672 71067113 09.05.2008 neg neg neg neg neg neg
673 71085203 06.08.2008 neg neg neg neg neg neg
674 71085218 13.08.2008 neg neg neg neg neg neg
675 71085197 06.08.2008 neg neg neg neg neg neg
676 71083498 07.01.2009 neg neg neg neg neg neg
677 71077444 23.01.2008 neg neg neg neg neg neg
678 71072425 01.12.2008 neg neg neg neg neg neg
679 71085149 31.07.2008 neg neg neg neg neg neg
680 71081121 24.10.2008 neg neg neg neg neg neg
681 71071172 12.03.2008 neg neg neg neg neg neg
682 71087208 18.09.2008 neg neg neg neg neg neg
683 71071030 30.01.2008 neg neg neg neg neg neg
684 71085215 1